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正常人体组织细胞增殖和凋亡总是处于平衡状态#而肿瘤

的发生#不仅仅与细胞的增殖失控有关#也与凋亡的减少密切

相关'凋亡的负向调控涉及几个家族#其中包括凋亡抑制蛋白
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2-1

&家族'

8:M:>

基因是该家

族的新成员#它在大多数正常成人组织中不表达或低表达#而

在包括乳腺癌之内的多种恶性肿瘤中高表达)

!/$

*

#能抑制肿瘤

细胞凋亡#并使其对化疗药物有抵抗作用)

4/<

*

#因此作为肿瘤治

疗一个可能的新靶点而日益受到重视'

研究发现#针对
8:M:>

的
N]-

干扰可有效升高细胞株中

半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶
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的表达'

本研究采用慢病毒载体转染
8:M:>

高表达的食管癌
&IL/!%;

细

胞株#同时联合化疗药物顺铂观察其抑制
&IL/!%;

细胞增殖及

其诱导凋亡效应#从而探讨其相关作用机制'
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材料与方法
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材料
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本研究前期实验筛选所得到的高表达
8:M:>

的人

食管癌
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细胞株%包装细胞
";0.

细胞株购于中科院上

海细胞所%大肠埃希菌菌株
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(

(胎牛血清(胰蛋白酶购于

2>M:AG6

K

E>

%限制性内切酶(

!QF

"

!%%F

J

7L99EG

购于
aEG5E>AL,

%

.$R]-

连接酶购于
]&Z

%质粒
R]-

提取试剂盒购于
-S

C

/

K

E>

%制备感受态试剂盒购于
Z2V*(2&](&*

%凝胶回收试剂盒

购于
h:L

K

E>

%顺氯安铂$

(RR1

&购于大连生物制药有限公司'

?#@

!

方法

?#@#?

!
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实验分为
0
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活性具体检测方法按照分光光度法操作
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#阴性对照的倍数来确定

凋亡诱导剂组
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活化程度'
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比色法二甲氧唑黄$
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&检测
!
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细胞按照不

同的实验要求分别接种于置入了细胞玻片的
"$

孔板或者细胞

培养瓶'细胞转染方法按照说明书进行'转染
$@D

后#按实

验需求#分别在不同组加入
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和终浓度为
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!
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"
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的顺

铂#继续培养
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'实验分为
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组!正常对照组(阴性对照组(

干扰组(顺铂组(联合组$干扰
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法检测细胞存活

率的方法按照说明书进行'
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实验分为
4

组!正常对照组(阴性对照组(干扰组(顺铂组(联合

组'
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检测细胞凋亡的方法按照说明书进行'
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流式细胞术$
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&检测
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实验分为
4

组!正常对照组(阴性对照组(干扰组(顺铂组(联合组'
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检测步骤按照说明书进行'
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透射电镜$
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实验分为
4

组!正常对照组(阴性对照组(干扰组(顺铂组(

联合组'消化收集各组细胞沉淀#戊二醛固定细胞#

&

J
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包埋#超薄切片铀铅双染色后进行
.&+

观察'
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统计学处理
!

采用
*1**!!#%

统计软件进行分析#计量

资料以
E\=

表示#采用单因素方差分析#以
F

$

%#%4

为差异

有统计学意义'
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结
!!

果
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L,E/0

(
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J
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活性
!

相

对于正常对照组和阴性对照组#干扰组细胞
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J

L,E/0

(

(L,

J

L,E/;

表达明显增强$

F
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不同组别细胞中
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比较$

E\=

#

#Y0

%

组别
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$
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&

(L,

J
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$

VR$%4

&

正常对照组
%#!00%\%#%<%% %#!"40\%#%%<%

阴性对照组
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干扰组
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#与正常组比较%

)
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#与阴性对照组比较'
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检测结果
!

相对于正常对照组和阴性对照组#干扰

组细胞存活率明显降低$

F

$

%#%!

&%干扰组与顺铂组之间细胞

存活率差异无统计学意义$

F

&

%#%4

&%但联合组细胞存活率相

对于顺铂组明显减少$
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$
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细胞周期检测发现#经
N]-

干扰后#细胞周

期主要被阻滞于
*

期%而相对于顺铂组#联合组可明显增加阻

滞于
*

期的细胞数%经
N]-

干扰后#细胞凋亡率明显增加%而

相对于顺铂组#联合组可明显增加细胞凋亡率'见图
!

(

"

'

表
"

!!

经不同方式处理的细胞增殖情况比较$

E\=

#

#Y0

%

组别
VR$4%

正常对照组
!#$%%?\%#%$0$

阴性对照组
!#0;%%\%#%"4"

干扰组
!#%%"0\%#%"@$

"

顺铂组
%#;?@%\%#!%""

"

联合组
%#@0;%\%#%4%0
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!!

"

!

F

$

%#%!

#与正常对照组(阴性对照组比较%

)

!

F

$
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#与顺

铂组比较'

@#B
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.g]&8

检测经不同方式处理后的食管癌
&IL/!%;

细胞

凋亡变化
!

被染上棕色的细胞呈典型的凋亡细胞形态学改变#

细胞变小(变圆(核固缩%而正常细胞的细胞核不着染$插
%

图

0

&'每张切片在高倍视野下$

W"%%

&取
4

个视野#计数
4

个视

野中每
!%%

个细胞中染色阳性的细胞数$

U

&#取其平均数'干

扰组与正常对照组和阴性对照组相比#细胞凋亡率显著增加%

而联合组与顺铂组比较#细胞凋亡率显著增加'

@#F

!

.&+

下观察凋亡细胞的形态学改变
!

.&+

观察细胞结

构显示#转染后#正常对照组及阴性对照组细胞的超微结构无

明显改变#凋亡细胞少见#细胞有绒毛#细胞核(线粒体等细胞

器正常$插
%

图
$-

(

Z

&%在顺铂组#凋亡细胞数目增加较明显#

可见凋亡小体$插
%

图
$(

&%在干扰组及联合组中#呈凋亡的

形态改变的细胞数目增多#绒毛消失#细胞质浓缩#细胞核深

染#核浓缩核聚集(核碎裂(核边集染色质浓缩#可见膜包裹着

较多致密的凋亡小体$插
%

图
$R

(

&

&'

!!

-

!正常对照组%

Z

!阴性对照组%

(

!干扰组%

R

!顺铂组%

&

!联合组'

图
!

!!

4

组食管癌
&IL/!%;

细胞细胞周期改变

!!

-

!正常对照组%

Z

!阴性对照组%

(

!顺铂组%

R

!干扰组%

&

!联合组%

88

!正常细胞%

8N

!早期凋亡细胞%

gN

!晚期凋亡细胞%

g8

!死亡细胞'

图
"
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4

组食管癌
&IL/!%;

细胞细胞凋亡情况

A

!

讨
!!

论

中国是食管癌病死率最高的国家'顺铂自
"%

世纪
?%

年

代开始用于临床以来#已成为治疗食管癌(肺癌(卵巢癌等多种

恶性肿瘤的一线化疗药物)

?/@

*

'手术以后联合以铂类药物为基

础的化疗已经成为中晚期食管癌的主要治疗手段'

细胞凋亡是指细胞在一定的生理或病理条件下#遵循自身

程序#自己结束生命的过程'促凋亡和抗凋亡系统的平衡在肿

瘤的发病机制中扮演了重要的角色#寻找一种新的途径对有效

抑制肿瘤细胞生长和增加其对化疗的敏感性有重要的意

义)

;/!!

*

'

8:M:>

可作为肿瘤恶性改变的分子标记和预后指标'

鉴于
8:M:>

与癌症的关系如此密切#不少研究者已经将
8:M:>

作为研制抗肿瘤新药的靶点#通过
N]-

干扰技术抑制
8:M:>

的生成并研究对癌细胞生物学功能的影响)

4/<

#

!"

*

'

在本研究中#将
8:M:>

基因作为治疗食管癌一个可能的潜

在靶点#利用
N]-

干扰技术对其功能进行研究'经针对
8:M:>

的
N]-

干扰后#相对于正常对照组和阴性对照组#干扰组细

胞存活率明显降低%干扰组与顺铂组之间细胞存活率没有明显

区别#但联合组细胞存活率相对于顺铂组明显减少'进一步研

0$$0
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年
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卷第
0$

期



究发现#下调
8:M:>

表达后#食管癌细胞周期重新分布#

'

%

"

'

!

期细胞增加#

*

期细胞减少#顺铂联合
N]-

干扰则可将细胞更

多地阻滞于
*

期'本实验中#

N]-

干扰
8:M:>

后#细胞由
'

%

"

'

!

期向
*

期发展的能力以及
R]-

的合成受到抑制#最终导致

了细胞增殖的减少'

本研究用
.g]&8

法检测细胞的凋亡情况#发现典型的凋

亡细胞形态学发生明显改变!细胞变小(变圆(细胞核固缩%而

正常细胞的细胞核不着染'食管癌细胞中
8:M:>

下调后#细胞

的凋亡率明显上升#提示它有诱导细胞凋亡的作用'判别细胞

凋亡的金标准是电镜观察'

.&+

观察发现
N]-

干扰
8:M:>

后的细胞出现典型的凋亡特征#这就进一步证实了
8:M:>

的下

调可以诱导食管癌细胞自发的发生凋亡'本研究将
8:M:>

基

因沉默后比较了干扰组和阴性对照组细胞的化疗敏感性'结

果发现#联合组的细胞凋亡率显著高于阴性对照组和顺铂组的

细胞'这提示靶向
8:M:>

的
N]-

干扰可能会增强食管癌对于

顺铂化疗的敏感性及降低顺铂使用剂量#从而减少化疗过程中

不良反应的发生'提示靶向
8:M:>

的
N]-

干扰#对化疗药物

治疗食管癌可能起到辅助作用'

(L,

J

L,E

是一组半胱氨酸蛋白酶家族#是介导细胞凋亡的

重要蛋白家族#大多数刺激物是通过
(L,

J

L,E

蛋白的级联激活

反应引起细胞凋亡'本研究结果表明#

8:M:>

表达下降后#

(L,

J

L,E/0

的表达随之升高#提示
8:M:>

靶向
N]-

干扰后可能

通过减少了杆状病毒
2-1

重复序列$

Z2N

序列&与
(L,

J

L,E/0

结合#导致
(L,

J

L,E/0

升高(活性增加而最终导致食管癌细胞

的凋亡增加'在本研究中#同样发现
8:M:>

靶向
N]-

干扰后#

也增加了
(L,

J

L,E/;

的表达#提示
(L,

J

L,E/;

同样也参与了

8:M:>

所介导的食管癌细胞的凋亡'

]LID5:L,

等)

!0

*也发现#

8:M:>

可以和
(L,

J

L,E/;

结合#在凋亡的起始阶段起抗凋亡作

用'本研 究 的 结 果 与 前 期 的 报 道 相 符#说 明
(L,

J

L,E/0

(

(L,

J

L,E/;

在
8:M:>

调控食管癌细胞凋亡的通路中#发挥着重要

的作用'

综上所述#本实验构建的靶向
8:M:>

的
,:N]-

可以有效地

抑制
8:M:>

基因的表达#并通过上调
(L,

J

L,E/0

(

(L,

J

L,E/;

的表

达#从而达到抑制食管癌细胞增殖#诱导细胞凋亡的作用'

8:M:>,:N]-

对顺铂治疗食管癌可起到辅助作用#为提高临床

食管癌治疗效果奠定了一定的实验基础'在以后的研究中#还

需要用更多种类的化疗药物和食管癌细胞#以进一步分析

8:M:>

靶向
N]-

干扰与化疗敏感性之间的关系'
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È> 3̂

#

EAL7#8:M:>

"

+8/2-1L,L>EP

ALG

K

EAH6GIL>IEGAGELA5E>A

)

^

*

#(L>IEG8EAA

#

"%%?

#

"4%

$

"

&!

!<@/!?<#

)

"

*

(D6:̂

#

TPL>

K

_3

#

*B>

K

3`

#

EAL7#&S

J

GE,,:6>6H8:M:>

#

L>L>A:L

J

6

J

A6A:I

J

G6AE:>

#

:,L>:>9E

J

E>9E>AHLM6GLF7E

J

G6

K

/

>6,A:IHLIA6G:>ID:79D669LIBAE7

C

5

J

D6F7L,A:I7EBQE5:L

)

^

*

#Z7669

#

"%%?

#

!%;

$

"

&!

$?!/$??#

)

0

*

_L

K

:DL,D:-

#

VD5BGL.

#

-,L>B5L3

#

EAL7#REAEIA:6>6HLB/

A6L>A:F69:E,A6,BGM:M:>L>97:M:>:>,EGLHG65

J

LA:E>A,P:AD

FGEL,AIL>IEG

)

^

*

#(7:>(D:5-IAL

#

"%%4

#

0<"

$

!

"

"

&!

!"4/!0%#

)

$

*

TLG:BT

#

T:G6DL,D:_

#

.6G:

K

6E.

#

EAL7#-FEGGL>AES

J

GE,/

,:6>L>9

J

6AE>I

C

L,LIL>IEG:55B>6ADEGL

JC

ALG

K

EA6H:>/

D:F:A6G6HL

J

6

J

A6,:,

J

G6AE:>HL5:7

C

#

8:M:>

"

+8/2-1:>7B>

K

IL>IEG

)

^

*

#(7:>(L>IEGNE,

#

"%%4

#

!!

$

0

&!

!%%%/!%%;#

)

4

*

(G>Q6M:I/+EGAE>,2

#

+B7E

C

.

#

+E:,AEG+

#

EAL7#.DEL>A:/

L

J

6

J

A6A:I7:M:>

K

E>E:,L>:5

J

6GAL>A9EAEG5:>L>AH6GADE

L

J

6

J

A6A:IGE,:,AL>IE6H>6>/,5L77IE777B>

K

IL>IEGIE77,

)

^

*

#8B>

K

(L>IEG

#

"%%<

#

4$

$

"

&!

!04/!$"#

)

<

*

(G>Q6M:I/+EGAE>,2

#

L̀

K

E>EG]

#

*E5O6P^

#

EAL7#.LG

K

EAE9

:>D:F:A:6>6H8:M:>GE,E>,:A:OE,GE>L7IL>IEGIE77,A6PLG9,L

J

/

6

J

A6,:,

)

^

*

#(E77+678:HE*I:

#

"%%?

#

<$

$

;

&!

!!0?/!!$$#

)

?

*

L̀AL>LFE+

#

]L

K

L:_

#

3:>6,D:AL3

#

EAL7#2>9BIA:6>IDE/

56ADEGL

JC

P:AD96IEALSE7

"

I:,

J

7LA:>

"

4/H7B6G6BGLI:7H6G

J

L/

A:E>A,P:AD>69E/

J

6,:A:MEE,6

J

DL

K

EL7IL>IEG

)

^

*

#R:

K

E,A:6>

#

"%!!

#

@0

$

0

&!

!$</!4"#

)

@

*

VQ:>E,-

#

*DLG5LZ

#

(B>>:>

K

DL5 R#1EG:6

J

EGLA:ME5L/

>L

K

E5E>A6HE,6

J

DL

K

EL7IL>IEG

)

^

*

#]LANEM(7:>V>I67

#

"%!%

#

?

$

$

&!

"0!/"0@#

)

;

*

R:(6,:56*

#

ZL,E7

K

L #̂.LG

K

EAE9ADEGL

J

:E,:>FGEL,AIL>/

IEG

!

PDEGELGEPE>6P

)

^

*

#&BG^(L>IEG

#

"%%@

#

$$

$

!@

&!

"?@!/"?;%#

)

!%

*

aB79L*#.B56GGE,:,AL>IEA6L

J

6

J

A6,:,

)

^

*
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