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　　〔摘　要〕　目的　研究 siRNA2Med19对人肺癌 A549细胞 Med19的影响。方法　利用前期已合成的 siRNA2Med19慢病毒载体 ,感染 A549细

胞 ,并以无病毒感染组作为空白对照组 ,以慢病毒载体感染组作为阴性对照组。采用荧光图片和白光图片对比方法判断细胞的感染率 ; RT2PCR法检

测细胞 Med19mRNA的转录水平 ; W estern印迹法检测细胞 Med19蛋白表达水平。结果　慢病毒载体对人肺癌 A549细胞的感染率在 80%以上 , siR2

NA2Med19慢病毒感染组Med19mRNA转录水平明显降低 ,敲减效率大于 70% ,Med19蛋白表达量也明显降低。结论　siRNA2Med19慢病毒载体可以

高效感染人肺癌 A549细胞 , siRNA2Med19对 A549细胞 Med19的转录和表达具有明显的抑制和消减作用。
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　　肺癌的治疗效果近年仍不理想 ,总治愈率约 10%。Med19

是 RNA聚合酶Ⅱ通用转录装置的重要组成部分 ,理论上阻断

肿瘤细胞中 Med19基因可起到治疗肿瘤的作用。迄今无关于

siRNA沉默人类肺癌细胞内 Med19基因诱导肿瘤细胞凋亡和

抑制肿瘤细胞生长、转移的研究。本文观察 siRNA2Med19慢病

毒载体对人肺癌 A549细胞 Med19表达的干扰作用 , 探讨

Med19基因在肺癌发生发展中的作用 , 并为 RNA i分子靶向基

因治疗人非小细胞肺癌 (NSCLC)提供新的实验依据。

1　材料与方法

111　主要试剂及材料 　BCA Protein A ssay Kit购自 HyClone2
Pierce, ECL2PLUS/Kit购自 Amersham公司 ,抗羊 Med19购自

Abcam公司 ,抗鼠 IgG购自 Santa Cruz公司 , PCR用试剂、引物

购自上海吉凯基因技术有限公司 ,胎牛血清、DMEM培养基购

自 GIBCO公司 , Trizol购自 Invitrogen, dNTP、M 2MLV逆转录酶、

Rnase抑制剂购自 Promega公司 , oligo dT购自上海生工 , A549

细胞购自中科院细胞库 , pcDNA311 ( - ) 2Med192siRNA2GFP、

pcDNA311 ( - ) 2Med192NC2GFP慢病毒载体均来自本实验室 ,

滴度为 4 ×108 TU /m l。

112　肿瘤细胞培养及传代　从液氮罐中取出人肺癌 A549细

胞 ,常规方法复苏 ,重悬细胞 ,接种至培养皿中 ,晃匀后置 37℃、

5% CO2培养箱培养。次日更换 1次培养液。将生长 90%汇合

的细胞进行传代 ,连续传代 20次后获得相对纯净的肿瘤细胞

用于实验。

113　慢病毒载体感染人肺癌 A549细胞 　取对数生长期的

A549细胞 ,制成细胞悬液 ,将细胞悬液接种于 6孔板中的 3个

孔 ,每孔细胞数约 5 ×104。空白对照组不加入任何病毒 ,阴性

对照组加入 pcDNA311 ( - ) 2Med2NC2GFP慢病毒 , siRNA2

Med19慢病毒感染组加入 pcDNA311 ( - ) 2Med192RNA i2GFP慢

病毒。感染 3 d后观察慢病毒报告基因———绿色荧光蛋白

( GFP)的表达情况 ,用荧光显微镜观察有荧光细胞的数量来判

断感染率。感染率大于 50%者继续培养 ,待感染时间达到 5 d

后收集细胞抽提 RNA进行 RT2PCR检测。

114　RT2PCR检测　常规法提取总 RNA,紫外分析测定 RNA

浓度 ,经逆转录获得 cDNA,置于 - 80℃保存备用。Med19

(222 kb)和β2actin (214 bp)上、下游引物分别为 :β2actin上游

5′2TCGTGCGTGACATTAAGGAG23′,下游 5′2AAGGTAGTTTCGT2
GGATGCC23′和 Med19上游 5′2GTAACTTCCTGCCTGACCTG23′,
下游 5′2TGTGCTTGTGCTTATTCTTCTTC23′。采用标准曲线分析
法 (2 -ΔΔCt分析法 )分析每一标本的 Med19mRNA的表达水平。

115　W estern印迹检测　准备靶细胞及 6孔板中每孔样品排

列、细胞慢病毒感染操作同上。从培养箱中取出细胞 ,弃去培

养液 , PBS洗涤 2次 ,弃去 PBS,加入适量预冷的 2 ×Lysis Buff2
er,细胞刮刮下细胞 ,将样品转移入 115 m l Eppendorf管中 ,冰上

裂解细 胞 10 ～ 15 m in, 超 声 破 碎 仪 破 碎 细 胞。 4℃,

12 000 r/m in,离心 15 m in。取上清 ,测蛋白浓度后 ,每个样品

蛋白终浓度均调整为 2μg/μl,每个样品取相同蛋白量在 10%

聚丙烯凝胶条件下进行 SDS2PAGE。电泳后转移到 NC膜上 ,

5%脱脂牛奶 TBST溶液封闭过夜后洗膜 ,加入 1∶200稀释的羊

抗 Med19, TBST洗膜 3次 ,每次 10 m in。用封闭液 1∶6 000稀释

抗鼠 IgG,室温下孵育 PVDF膜 2 h。 TBST洗膜 3次 ,每次

10 m in,W estern印迹试剂盒显色 , X光显影 ,取出 X光片 ,晾干 ,

分析 ,以 GAPDH为内参。

116　流式细胞仪检测细胞周期和凋亡　用胰蛋白酶将细胞消
化并收集在离心管中 ,以预冷的 0101 mol/L PBS冲洗细胞 3

次 ,每次均需打散细胞。最后用 015 m l PBS重悬细胞 ,逐滴加

入预冷的 75%酒精中固定。碘化丙啶染色 ,流式细胞仪检测。

117　统计学处理　采用 SAS812统计软件分析 ,进行 t检验。

2　结　果

211　Med192siRNA2GFP和 Med192NC2GFP慢病毒载体对 A549

细胞的感染　见图 1。空白对照组未见荧光 ,阴性对照组及敲
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图 1　三组细胞荧光观察结果

除组细胞荧光感染效率大于 80%。

212　RT2PCR方法检测 siRNA2Med19对 A549细胞 Med19基因

转录的影响 　 siRNA慢病毒感染组 Med19mRNA 表达水平

(01178±01042)较空白对照组 ( 01617 ±01089)及阴性对照组

(11002±01075)明显减少 ( P < 0105) ,熔解曲线 : actin和 Med19

的扩增产物溶解曲线 ,没有出现杂峰 ,也未出现主峰的异常增

宽 ,表明实验中未出现污染、引物二聚体和非特异性扩增。

213　 siRNA2Med19对 A549细胞 Med19蛋白表达的影响 　

siRNA2Med19慢病毒感染组中 Med19蛋白的表达明显减弱 ,光

密度分析与空白对照组及阴性对照组明显减弱 ,各组内参

GAPDH表达量无显著差异 (图 2)。

图 2　W estern印迹扫描图

214　siRNA2Med19对 A549细胞生长周期的影响 　流式细胞

仪分析结果显示 ,实验组与其他两照组相比较 ,在正常二倍体

细胞的 G02G1期前出现的一个亚二倍峰即为凋亡峰 ,提示 siR2
NA2Med19转染人肺癌 A549细胞后 ,可诱导癌细胞周期停止在

G1期 ,抑制肺癌细胞的分裂增殖 ,促进细胞凋亡。

3　讨　论

　　前期工作中 ,我们设计合成 siRNA2Med19慢病毒载体 ,可

以稳定地表达 siRNA,而且具有高转染效率 (转染效率大于

80% ) ,较长时间的持续效应和较为明显的蛋白敲减效果。本

次实验将构建的 siRNA2Med19慢病毒载体转入人肺癌 A549细

胞 ,研究其对 Med19基因转录和表达的抑制作用。

外科手术一直以来是肺癌综合治疗的最重要的手段之一。

虽然手术技术及方式进步很快 ,但对提高生存率的作用有限 ,

放化疗效果同样不佳 ,故人们正在寻求疗效更好 ,毒性更低的

治疗方案以提高患者生活质量。

siRNA介导的 RNA i技术是近年发展起来的一个崭新的研

究领域 ,它的发现为基因功能探索、基因治疗提供了一种全

新、高效的研究手段。RNA i技术因其特异性和高效性已成为

研究基因功能的重要工具〔1〕,具有其他基因封闭技术无法比拟

的特点和优势〔2〕。 siRNA又被称为转录后基因沉默〔3〕,其机制

是细胞内的 dsRNA被 D icer (一种 RNA酶 Ⅲ)剪切成双链的

siRNA , 与 RNA诱导的基因沉默复合物结合 ,降解与之互补

的靶 mRNA,特异性抑制靶基因表达〔4〕。自 Fire等〔4〕发现 dsR2
NA能引起特异性基因沉默以来 , RNA i技术因有望成为理想

的基因转移载体。有实验报道使用慢病毒载体稳定介导基因

沉默达 25 d之久〔5, 6〕。也有实验采用慢病毒载体成功转染了

一些包括原代细胞、终末分化细胞等难以转化的细胞 ,适合于

对目的基因进行较长时间的研究〔7〕。

Med的细胞外功能包括促进激活的转录、增强基础转录、

增强 (CTD)的磷酸化。Med19在酵母菌的曾用名为 ROX3 (或

SSN7、RMR1等 ) ,酵母菌及人类的 Med在结构和功能上惊人地

保守〔8〕。Med19在人类编码的基因名为肺癌转移相关蛋白

(LCMR1)。LCMR1基因直接或间接参与和介导了多种信号途

径 ,在具有高转移能力的人肺癌 95D细胞系中高表达。但真核

生物转录调控的情况相对复杂 ,除了复杂的原核染色质结构

外 ,真核调节蛋白与 RNA聚合酶的相互作用还需要多个亚基

组成的蛋白质复合体 ,即 Med来介导形成全酶才能完成转

录〔9〕。含有不同激酶组件的 Med复合物可对不同类型的基因

起到调节作用〔10〕。Med的构象改变会产生一个对 RNA聚合酶

Ⅱ在内的 P IC组件进行募集和组装的表面 ,这是 Med在转录调

解中发挥作用的重要方面〔11〕。

我们构建 siRNA2Med19慢病毒表达载体 ,利用 RNA i技术

沉默肺癌细胞中 Med19基因 ,可诱导肿瘤细胞凋亡 ,抑制肿瘤

细胞生长、为后续实验及其在肺癌治疗中的应用提供了理论依

据。通过 siRNA来介导 RNA i干扰作用 ,从而抑制肿瘤组织中

Med19基因的表达 ,对于治疗肺癌可能具有重要意义。慢病毒

通过病毒衣壳糖蛋白与细胞膜上的特异受体结合而进入易感

靶细胞。病毒 RNA逆转录合成双链线性 DNA而转运至细胞

核。线性病毒 DNA永久性地整合入染色体 DNA (宿主基因

组 )中 ,形成前病毒 ,在细胞周期中与靶细胞基因一样复制 ,并

稳定表达与传给子代细胞。本研究针对人肺癌 A549细胞

Med19基因构建 siRNA慢病毒为载体 ,将该载体导入 A549细

胞内持续表达 ,细胞生长速度明显减慢 ,提示 RNA i抑制 Med19

基因表达后可以显著抑制 A549细胞增殖能力。通过 RT2PCR、

W estern印迹等方法 ,证实 siRNA2Med19成功地抑制了人肺癌

A549细胞内 Med19 mRNA和蛋白的表达 ,为后期研究 Med19

基因在人 NSCLC中的作用机制和基因治疗打下基础。
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依达拉奉抑制血管性痴呆大鼠脑组织环氧化酶 22与 NF2κB的表达

蔡志友　晏　勇　张　骏 1　晏　宁　王咏龙　吴　芳　黄　华　张建刚　

(重庆医科大学附属第一医院神经内科重庆市神经病学重点实验室 ,重庆　400016)

　　〔摘　要〕　目的　观察依达拉奉对血管性痴呆 (VD)大鼠行为学和脑组织环氧化酶 22 (COX22)、核转录因子 2κB (NF2κB )表达的影响 ,探讨依达

拉奉对 VD脑保护作用机制。方法　W istar大鼠随机分为 :正常组、假手术组、痴呆模型组 (模型组 )、依达拉奉治疗组 (治疗组 )。水迷宫和穿梭箱实

验检测行为学特征 ;免疫组织化学法和蛋白质免疫印迹法检测大鼠脑组织 COX22、NF2κB的表达 ,用图象分析仪测定光密度 (OD )值。结果　治疗组

大鼠的前后两次跳台实验的检测结果差异显著 ( P < 0101) ,治疗组的行为学症状较模型组明显改善。NF2κBp65和 COX22阳性细胞百分率治疗组较

正常组、假手术组明显增高 ( P < 0101) ,较模型组明显降低 ( P < 0101) , NF2κBp65和 COX22 OD值 ,治疗组较正常组、假手术组明显降低 ( P < 0101) ,

较模型组明显增高 ( P < 0101)。结论　依达拉奉能明显改善 VD大鼠的行为学症状、降低大鼠脑组织 NF2κBp65和 COX22表达 ,依达拉奉能够通过

抑制大鼠脑组织 NF2κBp65和 COX22表达途径发挥其脑保护作用。

〔关键词〕　血管性痴呆 ;依达拉奉 ;环氧合酶 22;核转录因子 2κB
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D ownregula tion expressin s of CO X22 , NF2κB in bra in of va scular dem en tia ra ts induced by edaravone
CA I Zh i2Y ou, YAN Y ong, ZHANG Jun, et a l1
D epartm en t of Neurology, the F irst Aff ilia ted Hosp ita l of Chongq ing M ed ica l Un iversity, Key Labora tory of Neurology of
Chongq ing C ity, Chongq ing 400016, Ch ina

【Abstract】　O bjective　 To observe the effects of edaravone on p raxiology changes and the exp ressions of cyclooxygenase22
(COX22) , nuclear factor2kappa B (NF2κB) in brain of vascular dementia (VD) rats, to study the neurop rotective mechanism s of edaravone1

M ethods　W istar ratswere random ly divided into normal, sham, VD model and edaravone treatment group s1 Praxiology changes were tested
byMorris water maze and shuttle box1 The exp ressions of COX22, NF2κB were measured by immunohistochem istry and W estern blot1 The
OD values of COX22, NF2κB were measured by imaging analysis1 Results　The p raxiology symp tom s were imp roved in edaravone treatment
group compared with model group1 The percentages of COX22 positive cells and NF2κB p65 positive cells in edaravone treatment group were
increased than those in normal and sham group s( P < 0101) , and decreased than those in model group ( P < 0101) 1 The OD values of COX22
and NF2κB in edaravone treatment group were decreased than those in normal and sham group s( P < 0101) and increased than those in model
group ( P < 0101) 1 Conclusion s　Edaravone can imp rove p raxiology symp tom and downregulate exp ressions of COX22, NF2κB in VD rats1
Edaravone can exert cerebral p rotection by inhibiting the COX22 and NF2κB pathway1
【Key words】　Vascular dementia; Edaravone; Cyclooxygenase22; Nuclear factor2kappa B

　　细胞凋亡是血管性痴呆 (VD ) 重要的病理生理机制 , 痴

呆程度和细胞凋亡有着直接的联系 , 同时 , 细胞凋亡也参与

脑缺血损伤机制过程〔1〕。环氧化酶 2 (COX22) 和核转录因子

2κB (NF2κB ) 通过自由基、氧化应激和神经炎症途径参与

VD病理生理过程 , 加速细胞凋亡进程。依达拉奉是一种新型

自由基清除剂 , 具有神经保护作用〔2～4〕。所以 , 本研究采用
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