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"摘要#
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目的
!

探讨凋亡诱导因子"

5JK

$对人宫颈癌
\E>O

细胞体外生物学活性的影响及其作用机制%方法
!

通过脂质体

转染
Q

R975'

空载体质粒及
Q

R975'.5JK

质粒于人宫颈癌
\E>O

细胞!采用免疫荧光反应!

4EO>F#WE6=4

及
DE+FEG,H>"F

法检测

细胞中
5JK

的表达%四甲基偶氮唑蓝"

<22

$法检测细胞活力!

5,,E8#,:.6J

流式双染及
\"ERL+F

染色检测细胞凋亡情况!

4EO>.

F#WE6=4

及
DE+FEG,H>"F

法检测细胞中腺苷二磷酸核糖聚合酶
.$

"

6546.$

$及核酸内切酶
]

"

I,!"]

$蛋白及
W475

的表达%结

果
!

与
Q

R975'

组比较!

Q

R975'.5JK

组细胞中
5JK

主要定位于细胞核中!且细胞核中
5JK

蛋白及
W475

表达量皆显著提高

"

E

$

%&%$

$!同时细胞活力下降!细胞凋亡率提高"

E

$

%&%$

$!细胞中
6546.$
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蛋白及
W475

表达量显著提高"
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结论
!

5JK

具有促进宫颈癌
\E>O

细胞凋亡的作用!可能与
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信号通路有关%
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宫颈癌是常见的妇科恶性肿瘤#在女性恶性肿瘤中发病率

居第
1

位'

$.1

(

)宫颈癌的发病机制多样#受多种因素影响#其中

细胞凋亡与细胞增殖的失衡在肿瘤的发生*发展中起着重要作

用)细胞凋亡主要有依赖性含半胱氨酸的天冬氨酸水解酶
'

$

=O+

Q

O+E'

&及非依赖性
=O+

Q

O+E'

水解酶两种途径#其中凋亡

诱导因子$

5JK

&通路是属于后一种#是由线粒体途径直接诱导

细胞凋亡却又独立于
=O+

Q

O+E'

途径的一条信号通路'

'.0

(

)已

有报道
5JK

在包括宫颈癌*胃癌*肝癌等多种恶性肿瘤中高表

达#并与肿瘤的发生*发展密切相关'

?.-

(

#但
5JK

在宫颈癌中的

作用机制尚未见报道#因此本研究拟阐述
5JK

对宫颈癌
\E>O

细胞凋亡的影响及相关机制)

@

!

材料与方法

@&@

!

材料
!

宫颈癌细胞
\E>O

购于中国科学院细胞库#目录

号!

2=\U$/-

)主要试剂和仪器!兔抗
5JK

#

6546.$

#

I,!"]

多克隆抗体购于美国
5HROW

公司%兔抗
#

.ORF#,

单克隆抗体购

于美国
=E>>;#

N

,O>#,

N

2ERL,">"

NT

公司%

5,,E8#,:.6J

流式双

染检测试剂盒#

\"ERL+F''1?/

染色试剂盒购于碧云天生物技

术有限公司%

Q

R975'

空载体质粒及
Q

R975'.5JK

质粒购于广

州锐博生物技术有限公司%四甲基偶氮唑蓝$

<22

&购于
]#HR"

公司%胎牛血清#

9<I<

养基购于
\

T

R>",E

公司)迷你双垂直

电泳仪#迷你转印电泳仪购于北京六一仪器厂公司%

=LEW#9".

R2<a4;

凝胶成像系统购于美国
@#".4O!

公司#

5K)%%%

荧光

显微镜$德国
3E#RO

公司&)

@&A

!

方法

@&A&@

!

质粒的转染
!

将宫颈癌细胞
\E>O

接种于
()

*

10

或
)

孔板#当细胞汇合度达到
?%_

时#用
3#

Q

"VERFOW#,E

2<

1%%%

分别
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转染
Q

R975'

空载体质粒$

Q

R975'

&及
Q

R975'.5JK

#转染
)L

后#弃去转染液#并通过
4EO>F#WE6=4

#

DE+FEG,H>"F

及免疫荧

光检测转染效果)

@&A&A

!

4EO>F#WE6=4

检测
5JK

*

6546.$

及
I,!"W475

表

达
!

采用
2G#S">

法抽提细胞总
475

)通过一步法将
475

逆

转录为
R975

#并定量
6=4

检测)引物由上海生工生物工程

有限公司合成)引物如表
$

所示)反转录体系为!总
475

模

板
1

$

3

$

$

$

N

&*

!726

混合物
1

$

3

*

<

N

=>

1

1

$

3

*加
I96=

补充

蒸馏水至
1?

$

3

)反应参数为!

(?c

预变性
?W#,

#

(?c

变性

'%+

#

?/ c

退火
'%+

#

-1 c

延伸
'%+

#循环次数为
0%

)以
B

##

=2

值法计算靶基因的相对表达水平!

'

次平行重复实验

的平均值作为每个样本的
=2

值#

#

=2e=2

$目的基因&

B=2

$内参基因&#

##

=2e

#

=2

$样本平均&

B

#

=2

$对照组&#因

此目的基因相对表达水平
e1

B

##

=2

#对照组的相对表达量为

1%e$

)

表
$

!!

6=4

引物序列

目的基因 引物

5JK

上游!

?i.2]=222=55]=5]555=2]].'i

下游!

?i.2=25]5]]55=5=]==522].'i

6546.$

上游!

?i.]==]==25=2=252==2=5]2.'i

下游!

?i.]]]=22=22=522==555]2=.'i

I,!"]

上游!

?i.2]]5=]5=5==22=25==2].'i

下游!

?i.=2]=]]=2]25=22=2=55].'i

#

.ORF#,

上游!

?i.===52=252]5]]]225=]=.'i

下游!

?i.22252]2=5=]=5=]5222=.'i
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免疫荧光检测
!

将
\E>O

细胞加到
10

孔板的玻片上#

10L

后#进行转染#

0/L

后取出细胞爬片#磷酸盐缓冲液$

6@;

&

洗涤#

0_

多聚甲醛固定
1%W#,

#再加入
$_ 2G#F",a.$%%

进行

细胞穿膜处理
'%W#,

#

6@;

洗涤#加入
$_

牛血清室温封闭
$

L

#接着加入兔抗人
5JK

多克隆抗体#

0c

过夜#二抗$

KJ2=

标

记&室温孵育
$L

)细胞核在室温进行
6J

染色
$?W#,

#后于荧

光显微镜下进行检测)细胞核染为红色#细胞膜染为绿色)

@&A&C

!

<22

法检测
\E>O

细胞活力
!

按,

$&1&$

-进行操作后#

分别于
10

*

0/

*

-1

*

()L

后#加入
<22

#继续培养
0L

后吸弃培

养液#每孔加入
9<;C

#震荡使结晶物充分溶解#于酶标仪
0(%

,W

处测光密度$

F4

&值#以
F4

值表示细胞相对活力)

@&A&J

!

5,,E8#,:.6J

流式双染检测
\E>O

细胞凋亡
!

按,

$&1&

$

-进行操作后#

0/L

后消化收集细胞#避光染色
'%W#,

上机检

测)按照
5,,E8#,:.KJ2=

"

6J

细胞凋亡检测试剂盒说明书的

方法#在
$L

内进行流式细胞仪检测)

@&A&K

!

\"ERL+F

染色检测
\E>O

细胞凋亡
!

按,

$&1&$

-进行操

作后#

0/L

后消化收集细胞#后按照
\"ERL+F''1?/

染色试剂

盒说明书进行操作#在荧光显微镜下观察并拍照)

@&A&L

!

DE+FEG,H>"F

检测
!

按,

$&1&$

-进行操作后#

0/L

后消

化收集细胞#加入
4J65

裂解液#裂解细胞#吸取上清液即可获

得总蛋白)采用
@=5

试剂盒测定蛋白浓度)蛋白变性并上

样#进行十二烷基硫酸钠$

;9;

&凝胶电泳
$

*

1L

#后湿法转膜

'%

*

?%W#,

)一抗孵育#

0c

过夜%二抗室温孵育
$

*

1L

)在

凝胶成像系统中曝光)

@&B

!

统计学处理
!

采用的
;6;;$-&%

统计软件#计量资料用

Dd?

表示#采用
7

检验分析#以
E

$

%&%?

为差异有统计学意义)

A

!

结
!!

果

A&@

!

5JK

转染的鉴定
!Q

R975'

组中
5JK

在细胞中呈点状#

主要位于细胞质中#在转染
Q

R975'.5JK

组中
5JK

蛋白已有

大部分位于细胞核内#见图
$

)

Q

R975'

组及
Q

R975'.5JK

组

细胞核中
5JK

蛋白及
W475

表达水平分别为'$

%&$(d%&%1

&

K?3

$

%&(?d%&%(

&#

Ee%&%%0

(及'$

%&1-d%&%'

&

K?&

$

%&//d

%&%(

&#

Ee%&%%?

(#差异有统计学意义$

E

$

%&%$

&#见图
1

)

图
$

!!

5JK

蛋白在
\E>O

细胞中的表达及定位

图
1

!!

5JK

蛋白在
\E>O

细胞中的表达

A&A

!Q

R975'.5JK

对
\E>O

细胞活力的影响
!

在作用
10

*

0/

*

-1

*

()L

时#与
Q

R975'

组比较#

Q

R975'.5JK

组细胞活力显著

降低#差异有统计学意义$

Ee%&%%(

#

Ee%&%%0

#

Ee%&%%?

#

Ee%&%%)

&#见图
'

)且在
0/

*

-1

*

()L

时作用强度一致)

!!

O

!

E

$

%&%$

#与
Q

R975'

组比较)

图
'

!!Q

R975'.5JK

对
\E>O

细胞活力的影响

A&B

!Q

R975'.5JK

对
\E>O

细胞凋亡情况的影响
!

表
1

所示#

经流式双染及
\"ER+LF

染色发现#与
Q

R975'

组比较#

Q

R9.

75'.5JK

组细胞凋亡率显著提高#差异均有统计学意义$

Ee

%&%%'

#

Ee%&%%?

&#见图
0

)

A&C

!Q

R975'.5JK

对
\E>O

细胞核中
6546.$

及
I,!"]

表达

的影响
!

与
Q

R975'

组 比 较#

Q

R975.'.5JK

组 细 胞 核 中

6546.$

*

I,!"]

蛋白$

Ee%&%%)

#

Ee%&%%?

&及
W475

表达均

显著升高#差异均有统计学意义$

Ee%&%%/

#

Ee%&%%0

&#见
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重庆医学
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年
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月第
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卷第
'1

期



图
?
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!流式细胞术检测%

@

!

\"ER+LF

染色检测$

b1%%

&)

图
0

!!Q

R975'.5JK

对
\E>O

细胞凋亡情况的影响

表
1

!!Q

R975'.5JK

对
\E>O

细胞凋亡情况的影响&

Dd?

(

_

'

组别
流式细胞术检测结果

早期凋亡 晚期凋亡

\"ER+LF

染色

结果

Q

R975'

组
$&1/d%&$' 1&0?d%&1' ?&0/d%&?0

Q

R975'.5JK

组
$1&0'd$&1%
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