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ＤＯＸ 调控 ＨＮＲＮＰＫ 稳定下调的 Ｈ１２９９ 细胞株的
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　 　 【摘要】 　 目的　 构建 ＤＯＸ 调控 ＨＮＲＮＰＫ 稳定下调的 Ｈ１２９９ 细胞株ꎬ并研究 ＨＮＲＮＰＫ 下调对细胞增殖与凋

亡的影响ꎮ 方法　 用包装好的慢病毒感染 Ｈ１２９９ 细胞ꎬ感染 ７２ ｈ 后利用嘌呤霉素筛选阳性细胞并扩大培养获得

稳转株ꎬ通过定量 ＰＣＲ 与 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＨＮＲＮＰＫ 表达效率ꎬ并研究 ＨＮＲＮＰＫ 下调对细胞增殖与凋亡的影响ꎮ
结果　 成功构建了 ＤＯＸ 调控 ＨＮＲＮＰＫ 稳定下调的 Ｈ１２９９ 细胞株ꎬＨＮＲＮＰＫ 的下调抑制了 Ｈ１２９９ 细胞的增殖ꎬ但
对其凋亡没有明显影响ꎮ 结论　 ＨＮＲＮＰＫ 下调抑制了 Ｈ１２９９ 细胞的增殖ꎮ
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　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】 　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ 　 Ｔｏ ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ｔｈｅ Ｈ１２９９ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ ｗｉｔｈ ＨＮＲＮＰＫ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｂｙ ＤＯＸ ａｎｄ ｓｔｕｄｙ ｔｈｅ
ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＨＮＲＮＰＫ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｎ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ. Ｍｅｔｈｏｄｓ 　 Ｈ１２９９ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ａ
ｐａｃｋａｇｅｄ ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ. Ａｆｔｅｒ ７２ ｈꎬ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ｂｙ ｐｕｒｏｍｙｃｉｎ ａｎｄ ｅｘｐａｎｄｅｄ ｔｏ ａ ｓｔａｂｌｅ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ. Ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ ＨＮＲＮＰＫ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｑＰＣＲ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ. Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＨＮＲＮＰＫ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｎ ｃｅｌｌ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ. Ｒｅｓｕｌｔｓ 　 Ｔｈｅ Ｈ１２９９ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ ｗｉｔｈ ＨＮＲＮＰＫ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｂｙ ＤＯＸ ｗａｓ
ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ. Ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＨＮＲＮＰＫ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ｈ１２９９ ｃｅｌｌｓ ｂｕｔ ｄｉｄ ｎｏｔ ａｆｆｅｃｔ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ.
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　 　 核 不 均 一 核 糖 核 蛋 白 Ｋ ( ｈｅｔｅｒｏｇｅｎｅｏｕｓ
ｎｕｃｌｅａｒｒｉｂｏｎｕｃｌｅｏｐｒｏｔｅｉｎ ＫꎬＨＮＲＮＰＫ)是 ｈｎＲＮＰｓ 家

族成员之一ꎬ其基因位于人第 ９ 号染色体 ｑ２１􀆰 ３２ ~
ｑ２１􀆰 ３３ꎬ序列高度保守ꎬ含有 ３ 个 Ｋ 同源区 ( Ｋ
ｈｏｍｏｌｏｇｕｅꎬ ＫＨ)ꎬ每个 Ｋ 同源区由 ６５~７０ 个氨基酸

组成ꎬ该区域能够与 ＲＮＡ 和 ＤＮＡ 结合并相互作

用[１－２]ꎮ ＨＮＲＮＰＫ 还含有一个核定位信号( ｎｕｃｌｅａｒ
ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｓｉｇｎａｌｓꎬ ＮＬＳ) 以及一个核穿梭结构域

( ｎｕｃｌｅａｒ ｓｈｕｔｔｌｉｎｇ ｄｏｍａｉｎꎬ ＫＮＳ ) [３]ꎻ ＮＬＳ 调 节

ＨＮＲＮＰＫ 从胞浆到核的转运ꎬＫＮＳ 则通过核孔复合

物调节双向穿梭[４]ꎮ ＨＮＲＮＰＫ 特殊的分子结构使

其能够参与转录调控、ＲＮＡ 加工与翻译以及转录后

修饰等多种细胞进程[５]ꎮ 大量研究显示 ＨＮＲＮＰＫ
与目前威胁人类生命的肿瘤疾病密切相关ꎬ多种肿

瘤的形成和发展都与该家族蛋白有关[１]ꎮ
ＨＮＲＮＰＫ 在原发性和转移性肺癌中高表达[６]ꎬ

而其在多种肿瘤中的高表达通常与不良预后相

关[７－８]ꎮ 然而 ＨＮＰＮＰＫ 在肺癌中的具体作用机制

仍然未知ꎬ需要进一步研究ꎮ 本实验构建了荧光素

酶标记的由强力霉素 ( ｄｏｘｙｃｙｃｌｉｎｅꎬ ＤＯＸ) 调控

ＨＮＲＮＰＫ 稳定下调的 Ｈ１２９９ 细胞株ꎬ旨在为进一步

研究 ＨＮＲＮＰＫ 在肺癌发生发展中的作用机制提供

实验基础ꎮ

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验细胞

Ｈ１２９９ 细胞购自中国医学科学院基础医学研

究所ꎮ
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

ＰＢＳ、ＲＰＭＩ １６４０ 培养基、０.２５％胰蛋白酶、胎牛

血清等购自美国 Ｇｉｂｃｏ 公司ꎻＤ￣Ｌｕｃｉｆｅｒｉｎ 购自北京

泛博生物化学有限公司ꎻＴＲＩｚｏｌ 试剂购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
公司ꎻ反转录试剂盒、购蛋白预染 Ｍａｒｋｅｒ 自 Ｔｈｅｒｍｏ
Ｆｉｓｈｅｒ 公司ꎻＳＹＢＲ ｇｒｅｅｎ 荧光染料购自日本 Ｔｏｙｏｂｏ
公司ꎻ 定量 ＰＣＲ 专用 ９６ 孔 板 购 自 ＡＢＩ 公 司ꎻ
ＨＮＲＮＰＫ 抗体购自 Ａｂｃａｍ 公司ꎻｐ５３、ｐ２１、ＣＣＮＤ１
抗体购自 ＣＳＴ 公司ꎻＲｂ、磷酸化 Ｒｂ、ＣＤＫ４、Ｃｙｃｌｉｎ￣
Ｄ１ 等抗体购自 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公司ꎻＨＲＰ 标记的山羊抗

兔 ＩｇＧ 购自中杉金桥生物公司ꎻＣＣＫ－８ 细胞活性检

测试剂盒、Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ(６３３)凋亡检测试剂盒购自东

仁化学科技(上海)有限公司ꎻ嘌呤霉素购自 Ｍｅｒｋ
公司ꎻＤＯＸ 由上海吉凯基因科技有限公司提供ꎮ

实时荧光定量 ＰＣＲ 仪为 ＢＩＯ￣ＲＡＤＣＦＸ Ｃｏｎｎｅｃｔ

Ｒｅａｌ￣Ｔｉｍｅ ＰＣＲ Ｓｙｓｔｅｍꎻ 酶 标 仪 为 ＢＩＯ￣
ＲＡＤｉＭａｒｋＭｉｃｒｏｐｌａｔｅ Ｒｅａｄｅｒꎻ 流 式 细 胞 仪 为 ＢＤ
ＦＡＣＳＡｒｉａ ＩＩ Ｃｅｌｌ Ｓｏｒｔｅｒꎻ活体光学成像系统为 ＩＶＩＳ￣
Ｌｕｍｉｎａ ＩＩꎮ

引物合成与 ＤＮＡ 测序服务由英潍捷基(上海)
公司提供ꎮ ＨＮＲＮＰＫ 的 ｓｉＲＮＡ 由本实验室设计ꎬ序
列如表 １ 所示ꎬ带有 ＤＯＸ 识别位点的干扰慢病毒载

体由上海吉凯基因科技有限公司构建ꎮ
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 病毒感染与稳转株的筛选

慢病毒的转染严格按照吉凯基因慢病毒使用

操作手册进行ꎮ 复苏并培养 Ｈ１２９９ 细胞ꎬ调整细胞

状态ꎮ 将其制备成每毫升 ５×１０４ 个细胞浓度的悬

液ꎬ接种于 ６ 孔细胞培养板ꎮ ３７℃培养 １８ ｈ 后ꎬ稀
释病毒至 ＭＯＩ＝ １０ꎬ感染细胞ꎬ继续培养 ８ ｈꎬ观察细

胞状态并更换培养基ꎮ 感染病毒 ７２ ｈ 后ꎬ用 ６ μｇ /
ｍＬ 嘌呤霉素筛选细胞 ４８ ｈꎬ在显微镜下观察细胞生

长状态ꎬ将阳性细胞进行扩大培养ꎬ并用 ３ μｇ / ｍＬ
嘌呤霉素维持培养ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ２　 ＤＯＸ 诱导后 Ｈ１２９９ 细胞的生长状态

将筛选后的细胞制备成每毫升 ５×１０４ 个细胞浓

度的悬液ꎬ每孔 １００ μＬ 接种于 ９６ 孔细胞培养板ꎮ
继续培养 ６~８ ｈꎬ待细胞贴壁后用工作浓度为 ５ μｇ /
ｍＬ 的 ＤＯＸ 诱导细胞ꎬ３７℃继续培养 ４８ ｈꎮ 在显微

镜下观察 ＤＯＸ 诱导前后细胞的生长状态ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ３　 稳转株荧光素酶活性的检测

慢病毒载体带有荧光素酶表达序列ꎬ检测稳转

株中荧光素酶的活性ꎮ 用无菌 ｄｄＨ２Ｏ 溶解 Ｄ￣
Ｌｕｃｉｆｅｒｉｎ 干粉ꎬ并用 ０􀆰 ２２ μｍ 滤膜过滤除去杂质ꎬ储
备液浓度为 ３０ ｍｇ / ｍＬꎬ分装后于－２０℃ 冰箱保存ꎮ
用 ３７℃预热好的完全培养基按体积比 １ ∶２００ 稀释

Ｄ￣Ｌｕｃｉｆｅｒｉｎ 储备液ꎬ配制成终浓度为 １５０ μｇ / ｍＬ 的

工作液ꎮ 去除步骤 １􀆰 ３􀆰 ２ 中细胞的培养上清ꎬ按
１００ μＬ /孔加入 Ｄ￣Ｌｕｃｉｆｅｒｉｎ 工作液ꎬ避光孵育 １０ ｍｉｎ
后ꎬ进行图像分析ꎮ
１.３.４　 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 检测稳转株 ＨＮＲＮＰＫ 的表达

效率

将细胞制备成每毫升 ５×１０４ 个细胞浓度的悬

液ꎬ每孔 １ ｍＬ 接种于 １２ 孔细胞培养板ꎬ继续培养 ６
~８ ｈꎬ待细胞贴壁后用 ０ ~ １０ μｇ / ｍＬ 不同浓度的

ＤＯＸ 诱导细胞ꎬ３７℃继续培养 ４８ ｈꎮ
依据 ＴＲＩｚｏｌ 试剂与反转录试剂盒说明书操作

步骤收集各孔细胞并提取获得细胞的总 ＲＮＡꎬ进行
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反转录得到 ｃＤＮＡꎮ 应用 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 进行检测ꎬ
并通过阈值循环数计算各组细胞中 ＨＮＲＮＰＫ 的相

对表达量ꎮ 实验中ꎬＧＡＰＤＨ 与 ＨＮＲＮＰＫ 基因的上

下游引物序列如表 ２ 所示ꎬ反应体系的成分配制如

表 ３ 所示ꎬ设定反应程序:９５℃ ３ ｍｉｎꎻ９５℃ １０ ｓꎬ
６０℃ ３０ ｓꎬ扩增 ４０ 个循环ꎻ熔解曲线为 ６０℃ ~ ９５℃
升温ꎮ 实验结束后通过 ＨＮＲＮＰＫ 的相对表达量找

出 ＤＯＸ 诱导稳转细胞株稳定下调 ＨＮＲＮＰＫ 的最佳

浓度ꎮ
１.３. ５ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测稳转株 ＨＮＲＮＰＫ 的表达

水平

将细胞制备成每毫升 ５×１０４ 个细胞浓度的悬

液ꎬ每孔 １ ｍＬ 接种于 １２ 孔细胞培养板ꎬ继续培养 ６
~８ ｈꎬ待细胞贴壁后用工作浓度为 ５ μｇ / ｍＬ 的 ＤＯＸ
诱导细胞ꎬ３７℃继续培养 ４８ ｈꎮ

收集培养板中各孔的细胞ꎬ通过 ＲＩＰＡ 裂解液

裂解细胞提取蛋白ꎬ检测并调整各组细胞的蛋白浓

度ꎮ 配制浓度为 １２％的分离胶ꎬ进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电

泳ꎮ 然后ꎬ按 ３００ ｍＡ 电流强度进行转膜ꎬ将蛋白条

带转至 ＰＶＤＦ 膜上ꎮ 用含 ５％脱脂奶粉的封闭液于

室温封闭 ＰＶＤＦ 膜 １ ｈꎬ以减少非特异性结合ꎮ 随后

按 １ ∶１０００ 的比例稀释 ＨＮＲＮＰＫ 抗体ꎬ于 ４℃ 孵育

ＰＶＤＦ 膜ꎮ 次日ꎬ用 ０.１％的 ＰＢＳＴ 洗膜 ３ 次ꎬ加入稀

释比例为 １ ∶１００００ 的 ＨＲＰ 标记的 ＩｇＧꎬ于室温孵育

１ ｈꎮ 再次洗膜 ３ 次后加显影液ꎬ观测各组蛋白条带

的大小与位置ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ６　 ＨＮＲＮＰＫ 下调对 Ｈ１２９９ 细胞增殖的影响

制备细胞悬液并计数ꎬ按 ３×１０３ 个 /孔将细胞接

种于 ９６ 孔细胞培养板ꎬ３７℃培养 ６ ~ ８ ｈꎬ待细胞贴

壁后用工作浓度为 ５ μｇ / ｍＬ 的 ＤＯＸ 溶液持续诱导

培养细胞ꎮ 接种当天待细胞贴壁后ꎬ取一组细胞培

养上清ꎬ按 ＣＣＫ￣８:培养上清体积比为 １ ∶１００ 的比例

加入 ＣＣＫ￣８ꎬ 在 ＣＯ２ 培养箱中继续培养 ２ ｈꎬ观察显

色程度ꎬ用酶标仪测定其在 ４５０ ｎｍ 波长处的吸光

度ꎬ其后每隔 ２４ ｈ 检测一次培养上清的 ＯＤ４５０ꎬ直至

第 ９６ ｈꎮ
１􀆰 ３􀆰 ７　 ＨＮＲＮＰＫ 下调对 Ｈ１２９９ 细胞凋亡的影响

将细胞制备成每毫升 ５× １０４ 个细胞浓度的悬

液ꎬ每孔 ２ ｍＬ 接种于 ６ 孔细胞培养板ꎬ继续培养 ６~
８ ｈꎬ待细胞贴壁后用工作浓度为 ５ μｇ / ｍＬ 的 ＤＯＸ
诱导细胞ꎬ３７℃继续培养 ４８ ｈꎮ

细胞凋亡的检测严格按照 ＡｎｎｅｘｉｎＶ(６３３)凋亡

检测试剂盒说明书进行ꎮ 收集 ６ 孔板中的细胞ꎬ用

适量的培养基将细胞悬液转移至离心管中ꎬ１０００ ｒ /
ｍｉｎ 离心 ３ ｍｉｎꎬ弃去上清ꎮ 加入 ＰＢＳ 溶液离心洗涤

细胞两次ꎬ用 １００ μＬ 稀释好的 １×Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ Ｂｉｎｄｉｎｇ
Ｓｏｌｕｔｉｏｎ 重悬细胞ꎬ分别向细胞悬液中加入 ５ μＬ
Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ(ＡＰＣ)结合物与 ５ μＬ ＰＩ Ｓｏｌｕｔｉｏｎ(ＰＥ)ꎬ
室温下避光孵育 １５ ｍｉｎꎮ 加入 ４００ μＬ １×Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ
Ｂｉｎｄｉｎｇ Ｓｏｌｕｔｉｏｎꎬ通过流式细胞仪对细胞的凋亡情

况进行检测ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ８　 ＨＮＲＮＰＫ 下调对 Ｈ１２９９ 细胞周期的影响

培养、收集细胞步骤同 １􀆰 ３􀆰 ７ꎮ 用预冷的 ＰＢＳ
洗涤细胞两次ꎬ然后用 ７０％的乙醇固定细胞ꎮ 加入

ＰＢＳ 离心洗涤除去乙醇后ꎬ加入含 ０􀆰 １％ＲＮａｓｅＡ 的

ＰＩ 染液ꎬ室温避光染色 ３０ ｍｉｎꎬ通过流式细胞仪检

测细胞周期ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ９　 ＨＮＲＮＰＫ 下调对 Ｈ１２９９ 细胞增殖相关的信

号通路的影响

步骤同 １􀆰 ３􀆰 ５ꎬ检测 ｐ５３、 ｐ２１、 ＣＣＮＤ１、 Ｒｂ、 ｐ￣
Ｒｂ、Ｃｙｃｌｉｎ￣Ｄ１、ＣＤＫ４ 等蛋白的表达水平ꎮ
１􀆰 ４　 统计学方法

数据分析采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ Ｖ.５.０ 软件ꎬ计量

资料以平均数±标准差( 􀭰ｘ ± ｓ )表示ꎬ对数据进行 ｔ
检验以及统计学分析ꎬ以 Ｐ<０.０５ 为差异有统计学

意义ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 ＤＯＸ 诱导 ＨＮＲＮＰＫ 下调后 Ｈ１２９９ 细胞的生

长状态

细胞状态如图 １ 所示ꎬ感染病毒的 Ｈ１２９９ 细胞

与对照组细胞在大小、形态上并无明显差异ꎮ 但

ＤＯＸ 诱导 ４８ ｈ 后二者的生长密度明显不同ꎬ可能在

ＨＮＲＮＰＫ 下调后ꎬＨ１２９９ 细胞的增殖速度受到了

影响ꎮ
２􀆰 ２　 稳转株荧光素酶活性的检测

实验结果如图 ２ 所示ꎬ与未感染慢病毒的

Ｈ１２９９ 细胞对比ꎬ空白对照病毒组与 ＨＮＲＮＰＫ 干扰

病毒组的细胞均具备荧光素酶活性ꎬ能够发出明显

的荧光ꎮ
２􀆰 ３　 Ｈ１２９９ 稳转株 ＨＮＲＮＰＫ 的表达效率

定量 ＰＣＲ 结果如图 ３Ａ 所示ꎬ经不同浓度的

ＤＯＸ 诱导 ４８ ｈ 后ꎬＨ１２９９ 稳转株中 ＨＮＲＮＰＫ 的

ｍＲＮＡ 表达水平明显下调ꎮ 在 ＤＯＸ 浓度为 ５ μｇ /
ｍＬ 与 １０ μｇ / ｍＬ 时ꎬＨＮＲＮＰＫ 的 ｍＲＮＡ 表达水平能

够下调约 ６５％ ~ ７０％ꎬ且在这两个浓度下 ＨＮＲＮＰＫ

１６中国比较医学杂志 ２０２１ 年 １ 月第 ３１ 卷第 １ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｊａｎｕａｒｙ ２０２１ꎬＶｏｌ. ３１ꎬＮｏ. １



的相对表达量并无显著差异ꎬ表明 ＤＯＸ 诱导稳转细

胞株中 ＨＮＲＮＰＫ 下调的最佳浓度为 ５ μｇ / ｍＬꎮ
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果如图 ３Ｂ 所示ꎬ在 ５ μｇ / ｍＬ 的 ＤＯＸ
诱导 ４８ ｈ 后ꎬＨ１２９９ 稳转株中 ＨＮＲＮＰＫ 的蛋白表

达也被下调ꎮ
２􀆰 ４　 ＨＮＲＮＰＫ 下调对 Ｈ１２９９ 细胞增殖的影响

通过 ＣＣＫ￣８ 细胞活性检测试剂盒检测细胞增

殖ꎬ结果如图 ４ 所示ꎬ在 ＤＯＸ 的诱导下ꎬＨＮＲＮＰＫ
稳定下调的 Ｈ１２９９ 细胞增殖速度明显减慢ꎬ与对照

组比较ꎬ二者有显著差异ꎬ表明 ＨＮＲＮＰＫ 下调能够

抑制 Ｈ１２９９ 细胞的增殖ꎮ

注:Ａ:对照病毒组ꎻＢ:ＨＮＲＮＰＫ 干扰病毒组ꎻＣ:ＤＯＸ 诱导 ４８ ｈ 后的对照病毒组ꎻＤ:ＤＯＸ 诱导 ４８ ｈ 后的 ＨＮＲＮＰＫ 干扰病毒组ꎮ

图 １　 ＤＯＸ 诱导后 Ｈ１２９９ 细胞的生长状态

Ｎｏｔｅ. Ａꎬ Ｇｒｏｕｐ ｏｆ ＬＶ￣ＮＣ￣ＲＮＡｉ. Ｂꎬ Ｇｒｏｕｐ ｏｆ ＬＶ￣ＨＮＲＮＰＫ￣ＲＮＡｉ. Ｃꎬ Ｇｒｏｕｐ ｏｆ ＬＶ￣ＮＣ￣ＲＮＡｉ ａｆｔｅｒ ４８ ｈ. Ｄꎬ Ｇｒｏｕｐ ｏｆ ＬＶ￣ＨＮＲＮＰＫ￣ＲＮＡｉ ａｆｔｅｒ ４８ ｈ.

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｃｅｌｌｕｌａｒ ｓｔａｔｅｓ ｏｆ Ｈ１２９９ ｃｅｌｌｓ ａｆｔｅｒ ＤＯＸ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ

２􀆰 ５　 ＨＮＲＮＰＫ 下调对 Ｈ１２９９ 细胞凋亡的影响

经 ＤＯＸ 诱导细胞 ４８ ｈ 后ꎬ通过 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ
(６３３)凋亡检测试剂盒检测凋亡细胞数量ꎮ 结果如

图 ５ 所示ꎬＨＮＲＮＰＫ 稳定下调的 Ｈ１２９９ 细胞的凋亡

数量与对照组比较ꎬ并无显著差异ꎬ表明 ＨＮＲＮＰＫ
下调对 Ｈ１２９９ 细胞的凋亡没有明显影响ꎮ
２􀆰 ６　 ＨＮＲＮＰＫ 下调对 Ｈ１２９９ 细胞周期的影响

通过 ＰＩ 染色检测细胞周期ꎬ结果如图 ６ 所示ꎬ
ＨＮＲＮＰＫ 下调后ꎬＧ０ / Ｇ１ 期细胞的百分比明显高于

对照组ꎬＳ 期细胞的百分比则明显低于对照组ꎬ差异

有统计学意义(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻＧ２ / Ｍ 期细胞的百分比差

异无统计学意义(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎮ 表明 ＨＮＲＮＰＫ 的下调

抑制了 Ｈ１２９９ 细胞从 Ｇ０ / Ｇ１ 期向 Ｓ 期发展的周期

进程ꎮ
２􀆰 ７　 ＨＮＲＮＰＫ 下调对 Ｈ１２９９ 细胞增殖相关的信

号通路的影响

经 ＤＯＸ 诱导细胞 ４８ ｈ 后ꎬ通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检
测细胞中 ｐ５３、ｐ２１ 等蛋白的表达水平ꎮ 结果如图 ７
所示ꎬＨ１２９９ 作为 ｐ５３ 缺失的细胞株ꎬ细胞中检测不

到 ｐ５３ 表达ꎻ而在 ＨＮＲＮＰＫ 表达下调后ꎬｐ２１ 的表

达水平上调ꎬＣＣＮＤ１ 与 Ｃｙｃｌｉｎ￣Ｄ１ 的表达水平下调ꎻ
ＣＤＫ４ 与 Ｒｂ 蛋白的表达水平没有明显变化ꎬ但 Ｒｂ
蛋白的磷酸化水平下调ꎮ

表 １　 ｓｉＲＮＡ
Ｔａｂｌｅ １　 ｓｉＲＮＡ

名称
Ｎａｍｅ

靶点序列(５′－３′)
Ｔａｒｇｅｔ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ

ＨＮＲＮＰＫ ＧＡＧＣＴＴＣＧＡＴＣＡＡＡＡＴＴＧＡ

表 ２　 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 引物序列
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｆｏｒ ｔｈｅ Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ ａｓｓａｙ

引物名称
Ｎａｍｅｓ

引物序列(５′－３′)
Ｓｅｑｕｅｎｃｅ

ｈｎＲＮＰＫ￣Ｆ ＡＧＧＴＣＧＧＴＧＴＧＡＡＣＧＧＡＴＴＴＧ

ｈｎＲＮＰＫ￣Ｒ ＴＧＴＡＧＡＣＣＡＴＧＴＡＧＴＴＧＡＧＧＴＣＡ

ＧＡＰＤＨ￣Ｆ ＡＧＡＣＣＴＧＧＡＧＡＣＣＧＴＴＡＣ

ＧＡＰＤＨ￣Ｒ ＡＴＡＡＧＣＣＡＴＣＴＧＣＣＡＴＴＣ
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表 ３　 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 反应体系
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ

组分
Ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ

体积(μＬ)
Ｖｏｌｕｍｅ

基因组 ＤＮＡ Ｇｅｎｏｍｉｃ ＤＮＡ ２􀆰 ０
上游引物 Ｆｏｒｗａｒｄ ｐｒｉｍｅｒ １􀆰 ０(１０ μｍｏｌ / Ｌ)
下游引物 Ｒｅｖｅｒｓｅ ｐｒｉｍｅｒ １􀆰 ０(１０ μｍｏｌ / Ｌ)

ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ １０􀆰 ０
ｄｄＨ２Ｏ ６􀆰 ０

总体积 Ｔｏｔａｌ ｖｏｌｕｍｅ ２０􀆰 ０

图 ２　 稳转株荧光素酶活性的检测

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ｉｎ ｓｔａｂｌｅ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ

注:Ａ:定量 ＰＣＲꎻＢ:Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔꎻ与对照组比

较ꎬ∗∗∗Ｐ<０􀆰 ００１ꎮ

图 ３　 不同剂量 ＤＯＸ 诱导 ＨＮＲＮＰＫ 下调的表达效率(ｎ＝ ３)
Ｎｏｔｅ. Ａꎬ ｑＰＣＲ. Ｂꎬ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ

ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ∗∗∗Ｐ<０􀆰 ００１.

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 ＨＮＲＮＰＫ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｂｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｏｓｅｓ ｏｆ ＤＯＸ

３　 讨论

目前ꎬ大量研究已证实 ＨＮＲＮＰＫ 在各种肿瘤组

织中高表达ꎬ且与口腔鳞状细胞癌、前列腺癌、胃
癌、结直肠癌、膀胱癌、鼻咽癌及黑色素瘤等的预后

呈负相关ꎬ但其对于肺癌与肝癌的预后情况仍然未

注:与对照组比较ꎬｎ ＝ ３ꎬ∗∗ Ｐ<０􀆰 ０１ꎻ∗∗∗ Ｐ
<０􀆰 ００１ꎮ

图 ４　 ＨＮＲＮＰＫ 下调对 Ｈ１２９９ 细胞增殖的影响

Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｎ ＝

３ꎬ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１ꎬ∗∗∗Ｐ<０􀆰 ００１.

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｎ Ｈ１２９９ ｃｅｌｌｓ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆ
ＨＮＲＮＰＫ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ

知[９－１０]ꎮ ＨＮＲＮＰＫ 的异常表达在不同肿瘤中发挥

的功 能 也 各 不 相 同ꎮ Ｇａｌｌａｒｄｏ 等[１１] 通 过 构 建

ＨＮＲＮＰＫ 基因敲除杂合子(Ｈｎｒｎｐｋ＋ / － )小鼠ꎬ证实

ＨＮＲＮＰＫ 在血液系统恶性肿瘤中发挥抑癌基因的

作用ꎮ Ｈｕａｎｇ 等[１２]发现过表达的 ＨＮＲＮＰＫ 能够通

过调节 ｐ５３ 相关信号通路抑制胃癌ꎮ Ｌｉ 等[１３] 研究

发现 ＨＮＲＮＰＫ 在神经母细胞瘤患者的肿瘤中高表

达并伴有不良预后ꎮ 非小细胞肺癌( ｎｏｎ￣ｓｍａｌｌ￣ｃｅｌｌ
ｌｕｎｇ ｃａｒｃｉｎｏｍꎬＮＳＣＬＣ)是最常见的肺癌类型ꎬ是我

国城市人口恶性肿瘤死亡的主要原因[１４]ꎮ 陈燕

等[６]发现 ＨＮＲＮＰＫ 在肺癌原发灶及支气管切缘组

肺癌组织中高表达ꎬ而在正常组织及炎性对照组中

的表达率则相对较低ꎮ 同时ꎬＨＮＲＮＰＫ 在肺癌转移

及浸润组织中高阳性表达ꎬ提示 ＨＮＲＮＰＫ 的高表达

可能与肺癌的转移有关ꎮ 然而ꎬＨＮＰＮＰＫ 在肺癌发

生发展中的具体作用机制尚不完全清楚ꎮ
ＨＮＲＮＰＫ 在多种肿瘤的发生发展中参与调控

癌基因与抑癌基因的表达ꎬ并参与调控肿瘤细胞的

增殖、凋亡、迁移与侵袭等多种生物学过程[９]ꎮ
Ｈｕａｎｇ 等[１２] 研究发现过表达的 ＨＮＲＮＰＫ 能够通过

调控细胞周期相关蛋白 ｐ５３ / ｐ２１ / Ｃｙｃｌｉｎ￣Ｄ１ 抑制胃

癌细胞增殖与肿瘤生长ꎮ Ｃｈｅｎ 等[１５] 研究显示

ＨＮＲＮＰＫ 能够通过调控 Ｃｙｃｌｉｎ￣Ｄ１ 与细胞周期 Ｇ０ /
Ｇ１ 期开关蛋白 ２ 等促进膀胱癌细胞的增殖ꎮ
ＨＮＲＮＰＫ 作为转录因子能够与 ｅＩＦ４Ｅ 的启动子结

合ꎬ同时与 ｐ２１ ｍＲＮＡ 的 ３′端非翻译区域结合ꎬ以此

抑制 ｐ２１ 翻译ꎬ进而促进翻译起始、细胞分裂和肿瘤

形成[７ꎬ１６]ꎮ 此外ꎬ在多种肿瘤组织中ꎬＨＮＲＮＰＫ 的

高表达通常伴随着高水平的 ｃ￣ｍｙｃꎬＨＮＲＮＰＫ 能够

３６中国比较医学杂志 ２０２１ 年 １ 月第 ３１ 卷第 １ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｊａｎｕａｒｙ ２０２１ꎬＶｏｌ. ３１ꎬＮｏ. １



注:Ａ:对照病毒组ꎻＢ:ＨＮＲＮＰＫ 干扰病毒组ꎻＣ:凋亡细胞的百分比ꎻ与对照组比较ꎬｎ＝ ３ꎮ

图 ５　 ＨＮＲＮＰＫ 下调对 Ｈ１２９９ 细胞凋亡的影响

Ｎｏｔｅ. Ａꎬ Ｇｒｏｕｐ ｏｆ ＬＶ￣ＮＣ￣ＲＮＡｉ. Ｂꎬ Ｇｒｏｕｐ ｏｆ ＬＶ￣ＨＮＲＮＰＫ￣ＲＮＡｉ. Ｃꎬ Ｐｅｒｃｅｎｔ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｔｉｃ ｃｅｌｌｓ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ
ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬｎ＝ ３.

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｎ Ｈ１２９９ ｃｅｌｌｓ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ＨＮＲＮＰＫ ｄｏｗｎ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ

注:与对照组比较ꎬ ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎮ

图 ６　 ＨＮＲＮＰＫ 下调对 Ｈ１２９９ 细胞周期的影响(ｎ＝ ３)
Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５.

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｎ ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅ ｏｆ ＨＮＲＮＰＫ
ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ Ｈ１２９９ ｃｅｌｌｓ

图 ７　 ＨＮＲＮＰＫ 下调对 Ｈ１２９９ 细胞增殖相关的

信号通路的影响

Ｆｉｇｕｒｅ ７　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｎ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｒｅｌａｔｅｄｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｓｏｆ
ＨＮＲＮＰＫ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｉｎ Ｈ１２９９ ｃｅｌｌｓ

通过与 ｃ￣ｍｙｃ 启动子的 ｐｏｌｙ(Ｃ)结合促进 ｃ￣ｍｙｃ 转

录ꎬ参与肿瘤细胞的增殖调控[５]ꎮ 因此ꎬＨＮＲＮＰＫ
能够通过多种途径参与肿瘤细胞的增殖调控ꎮ
ＨＮＲＮＰＫ 也能够通过多种途径参与肿瘤细胞的凋

亡调控ꎮ Ｃｈｅｎ 等[１７] 的研究中发现 ＨＮＲＮＰＫ 能够

通过调节下游的抗凋亡基因发挥抗凋亡活性ꎬ
ＨＮＲＮＰＫ 在鼻咽癌细胞中能够与抗凋亡基因 ＦＬＩＰ
的启动子结合并导致其转录激活ꎮ Ｙａｎｇ 等[１８] 的研

究发现 ＨＮＲＮＰＫ 第 ２９６ 与 ２９９ 位精氨酸的甲基化

能够抑制促凋亡激酶 ＰＫＣδ 介导的第 ３０２ 位丝氨酸

磷酸化ꎬ进而抑制 ＤＮＡ 损伤诱导的凋亡ꎮ ＨＮＲＮＰＫ
作为 ｐ５３ 的共激活因子对调节 ＤＮＡ 损伤修复起重

要作用ꎬＤＮＡ 损伤促使 ＨＮＲＮＰＫ 被募集到 ｐ５３ 下

游基因的启动子ꎬ促使 ｐ２１、ＨＤＭ２、Ｃ / ＥＢＰα 和 Ｃ /
ＥＢＰβ 表达ꎻＨＮＲＮＰＫ 的下调减少 ｐ５３ 转录ꎬ从而导

致 ＤＮＡ 损伤诱导的细胞周期停滞[１９]ꎮ
本实验中成功构建了荧光素酶标记的由 ＤＯＸ

调控 ＨＮＲＮＰＫ 稳定下调的 Ｈ１２９９ 细胞株ꎬ能够通

过 ＤＯＸ 选择性地诱导细胞在特定时间点下调

ＨＮＲＮＰＫ 表达ꎮ 人非小细胞肺癌细胞 Ｈ１２９９ 来源

于淋巴结转移ꎬ其均一性地缺失 ｐ５３ 蛋白表达[２０]ꎮ
已有研究证实 ＨＮＲＮＰＫ 能够与 ｐ２１ ｍＲＮＡ 的 ３′端
非翻译区域结合ꎬ抑制 ｐ２１ 翻译ꎬ从而促进肿瘤发

生[７]ꎮ 癌基因 ＣＣＮＤ１ 能够编码 Ｇ１ / Ｓ￣特异性周期

蛋白 Ｃｙｃｌｉｎ￣Ｄ１ꎬ其能够通过与 ｐ２１ 相互作用使细胞

周期进程从 Ｇ１ 期向 Ｓ 期发展ꎮ Ｃｙｃｌｉｎ￣Ｄ１ 的主要功

能是促进细胞增殖ꎬ其过度表达可能导致细胞失控

或癌变ꎮ Ｃｙｃｌｉｎ￣Ｄ１ 能够结合并激活 Ｇ１ 期特有的周

期蛋白依赖性激酶 ＣＤＫ４ꎬＣＤＫ４ 能够磷酸化 Ｇ１ 期

４６ 中国比较医学杂志 ２０２１ 年 １ 月第 ３１ 卷第 １ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｊａｎｕａｒｙ ２０２１ꎬＶｏｌ. ３１ꎬＮｏ. １



周期抑制蛋白 Ｒｂꎬ使其从所结合的 Ｅ２Ｆ１ 转录因子

上解离ꎬ释放 Ｅ２Ｆ１ꎬ推动细胞周期由 Ｇ１ 期进入 Ｓ
期ꎬ促进细胞增殖[２１]ꎮ 本实验中ꎬＨＮＲＮＰＫ 的下调

使得 ｐ２１ 的表达升高ꎬＣＣＮＤ１ 与 Ｃｙｃｌｉｎ￣Ｄ１ 的表达

降低ꎬ从而使 Ｒｂ 蛋白的磷酸化受到抑制ꎬ进一步抑

制细胞周期进程从 Ｇ１ 期向 Ｓ 期发展ꎮ 因此ꎬ通过

ＤＯＸ 诱导 ＨＮＲＮＰＫ 表达水平下调ꎬ可能通过调控

ｐ２１ 及其相关细胞周期调节蛋白的信号通路ꎬ从而

抑制了 Ｈ１２９９ 细胞的增殖ꎮ 本实验中ꎬＨＮＲＮＰＫ 的

下调对 Ｈ１２９９ 细胞的凋亡没有明显影响ꎬ可能是由

于 Ｈ１２９９ 细 胞 本 身 缺 失 ｐ５３ 蛋 白 表 达ꎬ 导 致

ＨＮＲＮＰＫ 表达下调后无法通过 ｐ５３ 及其下游信号

通路参与细胞周期调控ꎬ因而不能引发细胞凋亡ꎮ
综上所述ꎬ本实验中 ＨＮＲＮＰＫ 的下调抑制了肺癌细

胞的增殖ꎬ结合以往的研究[６ꎬ１１－１３]ꎬ证实 ＨＮＲＮＰＫ
在肺癌中的高表达可能发挥着促进肺癌发展的作

用ꎬ并进一步说明 ＨＮＲＮＰＫ 的异常表达可能有着双

重功能ꎬ其在不同种类的肿瘤中能够产生不同的影

响ꎮ 此外ꎬＨ１２９９ 细胞中插入了荧光素酶表达序列ꎬ
使其能够在生物体内标记并跟踪肿瘤细胞的成瘤

部位、肿瘤大小与转移情况ꎬ通过活体成像实时观

测肿瘤在生物体内的发展ꎬ一方面为研究 ＨＮＲＮＰＫ
在肺癌发生发展中的功能与机制提供了更便利的

条件ꎬ同时也为抗肿瘤相关的基础研究与临床研究

提供了理论基础和实验依据ꎮ
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