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基因的表达沉默后!对人膀胱癌裸鼠皮下移植模型肿瘤的抑

制作用!并检测对细胞周期素依赖性激酶
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#基因和蛋白表达的影响!进一步揭示
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基因在膀胱肿瘤中的作用机

制$方法
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首先构建
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基因特异性短发卡
/&0

"

23/&0

#表达质粒!将表达质粒转染至裸鼠皮下移植模型肿瘤瘤体内!

比较各组肿瘤体积!光镜下检测肿瘤组织病理学改变!
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基因的表达变化!

7"2$"89:#;$

和
<6

免疫组化检

测
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蛋白表达变化$结果
!

质粒注射到肿瘤
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周后!治疗组%对照组与生理盐水组比较!治疗组与生理盐水组瘤体积比较差

异有统计学意义"
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#!抑瘤率
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$光镜结果显示治疗组肿瘤生长受到明显抑制!细胞核分裂象明显减少!可见坏死和

凋亡肿瘤细胞%局部炎症细胞浸润$
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结果显示治疗组
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基因表达降低!蛋白检测结果显示
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蛋白表达下降$结
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表达后!可显著抑制人膀胱癌裸鼠肿瘤模型中肿瘤的生长!
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可能通过抑制
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的表达而抑制
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在膀胱肿瘤中是一个
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进行了大量的研究#但其具体作用机制仍不明确'已经有研究
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%设计原理#设计
!"#$%&

'

()

靶序列为
004

U***0U0*4*004440U4

$

.C

!

,-:

'
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建立人膀胱肿瘤裸鼠皮下肿瘤模型
!

.-A

的胎牛血清

.@E

重庆医学
@-.@

年
@

月第
,.

卷第
(

期

"

基金项目"重庆市卫生局科研基金资助项目$

@-..5@5.-)

%'

!

#

!

通讯作者#

4"#

!$

-@)

%

=C-...@@

#

S5K%1#

!

3

G

H-@=

"

.()>I;K

'



加
/6WT.(,-

培养
E()?

细胞#取对数生长期的
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细胞#采

用胰蛋白酶消化
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细胞#无血清
/6WT.(,-

重悬
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细胞

为
.Y.-

?

"

KV

'在裸鼠右侧背部皮下接种
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细胞悬液
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'密切观察接种部位肿瘤生长情况及裸鼠生存情况#肿瘤

体积达到
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) 左右时进行实验分组#肿瘤体积计算方法
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分别为最大*最小直径#单位
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表达质粒治疗
!
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只成瘤裸鼠随

机分为
)

组#每组
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只#治疗组注射
!"#$%&

'
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表达

质粒#对照组注射
I;9$8;#23/&0

表达质粒#生理盐水组注射

与质粒同样体积生理盐水代替质粒'注射方法为肿瘤体内多

点注射#

E-

#
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表达质粒或
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#
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对照质粒或
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#

V

灭菌生理

盐水加
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#

VEA

琼脂糖加
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#
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转染试剂'第
.

次注射后

间隔
,

周再注射
.

次#第
.

次注射后第
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周放血法处死裸鼠#

常规检测裸鼠血常规和肝*肾功能#对各组裸鼠的心*肝*肾*脾

等主要脏器进行常规病理学观察'给药期间每日观察各组裸

鼠的精神*饮食*活动的一般情况&隔日测量裸鼠的体质量*肿

瘤最大和最小直径#计算肿瘤体积'

抑瘤率
[
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组体积"生理盐水组体积%
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光镜下肿瘤病理改变
!

将部分肿瘤组织采用
,A

多聚

甲醛固定#常规石蜡包埋*切片#

QS

染色后光镜下观察肿瘤组

织的病理改变'
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提取肿瘤组织总
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并按试剂盒说明逆

转录为
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'取
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#
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琼脂糖凝胶
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%电泳#在
OT_5/0!

图像分析仪上观察并

拍照'
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免疫组化
!

将部分肿瘤组织用
,A

多聚甲醛固定#石

蜡包埋*切片'免疫组化采用链霉素
5

过氧化物酶$

<6

%法'光

镜下
*+!,

阳性反应主要位于细胞核#表现为肿瘤细胞核内棕

黄色均匀细颗粒#细胞质有少量阳性反应'

A>B>G
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将液氮冻存的肿瘤组织研磨#

6O<

洗涤

细胞#

7"2$"89:#;$

检测
*+!,

蛋白的表达#一抗为
.`.---

兔抗人
*!+,

#二抗为
.̀ ,---

羊抗兔
T

L

U

"
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#化学发光检

测#发光成像仪取像'图像用在
OT_5/0!

成像仪上成像分析

系统分析#以对照蛋白的光强度为参照#其他相应蛋白光强度

与之比较#计算减弱强度'

A>C

!

统计学处理
!

实验数据采用
Ea>

#用
<6<<..>E

统计学

软件进行数据分析'采用多均数方差分析和平均值之间的多

重比较
4J8N"

G

法#

!

$

->-E

为差异有统计学意义'

B

!

结
!!

果

B>A

!

裸鼠肿瘤模型的一般情况和毒副作用
!

E()?

细胞接种

于裸鼠后
)-B

可见瘤体直径达成瘤标准#在治疗观察期内各

组生长情况良好#

.E

只裸鼠共有瘤体
.E

个形成#每只一个瘤

体'饮食无特殊变化#精神状态较好#体质量无减轻#活动自

如'血常规和肝*肾功能检测显示各组差异无统计学意义#各

组裸鼠的心*肝*肾*脾等主要脏器光镜检查无特殊异常发现'

B>B

!

治疗组肿瘤生长抑制
!

注射质粒治疗
=

周后进行体积检

测#治疗组肿瘤体积明显小于对照组和生理盐水组#差异有统

计学意义$

!

$

->-.

%&对照组和生理盐水组比较#差异无统计

学意义$

!

%

->-E

%#见图
.

*表
.

'
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!治疗组&

@

!对照组&

)

!生理盐水组'

图
.

!!

各组肿瘤体积大小

表
.

!!

肿瘤体积大小和抑瘤率

组别 肿瘤体积$

Ea>

#

KK

)

% 抑瘤率$

A

%

治疗组
@-?>EEa@,>.@

"

?,>(@

对照组
?=(>-?a,@>)? )>==

生理盐水
=.?>??a).>E. ->--
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"

!

!

$
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#与对照组和生理盐水组比较'

B>C

!

光镜检查结果
!

光镜下可见对照组和生理盐水组肿瘤细

胞生长形态良好#肿瘤细胞形态不规则#肿瘤细胞核分裂象较

多'治疗组肿瘤细胞生长明显受到抑制#细胞核分裂象明显减

少#可见肿瘤坏死区域#坏死区内细胞结构明显消失#可见细胞

崩解碎片#见图
@

'
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0

!治疗组&

O

!对照组&

*

!生理盐水组

图
@
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光镜下肿瘤组织病理学改变#

Y,--
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.

!对照组&

@

!生理盐水组&

)

!实验组&

,

!
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'

图
)
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检测
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基因的表达

!!
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!治疗组&

O

!对照组&

*

!生理盐水组'

图
,
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免疫组化检测
*!+,

蛋白的表达#

Y,--

$

B>D

!
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结果
!

与生理盐水组和对照组相比#治疗组的

*+!,

基因表达下降#生理盐水组和对照组之间没有明显差

别#见图
)
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蛋白的表达
!

免疫组化结果显示#与生理盐水组
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卷第
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和对照组相比#治疗组的
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蛋白阳性细胞数明显下降#生

理盐水组和对照组之间没有明显差别$图
,

%'

7"2$"89:#;$

结

果显示#与生理盐水组和对照组相比#治疗组的
*+!,

蛋白表

达下降#生理盐水组和对照组之间没有明显差别#见图
E

'

!!

.

!对照组&

@

!生理盐水组&

)

!治疗组'

图
E

!!

7"2$"89:#;$

检测
IBN,

蛋白的表达

C

!

讨
!!

论

/&0

干扰$

/&019$"8H"8"9I"

#

/&01

%技术已经广泛被用

来特异性的沉默某种基因的表达#尤其是在肿瘤治疗的研究中

/&01

已经成为一种不可或缺的手段(

(

)

'本实验采用的
!"#$%

&

'

()23/&0

表达质粒是通过体外构建方法得到#当
!"#$%&

'

()23/&0

表达质粒转染至细胞内后#由细胞内启动子转录

形成
23/&0

从而在体内产生
!"#$%&

'

()

特异性
21/&0

#进

而沉默
!"#$%&

'

()

基因的表达(

=

)

#其特点是可以稳定表达#转

染效率较高#适合于长时间的基因沉默研究(

C5..

)

'通过转染

!"#$%&

'

()23/&0

表达质粒#在人膀胱膀胱移行细胞癌细胞

E()?

细胞内就能够成功表达
!"#$%&

'

()

特异性的
23/&0

#发

挥
/&01

作用来特异性沉默
!"#$%&

'

()

的表达'在前期的研

究中已经证实其稳定表达并能够特异性沉默
!"#$%&

'

()

基

因(

E

)

'

将人膀胱移行细胞癌细胞
E()?

细胞接种到裸鼠皮下#

?B

后就可见肿瘤逐渐形成#

)-B

后肿瘤体积达
(-KK

) 左右#达

到成瘤标准'将
!"#$%&

'

()23/&0

特异性表达质粒多点注

射到肿瘤体内#在体内转染试剂
19R1R;5

D

"$6S4W

的介导下质

粒可进入肿瘤细胞内#进而表达
!"#$%&

'

()

特异性的
23/5

&0

#从而特异性沉默
!"#$%&

'

()

的表达'作者观察到#当

!"#$%&

'

()

表达沉默后#治疗组肿瘤生长明显受到抑制#治疗

组抑瘤率达到
?,>(@A

#肿瘤抑制作用明显'对照组和生理盐

水组肿瘤生长未受到抑制#说明阴性对照质粒和转染试剂对肿

瘤无治疗作用'注射后裸鼠饮食无特殊变化#精神状态较好#

体质量无减轻#活动自如'血常规和肝*肾功能检测显示各组

差异无统计学意义#各组裸鼠的心*肝*肾*脾等主要脏器光镜

检查无特殊异常发现'初步提示
!"#$%&

'

()

特异性的
23/5

&0

对裸鼠的近期毒副作用不明显'

光镜下治疗组肿瘤细胞生长明显受到抑制#细胞核分裂象

明显减少#可见肿瘤坏死区域#坏死区内细胞结构明显消失#可

见细胞崩解碎片'而对照组和生理盐水组肿瘤细胞生长形态

良好#肿瘤细胞形态不规则#肿瘤细胞核分裂象较多'表明

!"#$%&

'

()

基因沉默后#可以抑制膀胱移行细胞癌肿瘤的增

殖和促进细胞的凋亡#其机制可能与介导细胞周期的相关基因

和蛋白有关'结合既往检测到
I

G

I#19!.

蛋白表达下降和细胞

周期的停滞(

E

)

#作者推测当
!"#$%&

'

()

基因沉默后#可以影响

膀胱移行细胞癌中与肿瘤细胞周期密切相关的某些重要基因#

如
I

G

I#19!.

#进而影响其下游的
*!+,

基因和蛋白的表达改

变#从而达到对肿瘤细胞周期的影响和肿瘤相关病理改变'

因此作者进一步检测了
!"#$%&

'

()23/&0

表达质粒治

疗裸鼠肿瘤模型后#

I

G

I#19!.

的下游分子
*+!,

基因和蛋白

的表达情况#拟进一步揭示
!"#$%&

'

()23/&0

表达质粒治疗

人膀胱移行细胞癌的作用机制'结果表明#当治疗组
!"#$%&

'

()

基因表达沉默后#

/456*/

结果显示治疗组
*+!,

基因表

达明显下降#免疫组化和
7"2$"89:#;$

检测结果显示治疗组

*+!,

蛋白的表达明显下降#对照组和生理盐水组无此改变'

参考相关文献认为其机制可能为#

!"#$%&

'

()

基因是
'

E)

家

族的成员之一#在蛋白质结构上与
'

E)

具有同源性特征#因此

!"#$%&

'

()

能活化
'

E)

的某些靶基因来发挥作用#

I

G

I#19!.

就是这些靶基因之一#而
*+!,

又是
I

G

I#19!.

的下游分子#因

此当
!"#$%&

'

()

基因表达下降时就可以间接导致
*+!,

基因

和蛋白抑制(

.)5.E

)

'

本研究结果表明#

!"#$%&

'

()

特异性表达质粒转染肿瘤

后#可以抑制人膀胱移行细胞癌肿瘤的生长#其可能的机制为

!"#$%&

'

()

影响了细胞周期中的
I

G

I#19!.

和
*!+,

基因和蛋

白的改变'
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磷酸化
"Td@

$

*

*Q_6

表达增加和细胞凋亡(

.-

)

'

Q*Z

感染的

<*T!

"

0#:5J60

鼠肝内#

U/6?=

和
O%F

表达增加#肝细胞出现

凋亡症状(

..

)

'

U/6?=

激活与肝细胞癌发生密切相关(

.@

)

'在

持续性感染
Q*Z

患者肝内#

04d5(

*

T/S.

和
6S/+

激活#活

性氧和
&d5

%

O

水平升高(

.)5.,

)

#显示在患者体内非折叠蛋白质

反应和内质网超负荷反应被诱导'与
&<,O

在宫颈癌细胞

Q"V%

的持续表达和肝细胞
QJ3?

的过表达类似(

)5,

)

'本研究

发现
&<,O

在肝细胞
Q"

'

U@

的持续表达也能诱导
eO6.K/5

&0

剪接*

U/6?=

和
eO6.

启动子激活'这些结果揭示
&<,O

在
Q*Z

诱导的
h6/

*

Q*Z

复制及致癌作用中可能发挥重要

作用'

蛋白质如一些病毒蛋白在内质网的过度积累会导致
*%

@g

从内质网释放#释放出来的
*%

@g 进一步引起
&d5

%

O

激活(

.

)

'

表
@

显示
&<,O

在肝细胞
Q"

'

U@

的持续表达引起
&d5

%

O

激

活#并且这种激活依赖
*%

@g 信号#说明
&<,O

肝细胞
Q"

'

U@

的持续表达也能激活内质网应激反应的
S_/

信号通路'

&d5

%

O

可启动众多基因转录#直接参与多种人类疾病如炎症和癌

症的形成发展 (

.E

)

'本研究发现
&<,O

激活肝细胞
&d5

%

O

揭

示
&<,O

可能在
Q*Z

感染引起的炎症与癌症中发挥一定作

用'
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