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O6- 甲基鸟嘌呤 -DNA甲基转移酶 siRNA 联合	
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[摘　要]	 目的：研究O6-甲基鸟嘌呤-DNA甲基转移酶(O6-methylguananine-DNA methyltransferase，MGMT)对

人黑素瘤细胞耐替莫唑胺(temozolomide，TMZ)的影响及机制。方法：体外培养人黑素瘤A375细

胞、M14细胞、MV3细胞，采用RT-qPCR及蛋白质印迹法检测细胞MGMT的表达量；CCK-8法检

测细胞的增殖抑制率；蛋白质印迹法检测不同干扰序列对黑素瘤细胞MGMT的干扰效果；蛋白质

印迹法检测细胞内PARP，DNA-PKcs和NF-κB蛋白表达。结果：RT-PCR及蛋白质印迹法结果显示

不同黑素瘤细胞MGMT表达量不同，其中A375细胞MGMT表达量最高，MV3细胞的表达量最少；

蛋白质印迹法结果显示转染MGMT siRNA后黑素瘤细胞MGMT表达量明显下降(P<0.05)；CCK-8

结果显示TMZ对A375细胞及M14细胞的生长增殖有抑制作用，并且这种作用呈时间和剂量依赖性

(P<0.05)；蛋白质印迹法结果可见MGMT siRNA联合TMZ处理组PARP，DNA-PKcs，NF-κB蛋白表

达减弱(P<0.05)。结论：MGMT siRNA联合TMZ显著抑制黑素瘤A375和M14细胞增殖。
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Abstract Objective: To investigate the effect of O6-methylguananine-DNA methyltransferase (MGMT) on the melanoma 

cells to resist to temozolomide (TMZ). Methods: Human melanoma A375 cells, M14 cells, MV3 cells were cultured 

in vitro. The expression of MGMT in cells was detected by RT-qPCR and Western blotting. Temozolomide on 

cell proliferation was analyzed by the CCK-8 method. The interference effect of different interference sequences 

of MGMT on melanoma cell line was detected by Western blot. The expression of PARP, DNA-Pkcs and NF-κB 

was detected by Western blotting. Results: The results of RT-PCR and Western Blot showed that the expression 
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恶性黑素瘤(malignant melanoma)起源于黑色素

细胞，侵袭性较强[1]，生存率极低[2-3]。近年来恶性
黑素瘤发病率、病死率增长迅速，且有年轻化的趋
势[4]，成为现阶段国内外皮肤肿瘤研究的热点[5]。

黑 素 瘤 的 治 疗 手 段 主 要 包 括 手 术 治 疗 、 放

疗 、 化 疗 和 靶 向 治 疗 。 手 术 治 疗 仅 限 于 早 期 局
限 性 黑 素 瘤 [ 6 - 7 ]。 近 年 来 ， 靶 向 治 疗 在 黑 素 瘤 的

治疗上取得了重大进展。2 0 1 1年美国F DA批准了
ipilimumab(Ipi，抗CTL A4单抗)上市，初步奠定了
靶向治疗在晚期黑素瘤中的地位[8]。但是，靶向新

药在中国未上市，且费用不菲。因此，现阶段化

疗仍是中国黑素瘤患者重要的治疗手段，常用化

疗药物有达卡巴嗪(dacarbazine，DTIC)、替莫唑
胺(temozolomide，TMZ)、铂类、长春花碱、紫杉
醇、福莫司汀等。TM Z作为一种新型烷化剂被很

多国家推荐用于恶性黑素瘤一线治疗 [9-10]，原因是

其能透过血脑屏障，有较高的生物利用度，对脑

转移有治疗和预防作用。
TMZ导致肿瘤细胞死亡主要是通过DNA链甲

基 化 ， 引 起 D N A 单 链 或 双 链 断 裂 ， 阻 断 D N A 复

制 [11]。甲基化主要发生在鸟嘌呤的N 7位、O 6位以

及腺嘌呤的N 3位，其中鸟嘌呤O 6甲基化是导致细
胞损伤的重要原因。已有研究 [ 1 2 ]证实 O 6- 甲基鸟

嘌呤 -D N A甲基转移酶(O 6-m et hy lg u anan i n e -D N A 
methy ltransferase，MGMT)是一种重要的DNA损

伤 修 复 蛋 白 ， 与 肿 瘤 细 胞 对 烷 化 剂 耐 药 密 切 相 
关。RNA干扰(RNA inter ference)是一种高效、特
异性的基因沉默机制 [13]，阻断体内特定基因的表

达，促使mRNA降解，诱使细胞表现出特定基因缺
失的表型的过程，导致靶基因功能缺失从而达到

疾病治疗或预防的目的[14-15]，而对细胞本身的调控

系统无影响。R NA干扰已经被广泛应用于治疗各
类疾病[16-17]。

本研究拟通过RNA干扰技术使靶基因MGMT功

能缺失，将通过检测凋亡相关蛋白PARP、NF-κB及

DNA-PKcs观察TMZ对正常黑素瘤和干扰MGMT后

黑素瘤的增殖和凋亡的影响，为其在黑素瘤的治疗

提供理论支持。

1  材料与方法

1.1  材料

黑素瘤细胞株A375，MV3，M14由本实验室
保存， B C A 蛋白定量试剂盒购于美国 No v a g e n 公
司，CCK- 8检测试剂盒、DA P I和N F- κ B一抗、核

蛋白提取试剂盒购于南京凯基公司，DNA-PKcs一

抗，PARP一抗购于南京Bioworld公司，替莫唑胺

购于上海梯希爱公司，Glycine、丙烯酰胺单体、
丙烯酰胺双体购于加拿大BIO BASIC公司，RNA提
取试剂(TRIzol)购于美国Invitrogen公司。

1.2  MGMT siRNA 分子的设计与合成

在 G e n B a n k 中 获 得 M G M T 基 因 全 长 m R N A
序列，用 S i r n a  m o d e  o f  S f o i d 软件 ( h t t p : / / s f o l d .
wadsworch.org/sirna.pl)及Ambion公司网站的siRNA 
target f inder进行siRNA的设计及  RNA二级结构的
预 测 。 通 过 B l a s t 挑 选 长 为 2 1 个 碱 基 的 特 异 性 寡

核苷酸序列(5'- CA AGG AUUGUG A A AUG A A ATT-
UUUCAUUUCACAAUCCUUGTT-3'为3对中有效的
1对)，表1为设计的3个序列。

of MGMT was different in different melanoma cells. Western blot results showed that the expression of MGMT in 

melanoma cells decreased after transfecting with MGMT siRNA (P<0.05); temozolomide inhibited the growth 

and proliferation of A375 cells and M14 cells significantly through CCK-8 assays, and this effect was time and 

dose-dependent (P<0.05). Western blot showed that the expression of PARP, NF-κB and DNA-PKcs protein was 

decreased (P<0.05). Conclusion: Temozolomide inhibits the proliferation of A375 cells and M14 cells, and MGMT 

siRNA combined with temozolomide significantly inhibits the proliferation of melanoma A375 cells and M14 cells.

Keywords temozolomide; melanoma; drug resistance; O6-methylguananine-DNA methyltransferase

表1 MGMT siRNA干扰序列

Table 1 Interference sequences of MGMT siRNA

序列名称 正向引物 反向引物

MGMT siRNA1(22856) GGAGAAGUGAUUUCUUACCTT GGUAAGAAAUCACUUCUCCTT

MGMT siRNA2(60890) AUGGCUUCUGGCCCAUGAATT UUCAUGGGCCAGAAGCCAUTT

MGMT siRNA3(23084) CAAGGAUUGUGAAAUGAAATT UUUCAUUUCACAAUCCUUGTT
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1.3  细胞培养及 siRNA 转染

将A 3 7 5，M 1 4，M V 3黑素瘤细胞株用含1 0 %
胎 牛 血 清 的 D M E M 培 养 液 于 3 7 ℃ 和 5 % C O 2条 件

下 培 养 。 转 染 前 1  d ， 将 对 数 生 长 期 的 细 胞 以 
1×105个/孔接种于24孔板上，待细胞处于50%~70%
融合时进行转染。根据lipofectamineTM 2000转染试

剂手册进行操作，每空加入用无双抗及血清的培

养基稀释的1.5µg siRNA分子和2 µL lipofectamineTM 

2000转染试剂。

1.4  RT-PCR 法检测 MGMTmRNA 表达的情况

将 A 3 7 5 ， M 1 4 ， M V 3 细 胞 低 密 度 铺 于 6 孔

板 ， 4 8  h 后 提 取 总 R N A ， M G M T 引 物 序 列 为 ：

正 向 5 ' - G G C TG A ATG C C TAT T TC C A C C A - 3 ' ，
反向5 ' -TGTCG CTC A A AC ATCC ATCCTACT- 3 '；
β - a c t i n 作 为 内 参 对 照 ， β - a c t i n 引 物 序 列 为 ： 正

向 5 ' - A G C G A G C AT C C C C C A A A G T T- 3 ' ， 反 向

5 ' - G G G C ACG A AG G CTC ATC AT T- 3 '。每组均设 
3个复孔。反应条件：95℃ 5 min；95 ℃ 10 s，60 ℃ 
34 s 40个循环，95 ℃ 15 s，60 ℃ 1 min，95 ℃ 15 s。

1.5  CCK-8 法测定细胞增殖率

将A 375，M1 4细胞计数后，调整细胞密度为

3×104个/mL，每孔接种100 μL于96孔板。24 h后，

加入浓度梯度为50，100，200，400，800 μmol/L
的TMZ，每组每一浓度平行设6个复孔，总体积为

100 μL/孔。另设不含细胞的空白对照组和含细胞

不加药的阴性对照组。培养12，24，48，72 h后，

每孔加入10 μL CCK-8，继续培养2 h，震荡5 min
后，450 nm波长下测定A值，计算抑制率[抑制率= 
1 − 实验组A值/对照组A值×100%]。

1.6  蛋白质印迹法

利 用 蛋 白 质 印 迹 法 技 术 检 测 A 3 7 5 细 胞 、

M 1 4 细 胞 、 M V 3 细 胞 中 M G M T 的 表 达 。 利 用 蛋

白 质 印 迹 法 技 术 检 测 M G M T  s i R N A 组 、 T M Z 组

和M G M T  s i R N A + TM Z组中PA R P，D N A -P K c s和

N F - κ B蛋白表达。快速制备法提取总蛋白，经电

泳、转膜后杂交，一抗为兔抗人单抗，二抗为碱

性磷酸酶偶联羊抗兔多抗，以N BT / B C I P显色，

结果拍照。

1.7  统计学处理

采用SPSS 16.0统计软件进行数据分析。计量

资料以均数±标准差(x±s)表示。两组间比较采用 t

检验，多组间比较采用单因素方差分析(One-Way 
ANOVA)检验。P<0.05为差异有统计学意义。

2  结果

2.1  细胞 MGMT 表达量分析

RT-P C R 结果示 A 3 7 5 细胞中 MGMT的相对表

达量最高，M V 3细胞中MGMT的相对表达量最低 
(图1 )；蛋白质印迹法结果与RT-P CR检测结果一

致 ( 图 2 ) 。 为 使 实 验 后 期 干 扰 效 果 更 显 著 ， 选 择
MGMT的相对表达量较高的两株细胞A375和M14
作为后面实验的研究对象。

2.2  蛋白质印迹法筛选有效干扰序列

将MGMT siRNA1，MGMT siRNA2，MGMT 
siRNA3干扰序列瞬时转染到生长活跃的A375细胞

和M14细胞内48 h后提取蛋白，用蛋白质印迹法检

测示MGMT siRNA3干扰效果最好，与对照组之间

的差异有统计学意义(P<0.01，图3)，选定MGMT 
siRNA3为有效的干扰序列。

2.3  CCK-8 检测结果

对照组细胞体外生长活跃，经50，100，200，

400，800 μmol/L的TMZ处理12，24，48，72 h，细

胞生长均不同程度地减慢，随浓度的升高，细胞抑

制率呈不同程度的增加；随TM Z作用时间延长，

细胞抑制率亦在增加，48 h达高峰，72 h渐平缓，

与对照组比较差异有统计学意义( P<0.05，n=3， 
表2，表3)。

图1 RT-PCR检测A375，MV3，M14细胞株MGMT的相对表

达量

Figure 1 Relative expression of MGMT (A375, MV3, M14) 

detected by RT-PCR
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图 2 蛋白质印迹法检测A375，MV3，M14细胞株MGMT的相对表达量

Figure 2 Relative expression of MGMT (A375, MV3, M14) detected by Western blotting
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表2 CCK-8检测不同时间点和不同浓度TMZ对A375细胞增殖影响(n=3，x±s)

Table 2 Effect of different time points and different concentrations of TMZ on proliferation of A375 cell line by CCK-8 assay (n=3, x±s)

组别
抑制率/%

12 h 24 h 48 h 72 h

Control组 0 0 0 0

50 μmol/L组 4.99±2.89 14.17±3.17 22.16±2.79 31.48±5.03

100 μmol/L组 11.37±3.57 20.33±4.92 32.55±4.74 43. 94±4.48

200 μmol/L组 21.33±3.89 34.80±4.72 54.03±3.69 61.97±4.56

400 μmol/L组 33.73±3.32 47.61±4.14 60.91±4.99 77.59±5.09

800 μmol/L组 45.12±4.60 65.33±4.72 89.26±2.30* 93.39±2.99*

与对照组比较，*P<0.05。

Compared with the control group, *P<0.05.

图3 蛋白质印迹法实验检测干扰序列结果

Figure 3 Relative expression of different interference sequences of MGMT (A375, M14) detected by Western blotting
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2.4  PARP，NF-κB，DNA-PKcs 蛋白表达比较

综 合 干 扰 处 理 时 间 及 C C K - 8 实 验 结 果 ， 在

M G M T  s i R N A 瞬 时 转 染 黑 素 瘤 细 胞 2 4  h 后 ， 予 
400 μmol/L TMZ处理细胞24 h后提取蛋白，蛋白质印

迹法方法检测与凋亡相关蛋白的表达，发现MGMT 
siRNA联合TMZ处理组PARP，NF-κB蛋白表达较单纯

TMZ组减弱，DNA-PKcs蛋白表达较单纯TMZ组增强

(图4为A375细胞株、图5为M14细胞株，P<0.05)。

表3 CCK-8检测不同时间点和不同浓度TMZ对M14细胞增殖影响(n=3，x±s)

Table 3 Effect of different time points and different concentrations of TMZ on proliferation of M14 cell line by CCK-8 assay (n=3, 
x±s)

组别
抑制率/%

12 h 24 h 48 h 72 h

Control组 0 0 0 0

50 μmol/L组 8.45±2.34 18.82±3.84 24.42±4.47 33.93±3.60

100 μmol/L组 13.53±2.87 26.81±2.38 35.01±4.34 41.79±2.92

200 μmol/L组 30.44±2.60 40.88±4.03 60.77±3.57 71.34±5.48

400 μmol/L组 44.77±4.72 56.66±6.48 75.51±4.87 87.23±5.37

800 μmol/L组 60.75±3.69 85.22±4.46 93.64±2.43* 93.44±3.08*

与对照组比较，*P<0.05。

Compared with the control group, *P<0.05.

图4 蛋白质印迹法检测control组、MGMT siRNA组、TMZ组和MGMT siRNA+TMZ组处理A375细胞株48 h后，PARP，DNA-

PKcs和NF-κB(*P<0.05，**P<0.01，n=3)

Figure 4 Relative expression of PARP, DNA-PKcs and NF-κB after treatment of A375 cell line for 48h in control group, MGMT 

siRNA group, TMZ group and MGMT siRNA + TMZ group detected by Western blotting (*P<0.05, **P< 0.01, n=3)
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3  讨论

烷化剂TM Z是黑素瘤化疗常用的一种药物，

O6MeG是其主要的加合物，它能造成碱基的错误配

对，导致细胞分裂、增殖停止或死亡 [18]。然而，

TMZ会通过上调MGMT表达来启动细胞内修复。
MGMT通过自身活性中心的半胱氨酸残基与O6MeG
上的烷基基团共价结合并将其移除，这是TMZ产生

耐药的主要原因[19]。因此，抑制MGMT可以有效避

免其对TMZ等烷化剂诱导的肿瘤细胞损伤的修复，

这将为解决黑素瘤的耐药提供新思路。

利用R N A干扰特异性剔除或关闭特定基因表

达来研究其在肿瘤治疗中的应用是目前的研究热

点。倪洪早等 [ 2 0 ]成功构建 L A S P- 1 - s i R N A ，发现

干扰 L A S P- 1 基因通过 p -FA K - S r c 信号通路，抑制

MMP-2和MMP-9蛋白表达，从而抑制胶质瘤细胞

的黏附、迁移和侵袭能力。Fang等 [21]研究发现携

带Ki67 shRNA和hTERT shRNA干扰的腺病毒，显

著抑制hTERT和Ki67表达，对肾癌细胞的杀伤作用

较强。鉴于此，提出利用RNA干扰抑制MGMT的表

达可以提高TMZ对黑素瘤的疗效。

本实验研究MGMT siR NA对MGMT基因表达

的抑制作用，利用 l ipofectamineTM2000转染黑素瘤

细胞，将siRNA转入黑素瘤细胞内，利用蛋白质印

迹法检测s i R N A对M G M T表达的抑制作用。结果

表明：将针对M G M T的s i R N A分子导入黑素瘤细

胞后，其有效干扰MGMT蛋白表达，而细胞转染 
MGMT siRNA后对TMZ的敏感性也有提高。

体 内 外 研 究 [ 2 2 ]表 明 抑 制 PA R P - 1 可 降 低 D N A
修复功能，增强放疗和化疗对肿瘤的治疗效果。

PARP-1可能通过紧密结合到双链断裂与DNA依赖

蛋白激酶(DNA-PKcs)相互作用。DNA-PKcs是DNA
损伤修复的关键酶，可以高效修复DNA损伤，从

而抑制肿瘤细胞凋亡 [ 2 3 ]。研究 [ 2 4 ]发现N F- κ B相关

信号转导通路在黑素瘤的演变进程及其在黑素瘤

化疗耐受中也发挥重要作用。本研究中蛋白质印

迹 法 证 实 ： M G M T  s i R N A 联 合 T M Z 组 相 比 单 独

MGMT siRNA组和单独TMZ组，PARP，NF-κB蛋

白表达较单纯TMZ组减弱，DNA-PKcs蛋白表达较

单独MGMT siRNA组和单独TMZ组减弱。

本 研 究 发 现 M G M T  s i R N A 可 以 通 过 抑 制

MGMT和PARP两条DNA修复信号通路，下调NF-
κB，DNA-PKcs蛋白表达，从而提高TMZ对黑素瘤

细胞的抗增殖和促凋亡效应。如何解决恶性黑色

素瘤疗效欠佳、易于产生化疗耐受这一问题一直

是其治疗研究热点，本研究为临床上逆转黑素瘤
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图5 蛋白质印迹法检测control组、MGMTsiRNA组、TMZ组和MGMT siRNA + TMZ组处理M14细胞株48 h后，PARP，DNA-

PKcs和NF-κB(*P<0.05，**P<0.01，n=3)

Figure 5 Relative expression of PARP, DNA-PKcs and NF-κB after treatment of M14 cell line for 48 h in control group, MGMT 

siRNA group, TMZ group and MGMT siRNA + TMZ group detected by Western blotting (*P<0.05, **P<0.01, n=3)
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患者对TMZ药物的耐药、提高TMZ药物的抗瘤效

果提供了一条新的思路。
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