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神经胶质瘤细胞系

的建立!为进一步研究神经胶质瘤发病相关因素及
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相关的信号传导机制!提供较为理想的细胞模型&
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年被分离克隆后#已被确定为抑瘤基因'

*

(

)有研

究认为#

$/̂ 3

蛋白在细胞生长信号途径#即磷脂酰肌醇
%A%

激

酶"蛋白激酶$

F

G06

F

G(7;@

J

1;906;701%A%Q;9(65

"

F

8075;9Q;9(65'

#

$RAW

"

"W/

&途径中起重要作用#
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基因主要通过等位基因缺失+基因突变和甲基化

方式使
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)野生型
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基因转染到该基因缺

失的神经胶质瘤细胞系
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和
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神经胶质瘤细胞

系后#肿瘤细胞的生长+侵袭力受到明显抑制#并且诱导肿瘤细

胞凋亡'
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)为了进一步研究
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相关的信号传导机制与神

经胶质瘤细胞周期及细胞增殖的关系#须建立高诱导+低背景的
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系对多西环素的诱导具有良好反应性的基础上#成功地构建了
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神经胶质瘤细胞系)

A

!

材料与方法
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胞培养于生长培养基为
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胎牛血清#呈上皮样#贴

壁生长)
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公司#常规条

件下培养于生长培养基为
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胎牛血清#呈上皮样#

贴壁生长)
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至无血清的
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孔用量&)将
(

+

:

两种溶液温和地混匀#室温放置
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与脂质体形成复合物)同时#用
*K#

的无血
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培养液洗涤
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孔板的细胞#重复
*

次#每个孔内

各加入
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上述混合液#
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后观察细胞变化情况#发现仅

有极少数细胞死亡#
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后#每孔加入含血清的
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培养液
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介导的稳定转染
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匀#室温下放置
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#令
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与脂质体形成复合物%同

时#用
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无血清培养液洗涤
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孔板中的细胞#洗涤
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个孔中)$
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&将
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培养液$含
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常规细胞培养#注意观察细胞的存活状况)培养液中含有

S-*E

#

S-*E

浓度为
E..

"

<

"

K#

)$

E

&挑选抗性克隆#扩大培
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法#将
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孔板#常规
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细胞具有良好的诱导抑制性+
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的
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报告基因

的多西环素剂量反应见图
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筛选
A

周后的
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阳性细胞单克隆+潮霉素筛选
A

周后的
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阳性细胞单克隆见封
-

图
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!多西环素对
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细胞的诱导抑制性%
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!系列浓度多西环素诱导后#

/57%09%eED!S

的
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的
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报告基因的多西环素

剂量反应%

U

!系列浓度多西环素诱导后的
F

/57%09%$/̂ 3%eED!S

的
1I>

报告基因的多西环素剂量反应)

图
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系列浓度多西环素对
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细胞,
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的
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,
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的
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报告基因剂量反应曲线图
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论

基因的表达调控特别是转录水平的调控#涉及多个因素的

相互作用#尤其是反式作用因子)

S06659

等'

B

(提出了一种可

调控的+高效的基因表达系统#称为
/57%0HH

基因表达系统)该

系统有
&

种表达质粒$即调节质粒和反应质粒&组成)调节质

粒可表达一种融合蛋白#称四环素反应转录活化因子)该因子

可与反应转录的四环素反应性元件结合#在没有四环素$

7578(%

>

J

>1;95

#

/57

&或其衍生物多西环素存在的情况下#引起插入启

动子下游目的基因的高效表达)随着四环素浓度的增加#基因

的表达以一种剂量依赖性的方式逐渐关闭直至为零)在
/57%

[HH

基因表达系统的基础上#

S06659

等'

B

(通过改变四环素反应

转录活化因子的氨基酸顺序构建了受四环素正性调节的基因

表达系统#称为
/57%09

基因表达系统)该系统受四环素的作

用刚好与
/57%[HH

系统相反#即在没有四环素存在的情况下表

达水平为零#而在加入四环素或多西环素后目的基因高效表

达)

/57%09

基因表达系统被认为是目前最为理想的真核生物

基因表达系统#该系统具有严密性+特异性+高效性等优点'

*.

(

)

利用
/57%09

基因表达系统#以
F

/57%09

作为调节质粒#带有荧

光素酶报告基因
F

/2̂%$/̂ 3

为反应质粒#通过检测荧光素

酶活性#建立高诱导+低背景的神经胶质瘤细胞系#从而为进一

步研究神经胶质瘤发病相关因素及
$/̂ 3

相关的信号传导机

制'

**

(

#提供较为理想的细胞模型)

/57%09

基因表达系统具有

调控严密+诱导效果好的特点)将该系统引入神经胶质瘤的研

究#可以建立起受多西环素诱导表达的神经胶质瘤细胞系#期

待在神经胶质瘤发病的分子机制上有所发现)

应用
/57%09

基因表达系统#首先要检测被研究细胞对四

环素诱导的反应性#这是因为在
/57%09

表达系统中#调节质粒

表达由
U!\

启动子启动#一般认为#

U!\

启动子在大多数细

胞中是无活性+处于静止状态的)但在极少数细胞中#

U!\

启

动子具有一定的活性)因此#要通过检测细胞对四环素或多西

环素诱导的反应性#来排除内源性
U!\

启动子的影响'

D

(

)

在
eED!S

细胞对多西环素的诱导具有良好反应性的基

础上#通过
S-*E

筛选#荧光素酶基因的活性检测等#成功构建

了
/57%09

神经胶质瘤细胞系)将
F

/2̂%$/̂ 3

质粒转染入

F

/57%09%eED!S

细胞中#经潮霉素筛选#荧光素酶基因的活性

检测#成功得到了
F

/57%09%$/̂ 3%eED!S

细胞系)有的学者在

构建过程中应用了/池克隆0技术#这样大大地减少了挑选单个

克隆的巨大工作量#节省大量的实验时间#是一种快捷有效的细

胞克隆筛选的途径)但其缺点是阳性克隆的性质没有单个克隆

那样单纯#给后续研究带来一定的难度'
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佬族+毛南族各个年龄段
\U"%R

<

"

+

g7(%R

<

"

的
"8"

值均分别

高于汉族#而仫佬族同毛南族各个年龄段
\U"%R

<

"

+

g7(%R

<

"

的
"8"

值的比较差异无统计学意义#

A

个民族之间各年龄段

'̂3"*%R

<

"

的
"8"

值差异无统计学意义)根据仫佬族+毛南

族和汉族
'̂

病毒抗体阳性率的比较结果#结合
A

个民族间各

个年龄段抗体
"8"

值的比较结果#提示仫佬族和毛南族相对

于汉族
'̂

病毒溶解期的抗体水平偏高#说明其感染的
'̂

病

毒更多地处于再激活状态#提示同年龄段内仫佬族和毛南族罹

患鼻咽癌的风险要比汉族高)此次对广西罗城县仫佬族+毛南

族以及汉族
'̂

病毒抗体水平的检测#只是单次的筛查结果#

如果可以持续追踪#进而比较抗体水平的动态变化#将更加有

利于研究
A

个民族
'̂

病毒的感染状况及其与民族倾向性之

间的关系)
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