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要"目的
!

构建婴儿双歧杆菌介导的胞嘧啶脱氨酶"
63

氟胞嘧啶!

@R

"

63J@

#肿瘤基因治疗系统%探讨该系统对小鼠黑色

素瘤细胞
T("3J('

的体外杀伤效应&方法
!

构建重组质粒
;

\%B3@R

%以电穿孔法转化婴儿双歧杆菌%筛选阳性克隆菌%然后加入

63J@

厌氧培养%

!)<

后取其上清液%作用于小鼠黑色素瘤
T("3J('

细胞%采用
IAA

法检测细胞存活率%并观察细胞形态学改变&

结果
!

成功构建出婴儿双歧杆菌介导的
@R

"

63J@

肿瘤基因治疗系统&与空白对照组和
;

\%B

组相比%

@R

组肿瘤细胞发生了明

显的形态学改变%细胞存活率明显降低&结论
!

婴儿双歧杆菌介导的
@R

"

63J@

系统对小鼠黑色素瘤
T("3J('

细胞具有明显的体

外杀伤效应&

关键词"婴儿双歧杆菌$胞嘧啶脱氨酶$肿瘤基因治疗$靶向性
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胞嘧啶脱氨酶'
63

氟胞嘧啶*

8
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63J@

+系统是肿瘤基因治疗的研究热点"以往多

采用腺病毒或逆转录病毒作载体!由于基因转染效率低%安全

性差!故不能广泛应用于临床"本文用婴儿双歧杆菌作基因转

运载体!根据实体瘤内低氧代谢特点及厌氧菌趋低氧环境的特

性!婴儿双歧杆菌可靶向定植于实体肿瘤局部!并在局部表达

其携带的外源基因
@R

!后者能将抗癌前药
63J@

转变为毒性

代谢产物
63

氟尿嘧啶*

63H:D+L+DL=8,:

!

63Jd

+!进而杀死肿瘤细

胞"本研究在构建婴儿双歧杆菌介导的
@R

'

63J@

系统基础

上!进一步检测并探讨其对小鼠黑色素瘤
T("3J('

细胞的体外

杀伤效应"

!

!

材料与方法

!-!

!

材料
!

T("3J('

鼠黑色素瘤细胞株*武汉大学中国典型

培养物保藏中心+!婴儿双歧杆菌
!''(

*卫生部华西口腔生物

医学工程重点实验室微型厌氧培养系统研究基地提供+!逆转

录
_@5

试剂盒*

S1[,EL+

F

?1

公司+!

63J@

*

#,

F

>=

公司!用
'-&U

生理盐水溶解+!重组质粒
;

\%B3@R

%

!''^

;

RC7 I=LN?L

*本

实验室保存+"

!-"

!

重组质粒
;

\%B3@R

转染婴儿双歧杆菌及鉴定

!-"-!

!

重组质粒
;

\%B3@R

的构建
!

前期已完成(

(

)

"

!-"-"

!

转染
!

婴儿双歧杆菌于
.2a

厌氧培养!用电穿孔法将

重组质粒
;

\%B3@R

瞬时转染至婴儿双歧杆菌!然后将菌液涂

布于
I5#

固体培养基*含
6U

氨苄青霉素+!继续厌氧培养!

2!

<

后!挑选阳性克隆菌进行鉴定"

!-"-#

!

鉴定
!

挑选阳性克隆菌!提取细菌的总
RC7

及总

5C7

!分别进行
@R

基因的
_@5

扩增和
5A3_@5

扩增*具体操

作按试剂盒说明书进行+!扩增产物进行琼脂糖凝胶电泳检测"

@R

基因引物序列为&上游引物&

6Z37A\\7A@@\\7\\@A

77@77A \3.Z

!下游引物&

6Z3\\\ \77 AA@ A\A 77@

@@7\A@\A3.Z

"
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!

阳性转化菌联合
63J@

对鼠黑色素瘤
T("3J('

细胞株的

杀伤效应检测

!-#-!

!

细菌培养及菌液处理
!

在阳性转化菌中加入
63J@

*终

浓度为
(>>+:

'

$

+!

.2a

厌氧培养!

!)<

后离心收集菌液上清

液"然后加入醋酸乙酯!离心吸取上清液!真空干燥后用生理

盐水溶解!由此获得细菌处理液"

!-#-"

!

IAA

法测定细胞存活率
!

以
!h('

)

'孔将
T("3J('

细胞接种于
&"

孔培养板!然后每孔内加入细菌处理液"实验

分为
.

组&空白对照组%

;

\%B

组*

;

\%B

空质粒转化菌处理

组+及
@R

组*

;

\%B3@R

重组质粒转化菌处理组+!每组均设
.

个复孔"

)4<

后观察各组细胞形态学改变!并采用
IAA

法检

测细胞存活率!用酶标仪于
)&'1>

波长处测定各孔吸光度

*

7

+值"计算方法为&细胞存活率*

U

+

i

实验组
7

值'对照组

7

组
h(''U

"

!-$

!

统计学处理
!

应用
#_##(.-'

统计软件进行数据分析"

所有计量资料均以
Jg@

表示!组间比较采用单因素方差分析!

以
!

"

'-'6

为差异有统计学意义"

"

!

结
!!

果

"-!

!

@R

基因检测结果
!

_@5

及
5A3_@5

扩增产物进行凝胶

电泳!结果在相应泳道上分别出现一大小约
(-.N̂

的特异性

片段!与
@R

基因片段大小一致"证实外源性
@R

基因片段已

整合至婴儿双歧杆菌细菌基因组中!并能在
>5C7

水平上表

达*图
(

+"

"-"

!

T("3J('

肿瘤细胞形态学变化
!

T("3J('

细胞加入细菌

处理液继续培养
)4<

后!各组细胞形态学变化有明显不同*图

!

+"

@R

组的肿瘤细胞大部分死亡!仅有少数细胞贴壁生长!培

养液中可见大量细胞碎屑!残存的细胞形态发生明显变化!原

有的贴壁生长形态消失!胞核固缩!折光性下降!表现出明显的

细胞损伤改变!而空白对照组和
;

\%B

组的肿瘤细胞形态变化

均不明显"

!!

(

&

_@5

产物,

!

&

!''^

;

RC7$=**?LI=LN?L

,

.

&

5A3_@5

产物"

图
(

!!

_@5

及
5A3_@5

产物的琼脂糖凝胶电泳结果

!!

7

&空白对照组,

T

&

;

\%B

组,

@

&

@R

组"

图
!

!!

各组细胞形态学变化#

h!''

倍$

"-#

!

各组细胞存活率
!

菌液中加入
63J@

共培养!阳性转化菌

所表达的
@R

即可将
63J@

转变为
63Jd

!然后杀伤
T("3J('

肿

瘤细胞"细胞存活率结果显示!

@R

组的细胞存活率为*

)2-"'

g(-!2

+

U

!明显低于空白对照组(*

&4-!6g'-6.

+

U

)和
;

\%B

组(*

&.-62g!-.4

+

U

)!差异有统计学意义*

!i'-'''

+"而空

白对照组与
;

\%B

组差异无统计学意义*

!i'-'&4

+"表明

@R

基因在婴儿双歧杆菌中成功表达!并能够将
63J@

转化为

63Jd

!抑制肿瘤细胞生长"

#

!

讨
!!

论

肿瘤自杀基因治疗是将1自杀2基因*

0D,8,*?

F

?1?

+导入肿

瘤细胞!表达的基因产物能把无毒的抗癌前药*

;

L+*LD

F

+转化

成抗癌药物!进而杀伤肿瘤细胞(

!

)

"近年来
@R

'

63J@

系统是

肿瘤自杀基因治疗的研究热点"人类及其他哺乳动物体内不

含有
@R

基因!研究所用的
@R

基因主要来源于大肠埃希菌!其

表达产物约为
)4'''

"

63J@

是一种抗真菌药物!本身并不具

有抗癌作用!但在
@R

的催化作用下可脱去氨基转化成
63Jd

"

63Jd

是临床上常用的抗代谢类抗肿瘤药物!在体内可被嘧啶

代谢酶系转化为毒性代谢产物
63

氟脱氧单磷酸尿嘧啶*

63

J*dI_

+%

63

氟脱氧三磷酸尿嘧啶*

63J*dA_

+和
63

氟三磷酸尿

嘧啶*

63JdA_

+!进而干扰或阻断细胞的核酸代谢!造成细胞死

亡(

.3)

)

"传统自杀基因治疗多采用腺病毒或逆转录病毒作载

体!进而转化肿瘤细胞"研究表明此疗法存在以下缺点&*

(

+转

化效率低!即使存在1旁观者效应2!抗瘤效果也很局限,*

!

+腺

病毒和逆转录病毒作载体!安全性难以保证,*

.

+全身途径给药

不可避免会引起正常组织细胞被转化!不良反应较大(

634

)

"鉴

于以上几点!迫切需要探索一种新的%更加安全可靠的载体系

统用于肿瘤基因治疗"

人类大多数肿瘤属于实体瘤!且瘤体内部通常存有低氧代

谢区(

&

)

"根据这一特点!当全身静脉推注厌氧菌后!厌氧菌趋

低氧环境的特性可使其靶向定植于实体肿瘤局部!并由孢子状

态迅速活化!进而大量增殖"前期实验通过放射性同位素体内

示踪%组织匀浆厌氧培养及组织切片等技术已证实婴儿双歧杆

菌对小鼠黑色素瘤具有明显的靶向特性(

('

)

"在此基础上!本

研究构建出携带
@R

基因的重组婴儿双歧杆菌!静脉推注后细

菌可迅速定植于实体瘤局部!表达外源基因酶活性!并将全身

途径给予的抗癌前药
63J@

转化为抗癌药
63Jd

!专性杀伤肿瘤

细胞"与传统自杀基因治疗相比!这种改良后的自杀基因治疗

体系有以下优越性&*

(

+对实体瘤靶向性强!全身途径给药后可

减少对正常组织的损伤!降低不良反应,*

!

+携带自杀基因的转

化菌在肿瘤局部活化后直接表达酶活性!不必再去转化癌细

胞!转化效率明显提高,*

.

+婴儿双歧杆菌属于非致病性厌氧宿

主菌!正常即存在于人类及其他哺乳动物的低位小肠和大肠

中!以此为载体安全性较高"

本研究结果表明!

@R

组的细胞形态发生明显改变!细胞

存活率明显降低!提示婴儿双歧杆菌介导的
@R

'

63J@

肿瘤基

因治疗体系初步构建成功!能够表达
@R

活性!杀伤肿瘤细胞!

降低细胞存活率"随着肿瘤基因治疗体系的不断发展和完善!

这种抗癌微生物介导的基因治疗很有可能成为下一步肿瘤治

疗的研究焦点!进而向临床逐步推广应用"
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很多!血液直接接触管道等非生理性物质表面%非生理性灌注%

缺血再灌注%手术创伤等机械刺激均可导致白细胞和血管内皮

细胞释放大量炎症因子(

(.

)

!例如
S$3(

%

S$3"

及
ACJ3

"

等在炎

症反应中起着重要的作用(

()

)

!而这些促炎细胞因子的水平可

直接反映体外循环后
#S5#

的严重程度(

(6

)

"本研究结果显示

#\T

对炎症反应的抑制!具体体现在上述炎症因子血浆浓度

的降低"罗哌卡因作为长效局麻药!阻滞时间长于短效局麻药

利多卡因!但本研究中抑制炎症反应的效果并未超过初期应用

利多卡因抑制炎症反应的效果"可能原因为&*

(

+体外循环和

心脏手术所造成的过度应激反应初期!机体产生了炎症反应!

当应激持续较长时间后!机体对应激产生了耐受性!应激并不

继续导致炎症反应!所以!

#\T

抑制应激的时间对炎症反应的

影响并无差别,*

!

+在体外循环和心脏手术所造成炎症反应初

期!

#\T

抑制了应激!减轻了炎症反应!但随着手术的进程!其

他引起炎症反应因素的出现!并成为主要原因!虽
#\T

抑制了

应激反应!但机体的全身炎症反应并未由持续的应激状态所维

持!所以
#\T

时间对炎症反应的影响并无差别"

罗哌卡因应用于
#\T

对体外循环和心脏手术引起的应激

反应有一定的抑制作用!降低了应激反应对机体的打击!从而

减轻了炎症反应,但
#\T

减轻炎症反应的效果可能并不会因

局麻药的作用时间长短而有明显的区别"总之!

#\T

对因体

外循环引起的炎症反应有一定的抑制作用!具体的机制尚待进

一步探讨"
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?1Ê =0=:,1HD0,+1L=E?0+H'-!UL+

;

,[=8=,1?H+L0<+D:*?L0DL3

F

?L

9

(

W

)

-V+L?=1W71?0E<?0,+:

!

!'('

!

6&

*

(

+&

!2-

(

&

)

T?LE<+1 C

!

_:=,1=L*B

!

@=E<?:,1?=DB

!

?E=:-%HH?8E+H

X+D1*,1H,:EL=E,+1+HL+

;

,[=8=,1?,1

;

+0E+

;

?L=E,[?

;

=,1=H3

E?L?OEL=

;

?L,E+1?=::=

;

=L+08+

;

,8L=*,8=:

;

L+0E=E?8E+>

9

(

W

)

-_L+

F

dL+:

!

!'('

!

!'

*

"

+&

).6-

(

('

)

I,ND1,S

!

G,L=,G

!

A+

9

=>=e

!

?E=:-%HH,8=8

9

+H,1EL=E<?8=:

>+L

;

<,1?X,E<?

;

,*DL=:L+

;

,[=8=,1?,1HD0,+1H+L

;

+0E8?3

0=L?=1=1=:

F

?0,=

(

W

)

-W@:,171?0E<

!

!'('

!

!!

*

)

+&

!"4-

(

((

)

G,L+E=V

!

TL+X1?A

!

7

;;

=*DT$

!

?E=:-R+:+8=:=1=?03

E<?E,80,1E?L=8EX,E<*,<

9

*L+

;9

L,*,1?̂,1*,1

F

0,E?0+11?D3

L+1=:$LE

9;

?@=

!b

8<=11?:0

4 (

W

)

-TLW71=?0E<

!

(&&2

!

24

*

!

+&

(46-

(

(!

)

Y=:?1KD?:=@

!

R?:

;

+1%

!

JL=1

P

D?K=$

!

?E=:-%HH?8E0+H

L+

;

,[=8=,1?+1=

;

+E=00,D>8<=11?:

*

<N[(-6

+

8:+1?*HL+>

<D>=1[?1EL,8:?

(

W

)

-71?0E<?0,+:+

F9

!

(&&2

!

4"

*

.

+&

2(4-

(

(.

)罗爱林!廖志品!田玉科!等
-

心肺转流心内直视术围术期

血清重要炎性细胞因子水平变化与全身炎性反应综合征

(

W

)

-

临床麻醉学杂志!

!''6

!

!(

*

(!

+&

4'"-

(

()

)

@<L

9

0=1E#\-A<?

;

=E<+

;

<

9

0,+:+

F

,8L+:?+HE<? L̂=,15?3

1,1371

F

,+E?10,10

9

0E?>,10EL+N?

;

L+E?8E,+1

&

8:,1,8=:,>3

;

:,8=E,+10

(

W

)

-W@:,1G

9;

?LE?10

*

\L??1X,8<

+!

!''2

!

&

*

"

+&

)6)-

(

(6

)

]=1#

!

I=L8<=1E7

!

R?0>?1EWI

!

?E=:-GD>=18

9

E+N,1?

L?0

;

+10?0E+8=L*,=EL=10

;

:=1E=E,+1=1*8+L+1=L

9

=LE?L

9

^

9;

=00

F

L=HE,1

F

(

W

)

-WA<+L=8@=L*,+[=08#DL

F

!

(&&"

!

((!

*

!

+&

6"'-

*收稿日期&

!'('3'63(4

!

修回日期&

!'('3'"3'&

+

*上接第
.(&(

页+

!!

0ELD8E,+1+HT,H,*+̂=8E?L,D>S1H=1E,0

'

@RA=L

F

?E,1

F

\?1?

A<?L=

;9

#

9

0E?>

(

W

)

-A<? @<,1?0?3\?L>=1W+DL1=:+H

@:,1,8=: 1̀8+:+

F9

!

7D

F

!

!''6

!

)

*

)

+&

!))-

(

)

)

e=K=X=V

!

JD

/

,>+L,I

!

7>=1+W

!

?E=:-T,H,*+̂=8E?L,D>

:+1

F

D>=0=*?:,[?L

9

0

9

0E?>H+L8=18?L

F

?1?E<?L=

;9

&

0?3

:?8E,[?:+8=:,K=E,+1=1*

F

L+XE<,1<

9;

+O,8ED>+L0

(

W

)

-

@=18?L\?1?A<?L=

;9

!

!''"

!

(!

*

!

+&

!"&-

(

6

) 王治伟!杨强!赵渝!等
-

肿瘤靶向治疗技术现状(

W

)

-

重庆

医学!

!''&

!

.4

*

"

+&

2(.-

(

"

) 吴秀伟!利炜!何远春!等
-

多肿瘤标志物蛋白芯片系统在

鉴别良恶性胸腹腔积液中的价值(

W

)

-

安徽医药!

!''&

!

(.

*

.

+&

62-

(

2

) 窦晓辉!赵晓明!王燕群!等
-

重组人
;

6.

腺病毒注射液联

合化疗治疗喉癌的试验研究(

W

)

-

海南医学!

!''2

!

(4

*

'2

+&

(!2-

(

4

) 李常林!张艳!何培华!等
-

肿瘤标志物联合检测对恶性肿

瘤诊断的意义探讨(

W

)

-

检验医学与临床!

!''&

!

"

*

(6

+&

.'-

(

&

)

e=K=X=V

!

JD

/

,>+L,I

!

C=N=>DL=A

!

?E=:-T,H,*+̂=8E?L,3

D>:+1

F

D>=0=*?:,[?L

9

0

9

0E?>H+L

F

?1?E<?L=

;9

+H8<?>3

,8=::

9

,1*D8?*L=E>=>>=L

9

ED>+L0

(

W

)

-TL?=0E@=18?L5?3

0?=L8<=1*AL?=E>?1E

!

!''2

!

2!

*

.

+&

("6-

(

('

)吴瑜!易成!王树人!等
-

婴儿双歧杆菌对小鼠黑色素瘤模

型肿瘤组织的靶向性(

W

)

-

四川大学学报&医学版!

!''6

!

."

*

.

+&

)."-

*收稿日期&

!'('3'"3'&

!

修回日期&

!'('3'23(4

+

)&(.

重庆医学
!'('

年
(!

月第
.&

卷第
!.

期




