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REGγ基因下调对HaCat细胞的生物学影响
黄婷妹  赵  娟*

(华东师范大学生命科学学院, 上海 200241)

摘要      为了研究蛋白酶体激活因子REGγ对HaCat细胞增殖、凋亡、周期的影响, 该研究通过

瞬时转染建立了siN、siR细胞系, 并利用流式细胞术、MTT、Western blot等实验技术检测细胞的

处理效果。研究结果显示, 通过小干扰RNA使REGγ低表达后, HaCat细胞内抑癌基因蛋白p53、细

胞周期依赖性激酶抑制因子p21表达量增加, 进而抑制了细胞周期和增殖、促进了细胞凋亡。
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Abstract       To investigate the effects of REGγ downregulation on the cell proliferation, apoptosis and cell 

cycle of HaCat cells, we got the siN and siR HaCat cell lines by siRNA transfection. FACS, MTT and Western blot 
were used to detect the influnence of regulating REGγ expression. The results indicated that the downregulation of 
REGγ could elevate the expression of p53, a tumor inhibitor, and p21, a cyclin-dependent kinases inhibitors. Hence, 
the cell cycle and proliferation of HaCat cells were inhibited, inducing apoptosis subsequently.
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REGγ又称PSME3、Ki抗原, 主要存在于细胞核

中, 属于11S蛋白酶体家族成员之一, 是一种20S蛋白

酶体激活因子。它介导泛素-ATP非依赖的蛋白降解

途径, 对细胞内蛋白的稳定性起到重要作用。越来

越多的实验结果显示, REGγ在包括乳腺癌、甲状腺

癌、结肠癌等多种肿瘤细胞组织中均高表达, 且与

多种肿瘤相关因子和信号通路有关[1-3]。其中, REGγ
与p53之间存在反馈调节作用, 与细胞周期蛋白p21
之间存在负反馈调节作用。这些结果认为, REGγ与

肿瘤的发生、发展密切相关[4-5]。

HaCat细胞是人类永生化表皮细胞, 广泛应用

于生物科学研究。本实验拟通过小RNA干扰技术

检测REGγ对HaCat细胞增殖、凋亡和细胞周期的影

响。

本实验采用的HaCat细胞来自于本实验室细胞库。

本实验采用的实验材料包括以下几种。细胞培

养板购自NEST公司。NC膜购自PALL公司。细胞

凋亡检测试剂盒购自天津三箭生物科技股份有限公

司。DMEM培养基购自Thermo Fisher公司。FBS血
清购自Gemini公司。p21抗体购自BD公司。p53抗体

购自CST公司。MTT购自Sigma公司。荧光二抗anti-
mouse Alexa488和anti-rabbit Alexa546购自Jackson公
司。Lipo2000购自Invitrogen公司。其他生化试剂购

自生工生物工程(上海)股份有限公司。

将HaCat细胞在含有10% FBS的DMEM培养
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基中, 于5% CO2、37 °C条件下进行传代培养。以

2×104/mL的密度铺6孔板, 待细胞长至对数生长期

时, 用Lipo2000׃siRNA以21׃的比例做转染, 设置

一组阴性对照, 用无血清培养基培养8 h后, 换10% 
FBS培养基培养。持续培养72 h后收集细胞进一步

实验。

将上述转染处理后的细胞制备成单细胞悬液后

计数, 分别以每孔2×103个细胞分2组接种于96孔板

中, 每组设置3个复孔。每24 h分别取各组细胞检测, 
连续4 d。每孔加入200 μL 0.5 mg/mL的MTT, 37 °C、
5% CO2的条件下培养4 h后, 吸除各孔内液体并加入

150 μL DMSO反应10 min后移入8联管中, 在490 nm
波长条件下用酶标仪检测吸光值(D)值, 分析不同处

理组细胞增殖现象。

本实验采用Annexin V/PI法检测细胞凋亡, 并
按照购买的凋亡试剂盒说明书检测不同处理组细胞

凋亡效果。分别取对数生长期的2组细胞, 胰酶消化

后用冷磷酸盐缓冲液(PBS)洗涤2次, 离心弃上清, 加
1 mL 70%乙醇固定, 4 °C过夜, 离心, 冷PBS洗涤2次, 
加PI染液, 流式细胞仪(BD公司)检测各组细胞在细

胞周期各时期的分布比例。

用1×loading收获转染后细胞, 并100 °C Heater
充分裂解样品后定量。用Western blot检测实验组

与对照组细胞内各种蛋白的表达量。以10 μL上样

量, 用10%的SDS-PAGE胶做垂直电泳, 电转至NC膜
上, 5%脱脂牛奶封闭1 h, 用PBST洗膜5 min×3。分

别用1000 1׃稀释比孵育REGγ抗体、1500׃稀释比孵

育p21抗体、1000 1׃稀释比孵育p53抗体、1000 5׃稀
释比孵育actin抗体, 4 °C过夜。收集一抗后用PBST
洗膜5 min×3, 用辣根过氧化酶标记的二抗4 °C避光

孵育1 h后, 然后用PBST洗膜5 min×3收集二抗, 用
Odessy扫膜仪扫描检测结果。

本研究主要从细胞增殖、细胞凋亡和细胞周期

方面检测REGγ对HaCat细胞的生物学影响。实验结

果总结如下。

REGγ对HaCat细胞增殖的影响
取对数生长期的细胞铺96孔板后进行MTT实

验, 以处理天数(d)为横坐标、吸光度(D)值为纵坐标。

实验结果显示, 从处理后48 h开始siR组细胞的增殖

速度比siN组细胞的增殖速度明显减缓, 且P<0.05, 
差异具有统计学意义(图1)。结果说明, REGγ基因低

表达后细胞增殖减慢。

REGγ对HaCat细胞凋亡的影响
根据凋亡试剂盒使用说明, 利用瞬转成功的

HaCat细胞进行流式细胞分析, 结果显示, siR组(转
染小干扰siREGγ实验组)细胞凋亡水平增加(图2)。
与siN组(阴性转染对照组)比较, siR组细胞早期凋亡

率增加0.35%, 晚期凋亡率增加1.51%, 总凋亡率增

加1.86%。结果说明, REGγ基因低表达后, HaCat细
胞的凋亡明显增加。

REGγ对HaCat细胞周期的影响
利用流式细胞术进行细胞周期分析实验结果

(图3)显示, siR组细胞G1期生长比例为36.7%, siN组

细胞G1期生长比例为33.37%, 较siN组增加3.33%。

结果表明, 经过siREGγ处理的siR组细胞周期在G1到

S期受到抑制, 从而说明, REGγ基因低表达可以抑制

HaCat细胞周期。

Western blot检测转染后细胞内各相关蛋

白的表达量
取对数生长期的细胞进行siRNA转染实验, 以

干扰细胞内REGγ基因的表达水平。在转染实验完

成后, 继续培养细胞72 h, 然后收取样品进行Western 
blot检测。结果如图4显示, 与siN细胞相比, siR细胞

中REGγ蛋白的表达水平明显降低, 且随着REGγ低
表达, 细胞周期依赖性激酶抑制因子p21和抑癌基因

蛋白p53的表达均有不同程度的增加。这揭示, 在
HaCat细胞中, REGγ可能通过调控p21和p53两种蛋

白的表达进而调控细胞增殖、凋亡和细胞周期等生

物学行为。

据研究结果显示, REGγ属于11S蛋白酶体激活

因子家族的成员, 在细胞核中定位, 并且参与细胞周

期以及细胞凋亡的调控。REGγ不仅参与多种肿瘤

的发生、发展, 而且参与几种重要蛋白(如细胞周期

依赖的蛋白激酶抑制因子p21、SRC3、p19、HCV
核心蛋白以及Smurf1)的降解[1,4]。

细胞周期依赖性激酶抑制因子p21是一种非常

重要的调控因子。研究表明, 它既可以通过依赖于

泛素的经典途径, 又可以通过不依赖于泛素的途径, 
甚至还可以直接被20S蛋白酶体所降解[4-11], 细胞周

期依赖性激酶抑制因子p21也是REGγ-20S蛋白酶体
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图1   REGγ低表达抑制HaCat细胞增殖

Fig.1  REGγ downregulation inhibits HaCat cell proliferation 
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图3   REGγ低表达抑制HaCat细胞周期

Fig.3   REGγ downregulation inhibits HaCat cell cycle 
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图2   REGγ低表达促进HaCat细胞凋亡

Fig.2   REGγ downregulation promote HaCat apoptosis in vitro
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的底物之一[4,7]。另外, p21是一个细胞凋亡调节因子, 
它在细胞周期的进程中以及细胞凋亡中扮演重要角

色[12], 同时, p21缺失后与癌症的发生、发展有着直

接联系。

p53是一种肿瘤抑制因子, 被广泛研究, 它能

够加速细胞凋亡, 并且抑制肿瘤的发生[13]。有研究

发现, REGγ能够作为辅助因子特异性结合到p53和
MDM2上以增强p53与MDM2之间的作用, 最终促进

依赖泛素化的蛋白酶体降解途径降解p53[14]。

近年来, 有关REGγ在肿瘤中的研究也倍受人们

的关注。据报道, REGγ已经被发现在直肠癌血清[5]、

甲状腺癌[15]和乳腺癌[16]中表达水平升高, 并被认为

是一种潜在的癌症标签[16]。

本实验通过干扰REGγ在HaCat细胞内的表达水

平检测REGγ对细胞生物学行为的影响。本文证实

了REGγ基因沉默后, HaCat细胞内p53、p21水平明

显升高从而在细胞增殖、细胞凋亡和细胞周期方面

产生影响。因此可以推测, 在HaCat细胞中, REGγ通
过调控p53、p21的表达进而影响细胞的生物学行为。

然而, REGγ是通过调控p53的表达后进而影响了p21
的表达, 还是REGγ同时调控p53和p21两个蛋白的表

达, 这点还需要进一步的验证。
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图4   Western blot检测转染后细胞内REGγ
及各相关蛋白表达结果

Fig.4   The expression of REGγ and corresponding protein 
in transfected HaCat cells detected by Western blot


