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法检测沉默
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的表达#流式细胞仪检测其细胞周期%
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细胞的增殖

能力明显下降!两组比较差异有统计学意义"
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采用
@̀ A#

能够沉默
Qdj̀ 2

基因!人肺癌
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胞增殖能力显著降低!

Qdj̀ 2

基因可能参与肺癌的发生&发展&增殖过程%
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肺癌是当今世界最常见的恶性肿瘤#是因癌症死亡的主要

原因之一#探索新的治疗成为新的挑战#基因干扰技术是目前

可积极研究的全新领域*

Qdj̀ 2

能够结合
_̀ A

和蛋白质#

最早发现于骨髓间充质干细胞#属于高迁移率蛋白家族$

G#

F

G

5"N#6#E
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*现已发现#

Qdj̀ 2

基因与肺癌)脂肪瘤

等多种类型的肿瘤发生)发展有一定的相关性'
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(

*本试验通过

创建
Qdj̀ 2

基因病毒载体#感染人肺癌
A20(

细胞#利用

@̀ A

干扰技术$

@̀ A#

&沉默
Qdj̀ 2

基因#探讨
Qdj̀ 2

基

因对
A20(

细胞增殖的影响*
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材料与方法
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材料
!

人肺癌
A20(

细胞株%购自上海细胞研究所%

_d9d

)胎牛血清)限制性内切酶)

_̀ A

连接酶)质粒
_̀ A

试

剂盒)

R>@

试剂盒#购自大连绿竹生物科技公司*
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方法
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细胞培养
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_d9d

培养基中加入胎牛血清#保持温度

'-^

#含有
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的空气及
2=

的
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#培养人肺癌
A20(

细

胞株*
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慢病毒感染人肺癌
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细胞株
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将培养好的人肺癌
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细胞株加入
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孔板中#置于温度
'-^

)含有
(2=
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的
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的培养箱中孵育
10G

后#置于无血清培养基

中培养
10G
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基因与慢病毒质粒连接#重组载体与慢

病毒质粒包装#感染孵育好的
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细胞*
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后#显微镜明

视野及荧光视野下观察)计数)拍照#计算荧光蛋白表达率*
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细胞组$对照组&)转染空载体细胞组$空

载体组&)转染
Qdj̀ 2

干扰
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组$
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干扰组&#提取
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用
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检测
Qdj̀ 2 5@̀ A

表达#提取蛋白用
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检测
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蛋白表达*沉默效率$
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法检测细胞增殖活性
!

将细胞株进行常规培养

后#缓慢加入
()

孔板中#在第
$
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2

天#分别向细胞中加入

dBB

溶液#每孔
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$

7

#设置温度为
'-^

#无菌状态下培养
0

G

后#吸出液体#加二甲基亚砜#检测吸光度$

]_

&#波长为
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#并绘制生长曲线*
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细胞增殖实验
!

培养
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干扰组的
A20(

细

胞#分为
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)
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#用
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细胞增殖试剂盒检测细胞增殖率#

细胞增值率
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流式细胞术检测
A20(

细胞周期
!

对
@̀ A

干扰组的

A20(

细胞进行消化#变为单个细胞#经过洗涤)离心#用流式细

胞仪检测细胞周期*
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统计学处理
!

采用
URUU$-&%

统计软件进行分析#计量

资料以
+<=

表示#组间比较采用配对
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检验#以
H
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为差

异有统计学意义*
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!

结
!!

果
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慢病毒载体感染人肺癌
A20(

细胞株
!

Qdj̀ 2

基因与

慢病毒质粒形成重组载体并包装后感染人肺癌
A20(

细胞#

0/G

后进行检测#发现慢病毒载体在人肺癌
A20(

细胞中感染

率达
(%=

以上#见图
$

*

图
$
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慢病毒感染人肺癌
A20(

细胞%

3$%%

'
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@B.R>@

和
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法检测
Qdj̀ 2

基因表达
!

@̀ A

干扰组
Qdj̀ 2

基因的
5@̀ A

表达量为
%&'2<%&$%

#沉默效

率为
01&-%=

%对照组
Qdj̀ 2

基因的
5@̀ A

表达量为

$&$'<%&1%

#沉默效率为
)/&-%=

#差异有统计学意义$

H
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\D+EDK,N6"E

检测发现#

@̀ A

干扰组
Qdj̀ 2

蛋白的

表达明显降低#见图
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)表
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*

图
1
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\D+EDK,N6"E

检测
Qdj̀ 2

基因沉默

?&@

!

dBB

法检测人肺癌
A20(

细胞增殖
!

利用
@̀ A

干扰技

术沉默
Qdj̀ 2

基因后#采用
dBB

法进行检测发现#

@̀ A

干扰

组的人肺癌
A20(

细胞在第
'

)

0

)

2

天增殖能力明显下降#与空载

体组及对照组比较#差异有统计学意义$

H

$

%&%2

&#见图
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表
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检测
Qdj̀ 2

基因表达

组别
Qdj̀ 25@̀ A

$

+<=

& 沉默效率$

=

&

对照组
$&$'<%&1% )/&-%

空载体组
$&%/<%&$% )2&(%

@̀ A

干扰组
%&'2<%&$% 01&-%

图
'

!!

dBB

法检测人肺癌
A20(

细胞增殖

?&A

!

WK!8

细胞增殖实验
!

@̀ A

沉默
Qdj̀ 2

基因后#

A20(

细胞 的 增 殖 能 力 明 显 下 降*采 用
@̀ A

干 扰 技 术 沉 默

Qdj̀ 2

基因#

@̀ A

干扰组的细胞增殖率为
1(&-%=

#明显下

降#与空载体组及对照组比较#差异有统计学意义$

H

$

%&%2

&*

?&B

!

流式细胞术检测人肺癌
A20(

细胞周期
!

@̀ A

干扰技

术沉默
Qdj̀ 2

基因#

@̀ A

干扰组
j

$

期为
2'&2%<%&'%

#

U

期为
$/&$%<%&1%

#

j

1

"

d

期为
1-&2%<%&0%

#与空载体组及对

照组比较#差异有统计学意义$

H

$

%&%2

&#见图
0

*

图
0
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流式细胞术检测人肺癌
A20(

细胞周期

@

!

讨
!!

论
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目前#肺癌的发病率逐年上升#成为世界上最常见的恶性

肿瘤#非小细胞肺癌所占比例高达
/%=

以上#但其
2

年生存率

却很低#仅为
$2=

#原有的临床治疗方式并不能更大程度的提

高生存率#寻求全新的治疗方式成为新的挑战'

0.2

(

*

@̀ A

干扰技术#是近年来发现的一种古老的在生物体内

普遍存在的生物学现象#是将与
5@̀ A

序列相对应的
@̀ A

组成的双链
@̀ A

导入到靶细胞内#降解细胞内特异性
5@.

À

#导致基因沉默'

)

(

*

@̀ A#

已广泛应用于基因功能)肿瘤治

疗)信号转导等多个领域'

-

(

*由于其具有高效)简单的特点#能

够选择性抑制靶基因的表达#国内外研究者进行了多项研究#

包括选择性抑制肺癌相关的癌基因)抑癌基因等#达到基因治

疗肺癌的目的#此技术已经成为分子生物学策略的常用技术之

一#前景十分广阔'

/.(

(

*

慢病毒是反转录病毒的总称#慢病毒载体属于重组反转录

病毒载体#生物安全性高#外源基因表达效率高*慢病毒载体

介导
@̀ A#

#能结合慢病毒载体整合与
@̀ A#

抑制基因表达的

特性*本试验中针对
Qdj̀ 2

基因构建了的
+G@̀ A

表达载
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体#获得了沉默
Qdj̀ 2

基因有效的
+#@̀ A

序列*

真核生物的基因表达调控能够在特定的细胞)特定的时

间)激活特定的基因#实现分化发育过程#行使不同的功能*转

录起始水平的调控与染色质"
_̀ A

水平为基因表达的最为复

杂和重要的环节#

Qdj

蛋白在此过程中起着非常重要的作

用*

Qdj

蛋白因结合染色质从而促进打开染色质的高级结

构#进而增加了基因的转录功能#参与肿瘤的转移和扩散*

Qdj̀ 2

是核小体结合蛋白基因#于
1%%1

年被发现#与

ÙWRf

高度同源*

Qdj̀ 2

在机体内广泛表达#但在组织和细

胞中表达水平差异显著#研究表明#

Qdj̀ 2

蛋白在小鼠脑垂

下体和小鼠
AfB$1%

细胞株中表达较高'

$%

(

*研究 表 明#

Qdj̀ 2

在胎儿大脑及肺中没有表达#而在成人肾)肝)小梁骨

成纤维母细胞)胰腺)骨髓基质细胞中均有表达#但表达水平有

显著差异'

$$.$1

(

*

Qdj̀ 2

蛋白在胚胎发育过程#其表达会发生

变化#在成年组织中表达较高#与核小体结合会改变染色体的

结构*

Qdj̀ 2

介导染色体的机制可能是通过其长链末端组

蛋白
Q6

连接#直接展开染色体*

Qdj̀ 2

较其他的
Qdj̀

蛋白更有优势#更有效展开染色体高度有序结构#更好地调节

染色体的纤维结构*

Qdj̀ 2

能够维持细胞内染色质纤维的

完整性#但导致其表达出现异常会对细胞产生损害#这表明

Qdj̀ 2

可能与肿瘤的发生)发展有一定的相关性'

$'.$0

(

*

目前#有研究表明
Qdj̀ 2

在肺癌等恶性肿瘤的发生)发

展过程中具有重要的作用'

$2.$)

(

*本试验研究通过
+#@̀ A.

Qdj̀ 2

慢病毒载体对人肺癌
A20(

细胞增殖的影响#研究发

现
@̀ A

干扰组在第
'

)

0

)

2

天人肺癌
A20(

细胞的增殖能力明

显下降#细胞增殖率显著降低#这表明沉默
Qdj̀ 2

基因能够

导致人肺癌
A20(

细胞的增殖降低#其对肺癌细胞的增殖有一

定的影响*采用流式细胞术检测人肺癌
A20(

细胞周期#结果

表明#沉默
Qdj̀ 2

基因能够将人肺癌
A20(

细胞阻滞于
j

%

"

j

$

期#细胞分裂明显减缓截*在已有的研究报道中#不少研究

者发现了与本试验相近的结果*周利群等通过实验发现#抑制

Qdj̀ 2

基因后#能够抑制肺癌
7@̀ Af

$

4

&

:R

细胞系生长#

降低其细胞活性#减少
j

1

"

d?U

期细胞数量*刘全等'

$-

(用半

定量
@B.R>@

法发现#

Qdj̀ 2

基因在正常肺组织)肺癌细

胞)组织中均表达#正常肺组织中的表达明显低于肺癌组织#提

示
Qdj̀ 2

基因可能参与了肺癌的发生)发展过程*陈鹏

等'

$/

(用
5@̀ A

差异显示技术对正常肺组织及肺癌组织中

Qdj̀ 2

进行检测#获得二者的差异片段#发现在两种组织间

基因表达存在明显差异*

本研究通过采用
@̀ A#

#沉默
Qdj̀ 2

基因#发现人肺癌

A20(

细胞增殖能力及增殖率显著降低#细胞阻滞于
j

%

"

j

$

期#

细胞分裂明显减缓截#这提示#

Qdj̀ 2

基因可能参与肺癌的

发生)发展)增殖)转移过程#针对
Qdj̀ 2

基因制定新的治疗

方法#可能为肺癌的基因靶向治疗提供新的理论依据*
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'

Y

(

&

jD,"5#J+

#

1%$$

#

-$

$

1

&!

$)'.$-'&

'

1

( 姚鲲#周利群#李学松#等
&

核小体结合蛋白
$

在膀胱癌中

的表达和意义'

Y

"

]7

(

&

中华临床医师杂志!电子版#

1%$%

#

0

$

$

&!

0'.0)&

'

'

( 陈鹏#马忠森#王秀丽#等
&

人
Qdj̀ 2

基因
+G@̀ A

慢病

毒载体构建与
@̀ A#

效率的鉴定'

Y

(

&

中国实验诊断学#

1%$$

#

$2

$

$

&

-.$%&

'

0

( 许小琴
&

生活方式因素)

]̀_1

免疫炎症通路相关基因多

态性及相应
5#@̀ A

与肺癌关系的流行病学研究'

_

(

&

福

州!福建医科大学#

1%$'&

'

2

( 杜兴华
&A7i0

基因甲基化及其在肺癌发生中的作用研

究'

_

(

&

重庆!第三军医大学#

1%$'&

'

)

(

7#5YZ

#

Z"",U]

#

UD"6UZ

#

DE:6&]CDKD;

L

KD++#","H5#@.

$()N:,!Q]iA$%JG:K:JEDK#SD:

L

""K.

L

K"

F

,"+#+

F

:+EK#J

J:,JDK+INE

OL

D

'

Y

(

&\"K6!Yj:+EK"D,EDK"6

#

1%$'

#

$(

$

0$

&!

-%-/.-%//&

'

-

(

B",

F

g&_D

F

K:!:N6DR@j_

"

R_77A

"

"

.B>R

"

j̀VJ"5

L

"+.

#ED+

L

K"5"ED!#HHDKD,E#:E#",:,!KD

F

I6:ED

F

D,DD;

L

KD++#",#,

K:E

L

GD"JGK"5"J

O

E"5:JD66+

'

Y

(

&>G#,UJ#WI66

#

1%$'

$

10

&!

1(-(.1(/'&

'

/

( 王燕
&

抑癌蛋白
e#E:5#,_'I

L

.KD

F

I6:ED!

L

K"ED#,$

在肺癌

中的表达及其意义'

_

(

&

广州!南方医科大学#

1%$$&

'

(

( 周永春
&

转录因子
U";0

在云南宣威女性肺癌中的表达及

作用机制研究'

_

(

&

昆明!昆明医科大学#

1%$'&

'

$%

(

U#,

F

GA

#

Q"!

F

+",`

#

Z:,d

#

DE:6&UJKDD,#,

F

QD6#J"N:JE.

DK

LO

6"K#

F

D,D+#,!IJD!!IK#,

F

#,HDJE#","H5"I+D+E"5.

:JG+

'

Y

(

&\"K6!Yj:+EK"D,EDK"6

#

1%$1

#

$/

$

'1

&!

0'1'.0''0&

'

$$

(

\I[

#

#̀_

#

Z:,Z

#

DE:6&9;

L

KD++#","H:,

F

#"ED,+#,

&

KDJD

L

E"K+#,:6!"+EDK",D.

L

K"!IJ#,

F

:!D,"5:"HEGD:!KD.

,:6

F

6:,!:,!EGD#KJ6#,#J:6+#

F

,#H#J:,JD

'

Y

(

&YQI:SG",

F

8,#CUJ#BDJG,"6"

F

dD!UJ#

#

1%$%

#

'%

$

0

&!

0/).0/(&

'

$1

(

[G"I>

#

\:,

F

g

#

[D,

F

d

#

DE:6&BGDD;

L

KD++#",+"HR2'

#

d_d1#,EK"

L

G"N6:+E+"H+

L

",E:,D"I+:N"KE#", 5"I+D

5"!D6:,!EGDKD6DC:,EKD+D:KJGD+

'

Y

(

&9,

F

#,DDK#,

F

#

1%$'

#

2

$

$%W

&!

'-$.'-2&

'

$'

(

a#CD6:AY

#

R:KTT#6:U

#

U::K,#"Y

#

DE:6&9;

L

KD++#","HC",

Q#

LL

D6.7#,!:IEI5"K+I

LL

KD++"K:,!EI5"K.:++"J#:ED!

J:KN",#J:,G

O

!K:+D+fi:,!

,

#,,"K5:6:,!,D"

L

6:+E#J

J"6"KDJE:65IJ"+:

'

Y

(

&\"K6!Yj:+EK"D,EDK"6

#

1%%2

#

$$

$

$-

&!

1)$).1)12&

'

$0

(

VI_a

#

[G:,

F

Z

#

ZI[̀ &>6",#,

F

:,!D;

L

KD++#",:,:6

O

+#+

"H:IN#

P

I#E#,

F

D,D8N

$

70%

&

#,EGDG:D5"J

O

ED+"H>K:+.

+"+EKD:G",

F

T",

F

D,+#+I,!DKN:JEDK#:6JG:66D,

F

D

'

Y

(

&>G#,

Y]JD:,"67#5,"6

#

1%$$

#

1(

$

$

&!

/%./)&

'

$2

(

7DDd\

#

a#5_U

#

d#, Z̀

#

DE:6&ATE$#,G#N#E#",N

O

@̀ A

#,EDKHDKD,JD+D,+#E#SD+GI5:,,",.+5:66JD666I,

F

J:,DDKJD66+

E"J#+

L

6:E#,

'

Y

(

&f,EY>:,JDK

#

1%%/

#

$11

$

$%

&!

1'/%.1'/0&

'

$)

(

>GDEE

O

>

#

7:TT:UU

#

WG""

L

:EG#R

#

DE:6&ddR.1:6EDK+e9jV

D;

L

KD++#",C#::6

L

G:eNDE:'#,ED

F

K#,.5D!#:ED! Rf'a

"

AaB

+#

F

,:6#,

F

#,A20(6I,

F

J:,JDKJD66+

'

Y

(

&f,EY>:,JDK

#

1%$%

#

$1-

$

2

&!

$%/$.$%(2&

'

$-

(刘全#王建军#潘永成#等
&

自噬相关基因
WDJ6#,$

和
dA.

R7>'

在肺癌组织中的表达及其意义'

Y

(

&

癌症#

1%%/

#

1-

$

$

&!

12.1(&

'

$/

(陈鹏
&

肺癌组织中
Qdj̀ 2

基因的表达及其在肺癌发病

中作用机制的研究'

_

(

&

长春!吉林大学#

1%$$&

$收稿日期!

1%$2.%/.%/

!

修回日期!

1%$2.$%.$)

&

(20

重庆医学
1%$)

年
1

月第
02

卷第
0

期


