沉默Krüppel样因子5对电离辐射后IEC-6细胞生物学功能的影响研究
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【摘要】目的 探讨沉默Krüppel样因子5(KLF5)对电离辐射后体外培养的大鼠小肠上皮细胞IEC-6细胞生物学功能的影响。方法 采用Western Blot法检测0、2、4、8、12、16 Gy照后3h及12 Gy照射后0、0.5、1、2、3、5、7、24h IEC-6细胞中KLF5的表达。设计并合成特异性针对大鼠KLF5基因的shRNA靶序列，构建到慢病毒载体中，通过感染293T细胞对慢病毒进行包装和滴度测定。使用包装好的慢病毒感染IEC-6细胞，荧光显微镜下观察转染效率，转染72h后分别采用Real time-PCR和Western Blot方法检测感染后细胞中KLF5 mRNA及蛋白的表达。采用CCK-8法观察电离辐射后KLF5沉默细胞的增殖活性，流式细胞术检测电离辐射后KLF5沉默细胞的周期分布和凋亡。结果 12Gy辐射后KLF5表达呈现先升高后降低的趋势，照后5h表达量最高，不同剂量射线照射后KLF5表达逐渐增加，呈现明显的剂量效应关系。KLF5 shRNA慢病毒载体构建成功，感染的IEC-6细胞中KLF5 mRNA及蛋白水平均在转染72h明显降低。KLF5敲低组8Gy照射后24h细胞阻滞在G2/M期现象极为显著，细胞增殖明显受到抑制，细胞凋亡率明显高于对照组。结论 成功构建KLF5 shRNA慢病毒载体并建立KLF5低表达小肠上皮细胞株，下调细胞内KLF5表达能够使细胞周期阻滞在G2/M期，抑制照射后细胞的增殖，促进细胞的凋亡。
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Effects of Krüppel-like factor 5 gene silencing on biological functions of IEC-6 cells post radiation
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【Abstract】Objective To investigate the effects of downregulation of Krüppel-like factor 5 (KLF5) on biological functions of rat intestinal epithelial cells IEC-6 in response to ionizing radiation. Methods The expression of KLF5 in IEC-6 cells 3h after 0, 2, 4, 8, 12, 16 Gy X-ray and 0, 0.5, 1, 2, 3, 5, 7, 24h after 12 Gy X-ray was detected by Western Blot. shRNA sequences targeting rat KLF5 gene were designed, synthesized and inserted into the lentiviral vector. The recombinant lentiviral vectors were packaged in 293T cells, and the lentivirus titers were determined. IEC-6 cells were infected with the recombinant lentivirus, and the transfection efficiency was observed under fluorescence microscope. Realtime-PCR and Western Blot were used to detect the expressions of KLF5 mRNA and protein in the transfected cells 72h post transfection. The cell viability was observed in KLF5 silencing cells post radiation using CCK-8 assay. The cell cycle distribution and apoptosis were detected in KLF5 silencing cells post radiation by flow cytometry. Results The expression of KLF5 increased first, then decreased and peaked at 5h following 12 Gy X-ray. KLF5 was induced in response to ionizing radiation in a dose-dependent manner. KLF5 shRNA lentiviral vectors were successfully constructed. The mRNA and protein level of KLF5 were downregulated in recombinant lentivirus transfected IEC-6 cells 72h after transfection. Knockdown of KLF5 markedly induced G2/M phase arrest, proliferation inhibition, and more apoptosis rate post exposure than negative control. Conclusion  We have successfully established a KLF5 knockdown intestinal epithelial cell line, which shows suppressed cell proliferation and increased cell apoptosis.
【Key words】ionizing radiation; Krüppel-like factor 5; radiation induced intestinal injury
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小肠组织自我更新迅速，对电离辐射十分敏感。全身放射性损伤以及腹盆腔局部肿瘤放疗等均可引起肠道结构和功能的损伤。目前对于放射性肠损伤的机制知之甚少，这也是未找到有效治疗手段的主要原因[1]。
Krüppel样因子5(Krüppel-like factor 5, KLF5)是KLFs家族成员之一，是进化保守的锌指蛋白转录因子，受其调控的基因可参与细胞增殖、周期、凋亡、分化、迁移和组织发育等各种生物学过程[2]。研究表明KLF5可促进外部压力如细菌性病原体[3]或化学诱变剂[4]诱导的组织损伤修复，但其在放射性肠损伤中的作用尚未见报道。本课题组前期利用Cre-LoxP条件性基因编辑系统构建了肠道特异性敲低KLF5的小鼠，发现该小鼠在受到大剂量射线照射后肠组织损伤程度加重，再生隐窝数量明显下降，难以恢复[5]，说明KLF5在放射性肠损伤中具有重要作用。为探讨KLF5参与放射性肠损伤修复的机制，本研究在体外培养的小肠上皮细胞株IEC-6中进一步观察了下调KLF5表达对电离辐射后细胞增殖、周期及凋亡的影响。
材料与方法
1.实验材料：大鼠小肠隐窝上皮细胞IEC-6购自中国科学院上海细胞库，DMEM培养基、胰酶消化液、双抗（青链霉素）购自美国Hyclone公司，胎牛血清购自以色列BI公司，胰岛素购自中国Biosharp公司，RIPA细胞裂解液、PMSF、BCA蛋白定量试剂盒、SDS-PAGE凝胶配制试剂盒、抗体稀释液、GAPDH小鼠单克隆抗体均购自上海碧云天生物技术有限公司，KLF5兔多克隆抗体购自美国Santa Cruz公司，Bax、Bcl-2 抗体购自美国CST公司，Trizol购自美国Invitrogen公司，PrimeScriptTM RT reagent Kit 逆转录试剂盒购自日本Takara公司，SYBR Green荧光实时定量 PCR 试剂盒购自天根生物科技有限公司，CCK-8试剂盒购自日本Dojindo公司，细胞凋亡检测试剂盒购自美国BD公司。
2.实验仪器：X射线生物辐照仪（Rad Source RS2000，美国Rad Source公司）、多色荧光化学发光成像分析系统（FluorChem M，美国阿尔法科技公司）、NanoDrop（2000c，美国Thermo 公司）、流式细胞仪（FACSVerse，美国BD公司）、酶标仪（Synergy 2，美国BioTek公司）、扫描型激光共聚焦显微镜（FV1200，日本OLYMPUS公司）、荧光定量pcr仪 (ViiA7，美国Life Technologies公司)。
3.细胞培养：IEC-6细胞常规培养使用高糖DMEM完全培养基（含5%胎牛血清、0.01mg/ml胰岛素、100 U/ml青霉素和100 μg/ml链霉素），置于37℃、含5% CO2饱和湿度的培养箱中培养，当细胞密度为80%~90%时进行细胞传代。
4.照射条件：按照X射线生物辐照仪说明书进行操作，根据实验要求给予IEC-6细胞0、2、4、8、12、16 Gy X射线照射，剂量率为1.2 Gy/min。
5.siRNA靶点设计与合成、RNAi重组慢病毒载体的构建及鉴定、重组慢病毒的包装及滴度测定：siRNA靶点的设计与合成、RNAi重组慢病毒载体的构建及鉴定、重组慢病毒的包装及滴度测定均由上海吉凯基因化学技术有限公司完成。具体步骤如下：根据大鼠KLF5基因的mRNA序列（GeneBank number: NM_053394）设计并合成4条RNA干扰序列，同时设置RNA干扰阴性对照（Negative Control, NC）序列。经筛选，选择位于671-690之间的序列5’-GCATCAACATGAACGTCTT-3’为最终干扰靶序列。合成含干扰靶序列的DNA oligo，退火配对产生双链，经AgeI和EcoRI双酶切，在T4 DNA连接酶的作用下插入GV115表达载体。然后将连接产物转入制备好的DH5ɑ感受态细胞，PCR鉴定阳性重组子后，送测序验证，测序结果经比对确认正确的克隆即为构建成功的KLF5 shRNA慢病毒载体。制备pGC-LV重组载体、pHelper 1.0和pHelper 2.0质粒，分别进行高纯度无内毒素抽提，使用Lipofectamine 2000将三种质粒共转染293T细胞，转染后8 h 更换为完全培养基，继续培养40h后，收集细胞上清液，对其浓缩后得到高滴度的慢病毒浓缩液，在293T细胞中测定并标定病毒滴度。
6.KLF5 RNAi重组慢病毒病毒感染IEC-6细胞：取对数生长期IEC-6细胞接种于6孔板，5×104/孔，细胞30%~50%融合时加入慢病毒进行感染，16 h更换培养基，72h后荧光显微镜下观察GFP表达情况，荧光率大于80%者，待细胞长满培养板收集细胞，分别采用Real time-PCR和Western Blot法检测KLF5敲减情况，方法如下。
7.Western Blot检测IEC-6细胞KLF5、Bax、Bcl-2蛋白表达：取待测细胞，用冰冷PBS洗3次后，刮取收集细胞，加入适量RIPA细胞裂解液（含1% PMSF）重悬细胞，超声裂解数秒；12000 r/min，4℃离心10 min，取上清，用BCA蛋白定量试剂盒测定蛋白浓度；取30μg蛋白进行SDS-PAGE，将蛋白转移到PVDF膜上；5%脱脂奶粉室温封闭1h；一抗（KLF5、Bax、Bcl-2）1:1000稀释，室温孵育4h，以GAPDH为内参照，TBST洗膜3次，每次10 min；二抗室温孵育1h，TBST洗膜3次，每次10 min；ECL显影，多色荧光化学发光成像分析系统进行曝光成像。
8. IEC-6细胞总RNA提取及Real-time PCR检测mRNA表达：取待测细胞加入1ml Trizol进行裂解后提取mRNA，用NanoDrop测定mRNA浓度。然后用PrimeScriptTM RT reagent Kit 逆转录试剂盒合成cDNA第一条链，反应体系：5×Buffer 4μl，RT Enzyme Mix I 1μl，Oligo dT Primer 1μl，Random 6 mers 1μl，Total RNA 1μg，RNase Free dH2O补足20μl，37℃ 15min，85℃ 5s终止反应。使用SYBR Green 荧光实时定量 PCR 试剂盒进行PCR扩增，引物序列如下：KLF5上游引物序列为 GAGCCTGGAAGTCCTGATAGA，下游引物序列为TGGCAGAGTGGCAGGTAAA，扩增片段大小为123bp；以GAPDH为内参对照，上游引物序列为TTCAACGGCACAGTCAAGG，下游引物序列为CTCAGCACCAGCATCACC，扩增片段大小为114bp；引物由上海吉凯基因化学技术有限公司设计并合成。Real time-PCR 反应条件为95℃2 min，(94℃ 20 s、55℃ 30 s、68℃ 30 s)40个循环。反应结束后对产物的溶解曲线进行分析，并用2-△△Ct法分析数据。
9. IEC-6细胞增殖实验：将对数生长期的IEC-6细胞用胰酶消化分散成单个细胞悬液，将细胞稀释成3×104个/ml的悬液，接种于96孔板中，每孔100 μl细胞悬液。待细胞贴壁后，给予细胞8 Gy X射线照射，分别在照后1、2、3、4、5d，向每孔加入10 μl CCK-8溶液，37℃孵育2h后，用酶标仪测定450 nm波长处的吸光度值，每组实验设5个复孔并重复3次。
10. IEC-6细胞周期检测：取对数生长期IEC-6细胞，以每孔3×105个细胞接种于6孔板内，待细胞贴壁后，给予细胞8 Gy X射线照射，继续培养24 h。预冷的PBS洗涤细胞2次，每孔加200 μl的胰酶（不含EDTA）将细胞消化下来，1600 rpm离心5 min，收集到离心管内。70% 冰乙醇重悬细胞，置于-20 ℃冰箱固定过夜。取出固定细胞，用PBS 洗涤及离心后，加入1 mg/mL RNase A 和50 μg/mL 碘化丙啶（PI），室温避光染色30 min，然后上流式细胞仪检测细胞周期分布。
11. IEC-6细胞凋亡检测：取对数生长期IEC-6细胞，以每孔3×105个细胞接种于6孔板内，待细胞贴壁后，给予细胞8 Gy X射线照射，继续培养48 h。预冷的PBS洗涤细胞2次，每孔加200 μl的胰酶（不含EDTA）将细胞消化下来，1600 rpm离心5 min，收集到离心管内。每个管中加100 μl 1×binding buffer将细胞吹打开，之后向每个离心管内加5 μl Annexin V-PE 和5 μl 7-AAD，室温避光孵育15 min，加入400 μl 1×binding buffer终止反应。上流式细胞仪检测上述处理样品，每个样品设置3个平行，保证在1h内检测完成。
12.数据统计：实验数据以平均值±标准差表示，采用SPSS 16.0 统计软件包进行统计学分析，两组间比较采用t检验，多组间比较采用单因素方差分析，P<0.05表示差异具有统计学意义。
结果
1. IEC-6细胞表达KLF5的改变：给予体外培养的IEC-6细胞12Gy 照射，随着照射后时间的延长KLF5蛋白表达逐渐增加，照射后5h达到高峰，此后逐渐下降（图1A，B）；同时KLF5的表达与照射剂量亦呈现明显的剂量效应关系，即在2-16Gy的照射剂量范围内随着照射剂量的增加，KLF5的表达逐渐增加（图1C，D）。
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图1电离辐射对大鼠空肠隐窝上皮细胞IEC-6表达KLF5的影响  A. Western Blot方法检测12Gy照射后不同时间IEC-6细胞KLF5蛋白表达；B. 照射后不同时间KLF5的相对表达量；C. Western Blot方法检测不同剂量射线照射后3h IEC-6细胞KLF5表达；D. 不同剂量射线照射后KLF5的相对表达量。
Figure 1 Effect of irradiation on expression of KLF5 protein in cultured IEC-6 cells  A. Western blot analysis of KLF5 protein in IEC-6 cells. IEC-6 cells were treated with 12 Gy of radiation and harvested at indicated time points; B. The relative expression level of KLF5 at indicated time points; C. Western blot analysis of KLF5 protein in IEC-6 cells. IEC-6 cells were treated with different doses of radiation and harvested after 3 h; D. The relative expression level of KLF5 after different doses of radiation.
2.KLF5低表达IEC-6细胞株的建立及其表达鉴定结果：针对KLF5的基因序列，设计多个 RNA 干扰序列，筛选出干扰效果最好的序列，将其构建到相应的慢病毒表达载体上。然后用含有KLF5 RNA干扰序列的慢病毒感染IEC-6细胞，达到抑制KLF5表达的目的。病毒感染效率如图2所示。Real-time PCR和Western blot方法检测结果显示KLF5 shRNA慢病毒感染的IEC-6细胞中KLF5 mRNA和蛋白表达均明显减少（图3）。
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图2 荧光显微镜观察KLF5 shRNA慢病毒感染效率(×200)
Figure 2 Infection efficiency of KLF5 shRNA-expressing lentivirus (shKLF5) or non-silencing control lentivirus (NC) in IEC-6 cells was monitored under fluorescence microscopy (×200).
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注：1、NC组；2、shKLF5组。a与对照组相比，t =14.04，P< 0.05。
图3 KLF5低表达IEC-6细胞株中KLF5的表达鉴定 分别采用（A）Real-time PCR和（B）Western blot方法进行KLF5敲减验证。
Figure 3 Expression verification of KLF5 silencing in IEC-6 cells by KLF5 shRNA lentivirus  KLF5 knockdown efficiency was verified by real-time PCR (A) and Western blot assay (B). 
3.小肠上皮细胞增殖和周期的改变：下调IEC-6细胞中KLF5的表达能明显抑制细胞的增殖能力，联合8Gy电离辐射后细胞的增殖能力进一步下降（图4）。为探讨细胞增殖能力下降的原因，采用流式细胞术的方法进一步检测了KLF5低表达对细胞周期的影响，发现下调IEC-6细胞中KLF5的表达能将细胞阻滞在G2/M期（图5，0Gy + NC组为9.12 ±0.24%，0Gy + shKLF5组为12.23 ± 0.60%，P < 0.05），联合8Gy X射线后细胞阻滞在G2/M期的现象更为明显（8Gy + NC组为13.77 ±0.43%，8Gy + shKLF5组为25.06 ± 1.64%，P < 0.05）。
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图4 KLF5低表达对电离辐射引起的小肠上皮细胞增殖的影响
Figure 4 Effect of KLF5 silencing on proliferation of IEC-6 cells.
[image: image9.wmf]G0/G1

G2/M

S

0

10

20

30

40

50

60

a

 

 0Gy+NC

 0Gy+shKLF5

 8Gy+NC

 8Gy+shKLF5

百分比

 (%)

细胞周期

a


注：a与相应对照组比较，t =8.388、11.56，P< 0.05。
图5 KLF5低表达对电离辐射引起的小肠上皮细胞周期的影响
Figure 5 Effect of KLF5 silencing on cell cycle distribution of IEC-6 cells.
4.KLF5低表达对电离辐射引起的小肠上皮细胞凋亡的影响：单纯下调IEC-6细胞中KLF5的表达并不影响细胞的凋亡（0Gy + NC组为1.15 ±0.37%，0Gy + shKLF5组为0.84 ± 0.28%，P > 0.05），但在给予8Gy X射线后KLF5低表达IEC-6细胞中凋亡细胞比例明显增加（图6A，8Gy + NC组为7.42 ±0.49%，8Gy + shKLF5组为12.49 ± 0.63%，P < 0.05）。采用Western Blot方法检测凋亡相关蛋白，结果显示在给予8Gy X射线后KLF5低表达IEC-6细胞中促凋亡蛋白Bax表达上升，抗凋亡蛋白Bcl-2表达下降（图6B）。
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注：a与相应对照组比较，t =10.98，P< 0.05。1、0Gy+NC组；2、0Gy+shKLF5组；3、8Gy+NC组；4、8Gy+shKLF5组。
图6 KLF5低表达对电离辐射引起的小肠上皮细胞凋亡的影响 A. 流式细胞术检测KLF5低表达对电离辐射引起的小肠上皮细胞凋亡的影响；B. Western Blot方法检测不同处理条件下IEC-6细胞中凋亡相关蛋白Bax和Bcl-2的变化。
Figure 6 Effect of downregulation of KLF5on apoptosis in IEC-6 cells  A. Quantification of the percentage of cell apoptosis in NC and shKLF5 lentivirus infected IEC-6 cells by flow cytometry; B. The protein expression levels of apoptosis associated proteins Bax and Bcl-2 in IEC-6 cells under different condition, as determined by Western blot analysis.
讨论
小肠上皮是哺乳动物体内更新最为迅速的组织之一，大约每3-5天更新一次。因此，上皮细胞尤其是隐窝内的干细胞对电离辐射高度敏感，进而导致小肠上皮细胞供应不足，绒毛脱落，隐窝萎缩或消失，粘膜结构破坏。以往研究多关注电离辐射后肠道的形态学改变，对于其发病机制的研究尚不深入。深入研究放射性肠损伤的发病机制将有助于为电离辐射应用和辐射防护提供理论依据。
KLF5主要表达在肠隐窝底部增殖的细胞中，遗传改造小鼠的研究说明其在体内的功能十分重要。KLF5纯合敲除小鼠在胚胎的8.5d即死亡[6]；KLF5杂合敲除小鼠存在先天肠道缺陷如绒毛畸形和肠纤维化，并且对葡聚糖硫酸钠(DSS)诱导的结肠炎易感[4]；肠上皮特异性敲除KLF5的成年小鼠在形态学上表现出一系列形态改变，包括肠道细胞增生、屏障功能受损、炎症细胞浸润以及上皮分化和迁移缺陷等[7]。上述研究表明，KLF5在肠道组织稳态维护中起十分重要的作用。
现已知多种组织损伤因素均可诱导KLF5表达，如DNA损伤因素5-氟尿嘧啶和紫外线可诱导结肠癌细胞株HCT116表达KLF5，抑制KLF5表达可使上述DNA损伤因素诱导的细胞凋亡增加[8]。此外，细菌成分脂多糖可通过丝裂原活化蛋白激酶（mitogen-activated protein kinase，MAPK）通路诱导大鼠空肠上皮细胞株IEC-6表达KLF5，KLF5的表达可进一步激活NF-κB信号通路，引发炎症反应[9]。体内研究表明，葡聚糖硫酸钠处理[4]和柠檬酸细菌感染[3]的小鼠结肠KLF5表达明显增加。因此，KLF5被认为是应激响应基因。本研究同样观察到电离辐射可诱导KLF5的表达，且呈现明显的时间和剂量依赖关系。
研究表明，KLF5的应激表达可能参与组织的损伤修复。如给予Klf5过表达转基因小鼠DSS处理，其结肠的损伤程度明显轻于对照小鼠，同时该小鼠的恢复程度也优于对照小鼠[10]。相关机制研究提示，KLF5参与损伤修复可能通过以下途径：首先，KLF5具有促进细胞增殖的功能。在小肠隐窝中，KLF5的表达与Ki67（增殖标志物）的表达位置吻合[3]。体内研究表明，KLF5介导柠檬酸细菌感染引起的结肠上皮细胞过度增殖[3]和DSS结肠炎小鼠的组织再生[4]。体外实验显示，全反式维甲酸（ATRA）通过抑制KLF5表达来抑制IEC-6细胞的增殖[11]；KLF5通过激活PI3K/AKT/Snail信号通路促进干细胞癌的增殖和迁移[12]。本研究结果亦表明沉默KLF5明显抑制了IEC-6细胞的增殖，联合8Gy X射线照射后细胞的增殖进一步受到抑制。KLF5促进细胞增殖的机制主要是加速G1/S[13]和G2/M[14]细胞周期进程以及上调表皮生长因子受体（EGFR）和MEK/ERK信号通路[15]。本研究结果显示沉默KLF5的细胞发生了G2/M期阻滞，联合8Gy X射线照射后G2/M期阻滞现象更明显。Wu Q等[16]的研究发现KLF5与细胞周期检查点蛋白CDK2互作蛋白（CINP）存在相互作用，提示其可能通过与CINP的互作影响细胞周期进程。
其次，已有研究提示KLF5具有抑制细胞凋亡的作用。在白血病细胞EU-8中，KLF5通过诱导凋亡抑制蛋白survivin 的表达抑制细胞凋亡[17]。KLF5还可以p53不依赖的方式调节凋亡。研究表明，采取RNA干扰的方法下调KLF5可使5-FU诱导的细胞凋亡增加，与BAD磷酸化减少和PIM1下调有关[18]。Zhang H等[19]的研究表明沉默KLF5表达可通过抑制检查点激酶Chk1和Chk2激活允许存在DNA损伤的细胞进入有丝分裂期（该现象称为检查点适应）从而造成细胞发生有丝分裂灾变死亡。本研究结果显示单纯下调细胞中KLF5的表达并不影响细胞的凋亡，但联合8Gy X射线后凋亡细胞比例明显增加，可能与上调促凋亡蛋白Bax表达，下调抗凋亡蛋白Bcl-2表达有关。
综上，本研究观察了下调KLF5对电离辐射后肠道上皮细胞增殖、周期、凋亡的影响，揭示了KLF5在放射性肠损伤中的重要作用。以上研究结果可能为放射性肠损伤的治疗提供新靶点。
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