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·论著·

SMP30 对肝癌细胞增殖影响作用机制
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0　引言

肝癌指发生于肝脏的恶性肿瘤，死亡率较高，其是肝脏

内的细胞所引发的癌病，肝癌细胞的恶性增殖，严重威胁到

肝癌患者的身体健康，临床证明，SMP30 对抑制肝癌细胞的

恶性增殖具备极强的作用，试验证明，在 DNA、RNA、蛋

白水平方面可以抑制大鼠肝细胞增殖，对人肝癌细胞的增殖

也有抑制作用 [1]。

1　材料

1.1　标本。人肝癌细胞选自中国科学院典型培养物保藏委员

会细胞库。

1.2　主要试剂与设备。涉及到细胞培养用试剂、BSA、胰蛋

白酶、MTT 细胞增值试剂盒、FQ-PCR 用试剂等，实验设备

包括通用设备、荧光显微镜、流式细胞仪、细胞培养设备等。

2　方法

2.1　 设 计 siRNA。 其 siRNA 片 段 为 RGN-homo-1035， 
RGN-homo-1413， RGN-homo-1681 等。

2.2　肝癌细胞的培养传代及转染。以 4-5×104 对数生长期

细胞接种于 24 孔板，当细胞融合度达到 30%-50% 时转染，

转染前一天环卫无双抗 DMEM 液，每孔加入 0.4 mL，做好

每孔转染混合液，将 siRNA-Xfec polymer 复合物加到培养

液及肝癌细胞的培养孔内。在一定温度培养 4 小时后，将培

养液换为常规培养液，含有血清及青链双抗。培养 36 小时后，

提取总 RNA，培养 2 天后，提取总蛋白 [2]。

2.3　转染率测定。观察 FAM-siRNA 的转入细胞情况，在

10 倍物镜下提取 6 个视野计数，分析所标记细胞占总细胞的

比值，将其作为转染效率。

2.4　干扰效率的计算。利用荧光定量 PCR 测肝癌细胞内的

SMP30 mRNA，进行相对表达量计算，计算其 RQ 值。

2.5　肝癌细胞的生长曲线。配置 MTT 液，将肝癌细胞以

104 个细胞 / 孔接种于 96 孔板，每板接种 27 个孔，共 5 板。

各代表时间点 24 h、48 h、72 h、96 h、120 h。将 96 孔板

分为 3 组，分别为 SMP3-siRNA 实验组、阴性对照组、空白

组。每组 9 孔，每孔加入含 1-%FBS 的 DMEM 液，每 24 小 
h 换液一次，每孔加入一定量 MTT 溶液，进行孵育，进行各

孔吸光值的测量，设置凋零孔，反诉三次取平均值，绘制生

长曲线。

2.6　Transwell 侵 袭 实 验。 将 无 血 清 EMEM 培 养 基 与

matrigel 胶 进 行 混 均， 选 择 对 数 生 长 期 的 各 组 细 胞， 在

Transwell 上室内加入细胞悬液，培养 2 天，加入含有甲醇

的孔内，将膜风干，移到加入结晶紫染液的孔内，晾干后，

选取 6 个中倍视野计数。

2.7　流式细胞仪检测细胞凋亡及细胞周期的检测。将细胞培

养液加入矢量胰酶细胞消化液，加入细胞培养液，用 PBS 轻

轻重悬细胞进行计数，离心弃上清，加入 Annexin V-FITC
结合液，加入碘化丙啶染色液，做好流式细胞仪检测。

取对数生长期肝癌细胞，以 1 mL 体积接种鱼 24 孔板，转染
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后放入培养箱 24 h，利用含 EDTA 胰蛋白酶消化 5 分钟，离

心收集细胞，弃上清，用预冷 PBS 洗两次，加入 75% 乙醇，

加入 PI，以 300，目尼龙网过滤细胞，进行细胞增值指数计算。

2.8　统计分析。利用 SPSS 20.0 展开统计学处理，使用单因

素方差分析，若 P<0.05，则差异具备统计学意义。

3　结果

3.1　转染率测定。利用荧光显微镜观察发荧光细胞，其转染

率为 86.8%。

3.2　测定干扰效率。计算相对表达量 RQ 值，得出 RGN-
homo-1035 为（43.52±10.64）%；RGN-homo-1413 为

（8.25±1.96）%；RGN-homo-1681 为（65.58±12.69）%。

干扰 48 小时后，提取肝癌细胞内的总蛋白，干扰效率 RGN-
homo-1035 为（41.46±10.93）%：RGN-homo-1413 为

（8.97±1.25）%；RGN-homo-1681 为（68.62±13.77）%
3.3　MTT 检测肝癌细胞增值。检测三组肝癌细胞 OD 值，

具体信息如下表 1。

表 1　利用 MTT 法检测三组细胞不同时间点的吸光值

分组
时间段

0 h 24 h 48 h 72 h 96 h 120 h

空白组 1 1.56 3.12 5.63 8.87 13.08

对照组 1 1.65 2.99 5.74 8.98 12.76

实验组 1 1.77 4.64 8.85 13.96 18.55

3.4　细胞侵蚀实验。入室 2 天后，结晶紫染色，光镜下观察

得知，相比于对照组及空白组的穿膜细胞数量，干扰组数量

明显增加，差别具备统计学意义（P<0.05），空白组与对照

组无显著性差异。

3.5　流式细胞仪测细胞凋亡。进行各实验组细胞收集，加入

Annexin V-FITC 及碘化丙啶避光染色，观察细胞凋亡率，

干扰组为（7.54±1.36）%，高于其他两组。流式检测效果发现，

干扰组细胞凋零率为（45.45±11.36）%，高于空白组及对照组。

3.6　测凋零相关蛋白 Bcl-2 与 Bax。通过 westen-blot 法测试，

得知实验组、空白组、对照组的 Bcl-2 的相对表达量分别是

（24.33±2.53）、（44.67±2.76）、（47.25±5.45）。 实 验

组的 bcl-2，具备统计学差异（P<0.05）。测 Bax 蛋白，计算

相对表达量，实验组、空白组、对照组 Bax 相对表达量分别

为（65.38±5.46）、（45.13±3.26）、（46.25±5.45）。 实

验组 Bax 表达明显提高。

3.7　流式细仪测细胞周期。流式检测结果得知，实验组细胞

增殖指数提高，具备统计学差异。实验组、空白组、对照组

的细胞增殖指数分别为（44.38±5.28）%、（25.45±3.89）%、

（26.25±5.64）%。

4　讨论

RNAi 是一种基因沉默技术，起到调节细胞内基因表达

的作用。SiRNA 有效结合靶基因 mRNA 是 RNAi 的核心，

为了提升 siRNA 转染效率，需要避免 RNA 酶受到污染，所

选用 Xfect 转染试剂不受血清感染，得出 RGN-homo-1035
组及 RGN-homo-1681 组的干扰效率均高于 50%，可以作为

候选目标。RGN-homo-1681 组可以作为后续实验的干扰序

列。SMP30 在 DNA、RNA、蛋白水平方面可以抑制大鼠肝

细胞增殖，对人肝癌细胞的增殖也有抑制作用 [3]。研究表明，

内源性 SMP30 对多种参与蛋白质代谢和信号传导的酶都具备

抑制分泌的作用，SMP30 表达降低的结果导致细胞凋亡的增

加，SMP30 可抑制紫外照射导致的肝癌细胞凋零，对于生理

状态下的肝癌细胞不具备调节凋亡作用。Bax/bcl-2 比值决

定同源二聚体与异源二聚体的比值，决定了细胞能否进入凋

亡状态。
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