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摘要院目的 建立表达外源性Fas 基因的大肠癌细胞株袁观察Fas 基因在转导前后的表达遥方法 采用分子克隆技术将
Fas基因插入真核表达载体 pBK-CMV的多克隆位点之间袁以脂质体介导法将Fas基因导入受体细胞LoVo袁用 G418筛
选克隆细胞遥以 dotblotting袁Westernblotting检测转导细胞 Fas基因的表达遥结果 成功建立了Fas基因表达株遥转导株
在 RNA及其蛋白水平表达均明显高于非转导株袁转导细胞增殖速度尧倍增时间尧对数生长期等均比非转导株更为缓慢袁
但无显著性差异袁在 Fas抗体作用下袁转导株细胞生长明显受到抑制袁有非常显著性差异遥结论 Fas基因在大肠癌细胞
中处于低表达状态曰通过真核表达载体介导袁Fas基因在 RNA及其蛋白水平能有效表达遥Fas表达株在 Fas抗体作用下
可明显抑制体外培养的大肠癌细胞的生长增殖遥
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Abstract: Objective Toconstructcolorectalcancercellsexpressingexogenous Fas geneandobservetheexpressionlevelof
itsmRNAandproteinbeforeandaftertransduction. Methods FascDNAwasinsertedintothemultiplecloningsiteoftheex-
pressionvectorpBK-CMVwithmolecularcloningtechnique, andtheresultantrecombinantplasmidwastransducedintocol-
orectalcancerLoVocellsvialipofectamine. G418wasutilizedtoscreenthepositiveclonescontainingtherecombinantplas-
mid,whereFasmRNAandproteinexpressionwasdeterminedwithWesternblottinganddotblotting. Results pBK-CMVFas
cDNAplasmidwassuccessfullyconstructed. ThetransducedcolorectalcancercellswerescreenedbyG418andaresistant
cellline(LoVoFascells)wasobtained.Fasexpressionwasdetectedinbothtransducedandnon-transductedcelllines,butthe
expressionlevelofbothFasmRNAandproteinwasmuchhigherintheformer, which showedloweredproliferationrateand
lengtheneddoublingtimeandlogarithmgrowthperiodthanthenon-transductedcells, butthedifferencewasnotsignificant.
TreatmentofthetransducedcellswithFasantibodyproducedsignificantdifference(P<0.05),manifestedbyapparentlyinhib-
itedcellgrowth. Conclusions LoVocellsnormallyhasonlyverylowexpressionlevelof Fas gene, whiletransductionwith
pBK-Fas cDNAcanenhancetheefficiencyofFasmRNAand proteinexpressions. Fas antibody significantlyinhibitsthe
growthandproliferationof in vitro culturedFas-expressingLoVocells.
Key words: Fas gene;genetransduction;colorectalcancer;apoptosis

细胞凋亡是多细胞有机体为调控机体发育袁维护
内环境稳定袁由基因控制的细胞主动死亡过程遥这一
过程与肿瘤的发生发展密切相关咱1暂遥因此袁提出诱导
肿瘤细胞凋亡是治疗肿瘤的一个新突破咱2~3暂遥Fas诱导
细胞凋亡袁由于其相对的简洁性而成为凋亡机制研究
中的热点咱4暂袁但 Fas蛋白分子仍未用于临床袁并且对
大肠癌细胞的相关研究报道甚少遥我们将 FascDNA
导入 Fas低表达的大肠癌细胞使其逆转为高表达袁建
立表达外源性 Fas 基因的大肠癌细胞株袁观察 Fas转
导株细胞体外抑瘤效应袁为今后大肠癌的基因治疗寻
找一条可行途径遥

1 材料与方法
1.1 材料
1.1.1 菌株尧细胞 大肠癌细胞株 LoVo尧DH5a菌株尧
pBK-CMV载体及原始质粒 pBlusecript FascDNA均
为南方医院全军消化病研究所保存遥
1.1.2 试剂 EcoR玉尧Sal玉尧Xho玉内切酶袁RNase A袁T4
DNA连接酶购于广州基因公司遥Lipofectamine购于
GIBCO-BRL公司遥质粒提取试剂盒尧琼脂糖尧蛋白酶
K尧G418尧MTT及硝酸纤维膜为 Sigma 产品遥Fas抗体
购于武汉博士德公司遥
1.2 方法
1.2.1 重组载体构建与鉴定 在原始质粒 pBlusecript
质粒 Xho玉位点之间有 2500bp 的 FascDNA袁其 5'端
上游有一个 Sal玉位点袁在 FascDNA 终止密码子下游
约 600bp 处有一个 EcoR玉位点袁Sal玉与 EcoR玉位点
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图 2 免疫组织化学检测LoVo
细胞株 Fas的表达

Fig.2 Fas expression in LoVo
cells identified by
immunohistochemistry

A:BeforeFastransfection;B:After

Fas transfection

BA

图 1 pBK-FascDNA 酶切电泳鉴定
Fig.1 Identification of pBK-Fas cDNA by electrophoresis
Lane1:pBlusecriptFascDNA;Lane2:pBlusecriptFascDNA/Xho玉;

Lane3:pBlusecriptFascDNA/Sal玉+EcoR玉.Lane4: 姿DNA/Hind芋;
Lane5:pBK Fas cDNA/Sal玉+EcoR玉;Lane 6:pBKFascDNA
渊recombinantplasmid冤;Lane7:.pBK-CMVcDNA渊blankvector冤

/Sal玉+EcoR玉
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之间约为 1 830bp袁根据重组真核表达载体构建方
法咱5暂袁在证实原始质粒含有完整 FascDNA 基础上袁利
用相应的限制性内切酶消化 pBlusecript-FascDNA袁冻
融法回收 1830bp的 FascDNA袁在 T4DNA 连接酶
作用下与经 Sal玉和 EcoR玉双酶切的 pBK-Neo-CMV
载体 DNA连接 渊16益袁20 h冤袁转化 DH5a感受态细
胞袁常规培养袁随机挑选Amp抗性菌落及小量制备重
组质粒袁用 Sal玉和 EcoR玉双酶切及琼脂糖凝胶电泳袁
鉴定其连接效果与正确性遥
1.2.2 基因转导与克隆筛选 按 lipofectamine介导法咱5暂袁
取 0.5g/L纯化 pBK-FascDNA1滋l袁用灭菌去离子水
稀释成 10滋l袁与 5滋llipofectamine混合袁静置 10min袁
转染六孔板中处于对数生长期的 LoVo细胞 渊2伊105

cells/孔冤遥2 4 h后袁G418(500mg/L)筛选转染细胞遥同
时袁设 pBK空载体和非转导细胞作为对照遥克隆细胞
形成后袁随机挑选克隆袁大量扩增抗性细胞遥
1.2.3 Western blotting检测 以三去污剂裂解细胞方
法咱4暂制备细胞膜蛋白袁取 1/2进行 SDS-PAGE分离蛋
白条带袁考马斯亮蓝显色及脱色袁仔细分辨条带差异遥
另一半膜蛋白加样电泳后袁100 V电转移过夜袁SDS
变性 NC膜袁常规 ABC法结合抗体与显色遥
1.2.4 RNA斑点杂交方法鉴定 Fas在转导株的表达
1.2.4.1 细胞总 RNA的提取咱1暂 分别收集 2伊105 Fas转
导细胞尧转导空载体和非转导细胞遥用 PBS洗涤袁分
别加入异硫氰酸胍裂解液 500 滋l袁3 mol/LNaAc100
滋l袁饱和酚及氯仿各 500滋l袁置冰浴 20min袁4益离心
渊12000r/min冤15min遥取水相袁加等体积氯仿再抽提
一次遥用异丙醇沉淀袁4 益离心渊12000r/min冤15min遥
用 70%乙醇洗涤一次袁沉淀溶于 50滋l DEPC水处理
过的三蒸水中袁-20益储存袁同时取少量做含量测定遥
1.2.4.2 FasmRNA的斑点杂交 取已定量的 RNA样
品袁经甲醛变性点样于硝酸纤维膜袁放 80益烤箱 2 h遥
加预杂交液封口后袁置 68 益水浴 2 h遥取出杂交袋袁向
杂交袋中加入探针袁重新封口袁在 68益中温浴 16~24
h遥取出杂交膜袁放入 2伊SSC和 0.1%SDS液中袁室温
漂洗 20min袁再用 2伊SSC和 0.1%SDS液在 68益漂
洗 3次袁每次 10min遥取出NC膜袁用滤纸吸干水分袁
保鲜膜覆盖袁暗室中压上 X光胶片袁置 20益曝光渊放

射自显影冤48~72h遥冲洗胶片袁凉干袁观察结果遥
1.2.5 细胞生长曲线描记 在 24孔细胞培养板中袁分
别种入 2伊104细胞袁细胞分组包括非转导细胞组尧Fas
转导细胞渊转导株组冤尧非转导细胞 +Fas 抗体组尧Fas
转导细胞 +Fas抗体 渊抗体结合组冤袁Fas抗体浓度 1颐
100遥次日始每天 3孔细胞计数袁连续 1 0 d袁然后根据
细胞生长规律计算细胞倍增时间和描记生长曲线遥
1.2.6 统计学处理 采用 SPSS 10.0版统计软件对相
关数据进行字2处理遥
2 结果
2.1 原始质粒结构鉴定与重组真核表达载体的构建
2.1.1 原始质粒结构鉴定 原始质粒经 Xho玉内切酶
消化袁琼脂糖凝胶电泳证实分离出 2900bp的载体和
2500bp的 FascDNA全长片段袁如图 1所示遥
2.1.2 重组载体构建与鉴定 FascDNA (1830bp)产
物与载体连接后袁转化受体菌 DH-5a的阳性重组子袁
提取重组质粒袁经 EcoR玉和 Sal玉双酶切袁琼脂糖凝胶
电泳可见 4500bp的载体片段与1830bp的 FascDNA
片段袁如图 1第 3条泳道所示遥
2.2 Fas转导株的建立
2.2.1 免疫组织化学检测 LoVo细胞株 Fas 的表达
证实 LoVo细胞株 Fas基因蛋白产物低表达遥免疫组
织化学检测结果见图 2遥
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图 7 Fas细胞生长曲线
Fig.7 Growth curves of LoVo Fas cells

图 4 SDS-PAGE考马斯亮蓝染色
Fig.4 Fas protein stained by SDS-PAGE

a:LoVocells(3伊106);b:LoVocells(5伊106);c:protein
marker;d:LoVo-Fascells(1伊106);e:LoVo-Fascells(3伊106)

(3.6~4.0)伊104

a b c d e

图 5 Westernblotting
Fig.5 Fas protein identified by Western blotting

Lanea:LoVocells(3伊106);Laneb:LoVocells(5伊106);Lanec:
Proteinmarker;Laned:LoVo-Fascells(1伊106);Lanee:

LoVo-Fascells(3伊106)

a b c d e

图 6 RNADotblotting杂交分析
Fig.6 Result of Fas mRNA by dot blotting

1:LoVocells;2:LoVoFascells;3:Transducedemptyvectercontrol

cells

1 2 3

图 3 Fas转导细胞抗性克隆
Fig.3 Positive clones selected by G418

2.2.2 基因转导 LoVo细胞株 基因转导后袁1伊105转

染细胞经 G418筛选 4~5周袁空载体和 Fas表达载体
转染细胞培养孔内逐渐出现抗性克隆遥继续抗性筛选
同时袁进行扩增培养 30~40d袁结果筛出一个稳定的抗
性细胞株袁即 LoVoFascells渊图 3冤遥

2.3 Fas在转导株的表达
SDS-PAGE显色和 Westernblotting 结果见图 4

和图 5袁在 Mr 3.6~4.0伊104处转导株比非转导株明显

出现一条电泳带袁并随蛋白加样量增加而显色更加明
显袁与 Fas抗体结合的蛋白也出现印迹着色袁其大小
均与 Fas蛋白相对分子质量相符遥

2.4 RNADotblotting杂交分析
结果见图 6袁LoVo Fascells FasmRNA表达信号

明显高于 LoVocells及转染空载体渊pBK院含 CMV启
动子袁无 FascDNA冤对照组遥

2.5 Fas/Fas抗体抑瘤效应
直接记数法检测 Fas 基因转染前后及抗体结合
组细胞生长曲线如图 7所示袁LoVo细胞群体倍增时
间 2 . 0 d袁对数生长期在 2 ~ 6 d曰LoVo Fascells细胞群
体倍增时间为 4 . 0 d袁对数生长期在 4 ~ 7 d之间袁最大
细胞数为 1.0伊106袁低于非转导株细胞袁但二者比较无
显著性差异曰转导 +抗体组细胞群体倍增时间为 4.0d袁
对数生长期 4 ~ 7 d之间袁最大细胞数 1.5伊105袁明显低
于非转导株细胞和单纯转染细胞袁二者比较差异有显
著性意义渊P<0.05冤遥

3 讨论
大肠癌是一种发病率和死亡率均较高的恶性肿

瘤袁近年大肠癌发病率还有不断增高的趋势袁虽然在
诊治方面已经取得很大进展袁但 5年生存率仍在 40%
左右遥因此袁如何防治袁仍然是当前工作的重点遥
近年来研究表明袁Fas 基因在肿瘤细胞的表达状
态与细胞凋亡关系密切咱6~9暂遥人类恶性肿瘤细胞系对
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Fas抗体或配体触发凋亡信号的敏感性主要依赖于细
胞表面的 Fas蛋白的表达水平袁Fas 基因低表达是肿
瘤细胞产生凋亡抗性的重要机制之一遥因此袁上调
Fas在肿瘤细胞的表达袁增强肿瘤细胞对凋亡的敏感
性袁是有效启动肿瘤细胞凋亡的重要手段遥大肠癌的
细胞凋亡可能是通过癌细胞表面特殊受体 Fas等起
作用而诱导的遥根据 Fas信号可以诱导某些肿瘤细胞
凋亡的特点袁利用特异性抗体或配体拮抗剂袁可以产
生有效抗肿瘤治疗作用咱10~12暂遥大肠癌细胞 Fas 基因多
为低表达袁我们对大肠癌高转移细胞株LoVo细胞的
检测发现袁其 Fas 基因表达明显降低遥因此袁为进一步
证实 Fas基因对大肠癌细胞凋亡的作用袁我们将 Fas
基因转导至大肠癌细胞株袁以证实 Fas 基因转导诱导
大肠癌细胞凋亡的作用遥
在本实验中袁我们采用基因转染方法将克隆化的
外源基因通过特定手段导入大肠癌细胞株咱13~14暂遥利用
脂质体介导的基因转染方法成功地将 Fas表达质粒
pBKFas 转入到了 Fas 低表达的大肠癌细胞 LoVo
cells,筛选出一株稳定的 LoVoFascells细胞株遥经过
Dot blotting袁Westernblotting检测转导细胞株袁Fas在
mRNA水平和蛋白水平都获得有效的表达袁转导株
Fas 基因表达明显增强遥结果显示袁Fas低表达的 LoVo
细胞株通过 Fas 基因转导能够有效地表达较高水平
的 Fas曰并且 Fas转导株在 Fas抗体作用下肿瘤细胞
生长较非转导株受到明显抑制渊P<0.05冤袁其机制可能
与细胞凋亡有关遥
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焦虑有关的基因

最新研究表明袁如果某人具有一个重要脑基因的野等位基因冶袁那么该携带者更易产生焦虑情绪遥当然袁并
非该基因就能决定个体是野自寻烦恼冶型还是野无忧无虑型冶袁对许多复杂的精神状态袁有或没有该等位基因的个
体间相对差异很小遥该等位基因为 SLC6A4袁它编码的蛋白负责将神经递质 -复合胺从一个大脑神经元传递
到其它神经元遥亲代将该基因短或长的拷贝传递给子代遥Ahmad R.Hariri等研究发现袁短拷贝编码的蛋白转
运复合胺的效率较低袁具有一个或两个短等位基因的个体易表现出焦虑状态遥但研究人员同时指出袁由于情感
和个性很难客观地加以测量袁因此他们利用脑成像技术测量大脑杏仁体(amygdala)区活动遥杏仁体是大脑中与
情感相关的器官遥当受测者看到气愤或受惊表情时袁具有一个以上短 SLC6A4等位基因的个体杏仁体活动更
为强烈遥研究人员发现袁虽然该差异很小袁但在两个群体的志愿者中该差别是具有统计意义的遥
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