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靶向沉默Wip1基因表达对胶质瘤细胞增殖及
放疗敏感性的作用

尹 雷 王 鹏 侯崇显 李炎稳 周 东

【摘要】目的 探讨靶向沉默Wip1基因表达对脑胶质瘤细胞增殖及放疗敏感性的影响。方法 体外培养人胶质瘤细胞株

U251，用携带Wip1基因RNA干扰载体的慢病毒感染U251细胞沉默Wip1基因表达，然后对U251胶质瘤细胞进行放疗干预。根

据对U251细胞处理方法分为4组：Wip1基因沉默后放疗组（IR+Wip1组）、单纯Wip1基因沉默组（Wip1组）、单纯放疗组（IR组）

和NC组（空载体病毒感染U251细胞）。CCK-8法检测细胞的增殖，实时定量PCR检测细胞Chk1、Chk2 mRNA表达，免疫印迹检

测细胞Chk1、Chk2蛋白表达。结果 U251细胞慢病毒感染后3~4 d，采用荧光显微镜观察，根据绿色荧光蛋白阳性表达判定感染

效率，结果显示感染效率均 90％以上。放疗后 24、48、72、96、120 h，IR组和Wip1组增殖率均显著低于NC组（P<0.05），而 IR+
Wip1组细胞增殖率明显低于 IR组和Wip1组（P<0.05）。放疗后24 h，IR+Wip1组Chk1 mRNA表达明显低于Wip1组（P<0.05），

明显高于 IR组和NC组（P<0.05）；IR+Wip1组Chk2 mRNA表达明显低于其他3组（P<0.05）。IR+Wip1组Chk1蛋白表达明显低

于 IR组和NC组（P<0.05），Chk2蛋白表达低于其他3组（P<0.05）。结论 靶向沉默 Wip1 基因表达可抑制胶质瘤细胞的增殖，并

可能通过抑制 Chk1 、Chk2 的蛋白表达增加胶质瘤细胞对放疗的敏感性。
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Effect of targeted silencing Wip1 gene on glioma cells proliferation and sensitivity to radiotherapy
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【Abstract】Objective To investigate the effects of targeted silencing of Wip1 gene on glioma cells proliferation and sensitivity to
radiotherapy. Methods Glioma U251 cells which were cultured were transfected with Wip1 RNAi lentiviral vector. Then the U251 cells
were treated with ionizing radiation (IR) and divided into negative control (NC) group, IR group, targeted silencing Wip1 gene (Wip1)
group and IR+Wip1 group. The proliferation activities of U251 cells, Chk1 and Chk2 mRNA expressions and Chk1 and Chk2 protein
expressions were detected respectively by CCK-8 kit, real time PCR and Western-blot in all the groups. Results The proliferation rates
in the Wip1 and the IR groups were significantly lower than that in NC group 24, 48, 72, 96 and 120 hours after the radiotherapy (P<
0.05). The proliferation rate was significantly lower in the IR+Wip1 group than those in all the other groups 24, 72, 96 and 120 hours
after the radiotherapy (P<0.05). The level of chk1 mRNA expression was significantly lower in IR+Wip1 group than that in Wip1 group
and higher than those in IR and NC groups 24 hours after the radiotherapy (P<0.05). The level of chk2 mRNA expression was
significantly lower in IR + Wip1 group than those in the other three groups (P<0.05).The level of Chk1 protein expression was
significantly lower in IR+Wip1 group than those in IR and NC groups 24 hours after the radiotherapy (P<0.05). The level of Chk2 protein
expression was significantly lower in the IR+Wip1 group than those in the other three groups (P<0.05). Conclusions It is suggested that
targeted silencing Wip1 gene can inhibit the proliferation of glioma cells and may increase the sensitivity of glioma cells to radiotherapy
by inhibiting the protein expressions of Chk1 and Chk2.

【Key words】Glioma; U251 cells; Wip1 gene; Radiotherapy; Silencing; Proliferation; Chk1; Chk2; Expression

脑胶质瘤是中枢神经系统最常见的恶性肿瘤，

预后不佳。Wip1是一种新型原癌基因，位于人染色

体 17q23/q24区域，是抑癌基因 p53的负性调控因

子，属于丝氨酸/苏氨酸蛋白磷酸酶家族。研究显示

高表达Wip1能够促使其作用的下游靶蛋白 Chk1/
Chk2、p38MAPK-p53去磷酸化失活，导致肿瘤的发

生[1]。目前发现，多种肿瘤Wip1呈高表达[2，3]。研究
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发现放疗主要是通过电离辐射（ionizing radiation，
IR）损伤细胞DNA，进而激活p53使其表达上调并增

加稳定性，而Wip1表达依赖p53的表达上调[3，4]。因

此，我们推测Wip1可能对胶质瘤细胞增殖及放疗敏

感性有调控作用，沉默Wip1基因可增强胶质瘤放疗

效果。本文拟采用RNA干扰技术沉默Wip1基因表

达，观察靶向沉默Wip1基因对脑胶质瘤细胞增殖作

用及放疗敏感性的影响，为胶质细胞瘤的基因治疗

提供理论基础和依据。

1 材料和方法

1.1 U251细胞培养及慢病毒感染 人胶质瘤细胞株

U251细胞（广州安邦公司）使用DMEM高糖培养基

置于37 ℃、5% CO2混合气体培养箱中传代培养。慢

病毒载体包装及滴度测定参照参考文献[5]。用慢病

毒感染细胞使Wip1基因表达下降，用荧光显微镜观

察感染效率，感染率大于 90％判断为感染成功。使

用实时定量PCR及蛋白印迹法检测Wip1基因沉默

效率。

1.2 实验分组 当细胞融合度处于50%时，对细胞进

行放疗，剂量为8 Gy[6]，使用直线加速器0°角照射，源

皮距 100 cm，照射野 20 cm×20 cm。放疗后继续培

养。根据对U251细胞处理方法分为4组：Wip1基因

沉默后放疗组（IR+Wip1组）、单纯Wip1基因沉默组

（Wip1组）、单纯放疗组（IR组）和NC组（空载体病毒

感染U251细胞）。

1.3 CCK-8法检测细胞增殖 将细胞接种于96孔板，

每孔 3×103个，培养 24 h。放疗后继续培养，终止培

养前2 h加入10 μl CCK-8试剂（日本Dojindo 公司），

2 h后检测光密度（optical density，OD）值。

1.4 实时定量 PCR检测 Chk1、Chk2 mRNA表达 细

胞融合度为50%时，放疗24 h后提取RNA进行逆转

录反应，制备细胞 cDNA。依据试剂盒（日本 Takara
公司）说明书配制反应体系并进行 PCR 反应。

β-actin作为参照基因，检测Chk1、Chk2 mRNA表达

水平。

1.5 免疫印迹法检测 Chk1、Chk2蛋白表达 细胞融

合度为 50%时，放疗 24 h后提取细胞总蛋白检测

Chk1、Chk2蛋白表达，对所得条带进行灰度分析。

β-actin作为内参照。

2 结 果

2.1 Wip1基因沉默效率 U251细胞慢病毒感染后3~
4 d，采用荧光显微镜观察，根据绿色荧光蛋白阳性

表达判定感染效率，结果显示感染效率均 90％以上

（图 1）。PCR及免疫印迹法证实Wip1基因在U251
细胞中被有效沉默[7]。

2.2 各组U251细胞增殖率比较 放疗后 24、48、72、
96、120 h，IR组和Wip1组增殖率均显著低于NC组

（P<0.05），而 IR+Wip1组显著低于 IR组和Wip1组

（P<0.05）。见表1。
2.3 各组 U251细胞 Chk1、Chk2 mRNA表达水平比

较 Chk1 mRNA的表达：Wip1组明显高于NC组（P<
0.05），IR组明显低于NC组（P<0.05）；IR+Wip1组明

组别

IR+Wip1
Wip1
IR
NC

光密度值

0 h
0.257±0.006
0.258±0.004
0.255±0.003
0.260±0.004

24 h
0.270±0.002#

0.306±0.015*#

0.304±0.005*#

0.343±0.020

48 h
0.334±0.008#

0.350±0.029#

0.463±0.056*#

0.542±0.038

72 h
0.430±0.018#

0.568±0.018*#

0.772±0.067*#

1.017±0.128

96 h
0.558±0.026#

0.927±0.047*#

1.141±0.080*#

1.896±0.087

120 h
0.828±0.053#

1.774±0.071*#

2.203±0.094*#

3.414±0.124

表1 CCK-8法检测U251细胞增殖能力

注：与 IR+Wip1组相应值比，* P<0.05；与NC组相应值比，# P<0.05；IR+Wip1组. Wip1基因沉默后放疗组；

Wip1组. 单纯Wip1基因沉默组；IR组. 单纯放疗组；NC组. 空载体病毒感染U251细胞

图1 慢病毒载体感染U251细胞后显微镜下观察

A、B. 慢病毒感染的U251细胞；C、D. 空载体病毒感染的U251细胞；A、B为同视野，C、D为同视野；A、C. 为明场条件观察；B、D. 为荧光条件观

察绿色荧光蛋白
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显低于Wip1组（P<0.05），但明显高于NC组和 IR组

（P<0.05）。Chk2 mRNA表达：IR组、Wip1组均显著

低于NC组（P<0.05），而 IR+Wip1组显著低于 IR组和

Wip1组（P<0.05）。见图2。
2.4 各组U251细胞 Chk1、Chk2蛋白表达水平比较

Chk1蛋白表达：IR组明显高于 NC组（P<0.05），而

Wip1 组、IR+Wip1 组均明显低于 NC 组（P<0.05）。

Chk2蛋白表达：IR+Wip1组、IR组、Wip1组、NC组依

次显著增高（P<0.05）。见图3。
3 讨 论

Wip1由p53诱导，在多种肿瘤中过表达[2]。我们

的前期研究也发现，Wip1在胶质瘤细胞中存在过表

达，对胶质瘤的恶性增殖具有重要的作用[7，8]。本研

究发现 IR和沉默Wip1基因表达均可显著降低U251
细胞的增殖能力，而 IR+Wip1组细胞的增殖能力又

显著低于 IR组和Wip1组，表明靶向沉默Wip1基因

表达协同放疗可显著降低胶质瘤细胞的增殖能力，

增强胶质瘤放疗敏感性。

Wip1作为一种磷酸酶，可以通过多种途径调节

细胞的损伤修复通路。Wip1的表达不但可以对p53
进行负反馈抑制，还可以去磷酸化Chk1、Chk2而使

之失活[9，10]，影响DNA损伤后修复[12，13]，进而抑制细胞

增殖[11]。本文结果发现，IR+Wip1组Chk1蛋白表达

比 IR组和NC组明显降低，Chk2蛋白表达也显著降

低，Chk1 mRNA表达明显增高，Chk2 mRNA表达明

显降低。Chk1 mRNA和蛋白表达不一致，可能和

Chk1翻译后修饰或转录后调控有关。我们推测，在

U251细胞，靶向沉默Wip1基因表达协同放疗，使

Chk1、Chk2去磷酸化失活，进而抑制细胞增殖。

胶质瘤放疗抵抗是影响胶质瘤治疗效果的一个

重要因素，本研究探索Wip1在胶质瘤细胞放疗敏感

性及增殖方面的影响，为针对癌基因Wip1的靶向治

疗胶质瘤提供理论依据。
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总之，左乙拉西坦联合盐酸舍曲林可显著改善

癫痫伴抑郁症患儿的抑郁症状、癫痫发作频率及认

知功能，不影响患儿BMI；学龄组疗效优于少年组。
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