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O50$ X ;3>

【摘* 要】目的：构建针对 O50$ X ;3> 的 0VH 干涉载体，观察

对 O50$ X ;3> 表达抑制及抑制后对非小细胞肺癌生长的影

响2 方法：设计和合成长度为 ’);I 的脱氧寡核苷酸链，退火互

补成双链，克隆至 KSQF50 质粒载体，转化 LO,! 菌株，提取

质粒，转染过表达 O50$ X ;3> 的肺腺癌细胞系 SF-#H#!，01#
F-0 检测 O50$ X ;3> 的 60VH 表达，\3EI3B; Z4JI 和间接免疫

荧光法检测 O50$ X ;3> 的蛋白表达，T-P 分析细胞周期变化，

P11 法观察细胞生长2 结果：肺腺癌细胞系 SF-#H#! 存 在

O50$ X ;3> 过表达；成功构建了 O50$ X ;3> 特异性 0VH 干涉

载体 KSQF50#E8O50$；瞬时转染 SF-#H#! 细胞，O50$ X ;3> 的

60VH 及蛋白表达均降低；]! 期细胞较亲代增加 &2 &^ ；肿

瘤细胞增殖速度减慢（? _ "2 ",）2 结论：成功构建了 O50$ X
;3> 0VH 干涉载体，转染后可有效降低肺腺癌细胞系 SF-#H#!
O50$ X ;3> 的 60VH 转录及蛋白水平表达，阻滞转染细胞于

]! 期，造成转染细胞生长速度减慢，这有望为肺癌基因治疗

提供一种选择手段2
【关键词】E80VH；0VH 干涉；癌，非小细胞肺；O50$ X ;3>
【中图号】0%+)2 $* * * 【文献标识码】H

FG 引言

O50$ X ;3> 是由癌基因 5BZ.$ X ;3> 编码的具有

酪氨酸蛋白激酶活性的跨膜糖蛋白，分子量为 !(,
‘>，属表皮生长因子受体（3K8?3B674 9BJWID =7@IJB B3#
@3KIJB，5]T0）家族，具有自动磷酸化作用2 乳腺癌、

非小细胞肺癌（;J; E6744 @344 4>;9 @7;@3B，VS-G-）等

恶性肿瘤存在 O50$ X ;3> 过表达，与肿瘤的发生、转

移、血管形成及化疗耐药等有关［! a )］，本研究采用合

成的编码针对 O50$ X ;3> E80VH 的脱氧寡核苷酸模

板序列，插入线性化 KSQF50 载体，把重组质粒转染

过表达 O50$ X ;3> 的肺腺癌细胞系 SF-#H#!，观察转

染后对 O50$ X ;3> 60VH 转录和蛋白表达的抑制，及

其对肺癌细胞周期及生长的影响2

HG 材料和方法

H2 HG 材料G KSQF50 质粒和大肠杆菌 LO,! 菌种由

第四军医大学生物化学与分子生物学教研室保存；肺
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腺癌细胞系 !"#$%$& 由第四军医大学免疫学教研室

保存；’(% )*+,-+ ’./000，.1234-56*718-9) /000 为

9*,*+* 公司产品；细胞培养试剂、逆转录试剂盒、9:$
;<=. :-*>-86、9? ’(% 连接酶、9*@ ’(% 聚合酶、#38$
5-+69) "A*B71C )1C12+-2 !DB6-7 购 自 E1F53 G:. 公

司；HI:/ J 8-K 特异性单抗（小鼠抗人）购自 8-37*+,$
-+B 公 司；L;9#$二 抗（ 羊 抗 鼠）、辣 根 过 氧 化 物 酶

（H:"）$二抗（羊抗鼠，;>E）购自 9+*8BCK56138 .*F3+*$
63+1-B 公司M
!M "# 方法

&M /M & N 间接免疫荧光染色N 取制备好的过夜 !"#$
%$& 细胞爬片，"G! 洗涤，?0 > J . 多聚甲醛固定，O > J .
9+1638$&00 室温 &0 718，依此加入 HI:/$一抗（ 含 &0
> J . G!% 的 "G! 按 &P/00 稀释）?Q 过夜，L;9#$二抗

（&P/00 稀释）室温 & R，’%"; 室温 O 718，荧光显微镜

观察并照相M
&M /M /N 序列设计N 在 (#G; 数据库中查找人 HI:/ J
8-K 的 7:(% 全序列，提交发夹状 :(% 设计网站选

择最佳干涉位点，本研究选取的靶位点是：S?T U SVVM
针对靶位点设计脱氧寡核苷酸序列如下：3A1>3&：SW
>*655556>*6*>*5*55**55>565665**>*>*>*>5>>66>>6>656*65*66
666>>*** OW；3A1>3/：是针对来源于深海水母的绿色荧光

蛋白的一段序列，与人无同源性，做为无关序列对照

（序列略），由上海生工生物工程技术服务公司合成M
&M /M ON 脱氧寡核苷酸与 2!X"I: 的连接与转化N 将

合成的脱氧寡核苷酸序列退火、磷酸化成双链 ’(%；

!"#!和 $%&C ;;; 双酶切 2!X"I:；连接酶连接 2!X$
"I: 和磷酸化产物，转化大肠杆菌 ’HS" 感受态细

胞，铺于带有氨苄青霉素抗性的培养皿，OTQ过夜，挑

取重组质粒进行双酶切和 ’(% 序列分析鉴定M
&M /M ?N 细胞培养和质粒转染N !"#$%$& 细胞常规培

养于含 &00 > J . LG! 的 :"); &V?0 液，常规加：S Y &0T

X J . 青霉素，S0 > J . 链霉素M 取对数生长期贴壁细

胞，使用 .1234-56*718-9) /000 进行基因转染，按照说

明书进行操作M
&M /M S N :9$"#:N 收集转染后 T/ R !"#$%$& 细胞，

9+1Z3A +-*>-86 提 取 总 :(%，用 !K2-+!5+1269) L1+B6
!6+*8C !DB6-7 43+ :9$"#: 试剂盒反转录，按照说明书

进行操作M 以 5’(% 为模板对 HI:/ J 8-K 进行 "#:
扩增，扩增片断位于 &[& U V0V F2，按天为时代公司的

一管便携式 "#: 试剂盒说明操作M 使用 "#: 上游引

物 "&：SW 56>666>55>6>55*5556>*>6 OW，下游引物 "/：SW
56656>56>55>65>566>*6>*> OWM 反应条件：\SQ O0 B 变性，

SVQ /0 B 退火，T/Q O0 B 延伸，O0 个循环M &0 > J . 琼

脂糖凝胶电泳检测 "#: 产物M

&M /M V N ]-B6-+8 FA36 N 收集转染后 T/ R !"#$%$& 细

胞，用含 :;"% 的裂解液提取总蛋白，G#% 法蛋白定

量，上样量 ?0 #> J 道，[0 > J . !’!$"%EI 电泳，转移至

(# 膜，S0 > J . 脱脂奶粉室温封闭 / R，依次加入特异

性 HI:/$一抗（&P[00 稀释）?Q过夜，H:"$二抗室温

孵育 & R，增强化学发光法检测 HI:/ J 8-K 表达［S］M
&M /M TN L#) 检测细胞周期N 用 &0 > J . LG! 培养细

胞，收集转染后 T/ R !"#$%$& 细胞，制成 & Y &0\ J . 单

细胞悬液，"G! 洗涤后注入 TS0 7. J . 的 ?Q 乙醇固

定，用含 :(% 裂解酶的 "; 对样品 ’(% 荧光染色 &S
718，流式细胞仪（L#)）检测细胞周期M
&M /M [N )99 法检测细胞增殖N 取对数生长期细胞，

制成单细胞悬液，调整细胞浓度至 / Y &0T J .，按 ? Y
&0O J 孔接种于 \V 孔培养板，终体积 /00 #. J 孔，&00
> J . LG! 培养细胞，分别于转染后 /?，?[，T/，\V 和

&/0 R 加入 /0 #. )99（S > J .）J 孔，? R 弃上清，加

’)!= &S0 #. /0 718，振荡 &S 718，在 I.;!% 读数仪

?\0 87 波长处测各孔吸光值（’）M 每组设 S 个复孔，

实验重复 O 次，绘制细胞增殖曲线M
统计学处理：计量资料以 ( ) * 表示，组间比较

采用 !"!! 软件包进行方差分析，两两间比较采用

!(^$+ 检验，, _ 0M 0S 为差异有统计学意义M

"# 结果

"$ !# %&’" ( )*+ 过表达# 以高表达 HI:/ J 8-K 的乳

腺癌 !^G+O 作阳性对照，’%"; 染细胞核，L;9#$二抗

间接免疫荧光染色检测 !"#$%$& 细胞 HI:/ J 8-K 的

表达M 免疫荧光显微镜下细胞核蓝染，肺腺癌细胞

!"#$%$& 绿色荧光强度与 !^G+O 的相近，表明 !"#$%$
& 存在 HI:/ J 8-K 的过表达（图 &）M ]-B6-+8 FA36 方法

检测上述细胞 HI:/ J 8-K 蛋白，以肌动蛋白 $$*5618
做内参照，结果与免疫荧光法所得结论一致（图 /）M

图 &N L;9# 标记的 HI:/ J 8-K 间接免疫荧光染色N Y ?00
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图 ’- ./0’ 1 234 蛋白表达的 53673%2 89:7 检测

!, !" 载体构建与鉴定 " 挑取重组质粒用 !"#0 ; 和

$%&< ;;; 双酶切鉴定和 =>+ 序列分析，序列与预期完

全相符，证明克隆构建正确, 将鉴定正确的重组质粒

命名为 ?"@(/0*6A./0’，无关序列重组质粒为 ?"@*
(/0*260>+（图 &）,

!：=>+ BC%D3% =E ’FFF；’：?"@(/0；&：?"@(/0*6A./0’,

图 &- 重组质粒酶切鉴定

!# $" %&’() 下调 *+’! , -./ 0’() 转录 " 收集重

组质粒 ?"@(/0*6A./0’ 瞬时转染 "()*+*! 后 G’ H 细

胞，提取 0>+ 进行 0I*()0，以 !*CJ7A2 作为内参照，

检测 ./0’ 1 234 的 K0>+ 表达, 结果转染后的细胞

./0’ 1 234 K0>+ 表达显著下降，说明针对 ./0’ 1
234 的 6A0>+ 在 真 核 细 胞 中 表 达，可 以 显 著 抑 制

./0’ 1 234 的 K0>+ 表达（图 L）,
!# 1" %&’() 下调 *+’! , -./ 蛋白表达" 收集 ?"@*
(/0*6A./0’ 瞬时转染 "()*+*! 后 G’ H 细胞，提取总

蛋白，$+) 法蛋白定量，上样量为 LF "M 1 道，并以 !*

CJ7A2 作为内参照，53673%2 89:7 结果显示，"()*+*! 的

./0’ 1 234 蛋白表达水平有下降，表明针对 ./0’ 1
234 的 6A0>+ 可以抑制 ./0’ 1 234 蛋白表达（图 N）,

B：=>+ BCD3% =E’FFF；!：亲代 "()*+*!；’：转染 ?"@(/0*6A./0’

"()*+*!；&：转染 ?"@(/0*260>+ "()*+*!；L：转染空载体 ?"@(/0

"()*+*!,

图 L- ./0’ 1 234 K0>+ 表达的 0I*()0 检测

!：亲代 "()*+*!；’：转染 ?"@(/0*6A./0’ "()*+*!；&：转染 ?"@(/0*

260>+ "()*+*!；L：转染空载体 ?"@(/0 "()*+*!,

图 N- ./0’ 1 234 蛋白表达的 53673%2 89:7 检测

!# 2 " %&’() 影响细胞周期 " 收集 ?"@(/0*6A./0’
瞬时转染 G’ H 后的 "()*+*!，以亲代和转染 ?"@(/0
的细胞为对照，O)B 检测细胞周期变化，结果转染

?"@(/0*6A./0’ 的 细 胞 P! 期 较 亲 代 细 胞 增 加

Q, QR、较转染 ?"@(/0 的细胞增加 G, SR；" 期细胞

较亲代细胞减少 T, SR、较转染 ?"@(/0 的细胞减少

!F, SR，P’*B 期变化不明显，表明 6A0>+ 主要阻抑

细胞于 P! 期（图 S）,

+：转染 ?"@(/0*6A./0’ 的 "()*+*!；$：转染空载体 ?"@(/0 的 "()*+*!；)：亲代 "()*+*!,

图 S- O)B 检测细胞周期分布

!# 3" %&’() 抑制细胞增殖" 收集重组质粒瞬时转染

"()*+*! 细胞，连续 N 天检测细胞 ’ 值, 结果显示，转

染重组质粒的 "()*+*! 细胞生长速度较亲代细胞减

慢（( U F, FN）；转染无关序列和空载体质粒的细胞生

长速度较亲代略有减慢（( V F, FN），表明针对 ./0’ 1
234 的重组质粒转染 "()*+*! 细胞，可有效抑制肿瘤

细胞生长（图 G）,

$" 讨论

肺癌的发病率和死亡率已居恶性肿瘤首位, 晚

期 >")E) 治 疗 采 取 化 疗 为 主 的 模 式，然 而 ’ 1 &
>")E) 对化疗不敏感，晚期肺癌 N C 生存率 U !R ,
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!"#$ % &’( 在肺癌、乳腺癌等多种肿瘤组织过表达，

与肿瘤的发生、发展、转移、肿瘤血管形成及化疗耐药

等有关，使其成为肿瘤靶向和基因治疗的理想靶点)
针对 !"#$ % &’( 开展的乳腺癌等肿瘤治疗研究展示

了良 好 前 景［$，*，+］，然 而 应 用 !"#$ 单 抗 !’,-’./0&
（ /,12/(3(415）单独或联合化疗药物治疗 67898 的几

个!期临床研究，未获得类似乳腺癌、前列腺癌那样

的预期疗效，使研究者对 !"#$ % &’( 是否在 67898
的发生、发展中扮演重要角色产生怀疑［: ; <］)

图 := 针对 !"#$ % &’( 的 20#6> 抑制 7?8@>@A 细胞增殖

= = 基于转录后沉默效应（?BC7）的 #6>0 技术具有

严格的序列特异性、高效性，基因抑制效果明确、治疗

的针对性强、副作用小等优势，已日益发展成为研究

基因功能和肿瘤基因治疗的重要工具［D ; AA］) 近年发

展的 E6> 载体在体内表达 20#6> 的技术具有产生

20#6> 简便、快速、成本低廉等优点，极大地促进了

#6>0 技术在哺乳动物细胞中的应用［A$ ; AF］，这种载体

可以是质粒、病毒或者 E6> 片段) 本研究使用 .7G@
?"# 载体，全长 FA:+ 5.，其优势在于具有 !A HHH 型聚

合酶启动子，能够精确高效地转录出发夹状 #6>，进

而在体内被切割成可以发挥 #6>0 效应的 20#6>，该

系统已广泛用于基因表达调节的研究［A*］)
我们将构建好的能够转录出发夹状 20#6> 的

.7G?"#@20!"#$ 重组质粒转染过表达 !"#$ % &’( 的

7?8@>@A 肺腺癌细胞，#B@?8# 和 I’2/’,& 5JK/ 显示

抑制了 !"#$ % &’( 表达，证明针对 !"#$ % &’( 的重组

质粒转染 7?8@>@A 细胞后可以有效抑制 !"#$ % &’(
表达，使靶细胞出现 CL % CA 期阻滞，造成细胞生长速

度减慢，表明 !"#$ 分子参与了 7?8@>@A 细胞周期和

增殖调控，在 67898 的发展中具有重要作用，针对

!"#$ % &’( 分子的 20#6> 可以用来治疗 !"#$ % &’( 过

表达 67898) 然而，瞬时转染存在基因沉默效应短

暂、转染效率低等不足，还需要构建带筛选标记的

20#6> 表达质粒，进行稳定转染，以获得较长时间的

基因沉默效应和更为理想的干涉效果)
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