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　　摘　要：目的　研究人２１．５ｋＤａ人脑髓鞘碱性蛋白（犕犅犘）基因沉默对神经胶质瘤Ｕ２５１细胞增殖与凋亡的影响。方法　将

２１．５ｋＤａＭＢＰ序列特异性短发夹ＲＮＡ（ｓｈＲＮＡ）重组质粒ｐＧｅｎｅｓｉｌ１ＭＢＰ３转染神经胶质瘤细胞株（Ｕ２５１）作为 犕犅犘基因沉

默组，以空质粒转染为阴性对照组，脂质体转染为脂质体空转组；用实时定量ＰＣＲ（ＲＴＰＣＲ）和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法检测各组２１．５

ｋＤａＭＢＰｍＲＮＡ和蛋白的表达水平，ＣＣＫ８法测定细胞增殖曲线，流式细胞法分析细胞凋亡率。结果　与阴性对照组相比，

犕犅犘基因沉默组细胞中２１．５ｋＤａＭＢＰ在ｍＲＮＡ和蛋白水平的表达均显著下降（犘＜０．０５）、细胞增殖活性明显降低（犘＜０．０５）、

细胞凋亡率显著增高（犘＜０．０５）。结论　人２１．５ｋＤａ犕犅犘基因沉默对神经胶质瘤细胞 Ｕ２５１具有显著的抑制增殖和促进凋亡

的双重调节作用。
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　　人脑髓鞘碱性蛋白（ｈｕｍａｎｍｙｅｌｉｎｂａｓｉｃｐｒｏｔｅｉｎ，ＭＢＰ）是

由中枢神经系统少突胶质细胞和外周神经系统雪旺氏细胞合

成分泌的一种强碱性蛋白质，犕犅犘基因含有７个外显子，其转

录产物经不同方式剪接可以产生分子量大小、结构和功能不同

的 ＭＢＰ蛋白。在人脑主要含有２１．５、２０．０、１８．５、１７．３和１４．０

ｋＤａＭＢＰ等几种表达产物
［１］，人胎脑中以２１．５ｋＤａＭＢＰ表

达为主，成年脑中以１８．５ｋＤａＭＢＰ表达最多。ＭＢＰ不仅在

神经纤维的绝缘和快速传导中发挥着重要作用，而且在人脑发

育、神经细胞分化、髓鞘发生与髓鞘形成过程中具有重要功能。

近年研究发现，２１．５ｋＤａＭＢＰ可能在细胞增殖与凋亡中发挥

着重要调节作用。越来越多的实验研究显示２１．５ｋＤａＭＢＰ

可以促进细胞增殖、抑制细胞凋亡［２５］。但也有部分研究得出

的结论与此相反［６７］。为进一步深入研究２１．５ｋＤａＭＢＰ对细

胞增殖与凋亡的确切作用，作者构建了针对２１．５ｋＤａ犕犅犘基

因的序列特异性ｓｈＲＮＡ质粒载体，拟经脂质体介导的方法转

染２１．５ｋＤａＭＢＰ高表达人神经胶质瘤 Ｕ２５１细胞株，观察

２１．５ｋＤａ犕犅犘 基因沉默对 Ｕ２５１细胞增殖及凋亡的确切

影响。

１　材料与方法

１．１　材料　人神经胶质瘤细胞株 Ｕ２５１由四川大学生物化学

与分子生物实验室惠赠；质粒ｐＧｅｎｅｓｉｌ１ＭＢＰ３和ｐＧｅｎｅｓｉｌ１

ＭＢＰｎｅｇ由本实验室构建并验证
［８］；Ｌｉｐｏ２０００脂质体购自美

国ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；新生牛血清与 ＤＭＥＭ 购自美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ

公司；ＲＩＰＡ细胞裂解液购自北京普利莱基因公司；兔抗 ＭＢＰ

０１ 重庆医学２０１５年１月第４４卷第１期
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敏（１９８７－），助教，硕士，主要从事人脑髓鞘碱性蛋白功能方向研究。　△　通讯作者，Ｔｅｌ：１３４５８２５４０６０；Ｅｍａｉｌ：ｃｈｅｎｊｉａｎｙｅ２０１０＠１６３．ｃｏｍ。



单克隆抗体购自美国ＥＰＩＴＯＭＩＣＳ公司，其二抗购自武汉博士

德公司；兔抗 ＧＡＰＤＨ 单克隆抗体及其二抗购自武汉博士德

公司；ＥｃＬ化学发光试剂盒购自 ＭＩＬＬＩＰＯＲＥ公司；ＣＣＫ８试

剂盒购自碧云天生物技术研究所；ＡｎｎｅｘｉｎＶＰＥ细胞凋亡检

测试剂盒购自南京凯基生物公司。

１．２　方法

１．２．１　细胞培养　Ｕ２５１细胞用新鲜完全ＤＭＥＭ 培养液在

３７℃、５％ＣＯ２ 孵箱中培养，３～５ｄ换１次液，细胞长满９０％

培养瓶底进行传代。

１．２．２　实验分组与细胞转染　（１）实验分为３组：基因沉默组

（２１．５ｋＤａ犕犅犘基因沉默质粒ｐＧｅｎｅｓｉｌ１ＭＢＰ３转染）；阴性

对照组（空质粒ｐＧｅｎｅｓｉｌ１ＭＢＰｎｅｇ转染）；脂质体转染组（脂

质体空转染）。（２）细胞转染：将Ｕ２５１细胞按２×１０５～３×１０５

个／孔的密度接种于６孔板培养过夜，待细胞铺满９０％以上孔

底时进行细胞转染并在荧光显微镜下观察细胞转染效率。

１．２．３　实时定量ＰＣＲ（ＲＴＰＣＲ）检测２１．５ｋＤａ犕犅犘基因的

表达　细胞转染后４８ｈ，提取各组细胞总ＲＮＡ进行逆转录，

ＲＴＰＣＲ检测各组细胞中２１．５ｋＤａＭＢＰｍＲＮＡ表达水平。

ＰＣＲ引物序列如下：ＭＢＰ上游：５′ＣＡＡＧＡＴＧＡＡＡＡＣＣＣＣ

ＧＴＡＧＴＣＣ３′，下游：５′ＧＴＡ ＧＣＣ ＡＡＡ ＴＣＣＴＧＧ ＴＣＴ

ＣＴＧＧ３′，序列长度 １３２ｂｐ；ＧＡＰＤＨ 上游：５′ＣＴＴ ＴＧＧ

ＴＡＴＣＧＴＧＧＡ ＡＧＧ ＡＣＴＣ３′，下游：５′ＧＴＡ ＧＡＧＧＣＡ

ＧＧＧＡＴＧＡＴＧＴＴＣＴ３′，序列长度１４１ｂｐ。ＰＣＲ反应条

件：９５℃×３０ｓ，进行预变性；９５℃×５ｓ→９５℃×３０ｓ，共４０

个循环，进行定量ＰＣＲ反应；９５℃１５ｓ→６００Ｃ×１ｍｉｎ→９５

℃×１５ｓ，进行反应延伸。反应结束后，观察融解曲线。

１．２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测２１．５ｋＤａＭＢＰ蛋白的表达　转

染后４８ｈ，按文献［７］方法进行２１．５ｋＤａＭＢＰ蛋白的 Ｗｅｓｔ

ｅｒｎｂｌｏｔ检测。提取各组细胞蛋白质并测定浓度，将稀释过的

蛋白质与２×蛋白上样缓冲液按照１∶１的比例混匀，在沸水

浴中煮５ｍｉｎ变性。然后进行十二烷基聚丙烯酰胺凝胶电脉

（ＳＤＳＰＡＧＥ），半干法转膜、封闭１ｈ，一抗４℃孵育过夜、洗

膜，二抗孵育２ｈ、洗膜，化学发光法显色，在成像仪上成像、拍

照，用ＩｍａｇｅＬａｂ软件读取各组条带灰度值。

１．２．５　ＣＣＫ８法检测 Ｕ２５１细胞的增殖变化　按ＣＣＫ８试

剂盒方法进行细胞增殖检测。Ｕ２５１细胞转染１２ｈ后，将各组

细胞消化重悬，调节细胞浓度至２×１０４个／ｍＬ。按照１００μＬ／

孔的量接种于９６孔板，保证每孔含２０００个细胞，每个组设置

５个重复孔，分别检测转染后１２、２４、３６、４８、７２ｈ共５个时间点

的吸光度值。

１．２．６　流式细胞仪检测细胞凋亡率的变化　各组细胞转染

４８ｈ后，用不含ＥＤＴＡ的胰酶消化，２０００ｒｐｍ离心５ｍｉｎ收集

细胞沉淀；ＰＢＳ洗涤２次，再离心收集细胞沉淀并用５００μＬ

ＢｉｎｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ重悬细胞。向细胞悬液内加１μＬＡｎｎｅｘｉｎＶ

ＰＥ混匀，室温下避光反应１５ｍｉｎ。用美国ＢＤ公司流式细胞

仪进行细胞凋亡检测，以未转染组 Ｕ２５１细胞进行荧光补偿调

节（激发波长为４８８ｎｍ；发射波长为５７８ｎｍ），用ＦＬ２通道检

测各转染组细胞的凋亡率。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０软件进行统计学分析，多

组间比较采用ｏｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ检验分析：首先做方差齐性检

验，如果方差齐性，则组间比较采取ＬＳＤ法。以犘＜０．０５为差

异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　Ｕ２５１细胞染转结果　细胞转染前，呈长梭形，边缘清晰，

生长旺盛，结构正常。经脂质体转染２４ｈ后，用荧光显微镜观

察可见基因沉默组和阴性对照组细胞内均有大量绿色荧光蛋

白表达（表达率可达８０％），说明２１．５ｋＤａ犕犅犘基因干扰质

粒ｐＧｅｎｅｓｉｌ１ＭＢＰ３和空质粒表达ｐＧｅｎｅｓｉｌ１ＭＢＰｎｅｇ均已

成功转入到Ｕ２５１细胞中并在细胞中有效表达，见图１。

　　Ａ：Ｕ２５１细胞在倒置显微镜下图（×１００）；Ｂ：Ｕ２５１细胞在倒置显

微镜下图（×２００）；Ｃ：ｐＧｅｎｅｓｉｌ１ＭＢＰ３转染Ｕ２５１细胞２４ｈ（×１００）；

Ｄ：ｐＧｅｎｅｓｉｌ１ＭＢＰｎｅｇ转染Ｕ２５１细胞２４ｈ（×１００）。

图１　　Ｕ２５１细胞转染前后细胞对比图

２．２　各组细胞中２１．５ｋＤａ犕犅犘基因在 ｍＲＮＡ水平的表达

结果　各转染组细胞中 犕犅犘基因表达的ＲＴＰＣＲ检测结果

见图２、３。图２可见扩增产物的溶解曲线均可扩增出单峰，且

３次重复表现一致，表明扩增具有良好的特异性和重复性。图

３为各转染组细胞２１．５ｋＤａ犕犅犘基因表达柱状图，各组实验

数据经２△△Ｃｔ转换和ＳＰＳＳ１３．０软件ｏｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ检验分

析，与阴性对照组相比，基因沉默组细胞内２１．５ｋＤａ犕犅犘基

因表达量降低了９４．９％（犘＜０．０５）。

图２　　各转染组２１．５ｋＤａＭＢＰｍＲＮＡｓ扩增

产物的溶解曲线

２．３　各组细胞中２１．５ｋＤａ犕犅犘基因在蛋白质水平的表达结

果　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｏｌｔ检测显示，３组细胞中内参照ＧＡＰＤＨ的表

达基本一致。但基因沉默组细胞中２１．５ｋＤａＭＢＰ蛋白的表

达水平显著低于阴性对照组和脂质体转染组；ＩｍａｇｅＬａｂ软件

分析显示，基因沉默组细胞中２１．５ｋＤａＭＢＰ蛋白表达的相对

灰度值为０．８３３±０．００７、阴性对照组为１．６３７±０．１３１、脂质体

转染组为１．５４３±０．０３４。将所得出数据进行统计分析，方差
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齐性检验结果显示方差齐性（犘＝０．０６７）；方差分析结果显示

组间差异具有统计学意义（犉＝７６２．２７７，犘＜０．０５）；ＬＳＤ法进

行两两比较，基因沉默组与其他两组相比，差异有统计学意义

（犘＜０．０５）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｏｌｔ检测结果显示，经沉默质粒ｐＧｅｎｅ

ｓｉｌ１ＭＢＰ３转染，明显干扰了Ｕ２５１细胞中２１．５ｋＤａ犕犅犘基

因的表达，细胞中２１．５ｋＤａＭＢＰ蛋白的表达量较阴性对照组

降低了４９．１２％，见图４。

　　１：基因沉默组；２：阴性对照组；３：脂质体转染组。

图３　　２１．５ｋＤａ犕犅犘基因在ｍＲＮＡ水平表达柱状图

　　１：基因沉默组；２：阴性对照组；３：脂质体转染组。

图４　　各转染组细胞中２１．５ｋＤａＭＢＰ的表达

２．４　ＣＣＫ８法检测细胞增殖结果　阴性对照组和脂质体转

染组的细胞生长曲线基本重叠，基因沉默组的细胞生长曲线明

显向右移，表明基因沉默组的细胞生长速度变慢。基因沉默组

细胞的犗犇值随转染时间的延长而增高，转染１２、２４、３６、４８、７２

ｈ的犗犇值分别为（０．５１５±０．０４６）、（０．５９３±０．０４３）、（０．６７５±

０．０１１）、（０．８０７±０．０１７）、（０．９５２±０．０４１），差异有统计学意义

（犘＜０．０５），见图５。

图５　　ＣＣＫ８检测细胞增殖曲线

２．５　流式细胞仪检测转染后细胞凋亡率　Ｕ２５１细胞转染４８

ｈ后，各转染组的细胞凋亡率分别为：基因沉默组（６．１６±

０．５２５）％、阴性对照组（１．９６±０．０８３）％、脂质体转染组

（０．９６±０．１１５）％；方差齐性检验结果为犘＝０．０７７，显示方差

齐；方差分析结果为犉＝２３１．７０４、犘＜０．０５，说明３组间差异有

统计学意义；用ＬＳＤ法进行两两比较显示，与阴性对照组和脂

质体转染组两组相比，基因沉默组的细胞凋亡率显著增高，差

异有统计学意义（犘＜０．０５），见图６。

　　Ａ：未转染组；Ｂ：基因沉默组；Ｃ：脂质体转染组；Ｄ：阴性对照组。

图６　　流式细胞仪检测各组细胞凋亡图

３　讨　　论

ＭＢＰ是一种含有多种碱性氨基酸的强碱性膜蛋白，主要

分布在神经组织，在其他组织中含量极少，主要功能是维持神

经纤维的绝缘和快速传导。近年研究发现，２１．５ｋＤａＭＢＰ在

多种肿瘤组织细胞中高表达［９１０］；在人脑神经胶质瘤细胞中

２１．５ｋＤａＭＢＰ的表达量更丰富
［１１１２］，提示２１．５ｋＤａＭＢＰ可

能在肿瘤细胞增殖及凋亡中发挥重要调节作用，可能与神经胶

质瘤的发生、发展具有密切联系。

本研究构建了针对２１．５ｋＤａＭＢＰ的特异性干扰重组质

粒并经脂质体介导将其导入神经胶质瘤细胞，证实该质粒在神

经胶质瘤细胞中可以显著降低２１．５ｋＤａＭＢＰ的表达。通过

细胞增殖实验与流式细胞凋亡检测发现，２１．５ｋＤａ犕犅犘基因

沉默能够显著抑制Ｕ２５１的细胞增殖、促进细胞凋亡。

但神经胶质瘤细胞中的２１．５ｋＤａＭＢＰ导致细胞增殖加

快、凋亡减慢的机制尚不明确，有待进一步深入研究。业已证

实，ＭＢＰ存在着磷酸化、脱磷酸两种形式，分别参与不同的代

谢调节。例如，ＭＢＰ的磷酸化参与凋亡因子Ｆａｓ蛋白类似物

ＭＴ２１及抗癌剂细胞三烯菌素 Ａ 对 ＨＬ６０细胞凋亡的诱

导［１３］，ＭＢＰ的磷酸化还参与髓鞘形成与稳定性调节及脱髓鞘

疾病多发性硬化症的调节［１４］。Ｃｈｅｎ等
［３］研究发现，在体外将

ＭＢＰ微基因转染至肿瘤细胞（ＹＴＬＭＣ９０）或正常细胞（成纤

维细胞与平滑肌细胞）均可促进细胞增殖。本研究推测

ＭＢＰ、磷酸化 ＭＢＰ的相对浓度改变可能是调节某些细胞增殖

与凋亡的重要因素，ＭＢＰ增高则细胞增殖，磷酸化 ＭＢＰ增高

则细胞发生凋亡。线粒体Ｃａｓｐａｓｅ激酶级联途径与真核细胞

凋亡密切相关，Ｋｏｂａｙａｓｈｉ等
［４］研究发现 ＭＢＰ可以降低ＤＲＧ

细胞中的Ｃａｓｐａｓｅ３而抑制细胞凋亡。Ｐａｎ等
［５］研究检测到

２１．５ｋＤａＭＢＰ转染的 ＨｅｐＧ２细胞中Ｃａｓｐａｓｅ３的表达量较

对照组显著降低，说明 ＭＢＰ可能通过调节细胞中的凋亡蛋白

而发挥抗凋亡作用。Ｓｍｉｔｈ等
［１５］研究发现２１．５ｋＤａＭＢＰ高

表达可以促进Ｎ１９ＯＬＧ细胞增殖，同时观察到细胞外调节蛋

白激酶（ＥＲＫ１／２）、蛋白激酶 Ｂ１（ＡＫｔ１）和核糖体蛋白 Ｓ６

（ｒＰＳ６）表达上调，说明可能通过激活某些蛋白激酶及相关的信

号通路促进细胞增殖。

２１．５ｋＤａＭＢＰ的促细胞增殖与抗凋亡活性还可能与肿

瘤细胞侵及周边神经组织和中枢神经系统的行为有关，这可能

也是２１．５ｋＤａＭＢＰ在肺癌、乳腺癌等多种非神经系统肿瘤组

织中异位高表达的原因所在。因为 ＭＢＰ是神经髓鞘化过程

非常重要的蛋白质，从基因上将实验老鼠剔除 ＭＢＰ后，发现

２１ 重庆医学２０１５年１月第４４卷第１期



它们减少了中央神经系统的髓鞘化及渐进的失调，如颤抖、癫

痫及过早死亡。因此，ＭＢＰ对正常的神经细胞形态及功能的

维持是必需的，而在癌细胞中表达增强是其分化和增殖失控的

结果还是调控的一个关键点，仍有待进一步深入研究。

本研究从基因沉默的角度证实了２１．５ｋＤａＭＢＰ具有促

进细胞增殖与抑制细胞凋亡的双重调节功能，并从基因干扰的

角度为肿瘤的基因治疗进行了一次有益的尝试。本研究构建

的２１．５ｋＤａＭＢＰ特异性干扰重组质粒，为进一步研究２１．５

ｋＤａＭＢＰ的功能及神经胶质瘤的基因治疗提供了一种可供选

择的物质手段。
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