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对裸鼠肾癌生长及凋亡的影响%方法
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对裸鼠肾癌生长具有抑制功能!

并明显增加了肾癌细胞的凋亡%
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现的新抑癌基因#在多种肿瘤中的表达下降#课题组前期于肾

癌中发现
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的表达较癌旁组织明显下降'
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&可高效携带目的

蛋白穿透细胞膜并专性定位于细胞质'
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#课题组前期发现利用
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蛋白转入肾癌细胞发挥了很好的肿瘤抑制作
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上述三者结合起来#构建双歧杆菌介导的
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处理系

统#观察其对裸鼠肾癌生长及凋亡的影响#为进一步深入研究

打下基础#为肾癌临床治疗提供新的思路)
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昼夜节律更替#自由进食和饮水#所有动物

喂养与操作均遵守/重庆市实验动物管理办法0)
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试剂与仪器
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双歧杆菌由本实验室保存%
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[8[.@:A\
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&标记
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*
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多聚甲醛*

@b84

膜及
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产物纯化

回收试剂盒购自北京鼎国昌盛生物技术有限责任公司%

\35

化学发光试剂盒*

%&17>

胰酶及异丙基
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硫代半乳糖吡喃
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&购自
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G+D

购自
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血清购自
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%鼠源
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单克隆抗体购自
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购自
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细胞凋亡检测试剂盒购于

B"IHD

)普通显微镜$
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O
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&#低温高速离心机购自长沙平

凡仪器仪表有限公司#电转杯*凝胶成像系统$

T#".BG!

&#基因

导入仪购自宁波新芝生物科技股份有限公司)
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方法
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质粒构建及鉴定
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根据目的序列和载体
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位点#添
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#合成引物如下!
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扩增目的基因#切胶回收产物)酶

切
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产物和
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质粒并回收#通过
208Z:

连接酶连

接后转化
8̂ 7
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感受态菌株#用含氨苄西林的
5T

培养基筛选

出阳性菌落并
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鉴定#提取质粒进行测序)
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验证目的蛋白的表达
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厌氧培养双

歧杆菌#待细菌生长进入对数期后制备成感受态)将重组质粒
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电转感受态双歧杆菌#电转条件为!电压
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#电阻
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#电容
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)电转后加入含氨苄西林的
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培养液中并做好标记#
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厌氧培养#待细菌生长进入

对数生长期#加入
;@2A

诱导蛋白表达#
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后离心弃培养液#
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液洗涤
'

次#超声裂菌离心取上清液#
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亲和层析

柱纯化后#上样
[8[.@:A\

电泳#将蛋白转移到
@b84

膜上#

封闭后置于
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一抗孵育过夜#次日
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二抗孵育
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#最后

用化学发光试剂显色)

E&F&G
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肾癌细胞培养
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肾癌细胞
-/).<

加入于含
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胎牛

血清的
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培养基#
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孵箱中常规传代培

养)当细胞扩增至对数生长期时#

%&17>

胰酶消化后离心收

集#

@T[

洗涤
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次并重悬#稀释细胞浓度为
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构建裸鼠肾癌模型及分组给药
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水合氯醛腹腔

麻醉$

'7%O

F

"

X

F

&后#将配制好的肾癌
-/).<

细胞悬液皮下注

射于裸鼠后项#每只
%&1O5

#共
10

只)

1

周后瘤块形成#随机

选取
1

只裸鼠处死#瘤块行病理检查)选取荷瘤大小均一的

$)

只裸鼠分为对照组与观察组#每组
/

只#分别经尾静脉注射

生理盐水与携带重组质粒
M

\2$7K.32@.Z@B51

的双歧杆菌

菌液
%&1O5

#每周注射
$

次#总共
0

周)待处理结束后#处死

并称取裸鼠及荷瘤质量)

E&F&I
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原位末端标记法$
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&检测肾癌组织凋亡
!

按

2QZ\5

试剂盒说明书进行操作)在光学显微镜下观察#凋亡

细胞表现为核固缩*染色质边集或成块*呈棕褐色染色)计数

至少
7

个视野#每个视野
$%%

个细胞#计算凋亡指数$

G

M

"

M

E"E#I

#,!DU

#

:;

&#即凋亡细胞数占细胞总数的百分比)

E&G
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统计学处理
!

采用
[@[[$(&%

统计学软件进行分析#计

量资料以
7]F

表示#组间比较采用
?

检验#以
!

$

%&%7

为差异

有统计学意义)

F

!

结
!!

果

F&E
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测序鉴定及目的蛋白的表达
!

32@.Z@B51

基因
@3B

扩增产物经琼脂糖凝胶电泳分析#可见
$11$K

M

的条带#与预

期大小相符$图
$

&)重组质粒
M

\2$7K.32@.Z@B51

采用
2-

*

2-ED6

引物双向测序)

T5:[2

比对测序结果显示重组质粒

M
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测序结果中包含
32@

及
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基因序

列#
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基因同源性
$%%>

)
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验证目的蛋白的

表达#结果显示携带重组质粒
M

\2$7K.32@.Z@B51

的双歧杆

菌在
7%g$%

' 左右有目的条带出现#未经诱导的菌体无条带出

现#见图
1

)
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8Z: 9G6XD6851%%%
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基因
@3B

产物)

图
$
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32@.Z@B51

基因
@3B

扩增产物电泳图
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!纯双歧杆菌%

1

!纯化的
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蛋白)

图
1
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检测目的蛋白的表达

F&F

!

裸鼠肾癌模型
!

裸鼠肾癌建模过程中共死亡
1

只#

1

只

未成瘤#

1%

只成瘤)随机选取
1

只成瘤裸鼠处死#取出包块

\̂

染色病检#光镜下见肾癌细胞呈实性片状#排列较紊乱#极

性消失#细胞异质性明显#可见明显核分裂$图
'

&#说明肾癌模

型构建成功)选取肿块大小均一#直径约
7OO

的
$)

只裸鼠

平均分组#剩下
1

只裸鼠因瘤块体积过小而弃用#处理过程中

无死亡)

F&G
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两组裸鼠及荷瘤质量比较
!

观察组较对照组裸鼠质量明

显增加$

!

$

%&%7

&#而荷瘤质量明显降低$
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&#见表
$

)

F&H
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两组裸鼠肾癌细胞凋亡比较
!
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染色可见两组肾

癌细胞均有一定的凋亡$图
0

&)观察组
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值$
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年
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月第
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明显高于对照组$

$%&'-]1&7/

&

>

#差异有统计学意义

$

!

$

%&%7

&)

图
'

!!

裸鼠肾癌模型%

\̂

染色'

g0%%

&

表
$

!!

两组裸鼠质量及荷瘤质量比较%

7]F

'

(=/

'

F

&

组别 裸鼠质量 荷瘤质量

对照组
1'&1/]1&$- $&)/]%&$/

观察组
1)&10]$&(/

G

$&'-]%&$1

G

!!

G

!

!

$

%&%7

与对照组比较)

!!

:

!观察组%

T

!对照组)

图
0

!!

各组裸鼠肾癌组织%

2QZ\5

染色'

g0%%

&

G

!

讨
!!

论

!!

肾癌亦称肾细胞癌#是起源于肾实质泌尿小管上皮系统的

恶性肿瘤#约占肾脏肿瘤的
(%>

#病理类型以透明细胞癌为

主#约占肾癌的
/%>

'

$%

(

)近年来#肾癌的发病率有上升的趋

势#并且许多患者就诊时已处于晚期'

$$

(

)肾癌早期以根治性

肾切除术为主#而晚期患者失去手术机会#同时由于肾癌具有

多药物耐药基因#对放*化疗不敏感#缺乏特效治疗方法)基因

疗法是肾癌治疗的研究热点#但目前研究都未能突破到临床应

用#需进一步探索)

抑癌基因
Z@B51

#也称肿瘤抑制候选基因
0

$

EPO"6+P

M

.

M

6D++"6IG,!#!GED.0

#

2Q[30

&#表达于许多正常组织#而在相应

的恶性肿瘤组织中表达明显下降#如肺癌*乳腺癌*结肠癌'

'

(

)

研究表明#抑癌基因
Z@B51

与肿瘤的发生*发展及预后关系

密切)

<EG,#

等'

$1

(学者研究认为#

Z@B51

的表达在肝细胞癌

的发展过程中作为一个独立的预后因子扮演了重要的角色)

外周血中的
Z@B51OBZ:

也可作为一个有用的分子标记物

来检测出早期阶段的结肠腺瘤与结肠癌'

$'

(

)本课题组前期研

究发现
Z@B51

在肾癌组织标本中的表达降低#并与肾癌组织

学分级*

2Z9

分期密切相关#通过转染带有抑癌基因
Z@B51

的质粒能抑制肾癌细胞
-/).<

增殖#阻滞细胞周期于
A

%

"

A

$

期并增加细胞凋亡'

0

(

)

32@

是
d#O

等'

7

(报道的一种可高效携带蛋白质穿透胞膜

并专性定位于细胞质的转导肽#以胞吞
.

非依赖性机制发挥转

导功能#也避免了传统的转导肽
@28

作为蛋白转导体时主要

定位于细胞核而存在损伤遗传物质和致瘤等潜在危害)

P̂G,

F

等'

$0

(通过原核表达
32@.<8.̂ :

融合蛋白#成功转染

慢性粒细胞白血病细胞发挥出
<8.̂ :

的作用抑制了细胞的

增殖)

SP,

等'

$7

(同样通过原核表达
G,E#.̂ TI+I4C.32@

#利用

32@

将
G,E#.̂ TI+I4C

转入
D̂

M

A1&1&$7

细胞#抑制了乙型肝

炎病毒的复制)本课题组前期证实#利用
32@

同样能使抑癌

基因
Z@B51

蛋白转入肾癌细胞并发挥该蛋白的抑癌作用'

)

(

)

双歧杆菌属于革兰阳性菌#严格厌氧#是人体中的重要益生菌#

广泛用于各种奶制品发#被美国食品和药品管理局$

48:

&定为

最高安全级别)许多研究表明#双歧杆菌对肿瘤中心厌氧区具

有很好的靶向性#是良好的基因治疗靶向载体'

-.(

(

)本课题拟

将
Z@B51

*

32@

与双歧杆菌三者联合起来#结合本课题组前

期工作经验#构建双歧杆菌介导的
32@.Z@B51

处理系统#观

察其对裸鼠肾癌组织生长及细胞凋亡的影响)

本研究结果显示#双歧杆菌介导
32@.Z@B51

对裸鼠肾癌

组织的生长具有明显的抑制作用#并且显著增加了肾癌细胞的

凋亡#从而减轻了裸鼠的肿瘤负荷#改善了裸鼠的身体质量)

该结果初步表明#利用双歧杆菌介导
32@.Z@B51

治疗肾癌切

实可行#并为下一步继续深入细致的研究打下了基础#也为临

床上肾癌的基因治疗提供了新的思路)然而#本实验仅仅初步

证实了双歧杆菌介导
32@.Z@B51

对肾癌组织具有肿瘤抑制

作用#还需要进一步进行深入的研究#以期阐述清楚双歧杆菌

介导
32@.Z@B51

治疗肾癌的分子机制#为临床药物开发与应

用提供最可靠的实验依据)
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医学统计工作的基本内容

按工作性质及其先后顺序#可将医学统计工作分为实验设计*收集资料*整理资料*分析资料)实验设计是开展某项医

学研究工作的关键#包括医学专业设计和统计学设计#医学专业设计的内容包括研究对象纳入和排除标准*样本含量*获取

样本的方法*分组原则*观察$检测&指标*统计方法等)收集资料的方法包括各种试验*检测或调查#要求资料完整*准确*及

时*有足够数量*具有代表性和可比性等)整理资料包括原始资料的检查与核对*对资料进行分组与汇总等)分析资料即对

资料进行统计学分析#包括进行统计描述和统计推断)
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