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探讨以复制缺陷型腺病毒为载体!上调人端粒酶逆转录酶"
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&调控相关
?;]7%*+

表达丰度后!能否有效

抑制靶基因
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的表达'方法
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将负载
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调控相关
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的复制缺陷型腺病毒以
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&!感染

人胃癌
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T/]
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&检测
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细胞内
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和
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的表达丰度$
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检测
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蛋白表达'结果
!

与阴性对照腺病毒相比!负载
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的腺病毒感染
!a/7+&*

细胞后!可显著提高

?;]7%*+

表达丰度"

K
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&$而未感染腺病毒的空白对照组与阴性对照组相比差异无统计学意义"

K
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&'与感染阴性对照

腺病毒的
!a/7+&*

细胞相比!感染负载人
?;]7%*+

腺病毒"
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&的
!a/7+&*

细胞内
=DO]D

蛋白表达有所下调'结论
!

以复制缺陷型腺病毒为载体!可有效上调
=DO]D

调控相关
?;]7%*+

的表达丰度!进而可有效抑制
?;]7%*+

靶基因
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的表

达水平'

关键词"

]#2

指导的
"#2

聚合酶$胃肿瘤$复制缺陷型腺病毒载体

,9;

!

%)'*ABA

"

C

';005'%B1%7+*(+'&)%%'&A')%*

文献标识码"

2

文章编号"

%B1%7+*(+

"

&)%%

&

&A7&A(17)&

S%%$6&*"%'$

+

#,6(&,")24$%,6,$)&(4$)"<,'5*6(''

8

,)

1

3,!2%*+")&>$>KS!K$I

+

'$**,")

"

)*.!%*

;

(#

$

%

#

O&#

$

!"#

$

%.&

&

#

)*&#

$

/.&#

$;

*#

$

*

#

4*"#

$

4*&"

>

(#

$

%

#

S&#-&3%.&#

%

#

!".)*

F

.&#

%

#

O&#

$

A"#

$

G*#

%

#

6%(#)*#

$

%

#

)*4.(3%(#

$

%

%

$

%9/&1=<"*#=(1=*#&?:(

;

&<=7(#=

#

*&(A"1

;

*=&?"

>

K)L

#

6%"#

$F

*#

$

()))&)

#

6%*#&

%

&P.<1*#

$

,3%""?

#

8%*<BC*?*=&<

+

C(B*3&?D#*E(<1*=

+

%

*9I.<#*#

$

@#1=*=.=*"#

#

,".=%'(1=A"1

;

*=&?

#

8%*<BC*?*=&<

+

C(B*3&?D#*E(<1*=

+

#

6%"#

$F

*#

$

()))*+

#

6%*#&

&

9:*&'(6&

!

;:

7

$6&,<$

!

D9;,45:;G

I

4GG4>:09G:=4<4

F

3;>8:;957,4G;>;45:<4>9?E;585:8,4596;<H0>8<<

I

;5

@

?;]7%*+95:=44N

F

<400;95

34643?;]7%*+85,:=4:8<

@

4:

@

454=DO]D'=$&>"4*

!

D=4=H?85

@

80:<;>>85>4<>4333;54!a/7+&*J4<4;5G4>:4,J;:=:=4<4

F

3;>8:;957

,4G;>;45:<4>9?E;585:8,4596;<H0>8<<

I

;5

@

?;]7%*+E

I

:=4-cM9G&))

!

%'D=44N

F

<400;953464309G?;]7%*+85,=DO]D ?]#2

J4<4;5H40:;

@

8:4,E

I

<4837:;?4T/]'D=44N

F

<400;959G=DO]D

F

<9:4;5J80,4:4>:4,E

I

J40:4<5E39:'!$*5#&*

!

/9?

F

8<4,:9:=454

@

7

8:;64>95:<93

#

8G:4<;5G4>:;5

@

:=4<4

F

3;>8:;957,4G;>;45:<4>9?E;585:8,4596;<H0>8<<

I

;5

@

?;]7%*+

#

!a/7+&*>43304N

F

<4004,=;

@

=4<34643

9G?;]7%*+

$

A'%P&_&'B(%60')'A&+_)'%AA

#

K

#

)')P

&

'#90;

@

5;G;>85:,;GG4<45>4J809E04<64,E4:J445:=4ZO]c

@

<9H

F

$

!a/7

+&*;5G4>:;5

@

598,4596;<H0

&

85,54

@

8:;64>95:<93

$

%')+P_)'(1+60')'A&+_)'%AA

#

K

$

)')P

&

'D=44N

F

<400;959G=DO]D

F

<9:4;5

J80,9J57<4

@

H38:4,;5:=4!a/7+&*>43308G:4<;5G4>:4,8,4596;<H0>8<<

I

;5

@

?;]7%*+'?")6#5*,")

!

D=4<4

F

3;>8:;957,4G;>;45:<4>9?E;7

585:8,4596;<H0>8<<

I

;5

@

?;]7%*+>85H

F

7<4

@

H38:4:=44N

F

<400;959G?;]7%*+4GG4>:;643

I

85,0H

FF

<400:=44N

F

<400;959G=DO]D

F

<97

:4;5'

@$

8

A"'4*

!

]#27,;<4>:4,"#2

F

93

I

?4<804

%

0:9?8>=549

F

380?0

%

<4

F

3;>8:;957,4G;>;45:8,4596;<8364>:9<

!!

端粒酶通过延长染色体末端端粒#维持细胞永生化能力)

而人端粒酶逆转录酶$

=H?85:439?4<804<464<04:<850><;

F

:804

#

=DO]D

&是端粒酶的限速成分#直接决定了端粒酶活性'

%

(

)目

前有关
=DO]D

的调控机制尚未完全明确)有关
=DO]D

表达

调控的研究大多为转录水平的调节#未涉及转录后的调节)但

是转录水平的调节因子众多#关系复杂#很难通过控制转录水

平的调节有效控制
=DO]D

的表达)转录后的调节主要涉及

微
]#20

$

?;]#2

&)

?;]#2

是最大的一类基因表达转录后调

控因子#极微量的
?;]#2

即可对靶蛋白的表达产生有效的调

控作用)研究
=DO]D

在转录后水平的调控#对理解肿瘤发生

发展机制#以及基于
?;]#2

的肿瘤诊断与治疗具有重要意

义'

&

(

)在前期工作中成功包装了负载
?;]7%*+

的腺病毒'

*

(

#在

本研究中#进一步研究基于腺病毒载体的
?;]#2

表达调控效

果#为基于
?;]#2

的
=DO]D

转录后调控机制的研究#以及基

于
=DO]D

调控相关
?;]#2

的肿瘤诊断与治疗研究奠定

基础)
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材料与方法
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材料
!

标准胎牛血清#高糖
"-O-

培养液*

]T-M%B()

培养液以及胰酶消化液$美国
R

I

/3954

公司&%

D<;d93

试剂$美

国
M56;:<9

@

45

公司&#焦碳酸二乙酯水$北京天根公司&#逆转录

试剂盒*实时荧光定量
T/]

试剂盒$日本
D2Y2]2

公司&%

-7

TO]D-

蛋白提取试剂$美国
T;4<>4

公司&%蛋白酶抑制剂$美

国
.;

@

?8

公司&%

!/2

蛋白定量试剂盒$上海申能博彩公司&%

转化有腺病毒
O%

区基因的包装细胞
ROY&A*

#本室保存)负

载有
?;]7%*+

表达序列的复制缺陷型腺病毒$

2,7?;]%*+

&#由

本室构建并保存'

*

(

%负载有
&

7

半乳糖苷酶$

&

7

@

83

&基因
U8>Z

的

复制缺陷型腺病毒#由西南医院心内科唐兵博士惠赠)

WB

及

?;]7%*+

特异
]D

及
<4837:;?4T/]

引物$广州锐博公司&%

=DO]D?]#2

的
<4837:;?4T/]

引物由上海生工合成纯化#

其上游序列
T%

!

PK7/aa22a2aDaD/Daa2a/227*K

%

下游序列
T&

!

PK7aa2Da22a/aa2aD/Daa27*K

#扩增

片段长度
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荧光定量
T/]

仪$美国
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1(A&
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年
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卷第
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期

"

基金项目"重庆市自然科学基金资助$
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方法

B'C'B

!

腺病毒感染
!a/7+&*

细胞
!

负载
?;]7%*+

的复制缺

陷型腺病毒$

2,7?;]%*+

&在前期工作中已纯化*浓缩并已测定

滴度'

*

(

)将浓缩的腺病毒液取出后#按
&))j%

的感染复数

$
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&感染
!a/7+&*

细胞#继续培养
1&=

后#分别检测
?;]7

%*+

*

=DO]D?]#2

以及
=DO]D

蛋白表达水平)以感染负载

有
&

7

半乳糖苷酶$

&

7

@

83

&基因
U8>Z

的复制缺陷型腺病毒的

!a/7+&*

细胞作为阴性对照#未感染腺病毒的
!a/7+&*

细胞

作为空白对照)

B'C'C

!

总
]#2

抽提
!

消化细胞后计数#取
%)

1 个细胞以

&))

@

离心
P?;5

#弃去上清后加
D<;d93

试剂
%?U

#反复吹打)

按照
D<;d93

试剂说明书步骤提取总
]#2

#再将总
]#2

溶于

"OT/

水中#用紫外分光光度仪测定
]#2

浓度和纯度)

B'C'D

!

逆转录反应及实时荧光定量
T/]

反应$

<4837:;?4

T/]

&

!

以
WB

管家基因作为内参#校正器参考文献'

P

(方法#

选用未感染病毒的空白对照组
!a/7+&*

细胞$

ZO]c

&作为校

正器#每个标本设
*

个复孔)取总
]#2%))5

@

为模板#按照

逆转录试剂盒说明书配
&)

!

U

反应体系#反应条件为
(&\%P

?;5

#

+P\P0

%然后按照
<4837:;?4T/]

试剂盒说明书#取合成

的
>"#2(

!

U

为模板#配
&P

!

U

反应体系#预变性
AP\*)0

#

反应
()

个循环#条件为
AP\P0

#

B)\*(0

)采用
&7

%%

/:

法进行结果分析#将不同标本的
]i

值$

]i[&7

%%

/:

&进行

比较)

%

/:[

目的基因
/:

值
e

内参照基因
/:

值#

%%

/:[

待

测标本的
%

/:e

校正器
%
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实验
!

消化细胞后计数#取
%)

1 个细胞

以
&))

@

离心
P?;5

#弃去上清后以
-7TO]D-

蛋白提取液处

理细胞#收集细胞总蛋白#

!/2

法定量后经
.".7T2aO

#电转

膜#免疫抗体反应#最后化学增强发光法$

O/U

&显带#具体步骤

按文献'

B

(操作#以
a2T"R

为内参照)

B'D

!

统计学处理
!

结果以
M_1

表示#采用
=

检测#利用

.T..%*')

软件统计分析结果#

K

#

)')P

时为差异有统计学

意义)

C

!

结
!!

果

C'B

!

<4837:;?4T/]

检测
?;]7%*+

的表达丰度
!

熔解曲线显

示#

WB

与
?;]7%*+

呈单峰#扩增曲线呈
.

形#表明引物特异性

好#

<4837:;?4T/]

结果可靠)

表
%

!!

?;]7%*+

'

=DO]D?]#2

在各组细胞中的

!!!

相对表达定量#

M_1

$

!a/7+&*

细胞分组

?;]7%*+

相对表达定量

=DO]D?]#2

相对表达定量

ZO]c %')+P_)'(1+ %')&_)'*(

2,7#/ )'A&+_)'%AA %'*&_)'B1

2,7?;]%*+

A'%P&_&'B(%

"

)'A%_)'*P

!!

"

!

K

#

)')P

#与
2,7#/

组比较)

!!

%

!

!a/7+&*

%

&

!感染
2,7#/

的
!a/7+&*

%

*

!感染
2,7?;]7%*+

的

!a/7+&*

)

图
%

!!
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检测
!a/7+&*

细胞内
=DO]D

蛋白的表达

C'C

!

<4837:;?4T/]

检测
2,7?;]%*+

感染后
!a/7+&*

细胞内

?;]7%*+

*

=DO]D?]#2

表达丰度的改变
!

分析结果显示#与

感染阴性对照腺病毒的
!a/7+&*

细胞组$

2,7#/

&相比#未感

染腺病毒的空白对照组$

ZO]c

&的
!a/7+&*

细胞内
?;]7%*+

的表达差异无统计学意义$

K

$

)')P

&%而感染
2,7?;]%*+

腺病

毒的
!a/7+&*

细胞$

2,7?;]%*+

&内
?;]7%*+

的表达丰度则显

著增加$

K

#

)')P

&)

*

组
!a/7+&*

细胞
=DO]D ?]#2

的表

达水平各组间差异无统计学意义)见表
%

)

C'D

!

2,7?;]%*+

感染
!a/7+&*

细胞后
=DO]D

蛋白表达的变

化
!

结果显示#

!a/7+&*

细胞感染负载
?;]7%*+

的腺病毒
2,7

?;]%*+

后#

=DO]D

蛋白的表达下调#见图
%

)

D

!

讨
!!

论

=DO]D

仅在肿瘤组织及极少部分正常组织中表达#而绝

大多数正常组织中无表达'

1

(

)以
=DO]D

为靶标的抗肿瘤治

疗研究是当前的一个重要策略'

+

(

)本文前期工作发现#将

=DO]D

全长
>"#2

导入树突状细胞$

,45,<;:;>>4330

#

"/

&#在

体外'

A

(及裸鼠体内'

%)

(均可有效激发针对端粒酶的特异细胞毒

性
D

淋巴细胞反应#对多种端粒酶阳性的肿瘤细胞具有明显

的杀伤效果%进一步研究发现#将
=DO]D

全长
>"#2

转染至

端粒酶阴性的骨肉瘤细胞系
W7&c.

后#其增殖能力及侵袭能

力增强#提示
=DO]D

不仅参与肿瘤的发生#而且还参与肿瘤

的转移过程'

%%

(

)因此在转录后水平抑制
=DO]D

蛋白表达的

相关
?;]#2

可作为潜在的肿瘤治疗靶位)目前已发现
?;]7

%*+

可在转录后水平抑制
=DO]D

表达)因此#通过上调
?;]7

%*+

表达丰度而抑制
=DO]D

蛋白表达水平#有可能抑制肿瘤

细胞端粒酶活性#进而抑制肿瘤增生与转移)人类基因组中至

少存在数千条
?;]#2

#是最大的一类转录后调控因子'

%&

(

)由

于
?;]#2

对包括肿瘤相关蛋白在内的多种蛋白起着关键的

调节作用#其表达谱的改变#在多种肿瘤的发生发展过程中有

重要作用#有可能作为肿瘤早期诊断的治疗靶标'

%*7%P

(

)目前

存在
*

种方式对
?;]#2

进行安全而高效的调控)$

%

&人工合

F

<47?;]#2

的短核苷酸片段#采用转染试剂将片段转入细胞#

在细胞内
";>4<

酶作用下#形成成熟的
?;]#2

片段而发挥功

能)优点是简单易行#效果确实#但不足之处是一次转入短核

苷酸片段后#不能持续高水平表达目的
?;]#2

)并且由于要

用到转染试剂#无法在体内进行)$
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片段克隆

至质粒表达系统#再转染质粒至细胞)这一方法优点是细胞内

可持续较高水平表达目的
?;]#2

#但还是只适合用于体外)

$

*

&采用病毒载体方法#如逆转录病毒*腺病毒*慢病毒等)本

文在研究中采用腺病毒载体系统)腺病毒载体系统可广泛用

于人类及非人类基因的表达#在大多哺乳动物细胞和组织中均

可表达重组基因#并且腺病毒具有嗜上皮细胞性#而人类的大

多数的肿瘤就是上皮细胞来源的#非常适于靶向肿瘤的基因治

疗载体'
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(

)另外#腺病毒的复制基因和致病基因均已相当清

楚#在人群中早已流行)人感染野生型腺病毒后仅产生轻微的

自限性症状#且腺病毒则除了卵细胞以外几乎在所有已知细胞

中都不整合到染色体中#不会干扰其他的宿主基因)作者在前

期研究中成功包装负载
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前体$
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的

腺病毒表达载体'
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)在本研究中进一步发现#利用腺病毒载体

技术可有效上调肿瘤细胞内
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的表达丰度#进而有效抑

制靶基因的表达)这一发现为基于
=DO]D

调控相关
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的肿瘤免疫基因治疗奠定了基础)需进一步深入研究的问题

是#上调肿瘤组织内
=DO]D

调控相关
?;]7%*+

表达丰度后#

虽然可以抑制
=DO]D

蛋白的表达#但由于
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对靶基因

是微调作用#无法完全封闭
=DO]D

表达#那么未被抑制的
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