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可以协同发挥对胃癌细胞的生长抑制作用!其作用机制与肿瘤凋亡促
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导肿瘤细胞凋亡能够抑制胃癌细胞的生长)理想的肿瘤基因

治疗应该是多途径*多靶点干扰肿瘤细胞增殖)人白细胞介素
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模式肿瘤///胃癌中#探索联合应用的意义#以期为找到治疗

肿瘤的理想方法提供依据)
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院肿瘤分子与表观遗传实验室惠赠)小鼠
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6

3L!.a2'.9:.10

成功构建后#采用电转化

法将其导入减毒沙门菌
@:-1%-

#电转化条件!电压
1Sa

#电容

1C

$

X

#放电时间
%&C+

#

@:-1%-

株中表达#即构成
@:-1%-

"

6

3L!.a2'.9:.10

菌株)通过连续
$%

代培养后#再次提取质

粒#按上述方法酶切及测序分析)

D&F&E

!

胃癌荷瘤小鼠模型建立
!

取对数生长期小鼠前胃癌

$

MLP#,EJ"PE

G

H+FP#KKHPK#,"MH

#

4X5

%细胞系#制备胃癌细胞悬

液#用生理盐水将细胞浓度调至
$[$%

-

"

M:

#取清洁级健康小

鼠
'%

只#体质量$

1%U$

%

G

#无菌环境下#在小鼠右侧腋窝皮下

以每只
%&$M:

注射胃癌细胞悬液)隔日观察
$

次小鼠的生

长状态及肿瘤生长情况#以皮下肿瘤直径大于
%&CKM

为成瘤

标准)胃癌荷瘤裸鼠模型建立成功后#将
0%

只小鼠随机分为

0

组#每组
$%

只!生理盐水对照组*

@:-1%-

"

6

3L!.a2'

组*

@:-1%-

"

6

3L!

组*

@:-1%-

"

6

3L!.a2'.9:.10

组)

D&F&F

!

@:-1%-

"

6

3L!.a2'.9:.10

对小鼠移植瘤生长的影响
!

将携带
9:.10
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管饲服相应细菌
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肿瘤组织中
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表达的检测
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1%%
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#电化学发光$
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%显色定影#以
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数码凝胶成像系

统分析
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肿瘤组织细胞因子表达的检测
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采用实时荧光定量
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Â 7

纯度并调整浓度)反转录反应制备
K>̂ 7

#分

别以
9X̂ .

,

*

9:.)

及
B̂ X.

&

为引物扩增基因片段)

9X̂ .

,

扩增

片段为
C'%Q

6

#引物
2$C_.;7;777;77;B55BB;B;

5.'_

#

21'_.555B755B;755BB75B7B5B.C_

(

9:.)

扩

增片段为
C'(Q

6

#引物
2$C_.7;75BB557B557;BB;5

5B.'_

#

21'_.5;BBB;;B;;BB5;B5B5.C_

(

B̂ X.

&

扩增

片段为
1%%Q

6

#引物
2$C_.5B57BB555;5B5;B;;.'_

#

21'_.5;BBB;;B;;BB5;B5B5.C_

)以甘油醛
.'.

磷酸

脱氢酶$

;72>c

%为内参照基因#

25A

扩增条件!

(0\CM#,

(

(0\'%+

#

C/\'%+

#

-1\0%+

延伸
'C

个循环(

-1\

延伸
$%

M#,

)扩增产物进行
$V

琼脂糖凝胶电泳
'%M#,

#在凝胶图像

分析仪上观察拍照#并测定条带积分光吸收度$

#,FEP

G

PH<7

#

97

%值#以待检基因条带与内参条带
;72>c

的
97

比值作为

目的基因的相对表达量)

D&F&M

!

凋亡相关因子表达的检测
!

采用免疫组织化学
@2

法

进行检测)将小鼠脱颈处死后#剥离肿瘤瘤体组织#制作冰冻

切片和石蜡切片)选用免疫组织化学法常规制片#检测

5H+

6

H+E.'

和
a?;X

蛋白水平$详细步骤分别按试剂盒说明书

进行%)采用
9MH

G

E.

6

P"

6

<L+)&%

病理图像分析系统对组织化

学切片进行分析#每组选择
C

张切片#每张切片置于
0%%

倍光

镜下观察#共计数
$%

个视野进行统计分析)以细胞质内出现

棕黄色颗粒为阳性细胞#并半定量检测染色阳性物质的面积和

97

值#取其均值代表该切片的相对表达量)

D&G

!

统计学处理
!

应用
@2@@$'&%

统计软件进行数据处理与

统计分析#计量资料以
BU4

表示#比较采用
/

检验(计数资料

以例数或百分率表示#比较采用
!

1 检验(以
!

$

%&%C

为差异有

统计学意义)

E

!

结
!!

果

E&D

!

成功构建
6

3L!.a2'.9:.10

重组质粒
!

通过基因重组#酶

切显示#在
)1'Q

6

的位置可观察到扩增条带#而其他组均未出

现此阳性条带#见图
$

)测序结果与
;E,3H,S

公布的
9:.10

序

列长度一致#说明
9:.10

基因已成功转染入
6

3L!.a2'

)经连

续多代培养#酶切分析鉴定证实#

6

3L!.a2'.9:.10

能够在减毒

沙门氏
@:-1%-

菌株中稳定存在)

!!

4

!

>:1%%%

标记物(

$

!

9:.10

基因(

1

!

6

3L!.a2'.9:.10

(

'

!

6

3L!.

a2'

)

图
$

!!6

3L!.a2'.9:.10

在减毒沙门菌中酶切鉴定

E&E

!

@:-1%-

"

6

3L!.a2'.9:.10

对小鼠移植瘤生长的抑制作

用
!

9:.10

联合
@:-1%-

"

6

3L!.a2'

治疗
-!

时肿瘤体积在治疗

组间比较#差异无统计学意义$

!

&

%&%C

%(治疗
$0!

时各沙门

菌载体组与生理盐水对照组比较#瘤体体积较小#差异有统计

学意义$

!

$

%&%C

%(治疗
1$!

各沙门菌载体组肿瘤体积开始逐

渐缩小#其中治疗
1/!

时
@:-1%-

"

6

3L!.a2'.9:.10

组与其他

组比较#能够明显抑制肿瘤生长#差异有统计学意义$

!

$

%&%C

%)见 图
1

)

@:-1%-

"

6

3L!

组*

@:-1%-

"

6

3L!.a2'

组 和

@:-1%-

"

6

3L!.a2'.9:.10

组 对 肿 瘤 细 胞 的 抑 制 率 分 别 为

$$)1

重庆医学
1%$)

年
-

月第
0C

卷第
$(

期



$

%&C0U%&%'

%*$

%&-$U%&%0

%*$

%&(1U%&%0

%)

@:-1%-

"

6

3L!.

a2'.9:.10

组与其他各组比较#抑制率明显提高#差异均有统

计学意义$

!

$

%&%C

%)

!!

$

!生理盐水对照组(

1

!

@:-1%-

"

6

3L!

组(

'

!

@:-1%-

"

6

3L!.a2'

组(

0

!

@:-1%-

"

6

3L!.a2'.9:.10

组)

图
1

!!

9:.10

联合靶向减毒沙门菌载体对体内

胃癌细胞的生长抑制作用

E&F

!

肿瘤组织细胞因子的表达
!

采用
AB.25A

测定各组小

鼠肿瘤组织内细胞因子
MÂ 7

表达水平#结果显示#

@:-1%-

"

6

3L!.a2'.9:.10

组与
@:-1%-

"

6

3L!.a2'

组相比#

9:.)

*

B̂ X.

&

*

9X̂ .

,

MÂ 7

表达水平均增加#差异均有统计学意义$

!

$

%&%C

%)见图
'

)

!!

"

!

!

$

%&%C

#与
@:-1%-

"

6

3L!.a2'

组比较)

图
'

!!

不同处理组小鼠肿瘤组织中细胞因子表达水平比较

E&G

!

肿瘤组织中
9:.10

的表达
!

@:-1%-

"

6

3L!.a2'.9:.10

在

治疗荷瘤小鼠
$0!

时#

dE+FEP,Q<"FF#,

G

检测结果显示#肿瘤组

织出现能与
9:.10

抗体特异性结合的蛋白表达#而生理盐水对

照组和
@:-1%-

"

6

3L!

组*

@:-1%-

"

6

3L!.a2'

组未检测到该表

达条带#说明减毒沙门菌介导的外源基因
9:.10

能够在小鼠肿

瘤组织内成功表达)见图
0

)

!!

$

!生理盐水对照组(

1

!

@:-1%-

"

6

3L!

组(

'

!

@:-1%-

"

6

3L!.a2'

组(

0

!

@:-1%-

"

6

3L!.a2'.9:.10

组)

图
0

!!

@:-1%-

(

6

3L!.a2'.9:.10

治疗后肿瘤

组织内
9:.10

的表达

E&K

!

5H+

6

H+E.'

及
a?;X

在肿瘤组织中的表达
!

通过免疫组

织化学染色#发现
@:-1%-

"

6

3L!

组*

@:-1%-

"

6

3L!.a2'

组*

@:-1%-

"

6

3L!.a2'.9:.10

组胃癌细胞胞浆显色成棕黄色或者

棕褐色)图像处理结果显示#蛋白染色阳性面积率及
97

值与

生理盐水对照组相比#差异均有统计学意义$

!

$

%&%C

%#说明

@:-1%-

"

6

3L!.a2'.9:.10

可 以 明 显 增 加
5H+

6

H+E.'

和 降 低

a?;X

的表达)见图
C

*

)

)

!!

7

!生理盐水对照组(

3

!

@:-1%-

"

6

3L!

组(

5

!

@:-1%-

"

6

3L!.a2'

组(

>

!

@:-1%-

"

6

3L!.a2'.9:.10

组)

图
C

!!

@:-1%-

(

6

3L!.a2'.9:.10

治疗后肿瘤

组织
5H+

6

H+E.'

免疫组织化学染色$

[$%%

%

!!

"

!

!

$

%&%C

#与
@:-1%-

"

6

3L!.a2'

组比较)

图
)

!!

不同处理组小鼠肿瘤组织
5H+

6

H+E.'

及

a?;X

表达水平比较

F

!

讨
!!

论

!!

9:.10

是
$((C

年由
b#H,

G

等&

'

'通过杂交消减法#从人恶性

黑色素瘤细胞中克隆的一种基因#最初命名为黑色素瘤分化相

关基因$

ME<H,"MH!#JJEPE,F#HF#",H++"K#HFE!

G

E,E-

#

4>7-

%#

由于它的染色体定位*空间结构及功能特性均与
9:.$%

相似#

故随后将其命名为
9:.10

&

0

'

)研究显示#

9:.10

基因不仅能够

抑制黑色素瘤细胞增殖#还可选择性抑制包括肝癌*肺癌*胃

癌*乳腺癌*口腔癌等在内的多种肿瘤细胞生长&

C.-

'

)

*

期临床

试验已证实#

9:.10

的出现为恶性肿瘤治疗提供了新的方向&

/

'

)

近来
9:.10

的抗肿瘤活性在一些肿瘤异种移植模型#甚至晚期

实体瘤患者中证实#被誉为治疗癌症的-魔法子弹.

&

(.$%

'

)

在前期研究中#笔者发现减毒沙门菌载体不仅能够向肿瘤

细胞靶向输送治疗基因#而且能够在体内抑制胃癌细胞的生

长)然而肿瘤的发生*发展是一个多因素作用*多基因调控的

综合病变过程#单一基因治疗有时不能满足临床治疗需求)另

外#不同治疗机制的新型抗癌制剂的发展是基因治疗发展的方

向)本实验中#为了增强该肿瘤基因治疗载体的抗肿瘤效果#

引入细胞因子
9:.10

#构建
@:-1%-

"

6

3L!.a2'.9:.10

表达质

粒#通过口服途径治疗荷瘤小鼠#发现治疗
$0!

后
9:.10

能够

在肿瘤组织中表达#治疗
1$!

后各干预实验组肿瘤体积开始

缩小#以
@:-1%-

"

6

3L!.a2'.9:.10

最为明显#说明
9:.10

能够

增强减毒沙门菌载体
@:-1%-

"

6

3L!.a2'

的抗肿瘤活性)

1$)1

重庆医学
1%$)

年
-

月第
0C

卷第
$(

期



关于
9:.10

增强减毒沙门菌载体
@:-1%-

"

6

3L!.a2'

抗肿

瘤活性#笔者认为主要与它具有的细胞凋亡*免疫调节和肿瘤

血管抑制作用有关)研究显示#

9:.10

作为一个肿瘤细胞抑制

因子#其诱导肿瘤细胞凋亡的作用独立于
2C'

存在#而依赖
bH.

,L+

激酶"信号转导和转录激活子$

*

H,L+S#,H+E

"

+#

G

,H<FPH,+.

!LKEPH,!HKF#DHF"P"JFPH,+KP#

6

F#",

#

b78

"

@B7B

%通路*死亡受

体通路*内质网应激等多种复杂的信号传导通路&

$$

'

)它还可

以激活内源性凋亡通路而触发细胞色素
5

的活化#导致

5H+

6

H+E.(

和
5H+

6

H+E.'

活化而诱导细胞凋亡&

$1

'

)本实验发

现#

9:.10

联 合
@:-1%-

"

6

3L!.a2'

能 够 增 强 胃 癌 组 织 中

5H+

6

H+E.'

的表达#而
5H+

6

H+E.'

可以特异性地裂解底物#使胃

癌细胞发生生化或者形态学改变#最终导致胃癌细胞凋亡的

发生)

恶性肿瘤在体内能长期存在的一个重要原因是免疫耐受#

如果将能够发挥抗肿瘤免疫的基因或载体引入肿瘤基因治疗#

在一定程度上会对肿瘤细胞发挥更优越的杀伤或抑制作用)

研究证明#

9:.10

对肿瘤生长的抑制作用还与其旁杀伤效应有

关)肿瘤细胞转染
9:.10

后#能诱导细胞因子分泌#对其周围

未被转染的肿瘤细胞发挥生长抑制和诱导凋亡的作用#对周围

的正常细胞无影响#这一作用被称为
9:.10

的抗肿瘤
.

旁杀伤

效应&

$'

'

)

5HL!E<<

等&

$

'发现#大多数白血病患者注射
9:.10

后#

可以刺激单核细胞使血
9:.)

和
B̂ X.

&

水平增高#体内
5>'

Z

和
5>/

Z

B

淋巴细胞数目明显升高#说明
9:.10

除了可以抑制

肿瘤以外#还能够调节人体免疫机能#从而更好地发挥抗癌作

用&

$

'

)前期研究中#笔者利用减毒沙门菌充当天然免疫佐剂#

能够增强肿瘤荷瘤小鼠的体液免疫#促进肿瘤组织局部细胞因

子表达)本实验发现#联合应用
9:.10

#可能共同刺激免疫细胞

释放抑制肿瘤生长的炎性因子#进而增加
9:.)

*

B̂ X.

&

和
9̂ X.

,

细胞因子的表达水平#从而增强
@:-1%-

"

6

3L!.a2'

对胃癌

细胞的抗肿瘤能力)有关
9:.10

如何促进细胞因子分泌的确

切机制#将做进一步研究)

此外#

9:.10

还是一种强有力的肿瘤血管形成抑制剂#体

外分泌形式的
9:.10

蛋白能抑制经
a?;X

刺激的内皮细胞分

化与迁移#从而减少肿瘤血管的生成&

$0

'

)来自体内外的研究

证实#

9:.10

能够下调
a?;X

而抑制胃癌细胞
@;5-(%$

的生

长&

$C

'

)结合本次实验结果#

9:.10

联合
@:-1%-

"

6

3L!.a2'

对

胃癌细胞的抑制作用与抑制肿瘤血管生成有一定关系)

综上所述#

9:.10

导入减毒沙门菌载体系统后能在胃癌细

胞内表达#并能通过诱导胃癌细胞凋亡*刺激机体产生免疫因

子及抑制肿瘤新生血管的生成来增强
@:-1%-

"

6

3L!.a2'

的抗

肿瘤活性#但其具体机制仍然需要进一步探讨)本实验从体内

研究
9:.10

联合靶向减毒沙门菌载体
@:-1%-

"

6

3L!.a2'

的抗

肿瘤作用及机制#为寻找理想的特异性基因治疗肿瘤的方法奠

定了基础)
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