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ADAR1 shRNA对人胶质瘤 U87细胞增殖和凋亡的影响 *
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摘要 目的：研究 ADAR1 shRNA对人胶质瘤细胞 U87细胞增殖和凋亡的影响。方法：通过构建 ADAR1-shRNA的干扰质粒，经脂

质体法转染胶质瘤 U87细胞系，通过荧光倒置显微镜观察转染效率，选择转染效率最高的细胞系。取转染 48h细胞，采用 RT-PCR

和Western-blot分别检测 ADAR1 mRNA及蛋白的表达，流式细胞仪检测其细胞凋亡率，MTT法检测细胞增殖情况。结果：①经
ADAR1-shRNA转染 48h后的转染效率最高，此时 U87细胞系中 ADAR1 mRNA及蛋白的表达均被显著抑制，较阴性对照组及

空白组均明显降低(P<0.05)。②在转染 ADAR1-shRNA后，细胞凋亡率为(28.14%± 3.76%)，明显高于阴性对照组(3.20%± 1.57%)

和空白组(2.80%± 1.49%)，细胞增殖率较阴性对照组及空白组明显下降(P<0.05)。结论：通过 shRNA抑制 ADAR1的表达能明显
促进人胶质瘤细胞 U87细胞的凋亡和抑制其增殖，ADAR1基因可能成为治疗治疗胶质瘤的新靶点。
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Effects of shRNA-ADAR1 on the Proliferation
and Apoptosis of U87 Glioma Cell*

This studywas designed to investigate the effects of transfection with small hairpin RNA (shRNA)-ADAR1 on

the proliferation and apoptosis of human glioma U87 cell line. The shRNA expression vector which expresses the speci覱c
shRNA targeting ADAR1 mRNA (ADAR1-shRNA) or independent sequence (Negative-shRNA) was transfected into U87 cells, and then

the U87 cells with stable expression of shRNA were selected. The expressions of ADAR1 were detected by RT-PCR and Western

blotting. The cellular proliferation activity, and the apoptotic rate were determined by MTT assay and flow cytometry, respectively.

Compared with the Negative-shRNA group and the non-transfection group, the mRNA and protein expression levels of ADAR1

in U87 cells with transfection of ADAR1-shRNA (interference group) was significantly suppressed and the cell proliferation was slowed
down after transfection for 48h (P＜ 0.05). The apoptotic rate in the interference group (28.14%± 3.76%) was significantly higher than

those in the Negative-shRNA group (3.20%± 1.57%) and the non-transfection group (2.80%± 1.49%) (P＜ 0.05). The proliferation ratio
of U87 cells significantly decreased after transfection of ADAR1 shRNA (P<0.05). ADAR1-shRNA transfection increases

the apoptotic rate, inhibits the proliferation of U87 glioma cells, which provides a potential target in gene therapy for glioma.
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前言

胶质瘤是指由神经上皮组织衍化的肿瘤，是颅内最常见的

恶性肿瘤[1]。目前治疗方法包括手术、化学治疗、放射治疗等，但

胶质瘤患者的中位生存期很少超过 15个月[2]。研究表明，这与

肿瘤细胞的抗凋亡以及增殖能力较强有关 [3]。ADAR1 (又称
DSRAD) 是一种双链 RNA编辑酶，位于 1号染色体长臂上

(1q21.3)[4]，广泛存在于从原虫到哺乳动物体内。相关研究表明

其与肿瘤的发生发展有密切关联[5]。本研究通过探讨 ADAR1在
胶质瘤细胞系 U87中的表达，以及 ADAR1对其增殖和凋亡的

影响，旨在为胶质瘤的诊治提供新的理论依据。

1材料与方法

1.1实验细胞和试剂

3232窑 窑



现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress in Modern Biomedicine Vol.14 NO.17 JUN.2014

实验使用 U87胶质瘤细胞系由中国科学院典型培养物保

藏委员会细胞库所提供。杜伯改良的依格培养基(Dulbecco's

modified Eagle's medium essential medium，DMEM)和胰蛋白酶

由 Gibco 公司提供，新生小牛血清由杭州四季青公司提供；
ADAR1抗体购自于美国 Abcam公司，茁-actin抗体和 BCA 蛋

白浓度测定试剂盒由北京博奥森公司提供；质粒中提取试剂盒

由北京康为世纪生物公司提供；shRNA 购自于 Genecopoeiag

公司 (产品货号为 HSH000471)，四甲基偶氮唑蓝 (MTT)由
Sigma 公司提供；Lipofectamine 2000 转染试剂购自美国
Invitrogen公司；其余试剂为国产分析纯；超净工作台为苏州净

化设备厂产品，蛋白电泳设备装置为美国 Bio-Red公司生产。
1.2 实验方法和步骤
1.2.1 胶质瘤细胞系培养 在 U87 细胞系中加入 4 mL 含有
10%新生小牛血清的 DMEM培养液，置于 37℃、5% CO2培养

箱中培养，每 3天进行传代一次，实验时取对数生长期细胞。
1.2.2 shRNA转染与筛选 取对数生长期胶质瘤细胞 U87 接
种于 24孔培养板，用含有 10%新生小牛血清的 DMEM培养液

培养，待细胞融合达到 70%-80%时进行转染。实验共分 3组，
ADAR1-shRNA干扰组、Negative-shRNA干扰组 (阴性对照组)

和未转染组 (空白组 )。将 eGFP-HIVU6-ADAR1-shRNA 和
eGFP-HIVU6-negative-shRNA 质粒用 Lipofectamine 2000 按说
明书要求进行转染，于转染后 24、48及 72 h后通过倒置荧光

显微镜观察转染效率。

1.2.3 RT-PCR 检测 ADAR1 的表达 收集转染 48 h 后的
U87细胞，将细胞裂解液转移至 1.5 mL管中，加入 0.3 mL氯仿

混匀并高速离心(12000 rpm)15 min，将水相转移至新 EP管，加

入等体积异丙醇，振荡混匀，高速离心(12000 rpm)5 min，弃上

清，加入 1 mL 75%乙醇振荡后离心(9000 rpm)5 min弃上清，室

温下干燥 DEPC水 25滋L检测纯度后保存于 -70℃。按照试剂盒

说明书进行 RT-PCR反应。ADAR1(NM_001025107)引物序列

有 Primer 6.0 软 件 设 计 ， 其 正 义 链 引 物 序 列 为 ：
5'-GCAACTCCACATCTGCCTTG-3'； 反 义 链 引 物 序 列 ：
5'-GACCTACCTCTCTCACACCCT-3'；产物长度为 2899bp，以
GAPDH 作 为 内 参 ， 其 正 义 链 引 物 序 列 为 ：

5'-GCACCGTCAAGGCTGAGAAC-3'； 反 义 链 引 物 序 列
5'-TGGTGAAGACGCCAGTGGA-3'；产物长度为 138 bp。扩增

条件为：95℃预变性 5 min，95℃变性 30 s；ADAR1，GAPDH均

以 56℃退火 45s，70℃延伸 30s，25 个循环；70℃延伸 10min。
PCR产物经 1.8%的糖凝胶电泳分离, 采用凝胶成像仪分析并

照相，比较灰度值，每个样本至少重复 5次。
1.2.4 Western-blot 检测 U87ADAR1 的表达 对进行不同处

理的 U87细胞系分别在生长对数期进行收集，用蛋白酶裂解

液裂解细胞，并提取蛋白。加入 2× 凝胶上样缓冲液，并于沸水
中煮 5 min。通过 BCA蛋白定量试剂盒进行蛋白定量。再对定
量后的蛋白样品进行聚丙烯酰胺凝胶电泳，电压依次为浓缩胶

110V，分离胶 130V。采用半干法以恒流 100 mA，2 h将蛋白转
移至硝酸纤维素膜上；将硝酸纤维素膜浸于蛋白封闭液(1.5g

脱脂奶粉溶于 30 mL磷酸盐吐温缓冲液中)中，室温 25℃封闭 1

h；加入以磷酸盐吐温缓冲液按 500:1稀释的兔抗人 ADAR1一
抗，4℃过夜。用磷酸盐吐温缓冲液洗膜 3次，每次 5 min；加入

1:20000稀释的辣根过氧化物酶标记的羊抗兔二抗，室温放置
1 h，磷酸盐吐温缓冲液洗膜 3次，每次 5 min；加入发光液浸泡
硝酸纤维素膜 5 min；用凝胶成像仪成像。每个试验样品至少重

复 5次。
1.2.5 流式细胞仪检测细胞凋亡 于转染成功 48h后，细胞密

度调整至 1× 106/mL，加入 RNA酶，水浴 37℃，时间 30 min，再

加入碘化吡啶(PI)和 AV，双染避光染色 30 min后，在网膜过滤

后进行检测。根据 DNA直方图中 G1峰前出现的亚二倍峰，计

算凋亡率(apoptotic index(AI)，即凋亡细胞所占百分比)。实验至
少重复 5次。
1.2.6 MTT检测细胞增殖 取对数生长期细胞，细胞浓度调

整至 1× 106个 /mL，接种于 24孔板。转然后分别在含有 10%

新生小牛血清的 DMEM培养液中培养 24、48、72和 96 h，每孔

细胞中加入MTT(5 g/L)60 滋L，继续孵育 4 h后，加入二甲基亚
砜(DMSO) 200 滋L孔，避光震荡 10 min后，用波长 492 nm的酶

联检测仪检测吸光度值，每组 6孔。计算细胞增殖率 =[实验组

平均吸光度值 /空白组平均吸光度值× 100%]。实验至少重复 5

次。

1.3 统计学分析
数据处理用 SPSS16.0 软件，各组所得计量数据采用均

数± 标准差(X± S)表示，两组间均数比较用 t检验，多组均数间

的显著性检验用方差分析，以 P<0.05视为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 ADAR1 shRNA转染 U87细胞后的荧光观察结果
通过倒置荧光显微镜分别于转染细胞 24、48和 72 h后进

行观察，发现转染 48h时，ADAR1-shRNA的转染效率最高，转

染 72h后绿色荧光蛋白(EGFP)表达逐渐衰减，并发现大量细胞

死亡。因此，选择在对细胞转染 48h时进行 ADAR1 mRNA和

蛋白表达进行检测。(图 1A)

2.2 转染 48 h后细胞中 ADAR1 mRNA及蛋白的表达

对 ADAR1-shRNA 转染 48 h 的细胞进行 RT-PCR 检测，

结果显示 ADAR1-shRNA 干扰组 ADAR1 mRNA 的表达水平

明显低于阴性对照组和空白组，差异有统计学意义(P<0.05)(图
1B)。Western-blot检测的结果显示：ADAR1-shRNA干扰组中
ADAR1蛋白(P110和 P150)的表达水平明显低于阴性对照组

和空白组，差异均有统计学意义(P<0.05)(图 1C、D)
2.3 ADAR1 shRNA对 U87细胞增殖的影响

经 ADAR1 shRNA转染 24、48、72和 96 h后，ADAR1-sh-
RNA干扰组与 Negative-shRNA干扰组及空白对照组相比细胞

生长增殖率明显下降，差异有明显统计学意义(P＜ 0.05)。(图 2A)

2.4 ADAR1 shRNA对 U87细胞凋亡的影响

流式细胞术检测细胞凋亡，结果显示 ADAR1 shRNA转染
U87细胞 48 h后，细胞凋亡率为(28.14± 3.76%)，明显高于阴性

对照组(3.20± 1.57%)和空白对照组(2.80± 1.49%)，差异均有统

计学意义(图 2B)。

3讨论

胶质瘤是中枢神经系统发病率最高的恶性肿瘤之一，其具

体的发病机制目前尚不清楚[6]，可能与多种外源性和内源性的
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图 1A ADAR1-shRNA质粒转染 U87细胞 48h后可见大量绿色荧光细胞(200× )

Fig. 1A A lot of green fluorescence was observed in U87 cells transfected with ADAR1-shRNA after 48 h (200× )

图 1B RT-PCR检测转染 48h后细胞中 ADAR1 mRNA的表达

Fig. 1B Expressions of ADAR1 mRNA in U87 cells transfected with ADAR1-shRNA detected by RT-PCR

图 1C&D Western-blot检测转染 48h后细胞中 ADAR1蛋白的表达

Fig.1C&D Expressions of ADAR1 protein in U87 cells transfected with ADAR1-shRNA detected by Western-blot

图 2A ADAR1-shRNA对 U87细胞增殖的影响 图 2B ADAR1-shRNA对 U87细胞凋亡的影响

Fig. 2A Effect of ADAR1-shRNA on the proliferation of U87 cells Fig. 2B Effect of ADAR1-shRNA on the apoptosis of U87 cells

因子共同作用有关[7]。研究显示，DNA突变为许多癌症的发生

发展提供了重要的分子线索 [8]，特别是转录后的调控事件，如

RNA编辑，正在成为研究包括人类肿瘤等多种疾病的新方向[9]。

ADARs酶家族能够通过对转录后产生的目标 RNA序列

进行将腺嘌呤脱氨基的作用，使腺嘌呤转化为次黄嘌呤，影响

翻译中碱基的配对，从而完成对 RNA的编辑[10]。目前关于RNA

编辑与胶质瘤的研究多集中于 ADAR2 [11,12]。相关研究认为

ADAR2与胶质瘤细胞的增殖和侵袭性密切相关。ADAR2可以

通过作用于离子型谷氨酸受体(AMPAR亚型)mRNA的 Q/R位

点，进而改变 AMPAR对 Ca2+的通透性，使细胞质内 Ca2+浓度

降低，从而抑制肿瘤的增殖[13,14]。Caterina等在研究检测 ADAR2

在儿童胶质母细胞瘤上的表达时，发现由于选择性的拼接错

误，导致 ADAR1在儿童胶质瘤细胞的表达较正常脑组织明显

升高[15]。而相关研究认为，胶质瘤中高表达的 ADAR1，通过与
ADAR2形成异二聚体，而影响了 ADAR2同二聚体的形成[16-18]，

从而影响 ADAR2对 AMPAR mRNA的编辑，进而抑制细胞的
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本实验的结果显示，通过 ADAR1-shRNA干扰胶质瘤 U87

细胞后，使细胞内 ADAR1(P110)的表达明显下降，且细胞增殖

明显下降，细胞凋亡明显增多，表明 ADAR1 有促进胶质瘤细
胞增殖以及抑制其凋亡的能力，但其发挥作用的具体途径是与

ADAR2 形成的异二聚体相关，或是与 ADAR1 通过干预
miRNA的合成[20]，尚待进一步研究。

综上所述，本研究结果表明通过 shRNA抑制 ADAR1的

表达能明显促进人胶质瘤细胞 U87 细胞的凋亡并抑制其增
殖，ADAR1 基因可能成为治疗治疗胶质瘤的新靶点，针对

ADAR1基因的干涉技术有望成为胶质瘤基因治疗的新途径。
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