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淋巴瘤（Lymphoma）是一种常见的血液系统恶性肿瘤，起

源于淋巴结或淋巴组织，分为霍奇金淋巴瘤和非霍奇金淋巴

瘤，我国 85%-90%的恶性淋巴瘤是非霍奇金淋巴瘤，从发病机

制到诊断、分型都很复杂，且发病率高，严重危害人类健康。因

此，探索新的治疗方法具有重要意义[1-3]。髓细胞白血病 -1（my-

loid cell leukemia-1，Mcl-1）是 Bcl-2家族的一个抗凋亡因子，可

通过与该家族的 Bak、Bim、NOXA相互作用，抑制细胞色素 C

的释放，从而抑制细胞的凋亡[4,5]。在多种肿瘤细胞中高表达，如

胰腺癌、肝癌、乳腺癌等，其高表达影响拮抗药物、放射和生物

制剂对抗肿瘤作用[6-8]。有研究显示，抑制肝癌细胞中Mcl-1的

表达可降低癌细胞的增殖及诱导细胞凋亡[9]。本研究通过 RNA

干扰技术沉默Mcl-1在淋巴瘤 Raji细胞中的表达，研究其对淋

巴瘤 Raji细胞增殖及凋亡的影响，并进一步探讨其作用机制，

以期为该病的分子靶向治疗提供一定的理论基础。

1 材料方法

1.1 细胞株

人 Burkitt淋巴瘤 B细胞株 Raji购自中国科学院细胞库。
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蛋白表达显著降低；与对照组及 NC-siRNA组比较，Mcl-1-siRNA组细胞存活率显著降低，细胞凋亡率显著升高，Cleaved caspase3
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关键词：淋巴瘤；Mcl-1基因；增殖；凋亡；RNA干扰；Notch1信号通路

中图分类号：R-33; R733.4 文献标识码：A 文章编号：1673-6273（2017）30-5823-04

The Mechanism of RNA Interference Mcl-1 Gene Expression on the
Proliferation and Apoptosis of Lymphoma Raji Cells*

To investigate the effect and mechanism of RNA interference Mcl-1 gene expression on proliferation and

apoptosis of lymphoma Raji cells. NC-siRNA and Mcl-1-siRNA were transfected into Raji cells, the cells without any treatment

as the control group, the expression of Mcl-1 protein was detected by Western blot after 48h; CCK8 assay and flow cytometry were used

to detect the proliferation and apoptosis of the cells; expression of Cleaved Caspase3, Notch1, Hes1 protein were detected by Western

blot. Mcl-1 expression after transfected Mcl-1-siRNA was significantly decreased; compared with the control group and

NC-siRNA group, cell survival rate in Mcl-1-siRNA group decreased significantly, the apoptosis rate was significantly increased, the

expression of Cleaved Caspase3 protein was significantly up-regulated, Notch1 and Hes1 protein were significantly down-regulated.

RNA interference can inhibit the expression of Mcl-1 gene and decrease the proliferation and induce apoptosis of Raji cells,

which may be related to the inhibition of Notch1 signaling pathway.

Lymphoma; Mcl-1 gene; Proliferation; Apoptosis; RNA interference; Notch1 signaling pathway

*基金项目：陕西省科学技术研究发展计划项目（2014K11-02-03-03）

作者简介：任婧婧（1981-），女，硕士研究生，主治医师，主要研究方向：恶性血液病免疫治疗及细胞分子调控机制，

E-mail: wangqing@126.com

△ 通讯作者：宋艳萍（1966-），女，博士研究生，主任医师，主要研究方向：血液肿瘤发病机制与药物治疗，

E-mail: xjtusyp@163.com，电话：13572973308

（收稿日期：2017-04-28 接受日期：2017-05-25）

5823窑 窑



现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress inModern Biomedicine Vol.17 NO.30 OCT.2017

图 1转染后的 Raji细胞中Mcl-1的蛋白表达

Fig.1 Expression of Mcl-1 in transfected Raji cells

注：A：Western blot检测转染后的各组细胞中Mcl-1的蛋白表达；B：

Mcl-1的蛋白相对表达量；与 Control组比较，**P<0.01。

Note: A: Western blot was used to detect the expression of Mcl-1 protein

in the transfected cells ;B: The relative expression of Mcl-1 protein;

compared with Control group, **P<0.01.

1.2 主要试剂和仪器

胰酶、胎牛血清、青链霉素、RPMI1640培养基均购自美国

Gibco公司；BCA试剂盒、CCK8试剂盒、Annexin V-FITC凋亡

试剂盒均购自碧云天生物技术研究所；Cleaved caspase3、

Notch1、Hes1 抗体均购自美国 abcam 公司；siRNA 由上海吉

玛制药技术有限公司合成；二氧化碳（CO2）细胞培养箱购自

德国 Heraus公司；倒置显微镜购自日本 OLYMPUS；酶标仪、

电泳凝胶图像分析系统、聚丙烯酰胺凝胶电泳仪均购自

Bio-Rad公司。

1.3 细胞培养及转染

37℃、5% CO2、95%饱和湿度条件下，将 Raji细胞于 RP-

MI1640细胞培养液中（含有 10%胎牛血清及青链霉素双抗的

混合液）常规传代培养。取对数生长期的细胞，以 4× 105个 /孔

接种于 6孔细胞培养板中，置于 37℃，5% CO2培养箱中培养。

细胞生长融合度达到 80-90%时按照脂质体 Lipofec-

tamineTM2000转染方法（美国 Invitrogen公司）将 NC-siRNA、

Mcl-1-siRNA转染至细胞中，空白对照组不经任何处理。转染

6h后，更换细胞培养液继续培养。

1.4 转染效果检测

取转染后培养 48 h的各组细胞，加入 100 滋L细胞裂解液
和 1 滋L酶制剂置于冰上裂解反应 30 min，12000 rpm低温离心

15 min，吸取中间清亮层，取少量蛋白 BCA试剂盒检测提取的

蛋白浓度。12%的聚丙烯酰氨凝胶电泳（SDS-PAGE）分离，电转

移法转膜，室温下 5%的蛋白封闭液封闭 1 h，TBST清洗后加

入 1:1000稀释的Mcl-1、GAPDH抗体，4℃孵育过夜，再次漂洗

后加入 1:1000稀释的辣根过氧化物酶标记的羊抗鼠 IgG作为

二抗，室温摇床作用 1 h，TBST洗膜后 ECL发光剂显影，自动

凝胶成像系统采集图像。以 GAPDH作为内参，分析 Mcl-1的

蛋白表达水平。

1.5 细胞增殖检测

取生长至对数期的 Raji细胞，以 3× 103个 /孔接种于 96

孔细胞培养板中，每组设置 5个复孔，按照 1.4方法转染，6h换

液，培养 48 h后，每孔细胞中加入 CCK-8试剂 10 滋L，于 37℃、

5% CO2条件下培养 2h，全自动酶标仪置于 490 nm波长测定

各个孔的吸光度（A）。实验重复 3次，按照以下公式计算细胞

增殖率。细胞增殖率 =（转染组细胞 A/对照组细胞 A）× 100%。

1.6 细胞凋亡检测

取转染后培养 48 h的各组细胞，以 1× 106个 /孔接种于

24孔细胞培养板中，800 rpm离心 5 min，弃掉上清，PBS重悬

细胞，再次离心后加入 500 滋L的结合缓冲液重悬细胞，混合均
匀后再加入 Annexin-V和 PI的溶液各 5 滋L，避光室温反应 15

min，再加 400 滋L结合缓冲液，在 1h内上流式细胞仪检测细胞

凋亡率。

1.7 Cleaved caspase3、Notch1、Hes1蛋白表达检测

取转染后培养 48h的各组细胞，提取细胞中的蛋白，按照

1.4方法检测 Cleaved caspase3、Notch1、Hes1蛋白表达。

1.8 统计学方法

所有实验数据采用 SPSS21.0软件进行分析，计量资料用（

x依s）表示，各组间差异比较采用单因素方差分析，两组比较采

用 t检验，以 P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 转染后的 Raji细胞中Mcl-1的蛋白表达

各组 siRNA转染至 Raji细胞中 48h后，Western blot检测

Mcl-1的蛋白表达，结果显示，NC-siRNA组与对照组间Mcl-1

的蛋白表达差异无统计学意义（P>0.05），Mcl-1-siRNA 组

Mcl-1的蛋白表达显著低于对照组（P<0.01）（图 1）。

2.2 转染Mcl-1-siRNA降低 Raji细胞增殖

CCK8 实验检测各组 siRNA 转染 48 h 后细胞的增殖情

况，结果显示，与对照组及 NC-siRNA组比较，Mcl-1-siRNA组

细胞存活率显著降低（P<0.01）（图 2）。

2.3 转染Mcl-1-siRNA促进 Raji细胞凋亡

各组 siRNA转染 48h后，流式细胞仪检测细胞凋亡情况，

结果显示，与对照组及 NC-siRNA组比较，Mcl-1-siRNA组细

胞凋亡率显著升高（P<0.01）（图 3）。

2.4 转染 Mcl-1-siRNA对 Cleaved caspase3、Notch1、Hes1 蛋白

表达的影响

Western blot 检测凋亡相关蛋白 Cleaved caspase3 及

Notch1信号通路相关蛋白 Notch1、Hes1蛋白表达，结果显示，

与对照组及 NC-siRNA 组比较，Mcl-1-siRNA 组 Cleaved cas-

pase3 蛋白表达显著上调，Notch1、Hes1 蛋白表达显著下调
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图 3转染Mcl-1-siRNA对 Raji细胞凋亡的影响

Fig.3 Effect of Mcl-1-siRNA transfection on apoptosis of Raji cells

注：A：流式细胞仪检测细胞凋亡结果；B：细胞凋亡率；与 Control组比较，**P<0.01。

Note: A: flow cytometry was used to detect apoptosis results; B: apoptosis rate; compared with Control group, **P<0.01.

（P<0.01）（图 4）。

3 讨论

Mcl-1是凋亡调控基因家族 Bcl-2家族中一员，有显著的

抗细胞凋亡作用，可通过与 Bcl-2家族中的 NOXA、Bak、Bim

等家族成员相互作用，抑制线粒体中的细胞色素 C的释放，使

活化的 Caspase9减少，进而使 Caspase3激活减少，从而使细胞

的凋亡受到抑制[10,11]。在多种肿瘤组织中高表达，如乳腺癌、肺

癌、白血病等，其蛋白表达影响肿瘤的发生及发展[12-14]。有研究

证实，下调Mcl-1的表达对多种肿瘤细胞的凋亡非常有效[15,16]。

如胃癌细胞中抑制Mcl-1的表达可降低癌细胞的增殖、侵袭及

迁移能力，促进细胞的凋亡[17,18]。靶向沉默胰腺癌细胞中Mcl-1

的表达可降低细胞的增殖，诱导细胞凋亡[19,20]。RNA干扰技术

是一种高效、可行的抑制基因表达的手段，目前已在信号转导、

基因治疗等领域中得到广泛的应用[21,22]。

本研究通过 RNA干扰技术沉默淋巴瘤 Raji细胞中 Mcl-1

的表达，研究其对细胞增殖及凋亡的影响，结果显示，Raji细胞

的增殖明显降低，细胞凋亡明显增加。这说明Mcl-1的高表达

影响了淋巴瘤细胞的增殖和和凋亡，而抑制其表达可降低癌细

胞的增殖及诱导凋亡。凋亡是多种细胞生物的共同特征，凋亡

信号途径的缺失将引起肿瘤的发生及发展。Caspase家族在细

胞凋亡过程中起到关键作用，Caspase3是 Caspase家族的关键

酶，处于 Caspase级联反应的下游，是细胞凋亡过程中的关键

执行者，是多种凋亡刺激信号的最终汇集点，也被称为 "凋亡

的执行者 "，目前已在胃癌、淋巴瘤等多种肿瘤中得到研究[23-25]。

本研究进一步检测 RNA 干扰沉默 Mcl-1 的表达后 Cleaved

Caspase3蛋白表达，结果显示，Cleaved Caspase3蛋白表达显著

图 2转染Mcl-1-siRNA对 Raji细胞增殖的影响

Fig. 2 Effect of Mcl-1-siRNA transfection on proliferation of Raji cells

注：与 Control组比较，**P<0.01。

Note: compared with Control group, **P<0.01.
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图 4转染Mcl-1-siRNA对 Cleaved caspase3、Notch1、Hes1蛋白表达的

影响

Fig. 4 Effect of Mcl-1-siRNA transfection on the expression of Cleaved

caspase3, Notch1, Hes1 protein

注：A：Western blot检测结果图；B：蛋白相对表达量；与 Control组比

较，**P<0.01。

Note: A:Western blot test results map; B: protein relative expression;

compared with Control group, **P<0.01.

升高。

Notch1 是 Notch 基因家族中的一员，Notch1信号通路在

细胞的增殖、凋亡、分化、生存中有重要作用，其异常表达与多

种肿瘤的发生及发展有关，如肺癌、淋巴瘤、胃癌等[26-28]。目前该

信号通路已成为肿瘤研究中的热点。研究显示，抑制该信号通

路可降低肿瘤的发生及发展 [29]。Hes1、c-Myc、cyclin D1等是

Notch1信号通路重要的靶基因，其中 Hes1是最重要的靶基

因，其表达是 Notch1信号通路是否激活的重要标志。本研究中

沉默Mcl-1的表达后检测 Notch1、Hes1蛋白表达，结果显示，

Notch1、Hes1蛋白表达均显著下调。

综上所述，RNA干扰沉默淋巴瘤 Raji细胞中 Mcl-1的表

达后可通过抑制 Notch1信号通路降低肿瘤的增殖和诱导细胞

的凋亡。有研究显示，沉默Mcl-1的表达可降低淋巴瘤细胞的

增殖[30]，但对细胞的凋亡及引起凋亡的机制研究的不清楚，且

是否通过 Notch1信号通路起作用也研究的尚不清楚。因此，本

研究为淋巴瘤的分子诊断及靶向治疗提供了新的策略。以后还

需关注 Mcl-1基因对淋巴瘤细胞其他生物学特性的影响以及

影响机制。
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