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Ê,EPH,T

检索

人源基因序列即
>Z

*

$/$-0)

#送公司化学合成
;<2

区全长片段)取
$

'

7

作为模板#用
=M#BEM2584

进

行目的片段
=;4

扩增#上游引物!

Ab.;̂ 58̂ 88;̂

;8̂ 85; 8̂8 55; ;̂; 8;; 85̂ ;5;;8̂

8;; 55̂ 585 8̂.'b

(下游引物!

Ab.;;8 5̂ ^

5̂ ^;88 ;̂5 5̂ 5;855;558; 8̂5 ^̂ 5

5̂ 55855.'b

)

A&B&B

!

穿梭质粒
@

<;'$A.;EM21.̂ ?=

的构建及重组

质粒的筛选与鉴定
!

采用
$&%]

的琼脂糖电泳
=;4

产物#对
=;4

产物进行回收+纯化#同时将
@

<;'$A.

绿

色荧光蛋白$

?̂=

%+

=;4

产物线性化#并经
3,.?N+#",

交换酶连接+转化+选取阳性克隆经
=;4

鉴定且送大

连宝生物测序)

A&B&C

!

重组腺病毒
@

<;'$A.;EM21

的包装
!

将穿梭

质粒
@

<;'$A.;EM21

与
8!BHS

系统中
@

:6̂ L"S

@(

C$

#

'KME

载体共转染
1('

细胞#观察细胞状态#第
$0

天左

右出现细胞病变$

K

O

F"

@

HFI#KEJJEKF

#

;=C

%#待所有细

胞都变圆并大部分开始脱落时#收集上清液和细胞#

离心后保留细胞和
1B7

上清液#用液氮和
'-`

水浴

锅反复冻融样品
'

次#离心去沉淀)加入
$%]

无菌

甘油#过滤后得到病毒毒种#保存在
X/%`

)

A&B&D

!

8!D.;EM21.̂ ?=

的扩增+纯化与滴度鉴定
!

待
1('

细胞接近长满时#加入毒种
$B7

#当大部分细

胞出现
;=C

且脱落时#收集病毒上清液#再次扩增#

重组腺病毒经
8!E,".[ i#MN+=NM#J#KHF#",\#F

纯化

试剂盒纯化#保存在
X/%`

)采用终点稀释法#计算

病毒滴度)

A&B&E

!

8!D.;EM21.̂ ?=

在肝癌细胞
6E

@

1̂

中的表

达及亚细胞定位
!

在
)

孔板中细胞爬片#将
8!D.̂ ?=

$空载组%+

8!D.;EM21.̂ ?=

$实验组%分别感染
6E

@

1̂

细胞#并设
6E

@

1̂

空白对照组#感染
0/I

后#

=:2

洗

涤
'

次#

0]

多聚甲醛固定
'%B#,

#并采用
<8=3

染

核#激光扫描共聚焦显微镜观察与拍照#蓝光激发和

发射波长分别为
'0%,B

"

0//,B

#

?̂=

激发和发射波

长为
0//,B

"

A1A,B

)

A&B&J

!

45.

U

=;4

和
VE+FEM,PL"F

法检测各组细胞

;EM21

+

@

1-

的表达
!

感染
0/I

后采用
5M#R"L

分别提

取各组细胞的总
4>8

#逆转录合成
K<>8

#采用

2Y:4 M̂EE,

,

荧光染料
45.

U

=;4

二步法检测

;EM21B4>8

表达水平#以
+

.HKF#,

基因作为内参#用

1

X

##

;5值表示基因相对表达量)所用引物
+

.HKF#,

上

游!

Ab.55̂ ;̂ 558;8;;;555;55.'b

#下游!

Ab.̂ 5;8;;55;8;; 5̂5;;8.'b

(

;EM21

上游!

Ab.85; 5̂;55; ;̂;855 5̂5.'b

#下游!

Ab.;̂ ^

5;8;5̂ ;̂ 5 5;8 5;5.'b

(

@

1-T#

@

$

上游!

Ab.

^̂ ;588 ;5;5̂ 8 ^̂ 8 ;8;.'b

#下游!

Ab.55;

55;5̂ 55;5 5̂5 ^̂ ;.'b

)采用全蛋白提取试

剂盒提取各组细胞总蛋白#

:;8

法蛋白定量#取蛋白

'%

)

A%

'

G

行
$%]

十二烷基硫酸钠
.

聚丙烯酰胺凝胶

电泳$

2<2.=8̂ C

%转移至
=i<?

膜+封闭+一抗$分别

为
H,F#.;EM21H,F#P"!

O

+

H,F#.

@

1-T#

@

$H,F#P"!

O

%

0 `

孵育过夜+洗膜#二抗室温孵育
$

)

1I

#洗膜并显色成

像#比较条带灰度值与灰度比)

A&B&K

!

流式细胞术
=3

法检测各组细胞周期的改变

!

腺病毒转染
0/I

后#收集+调整细胞浓度约
$a$%

)

个"
B7

#

-%]

冷乙醇
A%%

'

7

+

0`

下固定
1I

#

$%%

'

7

4>H+E8'-`

水浴
'%B#,

#再加入
0%%

'

7=3

染色混

匀#

0`

避光
'%B#,

(上机检测#记录激发波长
0//,B

处红色荧光)

A&C

!

统计学处理
!

数据采用
2=2211&%

进行分析#计

量资料以
Ic/

表示#组间比较采用单因素方差$

",E.

(-('

重庆医学
1%$/

年
$$

月第
0-

卷第
'$

期



QH

O

8>WiW

%分析#以
!

$

%&%A

为差异有统计学

意义)

B

!

结
!!

果

B&A

!

;EM21

目的基因扩增的
=;4

产物及重组穿梭质

粒
@

<;'$A.;EM21.̂ ?=

的鉴定
!

将
=;4

扩增得到的

产物回收+经
CK"4

,

与
\

@

,

,

双酶切后取
1

'

7

电泳

鉴定#所得到的片段大小约为
$$01P

@

左右#与目的

片段
K<>8

大小一致)重 组 穿 梭 质 粒
@

<;'$A.

;EM21.̂ ?=

测序结果显示#所克隆片段与
>Z

*

$/-0)

序列
;<2

区完全一致$图
$

%)病毒滴度为
$&%a$%

(

=?e

"

B7

)

图
$

!!

7H++1

重组腺病毒测序结果%仅展示部分(

B&B

!

;EM+1

亚细胞定位
!

激光扫描共聚焦结果显示#

在细胞核周围呈现蓝+绿色重叠#少量分布在细胞质

内#见图
1

)

图
1

!!

;EM21

在
6E

@

1̂

肝癌细胞中的表达%亚细胞定位(

B&C

!

各组
6E

@

1̂

肝癌细胞
ÊM21

表达水平比较
!

对照组+空载组
;EM21

表达比较#差异无统计学意义

$

!

%

%&%A

%(感染
0/I

的实验组比对照组
;EM21B4.

>8

相对表达量增加了
$1(&-(

倍$

!

$

%&%$

%#蛋白表

达水平也明显增加$

!

$

%&%$

%#见图
'

)

B&D

!

各组细胞周期的变化
!

流式细胞仪
=3

法结果

显示#与对照组+空载组比较#实验组细胞
^

%

"

^

$

期百

分比明显增加#

^

1

"

Z

+

2

期百分比均明显减少$

!

$

%&%$

%#见表
$

+图
0

)

!!

H

!

!

$

%&%A

#与实验组比较

图
'

!!

各组
6E

@

1̂

肝癌细胞
;EM21

表达水平比较

图
0

!!

各组细胞周期分析结果

%/('
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年
$$

月第
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表
$

!!

各组细胞周期百分比比较%

Ic/

&

]

(

组别
^

%

"

^

$

期
^

1

"

Z

期
2

期

对照组
0'&%(c1&0)

H

$$&A/c$&'(

H

0A&''c$&(-

H

空载组
01&)0c1&')

H

$$&1Ac1&$'

H

0)&$$c$&--

H

实验组
))&A/c$&0( 1&%1c%&/) '$&0%c1&%0

!!

H

!

!

$

%&%$

#与实验组比较

B&E

!

各组
6E

@

1̂

细胞
@

1-T#

@

$

表达水平比较
!

实

验组
@

1-T#

@

$B4>8

表达水平较对照组+空载组明

显上调$

!d%&%1)

+

%&%$(

%#且
@

1-T#

@

$

蛋白表达水平

也明显高于对照组及空载组$

!

$

%&%$

%#见图
A

)

!!

H

!

!

$

%&%A

#与实验组比较

图
A

!!

各组
6E

@

1̂

细胞
@

1-T#

@

$

表达水平比较

C

!

讨
!!

论

!!

;EM21

基因是在肝癌相关基因大规模功能筛选时

发现的与肿瘤转移相关的新基因#研究表明其含保守

的
57;

功能域和特定的
6W[

功能域#

6W[

作为序

列特异性
<>8

结合转录调节因子#在调控基因转录

方面有着非常重要的作用#其对神经酰胺的合成是必

需的#早期研究发现
6W[

域与细胞周期调控密切关

联#通过细胞周期影响细胞生长&

)

'

)此外#

;EM21

在结

构上包含了一个看家基因的典型特征#这是该家族其

它成员所没有的#其在各类肿瘤中抗肿瘤的具体机制

仍不清楚)

本研究应用
8!BHS

系统构建重组腺病毒表达载

体#该包装系统利用了重组酶系统$

;ME.L"S=

和
?7=.

JMF

%#操作简单且重组效率高+获得的病毒产率高+目

的基因的表达水平高#采用的增强型绿色荧光强度较

普通荧光强度提升且保留了荧光蛋白功能的同时能

快速有效的对融合的目的基因进行报告)经酶切+测

序鉴定#

;EM21

重组腺病毒构建成功#并在
6E

@

1̂

肝

癌细胞中形成高效过表达#亚细胞定位结果提示

;EM21

融合蛋白在细胞核周围表达#少量在细胞质)

该重组腺病毒的构建为本课题进一步研究
;EM21

在

肿瘤代谢中的作用及机制奠定了基础)

几乎所有肿瘤细胞的生物学特性都是由于细胞

周期紊乱所导致的失控性生长#即肿瘤细胞的生长依

赖于细胞周期的正常更替&

$$

'

)

^

$

"

2

期是细胞周期的

主要限制点#其中细胞在
^

$

期完成必要的生长和物

质准备#在
2

期完成其遗传物质
..

染色体
<>8

的复

制#

^

1

期进行必要的检查及修复#以确保
<>8

复制

的准确性#然后在
Z

期完成遗传物质到子细胞中的

均等分配#并使细胞一分为二#而
^

%

期是指细胞处于

阻滞的状态#是脱离细胞周期+暂时停止分裂的一个

阶段)本研究中流式细胞仪分析细胞周期各时相的

百分比结果显示
;EM21

基因抑制了肝癌细胞的生长#

使细胞大量处于
^

%

"

^

$

期#阻滞肝癌细胞
6E

@

1̂

进

入下一阶段的增殖及分裂)

为进一步探讨其可能的作用机制#本实验观察了

上调的
;EM21

对细胞周期调节蛋白
@

1-

表达的影响)

@

1-

蛋白是
;3=

"

\3=

家族成员之一#是细胞增殖一个

主要的负调控因子#通过结合及调控各种细胞周期素

$

;

O

KL#,

%

.

细胞周期素依赖性激酶$

;<\

%包括
;

O

KL#,

<

$

<$

#

<1

#

<'

%

.;<\0

"

;<\)

+

;

O

KL#,C.;<\1

复合

物&

$$.$1

'

#从而调控细胞进入
^

$

期和
2

期&

$'

'

#其调控

肿瘤细胞周期的同时能抑制肿瘤细胞的分裂#是负性

调控细胞周期的蛋白&

$0

'

)

@

1-

被认为是人类多种肿

瘤独立的预后因子和未来可能的肿瘤治疗靶点)有

研究报道#

;<\

抑制结构域位于
@

1-

蛋白的
>.

末端

部分#该结构域使细胞足以停滞于
^

%

"

^

$

期#但
@

1-

可能在不同的细胞与不同分子相互作用#在适当的时

间到达适当的细胞内位置发挥其生物学活性#呈现出

对细胞周期不同的调控&

$A

'

)本研究结果提示上调的

;EM21

基因促进
@

1-

蛋白表达增强#这可能是肝癌细

胞
6E

@

1̂

细胞周期
^

%

"

^

$

期阻滞的可能机制之一#

但其具体的分子生物学机制如过表达的
;EM21

是通

过何细胞调控因子或信号调控网络导致
@

1-

上调及

@

1-

通过抑制何种
;

O

KL#,.;<\

复合物导致细胞周期

的改变等等尚待后续深入研究)
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本研究中发现#黄芪
.

葛根以
1f$

+

'f$

比例与

%f$

比例配伍时比较#葛根素吸收
;

BHS

+半衰期+

5

BHS

+

;7

"

?

+消除半衰期等均有明显变化#提示黄芪可以延

长葛根素在大鼠体内吸收半衰期#从而增加葛根素的

治疗时间)黄芪
.

葛根以
%f$

+

1f$

和
'f$

比例配伍

时
;

BHS

及
5

BHS

均无明显差异#表明葛根素在体内吸收

可能具有饱和现象#提示其在体内的吸收可能除了被

动吸收外#还存在主动转运和易化扩散等多种方式)

黄芪
.

葛根以
'f$

比例配伍时消除半衰期+

i

"

?

+

8e;

%X01%

+

8eZ;

+

Z45

等参数的变化较黄芪
.

葛根

1f$

配伍时变化更明显$

!

$

%&%A

%#证实了黄芪
.

葛根

的配伍比例可影响葛根素在体内的药动学行为)

综上所述#本研究从药动学行为上验证了黄芪
.

葛

根以
1f$

和
'f$

的比例配伍时与单用葛根时体内

药动学行为存在明显差异#二者配伍时黄芪可有效提

高葛根素在大鼠体内的生物利用度#减缓消除时间#

延长药物作用时间而达到协同增效的目的)
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