
书书书

李旭艳，邵淑丽，张伟伟，等．质粒介导的ＲＮＡｉ沉默 ｍｄｒ１基因增强白血病耐药细胞ＨＴ９对姜黄素的敏感性［Ｊ］．江苏农业科学，２０１４，４２（１）：
２２－２５．

质粒介导的 ＲＮＡｉ沉默 ｍｄｒ１基因增强白血病
耐药细胞 ＨＴ９对姜黄素的敏感性

李旭艳，邵淑丽，张伟伟，恽东泽，付　博，张珍珠
（齐齐哈尔大学，黑龙江齐齐哈尔１６１００６）

　　摘要：通过ｐＳｉｌｅｎｃｅｒ２．１质粒介导的ＲＮＡｉ技术沉默急性早幼粒白血病耐药 ＨＴ９细胞的耐药基因 ｍｄｒ１表达，可
提高耐药细胞对姜黄素的敏感性。通过设计合成靶向 ｍｄｒ１基因的 ｓｈＲＮＡ干扰片段，定向克隆到 ｐＳｉｌｅｎｃｅｒ２．１－Ｕ６
ｎｅｏ质粒中，成功构建沉默ｍｄｒ１基因特异表达的ｓｈＲＮＡ表达载体，电转染ＨＴ９细胞后筛选阳性克隆扩大培养。采用
实时荧光定量ＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测细胞ｍｄｒ１基因表达情况，流式细胞术检测 Ｐ－糖蛋白外排泵功能，ＭＴＴ法和流
式细胞技术检测细胞对药物敏感性和细胞周期分布。结果显示，构建的ｓｈＲＮＡ表达载体ｐＵ６／ｓｈＲＮＡ／ｍｄｒ１转染ＨＴ９
细胞后，ＨＴ９／ｐＵ６／ｓｈＲＮＡ细胞ｍｄｒ１ｍＲＮＡ表达降低了７８．８４％（Ｐ＜０．０１），Ｐ－糖蛋白的表达量降低了４８．２７％（Ｐ＜
０．０５），细胞内Ｒｈｏ１２３相对荧光强度由１０．８％ ±０５８％升高至７３．５６％ ±１．３７％；转染细胞对姜黄素敏感性明显增
强，ＩＣ５０由（２４．１０±０．８３）μｍｏｌ／Ｌ降至（５．１０±０１４）μｍｏｌ／Ｌ；耐药相对逆转率为８４．７４％ ±１．８６％，与 ＨＴ９细胞相

比，经姜黄素处理的稳定转染细胞ＨＴ９／ｐＵ６／ｓｈＲＮＡ细胞周期阻滞在 Ｓ、Ｇ２／Ｍ期。说明质粒介导的 ｓｈＲＮＡ表达载体
ｐＵ６／ｓｈＲＮＡ／ｍｄｒ１能够稳定、持久地抑制ｍｄｒ１基因表达，能有效增强ＨＴ９细胞对姜黄素的敏感性。
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　　近年来，白血病的治愈率已有明显提高，但由于白血病细
胞中存在多种耐药相关基因异常的高表达，致使白血病细胞

对抗癌药物产生耐药性，导致部分白血病患者治疗失败或在

化疗后复发。研究表明，多药耐药基因ｍｄｒ１的过表达成为经
典的多药耐药表型［１－２］。ｍｄｒ１基因的表达产物 Ｐ－糖蛋白
（Ｐ－ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ，Ｐ－ｇｐ）可以利用ＡＴＰ水解释放的能量将化
疗药物泵出细胞外，使细胞内药物浓度始终维持在低水平，使

药物的细胞毒作用减弱，从而导致细胞产生耐药性［１］。

Ｐ－糖蛋白对药物的特异性很小，能够运输多种结构不同的
底物，如长春新碱、蒽环类药物（柔红霉素、阿霉素）、姜黄素、

紫杉醇等，因此耐药细胞能对许多结构和作用机制不同的药

物产生耐性。目前，ＲＮＡ干扰（ＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ，ＲＮＡｉ）已用
于沉默肿瘤细胞耐药基因表达，增强肿瘤细胞对化疗药物的

敏感性［３－４］。本试验以质粒 ｐＳｉｌｅｎｃｅｒ２．１－Ｕ６ｎｅｏ为基础，
成功构建了ｓｈＲＮＡ表达载体 ｐＵ６／ｓｈＲＮＡ／ｍｄｒ１，转染早幼粒
白血病耐药ＨＴ９细胞，观察细胞ｍｄｒ１基因表达情况、蛋白功
能及细胞对姜黄素敏感性的变化。

１　材料与方法

１．１　材料

ｐＳｉｌｅｎｃｅｒ２．１－Ｕ６ｎｅｏ由北京鼎国生物技术有限责任公
司惠赠，人急性早幼粒白血病细胞株 ＨＬ６０、耐三尖杉酯碱的
ＨＬ６０细胞株ＨＴ９由北京师范大学生命科学学院提供，ＲＰ
ＭＩ１６４０培养基、胎牛血清购自上海生工生物工程技术服务有
限公司，鼠抗人单克隆抗体、ＨＲＰ标记山羊抗鼠二抗为北京
中山金桥生物技术有限公司产品。ＥＣＭ８３０型电穿孔仪
（ＢＴＸ）；荧光定量 ＲＣＰ仪（Ｂｉｏ－Ｒａｄ）；流式细胞仪 ＦＣ５００
（Ｂｅｃｋｍａｎ）；７７００Ｒｅａｌ－ＴｉｍｅＰＣＲ仪（ＡＢＩ）。
１．２　方法
１．２．１　ｐＵ６／ｓｈＲＮＡ／ｍｄｒ１载体的构建　根据ＧｅｎＢａｎｋＰ－糖
蛋白编码基因ｍｄｒ１ｍＲＮＡ的已知序列（ＮＭ＿０００９２７），选择１
个ｓｈＲＮＡ特异性靶位点序列，设计合成编码 ｓｈＲＮＡ的 ＤＮＡ
模板序列：正义链ＧＡＴＣＣＧＧＡＧＧＣＣＡＡＣＡＴＡＣＡＴＧＣＣＴＴＣＡＡ
ＧＡＧＡＧＧＣＡＴＧＴＡＴＧＴＴＧＧＣＣＴＣＣＴＴＴＴＴＴＧＧＡＡＡ；反义链ＡＧＣ
ＴＴＴＴＣＣＡＡＡＡＡＡＧＧＡＧＧＣＣＡＡＣＡＴＡＣＡＴＧＣＣＴＣＴＣＴＴＧＡＡＧＧＣＡ
ＴＧＴＡＴＧＴＴＧＧＣＣＴＣＣＧ，退火形成双链，将其定向克隆到
ｐＳｉｌｅｎｃｅｒ２．１－Ｕ６ｎｅｏ载体上，ｓｈＲＮＡ重组质粒命名为
ｐＵ６／ｓｈＲＮＡ／ｍｄｒ１。连接产物转化大肠杆菌 ＤＨ５α，提取质
粒，测序验证插入序列无突变。大量提取纯化质粒，待转染。

１．２．２　细胞培养及转染　ＨＴ９细胞用含１．０μｇ／ｍＬ三尖杉
酯碱的培养液常规培养，试验前２周取出三尖杉酯碱培养细
胞。取对数生长期的 ＨＴ９细胞，利用线性化的 ｐＥＧＦＰ－Ｎ１
质粒优化电转染条件，线性化的 ｐＳｉｌｅｎｃｅｒ２．１－Ｕ６ｎｅｏ空质
粒、ｐＵ６／ｓｈＲＮＡ／ｍｄｒ１重组质粒于最佳电转染条件下转染
ＨＴ９细胞，转染后的细胞为 ＨＴ９／ｐＵ６（空载体对照转染细
胞）、ＨＴ９／ｐＵ６／ｓｈＲＮＡ（转染重组质粒细胞），转染后用
６００μｇ／ｍＬＧ４１８筛选建立稳定转染的ＨＴ９细胞克隆，有限稀
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释法挑取单克隆转染细胞。试验另设非耐药对照细胞ＨＬ６０，
耐药非转染对照细胞ＨＴ９。
１．２．３　Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅＰＣＲ检测 ｍｄｒ１ｍＲＮＡ表达量　采用
ＵＮＩＱ－１０柱式 Ｔｒｉｚｏｌ总 ＲＮＡ抽提试剂盒提取各组细胞总
ＲＮＡ，用Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅＰＣＲ检测以上细胞 ｍｄｒ１基因的表达量。

反应体系为２５μＬ：上、下游引物各０．２５μＬ，ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ
１μＬ，ｄｄＨ２Ｏ１８μＬ，ｃＤＮＡ０．５μＬ。循环参数：９４℃预变性
３ｍｉｎ；９４℃１ｍｉｎ，５８℃１ｍｉｎ，７２℃１ｍｉｎ，循环３５次；７２℃
延伸。反应在ＡＢＩ７７００ＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲ仪上进行，以β－ａｃｔｉｎ
作为内参对照，引物序列具体情况见表１。

表１　引物序列与扩增片段长度

引物名称 引物序列（５′→３′） 扩增片段长度（ｂｐ）
ｍｄｒ１ Ｆ：ＡＴＡＴＣＡＧＣＡＧＣＣＣＡＣＡＴＣＡＴ；Ｒ：ＧＡＡＧＣＡＣＴＧＧＧＡＴＧＴＣＣＧＧＴ １５４
β－ａｃｔｉｎ Ｆ：ＡＴＣＡＴＧＴＴＴＧＡＧＡＣＣＴＴＣＡＡＣＡ；Ｒ：ＣＡＴＣＴＣＴＴＧＣＴＣＧＡＡＧＴＣＣＡ ３１８

１．２．４　Ｐ－糖蛋白表达量的 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　提取各组细
胞总蛋白，测定样品纯度，再进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ凝胶电泳，将
蛋白电转移到ＰＶＤＦ膜上，５％脱脂奶粉封闭１ｈ，加入鼠抗人
Ｐ－糖蛋白单克隆抗体Ｃ２１９（１∶４０），室温孵育１．５ｈ，ＰＢＳ洗
膜，ＨＲＰ标记的山羊抗鼠二抗（１∶５０００），室温孵育１．５ｈ，
ＥＣＬ发光液显影、定影、洗片，用凝胶图像分析软件分析 Ｘ光
片灰度值。

１．２．５　ＦＣＭ检测Ｐ－糖蛋白外排泵功能　收集对数生长期
各组细胞，分别与１０μｇ／ｍＬＲｈｏ１２３混匀，３７℃孵育 ３０ｍｉｎ，
用预冷的 ＰＢＳ洗细胞，再重悬于预冷的 ＰＢＳ中，用流式细胞
仪检测细胞内Ｒｈｏ１２３荧光强度。
１．２．６　ＭＴＴ法检测耐药细胞对姜黄素敏感性　收集对数生
长期的各组细胞，按接种量１万个／孔接种于９６孔中，常规条
件下分别与８个浓度梯度的姜黄素培养４８ｈ，每个浓度３个
平行，采用常规四甲基偶氮唑盐微量酶反应比色法（ＭＴＴ法）
于５７０ｎｍ下测定吸光度 Ｄ，计算细胞存活率：细胞存活率 ＝
Ｄ试验组／Ｄ对照组 ×１００％，以药物浓度为横轴，细胞存活率为纵轴
绘制浓度效应曲线，求出回归方程，确定半数抑制浓度

（ＩＣ５０），并计算相对逆转率：逆转率 ＝［ＩＣ５０（Ａ）－ＩＣ５０（Ｂ）］／
［ＩＣ５０（Ａ）－ＩＣ５０（Ｃ）］×１００％，ＩＣ５０（Ａ）、ＩＣ５０（Ｂ）、ＩＣ５０（Ｃ）分
别代表逆转前耐药细胞、逆转后耐药细胞和亲本敏感细胞

的ＩＣ５０。
１．２．７　ＦＣＭ检测细胞周期　取对数生长期各组细胞１００万
个，接种１００ｍＬ培养瓶内，分别加入终浓度为８．０μｍｏｌ／Ｌ姜
黄素，培养４８ｈ，８００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ收集细胞，与１ｍＬ预
冷的７０％乙醇充分混匀，４℃保存，至少固定１８ｈ，细胞浓度
调整为１００万个／ｍＬ，洗涤，重悬于１ｍＬ含 ２０μｇ／ｍＬＲＮａｓｅ
Ａ和５０μｇ／ｍＬＰＩ的染液中，３７℃孵育３０ｍｉｎ，用流式细胞仪
检测细胞周期分布。

１．３　数据处理
用ＳＰＳＳ１７．０进行数据处理，进行单因素方差分析，组间

差异性分析采用ＬＳＤ法，数据均以“平均数±标准差”表示。

２　结果与分析

２．１　ｐＵ６／ｓｈＲＮＡ／ｍｄｒ１重组载体对 ｍｄｒ１－ｍＲＮＡ表达的
影响

荧光定量 ＰＣＲ结果（图１）显示，ＨＴ９／ｐＵ６／ｓｈＲＮＡ细胞
的ｍＲＮＡ相对表达量极显著低于 ＨＴ９细胞、ＨＴ９／ｐＵ６细胞；
与ＨＴ９细胞相比，ＨＴ９／ｐＵ６／ｓｈＲＮＡ细胞ｍｄｒ１基因的相对表
达量降低了 ７８．８４％ （Ｐ＜０．０１）；ＨＴ９／ｐＵ６与 ＨＴ９细胞的
ｍＲＮＡ相对表达量差异不显著（Ｐ＞０．０５）；ＨＴ９／ｐＵ６／ｓｈＲＮ
与ＨＬ６０细胞ｍＲＮＡ相对表达量差异显著（Ｐ＜０．０５）。说明

重组质粒ｐＵ６／ｓｈＲＮＡ／ｍｄｒ１对ＨＴ９细胞目的基因 ｍｄｒ１的表
达有一定的干扰作用，而空载体对目的基因表达无干扰作用。

２．２　ｐＵ６／ｓｈＲＮＡ／ｍｄｒ１重组载体对Ｐ－糖蛋白表达的影响
用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组细胞内Ｐ－糖蛋白水平，以其与

内参β－ａｃｔｉｎ的比值表示蛋白相对表达量。结果（图 ２）显
示，ＨＴ９／ｐＵ６／ｓｈＲＮＡ细胞的Ｐ－糖蛋白表达量比ＨＴ９细胞低
４８．２７％（Ｐ＜０．０５），ＨＴ９／ｐＵ６细胞与 ＨＴ９细胞蛋白相对表
达量差异不显著（Ｐ＞０．０５），ＨＴ９／ｐＵ６／ｓｈＲＮＡ细胞与 ＨＬ６０
细胞蛋白相对表达量差异显著（Ｐ＜０．０５）。证实了重组质粒
ｐＵ６／ｓｈＲＮＡ／ｍｄｒ１对ＨＴ９细胞ｍｄｒ１基因沉默的有效性。
２．３　ｐＵ６／ｓｈＲＮＡ／ｍｄｒ１重组载体对 Ｐ－糖蛋白外排泵功能
的影响

经流式细胞术分析（表 ２）可知，与 ＨＴ９细胞相比，
ＨＴ９／ｐＵ６／ｓｈＲＮＡ细胞的Ｒｈｏ１２３荧光强度极显著增强（Ｐ＜
００１），而 ＨＴ９／ｐＵ６细胞内 Ｒｈｏ１２３荧光强度变化不显著
（Ｐ＞００５）；ＨＴ９／ｐＵ６／ｓｈＲＮＡ细胞与 ＨＬ６０细胞内荧光强度
差异极显著（Ｐ＜０．０１）。说明转染后的单克隆细胞
ＨＴ９／ｐＵ６／ｓｈＲＮＡ的Ｐ－糖蛋白外排泵功能极显著增强。
２．４　ＲＮＡｉ对ＨＴ９细胞的影响

ＨＴ９细胞的ＩＣ５０与ＨＬ６０细胞差异显著，进一步说明ＨＴ９
细胞具有高度耐药性。姜黄素药物浓度与细胞存活率呈负相

关关系，相同作用条件下，ＨＴ９／ｐＵ６／ｓｈＲＮＡ细胞存活率降低
最明显。与ＨＴ９细胞相比，ＨＴ９／ｐＵ６／ｓｈＲＮＡ细胞对姜黄素
的ＩＣ５０极显著降低（Ｐ＜０．０１），而 ＨＴ９／ｐＵ６细胞对姜黄素的
ＩＣ５０降低但差异不显著（Ｐ＞０．０５）；ＨＴ９／ｐＵ６／ｓｈＲＮＡ细胞对
姜黄素的ＩＣ５０与ＨＬ６０细胞差异极显著（Ｐ＜００１），干扰片段
对耐药细胞的耐药相对逆转率为（８４．７４±１８６）％（表３）。
２．５　ｐＵ６／ｓｈＲＮＡ／ｍｄｒ１重组载体对ＨＴ９细胞周期的影响

用流式细胞仪检测经姜黄素作用４８ｈ的各组细胞周期
显示，与ＨＴ９细胞相比，ＨＴ９／ｐＵ６／ｓｈＲＮＡ和ＨＬ６０细胞周期
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表２　各组细胞内 Ｒｈｏ１２３的相对荧光强度情况

细胞 Ｒｈｏ１２３相对应光强度（％）
ＨＴ９ １０．８０±０．５８ａＡ

ＨＴ９／ｐＵ６ １０．４４±０．４５ａＡ
ＨＴ９／ｐＵ６／ｓｈＲＮＡ ７３．５６±１．３７ｂＢ

ＨＬ６０ ９５．１３±１．１２ｃＣ

　　注：同列数据后不同小写、大写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）、
极显著（Ｐ＜０．０１）（ｎ＝３）。下同。

表３　各组细胞对姜黄素的敏感性

细胞
姜黄素ＩＣ５０
（μｍｏｌ／Ｌ）

相对逆转率

（％）

ＨＴ９ ２４．１０±０．８３ａＡ —

ＨＴ９／ｐＵ６ ２３．５６±４．３６ａＡ ２．４３±０．１２
ＨＴ９／ｐＵ６／ｓｈＲＮＡ ５．１０±０．１４ｂＢ ８４．７４±１．８６

ＨＬ６０ １．６９±０．０３ｃＣ —

发生了明显变化，表现为 Ｓ、Ｇ２／Ｍ期细胞增多，ＨＴ９／ｐＵ６细
胞周期未发生明显变化，说明转染细胞 ＨＴ９／ｐＵ６／ｓｈＲＮＡ和
ＨＬ６０细胞周期经姜黄素处理后阻滞在Ｓ、Ｇ２／Ｍ期（图３）。

３　结论与讨论

白血病是最常见的造血系统恶性肿瘤之一，目前联合化

疗仍然是白血病治疗的重要措施，而白血病细胞多药耐药性

的产生则使部分白血病的化疗或预后最终失败。研究表明，

在经典的白血病多药耐药表型中，通过对 Ｐ－糖蛋白的检测
可以判断白血病病人对当前化疗药物是否具有抗性，以选择

恰当的治疗方案。耐药逆转剂、免疫治疗、基因治疗等技术已

被临床应用于提高肿瘤细胞对药物的敏感性，辅助提高肿瘤

治愈率。ＲＮＡ干扰技术是近年来发展起来的一项特异性抑
制基因表达的基因治疗方法，这一特异、有效的基因沉默技术

现已被广泛应用于肿瘤多药耐药等方面的研究［５－６］。Ｙａｇｕｅ
等将设计的２对ｐＳＵＰＥＲ－ｓｈＲＮＡ质粒表达载体转染给白血
病耐药细胞 Ｋ５６２／ＡＤＲ后，对 ｍｄｒ１基因表达的抑制率达
９５％、９７％，细胞对药物的敏感性恢复至与 Ｋ５６２细胞几乎相
同的水平［７］。Ａｌｅｘａｎｄｒａ等应用 Ｈ１启动子介导的 ＲＮＡ干扰
载体抑制胃癌ＥＰＧ８５－２５７ＲＤＢ细胞 ｍｄｒ１基因表达，细胞耐
药逆转率达７４％［８］。

本试验成功构建了 ＲＮＡ干扰 ｐＵ６／ｓｈＲＮＡ／ｍｄｒ１重组质
粒，该重组质粒利用ＲＮＡ聚合酶Ⅲ Ｕ６启动子表达ｓｉＲＮＡ分

子，有利于对靶基因表达受到抑制后细胞表型的长期变化进

行观察，该重组质粒转染 ＨＴ９细胞后，构建了长期有效的基
因沉默细胞模型。经荧光定量 ＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎ检测可知，与
ＨＴ９细胞相比，单克隆细胞ＨＴ９／ｐＵ６／ｓｈＲＮＡ的 ｍｄｒ１基因表
达量降低了７８．８４％（Ｐ＜０．０１），Ｐ－糖蛋白表达量降低了
４８．２７％（Ｐ＜０．０５），ＲＮＡｉ对 ｍｄｒ１基因的表达起到了一定的
抑制作用。经流式细胞术检测可知，转染后的ＨＴ９细胞内荧
光强度由 １０．８％ ±０．５８％增强到 ７３．５％ ±１．３７％，因
Ｒｈｏ１２３是多药抗性细胞Ｐ－糖蛋白的底物，能被蛋白水解释
放的能量从细胞内泵出，ＨＴ９／ｐＵ６／ｓｈＲＮＡ细胞内 Ｒｈｏ１２３荧
光强度的增强反映该细胞药物外排功能减弱。转染后，ＨＴ９
细胞经姜黄素处理的 ＩＣ５０由（２４．１０±０．８３）μｍｏｌ／Ｌ降至
（５１０±０．１４）μｍｏｌ／Ｌ，耐药相对逆转率为（８４．７４±
１８６）％，经姜黄素作用 ４８ｈ后，细胞周期阻滞在 Ｓ、Ｇ２／Ｍ
期。姜黄素的抗癌机制还未完全清楚，目前已发现它通过延

长细胞周期使细胞在 Ｓ期和（或）Ｇ２／Ｍ期集聚，达到抗增殖
的作用［９－１０］，在本试验中已得到证实。

ＲＮＡｉ技术可通过双链短 ＲＮＡ（ｄｏｕｂｌｅ－ｓｔｒａｎｄｅｄＲＮＡ，
ｄｓＲＮＡ）触发同源性ｍＲＮＡ降解［１１］，目前有２种方式可以获
得双链短ＲＮＡ。其一，体外合成 ｓｉＲＮＡ分子后采用转染、电
转化等方法将其导入细胞内发挥作用［１２］；其二，利用表达载

体或ｓｉＲＮＡ表达框转染细胞，在体内合成所需要的 ｓｉＲＮＡ分
子。体外合成ｓｉＲＮＡ易被降解，并需专门的ＲＮＡ转染试剂转
染细胞，在细胞内的干扰效应持续时间短，利用质粒、病毒类

载体介导的ｓｉＲＮＡ表达载体克服了以上缺点［１３］，同时载体上

的抗性标记有助于快速筛选出转染的阳性单克隆细胞。目

前，用于表达ｓｉＲＮＡ的启动子有ＲＮＡ聚合酶Ⅲ类启动子（ｐｏｌ
Ⅲ）及ＲＮＡ聚合酶Ⅱ类启动子（ｐｏｌⅡ）。这些启动子可以在
体内高效转录小的、非编码的、在５′端无帽状结构、在３′端无
多聚腺苷酸化的转录本，启动子总是在离启动子一个固定距

离的位置开始转录合成ＲＮＡ，遇到４～５个连续的Ｕ即终止，
转录产物在第２个尿嘧啶处被切下来，非常精确，从而可以限
制转录ＲＮＡ的大小；另外，这类启动子本身序列较短，不会形
成复杂的空间结构。目前 Ｕ６、Ｈ１启动子介导的 ＲＮＡｉ技术
已在多种肿瘤耐药细胞中应用［１４－１５］。综上所述，利用质粒介

导的ＲＮＡｉ可以有效抑制ｍｄｒ１基因编码蛋白的表达和功能，
提高耐药细胞对姜黄素的敏感性。本研究为白血病耐药逆转

治疗提供了理论基础。
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