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梯度浓度顺铂处理对 ６种肿瘤细胞中 ＣＡＳＰ９的 ｍＲ
ＮＡ选择性剪接的影响
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［摘　要］目的：分析顺铂处理后多种肿瘤细胞中 ＣＡＳＰ９基因 ｍＲＮＡ选择性剪接异构体的表达及其变化规
律。方法：用梯度浓度的顺铂处理肺癌细胞（Ａ５４９、Ｈ１２９９）、人胚肾细胞（２９３ＦＴ）、宫颈癌细胞（ＳｉＨａ、ＣａＳｋｉ、
Ｃ３３Ａ）６种细胞，提取各细胞的总ＲＮＡ，用半定量ＲＴＰＣＲ和琼脂糖凝胶电泳及胶图像分析软件检测分析ＣＡＳＰ９
基因ｍＲＮＡ异构体的组成及其比例和相对表达水平的变化。结果：６种细胞中，ＣＡＳＰ９ｆ∶ｒ１引物检测到的ＣＡＳＰ９ａ
和ｃ（ＮＲ１０２７３２）两种异构体，但随着顺铂浓度的增加，两种异构体的比例在６种细胞中均无变化；而ＣＡＳＰ９ｆ∶ｒ２
引物可检测到的异构体ＣＡＳＰ９ａ和ｂ、ａ／ｂ比例在Ａ５４９、Ｈ１２９９、ＳｉＨａ、Ｃ３３Ａ、ＣａＳｋｉ中呈逐渐增加趋势，而在２９３ＦＴ
细胞中则呈相反趋势；在 Ａ５４９顺铂抗性株中，顺铂处理前后 ＣＡＳＰ９ａ／ｂ的比例显著差异变化明显减弱。结论：
在顺铂处理下，检测的５种细胞中的Ｃａｓｐ９是通过增加 ｃａｓｐ９ａ／ｂ的比例来应对，仅２９３ＦＴ例外；顺铂抗性 Ａ５４９
细胞株在顺铂处理后ｃａｓｐ９ａ／ｂ的比例比例与细胞凋亡和抗性有关，提示调节 ｃａｓｐ９ａ／ｂ的比例是治疗癌症的可
能的有效途径之一。
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　　凋亡是多细胞生物在发育过程或者某些生理
情况下有控制地去除受损的或不需要的细胞过程，

在动物的发育和维持机体内稳态中起着重要的作

用［１］。在癌细胞中，细胞的质量和数量的凋亡管

控是有缺陷甚至是缺失的，因此这些细胞就会无控

制地生长繁殖而不被凋亡所除去，并且会导致细胞

的恶性转化。凋亡的减弱也会引起肿瘤细胞对治

疗的抗性，许多抗癌治疗策略就是引发足够的

ＤＮＡ损伤来突破这些抗凋亡的壁垒，从而引起细
胞死亡。引起凋亡的途径中，一种是由细胞膜上死

亡受体介导的（外源性）途径，另一种是由线粒体

介导的（内源性）途径［２］。一般临床上常用的引起

ＤＮＡ损伤的放化疗治疗主要是通过内源性途径来
引起肿瘤细胞的凋亡，Ｂｃｌ２和Ｃａｓｐａｓｅ两个家族中
的许多蛋白参与了该途径的信号转导，而 ＣＡＳＰ９
则是主要参与形成凋亡复合体的重要蛋白之一。

有研究发现，在 ＤＮＡ损伤情况下细胞会重新编排
多个与细胞命运相关基因的 ｐｒｅｍＲＮＡ的选择性
剪接，其中也包括多个与细胞凋亡的基因［３－６］。从

ＮＣＢＩ数据库中可以查到ＣＡＳＰ９存在多种 ｐｒｅｍＲ
ＮＡ剪接异构体，那么在常用化疗药物顺铂（ＣＤ
ＤＰ）处理情况下，肿瘤细胞中的 ＣＡＳＰ９的 ｍＲＮＡ
剪接会发生怎样的变化及规律的研究未见报道，本

研究选取有代表性的肺癌细胞（Ａ５４９、Ｈ１２９９）、宫
颈癌细胞（Ｃ３３Ａ、ＳｉＨａ、ＣａＳｋｉ）和人胚肾细胞
（２９３ＦＴ）用 ＣＤＤＰ进行处理，然后检测各细胞中
ＣＡＳＰ９ｍＲＮＡ剪接变化，报道如下。

１　材料与方法

１１　细胞培养与处理
Ａ５４９购自中国科学院昆明动物所细胞中心，

ＮＣＩＨ１２９９、Ｃ３３Ａ、ＳｉＨａ、ＣａＳｋｉ及２９３ＦＴ购自中国
科学院典型培养物保藏委员会细胞库（中国科学

院上海生命科学研究院细胞资源中心），ＮＣＩ
Ｈ１２９９细胞使用 Ｈｙｃｌｏｎｅ改良型 ＲＰＭＩ１６４０培养

基，其余细胞均使用 ＨｙｃｌｏｎｅＤＭＥＭ／ＨＩＧＨＧＬＵ
ＣＯＳＥ培养液（ＧＥＨｅａｌｔｈｃａｒｅＬｉｆｅＳｃｉｅｎｃｅｓ），两种
培养液均含１０％ ＦＢＳ（ｃｅｒｔｉｆｉｅｄｆｏｅｔａｌｓｅｒｕｍ，ｂｉｏｌｏｇ
ｉｃａｌｉｎｄｕｓｔｒｉｅｓ），青霉素和链霉素浓度分别为
１０００００Ｕ／Ｌ和１００ｍｇ／Ｌ，培养条件为 ３７℃、５％
ＣＯ２。ＣＤＤＰ购自 ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司，用 ＤＭＳＯ溶
解后使用。顺铂处理组的各组细胞处于对数增长

期，在培养皿表面覆盖率为７０％ ～９０％，各对照细
胞加入各 ＣＤＤＰ处理浓度最高组等体积的 ＤＭＳＯ
进行处理，各类实验细胞顺铂处理组浓度见表１。

表１　各实验细胞中顺铂处理浓度
Ｔａｂ．１　Ｔｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｃｉｓｐｌａｔｉｎｆｏｒ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｅｌｌｌｉｎｅｓ
细胞

名称

顺铂处理浓度（μｍｏｌ／Ｌ）
１组 ２组 ３组 ４组 ５组 ６组 ７组

Ａ５４９ ８ １８ ２４ ３２ ４０ ４８ ５６
Ｈ１２９９ １２ ２４ ３６ ４８ ６０ ７２ ８４
２９３ＦＴ ９ １８ ２７ ３６ ４５ ５４ ６３
ＣａＳｋｉ ６ １２ １８ ２４ ３０ ３６ ４２
ＳｉＨａ ８ １６ ２４ ３２ ４０ ４８ ５６
Ｃ３３Ａ ９ １８ ２７ ３６ ４５ ５４ ６３

１２　方法
１２１　总ＲＮＡ提取及 ｍＲＮＡ异构体检测　各组
细胞在顺铂或 ＤＭＳＯ处理２４ｈ，倾倒除去培养液，
用预冷的 ＰＢＳ冲洗 １次，彻底除去 ＰＢＳ后，加入
ＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓ（ＴａＫａＲａ公司），按照试剂说明书提取
总ＲＮＡ。使用ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）１８引物用ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔⅡ
逆转录酶（ＴａＫａＲａ公司）进行逆转录反应得到
ｃＤＮＡ第１链，再用ＰＣＲ引物进行ＰＣＲ扩增检测。
ａ与ｃ异构体检测：上游引物（ＣＡＳＰ９ｆ）５′ＧＡＣＡＴ
ＧＣＴＧＧＣＴＴＣＧＴＴＴＣＴＧ３′，下游引物（ＣＡＳＰ９ｒ１）５′
ＧＧＣＴＣＣＡＴＧＣＴＣＡＧＧＡＴＧＴＡＡＧ３′，产物大小为
２３０ｂｐ和 ２８８ｂｐ。ａ与 ｂ异构体检测：上游引物
（ＣＡＳＰ９ｆ）５′ＧＡＣＡＴＧＣＴＧＧＣＴＴＣＧＴＴＴＣＴＧ３′，下
游引物（ＣＡＳＰ９ｒ２）５′ＡＧＡＧＴＡＧＧＡＣＡＣＡＡＡＧＡＴ
ＧＴＣＡＣＴＧ３′，产物大小为７９０ｂｐ和３４２ｂｐ。引物
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位置和ｍＲＮＡ剪接异构体结构如图１所示。ＰＣＲ
总体积２０μＬ，循环条件为：９４℃ ５ｍｉｎ预变性，
９４℃变性 ３０ｓ、６０℃退火 ３０ｓ、７２℃延伸 ２５ｓ
（ｆ∶ｒ１）或６０ｓ（ｆ∶ｒ２），３５次循环，最后７２℃再延伸
５ｍｉｎ。ＰＣＲ产物进行琼脂糖凝胶电泳检测。
１２２　Ａ５４９顺铂耐受株的驯化　以顺铂为诱导
物，采用间歇逐步增加剂量的方法建立人肺腺癌多

药耐药细胞系Ａ５４９ＣＩＳＲ，该细胞能在２０μｍｏｌ／Ｌ
的培养基中生长，只是生长变得缓慢。实验中ＣＤ
ＤＰ的处理浓度为 ５０μｍｏｌ／Ｌ，用同体积的 ＤＭＳＯ
处理相应细胞作为对照。

图１　ＣＡＳＰ９选择性剪接基因结构示意图
Ｆｉｇ．１　ＳｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｔｈｅｍＲＮＡａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅｓｐｌｉｃｉｎｇ

ｉｓｏｆｏｒｍｓｏｆＣＡＳＰ９ｇｅｎｅ

１３　数据分析
ＰＣＲ产物进行琼脂糖凝胶电泳，电泳的结果

利用ＢＩＯＲＡＤ凝胶成像仪（型号ＣｈｅｍｉＤｏｃＭＰ）进
行图像采集，并用其分析软件（ＩｍａｇｅＬａｂ）的定量
分析功能对目标条带进行定量分析，然后通过

ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ７软件对所得数据再进行统计学分
析，异构体剪接百分比是各异构体 ｍＲＮＡ水平所
占对应浓度下总异构体 ｍＲＮＡ水平的比值，所有
结果均为３次试验结果的统计分析值。

２　结果

２１　ＣＡＳＰ９（ｆ∶ｒ１）检测到的ｍＲＮＡ异构体变化
ＣＡＳＰ９ｆ∶ｒ１引物主要是检测这两个引物所在外

显子的剪接变化，即用来检测两种ｍＲＮＡ异构体ｃ
（ＮＲ１０２７３２）和ｄ（ＮＲ１０２７３３）在顺铂处理下的变
化，它们由于阅读框改变而提前出现了终止密码

子，会被 ＮＭＤ（ｎｏｎｓｅｎｓｅｍｅｄｉａｔｅｄｍＲＮＡｄｅｃａｙ）机
制降解掉，它们的减少意味着编码蛋白的 ｍＲＮＡ
异构体比例增加。在 ６种细胞中，只检测到
ＣＡＳＰ９ａ和 ｃ两种异构体（ｃ异构体经 ＴＡ克隆验
证），而没有检测到ｄ异构体，且ｃ异构体所占比例
并没有发生变化（如图２）。

２２　ＣＡＳＰ９（ｆ∶ｒ２）检测到的ｍＲＮＡ异构体变化
ＣＡＳＰ９ｆ∶ｒ２时用来检测异构体 ｂ（ＮＭ＿

００１２７８０５４，即文献报道中的 ＣＡＳＰ９ｂ或 ＣＡＳＰ９ｓ）
的变化。在 Ａ５４９、Ｈ１２９９、ＳｉＨａ、Ｃ３３Ａ及 ＣａＳｋｉ细
胞中，与对照组细胞比较，实验组细胞随着 ＣＤＤＰ
浓度的增加，ａ异构体比例 （文献报道中的
ＣＡＳＰ９ａ）呈逐渐增加趋势，而ｂ异构体比例逐渐降
低；在２９３ＦＴ细胞中，随着ＣＤＤＰ浓度的增加，则是
ａ异构体比例呈现降低趋势，ｂ异构体呈现增加的
趋势（如图３）。
２３　Ａ５４９ＣＤＤＰ耐受株中ＣＡＳＰ９ａ／ｂ异构体变化

在同代次的 Ａ５４９正常细胞对照组，在 ＣＤＤＰ
处理后，ａ、ｂ异构体表达比例发生明显变化，ａ的比
例明显增加，而ｂ异构体明显下降（如图４左图１
～２泳道，右图中１～２组的深色柱子）；在 ＣＤＤＰ
耐受的Ａ５４９细胞中，ＣＤＤＰ处理后这种变化明显
地减弱了，处理与未处理对照之间没有了显著变化

（如图４左图３～４泳道，右图中３～４组的深色柱
子）。正常细胞和抗性细胞在处理前后 ＣＡＳＰ９的
ｍＲＮＡ总量均无变化（如图４右图中１～４组的浅
色柱子）。

３　讨论

细胞凋亡在人类发育、组织内稳态、疾病及药

物反应都起着重要的作用，细胞的这一关键过程被

ｐｒｅｍＲＮＡ选择性剪接所影响，许多调控凋亡的基
因都会产生不同剪接异构体，它们在维持细胞生存

上有相反的功能，例如ＢｃｌＸ会通过选择性剪接产
生ＢｃｌＸＬ和 ＢｃｌＸＳ两种异构体，在对凋亡调控方
面它们功能截然相反。同样 ＣＡＳＰ９也能通过 ｍＲ
ＮＡ剪接产生 ２种功能不同异构体：ＣＡＳＰ９ａ和
ＣＡＳＰ９ｂ，分别起促进或抑制凋亡的作用。ＣＡＳＰ９ａ
（ＮＭ＿００１２２９）的 ｍＲＮＡ是一个完整全长的异构
体，共有９个外显子，依据结构功能分为连接头结
构域（ａｄａｐｔｏｒｄｏｍａｉｎ）、大亚基催化结构域（ｔｈｅ
ｌａｒｇｅｓｕｂｕｎｉｔｃａｔａｌｙｔｉｃｄｏｍａｉｎ，ＬＳＣＤ）和小亚基催化
结构域（ｔｈｅｓｍａｌｌｓｕｂｕｎｉｔｃａｔａｌｙｔｉｃｄｏｍａｉｎ，ＳＳＣＤ）。
ＣＡＳＰ９ｂ（ＮＭ＿００１２７８０５４１）则是通过剪接缺失了
外显子３～６，缺失了整个 ＬＳＣＤ，但由于其仍有连
接头结构域和 ＳＳＣＤ，所以可以与 ＣＡＳＰ９ａ竞争招
募结合 ＡＰＡＦ１，并与细胞色素 ｃ形成凋亡体（ａｐ
ｏｐｔｏｓｏｍｅ），但由于 ＣＡＳＰ９ｂ没有 ＬＳＣＤ结构域，因
此不能引发下游 Ｃａｓｐａｓｅ酶激活和信号级联放大

５００１

　９期 杨勤兴等　梯度浓度顺铂处理对６种肿瘤细胞中ＣＡＳＰ９的ｍＲＮＡ选择性剪接的影响



图２　肿瘤细胞中检测到的ＣＡＳＰ９（ｆ∶ｒ１）ｍＲＮＡ异构体的变化
Ｆｉｇ．２　ＣｈａｎｇｅｏｆａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅｓｐｌｉｃｉｎｇｉｓｏｆｏｒｍｓｏｆＣＡＳＰ９（ｆ∶ｒ１）ｍＲＮＡｉｎｔｕｍｏｒ

ｃｅｌｌｓａｆｔｅｒｃｉｓｐｌａｔｉｎｔｒｅａｔｍｅｎｔ
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图３　肿瘤细胞中检测到的ＣＡＳＰ９（ｆ∶ｒ２）ｍＲＮＡ异构体的变化
Ｆｉｇ．３　ＣｈａｎｇｅｏｆａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅｓｐｌｉｃｉｎｇｉｓｏｆｏｒｍｓｏｆＣＡＳＰ９（ｆ∶ｒ２）ｍＲＮＡｉｎｔｕｍｏｒ

ｃｅｌｌｓａｆｔｅｒｃｉｓｐｌａｔｉｎｔｒｅａｔｍｅｎｔ
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注：ＮＣＮＴ、ＮＣＣＩＳ为Ａ５４９正常细胞对照组（ＮＣ组），ＮＣＮＴ为ＤＭＳＯ处理对照，ＮＣＣＩＳ用顺铂处理（５０μｍｏｌ／Ｌ）；
ＣＩＳＲＮＴ、ＣＩＳＲＣＩＳ为同代次Ａ５４９顺铂抗性株细胞组，ＮＴ和ＣＩＳ分别代表ＤＭＳＯ或顺铂顺铂处理；ａ／ｂ为

ＣＡＳＰ９ａ与ｂ的比值（ＮＣＮＴ、ＣＩＳＲＮＴ分别为１０）

图４　Ａ５４９顺铂抗性细胞中ＣＡＳＰ９（ｆ∶ｒ２）ｍＲＮＡ异构体及总ＲＮＡ表达量的变化
Ｆｉｇ．４　ＣｈａｎｇｅｏｆａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅｓｐｌｉｃｉｎｇｉｓｏｆｏｒｍｓｏｆＣＡＳＰ９（ｆ∶ｒ２）ｍＲＮＡａｎｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆ

ｔｏｔａｌＲＮＡｉｎＡ５４９ａｆｔｅｒｃｉｓｐｌａｔｉｎｔｒｅａｔｍｅｎｔ

反应，并且推测 ＣＡＳＰ９ｂ能与 ＣＡＳＰ９ａ形成二聚体
致使ＣＡＳＰ９ａ失去蛋白酶切自我激活的能力，从而
表现为抑制凋亡的功能作用［７－９］。Ｃｈａｌｆａｎｔ及其同
事的研究也发现，在非小细胞肺癌中，大部分病例

的癌细胞在 ｍＲＮＡ层面上都显示 ＣＡＳＰ９ａ／ｂ的值
都很低，这可能是非小细胞肺癌细胞癌化所需要

的，并与细胞的抗凋亡表型密切相关［１０－１１］。而本

研究结果也显示：除２９３ＦＴ细胞外，其它细胞在顺
铂处理下，ＣＡＳＰ９ａ／ＣＡＳＰ９ｂ的比值都是升高的，只
是变化的幅度没有Ｂｉｍ基因那么的显著［１２］。而在

用顺铂处理 Ａ５４９顺铂抗性株细胞（Ａ５４９ＣＩＳＲ）
时，在对照细胞中可以看到处理前后 ＣＡＳＰ９ａ／ｂ的
变化显著，但是用同样浓度的顺铂处理抗性株时，

ＣＡＳＰ９ａ／ｂ的变化几乎消失，说明 ＣＡＳＰ９ａ／ｂ的比
例变化与细胞对化疗药物顺铂的耐受性有关，这与

抑制ＣＡＳＰ９的活性可以使癌细胞获得化疗抗性的
报道相一致［１３－１５］。至于 ２９３ＦＴ细胞在顺铂处理
下，ＣＡＳＰ９ａ／ＣＡＳＰ９ｂ的比例下降的原因可能与该
细胞的异质性有关，目前未有相关报道，暂不能进

行分析。

用引物ＣＡＳＰ９ｆ∶ｒ１虽然检测到了非编码蛋白
的异构体ｃ（ＮＲ１０２７３２），但是其在细胞中表达低，
且在顺铂处理中没有变化，说明细胞对 ＣＡＳＰ９基
因３６外显子的剪接调节（产生ＣＡＳＰ９ａ／ｂ）是其应
对ＤＡＮ损伤的主要应变反应之一。已经有报道
ＳＲＳＦ１、ｈｎＲＮＰＬ和ｈｎＲＮＰＵ这３个剪接因子和内
源性的神经酰胺都能调控非小细胞肺癌中的

ＣＡＳＰ９的 ｐｒｅｍＲＮＡ的选择性剪接［９－１１，１６－１７］。

ＳＲＳＦ１能通过ＣＡＳＰ９第６个内含子中调控元件上
调ＣＡＳＰ９ａ的 ｍＲＮＡ水平从而提高 ＣＡＳＰ９ａ／ｂ的
比例［１７］；并且该研究组也发现 ＰＩＫ３／Ａｋｔ信号途径
在许多癌症中被上调，该途径导致 ＳＲＳＦ１的１９９、
２０１、２２７和 ２３４的丝氨酸被磷酸化，有利于 ｐｒｅ
ｍＲＮＡ剪接产生ＣＡＳＰ９ｂ异构体，造成癌变的发生
和对凋亡的抗性［１１］。另一个调节机制是 ｈｎＲＮＰＵ
和ｈｎＲＮＰＬ竞争结合 ＣＡＳＰ９外显子３上一个调控
元件，ｈｎＲＮＰＵ下调会导致 ＣＡＳＰ９ａ／９ｂ的比例下
降。ＰＩＫ３／Ａｋｔ信号途径可以磷酸化 ｈｎＲＮＰＬ，磷酸
化的ｈｎＲＮＰＬ可以干扰 ｈｎＲＮＰＵ与 ＣＡＳＰ９外显子
３上的调控元件结合，从而下调 ＣＡＳＰ９ａ／９ｂ的比
例［９］。

如同本课题组前面报道的 Ｂｉｍ基因一样，最
近ＣＡＳＰ９被发现在自噬和凋亡这两个相互交错的
细胞生理过程中充当了一定角色［１２］。ＣＡＳＰ９能与
自噬相关蛋白７（ａｕｔｏｐｈａｇｙｒｅｌａｔｅｄ７，Ａｔｇ７）结合形
成复合物，结合后 Ａｔｇ７能够抑制 ＣＡＳＰ９的凋亡活
性，但 ＣＡＳＰ９对 Ａｔｇ７的自噬活性却没有影响，还
能帮助Ａｔｇ７形成自噬体 ＬＣ３ＩＩ（自噬标志蛋白）。
作者推测 ＣＡＳＰ９与 Ａｔｇ７形成复合物可能实现这
样一个生理功能：既把 ＣＡＳＰ９引入到了自噬过程
中促进自噬，同时也控制了ＣＡＳＰ９的凋亡活性，从
而调节细胞对抗压力的能力和存亡。但是此文揭

示Ａｔｇ７与ＣＡＳＰ９的结合位点位于大亚基催化结
构域的 Ｃ端，因此提示只有 ＣＡＳＰ９ａ能与 Ａｔｇ７结
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合形成复合物，而ＣＡＳＰ９ｂ则不能通过此途径参与
自噬的调节。另外该研究组还发现，ＣＡＳＰ９有促
细胞生存的活性，当把ＣＡＳＰ９用ｓｉＲＮＡ下调后，惊
奇地发现细胞对凋亡变得更敏感了［１８］，这也许是

本研究检测到的 ＣＡＳＰ９ｐｒｅｍＲＮＡ选择性剪接变
化不大的原因。

ｍＲＮＡ剪接异构体既可以作为诊断的分子标
记，也可以作为治疗的靶点。ＣｈａｌｆａｎｔＣＥ的研究
组的一系列研究结果提示：ＣＡＳＰ９ｂ的表达量明显
地影响了化疗药物的疗效，下调ＣＡＳＰ９ｂ能增加化
疗药物的疗效，提示调节 ＣＡＳＰ９的 ｍＲＮＡ剪接是
肺癌细胞产生抗性的重要机制，调节 ＣＡＳＰ９的
ｍＲＮＡ剪接，降低ＣＡＳＰ９ｂ的比例能明显增加肺癌
细胞对化疗药物的敏感性［１０－１１，１９］。化疗药物加上

调节ＣＡＳＰ９ｍＲＮＡ选择性剪接的方法可能是治疗
ＮＳＣＬＣ的新途径，例如抑制 ＰＩ３ＫＡｋｔ信号通路阻
止其磷酸化 ｈｎＲＮＰＬ，或者下调肺癌细胞中的
ｈｎＲＮＰＬ都是探索治疗ＮＳＣＬＣ可探索的思路。
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