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摘要　 目的　 运用磷酸钙纳米颗粒包裹 ＤＮＡ 转染皮肤鳞癌

细胞，以靶向干扰 ＬＩＭ 结构域蛋白 ４ （ＬＭＯ４）表达，探讨转

录因子 ＬＭＯ４ 在皮肤鳞癌中作用和机制。 方法 　 采用逆转

录 －定量 ＰＣＲ 技术（ＲＴ⁃ｑＰＣＲ）、免疫组织化学和蛋白质免

疫印迹技术检测目的分子表达。 利用经典方法制备磷酸钙

纳米颗粒，包裹含有靶向干扰 ＬＭＯ４ 的 ｓｈＲＮＡ 表达载体，转
染人皮肤鳞癌细胞 Ａ４３１。 采用噻唑蓝（ＭＴＴ）方法检测细胞

增殖能力；运用流式细胞分析技术检测细胞周期变化。 结果

　 ＬＭＯ４ 在皮肤鳞癌组织和 Ａ４３１ 细胞中高水平表达。 磷酸

钙纳米颗粒与 ＤＮＡ 的最佳包裹比例为 １０ ∶ １。 此纳米颗粒

包裹的 ＤＮＡ 可以有效转染 Ａ４３１ 细胞并有效干扰 ＬＭＯ４ 表

达，与脂质体转染后的干扰效率相比，差异无统计学意义（Ｐ
＝ ０. ２１）。 在 Ａ４３１ 细胞中干扰 ＬＭＯ４ 后的 ２４、３６ 和 ４８ ｈ，细
胞的增殖能力较对照组均显著降低。 细胞周期分析显示：干
扰组 Ｇ０ ／ Ｇ１ 期细胞为 ３９. ８２％ ± １. ８６％ ，与对照组 Ｇ０ ／ Ｇ１ 期

细胞（３０. ７６％ ± １. ９６％ ） 相比，差异有统计学意义 （ Ｐ ＝
０. ００３）；干扰组的 Ｓ 期细胞为 ３９. ５６％ ± ０. ６５％ ，与对照组的

Ｓ 期细胞（５０. ６５％ ± ０. ６２％ ）比较，差异有统计学意义（Ｐ ＝
０. ００２）。 干扰 ＬＭＯ４ 表达可以抑制细胞周期素蛋白 Ｅ 和周

期素蛋白激酶 ２（ＣＤＫ２）的表达。 结论　 磷酸钙纳米颗粒能

有效包裹 ＤＮＡ，并具有较高的转染效率；干扰 ＬＭＯ４ 表达可

抑制细胞周期素蛋白 Ｅ 和 ＣＤＫ２ 的表达，抑制细胞增殖。
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　 　 纳米颗粒作为运送基因或药物的载体，在生物

医学研究中得到广泛应用。 磷酸钙纳米颗粒（ｃａｌｃｉ⁃
ｕｍ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ， ＮＰ）作为一种新型的非

病毒载体，可用于包裹目的基因转染真核细胞［１］。
ＬＩＭ 结构域蛋白 ４（ｌｉｍ⁃ｄｏｍａｉｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ４，ＬＭＯ４）是有

２ 个串联重复排列的、富含有半胱氨酸 － 组氨酸的

ＬＩＭ 结构域，故属于 ＬＭＯ 蛋白家族成员。 ＬＭＯ４ 作

为核内转录因子，不与 ＤＮＡ 分子直接发生作用，而
是协助其他转录因子以调节靶基因的表达［２］。 研

究［３ － ６］表明在胚胎发育过程中，ＬＭＯ４ 调控生殖细

胞、表皮细胞和上皮细胞的增殖、分化和迁移。 多项

研究［７ － ９］表明上皮来源的多种肿瘤如乳腺癌、胰腺

癌、肺癌和食管癌等肿瘤细胞中 ＬＭＯ４ 的表达显著

增加，与肿瘤细胞的增殖和凋亡存在密切关系。 为

了探讨 ＬＭＯ４ 在皮肤鳞癌中作用和机制，分析皮肤

鳞癌组织和细胞系中 ＬＭＯ４ 的表达水平，构建表达

靶向干扰 ＬＭＯ４ 的 ｓｈＲＮＡ，利用 ＮＰ 包裹这种表达

载体，转染皮肤鳞癌细胞，观察其增殖能力并探讨其

机制。

１　 材料与方法

１． １　 试剂 　 十二烷基硫酸纳（ ｓｏｄｉｕｍ ｄｏｄｅｃｙｌ ｓｕｌ⁃
ｆａｔｅ， ＳＤＳ）、琼脂糖、枸橼酸钠、磷酸氢二钠、氯化钙

和泡沫消除剂（聚醚 Ｆ６８）均为国产化学试剂（化学

分析纯），购自北京索来宝科技有限公司；高糖

ＤＭＥＭ 培养基和青 －链霉素双抗试剂购自美国 Ｈｙ⁃
ｃｌｏｎｅ 公司；胎牛血清（ＦＢＳ）购自美国 Ｇｉｂｃｏ 公司；细
胞周期素蛋白（Ｃｙｃｌｉｎ） Ｄ１ 和 Ｅ１ 抗体均购自美国

Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ 公 司； ＧＡＰＤＨ 抗 体、
ＬＭＯ４ 抗体、细胞周期素蛋白激酶（ ｃｙｃｌｉｎ⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ
ｋｉｎａｓｅ， ＣＤＫ）２ 和 ４ 均购自美国 Ａｂｃａｍ 公司；检测

细胞增殖的噻唑蓝试剂盒（ ｔｈｉａｚｏｌｙｌ ｂｌｕｅ， ＭＴＴ）、细
胞周期检测试剂盒购自上海碧云天生物科技有限公

司；引物（表 １）均由上海生工生物工程有限公司合

成；ＴＲＩｚｏｌ 试剂盒和转染试剂 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ３０００ 购

自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司；逆转录试剂盒、ＰＣＲ 检测试

剂盒均购自大连宝生生物公司。
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表 １　 检测目的基因引物

基因 序列号
ＰＣＲ 产物

（ｂｐ）
引物序列（５′⁃３′）

β⁃ａｃｔｉｎ ＮＭ＿００１１０１． ５ ２０３ Ｆ：ＣＣＴＣＧＣＣＴＴＴＧＣＣＧＡＴＣＣ
Ｒ：ＡＡＴＣＣＴＴＣＴＧＡＣＣＣＡＴＧＣＣＣ

ＬＭＯ４ ＮＭ＿００１３６９４９１． １ ９１ Ｆ：ＡＧＴＣＴＴＧＡＴＴＧＣＣＣＴＴＣＣＣＧ
Ｒ：ＡＧＴＣＴＣＣＣＡＴＴＡＧＣＣＣＡＧＧＴ

Ｃｙｃｌｉｎ Ｅ ＮＭ＿００１２３８． ４ １０５ Ｆ：ＡＧＡＧＧＡＡＧＧＣＡＡＡＣＧＴＧＡＣＣ
Ｒ：ＴＡＴＴＧＴＣＣＣＡＡＧＧＣＴＧＧＣＴＣ

Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ ＮＭ＿０５３０５６． ３ １１３ Ｆ：ＡＧＣＴＧＴＧＣＡＴＣＴＡＣＡＣＣＧＡＣ
Ｒ：ＧＡＡＡＴＣＧＴＧＣＧＧＧＧＴＣＡＴＴＧ

ＣＤＫ２ ＮＭ＿００１７９８． ５ １５５ Ｆ：ＣＡＴＣＴＴＴＧＣＴＧＡＧＡＴＧＧＴＧＡＣＴＣＧ
Ｒ：ＡＣＴＴＧＧＧＧＡＡＡＣＴＴＧＧＣＴＴＧＴ

ＣＤＫ４ ＮＭ＿００００７５． ４ １４１ Ｆ：ＧＧＴＧＴＡＴＧＧＧＧＣＣＧＴＡＧＧＡＡ
Ｒ：ＣＡＣＣＧＡＣＡＣＣＡＡＴＴＴＣＡＧＣＣ

１． ２　 组织、细胞系与载体　 人皮肤鳞癌组织来自安

徽省立医院皮肤科，在完成临床组织病理分析后剩

余的标本；人正常皮肤组织来自安徽省立医院泌尿

外科门诊包皮环切手术后遗弃的组织标本。 人皮肤

鳞癌细胞系 Ａ４３１ 和永生化的人角质形成细胞系

（ｈｕｍａｎ ｉｍｍｏｒｔａｌｉｚｅｄ ｅｐｉｄｅｒｍａｌ ｃｅｌｌｓ， ＨａＣａｔ）均为所

在研究室保存。 干扰 ＬＭＯ４ 的干扰序列 ｓｈＲＮＡ⁃Ｌ１
和 Ｌ２ 为研究室设计，载体 ＧＶ２４８、干扰 ＬＭＯ４ 质粒

ｓｈＲＮＡ⁃Ｌ１ 和 ｓｈＲＮＡｃ⁃Ｌ２ 均为课题组保存。
１． ３　 方法

１． ３． １ 　 ＮＰ 制备 　 根据文献［１］ 提供方法制备 ＮＰ。
制备过程描述如下：将 ５０ ｍｌ 的 ０. ０５ ｍｏｌ ／ Ｌ 氯化钙、
１０ ｍｌ １％ ＳＤＳ 和 １０ ｍｌ １％ Ｆ６８ 混合，持续搅拌 ２４ ｈ
以制备均匀的微乳液 Ａ；同时将 ５０ ｍｌ 的 ０. ０２５ ｍｏｌ ／ Ｌ
磷酸氢二钠、５０ ｍｌ 的 ０. ０２５ ｍｏｌ ／ Ｌ 枸橼酸钠、１０ ｍｌ
１％ ＳＤＳ 和 １０ ｍｌ １％ Ｆ６８ 混合，搅拌 ２４ ｈ 以制备均

匀的微乳液 Ｂ。 再将微乳液 Ｂ 以 １０ ｍｌ ／ ｈ 的速度缓

慢加入到微乳液 Ａ 中，并在 ３５ ℃搅拌 ７２ ｈ，以促进

两种微乳液充分混合。 将混合液１５ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心

１５ ｍｉｎ 获得纳米颗粒，７５％ 乙醇洗涤 ４ 次，加入

１５ ｍｌ去离子水进行超声匀化（频率 ２２ ｋＨｚ，功率

１２０ Ｗ）１ ｈ。 获得的纳米颗粒溶液置于 － ７０ ℃冰箱

中快速冷冻 ２ ｈ，再转入冷冻干燥箱放置 ４８ ｈ，从而

获得 ＮＰ 粉末备用。
１． ３． ２　 ＮＰ 包被 ＤＮＡ 及包裹效率分析　 将制备的

ＮＰ 分别与 ｓｈＲＮＡ⁃Ｌ１、ｓｈＲＮＡ⁃Ｌ２ 按照质量比 １０ ∶ １、
５ ∶ １ 混合后，加入 ０. ０５ ｍｏｌ ／ Ｌ 的氯化钙重悬，室温

放置 ３０ ｍｉｎ，１０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，收集沉淀备

用。 将上清液进行琼脂糖凝胶电泳分析纳米颗粒包

裹 ＤＮＡ 的效果。 确定包裹方案，包裹载体 ＧＶ２４８，
作为纳米颗粒介导的载体 ＤＮＡ（ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ ｍｅｄｉａ⁃

ｔｅｄ ｖｅｃｔｏｒｓ，ＮＰ ／ ｓｈ⁃Ｖ）；包裹的 ＮＰ ／ ｓｈＲＮＡ⁃Ｌ１ 和 ＮＰ ／
ｓｈＲＮＡ⁃Ｌ２ 混合，制备纳米颗粒介导的干涉 ＬＭＯ４ 混

合液（ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ ｍｅｄｉａｔｅｄ ｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇ ＬＭＯ４， ＮＰ ／
ｓｈ⁃Ｌ）。 制备好的纳米包裹 ＤＮＡ 液于 ４ ℃保存、备
用。
１． ３． ３　 细胞培养与转染　 人皮肤鳞癌细胞系 Ａ４３１
细胞和人皮肤角质形成细胞 ＨａＣａｔ 细胞均使用含

１０％热失活的 ＦＢＳ 和 １％青 －链霉素的高糖 ＤＭＥＭ
培养基，放置于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 的培养箱中培养。
按照脂质体 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ３０００ 说明书操作步骤，包
裹 ｓｈＲＮＡ⁃Ｌ１、ｓｈＲＮＡ⁃Ｌ２，并将二者混合形成脂质体

介导 的 干 涉 ＬＭＯ４ （ ｌｉｐｏｓｏｍｅ ｍｅｄｉａｔｅｄ ｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇ
ＬＭＯ４， Ｌｉｐ ／ ｓｈ⁃Ｌ）；同时使用脂质体包裹载体 ＧＶ２４８
（Ｌｉｐ ／ ｓｈ⁃Ｖ），分别转染 Ａ４３１ 细胞。 将纳米颗粒包裹

的 ＮＰ ／ ｓｈ⁃Ｌ 或 ＮＰ ／ ｓｈ⁃Ｖ 加入 Ａ４３１ 细胞，进行瞬时

转染，转染的细胞数量和 ＤＮＡ 量与脂质体转染保持

一致。 转染后培养 ２４ ｈ，更换新鲜培养基继续培养，
用于后续实验。
１． ３． ４　 逆转录 － 定量 ＰＣＲ（ＲＴ⁃ｑＰＣＲ） 　 根据 ＴＲ⁃
Ｉｚｏｌ 试剂说明书提取细胞总 ＲＮＡ。 参照试剂盒说明

进行逆转录。 ＰＣＲ 反应条件为 ９４ ℃变性 ４ ｍｉｎ，按
照 ９４ ℃变性 ３０ ｓ，５５ ℃退火 ３０ ｓ，７２ ℃延伸 ３０ ｓ，
共 ３２ 个循环，最后 ７２ ℃延伸 ８ ｍｉｎ。 每个样品均设

置 β⁃ａｃｔｉｎ 作为内参基因。
１． ３． ５　 免疫组织化学　 脱蜡处理组织切片，枸橼酸

盐修复抗原，内源性过氧化物酶进行封闭。 兔源抗

体 ＬＭＯ４ 在 ４ ℃孵育过夜；次日依次滴加反应增强

液和增强型酶标记二抗，室温孵育 ３０ ｍｉｎ，ＤＡＢ 显

色，苏木精染细胞核，自来水冲洗染料，烘干后使用

中性树脂封闭玻片；显微镜观察和拍片。
１． ３． ６　 蛋白质免疫印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ）实验　 收集

细胞，加入细胞裂解液，冰上裂解 ３０ ｍｉｎ；细胞裂解

液置于 １００ ℃水浴 １０ ｍｉｎ，使蛋白发生变性；进行

１２％聚丙烯酰胺⁃ＳＤＳ 电泳分离蛋白质；再以１７０ ｍＡ
稳定电流转膜 １. ５ ｈ；含 ５％脱脂牛奶的封闭液封闭

４０ ｍｉｎ；分别加入对应的抗体 ４ ℃孵育过夜；次日漂

洗后加入酶标记二抗室温孵育 ６ ｈ，增强化学发光曝

光显影。
１． ３． ７　 细胞增殖实验　 用 ＤＭＥＭ 制备 ２ × １０５ ／ ｍｌ
的细胞悬液，在 ９６ 孔板中每孔接种 ５００ 个细胞，接
种后 １２ ｈ（细胞贴壁），在 １２、２４、３６、４８ ｈ 等 ４ 个时

间点，根据 ＭＴＴ 时试剂盒说明书操作。 每孔加入 １０
μｌ 新配制好的ＭＴＴ 溶液，在培养箱内孵育 ４ ｈ，每孔

加入 １００ μｌ 的甲臜溶液，在培养箱内继续孵育，直
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至甲臜完全溶解，在 ４９０ ｎｍ 测定吸光度值（Ａ４９０）。
１． ３． ８　 细胞周期分析　 按照细胞周期检测试剂盒

说明书操作，简要描述如下：收集细胞，制备单细胞

悬液，离心后去除上清液，在细胞中加入 ７０％ 预冷

乙醇 ５００ μｌ 固定 ４ ℃过夜；去除固定液、洗涤细胞，
细胞沉淀中加入 １００ μｌ ＲＮａｓｅ Ａ 溶液，重悬细胞，
３７ ℃水浴 ３０ ｍｉｎ；再加入 ４００ μｌ 的碘化丙啶染色液

混匀，４ ℃避光孵育 ３０ ｍｉｎ。 流式细胞仪检测分析

细胞周期。
１． ４　 统计学处理　 采用 ＳＰＳＳ １７. ０ 软件进行数据

分析，实验数据以 �ｘ ± ｓ 表示，两组之间比较采用独

立样本 ｔ 检验，以 Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 ＬＭＯ４ 在皮肤组织和细胞中表达　 利用收集

的皮肤鳞癌组织和正常人皮肤组织，进行免疫组织

化学分析。 结果显示（图 １Ａ）：ＬＭＯ４ 表达定位在细

胞核。 在正常人皮肤组织中的表达水平较低，主要

分布在表皮的基底层细胞，棘层、颗粒层和角化层等

位置均没有检测到 ＬＭＯ４ 表达；而在皮肤鳞癌组织

中，ＬＭＯ４ 的表达水平显著增加。
　 　 为了研究 ＬＭＯ４ 在皮肤鳞癌发生中的作用和机

制，选择了正常人皮肤来源的角质形成细胞 ＨａＣａｔ
和皮肤鳞癌细胞 Ａ４３１ 作为研究对象。 首先在 ｍＲ⁃
ＮＡ 水平利用 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 方法对 ＬＭＯ４ 进行检测。 结

果显示（图 １Ｂ）：皮肤鳞癌 Ａ４３１ 细胞中 ＬＭＯ４ 的表

达水平显著增加，是正常 ＨａＣａｔ 细胞的 ４ 倍。 进一

步在蛋白质水平利用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 进行验证，结果显

示（图 １Ｃ）：ＬＭＯ４ 在 Ａ４３１ 的表达水平较 ＨａＣａｔ 明
显增加。 因此，ＬＭＯ４ 在皮肤鳞癌组织和鳞癌细胞

中均具有较高的表达水平，由此推测 ＬＭＯ４ 可能参

与皮肤鳞癌的发生、发展过程。
２． ２ 　 纳米颗粒包裹 ＤＮＡ 效率和干扰效率 　 根据

人 ＬＭＯ４ 的 ｍＲＮＡ 序列和表达载体 ＧＶ２４８ 结构，设
计并构建了 ２ 个可以表达干扰 ＲＮＡ 的表达载体

ｓｈＲＮＡ⁃Ｌ１ 和 ｓｈＲＮＡ⁃Ｌ２（图 ２Ａ），用于干扰 ＬＭＯ４ 的

表达。 目的基因插入位置是在 ＧＶ２４８ 载体的 ＡｇｅＩ
和 ＥｃｏＲＩ 位点（图 ２Ｂ）。 将纳米颗粒与 ＤＮＡ（ ｓｈＲ⁃
ＮＡ⁃Ｌ１ 和 ｓｈＲＮＡ⁃Ｌ２）按照质量比（μｇ）为 ５ ∶ １ 和

１０ ∶ １的比例进行混合，以包裹质粒 ＤＮＡ。 将这些

包裹的 ＤＮＡ 溶液进行离心后，收集的上清液进行琼

脂糖凝胶电泳，以检测上清液中残留 ＤＮＡ，从而判

断包裹效率。 如图 ２Ｃ 显示：在 ５ ∶ １ 的上清液中残

留较多 ＤＮＡ，包裹效率较低；而在 １０ ∶ １ 组的上清

液中未见残留 ＤＮＡ，显示较好的包裹效果。 在后续

实验中，将纳米颗粒按照 １０ ∶ １ 包裹 ＤＮＡ。

图 １　 ＬＭＯ４ 在皮肤组织和细胞中的表达

　 　 Ａ：免疫组织化学检测 ＬＭＯ４ 在皮肤组织和皮肤鳞癌组织中表

达 × ２００；Ｂ：ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测 ＬＭＯ４ 在 ＨａＣａｔ 和 Ａ４３１ 细胞中表达；Ｃ：
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＨａＣａｔ 和 Ａ４３１ 细胞中 ＬＭＯ４ 的表达

图 ２　 ｓｈＲＮＡ 表达载体构建及 ＮＰ 包裹 ＤＮＡ 检测

　 　 Ａ：靶向干扰 ＬＭＯ４ 的 ｓｈＲＮＡ 序列，中间小写字母为环结构；Ｂ：
ｓｈＲＮＡ 表达载体图谱；Ｃ：琼脂糖电泳检测 ＮＰ 包裹质粒 ＤＮＡ 效率；
１：纳米颗粒（ ＮＰ）；２：ＮＰ ∶ ｓｈＲＮＡ⁃Ｌ１ ＝ ５ ∶ １；３：ＮＰ ∶ ｓｈＲＮＡ⁃Ｌ２ ＝
５ ∶ １；４：ＮＰ ∶ ｓｈＲＮＡ⁃Ｌ１ ＝ １０ ∶ １；５：ＮＰ ∶ ｓｈＲＮＡ⁃Ｌ２ ＝ １０ ∶ １；６、７：ｓｈＲ⁃
ＮＡ⁃Ｌ１、ｓｈＲＮＡ⁃Ｌ２ 质粒 ＤＮＡ
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　 　 为了检测转染效率和干涉效率，分别将纳米颗

粒包裹的 ＤＮＡ（ＮＰ ／ ｓｈ⁃Ｌ 和 ＮＰ ／ ｓｈ⁃Ｖ）和脂质体包裹

ＤＮＡ （Ｌｉｐ ／ ｓｈ⁃Ｌ 和 Ｌｉｐ ／ ｓｈ⁃Ｖ）瞬时转染 Ａ４３１ 细胞，
提取细胞总 ＲＮＡ 进行 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测 ＬＭＯ４ 的表达

水平。 结果显示 （图 ３Ａ）：在 Ｌｉｐ ／ ｓｈ⁃Ｌ 组细胞和

ＮＰ ／ ｓｈ⁃Ｌ 组细胞中 ＬＭＯ４ 的表达水平，分别是 Ａ４３１
细胞组的 ６４％ ± １２. ５％和 ５５. ０％ ± １４. ３％ ，分析显

示差异有统计学意义（Ｐ ＝ ０. ００２ １， Ｐ ＝ ０. ０３）。 但

是 Ｌｉｐ ／ ｓｈ⁃Ｌ 组细胞与 ＮＰ ／ ｓｈ⁃Ｌ 组细胞相比，ＬＭＯ４
的表达差异无统计学意义（Ｐ ＝ ０. ２１）。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
检测结果脂质体和 ＮＰ 转染的干扰载体，都能降低

ＬＭＯ４ 的表达 （图 ３Ｂ）。 灰度分析显示 （图 ３Ｃ）：
Ｌｉｐ ／ ｓｈ⁃Ｌ 组中 ＬＭＯ４ 的表达水平是 Ａ４３１ 组细胞的

７４. ０％ ± ４. ５％ ，差异有统计学意义（Ｐ ＝ ０. ０２４）。
ＮＰ ／ ｓｈ⁃Ｌ 转染组的细胞中 ＬＭＯ４ 的表达水平是 Ａ４３１
细胞的 ５１. ０％ ± ３. ０％ ，差异有统计学意义 （Ｐ ＝
０. ００２）。 可见 Ｌｉｐ ／ ｓｈ⁃Ｌ 和 ＮＰ ／ ｓｈ⁃Ｌ 转染的细胞，
ＬＭＯ４ 的表达均得到有效抑制。

图 ３　 Ａ４３１ 细胞 ＬＭＯ４ 干扰效率分析

　 　 Ａ：ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测 Ａ４３１ 中 ＬＭＯ４ 的表达；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测

Ａ４３１ 中 ＬＭＯ４ 表达；Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测后灰度分析蛋白质的相对

量；１：Ａ４３１ 组； ２：Ｌｉｐ ／ ｓｈ⁃Ｖ 组； ３：ＮＰ ／ ｓｈ⁃Ｖ 组； ４：Ｌｉｐ ／ ｓｈ⁃Ｌ 组； ５：

ＮＰ ／ ｓｈ⁃Ｌ 组；与 Ａ４３１ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１

２． ３　 干扰 ＬＭＯ４ 对 Ａ４３１ 细胞增殖和细胞周期的

影响　 为了研究干扰 ＬＭＯ４ 的表达对 Ａ４３１ 细胞增

殖的影响，使用 ＭＴＴ 法检测细胞增殖能力，结果显

示（图 ４）：在转染后 ２４、３６ 和 ４８ ｈ，ＮＰ ／ ｓｈ⁃Ｌ 组吸光

度值（Ａ４９０）分别为 ０. ２８ ± ０. ０１、０. ３１ ± ０. １１、０. ３８ ±
０. １８；ＮＰ ／ ｓｈ⁃Ｖ 组的 Ａ４９０分别为 ０. ３９ ± ０. ０２、０. ５４ ±
０. ０２、０. ７３ ± ０. １１。 与 Ａ４３１ 组相比， ＮＰ ／ ｓｈ⁃Ｌ 组

Ａ４９０在 ２４ ｈ（Ｐ ＝ ０. ０１１）、３６ ｈ（Ｐ ＝ ０. ００２）和 ４８ ｈ（Ｐ
＝ ０. ００１）等时间点的表达差异均有统计学意义。
因此，Ａ４３１ 细胞在干扰 ＬＭＯ４ 时，其细胞的增殖能

力显著降低。

图 ４　 干扰 ＬＭＯ４ 对细胞增殖能力的影响

　 　 与 ＮＰ ／ ｓｈ⁃Ｖ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１

　 　 为了进一步研究 ＬＭＯ４ 调节细胞增殖的机制，
采用碘化丙啶染色 ＤＮＡ 方法，通过流式细胞分析技

术观察细胞周期的变化。 结果显示 （图 ５Ａ）：在

Ａ４３１ 组 细 胞 中， 处 于 Ｇ０ ／ Ｇ１ 期 的 细 胞 比 例 为

３０. ７６％ ±１. ９６％ ；ＮＰ ／ ｓｈ⁃Ｌ 组细胞中 Ｇ０ ／ Ｇ１ 期细胞

比例为 ３９. ８２％ ±１. ８６％ ，二者相比，差异有统计学

意义（Ｐ ＝ ０. ００３）。 Ａ４３１ 组细胞中 Ｓ 期的细胞的比

例为 ５０. ６５％ ±０. ６２％ ，ＮＰ ／ ｓｈ⁃Ｌ 组细胞中 Ｓ 期细胞

比例为 ３９. ５６％ ±０. ６５％ ，二者相比，差异有统计学

意义（Ｐ ＝ ０. ００２）。 而 Ｇ２ ／ Ｍ 期细胞在 ＮＰ ／ ｓｈ⁃Ｌ 组与

Ａ４３１ 组之间比较，二者的差异无统计学意义（Ｐ ＝
０. ５１７）。 可见干扰 ＬＭＯ４ 可以阻止细胞从 Ｇ１ 期进

入 Ｓ 期。
　 　 为探讨 ＬＭＯ４ 调控细胞周期的机制，利用 ＲＴ⁃
ｑＰＣＲ 方法对 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１、Ｃｙｃｌｉｎ Ｅ、ＣＤＫ２ 和 ＣＤＫ４ 进

行了检测。 结果显示 ＮＰ ／ ｓｈ⁃Ｌ 组细胞中 Ｃｙｃｌｉｎ Ｅ 和

ＣＤＫ２ 较对照组明显降低。 其中，Ｃｙｃｌｉｎ Ｅ 是 ＮＰ ／ ｓｈ⁃
Ｖ 组细胞的 ０. ３６ ± ０. ０３ 倍，差异有统计学意义（Ｐ
＝ ０. ０１６）；ＮＰ ／ ｓｈ⁃Ｌ 组细胞中 ＣＤＫ２ 是 ＮＰ ／ ｓｈ⁃Ｖ 组

细胞的 ０. ４９ ± ０. ０２ 倍，差异有统计学意义 （Ｐ ＝
０. ００１）。 干扰 ＬＭＯ４ 的表达对 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 和 ＣＤＫ４
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的表达没有明显影响（图 ５Ｂ）。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 方法检

测 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１、Ｃｙｃｌｉｎ Ｅ 及 ＣＤＫ２ 和 ＣＤＫ４ 等蛋白的

表达变化，与 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 的结果一致（图 ５Ｃ）。 因此，
ＬＭＯ４ 可以通过调控 Ｃｙｃｌｉｎ Ｅ 和 ＣＤＫ２ 表达，影响

细胞周期的变化。

图 ５　 干扰 ＬＭＯ４ 对 Ａ４３１ 细胞周期的影响

　 　 Ａ：各个细胞周期中的细胞比例；Ｂ：ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测 Ｃｙｃｌｉｎ Ｅ、Ｄ１

及对应激酶 ＣＤＫ２ 和 ＣＤＫ４ 的表达变化；Ｃ： Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 Ｃｙｃｌｉｎ

Ｅ、Ｄ１、ＣＤＫ２ 和 ＣＤＫ４ 的表达变化；与 Ａ４３１ 组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１

３　 讨论

　 　 将目的基因转入真核细胞，常见的有脂质体转

染、磷酸钙转染、电转染或病毒介导等方法，因操作

过程较为繁琐，要求具有较高的实验条件，且需要较

高的实验成本，在应用中受到一定限制。 利用磷酸

盐和氯化钙聚合形成直径为 ２３. ５ ～ ３４. ５ ｎｍ 的纳米

颗粒，具有易制备、实验成本低和较低的细胞毒性，
且不具有免疫原性等优点［１］，具有一定应用价值。
在氯化钙修饰制备的纳米颗粒时，改变了纳米颗粒

表面带电性，包裹带负电的 ＤＮＡ 时能提高包裹效

率［１０］。 利用此方法制备的纳米颗粒可以有效包裹

干扰载体 ＤＮＡ，与传统的脂质体介导基因转移相

比，其转染效率和干扰效率具有较好的一致性。
　 　 ＬＭＯ４ 作为核内转录因子，协助其他转录因子

以调节靶基因的表达［２］。 由于胚胎发育时 ＬＭＯ４ 参

与调控表皮细胞的增殖、分化和迁移［３ － ６］；而在正常

皮肤组织中，ＬＭＯ４ 仅仅在基底层细胞中表达，其功

能是参与维持角质形成细胞的增殖、分化和迁移，保
持表皮层细胞的更新［１１］。 有研究［１２ － １４］表明在上皮

组织来源的肿瘤，如乳腺癌、非小细胞型肺癌、鳞状

细胞癌、胰腺癌等肿瘤中，ＬＭＯ４ 的表达水平均显著

增加，且 ＬＭＯ４ 参与调控这些肿瘤细胞的增殖、迁移

和转移。 因此，ＬＭＯ４ 与肿瘤细胞恶性生物学行为

密切相关。 免疫组织化学检测证实 ＬＭＯ４ 在皮肤鳞

癌组织显著增加；细胞水平检测也表明 ＬＭＯ４ 在皮

肤鳞癌细胞中表达水平较正常皮肤角质形成细胞显

著增加。 提示 ＬＭＯ４ 可能参与调控皮肤鳞癌的发

生。
　 　 在皮肤鳞癌细胞系 Ａ４３１ 中靶向干扰 ＬＭＯ４ 的

表达，结果显示敲低 ＬＭＯ４ 的表达，能显著抑制

Ａ４３１ 细胞的增殖。 在干扰 ＬＭＯ４ 表达的细胞中，
Ｇ２ ／ Ｍ 期细胞没有受到影响，而主要变化是 Ｇ０ ／ Ｇ１

期细胞数量显著增加，Ｓ 期细胞较对照组细胞明显

减少。 因此，干扰 ＬＭＯ４ 表达，有利于细胞周期停滞

在 Ｇ０ ／ Ｇ１ 期。 已知调节细胞周期的主要是周期素

蛋白包括有 Ａ、Ｂ、Ｄ 和 Ｅ 等 ５ 种类别。 其中，Ｃｙｃｌｉｎ
Ｄ１ 和 Ｅ 主要调控细胞 Ｇ１ 期到 Ｓ 期，Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 能激

活 ＣＤＫ４ 调控 Ｇ１ 期细胞生长；Ｃｙｃｌｉｎ Ｅ 激活 ＣＤＫ２
调控 Ｓ 期的染色体复制［１２］。 在 Ａ４３１ 细胞中干扰

ＬＭＯ４ 时，Ｃｙｃｌｉｎ Ｅ 表达显著降低，同时伴随 ＣＤＫ２
表达减少；而 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 和 ＣＤＫ４ 的表达变化不明

显。 这些结果与细胞周期的变化具有一致性。 有研

究［１５］表明在乳腺癌细胞中敲低 ＬＭＯ４ 后，Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１
和 Ｅ 的表达显著降低，导致细胞停留在 Ｇ２ ／ Ｍ 期，这
可能是 ＬＭＯ４ 在不同类型肿瘤细胞中作用机制存在

差异性。
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