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RhoGDI1通过抑制骨肉瘤细胞凋亡促进其顺铂耐药性的研究*
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  [摘要] 目的 探讨抑制Rho蛋白鸟苷酸解离抑制因子-1(RhoGDI1)的表达对骨肉瘤顺铂耐药性的影

响。方法 在骨肉瘤细胞中通过siRNA抑制RhoGDI1的表达(si-RhoGDI1-1、si-RhoGDI1-2组),CCK-8实验

检测其对骨肉瘤细胞增殖和顺铂耐药性的影响,划痕实验和体外Transwell检测其对骨肉瘤细胞迁移及侵袭能

力的影响,流式细胞术(FACS)和实时荧光定量PCR(RT-qPCR)检测RhoGDI1对骨肉瘤细胞凋亡的影响。结

果 与si-Control组(转染无意序列)比较,si-RhoGDI1-1、si-RhoGDI1-2组骨肉瘤细胞的增殖速度明细降低

(P<0.01),对顺铂的耐受性明显降低(P<0.01),迁移到下室的细胞数显著减少;划痕实验和FACS结果显

示,与si-Control组比较,si-RhoGDI1-1、si-RhoGDI1-2组细胞的修复能力明显减弱(P<0.05、P<0.01),细胞

凋亡率(P<0.01)和凋亡诱导因子Bax的表达水平明显升高(P<0.01)。结论 RhoGDI1通过抑制骨肉瘤细

胞凋亡促进骨肉瘤细胞顺铂耐受性。
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  [Abstract] Objective To

 

investigate
 

the
 

effect
 

of
 

inhibiting
 

the
 

expression
 

of
 

RhoGDI1
 

on
 

cisplatin
 

re-
sistance

 

of
 

osteosarcoma.Methods The
 

expression
 

of
 

the
 

RhoGDI1
 

was
 

inhibited
 

by
 

siRNA
 

in
 

the
 

osteosarco-
ma

 

cells
 

(si-RhoGDI1-1
 

group,si-RhoGDI1-2
 

group).The
 

CCK-8
 

assay
 

was
 

used
 

to
 

determine
 

the
 

effect
 

of
 

RhoGDI1
 

on
 

the
 

osteosarcoma
 

cell
 

proliferation
 

and
 

the
 

cisplatin
 

resistance
 

of
 

the
 

osteosarcoma
 

cells.The
 

scratch
 

test
 

and
 

the
 

Transwell
 

in
 

vitro
 

were
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

effects
 

on
 

the
 

migration
 

and
 

invasion
 

of
 

osteo-
sarcoma

 

cells.The
 

flow
 

cytometry
 

(FACS)
 

and
 

RT-qPCR
 

were
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

effect
 

of
 

RhoGDI1
 

on
 

apop-
tosis

 

of
 

osteosarcoma
 

cells.Results Compared
 

with
 

the
 

si-Control
 

group
 

(transfected
 

with
 

unintentional
 

se-
quence),the

 

proliferation
 

rate
 

and
 

cisplatin
 

tolerance
 

of
 

osteosarcoma
 

cells
 

in
 

the
 

si-RhoGDI1-1
 

and
 

si-RhoG-
DI1-2

 

groups
 

decreased
 

significantly(P<0.01),the
 

number
 

of
 

cells
 

migrated
 

to
 

the
 

inferior
 

chamber
 

de-
creased

 

significantly
 

(P<0.01).The
 

scratch
 

test
 

and
 

FACS
 

results
 

at
 

12
 

h
 

and
 

24
 

h
 

showed
 

that
 

the
 

cell
 

re-
pair

 

ability
 

of
 

the
 

si-RhoGDI1-1
 

and
 

si-RhoGDI1-2
 

groups
 

was
 

significantly
 

weaker
 

than
 

that
 

of
 

the
 

si-Control
 

group
 

(P<0.05,P<0.01).The
 

apoptosis
 

rate
 

and
 

the
 

expression
 

of
 

Bax
 

of
 

the
 

si-RhoGDI1-1
 

and
 

si-RhoG-
DI1-2

 

groups
 

were
 

significantly
 

increased
 

than
 

that
 

of
 

the
 

si-Control
 

group
 

(P<0.01).Conclusion The
 

RhoGDI1
 

promotes
 

cisplatin
 

resistance
 

of
 

osteosarcoma
 

cells
 

by
 

inhibiting
 

apoptosis.
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  骨肉瘤(osteosarcoma)是儿童和青少年最常见的

原发恶性骨肿瘤,多见于长骨干骺端,细胞异质性高,
极易出现耐药、复发和转移,导致患者死亡[1]。从某

种程度上来说,近30年来骨肉瘤患者5年存活率未

能进一步提高的主要原因是化疗耐药。近期1项多

中心、大样本的临床研究显示经典的 MAP(metho-

6243 重庆医学2021年10月第50卷第20期

* 基金项目:四川省卫生和计划生育委员会科研项目(18PJ466);西南医科大学-西南医科大学附属中医医院联合培育项目(18PJ466)。 

作者简介:谢明忠(1982-),主治医师,硕士,主要从事脊柱脊髓疾病及骨肿瘤的防治研究。 △ 通信作者,E-mail:lisen_swmctcm@163.com。



trexate甲氨蝶 呤,cisplatin顺 铂,doxorubicin阿 霉

素)化疗方案仍是治疗骨肉瘤的金标准[2]。此外,虽
然顺铂作为1种DNA损伤药物,属于临床治疗骨肉

瘤的经典化疗方案用药,但其剂量相关的肾毒性、耳
毒性、性功能障碍等并发症,限制了其临床使用剂

量[3-4]。Rho蛋白鸟苷酸解离抑制因子-1(RhoGDI1)
 

是非常重要的调控Rho蛋白活性的信号分子,其发挥

生理功能是通过与Rho蛋白结合形成复合物[5]。既

往研究发现RhoGDI1在多种恶性肿瘤中表达水平上

调,如 在 高 侵 袭 性 的 卵 巢 癌、肺 癌、结 直 肠 癌 中,
RhoGDI1和RhoGDI1-Rac1复合物的水平均显著升

高[6]。同时,RhoGDI1在肿瘤组织中的表达水平与肿

瘤的组织学分级及患者的预后密切相关[7]。靶向

RhoGDI1的siRNA能诱导肿瘤细胞凋亡,同时能增

加对化疗药物紫杉醇的敏感性[8-9]。综上所述,随着

对RhoGDI1研究的深入及相关信号通路的阐明,
RhoGDI1已成为一个新的抗肿瘤治疗靶点[10-12],但目

前尚无抑制RhoGDI1的表达可以抑制骨肉瘤顺铂耐

药性的研究。
1 材料与方法

1.1 细胞、试剂及仪器

人骨肉瘤细胞系143B[13](武汉大学中国典型培

养物保藏中心),顺铂(中国Selleck公司),青链霉素

双抗、RPMI-1640培养基、0.05%
 

胰蛋白酶(美国

Gibco公司),胎牛血清(美国 Hyclone公司),PCR引

物(深圳华大基因),LipofectamineRNAiMAX和TR-
Izol(美国Invitrogen

 

公司),反转录试剂盒和实时荧

光定量PCR(RT-qPCR)试剂盒(大连宝生物工程有

限公司),CCK-8
 

试剂盒(日本同仁公司),荧光素酶检

测试剂盒(美国Promega公司),细胞凋亡检测试剂盒
(美国 Roche公司)、Transwell小室(美国 Corning
公司)。
1.2 CCK-8法筛选药物浓度

143B细胞用胰酶消化后,重悬于新鲜的含10%
胎牛 血 清 的 RPMI-1640 培 养 液 中,按 照 4

 

000~
5

 

000/孔细胞接种于96孔板中,每孔100
 

μL。培养

24
 

h后,每孔加入不同浓度的顺铂,每个浓度设置3
个复孔,浓度梯度分别为0、0.02、0.05、0.1、0.2、0.5、
1.0、2.0、3.0、5.0

 

μmol/L和10.0
 

μmol/L。继续培

养48~72
 

h后,每孔加入10
 

μL
 

CCK-8溶液
 

(0.5
 

mg/mL)
 

继续孵育2~4
 

h,用酶标仪读取波长450
 

nm处的吸光度(A)值,半数抑制浓度(IC50)通过软

件进行非线性拟合求得。所有的实验数据均重复3
次。细胞存活率=(实验组 A值-空白对照 A值)/
空白对照A值;抑制率=1-存活率。
1.3 RNA干扰实验

转染前1天将143B细胞按5×104/孔接种于24
孔板中,转染当天,将5

 

μL
 

LipofectamineRNAiMAX
转染试剂分别与50

 

nmol/L
 

siRNA-RhoGDI1-1(si-
RhoGDI1-1 组)、siRNA-RhoGDI1-2(si-RhoGDI1-2
组)和siRNA-control(si-Control组)混合,并将只有

转染试剂的转染细胞作为空白对照组(Blank组),室
温静置5

 

min后,弃去24孔板中原培养液,加入上述

混合液,于
 

37
 

℃,5%
  

CO2 条件下培养
 

6
 

h后,换为正

常培养液,此时记为0
 

h,分别在第48和72
 

h后用

TRIzol法提取总RNA。转染前1
 

d,143B细胞以1×
104/孔的密度接种于96孔培养板(红色区域),于37

 

℃,5%
 

CO2 条件下培养,转染当天,按上述浓度转染

siRNA-RhoGDI1 和 siRNA-control,于
 

37
 

℃,5%
 

CO2 条件下培养
 

6
 

h后,换为正常培养基,此时记为0
 

h。分别在24、48和72
 

h后用CCK-8检测细胞增殖

能力。
1.4 实时荧光定量PCR(RT-qPCR)

弃去24孔培养板中的培养基,每孔加入200
 

μL
 

TRIzol充分裂解细胞后,转移到1.5
 

mL
 

离心管中,
加入40

 

μL
 

三氯甲烷,剧烈振荡混匀,室温静置5
 

min
后12

 

000×g离心15
 

min。用粗口枪头吸取第1层上

清液至新的离心管中,加入等体积异丙醇,并轻柔颠

倒充分混匀,室温静置10
 

min后12
 

000×g离心10
 

min,并用70%乙醇漂洗2次。室温晾干后加入
 

20~
50

 

μL无
 

RNase水溶解并测定RNA
 

浓度。然后按照

说明书进行一链cDNA合成和 RT-qPCR。BAX-正
向:5'-CAC

 

CAG
 

CTCT
 

GAG
 

CAG
 

ATC
 

ATG
 

AAG-3';BAX-反向:5'-GCG
 

GCA
 

ATC
 

ATCC
 

TCT
 

GCA
 

G-3'
 

。引物为:RhoGDI1-正向5'-GGA
 

TGA
 

GCA
 

CTC
 

GGT
 

CAA
 

CTA-3';RhoGDI1-反 向5'-
GCC

 

TCC
 

TTG
 

TAC
 

TTT
 

CGC
 

AG-3'
 

。RT-qPCR
反应条件:94

 

℃
 

30
 

s;94
 

℃
 

10
 

s,60
 

℃,72
 

℃
 

20
 

s,反
应40个循环;添加熔解曲线。

  

1.5 Transwell实验检测细胞侵袭能力

消化143B细胞并用无血清培养基重悬细胞后计

算细胞密度,调整浓度为1×105/mL,在上室中加入

200
 

μL细胞悬液,下室加600
 

μL含10%
 

FBS的完全

培养基,每组细胞都设置3个复孔,置于细胞培养箱

中培养48
 

h。取出小室并弃掉上室的细胞培养液,用
PBS漂洗2次,用4%多聚甲醛固定细胞30

 

min,用干

棉签吸走上室液体,用湿棉签轻轻拭去上室细胞,结
晶紫染液染色30

 

min,再次用PBS漂洗2次。计数基

底膜下室的细胞数,倒置显微镜200倍光镜下选取5
个视野计数穿过小室的骨肉瘤细胞数并计算每个视

野细胞的平均细胞数,其细胞数量代表骨肉瘤细胞侵

袭能力的大小。
1.6 划痕实验检测细胞迁移能力

各组143B细胞接种于24孔板中,每孔5
 

000个

细胞,培养至70%~80%密度后,用10
 

μL枪头划出1
条划痕,更换新鲜培养基除去漂浮细胞后,显微镜下

拍照并作为0
 

h对照,并于48
 

h后再观察拍照划痕并

计算划痕愈合情况。
1.7 流式细胞术(FACS)检测细胞凋亡率

 

各组143B细胞用胰酶消化后,重悬于新鲜的含

10%
 

FBS的 RPMI-1640细胞培养液中,按照
 

3×
105/孔接种于6孔板中。培养24

 

h后,每孔加入不同

7243重庆医学2021年10月第50卷第20期



浓度 的 药 物,浓 度 梯 度 分 别 为 0
 

μmol/L、
 

0.625
 

μmol/L、1.250
 

μmol/L、2.500
 

μmol/L,培养2
 

d,弃
培养基,每孔加

 

1
 

mL
 

0.25%的胰酶进行消化,镜下观

察细胞 收 缩 变 圆 后,加 入 完 全 培 养 基 终 止 消 化,
1

 

200×g离心3
 

min,弃上清液,PBS缓冲液清洗2
次。加入碘化丙啶(PI)

 

1
 

mL
 

(5
 

mg/mL),室温避光

20
 

min。上机检测。
1.8 统计学处理

采用GraphPad
 

Prism8.0软件进行统计处理,计
量资料用x±s表示,组间比较采用单因素方差分析,
以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 利用siRNA敲低RhoGDI1
本研究设计了RhoGDI1的两条干扰序列,将其

导入骨肉瘤细胞系143B细胞后,48
 

h和72
 

h后分别

收集 RNA,通过 RT-qPCR检测发现si-RhoGDI1-1
组、si-RhoGDI1-2组RhoGDI1

 

mRNA相对表达水平

较si-Control组明显降低(P<0.01),见图1。
2.2 敲低RhoGDI1降低了143B细胞的增殖

CCK-8检测发现si-RhoGDI1-1组、si-RhoGDI1-
2

 

2组骨肉瘤细胞的增殖能力较si-Control组明显降

低(P<0.01),见图2。
2.3 敲低 RhoGDI1降低了143B细胞侵袭和迁移

能力

Transwell实验显示,与si-Control组 比 较,si-
RhoGDI1-1组、si-RhoGDI1-2组迁移到下室的143B
细胞数显著减少,见图3A。划痕实验显示,与si-Con-
trol组 比 较,si-RhoGDI1-1 组、si-RhoGDI1-2 组 的

143B细胞修复能力减弱(P<0.05,P<0.01),见图

3B。

  a:P<0.05与si-Control组比较。

图1  RT-qPCR检测两个siRNA敲低RhoGDI1
的转录水平

  a:P<0.05与si-Control组比较。

图2  CKK-8实验检测两个siRNA敲低RhoGDI1
后143B细胞增殖情况

  A:Transwell实验;B:划痕实验定量分析;aP<0.05;bP<0.01,与si-Control组比较。

图3  干扰RhoGDI1表达降低了骨肉瘤细胞的侵袭和迁移能力

2.4 干扰RhoGDI1表达可以降低了骨肉瘤细胞对

顺铂的耐药性

CCK-8检测发现,与si-Control组比较,si-RhoG-
DI1-1组、si-RhoGDI1-2组143B细胞对顺铂的耐受

性明显降低(P<0.05),见图4。
2.5 RhoGDI1通过凋亡影响骨肉瘤细胞顺铂耐受性

FACS检测发现si-RhoGDI1-1组的凋亡标记物

AnnexinV阳性细胞(凋亡细胞)较si-Control组增加
(P<0.01),见 图5A、B;而 RT-qPCR 分 析 显si-
RhoGDI1-1组、si-RhoGDI1-2组的凋亡诱导因子Bax

 

mRNA的相对表达水平较si-Control组升高(P<
0.01),见图5C。

  a:P<0.05与si-Control组比较。

图4  敲低RhoGDI1降低了骨肉瘤细胞对顺铂的耐受性
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  A.FACS;B.AnnexinV阳性细胞百分比;C.RT-qPCR定量分析;a:P<0.01。

图5  RhoGDI1对凋亡的影响

3 讨  论

  RhoGTPase属于Rho家族小分子G蛋白,该家

族包括Rho、Rac和Cdc42亚家族,在形态变化、细胞

运动和细胞质分裂等细胞功能中发挥着重要作用[14]。
同许多Rho家族成员一样,RhoGTPase可以在有活

性的GTP结合形式和无活性的GDP结合形式间进

行转换,可通过调节下游酶联反应,发挥分子调控开

关的功能[15]。有两种类型的调节因子调控了RhoG-
TPase的激活和失活:GDP/GTP交换蛋白发挥激活

作用,而鸟苷酸解离抑制因子(GDP
 

dissociation
 

in-
hibitor,GDI)通过直接结合到RhoGTPase上抑制其

活性,在细胞质中RhoGTPase优先与GDP结合形成

复合物 RhoGTPase,抑制 RhoGTPase转变为 GTP
结合形式,从而使处于细胞质的RhoGTPase酶保持

非活性状态;细胞膜上RhoGTPase与GTP结合形式

的RhoGTP酶 相 结 合,阻 遏 GTP酶 的 水 解,维 持

RhoGTPase酶的活性状态[16]。本研究发现,在骨肉

瘤细胞系143B中干扰RhoGDI1表达,143B细胞的

增殖和迁移速度显著下降,其对顺铂的耐受性明显下

降。与si-Control组细胞比较,干扰RhoGDI1表达的

143B细胞的凋亡比例明显增加,促凋亡基因 Bax
 

mRNA表达也升高。Bax是Bcl-2家族的促凋亡因

子,其在多种肿瘤组织中表达下调[17]。本研究结果提

示RhoGDI1具有抑制细胞凋亡的功能。
综上所述,RhoGDI1与骨肉瘤细胞的侵袭、转移

及快速增殖密切相关,可能是一个有效的骨肉瘤预后

标志物,同时,其表达降低可以提高骨肉瘤细胞对顺

铂的敏感性。有关RhoGDI1在骨肉瘤生长、转移及

耐药性中的作用机制将是笔者下一步的研究重点。
本研究也为临床中通过调节RhoGDI1的表达水平提

高骨肉瘤化疗敏感性提供了理论参考。
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