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·基础研究·

靶向血小板衍生生长因子ＢｓｉＲＮＡ对
喉癌 Ｈｅｐ２细胞增殖的影响

高　尚，董　频，李大伟，沈　斌

（上海交通大学附属第一人民医院 耳鼻咽喉头颈外科，上海　２０００８０）

　　摘　要：　目的　探讨血小板衍生生长因子（ｐｌａｔｅｌｅｔｄｅｒｉｖｅｄｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＰＤＧＦ）Ｂ链 ｍＲＮＡ的 ｓｉＲＮＡ
质粒转染喉癌细胞株 Ｈｅｐ２细胞，沉默 Ｈｅｐ２细胞中 ＰＤＧＦＢｍＲＮＡ并检测细胞增殖。方法　以脂质体
ｌｉｐ２０００为载体，设计 ４组针对 ＰＤＧＦＢ的 ｓｉＲＮＡ片段瞬时转染喉癌 Ｈｅｐ２细胞，实时荧光定量 ＰＣＲ、
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分别检测各组 ＰＤＧＦＢｍＲＮＡ、ＰＤＧＦＢ蛋白的表达及干扰效果，噻唑蓝（ＭＴＴ）法检测各组细
胞增殖抑制率，并与阴性对照组和空脂质体组进行比较。结果　实时荧光定量 ＰＣＲ检测显示：ＳｉＲＮＡ２、
ＳｉＲＮＡ３、ＳｉＲＮＡ４组 ＰＤＧＦＢｍＲＮＡ表达均有明显抑制，其中 ＳｉＲＮＡ２抑制率最高；与 ＳｉＲＮＡ１、阴性对照组
及空脂质体组进行比较，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测显示：ＳｉＲＮＡ１、ＳｉＲＮＡ２、
ＳｉＲＮＡ３组 ＰＤＧＦＢｍＲＮＡ蛋白表达均有下降，其中 ＳｉＲＮＡ２下降最明显，而 ＳｉＲＮＡ４、阴性对照组及空
脂质体组对 ＰＤＧＦＢ蛋白表达无明显抑制作用。ＭＴＴ法检测显示：ＳｉＲＮＡ１、ＳｉＲＮＡ２、ＳｉＲＮＡ３均明显抑
制 Ｈｅｐ２细胞增殖，其中 ＳｉＲＮＡ２对 Ｈｅｐ２细胞的抑制作用最明显；且与 ＳｉＲＮＡ４、阴性对照组及空脂质
体组比较，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。结论 成功运用 ｓｉＲＮＡ干扰喉癌 Ｈｅｐ２细胞 ＰＤＧＦＢｍＲ
ＮＡ，靶向沉默 ＰＤＧＦＢｍＲＮＡ能有效抑制细胞增殖。
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ＥｆｆｅｃｔｏｆｔａｒｇｅｔｅｄＰＤＧＦＢｓｉＲＮＡｏｎｔｈｅ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＨｅｐ２ｃｅｌｌｓ
ＧＡＯＳｈａｎｇ，ＤＯＮＧＰｉｎ，ＬＩＤａｗｅｉ，ｅｔａｌ．

（ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＯｔｏｌａｒｙｎｇｏｌｏｇｙＨｅａｄａｎｄＮｅｃｋＳｕｒｇｅｒｙ，ｔｈｅＡｆｆｉｌｉａｔｅｄＦｉｒｓｔＰｅｏｐｌｅ’ｓＨｏｓｐｉｔａｌ，ＳｈａｎｇｈａｉＪｉａｏｔｏｎｇＵ
ｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｓｈａｎｇｈａｉ２０００８０，Ｃｈｉｎａ）

　　Ａｂｓｔｒａｃｔ：　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　ＴｏｔｒａｎｓｆｅｃｔｓｉＲＮＡｉｎｔｏＨｅｐ２ｃｅｌｌｓｆｏｒｋｎｏｃｋｉｎｇｄｏｗｎｐｌａｔｅｌｅｔｄｅｒｉｖｅｄｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ
（ＰＤＧＦＢ）ｍＲＮＡ，ａｎｄｔｏｄｅｔｅｃｔｉｔｓｅｆｆｅｃｔｏｎｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＨｅｐ２ｃｅｌｌｓ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　ＦｏｕｒｇｒｏｕｐｓｏｆＰＤＧＦＢ
ｔａｒｇｅｔｅｄｓｉＲＮＡｗｅｒｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｉｎｔｏＨｅｐ２ｃｅｌｌｓｗｉｔｈｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００ａｓｖｅｃｔｏｒ．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＤＧＦＢ
ｍＲＮＡａｎｄＰＤＧＦＢｐｒｏｔｅｉｎｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ ａｎｄＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．ＭＴＴｗａｓｕｓｅｄｆｏｒ
ｄｅｔｅｃｔｉｎｇｔｈｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｒａｔｅｓｏｆｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＤＧＦＢｍＲＮＡｓ
ｉｎｓｉＲＮＡ２，ｓｉＲＮＡ３，ａｎｄｓｉＲＮＡ４ｇｒｏｕｐｓｗａｓｉｎｈｉｂｉｔｅｄｗｉｔｈｔｈｅｈｉｇｈｅｓｔｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｒａｔｅｉｎｓｉＲＮＡ２ｇｒｏｕｐ．Ｔｈｅ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｏｆｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＰＤＧＦＢｍＲＮＡｓｉｎｓｉＲＮＡ２，ｓｉＲＮＡ３，ａｎｄｓｉＲＮＡ４ｇｒｏｕｐｓａｎｄｔｈｏｓｅｏｆｔｈｅ
ｓｉＲＮＡ２，ｔｈｅｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌａｎｄｔｈｅｅｍｐｔｙｌｉｐｏｓｏｍｅｇｒｏｕｐｓｗｅｒｅｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ（Ｐ＜０．０５）．ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ
ｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＤＧＦＢｐｒｏｔｅｉｎｉｎｓｉＲＮＡ１，ｓｉＲＮＡ２，ａｎｄｓｉＲＮＡ３ｇｒｏｕｐｓｄｅｃｌｉｎｅｄｗｉｔｈｔｈｅｌｏｗｅｓｔ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｓｉＲＮＡ２ｇｒｏｕｐ．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＤＧＦＢｐｒｏｔｅｉｎｉｎｓｉＲＮＡ４，ｔｈｅｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌａｎｄｔｈｅｅｍｐｔｙ
ｌｉｐｏｓｏｍｅｇｒｏｕｐｓｗｅｒｅｎｏｔｉｎｈｉｂｉｔｅｄ．ＴｈｅＭＴＴａｓｓａｙｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｓｉＲＮＡ１，ｓｉＲＮＡ２，ａｎｄｓｉＲＮＡ３ｃｏｕｌｄｉｎｈｉｂｉｔｃｅｌｌ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｗｉｔｈｔｈｅｍｏｓｔｏｂｖｉｏｕｓｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｏｎｓｉＲＮＡ２．Ｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｏｆｔｈｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｒａｔｅｓｏｆｃｅｌｌ
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ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｉｎｓｉＲＮＡ１，ｓｉＲＮＡ２，ａｎｄｓｉＲＮＡ３ｇｒｏｕｐｓａｎｄｔｈｏｓｅｏｆｔｈｅｓｉＲＮＡ４，ｔｈｅｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌａｎｄｔｈｅｅｍｐｔｙ
ｌｉｐｏｓｏｍｅｇｒｏｕｐｓｗｅｒｅｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ（Ｐ ＜０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ｓｉＲＮＡｓｔａｒｇｅｔｉｎｇＰＤＧＦＢｃａｎｄｏｗｎ
ｒｅｇｕｌａｔｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＤＧＦＢｇｅｎｅａｎｄｔｈｅｋｎｏｃｋｄｏｗｎｏｆＰＤＧＦＢｍＲＮＡｃａｎｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＨｅｐ２
ｃｅｌｌｓｅｆｆｅｃｔｕａｌｌｙ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：Ｐｌａｔｅｌｅｔｄｅｒｉｖｅｄｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ；ＳｍａｌｌｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇＲＮＡ；Ｈｅｐ２ｃｅｌｌ

　　实体肿瘤的发生、发展、侵袭、转移及复发
需要持续的新生血管，血小板衍生生长因子

（ｐｌａｔｅｌｅｔｄｅｒｉｖｅｄｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＰＤＧＦ）作为重要
的血管生长因子，在许多肿瘤中有过表达，且

与肿瘤的血管再生及间质形成相关［１］，通常被

ＰＤＧＦ活化的间质细胞通过旁分泌的方式持续
促进角质化细胞的增殖，从而促使肿瘤发生。

本科室的前期研究表明，ＰＤＧＦ在喉鳞状细胞
癌中较正常喉部组织有明显表达，阳性表达主

要位于肿瘤细胞胞浆，少量位于胞核，且 ＰＤＧＦ
的高表达与肿瘤 Ｔ分级及临床分期相关［２］，本

研究的预实验亦显示喉癌细胞株 Ｈｅｐ２中
ＰＤＧＦｍＲＮＡ有明显表达，但 ＰＤＧＦＢ蛋白与喉
癌的关系目前尚无深入探讨。通过运用 ｓｉＲＮＡ
阻止 ＰＤＧＦＢ的合成和分泌，降低 ＰＤＧＦＢ蛋
白基因表达，拟为进一步探讨 ＰＤＧＦＢ蛋白与
喉癌的关系提供技术支持。

１　材料与方法

１．１　实验材料
人喉癌 Ｈｅｐ２细胞购自中科院上海细胞

所，由上海市第一人民医院中心实验室常规培

养于 Ｔ２５培养瓶中。ＲＰＭＩ１６４０培养基 ＋１０％
ＦＢＳ及 ＯｐｔｉＭＥＭ ＩＲｅｄｕｃｅｄｓｅｒｕｍｍｅｄｉｕｍ购自

Ｇｉｂｃｏ公司（美国），Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００转染试剂
购自 ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎｅ公司（美国），Ｔｒｉｚｏｌ购自 ｉｎｖｉｔｒｏ
ｇｅｎ公司（美国），ＲＴ试剂 ＲｅｖｅｒｔＡｉｄＴＭ Ｆｉｒｓｔｓｔｒａｎｄ
ｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｅｉＫｉｔ为 Ｆｅｒｍｅｎｔａｎ，ＳＹＢＲＲＰｒｅｍｉｘＥｘ
ＴａｑＴＭ购自 ＴａＫａＲａ公司（日本）。ＰＤＧＦＢ抗体
为 Ａｂｃａｍ公司（美国），批号 ａｂ８４２６５，二抗购
自 ＰＴＧ公司。荧光定量 ＰＣＲ仪 ＢＩＯＲＡＤ的
ＩＱ５（美国），凝胶呈像系统 天 能 公 司 Ｔａｎｏｎ
２５００。
１．２　实验方法
１．２．１　引物与 ＳｉＲＮＡ的设计与合成　ＰＤＧＦ
Ｂ引物序列：上游引物为：５ＴＣＧＡＧＴＧＧＴＣＡＣＴ
ＣＡＧＣＡＴＣ３，下 游 引 物 为 ３ＧＣＧＣＴＣＴＴＣＣＴ
ＧＴＣＴＣＴＣＴＧ５；ＧＡＰＤＨ引物序列：上游引物为
５ＣＡＡＧＧＴＣＡＴＣＣＡＴＧＡＣＡＡＣＴＴＴＧ３；下 游 引 物
为 ３ＧＴＣＣＡＣＣＡＣＣＣＴＧＴＴＧＣＴＧＴＡＧ５。 靶 向

ＰＤＧＦＢ的 ｓｉＲＮＡ设计与合成根据 ＰＤＧＦＢ链
全基因序列（ＧｅｎｅｌＤ：４６２８）设计 ４组 ｓｉＲＮＡ序
列（表 １），并在上下游分别加入 Ｂａｍ ＨＩ和
ＨｉｎｄＩＩＩ酶切位点，经 ＢＬＡＳＴ分析，未发现同源
序列。另外合成非同源对照序列作阴性对照，

对照序列的碱基构成与 ｓｉＲＮＡ基本相同，但排
序有 ７０％的差异，未发现同源序列。实验所用
ｓｉＲＮＡ的设计与合成由上海创翼生物科技有限
公司合成。

表 １　４组 ｓｉＲＮＡ及阴性对照组序列

ｓｉＲＮＡ Ｓｔｒａｎｄ 序列

ＳｉＲＮＡ１ Ｓｅｎｓｅ ５′ＣＡＡＣＣＧＣＡＡＣＧＵＧＣＡＧＵＧＣｔｔ３′

ａｎｔｉｓｅｎｓｅ ５′ＧＣＡＣＵＧＣＡＣＧＵＵＧＣＧＧＵＵＧｔｔ３′

ＳｉＲＮＡ２ Ｓｅｎｓｅ ５′ＡＧＡＵＣＧＡＧＡＵＵＧＵＧＣＧＧＡＡｔｔ３′

ａｎｔｉｓｅｎｓｅ ５′ＵＵＣＣＧＣＡＣＡＡＵＣＵＣＧＡＵＣＵｔｔ３′

ＳｉＲＮＡ３ Ｓｅｎｓｅ ５′ＵＧＡＧＡＡＡＧＡＵＣＧＡＧＡＵＵＧＵＴＴ３′

ａｎｔｉｓｅｎｓｅ ５′ＡＣＡＡＵＣＵＣＧＡＵＣＵＵＵＣＵＣＡＴＴ３′

ＳｉＲＮＡ４ ｓｅｎｓｅ ＧＡＧＣＵＵＧＧＣＵＣＧＵＧＧＡＡＧＡＴＴ

ａｎｔｉｓｅｎｓｅ ＵＣＵＵＣＣＡＣＧＡＧＣＣＡＡＧＣＵＣＴＴ

阴性对照 Ｓｅｎｓｅ ５′ＵＵＣＵＣＣＧＡＡＣＧＴＧＴＣＡＣＧＵｄＴｄＴ３′

ａｎｔｉｓｅｎｓｅ ５′ＡＣＧＵＧＡＣＡＣＧＵＵＣＧＧＡＧＡＡｄＴｄＴ３′
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１．２．２　细胞培养及 ｓｉＲＮＡ的转染　试验共分
６组：ｓｉＲＮＡ１、ｓｉＲＮＡ２、ｓｉＲＮＡ３、ｓｉＲＮＡ４、阴
性对照组（Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ，ＮＣ）、空脂质体组。
Ｈｅｐ２细胞在 １０ｃｍ培养皿中培养至 ８０％ ～
９０％融合时，胰酶消化，制成单细胞悬液，按
８×１０５细胞／孔的浓度接种 ６孔板，混匀后于
３７℃、５％ ＣＯ２培养 ２４ｈ。在 １．５ｍｌＥＰ管中
加入 ２５０μｌＯｐｔｉＭＥＭ，再加入 ５μｌｓｉＲＮＡ，轻
轻混匀。在另 １个 １．５ｍｌＥＰ管中加入 １２５μｌ
ＯｐｔｉＭＥＭ，再加入 ５μｌＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００脂
质体，轻轻混匀，室温放置 ５ｍｉｎ。５ｍｉｎ后混
合上述两管液体，轻轻混匀，室温孵育 ２０ｍｉｎ。
吸去 ６孔板中的培养液，每孔加入 １．５ｍｌ无血
清的 ＯｐｔｉＭＥＭ。将转染混合物逐滴加入 ６孔
板中，混匀后在培养箱中温育 ４～６ｈ。吸弃转
染液，加入５００μｌ含１０％ ＦＢＳ的 ＲＰＭＩ１６４０完
全培养液，３７℃、５％ ＣＯ２继续培养 ４８ｈ。４８ｈ
后所得细胞用于 ＲＮＡ抽提、实时荧光定量 ＰＣＲ
或 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测及 ＭＴＴ检测。
１．２．３　实时荧光定量 ＰＣＲ　收集转染后 ４８ｈ
细胞，按试剂盒及 Ｔｒｉｚｏｌ说明书抽提 ＲＮＡ并逆
转录成 ｃＤＮＡ第一链，以 ＧＡＰＤＨ为内参。根据
ＰＤＧＦＢ设计引物序列，用 Ｂｉｏｒａｄ公司 ＩＱ５ＴＭ

Ｒｅａｌｔｉｍｅ ＰＣＲ 仪 进 行 ＰＣＲ 扩 增，按 照

ＳＹＢＲＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭ说明书操作。反应条
件为：９４℃变性３０ｓ，６０℃退火３０ｓ，７２℃延伸
３０ｓ，共 ３５个循环。每个样本做 ３个复孔。用
２－△△ｃｔ法计算分析 ＰＤＧＦＢ基因的相对表达量，
评价 ＰＤＧＦＢ基因 ｍＲＮＡ被相应的 ｓｉＲＮＡ所沉
默的程度。

１．２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　收集上述各实验组
细胞，用细胞裂解液处理细胞后，加入适量电

泳缓冲液，沸水中加热 １０ｍｉｎ，在 １２％聚丙烯
酰胺凝胶上进行电泳，然后用半干转移仪转膜

１．５ｈ至ＰＶＤＦ膜上，以３％ＢＳＡ在３７℃封闭
２ｈ，加入一抗，４℃过夜，ＰＢＳＴ洗３次，每次
１０ｍｉｎ，然后加 ＨＲＰ标记的羊抗兔二抗，３７℃
孵育 ３０ｍｉｎ，ＰＢＳＴ洗 ３次，每次 １５ｍｉｎ，用 Ｓｕ
ｐｅｒＳｉｇｎａｌＷｅｓｔＰｉｃｏＣｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｎｔＳｕｂｓｔｒａｔｅｓ进行
化学发光检测，并对 Ｘ光片曝光。经显影定影
处理后，胶片用凝胶成像分析系统拍照，使用

ＧｅｌＰｒｏＡｎａｌｙｚｅｒ软件分析处理。计算各转染组
ＰＤＧＦＢ蛋白相对表达量及抑制率。相对表达
量 ＝各组的 ＰＤＧＦＢ蛋白灰度值／ｔｕｂｕｌｉｎ灰度

值，抑制率 ＝１－（实验组的相对灰度值／空白
组的相对灰度值）×１００％。
１．２．５　 噻 唑 蓝 （ｍｅｔｈｙｌｔｈｉａｚｏｌｙｌｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍ，
ＭＴＴ）法测定细胞增殖抑制率　收集对数生长
期细胞，胰蛋白酶消化后制成单细胞悬液，调

整细胞浓度，接种至 ９６孔培养板，每孔细胞数
约为 ２×１０３个／ｍｌ，每个样本 ３个复孔，常规
培养 ２４ｈ后转染细胞，转染步骤同前，每孔加
入 ＯｐｔｉＭＥＭ１００μｌ，ｌｉｐｏ１μｌ，ｏｌｉｇｏｓ１μｌ，ｓｉＲ
ＮＡ１μｌ。转染 ６ｈ后，每孔补加新鲜小牛血清
１０μｌ，继续培养 ４８ｈ，取出培养板，各孔中加
入 ２０μｌＭＴＴ，用铝箔包裹培养板，于３７℃湿润
环境中温育 ４ｈ，弃去孔中的培养基和 ＭＴＴ，在
实验孔中各加入 ２００μｌＤＭＳＯ，以溶解残留的
ＭＴＴ甲瓒结晶，振荡约 １０ｍｉｎ后在 ５７０ｎｍ处
记录吸光值。按照公式计算细胞增殖抑制率，

抑制率 ＝１－（实验组平均 Ａ值／空脂质体组平
均 Ａ值）×１００％。
１．３　统计学分析

实验结果均以 珋ｘ±ｓ表示，使用 ＳＰＳＳ１３．０
软件进行方差分析，各组间比较采用 ＯｎｅＷａｙ
ＡＮＯＶＡ检验，以 Ｐ ＜０．０５为差异具有统计学
意义。

２　结果

２．１　细胞转染图片
携带 ＦＡＭ（６羧基荧光素）的阴性对照组

转染 Ｈｅｐ２细胞 ４８ｈ，可见细胞内散在荧光，
提示 Ｌｉｐ２０００已成功将 ｓｉＲＮＡ转染入细胞内，
转染率约为 ７３％，见图 １。

图 １　成功转染 Ｈｅｐ２细胞的荧光图

２．２　 实时荧光定量 ＰＣＲ法检测 ｓｉＲＮＡ对

·２７１·

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　中国耳鼻咽喉颅底外科杂志　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　第１８卷



ＰＤＧＦＢｍＲＮＡ表达干扰效果
结 果 表 明，ｓｉＲＮＡ２、ｓｉＲＮＡ３、ｓｉＲＮＡ４ 组

ＰＤＧＦＢｍＲＮＡ表达均有明显抑制，其中 ｓｉＲＮＡ２
抑制率最高，达 ６７．９１％，与 ｓｉＲＮＡ１、阴性对照
组及空脂质体组相比差异具有统计学意义（Ｐ
＜０．０５），但 ｓｉＲＮＡ２、ｓｉＲＮＡ３和 ｓｉＲＮＡ４三组之
间比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），见表 ２。
２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ｓｉＲＮＡ对 ＰＤＧＦＢ蛋白

水平表达干扰效果

用 ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件分析见图 ２，获得内参
ｔｕｂｕｌｉｎ和目的条带的灰度比值，计算蛋白表达
的抑制率。结果如下：空脂质体组、阴性对照

组及 ｓｉＲＮＡ４对 ＰＤＧＦＢ蛋白表达无明显抑制
作用，ｓｉＲＮＡ１、ｓｉＲＮＡ２、ｓｉＲＮＡ３组 ＰＤＧＦＢ
蛋白表达均有下降，其中 ｓｉＲＮＡ２下降最明显，
抑制率为 ６５．０９％（表 ２）。

表 ２　不同转染组 ＰＤＧＦＢｍＲＮＡ及 ＰＤＧＦＢ蛋白相对表达量与抑制率

组别
ＰＤＧＦＢｍＲＮＡ

相对表达量（２－△△Ｃｔ） 抑制率（％）

ＰＤＧＦＢ蛋白

相对表达量 抑制率（％）

ｓｉＲＮＡ１ ０．６６±０．０３ ３３．５７ ０．６８ ５２．４４

ｓｉＲＮＡ２ ０．３２±０．０２ ６７．９１①② ０．５０ ６５．０９①③

ｓｉＲＮＡ３ ０．４５±０．０３ ５５．２５① １．２０ １５．９７①

ｓｉＲＮＡ４ ０．４２±０．０２ ５８．５３① １．４８ －３．８７

阴性对照组 ０．９８±０．０４ ２．０５ １．３５ ５．２２

空脂质体组 １．０００ ０ １．４２ ０

　　注：①与ｓｉＲＮＡ１、阴性对照组及空脂质体组比较Ｐ＜０．０５，②与ｓｉＲＮＡ３、ｓｉＲＮＡ４组比较Ｐ＞０．０５，③与ｓｉＲＮＡ１，ｓｉＲＮＡ３比较Ｐ＜０．０５

图 ２　不同转染组 ＰＤＧＦＢ蛋白的表达（１．ｓｉＲＮＡ１，
２．ｓｉＲＮＡ２，３．ｓｉＲＮＡ３，４．ｓｉＲＮＡ４，５．阴性对照组，
６．空脂质体组）

２．４　ＭＴＴ法测定喉癌 Ｈｅｐ２细胞增殖
ｓｉＰＤＧＦＢｍＲＮＡ转染喉癌 Ｈｅｐ２细胞，转

染率约为 ７３％。由表 ３可知，ｓｉＲＮＡ４、阴性对
照组及空脂质体组对细胞增殖无明显抑制；而

ｓｉＲＮＡ１、ｓｉＲＮＡ２、ｓｉＲＮＡ３干预组均明显抑制
细胞增殖，与 ｓｉＲＮＡ４、阴性对照组及空脂质体
组比较，差异具有统计学意义（Ｐ ＜０．０５），其
中 ｓｉＲＮＡ２对喉癌Ｈｅｐ２的抑制作用最明显，
４８ｈ时抑制率为４０．２２％，与 ｓｉＲＮＡ１及 ｓｉＲＮＡ
３比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５，表 ３）。

表 ３　ＭＴＴ法检测不同转染组喉癌 Ｈｅｐ２细胞增殖及抑制率

组别 ｓｉＲＮＡ１ ｓｉＲＮＡ２ ｓｉＲＮＡ３ ｓｉＲＮＡ４ 阴性对照组 空脂质体组

Ａ５７０值 ０．７４±０．０８ ０．５５±０．０６ ０．６５±０．０３ ０．９７±０．２２ ０．９２±０．１６ ０．９２±０．０３

抑制率（％） １９．５７① ４０．２２①② ２９．３５① －６．８１ －０．６１ ０

　　注：①与空脂质体组及阴性对照组比较Ｐ＜０．０５，②与ｓｉＲＮＡ１，ｓｉＲＮＡ３组比较Ｐ＜０．０５

３　讨论

　　ＰＤＧＦ是一种潜在的促间充质细胞有丝分
裂刺激剂，由血小板释放，并由 ４种基因编码
的 ４条多肽链组成 ５种二聚体，分别为 ＰＤＧＦ

ＡＡ，ＰＤＧＦＡＢ，ＰＤＧＦＢＢ，ＰＤＧＦＣＣ及 ＰＤＧＦ
ＤＤ［３］，ＰＤＧＦ及其受体在许多肿瘤中与肿瘤的
病理发生及血管生成有关［１］。ＰＤＧＦＢＢ与其
相应受体 ＰＤＧＦＲＢ结合导致受体内在的酪氨
酸激酶激活，这种激活的受体可成为多蛋白聚

合物的泊点，从而激活信号级联放大作用。这
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些信号旁路包括 Ｒａｓ有丝分裂原激活蛋白激
酶（ＭＡＰＫ）、磷脂酰肌醇３激酶（ＰＩ３Ｋ）、Ｓｒｃ
家族激酶、Ｓｔａｔ转录因子等。这些信号旁路的
激活能够促进肿瘤细胞的增殖，进而通过自分

泌和旁分泌的作用刺激肿瘤细胞、肿瘤间质细

胞以及血管的生长［４］。

ＲＮＡ干扰是指将外源性或内源性 双 链
ＲＮＡ导入细胞后引起与该段 ＲＮＡ同源的 ｍＲ
ＮＡ产生特异性降解，其相应的基因受到抑制。
目前，ｓｉＲＮＡｓ作为一种转录后基因沉默的强大
工具已被广泛用于基因功能的研究［５６］。本文

通过构建 ＰＤＧＦＢ链 ｍＲＮＡ的 ｓｉＲＮＡｓ试图通过
阻止 ＰＤＧＦＢ的合成和分泌，探讨其对喉癌
Ｈｅｐ２细胞增殖的影响。

ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ及 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ的结果表明笔
者设计的 ４条 ＰＤＧＦＢ链的 ｓｉＲＮＡ均能靶向抑
制 Ｈｅｐ２细胞 ＰＤＧＦＢ链 ｍＲＮＡ的表达，其中
ｓｉＲＮＡ２同时能明显抑制 ＰＤＧＦＢ蛋白的表达，
ｓｉＲＮＡ２抑制 Ｈｅｐ２细胞 ＰＤＧＦＢ链 ｍＲＮＡ和
ＰＤＧＦＢ蛋白表达作用较另外３种 ｓｉＲＮＡ明显，
４８ｈ时 对 ＰＤＧＦＢ链 ｍＲＮＡ的 抑 制 率 达 到
６７．９１％，蛋白质抑制率达 ６５．０９％，表明在
ｍＲＮＡ水平上 ｓｉＲＮＡ２组对目标基因有最明显
的抑 制 效 率，在 蛋 白 水 平 上 ｓｉＲＮＡ２组 对
ＰＤＧＦＢ表达也有明显的抑制作用，因此 ｓｉＲ
ＮＡ２为能有效地靶向沉默 Ｈｅｐ２细胞 ＰＤＧＦＢ
基因表达的 ｓｉＲＮＡ，被用于后续实验。阴性对
照组对喉癌 Ｈｅｐ２细胞的影响和空脂质体组
无显著性差异。不同 ｓｉＲＮＡ对目标片段的抑制
效果不尽相同，这可能与片段的序列和作用位

点有关［７８］。

ＭＴＴ法检测结果显示转染成功后的喉癌
Ｈｅｐ２细胞增殖受抑制，其中 ｓｉＲＮＡ２组抑制
细胞增殖作用最强，为 ４０．２２％，并且与 ＰＤＧＦ
ＢｍＲＮＡ及蛋白抑制水平相一致，推测 ＰＤＧＦＢ
与喉癌 Ｈｅｐ２细胞增殖相关。实验结果显示
阴性对照组及空脂质体组未出现这种细胞增

殖抑制作用，说明 ｓｉＲＮＡ的特异性和转染试剂
和 ｓｉＲＮＡ本身对细胞无明显的毒性作用。

通过实验笔者同时发现，虽然 ｓｉＰＤＧＦＢ２
对喉癌 Ｈｅｐ２细胞增殖的抑制与对照组相比
有明显差异，但抑制率似乎并不高，考虑 ｓｉＲ
ＮＡ２对 Ｈｅｐ２细胞 ＰＤＧＦＢ蛋白水平抑制效
果可能未达到最高，仍有 ＰＤＧＦＢ蛋白的相当
表达，同时促使细胞增殖的机理复杂，ＰＤＧＦＢ
本身也许并不是促使该细胞增殖的唯一或最

重要的原因，还有其他更重要的因子参与了促

使 Ｈｅｐ２细胞增殖侵袭的过程。
笔者将进一步应用 ＰＤＧＦＢ的 ｓｉＲＮＡ在后

续的体外实验中，分析 ＰＤＧＦＢ基因沉默后的
生物学效应及其内在作用机制，为以 ＰＤＧＦＢ
基因为靶点的喉癌治疗提供可能的理论依据。

参考文献：

［１］　ＢｏａｒｄＲ，ＪａｙｓｏｎＧＣ．Ｐｌａｔｅｌｅｔｄｅｒｉｖｅｄｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ

（ＰＤＧＦＲ）：ａｔａｒｇｅｔｆｏｒａｎｔｉｃａｎｃｅｒｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓ［Ｊ］．ＤｒｕｇＲｅ

ｓｉｓｔａｎｃｅＵｐｄａｔｅｓ，２００５，８（１－２）：７５－８３．

［２］　朱正华，董频，於子卫，等．ＶＥＧＦ，ＰＤＧＦ和 ＭＶＤ在喉癌

中的表达及临床意义［Ｊ］．中国耳鼻咽喉颅底外科杂

志，２００３，９（４）：２２７－２２９．

［３］　ＦｒｅｄｒｉｋｓｓｏｎＬ，ＬｉＨ，ＥｒｉｋｓｓｏｎＵ．ＴｈｅＰＤＧＦＦａｍｉｌｙ：Ｆｏｕｒ

ｇｅｎｅｐｒｏｄｕｃｔｓＦｒｏｍ ＦｉｖｅｄｉｍｅｒｉｃｉｓｏＦｏｒｍｓ［Ｊ］．Ｃｙｔｏｋｉｎｅ

ＧｒｏｗｔｈＦａｃｔｏｒＲｅｖ，２００４，１５（４）：１９７－２０４．

［４］　ＣａｍｐｂｅｌｌＭ，ＴｒｉｍｂｌｅＥＲ．ＭｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＰＩ３ＫａｎｄＭＡＰＫ

ｄｅｐｅｎｄｅｎｔｃｈｅｍｏｔａｘｉｓｉｎａｏｒｔｉｃｖａｓｃｕｌａｒｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌｓｂｙ

ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＣｂｅｔａＩＩ［Ｊ］．ＣｉｒＣＲｅｓ，２００５，９６（２）：１９７

－２０６．

［５］　ＢａｎｔｏｕｎａｓＩ，ＰｈｙｌａｃｔｏｕＬＡ，ＵｎｅｙＪＢ．ＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅａｎｄ

ｔｈｅｕｓｅｏｆｓｍａｌｌｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇＲＮＡｔｏｓｔｕｄｙｇｅｎｅｆｕｎｃｔｉｏｎｉｎｍａｍ

ｍａｌｉａｎｓｙｓｔｅｍｓ［Ｊ］．ＪＭｏｌｅｃｕｌａｒＥｎｄｏｃｒｉｎｏｌ，２００４，３３（３）：

５４５－５５７．

［６］　Ｋｉｍ Ｄ，ＲｏｓｓｉＪ．ＲＮＡｉｍｅｃｈａｎｉｓｍｓａｎｄａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ［Ｊ］．

Ｂｉｏｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ，２００８，４４（５）：６１３－６１６．

［７］　ＧｏｎｚａｌｏＴ，ＢｅｌｊａａｒｓＬ，ｖａｎｄｅＢｏｖｅｎｋａｍｐＭ，ｅｔａｌ．Ｌｏｃａｌｉｎ

ｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆｌｉｖｅｒｆｉｂｒｏｓｉｓｂｙｓｐｅｃｉｆｉｃｄｅｌｉｖｅｒｙｏｆａｐｌａｔｅｌｅｔｄｅｒｉｖｅｄ

ｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｋｉｎａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｔｏｈｅｐａｔｉｃｓｔｅｌｌａｔｅｃｅｌｌｓ［Ｊ］．Ｊ

ＰｈａｒｍａｃｏｌＥｘｐＴｈｅｒ，２００７，３２１（３）：８５６－８６５．

［８］　ＧａｕｒＡ，ＪｅｗｅｌｌＤＡ，ＬｉａｎｇＹ，ｅｔａｌ．Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆｍｉ

ｃｒｏＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓａｎｄｔｈｅｉｒｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｃｏｒｒｅｌａｔｅｓｉｎｈｕ

ｍａｎｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｌｉｎｅｓ［Ｊ］．ＣａｎｃｅｒＲｅｓ，２００７，６７（６）：

２４５６－２４６８．

（修回日期：２０１１－０８－１６）

·４７１·

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　中国耳鼻咽喉颅底外科杂志　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　第１８卷


