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PRMT5对肝癌细胞增殖及凋亡的影响
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摘要      该文目的为探讨蛋白质精氨酸甲基转移酶5(protein arginine methyltranserase 5, 
PRMT5)对肝癌细胞增殖、凋亡的影响。设计PRMT5短发夹核糖核酸(shRNA)序列, 装入pLKO.1-
TRC vector质粒, 进行慢病毒包装, 感染肝癌细胞SMMC-7721和BEL-7402, 嘌呤霉素筛选并培养

稳定低表达PRMT5细胞株。Western blot、qPCR检测shRNA干扰效率; CCK-8检测细胞增殖活性; 
平板克隆法检测细胞克隆形成能力; 流式细胞术检测细胞凋亡; Western blot检测细胞增殖、凋亡

相关蛋白的影响。结果显示, 成功构建慢病毒重组质粒sh-PRMT5并感染肝癌细胞。Western blot、
qPCR结果表明, 筛选出的稳转细胞株能低表达PRMT5; 在肝癌细胞中下调PRMT5的表达, 可抑

制细胞增殖(P<0.05), 降低cyclin B1、cyclin D1、cdc20和cdc25B蛋白质水平(P<0.05), 降低细胞

克隆形成能力(P<0.05), 促进细胞凋亡(P<0.05), 同时能诱导Caspase-3表达, 降低Bcl-2/Bax的比值

(P<0.05)。由此说明, 下调PRMT5的表达能抑制肝癌细胞增殖, 诱导细胞凋亡, 为进一步研究体内

PRMT5的作用提供基础。
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Effects of PRMT5 on Cell Proliferation and Apoptosis in 
Hepatocellar Carcinoma Cells

Zhang Youli1, Ge Lu1, Lu Ying1, Hu Changlong1, Zhang Xingxing1, Peng Wanxin2, He Junbo1, Gong Aihua2,3, Xu Min1*
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Abstract       The paper aimed at investigating the effects of PRMT5 on cell proliferation and apoptosis in 
hepatocellular carcinoma cells. PRMT5 short hairpin RNA (shRNA) sequence was designed and inserted into 
pLKO.1-TRC vector, then packaging lentivirus to infect SMMC-7721 and BEL-7402 cells. Stable infected cells 
were obtained by puromycin screening. shRNA silencing efficiency was tested by Western blot and qPCR. Cell pro-
liferation activity was detected by CCK-8. Colony formation ability was detected by plate colony assay. Apoptosis 
was observed by flow cytometry. The expressions of cell proliferation- and apoptosis-related protein were detected 
by Western blot. The specific shRNA against PRMT5 plasmid (sh-PRMT5) was successfully constructed and infected 
into SMMC-7721 and BEL-7402 cells. The results of Western blot and qPCR demonstrated that the expression 
of PRMT5 was efficiently inhibited at both protein and mRNA levels (P<0.05). It revealed that PRMT5 depletion 
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decreased cell proliferation (P<0.05). It was found that knockdown of PRMT5 reduced the protein levels of cy-
clin B1, cyclin D1, cdc20 and cdc25B, respectively (P<0.05). It showed that knockdown of PRMT5 inhibited cell 
colony formation ability. It was found that knockdown of PRMT5 induced the apoptosis (P<0.05). It indicated that 
knockdown of PRMT5 activated Caspase-3 and reduced the ratio of Bcl-2 to Bax in protein levels (P<0.05). Taken 
together, downregulation of PRMT5 inhibited cell proliferation and induced the apoptosis of hepatocellar carcinoma 
cells. It may provide a new therapeutic target for the clinical treatment of hepatocellular carcinoma. 

Keywords       protein arginine methyltranserase 5 (PRMT5); hepatocellular carcinoma; proliferation; apoptosis

肝癌是一种高度恶性的消化道肿瘤。目前研

究已发现多种途径在肝癌的发展中扮演着重要的

角色, 特别是那些涉及血管内皮生长因子(vascular 
endothelial growth factor, VEGF)介导的血管生成、

Wnt、PI3K/AKT/mTOR、AMP激 活 的 蛋 白 激 酶

(AMP-activated protein kinase, AMPK)和 c-Met等。

因此, 从分子水平探索肝癌发生发展的机制, 并将特

征性分子作为抗肿瘤靶点, 可为临床预防和治疗肝

癌开辟新的途径。

蛋白质精氨酸甲基转移酶5(protein arginine 
methyltransferase 5, PRMT5)是一类将S-腺苷甲硫氨

酸上的甲基转移至底物蛋白质中精氨酸胍基上的

酶, 可催化多种底物蛋白质甲基化, 从而发挥不同的

生物学功能[1]。研究发现, PRMT5与肿瘤的发生发

展密切相关。Hsu等[2]和Aggarwal等[3]发现, PRMT5
影响细胞死亡信号通路以及恶性癌细胞形成。然而,
目前关于PRMT5在肝癌发生发展中的生物学功能

和分子调控的研究鲜有报道。为探讨PRMT5在肝

癌发生发展中的作用, 本研究构建了PRMT5 shRNA
干扰质粒, 筛选出稳定低表达PRMT5的细胞株, 研
究PRMT5对细胞增殖、凋亡作用的影响。

1   材料与方法
1.1   材料

人肝癌细胞株SMMC-7721、BEL-7402和人胚

肾293T细胞购于中国科学院上海细胞库; 慢病毒骨

架质粒pLKO.1-TRC vector购于Addgene公司; 慢病

毒重组对照组质粒pLKO.1-sh-EGFP、辅助包装质

粒psPAX2、pMD2.G为江苏大学医学院生物学实验

室保存; DMEM培养基购于HyClone公司; 胎牛血清

FBS购于Gibco公司; 限制性内切核酸酶(EcoR I、Age 
I)购于Fermentas公司; PCR试剂盒、质粒提取试剂盒、

胶回收试剂盒购于TaKaRa公司; 细胞凋亡试剂盒购

于BD公司; 转染试剂PEI、嘌呤霉素购于Sigma公司; 

CCK-8试剂盒购于康为世纪生物公司; 鼠抗PRMT5 
单克隆抗体、Bax抗体、兔抗Caspase-3抗体、Bcl-2
抗体购于Santa Cruz公司; 兔抗cyclin B1抗体、cyclin 
D1抗体、cdc25B抗体、cdc20抗体购于Cell Signaling
公司; 鼠抗β-tubulin抗体购于Bioworld公司。

1.2   方法

1.2.1   细胞培养      人肝癌细胞SMMC-7721、BEL-
7402和人胚肾293T细胞接种于含10%胎牛血清的

DMEM培养液中, 于37 °C、5% CO2恒温培养箱中

培养。

1.2.2   PRMT5 shRNA干扰载体构建      在Sigma公司

官网搜索了与pLKO.1质粒相兼容的PRMT5 shRNA
序列, 该序列已在肺癌A549细胞中证实了干扰效率

达95%, 其上游引物为: 5′-CCG GGG CTC AAG CCA 
CCA ATC TAT GCT CGA GCA TAG ATT GGT GGC 
TTG AGC CTT TTT G-3′, 下游引物为: 5′-AAT TCA 
AAA AGG CTC AAG CCA CCA ATC TAT GCT CGA 
GCA TAG ATT GGT GGC TTG AGC C-3′。引物序

列由南京金斯瑞公司合成。用TE液稀释至1 μg/μL, 
退火形成双链片段。限制性内切核酸酶EcoR I及
Age I双酶切慢病毒骨架质粒pLKO.1-TRC, 经1%琼

脂糖凝胶电泳后, 割胶回收双酶切产物, 与退火产物

链经T4 DNA连接酶连接后转化入超级感受态Stbl3
细胞中, 挑取单克隆进行菌液PCR鉴定。上游引物

为: 5′-GCA GGG ATA TTC ACC ATT ATC GTT TCA 
GA-3′, 下 游 引 物 为: 5′-TGC CAT TTG TCT CGA 
GGT CG-3′, 产物长度257 bp。取阳性菌液培养后提

取质粒, 送南京金斯瑞公司测序正确后用于后续慢

病毒包装实验。

1.2.3   慢病毒包装      将对数生长期的293T细胞以

4×106/孔铺于10 cm培养皿中, 细胞贴壁后按41׃3׃的
比例将慢病毒质粒sh-PRMT5/sh-EGFP、慢病毒包

装质粒psPAX2和穿梭质粒pMD2.G混匀, 用PEI转染

细胞, 每皿共转质粒10 μg, 质粒与PEI质量体积比为
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转染后48 h、72 h分别收取细胞上清液(即为病。3׃1

毒液), 4 °C 4 000 ×g离心10 min, –80 °C保存。

1.2.4   建立稳定低表达PRMT5细胞株      将对数生

长期的人肝癌细胞SMMC-7721、BEL-7402接种于

6孔板中, 细胞汇合度达60%~70%后, 用病毒上清感

染细胞, 每孔加入200 μL病毒液, 并换成含聚凝胺的

培养液(使聚凝胺的最终浓度为8 μg/mL), 24 h后追

加一次病毒。48 h后用嘌呤霉素的最低杀死浓度进

行筛选。设立实验组(干扰PRMT5表达组)、对照组(干
扰EGFP表达组)和空白对照组(未加病毒上清液)。
1.2.5   稳定低表达PRMT5细胞株的鉴定      用RIPA
裂解液提取4种稳转细胞总蛋白, Western blot法检

测细胞内PRMT5的蛋白质水平。用Trizol提取4种
稳转细胞总RNA并逆转录成cDNA, qPCR检测细

胞内PRMT5的mRNA水平。PRMT5上游引物序列

为: 5′-GGA CGG AGA AGG GCA GAC TA-3′, 下游

引物序列为: 5′-CCC GCA TCC AGA ACA TGG AA-
3′。GAPDH上游引物序列为: 5′-ACC ATC TTC CAG 
GAG CGA GAT-3′, 下游引物序列为: 5′-ATG ACG 
AAC ATG GGG GCA TC-3′。
1.2.6   CCK-8法检测细胞增殖能力      将4种稳转细

胞株以2×103/孔接种于96孔板中, 设立5个复孔, 分别

于第1、2、3、4、5 d加入10 μL CCK-8溶液, 继续

孵育2 h, 在酶联免疫检测仪490 nm处测量各孔的吸

光度(D)值, 以空白对照(无细胞孔)调零。实验重复3
次, 取平均值, 以时间为横轴、相对增殖率为纵轴绘

制生长曲线图。

1.2.7   平板克隆形成实验      用0.25%胰蛋白酶将对

数生长期的细胞消化后, 吹打成单个细胞悬浮在细

胞培养液中, 细胞计数后以1×103/孔接种于6孔板中, 
置于细胞培养箱培养, 2 d观察一次, 当出现肉眼可

见的克隆时, 终止培养。去培养基, 固定, 染色, 显微

镜下计数>50个细胞的克隆数。克隆形成率=(克隆

形成数/接种细胞数)×100%。

1.2.8   Western blot检测增殖、凋亡相关蛋白的水平      
用RIPA裂解液提取4种稳转细胞总蛋白, 取50 μg蛋
白质在12% SDS-PAGE凝胶进行电泳, 湿转法转至

PVDF膜上。加5%脱脂奶粉, 室温封闭1 h, 加入一抗

(cyclin B1、cyclin D1、cdc20、cdc25B、Caspase-3、
BAX、Bcl-2、PRMT5和β-Tubulin), 4 °C孵育过夜,  
加入HRP标记的二抗室温孵育1 h, 用ECL发光试剂

检测显影, 图像用灰度分析软件处理分析。

1.2.9   流式细胞术检测细胞凋亡      将4种稳转细胞

株培养48 h后, 弃去培养液, 用不含EDTA胰蛋白酶

消化后收集细胞, 1 000 r/min离心5 min, 用预冷的

PBS洗涤细胞2次后, 用100 μL Binding buffer重悬细

胞。在细胞悬液中加入5 μL Annexin V-FITC和5 μL 
PI混匀后避光室温孵育15 min, 再加入400 μL Bind-
ing buffer, 上机检测。每组实验重复3次。

1.3   统计学处理   
采用SPSS 17.0软件进行统计学分析。计量数

据用均数±标准差表示, 行t检验; P<0.05为差异有统

计学意义。

2   结果
2.1   构建慢病毒重组质粒sh-PRMT5的鉴定结果

双酶切的慢病毒骨架pLKO.1-TRC质粒与干扰

序列连接后转化, 挑取转化子进行菌液PCR(图1)。
将阳性克隆菌落扩大培养后提取质粒送南京金斯瑞

公司测序, 测序结果正确。

2.2   包装病毒、感染目的细胞并筛选获得低表达

PRMT5稳转细胞株

重组慢病毒质粒与包装质粒按比例转染入

293T细胞后, 细胞上清液逐渐变黄, 分别于转染后

48、72 h收集病毒上清, 并感染SMMC-7721、BEL-
7402细胞, 用最低杀死浓度的嘌呤霉素筛选, 3 d后
未感染慢病毒的空白组细胞完全死亡, 慢病毒感

染组残留下被病毒感染上的细胞, 即稳定低表达

PRMT5的细胞株。用嘌呤霉素最佳筛选浓度维持培

养。提取蛋白质及总RNA。Western blot检测发现, 
与对照组相比, 实验组PRMT5蛋白质水平明显降低

(图2A)。qPCR结果显示, 实验组PRMT5 mRNA水平

较对照组明显降低(P<0.05)(图2B)。
2.3   下调PRMT5对细胞增殖的影响

CCK-8结果显示, 与对照组相比, 实验组细胞

增殖减慢, 在24 h即开始出现增殖抑制, 并随时间延

长抑制现象越明显(P<0.05, 图3)。Western blot结果

显示, 下调PRMT5的表达明显抑制cyclin B1、cyclin 
D1、cdc20、cdc25B的表达(P<0.05, 图4)。由此说

明, 下调PRMT5的表达可以抑制SMMC-7721、BEL-
7402细胞增殖。

2.4   下调PRMT5对克隆形成能力的影响

细胞接种后10 d可见克隆形成, 对照组细胞形

成的克隆大且密集, 而实验组细胞形成的克隆相对
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小, 且较稀疏。SMMC-7721对照组与实验组克隆形

成率分别为14.9%和5.9%, BEL-7402对照组与实验

组克隆形成率分别为18.3%和8.8%。由此说明, 下调

PRMT5的表达能明显抑制克隆形成, 差异均有统计

学意义(P<0.05)(图5)。
2.5   下调PRMT5对细胞凋亡的影响

流式细胞术对4种稳转细胞株进行细胞

凋 亡 检 测(图6), 凋 亡 细 胞 比 例SMMC-7721 sh-
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A: pLKO.1质粒(EcoR I、Age I)双酶切。1: DL 15 000 bp DNA marker; 2: pLK0.1质粒(8 901 bp); 3: pLK0.1质粒双酶切鉴定(EcoR I和Age I)。B: 
sh-PRMT5重组子菌液PCR鉴定。1: DL 2 000 bp DNA marker; 2~7: sh-PRMT5重组子菌液PCR。
A: digestion of pLKO.1 vector (EcoR I and Age I). 1: DL 15 000 bp DNA marker; 2: pLK0.1 vector (8 901 bp); 3: digestion of pLK0.1 vector (EcoR I 
and Age I). B: identification of bacterial PCR. 1: DL 2 000 bp DNA marker; 2~7: sh-PRMT5 bacterial PCR.

图1  载体构建

Fig.1  Plasmid construction
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A: Western blot检测PRMT5蛋白质水平; B: qPCR检测PRMT5 mRNA水平, *P<0.05。
A: the protein levels of PRMT5 in different groups detected by Western blot; B: the mRNA levels of PRMT5 in different groups detected by qPCR. 
*P<0.05.

图2  shRNA沉默肝癌细胞株SMMC-7721和BEL-7402中PRMT5基因的验证结果

Fig.2  Identification of shRNA-mediated knockdown of PRMT5 in SMMC-7721 and BEL-7402 cells

A: CCK-8检测下调PRMT5的表达对SMMC-7721细胞增殖的影响, *P<0.05; B: CCK-8检测下调PRMT5的表达对BEL-7402细胞增殖的影响, 
*P<0.05。
A: the effects of PRMT5 downregulation on cell proliferation in SMMC-7721 cells detected by CCK-8, *P<0.05; B: the effects of PRMT5 downregula-
tion on cell proliferation in BEL-7402 cells detected by CCK-8, *P<0.05.

图3  下调PRMT5的表达对SMMC-7721和BEL-7402细胞增殖的影响

Fig.3  Effects of PRMT5 downregulation on cell proliferation in SMMC-7721 and BEL-7402 cells
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EGFP组 (8.37±0.76)%, SMMC-7721 sh-PRMT5组
(18.18±0.93)%, BEL-7402 sh-EGFP组 (6.04±0.45)%, 
BEL-7402 sh-PRMT5组 (18.48±1.24)%。在肝癌细

胞中干扰PRMT5的表达, 细胞凋亡比例明显增加

(P<0.05), 差异具有统计学意义。在肝癌细胞SMMC-
7721、BEL-7402中, 低表达PRMT5能诱导Caspase-3表
达(P<0.05), 降低Bcl-2/Bax的比值(P<0.05), 说明下调

PRMT5的表达能诱导肿瘤细胞凋亡(图7)。

3   讨论
PRMT5属于蛋白质精氨酸甲基转移酶家族, 该

家族中有9个主要的成员, 根据其产生的甲基精氨

酸的种类不同可分为4种主要的类型, PRMT5属于II
型, 能催化对称性二甲基精氨酸( symmetric dimethyl 
arginines, sDMA)生成[4-5]。与其他家族成员不同的是, 
PRMT5参与调节多种细胞内蛋白质的相互协作。

研究显示, 在哺乳动物基因组中, 有超过1%的基因

编码甲基转移酶[6]。PRMT5最初因可与Jak2相互作

用而在人类细胞中被发现[7]。PRMT5蛋白质主要定

位于细胞质中, 部分存在于细胞核中。PRMT5可甲

基化组蛋白精氨酸位点, 通过对称性和非对称性两

种不同的修饰方式介导基因不同的调控活性, 既可
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图4  下调PRMT5的表达对SMMC-7721和BEL-7402细胞增殖相关蛋白的影响

Fig.4  Effects of PRMT5 downregulation on proliferation- related protein in SMMC-7721 and BEL-7402 cells
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图5  下调PRMT5的表达对SMMC-7721和BEL-7402细胞克隆形成能力的影响

Fig.5  Effects of PRMT5 downregulation on cell colony formation in SMMC-7721 and BEL-7402 cells
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图6  下调PRMT5的表达对SMMC-7721和BEL-7402细胞凋亡的影响

Fig.6  Effects of PRMT5 downregulation on apoptosis in SMMC-7721 and BEL-7402 cells
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图7  下调PRMT5对SMMC-7721和BEL-7402细胞凋亡相关蛋白的影响

Fig.7  Effects of PRMT5 downregulation on apoptosis-related protein in SMMC-7721 and BEL-7402 cells
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以激活基因表达, 又可以抑制基因表达。PRMT5的
作用底物包括Myelin basic protein(MBP)、SmD1、
D3、SmB/B'、LSM4和Coilin等蛋白质, 其与不同的

底物结合从而调控细胞内不同的生化反应[8]。最近

的研究还发现, PRMT5在肺癌、胃癌和生殖细胞癌

中都有高表达, 并和乳腺癌的预后相关[9-11]。但其对

肝癌细胞的影响及作用鲜有报道。

本研究发现, 在肝癌细胞中干扰PRMT5的表达

可明显抑制细胞增殖、降低增殖相关蛋白cdc20、
cdc25B的表达, 同时抑制细胞克隆形成能力。cdc20
在细胞有丝分裂及G1期与APC/C结合并使之活化, 
从而调控细胞周期。cdc25B作为一种蛋白磷酸酶可

使CDC2去磷酸化并使之激活, 这一步骤是真核细

胞进入有丝分裂的关键。cyclin B1作为G2期的周期

蛋白, 活化并与CDKs即CDC2形成复合物, 促使细

胞进行G2/M期转变。Cyclin D1是参与细胞周期调

控的周期素重要家族成员, 在G1/S期转换中发挥重

要作用。研究表明, PRMT5可作为细胞周期与增殖

的重要因子, 其参与调控细胞增殖的主要机制可能

为: PRMT5能与SWI/SNF形成复合体, 通过修饰组

蛋白组成成分H3R8和H4R3, 进而抑制细胞周期调

控基因和肿瘤抑制基因的转录[12-13]。siRNA介导的

基因敲低研究表明, 在转录生长因子TGF-β缺失的

条件下, PRMT5、HDAC3和SKI共同介导Smad7的
转录抑制, 影响细胞增殖与分化[14]。这些研究表明, 
PRMT5可与组蛋白修饰酶相互作用一起调节靶基因

的表达, 控制细胞的生长和增殖。在非组蛋白靶基

因中, PRMT5能与P53作用参与调节细胞周期与细

胞死亡[15]。Yang等[16]发现, PRMT5还参与调节DNA
损伤引起的细胞凋亡。而本研究发现, 干扰PRMT5
的表达可促进细胞凋亡, 充分说明PRMT5与细胞凋

亡有关, 但其调节凋亡的机制有待进一步研究。

本文在成功构建PRMT5 shRNA干扰质粒并筛

选出稳定低表达PRMT5的肝癌细胞株的基础上, 研
究了PRMT5对肝癌细胞增殖、细胞克隆形成能力及

细胞凋亡作用的影响。结果表明, 在肝癌细胞中干

扰PRMT5的表达可明显抑制细胞增殖及细胞克隆形

成能力, 促进细胞凋亡, 提示PRMT5作为一种癌基

因, 可能参与肝癌的发生、发展过程, 但其具体分子

机制有待进一步研究。同时, 通过靶向干扰PRMT5
来抑制肝癌细胞的增殖, 诱导肝癌细胞的凋亡有望

为肝癌治疗提供新思路。
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