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ＲＮＡ干扰介导的ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ基因沉默对ＢＲＬ３Ａ细胞增殖的影响
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　　摘　要：目的　观察ＲＮＡ干扰介导的ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ基因沉默对大鼠肝细胞ＢＬＲ３Ａ细胞增殖及细胞周期的影响。方法　化学

合成针对ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ基因的小干扰ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ），使用脂质体将其转染至ＢＲＬ３Ａ细胞中，应用 ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ

ｔｉｎｇ分别检测ｓｉＲＮＡ转染后细胞ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎｍＲＮＡ和蛋白的表达，ＭＴＴ法检测转染后的细胞增殖情况，流式细胞术检测转染后

细胞周期的变化。结果　与对照组比较，ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎｓｉＲＮＡ转染ＢＲＬ３Ａ细胞后，ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎｍＲＮＡ和蛋白表达明显下降；细胞活

力升高；Ｇ１期细胞减少，Ｓ期细胞明显增多（犘＜０．０５）。结论　ＰｒｏｈｉｂｉｔｉｎｓｉＲＮＡ能有效抑制大鼠肝细胞 ＢＬＲ３Ａ细胞ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ

ｍＲＮＡ和蛋白的表达，并促进细胞增殖。
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　　肝细胞在肝损伤时会迅速表现出强大的增殖和自我调控

能力。研究肝再生分子机制对肝脏移植、创伤、各种肝病及肝

肿瘤诊治具有重要意义［１２］。前期通过亚细胞蛋白质组学方

法，发现线粒体蛋白ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ在肝再生早期表达下调
［３］。本

研究应用ＲＮＡ干扰技术，观察靶向抑制ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ基因表达

对大鼠肝细胞ＢＬＲ３Ａ 增殖的影响，为进一步研究ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ

在肝再生中的作用建立基础。

１　材料与方法

１　材料　正常大鼠肝细胞ＢＲＬ３Ａ购于中科院上海生化细

胞所。

１．１　仪器与试剂　７３００ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ仪 由 ＡＢＩ公司提供；

蛋白电泳及转膜装置由ＢｉｏＲａｄ公司提供。ｌｉｐｏｆｅｃｔｉｍｉｎｅ２０００

阳离子脂质体由Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司提供；ＰＩ染液由晶美生物公司

提供；ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ一抗由 Ａｂｃａｍ公司提供；二抗由ＳａｎｔａＣｒｕｚ

公司提供；实时定量ＰＣＲ试剂盒由ＡＢＩ公司提供。

１．２　细胞培养　大鼠正常肝细胞ＢＬＲ３Ａ，置于１０％胎牛血

清的ＤＭＥＭ培养液中，于３７℃、ＣＯ２ 体积分数５％的培养箱

中培养，转染前２４ｈ换无抗菌药物的培养基过夜。

１．３　ｓｉＲＮＡ合成及细胞转染　ｓｉＲＮＡ由上海 ＧｅｎｅＣｈｅｍ公

司设计合成。靶向目的基因ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ的ｓｉＲＮＡ 序列，正义

链：５′ＧＣＣＡＧＡＵＵＵＧＵＧＧＵＧＧＡＡＡｔｔ３′；反义链：５′

ＵＵＵＣＣＡＣＣＡＣＡＡＡＵＣＵＧＧＣｔｔ３′。阴性对照ｓｉＲＮＡ序

列，正义链：５′ＵＵＣＵＣＣＧＡＡＣＧＵＧＵＣＡＣＧＵｔｔ３′；反义

链５′ＡＣＧＵＧＡＣＡＣＧＵＵＣＧＧＡＧＡＡｔｔ３′。按其说明书

提供的方法进行细胞转染。实验分空白组、阴性对照组

（Ｍｏｃｋ）和ＲＮＡ干扰组（ＰＨＢｉ）。空白组不经任何处理，对照

组转染阴性对照ｓｉＲＮＡ，实验组转染ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎｓｉＲＮＡ。转染

６ｈ后，更换含血清及抗菌药物培养液继续培养，在相应时间

点进行检测。

１．４　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎｍＲＮＡ的表达　细胞转

染７２ｈ后，提取细胞总ＲＮＡ，进行ＲＴＰＣＲ。Ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ上游

引物５′ＧＣＧＧＴＧＧＡＡＧＣＣＡＡＡＣＡＧ３′，下游引物５′

ＴＴＣＴＴＣＴＧＣＴＧＣＴＣＡＧＣＣＴＴＴ３′；内参βａｃｔｉｎ上游引

物５′ＡＴＧＧＴＧＧＧＴＡＴＧＧＧＴＣＡＧＡＡＧ３′，下游引物５′

ＴＧＧＣＴＧＧＧＧＴＧＴＴＧＡ ＡＧＧＴＣ３′；反应体系为５μＬ

ＤＮＡ模板，１０μＬ的缓冲液，０．２μＬ２０ｍｍｏｌ／Ｌ的上下游引

物，４．６μＬ双蒸水。扩增条件为９５°Ｃ变性１ｍｉｎ，随后９６°Ｃ

１５ｓ，６０°Ｃ１ｍｉｎ循环４０次。按参考文献［４］的方法计算ｐｒｏ
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ｈｉｂｉｔｉｎ基因的沉默效率。

１．５　ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ蛋白表达　分别收集转染７２ｈ后的各组细

胞，提取细胞总蛋白，于１２％的聚丙烯酰胺凝胶中电泳，将蛋

白电转移至硝酸纤维素膜上，用ＴＢＳＴ（含５％ 脱脂奶粉）封闭

１ｈ；加入１∶１０００稀释的抗ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ单克隆抗体和抗βａｃ

ｔｉｎ抗体，４℃反应过夜；用ＴＢＳＴ 洗涤后，加入１∶１０００稀释

的 ＨＲＰ标记的荧光二抗，于室温下反应１ｈ；ＴＢＳＴ 洗膜，经

显色
!

曝光
!

显影
!

定影后，使用ＩｍａｇｅＳｃａｎｎｅｒ扫描仪进行

图像扫描，按参考文献［５］用ＰｈｏｔｏｓｈｏｐＣＳ２软件分析结果。

１．６　ＭＴＴ比色测定细胞活力　取对数生长期的细胞接种至

９６孔培养平板中，细胞转染４８ｈ后，每孔加入 ＭＴＴ溶液（５

ｍｇ／ｍＬ）２０μＬ，３７℃，继续孵育４ｈ，终止培养，吸弃孔内培养

上清液，每孔加入１５０μＬ二甲基亚砜，振荡１０ｍｉｎ，在酶联免

疫检测仪上测定各孔光密度值，检测紫色ｆｏｒｍａｚｏｎ晶体的产

生量，判断细胞活力变化。

１．７　细胞周期检测　６孔板培养的细胞，转染７２ｈ后，用不含

ＥＤＴＡ的０．２５％胰酶进行消化，离心２０００×ｇ５ｍｉｎ，收集细

胞；用ＰＢＳ洗１遍，弃上清；然后缓慢加入－２０℃预冷的７０％

酒精，４℃固定３ｈ（可以过夜，第２天染色）；吹散细胞后离心，

去上清；加１００μＬ５ｍｇ／ｍＬＲＮＡ酶溶液，３７℃保温３０ｍｉｎ，

然后冰浴终止酶作用；加 ＰＩ染液（１００μｇ／ｍＬ）避光染色３０

ｍｉｎ；流式细胞仪（ＦＣＭ）测细胞周期。

１．８　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１０．０统计软件，犘＜０．０５为差

异有统计学意义。

２　结　　果

　　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ结果显示与阴性对照

组（Ｍｏｃｋ）相比，ＲＮＡ干扰组（ＰＨＢｉ）ＢＬＲ３Ａ 细胞ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ

ｍＲＮＡ和蛋白表达都明显降低（犘＜０．０５）。通过检测对照组

（Ｍｏｃｋ）和实验组（ＰＨＢｉ）光吸收值大小，可见经 ＲＮＡ干扰，

ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ表达被抑制后，ＢＬＲ３Ａ细胞活力升高。ＦＣＭ 检测

结果显示，转染７２ｈ，与阴性对照组相比，ＢＬＲ３Ａ 细胞ｐｒｏ

ｈｉｂｉｔｉｎ表达被抑制后，细胞周期分布Ｇ１ 期细胞减少，Ｓ期细胞

明显增多（犘＜０．０５）。

３　讨　　论

Ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ属于ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ家族，广泛分布于不同组织的线

粒体、细胞核、细胞膜上，在棕色脂肪、心脏、肝脏以及发育的肾

小管和神经元高度表达，在肺、外分泌胰腺低表达［６］。据报道，

ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ与多种细胞活动相关，如细胞周期调节，转录调节，

肿瘤抑制，凋亡等［７１０］。目前对ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ在肝再生中的作用

及作用机制并不清楚。ＲＮＡ 干扰是一种内源基因沉默机制，

由于ｓｉＲＮＡ的高效性!

特异性，使其成为基因功能及基因治

疗研究的新方法［１１１２］。为了探讨ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ是否与肝细胞的

增殖相关，本实验通过ＲＮＡ干扰技术，观察靶向抑制ｐｒｏｈｉｂ

ｉｔｉｎ表达后对ＢＬＲ３Ａ细胞增殖和细胞周期的影响。结果显

示，通过ｓｉＲＮＡ沉默ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ基因的表达后ＢＬＲ３Ａ细胞的

活力升高；细胞周期分布Ｇ１ 期减少，Ｓ期明显增多，说明ｐｒｏ

ｈｉｂｉｔｉｎ能明显抑制大鼠肝细胞细胞周期的进入，阻止细胞周期

从Ｇ１ 期到Ｓ期的转换。

本研究从细胞分子水平证实ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ的表达对ＢＬＲ３Ａ

细胞的增殖具有调控作用，提示其在肝再生早期表达下调可能

与早期肝细胞增殖、肝再生的启动相关，其很可能成为肝再生

调节的潜在新靶点，具体作用机制还有待于更深入的研究。

参考文献

［１］ＢｈｍＦ，ＫｈｌｅｒＵＡ，ＳｐｅｉｃｈｅｒＴ，ｅｔａｌ．Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｌｉｖｅｒｒｅｇｅｎ

ｅｒａｔｉｏｎｂｙｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｓａｎｄｃｙｔｏｋｉｎｅｓ［Ｊ］．ＥＭＢＯ ＭｏｌＭｅｄ，

２０１０，２（８）：２９４３０５．

［２］ＢｏｏｔｈＣ，ＳｏｋｅｒＴ，ＢａｐｔｉｓｔａＰ，ｅｔａｌ．Ｌｉｖｅｒｂｉｏｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ：ｃｕｒｒｅｎｔ

ｓｔａｔｕｓａｎｄｆｕｔｕｒｅｐｅｒｓｐｅｃｔｉｖｅｓ［Ｊ］．ＷｏｒｌｄＪＧａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌ，２０１２，１８

（４７）：６９２６６９３４．

［３］ 孙青菊，梁 冰，缪明永，等．肝再生早期线粒体差异表达蛋白质组

分析［Ｊ］．解放军医学杂志，２０１０，３５（１１）：１３４１１３４４．

［４］ＳｃｈｍｉｔｔｇｅｎＴＤ，ＬｉｖａｋｋＪ．ＡｎａｌｙｚｉｎｇｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲｄａｔａｂｙｔｈｅ

ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅＣ（Ｔ）ｍｅｔｈｏｄ［Ｊ］．ＮａｔｕｒｅＰｒｏｔｏｃｏｌｓ，２００８，３（６）：

１１０１１１０８．

［５］ ＬｕｈｔａｌａＮ，ＰａｒｋｅｒＲ．ＬＳＭ１ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＳａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ

ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅｄｅｐｌｅｔｅｓＵ６ｓｎＲＮＡｌｅｖｅｌｓ［Ｊ］．ＮｕｃｌｅｉｃＡｃｉｄｓＲｅｓ，

２００９，３７（１６）：５５２９５５３６．

［６］ＣｈｏｗｄｈｕｒｙＩ，ＧａｒｃｉａＢａｒｒｉｏＭ，ＨａｒｐＤ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｅｍｅｒｇｉｎｇｒｏｌｅｓ

ｏｆｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎｓｉｎｆｏｌｌｉｃｕｌｏｇｅｎｅｓｉｓ［Ｊ］．ＦｒｏｎｔＢｉｏｓｃｉ（ＥｌｉｔｅＥｄ），２０１２，

１（４）：６９０６９９．

［７］ ＨｅＢ，ＦｅｎｇＱ，ＭｕｋｈｅｒｊｅｅＡ，ｅｔａｌ．Ａｒｅｐｒｅｓｓｉｖｅｒｏｌｅｆｏｒｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ

ｉｎｅｓｔｒｏｇｅｎｓｉｇｎａｌｉｎｇ［Ｊ］．ＭｏｌＥｎｄｏｃｒｉｎｏｌ，２００８，２２（２）：３４４３６０．

［８］ ＭｉｓｈｒａＳ，ＭｕｒｐｈｙＬＣ，ＮｙｏｍｂａＢＬ，ｅｔａｌ．Ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ：ａｐｏｔｅｎｔｉａｌ

ｔａｒｇｅｔｆｏｒｎｅｗｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓ［Ｊ］．ＴｒｅｎｄｓＭｏｌＭｅｄ，２００５，１１（４）：

１９２１９７．

［９］ＺｈｏｕＴＢ，ＱｉｎＹＨ，ＺｈｏｕＣ，ｅｔａｌ．Ｌｅｓｓｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎｉｓ

ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｉｎｃｒｅａｓｅｄｃａｓｐａｓｅ３ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓ

ｉｎｒｅｎａｌｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌｆｉｂｒｏｓｉｓｒａｔｓ［Ｊ］．Ｎｅｐｈｒｏｌｏｇｙ（Ｃａｒｌｔｏｎ），２０１２，

１７（２）：１８９１９６．

［１０］ＳáｎｃｈｅｚＱｕｉｌｅｓＶ，ＳｅｇｕｒａＶ，ＢｉｇａｕｄＥ，ｅｔａｌ．Ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ１ｄｅｆｉｃｉｅｎ

ｃｙｐｒｏｍｏｔｅｓｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎａｎｄｉｎｃｒｅａｓｅｓｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｔｏｌｉｖｅｒｉｎｊｕｒｙ

［Ｊ］．ＪＰｒｏｔｅｏｍｉｃｓ，２０１２，（１８）：５７８３５７９２．

［１１］ＺｈｏｕＨＪ，ＴｓａｉＳＹ，ＴｓａｉＭＪ．ＲＮＡｉｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙａｎｄｉｔｓｕｓｅｉｎｓｔｕｄ

ｙｉｎｇｔｈｅｆｕｎｃｔｉｏｎｏｆｎｕｃｌｅａｒｒｅｃｅｐｔｏｒｓａｎｄｃｏｒｅｇｕｌａｔｏｒｓ［Ｊ］．Ｎｕｃｌ

ＲｅｃｅｐｔＳｉｇｎａｌ，２００３，１（１）：ｅ００８．

［１２］ＤａｖｉｄｓｏｎＢＬ，ＭｃＣｒａｙＰＢＪｒ．ＣｕｒｒｅｎｔｐｒｏｓｐｅｃｔｓｆｏｒＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒ

ｅｎｃｅｂａｓｅｄｔｈｅｒａｐｉｅｓ［Ｊ］．ＮａｔＲｅｖＧｅｎｅｔ，２０１１，１２（５）：３２９３４０．

（收稿日期：２０１２１２０６

檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶
檶
檶
檶
檶

檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶
檶
檶
檶
檶

殞

殞殞

殞

）

　　本刊对由院士撰写，或涉及“８６３”、“９７３”和国家自然科学基金资助项目的稿

件开辟有绿色通道，稿件通过终审后，力争在３个月内刊登，投稿时请在文章中

注明。

·５８７·国际检验医学杂志２０１３年４月第３４卷第７期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ａｐｒｉｌ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．７


