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摘要 目的 建立稳定敲低单免疫球蛋白白介素 1 相关受
体( SIGIＲＲ) 基因的人肾小管上皮细胞株( HKC) ，并初步研
究其功能。方法 针对 SIGIＲＲ基因的有效靶点设计 shＲNA
序列，与 GV248-GFP-Puro 慢病毒载体连接产生重组体
( GV248-GFP-Puro-shSIGIＲＲ) 。将测序验证正确的重组体与
包装质粒( pMDL、pＲev、pVSVG) 共转染 293T 细胞进行病毒
包装，收集病毒并感染 HKC细胞。实时荧光定量 PCＲ( qＲT-
PCＲ) 和 Western blot法分析检测 HKC 细胞中 SIGIＲＲ 干涉
效率。应用白细胞介素-1β( IL-1β) 刺激成功敲低 SIGIＲＲ的
HKC细胞及对照细胞，Western blot 法检测其下游核转录因
子 NF-κB( p65) 的磷酸化水平，qＲT-PCＲ 分析单核细胞趋化
蛋白-1( MCP-1) 、正常 T 细胞表达和分泌的活化调节蛋白
( ＲANTES) mＲNA水平。结果 成功构建重组慢病毒载体
GV248-GFP-Puro-shSIGIＲＲ。qＲT-PCＲ 和 Western blot 法均
证实在 HKC细胞中成功敲低 SIGIＲＲ 的表达。此外，IL-1β
刺激后，与对照细胞相比，敲低 SIGIＲＲ 的 HKC 细胞( HKC/
shSIGIＲＲ) 的 p65 磷酸化水平上调，MCP-1 和 ＲANTES mＲ-
NA表达水平升高。结论 HKC的炎症反应中，SIGIＲＲ蛋白
对 Toll样受体 /白介素 1 受体( TLＲ /IL-1Ｒ) 通路起“刹车”作
用。该研究为狼疮性肾炎的治疗提供了新的潜在的靶点。
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狼疮性肾炎( lupus nephritis，LN) 是系统性红

斑狼疮( systemic lupus erythematosus，SLE) 最常见
的并发症之一，而肾脏受累的严重程度对 SLE 患者
死亡率及预期寿命有显著影响［1 － 2］。但 LN 发病机
制尚未完全明确。研究［3 － 7］提示 LN 的发生和发展
与肾小管上皮细胞内 Toll 样受体 /白介素 1 受体
( Toll-like receptor / IL-1 receptor，TLＲ /IL-1Ｒ ) 信号
通路的活化有关，核转录因子 NF-κB 激活，产生趋
化因子［如单核细胞趋化蛋白-1( monocyte chemotac-
tic protein-1，MCP-1) 、正常 T 细胞表达和分泌的活
化调节蛋白( regulated upon activation normal T cell
expressed and secreted factor，ＲANTES) ］调节炎症
细胞向肾组织浸润和活化。有研究［8 － 9］提示单免疫

球蛋白白介素 1 相关受体( single immunoglobin IL-1-
related receptor，SIGIＲＲ) 对 TLＲ /IL-1Ｒ 信号通路起
负调控作用，因此有望成为 LN 治疗新的潜在的靶
点。该研究以人肾小管上皮细胞( human renal tu-
bule epithelial cells，HKC) 作为模型，构建针对 SI-
GIＲＲ 基因的小发夹状 ＲNA ( small hairpin ＲNA，
shＲNA) 的慢病毒表达载体，包装成病毒感染 HKC
细胞，建立 SIGIＲＲ稳定下调的 HKC 细胞系( HKC /
shSIGIＲＲ) ，并探讨在 TLＲ /IL-1Ｒ 信号通路激动剂
白细胞介素-1β ( interleukin-1beta，IL-1β ) 诱导下，
NF-κB( p65) 的磷酸化水平和其下游靶基因 MCP-1
和 ＲANTES趋化因子 mＲNA水平的表达情况。

1 材料与方法

1． 1 材料
1． 1． 1 细胞株、菌株与载体 HKC 细胞购自北京
协和细胞资源中心; 293T 细胞由实验室保存; Top10
感受态细胞购自北京天根生化科技有限公司; GV248-
GFP-Puro购自上海吉凯基因化学技术有限公司; pM-
DL、pＲev和 pVSVG质粒由实验室保存。
1． 1． 2 抗体及主要试剂 兔抗 SIGIＲＲ 抗体购自
美国 Ori Gene公司; 兔抗 p-p65 抗体和兔抗 p65 抗
体购自美国 Cell Signaling Technology 公司; 鼠抗
GAPDH抗体购自美国 Abcam 公司; IL-1β 购自美国
Pepro Tech公司; Polybrene购自美国 Millipore 公司;
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嘌呤霉素购自美国 Santa Cruz Biotechnologyinc 公
司; NuPAGE 10%Bis-Tris GEL 1. 5 mm ×10 Well、Li-
pofectaminTM 2000 和 Opti-MEM培养基购自美国 Life
Technologies 公司; DMEM/F12、DMEM/高糖培养基
和胎牛血清购自美国 Hyclone 公司; Age I 和 EcoＲ I
购自美国 New England Biolabs 公司; 质粒小提试剂
盒购自北京天根生化科技有限公司; UNIQ-10 柱式
TＲIzol总 ＲNA抽提试剂盒购自上海生工生物工程
股份有限公司; ＲevertAidTM First Stand cDNA Synthe-
sis Kit 购自加拿大 Fermentas 公司; T4 DNA 连接酶
和 SYBＲ Premix Ex TaqTM购自日本 TaKaＲa公司。
1． 2 方法
1． 2． 1 细胞培养 HKC细胞采用含 10%胎牛血清
的 DMEM/F12 培养基培养。293T 细胞培养条件为
含 10%胎牛血清 DMEM/高糖培养基培养。37 ℃、
5. 0% CO2 饱和湿度的培养箱中培养。当细胞在对
数生长期，状态良好并且密度达到约 80%时，使用
0. 25%的胰蛋白酶消化后，进行传代、冻存或其他实
验。
1． 2． 2 慢病毒干涉载体构建及包装 SIGIＲＲ 特异
性干涉序列选自 Public TＲC Portal 网站( http: / /
www． broadinstitute． org / rnai /public /gene /search) ，从
中选取 3 个靶序列，由上海生工生物工程股份有限
公司合成 3 对单链 DNA 序列。见表 1。退火处理
后连接至 GV248-GFP-Puro 慢病毒载体。见图 1A。
将重组体命名为 GV248-GFP-Puro-shSIGIＲＲ-1#、
GV248-GFP-Puro-shSIGIＲＲ-2#、 GV248-GFP-Puro-
shSIGIＲＲ-3#。转化 Top10 大肠杆菌、挑选阳性克
隆、提取质粒，由上海生工生物工程股份有限公司测
序验证。
取成功构建的重组慢病毒载体及 GV248-GFP-

Puro-shScramble( 实验室先前构建，序列见表 1) 分别
和包装质粒( pMDL、pＲev、pVSVG) 共转染 293T 细
胞。转染前 2 h 将细胞培养基更换为 Opti-MEM 培
养基。转染后混合培养 8 h 后更换含 10%血清的
DMEM/高糖培养基继续培养。因载体带有绿色荧
光蛋白报告基因，24 h 后可观察转染效率。转染后
48、72 h，收集含有病毒的上清液。将收集的上清液
1 500 r /min 离心 5 min，0. 45 μm 的滤膜过滤，
－ 80 ℃储存、备用。
1． 2． 3 孔稀释法测定病毒滴度 测定前 1 d 将生
长状态良好的 293T细胞消化稀释至 1. 0 × 105 /ml，
加入 96 孔板，100 μl /孔，每个病毒 10 个孔。感染
当日将含有病毒的上清液，在EP管中做连续10个

表 1 3 对单链及 shScramble DNA序列

名称 DNA序列
shSIGIＲＲ-1# F: 5'-CCGGCCATCCAGAACATCAGCTTCTCTCGAGA

GAAGCTGATGTTCTGGATGGTTTTTG-3'
Ｒ: 5'-AATTCAAAAACCATCCAGAACATCAGCTTCTCT

CGAGAGAAGCTGATGTTCTGGATGG-3'
shSIGIＲＲ-2# F: 5'-CCGGTGACCAGCACTGAAGTCTATGCTCG

AGCATAGACTTCAGTGCTGGTCATTTTTG-3'
Ｒ: 5'-AATTCAAAAATGACCAGCACTGAAGTCTATGCTC

GAGCATAGACTTCAGTGCTGGTCA-3'
shSIGIＲＲ-3# F: 5'-CCGGGTTCGTGAACTTCATCCTAAACTCGAG

TTTAGGATGAAGTTCACGAACTTTTTG-3'
Ｒ: 5'-AATTCAAAAAGTTCGTGAACTTCATCCTAAACTCG

AGTTTAGGATGAAGTTCACGAAC-3'
shScramble F: 5'-CCGGGTACTGCAGCCACATTCTCCTCGAGGAGA

ATGTGGCTGCAGTACTTTTTG-3'
Ｒ: 5'-AATTCAAAAAGTACTGCAGCCACATTCTCCTCG

AGGAGAATGTGGCTGCAGTAC-3'

10 倍梯度稀释。弃去 96 孔板中原有的培养基，将
稀释好的病毒液 100 μl /孔加到细胞孔中，继续培养
24 h后，每孔加入 100 μl新鲜培养液。72 h 后观察
荧光并计数最大稀释倍数孔中的带有荧光的细胞个

数。病毒滴度( TU /ml) =荧光细胞个数 ×稀释倍
数 /病毒体积。
1． 2． 4 慢病毒感染 HKC细胞及稳定筛选 接种状
态良好的 HKC细胞至 6 孔板，密度约 40%，待细胞
贴壁后，按照病毒定量结果加入病毒上清液，同时加

入 Polybrene至终浓度为 6 μg /ml。6 h 后更换完全
培养基。次日重复感染 1 次，72 h 后荧光显微镜下
观察感染情况，加入嘌呤霉素 2 μg /ml 继续筛选培
养 2 周，直至单克隆细胞群形成。
1． 2． 5 细胞总 ＲNA 提取、逆转录和实时荧光定量
PCＲ( qＲT-PCＲ) 检测 使用 UNIQ-10 柱式 TＲIzol总
ＲNA抽提试剂盒提取细胞总 ＲNA，紫外分光光度计
测定其浓度和光密度( optical density，OD ) OD260 /
OD280比值，并且采用 1%普通琼脂糖凝胶电泳对
ＲNA质量进行快速分析。取 1 000 ng总 ＲNA，使用
ＲevertAidTM First Stand cDNA Synthesis Kit 对 ＲNA
进行反转录成总 cDNA，并稀释 20 倍作为 qＲT-PCＲ
检测模板。利用 SYBＲ Premix Ex TaqTM进行 qＲT-
PCＲ检测，引物序列见表 2。反应体系为 20 μl，每
组样品设置 3 个重复; 扩增程序: 95 ℃预变性 2
min、94 ℃变性 5 s、60 ℃退火 30 s、72 ℃延伸 30 s，
共 40 个循环。
1． 2． 6 细胞总蛋白提取和 Western blot法检测 收
集细胞总蛋白前，PBS 清洗 2 次，加入 Western blot
细胞裂解液在冰上裂解 30 min，100 ℃水浴 10 min，
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表 2 qＲT-PCＲ 引物序列

基因名称 引物序列

SIGIＲＲ F: 5'-CTCCCCGTCTGAAGACCAG-3'
Ｒ: 5'-CCCCAATTCCCAATGGAAGC-3'

β-actin F: 5'-GTGGACATCCGCAAAGAC-3'
Ｒ: 5'-AAAGGGTGTAACGCAACTAA-3'

MCP-1 F: 5'-AGCCACCTTCATTCCCCAAG-3'
Ｒ: 5'-CTCCTTGGCCACAATGGTCT-3'

ＲANTES F: 5'-CCAGCAGTCGTCTTTGTCAC-3'
Ｒ: 5'-CTCTGGGTTGGCACACACTT-3'

制备细胞总蛋白样品。采用 NuPAGE 10% Bis-Tris
GEL 1. 5 mm × 10 Well 分离胶电泳分离细胞总蛋
白，湿转法将蛋白转移至 PVDF 膜后，将其置于含
5%脱脂奶粉的 TBST 溶液中，室温摇床上封闭 45
min。根据目标蛋白不同分子量大小切取 PVDF 膜
条带置于按要求稀释的一抗中，4 ℃摇床上孵育过
夜。次日将 TBST洗脱后的 PVDF 膜条带再置于按
要求稀释的辣根过氧化物酶标记的二抗中，室温孵

育 5 h 后，TBST 洗脱，暗室中超敏 X 线片曝光显示
结果，灰度扫描分析软件计算各区带密度值。
1． 2． 7 IL-1β诱导实验 将 HKC、HKC / shScramble
( GV248-GFP-Puro-shScramble 感染的 HKC 细胞) 、
HKC /shSIGIＲＲ( 已证明稳定敲低 SIGIＲＲ 的 HKC
细胞) 细胞接种至 12 孔板培养，分为 2 组，一组在对
数生长期加入终浓度为 10 ng /ml 的 IL-1β，另一组
正常培养，24 h 后分别收集细胞总 ＲNA、总蛋白用
于实验研究。该实验重复 3 次。
1． 3 统计学处理 采用 SPSS 10． 0 统计软件进行
分析，数据以 珋x ± s表示，组间比较采用 t检验。

2 结果

2． 1 成功构建 GV248-GFP-Puro-shSIGIＲＲ 慢病
毒载体 经双酶切的 GV248-GFP-Puro 与退火后的
shＲNA 连接后产生 3 个重组慢病毒载体。转化
Top10 大肠杆菌，长出克隆后提取质粒，由上海生工
生物工程股份有限公司测序证实插入序列正确，说

明成功构建载体。见图 1。

图 1 载体构建示意图与阳性克隆测序鉴定
A: 重组载体构建示意图; B: 测序图

2． 2 慢病毒包装和滴度测定并成功高效感染 HKC
细胞 构建的重组慢病毒载体和 GV248-GFP-Puro-
shScramble分别和包装质粒共转染 293T 细胞，24 h
后荧光显微镜下观察均可见大量荧光，提示转染成

功。见图 2。采用孔稀释法测定慢病毒滴度为( 4 ×
107 ～6 ×107 ) TU/ml。将收集的慢病毒连续 2 次感
染 HKC细胞后，72 h 后荧光显微镜观察显示 80%以
上 HKC细胞表达荧光蛋白，提示成功感染。见图 3。
2． 3 HKC细胞中 SIGIＲＲ干涉效果检测 提取经
嘌呤霉素筛选 2 周后的 HKC /shScramble、HKC /
shSIGIＲＲ-1# ( GV248-GFP-Puro-shSIGIＲＲ-1#感染的
HKC 细胞) 、HKC /shSIGIＲＲ-2 # ( GV248-GFP-Puro-
shSIGIＲＲ-2#感染的 HKC 细胞) 、HKC /shSIGIＲＲ-3#
( GV248-GFP-Puro-shSIGIＲＲ-3#感染的 HKC 细胞)
与 HKC的总 ＲNA 和总蛋白。qＲT-PCＲ 和 Western
blot 法分析结果提示 HKC /shSIGIＲＲ-2 #与 HKC /
shSIGIＲＲ-3#中的 SIGIＲＲ 表达均受到干涉，后者更
加明显。在 mＲNA和蛋白水平上，与 HKC /shScram-
ble相比 HKC /shSIGIＲＲ-3#敲低 SIGIＲＲ表达 ＞ 70%
( t = 6. 289，P ＜ 0. 01; t = 5. 562，P ＜ 0. 01 ) 。见图 4。
因此成功获得稳定敲低SIGIＲＲ基因的HKC细胞

图 2 重组慢病毒和包装质粒共转染 293T细胞 24 h × 100

A: 荧光; B: 白光; C: 叠加
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图 3 慢病毒感染 HKC细胞 72 h

A: 荧光; B: 白光; C: 叠加; 1: × 100; 2: × 200

图 4 qＲT-PCＲ和Western blot检测 HKC细胞中
SIGIＲＲ的干涉效果

A: qＲT-PCＲ分析干涉效果; B: Western blot 法分析干涉效果与

灰度分析统计; 1: HKC; 2: HKC /shScramble; 3: HKC /shSIGIＲＲ-1#; 4:

HKC /shSIGIＲＲ-2#; 5: HKC /shSIGIＲＲ-3 #; 与 HKC /shScramble 比较:
＊＊P ＜ 0. 01

株—HKC /shSIGIＲＲ-3#命名为 HKC /shSIGIＲＲ，用于
下一步的细胞实验分析。
2． 4 IL-1β 诱导 HKC/shSIGIＲＲ 后核转录因子
NF-κB( p65)的磷酸化与 MCP-1 和 ＲANTES 趋化
因子 mＲNA 的变化 Western blot 法分析经 IL-1β
( 10 ng /ml，24 h ) 诱导和未诱导的 HKC、HKC /
shScramble和 HKC /shSIGIＲＲ的各组细胞 p65 磷酸
化水平改变情况。结果显示敲低 SIGIＲＲ 基因，其
下游基因 p65 的磷酸化水平较 HKC /shScramble 明
显升高( t = 2. 941，P ＜ 0. 05) 。提示在 HKC细胞中，
敲低 SIGIＲＲ 解除了 SIGIＲＲ 对 TLＲ /IL-1Ｒ 信号通
路的抑制，导致 NF-κB 过度激活。见图 5。NF-κB
信号的激活会通过增强下游趋化因子的表达从而参

与 LN的发生和发展。因此，需进一步分析敲低 SI-
GIＲＲ是否会影响 NF-κB下游靶基因( MCP-1、ＲAN-
TES) 的表达。收集经 IL-1β ( 10 ng /ml，24 h) 诱导
和未诱导的 HKC、HKC /shScramble 和 HKC /shSI-
GIＲＲ 的总 ＲNA，经 qＲT-PCＲ 分析显示: 与 HKC /
shScramble相比，敲低 SIGIＲＲ 的 HKC 细胞中 MCP-
1 和 ＲANTES 的 mＲNA 表达水平均明显升高( t =
3. 189，P ＜ 0. 05; t = 2. 838，P ＜ 0. 05) ，见图 6。

3 讨论

TLＲ /IL-1Ｒ信号通路在炎症反应和天然防御免
疫中起着重要作用，当TLＲ /IL-1Ｒ与IL-1及某些TLＲ
激动剂( 如脂多糖、IL-1β 等) 配体结合后，TLＲ /IL-
1Ｒ 信号即被触发，其通过 MyD88 依赖通路或
MyD88 非依赖通路激活 NF-κB，NF-κB可参与 MCP-
1 和 ＲANTES 等多种趋化因子的表达，募集炎症细
胞聚集发生炎症反应，但TLＲ / IL-1Ｒ信号通路过度
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图 5 Western blot法检测 IL-1β诱导和未诱导细胞 24 h后
p-p65、p65、GAPDH表达

1、4: HKC; 2、5: HKC /shScramble; 3、6: HKC /shSIGIＲＲ; 1 ～ 3: 未

加 IL-1β处理; 4 ～ 5: 加 IL-1β处理; 与加 IL-1β处理 HKC /shScramble

比较: * P ＜ 0. 05

激活可造成机体免疫损伤［4 － 8］。为避免该现象的发
生，体内尚存有相应负调控成分以保证机体免疫反

应的适度和稳定，广泛表达在肾小管上皮细胞、消化
道和肺等器官组织的 SIGIＲＲ便是其中之一。人 SI-
GIＲＲ定位于 11 p15. 5，虽然 SIGIＲＲ 属于 TLＲ /IL-
1Ｒ超家族中的 IL-1Ｒ 亚族，然而在功能上，不能介
导 TLＲ /IL-1Ｒ的炎症信号转导，相反还可能抑制
TLＲ /IL-1Ｒ信号的下传，起到“刹车”作用，但其作
用机制目前尚不明确［8］。

Lech et al［10］发现，敲除 SIGIＲＲ 基因的 B6lpr /
lpr鼠表现为狼疮自身抗原诱导的树突细胞激活增
加及 B细胞增殖、多种自身抗体产生增多、肾小球
单核细胞浸润增多及组织损伤加重。在碳氢化合物
诱导的狼疮模型中，SIGIＲＲ 敲除小鼠血清自身抗
体、尿蛋白量及 LN 活动指数均明显升高［11］。另一
方面，学者［12 － 13］在肿瘤细胞系 A549、H292 等细胞
中发现过度表达 SIGIＲＲ，也能够抑制 NF-κB 的活
化，减少 IL-1β、TNF-α等细胞因子的分泌，这说明

图 6 qＲT-PCＲ检测 IL-1β诱导和未诱导各组细胞 24 h后
MCP-1 和 ＲANTES mＲNA水平

A: 相对 MCP-1 mＲNA水平; B: 相对 ＲANTES mＲNA水平; 1 ～ 3:

未加 IL-1β处理; 4 ～ 6: 加 IL-1β处理; 与加 IL-1β处理HKC /shScram-

ble比较: * P ＜ 0. 05

SIGIＲＲ可以阻断肿瘤细胞中 TLＲ /IL-1Ｒ-NF-κB 信
号通路的激活从而缓解癌症中过度的炎症反应。提
示 SIGIＲＲ在炎症反应的发生和发展中扮演着重要
的角色，但是在肾小管上皮细胞的炎症反应中，SI-
GIＲＲ蛋白对 TLＲ /IL-1Ｒ 通路是否起到抑制作用，
国内尚未见报道。
特异性强、效率高的 ＲNA 干扰技术，提供了一

个逆向研究 SIGIＲＲ基因在自身免疫性疾病分子病
因中作用的方法，而设计和构建敲低靶基因的 shＲ-
NA表达慢病毒载体是实验的核心技术［14 － 15］。该
研究成功构建的重组慢病毒干涉载体，经过实验证

明能够有效干涉 HKC 细胞中 SIGIＲＲ 的表达，经过
嘌呤霉素筛选后构建成稳定敲低 SIGIＲＲ的 HKC细
胞。本研究显示对 SIGIＲＲ敲低后，在 IL-1β 诱导下
NF-κB ( p65 ) 的磷酸化水平和趋化因子 MCP-1 和
ＲANTES mＲNA 表达增加，阐述了 SIGIＲＲ 能够在
HKC细胞的炎症反应中对 TLＲ /IL-1Ｒ通路起到“刹
车”作用。该研究为进一步探索 SIGIＲＲ在 TLＲ /IL-
1Ｒ通路或者其他信号传导通路中的功能研究奠定
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基础。为 SIGIＲＲ 作为生物制剂进行干预治疗 LN
带来了一线曙光。
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Construction of SIGIＲＲ stable knockdown human renal tubular
epithelial cells and exploration of its function

Jiang Keguo1，Wang Deguang1，Zhou Haisheng2，et al
( 1Dept of Nephrology，The Second Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230601; 2Dept of

Biochemistry and Molecular Biology，School of Basic Medicine Basical，Anhui Medical University，Hefei 230032)

Abstract Objective To establish single immunoglobin IL-1-related receptor ( SIGIＲＲ) stable knockdown human
renal tubular epithelial cells ( HKC) and explore its function． Methods Designed the effective targeted shＲNA se-
quences for the SIGIＲＲ gene，and then connected with the GV248-GFP-Puro to produce recombinant lentiviral vec-
tor ( GV248-GFP-Puro-shSIGIＲＲ) ． The corrected recombinants，identified by sequenced，were transfected into
293T cells with packaging plasmids ( pMDL，pＲev，pVSVG) for virus packaging． HKC cells were then infected by
packaged viruses． Quantitative real-time PCＲ( qＲT-PCＲ) and Western blot were used to detect the interference effi-
ciency of SIGIＲＲ in HKC cells． SIGIＲＲ stable knockdown HKC cells ( HKC /shSIGIＲＲ) and the control cells
were induced by IL-1β，then the downstream nuclear transcription factor，the phosphorylated NF-κB ( p65) were
detected by Western blot． The mＲNA expression levels of chemokine monocyte chemotactic protein 1 ( MCP-1) and
regulated upon activation normal T cell expressed and secreted factor ( ＲANTES) were analyzed by qＲT-PCＲ．
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Ｒesults The results showed that the recombinant lentiviral vector GV248-GFP-Puro-shSIGIＲＲ was successfully
constructed． qＲT-PCＲ and Western blot confirmed that SIGIＲＲ was knockdown in HKC cells． Moreover，the re-
sults also showed that compared with the control cells，the phosphorylated NF-κB ( p65) and the mＲNA levels of
MCP-1 and ＲANTES were significantly increased in HKC /shSIGIＲＲ cells by being stimulated with IL-1β． Conclu-
sion The results suggest that SIGIＲＲ acts as a“brake”of inflammatory reaction in Toll-like receptor / IL-1 recep-
tor ( TLＲ /IL-1Ｒ) pathway in HKC cells． The study may provide a potential new target for the treatment of Lupus
nephritis．
Key words lupus nephritis; human renal tubular epithelial cells; SIGＲＲ; lentiviral vector; NF-κB; chemokine

丙戊酸钠联合全反式维甲酸促进子宫颈癌细胞衰老的发生
尤青叶1，冯定庆2，凌 斌1，3，张红丽1，李 兵1，伍娇娇1，赵婷婷1

摘要 目的 研究丙戊酸钠( VPA) 联合全反式维甲酸( AT-
ＲA) 诱导子宫颈癌细胞衰老作用，并探讨其分子机制。方法
实验分为对照组、VPA 组、ATＲA 组、VPA + ATＲA 组，采
用 3 mmol /L VPA、1 μmol /L ATＲA 单独或联合作用于人子
宫颈癌 HeLa及 SiHa 细胞，对照组仅加溶媒; 采用 CellTiter
96 AQueous 法检测细胞增殖; β-半乳糖苷酶化学染色法检
测细胞衰老; Q-PCＲ和 Western blot 法分别检测衰老相关基
因 P16、P63、hTEＲT的 mＲNA和蛋白表达变化。结果 VPA
对 HeLa及 SiHa细胞均有生长抑制作用，与 ATＲA联合抑制
效果明显优于单独用药( P ＜ 0. 05 ) ; β-半乳糖苷酶染色显
示，VPA + ATＲA 组衰老细胞比例显著增加，与对照组及
VPA组、ATＲA 组比较，差异有统计学意义( P ＜ 0. 05 ) ; Q-
PCＲ和 Western blot法结果显示，VPA 单独和联合 ATＲA 可
上调 P16、P63 的表达，降低 hTEＲT的表达，且联合用药优于
单独用药及对照组( P ＜ 0. 05 ) 。结论 VPA 联合 ATＲA 可
抑制子宫颈癌细胞增殖，上调 P16 和 P63 的表达，下调
hTEＲT的表达，可能是其诱导细胞衰老的分子机制。
关键词 子宫颈癌; 丙戊酸; 维甲酸; 细胞衰老
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近年来子宫颈癌的发病率有明显上升和年轻化

趋势，发病率以每年 2% ～ 3%的速度增长［1］。早期
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子宫颈癌患者可采用手术治疗，而晚期患者主要以

铂类化疗为主，但毒副作用大，患者易对其产生耐药

性，患者生存率大大降低［2 － 3］。丙戊酸钠( valproate
acid，VPA) 是一种传统的抗癫痫药物，同时也是一
种组蛋白去乙酰化酶( histone deacetylase，HDAC) 抑
制剂，高效、安全、低毒、可口服的特点使其极具临床
前景。全反式维甲酸( all-trans retinoic acid，ATＲA)
是维生素 A 的生物活性代谢产物，与其受体结合，
具有促进上皮细胞分化成熟的作用，已作为一种诱

导分化剂用于临床肿瘤的治疗。研究［4-5］证实 VPA
联合 ATＲA可使子宫颈癌细胞发生细胞周期阻滞，
并诱导细胞分化，但细胞凋亡增加不明显。该研究
进一步分析 VPA联合 ATＲA的抗子宫颈癌作用，观
察其对细胞衰老的影响并探讨其可能的分子机制，

为寻求新的子宫颈癌治疗方法提供参考。

1 材料与方法

1． 1 主要试剂 VPA 购自杭州赛诺菲安万特民生
制药有限公司，用 PBS稀释成 600 mmol /L的储存液，
－20 ℃ 保存; ATＲA购自美国 Sigma 公司，用 DMSO
稀释成 833 mmol /L的储存液，－ 20 ℃保存; CellTiter
96 AQueous购自美国 Promega 公司; TＲIzol 购自美
国 Invitrogen 公司; PCＲ 试剂盒购自日本 TaKaＲa 公
司;引物由上海生工生物工程有限公司合成; P16、
P63、hTEＲT抗体购自英国 Abcam 公司; 相应蛋白的
辣根酶标记二抗均购自北京中杉金桥生物技术有限

公司; DMEM培养基购自美国 GIBCO公司; 新生小牛
血清购自杭州四季青生物工程材料有限公司; ECL-增
强化学发光检测试剂购自瑞士罗氏公司; BIOＲAD化
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