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研究存活蛋白反义寡核苷酸对宣威肺腺癌细胞株"
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增殖&凋亡及细胞周期的影响$方法
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通过设

计合成
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靶向存活蛋白反义寡核苷酸$将其分为对照组&单纯脂质体组"
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组#&正义寡核苷酸转染组"

-"

N

0(2.)

组#&

反义寡核苷酸转染组"

-"

N

0,(2.)

组#$转染
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后!蛋白质印迹法检测各细胞组中存活蛋白表达情况!流式细胞仪检测各细胞

组凋亡率$结果
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转染后的
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存活蛋白表达明显下降$
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存活蛋白反义寡核苷酸转染能下调宣威肺腺癌细胞株
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存活蛋白表达!诱导细胞凋亡!抑制细胞增殖$

关键词"腺癌%存活蛋白%寡核苷酸!反义%凋亡

BC"

!

'&<8:?:

"

D

<"++#<'?7'058%5<9&''<8'<&&%

文献标识码"

,

文章编号"

'?7'058%5

"

9&''

#

8'08'9:0&8

J)),$'"#)"71;%;%(&('%",(",#.%

+

#(7$.,#'%4,#(KLI=F&6$,.."

"

3*'

+

3&-R&-

'

#

0-J*6

7

&'

+

'

#

/6'

+

F%-

@

&'

+

9

#

#

J)6J*'

+

'

#

(&0-*'%)*

'

#

$%&'O*'

'

$

'KL&

@

*=A2&'A6

7

S%6=*9-9G)=

+

&=

;

#

A%&S%-=<Q

77

-8-*A&</6?

@

-A*86

7

I)'2-'

+

B&<-9*8C'-D&=?-A

;

"

()''*'

$*'9&=:'?A-A)A&6

7

0)'

+

$*'9&=#&?&*=9%$&'A&=

#

I)'2-'

+

#

()''*'?6&''5

#

$%-'*

&

9KL&

@

*=A2&'A6

7

S%6=*9-9?)=

+

&=

;

#

A%&E-=?AQ

77

-8-*A&</6?

@

-A*86

7

I)'2-'

+

B&<-9*8C'-D&=?-A

;

#

I)'2-'

+

#

()''*'?6&&89

#

$%-'*

%

!8"'1&$'

!

98

:

,$'%;,

!

1C"#TI+E"

L

$EIEHIIKKIJE+CK+F4T"T"#$#E"+I#+ICM"

L

C#FJMICE"BIC#EHI

N

4CM"KI4$E"C#

#

$

N

C

N

EC+"+$#BJIMMJ

G

JMI

CKEHIiF$#PI"MF#

L

J$4J"#CO$JIMM+

$

i_-A

%

0&6<*,'2#4"

!

1$4

L

IEIB$#E"+I#+ICM"

L

C#FJMICE"BI+F4T"T"#P$+BI+"

L

#IB$#BJC#+E4FJ0

EIBK"4+EM

G

<i_-A0&6PI4IJM$++"K"IB"#EC%

L

4CF

N

+

!

JC#E4CM

L

4CF

N

#

M"

N

C+COI0$MC#I

L

4CF

N

$

M"

NL

4CF

N

%#

+I#+ICM"

L

C#FJMICE"BI

$

-"

N

0

(2.)

L

4CF

N

%

$#B$#E"+I#+ICM"

L

C#FJMICE"BI

L

4CF

N

$

-"

N

0,(2.)

L

4CF

N

%

<_I+EI4#SMCEP$+$

NN

M"IBKC4BIEIJE"#

L

EHIIU

N

4I++"C#CK

+F4T"T"#"#%

L

4CF

N

+$KEI4E4$#+KIJE"C#KC4%5HF#BI4EHI+$OIJC#B"E"C#<1HI$

N

C

N

EC+"+4$EI

$

,\

%

P$+IU$O"#IBS

G

KMCPJ

G

ECOI0

E4

G

<<,"7.'"

!

1HIIU

N

4I++"C#CK+F4T"T"#"#i_-A0&6JIMM+BIJ4I$+IB+"

L

#"K"J$#EM

G

"#-"

N

0,(2.)

L

4CF

N

<1HI,\CK-"

N

0,(2.)

P$+8<&'̀ &<9?C#'9H

#

7<5:̀ 9<?8C#9%H$#B'7<9%̀ 8<:9C#%5H4I+

N

IJE"TIM

G

<1HI,\CK-"

N

0,(2.)

L

4CF

N

P$++"

L

#"K"J$#E0

M

G

H"

L

HI4EH$#EH$ECKEHICEHI4

L

4CF

N

$

!

&

&<&6

%#

$#BEHI"#H"S"EC4

G

4$EI

$

/\

%

CKM"

N

0,(2.)

L

4CF

N

P$++"

L

#"K"J$#EM

G

H"

L

HI4EH$#

EH$ECKCEHI4

L

4CF

N

+$M+C

$

!

&

&<&6

%

<=#($.7"%#(

!

1HI$#E"+I#+ICM"

L

C#FJMICE"BIE4$#+KIJE"C#CKi_-A0&6JIMM+P"MMMI$BECBIJ4I$+I

CK+F4T"T"#IU

N

4I++"C#$#BEH"+O$

G

"#BFJIMF#

L

J$4J"#CO$JIMM$

N

C

N

EC+"+$#B"#H"S"E

N

4CM"KI4$E"C#$EEHI+$OI<

>,

/

3#14"

!

$BI#CJ$4J"#CO$

&

+F4T"T"#

&

CM"

L

C#FJCE"BI+

#

$#E"+I#+I

&

$

N

C

N

EC+"+

!!

在分子生物学技术基础上建立起来的基因靶向治疗具有

更好的特异性和高效性#已经成为研究的热点'宣威地区是云

南乃至全国肺癌高发区之一#流行病学研究显示其高发人群主

要为农民#组织学类型以腺癌为主#女性肺癌患者比例高于普

通人群'如何提高该部分人群肺癌的防控和治疗已成为急待

解决的问题'前期研究表明宣威女性肺癌*腺癌患者中存活蛋

白明显高于云南其他地区(

'

)

'反义寡核苷酸技术是基因沉默

的有力手段之一#在多个国内外实验研究中已经被证实(

908

)

#本

研究尝试应用该技术阻断存活蛋白的基因表达#并且观察其对

宣威肺腺癌细胞株$
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凋亡的影响#为今后女性肺腺

癌患者的个体化治疗提供思路'

?
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材料与方法
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材料
!
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由昆明医学院第一附属医院肿瘤研究

所惠赠'针对存活蛋白
O\),

设计反义寡核苷酸序列#序列

为
6]0AAA,=AA11AA,=A1AA11=08]

#正义寡核苷酸序

列为
6]0A,,==,=A1==,,==A1===08]

#两条序列两

端均有
6

个碱基经硫代修饰对抗核酸酶的降解'经计算机网

上检索证实其与存活蛋白以外的己知人类基因无同源性'由

上海生物工程公司帮助合成'阳离子脂质体
-"

N

CKIJE"#

购于

/#T"E4C

L

I#

公司'存活蛋白抗体及辣根过氧化物酶$
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%标

记的第二抗体购于
($#E$A4FV

公司'

\*!/'?%&

和小牛血清购

于福州迈新生物技术开发有限公司'
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方法

?<@<?

!

实验分组及转染
!
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细胞用含
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小牛血清

的
\*!/'?%&

培养基#按要求在
87Z

的条件下培养'采用对

数生长期细胞#细胞贴壁生长#隔日换液并传代
'

次'将脂质

体分别与正*反义寡核苷酸混合#制成脂质体
0

寡核苷酸复合

物'完成后建立
8

组细胞!单纯脂质体组$
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组%*正义寡核

苷酸转染组 $
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基金项目"云南省科技厅社会发展科技计划应用基础研究项目$
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'另设对照组'每组设
8

个复孔'按试剂盒说明进行

操作转染细胞#

%5H

后收集各组细胞用于后续实验'
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蛋白质印迹法检测细胞存活蛋白表达
!

将
%Z

的匀浆

缓冲液缓慢加入经磷酸盐缓冲液$

*W(

%漂洗的培养细胞中#冰

上刮取收集细胞#冰水中超声
'&+

#共
8

次#测定蛋白浓度#以

'&&

(

L

"孔上样#

'6@

十二烷基硫酸钠
0

聚丙烯酰胺凝胶电泳凝

胶电泳分离#通过电转移法将蛋白质转移至硝酸纤维素膜'将

硝酸纤维素膜置封闭液中室温孵育
8H

后#加入一抗$兔抗人

存活蛋白抗体%#

%Z

孵育过夜#

1W(1

充分漂洗#加入辣根过

氧化物酶标记的羊抗兔
/
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#

87Z

作用
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#
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漂洗#四

唑硝基蓝"
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0
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%显色后观

察结果'
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流式细胞术检测各组细胞凋亡率
!

将适量的细胞移入

'<6O-

离心管中#

% Z

下
'&&&4

"

O"#

离心
5O"#

#冰预冷的

*W(

液将沉淀细胞洗
9

次#保证每管细胞数至少
'&

? 个细胞'

加入新鲜配制的碘化丙啶染液
'O-

$

'

L

"
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%#轻微振荡后置于

室温避光处染色
9&O"#

后检测细胞凋亡率'
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统计学处理
!

采用
(*((''<6

软件#结果以
P ?̀

表示#组

间比较应用单因素方差分析#以
!

&

&<&6

为差异有统计学

意义'
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结
!!

果
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转染后
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细胞存活蛋白表达变化
!
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组存活蛋白表达下调#与其他各组比较差异均有统计学意义

$
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%&对照组*
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组*
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0(2.)

组存活蛋白表达无明显

改变#见图
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组'

图
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转染后各组存活蛋白表达变化

图
9

!!

转染后各组存活蛋白表达变化的柱形图

表
'
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各组
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细胞的凋亡率情况$

@
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组别
'9H 9%H %5H

对照组
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组
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#与同时间其他各组比较'

@<@
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转染对
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细胞周期及细胞凋亡的影响
!

细胞周

期分析显示转染后
-"

N

0,(2.)

组
=

'

期细胞显著减少#

=

'

峰

左侧出现明显的凋亡峰$亚二倍体峰%#

-"

N

0,(2.)

组细胞凋

亡率*

=

9

"

!

期细胞数均较对照组和
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N

0(2.)

组明显增加#

出现
=

9

"
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期阻滞'而对照组*
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N

组*
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N

0(2.)

组无明显变

化#见表
'

#图
8

'

图
8
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转染
%5H

后各组细胞凋亡的流式细胞仪分析

A
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讨
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论

肺癌的发生是一多基因*多步骤的病理过程#是细胞中多

种基因表达改变累积的结果#在此过程中既有原癌基因的激

活*抑癌基因的失活#也有细胞周期的调控和凋亡基因的改变#

以及细胞内调节环节的紊乱#而凋亡的改变是其中重要一环'

存活蛋白基因是在人类基因组文库中筛选克隆出凋亡抑制蛋

白家族$

"#H"S"EC4CK$

N

C

N

EC+"+

N

4CEI"#+

#

/,*+

%家族的一个新成

员#在多种肿瘤中均有表达(

%06

)

'其他实体瘤研究中发现#存活

蛋白的高表达可抑制肿瘤细胞凋亡#促进肿瘤细胞增殖(

?07

)

'

前期研究发现宣威肺腺癌患者中存活蛋白的表达明显高于云

南其他地区#呈现出一定的地域性特点(

5

)

'存活蛋白主要分布

在宣威肺腺癌组织中#而在正常肺组织中未见表达(

:0'&

)

#这使

得针对存活蛋白的治疗具有良好的靶向性*特异性和安全性'

(HI#

等(

''

)利用存活蛋白反义
J.),

表达载体与合成的

存活蛋白反义寡核苷酸#针对存活蛋白
.),8]

端非编码区构

建了反义寡核苷酸#通过电泳测定该寡核苷酸在生理条件下形

成稳定的
8

倍体结构#并转染到存活蛋白过表达的肺腺癌细胞

株
,6%:

中#发现存活蛋白的表达水平明显下调#显著抑制细

胞增殖'本研究利用反义寡核苷酸技术抑制存活蛋白基因的

表达'蛋白质印迹结果表明#存活蛋白反义寡核苷酸转染

i_-A0&6

细胞后#存活蛋白水平明显下降#提示存活蛋白基因

的表达受到抑制#这和在其他恶性肿瘤中得到的结果相

似(

'90'%

)

'流式细胞检测显示存活蛋白反义寡核苷酸可使

i_-A0&6

细胞阻滞于
=

9

"

!

期并发生凋亡#这与存活蛋白特

异性地表达于细胞
=

9

"

!

期及定位于纺锤体等一致(

'6

)

'因此

有理由推测#抑制存活蛋白表达可诱导
i_-A0&6

细胞生长并

使其停滞于
=

9

"

!

期#使之无法完成有丝分裂#进而诱导细胞

凋亡'当然存活蛋白和多西他赛等化疗药物有着相同的作用

位点#通过抑制存活蛋白表达能否提高化疗药物的敏感性也是

今后的研究方向之一'存活蛋白反义寡核苷酸可以有效抑制

&8'8

重庆医学
9&''

年
''

月第
%&

卷第
8'

期



i_-A0&6

细胞的增殖#诱导其凋亡并参与细胞周期调控'那

么在实际临床工作中如何就宣威肺腺癌患者利用反义存活蛋

白寡核苷酸进行治疗#其他药物的搭配如何使用值得进一步

研究'
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â

#

hH$#

L

h*

#

IE$M<[KKIJE+CK

L

FES$44"0

I4B

G

+KF#JE"C#$#B)30Y$

NN

$W$JE"T$E"C#C#$

LL

4$T$E"#

L

OIJH$#"+OCK+ITI4I$JFEI

N

$#J4I$E"E"+

(

a

)

<a."

L

."+

#

9&&:

#

'&

$

'

%!

8&0%&<

(

'8

)唐晋#宋孟龙#程飞#等
<

大承气汤治疗
(,*

大鼠的实验

研究(

a

)

<

重庆医学#

9&'&

#

8:

$

8

%!

'&6'0'&69

#

'&66<

(

'%

)

_"#BC+C4a,

#

3I$4C#bA

#

\C++a,

#

IE$M<\CMICK+I4FO

I#BCE"U"#$#B$#E"I#BCECU"#JC4I$#E"SCB

G

MITIM+"#

N

4I0

B"JE"#

L

EHIB4TIMC

N

OI#ECKOFME"

N

MIC4

L

$#KF"MF4I"#$JFEI

N

$4#J4I$E"E"+

(

a

)

<W4a(F4

L

#

'::8

#

5&

$

5

%!

'&%90'&%?<

$收稿日期!

9&''0&?09:

!

修回日期!

9&''0&50'%

%

'8'8

重庆医学
9&''

年
''

月第
%&

卷第
8'

期


