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膜黑色素OCM-1细胞的影响
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　　［摘要］　背景与目的：葡萄膜黑色素瘤(uveal melanoma，UM)是成人最常见的眼内原发性恶性肿瘤，其

恶性程度高，转移早。放射治疗是多年来葡萄膜黑色素瘤最常用的方法之一，但辐射抗性和受照部位正常组织

的损伤是长期困扰UM放疗的问题。本实验运用放射线可调控的HtrA2基因联合疗法，探讨其对UM的抑制作用。

方法：含Egr1启动子的pIRES-Egr1-Omi/HtrA2(pEgr1-HtrA2)质粒体外转染入OCM-1细胞，转染后的细胞暴露于

不同剂量的放射线中。将移植瘤模型小鼠分为对照组、放射组、基因组和基因放射组，每组10只。应用实时定

量PCR(qRT-PCR)和蛋白质印迹法(Western blot)检测HtrA2基因的mRNA表达和蛋白表达。流式细胞仪检测联合

处理后的OCM-1细胞凋亡情况。通过克隆形成实验检测HtrA2基因对放射敏感性的影响。在动物实验中测量联合

治疗后肿瘤体积。结果：转染pEgr1-HtrA2质粒后，放射组HtrA2 mRNA表达在8 Gy达到高峰，且HtrA2蛋白表达

较放射前明显增加(P<0.05)，OCM-1细胞凋亡显著增加。克隆形成实验显示，HtrA2基因可增强OCM-1细胞放射

敏感性。与对照组相比，基因放射组肿瘤生长被显著抑制(P<0.05)。结论：转染pEgr1-HtrA2质粒后可在放射

线调控下增加HtrA2基因表达，并能增强OCM-1细胞对放射的敏感性，抑制肿瘤细胞生长。
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　　［Abstract］ Background and purpose: Uveal melanoma (UM) is the most common primary intraocular 
malignancy in adult. Due to a high tendency for early metastasis the treatment of UM is very difficult. This study 
aimed to explore an effective approach for the treatment of patients with UM, we designed a strategy that combined 
HtrA2 gene therapy and radiation therapy. Methods: pIRES-Egr1-Omi/HtrA2 (pEgr1-HtrA2) recombinant plasmids 
were constructed and transfected into human UM cells (OCM-1) in vitro. The transfected cells were exposed to 
irradiation. HtrA2 mRNA and protein levels were detected by qRT-PCR and Western blot respectively. Assays that 
evaluated the apoptosis inducibility caused by HtrA2 gene therapy combined with radiation was performed by flow 
cytometry. Followingly, the effects of HtrA2 overexpression on the in vitro radiosensitivity of uveal melanoma cells 
were investigated by clonogenic formation assay. The in vivo effects of HtrA2 gene therapy combined with radiation 
therapy were evaluated in different groups. Results: The recombinant plasmids could be successfully transferred into 
OCM-1 cells and transfection of pEgr1-HtrA2 plasmids combined with radiotherapy caused dramatically elevation of 
HtrA2 compared with non-irradiation cells in mRNA and protein levels, which was associated with increased apoptosis. 
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　　葡萄膜黑色素瘤是人眼内肿瘤中最常见

的 恶 性 肿 瘤 之 一 ［ 1 ］， 9 0 % 来 源 于 人 眼 脉 络 

膜［2］。随着近年来诊疗水平的不断提高，以

保留眼球为前提的综合治疗已取得显著的疗

效，其中放射治疗是葡萄膜黑色素瘤最常用的

方法之一［3］。近年发现的Omi/HtrA2是存在

于线粒体膜间隙的前凋亡分子，在促凋亡信号

诱导下，Omi/HtrA2由线粒体释放到细胞质，

并通过抑制凋亡蛋白抑制因子家族(inhibitor of 
apoptosis proteins，IAPs)、活化半胱氨酸-天冬

氨酸蛋白酶和丝氨酸蛋白酶途径促凋亡［4］。

早期生长反应基因1(early growth response-1， 

Egr-1)的调控序列中一段特定结构可感受细胞内

外的理化刺激如自由基、电离辐射等［5］，继而

诱导下游基因表达。我们通过脂质体将pEgr1-
HtrA2质粒转染入葡萄膜黑色素瘤细胞系OCM-
1，结合放射线干预(radiation treatment，RT)，
诱导Omi/HtrA2表达，探讨通过诱导基因杀伤治

疗葡萄膜黑色素瘤的可能。

1　材料和方法

1.1　质粒的构建

　　pIRES-Egr1(pEgr1)和pEgr1-HtrA2质粒根据

孙教授等［6］的研究设计。pEgr1、pEgr1-HtrA2
和pCMV-HtrA2质粒由武汉晶赛公司构建、纯化

并鉴定。

1.2　细胞培养和转染  

　　人眼葡萄膜黑色素瘤OCM-1细胞本实验

室常规保存，培养条件：DMEM/F12培养基 

(美国Invitrogen公司)，添加10%胎牛血清(美国

Hyclone公司)，100 kU/L青霉素-G，100 mg/L链

霉素(美国Gibco公司)，在37 ℃，CO2体积分数

为5％的培养箱中培养。

　 　 细 胞 接 种 于 6 孔 板 ， 当 细 胞 密 度 达 到

80％~90％时换成OPTI-MEM培养基，并用

LipofectamineTM 2000 (美国Invitrogen公司)分别

转染质粒pEgr1、pCMV-HtrA2和pEgr1-HtrA2，

转染步骤按说明书进行。转染4 h后换液，改用

DMEM/F12培养基培养36 h用于相关指标检测。

在浓度为600 μg/mL G418中培养筛选出稳定转

染的质粒。

1.3　放射条件  

　　采用西门子直线加速器的X射线照射 (6 
MeV X射线，距离100 cm，2 Gy/min)。
　　转染质粒的各组细胞培养48 h，给予不同剂

量的放射照射，继续培养24 h后用于相关指标检

测。移植瘤的局部给予放射线照射，隔日1次，

共3次。

1.4　实时定量PCR  

　　用TRIzol(美国Invitrogen公司)法提取总

RNA。将100~500 ng总RNA用cDNA合成试

剂盒(日本TOYOBO公司)反转录合成cDNA。

实时定量PCR在LightCycler(Roche)机器上运

行，并用SYBR Green Real-time PCR Master 
Mix-Plus(日本TOYOBO公司)试剂盒。PCR
反应条件：95  ℃预变性10 min，95 ℃变性

10 s，60 ℃退火30 s，72 ℃延伸10 s，共40个

循环。分别扩增HtrA2和内参GAPDH基因。

HtrA2的上游引物为 5’ -CTAGCTAGCGCC 
ACCATGGCTGCGCCGAGGGC-3’，下游

引 物 为 5 ’ - C G A C G C G T T C AT T C T G T G A C 
C T C A G G G G T C A C A - 3 ’ 。 G A P D H
的 上 游 引 物 为 5 ’ - G A A G G T G A A G G 
T C G G A G T C - 3 ’ ， 下 游 引 物 为 5 ’ - G A A G 
ATGGTGATGGGATTTC-3’。以GAPDH基因作

为参照，利用ΔΔCT法计算相对变化量。

Furthermore, we observed that the transfection of pEgr1-HtrA2 could significantly enhance radiosensitivity of  
OCM-1 cell in vitro. In mice bearing xenograft tumors, pEgr1-HtrA2 combined with radiation therapy significantly 
inhibited tumor growth compared with the other treatment groups (P<0.05). Conclusion: Our findings indicate that 
radiation-inducible gene therapy may have potential to be a more effective and specific therapy for uveal melanoma 
because the therapeutic gene can be spatially or temporally controlled by exogenous radiation.
　　［Key words］ Uveal melonoma;  Apoptosis;  HtrA2 gene;  Gene-radiation therapy
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1.5　蛋白质印迹法(Western blot)检测HtrA2蛋

白表达量

　 　 收 集 各 组 细 胞 用 R I PA 裂 解 液 ( 加 拿 大

ProMab生物公司)提取总蛋白，用BCA法测定

蛋白浓度。分别将提取的各个样品的50 μg蛋白

行8%SDS-PAGE电泳。电转移印迹到PVDF膜，

封闭后，分别加入Omi/HtrA2小鼠抗人抗体(美
国Abcam公司，1∶500)、β-actin克隆抗体(美国

Abcam公司，1∶333)、温育、洗涤、添加二抗

(美国KPL公司，1∶3 000)。底物发光试剂盒

SuperSignal蛋白质检测试剂盒购自Pierce公司。

以β-actin作为参照，相对计算条带的灰度值。

实验至少重复3次。

1.6　克隆形成实验

　　各组呈对数生长的单层细胞分别予以0、

2、4、6、8、10 Gy剂量的X线照射。将各组照

射后的细胞以适当数量接种到培养瓶中。培养2

周后，固定，结晶紫染色细胞。在显微镜(低倍

镜)计数＞50个细胞的克隆数。最后计算克隆形

成率。克隆形成率=克隆数/接种细胞数×100%。

实验重复3次。

1.7　流式细胞仪检测细胞凋亡  

　　采用Annexin Ⅴ-FITC/PI(美国Becton公司)
双标记法进行流式细胞仪分析细胞凋亡。胰蛋

白酶消化法收集各组细胞，80%乙醇4 ℃过夜。

染色标记根据说明书步骤进行后立即上流式细

胞仪检测。采用Cellquest软件分析。实验重复 

3次。

1.8　动物实验  

　　OCM-1细胞(含1×107细胞的0.2 mL无菌

0.9%NaCl溶液悬液)注射入裸小鼠的右后肢皮

下制作移植瘤模型，肿瘤体积达300 mm3的小

鼠用于下一步实验。将移植瘤模型小鼠分为对

照组、放射组、基因组以及基因放射组，每组

10只。基因组和基因放射组移植瘤内注射pEgr1
和pEgr1-HtrA2质粒(100 μL含20 μg质粒和40 μg 

LipofectamineTM 2000的混合物)。放射组和基因

放射组小鼠局部给予8 Gy和4 Gy照射，隔日1
次，共3次。质粒分别从4个方向注入肿块，防

止泄漏。小鼠于无菌环境下饲养。肿瘤体积运

用公式0.54×长(mm)×宽(mm)×高(mm)，电脑断

层扫描测量后计算。肿瘤体积每周测2次。

1.9　统计学处理

　　数据由SPSS 13.0统计软件处理，以x±s表

示，组间比较应用t检验和方差分析，P<0.05为

差异有统计学意义。

2　结　　果

2.1　不同X-ray剂量下HtrA2基因表达情况

　　将转染pEgr1、pEgr1-HtrA2或pCMV-HtrA2
质粒的各组细胞培养48 h，给予0、2、4、8和

12 Gy不同剂量的放射照射。24 h后检测HtrA2 
mRNA表达。随着放射剂量的增加，pEgr1-
HtrA2组HtrA2 mRNA表达较照射前增加，呈

剂量依耐性，4 Gy时显著增加，在8 Gy时达到

最高值，较照射前增加15倍(P<0.05)，pCMV-
HtrA2组HtrA2 mRNA表达较照射前轻度下降，

与放射剂量无明显关系，pEgr1组HtrA2 mRNA
表达无明显变化(P>0.05，图1A)。Western blot
检测8 Gy照射后的各组细胞HtrA2蛋白表达情

况。pEgr1-HtrA2组HtrA2蛋白较照射前明显增

加(P<0.05)，pCMV-HtrA2组HtrA2蛋白较照射前

无明显变化(P<0.05，图1B)。结果显示放射线

能够有效启动Egr1以及其下游的基因表达。

2.2　HtrA2基因对放射敏感性的影响

　　检测转染不同质粒的OCM-1细胞在0、2、

4、6、8和10 Gy不同剂量X射线照射后的克隆

数，计算各组克隆形成率。可见pEgr1-HtrA2组

和pCMV-HtrA2组随放射剂量增加克隆形成率

下降，且均较pEgr1组低(P<0.05，图2)。说明转

染pEgr1-HtrA2质粒后可增强OCM-1细胞放射敏 

感性。

2.3　流式细胞仪检测细胞凋亡   

　　将转染pEgr1、pEgr1-HtrA2或pCMV-HtrA2
质粒的各组细胞培养48 h或给予8 Gy放射照射

后培养24 h，Annexin Ⅴ-FITC/PI双染流式细胞

仪凋亡检测。pEgr1-HtrA2联合放射组和pCMV-
HtrA2联合放射组细胞凋亡率分别为(40.2±5.9)%
和(37.7±6.0)%，较pEgr1、pEgr1-HtrA2及pEgr1

雷荣，等.　放射线诱导的HtrA2基因表达对人葡萄膜黑色素OCM-1细胞的影响
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图 1　qRT-PCR和Western blot法检测HtrA2 mRNA和蛋白表达

Fig. 1    Detection of mRNA and protein expression of HtrA2 by qRT-PCR and Western blot

 *:P<0.05; 1: pEgr1-HtrA2; 2: pEgr1; 3: pCMV-HtrA2. 

图 2　克隆形成实验检测细胞生存率

Fig. 2    Clonogenic survival after various doses of irradiation 

exposure

联合放射组明显增加，差异有统计学意义(P＜

0.05)。pCMV-HtrA2组与pCMV-HtrA2联合放

射组细胞凋亡率差异无统计学意义(P>0.05， 

图3)。

2.4　动物实验  

　　质粒分别注射入移植瘤模型局部后给予8或

4 Gy的放射线照射，隔日1次，共3次，总剂量

分别达24和12 Gy。定期记录肿瘤体积。pEgr1-
HtrA2联合放射组第10天起肿瘤开始缩小，更

长时间观察未见肿瘤体积增大，在40 d时有5只

小鼠的移植瘤缩小至触摸不清，无法测量，与

其他组比较，差异有统计学意义(P<0.05，图

4A)。pEgr1和pEgr1-HtrA2组移植瘤快速生长，

pEgr1联合放射和单纯放射组肿瘤早期暂时缩

小，但从第20天开始迅速生长。

　　在pEgr1-HtrA2联合4 Gy放射组长时间观察

未见移植瘤的体积增大，也未见肿瘤破溃、出

血、结痂、死亡。30 d时1只实验小鼠的移植瘤

缩小至触摸不清。在单纯4 Gy照射组，肿瘤体

积继续增大(图4B)。说明较低剂量放射线结合

基因能够达到抑制肿瘤生长的作用。
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图 3　流式细胞仪检测细胞凋亡

Fig. 3    Detection of the apoptosis by flow cytometry

 *:P<0.05; A: pEgr1; B: pEgr1+radiation; C: pEgr1-HtrA2; D: pEgr1-HtrA2+radiation; E: pCMV-HtrA2; F: pCMV-HtrA2+radiation.

雷荣，等.　放射线诱导的HtrA2基因表达对人葡萄膜黑色素OCM-1细胞的影响
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图 4　动物实验中pEgr1-HtrA2联合放射对葡萄膜黑色素瘤的影响

Fig. 4    Effects of pEgr1-HtrA2 gene therapy combined with radiation in vivo

 *:P<0.05, Compared with other groups.

3　讨　　论

　　肿瘤治疗的肿瘤基因-放射治疗是将经射线

诱导表达并对肿瘤具有杀伤作用的基因转入肿

瘤细胞，然后对肿瘤实施放疗，同时诱导基因

表达，通过射线和基因的双重作用杀伤肿瘤，

为解决肿瘤放疗的不良反应开辟了新途径［7］。

Egr-1正是含有此类调控序列的基因的典型代

表［8-9］，属于立早基因家族，定位于5q31，

mRNA全长310 bp，编码543个氨基酸，其序列

中含有多个保守的CarG结构域，这些结构域可

感受细胞内外的理化刺激如自由基、电离辐射

等，继而诱导下游基因表达。Tsurushima等［10］

将凋亡因子caspase-8与Egr-1启动子构造成一

完整质粒后用于治疗恶性脑胶质瘤取得了满意

的疗效，且效果可在时间和空间上受放射线调

控。这种可控的基因放射治疗使得放疗的不良

反应进一步降低，安全性进一步提高。

　　HtrA2是近年发现的一种前凋亡分子，在

细胞内具有双重作用：①该分子存在于线粒体

中并参与线粒体的正常生理代谢；②在外界刺

激条件下，它从线粒体释放出来参与并促进细

胞凋亡［11］。其途径包括：能与IAPs特异性结

合，解除IAPs对半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶的阻

抑而激发凋亡，依赖其本身的蛋白激酶活性促

进细胞凋亡，此外，HtrA2还参与肿瘤细胞的失

巢凋亡［12］和肿瘤坏死［13］。

　　本研究选用这种前凋亡分子与Egr-1启动子

成功构建pEgr1-HtrA2质粒，并与常规启动子

pCMV-HtrA2质粒和空白质粒pEgr1对比。分别

转染了上述3种质粒的OCM-1细胞在接受0、2、

4、8、12 Gy剂量的放射线后，pEgr1-HtrA2组

HtrA2 mRNA表达在8 Gy时达到高峰，我们认

为可能Egr-1启动子在8 Gy时已达到最大效率，

在8 Gy前HtrA2表达随放射剂量增加而增高，而

pCMV-HtrA2组并无剂量依赖性。

　　总之，本实验结果发现，转染HtrA2前凋

亡因子可在放射线作用下抑制葡萄膜黑色素瘤

OCM-1细胞的生长，并在动物实验中取得了满

意的效果。由Egr-1启动子构建的pEgr1-HtrA2
质粒依赖放射线调控，可减少放射线剂量，增

强放射敏感性，同时也提高了局部放疗的安 

全性。
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