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外源性小分子双链 ＲＮＡ激活肾癌细胞野生型
Ｐ５３蛋白表达作用的研究
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摘　要　目的　通过转染外源性低分子双链 ＲＮＡ（ｄｓＲＮＡ）ｄｓＰ５３～２８５至人肾癌细胞系 ＡＣＨＮ和 ７８６－Ｏ，观察其激活肾癌

细胞中抑癌蛋白野生型 Ｐ５３的表达作用。方法　根据对肾癌细胞的不同处理分为 ３组，即空白对照（ｍｏｃｋ）组、阴性对照（转染

ｄｓＣｏｎｔｒｏｌ）组和实验（ｄｓＰ５３－２８５）组。荧光实时定量聚合酶链反应（ＱＰＣＲ）和免疫印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）分别检测 Ｐ５３ｍＲＮＡ、

Ｐ２１ｍＲＮＡ和相应蛋白的表达水平。ＭＴＴ法和集落形成实验检测各组细胞活力及增殖能力。结果　ＱＰＣＲ检测显示 ｄｓＰ５３－２８５

能明显促进两种肾癌细胞中 Ｐ５３ｍＲＮＡ和 Ｐ２１ｍＲＮＡ水平的升高；与阴性对照组 ｄｓＣｏｎｔｒｏｌ组相比，ｄｓＰ５３－２８５分别上调 ＡＣＨＮ

和７８６－Ｏ细胞中 Ｐ５３ｍＲＮＡ的表达２．８４倍（Ｐ＜０．０１）和３．２０倍（Ｐ＜０．０１），ｄｓＰ５３－２８５分别上调 ＡＣＨＮ和７８６－Ｏ细胞中 Ｐ２１

ｍＲＮＡ的表达 ２．３３倍（Ｐ＜０．０１）和２．５９倍（Ｐ＜０．０１）；ｍｏｃｋ组与 ｄｓＣｏｎｔｒｏｌ组相比，两种细胞系中 Ｐ５３ｍＲＮＡ和 Ｐ２１ｍＲＮＡ的表

达差异均没有统计学意义（Ｐ＞０．０５）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测显示在两种细胞系中，Ｐ５３蛋白、Ｐ２１蛋白表达水平的上调与相应的

Ｐ５３ｍＲＮＡ、Ｐ２１ｍＲＮＡ水平的上调一致。ＭＴＴ检测结果显示，与 ｄｓＣｏｎｔｒｏｌ组相比，转染 ｄｓＰ５３－２８５后，ＡＣＨＮ和 ７８６－Ｏ细胞活

力显著降低（Ｐ＜０．０１），ｍｏｃｋ组与 ｄｓＣｏｎｔｒｏｌ组无明显差异（Ｐ＞０．０５）。集落形成实验显示，ｄｓＰ５３－２８５组的集落数数量显著较

少（Ｐ＜０．０５），ｍｏｃｋ组与 ｄｓＣｏｎｔｒｏｌ组无明显差异（Ｐ＞０．０５）。结论　外源性 ｄｓＰ５３－２８５能显著激活肾癌细胞中 Ｐ５３基因的表

达，激活的 Ｐ５３蛋白为野生型而非突变型，并可以显著抑制肾癌细胞的生长。
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　　肾癌是泌尿系常见的恶性肿瘤之一，２０１５年美
国有６１５６０例新诊断的病例和１４０８０例死亡病例［１］

。

危险因素如遗传物质的改变、化学或环境暴露以及慢

性刺激都可能会导致肾癌的发生
［２］
。野生型 Ｐ５３蛋

白是众所周知的肿瘤抑制蛋白，其通过诱导 ＤＮＡ修
复、引起细胞周期衰老、诱导细胞凋亡等抑制肿瘤的

发生和发展
［３，４］
。有研究表明，低分子双链 ＲＮＡ

（ｄｓＲＮＡ）ｄｓＰ５３－２８５能够明显激活黑猩猩皮肤成纤
维细胞中 Ｐ５３蛋白的表达［５］

。那么 ｄｓＰ５３－２８５是否
同样能够激活人类细胞中 Ｐ５３蛋白的表达。本研究
旨在研究 ｄｓＰ５３－２８５对人肾癌细胞中 Ｐ５３蛋白的激
活作用，并通过检测 Ｐ５３蛋白下游靶基因 Ｐ２１的表达
进一步明确所激活表达的 Ｐ５３蛋白的类型。

材料与方法

１．材料：人肾癌细胞系 ＡＣＨＮ和 ７８６－Ｏ购于中
国科学院生物化学与细胞生物学研究所；ＤＭＥＭ培养
基、ＲＰＭＩ１６４０培养基、ＴｒｉｚｏｌＲｅａｇｅｎｔ购于美国 Ｈｙ
ｃｌｏｎｅ公司；胎牛血清购于美国 Ｇｉｂｃｏ公司；ｄｓＣｏｎｔｒｏｌ
和 ｄｓＰ５３－２８５购于广州锐博生物科技有限公司；Ｌｉ
ｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００、Ｏｐｔｉ－ＭＥＭ和 ＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔｒｅｖｅｒｓｅ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ购于美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；荧光定量 ＰＣＲ
试剂盒购于日本 ＴａＫａＲａ公司；ＰＣＲ引物由上海生工
生物工程有限公司合成；ＳｔｅｐＯｎｅＰｌｕｓＴＭ Ｒｅａｌ－Ｔｉｍｅ
ＰＣＲＳｙｓｔｅｍ购于美国 ＡＢＩ公司；ＢＣＡｐｒｏｔｅｉｎａｓｓａｙｋｉｔ
购于美国 Ｐｉｅｒｃｅ公司；一抗 Ｐ５３、Ｐ２１和 β－Ａｃｔｉｎ购
于美国 ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司；辣根过氧化物
酶（ＨＲＰ）标记的二抗购于美国 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司；超敏
ＥＣＬ发光试剂盒购于美国 Ｔｈｅｒｍｏ公司；ＭＴＴ试剂盒
购于上海碧云天生物技术有限公司。

２．方法：（１）ｄｓＲＮＡ的设计与合成：人工合成
ｄｓＰ５３－２８５，长度为 １９个核苷酸碱基对，上游引物：
５′－ＵＵＡＣＧＧＡＡＡＧＣＣＵＵＣＣＵＡＡ－３′，下游引物：
５′－ＵＵＡＧＧＡＡＧＧＣＵＵＵＣＣＧＵＡＡ－３′（图 １）［５］。ｄｓ
Ｃｏｎｔｒｏｌ是目前已知的缺少人类基因重要同源性的低
分子双链 ＲＮＡ，上游引物：５′－ＡＣＵＡＣＵＧＡＧＵＧＡ
ＣＡＧＵＡＧＡ－３′，下游引物：５′－ＵＣＵＡＣＵＧＵＣＡＣＵ
ＣＡＧＵＡＧＵ－３′［６］。（２）细胞培养和 ｄｓＲＮＡ转染：人
肾癌细胞系 ＡＣＨＮ常规培养于含 １０％胎牛血清的
ＤＭＥＭ培养基，７８６－Ｏ常规培养于含 １０％胎牛血清
的 ＲＰＭＩ１６４０培养基，置于 ３７℃、５％ＣＯ２的饱和湿
度培养箱。取对数生长期的细胞接种于 ６孔的细胞
培养板，种板 １８ｈ后，进行转染实验。Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
２０００作为转染试剂，ｍｏｃｋ组只加转染试剂，ｄｓＣｏｎｔｒｏｌ

组加入转染试剂和 ｄｓＣｏｎｔｒｏｌ，ｄｓＰ５３－２８５组加入转
染试剂和 ｄｓＰ５３－２８５。１２ｈ后观察细胞状态并更换
培养基。（３）总 ＲＮＡ的提取和 ＱＰＣＲ检测：转染后
７２ｈ收集肾癌细胞用于 Ｐ５３ｍＲＮＡ和 Ｐ２１ｍＲＮＡ表达
水平的检测。总 ＲＮＡ的提取使用 ＴｒｉｚｏｌＲｅａｇｅｎｔ。使
用 ＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ将 ＲＮＡ反转录为
ｃＤＮＡ。以 ＧＡＰＤＨ为内参，合成的 ｃＤＮＡ利用荧光定
量 ＰＣＲ试剂盒通过 ＰＣＲ仪进行扩增检测。扩增条
件：９５℃预变性 ３ｍｉｎ；９５℃ １５ｓ，６０℃ ３０ｓ，７２℃ ３０ｓ；
７２℃总延伸１０ｍｉｎ，４０个循环。结果采用 ２－ΔΔＣｔ方法
分析基因相对定量表达。ＧＡＰＤＨ引物序列：上游引
物：５′－ＴＣＣＣＡＴＣＡＣＣＡＴＣＴＴＣＣＡ－３′，下游引物：
５′－ＣＡＴＣＡＣＧＣＣＡＣＡＧＴＴＴＣＣ－３′；Ｐ５３引物序列：
上游引物：５′－ＣＡＧＣＡＣＡＴＧＡＣＧＧＡＧＧＴＴＧＴ－３′，下
游引物：５′－ＴＣＡＴＣＣＡＡＡＴＡＣＴＣＣＡＣＡＣＧＣ－３′；ｐ２ｌ
引物序列：上游引物：５′－ＧＣＣＣＡＧＴＧＧＡＣＡＧＣＧＡＧ
ＣＡＧ－３′，下游引物：５′－ＧＣＣＧＧＣＧＴＴＴＧＧＡＧＴＧＧ
ＴＡＧＡ－３′。（４）总蛋白的提取和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检
测：转染后７２ｈ收集肾癌细胞提取总蛋白，用于 Ｐ５３
蛋白和 Ｐ２１蛋白表达的分析。ＢＣＡｐｒｏｔｅｉｎａｓｓａｙｋｉｔ
测定不同样本的蛋白浓度，每个样本上样 ４０μｇ蛋白
至 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ胶进行电泳，然后转至 ＰＶＤＦ膜，室温
下用含５％牛血清白蛋白的 ＴＢＳＴ溶液封闭 １ｈ后，与
特异性一抗 Ｐ５３（１∶１０００稀释）、Ｐ２１（１∶１０００稀释）、
β－ａｃｔｉｎ（１∶２０００稀释）４℃孵育过夜。２４ｈ后采用二
抗（１∶１０００稀释）孵育 ２ｈ，使用 ＥＣＬ曝光显影。（５）
ＭＴＴ法：转染后２４ｈ，收集细胞，将细胞以 １０００个／孔
接种９６孔板。于接种后第 １、２、３、４、５天分别采用
ＭＴＴ试剂盒检测细胞活力。（６）集落形成实验：消化
收集细胞，按１０００个／孔接种于 ６孔培养板，连续培
养１０天；ＰＢＳ溶液洗 ３次；甲醇固定 １５ｍｉｎ；０．１％结
晶紫溶液固定 １５ｍｉｎ；洗去残余结晶紫染液，统计集
落数差异。

　　３．统计学方法：所有实验均重复 ４次，所有数据
采用 ＳＰＳＳ１９．０统计学软件对数据进行统计分析处
理。所有检测结果均以均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示，采
用单因素方差分析检验各组间的差异，以 Ｐ＜０．０５
为差异有统计学意义。

结　　果
１．ｄｓＰ５３－２８５的靶基因作用位点：ｄｓＰ２３－２８５

完全互补配对结合于黑猩猩 Ｐ５３基因启动子靶序列
位于转录起始点上游 －２８５／－２６７ｂｐ，且黑猩猩的
Ｐ５３基因启动子转录起始点上游的 －２８５／－２６７ｂｐ处
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的序列与人完全相同，ｄｓＰ２３－２８５可以与人 Ｐ５３基
因启动子转录起始点上游的 －２８５／－２６７ｂｐ处的序
列特异性结合（图１）。

图 １　ｄｓＰ５３－２８５序列及特异性结合的人类和

黑猩猩 Ｐ５３基因启动子转录起始点上游序列
　

　　２．ＱＰＣＲ定量检测 Ｐ５３ｍＲＮＡ和 Ｐ２１ｍＲＮＡ的
表达：与 ｄｓＣｏｎｔｒｏｌ组相比，ｄｓＰ５３－２８５分别上调
ＡＣＨＮ和７８６－Ｏ细胞中 Ｐ５３ｍＲＮＡ的表达 ２．８４倍
（Ｐ＜００１）和 ３．２０倍（Ｐ＜０．０１），且 ｄｓＰ５３－２８５分
别上调 ＡＣＨＮ和 ７８６－Ｏ细胞中 Ｐ２１ｍＲＮＡ的表达
２．３３倍（Ｐ＜０．０１）和 ２．５９倍（Ｐ＜０．０１）；ｍｏｃｋ组与
ｄｓＣｏｎｔｒｏｌ组比较，两种细胞系中 Ｐ５３ｍＲＮＡ和 Ｐ２１
ｍＲＮＡ的表达差异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５，图２）。

图 ２　ＱＰＣＲ检测 ｐ５３ｍＲＮＡ和 ｐ２１ｍＲＮＡ的相对表达

Ａ．ｍｏｃｋ组（空白对照组）；Ｂ．ｄｓＣｏｎｔｒｏｌ组（阴性对照组）；Ｃ．ｄｓＰ５３－２８５组（实验组）；与 ｄｓＣｏｎｔｒｏｌ组比较，Ｐ＜０．０１

　
　　３．Ｗｅｓｔｅｎｂｌｏｔ法分别检测 Ｐ５３蛋白和 Ｐ２１蛋白
的相对表达：与 ｄｓＣｏｎｔｒｏｌ相比，ｄｓＰ５３－２８５可明显激
活 ＡＣＨＮ和 ７８６－Ｏ细胞中 Ｐ５３蛋白的表达，且在
ｄｓＰ５３－２８５组中，可见 ＡＣＨＮ和 ７８６－Ｏ细胞中 Ｐ２１
蛋白的表达均明显上调（图 ３）。灰度值检测结果显
示，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５，图４）。

图 ３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 Ｐ５３蛋白和 Ｐ２１蛋白表达变化
Ａ．ｍｏｃｋ组（空白对照组）；Ｂ．ｄｓＣｏｎｔｒｏｌ组（阴性对照组）；

Ｃ：ｄｓＰ５３－２８５组（实验组）

　

　　４．ＭＴＴ法检测肾癌细胞活力：ＭＴＴ检测结果显
示，转染 ｄｓＰ５３－２８５后细胞较 ｄｓＣｏｎｔｒｏｌ组活力明显
下降（Ｐ＜０．０５），ｄｓＣｏｎｔｒｏｌ组与 ｍｏｃｋ组细胞活力差

异无统计学意义（Ｐ＞０．０５，图５）。
　　５．集落形成实验检测肾癌细胞增殖能力：ｄｓＰ５３－
２８５组形成的集落数较 ｄｓＣｏｎｔｒｏｌ组明显减少（Ｐ＜
００５），而 ｄｓＣｏｎｔｒｏｌ组与 ｍｏｃｋ组细胞活力差异无统
计学意义（Ｐ＞０．０５），ｄｓＰ５３－２８５组细胞增殖能力明
显降低（图６）。

讨　　论

ＲＮＡ激活是指低分子双链 ＲＮＡ通过特异性作
用于靶基因启动子转录起始点上游的序列，激活特定

基因表达的现象
［７，８］
。与传统的 ＲＮＡ干扰不同，

ＲＮＡ激活主要发生在转录水平［９，１０］
。肿瘤抑制基因

Ｐ５３是最重要的肿瘤抑癌基因，广泛参与 ＤＮＡ损伤
修复、细胞周期调控、细胞分化、衰老和凋亡等多种细

胞功能的调节
［１１］
。有研究发现 ｄｓＰ５３－２８５可明显

激活黑猩猩细胞中 Ｐ５３蛋白的表达，人类与黑猩猩的
遗传物质具有高速同源性，且黑猩猩的 Ｐ５３基因启动
子转录起始点上游的 －２８５／－２６７ｂｐ处的序列与人
完全相同

［５］
。因此，ｄｓＰ５３－２８５很可能同样能够激

活人细胞中 Ｐ５３蛋白的表达。
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图 ４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法灰度值分析

Ａ．ｍｏｃｋ组（空白对照组）；Ｂ．ｄｓＣｏｎｔｒｏｌ组（阴性对照组）；Ｃ．ｄｓＰ５３－２８５组（实验组）；与 ｄｓＣｏｎｔｒｏｌ组比较，Ｐ＜０．０５

　

图 ５　ＭＴＴ实验检测各组肾癌细胞活力

与 ｄｓＣｏｎｔｒｏｌ组比较，Ｐ＜０．０５

　

图 ６　集落形成实验检测细胞增殖能力

Ａ．ｍｏｃｋ组（空白对照组）；Ｂ．ｄｓＣｏｎｔｒｏｌ组（阴性对照组）；Ｃ．ｄｓＰ５３－２８５组（实验组）；与 ｄｓＣｏｎｔｒｏｌ组比较，Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１

　

　　肿瘤细胞中的 Ｐ５３蛋白分为两种类型：野生型
Ｐ５３和突变型 Ｐ５３蛋白［１２］

。在人类所有肿瘤细胞中，

Ｐ５３基因发生突变的频率非常高，突变型 Ｐ５３蛋白通
常通过干扰野生型 Ｐ５３蛋白的序列特异性 ＤＮＡ结合
能力而表现出促癌作用

［１３，１４］
。因此，笔者必须确认

由 ｄｓＰ５３－２８５激活的 Ｐ５３蛋白的类型。Ｐ２１蛋白是

目前已知的具有最广泛细胞周期依赖性激酶抑制活

性的蛋白，能够明显抑制肿瘤的发生、发展，且 Ｐ２１蛋

白的表达由野生型 Ｐ５３蛋白正向调节［１５，１６］
。然而，

突变型 Ｐ５３蛋白可明显抑制野生型 Ｐ５３蛋白靶向促
进 Ｐ２１表达的作用。因此，通过检测 Ｐ５３下游基因
Ｐ２１的表达，验证所激活的 Ｐ５３蛋白的类型。本研究
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中，笔者证明 ｄｓＰ５３－２８５可明显激活人肾癌细胞系
ＡＣＨＮ和７８６－Ｏ中 Ｐ５３蛋白的表达，且 Ｐ２１蛋白的
表达水平也明显升高。因此，笔者认为由 ｄｓＰ５３－２８５
激活的 Ｐ５３蛋白是野生型而不是突变型。笔者通过
ＭＴＴ法检测和集落形成实验证明 ｄｓＰ５３－２８５对肾癌
的生长具有抑制作用，进一步表明 ｄｓＰ５３－２８５激活
的 Ｐ５３蛋白是野生型而非突变型。本研究的不足之
处在于，未明确 ｄｓＰ５３－２８５是否具有其他靶基因位
点。下一步将通过靶基因预测筛选 ｄｓＰ５３－２８５可能
存在的所有靶基因位点，并通过体内外实验进一步研

究 ｄｓＰ５３－２８５对肾癌细胞发生、发展的抑制作用。
综上所述，本研究证明 ｄｓＰ５３－２８５可明显激活

人肾癌细胞中 Ｐ５３蛋白的表达，且所激活的 Ｐ５３蛋白
为野生型而非突变型。因此，ｄｓＰ５３－２８５可能成为
新的肾癌靶基因治疗位点。
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