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短发夹RNA沉默血红素氧合酶一1基因表达
对胃癌细胞系SGC一7901生物学行为的影响
陈洪元 张黎程力 刘立青崔彬 苗瑞政

【摘要】 目的观察血红素氧合酶·1(HO一1)基因沉默对胃癌细胞系SGC-7901生长、增殖的

影响。方法构建靶向HO一1的短发夹RNA(shRNA-HO一1)干扰质粒转染人胃癌细胞系SGC．

7901，逆转录一聚合酶链反应(RT．PCR)、细胞免疫化学分别在mRNA、蛋白质水平检测抑制效果。

流式细胞仪和噻唑蓝(Mar)检测HO一1基因沉默后细胞的细胞周期和生长情况。结果shRNA—

HO-1在mRNA、蛋白质水平高效特异地抑制了细胞SGC-7901中HO一1的表达(抑制率分别为

62．4％、67．6％)；较对照质粒组，HO-1的表达被抑制后，G。／G，期细胞百分比明显减少(52．025-4-

1．638比67．525±1．938，P<0．05)，细胞生长受抑制[2．036±0．072比2．783±0．067(72 h A值)，

P<0．05]。结论shRNA-HO-1可有效抑制胃癌细胞中HO一1的表达；HO．1的表达减少抑制肿瘤

细胞生长。
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Effects of heme oxygenase·1 short hairpin RNA transfection on biological behaviors of gastric canc-

er line SGC7901 CHEN Hong．，fttan。ZHANG LL。CHENG Li．et a1．Department of Gastrointestinal Sur-

ge∥，Provincial Hospital Affiliated to Shandong University，Jinan，250021，China

【Abstract】 Objective To investigate the effects of heme oxygenase—l short hairpin RNA transfec-

tion on biological behaviors of gastric cancer line SGC7901．Methods A eukaryotic expression plasmid of

shRNA targeting Oil HO—1 was constructed and was transiently transfected into human gastric cancer line

SGC7901．Expression of H0一lmRNA and protein were detected by reverse transcription polymerase chain

reaction(RT．PCR)and immunocytochemical stainning．Cell proliferation and cell cycle were determined

bv M盯and flow cytometry assay．Results H0．1 shRNA effectively inhibited the expression of H0．
1mRNA(62．4％)and protein(67．6％)，cell growth[2．036±0．072 VS 2．783±0．067(72 h)，P<
0．05 1，and decreased the ceUs ifl Go／G，phase(52．025±1．638 VS 67．525±1．938，P<0．05)．Conclu-

sion H0。1 shRNA effectively inhibited the expression of H0．1．thus inhibiting the growth of the tumor

cells．
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血红素氧合酶(HO)是生物体内催化血红素分解

的限速酶，有着重要的生物学作用¨J。近年来发现它

除了原有的降解血红素功能外，还在许多生理和病理

过程中起重要的调节作用，其与肿瘤发生、发展的关系

已成为目前研究热点怛j。HO．1为其诱生型，又称热休

克蛋白32(HSP32)。RNA干扰是指在真核细胞中引

入双链RNA(ds RNA)分子从而导致具有序列同源性

的基因产生特异性基因沉默(gene silencing)的现

象∞j。我们通过构建靶向HO．1的短发卡双链RNA

(shRNA)的表达质粒，转染人胃癌细胞系SGC-7901，

抑制细胞中HO-1的表达，观察HO-1对肿瘤细胞生物

学行为的影响。
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材料与方法

1．材料：人胃癌细胞株SGC-7901由山东省医学科

学院细胞室提供。靶向HO一1的shRNA干扰质粒由上

海吉凯基因化学技术有限公司协助设计构建，其干扰

靶序列为aaTGCTGAGlTrCATGAGGAAC，质粒载体为

PGCsi3．0，含有人u6启动子和编码绿色荧光蛋白

(GFP)的报告基因。同时构建不针对任何靶基因的非

特异性序列质粒为对照。RPMI 1640培养液购自美国

Gibco公司，标准胎牛血清购自杭州四季青公司，转染

试剂LipofectaminelM 2000为美国Invitrogen公司产品。

二甲基亚砜(DMSO)、噻唑蓝(MYr)为美国Sigma公

司产品。鼠抗人HO一1单克隆抗体、即用型SABC免疫

组织化学染色试剂盒及DAB显色试剂盒均购自武汉

博士德公司。DNA细胞周期检测试剂(DNA—Prep Re．

agent Kit)为美国Coulter公司产品。Trizol、cDNA合成

试剂盒(Fermentas#k1622)购自上海生工生物公司，聚
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合酶链反应(PCR)扩增试剂盒为日本TaKaRa公司产

品。PCR各引物均由上海生工生物公司合成。

2．细胞培养：人胃癌细胞株SGC一7901，以含

10％胎牛血清的RPMI 1640培养基，在37℃，5％

C02，相对湿度为90％的培养箱中培养。2—3 d换液

1次，0．25％胰蛋白酶常规消化传代，取对数生长期

细胞实验。
。

3．细胞转染：将对数生长期细胞系SGC-7901接种

于细胞培养板(6、24、96孔)，当细胞融合大约60％时

进行转染：实验分3组，实验组(shRNA-HO一1)、对照

质粒组(shRNA—contr01)、未转染组(normal)，将各组质

粒和阳离子脂质体按照1 p,g质粒加入3“l脂质体的

比例混合于无血清培养基中，室温静置；用无血清培养

基将各孔细胞洗2次，待混合物静置20 min后，均匀

滴加人培养板，4 h后更换含血清培养基。48 h后荧光

显微镜下观察转染情况。

4．逆转录一聚合酶链反应(RT—PCR)检测各组细胞

HO．1 mRNA的表达：转染后48 h收集细胞，Trizol提

取各组细胞的总RNA，紫外分光光度计测定RNA纯

度及浓度，按试剂盒(Fermentas#k1622)操作说明合成

第1链cDNA。最后以cDNA为模板进行PCR。HO一1

正义序列：5-GCTCTY TGAGGAGTI"GCAGG一3；反义序

列：5一GTG7rAAGGACCCATCGGAGA0，产物长度1 85

bp；3-肌动蛋白(B—actin)为内参，其正义序列：5-GCT—

TACATGTCTCGATCCCACqq'AA．3，反义序列：5一

CTCGCGCTACTCTCTCmCTGG一3，产物长度333 bp。
PCR反应条件为：94℃预变性5 rain，94 oC变性45 s，

55℃退火45 s，72℃延伸45 s，共扩增35个循环，最后

72℃延伸10 min。PCR产物经1％琼脂糖凝胶电泳观

察，并用AlphaImager 2200凝胶成像系统进行扫描分

析，结果以HO一1与13一actin吸光度的比值表示相对表

达强度。

5．细胞免疫化学检测各组细胞HO一1表达：处理

好的盖玻片置于24孔板，对数生长期细胞系SGC一

7901接种于24孔板，转染后72 h后取出长满细胞的

盖玻片，磷酸盐缓冲液(PBS)漂洗2次，置于4％多聚

甲醛溶液固定。接下来按即用型SABC免疫组织化学

染色试剂盒使用说明书进行操作，依次经0．5％Tri—

tonX．100透化，5％BSA封闭，滴加鼠抗人HO一1单克

隆抗体4℃过夜，第2天依次加抗小鼠二抗和SABC，

DAB显色，苏木素复染，树胶封片。显微镜下观察并

摄片。

6．噻唑蓝(MYr)比色法检测细胞增殖：调整对数

生长期细胞密度为1×105个／ml，以每孔细胞数为5×

103个接种于96孔培养板。置于在37℃，5％CO：，相

对湿度为90％的培养箱中培养。分别于转染后o、24、

48、72 h每孔加M，rI'(5∥L)20斗l，继续孵育4 h，终止

培养，吸弃上清液，每孔加入150¨l DMSO，震荡10

rain，酶标仪在570 nm测定各孔A值。以时问为横轴，

A值为纵轴绘制生长曲线。

7．流式细胞仪检测细胞周期：转染72 h后胰酶消

化各组细胞，制成单细胞悬液，调整密度至1×106个／

ml，PBS洗涤2次，按DNA．Prep Reagent Kit操作说明

加相应试剂，避光放置30 min，流式细胞仪检测各组细

胞周期。

8．统计学方法：各计数资料以均数±标准差(元±

s)表示，应用SAS 9．13统计软件分析，组间比较采用t

检验；构成比差异采用x2检验。

结 果

1．细胞转染：质粒载体含编码绿色荧光蛋白

(GFP)的基因，所以转染细胞在荧光显微镜下可激发

绿色荧光。相同视野，不同光线下分别计数细胞数，转

染率为60％。

2．shRNA转染对各组细胞HO—l mRNA的表达影

响：PCR产物1％琼脂糖凝胶电泳结果显示，细胞经

shRNA作用48 h后，HO．1 shRNA组细胞HO一1 mRNA

表达较对照两组明显下调(P<0．01)，对照质粒组与

未转染组细胞HO一1 mRNA表达差异无统计学意义

(P>0．05，表1)。

表1 shRNA作用48 h后人胃癌细胞SGC一7901

HO一1 mRNA表达(面±s)

组别 气罂曩熏户HO一1 (Ho一1比／1值3-at。i。)

未转染组494．500士8．109 189．167±10．108 0．382±0．020

对照质粒组542．667±9．832 205。333．4-6．408 0．378 4-0．016

实验组460．833±11．771 70．500±5．244 0．153±O．008

3。shRNA转染对各组细胞HO-1蛋白表达的影

响：HO一1蛋白染色呈棕黄色，主要见于胞质和胞膜。

排除边缘细胞，在10×10倍镜下随机选取10个视野，

各视野10×20倍镜下分别计数50个细胞，计算阳性

细胞率。结果显示，shRNA—HO-1组细胞阳性率较其

他两组明显减少(_P<0．01)，对照质粒组与未转染组

阳性细胞率差异无统计学意义(P>0．05)。

4．shRNA转染后对细胞生长的抑制：结果显示转

染shRNA—HO一1沉默HO一1表达后对SGC一7901有抑

制作用，72 h抑制效果较明显。shRNA—HO一1组生长

曲线较其他两组趋于平缓，对照质粒组与未转染组曲

线差异无统计学意义(P>0．05)。

5．shRNA转染后对细胞周期的影响：流式细胞仪
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分析shRNA干扰HO一1基因72 h后对细胞周期的影

响，shRNA-HO一1组G。／G，期细胞百分比较其他两组

明显降低(P<0．05)。对照质粒组与未转染组各期细

胞百分比差异无统计学意义(P>0．05，表2)。

表2 shRNA转染72 h后人胃癌细胞SGC-7901

细胞周期分布变化(％，面士s)

讨 论

胃癌是最常见的恶性肿瘤之一，并呈逐年增加

之势，传统的外科手术与化疗均有各自的局限性，导

致胃癌临床治疗效果不满意，所以研究胃癌发生、发

展的分子机制及寻求临床治疗的分子靶点成为当前

人们普遍关注和迫切需要解决的问题【4]。RNA干扰

现象的发现及其功能的研究为胃癌的基因治疗带来

了新的希望¨1。

HO是血红素分解代谢的限速酶，将其分解为一

氧化碳(CO)、自由铁(Fe2+)和胆绿素，胆绿素随后

又被胆红素还原酶转化为胆红素∞J。HO—l为其诱

生型，又称热休克蛋白32(HSP32)，被认为是细胞应

激的最敏感指标之一，在细胞损伤时保持氧化与抗

氧化平衡中起关键作用。细胞氧化应激触发凋亡是

正常器官或组织保持生理功能的保护行为，HO．1已

被许多实验证实具有抗氧化、抗凋亡作用，而这些作

用也在许多肿瘤细胞得到证实，如结肠癌、甲状腺癌

等，并在一定程度上促进了肿瘤的进展o7’8|。
’

本研究构建靶向HO．1的短发卡双链RNA(shR．

NA)的表达质粒，转染人胃癌细胞系SGC-7901，转染

效率为60％，RT-PCR、细胞免疫化学结果显示在mR—

NA和蛋白水平有效抑制了SGC-7901细胞中HO．1的

表达(抑^制率分别为62．4％、67．6％)。细胞周期显示，

转染shRNA-HO一1组G。／G，期细胞百分比明显降低，

文献报道高表达HO．1可使胃癌细胞阻滞于G。／G，

期，增强对凋亡的抵抗力‘9j。因此可认为HO一1表达

受抑制后减弱对凋亡的抵抗力，从而促进了胃癌细胞

凋亡。MrITI’结果也显示转染shRNA-HO．1后SGC一
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7901生长较对照组受抑制，证实上述推断。抑制HO．

1表达促进胃癌细胞凋亡具体机制尚不甚明确。但有

关乳腺癌的研究证实抑制HO一1表达通过降低STAT．3

和抗凋亡基因bcl—XL蛋白表达，从而增加凋亡蛋白酶

CAS一3的表达，并可能因此增加了肿瘤细胞凋亡的发

生【l引。急性髓性白血病细胞的实验也证实诱导HO一1

表达可减少肿瘤坏死因子(TNF)引起的细胞死亡-1¨。

诱导肿瘤细胞凋亡也成为现代肿瘤非手术治疗的

基础之一，HO一1抗肿瘤细胞凋亡事实使其成为肿瘤治

疗的潜在靶点，其效果已经在一些动物模型中得到证

实，如静脉注射聚乙二醇锌原卟啉(PEG．znPP)，一种

水溶性HO一1抑制剂，可诱导小鼠结肠癌细胞凋亡，抑

制肿瘤生长，而且没有任何表观副作用u引。

本研究结果表明，靶向HO一1的shRNA表达载体

可有效抑制细胞SGC-7901中HO—l的表达，抑制HO-

1的表达通过促进细胞凋亡抑制肿瘤细胞生长。
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