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)但是其在肿瘤生成中的

具体调控机制和对肿瘤细胞的生物学特性的确切影响仍不清

楚)本研究通过
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干扰$
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%的方法

使人胶质瘤细胞株
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中
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表达下降#探讨
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基因在胶质瘤发生*发展中的作用#为胶质瘤的治疗寻找新的

策略)
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琼脂糖凝胶电泳#紫外线下检测并

拍照#比较各组灰度变化)

A8B8C

!

bEBJEICSH?J

检测胶质瘤细胞中
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蛋白的表达
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转染后
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收集各组细胞#裂解后#
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电泳#电转
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值与内参照
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分析)
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转染后
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染色观察各

组细胞凋亡)荧光显微镜下观察红色荧光)
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转染后
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比色实验分析转染后细胞增殖活性改变
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, 个细胞#待细胞达
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异干扰序列
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由脂质体包裹进行转染)
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波长处读取吸收值)计算干扰后对细胞的生

存抑制率)以空白对照组*空载体转染组和无关序列转染组作

对照#每组设
,

个复孔)
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统计学处理
!

采用
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统计软件对实验数据进行

统计分析#数据以
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表示#采用单因素方差分析#以
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为差异有统计学意义)
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结
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果
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分析转染后
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水平变化
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产物电泳显示#空载体转染组和无关序列转染组
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的表达未受抑制#两组差异无统计学意义$
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%&而干

扰组
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的表达明显降低#差异有统计学意义

$
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%#说明
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干扰有效#能够有效地从
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水平

抑制目的基因表达)见图
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!空载体转染组&
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!无关序列转染组&
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!干扰组)

图
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基因有效特异干扰序列筛选图
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分析转染后
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蛋白表达变化
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检测不同组
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蛋白的表达差异#干扰组
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蛋白的表达显著下降$
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检测细胞凋亡
!

干扰组出现明显梯形电泳

条带#说明有较明显的细胞凋亡#而空白对照组*空载体转染组

和无关序列转染组未见梯形电泳条带)见图
,

)
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#3

染色检测细胞凋亡
!

空白对照组*空载体转染组和无

关序列转染组细胞未见明显凋亡#而干扰组细胞染色质出现浓

缩状态#细胞核的染色质高度凝聚*边缘化#部分细胞核裂解为

碎块#产生凋亡小体#符合凋亡的形态学改变)见封
,

图
;
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!空载体转染组&

,

!无关序列转染组&
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!干扰组)

图
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检测干扰后
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蛋白表达
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标记物&

-

!空白对照组&

D

!空载体转染组&

,

!无关序列转

染组&
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!干扰组)

图
,
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检测细胞凋亡
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检测细胞凋亡率
!

转染
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后
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检测显示空

白对照组*空载体转染组*无关序列转染组和干扰组细胞凋亡

率分别为$

D8D)_+8);
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#经单因素方差分析发现#干扰组细胞凋亡

率明显高于其他
,

组$

+9D-=8:)

#

!9+8++

%#而空白对照*空

载体转染组和无关序列转染组之间凋亡率的差异无统计学意

义$
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!空载体转染组&
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检测细胞凋亡

表
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转染
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各组吸光度值比较

组别 光吸收值$
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% 抑制率$
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空载体转染组
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显示干扰组光吸收值明显低于空白对照组*空载体转染组和无

关序列转染组#而空白对照组*空载体转染组组和无关序列转

染组之间差异无统计学意义$
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%)干扰组对
ZD*-

细胞

生长的抑制率为
;;8;+1

#明显减慢了细胞生长)见表
-

)

C

!

讨
!!

论

#&$c

0

蛋白由核基因编码#具有靶向线粒体的特殊氨基

酸序列#在内质网合成后转送到线粒体发挥作用)

#&$c

0

是

#&$c

家族的重要成员#其主要作用是抗氧化#保持细胞内活

性氧$

&"4

%稳态)有研究证明#细胞的氧化还原状态与肿瘤的

形成密切相关)因此作为调节细胞内
&"4

水平同时对细胞凋

亡有重要影响的基因#

#&$c

0

有可能与肿瘤的形成有一定的

关联'

)6:

(

)另外#

#&$c

0

还是
O6'

Q

O

癌基因的靶基因'

7

(

)在
O6

'

Q

O

癌基因产生的促进细胞增殖和转化的过程中必需
#&$c

0

的参与)有文献应用免疫组化法研究了
#&$c

基因在胶质

瘤中高表达'

=6-+

(

#但该基因在胶质瘤中作用的研究尚未见

报道)

&(%@

是双链
&(%

$

>B&(%

%介导的特异性基因表达沉默

现象'

--

(

)

&(%@

具有很大的优越性!$

-

%抑制目标基因表达的

效能非常高)

&(%@

有级联放大效应#效率高#用量低#微量的

>B&(%

就能显著地抑制基因的表达)$

D

%特异性好)

B@&(%

是严格按照碱基配对的法则与目标
'&(%

结合#对互补序列

特异性的要求相当高#甚至可以实现单个突变基因的表达抑

制)很多研究都证实与互补
'&(%

相差一个碱基序列的
B@&6

(%

抑制目标基因表达的效能大大下降#而相差两三个碱基序

列的
B@&(%

的作用则完全丧失)因此#其用于疾病的基因治

疗针对性强#安全性高#不良反应小)

由于
&(%@

具有普遍*高效*特异*安全的特点#因此被越

来越多地应用于,关闭-特定基因表达#而成为研究基因功能

的有效手段'

-D6-*

(

)由于该技术可对靶基因的表达实现高效抑

制且操作较基因敲除更为简便*快速#因此目前
&(%@

已成功

用于功能基因组学*药物靶筛选和细胞信号传导通路等多方面

的研究)该技术也迅速被应用于脑胶质瘤治疗的研究中)

&(%@

可以高效*特异地关闭或抑制抗凋亡基因的表达#从而

诱导肿瘤细胞凋亡#抑制肿瘤生长)

#&$c

0

与细胞凋亡有关#

#&$c

0

过表达可以抑制药物

诱导的凋亡#而降低
#&$c

0

表达使得细胞对凋亡更加敏

感'

-)6-:

(

)本研究利用
&(%@

成功地抑制了
ZD*-

细胞中

#&$c

0

基因和蛋白的表达#转染后
;7K.!Y

检测#干扰组细

胞凋亡率明显高于对照组#差异有统计学意义&

$(%HN>>EI

显

示干扰组有凋亡典型的梯形条带#而各对照组未见此现象&

#3

染色显示干扰组细胞染色质出现浓缩状态#细胞核的染色质高

度浓染#部分细胞核裂解为碎块#符合凋亡的形态学改变&干扰

组对
ZD*-

细胞生长的抑制率为
;;8;1

#明显减慢了细胞生

长#而无关序列转染组*空载体转染组和空白对照组之间细胞

生长无明显差异)结果表明#

#&$c

0

基因在胶质瘤中高表达

可以抑制肿瘤细胞凋亡#从而使其增殖加快#而抑制
#&$c

0

基因表达能够诱导胶质瘤凋亡#减缓肿瘤生长#因此#

#&$c

0

基因有可能成为胶质瘤基因治疗的靶基因#为胶质瘤治疗提供

了一个新的选择)但其诱导凋亡的机制还需进一步研究)
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