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Abstract
AIM: To investigate the expression of ribosomal protein 
L15 (RPL5) in gastric cancer as well as its effect on the 
proliferation of gastric cancer cells.

METHODS: The expression of RPL5 was detected in 
gastric cancer cell lines AGS, MKN45, SGC7901 and 
MGC803 by Western blot. The specific siRNA vector of 
RPL5 was constructed and then transfected into AGS 
cells. The expression of RPL5 in the transfectants was 
examined by Western blot. The growth of transfected 
cells was evaluated by MTT assay and flow cytometry.

RESULTS: The expression of RPL5 in gastric cancer 
cell lines AGS, MKN45, SGC7901 and MGC803 were 
all significantly higher than that in GES-1 and normal 
epithelial cells of gastric mucosa. The specific siRNA 
vectors of RPL5, named U6-RPL5A and U6-RPL5B, 
were successfully constructed and transfected into AGS 
cells. U6-RPL5A could inhibit the expression of RPL5 
significantly. The growth rate of U6-RPL5A transfected 
cells, named AGS-U6-RPL5A, was lower than the 
control cells, and the percentage of the cells that was 
in proliferation phase was decreased by about 5%.

CONCLUSION: RPL5 can inhibit the proliferation of 
gastric cancer cells, and further investigation of RPL5 
function will be helpful in the diagnosis and treatment 
of gastric cancer.
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摘要
目的: 探讨核糖体蛋白L5(ribosomal protein L5, RPL5)
在胃癌细胞中的表达及对胃癌细胞生长的影响. 

方法: Western blot检测RPL5在胃癌细胞系中的表达, 
构建RPL5特异性siRNA载体, 转染细胞, Western blot进
行鉴定, MTT方法和流式细胞术检测转染细胞的生长
变化. 

结果: RPL5在胃癌细胞系AGS、MKN45、SGC7901、
MGC803中的表达均明显强于在GES-1和正常胃黏膜
上皮中的表达. 成功构建RPL5特异性siRNA载体U6-
RPL5A和U6-RPL5B, 转染AGS细胞, 进行稳定筛选, 发
现U6-RPL5A能显著抑制RPL5的表达, 其相应的细胞
系AGS-U6-RPL5A的生长速度减慢. 细胞周期检测结
果显示AGS-U6-RPL5A细胞中处于增殖期的细胞减少
了约5%. 

结论: 对RPL5功能的进一步深入研究可能会有助于胃
癌的诊断和治疗. 
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0  引言

核糖体既是蛋白质生物合成的场所, 也是一个功能单

位. 核糖体蛋白(ribosomal protein, RP)除组成核糖体, 
参与蛋白质的合成之外, 还具有其他功能, 尤其近年来

发现的许多核糖体的体外功能, 对重新认识和评估核

糖体的作用具有重要的意义[1-5]. 我们在前期的基因芯

片的研究中发现, 核糖体蛋白RPL5在胃癌组织中的表
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达明显高于癌旁组织, 提示RPL5可能在胃癌的发生、

发展中发挥作用. 我们将在先前工作的基础上进一步

探讨RPL5在胃癌中所起的作用和可能分子机制. 

1  材料和方法

1.1 材料

1.1.1 组织标本和细胞株 正常胃黏膜组织的胃镜标本

分别来源于2例胃镜下胃黏膜表现正常的患者, 病理

检查亦表明为正常胃黏膜上皮组织. 标本取出后立即

置于液氮中, 后于-70℃保存. 永生化正常胃上皮细胞

系GES-1、胃癌细胞系AGS、MKN45、SGC7901、
MGC803均为本实验室保存.
1.1.2 主要试剂  mU6pro载体为美国密西根大学Turner
教授惠赠. RPL5单克隆抗体和ECL试剂购自San ta 
Cruz公司, β-actin单克隆抗体、MTT和DMSO均购自

Sigma公司. 羊抗鼠二抗购自北京中山生物技术有限

公司, NC膜购自Hybond公司. 小量质粒抽提试剂盒为

Promega公司产品, Lipofectamin 2000为Invitrogen公司

产品, G418为Gibco公司产品.   
1.2 方法

1.2.1 质粒构建和细胞转染  以mU6pro为载体, 根据siRNA
设计原则设计两对RPL5特异性siRNA寡核苷酸. 第一对正

向寡核苷酸L1: 5'-tttgtgcatcatcatggagttaacataactccatgatg-
atgcacttttt-3', 反向寡核苷酸L2: 5'-ctagaaaaagtgcatcatca
tggagttatgttaactccatgatgatgca-3'. 第二对正向寡核苷酸

L3: 5'-tttgcaatggtcttaatgttccacaggaacattaagaccattgcttttt-3', 
反向寡核苷酸L4: 5'-ctagaaaaagcaatggtcttaatgttcctgtgga
acattaagaccattg-3'. 正反向寡核苷酸体外退火, 退火后

的双链siRNA与用BbsⅠ和XbaⅠ酶切后的mU6pro载
体片段于16℃连接过夜. 连接产物转化E.col i  DH5a
感受态细胞, 挑取单克隆并且提取质粒, 以Hin d Ⅲ和

XbaⅠ酶切鉴定重组质粒. 收集酶切鉴定正确的重组

质粒, 送上海生工公司进行测序. 采用Invitrogen公司

Lipofectamin 2000并按其说明书方法进行. 细胞转染时

将AGS细胞接种于6孔板, 待细胞生长融合达80%后进

行细胞转染, 每孔分别加入4 mL Lipofectamin 2000和
2 mg质粒, 因为对于mU6pro表达载体, 由于其不含有

筛选标签, 稳定转染时同时共转染pcDNA3.1A.  转染

后2 d加G418进行抗性筛选, 浓度为500 mg/L, 筛选时

间为6 wk.  挑取10个克隆进行鉴定. 
1.2.2 细胞生长曲线绘制 采用MTT法进行. 取对数生

长期细胞按每孔2×103接种于96孔板, 分AGS、AGS-
mU6pro和AGS-U6-RPL5A三组, 每组3个复孔, 置于

细胞培养箱中常规培养. 在第1, 3, 5, 7 d, 每天每种细

胞各取出3孔进行MTT计数, 每孔加入20 mL MTT贮
存液(5 g/L), 继续培养4 h. 将培养上清置换成200 mL 

DMSO, ELISA仪读取吸光度, 检测波长为490 nm. 仅
含培养液的孔作为空白对照, 仅用DMSO处理组为阴

性对照. 
1.2.3 细胞周期测定 收获对数生长期的细胞, 胰酶消化

后用冷PBS洗涤2次, 离心弃上清, 加入0.5 mL的PBS混
悬细胞, 再加入1 mL无水乙醇固定, 4℃过夜. 离心弃

上清, 冷PBS洗涤2次, 经碘化丙啶染色后, 流式细胞仪

进行细胞周期检测. 重复三次, 取一典型测定结果为代表.
1.2.4 Western blot  以80 mg蛋白为加样量进行SDS-PAGE
电泳, 然后转移至hybond-NC膜, 以TTBS对膜进行漂

洗, 室温封闭2 h, 加入一抗, 4℃孵育过夜. TTBS洗膜, 
加入相应二抗室温孵育1 h, 最后用ECL试剂进行蛋

白条带显色. 以β-actin作为内参照. 利用BioRad公司的

Quantity One软件进行条带的定量. 
统计学处理 采用Student-Newman-Keuls检验进行

数据差异分析, P <0.05认为有显著性差异. 

2  结果

2.1 RPL5在胃黏膜组织和胃癌细胞系中的表达 为了

研究RPL5在胃癌的表达, 我们以两例正常胃黏膜组织

和人永生化正常细胞系GES-1作为对照, 对胃癌细胞

系AGS、MKN45、SGC7901、MGC803进行Western 
blot检测, 比较RPL5的含量. 在各细胞总蛋白上样量

相同的条件下(b-actin条带的亮度基本相同), RPL5在
肿瘤细胞系中高表达, 在GES-1和两例正常胃黏膜上

皮组织中的表达均较弱(图1). 用Quantity One软件定

量分析的结果表明, RPL5在胃癌细胞系中的表达均

强于GES-1和正常胃黏膜上皮. RPL5蛋白的分子量为

23 ku. 在进一步的实验中, 我们选用了RPL5表达较高

的AGS细胞作为研究对象.
2.2 RPL5特异性siRNA的构建及对细胞内RPL5的抑制

作用 将退火后的两对寡核苷酸分别克隆入mU6pro载
体, 命名为U6-RPL5A和U6-RPL5B, 用Hin d Ⅲ和XbaⅠ
双酶切鉴定, 释放出大小为380 bp的片段(包括U6启动

子和克隆入的寡核苷酸), 表明载体构建成功(图2), 测
序结果也与预期一致. 空载体对照mU6pro酶切释放出

1 100 bp的片段(包括U6启动子和EGFP基因序列).  
将U6-RPL5A和U6-RPL5B分别以10∶1的比例与

pcDNA3.1A混和, 共同转染AGS细胞, 2 d后用500 mg/L
的G418筛选, 分别挑取10个单克隆, 用Western blot鉴
定RPL5的表达. U6-RPL5A和U6-RPL5B转染后阳性单

克隆的鉴定结果显示, AGS-U6-RPL5A中RPL5的表达

明显低于AGS-mU6pro的表达, 而AGS-U6-RPL5B中
RPL5的表达与AGS-mU6pro差异不明显(图3). 这一结

果表明U6-RPL5A更能有效抑制RPL5的表达, 且我们

成功获得了RPL5低表达的细胞系.
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2.3 RPL5特异性s iRNA对胃癌细胞的生长抑制作用 
我们用MTT方法检测了转染细胞的生长速度, 发现

RPL5的表达下调可使细胞的生长速度明显减慢, 表
现为AGS-U6-RPL5A细胞在第5, 7 d的吸光度值(A )
均明显低于AGS和AGS-mU6pro(P <0.05, 图4). 进一

步进行细胞周期的分析, 结果表明AGS-U6-RPL5A
处于S+G2+M增殖期的细胞数明显低于AGS和AGS-
mU6pro, 其比例约减少5％(图5). 

3  讨论

翻译调节和核糖体组装是细胞内重要的生理过程, 与
细胞的生长和细胞周期进展密切相关. 这一生理过程

在肿瘤细胞中常常出现异常, 结果导致蛋白合成速率

的增加, 细胞生长速度和细胞周期进展加快. 核糖体蛋

白的异常表达是肿瘤细胞翻译调节和核糖体组装异常

的重要表现之一[6-11]. 
核糖体蛋白与肿瘤的关系的直接证据来源于

图  1  Western b lot检测RPL5在胃黏膜组织和胃癌细胞系中的表达. 

N1: 胃黏膜组织1; N2: 胃黏膜组织2; GES-1: 永生化胃黏膜上皮细胞; 

AGS、SGC7901、MKN45以及MGC803: 胃癌细胞系.

图  2  RPL5 siRNA载体的鉴定 (Hin d III和Xba  I酶切的电泳结果). M: DNA

分子量标准; A: 构建的U6-RPL5A; B: U6-RPL5B; C: 载体及空载体

mU6pro.

图  3  Western blot检测转染细胞中RPL5的表达. A: AGS-mU6pro; B: 

AGS-U6-RPL5B; C: AGS-U6-RPL5A.

图  4  MTT法检测转染细胞的生长曲线. aP<0.05, AGS-U6-RPL5A vs  

AGS-mU6pro, AGS.

图  5  流式细胞术检测转染细胞的细胞周期分布. A: AGS; B: AGS-
mU6pro; C: AGS-U6-RPL5A.
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Amsterdam et al [12]对斑马鱼的研究. 他们筛选产生了12
种易发生肿瘤的斑马鱼, 发现其中有11种斑马鱼有不

同核糖体蛋白的突变, 证实这些核糖体蛋白的突变导

致了斑马鱼肿瘤的发生. 因而他们认为斑马鱼中的核

糖体蛋白是肿瘤相关基因. 
而在人类肿瘤中, Pogue-Geile et al [13,14]首先发现

RPS3在大肠癌中的表达上调. 随后越来越多的研究表

明, 人类核糖体蛋白的高表达与肿瘤密切相关[15-20], 特
别是近年来由于基因芯片和消减杂交技术等高通量技

术的大量应用, 鉴定了多个在肿瘤中高表达的核糖体

蛋白. 例如: 在化学致癌剂诱导的口腔癌中, RPS2的表

达上调[21]; 在乳腺癌中, RPL7[22]、RPL19[23]和RPL8是
高表达的; RPL19和RPS12[24]在头颈部肿瘤中的表达是

升高的; RPS19在子宫平滑肌瘤和头颈部肿瘤[25]中的

表达上调; RPL17a在大肠癌中的表达升高[26,27]. 另外, 
RPS2和RPL10a在多种肿瘤中也有较高表达[28]. Wang 
et al [29]在克隆了RPL15全长的基础上研究了RPL15在
食道癌上的表达, 发现RPL15在食道癌中的表达是升

高的. 而我们的先前的基因芯片的研究发现, RPL5在
胃癌组织中的表达明显强于癌旁组织, 本项研究进一

步发现, RPL5在多株胃癌细胞系中的表达均明显强于

胃黏膜上皮组织和永生化胃黏膜上皮细胞系GES-1, 
表明RPL5很可能是胃癌细胞中一个上调的蛋白, 他
可能在胃癌的诊断方面有一定的作用. 进一步的临床

标本研究将有助于阐明RPL5在胃癌患者中的表达频

率、强度以及分布. 
Gardner-Thorpe et al [30]探讨了核糖体蛋白用于肿

瘤治疗的可能, 他们将核糖体蛋白P2的反义核酸转染

PaCa-2和BxPC-3细胞系, 结果发现核糖体蛋白P2的反

义核酸能显著抑制肿瘤细胞系PaCa-2和BxPC-3生长, 
其抑制率分别为63％和65％. 而我们的研究也表明, 用
siRNA技术干预RPL5的表达可以显著抑制胃癌细胞

系AGS的生长. 这两项类似的结果表明干预肿瘤细胞

中核糖体蛋白的表达可能可以用于肿瘤的治疗. RPL5
可能有希望成为胃癌治疗的一个新的靶分子. RPL5的
siRNA抑制胃癌细胞生长的机制目前不清, 可能与胃

癌细胞周期的阻滞或凋亡的诱导有关系, 尚需进一步

的实验来探讨. 
Amsterdam et al [12]发现斑马鱼中核糖体蛋白的突

变与肿瘤的发生密切相关, 但是在人类中尚未发现肿

瘤中有突变的核糖体蛋白存在, 因此, RPL5在胃癌中

存在突变的可能性不大, 这一点还需要我们进一步用

实验进行证实. 
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首届北京地坛感染病学术会议
                                                                                   

本刊讯 为庆祝建院60周年, 北京地坛医院决定于2006-03-02/04在北京召开全国性的“首届北京地坛感染病学术会议”, 预计全

国的同行500人参加这次重要的会议．会议邀请了40余位我国德高望重、年富力强的感染病专家作专题学术讲演．

1 会议征稿内容

这次感染病学术会议征文的内容包括病毒性肝炎、HIV/AIDS、各种传染性疾病和感染性疾病, 抗生素的合理使用, 也包括新发/复

燃的传染病．论文全文和摘要请发到电子信箱: cj@genetherapy.com.cn; 或hy@genetherapy.com.cn．

2 与会专家名单

首届北京地坛感染病学术会议邀请的专题报告专家（按照汉语拼音排序）有: 白雪帆, 陈智, 陈志海, 成军, 段钟平, 窦晓光, 

范小玲, 高志良, 郭利民, 侯金林, 贾继东, 郎振为, 李长青, 李兰娟, 李太生, 李兴旺, 刘沛, 刘庄, 伦文辉, 毛羽, 缪晓辉, 

穆毅, 宁琴, 牛俊奇, 任红, 施光峰, 斯崇文, 谭德明, 唐红, 唐小平, 万谟彬, 王凤水, 王福生, 王贵强, 王磊, 王玲, 王宇

明, 王宪波, 魏红山, 魏来, 翁心华, 谢青, 谢雯, 谢尧, 邢卉春, 徐道振, 杨东亮, 杨钧, 袁正宏, 赵红心, 庄辉．

3 联系方式

首届北京地坛感染病学术会议组织委员会主席为成军教授. 地址: 北京市东城区安外大街地坛公园13号; 邮编: 100011; 电话: 

010-64481639; 传真: 010-64481639; Email: cj@genetherapy.com.cn.

　　欢迎全国感染病学界的各位专家和同仁来北京参加这次盛会．


