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　 　 【摘要】 　 目的　 探讨分化抑制因子 １ (ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ １ꎬ Ｉｄ１)在乙型肝炎病毒复制、肝癌细胞增殖

和凋亡中的作用及机制ꎮ 方法　 使用 ＲＮＡ 干扰技术将 ＨｅｐＧ２ ２ １５ 肝癌细胞株的 Ｉｄ１ 基因沉默ꎬ作为 ｓｉＲＮＡ￣Ｉｄ１
组ꎻ设计无关序列作为 ｓｉＲＮＡ￣Ｃｏｎｔｒｏｌ 组ꎻ使用 Ｐｉｆｉｔｈｒｉｎ￣α 抑制 ｓｉＲＮＡ￣Ｉｄ１ 细胞中 ｐ５３ 的表达ꎬ作为 ｓｉＲＮＡ￣Ｉｄ１ ＋
Ｐｉｆｉｔｈｒｉｎ￣α 组ꎻ将 ＨｅｐＧ２ ２ １５ 肝癌细胞作为 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组ꎮ 依次使用 ｑＲＴ￣ＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ、ＥＬＩＳＡ、ＭＴＴ、流式细胞术

检测乙型肝炎病毒的复制、细胞的增殖和凋亡ꎮ 结果 　 ｓｉＲＮＡ￣Ｉｄ１ 组细胞中 Ｉｄ１ ｍＲＮＡ 和蛋白的表达量低于

ｓｉＲＮＡ￣Ｃｏｎｔｒｏｌ 组(Ｐ<０ ０５)ꎮ 与 ｓｉＲＮＡ￣Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比较ꎬｓｉＲＮＡ￣Ｉｄ１ 组细胞中 ＨＢｘ ｍＲＮＡ 和蛋白的表达量降低(Ｐ<
０ ０５)ꎬ上清液中 ＨＢｓＡｇ 和 ＨＢｅＡｇ 的含量降低(Ｐ<０ ０５)ꎬ细胞增殖缓慢(Ｐ<０ ０５)ꎬ早期细胞凋亡比例和晚期细胞

凋亡比例升高(Ｐ<０ ０５)ꎬ细胞中 Ｂａｘ 和 Ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ￣３ 蛋白的表达量升高(Ｐ<０ ０５)ꎬ而 ＢｃＬ￣２ 蛋白的表达量降

低(Ｐ<０ ０５)ꎮ Ｐｉｆｉｔｈｒｉｎ￣α 可不同程度的抑制 Ｉｄ１ 基因沉默后的上述生物学效应(Ｐ<０ ０５)ꎮ 结论　 ＲＮＡ 干扰 Ｉｄ１
可以降低乙型肝炎病毒的复制ꎬ抑制肝癌细胞的增殖ꎬ诱导细胞凋亡ꎬ其机制可能与 ｐ５３ 的过表达有关ꎮ

【关键词】 　 分化抑制因子 １ꎻ乙型肝炎病毒ꎻ肝细胞癌ꎻ小分子干扰 ＲＮＡꎻｐ５３
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(１.Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｐｈａｒｍａｃｙ ａｎｄ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｓｃｉｅｎｃｅꎬ Ｙａ’ａｎ Ｖｏｃａｔｉｏｎａｌ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｉｃａｌ Ｃｏｌｌｅｇｅꎬ Ｙａ’ａｎ ６２５０００ꎬ Ｃｈｉｎａ.
２. Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ ｍｅｄｉｃａｌ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙꎬ Ｆｉｒｓｔ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ ４０００１６)

　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｒｏｌｅ ａｎｄ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ １ (Ｉｄ１) ｏｎ ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ
ｔｈｅ ｈｅｐａｔｉｔｉｓ Ｂ ｖｉｒｕｓꎬ ａｎｄ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｈｅｐａｔｏｍａ ｃｅｌｌｓ. Ｍｅｔｈｏｄｓ 　 Ｔｈｅ Ｉｄ１ ｇｅｎｅ ｉｎ ｔｈｅ ＨｅｐＧ２ ２ １５
ｈｅｐａｔｏｍａ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ ｗａｓ ｓｉｌｅｎｃｅｄ ｂｙ ＲＮＡ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ (ｓｉＲＮＡ￣Ｉｄ１ ｇｒｏｕｐ). Ａｎ ｕｎｒｅｌａｔｅｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｗａｓ ｄｅｓｉｇｎｅｄ ａｎｄ ｕｓｅｄ ｆｏｒ
ｔｈｅ ｓｉＲＮＡ￣Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐ５３ ｉｎ ｓｉＲＮＡ￣Ｉｄ１ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｂｙ ｐｉｆｉｔｈｒｉｎ￣α ( ｓｉＲＮＡ￣Ｉｄ１＋Ｐｉｆｉｔｈｒｉｎ￣α
ｇｒｏｕｐ) ａｎｄ ＨｅｐＧ２ ２ １５ ｈｅｐａｔｏｍａ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ａｓ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ. Ｔｈｅ ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｅｐａｔｉｔｉｓ Ｂ ｖｉｒｕｓꎬ ｃｅｌｌ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎꎬ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｑＲＴ￣ＰＣＲꎬ ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔꎬ ＥＬＩＳＡꎬ ＭＴＴꎬ ａｎｄ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ.
Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｔｈｅ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ Ｉｄ１ ｉｎ ｔｈｅ ｓｉＲＮＡ￣Ｉｄ１ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ｓｉＲＮＡ￣Ｃｏｎｔｒｏｌ



ｇｒｏｕｐ (Ｐ<０ ００１). Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｉＲＮＡ￣ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＨＢｘ ｉｎ ｔｈｅ ｓｉＲＮＡ￣Ｉｄ１
ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ (Ｐ<０ ００１)ꎬ ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ＨＢｓＡｇ ａｎｄ ＨＢｅＡｇ ｉｎ ｔｈｅ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ｗｅｒｅ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ (Ｐ<０ ００１)ꎬ ｔｈｅ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ (Ｐ<０ ０５)ꎬ ｔｈｅ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｓ ｏｆ ｅａｒｌｙ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｌａｔｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄ (Ｐ<０ ００１)ꎬ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ Ｂａｘ ａｎｄ ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ￣３ ｉｎ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ (Ｐ<０ ００１)ꎬ ａｎｄ ｔｈｅ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＢｃＬ￣２ ｗａｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ (Ｐ<０ ０５). Ｐｉｆｉｔｈｒｉｎ￣α ｐａｒｔｌｙ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｔｈｅｓｅ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｅｆｆｅｃｔｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ Ｉｄ１
ｇｅｎｅ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ 　 Ｔｈｅ ＲＮＡ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ ｏｆ Ｉｄ１ ｒｅｄｕｃｅｄ ｔｈｅ ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｅｐａｔｉｔｉｓ Ｂ ｖｉｒｕｓꎬ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｔｈｅ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ｃｅｌｌｓꎬ ａｎｄ ｉｎｄｕｃｅｄ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ. Ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｍａｙ ｂｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ
ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐ５３.

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】 　 ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ １ ( Ｉｄ１)ꎻ ｈｅｐａｔｉｔｉｓ Ｂ ｖｉｒｕｓ ( ＨＢＶ)ꎻ ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａꎻ ｓｍａｌｌ
ｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇ ＲＮＡ(ｓｉＲＮＡ)ꎻ ｐ５３

　 　 分化抑制因子 １ ( ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ １ꎬ
Ｉｄ１)是一种螺旋－环－螺旋状结构的负性转录因子

调控蛋白[１]ꎮ Ｉｄ１ 可抑制转录因子的 ＤＮＡ 结合和

转录激活能力ꎬ参与调节细胞生长和分化[２－４]ꎮ Ｉｄ１
的表达与乙型肝炎病毒 (ｈｅｐａｔｉｔｉｓ Ｂ ｖｉｒｕｓꎬ ＨＢＶ)相
关性肝细胞癌的预后密切相关[５]ꎬ如 Ｄｉｎｇ 等[６]人对

９６ 例 ＨＢＶ 相关性肝细胞癌的组织样本进行分析发

现ꎬ６４ ６％的样本显示 Ｉｄ１ 过表达ꎬ与组织学分级、
淋巴结转移呈正相关ꎬ而且 Ｉｄ１ 过表达患者的生存

率较低ꎮ 但是ꎬＩｄ１ 在 ＨＢＶ 相关性肝细胞癌中的作

用机制仍缺乏报道ꎬ因此本文旨在探讨 Ｉｄ１ 在 ＨＢＶ
复制、肝癌细胞增殖和凋亡中的作用及机制ꎮ

１　 材料和方法

１ １　 实验材料

ＨｅｐＧ２ ２ １５ 肝癌细胞株(批号:ＺＱ０５５１)购自

上海中乔新舟生物科技有限公司ꎮ
１ ２　 主要试剂与仪器

ＭＴＴ、细胞 凋 亡 检 测 试 剂 盒 ( 批 号: ＳＴ３１６、
Ｃ１０６２Ｓ)购自上海碧云天生物技术有限公司ꎻ逆转

录试剂盒、荧光定量 ＰＣＲ 试剂盒(批号:Ｄ６１１０ Ａ、
ＤＲＲ８２０ Ａ)购自日本 Ｔａｋａｒａ 公司ꎻｐＧＥｘ－４Ｔ－１ 质粒

(批号:ＣＷ２１９８)购自北京康为世纪生物科技有限

公司ꎻ ＴＲＩｚｏｌ、 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００ 转 染 液 ( 批 号:
１５５９６０１８、１１６６８０１９)购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司ꎻ胎牛

血清、青链霉素、ＤＭＥＭ 培养基 (批号:１６２５００８６、
１５１４０１６３、１１９６５０９２)购自美国 Ｇｉｂｃｏ 公司ꎻＧ４１８(批
号:Ｇ８１６０)购自北京索莱宝科技有限公司ꎻＰｉｆｉｔｈｒｉｎ￣
α(批号: Ｐ４３５９) 购自美国 Ｓｉｇｍａ 公司ꎻＨＢｓＡｇ 和

ＨＢｅＡｇ ＥＬＩＳＡ 试剂盒(批号:２２７７１２、２２７６９９)购自

武汉艾美捷科技有限公司ꎻ抗 Ｉｄ１ 抗体 (批号:
ＭＡＢ４３７２)购自美国 Ｃｈｅｍｉｃｏｎ 公司ꎻ抗 ＨＢｘ 抗体、
抗 Ｂａｘ 抗体、抗 ＢｃＬ￣２ 抗体、抗 Ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ￣３

抗体、抗 ＧＡＰＤＨ 抗体 ( 批号: ａｂ３９７１６、 ａｂ３２５０３、
ａｂ３２１２４、ａｂ２３０２、ａｂ１８１６０２)购自英国 Ａｂｃａｍ 公司ꎮ
１ ３　 实验方法

１ ３ １　 质粒构建与细胞转染

参照于游等[７] 的报道设计 Ｉｄ１ 的干扰序列

(ｓｉＲＮＡ￣Ｉｄ１) 和无关序列 ( ｓｉＲＮＡ￣Ｃｏｎｔｒｏｌ) (见表

１)ꎮ 使用基因工程的方法将干扰序列和无关序列

构建至 ｐＧＥｘ － ４Ｔ － １ 质粒中ꎮ 使用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
２０００ 转染液将 ｓｉＲＮＡ￣Ｉｄ１ 质粒和 ｓｉＲＮＡ￣Ｃｏｎｔｒｏｌ 质
粒转染至 ＨｅｐＧ２ ２ １５ 肝癌细胞株ꎬ使用实时定量

聚合酶链式反应 (Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ
ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎꎬ ｑＲＴ￣ＰＣＲ)和蛋白质免疫印迹试验

(Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ)验证 Ｉｄ１ ｍＲＮＡ 和蛋白质表达量的抑

制效果ꎮ
１ ３ ２　 细胞培养与分组

使用含 １０％胎牛血清、１００ Ｕ / ｍＬ 青链霉素和

４００ μｇ / ｍＬ Ｇ４１８ 的 ＤＭＥＭ 培养基培养 ＨｅｐＧ２ ２ １５
肝癌细胞ꎮ 将细胞随机分为 ４ 组:对照组(Ｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐ)、 ｓｉＲＮＡ￣Ｃｏｎｔｒｏｌ 组 ( ｓｉＲＮＡ￣Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ )、
ｓｉＲＮＡ￣Ｉｄ１ 组 ( ｓｉＲＮＡ￣Ｉｄ１ ｇｒｏｕｐ )、 ｓｉＲＮＡ￣Ｉｄ１ ＋
Ｐｉｆｉｔｈｒｉｎ￣α 组( ｓｉＲＮＡ￣Ｉｄ１ ＋Ｐｉｆｉｔｈｒｉｎ￣α ｇｒｏｕｐ)ꎮ 对照

组细胞不进行细胞转染ꎬｓｉＲＮＡ￣Ｃｏｎｔｒｏｌ 组细胞使用

ｓｉＲＮＡ￣Ｃｏｎｔｒｏｌ 质粒转染ꎬ ｓｉＲＮＡ￣Ｉｄ１ 组细胞使用

ｓｉＲＮＡ￣Ｉｄ１ 质粒转染ꎬｓｉＲＮＡ￣Ｉｄ１＋Ｐｉｆｉｔｈｒｉｎ￣α 组细胞

使 用 ｓｉＲＮＡ￣Ｉｄ１ 质 粒 转 染 后 加 入 终 浓 度 为

２０ μｍｏｌ / Ｌ的 Ｐｉｆｉｔｈｒｉｎ￣α[８]ꎮ 孵育 ４８ ｈ 后ꎬ收集细胞

和上清液进行检测ꎮ
１ ３ ３　 ｑＲＴ￣ＰＣＲ

ＴＲＩｚｏｌ 试 剂 盒 提 取 ＨｅｐＧ２ ２ １５ 细 胞 中 的

ｍＲＮＡꎬ逆转录试剂盒将 ｍＲＮＡ 逆转录为 ｃＤＮＡꎬ荧
光定量 ＰＣＲ 试剂盒检测 Ｉｄ１ 和 ＨＢｘ 基因的表达ꎬ引
物序列(见表 ２)ꎮ 目的基因的相对表达量 ＝ (实验

组的 ２－ΔＣｔ) / (对照组的 ２－ΔＣｔ)(ΔＣｔ ＝目的基因 Ｃｔ 值

１９中国比较医学杂志 ２０２０ 年 ２ 月第 ３０ 卷第 ２ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｆｅｂｒｕａｒｙ ２０２０ꎬＶｏｌ. ３０ꎬＮｏ. ２



－内参基因 Ｃｔ 值) [９]ꎮ
１ ３ ４ 　 酶 联 免 疫 吸 附 试 验 ( ｅｎｚｙｍｅ￣ｌｉｎｋｅｄ
ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙꎬ ＥＬＩＳＡ)

ＥＬＩＳＡ 试剂盒检测细胞上清液中 ＨＢｓＡｇ 和

ＨＢｅＡｇ 的含量ꎬ酶标仪 ４５０ ｎｍ 波长处测定吸光度

值(Ｏｐｔｉｃａｌ Ｄｅｎｓｉｔｙꎬ ＯＤ)ꎮ
１ ３ ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ

细胞裂解后ꎬ１２０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎꎬ取上清

进行蛋白定量ꎬ然后进行聚丙烯酰胺凝胶电泳和转

膜ꎬ封闭 ２ ｈꎬ使用抗 Ｉｄ１ 抗体 (１ ∶５００)、抗 ＨＢｘ 抗体

(１ ∶１０００)、抗 Ｂａｘ 抗体 (１ ∶１０００)、抗 ＢｃＬ￣２ 抗体 (１
∶１０００)、抗 Ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ￣３ 抗体 ( １ ∶ １０００)、抗

ＧＡＰＤＨ 抗体 (１ ∶５０００)ꎬ４℃过夜孵育ꎮ 洗涤后ꎬ加
入二抗孵育 １ ｈꎬ洗涤后显色ꎬ曝光和拍照ꎮ 使用

Ｉｍａｇｅ Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ ６ ０ 软件测定灰度值ꎬ对照组中目的

条带和 ＧＡＰＤＨ 条带的灰度值之比作为 １[１０]ꎮ
１ ３ ６　 ＭＴＴ 试验

将 ５×１０３ 个细胞种植于 ９６ 孔板ꎬ于培养 ２４ ｈ、
４８ ｈ 和 ７２ ｈ 后加入 １０ μＬ ５ ｍｇ / ｍＬ 的ＭＴＴ 溶液ꎬ继
续培养 ４ ｈꎬ吸弃上清液ꎬ加入 １００ μＬ 的 ＤＭＳＯ 溶

液ꎬ室温下振荡混匀 ５ ｍｉｎꎬ酶标仪在 ４９０ ｎｍ 下测定

ＯＤ 值ꎮ
１ ３ ７　 流式细胞术

向 １０５ 个细胞中加入 １９５ μＬ 的 ＡｎｎｅｘｉｎⅤ￣
ＦＩＴＣ 结合液重悬ꎬ加入 ５ μＬ 的 ＡｎｎｅｘｉｎⅤ￣ＦＩＴＣ 和

１０ μＬ 的碘化丙啶ꎬ混匀后孵育 ２０ ｍｉｎꎬ流式细胞仪

检测ꎮ Ａｎｎｅｘｉｎ Ⅴ＋ ＰＩ－ 细 胞 为 早 期 凋 亡 细 胞ꎬ
Ａｎｎｅｘｉｎ Ⅴ＋ＰＩ＋细胞为晚期凋亡细胞ꎬ凋亡率 ＝凋亡

细胞数 /总细胞数×１００％ꎮ
１ ４　 统计学方法

使用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ６ ０ 软件进行统计分析ꎮ
计量数据均以平均数±标准差( ｘ ± ｓ )表示ꎬ多组间

比较使用单因素方差分析ꎬ两两比较使用 ＳＮＫ￣ｑ 检

验ꎬ两组间比较使用 ｔ 检验ꎮ Ｐ<０ ０５ 时差异有统计

学意义ꎮ

２　 结果

２ １　 ｓｉＲＮＡ￣Ｉｄ１ 抑制 Ｉｄ１ 的表达

ｓｉＲＮＡ￣Ｉｄ１ 组细胞中 Ｉｄ１ ｍＲＮＡ 和蛋白的表达

量低于 ｓｉＲＮＡ￣Ｃｏｎｔｒｏｌ 组(Ｐ<０ ０５)(见图 １ 和表 ３)ꎮ
２ ２　 ｓｉＲＮＡ￣Ｉｄ１ 抑制 ＨＢｘ 的表达

与 ｓｉＲＮＡ￣Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比较ꎬｓｉＲＮＡ￣Ｉｄ１ 组细胞

中 ＨＢｘ ｍＲＮＡ 和蛋白的表达量降低(Ｐ<０ ０５)ꎻ与
ｓｉＲＮＡ￣Ｉｄ１ 组相比较ꎬｓｉＲＮＡ￣Ｉｄ１＋Ｐｉｆｉｔｈｒｉｎ￣α ｇｒｏｕｐ 组

细胞中 ＨＢｘ ｍＲＮＡ 和蛋白的表达量升高(Ｐ<０ ０５)
(见图 ２ 和表 ４)ꎮ

表 １　 ｓｉＲＮＡ 序列
Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｓｉＲＮＡ

小分子干扰 ＲＮＡ
ｓｉＲＮＡ

序列
Ｓｅｑｕｅｎｃｅ

Ｉｄ１ 干扰序列
ｓｉＲＮＡ￣Ｉｄ１

上游序列 Ｆｏｒｗａｒｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ５’￣ＧＡＡＴＴＣＵＧＡＧＣＡＡＧＧＵＧＧＡＧＡＵＵＣＵＧＣＧＧＣＣＧＣ－３’

下游序列 Ｒｅｖｅｒｓｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ５’￣ＧＣＧＧＣＣＧＣＡＧＡＡＵＣＵＣＣＡＣＣＵＵＧＣＵＣＡＧＡＡＵＵＣ－３’

无关序列
ｓｉＲＮＡ￣Ｃｏｎｔｒｏｌ

上游序列 Ｆｏｒｗａｒｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ５’￣ＧＡＡＴＴＣＧＣＧＡＣＧＡＵＣＵＧＣＣＵＡＡＧＡＵＧＣＧＧＣＣＧＣ－３’

下游序列 Ｒｅｖｅｒｓｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ５’￣ＧＣＧＧＣＣＧＣＡＵＣＵＵＡＧＧＣＡＧＡＵＣＧＵＣＧＣＧＣＧＧＣＣＧＣ－３’

表 ２　 引物序列
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

基因
Ｇｅｎｅ

引物序列
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

Ｉｄ１
上游序列 Ｆｏｒｗａｒｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ５’￣ＣＴＧＣＴＣＴＡＣＧＡＣＡＴＧＡＡＣＧＧ－３’

下游序列 Ｒｅｖｅｒｓｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ５’￣ＧＡＡＧＧＴＣＣＣＴＧＡＴＧＴＡＧＴＣＧＡＴ－３’

ＨＢｘ
上游序列 Ｆｏｒｗａｒｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ５’￣ＣＡＣＴＴＣＧＣＣＴＣＡＣＣＴＣＴＧ－３’

下游序列 Ｒｅｖｅｒｓｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ５’￣ＴＣＧＧＴＣＧＴＴＧＡＣＡＴＴＧＣＴ－３’

ＧＡＰＤＨ
上游序列 Ｆｏｒｗａｒｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ５’￣ＧＡＴＴＧＴＴＧＣＣＡＴＣＡＡＣＧＡＣＣ－３’

下游序列 Ｒｅｖｅｒｓｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ５’￣ＧＴＧＣＡＧＧＡＴＧＣＡＴＴＧＣＴＧＡＣ－３’

２９ 中国比较医学杂志 ２０２０ 年 ２ 月第 ３０ 卷第 ２ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｆｅｂｒｕａｒｙ ２０２０ꎬＶｏｌ. ３０ꎬＮｏ. ２



２ ３　 ｓｉＲＮＡ￣Ｉｄ１ 抑制乙型肝炎病毒的复制

与 ｓｉＲＮＡ￣Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比较ꎬｓｉＲＮＡ￣Ｉｄ１ 组细胞

上清液中 ＨＢｓＡｇ 和 ＨＢｅＡｇ 的含量降低(Ｐ<０ ０５)ꎻ
与 ｓｉＲＮＡ￣Ｉｄ１ 组相比较ꎬｓｉＲＮＡ￣Ｉｄ１＋Ｐｉｆｉｔｈｒｉｎ￣α ｇｒｏｕｐ
组细胞上清液中 ＨＢｓＡｇ 和 ＨＢｅＡｇ 的含量升高(Ｐ<
０ ０５)(见表 ５)ꎮ
２ ４ 　 ｓｉＲＮＡ￣Ｉｄ１ 抑制 ＨｅｐＧ２ ２ １５ 肝癌细胞的

增殖

与 ｓｉＲＮＡ￣Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比较ꎬｓｉＲＮＡ￣Ｉｄ１ 组细胞

在培养 ４８ ｈ 和 ７２ ｈ 时的 ＯＤ 值降低(Ｐ<０ ０５)ꎻ与
ｓｉＲＮＡ￣Ｉｄ１ 组相比较ꎬｓｉＲＮＡ￣Ｉｄ１＋Ｐｉｆｉｔｈｒｉｎ￣α ｇｒｏｕｐ 组

细胞在培养 ４８ ｈ 和 ７２ ｈ 时的 ＯＤ 值升高(Ｐ<０ ０５)
(见表 ６)ꎮ

注:１:ｓｉＲＮＡ￣Ｃｏｎｔｒｏｌ 组ꎻ２:ｓｉＲＮＡ￣Ｉｄ１ 组ꎮ

图 １　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测细胞中 Ｉｄ１ 蛋白的表达

Ｎｏｔｅ. １ꎬ ｓｉＲＮＡ￣Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎻ ２ꎬ ｓｉＲＮＡ￣Ｉｄ１ ｇｒｏｕｐ.

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｅｘａｍｉｎｅ ｔｈｅ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｉｄ１

表 ３　 Ｉｄ１ 表达的比较(ｎ＝ １０)
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ Ｉｄ１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

信使 ＲＮＡ
ｍＲＮＡ

蛋白质
Ｐｒｏｔｅｉｎ

ｓｉＲＮＡ￣Ｃｏｎｔｒｏｌ 组
ｓｉＲＮＡ￣Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ １ ００±０ １８ １ ００±０ １６

ｓｉＲＮＡ￣Ｉｄ１ 组
ｓｉＲＮＡ￣Ｉｄ１ ｇｒｏｕｐ ０ ３９±０ ２０ ０ ４６±０ ２２

ｔ 值
ｔ ｖａｌｕｅ ７ １６９ ６ ２７７

Ｐ 值
Ｐ ｖａｌｕｅ <０ ００１ <０ ００１

注:１:Ｃｏｎｔｒｏｌ 组ꎻ２: ｓｉＲＮＡ￣Ｃｏｎｔｒｏｌ 组ꎻ ３: ｓｉＲＮＡ￣Ｉｄ１ 组ꎻ ４:
ｓｉＲＮＡ￣Ｉｄ１＋Ｐｉｆｉｔｈｒｉｎ￣α 组ꎮ

图 ２　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＨＢｘ 蛋白的表达

Ｎｏｔｅ. １ꎬ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎻ ２ꎬ ｓｉＲＮＡ￣Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎻ ３ꎬ ｓｉＲＮＡ￣
Ｉｄ１ ｇｒｏｕｐꎻ ４ꎬ ｓｉＲＮＡ￣Ｉｄ１＋Ｐｉｆｉｔｈｒｉｎ￣α ｇｒｏｕｐ.

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｅｘａｍｉｎｅ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＨＢｘ

表 ４　 ４ 组细胞中 ＨＢｘ 表达的比较(ｎ＝ １０)
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＨＢｘ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｆｏｕｒ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｃｅｌｌｓ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

信使 ＲＮＡ
ｍＲＮＡ

蛋白质
Ｐｒｏｔｅｉｎ

Ｃｏｎｔｒｏｌ 组
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ １ ００±０ １５ １ ００±０ １２

ｓｉＲＮＡ￣Ｃｏｎｔｒｏｌ 组
ｓｉＲＮＡ￣Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ １ ０６±０ １７ １ ０３±０ １５

ｓｉＲＮＡ￣Ｉｄ１ 组
ｓｉＲＮＡ￣Ｉｄ１ ｇｒｏｕｐ ０ ４１±０ ２６∗＃ ０ ３１±０ ２２∗＃

ｓｉＲＮＡ￣Ｉｄ１＋Ｐｉｆｉｔｈｒｉｎ￣α 组
ｓｉＲＮＡ￣Ｉｄ１＋Ｐｉｆｉｔｈｒｉｎ￣α ｇｒｏｕｐ ０ ７９±０ ２５∗＃▲ ０ ８３±０ ２７▲

Ｆ 值
Ｆ ｖａｌｕｅ １９ ０２０ ２８ １２０

Ｐ 值
Ｐ ｖａｌｕｅ <０ ００１ <０ ００１

注:与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比ꎬ∗Ｐ<０ ０５ꎻ与 ｓｉＲＮＡ￣Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比ꎬ＃Ｐ<０ ０５ꎻ
与 ｓｉＲＮＡ￣Ｉｄ１ 组相比ꎬ▲Ｐ<０ ０５ꎮ
Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ∗ Ｐ< ０ ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｉＲＮＡ￣
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ＃Ｐ<０ ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｉＲＮＡ￣Ｉｄ１ ｇｒｏｕｐꎬ▲Ｐ<０ ０５.

表 ５　 细胞上清液中 ＨＢｓＡｇ 和 ＨＢｅＡｇ 水平的比较(ｎ＝ １０)
Ｔａｂｌｅ ５　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＨＢｓＡｇ ａｎｄ ＨＢｅＡｇ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ

ｃｅｌｌ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ
组别
Ｇｒｏｕｐｓ

ＨＢｓＡｇ(吸光度值)
ＨＢｓＡｇ(ＯＤ)

ＨＢｅＡｇ(吸光度值)
ＨＢｅＡｇ(ＯＤ)

Ｃｏｎｔｒｏｌ 组
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ０ ５８３±０ ０５４ ０ ９８８±０ ０９５

ｓｉＲＮＡ￣Ｃｏｎｔｒｏｌ 组
ｓｉＲＮＡ￣Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ０ ５８９±０ ０５１ ０ ９８１±０ ０９０

ｓｉＲＮＡ￣Ｉｄ１ 组
ｓｉＲＮＡ￣Ｉｄ１ ｇｒｏｕｐ ０ ２７７±０ ０７３∗＃ ０ ４７７±０ １０８∗＃

ｓｉＲＮＡ￣Ｉｄ１＋Ｐｉｆｉｔｈｒｉｎ￣α 组
ｓｉＲＮＡ￣Ｉｄ１＋Ｐｉｆｉｔｈｒｉｎ￣α ｇｒｏｕｐ ０ ５７２±０ ０６９▲ ０ ８６２±０ １１３∗＃▲

Ｆ 值
Ｆ ｖａｌｕｅ ５９ ４７０ ５５ ６２０

Ｐ 值
Ｐ ｖａｌｕｅ <０ ００１ <０ ００１

注:与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比ꎬ∗Ｐ<０ ０５ꎻ与 ｓｉＲＮＡ￣Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比ꎬ＃Ｐ<０ ０５ꎻ
与 ｓｉＲＮＡ￣Ｉｄ１ 组相比ꎬ▲Ｐ<０ ０５ꎮ
Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ∗ Ｐ< ０ ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｉＲＮＡ￣
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ＃Ｐ<０ ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｉＲＮＡ￣Ｉｄ１ ｇｒｏｕｐꎬ▲Ｐ<０ ０５.

２ ５ 　 ｓｉＲＮＡ￣Ｉｄ１ 诱导 ＨｅｐＧ２ ２ １５ 肝癌细胞的

凋亡

与 ｓｉＲＮＡ￣Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比较ꎬｓｉＲＮＡ￣Ｉｄ１ 组细胞

的早期细胞凋亡比例和晚期细胞凋亡比例升高(Ｐ<
０ ０５)ꎻＰｉｆｉｔｈｒｉｎ￣α 可抑制 Ｉｄ１ 基因沉默后的促凋亡

效应(Ｐ<０ ０５)(见图 ３ 和表 ７)ꎮ
２ ６　 ｓｉＲＮＡ￣Ｉｄ１ 对凋亡相关蛋白表达的影响

与 ｓｉＲＮＡ￣Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比较ꎬｓｉＲＮＡ￣Ｉｄ１ 组细胞

中 Ｂａｘ 和 Ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ￣３ 蛋白的表达量升高ꎬ而
ＢｃＬ￣２ 蛋白的表达量降低(Ｐ<０ ０５)ꎻＰｉｆｉｔｈｒｉｎ￣α 可

部分抑制 Ｉｄ１ 基因沉默后的生物学效应(Ｐ<０ ０５)
(见图 ４ 和表 ８)ꎮ

３９中国比较医学杂志 ２０２０ 年 ２ 月第 ３０ 卷第 ２ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｆｅｂｒｕａｒｙ ２０２０ꎬＶｏｌ. ３０ꎬＮｏ. ２



表 ６　 ４ 组细胞增殖的比较(ｎ＝ １０)
Ｔａｂｌｅ ６　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｆｏｕｒ ｇｒｏｕｐｓ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

２４ ｈ(吸光度值)
２４ ｈ(ＯＤ)

４８ ｈ(吸光度值)
４８ ｈ(ＯＤ)

７２ ｈ(吸光度值)
７２ ｈ(ＯＤ)

Ｃｏｎｔｒｏｌ 组 Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ０ ７１８±０ ０４２ １ ０８５±０ ０４４ １ ５２８±０ ０４１
ｓｉＲＮＡ￣Ｃｏｎｔｒｏｌ 组 ｓｉＲＮＡ￣Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ０ ７１０±０ ０３９ １ ０９９±０ ０３６ １ ５３８±０ ０３７

ｓｉＲＮＡ￣Ｉｄ１ 组 ｓｉＲＮＡ￣Ｉｄ１ ｇｒｏｕｐ ０ ５５２±０ ０２８∗＃ ０ ７５４±０ ０３１∗＃ ０ ９６８±０ ０３５∗＃

ｓｉＲＮＡ￣Ｉｄ１＋Ｐｉｆｉｔｈｒｉｎ￣α 组 ｓｉＲＮＡ￣Ｉｄ１＋Ｐｉｆｉｔｈｒｉｎ￣α ｇｒｏｕｐ ０ ６３２±０ ０３２∗＃▲ ０ ９０４±０ ０３３∗＃▲ １ ３１８±０ ０３７∗＃▲

Ｆ 值 Ｆ ｖａｌｕｅ ４７ ４３０ ２０３ ２００ ５０４ １００
Ｐ 值 Ｐ ｖａｌｕｅ <０ ００１ <０ ００１ <０ ００１

注:与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比ꎬ∗Ｐ<０ ０５ꎻ与 ｓｉＲＮＡ￣Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比ꎬ＃Ｐ<０ ０５ꎻ与 ｓｉＲＮＡ￣Ｉｄ１ 组相比ꎬ▲Ｐ<０ ０５ꎮ
Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ∗Ｐ<０ ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｉＲＮＡ￣Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ＃Ｐ<０ ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｉＲＮＡ￣Ｉｄ１ ｇｒｏｕｐꎬ▲Ｐ<０ ０５.

图 ３　 流式细胞术检测细胞的凋亡

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｅｘａｍｉｎｅ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ

表 ７　 ４ 组细胞凋亡率的比较(ｎ＝ １０)
Ｔａｂｌｅ ７　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｔｉｃ ｒａｔｅ ｉｎ ｆｏｕｒ ｇｒｏｕｐｓ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

早期凋亡细胞比例(％)
Ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ｅａｒｌｙ ａｐｏｐｔｏｔｉｃ ｃｅｌｌｓ

晚期凋亡细胞比例(％)
Ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ｌａｔｅ ａｐｏｐｔｏｔｉｃ ｃｅｌｌｓ

Ｃｏｎｔｒｏｌ 组 Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ １ ８３±０ ６９ ２ １９±０ ７２

ｓｉＲＮＡ￣Ｃｏｎｔｒｏｌ 组 ｓｉＲＮＡ￣Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ １ ９０±０ ７５ ２ ２６±０ ７７

ｓｉＲＮＡ￣Ｉｄ１ 组 ｓｉＲＮＡ￣Ｉｄ１ ｇｒｏｕｐ １０ ３８±２ ３３∗＃ １１ ４１±２ ６３∗＃

ｓｉＲＮＡ￣Ｉｄ１＋Ｐｉｆｉｔｈｒｉｎ￣α 组 ｓｉＲＮＡ￣Ｉｄ１＋Ｐｉｆｉｔｈｒｉｎ￣α ｇｒｏｕｐ １ ９８±０ ９１▲ ４ ２０±１ ５８∗＃▲

Ｆ 值 Ｆ ｖａｌｕｅ ９８ ５１０ ７２ ３８０

Ｐ 值 Ｐ ｖａｌｕｅ <０ ００１ <０ ００１

注:与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比ꎬ∗Ｐ<０ ０５ꎻ与 ｓｉＲＮＡ￣Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比ꎬ＃Ｐ<０ ０５ꎻ与 ｓｉＲＮＡ￣Ｉｄ１ 组相比ꎬ▲Ｐ<０ ０５ꎮ
Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ∗Ｐ<０ ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｉＲＮＡ￣Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ＃Ｐ<０ ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｉＲＮＡ￣Ｉｄ１ ｇｒｏｕｐꎬ▲Ｐ<０ ０５.

４９ 中国比较医学杂志 ２０２０ 年 ２ 月第 ３０ 卷第 ２ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｆｅｂｒｕａｒｙ ２０２０ꎬＶｏｌ. ３０ꎬＮｏ. ２



表 ８　 细胞凋亡相关蛋白表达的比较(ｎ＝ １０)
Ｔａｂｌｅ ８　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

ＢｃＬ￣２ 相关 Ｘ 蛋白
Ｂａｘ

Ｂ 淋巴细胞瘤－２
ＢｃＬ￣２

活性半胱天冬酶－３
Ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ￣３

Ｃｏｎｔｒｏｌ 组 Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ １ ００±０ １７ １ ００±０ １９ １ ００±０ １６
ｓｉＲＮＡ￣Ｃｏｎｔｒｏｌ 组 ｓｉＲＮＡ￣Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ １ ０６±０ ２１ ０ ９７±０ １５ ０ ９６±０ １７

ｓｉＲＮＡ￣Ｉｄ１ 组 ｓｉＲＮＡ￣Ｉｄ１ ｇｒｏｕｐ ２ ３６±０ ４８∗＃ ０ ６７±０ ３１∗＃ １ ９５±０ ４２∗＃

ｓｉＲＮＡ￣Ｉｄ１＋Ｐｉｆｉｔｈｒｉｎ￣α 组 ｓｉＲＮＡ￣Ｉｄ１＋Ｐｉｆｉｔｈｒｉｎ￣α ｇｒｏｕｐ １ ２５±０ ２７▲ ０ ９４±０ ２３▲ １ ５８±０ ２９∗＃▲

Ｆ 值 Ｆ ｖａｌｕｅ ４３ １７０ ４ ４５１ ２９ ０１０
Ｐ 值 Ｐ ｖａｌｕｅ <０ ００１ ０ ００９ <０ ００１

注:与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比ꎬ∗Ｐ<０ ０５ꎻ与 ｓｉＲＮＡ￣Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比ꎬ＃Ｐ<０ ０５ꎻ与 ｓｉＲＮＡ￣Ｉｄ１ 组相比ꎬ▲Ｐ<０ ０５ꎮ
Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ∗Ｐ<０ ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｉＲＮＡ￣Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ＃Ｐ<０ ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｉＲＮＡ￣Ｉｄ１ ｇｒｏｕｐꎬ▲Ｐ<０ ０５.

注:１:Ｃｏｎｔｒｏｌ 组ꎻ２:ｓｉＲＮＡ￣Ｃｏｎｔｒｏｌ 组ꎻ３:ｓｉＲＮＡ￣Ｉｄ１ 组ꎻ４:ｓｉＲＮＡ￣Ｉｄ１
＋Ｐｉｆｉｔｈｒｉｎ￣α 组ꎮ

图 ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测细胞中 Ｂａｘ、ＢｃＬ￣２、Ｃｌｅａｖｅｄ
ｃａｓｐａｓｅ￣３ 蛋白的表达

Ｎｏｔｅ. １ꎬ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎻ ２ꎬ ｓｉＲＮＡ￣Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎻ ３ꎬ ｓｉＲＮＡ￣Ｉｄ１
ｇｒｏｕｐꎻ ４ꎬ ｓｉＲＮＡ￣Ｉｄ１＋Ｐｉｆｉｔｈｒｉｎ￣α ｇｒｏｕｐ.

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｅｘａｍｉｎｅ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｂａｘꎬ ＢｃＬ￣２ꎬ Ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ￣３

３　 结论

Ｉｄ１ 是一种 ＤＮＡ 结合抑制因子ꎬ可与碱性 ＨＬＨ
家族成员形成异二聚体ꎬ抑制转录因子的 ＤＮＡ 结合

和转录激活能力[１]ꎮ Ｉｄ１ 的过表达会导致肝细胞癌

预后不良ꎬ如邓宏宇等[１１] 发现 Ｉｄ１ 在肝细胞肝癌组

织标本中表达升高ꎬ而且其表达水平与患者的生存

时间负相关ꎮ 尽管已有研究表明 Ｉｄ１ 可能参与肝癌

细胞的病理进展ꎬ但是 Ｉｄ１ 对肝癌细胞增殖、凋亡等

生物学功能的影响仍缺乏相关证据ꎬ其作用机制尚

不清楚ꎬ尤其是在 ＨＢＶ 相关性肝细胞癌ꎮ
ＨＢｘ 蛋白可调节蛋白酶活性、胞浆钙离子信号

通路等功能ꎬ在促进 ＨＢＶ 的有效复制中发挥重要作

用ꎬ如 Ｋｅａｓｌｅｒ 等[１２]发现在缺乏 ＨＢｘ 蛋白的情况下ꎬ
ＨＢＶ 在 ＨｅｐＧ２ 肝癌细胞中的复制水平降低了

６５％ꎬ而且该研究结论在小鼠模型中也得到了证实ꎮ
此外ꎬＤｉｎｇ 等[６]人发现 Ｉｄ１ 与 ＨＢｘ 的表达量呈正相

关ꎬ双重免疫荧光染色证实 Ｉｄ１ 与 ＨＢｘ 在 ＨＢＶ 相关

性肝细胞癌组织中共表达ꎬ而且 ＨＢｘ 可以促进

ＨｅｐＧ２ 肝癌细胞表达 Ｉｄ１ ｍＲＮＡ 和蛋白ꎮ 本文结果

显示ꎬＩｄ１ 沉默后 ＨＢｘ ｍＲＮＡ 和蛋白的表达量均显

著下降ꎬ表明 Ｉｄ１ 不仅受到 ＨＢｘ 的调节ꎬ还可以反过

来调节 ＨＢｘ 的表达ꎮ ＨＢｓＡｇ 和 ＨＢｅＡｇ 是评价 ＨＢＶ
复制 的 重 要 指 标ꎬ 本 文 也 发 现 Ｉｄ１ 沉 默 后 的

ＨｅｐＧ２ ２ １５ 细胞培养上清液中 ＨＢｓＡｇ 和 ＨＢｅＡｇ
的含量低于转染对照组ꎮ 以上结果表明ꎬ抑制 Ｉｄ１
的表达可以下调 ＨＢｘ 的表达和降低乙型肝炎病毒

的复制ꎮ
为了进一步探讨 Ｉｄ１ 对 ＨＢＶ 相关性肝癌细胞

增殖和凋亡的影响ꎬ本文分别对各组 ＨｅｐＧ２ ２ １５
细胞进行了 ＭＴＴ 试验和 ＡｎｎｅｘｉｎⅤ￣ＦＩＴＣ 标记ꎬ结果

显示 Ｉｄ１ 沉默后细胞的增殖受到抑制ꎬ而且早期凋

亡细胞和晚期凋亡细胞比例均显著升高ꎮ 此外ꎬ与
ｓｉＲＮＡ￣Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比较ꎬ ｓｉＲＮＡ￣Ｉｄ１ 组细胞中 Ｂａｘ
和 Ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ￣３ 蛋白的表达量升高ꎬ而 ＢｃＬ￣２
蛋白的表达量降低ꎬ表明 Ｉｄ１ 沉默导致的促凋亡效

应可能与线粒体凋亡信号通路的激活有关ꎮ
ｐ５３ 基因是一种抑癌基因ꎬ其缺失和变异在一

系列肿瘤的发生发展中起重要作用ꎮ ｐ５３ 也在 ＨＢＶ
相关性肝细胞癌中发挥重要的病理作用ꎬ如 Ｌｉｕ
等[１３]发现 ｐ５３ 表达的缺失可激活 ＨＧＦ / ｃ￣Ｍｅｔ 信号

通路ꎬ导致肝细胞癌的侵袭和转移能力增强ꎮ 此

外ꎬＹｕ 等[１４]发现 Ｉｄ１ 可以促进 ｐ５３ 蛋白的降解ꎬ与
上调 ＭＤＭ２ 癌基因的表达有关ꎮ 根据以上研究结

论ꎬ本文推测 Ｉｄ１ 对 ＨＢＶ 复制、肝癌细胞增殖和凋

亡的影响是否与 Ｉｄ１ 沉默导致 ｐ５３ 过表达有关ꎮ 因

此ꎬ本文将一种常用的 ｐ５３ 抑制剂 Ｐｉｆｉｔｈｒｉｎ￣α 添加

至 Ｉｄ１ 沉 默 的 ＨｅｐＧ２ ２ １５ 细 胞 中ꎬ 结 果 显 示

Ｐｉｆｉｔｈｒｉｎ￣α 可不同程度的抑制 ｓｉＲＮＡ￣Ｉｄ１ 对 ＨＢＶ 复

制和细胞增殖的抑制效应以及细胞凋亡的促进效

应ꎬ表明 Ｉｄ１ 可能通过调节 ｐ５３ 参与上述生物学

效应ꎮ
综上所述ꎬＩｄ１ 的特异性小分子干扰 ＲＮＡ 可以

５９中国比较医学杂志 ２０２０ 年 ２ 月第 ３０ 卷第 ２ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｆｅｂｒｕａｒｙ ２０２０ꎬＶｏｌ. ３０ꎬＮｏ. ２



降低乙型肝炎病毒的复制ꎬ抑制肝癌细胞的增殖ꎬ
诱导肝癌细胞的凋亡ꎬ其机制可能与 ｐ５３ 的过表达

有关ꎮ

参考文献:

[ １ ]　 Ｐｅｒｋ Ｊꎬ Ｉａｖａｒｏｎｅ Ａꎬ Ｂｅｎｅｚｒａ Ｒ. Ｉｄ ｆａｍｉｌｙ ｏｆ ｈｅｌｉｘ￣ｌｏｏｐ￣ｈｅｌｉｘ
ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｃａｎｃｅｒ [ Ｊ] . Ｎａｔ Ｒｅｖ Ｃａｎｃｅｒꎬ ２００５ꎬ ５ ( ８): ６０３
－６１４.

[ ２ ] 　 Ｌｉ ＤＮꎬ Ｗａｎｇ Ｌꎬ Ｗａｎｇ Ｌꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｏｆ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ￣１ ａｎｄ ｉｔｓ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｎ ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ ｉｎ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ
[Ｊ] . Ｃａｎｃｅｒ Ｂｉｏｔｈｅｒ Ｒａｄｉｏｐｈａｒｍꎬ２０１６ꎬ ３１(７): ２３３－２３７.

[ ３ ] 　 Ｐａｔｉｌ Ｍꎬ Ｓｈａｒｍａ ＢＫꎬ Ｅｌａｔｔａｒ Ｓꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｄ１ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｏｂｅｓｉｔｙ ｂｙ
ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｎｇ ｂｒｏｗｎ ａｄｉｐｏｓｅ ｔｈｅｒｍｏｇｅｎｅｓｉｓ ａｎｄ ｗｈｉｔｅ ａｄｉｐｏｓｅ
ｂｒｏｗｎｉｎｇ [Ｊ] . Ｄｉａｂｅｔｅｓꎬ ２０１７ꎬ ６６(６): １６１１－１６２５.

[ ４ ] 　 Ｍａｎ Ｎꎬ Ｓｕｎ ＸＪꎬ Ｔａｎ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｒｏｌｅ ｏｆ Ｉｄ１ ｉｎ ＭＬＬ￣
ＡＦ９￣ｄｒｉｖｅｎ ｌｅｕｋｅｍｉａ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｃｅｌｌ ｏｆ ｏｒｉｇｉｎ [ Ｊ] . Ｂｌｏｏｄꎬ ２０１６ꎬ
１２７(１９): ２３２２－２３２６.

[ ５ ] 　 Ｓｈａｒｍａ ＢＫꎬ Ｋｏｌｈｅ Ｒꎬ Ｂｌａｃｋ ＳＭꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｏｆ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ １ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ
ｒｅｐｒｏｇｒａｍｍｉｎｇ ｉｎ ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ｃｅｌｌｓ [Ｊ] . ＦＡＳＥＢ Ｊꎬ
２０１６ꎬ ３０(１): ２６２－２７５.

[ ６ ] 　 Ｄｉｎｇ Ｒꎬ Ｈａｎ Ｓꎬ Ｌｕ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. Ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ＩＤ￣１ ｉｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｗｉｔｈ ｐａｔｉｅｎｔ ｐｒｏｇｎｏｓｉｓ ａｎｄ ＨＢｘ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｈｅｐａｔｉｔｉｓ Ｂ ｖｉｒｕｓ￣
ｒｅｌａｔｅｄ ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ [ Ｊ] . Ｃａｎｃｅｒ Ｂｉｏ Ｔｈｅｒꎬ ２０１０ꎬ
１０(３): ２９９－３０７.

[ ７ ] 　 于游ꎬ 张才全. ＲＮＡ 干扰分化抑制因子 １ 基因表达对结肠癌

细胞增殖的影响 [Ｊ] . 山东医药ꎬ ２０１５ꎬ ５５(１６): ３１－３２ꎬ１１１.
[ ８ ] 　 Ｄｉｎｇ Ｈꎬ Ｘｕ ＪＪꎬ Ｈｕａｎｇ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. ＸＰＤ ｃｏｕｌｄ ｓｕｐｐｒｅｓｓ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ

ＨｅｐＧ２ ２ １５ ａｎｄ ｄｏｗｎ￣ｒｅｇｕｌａｔｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｈｅｐａｔｉｔｉｓ Ｂ
ｖｉｒｕｓ ｘ ｐｒｏｔｅｉｎ ｔｈｒｏｕｇｈ Ｐ５３ ｐａｔｈｗａｙ [ Ｊ] . Ｂｉｏｃｈｅｍ Ｂｉｏｐｈｙｓ Ｒｅｓ
Ｃｏｍｍｕｎꎬ ２０１２ꎬ ４１９(４): ７６１－７６７.

[ ９ ] 　 Ｚｈａｎｇ Ｃꎬ Ｘｉａｏ Ｃꎬ Ｄａｎｇ Ｅꎬ ｅｔ ａｌ. ＣＤ１００￣Ｐｌｅｘｉｎ￣Ｂ２ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｔｈｅ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｉｎ ｐｓｏｒｉａｓｉｓ ｂｙ ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ ＮＦ￣ｋａｐｐａＢ ａｎｄ ｔｈｅ
ｉｎｆｌａｍｍａｓｏｍｅ ｉｎ ｋｅｒａｔｉｎｏｃｙｔｅｓ [ Ｊ] . Ｊ Ｉｎｖｅｓｔ Ｄｅｒｍａｔｏｌꎬ ２０１８ꎬ
１３８(２): ３７５－３８３.

[１０] 　 Ｌｕｏ Ｑꎬ Ｚｅｎｇ Ｊꎬ Ｌｉ Ｗꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ｏｆ ｍｉＲ１５５ ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ ｉｎ ｐｓｏｒｉａｓｉｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ｉｎｆｌａｍｍａｓｏｍｅ
ＮＬＲＰ３ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ [ Ｊ] . Ｉｎｔ Ｊ Ｍｏｌ Ｍｅｄꎬ ２０１８ꎬ ４２( ２): １０８６
－１０９５.

[１１] 　 邓宏宇ꎬ 朱杰ꎬ 杨丽. 分化抑制因子－１ 在肝细胞肝癌中的表

达及与预后相关性的初步研究 [ Ｊ] . 华西医学ꎬ ２０１３ꎬ ２８
(６): ８７１－８７４.

[１２] 　 Ｋｅａｓｌｅｒ ＶＶꎬ Ｈｏｄｇｓｏｎ ＡＪꎬ Ｍａｄｄｅｎ ＣＲꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｎｈａｎｃｅｍｅｎｔ ｏｆ
ｈｅｐａｔｉｔｉｓ Ｂ ｖｉｒｕｓ ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｂｙ ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ Ｘ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｖｉｔｒｏ
ａｎｄ ｉｎ ｖｉｖｏ [Ｊ] . Ｊ Ｖｉｒｏｌꎬ ２００７ꎬ ８１(６): ２６５６－２６６２.

[１３] 　 Ｌｉｕ ＷＴꎬ Ｊｉｎｇ ＹＹꎬ Ｙｕ ＧＦꎬ ｅｔ ａｌ. Ｈｅｐａｔｉｃ ｓｔｅｌｌａｔｅ ｃｅｌｌ ｐｒｏｍｏｔｅｄ
ｈｅｐａｔｏｍａ ｃｅｌｌ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｖｉａ ｔｈｅ ＨＧＦ / ｃ￣Ｍｅｔ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ
ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｂｙ ｐ５３ [Ｊ] . Ｃｅｌｌ Ｃｙｃｌｅꎬ ２０１６ꎬ １５(７): ８８６－８９４.

[１４] 　 Ｙｕ Ｈꎬ Ｙｕｅ Ｘꎬ Ｚｈａｏ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. ＬＩＦ ｎｅｇａｔｉｖｅｌｙ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｔｕｍｏｕｒ￣
ｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒ ｐ５３ ｔｈｒｏｕｇｈ Ｓｔａｔ３ / ＩＤ１ / ＭＤＭ２ ｉｎ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒｓ
[Ｊ] . Ｎａｔ Ｃｏｍｍｕｎꎬ ２０１４ꎬ ５(２０１４): ５２１８.

〔收稿日期〕２０１９－０６－０５

６９ 中国比较医学杂志 ２０２０ 年 ２ 月第 ３０ 卷第 ２ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｆｅｂｒｕａｒｙ ２０２０ꎬＶｏｌ. ３０ꎬＮｏ. ２


