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#摘要$

!

目的
!

构建
J7*I.-

短发夹
7R9

"

4N7R9

#稳定干扰非小细胞肺癌"

R()M)

#

B9=

细胞株!并探

讨
J7*I.-4N7R9

联合依托泊甙对裸鼠移植瘤生长的影响和可能的机制$方法
!

通过特异性
4N7R9

慢病毒

载体在
B9=

细胞中稳定干扰
J7*I.-

表达.

B9=

细胞皮下注射建立裸鼠移植瘤模型!并应用
J7*I.-4N7R9

单独或联合依托泊甙进行治疗.应用末端脱氧核苷酸转移酶介导的
/KJB

缺口末端标记"

JKRdM

#测定法检测

裸鼠移植瘤细胞凋亡情况和免疫组织化学技术检测移植肿瘤中
d.P

转录因子
!

"

d.P!

#的表达$结果
!

成功构

建了
J7*I.-4N7R9

稳定干扰的
B9=

细胞株.证实
J7*I.-4N7R9

联合依托泊甙能够显著抑制裸鼠肿瘤的

生长.

J7*I.-4N7R9

联合依托泊甙明显诱导肿瘤细胞凋亡并诱导肿瘤组织表达
d.P!

蛋白$结论
!

J7*I.-4N7R9

联合化疗药物依托泊甙对抑制
R()M)

肿瘤生长有明显效果$

#关键词$
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癌!非小细胞肺.

J7*I.-
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4N7R9
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大多数非小细胞肺癌!

R()M)

"患者往往在诊断

时就已经是晚期阶段或者出现远处转移)

!

*

#失去了手

术的最佳时期%这时#一般采用先放疗再实施依托泊

甙或顺铂化疗的治疗方案%但治疗效果往往不理想#

患者
#

年存活率大约是
#C

!

!,C

#而中位数生存时

间也仅仅为
!#

个月左右)

.

*

%因此#如何延长晚期

R()M)

患者的生存时间#寻找有效的治疗靶点和策

略是目前亟待解决的问题%

J7*I.-

!

J;1

:
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@1VL05@=1515

F

.-

"是
X79T

型锌指蛋白的重要共抑制

因子#可参与调控胚胎的发育过程)

&

*

#重组染色质#红

#&&$

重庆医学
.'!-

年
!.

月第
$,

卷第
&$

期

#

基金项目'国家自然科学基金资助项目!

-!,'&''!

"(河北省自然科学基金资助项目!
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"(河北省人才工程培养经费资助科研项

目!
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"(河北省高等学校科学技术研究青年基金项目!
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"(河北省病原生物学重点学科项目%
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细胞发育和分化)

$

*及
OR9

损伤修复)

#6+

*

%最近有大

量文献报道#

J7*I.-

能够在多种肿瘤的发生&发展

及转移中起到重要的作用#如宫颈癌&乳腺癌&直肠

癌&胃癌和卡波济肉瘤)

,6"

*等%本课题组在前期的研

究中也发现#

J7*I.-

能够促进
R()M)

细胞的增殖

和转移的发生#同时该基因还可用于预测
R()M)

转

移和评估患者预后情况)

!'

*

%另外#有研究发现

J7*I.-

能够抑制
d.P

转录因子
!

!

d.P!

"的表达水

平#而
d.P!

又可在依托泊甙诱导的凋亡中发挥重要

的作用%因此#本研究假设
J7*I.-

短发夹
7R9

!

4N7R9

"联合依托泊甙能够显著抑制裸鼠体内肿瘤

的生长#并促进肿瘤细胞的凋亡%本研究为增加化疗

药物依托泊甙敏感性#以及临床治疗
R()M)

提供了

理论依据和新方案%

!

!

材料与方法

!2!

!

一般材料
!

$

周龄雌性
T9MT

$

L

裸鼠
$'

只#购

自维通利华公司(人肺腺癌细胞系
B9=

和
."&J

细胞

为本实验室保存(

OIdI

培养基和胎牛血清均购自

S1[10L0

公司!美国"(反转录试剂盒&

(]T7 S;AA5

B)7<=4@A;<1Y

购自
J=X=7=

公司!日本"(抗
SPB

单克 隆 抗 体 购 自
9[L=<

公 司 !美 国"(兔 抗 人

J7*I.-

多克隆抗体购自
B;0@A15@ALN

公司!美国"(

JKRdM

试剂盒购自碧云天生物试剂公司!中国"%

!2"

!

方法

!2"2!

!

细胞培养
!

B9=

细胞和
."&J

细胞采用

OIdI

培养基!含
!'C

胎牛血清"于
&,_

&

#C)Q

.

培养箱内饱和湿度培养%

!2"2"

!

J7*I.-

稳定干扰
B9=

细胞株建立
!

针对

J7*I.-

的
4N7R9

由上海吉玛生物公司合成#

J7*I.-4N7R9

靶向序列为'

#i6)9) JS9 SS9

)J9)99))JJ6&

(

#i6S)S9J)JSSJJ9JSJ

S)996&

%将
'2#

"

F:

MGJHI

$

J7*I.-64N7R9

表

达载体!或对照载体"和
!2#

"

F

混合包装载体质粒混

匀于
.#'

"

MQBJ*IdI

无血清培养基中#

!'

"

MM16

:

0VAL@=<15A.'''

共转染
."&J

细胞#

.$N

后更换成

OIdI

完全培养液%

,.N

后收集细胞上清液#

'2$#

"

<

滤膜过滤分装即为病毒液#

%,'_

保存备用%病

毒液感染
B9=

细胞后#应用抗
SPB

单克隆抗体和流

式细胞术筛选阳性克隆细胞%

!2"2#

!

实时荧光定量
B)7

方法
!

按
J;1g0?

说明书

进行操作#首先抽提细胞总
7R9

#取
#''5

F

7R9

进

行反转录反应%以
LOR9

为模板#

'2.

"

<0?

$

M

上下

游引物#并加入
(]T7S;AA5B)7 <=4@A;<1Y

配制

.'

"

MB)7

反应体系#其中
J7*I.-

上游引物序列'

#i6SS9)9S9S99)9S9S))9SS6&i

&

J7*I.-

基因下游引物序列'

#i69)S J)J S)) JJS J))

J)9SJ6&i

%扩增条件为
"$_!'<15

#

"$_!#4

#

+'_.#4

#

,._&#4

#共
$'

个循环%选取
S9BOH

作为内参#每样本设
&

个复孔%按下列公式计算各组

目的基因的相对表达量%计算公式为'

$

)@

J7*I.-

U

)@

J7*I.-

%)@

S9BOH

(

$$

)@U

$

)@实验组 %

$

)@对照组(目

的基因的相对量为'

fU.

%

''

)@

%

!2"2$

!

aA4@A;5[?0@

检查
!

收集各组标本蛋白#

T)9

法测蛋白浓度%等量蛋白首先经过
!#C (O(6

B9Sd

电泳分离后#再转移到
BGOP

膜%

#C

脱脂奶

粉室温封闭
.N

#加兔抗人
J7*I.-

多克隆抗体!

!b

#''

"孵育
$_

过夜#经
JT(J

洗涤后#加
H7B

标记的

二抗!

!b.'''

"#室温孵育
.N

#

JT(J

洗涤后#

d)M

发光液显色曝光#扫描胶片#并在
fE=5@1@

>

Q5A

分析

软件上测定条带灰度值#计算蛋白相对含量%

!2"2D

!

裸鼠成瘤实验
!

$'

只裸鼠随机分为
$

组#每

组
!'

只%第
!

和第
.

组小鼠分别于腋下皮下注射

B9=

$

)05@;0?4N7R9

和
B9=

$

J7*I.-4N7R9

细胞(

第
&

组小鼠皮下注射
B9=

$

)05@;0?4N7R9

后#使用

.,

号针头和带剂量注射器#尾静脉注射依托泊甙溶

液#按
-'<

F

$

W

F

#

'2'#<M

$

4

的速度#

#

次$周(第
$

组

小鼠皮下注射
B9=

$

J7*I.-6417R9

细胞后#再接受

依托泊甙溶液静脉注射%每天观察小鼠的生存状况&

一般健康和行为的变化%在同一天的不同时间由两

名有经验的实验室工作人员观察肿瘤发生和心跳%

每星期测定
!

次小鼠体质量和肿瘤大小#肿瘤体积按

公式如下计算'肿瘤体积!

<<

&

"

U

)长!

<<

"

`

宽

!

<<

"

.

*

'̀2#.

%注射
$

周后处死动物#切除肿瘤并

称量肿瘤质量%本实验在承德医学院伦理委员会批

准和监督下进行%

!2"2J

!

/KJB

缺口末端标记!

JKRdM

"测定法
!

将

小鼠移植瘤石蜡切片脱蜡&水合#

BT(

漂洗后用枸橼

酸钠和
J;1@05\6!''

处理#按
JKRdM

试剂盒操作步

骤#配置反应混合液#并加入到样品上#避光放置
.N

后#荧光显微镜下观察#每张片上随机选取
#

个视野#

按如下公式计算凋亡指数!

=

:

0

:

@041415/AY

#

9*

"'

9*U

具有凋亡核的细胞数$计数的细胞总数
`!''

%

!2"2K

!

免疫组织化学链霉亲和素
6

生物素复合物

!

(9T)

"方法
!

采用
(9T)

免疫组化法进行分析#试

验所用载玻片均经
B0?

>

M

>

415A

防脱片剂处理%抗原

修复方法为微波炉加热
'2'!<0?

$

M

枸橼酸盐缓冲液

至沸腾#然后放入切片#

"#_

加热
#<15

#断电后等缓

冲液自然冷却至室温后再取出切片#

BT(

液冲洗
&

次#每次
.<15

%

!b!''

稀释度的兔抗人
d.P!

多克

隆抗体作为一抗#生物素化羊抗兔
*

F

S

作为二抗#稀

释度
!b#''

#以
BT(

代替一抗作为阴性对照%判定

标准'阳性显色为肿瘤细胞核被染成褐黄色&呈现粗

细不等&深浅不一的颗粒状%

d.P!

蛋白阳性细胞分

为
&

级'

d.P!

!

%

"'癌细胞无着色(

d.P!

!

8

"'癌细胞

+&&$

重庆医学
.'!-

年
!.

月第
$,

卷第
&$

期



核呈棕色颗粒状#着色癌细胞核所占比例小于
.#C

(

d.P!

!

88

"'着色细胞核呈棕色颗粒状#数量大于或

等于
.#C

%

!2#

!

统计学处理
!

采用
(B((!+2'

进行统计处理#计

量资料以
Gc#

表示%两组间比较采用
>

检验(多均数

比较采用方差分析#计数资料用率表示#组间两两比

较采用
N

检验(多样本率的比较采用
!

. 检验#以
!

"

'2'#

为差异有统计学意义%

"

!

结
!!

果

"2!

!

J7*I.-4N7R9

稳定干扰
R()M)

细胞系
B9=

!

应用实时荧光定量
B)7

技术检测
B9=

细胞中稳定

干扰
J7*I.-

的效果%空白对照组的相对
J7*I.-

<7R9

表达量被认为是
!''C

#稳定干扰
J7*I.-

第

!

&

.

&

&

&

$

天的相对表达量分别为!

##2#+c$2!+

"

C

&

!

&&2&&c$2#-

"

C

&!

..2..c$2!+

"

C

和!

!+2+,c

&2$+

"

C

#各组间差异有统计学意义!

!

.

U.-#2!,-

#

!

"

'2'!

"(稳定干扰
J7*I.-

第
!

天!

!

.

U#+2$!'

#

!

"

'2'!

"&第
.

天!

!

.

U!''2,#.

#

!

"

'2'!

"&第
&

天

!

!

.

U!.,2-+"

#

!

"

'2'!

"和第
$

天!

!

.

U!$!2--'

#

!

"

'2'!

"分别与空白对照组比较#均有明显差异#并且

J7*I.-<7R9

表达量的减少具有时间依赖性#见图

!9

%

aA4@A;5[?0@

方法检测
B9=

细胞中
J7*I.-

蛋

白的表达#如图
!T

所示
J7*I.-4N7R9

干扰病毒颗

粒使
B9=

细胞中内源性
J7*I.-

表达显著降低%空

白对照组相对
J7*I.-

蛋白量为
!''C

#干扰对照

组&稳定干扰
J7*I.-

第
!

天&第
.

天&第
&

天和第
$

天的相对蛋白表达量分别为!

""2''c!2.+

"

C

&

!

+$2+,c$2!+

"

C

&!

$#2''c&2''

"

C

&!

&+2+,c

!2#&

"

C

和 !

!"2&&c.2'-

"

C

#各组间差异有统计学意

义!

!

.

U.&$2'+!

#

!

"

'2'!

"(稳定干扰
J7*I.-

第
!

天!

!

.

U$.2$.$

#

!

"

'2'!

"&第
.

天!

!

.

U,#2-+.

#

!

"

'2'!

"&第
&

天!

!

.

U"!2",!

#

!

"

'2'!

"和第
$

天!

!

.

U

!&+2!&$

#

!

"

'2'!

"的相对蛋白表达量分别与空白对

照组比较差异均有统计学意义#并且
J7*I.-

蛋白表

达量的减少具有时间依赖性(而干扰对照组与空白对

照组比较#差异无统计学意义 !

!

.

U!2''#

#

!U

'2&!+

"%

"2"

!

J7*I.-4N7R9

联合依托泊甙显著抑制裸鼠肿

瘤生长
!

如图
.9

所示#对照组肿瘤最大(

J7*I.-

干

扰组和依托泊甙组肿瘤比对照组小#而
J7*I.-

干扰

与依托泊甙联合组的裸鼠移植瘤最小%对照组&

J7*I.-

干扰组&依托泊甙组和联合组的肿瘤质量分

别为'!

!2#'c'2#'

"

F

&!

'2+.c'2!&

"

F

&!

'2$&c'2.!

"

F

和!

'2.!c'2'-

"

F

#各组间差异有统计学意义!

MU

$'2!!'

#

!

"

'2'!

"(组间两两比较#与对照组比较#

J7*I.-

干扰组&依托泊甙组和联合组差异有统计学

意义!

!

"

'2'!

"(联合组与
J7*I.-

干扰组比较差异

有统计学意义!

!U'2'!$

#图
.T

"%

$

周后#对照组&

J7*I.-

干扰组&依托泊甙组和联合组裸鼠移植瘤体

积分别为'!

$,'2!&c!!-2&'

"

<<

&

&!

!"$2"#c."2,!

"

<<

&

&!

!!.2,&c!"2,-

"

<<

& 和!

#"2,!c!&2&,

"

<<

&

%

各组间差异有统计学意义!

MU-+2.#"

#

!

"

'2'!

"(组

间两两比较#与对照组比较#

J7*I.-

干扰组&依托泊

甙组和
!

"

'2'!

#图
.)

"%在整个实验过程中#各组裸

鼠体质量变化差异无统计学意义!

MU.2-.+

#

!U

'2'#.

#图
.O

"%

!!

9

'实时荧光定量
B)7

方法检测
J7*I.-<7R9

表达水平(

T

'

aA4@A;5[?0@

方法检测
J7*I.-

蛋白表达水平(

#

'

!

"

'2'!

#与空白对

照组比较

图
!

!!

B9=

细胞被
J7*I.-4N7R9

慢病毒感染

后
J7*I.-

的表达水平

!!

9

'

$

组裸鼠的移植瘤图像(

T

'

$

组裸鼠的移植瘤质量(

)

'

$

组裸鼠

移植瘤体积变化图(

O

'

$

组裸鼠体质量变化图(

=

'

!

"

'2'!

#与空白对照

组比较(

[

'

!

"

'2'!

#与
416J7*I.-

组比较

图
.

!!

J7*I.-4N7R9

联合依托泊甙对裸鼠

移植瘤生长的影响

,&&$
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年
!.

月第
$,
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"2#

!

J7*I.-4N7R9

联合依托泊甙促进裸鼠移植瘤

细胞凋亡
!

裸鼠抑制瘤切除后#

JKRdM

法检测细胞

凋亡#结果如图
&

所示#对照组&

J7*I.-

干扰组&依

托泊甙组和联合组
9*

分别为'!

-2.'c.2!!

"

C

&

!

.$2+#c$2'#

"

C

&!

.,2-c$2-,

"

C

和 !

$&2"$c

&2!-

"

C

#各组间差异有统计学意义!

!

.

U&&2,!-

#

!

"

'2'!

"(与对照组比较#

J7*I.-

干扰组!

!

.

U!'2$--

#

!

"

'2'!

"&依托泊甙组!

!

.

U!&2##'

#

!

"

'2'!

"和联

合组差异有统计学意义!

!

.

U&&2+-'

#

!

"

'2'!

"%而

且#联合组与
J7*I.-

干扰组比较差异有统计学意义

!

!

.

U,2"--

#

!U'2''#

"(联合组与依托泊甙组比较差

异有统计学意义!

!

.

U#2##+

#

!U'2'!-

"%

!!

=

'

!

"

'2'!

#与对照组比较(

[

'

!

"

'2'!

#与
J7*I.-

干扰组比

较(

L

'

!

"

'2'!

#与依托泊甙组比较

图
&

!!

JKRdM

法检测
$

组裸鼠移植瘤细胞的

凋亡程度)

.̀''

*

!!

=

'

!

"

'2'!

#与对照组比较(

[

'

!

"

'2'!

#与
J7*I.-

干扰组比

较(

L

'

!

"

'2'!

#与依托泊甙组比较

图
$

!!

免疫组织化学技术检测四组裸鼠移植瘤

组织中
d.P!

表达)

.̀''

*

"2$

!

J7*I.-4N7R9

联合依托泊甙上调
d.P!

的表

达
!

裸鼠抑制瘤切除后#免疫组织化学法检测各组细

胞
d.P!

表达水平%如图
$

所示#对照组&

J7*I.-

干

扰组&依托泊甙组和联合组
d.P!

阳性染色比率分别

为'!

.!2.-c.2-"

"

C

&!

&"2-.c.2.-

"

C

&!

$,2,!c

'2"$

"

C

和!

++2-"c!2."

"

C

#各组间差异有统计学意

义!

!

.

U$$2.&,

#

!

"

'2'!

"(与对照组比较#

J7*I.-

干扰组!

!

.

U-2#!#

#

!

"

'2'!

"&依托泊甙组!

!

.

U

!+2!&'

#

!

"

'2'!

"和联合组差异有统计学意义!

!

.

U

$.2"&-

#

!

"

'2'!

"(而且#联合组与
J7*I.-

干扰组

比较差异有统计学意义!

!

.

U!$2+#.

#

!

"

'2'!

"(联合

组与依托泊甙组比较差异有统计学意义!

!

.

U,2&-+

#

!U'2'',

"#结果提示#联合治疗组明显上调
d.P!

的

表达%

#

!

讨
!!

论

!!

研究证实
J7*I.-

能够调控多种肿瘤的发生发

展过程%当宫颈癌细胞
J7*I.-

表达增加时#其在体

内&外的迁移和侵袭能力都明显增强%

J7*I.-

可促

进胃癌细胞的增殖和生长#并且是导致胃癌患者发生

腹膜转移的独立因素%当在乳腺癌细胞中干扰

J7*I.-

表达后#能够明显抑制细胞增殖和生长#以

及减少移植瘤转移的发生#同时还导致了多种肿瘤转

移相关基因和癌基因表达水平的降低%本课题组前

期研究发现#

J7*I.-

在多种
R()M)

细胞系和临床

组织标本中表达增强#通过沉默
J7*I.-

基因能够明

显抑制
R()M)

细胞的增殖&生长和转移%本研究进

一步在裸鼠体内说明干扰
J7*I.-

表达能够显著抑

制肿瘤的生长%

当
OR9

损伤时#

J7*I.-

可在胞核的
OR9

链断

裂位点上迅速定居并发生磷酸化反应%依赖于
HB!

的
J7*I.-

基因还能够调控异染色质中
OR9

修复过

程%有文献证实#

J7*I.-

能够促进
:

#&

和
HO9)!

形成复合物#并可与
IOI.

结合进而抑制
:

#&

的乙

酰化)

!!

*

%

J7*I.-

通过结合内源性
(J9J!

调控干

扰素信号转导通路%桥接分子
P*X

连接了
PQ\B&

与

J7*I.-

分子#在
J;A

F

4

细胞中通过解离
PQ\B&6

P*X6J7*I.-

复合物#可恢复
PQ\B&

表达#抑制调节

性
J

细胞活性)

!.

*

%以上的研究结果都提示#

J7*I.-

在众多肿瘤凋亡相关信号传导通路中都具有重要的

作用%本研究发现#

J7*I.-

沉默能够增加裸鼠移植

瘤的细胞凋亡#而且在
J7*I.-

敲除的裸鼠抑制瘤中

d.P!

表达明显上调%研究发现#当不依赖
:

7[

时#

J7*I.-

能够明显遏制
d.P!

介导的凋亡发生#同时

通过促进
d.P!6HO9)!

复合物形成进而减少
d.P!

的乙酰化%结合本研究结果提示#

J7*I.-

可能通过

与
d.P!

结合#进而抑制
d.P!

的活性#因此
J7*I.-

是
d.P!

介导的细胞凋亡信号通路中的重要调控分

子%当
J7*I.-

表达被沉默后#

d.P!

的乙酰化水平

升高#

d.P!

的转录活性增强#因而细胞凋亡增加%

依托泊甙属拓扑异构酶抑制剂#可使肿瘤细胞

OR9

无法顺利合成#同时也能促进癌细胞的凋亡#是

目前临床治疗
R()M)

的一线化疗药物%有研究证

实#依托泊甙在造成
OR9

损伤同时可引起
d.P!

蛋
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年
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月第
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卷第
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期



白表达增加(反之#如果在癌细胞中过表达
d.P!

蛋

白#就会增加依托泊甙毒性作用#促进凋亡发生)

!&

*

%

有研究发现在髓系细胞中过表达
d.P!

后发现细胞对

依托泊甙治疗敏感性增强并且促进了凋亡)

!$

*

%在黑

色素瘤细胞的实验中结果发现#过表达
d.P!

联合低

浓度依托泊甙组比单独应用依托泊甙组的治疗效果

更好#显著促进了肿瘤细胞的凋亡)

!#

*

%另外#依托泊

甙还能与
9/6d.P!

协同发挥作用#可明显抑制裸鼠

移植瘤小鼠体内肿瘤的生长%本研究也观察到依托

泊甙能够明显地抑制裸鼠移植瘤的生长#促进

R()M)

细胞的凋亡#并上调
d.P!

的表达%

综上所述#干扰
J7*I.-

表达可促进
d.P!

转录

活性#而过表达
d.P!

蛋白能够促进细胞凋亡并增加

依托泊甙抗肿瘤药物敏感性#因此本研究在裸鼠移植

瘤模型中探讨了
J7*I.-4N7R9

联合依托泊甙的抗

肿瘤作用#以验证干扰
J7*I.-

表达是否能够增加依

托泊甙在
R()M)

治疗中的敏感性%结果显示#联合

处理组显著抑制裸鼠移植瘤的生长#明显增加细胞凋

亡数#并促进移植瘤组织中
d.P!

的表达%有研究发

现在放线菌素
O

治疗的细胞中沉默
J7*I.-

可明显

阻滞细胞周期和减少细胞克隆数#诱导
:

#&

靶基因

:

.!

蛋白的表达#明显抑制细胞增殖和生长)

!+

*

%以上

结果都提示#

J7*I.-

是共抑制复合物中的一个重要

组分#可招募众多参与基因沉默的分子#因此#

J7*I.-

有望成为与放线菌素
O

或依托泊甙等化疗

药物联合应用的靶点#为临床治疗
R()M)

提供了新

的策略%
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