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ｓｉＲＮＡ沉默整合素连接激酶对人膀胱癌细胞凋亡的影响

高　娟１，康　炜１，陈俊霞２，朱　军２，潘湘阳２　　（７１００７７西安，西安医学院附属医院检验科１；４０００１６重庆，重庆医科大学
基础医学院细胞生物学与遗传学教研室，分子医学与肿瘤研究中心２）

　　［摘要］　目的　探讨应用整合素连接激酶（ｉｎｔｅｇｒｉｎｌｉｎｋｅｄｋｉｎａｓｅ，ＩＬＫ）特异性ｓｉＲＮＡ沉默ＩＬＫ基因的表达对人膀胱
癌细胞凋亡的影响。方法　将构建好的针对ＩＬＫ基因的１个特异性ｓｉＲＮＡ表达质粒和１个无同源性的阴性对照质粒，在
脂质体介导下稳定转染人膀胱癌 ＢＩＵ８７细胞，并将实验分为 ＢＩＵ８７ｓｉＩＬＫ、ＢＩＵ８７ｖｅｃｔｏｒ及 ＢＩＵ８７细胞 ３组，运用
ＴＵＮＥＬ凋亡检测试剂盒和流式细胞术检测ＢＩＵ８７细胞的凋亡，进一步运用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ｓｉＲＮＡＩＬＫ对凋亡相关蛋白
Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｂａｘ和Ｂｃｌ２的影响。结果　ＴＵＮＥＬ检测结果显示，ＢＩＵ８７ｓｉＩＬＫ组出现大量凋亡细胞，而 ＢＩＵ８７细胞组和
ＢＩＵ８７ｖｅｃｔｏｒ组仅有少量凋亡细胞出现。流式细胞仪检测结果显示，ＢＩＵ８７ｓｉＩＬＫ组细胞大约有（７５．７０±２．００）％的凋亡
细胞，而ＢＩＵ８７ｖｅｃｔｏｒ组和ＢＩＵ８７细胞组仅有（０．８８±０．１０）％和（１．６６±０．９０）％的凋亡细胞，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，在
ＢＩＵ８７ｓｉＩＬＫ组中，Ｂｃｌ２的表达明显降低（Ｐ＜０．０５），而Ｂａｘ和Ｃａｓｐａｓｅ３的表达明显升高（Ｐ＜０．０１）。结论　 ｓｉＲＮＡＩＬＫ
可能通过调节凋亡相关蛋白Ｂｃｌ２、Ｂａｘ及Ｃａｓｐａｓｅ３的表达诱导膀胱癌ＢＩＵ８７细胞凋亡的发生。
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　　膀胱癌是常见的泌尿生殖系统恶性肿瘤，具有晚
期恶化和易复发的特点。根据美国癌症学会统计，膀

胱癌是世界上主要死亡原因之一［１］。整合素连接激

酶（ｉｎｔｅｇｒｉｎｌｉｎｋｅｄｋｉｎａｓｅ，ＩＬＫ）是一个５９×１０３的细胞
内信号蛋白。它能与整合素 β１和 β１亚单位相互作
用连接整合素和肌动蛋白细胞骨架，被整合素或生长

因子以依赖于ＰＩ３Ｋ的方式激活，进而作用于下游的
ＰＫＢ（ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＢ）和 ＧＳＫ３（ｇｌｙｃｏｇｅｎｓｙｎｔｈａｓｅ
ｋｉｎａｓｅ３），协调细胞外基质和生长因子的信号转导，调
控细胞的生长、分化、增殖和凋亡等［２－３］。Ｍａｒｋ等［４］

研究发现，ｓｉＲＮＡ沉默 ＩＬＫ的表达后引起 Ｃａｓｅｐａｓｅ３
所介导的细胞凋亡，并且降低了 ＡＫＴ的磷酸化，在胰
腺癌细胞增殖和凋亡中有明确的作用。本研究运用特

异性ＩＬＫｓｉＲＮＡ表达质粒，筛选稳定转染的膀胱癌
ＢＩＵ８７细胞，研究特异性 ＩＬＫｓｉＲＮＡ表达质粒对膀胱
癌ＢＩＵ８７细胞凋亡的影响。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
　　ｓｉＲＮＡＩＬＫ干扰质粒由本课题组前期实验构建，人膀胱癌
ＢＩＵ８７细胞由本实验室保存；ＲＰＭＩ１６４０培养基购自 ＨｙＣｌｏｎｅ
公司；一步法 ＴＵＮＥＬ凋亡检测试剂盒购自 Ｂｉｙｏｔｉｍｅ生物技术
公司；兔抗人单克隆抗体Ｂｃｌ２和Ｂａｘ购自Ｂｉｏｗｏｒｌｄ公司；鼠抗
人单克隆抗体Ｃａｓｐａｓｅ３及兔抗人βａｃｔｉｎ单克隆抗体购自Ｓａｎｔａ
Ｃｒｕｚ公司；其他试剂均为国产分析纯。

１．２　方法
１．２．１　ＢＩＵ８７细胞培养及干扰质粒转染　　ＢＩＵ８７细胞，用
含１０％胎牛血清的ＲＰＭＩ１６４０培养基在３７℃、５％ ＣＯ２环境下
常规培养，当细胞汇合度达８０％以上进行传代培养。取对数生
长期的细胞按２×１０５／孔接种至６孔板中，待细胞生长至融合
度８０％左右时，采用脂质体Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００将特异性ｓｉＲＮＡ
表达质粒和１个无同源性的阴性对照质粒转染细胞，由于干扰
质粒带有报告基因 ＥＧＦＰ，其可以发出绿色荧光，因此转染后
４８ｈ左右，荧光显微镜下可以观察到绿色荧光。以２．０ｍｇ／ｍｌ
浓度的Ｇ４１８筛选２周后，更换含１．０ｍｇ／ｍｌＧ４１８的培养基维

持培养２周，４周后获得稳定表达细胞株。实验分组分别命名
为ＢＩＵ８７细胞组（无任何处理），ＢＩＵ８７ｓｉＩＬＫ组（干扰质粒
组），ＢＩＵ８７ｖｅｃｔｏｒ组（阴性对照组）。
１．２．２　ＴＵＮＥＬ检测细胞凋亡　　取对数生长期的各组稳定转
染细胞，以每孔２×１０５细胞接种于放有盖玻片的６孔培养板
中，待细胞生长至汇合度７０％左右，ＰＢＳ洗３次；４％多聚甲醛
固定０．５～１ｈ；滴加０．１％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００，冰浴２ｍｉｎ；每个样品
滴加５０μｌＴＵＮＥＬ检测液，３７℃避光孵育６０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗３次；
甘油封片后荧光显微镜下观察并拍照，实验重复３次。
１．２．３　流式细胞术分析细胞周期及凋亡　　取对数生长期的
各组稳定转染细胞，胰酶消化后，ＰＢＳ洗涤３次，用７０％乙醇
４℃ 固定４ｈ以上，运用流式细胞仪检测细胞凋亡，实验重复
３次。
１．２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＩＬＫｓｉＲＮＡ对凋亡相关蛋白的影响　
　提取各组稳定转染细胞总蛋白，经 ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳后，
电转至 ＰＶＤＦ膜，５％脱脂奶粉封闭 ２ｈ，Ｂｃｌ２、Ｂａｘ、Ｃａｓｐａｓｅ３
（１∶３００稀释）、βａｃｔｉｎ（１∶１０００稀释）一抗孵育，４℃过夜；ＨＲＰ
标记的羊抗兔和羊抗鼠 ＩｇＧ二抗（１∶２０００稀释），３７℃孵育
１ｈ；增强化学发光显色系统显色，实验重复３次。

１．３　统计学分析
　　实验数据以 珋ｘ±ｓ表示，运用 ＳＰＳＳ１８．０统计软件进行 ｔ
检验。

２　结果

２．１　各组细胞凋亡检测结果
　　ＴＵＮＥＬ检测结果显示（图１），ＢＩＵ８７ｓｉＩＬＫ组出现大量带
有荧光的细胞（即凋亡细胞），而ＢＩＵ８７细胞组和ＢＩＵ８７ｖｅｃｔｏｒ
组仅有少量凋亡细胞出现。

２．２　各组细胞凋亡分析
　　流式细胞仪检测细胞凋亡结果显示（图２），ＢＩＵ８７ｓｉＩＬＫ
细胞有（７５．７０±２．００）％的凋亡细胞，而 ＢＩＵ８７ｖｅｃｔｏｒ组和
ＢＩＵ８７细胞组仅有（０．８８±０．１０）％和（１．６６±０．９０）％的凋亡
细胞。

２．３　细胞凋亡相关蛋白的表达水平
　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，在ＢＩＵ８７ｓｉＩＬＫ组中，Ｂｃｌ２的表达
明显降低，而Ｂａｘ和Ｃａｓｐａｓｅ３的表达明显升高（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜
０．０１），见图３。
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图１　ＴＵＮＥＬ检测ｓｉＲＮＡＩＬＫ对各组细胞凋亡的影响
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Ａ：ＢＩＵ８７ｓｉＩＬＫ组；Ｂ：ＢＩＵ８７ｖｅｃｔｏｒ组；Ｃ：ＢＩＵ８７细胞组
图２　流式细胞术检测各组细胞的凋亡
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１：ＢＩＵ８７ｓｉＩＬＫ组；２：ＢＩＵ８７ｖｅｃｔｏｒ组；３：ＢＩＵ８７细胞组
Ａ：各组凋亡相关蛋白的表达；Ｂ：各组凋亡相关蛋白的半定量分析
　ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与ＢＩＵ８７ｓｉＩＬＫ组比较

图３　ＩＬＫｓｉＲＮＡ对各组凋亡相关蛋白的影响

３　讨论

　　整合素连接激酶（ＩＬＫ）是一种多功能的细胞内信
号蛋白，能协调细胞外基质和生长因子的信号转导，调

控细胞的生长、增殖、分化、黏附、迁移、侵袭和血管生

成［５－６］。在一些肿瘤中，ＩＬＫ的表达和活性均有增高。
激活ＩＬＫ的表达可以通过调控许多信号通路来调节细
胞增殖及存活［７－８］。实验证实，在乳腺癌细胞、黑色素

瘤和急性髓细胞性白血病干细胞中，运用 ｓｉＲＮＡＩＬＫ
或小分子抑制剂可以抑制其增殖并诱导其凋亡［９－１１］。

然而，目前没有关于下调 ＩＬＫ的表达是否会影响膀胱
癌细胞的生长及凋亡的研究，它也会因此成为一个极

大的兴趣，并应进一步阐明。

　　我们前期实验显示特异性 ＩＬＫｓｉＲＮＡ通过调节

Ａｋｔ、ＧＳＫ３和βｃａｔｅｎｉｎ的表达抑制体内外膀胱癌 ＢＩＵ
８７细胞的增殖［１２－１３］。本实验通过 ｓｉＲＮＡ沉默 ＩＬＫ基
因的表达检测其对 ＢＩＵ８７细胞凋亡的影响。本研究
通过ＴＵＮＥＬ及流式细胞术检测证实，ＩＬＫｓｉＲＮＡ可以
诱导ＢＩＵ８７细胞的凋亡。同时，一些凋亡相关蛋白的
表达也发生了显著改变，例如，在 ＢＩＵ８７ｓｉＩＬＫ组中，
Ｂｃｌ２的表达明显减少，而 Ｂａｘ的表达显著增高。
Ｃａｓｐａｓｅ３属于ＩＣＥ蛋白酶家族，正常情况下，细胞质
中Ｃａｓｐａｓｅ３以无活性的相对分子质量约为３５×１０３的
Ｃａｓｐａｓｅ３酶原（ｐｒｏＣａｓｐａｓｅ３）形式存在，只有当细胞
发生凋亡时，才变为有活性的 Ｃａｓｐａｓｅ３（约 １７×
１０３）［１４］。本研究显示 ＩＬＫｓｉＲＮＡ促进了 ｐｒｏｃａｓｐａｓｅ３
的激活，并使激活性 ｐｒｏｃａｓｐａｓｅ３的表达增高。前期
研究证实Ａｋｔ有通过磷酸化具有凋亡效应的蛋白来抗
凋亡的能力，如Ｂｃｌ２家族成员Ｂａｄ［１５］。
　　综上所述，在体内外，ＩＬＫ与膀胱癌细胞的生长、
增殖和凋亡密切相关，ＩＬＫｓｉＲＮＡ通过调节关键蛋白
的表达，如Ｂｃｌ２、Ｂａｘ和Ｃａｓｐａｓｅ３，在细胞凋亡中发挥
重要的作用。另外，ＩＬＫｓｉＲＮＡ并不是促进 Ｃａｓｐａｓｅ３
的生成，而可能是促进其活化，或者促使已活化的

Ｃａｓｐａｓｅ３发挥水解作用，达到促凋亡的目的。这些发
现显示，ＩＬＫ基因有望成为一个新的治疗靶点，为膀胱
癌的临床诊断和治疗打下分子基础。进一步研究需要

证实ＩＬＫ的生物学功能和其调节细胞增殖和凋亡的确
切分子机制。
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１　临床资料

　　患者女性，５４岁。因“咽痛、咳嗽２０余天，呕吐２ｄ，胸闷气
促８ｈ”于２０１１年１月２６日８：２０入院。患者于２０余天前感冒
后出现咽痛、咳嗽，２ｄ前出现呕吐、头晕，于８ｈ前呕吐加重，并
心前区闷痛、气促，考虑“急性心梗，病毒性心肌炎”收入心内科。

入院查体：脉搏１３２／ｍｉｎ，血压７９／４８ｍｍＨｇ，烦躁，双肺呼吸音
粗，可闻及细湿性音，心界左侧扩大，心率１４５／ｍｉｎ，心律不齐，
心音强弱不等，各瓣膜区未闻及杂音。心电图示：房颤、频发室早、

ＳＴＶ１－４弓背向上抬高０．２～０．４ｍＶ。心肌酶谱：ＴｎＩ３４．５ｎｇ／ｍｌ，
ＣＫＭＢ１１９．５Ｕ／Ｌ，ＣＫ１１２１．５Ｕ／Ｌ。初步诊断：①急性心梗，心
源性休克；②病毒性心肌炎待排。入院后患者多次出现室颤，予
以电除颤等抢救，急送介入室，冠脉造影仅见左前降支近端狭窄

２０％～３０％，透视下见心肌收缩无力、心脏搏动减弱。造影结束
时患者再次出现室颤及心室停顿，深昏迷、血压测不出，立即予

以心肺复苏、临时心脏起搏等抢救。约４０ｍｉｎ后，患者心跳恢复
为起搏心律，无脉搏，有创动脉血压４５～８０／２０～３５ｍｍＨｇ，遂予
以体外膜肺氧合（ＥＣＭＯ）辅助循环并转入ＩＣＵ。
　　转入ＩＣＵ后继续抗休克、抗心律失常以及 ＥＣＭＯ维持循
环，予以抗病毒、免疫调节、心肾脑等重要脏器功能支持治疗，

血压维持在６０～８０／５０～７０ｍｍＨｇ，起搏心律、阵发性室上速及
室颤交替出现。心脏彩超示：心脏搏动微弱。患者逐渐出现尿

少、水肿，至２７日血肌酐升至２２０．８μｍｏｌ／Ｌ，考虑急性肾功能
不全，予以床旁血液滤过治疗。２８日８：００左右恢复为自主窦
性心律，约９０～１１０／ｍｉｎ，可触及微弱脉搏，血压７０～１００／５０～
７５ｍｍＨｇ，但出现无尿、右下肢淤肿、肌红蛋白１６２７００．１ｎｇ／ｍｌ，
考虑骨筋膜室综合征、横纹肌溶解综合征、急性肾衰竭，予以右

下肢切开减张术，无好转，于２９日行截肢术。术后患者血压可
维持在９０～１２０／６０～８０ｍｍＨｇ，肌红蛋白逐渐降至正常，３１日
心脏彩超示“心脏搏动较前好转，射血分数４２％”，遂撤除体外
膜肺氧合器，予以主动脉球囊反搏辅助循环。２月４日患者完
全清醒，７日成功撤除呼吸机；１１日成功撤除主动脉球囊反搏；
１７日小便量恢复正常，于２月２２日完全停止血液滤过治疗，转
回心内科至康复出院。

（下转２１７５页）
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