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转染ＰＤＣＤ５质粒促进顺铂诱导Ａ５４９细胞凋亡作用的研究


戴玲丽１，梅同华１△，张明川２

（１．南昌大学第一附属医院呼吸内科，南昌３３０００６；２．重庆市铜梁县人民医院呼吸内科　４０２５６０）

　　摘　要：目的　观察程序化死亡因子５（ＰＤＣＤ５）基因联合顺铂诱导人肺腺癌 Ａ５４９细胞凋亡的作用，探索其可能机制。方法

　利用脂质体瞬时转染ＰＤＣＤ５重组质粒入 Ａ５４９细胞，ＲＴＰＣＲ检测其转染效率。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测转染后ＰＤＣＤ５、Ｂｃｌ２和

Ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白表达情况。ＭＴＴ法及流式细胞仪检测ＰＤＣＤ５单药和联合顺铂后的细胞凋亡情况。结果　ＰＤＣＤ５重组质粒成功

转染入Ａ５４９细胞，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｏｌｔ结果显示转染重组质粒组中ＰＤＣＤ５蛋白表达高于空白对照组及转染空质粒组，Ｂｃｌ２和Ｓｕｒｖｉｖｉｎ

蛋白则低于空白对照组及转染空质粒组，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。ＭＴＴ及流式细胞仪检测显示转染重组质粒组较空白对

照组及转染空质粒组细胞凋亡率高（犘＜０．０５）。结论　ＰＤＣＤ５基因可以促进顺铂诱导的Ａ５４９细胞凋亡。
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　　肺癌是危害人类健康的常见肿瘤之一，其中约８０％为非

小细胞肺癌［１］。对非小细胞肺癌治疗中化疗占重要地位，其中

铂类起到了重要作用，但几年来报道对铂类药物的敏感性有所

下降，限制了其抗肿瘤效果［２４］，如何提高其化疗敏感性成为肿

瘤治疗研究的重点。有研究提到调节细胞凋亡信号通路有关

蛋白的表达可以影响顺铂的敏感性［５６］。程序化死亡因子５

（ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄｃｅｌｌｄｅａｔｈ５，ＰＤＣＤ５）基因是北京大学人类疾病

中心发现的一个高度保守的凋亡调控基因，在细胞凋亡中发挥

正调控作用。随着对ＰＤＣＤ５基因研究的深入，发现ＰＤＣＤ５

基因可以增加顺铂诱导大肠癌细胞ＳＷ４８０凋亡的敏感性
［７］。

但目前尚未有关于ＰＤＣＤ５基因与顺铂在非小细胞肺癌细胞

中的协同作用的报道。本研究拟探讨ＰＤＣＤ５基因协同顺铂

对于肺腺癌Ａ５４９细胞的影响。

１　材料与方法

１．１　材料　ｐｃＤＮＡ３．１ＰＤＣＤ５重组质粒由北京鼎国生物科

技公司构建；ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００购自ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；人肺癌

Ａ５４９细胞由重庆医科大学附属第一医院呼吸科实验室赠送；

１６４０胎牛血清（ＦＢＳ）购自美国Ｇｉｂｉｃｏ公司；顺铂购自Ｓｅｌｌｅｃｋ

ｃｈｅｍ公司；兔抗人ＰＤＣＤ５多克隆抗体购自Ａｂｃａｍ公司；兔抗

人ｂｃｌ２多克隆抗体购自武汉三鹰生物公司；兔抗人Ｓｕｒｖｉｖｉｎ

抗体购自ＣＳＴ公司。

１．２　方法

１．２．１　细胞培养及转染　Ａ５４９细胞用含１０％胎牛血清的

１６４０培养液在３７℃、５％ＣＯ２ 及饱和湿度条件下培养。转染前

２４ｈ，将长至７０％～９０％密度的细胞以０．２５％胰酶消化，以

２×１０５ 个／孔接种到６孔板中，待细胞长至９０％～９５％密度

后，将ｐｃＤＮＡ３．１ＰＤＣＤ５重组质粒与ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００按４

μｇ∶１０μＬ的比例各稀释于２５０μＬ无血清１６４０培养基中，按

ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００说明书转染。
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１．２．２　ＲＴＰＣＲ检测 ｍＲＮＡ的表达　细胞转染４８ｈ后，加

入Ｔｒｉｚｏｌ，按Ｔｒｉｚｏｌ说明书操作，常规方法提取细胞总 ＲＮＡ，

紫外分光光度计测ＲＮＡ纯度。根据ＧｅｎＢａｎｋ提供的ＰＤＣＤ５

序列，设计引物如下：上游引物５′ＡＡＡＧＣＡＣＡＧＧＧＡＡＧＣ

ＡＧＡＡＡＴ３′，下游引物５′ＴＴＧＴＣＣＡＴＡＴＣＴＴＧＣＣＡＴ

ＣＴＧＴ３′，以 ＧＡＰＤＨ 为内参：上游引物５′ＧＡＡＧＧＴＧＡＡ

ＧＧＴＣＧＧ ＡＧＴＣ３′，下游引物５′ＧＡＡ ＧＡＴ ＧＧＴ ＧＡＴ

ＧＧＧＡＴＴＴＣ３′。扩增条件：９４℃２ｍｉｎ；９８℃１０ｓ、５９℃

３０ｓ、７２℃４５ｓ，３０个循环；４℃１ｍｉｎ。１．５％琼脂糖凝胶电

泳跑样。

１．２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测蛋白表达　用细胞裂解液将转染

４８ｈ后的Ａ５４９细胞裂解，提取细胞总蛋白并进行定量，ＳＤＳ

ＰＡＧＥ凝胶电泳，按抗体说明书比例进行一抗、二抗孵育，暗室

曝光观察蛋白表达情况。

１．２．４　ＭＴＴ比色法法检测细胞存活率　分别将空白对照组、

转染ＰＤＣＤ５重组质粒组和转染空质粒组的细胞以５×１０５ 个／

孔密度接种至９６孔板中，每组细胞再设置成４个小组，分别加

入终浓度为１．２５、２．５０、５．００、１０．００ｍｇ／Ｌ的顺铂，每小组取３

个复孔，继续培养 ２４ｈ 后，每孔加入 ２０μＬ ＭＴＴ 溶 液

（５ｇ／Ｌ），放入３７℃孵箱继续培养４ｈ后，终止培养，每孔加入

１５０μＬ二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）溶液，轻微振荡１０ｍｉｎ。设定４９０

ｎｍ波长，酶联免疫检测仪上检测各孔细胞的吸光度（犃）值，细

胞存活率＝（药物组犃值－调零孔犃值）／（对照孔犃值－调零

孔犃值）×１００％。同样的方法将顺铂作用时间设置为０、６、

１２、１８、２４ｈ，每小组取３个复孔，计算各组的细胞存活率。

１．２．５　流式细胞仪测细胞凋亡　向正常培养空白对照组、转

染ＰＤＣＤ５重组质粒组和转染空质粒组分别加入终浓度为１０

ｍｇ／Ｌ顺铂处理２４ｈ，０．２５％胰酶消化后收集细胞，以冷ＰＢＳ

冲洗２遍，加入１００μＬ结合ｂｕｆｆｅｒ液重悬细胞至５×１０
５／ｍＬ

密度，再加入ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ，室温孵育１５ｍｉｎ。结合ｂｕｆｆｅｒ

冲洗细胞后，用５００μＬ含１０μＬＰＩ染色剂（２０ｇ／ｍＬ）结合

ｂｕｆｆｅｒ重悬细胞，冰上孵育２５ｍｉｎ。流式细胞仪检测。

１．３　统计学处理　运用ＳＰＳＳ１８．０软件分析数据。计量资料

数据以狓±狊表示，多组均数采用 ＡＮＯＶＡ方差分析，组内比

较采用狋检验，犘＜０．０５表示差异具有统计学意义。

２　结　　果

２．１　瞬时转染表达结果　ＲＴＰＣＲ检测显示在２５０～５００ｂｐ

有清晰的条带，表示Ａ５４９细胞成功转染重组质粒，并表达ＰＤ

ＣＤ５基因，见图１。转染ＰＤＣＤ５重组质粒组中表达的ＰＤＣＤ５的

ｍＲＮＡ水平高于空白对照组和转染空质粒组（犘＜０．０５）。

２．２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果　ＰＤＣＤ５蛋白在转染ＰＤＣＤ５重

组质粒组细胞中高表达，在空白对照组及转染空质粒组低表

达，Ｂｃｌ２及Ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白则在转染ＰＤＣＤ５重组质粒组低表

达，空白对照组及转染空质粒组高表达，与ＰＤＣＤ５蛋白表达

呈负相关，差异有统计学意义（犘＜０．０５），见图２。ＰＤＣＤ５蛋

白在转染ＰＤＣＤ５重组质粒组中表达高于空白对照组和转染

空质粒组（犘＜０．０５）；Ｂｃｌ２、Ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白在转染ＰＤＣＤ５重组

质粒组表达低于空白对照组和转染空质粒组（犘＜０．０５）。

２．３　ＰＤＣＤ５基因对Ａ５４９细胞的促凋亡作用

２．３．１　ＭＴＴ结果　在用终浓度为１．２５、２．５０、５．００和１０．００

ｍｇ／Ｌ的顺铂处理２４ｈ后，空白对照组、转染ＰＤＣＤ５重组质粒

组和转染空质粒组细胞的生存率表现为浓度依赖性（图３）。

不同浓度顺铂作用后转染ＰＤＣＤ５重组质粒组细胞生存率较

空白对照组和转染空质粒组低（犘＜０．０５）。在用终浓度为１０

ｍｇ／Ｌ顺铂处理０、６、１２、１８、２４ｈ后，空白对照组、转染ＰＤＣＤ５

重组质粒组和转染空质粒组细胞的生存率表现为时间依赖性

（图４），且转染ＰＤＣＤ５重组质粒组细胞生存率较空白对照组

和转染空质粒组显著降低，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。

　　Ａ：空白对照组；Ｂ：转染空质粒组；Ｃ：转染ＰＤＣＤ５重组质粒组。

图１　　ＲＴＰＣＲ检测ＰＤＣＤ５表达情况

　　Ａ：空白对照组；Ｂ：转染空质粒组；Ｃ：转染ＰＤＣＤ５重组质粒组。

图２　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＰＤＣＤ５、Ｂｃｌ２及

Ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白表达

图３　　ＭＴＴ检测不同浓度顺铂作用后的细胞生存情况

图４　　ＭＴＴ检测顺铂作用不同时间后细胞生存情况

２．３．２　流式细胞学结果　如图５所示，在１０ｍｇ／Ｌ的顺铂处

理各组细胞２４ｈ后，转染ＰＤＣＤ５重组质粒组的细胞凋亡率要
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高于其他两组（犘＜０．０１），转染ＰＤＣＤ５重组质粒组为（４１．０±

１．９）％、转染空质粒组为（２７．５±１．１）％和空白对照组为

（２５．７±０．９）％。转染ＰＤＣＤ５重组质粒＋顺铂组细胞凋亡率

明显高于转染空质粒＋顺铂组和空白对照＋顺铂组（犘＜

０．０１）。

　　Ａ：转染ＰＤＣＤ５重组质粒＋顺铂组；Ｂ：转染空质粒＋顺铂组；Ｃ：空白对照＋顺铂组。

图５　　ＭＴＴ检测顺铂作用不同时间后细胞生存情况

３　讨　　论

顺铂是肺癌化疗的经典组合药物之一，临床上作为许多恶

性肿瘤的一线化疗方案用药。但随着顺铂的广泛运用，耐药情

况屡见不鲜，使其对于肿瘤治疗的有效性大大降低。因此如何

提高顺铂的敏感性及开发肿瘤治疗新方法日益重要，其中基因

靶向药物是当前肿瘤治疗研究的热点。ＰＤＣＤ５基因是从白血

病ＴＦ１细胞中分离得来的一种凋亡调控正基因，低表达于人

类多种恶性肿瘤中，如胃癌、肺癌、前列腺癌和白血病等［８１１］。

在进一步研究ＰＤＣＤ５与细胞凋亡之间关系时，发现利用真核

表达载体或大肠杆菌表达重组蛋白将ＰＤＣＤ５导入多种细胞

后，细胞变化不明显，但若联合其他诱导凋亡的因素，如撤销细

胞因子、化疗药物处理、射线治疗等，细胞则可发生明显凋亡，

种种研究结果显示ＰＤＣＤ５可促进细胞凋亡，不能直接诱导其

凋亡［１２１４］。Ｙｉｎ等
［７］在将ＰＤＣＤ５重组质粒转染入ＳＷ４８０细

胞后分别进行了体内和体外实验，结果均证明ＰＤＣＤ５可以增

加顺铂诱导ＳＷ４８０细胞凋亡的敏感性。但目前尚无研究明确

指出ＰＤＣＤ５基因是如何提高顺铂化疗敏感性的。

在实验中，利用脂质体将ＰＤＣＤ５重组质粒导入 Ａ５４９细

胞后，加入不同浓度的顺铂及同一浓度顺铂作用不同时间后，

ＭＴＴ结果显示联合用药组较顺铂单药组更能抑制细胞的增

殖，并呈现浓度依赖性和时间依赖性，在１０ｍｇ／Ｌ的浓度作用

２４ｈ时细胞凋亡最明显。同样在流式细胞学检测中，分别向

空白对照组、转染空质粒组和转染ＰＤＣＤ５重组质粒组加入１０

ｍｇ／Ｌ顺铂作用２４ｈ后，流式检测结果显示转染ＰＤＣＤ５重组

质粒组细胞凋亡率较其余两组明显增高。上述两个实验结果

均显 示 ＰＤＣＤ５ 基 因 能 协 同 顺 铂 促 进 Ａ５４９ 细 胞 凋 亡。

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＰＤＣＤ５重组质粒转染 Ａ５４９细胞中蛋白表

达时显示ＰＤＣＤ５高表达，而Ｂｃｌ２蛋白和Ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白呈现低

表达。有研究提示顺铂是通过抑制 ＤＮＡ复制和转录，导致

ＤＮＡ断裂和误码，从而抑制细胞的有丝分裂来发挥抗癌作用

的［１５］。而ＰＤＣＤ５基因可以通过调节Ｂｃｌ２家族的表达来实现

细胞凋亡，Ｌｉ等
［１６］研究发现ＰＤＣＤ５可以促进顺铂诱导神经胶

质瘤细胞凋亡，在实验中发现ＰＤＣＤ５的增敏作用是通过调节

线粒体凋亡通路有关蛋白的表达实现的，而在线粒体途径中，

ｂｃｌ２家族占重要地位。由此推测可能是顺铂破坏ＤＮＡ结构

同时促进了ＰＤＣＤ５基因的快速表达，而过表达的ＰＤＣＤ５基

因又能促进细胞凋亡，两者相互作用，共同促进了细胞凋亡。

综合以上，本研究得出结论ＰＤＣＤ５基因在非小细胞肺癌

的细胞凋亡中起重要作用，其在非小细胞肺癌中呈现低表达，

通过外源性增加ＰＤＣＤ５基因的表达可以明显促进顺铂诱导

的细胞凋亡，从而提高顺铂化疗的敏感性。
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分说明了ＰＵＭＡ的表达可以有效地抑制细胞生长，促进细胞

凋亡，从而实现卵巢癌基因治疗的目的。为了更直接的判定

ＰＵＭＡ的过量表达，本研究分别通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔ和ＥＬＩＳＡ

技术对转染４８ｈ内的ＰＵＭＡ进行检测。结果证实了ＰＵＭＡ

的特异性过量表达，且远远高于未作任何处理的ＣＯＣ１细胞。

综上所述，首次尝试并实现了 ＡｄｈＴＥＲＴＰＵＭＡ在卵巢

癌细胞中大量表达，从而达到抑制细胞生长，促进细胞凋亡的

目的。为ＰＵＭＡ基因应用于卵巢癌的基因治疗创造可能。
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