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􀅰基础研究􀅰

shRNA沉默cＧmyc基因对 MGＧ６３骨肉瘤细胞cＧmyc/PDＧL１轴的影响

厦门大学附属福州第二医院骨科 (福州３００００７) 　林东泽
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【摘　要】　目的　探讨cＧmyc与程序性死亡受体１ (PDＧ１)/细胞程序性死亡Ｇ配体１ (PDＧL１)基因在骨肉瘤细胞中的

作用机制.方法　构建cＧmyc基因的shRNA 表达载体并转染到cＧmyc/PDＧL１高表达的 MGＧ６３骨肉瘤细胞中,采用 RealＧ
timePCR及 Westernblot法检测不同组细胞cＧmyc、PDＧ１、PDＧL１mRNA和蛋白的表达.结果　沉默cＧmyc基因后 MGＧ６３
骨肉瘤细胞中的PDＧ１蛋白表达量显著下降,cＧmyc、PDＧL１mRNA和蛋白的表达量均呈现下降的趋势,与阴性对照组和空

白对照组相比差异有统计学意义 (P＜０􀆰０５).结论　沉默cＧmyc基因能够有效阻断PDＧ１/PDＧL１信号通路.
【关键词】cＧmyc;PDＧL１;PDＧ１;骨肉瘤
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　　骨肉瘤 (osteosarcoma)是起源于骨的恶性肿瘤,其发

病率高、预后差、５年生存率低,给家庭、社会、国家带来

了沉重的经济负担和精神伤害[１].cＧmyc (又称 myc)是一

个被广泛研究的原癌基因,在人类所有肿瘤中,３０％的患者

存在cＧmyc基因过表达,其编码的转录因子cＧmyc蛋白,调

控着数千个与细胞生长、增殖、分化以及代谢相关的基

因[２].在许多肿瘤组织学中,cＧmyc基因已被证明是肿瘤起

始和维持所必需的,有cＧmyc对整联素关联蛋白 (CD４７)
和程序性死亡配体Ｇ１ (PDＧL１)表达的调节在 myc驱动的肿

瘤发生的起始和维持中具有直接作用[３].基于此,本研究通

过构建cＧmyc基因的shRNA 表达载体并转染到cＧmyc/PDＧ
L１高表达的 MGＧ６３骨肉瘤细胞中,观察 MGＧ６３骨肉瘤细

胞cＧmyc、PDＧ１、PDＧL１mRNA和蛋白的表达情况,研究cＧ
myc基因在骨肉瘤发生发展中的作用.

１　材料与方法

１􀆰１　材料和仪器:cＧmyc/PDＧL１高表达 MGＧ６３骨肉瘤细胞

系 (福州 市 第 二 医 院 骨 科 研 究 所 保 存);pGenesilＧ１ 质 粒

[生 工 生 物 工 程 (上 海)股 份 有 限 公 司];lipofectamine

TM２０００转染试剂盒、TRAP活性染色试剂盒、DMEM 培

养基 (美国sigma公司);质粒纯化试剂盒 (上海玉博生物

科技有限公司)、胎牛血清 (美国Invitrogen公司);恒温细

胞培养箱 (上海岛韩实业有限公司);Westernblot电泳仪

(北京君意东方电泳设备有限公司);Westernblot相关试剂

(美国 Amresco公司);RealＧtimePCR相关试剂 (大连宝生

物有限公司);ABI７５００实时荧光定量 PCR 仪 (美国应用

生物系统公司);ImageproPlus７􀆰０图像分析系统 (美国

MediaCybernetics公司);其余试剂均为国产分析纯.

１􀆰２　方法:

１􀆰２􀆰１　cＧmyc基因的shRNA 载体的构建及鉴定:根据cＧ

myc (GenBank编号 NMＧ００２４６７)mRNA 序列中可能的干

扰位点,由华大基因公司设计合成１条shRNA 片段,５′端

开始为１９个核苷酸的正义链,中间以９bp的茎环 UUCAAＧ
GACG分割反向重复序列,形成发夹环状结构,命名为pCＧ
myc质粒,其目的基因序列为 CＧmyc:AAGCCACAGCATＧ
ACATCCTGT.同时,设 计 合 成 一 段 与 人 基 因 不 同 源 的

shRNA片段作为阴性对照pHK 质粒,经 BlastSearch检索
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确认合成的片段与cＧmyc以外的人类已知基因序列无同源

性.选择携带增强型绿色荧光蛋白 (EGFP)基因的真核表

达质粒载体pGenesilＧ１.T４连接酶将shRNA 片段定向克隆

至事先已用核酸内切酶BamH Ⅰ和 EcoRⅠ双酶切过的表达

载体pGenesilＧ１,获得shRNAcＧmyc的重组表达载体及阴性

对照重组载体 (pHK).取 DH５a感受态细胞置于冰浴中,
待完全化冻后轻轻混匀,注意动作应轻缓,以防止细胞破

裂.分别取１０μLcＧmycshRNA及pHK加入到含有１００μL
DH５a感受态细胞悬液的离心管中,轻轻混匀后置于冰浴３０
min.随后将离心管转移至４２℃水浴中热激９０s,然后快速

转移至冰浴中冷却２min.随后往离心管中加入６００μL不含

抗生素的 LB培养基,轻轻混匀后置于３７ ℃恒温水浴锅中

振荡培养１h,使菌体复苏并表达质粒上的抗生素抗性基因.
取上述制好的 DH５a感受态细胞悬液均匀涂布于含氨苄青霉

素抗性的LB平板上,３７℃恒温箱培养２４h,随后分别从不

同培养皿上挑取单克隆菌落接种于含 Amp抗性的１０mLLB
液体培养基中,３７℃恒温摇床培养２４h,用质粒纯化试剂

盒提取质粒,送华大基因公司进行测序鉴定,结果表明插入

片段的序列大小,位点和方向与设计的片段完全一致,表明

成功构建shRNAcＧmyc的重组表达载体及阴性对照重组载

体 (pHK).

１􀆰２􀆰２　cＧmyc/PDＧL１高表达 MGＧ６３骨肉瘤细胞的分组及表

达载体的转染:收集处于对数生长期的cＧmyc/PDＧL１高表

达 MGＧ６３骨肉瘤细胞,分为cＧmyc沉默组 (pCＧMYC细胞

组)、阴性对照组 (pHK细胞组)、空白对照组 (cＧmyc/PDＧ
L１高 表 达 MGＧ６３ 骨 肉 瘤 细 胞 组).按 照 组 别 分 别 转 染

shRNAcＧmyc、pHK 及 未 做 处 理 的 cＧmyc/PDＧL１ 高 表 达

MGＧ６３骨肉瘤细胞.转染方法、剂量及转染程序均按照转

染试剂盒操作说明书进行.培养得到稳定的转染细胞系后,
收集细胞,提取蛋白,采用 RealＧtimePCR 及 Westernblot
分别 检 测 cＧmyc、PDＧ１、PDＧL１ mRNA 及 蛋 白 的 相 对 表

达量.

１􀆰２􀆰３　RealＧtimePCR检测不同组细胞cＧmyc、PDＧ１、PDＧ
L１的 mRNA的表达:样品扩增条件如下.逆转录１个循

环,５０℃,４０ min;预变性１个循环,９５ ℃,６ min;９５
℃,３０s变性后以５７℃退火延伸５０个循环,在５７ ℃时采

集荧光信号.引物序列 (由华大基因公司合成)如下:cＧ
myc上游引物５′ＧAATCCAGCGGTGATAGCTTＧ３′,下游引

物５′ＧATTCAATCATGCCTACGCTＧ３′;PDＧ１上游引物５′Ｇ
CAGGAACTTACGＧ３′,下 游 引 物 ５′ＧAATCATAGCCATＧ
３′;PDＧL１ 上 游 引 物 ５′ＧGATGCATTGATCCACAATGＧ３′,
下游引物５′ＧTCAATGCCGTACCTGCATAＧ３′.反应在 ABI
７５００实时荧光定量PCR仪上进行,每组实验重复３次.

１􀆰２􀆰４　Westernblot检测不同组细胞cＧmyc及 PDＧL１的蛋

白表达:收集不同组转染后细胞,加入２００μL细胞裂解液,
冰浴３０min,收集细胞碎片及裂解产物并转移至１􀆰５ mL
Eppendorf管中.随后转入高速冷冻离心机中,１５０００rpm、

４℃离心１０min后吸取上清液,采用BCA 试剂盒测定蛋白

总量.行 SDSＧPAGE 电泳后采用电转膜法将蛋白转移至

PVDF膜上,经洗膜和封闭后依次加入一抗 AntiＧpＧcＧmyc、

AntiＧpＧPDＧ１、AntiＧpＧPDＧL１,４℃孵育过夜,按１∶５０００稀

释比例加入辣根过氧化酶标记的二抗,继续室温孵育１h,
经历 TBST３次漂洗后采用 ECL化学发光法检测并拍摄图

像进行半定量分析.

１􀆰３　统计学方法:使用SPSS２０􀆰０统计学软件对结果进行

分析.结果以均数±标准差表示,组间比较采用t检验,以

P＜０􀆰０５为结果有统计学意义.

２　结果

２􀆰１　不同组细胞cＧmyc、PDＧ１、PDＧL１的 mRNA表达:结

果见图１和表１,与阴性对照组和空白对照组相比,cＧmyc
沉默组的PDＧ１mRNA表达差异无统计学意义 (P＞０􀆰０５),

cＧmyc、PDＧL１mRNA表达水平显著下降 (P＜０􀆰０５),阴性

对照组和空白对照组之间差异无统计学意义 (P＞０􀆰０５).

图１　不同组cＧmyc、PDＧ１、PDＧL１的mRNA的相对表达

表１　不同组cＧmyc、PDＧ１、PDＧL１的 mRNA的

相对表达量 (x±s)

组 别 cＧmyc PDＧ１ PDＧL１

cＧmyc沉默组 １􀆰３８７±０􀆰１３８∗＃ ２􀆰０３５±０􀆰１１２ １􀆰２６２±０􀆰１０４∗＃

阴性对照组 １􀆰８５３±０􀆰１１２ １􀆰９３４±０􀆰１３８ １􀆰９３４±０􀆰１３８
空白对照组 １􀆰９８５±０􀆰１７２ ２􀆰０４４±０􀆰２１５ ２􀆰０４４±０􀆰２１５

　　注:与阴性对照组比较,∗P＜０􀆰０５;与空白对照组比较,＃
P＜０􀆰０５.

２􀆰２　不同组细胞cＧmyc、PDＧ１、PDＧL１的蛋白表达:结果

见图２和表２,与阴性对照组和空白对照组相比,cＧmyc沉

默组的cＧmyc、PDＧ１、PDＧL１蛋白表达水平显著下降 (P＜
０􀆰０５),阴性对照组和空白对照组之间差异无统计学意义

(P＞０􀆰０５).

图２　不同组cＧmyc、PDＧ１、PDＧL１的蛋白相对表达
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表２　不同组cＧmyc及PDＧL１的蛋白相对表达量 (x±s)

组 别 cＧmyc PDＧ１ PDＧL１

cＧmyc沉默组 ０􀆰８９７±０􀆰０３７∗＃１􀆰３６８±０􀆰２２４∗＃１􀆰０５３±０􀆰２１９∗＃

阴性对照组 １􀆰９５３±０􀆰１２０ ２􀆰１１６±０􀆰１５３ １􀆰９５７±０􀆰１４４
空白对照组 １􀆰９８５±０􀆰１７２ ２􀆰２６４±０􀆰２１５ ２􀆰０４３±０􀆰２０３

　　注:与阴性对照组比较,∗P＜０􀆰０５;与空白对照组比较,＃
P＜０􀆰０５.

３　讨论

骨肉瘤 (osteosarcoma)作为一种起源于骨的恶性肿

瘤,多年来其发病率在原发性骨恶性肿瘤中居高不下.近

３０年,医学工作者开展了大量的临床实验以探索骨肉瘤治

疗的新方法,但无论是增大化疗的密度以提高化疗的反应

性,还是对化疗反应不佳的患者更改化疗方案,都没有显著

提高患者的总生存率,所以 MAP (甲氨喋呤、多柔比星、
顺铂)的治疗方案沿用至今[４Ｇ５].其主要原因在于未能全面

了解骨肉瘤细胞的发生、增殖、发育、转移与凋亡中各条信

号通路所起的作用及作用机制,因此对于改善骨肉瘤的产

生、发展及改善预后缺少基础性理论依据[６].
在肿瘤的演变过程中,癌细胞通常会经历一个免疫编辑

的过程,从而允许肿瘤细胞通过建立免疫抑制环境和/或避

免免疫细胞的识别来躲避免疫监视机制[７].PDＧ１、PDＧL１
作为重要的免疫检查点,在肿瘤免疫逃避过程中具有重要作

用,其与受体PDＧ１的结合可传递抑制信号,抑制 T细胞的

活化与增殖,同时肿瘤表面的PDＧL１能降低CD８＋T细胞的

细胞毒性作用.因此,PDＧ１/PDＧL１通路被认为是有效的肿

瘤治疗靶点,其阻断PDＧ１/PDＧL１通路,在黑色素瘤、肺癌

等肿瘤中已经取得了显著的临床疗效[８].有研究表明cＧmyc
对CD４７和PDＧL１表达的调节在 myc驱动的肿瘤发生的起

始和维持中具有直接作用,其进一步还发现cＧmyc直接绑定

于小鼠 T细胞PDＧL１基因启动子上;而在骨肉瘤 U２OS细

胞中,cＧmyc基因致癌水平可与PDＧL１的启动子结合,而低

水平的cＧmyc基因表达则无法结合 PDＧL１ 启 动 子,抑 制

myc迅速导致CD４７和PDＧL１的 mRNA和蛋白质表达下降,
这提示了该机制发生于转录调控水平[９].Casey等[１０]也发现

cＧmyc可通过结合肿瘤细胞中的 CD４７/PDＧL１启动子区促进

其表达,进而调节肿瘤免疫微环境和抗肿瘤反应,因此可以

推断cＧmyc的过度表达可能是肿瘤细胞上调免疫检查点调节

剂表达,从而逃避免疫监视的一种普遍机制.
本研究通过构建cＧmyc基因的shRNA 表达载体并转染

到cＧmyc/PDＧL１高表达的 MGＧ６３骨肉瘤细胞中,观察 MGＧ
６３骨肉瘤细胞cＧmyc、PDＧL１ mRNA 和蛋白的表达情况,
结果表明沉默cＧmyc基因后 MGＧ６３骨肉瘤细胞中的cＧmyc、

PDＧL１的 mRNA和蛋白的表达量均呈现下降的趋势,与阴

性对照组和空白对照组相比差异有统计学意义,说明沉默cＧ
myc基因能够有效阻断PDＧ１/PDＧL１信号通路.２０２１年黄杰

中和陈敬恒等[１１]检测了骨肉瘤患者与骨良性瘤患者组织内

的cＧmyc蛋白及凋亡抑制因子 [B淋巴细胞瘤Ｇ２基因 (BclＧ
２)、核因子κB (NFＧκB)、TNF受体超族 (Fas)及 Livin]、
凋亡 促 进 因 子 [半 胱 氨 酰 天 冬 氨 酸 特 异 性 蛋 白 酶Ｇ３
(CaspaseＧ３)、CaspaseＧ８及兔抗人单克隆抗体 (Bax)]的表

达情况,结果表明骨肉瘤组组织cＧmyc蛋白显著高于对照

组,这与本研究结果是一致的.Zheng等[１２]使用 PDＧ１和抗

PDＧL１阻断疗法来治疗骨肉瘤小鼠模型,结果表明相较于采

用生理盐水注射的对照组,实验组的骨肉瘤人源小鼠模型更

不容易发生肺转移.因此,我们接下来将继续研究cＧmyc、

PDＧ１/PDＧL１信号通路与骨肉瘤细胞增殖、凋亡、迁移以及

侵袭能力的关系,以期能阐明cＧmyc调控 PDＧL１的具体分

子生物学机制.
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