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在肿瘤中肺癌的发病率最高#尽管采用了许多方法进行治

疗#患者的
%

年生存率仍只有
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左右'
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)通常情况下#肺癌

细胞受到化疗药物作用后#绝大部分细胞死亡或凋亡#而小部

分细胞由于缺氧#无法启动细胞内部正常的凋亡程序#仅出现

亚致死损伤或潜在致死性损伤#最终导致化疗不彻底并出现对

化疗药物的抗性'

(

(

#所以#采用各种方法促使这部分缺氧肺癌

细胞的死亡是克服化疗耐药甚至彻底治愈肿瘤的重要策略)

近年来#随着对肿瘤乏氧区细胞特性的深入研究#为改善乏氧

细胞的耐药提供了可能的途径)在诸多方法中#促凋亡基因的

应用对促进肿瘤细胞的凋亡是一个极有前景的方法'
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)因此#

本实验拟在低氧环境下培养肺癌
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细胞$模拟乏氧区癌细

胞&#导入含
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凋亡基因的质粒#观察在化疗药物作用下化

疗敏感性的变化#以找到更好的治疗肺癌甚至其他肿瘤的

方法)
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成像系统分析目

的条带的灰度值)结果判断#以
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质粒导入后#与空白

组或空载体组比较#质粒组
!"#$

蛋白水平明显升高$

!

$

+*+$

&#见表
(

*图
(

)

!!

$

!空白组%

(

!空载体组%

)

!质粒组)

图
(

!!

各组
!"#$

蛋白的表达

@*B

!.

/01")*$23452!"#$

导入对
"%&'

细胞周期与凋亡的

影响
!

流式细胞仪检测结果提示在
6789:;

存在的情况下#经

.

/01")*$23452!"#$

转染后#质粒组与空白组和空载体组比

较#

6

+

"

6

$

期细胞数量明显增多$

!

$

+*+$

&#而
6

(

"

X

期细胞

数量明显减少$

!

$

+*+$

&#增殖指数$

@V

&明显降低$

!

$

+*+$

&#

见表
)

*图
)

)

-&)(

重庆医学
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年
I

月第
&$

卷第
()

期



表
(

!!.

/01")*$23452!"#$

导入对
"%&'

细胞中

!

!"#$

蛋白水平的影响#

3c7

$

&eI

%

组别
!"#$

蛋白水平

空白组
+*-c+*$

空载体组
+*,c+*(

质粒组
(*)c+*&

"%

!!

"

!

!

$

+*+$

#与空白组比较%

%

!

!

$

+*+$

与空载体组比较)

表
)

!!.

/01")*$23452!"#$

质粒导入对
"%&'

细胞

!!

周期分布的影响#

3c7

$

U

$

&eI

%

组别
6

+

"

6

$

期
\

期
6

(

"

X

期
@V

期

空白组
-(*)c%*) )%*'c)*& (*Ic+*- )I*,c&*(

空载体组
-(*$c%*% )%*,c)*- )*(c+*, )I*'c&*I

质粒组
,(*'c%*-

"%

(-*+c(*%

"%

$*$c+*&

"%

(,*$c(*&

"%

!!

"

!

!

$

+*+$

与空白组比较%

%

!

!

$

+*+$

与空载体组比较)

@Ve

$

\

<6

(

X

&"$

6

+

"

6

$

<\<6

(

X

&)

图
)

!!.

/01")*$23452!"#$

导入对
"%&'

细胞

周期与凋亡的影响

A

!

讨
!!

论

化疗是肺癌治疗最常采用的一种方法)通常情况下#化疗

药物将使大多数肿瘤细胞发生致死性杀伤或凋亡#然而少数仍

会存活#研究发现它们主要位于肿瘤缺氧区'

-

(

)因缺氧导致化

疗药物细胞毒所需的氧供不足而导致肿瘤细胞耐药%同时#由

于肿瘤细胞增殖活跃#氧供与氧耗的失衡也将导致耐药发

生'

,

(

)有研究者通过转染化疗敏感基因#使其表达增强来降低

化疗耐药#实验过程中发现在阳离子脂质体介导的
.

$-V1W&:

和
.

$&"4[

基因转染导入
"%&'

细胞后#细胞凋亡和化疗的敏

感性有所增加#但未取得预想的效果'

I

(

)其原因可能是由于它

们低的转染效率及靶向特异性差#且它们在细胞周期调控路径

中具有双重作用#既诱导细胞凋亡#也可阻滞细胞周期#因此#

虽然它们在一定程度上发挥了作用#但难以取得令人满意的

效果)

而近年来发现的抑癌基因
!"#$

#是目前所发现的惟一专

职促进癌细胞凋亡的基因'

'

(

)一系列的研究发现#将
!"#$

基

因导入乳腺癌细胞中可明显降低
.

(,R?

.

$

的表达水平%同样鼻

咽癌组织中
.

(,R?

.

$

表达与其增殖活性与侵袭能力密切相

关'

$+

(

%

Y?Q

等'

$$

(发现
!"#$

与
#/=6C

$

#/=26FD:GCLF;>KF;8

&的

共表达可协同诱导
37Y:

细胞的凋亡#

!"#$

能够与
#/=2bY

"

#/=2(

竞争结合到
#/=6C

上#从而促进细胞凋亡)相反#当通过

41"?

技术沉默
!"#$

基因时#

#/=6C

的前凋亡效应明显减弱)

因此#以上实验均表明#当机体组织中
!"#$

高表达时#癌细胞

往往能发生有效的凋亡)

研究发现机体肺癌乏氧区
!"#$

基因表达往往很低#因

此#必须找到
!"#$

在低氧条件下高表达的方法)本实验设想

如果能构建出在厌氧环境下能高表达
!"#$

的质粒#将其导入

肺癌乏氧区细胞#那么#它们对化疗药物敏感性就可能提高)

有研究表明#缺氧诱导因子
2$

$

3V[2$

&是哺乳动物中的一种转

录因子#于
$'')

年在缺氧诱导的细胞中被确认'

$(

(

)在缺氧条

件下#

3V[2$

的表达受缺氧反应元件启动子$

3V[2$

"

345

&的

调控'

$)

(

#而
3V[2$

"

345

可明显促进目的基因在缺氧环境中

表达'

%

(

)因此#本研究首先扩增人类
!"#$

全长片段#随后将

其插入
.

/01")*$

载体构建
.

/01")*$23452!"#$

真核表达

质粒#并将该质粒导入在低氧环境培养下的
"%&'

细胞中#通

过
T

4J2@A4

与
B7C>7;DE=F>

检测质粒转染后的细胞表达

!"#$

基因情况#与空白组或空载体组比较#质粒组
!"#$

的

841"

和蛋白水平均明显升高#表明
.

/01")*$23452!"#$

质粒可在缺氧环境中高表达
!"#$

)

本实验证实高表达的
!"#$

基因能在厌氧环境下提高

"%&'

细胞的化疗敏感性)导入
.

/01")*$23452!"#$

质粒

转染的
"%&'

细胞在厌氧环境培养下#使用化疗药物
6789:;

后#发现较空白组和空载体组
6

+

"

6

$

期细胞数量明显增多#

而
6

(

"

X

期细胞数量明显减少#增殖指数 $

@V

&明显降低#

也就是
"%&'

细胞周期明显阻滞于
6

$

期以前#细胞的分裂减

少#

"%&'

细胞凋亡增多)与
JF8FG:

等'

$&

(研究结果在某种程

度上基本一致#他发现
!"#$2

"

2

小鼠的胚胎细胞增殖缓慢#且

细胞周期延迟于
6

+

和
\

期之间)因此#

!"#$

具有通过调节

细胞周期信号通路发挥控制细胞周期进程和促进细胞凋亡的

作用)

综上所述#本实验发现在
"%&'

细胞中导入含
!"#$

凋亡

基因的质粒能在低氧环境下高表达
!"#$

#且比单独使用化疗

药
"%&'

细胞凋亡明显增多#实现了低氧环境下
!"#$

基因增

强
"%&'

细胞对化疗药物的敏感性#因此#可能找到了一种克

服肺癌化疗耐药的方法)
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示率虽然较高#但因颅底磁敏感性效应及部分容积等因素产生

较大伪影#神经形态变形失真#严重影响图像效果#有时不能区

分嗅球及嗅束%颅底磁敏感性效应不仅对嗅神经也对近颅底的

视交叉*视束*动眼神经*舌咽神经*副神经*舌下神经以及海绵

窦内神经走行产生伪影#使一段神经形态变形或模糊而显示欠

佳)本研究中#舌下神经因形态纤细*颅底磁敏感性伪影的影

响#显示效果较差#显示率偏低)在
$(

对颅脑神经中#只有滑

车神经由于过于纤细*走行迂曲#并且与大脑后动脉*小脑上动

脉及其分支共行于环池中#因而难以确认#显示率极差)目前

为止尚不能完全肯定此神经是否可在重建平面上显示)

同
)02J][2\@64

序列图像比较#

)02A]\XVA

序列有明

显高的软组织对比度#更有利于显示神经解剖形态#但
)02

J][2\@64

序列在显示细小动脉效果良好#为分析神经与血

管的关系时提供重要参考)

总之#

)02A]\XVA

序列仍可以清晰地显示除滑车神经以

外的
&"'

对颅神经脑池段#尤其
(

*

)

*

*

*

+

*

,

*

-

*

.

等
,

对颅神经脑池段有非常高的显示率#组织分辨率较高#图像较

清晰#能够很好评估神经与血管的关系#能够对临床常见的面

肌抽搐*眼睑下垂及三叉神经痛等相应颅脑神经症状的患者作

出准确诊断#从而指导临床诊治%同时仍需在技术上进一步改

进#增加信噪比#降低颅底磁敏感伪影)
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