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")!

!

荧光显微镜检测
-'QL2

的转染效率
!

WcM

标记的
=Q/

OO(/-'QL2

转染
23!*

'

__M

细胞
#"9

后"于荧光显微镜下观

察各组细胞内
WcM

的表达%空白对照组未见细胞内有荧光表

达"余组均可见细胞内有荧光表达"且多数细胞荧光等级达
j

j

以上"提示转染成功"见插
+

图
(

%通过细胞记数板记数并

计算"转染效率达
0"@

以上%

")"

!

转染
=QOO(/-'QL2

后
=QOO(AQL2

表达变化

")")!

!

扩增曲线及熔解曲线分析
!

扩增曲线示所有细胞可以

扩增出
W2M_T

及
=QOO(

基因"实验成功%熔解曲线分析只

出现
=QOO(

及
W2M_T

双峰"提示
Q]/MOQ

扩增的特异性较

好"结果可信"见图
1

%

")")"

!

转染
=QOO(/-'QL2

后
=QOO(AQL2

表达水平变化

!

=QOO/-'QL2(

!

=QOO/-'QL21

!

=QOO/-'QL2#

组
=QOO(

##1#
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AQL2

相对表达量分别为
$+)$!d3)#(

!

$()$1d!)0#

!

13)+3

d1)+!

"与空白对照组比较"差异均有统计学意义*

!

$

")"3

+%

阴性对照组
LO/=QOO(AQL2

表达量为
*3)(*d+)!3

"与空

白对照组比较"差异无统计学意义*

!

%

")"3

+"见图
1

%

")#

!

23!*

'

__M

对顺铂敏感性变化
!

各转染组
23!*

'

__M

细胞对顺铂的敏感性增加%空白对照组对顺铂的
>O

3"

值为

(*)$1

(

D

'

AX

"

=QOO(/-'QL2(

!

=QOO(/-'QL21

!

=QOO(/-'Q/

L2#

组对顺铂的
>O3"

分别为
!)3*

!

3)+(

!

")00

(

D

'

AX

"与空

白对照组比较"差异有统计学意义*

!

$

")"3

+%

图
1

!!

转染后各组细胞
=QOO(AQL2

的表达情况

#

!

讨
!!

论

近年来的研究表明"细胞信号转导中相关因子的表达异

常!肿瘤细胞
_L2

修复的异常及其他相关基因的表达异常与

肺癌耐药性的产生存在密切联系(

#

)

%随着肿瘤耐药机制研究

的不断深入"目前认为耐药是多种基因参与机制共同作用的结

果"因此针对相关耐药基因分子"制定出个体化治疗方案"增加

癌细胞对化疗药物的敏感性"以提高临床疗效%

顺铂目前被认为是治疗
LEOXO

最有效的单药之一%其

作用机制为形成铂
/_L2

加合物"抑制
_L2

的复制和转录"导

致细胞不能复制而凋亡(

!

)

%肿瘤细胞对顺铂耐药考虑有以下

机制&*

(

+对铂类介导的
_L2

损伤修复能力增强-*

1

+谷胱甘

肽和金属药物降解酶的表达增加-*

#

+细胞对顺铂的摄取下降-

*

!

+凋亡通路的改变%其中
_L2

修复能力增强是顺铂耐药的

重要原因(

3/$

)

%

_L2

损伤修复主要有以下途径(

0

)

&同源重组修

复*

9&A&:&

D

&;-648&A<'.75'&.7:64

?

7'6

"

TQQ

+!非同源末端联

结*

.&.9&A&:&

D

&;-4.%

,

&'.'.

D

"

LT=U

+!核苷酸切除修复*

.;/

8:4&5'%44F8'-'&.64

?

7'6

"

L=Q

+!碱基切除修复*

<7-44F8'-'&.64/

?

7'6

"

Z=Q

+和错配修复*

A'-A758964

?

7'6

"

GGQ

+

(

*/((

)

%

L=Q

是

哺乳动物细胞
_L2

修复的主要途径"

=QOO(

基因属于
L=Q

途径"参与
_L2

损害的辨认及
_L2

片段切除"因此
L=Q

途

径在顺铂耐药机制中起关键作用%

=QOO(

是一种高度保守的单链
_L2

核酸内切酶"全长

(3h("

#

<

?

"含
("

个外显子"具识别功能"且具核酸内切酶活

性"被认为在
L=Q

通路中起着速度限制性作用(

(1

)

%

=QOO(

和铂类药物耐药密切相关"

=QOO(

过表达可使停滞在
W

1

'

G

期的损伤迅速修复"导致对顺铂耐药%

=QOO(

表达降低则难

以清除
M5/_L2

加合物"则会对铂类药物的作用更加敏感%资

料表明"体外培养的卵巢癌!宫颈癌!睾丸癌!膀胱癌以及

LEOXO

等的细胞系"在加入铂类药物后"出现的铂类药物抵抗

与
=QOO(AQL2

表达有关(

(#

)

%同样"临床上一些回顾性研

究也提示"

=QOO(AQL2

过度表达与进展期胃癌!卵巢癌!结

直肠癌!食管癌!

LEOXO

等的铂类药物化疗抵抗密切相

关(

(!/(*

)

"由此"学者们开始应用药物干预或基因封闭技术的手

段影响
=QOO:

基因及蛋白的表达"并寻求逆转耐药的途径%

QL2

干扰技术是近年出现的一种研究基因功能和进行基

因治疗的一种新方法"是外源双链
QL2

*

%&;<:4/-567.%4%

QL2

"

%-QL2

+分子在
AQL2

水平沉默靶基因"阻断基因的表

达%它具有序列特异性和高效性及操作简单等特点"

-'QL2

是
QL2

干扰作用中不可缺少的重要环节"它更接近
AQL2

分子"沉默基因表达的机制和稳定性方面都比反义寡核苷酸技

术有优势"

O97.

D

等(

1"

)首先设计合成了针对
=QOO(

的
-'Q/

L2

"导入
T4:7/E#

肝癌细胞!

GOc/$

乳腺癌细胞和
TO]((+

大肠癌细胞后均检测到
=QOO(

的表达下降"且细胞对铂类药

物的敏感性增加%

因此本研究设计合成了靶向
=QOO(

基因的
-'QL2

"构建

携带
=QOO(/-9QL2

的重组质粒表达载体"将其转染入
23!*

'

__M

后"随后采用
Q]/MOQ

检测
=QOO(AQL2

的表达"其中

作者选用
X'

?

&C4857A'.41"""

作为转染的脂质体载体"质粒上

携带有
WcM

绿色荧光标记"在转染入细胞后"载体同时表达

WcM

蛋白%便于实时检测表达载体的转染效率"可方便地对

细胞的转染条件进行优化以提高载体的转染效率"增强
-'Q/

L2

的表达以及目的基因的基因沉默效果%转染后在荧光显

微镜下观察"未加入
-'QL2

组的细胞内没有荧光"而加入
LO/

-'QL2

和转染组中转染成功的细胞内发出绿色荧光"观测非

常方便"且根据荧光强度及发光细胞比值可以判断转染效率%

实验结果显示
=QOO(

基因表达水平均降低"

=QOO(/-'QL2

能有效干扰
=QOO(

基因的表达"阻断信息转导"进而沉默目

的基因的表达"且筛选出干扰目的基因效率最高的
=QOO(/

-'QL2#

"

G]]

检测显示转染后肺癌
23!*

'

__M

细胞对顺铂

>O

3"

值明显降低"敏感性明显增加"部分逆转化疗耐药"由此可

见"运用
QL2

干扰技术抑制
LEOXO

细胞株
=QOO(

基因的表

达可以提高肺癌细胞对化疗药物的敏感性"为基因治疗逆转

LEOXO

顺铂化疗耐药提供了新的思路"并提供了可靠的实验

依据"

=QOO(

可作为新的治疗靶点"用于指导个体化治疗-然

而"由于肿瘤细胞产生耐药机制相当复杂"还需要进行深入的

药物实验及体内动物实验"来确证以
=QOO:

为靶基因的
QL2

干扰逆转
LEOXO

顺铂耐药的有效性%
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