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摘要 为了探讨抑制增殖细胞核抗原(PCNA)基因表达对人肝癌 HepG2细胞增殖及凋亡的影响，将前期筛选出的最佳 siRNA
序列转化为能表达其小发夹结构 RNA (small hairpin RNAs，shRNA)的 DNA序列，并与 pSilencer2.0-U6质粒定向连接，构建
靶向 PCNA基因的 siRNA真核表达载体 pShPCNA，经 DNA测序证实与设计完全一致．随后采用WST法及克隆形成抑制观
察细胞增殖抑制情况、划痕实验来观察细胞迁移能力，流式细胞术、Hoechest 33258染色、细胞线粒体膜电位改变检测细胞
凋亡．在转染 HepG2细胞 48 h后，pShPCNA组细胞 PCNA mRNA表达明显下调，并出现明显的增殖抑制作用，明显抑制
细胞克隆的形成和细胞的迁移力，且呈剂量 -效应关系．流式细胞术检测发现：pShPCNA组细胞明显阻滞于 G0/G1期，并
出现明显的亚二倍体凋亡峰，出现明显的早期凋亡细胞群．荧光显微镜检测表明，细胞线粒体膜电位降低，并且细胞出现核

固缩、凋亡小体等凋亡形态学变化．上述结果表明，成功构建了靶向 PCNA 基因的 siRNA 真核表达载体 pShPCNA,

pShPCNA转染 HepG2细胞 48 h后，能够显著抑制细胞的生长增殖、诱导细胞凋亡、细胞周期阻滞于 G0/G1期．
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增 殖细胞 核抗 原 (proliferating cell nuclear
antigen，PCNA)是 DNA聚合酶 啄、着的辅助蛋白，
在恶性肿瘤组织中的表达量远远高于正常组织，并

随肿瘤浸润深度增加及转移，其表达呈明显上升趋

势．PCNA在恶性肿瘤的发生和发展中起着不可替
代的作用，并与其预后相关[1]．肝癌细胞处于高增

殖、低凋亡水平，PCNA表达旺盛．而正常肝细胞
绝大多数处于静止期，不表达 PCNA[2]．RNA干扰
(RNA interference， RNAi)是一种由双链 RNA
(dsRNA)引发的基因表达抑制途径，近来已经在功
能基因组学研究和基因治疗方面取得了巨大进展．

通过化学合成小干扰 RNA(small interference RNA，
siRNA)分子和构建短发夹 RNA (short hairpin RNA，
shRNA)表达载体均可在细胞内介导 RNAi 现象的
产生[3-4]．在我们的前期工作中[5-6]，已经利用体外

转录合成的 siRNA分子筛选出了靶向 PCNA基因
的最佳 RNAi作用位点，本研究以此为基础构建靶
向 PCNA特异性 siRNA真核表达载体 pShPCNA，
通过瞬时转染肝癌细胞 HepG2，以探讨 pShPCNA

重组质粒对 HepG2细胞体外增殖及凋亡的影响．

1 材料与方法

1援1 主要试剂

RNAi 真核表达载体 pSlilencer 2.0-U6 购买于
Ambion 公司；限制性内切酶 BamH玉、Hind芋、
T4 DNA连接酶购自日本 TAKARA公司；琼脂糖
凝胶回收 DNA片段试剂盒、质粒小量提取试剂盒
购自美国 Omega 公司； DMEM/F12 培养基、
Opti-MEM 培养基购自 Gibco 公司；脂质体
LipofectamineTM2000 购自美国 Invitrogen 公司；
Annexin V-PI 双染试剂盒购自美国 BD 公司；
Hochest 33258购自 Sigma公司；CCK-8(Cell Count



张小鹰等：靶向增殖细胞核抗原 shRNA的构建及其对 HepG2细胞增殖与凋亡的影响2010; 37 (3)

由上海生工生物工程有限公司合成的两条单链

DNA, 各加 16 滋l TE溶解，分别溶解后再各取 5 滋l
混合，退火，形成双链 DNA．采用限制性内切酶
BamH玉和 Hind芋对提取质粒 pSlilencer 2.0-U6 进
行双酶切，37℃水浴 4 h，将酶切后的反应液用凝
胶回收纯化试剂盒进行纯化．在 T4 DNA连接酶作
用下，将上述双链 DNA与酶切纯化后的质粒 DNA
于 16℃连接 12 h．取 15 滋l连接反应物转化 E援 coli
DH5琢感受态细胞．取转化后的菌液 150 滋l均匀涂
布于含氨苄青霉素(50 mg/L)的 LB 平板，倒置于
37℃孵箱，培养 12 h．从转化 E援 coli DH5琢宿主菌
的平板用 10 滋l加样器头随机挑取 2～3个单克隆
菌落，分别接种于 100 ml含氨苄青霉素(50 mg/L)
的 LB 液体培养基中．37℃ 200 r/min 震荡 12 h，
由上海生工生物工程有限公司 ABI PRISM 377
DNA自动测序仪测定插入片段 DNA的序列．质粒
提取试剂盒提取质粒 DNA，经检测 A 260/A 280 越1.78，
浓度为 122.6 mg/L，-20℃保存．
1援3 细胞培养和转染

1援3援1 细胞培养和转染．

肝癌细胞 HepG2 用含 10%小牛血清的

DMEM/ F12培养基，置 37 ℃，5% CO2细胞培养

箱常规培养，每 3 天传代一次，细胞贴壁达到
70%时，以 0.25%胰酶消化传代．
取对数增殖期的人肝癌 HepG2细胞，于含有

10%小牛血清的 DMEM/F12 培养基培养，采用
LipofectamineTM 2000转染试剂，转染操作严格按转
染试剂说明进行．实验分为 3 组，细胞对照组，
PCNA shRNA 组 ( pShPCNA )，非特异性对照组
( pShNPC )．具体方法为，在 5% CO2孵箱内 37℃
孵育 12～18 h至细胞长满板的 50%～80%，将人
肝癌 HepG2细胞用无血清 Opti-MEM洗 1次．同
时用无血清的 Opti-MEM稀释 pShPCNA，加入到
适量的 LipofectamineTM 2000中(1 滋g质粒每 2.5 滋l
脂质体)，混匀，室温孵育 30 min，形成复合物，
加在洗涤后的人肝癌 HepG2细胞中，在 CO2孵箱

内 37℃孵育 4～6 h，随后更换新的含有 10 %小牛
血清的 DMEM/F12培养液．
1援3援2 转染效率的测定．由于本实验采用的质粒不

含绿色荧光蛋白基因，故将 pShPCNA 与绿色荧
光质粒 pEGFP 以质量比为 2 ∶1 混合，用
LipofectamineTM2000按上述操作转染人肝癌 HepG2

Kit-8)试剂购自日本同仁化学研究所．人肝癌
HepG2细胞由暨南大学医学院生化教研室提供．
1援2 PCNA特异性 shRNA的设计、制备和鉴定
在我们的前期工作中，根据以上 siRNA的设计

原则设计了 4条靶向 PCNA基因的 siRNA，筛选
出作用效果较好的 siRNA序列[5]，在此基础上将筛

选出的 siRNA 序列转化为能表达其小发夹结构

RNA 的 DNA 序列，BLAST 检索，确认所设计
siRNA序列的唯一性．针对 PCNA 基因的特异性
siRNA序列，中间加入茎环序列，两端加上 BamH玉
和 Hind芋酶切位点，并以 polyT作为转录终止子，
序列全长为 62 bp．另设计非特异性干扰序列，送
上海生工生物工程有限公司合成．具体序列如图 1
所示．

Fig援 1 Physical map of plasmid pSlilencer 2援0鄄U6

5忆 GATCC GCCACTCCACTCTCTTCAA TTCAAGAGA TTGAAGAGAGTGGAGTGGC TTTTT GGAAA 3忆
3忆 G CGGTGAGGTGAGAGAAGTT AAGTTCTCT AACTTCTCTCACCTCACCG AAAAACCTTTCGA 5忆
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细胞，pShPCNA终浓度为 0.5 mg/L，36 h后，倒
置荧光显微镜下观察绿色荧光蛋白的表达情况，之

后消化收集细胞，PBS洗涤 3次，避光保存，流式
细胞仪检测表达绿色荧光蛋白的 HepG2细胞在所
有细胞中的比例．

1援4 RT鄄PCR检测 PCNA mRNA水平
以 1.5伊105/孔的密度将 HepG2细胞接种于 12

孔培养板，1 ml/孔,每组设 3个复孔, pShPCNA作
用终浓度为 0.25 mg/L、0.5 mg/L、1 mg/L、2 mg/L.
Trizol 试剂从各组肝癌 HepG2 细胞中提取总
RNA． 引物根据 NCBI GenBank 中人 PCNA 的
mRNA (ID: NM_002592)设计 PCNA 引物序列．
PCNA上游引物，5忆 GGCCGAAGATAACGCGGA-
TAC 3忆，下游引物，5忆 GGCATATACGTGCAAA-
TTCACCAG 3忆，扩增片段长度 173 bp；茁-actin上
游引物，5忆 TGGGTCAGAAGGATTCCTATGT 3忆，
下游引物，5忆 CAGCCTGGATAGCAACGTACA 3忆，
扩增片段长度 276 bp．采用 TIANScript RT Kit
TIANScript cDNA第一链合成试剂盒进行逆转录反
应，随后进行 PCR反应，PCR条件分别为：94℃
预变性 4 min；94℃ 30 s，57℃ 1 min，72℃ 1 min,
36个循环；72℃ 再次延伸 10 min．反应结束后，
每管各取 5 滋l 扩增产物进行 2%琼脂糖凝胶电泳
(60 V，40 min)．电泳结束后，核酸紫外检测仪观
察、照相，Gel-Doc 1000型紫外凝胶图像分析仪自
带软件分析各条带的灰度值，以 PCNA与 茁-actin
相对比值比较 PCNA 基因 mRNA 的表达高低．
用以下公式计算 PCNA mRNA 表达的相对抑制
率．抑制率 = [1-(A 实验组样品 / A 实验组内参) / (A 对照组样品 /
A 对照组内参) ]伊100%．
1援5 WST 法检测细胞增殖抑制率
人肝癌 HepG2细胞，调 8伊104个 /ml，接种于

96孔培养板，每组设 5个复孔，pShPCNA的终浓
度为 0.25 mg/L、0.5 mg/L、1 mg/L、2 mg/L，置
37℃、5% CO2培养箱，48 h 后，每孔加入 10 滋l
CCK-8试剂，继续孵育 1 h ，酶标仪检测吸光值
(测定波长 450 nm，参比波长 655 nm)，计算各组
增殖抑制率．增殖抑制率(%) = (1-A 实验组 /A 对照组) 伊
100%．
1援6 克隆形成抑制实验

以 300 /孔的密度将 HepG2细胞接种于 12孔
培养板，1 ml/孔，每组设 3个复孔，pShPCNA作
用终浓度为 0.002 5 mg/L、0.005 mg/L、0.01 mg/L、
0.02 mg/L，转染后置 37℃，5% CO2培养 7天后，

吸去培养液，PBS洗涤，甲醇:冰醋酸(3∶1)固定液
固定 10 min，吉姆萨染色 30 min后流水冲洗，倒
置显微镜下计数细胞克隆( > 20个细胞记一个克隆)
并拍照．克隆形成抑制率= (对照组细胞克隆数-实
验组细胞克隆数)/对照组细胞克隆数伊100%．
1援7 伤口愈合实验

伤口愈合实验参照文献[7]．10 g/L小牛血清白
蛋白，10 mg/L纤维连接蛋白(Fn)，以 500 滋l/孔分
别加入 24孔培养板，4℃过夜．以 1.5伊105/孔的密
度将 HepG2 细胞接种于包被 FN 的 24 孔培养板
中，置 37℃、5% CO2培养，待细胞覆盖孔底 80%
以上时，在单层细胞表面用 200 滋l加样器头轻轻
地沿培养板底部呈“一”字形划痕，镜下记录划痕

区相对距离，用无血清 DMEM/F12培养液洗涤 2
次，加入不同浓度的药物，终体积 1 000 滋l/ 孔，
每组设 3 个复孔． pShPCNA 作用终浓度为
0.25 mg/L、0.5 mg/L、1 mg/L、2 mg/L，置 37℃、
5% CO2继续培养 48 h后，倒置显微镜下观察划痕
处细胞的覆盖情况．随机测量 8点垂直于划痕方向
的宽度，计算 8点的均值作为实验的初始划痕宽度
值．按公式计算细胞迁移速率=(初始划痕宽度值-
相应点划痕宽度值)／初始划痕宽度值伊100 %．
1援8 PI单染检测亚二倍体率和细胞周期
以 1.5伊105/孔的密度将 HepG2细胞接种于 12

孔培养板，1 ml/孔，每组设 3个复孔，pShPCNA
作用终浓度为 0.25 mg/L、 0.5 mg/L、 1 mg/L、
2 mg/L，48 h 后收集细胞，70%乙醇 4℃固定过
夜， PBS洗涤细胞 1次，加入 PI染色液(含 RNA
酶)，终浓度 50 mg/L，避光染色 30 min，300目尼
龙网过滤后上流式细胞仪分析细胞 DNA含量，每
个样本随机分析 12 000个细胞，得各组细胞亚二
倍体率和细胞生长周期比例，美国 BD FAC Sort
Cell Quest软件分析处理结果．
1援9 Annexin V鄄PI双染测定细胞凋亡比例
以 1.5伊105/孔的密度将 HepG2细胞接种于 12

孔培养板，1 ml/孔，每组设 3个复孔，pShPCNA
作用终浓度为 0.25 mg/L、 0.5 mg/L、 1 mg/L、
2 mg/L，48 h后，消化收集细胞，PBS洗涤 3次，
吸尽上清，加入 200 滋l试剂盒提供的结合缓冲液，
重悬细胞后，分别加入 10 滋l Annexin V-FITC和
5 滋l PI，轻轻混匀，4℃避光反应 30 min，再加入
300 滋l结合缓冲液，上机检测．Annexin V-FITC+，
PI-的细胞群(即 LR细胞群)为早期凋亡细胞群．
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2援3 RT鄄PCR检测 PCNA mRNA表达
瞬时转染 HepG2 细胞 48 h后，RT-PCR 半定

量分析 PCNA mRNA表达，用琼脂糖凝胶电泳条
带中 PCNA与 茁-actin的灰度比值来判断 PCNA的
mRNA表达，实验结果显示，PCNA在 mRNA 目
的基因条带 173 bp处在细胞对照组和非特异性对
照组均有明显表达，而转染组 PCNA的 mRNA表
达明显下调，与前两组相比有明显差异(P < 0.01).
随着 pShPCNA浓度的增高，PCNA的 mRNA表达
下调越明显．另外，非特异性对照组 PCNA mRNA
表达无明显变化(图 3)．

2援4 细胞增殖抑制率检测

特异性真核表达载体 pShPCNA转染肝癌 HepG2
细胞 48 h后，出现明显的增殖抑制作用(图 4)．非
特异性真核表达载体 pShNPC组与细胞对照组相比
差异无显著性(P > 0.05)．不同浓度的 pShPCNA处
理组与细胞对照组相比，均有统计学意义(P<0.01).
随着 pShPCNA浓度的增加，HepG2细胞的增殖抑
制越明显．根据各浓度组的抑制率计算得到，作用

48 h，pShPCNA 对 HepG2 细胞的半数抑制浓度
(IC50)为 0.57 mg/L．

Fig. 2 Transfecting rates of pShPCNA on HepG2 cells detected by flow cytometry
(a) Transfecting rate detected by fluorescence microscope(伊100). (b) Transfecting rate detected by flow cytometry.

1援10 细胞凋亡线粒体膜电位检测

参照文献[8]，以 1.5伊105/ 孔的密度将 HepG2
细胞接种于 12孔培养板，1 ml/孔，每组设 3个复
孔，pShPCNA作用终浓度为 0.25 mg/L、0.5 mg/L、
1 mg/L、2 mg/L，转染 48 h后，收集细胞，PBS洗
涤，取 500 滋l JC-1工作液将细胞悬浮，置 37℃、
5% CO2中孵育 20 min后，孵育缓冲液洗 2次，取
500 滋l孵育缓冲液重悬细胞，滴一滴细胞悬液于载
玻片上，盖上盖玻片，于荧光显微镜下观察．

1援11 Hoechst 33258染色观察凋亡细胞形态学变化
以 1.5伊105/孔的密度将 HepG2细胞接种于 12

孔培养板，1 ml/孔，每组设 3个复孔，pShPCNA
作用终浓度为 0.25 mg/L、 0.5 mg/L、 1 mg/L、
2 mg/L，转染 48 h后，消化收集细胞，PBS洗涤，
涂片，室温自然干燥，甲醇∶冰醋酸 (3∶1)固定液
固定 10 min， Hoechst 33258染色工作液(10 mg/L)
避光染色 2 min，流水冲洗 5 min，荧光显微镜观
察并拍照．

1援12 统计学处理

计量资料以均数依标准差(x 依 s)表示，SPSS13.0
统计软件处理数据，采用完全随机设计的单因素方

差分析(one-way ANOVA)分析组间差异的显著性．

2 结 果

2援1 重组质粒的测序鉴定结果

重组质粒经自动基因测序仪测序(上海生工生
物工程有限公司)，测序结果与设计序列完全相符，
所含目的基因序列准确无误，表明成功构建了重组

真核表达载体 pShPCNA．
2援2 质粒转染效率

pEGFP 与 pShPCNA 共转染 HepG2 细胞 36 h
后，倒置荧光显微镜下观察 HepG2细胞绿色荧光
蛋白的表达情况．表达绿色荧光蛋白的 HepG2细
胞在所有细胞中的比例达到 50 %以上．流式细胞
术检测发现表达绿色荧光蛋白的 HepG2细胞在所
有细胞中的比例为 64.4%，而未转染组仅为 0.6%
(图 2)．

(a) (b)

pShPCNA(0.5 mg/L)

0

120

100 101 102 103 104

GFP
Control

0.6% M1
0

90

100 101 102 103 104

GFP

64.4% M1
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Fig. 5 Clone formation assay of pShPCNA on HepG2 cells
(a) A representative photo of clone formation assay. (b) The inhibition of

clone formation rates of every groups, n =3, *P < 0.01 vs control and

pShNPC groups. 1: Control; 2: pShNPC 0.01 mg/L; 3: pShPCNA

0.002 5 mg/L; 4: pShPCNA 0.005 mg/L; 5: pShPCNA 0.01 mg/L;

6: pShPCNA 0.02 mg/L.
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Fig. 4 The proliferation inhibition of pShPCNA
on HepG2 cell lines for 48 h

The inhibition rate was detected by cck-8 reagent. The data was (x 依 s)of

the three independent experiments. *P < 0.01 vs control and pShNPC

groups. 1: Control; 2: pShNPC; 3: pShPCNA 0.25 mg/L; 4: pShPCNA

0.5 mg/L; 5: pShPCNA 1 mg/L; 6: pShPCNA 2 mg/L.
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Fig援 3 Expression of PCNA mRNA in HepG2 cells after
the treatment of pShPCNA detected by RT鄄PCR

(a) Electrophoresis map. (b) The relative inhibition rate of the expression

of PCNA mRNA detect by RT-PCR(%). M: Marker; 1: Cell control; 2:

pShNPC; 3: pShPCNA 0.25 mg/L; 4: pShPCNA 0.5 mg/L; 5: pShPCNA

1 mg/L; 6: pShPCNA 2 mg/L. *P < 0.01 vs control and pShNPC.
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特异性真核表达载体 pShPCNA 转染肝癌
HepG2细胞 48 h，细胞较为稀疏，细胞间隙增大，
细胞大小不一，有较多的细胞变圆，体积比对照组

细胞小，细胞贴壁慢，部分细胞不贴壁或贴壁不

牢，易被消化离壁．而非特异性真核表达载体

pShNPC组与细胞对照组无明显差别，细胞生长旺
盛，细胞饱满，贴壁良好，细胞间隙小．

2援5 pShPCNA对HepG2细胞克隆形成的影响
各组的克隆形成情况如图 5所示，与细胞对照

组相比较, pShNPC组未见明显差异．而 pShPCNA
组随着浓度增加克隆逐渐减小，且克隆数量逐渐减

少，浓度为 0.002 5 mg/L时，HepG2细胞即产生明
显的克隆形成抑制作用，当浓度达到 0.01 mg/L
时，基本无克隆细胞株形成．

2援6 伤口愈合实验检测细胞的迁移能力

实验组和细胞对照组划线后在镜下视野中可见

一条细长等宽的无细胞划痕区，48 h后细胞对照组
和 pShNPC组细胞运动迁移基本上覆盖了大部分划
痕区，而 pShPCNA组随着 pShPCNA浓度的增大，
HepG2细胞向划痕区移动的距离越来越小，划痕
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5 6

Fig援 7 The change of cell cycle distribution of pShPCNA
on HepG2 cells detected by flow cytometry

HepG2 cells treated with pShPCNA for 48 h was determined with
propidium iodide (PI) staining, and the percentage of hypodiploid cells
was detected by flow cytometry. n =3. (a) A representative results of
pShPCNA on HepG2 cell cycle distribution. (b) Comparison of
cell cycle distribution in every groups. *P < 0.05 vs control and pShNPC.

: G0/G1; : S; : G2/M. (c) The percentage of hypodiploid cells
of HepG2 cells. *P < 0.01 vs control and pShNPC. 1: Control; 2:
pShNPC 1 mg/L; 3: pShPCNA 0.25 mg/L; 4: pShPCNA 0.5 mg/L; 5:
pShPCNA 1 mg/L; 6: pShPCNA 2 mg/L.
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Fig. 6 The effect of the migrating activity
of pShPCNA on HepG2 cells

(a) The photo of cell migration (伊100). (b) The cell migrating activity

inhibited by pShPCNA. *P < 0.01 vs control and pShNPC groups.

1: Control; 2: pShNPC 1 mg/L; 3: pShPCNA 0.25 mg/L; 4: pShPCNA

0.5 mg/L; 5: pShPCNA 1 mg/L; 6: pShPCNA 2 mg/L.
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区依然明显存在，见图 6a．各组细胞迁移速率如
图 6b所示，与细胞对照组相比较，pShNPC 组未
见明显差异．而 pShPCNA组随着浓度增加细胞迁
移速率减小．可见 pShPCNA能明显抑制 HepG2细
胞的迁移，且成剂量 -效应关系．

2援7 PI单染流式细胞仪检测细胞周期和亚二倍体
百分率

pShNPC组细胞周期比例与细胞对照组细胞相
似，而 pShPCNA组细胞 G0/G1期细胞比例明显上
升，出现明显 G0/G1期阻滞，S期、G2 /M细胞减
少，见图 7．提示 pShPCNA可能延缓了肝癌细胞
由 G1期向 S期的过渡．

与细胞对照组、pShNPC 组相比，pShPCNA
组细胞出现明显的亚二倍体凋亡峰(P < 0.01)，随着
pShPCNA浓度的增大，HepG2细胞的亚二倍体率
增加．
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2援9 线粒体膜电位检测

亲脂性阳离子荧光探针 JC-1以单体形式存在，
可发出绿色荧光(527 nm)，若以多聚体形式存在，
可发出红色荧光(590 nm)． JC-1可透过正常细胞膜
以单体状态进入胞内，正常健康线粒体的膜电位

(驻鬃)具有极性，JC-1依赖于 驻鬃的极性被迅速摄入
线粒体内，并形成多聚体，发出红色荧光(590 nm，
线粒体)和绿色荧光(527 nm，胞液)．而细胞发生凋

亡时，线粒体跨膜电位被去极化，JC-1从线粒体
内释放，线粒体内红光强度减弱(590 nm)，以单体
的形式存在于胞液内而发绿色荧光(527 nm)．因此
在双色滤光片下观察，正常细胞为高绿高红，凋亡

细胞为高绿低红． pShNPC组与细胞对照组细胞相
似，都表现为：绿 ++ 红 ++(高绿高红 )，而
pShPCNA组细胞表现为：绿++红+(高绿低红)，见
图 9．

Fig. 8 Early apoptosis of pShPCNA on HepG2 cells detected with Annexin V鄄FITC
and PI dual parameter by flow cytometry

(a) A representative results of Annexin V/PI double staining. (b) Comparing of the percentage of early apoptosis in every groups. *P < 0.01 vs control

and pShNPC. 1: Control; 2: pShNPC 1 mg/L; 3: pShPCNA 0.25 mg/L; 4: pShPCNA 0.5 mg/L; 5: pShPCNA 1 mg/L; 6: pShPCNA 2 mg/L.
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2援8 Annexin V /PI双染流式细胞仪检测结果
在细胞凋亡的早期就有细胞膜表面破损发生．

破损时凋亡细胞表面的磷脂酰丝氨酸(PS)可以从细
胞内膜翻转至细胞的外膜．该过程发生在 DNA片
段化之前，因而检测 PS 的表达，能反映早期凋
亡．AnnexinV是相对分子质量为 35 000的 Ca2+依

赖的磷脂结合蛋白，对 PS有很高的亲和性，可以
与暴露于细胞外的 PS相结合．利用这一原理，将
AnnexinV标记荧光可以识别早期的细胞凋亡．通

常利用 AnnexinV-FITC和碘化丙锭(PI)来区分凋亡和
坏死细胞．PI的膜通透性很差，只能标记坏死细
胞．在流式细胞术的结果中可见 AnnexinV-FITC(+)、
PI(-)细胞为凋亡细胞，而 AnnexinV-FITC(+)、PI(+)
细胞为坏死细胞．

pShNPC组细胞早期凋亡率为 6.1%，与细胞对
照组相比无统计学差别(P > 0.05)，pShPCNA组细
胞出现明显的早期凋亡细胞群，与细胞对照组相比

差别有统计学意义(P < 0.01)，见图 8．
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Fig. 10 The morphology of HepG2 cells examined
by fluorescence microscope after hoechst

33258 staining (伊400)

pShNPC(1 mg/L) pShPCNA(0.5 mg/L)Control

Fig. 9 The change of mitochondria membrane potential
of pShPCNA on HepG2 cells detected

by fluorescence microscope (伊100)

pShNPC
(1 mg/L)

pShPCNA
(0.5 mg/L)

Control

2援10 Hoechest 33258 染色观察凋亡细胞形态学
变化

pShPCNA 组细胞可见核固缩、边聚和裂解、
凋亡小体形成等凋亡形态学变化(图 10)．

3 讨 论

增殖细胞核抗原 (PCNA)，也称周期蛋白或
DNA聚合酶 啄的辅助蛋白，是真核细胞合成所必
需的核蛋白，在 DNA复制中起重要作用．在静止
期细胞含量很少，增殖 S期达到高峰，M期降至
最低水平，其量的变化与 DNA合成一致，肿瘤细
胞增殖越活跃，PCNA表达越高[1, 9]．PCNA在正常
肝细胞中表达的阳性率很低，随着肝细胞增生活

跃，特别是异型增生最后发生癌变，阳性率逐渐增

加，说明了细胞的增殖能力逐渐增强．研究表明，

PCNA与肿瘤的分级及恶性程度、转移与预后密切
相关[10]．

RNA 干扰(RNA interference，RNAi)是一种新
型基因阻断技术，其主要参与成分为小干扰 RNA
(siRNA)，siRNA可特异性抑制靶目标 mRNA的表
达[3]．RNA干扰能高效特异地干涉目标靶基因的表
达，可作为一种简单有效的代替基因敲除的工具．

目前，RNA 干扰已广泛应用于肿瘤研究工作中，
并取得了一些突破性进展．利用 RNAi 来阻断
PCNA基因的研究文献报道较少，仅有如下几篇：
Li等[11]通过大鼠实验证明 PCNA shRNA能有效地
沉默增殖相关基因的表达，如 PCNA、Ki-67、
mucin-3、茁-glucuronidase 有效地预防胆结石摘除
术后胆石症再次复发；Huang 等 [12]构建 PCNA
shRNA表达质粒，导入宫颈癌 HeLa细胞中去，结
果表明，PCNA shRNA能有效地沉默 PCNA 蛋白
的表达，并且促使 HeLa细胞的凋亡，Western blot
结果显示实验组活化的 caspase3、PARP明显增加，
证明 PCNA shRNA介导的凋亡是通过 caspase通路
来完成的；张其亮等 [13]构建了 PCNA shRNA表达
载体 pSilence2.1-neo-PCNA，导入人骨肉瘤细胞
MG263，可显著抑制 PCNA mRNA 及蛋白质的表
达，有效抑制人骨肉瘤细胞的增殖活性．

在前期工作中[5-6]，我们参照 siRNA设计原则，
设计出 4对 PCNA siRNA序列，并筛选出了靶向
PCNA基因的 2条最佳 siRNA序列．本研究以此
最佳 siR NA 序列 2 设计 DNA 模板，为 Sense+
Loop+Antisense，两端引入 BamH玉和 Hind芋酶切
位点，选择含 U6 启动子的 pSlilencer 2.0-U6 载
体．通过酶切和测序表明，重组载体构建成功，

RT-PCR半定量分析 PCNA mRNA表达，实验结果
显示，细胞对照组与非特异性对照组 PCNA 的
mRNA 表达无明显变化，而转染组 PCNA 的
mRNA表达明显下调．WST法及克隆形成试验结
果证实，pShPCNA转染可有效抑制人肝癌细胞的
增殖活性，其抑制细胞增殖的作用随浓度升高而增

强，表现出剂量依赖性，而错义 shRNA(pShNPC)
对生长无明显抑制作用，提示 pShPCNA对 HepG2
细胞抑制作用具有特异性．

流式细胞术分析细胞周期发现，pShPCNA组
转染的 HepG2细胞中，G1期细胞数明显增多，S
期细胞数明显减少，G2期细胞数减少．其原因为：
a．PCNA是一种核周期性因子，在 G1 期开始出
现，S 期达到高峰，G2 期及 M 期逐渐下降．
PCNA蛋白会和 DNA多聚酶结合，促进细胞进入
S期，产生细胞过度增殖及癌变．但 pShPCNA抑
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制 PCNA的表达，延缓了肿瘤细胞由 G1期向 S期
的过渡，从而减少 S期细胞含量，抑制肝癌细胞的
增殖．b．由于 PCNA-P21可以和多种 CDK/cyclin
形成四聚体[1]，当 PCNA表达被抑制，使 CDK 活
性被抑制，从而影响 RB蛋白磷酸化和与之结合的
转录因子的释放，导致细胞不能通过 G1期检验点
进人 S期．

JC-1是一种碳氰化合物类荧光染料[14]，在细胞

内以聚合体和单体两种不同的物理形式存在，分别

处于不同的荧光发射峰．当 JC-1浓度升高，形成
聚合物，激发波长为 590 nm时发出红色的荧光，
激发波长为 527 nm 时呈绿色荧光；当 JC-1 浓度
低，主要以单体形式存在，激发波长为 590 nm时
发出较弱的红色荧光，激发波长为 527 nm时呈绿
色荧光，通过鉴定线粒体内荧光染料 JC-1 浓度，
可间接检测线粒体膜电位的改变．荧光显微镜检

测，pShPCNA转染组细胞线粒体膜电位的下降，
出现高绿低红的凋亡细胞特征，细胞对照组、

pShPNA组为高红高绿，说明 pShPCNA转染组出
现线粒体膜电位下降，蛋白性孔道 (permeability
transition pore，PTP)开放．经流式细胞术检测，
pShPCNA转染组出现了大量亚二倍体细胞群、出
现 AnnexinV-FITC (+)、PI(-)特征的早期凋亡细胞
群，且呈剂量 -效应关系；Hoechest 33258染色发
现 pShPCNA组细胞可见核固缩、边聚和裂解、凋
亡小体形成等凋亡形态学变化．

本实验证明，pShPCNA 诱导 HepG2 细胞凋
亡．此凋亡信号传导途径是否为线粒体凋亡途径，

还需进一步检测线粒体细胞色素 c 的释放以及
caspase 9、caspase 3的活性，加以佐证．
本研究成功构建针对 PCNA 基因的 siRNA 真

核表达载体，并在人肝癌细胞系 HepG2细胞中成
功地表达了 siRNA，有效地抑制了 PCNA的表达，
进而抑制 HepG2细胞增殖、诱导细胞凋亡、并使
细胞出现 G0/G1 期阻滞，说明我们构建的针对
PCNA的真核表达载体是正确有效的，为后续研究
PCNA基因在肝癌 HepG2细胞中的功能，以及其
他基因之间的相互关系提供实验工具．
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Construction of shRNA Targeting PCNA Gene and Its Effects
on Proliferation and Apoptosis of HepG2 Cell Lines*
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3) Pingyang People蒺s Hospital, Wenzhou 325400 China; 4) Department of Laboratory, Panyu Center Hospital, Guangzhou 511400, China)

Abstract In order to explore the function of PCNA gene on the proliferation and apoptosis of hepatocelluar
carcinoma HepG2 cells, to provide the experimental evidence and a new tool to further explore the function of
PCNA gene and the feasibility of its gene therapy, the eukaryotic expression vector targeting PCNA was
constructed. According to the sequence screened in previous work, PCNA siRNA was converted into cDNA coding
expression of shRNA (small hairpin RNA). The cDNA was synthesized and inserted into plasmid pSilencer2.0-U6
to construction of eukaryotic expression vector of siRNA specific for targeting PCNA gene, the negative plasmid
pShPNA was also constructed. The plasmids were identified by sequence analysis. The plasmid was transiently
transfected into hepatocelluar carcinoma HepG2 cells for 48 h, proliferation and the clone formation of HepG2
cells were detected by CCK-8 and clone formation assay respectively. The percentage of hypodiploid cells and
early apoptotic cells was detected by flow cytometry. The morphology was examined by fluorescence microscope
after Hoechst 33258 staining. Compared with control group and negative control group, PCNA mRNA level was
reduced by pShPCNA detected by RT-PCR. The proliferation and clone formation of HepG2 cells treated with
pShPCNA for 48 h were significantly inhibited (P < 0.01). The migration was also attenuated when PCNA was
knocked down by shRNA, and flow cytometry analysis showed an increase of the percentage of G0/G1 phase cells,
along with a decrease of cell population in the S phase. Percentages of hypodiploid cells and early apoptosis rates
were significantly higher in treatment groups than those in control and negative control group (P < 0.01).
Mitochondrial membrane potential was reduced in pShPCNA group detected by JC-1 fluorescent staining.
Apoptotic morphology such as cell shrinkage, nuclear condensation, nuclear fragmentation, chromatin
condensation and apoptotic bodies were also observed by staining with Hoechst33258 under fluorescence
microscope. The study indicated the eukaryotic expression vector, PCNA shRNA has been successfully
constructed, and effectively inhibits proliferation and induces apoptosis and arrested HepG2 cells in G0/G1 phage.

Key words RNA interference, proliferating cell nuclear antigen, eukaryotic expression vector, HepG2 cell line,
hepatocelluar carcinoma
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