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细胞质聚腺苷酸化元件结合蛋白3表达下调对皮肤
黑素瘤细胞增殖、凋亡、迁移及侵袭能力的影响*

张小敏1,2,孙艳芹3**

(1.广东省泗安医院,广东东莞
 

523001;2.南方医科大学深圳医院皮肤科;3.广东医科大学病理学系)

【摘要】 目的 分析细胞质聚腺苷酸化元件结合蛋白3(Cytoplasmic
 

Polyadenylation
 

Element
 

Binding
 

Protein
 

3,

CPEB3)在5种皮肤黑素瘤细胞中的表达情况,并通过下调其在细胞中的表达,评价CPEB3基因对细胞增殖、凋亡、迁移

和侵袭能力的影响。 方法 利用实时荧光定量PCR(RT-qPCR)和 Western
 

blot检测5种黑素瘤细胞株(WM3211、

SK-MEL-28、A2058、A375和 A875)中CPEB3在 mRNA和蛋白水平的表达情况;应用shRNA干扰技术下调细胞中

CPEB3的表达,采用CCK-8法、平板克隆形成试验、流式细胞术、划痕法、Transwell迁移和侵袭试验等方法检测CPEB3
表达下调对黑素瘤细胞增殖、凋亡、迁移和侵袭能力的影响。 结果 CPEB3在5种黑素瘤细胞株中的表达水平从高

到低依次为:WM3211、SK-MEL-28、A2058、A375和A875;下调SK-MEL-28细胞中CPEB3的表达后,细胞增殖能力和

克隆形成能力显著增强,凋亡率显著降低,细胞迁移和侵袭能力显著提高(均P<0.05)。 结论 下调黑素瘤细胞中

CPEB3的表达可促进细胞增殖,抑制细胞凋亡,并增强细胞迁移和侵袭能力,提示CPEB3基因可能在黑素瘤恶性进展

过程中发挥重要作用。
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【Abstract】 Objective To
 

analyze
 

the
 

expression
 

of
 

Cytoplasmic
 

Polyadenylation
 

Element
 

Binding
 

Protein
 

3
 

(CPEB3)
 

in
 

five
 

cell
 

lines
 

of
 

cutaneous
 

melanoma,and
 

to
 

evaluate
 

the
 

effect
 

of
 

CPEB3
 

on
 

cell
 

proliferation,apoptosis,migration,and
 

invasion
 

by
 

down-regulating
 

the
 

expression
 

of
 

CPEB3
 

in
 

cells. Methods Real-time
 

fluorescence
 

quantitative
 

PCR
 

(RT-

qPCR)
 

and
 

Western
 

blot
 

techniques
 

were
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

of
 

CPEB3
 

at
 

mRNA
 

and
 

protein
 

levels
 

in
 

five
 

mel-
anoma

 

cell
 

lines
 

(WM3211,SK-MEL-28,A2058,A375,and
 

A875).
 

Using
 

shRNA
 

interference
 

technology
 

to
 

down-regu-
late

 

the
 

expression
 

of
 

CPEB3
 

in
 

cells,we
 

detected
 

the
 

effects
 

of
 

down-regulation
 

of
 

CPEB3
 

expression
 

on
 

the
 

proliferation,

apoptosis,migration,and
 

invasion
 

ability
 

of
 

melanoma
 

cells
 

by
 

CCK-8,plate
 

clone
 

formation
 

assay,flow
 

cytometry,scratch
 

assay,Transwell
 

migration,and
 

invasion
 

assay. Results The
 

expression
 

of
 

CPEB3
 

decreased
 

sequentially
 

in
 

five
 

mela-
noma

 

cell
 

lines:WM3211,SK-MEL-28,A2058,A375,and
 

A875
 

cell
 

lines.
 

After
 

down-regulation
 

of
 

the
 

expression
 

of
 

CPEB3
 

in
 

SK-MEL-28
 

cell,cell
 

proliferation
 

and
 

clonal
 

formation
 

ability
 

were
 

significantly
 

enhanced,while
 

the
 

apoptosis
 

rate
 

was
 

significantly
 

reduced,and
 

the
 

cell
 

migration
 

and
 

invasion
 

ability
 

were
 

significantly
 

improved
 

(P<0.05). Con-
clusion Down-regulation

 

of
 

CPEB3
 

expression
 

in
 

melanoma
 

cells
 

can
 

promote
 

cell
 

proliferation,inhibit
 

cell
 

apoptosis,and
 

enhance
 

cell
 

migration
 

and
 

invasion.
 

Those
 

results
 

suggest
 

that
 

CPEB3
 

gene
 

may
 

play
 

an
 

important
 

role
 

in
 

the
 

malignant
 

progression
 

of
 

melanoma.
【Key
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***皮肤黑素瘤多表现为色素性皮损,虽其发病率低,
但其恶性度高[1],极易早期发生转移,预后差,因此黑

素瘤的早诊早治尤为重要[2]。胞质型多聚腺苷酸化原

件 结 合 蛋 白 (cytoplasmic
 

polyadenylation
 

element
 

binding
 

protein,CPEB)是一种 mRNA结合蛋白,通
过招募翻译抑制元件或细胞质多聚腺苷酸化元件,靶
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向连接mRNAs并直接调控细胞质的多聚腺苷酸化过

程,在无脊椎动物和脊椎动物中参与维持细胞衰老和

增殖的平衡,调控肿瘤的发生发展[3]。CPEB3是该家

族成员之一,多项研究表明 CPEB3基因是结直肠

癌[4]、肝细胞癌[5]、宫颈癌[6]和胶质瘤[7]等多种恶性肿

瘤的抑癌基因。Lin等[4]报道CPEB3可通过转录后

调控与恶性转化有关的基因表达,从而抑制结直肠癌

细胞的 增 殖、迁 移 和 侵 袭。Skubal等[7]研 究 表 明

CPEB3磷酸化程度与胶质瘤恶性进展呈负相关,这可

能是患者预后改善的信号。另一方面,CPEB3可影响

肝细胞癌细胞的增殖、迁移、侵袭和凋亡,导致细胞周

期G0/G1阻滞[8]。生物信息学分析表明CPEB3在皮

肤黑素瘤中的表达下调[9],但关于CPEB3在黑素瘤中

的作用尚不清楚。本研究旨在分析皮肤黑素瘤细胞中

CPEB3的表达情况,并通过下调CPEB3在细胞中的

表达,探究其对细胞增殖、凋亡、迁移和侵袭能力的影

响。

材料与方法

1 材料

1.1 细胞株 人黑素瘤细胞株SK-MEL-28和A875
购自美国ATCC(American

 

type
 

culture
 

collection)公
司,A375、WM3211、A2058细胞株为南方医科大学深

圳医院中心实验室保存。

1.2 主要试剂 CCK8试剂盒,BCA蛋白浓度测定

试剂盒,瑞氏-姬姆萨复合染液,结晶紫,Tween-20,

RIPA裂解液和TEMED购自北京索莱宝科技有限公

司;AnnexinV-FITC/PI凋亡检测试剂盒和 Matrigel
购自美国BD公司;CPEB3

 

多克隆抗体(兔抗)购自武

汉三鹰生物技术有限公司;HRP标记的二抗(羊抗鼠)
购自武汉贝茵莱生物科技有限公司;Opti-MEM 培养

基为美国Gibco公司生产;Oligo(dT)18
 

Primer,Pri-
meScript

 

II
 

RTase和 Recombinant
 

Rnase
 

Inhibitor
购自日本TAKARA公司;LipofectamineTM

 

3000购自

赛默飞世尔科技公司。

2 方法

2.1  细 胞 培 养  SK-MEL-28、A875、A375、

WM3211、A2058细胞均在37
 

℃、95%的湿度、5%
 

CO2 条件下用含10%胎牛血清的DMEM 培养基培

养,采用0.25%胰酶消化(贴壁细胞)后进行传代,并
根据细胞的生长状态取对数生长期细胞用于试验。

2.2 沉默载体转染 shRNA表达质粒由上海吉玛基

因公司(Genepharma)构建和合成,该质粒中包含绿色

GFP荧光蛋白。本研究共构建4个有效的shRNA载

体(CPEB3-homo-1169,1135,1410和2333)。在50
 

μL
 

Opti-MEM培养液中加入0.5
 

μg质粒制备成溶液

1,取30
 

μL
 

Opti-MEM 加入到1
 

g
 

LipofectamineTM
 

3000中制备成溶液2。将溶液1和溶液2混合后加到

细胞培养板孔中,置于5%
 

CO2 培养箱中培养,在荧

光显微镜下观察细胞内绿色荧光的亮度,判断转染效

率;并在转染后24、48、72
 

h收集细胞进行RT-qPCR,
检测CPEB3基因表达情况。

2.3 RT-qPCR CPEB3和内参GAPDH的PCR引

物由武汉天一辉远生物科技有限公司合成。CPEB3
上游引物:5'-GCCCTTCTCCAGCAACG-3';下 游 引

物:5'-CGGTCCTGAAATGGCAAC-3'。GAPDH 上

游引物:5'-CTCGCTTCGGCAGCACA
 

-3';下游引物
 

:

5'-AACGCTTCACGAATTTGCGT-3'。按照 Trizol-
RNA提取试剂盒说明书提取总RNA,用紫外分光光

度计测定总RNA纯度及浓度(参考范围:1.80≤A260
值/A280 值≤2.0,总RNA浓度≥500ng/μL)。按逆转

录体系逆转录为cDNA。反应程序:42
 

℃
 

60
 

min,70
 

℃
 

15
 

min;然后再进行RT-PCR扩增,40个循环后终

止反应。

2.4 目的蛋白的 Western
 

blot检测 提取细胞总蛋

白并进行定量,吸取20
 

μg进行SDA-PAGE电泳(5%
浓缩胶,12%的分离胶),然后转印PVDF膜,用5%脱

脂奶粉封闭后进行 Western
 

blot。一抗为1∶400稀

释的CPEB3抗体,二抗为1∶1000稀释 HRP标记的

羊抗鼠IgG,显色剂为DAB。

2.5 CCK-8试验 在96孔板中接种细胞悬液,每孔

约3×103 个细胞/孔,置于37
 

℃、5%CO2 培养箱中培

养过夜使其贴壁。取出细胞培养板,每孔加入10
 

μL
 

CCK-8溶液后继续孵育,每天固定时间采用酶标仪测

各孔A450 值。以空白孔为对照,根据各孔细胞A450 值

绘制细胞生长曲线。

2.6 平板克隆 形成试验收集细胞,调整细胞悬液浓

度后加入6孔板,每孔5
 

000个细胞(2
 

mL),置于CO2
细胞培养箱中培养;当培养板中出现肉眼可见的克隆

时终止培养,用PBS洗2次,加2
 

mL
 

4%多聚甲醛4
 

℃固定细胞15
 

min;去固定液,加入瑞氏-姬姆萨复合

染液20
 

min后拍照并进行统计学分析。

2.7 流式细胞术检测细胞凋亡 收集各组细胞,分别

用200
 

μL
 

PBS溶液重悬后加入10
 

μL
 

Annexin
 

V-
FITC和10

 

μL
 

PI,轻轻混匀,4
 

℃避光孵育30
 

min;加
入300

 

μL
 

PBS进行流式检测,使用 NovoExpress软

件分析检测结果。

2.8 划痕试验 在6孔板中每孔中加入约1×106 个

细胞,培养过夜;第2
 

天在无菌条件下用枪头比着直尺

垂至于孔板划痕,用PBS冲洗去除划下的细胞;根据

不同的分组处理细胞,加入无血清培养液继续培养;分
别于0、12、24

 

h拍照,并用Image
 

J测量划痕区域的
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面积,计算细胞之间划痕间隙的距离,计算伤口愈合率

(%)。伤口愈合率(%)=[(最初面积-某时间点的面

积)/最初面积]×100%。

2.9 Tanswell迁移和侵袭试验 取Matrigel按1∶8
的比例用无血清培养基稀释后包被于Transwell小室

底部膜的上室面,置37
 

℃孵箱4h使其聚合成凝胶。
其中迁移试验无需铺设基质胶。试验前12

 

h将不同

分组的细胞换成无血清培养基培养,使用0.25%胰酶

消化细胞后用无血清培养基重悬细胞;取细胞悬液(1
×105 细胞/ml)接种到Transwell小室内,下层的24
孔板中加入0.75

 

mL含10%FBS的培养液,置于CO2
培养箱中分别培养12h和24

 

h后取出,每孔加入4%
甲醛溶液固定,用结晶紫溶液染色,将Transwell小室

内未出现迁移和侵袭的细胞用棉签擦去后置于200倍

显微镜下观察并拍照。

结 果

1 CPEB3在多个黑素瘤细胞株中的表达情况及转染

序列的筛选与验证

RT-qPCR检 测 显 示,在5种 黑 素 瘤 细 胞 株 中

CPEB3
 

mRNA表达最高的为 WM3211和SK-MEL-
28细胞,A375和A2058细胞中表达量中等,A875细

胞表达量最低(P<0.01)(图1A),与蛋白水平的表达

差异一致(图1B)。结合CPEB3
 

mRNA和蛋白水平

的表达情况及细胞活性,选择表达量最高的SK-MEL-
28细胞进行后续试验。细胞转染使用的shRNA表达

载体表达绿色荧光蛋白GFP,因此在荧光显微镜下观

察到转染成功的细胞内CPEB3携带有绿色荧光(图

1C)。进一步采用 RT-qPCR检测CPEB3在 mRNA
水平的表达情况,结果如图1D,sh1135组、sh1169组、

sh1410组和sh2333组 相 对 表 达 量 分 别 为0.56±
0.33、0.63±0.09、0.47±0.00和0.48±0.09,差异有

统计学意义(P<0.01)。基于以上结果,选择shR-
NA-1410序列进行细胞功能试验。在转染验证试验

中,RT-qPCR检测显示CPEB3下调表达组的CPEB3
 

mRNA相对表达量更低(P<0.01)(图1E),与蛋白水

平的表达差异一致(图1F)。表明该表达载体能抑制

黑素瘤细胞SK-MEL-28中CPEB3的表达。

2 CPEB3基因下调对SK-MEL-28细胞增殖和凋亡

的影响

采用CCK8法检测细胞增殖情况,结果如图2A。
与阴性对照组相比,自细胞贴壁24

 

h起
 

CPEB3基因

的下调可抑制SK-MEL-28细胞的增殖(P<0.05)。
细胞克隆形成率也称为细胞接种存活率,用来表示成

活的贴壁细胞并形成克隆的数量,反映的是细胞的增

殖能力及细胞群体依赖性两个重要性状,可用于评价

细胞在体内成瘤性。癌细胞不一定都可以在体内成

瘤,但其在体外的克隆能力越强,在体内的成瘤性也更

强。图2B所示,与阴性对照组相比,CPEB3基因下调

可使SK-MEL-28细胞克隆形成个数显著增多(P<
0.05)。表明下调CPEB3的表达可使SK-MEL-28黑

素瘤细胞克隆增多,即成瘤可能性更大。
流式凋亡细胞图中Q3+Q4表示的是细胞总凋亡

率。图2C所示,CPEB3基因下调可使细胞的总凋亡

率均显著降低(P<0.01)(图2D),即下调CPEB3的

表达可抑制黑素瘤细胞SK-MEL28凋亡。

  A CPEB3
 

mRNA在不同细胞株中的相对表达情况 B CPEB3
在不同细胞株中的蛋白表达情况 C 在荧光显微镜的明场和暗场下
观察转染效率 D RT-qPCR检测CPEB3

 

mRNA相对表达量 E 
RT-qPCR检测CPEB3

 

mRNA相对表达量 F CPEB3蛋白表达量。
 注:组间比较,a

 

p<0.05;b
 

P<0.01;c
 

P<0.001。
图

 

1 CPEB3在不同黑素瘤细胞株中的差异表达情况及转染效率

A Relative
 

Expression
 

of
 

CPEB3
 

mRNA B The
 

Protein
 

Ex-
pression

 

of
 

CPEB3 C Thetransfection
 

efficiency
 

was
 

observed
 

under
 

bright
 

and
 

dark
 

fluorescence
 

microscope D Relative
 

Expression
 

of
 

CPEB3
 

mRNA
 

by
 

RT-qPCR E Relative
 

Expression
 

of
 

CPEB3
 

mR-
NA

 

by
 

RT-qPCR
 

F
 

The
 

Protein
 

Expressionof
 

CPEB3. Notes:a
 

P<
0.05;b

 

P<0.01;c
 

P<0.001.。
Fig.1 Differential

 

expression
 

of
 

CPEB3
 

in
 

melanoma
 

cell
 

lines
and

 

transfection
 

efficiency
 

detection

3 CPEB3基因下调对SK-MEL-28细胞迁移、侵袭的

影响

采用划痕试验检测下调CPEB3基因表达对SK-
MEL-28黑素瘤细胞株的迁移能力的影响。SK-MEL-
28黑素瘤细胞株在不同组别中的划痕伤口愈合面积

的差异反映细胞迁移能力的差别。与阴性对照组相

比,CPEB3基因下调可使SK-MEL-28细胞在12
 

h和

24
 

h内愈合面积显著增大(P<0.05)(图3A,3B)。另
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外,实验组SK-MEL-28黑素瘤细胞在转移小室中的

数目与阴性对照的差异反映下调CPEB3基因表达对

细胞侵袭和迁移能力的影响。图3C,3D显示,下调

CPEB3的表达可使SK-MEL-28细胞侵袭、转移能力

显著增强(均P<0.05)。

  A CPEB3对细胞增殖情况的影响 B CPEB3对细胞克隆增殖
情况的影响 C 两组细胞凋亡的流式检测 D 两组细胞的凋亡率比
较。 注:a组间比较,a

 

P<0.05;b
 

P<0.01.
图

 

2 CPEB3表达下调对SK-MEL-28细胞增殖与凋亡的影响

A The
 

effect
 

of
 

CPEB3
 

on
 

cell
 

proliferationcells B The
 

effect
 

of
 

CPEB3
 

on
 

cell
 

cloning C Flow
 

cell
 

apoptosis
 

test
 

results
 

in
 

the
 

two
 

groups D Comparison
 

of
 

apoptosis
 

rate. Notes:a
 

P<0.05;b
 

P<
0.01.

Fig.2 Downregulating
 

the
 

expression
 

of
 

CPEB3
 

can
 

accelerate
 

the
proliferation

 

and
 

decrease
 

the
 

apoptosis
 

of
 

SK-MEL-28
 

cell

A 划痕试验结果比较 B 12
 

h和24
 

h细胞划痕愈合率比较 
C Tanswell结果比较 D Tanswell比较统计图。 注:组间比较,a

 

P<0.05。
图

 

3 CPEB3表达下调可增强SK-MEL-28细胞迁移和侵袭能力

A The
 

images
 

of
 

cell
 

wound
 

healing B The
 

rate
 

of
 

cell
 

wound
 

healing
 

at
 

12
 

h
 

and
 

24
 

h C Comparison
 

of
 

Tanswell
 

results D Sta-
tistics

 

results
 

of
 

Tanswell. Notes:a
 

P<0.05.
Fig.3 Downregulated

 

CPEB3
 

could
 

increase
 

the
 

migration
and

 

invasion
 

ability
 

of
 

SK-MEL-28
 

cells

讨 论

黑素瘤是恶性程度极高的一种皮肤癌,易发生转

移[1,10],高达12%的I期患者可在前哨淋巴结中发现

转移且预后极差[11]。这意味着临床上需要更敏感的

生物标记物识别出高危患者,为黑素瘤的早期诊断和

治疗提供帮助。CPEB3是CPEBs家族成员之一,是

细胞质多聚腺苷化的关键调控因子,可调节蛋白的翻

译,已被证明在多种肿瘤中发挥抑癌基因的作用,可能

是肿瘤保护因子[8,12]。Tang等[8]研究表明,过表达

CPEB3可抑制肝癌细胞的增殖、迁移,诱导细胞凋亡。

Liu等[13]的研究证明,CPEB3过表达可抑制卵巢浆液

癌细胞迁移和侵袭,且可使过表达 miR-301b-3p所致

的细 胞 侵 袭 和 迁 移 能 力 提 高 效 应 发 生 逆 转。Zou
等[14]报道下调CPEB3的表达可促进人肝细胞癌细胞

增殖和转移。生物信息学分析发现皮肤黑素瘤患者中

CPEB3的低表达可能与患者预后不良有关,且随着黑

素瘤恶性程度的升高,CPEB3表达减少,表明CPEB3
在黑素瘤中可能起抑制肿瘤进展的作用[9]。为了进一

步探讨CPEB3在皮肤黑素瘤中的生物学作用,本研究

下调SK-MEL-28细胞中CPEB3的表达,结果发现细

胞的增殖能力和克隆形成能力均显著增强,凋亡率显

著降低,迁移和侵袭能力显著提高,与文献[8,15]报道的

结果一致,提示CPEB3基因可能在黑素瘤恶性进展过

程中发挥重要作用。由此推测CPEB3可能参与黑素

瘤的发展,下调CPEB3的表达可能推动病程向恶性发

展。以上结果揭示了CPEB3在黑素瘤中的作用,可为

黑素瘤的靶向治疗以及预后评估提供参考。
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