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Abstract
AIM: To investigate the role of repressor/activa-
tor protein 1 (Rap1) in nuclear factor-κB (NF-
κB)-mediated apoptosis of liver cancer cells. 

METHODS: Hepatocellular carcinoma HepG2 
cells were divided into three groups: control 
group, empty plasmid-transfected group, and 
Rap1 miRNA group. Apoptosis was determined 
by flow cytometry 72 h after transfection. The 
expression of Rap1 protein was measured by 
Western blot, and the expression of NF-κB p65 
mRNA was measured by RT-PCR.  

RESULTS: Compared to the control group and 
empty plasmid-transfected group, the level of 
Rap1 was significantly decreased and apoptosis 

rate (33.0% ± 5.8% vs 8.2% ± 2.5%, 0.6% ± 0.2%, 
both P < 0.05) was significantly increased 72 
h after miRNA transfection. Cells in the Rap1 
miRNA group had a significant reduction in 
the level of NF-κB p65 mRNA compared to 
controls. 

CONCLUSION: Rap1 miRNA increases apopto-
sis in hepatocellular carcinoma cell line HepG2 
by decreasing the expression of NF-κB p65. 

© 2013 Baishideng. All rights reserved.
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摘要
目的: 探讨抑制/激活蛋白(repressor/activator 
protein, Rap1)对肝癌细胞凋亡的影响及其作
用机制. 

方法:  肝癌细胞H e p G2实验分组为:  R a p1 
miRNA转染组、空质粒组、对照组(空白对照
组). 用流式细胞仪检测各组肝癌细胞凋亡率. 
采用Western blot检测各组细胞中Rap1的表达,
用逆转录-聚合酶链反应(reverse transcription-
polymerase chain reaction, RT-PCR)检测核因
子κB(nuclear factor-κB, NF-κB)p65的表达. 

结果: 流式细胞仪检测结果提示, 转染后72 h, 
Rap1 miRNA组肝癌细胞凋亡率, 比空质粒
组和对照组高(33.0%±5.8% vs  8.2%±2.5%, 
0.6%±0.2%, P <0.05). Rap1 miRNA转染组中
Rap1, NF-κB p65表达下降. 

结论: miRNA干扰Rap1能促进肝癌细胞凋亡. 
同时伴有NF-κB p65表达下降. 

© 2013年版权归Baishideng所有.

■背景资料
肝癌细胞的凋亡
是一个多基因参
与的复杂的调控
体 系 ,  当 促 凋 亡
基因与抑制凋亡
基因失去正常的
调控导致肿瘤的
发 生 与 发 展 .  端
粒酶是一种蛋白
与小分子RNA组
成的核糖核酸酶,
与细胞周期和肿
瘤凋亡基因表达
关系密切.

■同行评议者
陈海龙, 教授, 大
连医科大学附属
第一医院院办
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核心提示: 原发性肝细胞癌是危害人类健康的重

大疾病之一, 在世界范围内是位居第6位的常见

肿瘤. 原发性肝癌的发生发展与凋亡障碍存在密

切的联系. 现有研究表明, 端粒结合蛋白和一些肿

瘤细胞的凋亡障碍有关. 抑制/激活蛋白(repressor/
activator protein, Rap1)是端粒遮蔽蛋白的成分之

一. 然而, Rap1在原发性肝癌发生、发展中的作

用, 文献中鲜有报道. 本研究探讨Rap1在原发性肝

癌细胞凋亡调节中的作用及其作用机制, 分析针

对Rap1的靶向治疗对原发性肝癌的治疗价值. 

甘平, 查勇, 姚乾, 陈真, 谭晶. miRNA干扰Rap1对肝癌细胞凋
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0  引言 

有效的D N A修复是肿瘤细胞对治疗产生耐受

的一个重要原因[1]. 端粒是位于染色体末端的

DNA-蛋白结构, 由TTAGGG重复序列和大量

的端粒结合蛋白组成[1,2]. 遮蔽蛋白是端粒中的

重要结构之一, 他由6个端粒结合蛋白构成: 端
粒重复序列结合因子1(telomeric repeat binding 
factor 1, TRF1)、TRF2、端粒保护蛋白1(protec-
tion of telomeres protein 1, POT1)、端粒重复序

列结合因子1相互作用核因子2(TRF1 interacting 
nuclear factor 2, TIN2)、三肽肽酶(tripeptidyl 
peptidase1, TPP1)和抑制/激活蛋白(repressor/ac-
tivator protein, Rap1), 遮蔽蛋白复合体起着保护

端粒的作用[3,4]. Rap1亦称为端粒重复序列结合

因子2相互作用蛋白, 是端粒遮蔽蛋白中的重要

成员之一[5,6]. 有研究发现端粒酶活性与肿瘤凋

亡、肿瘤的发展、化学治疗耐受存在密切的关

系[7-12]. 但有关Rap1与肝癌细胞及凋亡关系的报

道较少. 在本研究中我们研究Rap1表达与肝癌

细胞凋亡耐受的影响, 为探索有效的肝癌生物

治疗的分子靶点提供实验依据. 

1  材料和方法

1 .1  材料  宿主菌大肠埃希菌D H5α、R a p1 
miRNA(Inv i t rogen公司合成提供, Gene ID: 
54386)、HepG2细胞株购自中科院上海细胞库; 
Rap1引物由上海生工生物公司合成(表1); 高糖

DMEM培养基(Dulbecco's Modified Eagle Me-
dium, DMEM)、胎牛血清购自Hyclone公司; Tu-
nel细胞凋亡检测试剂盒、两步法逆转录-聚合

酶链反应(reverse transcription-polymerase chain 
reaction, RT-PCR)试剂盒购自Invitrogen公司; 转
染载体pcDNA6. 2-GW/EmGFP-miR(Invitrogen, 
Catalog no. K4936-00), 壮观霉素(Sigma, Cata-
log no. S4014, 培养基中的终浓度50 μg/mL), 
Western bolt检测一抗: RAP1(Santa公司、60 
kDa、mouse)、β-actin(Abmart公司、43 kDa、
mouse); 二抗: Goat anti-rabbit and mouse IgG-
HRP(Abmart公司); RNA抽提液TRIzol、一步法

RT-PCR试剂盒购自Invitrogen公司. 
1.2 方法

1.2.1 分组: HepG2肝癌细胞为研究对象, 按照

处理因素的不同实验分组为: Rap1 miRNA转染

组、空质粒组、对照组(空白对照组), 采用脂质

体2000转染. 
1.2.2 细胞培养: 采用高糖DMEM培养(Hyclone 
公司), 培养液中含100 mL/L的胎牛血清, 置入含

50 mL/L CO2的培养箱中, 温度为37 ℃. 
1.2.3 细胞转染: 待HepG2细胞成对数期生长时, 
用0.25%胰酶消化、铺板于6孔板中, 每孔细胞

数约2×105个, 采用含10% 0 mL/L胎牛血清的培

养液培养, 待细胞生长至满60%-80%视野时, 开
始转染试验. 以脂质体2000为载体, 具体操作步

骤按照Invitrogen公司提供的实验方案. 转染后

72 h在荧光倒置显微镜下观察绿色荧光, 评估转

染效率. 
1.2.4 采用Western blot检测miRNA干扰后Rap1
的表达: 收集各组细胞, 裂解细胞并提取蛋白, 
取30 μg总蛋白行12%聚丙烯酰胺凝胶电泳, 电
转移至聚偏二氟乙烯膜上, 5%脱脂奶粉封闭1 h
后, RAP1鼠抗人单克隆抗体(1∶300稀释)4 ℃过

夜. TBST洗膜后, 加辣根过氧化物酶标记的二

抗(1∶5 000稀释)室温温育1 h. 同时以β-actin为
参照: 转膜后蛋白先与β-actin一抗(1∶1 000稀
释)反应, 再与其相应二抗(1∶5 000稀释)反应. 
TBST洗膜后, ECL增强发光, X线曝光1-5 min. 
测定条带的吸光度代表蛋白表达强度, RAP1蛋
白相对表达水平. 

■研发前沿
抑 制 / 激 活 蛋 白
(Rap1)是端粒酶
中遮蔽蛋白的重
要成员之一, 最近
研究发现Rap1存
在IκB激酶复合物
中. 然而端粒与核
因子κB(NF-κB)
对肝癌细胞凋亡
调节的关系尚未
完全明确. 

■相关报道
Te o 等 的 研 究 发
现 ,  抑制Rap1和
IκB激酶2均可导
致等比例的p65磷
酸化水平降低, 同
时增加TNF-α诱
导MCF7凋亡的敏
感性.

表  1  RT-PCR引物

     目的基因                         引物序列

β-actin 5'-TTAGCTCTCGCGCTACTCCTCTC-3'

3'-GTCGGATTGATGAAACCCAGACACA-5'

NF-κB p65 5'-GGGAAGGAACGCTGTCAGAG-3'

3'-TAGCCTCAGGGTACTCCATCA-5'
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1.2.5 流式细胞仪检测肝癌细胞的凋亡: 收集72 h
各组细胞, 将细胞先用冷PBS洗涤. 用Tunel细胞

凋亡检测试剂盒检测细胞凋亡率, 按试剂盒提

供的方法进行染色, 加入含有10 μg/mL PI和0.1% 
RNase A的PBS液500 μL, 室温避光染色30 min后
上流式细胞仪测定细胞周期及凋亡率. 流式细

胞仪检测细胞凋亡率. 
1.2.6 采用RT-PCR检测miRNA干扰后核因子κB 
p65的表达: 采用TRIzol法提取各组细胞总RNA, 
总 RNA紫外分光光度计测A 260、A 280值, 标本的

总RNA的A 260/A 280值均在1.6-1.8之间. RNA产物

暂时保存于-80 ℃冰箱或直接用于RT-PCR实验. 
按照Inv i t rogen一步法RT-PCR试剂盒设

置反应体系. PCR反应条件, 核因子κB(nuclear 
factor-κB, NF-κB)p65的反应参数为94 ℃ 45 s, 
55 ℃ 45 s, 72 ℃ 45 s, 32循环, 最后72 ℃ 10 min(扩
增产物长为204 bp); β2-actin的反应参数为94 ℃ 
45 s, 55.5 ℃ 45 s, 72 ℃ 45 s, 32循环, 最后72 ℃ 
10 min(扩增产物长为264 bp). 

将PCR产物电泳后, 用美国Gene-Genus凝胶

电泳成像系统对DNA电泳条带进行光密度β扫
描, 以目标基因与β-actin的密度比值作为目标基

因表达水平的参数. 
统计学处理 采用SPSS11.0统计软件, 计量

资料用mean±SD表示, 两样本均数比较采用成

组t检验, 计数资料比较采用χ2检验. P <0.05认为

具有统计学意义. 

2  结果

2.1 Rap1 miRNA的转染效率 pcDNA6.2-GW/
EmGFP-miR转染细胞, 倒置荧光显微镜下观察

细胞, 约80%以上的细胞发出较强的绿色荧光

(图1). 
2.2 Western blot检测Rap1的表达 为了观察脂质

体转染Rap1 miRNA的效率, 我们采用Western 
blot检测Rap1 miRNA转染后72 h Rap1的表达,
并与对照组、空质粒组比较. 结果显示, Rap1 
miRNA组Rap1表达量比对照组及空质粒组显著

降低. 提示Rap1 miRNA达到了对Rap1转录的有

效抑制(图2, 3). 
2.3 Rap1 miRNA对肝癌HepG2细胞凋亡的影响 
为了检测Rap1 miRNA对肝癌细胞HepG2凋亡的

影响, 我们采用流式细胞仪检测各组肝癌细胞

的凋亡率. 结果提示, Rap1 miRNA组肝癌细胞凋

亡率, 比空质粒组和对照组高(33.0%±5.8% vs  
8.2%±2.5%, 0.6%±0.2%, P <0.05, 图4). 
2.4 Rap1 miRNA抑制NF-κB p65的表达 为了进

一步的明确Rap1对肝细胞癌凋亡的调节与NF-
κB转录因子的关系, 我们采用RT-PCR检测NF-
κB p65的表达. 结果显示, Rap1 miRNA转染组中

NF-κB p65表达下降, 与对照组相比, 差异具有

显著性. 本研究结果提示, Rap1 miRNA促进肝

癌细胞的凋亡可能是通过下调NF-κB p65表达

而发挥生物学效应(图5, 6). 

3  讨论

近年来研究表明, 端粒和端粒酶在肿瘤的发生

和发展中起着重要的作用, 端粒酶的激活是恶

性肿瘤发生学上的一个共同途径, 而端粒酶则是

各种恶性肿瘤细胞一个共同的分子标志物[13]. 亦
有研究发现端粒和端粒酶参与肿瘤细胞的凋亡

调节[7,14]. 遮蔽蛋白是一种重要的端粒酶复合物, 
他由6种蛋白复合物构成, 亚单元TRF1独立的结

合于TTAGGG重复序列, POT1识别悬挂于端粒

末端的短链序列, TPP1、TIN2和Rap1在其中起

着连接的作用, 同时具有保护DNA避免损伤和

图  1  pcDNA6.2-GW/EmGFP-miR转染细胞, 倒置荧光显微
镜下观察细胞.

Rap1

β-actin

图  2  在Rap1 miRNA转染后72 h, Western blot检测HepG2
细胞Rap1的表达. 1: 对照组; 2: 空质粒组; 3: Rap1 miRNA

转染组.

 1           2           3

2.0

1.5

1.0

0.5

0.0
对照组 空质粒组 Rap1 miRNA组

图  3  Rap1 miRNA转染后, Western blot检测Rap1与β-actin
的相对表达.

■应用要点
Rap1是原发性肝
癌中有意义的生
物治疗靶点, 其作
用机制与NF-κB
转录因子有关. 

■创新盘点
本研究结果显示, 
抑制Rap1表达可
促进肝癌细胞凋
亡 ,  伴有 N F -κB 
p65表达下降.
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促进损伤DNA末端修复的功能[3,14]. Rap1是遮蔽

蛋白的亚单元之一, 可与TRF2相互作用. Rap1在
防止染色体端粒再结合、可防止姐妹染色单体

互换、断裂中起着重要的作用, Rap1过度表达

时可导致端粒延长[14]. 亦有发现Rap1同时具有

端粒和非端粒功能, 与乳腺癌等肿瘤细胞的凋

亡调节有关[15]. 
现有研究表明Rapl在一些肿瘤中表达增加, 

与肿瘤分级及患者预后存在密切的关系. 在Teo

等[16]的研究中, 作者采用免疫组织化学和组织芯

片技术观察Rap1在乳腺癌中的表达, 结果显示

在非肿瘤组织中阴性表达, 在肿瘤组织中有较

高的阳性表达率, 在浸润性导管癌中的阳性表

达率为96%, 在浸润性小叶癌中的阳性表达率为

100%, 与肿瘤周围组织存在显著的差异, P <0.01. 
而且Rap1的表达强度与浸润性导管癌的分级成

正相关. Bailey等[17]的研究表明, Rap1可促进前

列腺癌的进展和转移, 采用miRNA抑制Rap1A
后, 前列腺癌细胞的侵袭、迁移能力受到抑制. 
在本研究中我们发现, 采用Rapl miRNA抑制

Rapl表达后肝癌细胞凋亡率增加, 表明Rapl具有

抑制肿瘤细胞凋亡的功能. 
Martinez等[14]的研究表明Rap1同时具有端

粒和非端粒功能, 位于端粒中Rap1可调节端粒

的功能, 位于细胞浆中的Rap1与基因的转录有

关, 端粒的长度可影响端粒结合Rap1和细胞浆

中Rap1比例. 最近亦有研究采用免疫共沉淀的

方法发现Rap1存在IKK复合物中, Teo等[16]的

研究发现, 抑制Rap1和IκB激酶2(IκB Kinase 2, 
IKK2)均可导致等比例的p65磷酸化水平降低, 
同时增加肿瘤坏死因子诱导MCF7凋亡的敏感

性. 抑制Rap1和IKK2可产生同等强度的凋亡效

应, 抑制Rap1同时可降低乳腺癌细胞的侵袭性. 
Guo等[18]研究表明在肝癌细胞株HepG2中顺铂

可诱导NF-κB p65和hTERT的表达增加, 同时伴

有端粒酶活性及NF-κB活性增强. 抑制hTERT
和NF-κB均可使肝癌的化疗敏感性增强. 以上

研究提示, Rap1在肿瘤凋亡调节中的作用可能

与NF-κB转录因子有关. 我们的结果显示, Rap1 
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图  6  不同治疗组肿瘤细胞NF-κB p65与β-actin miRNA的相
对表达量. 1: 空质粒组; 2: Rap1 miRNA转染组; 3: 对照组.
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图  5  各组细胞中NF-κB p65的表达. 1: 空质粒组; 2: Rap1 

miRNA转染组; 3: 对照组.
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图  4  流式细胞仪检测肝癌细胞HepG2凋亡. A: 对照组; B: 

空质粒组; C: Rap1 miRNA组.

■名词解释
Rap1 :  亦称为端
粒重复序列结合
因子2相互作用蛋
白 ,  是 端 粒 遮 蔽
蛋白中的重要成
员 之 一 ,  其 与 肿
瘤凋亡、肿瘤的
发展、化学治疗
耐受存在密切的
关系.
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miRNA转染组中NF-κB p65表达下降, 与对照组

相比, 差异具有显著性. 本研究结果提示, Rap1 
miRNA促进肝癌细胞的凋亡可能是通过下调

NF-κB p65表达而发挥生物学效应. 
总之, 抑制Rap1可提高肝癌细胞增加凋亡

率, 提示Rap1是原发性肝癌中有意义的生物治

疗靶点, 其机制与NF-κB转录因子有关. 
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■同行评价
本 文 主 要 是 利
用 肝 癌 细 胞 系
H e p G 2 来 研 究
miRNA干扰Rap1
对肝癌细胞凋亡
的 影 响 ,  思 路 清
楚, 重点突出, 有
一定的科学意义. 


