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  [摘要] 目的 利用小干扰 RNA(siRNA)沉默大鼠骨骼肌成肌细胞 L6甘氨酰-转 运 RNA 合 成 酶

(GlyRS),探讨GlyRS对L6细胞肌球蛋白重链Ⅱb(MHC-Ⅱb)表达的影响。方法 设计并合成3条GlyRS-
siRNA序列(GlyRS-siRNA1、2、3),分别转染L6细胞,qPCR检测GlyRS

 

mRNA表达,筛选干扰效率最高的

GlyRS-siRNA序列。另取L6细胞,随机分为正常细胞组(不做任何处理,N组)、阴性对照组(转染阴性对照序列,
NC组)及GlyRS-siRNA-24

 

h组、GlyRS-siRNA-48
 

h组、GlyRS-siRNA-72
 

h组、GlyRS-siRNA-96
 

h组和GlyRS-siR-
NA-120

 

h组(转染干扰效率最高的GlyRS-siRNA序列并培养相应时间),分别在相应的时间点测量各组L6细胞平

均直径,qPCR和 Western
 

blot分别检测GlyRS、MHC-Ⅱb的mRNA和蛋白表达情况。结果 GlyRS-siRNA1、2、
3分别使GlyRS

 

mRNA表达水平下降了90.4%、62.0%和78.7%,其中,GlyRS-siRNA1干扰效率最高(P<
0.001);GlyRS-siRNA1转染L6细胞24

 

h,细胞平均直径较NC组无明显变化,转染48
 

h和72
 

h,L6细胞平均

直径较NC组明显减小(P<0.001),之后又逐渐增大;GlyRS-siRNA各时间点组GlyRS
 

mRNA表达水平较

NC组均降低(P<0.05,P<0.01),其中以 GlyRS-siRNA-72
 

h组降低最明显;GlyRS-siRNA-各时间点组

MHC-Ⅱb
 

mRNA表达水平均较NC组升高(P<0.05,P<0.01),其中以GlyRS-siRNA-48
 

h、-72
 

h、-96
 

h组升

高较为明显,但3组组间两两比较差异无统计学意义(P>0.05);GlyRS和 MHC-Ⅱb的蛋白表达水平变化情

况与其mRNA表达基本一致。结论 沉默GlyRS表达能上调L6细胞 MHC-Ⅱb合成。
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  [Abstract] Objective To

 

silencing
 

glycyl-tRNA
 

synthetase
 

(GlyRS)
 

in
 

rat
 

skeletal
 

muscle
 

myoblasts
 

by
 

using
 

small
 

interfering
 

RNA
 

(siRNA),and
 

to
 

investigate
 

the
 

effect
 

GlyRS
 

on
 

the
 

expression
 

of
 

myosin
 

heavy
 

chain
 

Ⅱb
 

(MHC-Ⅱb)
 

in
 

L6
 

cells.Methods Three
 

GlyRS-siRNA
 

sequences
 

(GlyRS-siRNA1,2,and
 

3)
 

were
 

designed,synthesized,and
 

transfected
 

into
 

L6
 

cells.The
 

GlyRS
 

mRNA
 

expression
 

was
 

detected
 

by
 

qPCR
 

to
 

select
 

the
 

most
 

efficient
 

siRNA
 

sequence.Another
 

L6
 

cells
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

the
 

normal
 

cell
 

group
 

(no
 

treatment,group
 

N)
 

and
 

the
 

negative
 

control
 

group
 

(transfected
 

with
 

the
 

negative
 

control
 

se-
quence,group

 

NC),the
 

GlyRS-siRNA-24
 

h,-48
 

h,-72
 

h,-96
 

h
 

and-120
 

groups
 

(transfected
 

with
 

the
 

GlyRS-
siRNA

 

sequence
 

with
 

the
 

highest
 

interference
 

efficiency
 

and
 

cultured
 

for
 

the
 

corresponding
 

time),the
 

average
 

diameters
 

of
 

L6
 

cells
 

in
 

each
 

group
 

were
 

measured
 

at
 

the
 

corresponding
 

time
 

points
 

respectively.the
 

mRNA
 

and
 

pro-
tein

 

expressions
 

of
 

GlyRS
 

and
 

MHC-Ⅱb
 

were
 

detected
 

by
 

qPCR
 

and
 

Western
 

blot
 

respectively.Results Glyrs-
siRNA1,2,and

 

3
 

decreased
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

GlyRS
 

mRNA
 

by
 

90.4%,62.0%,and
 

78.7%
 

respectively.
Among

 

them,Glyrs-siRNA1
 

had
 

the
 

highest
 

interference
 

efficiency
 

(P<0.001);the
 

average
 

diameter
 

of
 

L6
 

cells
 

transfected
 

with
 

GlyRS
 

siRNA1
 

for
 

24
 

h
 

showed
 

no
 

significant
 

change
 

compared
 

with
 

the
 

NC
 

group.Af-
ter

 

transfection
 

for
 

48
 

h
 

and
 

72
 

h,the
 

average
 

diameter
 

of
 

L6
 

cells
 

decreased
 

significantly
 

compared
 

with
 

the
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NC
 

group
 

(P<0.001),and
 

then
 

gradually
 

increased.The
 

expression
 

level
 

of
 

GlyRS
 

mRNA
 

in
 

each
 

time
 

point
 

group
 

of
 

GlyRS-siRNA
 

was
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

the
 

NC
 

group
 

(P<0.05,P<0.01),among
 

which
 

the
 

reduction
 

was
 

most
 

obvious
 

in
 

the
 

GlyRS-siRNA-72
 

h
 

group.The
 

expression
 

levels
 

of
 

MHC-Ⅱb
 

mRNA
 

in
 

each
 

GlyRS-
siRNA

 

time
 

point
 

group
 

were
 

all
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

NC
 

group
 

(P<0.05,P<0.01),among
 

which
 

the
 

in-
crease

 

was
 

more
 

obvious
 

in
 

the
 

GlyRS-siRNA-48
 

h,-72
 

h,and-96
 

h
 

groups.But
 

there
 

was
 

no
 

statistically
 

significant
 

difference
 

in
 

pairwise
 

comparisons
 

among
 

the
 

three
 

groups
 

(P>0.05);The
 

changes
 

in
 

the
 

protein
 

expression
 

levels
 

of
 

GlyRS
 

and
 

MHC-Ⅱb
 

were
 

basically
 

consistent
 

with
 

their
 

mRNA
 

expressions.Conclusion Silencing
 

GlyRS
 

can
 

up-regulate
 

the
 

synthesis
 

of
 

MHC-Ⅱb
 

in
 

L6
 

cells.
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  甘氨酰-转运RNA(transfer
 

RNA,tRNA)合成酶

(glycyl-tRNA
 

synthetase,GlyRS)是氨基酰-tRNA合

成酶家族之一,在机体内普遍表达[1]。在甘氨酸参与

蛋白合成过程中,GlyRS催化甘氨酸连接至对应的

tRNA上,生成甘氨酰-tRNA,是合成蛋白的重要底

物。GlyRS基因突变可导致2D型腓骨肌萎缩综合

征,其与GlyRS基因突变后神经元轴突末端局部蛋白

合成缺陷,诱导肌肉失神经和感觉神经元形态缺陷有

关[2-3]。研究还发现,GlyRS可介导氨基酸诱导的

mTOR通路的激活,促进牛乳腺上皮细胞中乳蛋白和

脂肪的合成[4]。
临床上,骨骼肌废用、长期感染、衰老、失神经支

配和系统性疾病(如艾滋病、败血症、肾衰竭、心力衰

竭、癌症),很可能诱发骨骼肌萎缩[5-7]。骨骼肌萎缩

的机制可归因于蛋白分解增加与合成减少两大原

因[8]。肌细胞中表达最丰富的是构成肌原纤维粗肌

丝的肌球蛋白,其中肌球蛋白重链(myosin
 

heavy
 

chains,MHC)以重链Ⅱb(MHC-Ⅱb)型纤维最不稳

定,在神经损伤后 MHC-Ⅱb减少最明显[9]。大鼠坐

骨神经注射性损伤后,腓骨长肌内GlyRS和 MHC-Ⅱ
b表达水平均下调,针刺腧穴治疗后,二者表达水平上

调,肌萎缩得到改善,提示GlyRS和 MHC-Ⅱb的表

达水平下调可能与肌萎缩相关[10]。然而,GlyRS表达

水平下调是否会直接导致 MHC-Ⅱb合成减少而引起

肌萎缩目前并不清楚。
本研究拟首先构建并筛选出高效干扰GlyRS的

特异性小干扰RNA(small
 

interfering
 

RNA,siRNA)
片段,转染L6细胞,沉默L6细胞GlyRS的表达,测
量L6细胞的平均直径,通过qPCR和 Western

 

blot
技术检测沉默GlyRS表达前、后L6细胞内GlyRS和

MHC-Ⅱb的mRNA和蛋白表达水平,以期从蛋白合

成途径证实骨骼肌萎缩的机制。
1 材料与方法

1.1 材料

L6细胞株(大鼠骨骼肌成肌细胞)购自中国科学

院典型培养物保藏委员会细胞库。绿色荧光标记的

GlyRS-siRNA序列、阴性对照序列及 GlyRS、MHC-
Ⅱb和GAPDH 等基因引物由北京擎科生物科技股

份有限公司合成。TRIzol、Lipofectamine
 

2000购自

美国 Thermo
 

Fisher公司,HiScript
 

Reverse
 

Tran-
scriptase

 

(RNase
 

H)、5×HiScript
 

Buffer、50×ROX
 

Reference
 

Dye
 

2、SYBR
 

Green
 

Master
 

Mix购自南京

诺唯赞生物科技股份有限公司,核糖核酸酶抑制剂购

自北京全式金生物技术有限公司,dNTP、Taq
 

Plus
 

DNA
 

Polymerase、DL
 

2000
 

DNA
 

Marker购自天根生

化科技(北京)有限公司,随机引物购自日本TaKaRa
公司,DMEM培养基、胎牛血清、青霉素-链霉素双抗

溶液、胰蛋白酶、酚红、Opti-MEM􀆿 培养基购自美国

Gibco公司,BCA蛋白浓度测定试剂盒购上海碧云天

生物技术股份有限公司,蛋白 Marker(10×103~
250×103)购自美国Promoton公司,聚偏氟乙烯(pol-
yvinylidene

 

fluoride,PVDF)膜购自美国 Millipore公

司,兔多抗GAPDH抗体购自杭州贤至生物科技有限

公司,兔多抗 MHC-Ⅱb抗体购自美国Thermo
 

Fish-
er公司,兔多抗GlyRS抗体购自武汉三鹰生物技术

有限公司,辣根过氧化物酶标记的羊抗兔二抗购自武

汉博士德生物工程有限公司,电化学发光(electro-
chemiluminescence,ECL)底物液购自北京普利莱基

因技术有限公司。
1.2 方法

1.2.1 GlyRS-siRNA干扰片段的构建、筛选与实验

分组

根据NCBI基因库中的大鼠 GlyRS基因(Gene
 

ID:297113),共设计合成3条GlyRS-siRNA序列,见
表1。各序列分别转染L6细胞进行干扰效果筛选。
实验分组:正常细胞组(细胞不做任何处理,N组)、阴
性对照组(细胞转染阴性对照序列,NC组)、GlyRS-
siRNA1组(细胞转染 GlyRS-siRNA1)、GlyRS-siR-
NA2组(细胞转染 GlyRS-siRNA2)、GlyRS-siRNA3
组(细胞转染GlyRS-siRNA3)。细胞转染24

 

h后直

接收集细胞进行qPCR检测。
1.2.2 GlyRS-siRNA干扰片段转染L6细胞与实验

分组

选择干扰效果最佳的 GlyRS-siRNA 序列转染

L6细胞研究干扰 GlyRS的表达对 MHC-Ⅱb的影

响。实验分组:将L6细胞随机分为正常细胞组(N
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组)、阴性对照组(NC组)、GlyRS-siRNA转染后培养

24
 

h(GlyRS-siRNA-24
 

h)组、GlyRS-siRNA 转染后

培养48
 

h(GlyRS-siRNA-48
 

h)组、GlyRS-siRNA转

染后培养72
 

h(GlyRS-siRNA-72
 

h)组、GlyRS-siRNA
转染后培养96

 

h(GlyRS-siRNA-96
 

h)组和 GlyRS-
siRNA转染后培养120

 

h(GlyRS-siRNA-120
 

h)组,
共7组,各组在相应的时间点收集细胞进行后续

实验。
表1  大鼠GlyRS基因 mRNA的siRNA靶序列

干扰片段 方向 序列(5'-3')

GlyRS-siRNA1 正向 GCC
 

CAA
 

AGA
 

UGA
 

CAU
 

CGU
 

ATT
反向 UAC

 

GAU
 

GUC
 

AUC
 

UUU
 

GGG
 

CTT
GlyRS-siRNA2 正向 GCG

 

CCA
 

GCA
 

GGG
 

AGA
 

CUU
 

UTT
反向 AAA

 

GUC
 

UCC
 

CUG
 

CUG
 

GCG
 

CTT
GlyRS-siRNA3 正向 CCA

 

CCU
 

GUU
 

GAA
 

AGC
 

UCA
 

UTT
反向 AUG

 

AGC
 

UUU
 

CAA
 

CAG
 

GU
 

GGT
 

T
阴性对照 正向 UUC

 

UCC
 

GAA
 

CGU
 

GUC
 

ACG
 

UTT
反向 ACG

 

UGA
 

CAC
 

GUU
 

CGG
 

AGA
 

ATT

1.2.3 细胞培养及转染

L6细胞用含10%胎牛血清的DMEM 完全培养

基,于37
 

℃、5%
 

CO2、饱和湿度条件的细胞培养箱中

培养,待细胞密度达到80%时,用胰蛋白酶消化细胞,
更换培养基,按照1∶3的细胞比例进行传代。取处

于对数期,生长状态良好的L6细胞,用DMEM 培养

基制成单细胞悬液,按5×105/孔将细胞均匀接种至6
孔板中,于37

 

℃、5%
 

CO2、饱和湿度条件培养过夜,
转染前2

 

h,换为无血清DMEM培养基。对于每个转

染标本,均按下面的方法准备:用90
 

μL无血清Opti-
MEM􀆿培养基分别稀释10

 

μL
 

GlyRS-siRNA序列,
用枪头轻轻混匀,室温静置5

 

min;取5
 

μL的Lipo-
fectamineTM

 

2000稀释于95
 

μL
 

Opti-MEM􀆿中,室温

静置5
 

min;混合LipofectamineTM
 

2000和干预序列稀

释液(总体积为200
 

μL),轻轻混匀并在室温静置20
 

min。取准备好的细胞,每个培养孔加混合液200
 

μL,前后轻轻摇动细胞培养板,使混合液与培养板中

培养液混匀;细胞于37
 

℃,5%
 

CO2、饱和湿度条件的

培养箱中培养6
 

h后吸出转染液换入正常培养基,根
据转染后的培养时间,细胞分组同1.2.2。
1.2.4 测量L6细胞的平均直径

在倒置显微镜下观察各组L6细胞并拍照。由于

L6细胞贴壁时呈梭形,不利于测量细胞直径,用完全

培养基悬浮L6细胞后,胞体形似圆形,在400×放大

倍数下随机选取3个视野,应用 Cellsens
 

standard
1.11图像分析软件(日本Olympus公司)测量细胞直

径,统一选取细胞胞体的最宽处进行测量,然后取平

均值表示L6细胞的平均直径。
1.2.5 qPCR检测GlyRS、MHC-Ⅱb

 

mRNA表达

根据试剂盒说明进行操作。取各组细胞,弃掉培

养液,4
 

℃预冷PBS清洗细胞,用TRIzol法提取细胞

总RNA;逆转录合成cDNA;以cDNA为模版,建立

20
 

μL
 

qPCR反应体系。反应条件:95
 

℃
 

10
 

min;95
 

℃
 

30
 

s,60
 

℃
 

30
 

s,40个循环,以GAPDH
 

作为内参;
采用ABI

 

Prism
 

7500
 

SDS软件根据扩增曲线的Ct
值,应 用 2-ΔΔCt 方 法 计 算 目 的 基 因 的 表 达 水 平。
GlyRS、MHC-Ⅱb和GAPDH的引物序列见表2。
表2  大鼠GlyRS、MHC-Ⅱb和GAPDH基因引物序列表

基因 方向 引物序列(5'-3')
产物长度

(bp)

GlyRS 正向 AAA
 

GAA
 

GAT
 

AAA
 

GCC
 

CCA
 

CAA
 

G 190

反向 TGA
 

CAC
 

CTC
 

CAT
 

AAA
 

TAG
 

CAA
 

A

MHC-Ⅱb 正向 TCT
 

CCA
 

TGA
 

ACC
 

CTC
 

CCA
 

AGT
 

AC 147

反向 TGA
 

CAG
 

TGA
 

CAC
 

AGA
 

AGA
 

GCC
 

CC

GAPDH 正向
 

ACA
 

GCA
 

ACA
 

GGG
 

TGG
 

TGG
 

AC
 

253

反向
 

TTT
 

GAG
 

GGT
 

GCA
 

GCG
 

AAC
 

TT
 

1.2.6 Western
 

blot技术检测GlyRS和 MHC-Ⅱb
表达

采用RIPA裂解液充分裂解细胞并提取细胞总

蛋白,离心后,吸取上清液,BCA法测定样品蛋白浓度

后分装保存。以GAPDH
 

作为内参,进行十二烷基硫

酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳(sodium
 

dodecyl
 

sulfate-
polyacrylamide

 

gel
 

electrophoresis,SDS-PAGE)电泳

分离,湿转法转移至PVDF膜上,用含5%脱脂奶粉

的TBST室温封闭2
 

h,一抗4
 

℃孵育过夜(GlyRS、
MHC-Ⅱb、GAPDH 抗体稀 释 比 均 为1∶1

 

000),
TBST洗膜5

 

~
 

6次,5
 

min/次,辣根过氧化物酶标记

的二抗(稀释比为1∶50
 

000)37
 

℃摇床孵育2
 

h,
TBST洗膜5~6次,5

 

min/次,ECL显影,用Band-
Scan软件分析条带灰度值。
1.3 统计学处理

采用SPSS29.0软件进行数据分析,符合正态分

布的计量资料以x±s表示,多组间比较采用单因素

方差分析,组间两两比较采用t检验。以P<0.05为

差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 GlyRS-siRNA转染L6细胞干扰GlyRS的mR-
NA表达的效果评价

3种 GlyRS-siRNA 片段转染L6细胞后,qPCR
结果显示,与N组比较,NC组GlyRS

 

mRNA表达水

平无明显变化(P>0.05);与NC组比较,GlyRS-siR-
NA1、GlyRS-siRNA2 和 GlyRS-siRNA3 组 GlyRS

 

mRNA 表 达 水 平 分 别 下 降 了 90.4%、62.0% 和

78.7%(P<0.001),见图1。说明GlyRS-siRNA1的

干扰效率最高,因此采用GlyRS-siRNA1序列进行后

续实验。
2.2 GlyRS-siRNA1沉默GlyRS表达对L6细胞平

均直径的影响

GlyRS-siRNA1成功转染L6细胞后,倒置显微
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镜下分别测量各组L6细胞的平均直径,结果显示,N
组与NC组比较,细胞平均直径无明显变化(P>
0.05);与NC组比较,GlyRS-siRNA-24

 

h组、GlyRS-
siRNA-120

 

h组细胞平均直径差异无统计学意义

(P>0.05),GlyRS-siRNA-48
 

h组、GlyRS-siRNA-72
 

h组、GlyRS-siRNA-96
 

h组细胞平均直径明显降低

(P<0.001);与 GlyRS-siRNA-24
 

h组比较,GlyRS-
siRNA-48

 

h组、GlyRS-siRNA-72
 

h组细胞平均直径

明显降低(P<0.001);除与GlyRS-siRNA-48
 

h组和

GlyRS-siRNA-72
 

h组比较,GlyRS-siRNA-120
 

h组

细胞平均直径明显增大(P<0.001),与 GlyRS-siR-
NA-48

 

h组比较,GlyRS-siRNA-96
 

h组增大外(P<
0.05),GlyRS-siRNA-48

 

h 组、GlyRS-siRNA-72
 

h
组、GlyRS-siRNA-96

 

h组、GlyRS-siRNA-120
 

h组两

两比较,差异无统计学意义(P>0.05),转染72
 

h后

细胞平均直径逐渐增大,见图2。

  a:P<0.001;①:N 组;②:NC 组;③:GlyRS-siRNA1组;④:

GlyRS-siRNA2组;⑤:GlyRS-siRNA3组。

图1  各组L6细胞GlyRS的 mRNA表达水平(n=3)

2.3 GlyRS-siRNA1沉默 GlyRS表达对 GlyRS和

MHC-Ⅱb的mRNA及蛋白表达水平的影响

qPCR结果显示,与 N 组比较,NC 组 GlyRS、
MHC-Ⅱb

 

mRNA表达水平差异无统计学意义(P>
0.05);与NC组比较,GlyRS-siRNA-24

 

h组、GlyRS-

siRNA-48
 

h组、GlyRS-siRNA-72
 

h组、GlyRS-siR-
NA-96

 

h组、GlyRS-siRNA-120
 

h组 GlyRS
 

mRNA
表达水平均明显降低(P<0.05),其中,GlyRS-siR-
NA-72

 

h组GlyRS
 

mRNA表达水平降低最明显;与
GlyRS-siRNA-72

 

h组比较,GlyRS-siRNA-24
 

h组、
GlyRS-siRNA-48

 

h组 GlyRS
 

mRNA表达水平明显

升高,GlyRS-siRNA-96
 

h组和 GlyRS-siRNA-120
 

h
组也明显升高(P<0.001);与 NC组比较,GlyRS-
siRNA-24

 

h组、GlyRS-siRNA-48
 

h组、GlyRS-siR-
NA-72

 

h组、GlyRS-siRNA-96
 

h组和GlyRS-siRNA-
120

 

h组 MHC-Ⅱb
 

mRNA 表达水平均 明 显 升 高

(P<0.05),其中,以 GlyRS-siRNA-48
 

h组、GlyRS-
siRNA-72

 

h组、GlyRS-siRNA-96
 

h组升高较为明显,
但此3组间两两比较,差异无统计学意义(P>0.05);
与 GlyRS-siRNA-72

 

h组 比 较,GlyRS-siRNA-24
 

h
组、GlyRS-siRNA-120

 

h组 MHC-Ⅱb
 

mRNA表达水

平明显下降(P<0.05)。总体而言,转染GlyRS-siRNA
序列后,GlyRS

 

mRNA表达水平先降低,72
 

h后开始升

高,而MHC-Ⅱb
 

mRNA表达水平先升高,72
 

h后开始下

降,见图3。GlyRS和MHC-Ⅱb的蛋白表达水平变化情

况与其mRNA表达情况基本一致,见图4。

  a:P<0.05;b:P<0.001;①:N组;②:NC组;③:GlyRS-siRNA-
24

 

h组;④:GlyRS-siRNA-48
 

h组;⑤:GlyRS-siRNA-72
 

h 组;⑥:

GlyRS-siRNA-96
 

h组;⑦:GlyRS-siRNA-120
 

h组。

图2  各组L6细胞平均直径比较(n=3)

  A:GlyRS
 

mRNA表达定量分析;B:MHC-Ⅱb
 

mRNA表达定量分析;a:P<0.05;b:P<0.01;c:P<0.001;①:N组;②:NC组;③:GlyRS-
siRNA-24

 

h组;④:GlyRS-siRNA-48
 

h组;⑤:GlyRS-siRNA-72
 

h组;⑥:GlyRS-siRNA-96
 

h组;⑦:GlyRS-siRNA-120
 

h组。

图3  各组L6细胞GlyRS、MHC-Ⅱb
 

mRNA表达水平比较(n=3)
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  A:Western
 

blot
 

图;B:GlyRS表达定量分析;C:MHC-Ⅱb表达定量分析;a:P<0.05;b:P<0.01;①:N组;②:NC组;③:GlyRS-siRNA-24
 

h
组;④:GlyRS-siRNA-48

 

h组;⑤:GlyRS-siRNA-72
 

h组;⑥:GlyRS-siRNA-96
 

h组;⑦:GlyRS-siRNA-120
 

h组。

图4  各组L6细胞GlyRS、MHC-Ⅱb表达水平比较(n=3)

3 讨  论

  GlyRS是生物体内蛋白合成的关键酶之一,在细

胞质和线粒体中蛋白翻译之前将甘氨酸与其相应的

tRNA连接起来[11]。GlyRS除了经典的氨酰化作用

外,还可以刺激生物体的内部核糖体进入位点的翻译

起始[12]、影响 mRNA
 

3'末端的形成[13]、催化四磷酸

二腺苷的合成[14]等。研究显示,注射损伤大鼠坐骨神

经后,腓骨长肌萎缩,肌内GlyRS和 MHC-Ⅱb表达

水平降低,针刺腧穴治疗后,GlyRS和 MHC-Ⅱb表达

水平增加,腓骨长肌萎缩得到改善[10],但是,GlyRS是

否会通过调控 MHC-Ⅱb的表达来影响肌萎缩需进一

步证实。

RNA干扰是对目的基因表达进行有效阻断的技

术,siRNA是RNA干扰技术的中心环节,其中,化学

合成的特异性siRNA片段是实现RNA干扰的重要

工具之一,具有易合成、成本较低、转染效率高等优

点[15]。实验中,先根据大鼠GlyRS基因序列,构建并

筛选出3条针对 GlyRS的特异性siRNA 序列,即
GlyRS-siRNA1、GlyRS-siRNA2 和 GlyRS-siRNA3,
然后分别转染L6细胞。结果发现,3个 GlyRS-siR-
NA序列均能成功转染并沉默L6细胞中GlyRS基因

的表达,其中,GlyRS-siRNA1的干扰效率最高。因

此,后续实验采用GlyRS-siRNA1转染L6细胞。
本实验结果显示,GlyRS-siRNA1转染L6细胞

后,L6细胞在转染后48
 

h和72
 

h时平均直径较NC
组明显变小,而转染96

 

h和120
 

h后,L6细胞平均直

径又逐渐恢复至接近正常水平;GlyRS-siRNA1转染

L6细胞后各时间点 GlyRS
 

mRNA表达水平较 NC
组降低,其中转染后72

 

h后达到最低,转染后96
 

h和

120
 

h
 

GlyRS的 mRNA 表达水平又逐 渐 回 升,但
GlyRS-siRNA1转染L6细胞后各时间点 MHC-Ⅱb

 

mRNA表达水平较 NC组均升高,其中,在转染后

48、72和96
 

h,MHC-Ⅱb
 

mRNA表达水平较 NC组

升高较为明显,三者之间无明显差异,转染120
 

h后,

MHC-Ⅱb
 

mRNA表达水平下降;GlyRS、MHC-Ⅱb
的蛋白表达水平变化与其 mRNA 表达水平基本一

致。这些结果说明,L6细胞 GlyRS沉默表达后,L6
细胞形态变小,出现萎缩,MHC-Ⅱb表达水平升高,
表明GlyRS表达水平降低并未使 MHC-Ⅱb表达水

平减少而导致肌细胞萎缩。

GlyRS在人类皮肤角质形成细胞中高表达,敲低

角质形成细胞的 GlyRS可通过核因子-κB(nuclear
 

factor-κB,NF-κB)/丝裂原活化蛋白激酶(mitogen-ac-
tivated

 

protein
 

kinase,MAPK)通路抑制细胞增殖并

促进细胞凋亡[1]。在体外肝癌细胞中,耗竭GlyRS可

抑制癌细胞增殖和细胞周期进程,并促 进 细 胞 凋

亡[16]。GlyRS作为伴侣蛋白与泛素样蛋白 NEDD8、

E1和E2等组分直接相互作用进行泛素化修饰,从而

调节细胞周期进展[17]。GlyRS是甘氨酸参与细胞质

和线粒体内蛋白合成所必需的,GlyRS的异常可导致

线粒体呼吸链功能障碍[18],而线粒体的功能障碍也是

骨骼肌萎缩的重要因素[19]。因此,GlyRS沉默表达

后,L6细胞变小、萎缩,可能与GlyRS表达水平降低

导致线粒体的功能障碍、抑制L6细胞的增殖和细胞

周期进展有关。哺乳动物骨骼肌的 MHC
 

分为
 

4个

亚型:MHC-Ⅰ、MHC-Ⅱa、MHC-Ⅱx、MHC-Ⅱb,其
中,MHC-Ⅱb属于快收缩酵解型纤维[20],各肌纤维类

型可因骨骼肌在不同状态下发生相互转换[21]。黄金

秀等[22]进行猪骨骼肌卫星细胞体外培养时发现,随着

培养时间的变化,MHC-Ⅱb的比例逐渐增加,其余3
种类型肌纤维逐渐减少。因此,初步推测GlyRS沉默

表达后,可能会影响L6细胞线粒体蛋白合成,致使线

粒体功能障碍,导致 L6细胞能量代谢方式改变,

MHC-Ⅱb升高。但 MHC-Ⅰ、MHC-Ⅱa、MHC-Ⅱx
的水平变化由于本实验未检测而尚不清楚。有研究

表明,缺氧诱导因子(hypoxia-inducible
 

factor,HIF)
与骨骼肌纤维类型的转换、生长发育及能量代谢密切

相关,缺氧暴露会诱导由HIF-α介导的骨骼肌纤维类
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型分 布 的 改 变[23]。肌 肉 生 成 抑 制 素 (myostatin,

MSTN)是转化生长因子-β超家族成员之一,对肌肉

量起负调节作用[24],阻断成肌细胞 MSTN信号传导

后,MHC-Ⅱb的表达水平上升[25]。但GlyRS是否会

通过作用于 HIF和 MSTN 来调控 MHC-Ⅱb的表

达,并影响 MHC各亚型的转换,需进一步研究证实。
本研究还发现,GlyRS-siRNA1转染L6细胞后,

GlyRS表达水平下降,MHC-Ⅱb表达水平升高,这些

变化在转染后72
 

h最明显,之后有不同程度的回升或

回降。说明 GlyRS-siRNA1干扰效率最高的时间点

是在转染后72
 

h,之后其干扰效率逐渐下降,这可能

与特 异 性siRNA 片 段 易 受 核 酸 酶 介 导 的 降 解 有

关[26],使GlyRS-siRNA的干扰作用不能持续较长时

间。因此,利用特异性siRNA分子片段进行实验研

究时需要注意这一点。
综上所述,本研究利用siRNA干扰技术成功构

建并筛选出干扰效率最高的GlyRS-siRNA1序列,使

L6细胞GlyRS表达沉默,确定了GlyRS-siRNA1发

挥最佳干扰作用的时间点,明确GlyRS能调控L6细

胞 MHC-Ⅱb的合成,为后续进一步研究 GlyRS在

L6细胞蛋白合 成 中 的 作 用 及 机 制 奠 定 了 良 好 的

基础。
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