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基因对肺腺癌细胞顺铂敏感性的影响"
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"摘要#
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目的
!

目的用包含切除修复交叉互补"

T<22$

#基因特异
<CD

序列的慢病毒!将其转染入宣威肺腺癌细胞

eE2U%7

中!沉默
T<22$

基因表达!初步探讨其基因沉默效果及对顺铂敏感性的影响!为顺铂耐药逆转提供思路和依据$方法

!

经
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细胞包装后构建
T<22$

基因
<CD#

的慢病毒载体及阴性对照!分别使用
eE2U%7

空白组"空白对照#%

eE2U%7.,4
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组"转染空载体#%

eE2U%7.<CD#

组"转染
T<22$.<CD#

慢病毒#$

E4+F46,GH"F

法检测转染前后
eE2U%7

细胞中
T<22$

蛋白

的表达$

$1&7

!

=
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5U

顺铂作用
0/3

后!用四甲基偶氮唑蓝"

:JJ

#法检测顺铂对各组
eE2U%7

细胞增殖抑制率的影响&流式细

胞术检测各组中
eE2U%7

细胞的凋亡率$结果
!

"

$

#

E4+F46,GH"F

结果显示!

eE2U%7.<CD#

组中
T<22$

蛋白表达水平显著低

于
eE2U%7.,4

=

组"
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#!而
eE2U%7.,4
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和
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空白组差异无统计学意义"
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法检测显示相同浓

度顺铂作用下!

eE2U%7.<CD#

组的增殖抑制率显著高于
eE2U%7.,4

=

组和
eE2U%7

空白组"
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#!而
eE2U%7.,4
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组$

"

'

#流式细胞术检测结果显示!

eE2U%7.<CD#

组凋亡率显著高于
eE2U%7.,4

=

组和
eE2U%7

空白组"

!

$

%&%7

#$而顺铂作用

后!各组凋亡率较前均显著升高"

!

$

%&%7

#!且
eE2U%7.<CD#

组凋亡率显著高于其余两组$结论
!

T<22$

基因
<CD#

的慢病

毒能够有效地沉默宣威肺腺癌细胞
eE2U%7

中
T<22$

基因的表达!并增强
eE2U%7

对顺铂的敏感性$

"关键词#
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遗传载体&

<CD

干扰&

T<22$

&肺腺癌细胞
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以铂类联合第
'

代化学治疗药物是肺癌的标准化学治疗

方案#但无论是初治还是复发的肺癌患者#均可能存在对铂类

药物尤其是顺铂不同程度的耐药#严重影响肺癌化学治疗疗

效&

$.0

'

)因此#如何避免或逆转患者对顺铂耐药是当前的研究

热点)

9CD

损伤修复能力增强是导致实体肿瘤对顺铂耐药的

主要原因)研究表明#

9CD

修复存在
7

种途径!核苷酸切除修

复$

CT<

%*同源重组修复$

I<<

%*非同源末端连接$

CITb

%*碱

基切除修复$

VT<

%和错配修复$

:<<

%)

9CD

损伤主要通过

CT<

途径修复#而切除修复交叉互补$

T<22$

%基因在
CT<

中

起关键作用)因此#反向抑制
T<22$

蛋白表达#可能会减弱

9CD

修复功能#增加肺癌细胞对顺铂的敏感性#促进细胞凋

亡)宣威地区是云南省乃至全国肺癌高发区之一#流行病学研
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究显示其高发人群主要为农民#组织学分型以腺癌为主#女性

患者比例高于男性)前期研究也发现宣威肺腺癌患者中
T<.

22$

基因高表达&

7

'

)慢病毒载体介导的
<CD

干扰$

<CD#,.

F46Q464,O4

#

<CD#

%是研究基因功能和细胞信号转导的重要方

法#可持续有效地抑制靶基因的表达)本研究通过构建
T<.

22$

基因慢病毒干扰载体#将其转导入宣威地区肺腺癌患者的

癌细胞
eE2U%7

中#探讨其对
T<22$

蛋白表达的作用和对顺

铂敏感性的影响#以期为肺癌患者顺铂耐药逆转提供参考)

@

!

材料与方法

@&@

!

材料
!

宣威肺腺癌细胞株
eEU2.%7

#由昆明医科大学第

一附属医院建株#昆明医科大学第三附属医院肿瘤研究所提

供)工具细胞
1('J

由昆明医科大学第三附属医院肿瘤研究

所提供)

<?:;.$)0%

培养液*胰蛋白酶*胎牛血清*

U#

L

".

Q4OFB5#,41%%%

试剂盒均购自
eeU;XT

公司)

V2D

蛋白质定

量试剂盒*细胞及组织总蛋白抽提试剂盒*

E4+F46,GH"F

试剂

盒*

I<?

兔二抗等购自碧云天有限公司)其他试剂均为进口

和国产分析纯)

@&A

!

慢病毒包装
!

利用公用网站按照
<CD

序列设计原则#

设计多个
<CD

靶点序列#根据设计软件进行评估测定#选择

最佳的动力学参数靶点进入后续实验流程)由上海吉凯基因

公司合成含干扰序列的双链
9CD"#H

=

"

#其两端含酶切位点粘

端#直接连入酶切后的
<CD

干扰载体上)将连接好的产物转

入制备好的细菌感受态细胞#对长出的克隆进行
?2<

鉴定#测

序比对正确的克隆即为构建成功的目的质粒)将编码慢病毒

颗粒的重组病毒颗粒及其两种辅助包装载体质粒分别进行高

纯度无内毒素抽提#按
U#

L

"Q4OFB5#,41%%%

试剂盒使用说明进

行共转染
1('J

细胞#转染后按说明书进行培养#之后收集*浓

缩富含慢病毒颗粒的细胞上清液#在
1('J

细胞中测定并标定

病毒滴度)制作完成慢病毒包装产生的病毒液$

T<22$.

<CD#.UW

*

T<22$.,4

=

BF#K4.UW

%由上海吉凯基因技术公司帮

助合成包装)

@&B

!

慢病毒转染
!

将置于
Z/%h

冰箱中保存的细胞株取出#

培养*传代#取处于对数生长期的细胞进行实验)细胞分为

eE2U%7

空白组$空白对照%*

eE2U%7.,4

=

组$转染空载体%*

eE2U%7.<CD#

组$转染
T<22$.<CD#

慢病毒%)感染前
$!

#

将
eEU2%7

细胞接种于
)

孔板中#每孔接种细胞
$]$%

7

#于

'-h

*

7_2Y

1

培养箱培养)

103

后#开始病毒感染#加入
<?.

:;.$)0%

培养液每瓶
75U

#再加入稀释病毒液
$%%

!

U

$

:Y;

值

相当于
$%

%#培养
)3

后换液#继续培养
-13

后进行后续实验)

@&C

!

E4+F46,GH"F

检测
T<22$

蛋白表达
!

病毒感染
'!

后#

分别取感染后的各组细胞#提取总蛋白并测定蛋白质浓度#

V2D

试剂盒定量#

7]

十二烷基硫酸钠$

@9@

%上样缓冲液及蛋

白裂解液将样品浓度定为
'

!

=

"

!

U

)取
1%

!

=

改为
10

!

=

或

/

!

U

蛋白质#与
1]@9@

上样缓冲液
$j$

混合#

$%% h

变性

$%5#,

)置冰上
15#,

#进行
$1_ @9@.

聚丙烯酰胺凝胶电泳

$

?D8T

%胶电泳)电泳完毕后#切胶*转膜)聚偏氟乙烯

$

?W9X

%膜用
1%5U

封闭液$含
7_

脱脂奶粉的
?V@J

%室温孵

育
$3

#弃封闭液#分别加入
T<22$

多克隆抗体$

$j$%%%

%#

0h

孵育过夜后洗膜#加入
I<?

标记的二抗$

$j0%%%

%孵育

后洗膜)加入
T2U

化学发光显色试剂#反应
75#,

#

e

线片曝

光后显影*定影)以
#

.BOF#,

为内参)

@&D

!

四甲基偶氮唑蓝$

:JJ

%法检测细胞增殖抑制率
!

分别

取对数生长期的
eE2U%7

空白组*

eE2U%7.,4

=

组*

eE2U%7.

<CD#

组细胞#其中#

eE2U%7

组为空白对照组)均以
)]

$%

0

"

5U

接种于
()

孔板培养
103

至细胞单层铺满孔底#加入

不同浓度梯度的顺铂)本研究设置
7

个浓度梯度!

'&$17

*

)&17%

*

$1&7%%

*

17&%%%

*

7%&%%%

!

=

"

5U

#每组均设
7

个复孔)

'-h

*

7_2Y

1

继续培养
0/3

#每孔加入
1%

!

U:JJ

溶液#继

续培养
03

后终止#除去孔内培养液)每孔加入
$7%

!

U

二甲

基亚砜#置摇床上低速振荡
$%5#,

#使结晶物充分溶解)用酶

联免疫检测仪测量
0(%,5

波长处吸光度$

F@

%值(重复
'

次#

肿瘤细胞抑制率
\

$

$Z

实验
F@

值"对照组
F@

值%

]$%%_

)

@&E

!

流式细胞检测细胞凋亡情况
!

顺铂作用
0/3

后#将各组

细胞用胰酶处理后悬浮#每组取至少
$]$%

)

"

5U

细胞#以

$%%%6

"

5#,

速度离心
75#,

#弃培养液)

?V@

洗
$

遍#加入

-%_

冷乙醇固定#

0h

过夜)加入
?;

染色液
;5U

#置于
0h

冰

箱中避光染色#

%&73

后用流式细胞仪检测#用相关软件分析

数据#计算凋亡细胞所占的百分比)检测前先以人淋巴细胞作

为标准品#调校仪器
2W

值在
'&%_

内)实验重复
'

次)

@&F

!

统计学处理
!

采用
@?@@$7&%

软件处理数据#计量资料

以
< 8̂

表示#进行方差齐性检验#比较采用
1

检验)以
!

$

%&%7

为差异有统计学意义)

A

!

结
!!

果

A&@

!

转 染 前 后
T<22$

蛋 白 表 达 情 况
!

eE2U%7

组*

eE2U%7.,4

=

组*

eE2U%7.<CD#

组细胞中
T<22$

蛋白的相

对表达量分别为
%&7-^%&%1

*

%&70^%&%'

*

%&$$^%&%1

)

eE2U%7.<CD#

组细胞中
T2<<$

蛋白的相对表达量显著低于

其余两组$

!\%&%%

%#而
eE2U.%7

空白组*

eE2U%7.,4

=

组差

异无统计学意义$

!\%&/$

%#见图
$

)

!!

$

!

eE2U%7

空白组(

1

!

eE2U%7.,4

=

组(

'

!

eE2U%7.<CD#

组)

图
$

!!

<CD#

转染对
T<22$

蛋白表达的影响

A&A

!

<CD#

转染对顺铂药物敏感性的影响
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对顺铂药物的敏

感性)流式细胞检测显示#通过单用
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病毒联合顺铂的组别中#其凋亡更为明显#提
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转染能够提高宣威肺腺癌细
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综上所述#采用
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干扰技术能够有效地沉默肺癌细胞

系中
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的表达#提高肺腺癌细胞对顺铂的敏感性)这一

发现为肺癌治疗提供了新思路#也为肺腺癌铂类耐药机制的认

识提供了新的视角)
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