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摘　要　目的　探讨 ＰＤＥ５基因对肾透明细胞癌细胞株 ７８６－Ｏ细胞增殖和凋亡的影响。方法　设计、合成 ＰＤＥ５ｓｉＲＮＡ序

列，按照 ＨｉＰｅｒＦｅｃｔ转染试剂盒操作手册转染 ７８６－Ｏ细胞。采用实时定量聚合酶链反应（ｒｅａｌ－ｔｉｍｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＰＣＲ）和 Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔ法检测转染后 ＰＤＥ５基因的表达，通过 ＷＳＴ－１法检测细胞增殖情况，ｃａｓｐａｓｅ－３活性检测试剂盒检测 ｃａｓｐａｓｅ－３活性。

结果　与空白对照组和阴性对照组相比较，ＰＤＥ５ｓｉＲＮＡ转染组的 ｍＲＮＡ及蛋白表达水平显著降低，７８６－Ｏ细胞增殖能力明显

受到抑制，ｃａｓｐａｓｅ－３活性明显增加，差异均具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。结论　ｓｉＲＮＡ干扰 ＰＤＥ５基因表达可抑制肾透明细胞

癌细胞株 ７８６－Ｏ细胞的增殖并促进凋亡。
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　　近年来研究发现，肾癌特异性抑癌基因 ＶＨＬ突
变失活和细胞质内 β－连环蛋白（β－ｃａｔｅｎｉｎ）积聚增
多是肾透明细胞癌（ｒｅｎａｌｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＲＣＣ）共同
的遗传学和组织学表现

［１，２］
。Ｗｎｔ／β－ｃａｔｅｎｉｎ经典信

号通路通过抑制细胞内信号分子 β－ｃａｔｅｎｉｎ的正常
降解，从而使得部分过剩 β－ｃａｔｅｎｉｎ进入细胞核与
ＴＣＦ／ＬＥＦ转录因子家族一起作用促进了特定癌基因
的表达，进而形成肿瘤

［３］
。研究发现磷酸二酯酶 ５

（ｐｈｏｓｐｈｏｄｉｅｓｔｅｒａｓｅｔｙｐｅ５，ＰＤＥ５）抑制剂对 β－ｃａｔｅｎｉｎ
有削减作用

［４］
。笔者通过 ＲＮＡ干扰技术沉默 ＰＤＥ５

基因在肾透明细胞癌细胞株 ７８６－Ｏ中的表达，检测
其增殖能力和凋亡水平的变化，探讨 ＰＤＥ５基因在肾
透明细胞癌形成和发展中所发挥的作用。

材料与方法

１．细胞培养：肾透明细胞癌细胞株７８６－Ｏ（美国
ＡＴＣＣ公司）用含 ５％胎牛血清和 １％青霉素 －链霉
素的 ＲＰＭＩ１６４０培养基（均购自美国 ＨｙＣｌｏｎｅ公司），
置于３７℃、５％ＣＯ２恒温培养箱中培养。

２．细胞转染：ＰＤＥ５基因 ｍＲＮＡ序列来自 Ｇｅｎ
Ｂａｎｋ，基因编号为 ＮＭ＿０３３４３７，针对其序列设计的
ｓｉＲＮＡ序列和阴性对照序列均购自武汉晶赛生物工
程技术有限公司。ＰＤＥ５ＡｓｉＲＮＡ序列为：正义链：
５′－ＧＧＡＡＧＡＡＡＣＡＡＧＡＧＡＧＣＵＡｄＴｄＴ－３′；反义链：
５′－ＵＡＧＣＵＣＵＣＵＵＧＵＵＵＣＵＵＣＣｄＴｄＴ－３′。培养细
胞处于增值期时，以 ２．０×１０５个／孔的密度接种到 ６
孔板培养皿上，当细胞覆盖率达 ７０％ ～８０％时开始
转染。转染按照 ＨｉＰｅｒＦｅｃｔ转染试剂盒（德国 ＱＩＡ
ＧＥＮ公司）操作手册进行。

３．实时定量聚合酶链反应（ｒｅａｌ－ｔｉｍｅｑｕａｎｔｉｔａ
ｔｉｖｅＰＣＲ，ＲＴＱ－ＰＣＲ）：转染 ４８ｈ后收集细胞，按 Ｔｒ
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ｉｚｏｌ试剂盒（美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）操作手册提取细胞
总 ＲＮＡ，然后反转录成 ｃＤＮＡ（ＲｅｖｅｒＴｒａＡｃｅｑＰＣＲＲＴ
试剂盒，日本 Ｔｏｙｏｂｏ公司）。采用 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＲｅａｌ
ｔｉｍｅＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ－Ｐｌｕｓ（日本 Ｔｏｙｏｂｏ公司）进行
ＲＴＱ－ＰＣＲ。ＰＤＥ５上游引物：５′－ＣＡＣＡＣＣＧＡＡＴＣＴ
ＴＧＣＴＣＴＴＧ－３′，下游引物：５′－ＴＣＡＧＡＡＴＣＣＴＴＧＡ
ＣＡＡＣＡＡＴＧＧ－３′，扩增产物 １３０ｂｐ。内参照 β－ａｃ
ｔｉｎ上游引物：５′－ＡＡＴＣＧＴＧＣＧＴＧＡＣＡＴＴＡＡＧ－３′，
下游引物：５′－ＧＡＡＧＧＡＡＧＧＣＴＧＧＡＡＧＡＧ－３′，扩增
产物１７４ｂｐ。ＰＣＲ反应条件：９４℃变性 ２ｍｉｎ；９４℃变
性３０ｓ，６２℃退火１ｍｉｎ，７２℃延伸３０ｓ，３５个循环；７２℃
延伸１０ｍｉｎ。采用△△Ｃｔ相对定量法比较不同组的
基因表达差异，重复３次。

４．Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 ＰＤＥ５的表达：转染４８ｈ后
收集细胞，磷酸盐缓冲液洗涤，加入预冷的含蛋白酶

抑制剂苯甲基黄酰氟（ＰＭＳＦ）的细胞裂解液，在冰上
裂解 ３０ｍｉｎ。超声破碎 ＤＮＡ２ｓ，置于 ４℃离心机
１３２００ｒ／ｍｉｎ离心 ５ｍｉｎ，取上清液，Ｂｒａｄｆｏｒｄ法测蛋白
浓度。按每孔 ２０μｇ蛋白加样，用 １２％二烷基硫酸
钠 －聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）分离，然后
将蛋白转移至聚偏氟乙烯（ＰＶＤＦ）膜上，与相应抗体
（美国 Ａｂｃａｍ公司）进行免疫反应。用增强化学发光
法（ＥＣＬ）显影成像（上海碧云天生物技术有限公
司），ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ４．４软件分析蛋白条带。重复 ３
次。

５．ＷＳＴ－１检测细胞增殖：分别取处于增殖期的
空白对照组、阴性对照组和 ｓｉＲＮＡ组细胞，调整细胞
浓度为 １．５×１０４个／毫升，接种于 ９６孔板中，每孔
１８０μｌ。置于３７℃、５％ＣＯ２恒温培养箱中，分别培养
２４、４８、７２ｈ后加入２０μｌＷＳＴ－１试剂继续培养４ｈ，然
后在酶标仪上测定 ４５０ｎｍ波长各孔的吸光度值
（Ａ４５０），计算增殖抑制率。增殖抑制率（％）＝（１－实
验组 Ａ４５０／对照组 Ａ４５０）×１００％。每组设３个复合孔。

６．细胞凋亡中 ｃａｓｐａｓｅ－３活性的检测：采用
ｃａｓｐａｓｅ－３活性检测试剂盒测定 ｃａｓｐａｓｅ－３的活性
（上海碧云天生物技术有限公司）。转染 ２４ｈ后各组
细胞经０．２５％胰酶消化制成细胞悬液，离心收集细
胞，测定 ｃａｓｐａｓｅ－３的活性，用酶标仪测定 ４０５ｎｍ波
长的吸光度值（Ａ４０５）。ｃａｓｐａｓｅ－３活性计算公式 ＝实
验组 Ａ４０５／对照组 Ａ４０５×１００％。重复３次。

７．统计学方法：应用 ＳＰＳＳ１３．０软件进行数据分
析，计量资料采用均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示，两样本
间均数比较采用 ｔ检验，多样本间均数比较采用单因

素方差分析，以 Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。
结　　果

１．ＰＤＥ５ｓｉＲＮＡ抑制ＰＤＥ５ｍＲＮＡ的表达：ＲＴＱ－
ＰＣＲ结果显示，与空白对照组和阴性对照组比较，
ＰＤＥ５ｍＲＮＡ在转染 ｓｉＲＮＡ序列组的水平明显降低
（Ｐ＜０．０５，图１）。

图 １　ＲＴＱ－ＰＣＲ检测 ７８６－Ｏ细胞中

ＰＤＥ５ｍＲＮＡ的表达百分数

与 ｓｉＲＮＡ比较，Ｐ＜０．０５

　

２．ＰＤＥ５ｓｉＲＮＡ抑制 ＰＤＥ５蛋白的表达：Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ法检测结果显示，与空白对照组和阴性对照组比
较，ＰＤＥ５蛋白表达在转染 ｓｉＲＮＡ序列组的水平明显
降低，其灰度值比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５，图
２、图３）。

图 ２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 ７８６－Ｏ细胞中

ＰＤＥ５蛋白的表达
　

３．ＰＤＥ５ｓｉＲＮＡ抑制细胞增殖：ＷＳＴ－１检测结
果显示，ＰＤＥ５ｓｉＲＮＡ对 ７８６－Ｏ细胞增殖具有明显
的抑制作用，且呈现时间依赖性，干扰 ２４、４８、７２ｈ后
细胞增殖抑制率逐渐升高，差异具有统计学意义

（Ｐ＜０．０５）。空白对照组和阴性对照组对 ７８６－Ｏ细
胞没有生长抑制作用（表１）。

４．ＰＤＥ５ｓｉＲＮＡ促进细胞凋亡：ｃａｓｐａｓｅ－３活性
检测结果显示，ＰＤＥ５ｓｉＲＮＡ对 ７８６－Ｏ细胞凋亡具
有明显的促进作用。与对照组相比较，ＰＤＥ５ｓｉＲＮＡ

·３１１·

　　医学研究杂志　２０１６年 ３月　第 ４５卷　第 ３期 ·论　　著·　



图 ３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 ７８６－Ｏ细胞中

ＰＤＥ５蛋白的表达百分数

与 ｓｉＲＮＡ比较，Ｐ＜０．０５

　

表１　细胞增殖抑制率在不同组不同时间点的比较 （ｘ±ｓ，％）

组别 ２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ
空白对照组 ０±０．２５ ０．２５±０．２１ ０．４０±０．３３
阴性对照组 ０±０．３０ ０．２５±０．２３ ０．５０±０．４５

ＰＤＥ５ｓｉＲＮＡ转染组 １３．１０±２．６０ ４４．９０±６．２０ ５７．８０±７．２５

转染组 ｃａｓｐａｓｅ－３活性增加２倍以上，差异具有统计
学意义（Ｐ＜０．０５，图４）。

图 ４　７８６－Ｏ细胞中 ｃａｓｐａｓｅ－３活性的表达百分数

与 ｓｉＲＮＡ比较，Ｐ＜０．０５

　

讨　　论
Ｗｎｔ／β－ｃａｔｅｎｉｎ经典信号通路在肾癌的发生、发

展、转移等方面都具有重要的作用
［５］
。β－ｃａｔｅｎｉｎ是

Ｗｎｔ信号通路的下游元件，是重要的致癌因素。细胞
核内积聚的 β－ｃａｔｅｎｉｎ增加了 ＨＩＧ－２、ＭＭＰ７、ｃ－
ｍｙｃ、ｃｙｃｌｉｎＤ１和 ＰＰＡＲ等有利增殖或抗细胞凋亡的
细胞因子的转录，因此 β－ｃａｔｅｎｉｎ在细胞内的含量对
肾癌的形成和发展发挥重要的作用

［６］
。研究发现

ＰＤＥ５抑制剂对 β－ｃａｔｅｎｉｎ具有削减作用［４］
。

ＰＤＥ５在正常生理情况下是调控 ｃＧＭＰ特定信号
通路的关键酶，调节平滑肌收缩和松弛。在病理条件

下的阴茎海绵体和肺动脉平滑肌中，低 ｃＧＭＰ水平可
以通过抑制 ＰＤＥ５来得到改变，进而使得 ｃＧＭＰ提
高，平滑肌松弛。选择性 ＰＤＥ５抑制剂如西地那非已
成功用于治疗勃起功能障碍和肺动脉高压。近年来

研究发现，ＰＤＥ５与多种癌的癌细胞增殖和凋亡密切
相关

［７，８］
。其理论基础是基于许多癌是 ＰＤＥ５高活性

表达。ＰＤＥ５抑制剂使得细胞内 ｃＧＭＰ和 ｃＧＭＰ依赖
的蛋白激酶（ＰＫＧ）持续增长，而活化的 ｃＧＭＰ－ＰＫＧ
对 β－ｃａｔｅｎｉｎ在细胞内的含量起到了关键作用，减少
了 β－ｃａｔｅｎｉｎ的积聚，从而引起肿瘤细胞凋亡和细胞
周期阻滞

［９］
。与传统的抗肿瘤药物相比，ＰＤＥ５抑制

剂通过第二信使的改变来达到抗肿瘤，其毒性不良反

应在肝肾、血液发生率大大降低，可以说是一条新的

低毒性不良反应的抗肿瘤途径。国外已经在肺癌、乳

腺癌、膀胱癌、前列腺癌、结肠癌和白血病上应用

ＰＤＥ５抑制剂进行研究，但在肾癌方面不是很多，国内
研究更是很少

［４，８，１０～１４］
。

本研究通过 ＲＮＡ干扰技术沉默 ＰＤＥ５基因，结
果显示 ＰＤＥ５ｓｉＲＮＡ转染组细胞 ２４ｈ出现明显的生
长抑制，且呈时间依赖性，４８、７２ｈ后细胞增殖抑制率
进一步升高。空白对照组和阴性对照组对 ７８６－Ｏ
细胞则没有生长抑制作用。ｃａｓｐａｓｅ的级联激活在细
胞凋亡过程中发挥着至关重要的作用，ｃａｓｐａｓｅ－３的
活化是其关键环节，在细胞凋亡中起着不可替代的作

用。本研究发现在转染 ＰＤＥ５ｓｉＲＮＡ的 ７８６－Ｏ细胞
中 ｃａｓｐａｓｅ－３活性明显增强，显著高于空白对照组和
阴性对照组，此结果意味着 ＰＤＥ５ｓｉＲＮＡ对 ７８６－Ｏ
细胞凋亡具有明显的促进作用。

综上所述，本研究结果显示 ＰＤＥ５基因在肾透明
细胞癌中可能起到促癌基因的作用，为肾癌的治疗提

供新的治疗靶点和途径。
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二烯丙基二硫对口腔鳞癌 ＣＡＬ－２７细胞增殖及
凋亡的研究

刘鲁亮　李国林　顾博宇　迟惠熔　孙金环　郭福林

摘　要　目的　探讨二烯丙基二硫（ｄｉａｌｌｙｌｄｉｓｕｌｆｉｄｅ，ＤＡＤＳ）对口腔鳞癌 ＣＡＬ－２７细胞的增殖抑制及促进凋亡的作用。

方法　体外培养口腔鳞癌 ＣＡＬ－２７细胞，采用不同浓度二烯丙基二硫对 ＣＡＬ－２７细胞进行干预，并设立对照组，采用倒置显微

镜观察细胞的形态学改变，ＭＴＴ法检测细胞的增殖情况，Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２染色法检测细胞凋亡，用比色法检测 ｃａｓｐａｓｅ－３活性的改

变。结果　倒置相差显微镜下观察对照组的细胞贴壁，形态呈多边形，生长活跃；实验组细胞形态改变，细胞脱壁，变小、变圆，细

胞膜皱缩。ＭＴＴ结果显示，随着浓度的增加，时间的延长，二烯丙基二硫对 ＣＡＬ－２７细胞的生长及增殖有显著的抑制作用，并且

各实验组相比及实验组与对照组相比，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。荧光显微镜下观察到经 Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２染色的凋亡细

胞。实验组 ｃａｓｐａｓｅ－３活性较正常对照组明显增高，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。结论　二烯丙基二硫体外能抑制 ＣＡＬ－２７

的细胞增殖，呈一定的时间及剂量依赖性，并且诱导细胞凋亡，ｃａｓｐａｓｅ－３可能参与了细胞凋亡的调控。

关键词　口腔癌　ＣＡＬ－２７细胞　二烯丙基二硫　细胞增殖　细胞凋亡
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２７ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｃｕｌｔｕｒｅｄｉｎｖｉｔｒｏ．ＴｈｅｏｒａｌｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａＣＡＬ－２７ｃｅｌｌｓｃｕｌｔｕｒｅｄｉｎｍｅｄｉｕｍｗｅｒｅｄｅｌｔｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

ｏｆＤＡＤＳａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅ（２４ｈ，４８ｈ，７２ｈ）．Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｏｆｃｅｌｌｓｗａｓｏｂｓｅｒｖｅｄｂｙｌｉｇｈｔｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ．Ｔｈｅｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｎｔｈｅｃｅｌｌ

ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｗａｓｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｄｂｙＭＴＴｍｅｔｈｏｄ．ＴｈｅｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＨｏｅｃｈｓｔ３３３４２ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｓｔａｉｎｉｎｇ．Ｍｏｒｅｏｖｅｒ，ｔｈｅｃｈａｎ
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