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【摘* 要】目的：探讨针对 O50$ 分子的 0TU 干涉对乳腺癌

细胞生长的影响2 方法：人工合成 GTU，经退火磷酸化后克隆

入 HLQW50 载体2 基因转染后通过观察细胞形态和细胞计数

等方法验证发夹状小干涉 0TU（J80TU）对细胞生长状态的影

响，以激光共聚焦检测基因表达情况2 结果：J80TU 表达载体

转染后可以引起 LV-I#( 细胞大量死亡，间接免疫荧光检测出

O50$ 蛋白表达降低2 结论：针对 O50$ 进行 0TU 干涉可在

体外抑制 LV-I#( 细胞生长2
【关键词】O50$；0TU 干涉；基因治疗

【中图号】0%("2 ’* * * 【文献标识码】U

JK 引言

目 前，乳 腺 癌 的 死 亡 人 数 占 到 女 性 肿 瘤 的

)"Y［!］2 研究表明许多肿瘤的发生都与特定癌基因

或酪氨酸激酶受体基因过表达导致的细胞增殖有关2
O50$ 受体已被证实是与乳腺肿瘤发生密切相关的

受体［$］2 O50$ 是由原癌基因 9@A!$ B .%7 B (98$ 编码

的一种受体酪氨酸蛋白激酶，属表皮生长因子受体家

族［(］2 近年来，O50$ 受体靶向的乳腺癌治疗倍受关

注［)］2 对 于 O50$ 阳 性 的 乳 腺 癌 患 者，已 有 针 对

O50$ 的商品化抗体 1I7JB>Z>67C 问世，但近来发现

这种抗体具有无法克服的心脏毒性和其它副作用，因

此其作用受到限制［’］2 将 J80TU 用于肿瘤细胞中可

以特异性地抑制目的基因的表达，从而有可能逆转

细胞 的 恶 性 表 型2 我 们 据 此 构 建 了 针 对 %@A!$ B
(98$ B .%7 的 J80TU 表达载体，研究它们对人乳腺癌

LV-I#( 细胞中 O50$ 表达的抑制作用以及 O50$ 对

细胞生长增殖的影响2

LK 材料和方法

L2 L K 材 料 K 人 乳 腺 癌 细 胞 系 LV-I#(，大 肠 杆 菌

GO’! 及 HLQW50 载体均为本室保存；1) GTU 连接

酶、限制性核酸内切酶和 G[$""" GTU K7IX3I（17V7#
07 公司）；新生牛血清、GK5K 培养基、胰酶及脂质体

48HD=3@BUK/T51K$"""（\8C@D 公司）；01#W,0 试剂盒

（ /;R8BID93; 公司）2 仪器 -M#+" 荧光显微镜（日本 ]#
4:6H>J 公 司）；U4HF7 /6793I1K !$$" 凝 胶 成 像 系 统

（U4HF7 /;;DB3@F 公司）；LQT0/L5 酶标仪（ 澳大利亚

15,UT 公司）；W5$)"" W,0 仪（美国 W3IX8; 5463I 公
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司）；!"#$% 台式低温冷冻离心机、!"#!& ’()*+,-./(
台式高速离心机（德国 011()23+- 公司）4
!4 "# 方法

#4 54 #6 以 !"#5 为靶分子的 7,%89 的设计及真核表

达载体的构建6 根据人 !"#5 基因设计 " 条寡聚脱

氧核苷酸链（ 3:,/3），序列为：3:,/3#：!;</=*>>>>*/=*<
=/=>=>>==>>/>*>**>==/=/ =/=/>//**//*/*>*=*>=*****//===<
?;；3:,/35：!;<=/>****>>=====*/=*=/=>=>>==>>/>* >*>*>**<
/==/=/>//**//*/*>*=*>=///<?;；3:,/3?：!;</=*>>>>*/===>>*<
/=>>*>*>>*=** >==/=/=*=//=/=//*>=//***>=*****//===<?;；3:,<
/3"：!;< =/>****>>=====*/===>>*/=>> *>*>>*=*>*>**/==*=/<
/=/=//*>=//***>=///<?;4 由赛百盛公司合成4 取两条

&89 在退火缓冲液中退火，@!A " B,)，$CA #C B,)，

缓慢降温到 "A 4 退火缓冲液组分为：#CC BB3: D E 醋

酸钾，?C BB3: D E F0G0H<IJF，5 BB3: D E 醋酸镁4 取

退火后的产物磷酸化，产物与经 !$%2 KKK 和 &’( KK 双

酶切的 1HLG0% 载 体 进 行 连 接，连 接 产 物 命 名 为

1HLG0%<7,M(#，1HLG0%<7,M(5，转化 ") *+($ &F!! 菌

株，挑阳性克隆酶切鉴定，测序4
#4 54 56 真核表达载体的细胞转染6 转染前 5" M 将

HIN+<? 细胞分别铺于 O 孔板，待细胞生长至约 OCP
汇合 时，按 照 :,13-(>*9QK80RQ 5CCC 使 用 说 明 转 染

1HLG0%<7,%89 及 1HLG0% 空载体4 倒置显微镜观察

细胞状态4
#4 54 ?6 %R<G’% 检测 !"#5 的表达6 %89 的提取按

试剂盒说明书操作进行，模板总量 ! "/，反转录酶

#O4 O$ )S=*，C4 ! "E 引物和 #C BB3: D E 28RG # "E，总

体积 5C "E，"5A OC B,)4 取 # "E 逆转录产物，5C
"B3: D E 引物 C4 ! "E，#C BB3: D E ,-. &89 聚合酶

（总体积 !C "E）进行 G’%4 反应参数为：@"A ?C 7，
!!A ?C 7，$CA # B,)，?C 个循环4 检测 F0%5 的引

物为：QM#：!;>*/***/>>/*/>>=>>>*/=/* ?;；QM5：!;>**>*<
/>*/>>/*>/>**/=*/=/ ?;4 以 #<=>*,) 为内对照，引物为：

9’RN#：!;*/>/>=/====>==/=*/=/=** ?;；9’RN5：!; *////<
/=>=====/////==// ?;，以 #C / D E 的琼脂糖凝胶电泳鉴

定 %R<G’% 产物4
#4 54 "6 间接免疫荧光检测与激光共聚焦显微镜观察

6 转染前 5" M 用胰酶消化 HIN+<? 细胞，加 # T 5 滴

至 #5 孔板中的盖玻片上，?$A孵箱放置 # M，使细胞

贴壁，制成细胞爬片，待细胞达到 UCP 汇合率时进行

转染4 5" M 后分别用以 !"#5 为靶点的两个干涉载

体及空载体进行瞬时转染，于转染后 "U M 取出，用

GNH（1F $4 "）洗 5 次，加 "C / D E 多聚甲醛固定 ?C
B,)，再以 GNH 洗 5 次，经 C4 # BE D E R+,*3)，? BE D E 双

氧水灭活内源性过氧化物酶及血清封闭等处理后，依

次加入适量稀释的一抗、二抗及 H9N’<’V?；加一滴

GNH 封片，用荧光显微镜观察并照相4
#4 54 !6 细胞计数分析6 于转染后 # T " 2 消化细胞，

用血球计数板进行细胞计数4

"# 结果

"4 !# 真核表达载体的鉴定# 将退火产物与经双酶切

的载体连接，转化感受态细胞，挑取单克隆培养，小量

提取质粒 &89，将干涉组质粒分别命名为 1HLG0%<
7,M(# 和 1HLG0%<7,M(54 用 "*+% K 和 !$%2 KKK 双酶

切，电泳后见到一条约 5@# W1 的片段，表明退火后的

7,%89 基因已插入 1HLG0% 载体中，测序结果完全正

确（图 #）4

#：&89 B=+S(+ &E 5CCC；5：1HLG0% D "*+% K X !$%2 KKK；?：1HLG0%<7,<

M(# D "*+% K X !$%2 KKK；"：1HLG0%<7,M(5 D "*+% K X !$%2 KKK4

图 #6 克隆入 7,%89 载体酶切鉴定

"$ "# !"#" 靶向 %&’() 对目的基因表达的抑制 #
以构建成功的质粒瞬时转染 HIN+<? 细胞，"U M 后提

取总 %89，并取相同量的模板进行反转录 G’%，干涉

组的条带比实验组明显暗淡（ 图 5）4 取干涉效果较

好的 1HLG0%<7,M(5 转染细胞进行间接免疫荧光试

验，激光 共 聚 焦 显 微 镜 观 察 表 明 实 验 组 细 胞 表 面

F0%5 分子表达明显减少（图 ?）4

#：&89 B=+S(+ &E 5CCC；5：1HLG0%<7,M(#；?：1HLG0%<7,M(5；"：1HL<

G0%；! T $：内参照 #<=>*,)4

图 56 重组质粒的 %R<G’% 鉴定结果

"$ *# !"#" 靶向 %&’() 表达抑制体外 +,-./* 细胞

生长# 以 1HLG0% 空载体作为对照，用 1HLG0%<7,M(5
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转染后发现，实验组细胞在转染后第 ! 日开始部分细

胞形态及折光性变差，有少量细胞死亡（图 "）# 随着

后死亡细胞逐渐增多，漂浮于培养液中# 细胞计数结

果显示转染实验组细胞生长受到抑制，细胞增殖缓慢

（图 $）#

%：&’()*+,-./0!；1：&’()*+#

图 23 细胞转染重组质粒后的激光共聚焦结果

%：&’()*+,-./0!；1：&’()*+#

图 "3 转染后第 ! 日 ’415,2 细胞形态观察3 6 !77

图 $3 ’415,2 细胞转染质粒后的计数结果（! 8 $，" # $）

!" 讨论

在乳腺癌、卵巢癌及胃癌等多种恶性肿瘤中，

由于基因扩增，转录激活等原因，9*+! 表达水平高

出正常细胞上百倍# 成为一种公认的肿瘤标记物（乳

腺癌（!$: ; 27:），卵巢癌（!$: ; 2!:），肺腺癌

（27: ; 2$:），原发性肾细胞癌（27: ; "7:）［<］#
研究表明，9*+! 的过表达与肿瘤的恶性程度和转移

能力密切相关# 过表达的 9*+! 可以与神经调节蛋

白多肽类激素等配体结合# 通过激活 +=-，>%)4 等

信号分子导致细胞过度增殖和癌变［?］# 因此，通过

+@% 干涉等方法抑制肿瘤细胞中 9*+! 的表达，可

以在一定程度上逆转细胞的恶性表型，抑制细胞过度

增殖#
+@% 干涉是一种广泛存在于高等动植物中的由

双 链 +@% 介 导 的 转 录 后 基 因 沉 寂（ )AB’）现

象［C D E7］# 在肿瘤基因治疗中，通过人工合成特定癌基

因靶向的 -.+@%，或构建上述 -.+@% 的表达载体，并

将它们导入肿瘤细胞中，可以特异性地抑制目的基因

的表达# 我 们 针 对 9*+! F+@% 的 ! 个 靶 点，即

G=GHGGIIGGIGIHI=IH= 和 I=GG=G=GGIH=GGIIIH= 核苷酸序列，

设计了 ! 个发夹状 -.+@% 分子，并构建了该 -.+@%
的表达载体 &’()*+,-./0E 和 &’()*+,-./0!# 通过脂

质体转染进入了人乳腺癌 ’415,2 细胞后，该载体在

9E 启动子的调控下表达 -.+@%［EE］# 诱发针对 9*+!
的干涉反应# 我们通过 +A,)J+ 和间接免疫荧光检

测证实，转染 -.+@% 表达载体的细胞中 9*+! 的表达

受到显著 抑 制，其 中 +A,)J+ 结 果 显 示 针 对 %&’!
F+@% ! 个靶位点的 -.+@% 对 %&’! 的抑制分别达

到了 K7:和 K$:，这表明，虽然由于 F+@% 本身存在

二级结构等原因，并不是针对 F+@% 所有靶位点的

-.+@% 都能有效地诱发针对靶 F+@% 的干涉反应，但

我们在研 究 中 选 择 的 针 对 %&’! F+@% 靶 位 点 的

-.+@% 均可以高效地诱导 %&’! 靶向的 +@% 干涉反

应# 同时，光学显微镜下观察发现，与空载体转染组

相比，-.+@% 表达载体转染细胞生长状态变差，很多

细胞发生死亡# 细胞计数结果显示，-.+@% 的表达明

显抑制了细胞的生长和增殖#
因此，应用 +@% 干涉技术可以有效地抑制人乳

腺癌 ’415,2 细胞等恶性肿瘤细胞中 9*+! 的过表

达，阻断 9*+! 介导的细胞信号转导途径，从而抑制

肿瘤的过度增殖# 本研究可望为 9*+! 阳性肿瘤的

基因治疗提供一种新思路#
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#$ 临床资料$ 收集 6888;4: S 344U;47 我院就诊的会厌囊肿患

者 HG（男 78，女 6U）例" 年龄 68 ] G3 岁" 其中，首次发病 55 例，

复发 63 例；复发 6 次者 : 例，3 次者 7 例，7 次者 6 例" 囊肿单

发 58 例，多发 U 例" 有明显咽异物感 57 例，无症状而在喉镜

检查中偶尔发现 67 例" 检查：会厌囊肿位于会厌舌面 38 例，

位于会厌谷 65 例，会厌皱襞 7 例" 囊肿呈半圆形，基广或带

蒂，表面光滑，呈灰白、微黄或淡红色，少数可见小血管纵横分

布，囊肿大小不等" 小的如黄豆，大的占据整个会厌" 术前常规

禁食 5 )，全部病例均在表面麻醉下进行" 先用 64 *K S K 卡因

液向咽腔喷雾 7 次，间隔 7 *.,，再用无菌纱布牵拉舌体喷雾

喉部 3 次，间隔 7 *.,，使咽喉部充分麻醉" 患者取坐位，自己

用无菌纱布包裹舌体向外牵拉，术者左手持间接喉镜，右手持

已弯成间接喉钳状弯的单极或双极微波探头（ 根据囊肿大小

选择单极或双极微波探头）" 输出功率为 H4 ] G4 ^" 将探头直

接刺入囊肿进行凝固，每点 7 ] H 2，视病变大小多点接触" 重

复热凝，待囊肿壁变白、囊肿变小即可" 如囊肿较大可在 3 CX
后重复治疗" 术后常规应用抗生素激素静点预防感染和水肿，

并辅以雾化吸入治疗" 术后定期间接喉镜复查局部情况" 疗

效评定标准：!治愈：咽异感症、梗阻感症状消失，会厌黏膜生

长良好，未见囊肿残留复发" "有效：自觉咽异感症、梗阻感

等症状减轻或缓解，会厌黏膜生长良好，未见囊肿残留"#无

效：自觉咽异感症、梗阻感等症状无改善，会厌囊肿残留或复

发" 结果：一次治愈 H7 例，7 例于 3 CX 后检查有残留，再次微

波后治愈" 治疗过程中无出血等并发症发生" 术后观察第 6 日

有局部肿胀，除有轻度咽痛外无其它不适" 术后 3 ] 7 ( 有白

色伪膜形成" 3 CX ] 6 *B 伪膜脱落，黏膜再生" 无出血、会厌

水肿引起呼吸困难等严重并发症的病例" 随访 G *B ] 7 0，无 6
例再次复发，喉镜检查示喉部解剖标志正常"

%$ 讨论$ 会厌囊肿以往常在间接喉镜或直达喉镜下单纯咬

除囊壁，由于不能完全破坏囊膜，所以易复发，另外会厌囊肿

常接近舌根部，该部位血管丰富，单纯咬除囊肿有可能引起出

血［6］" 全身麻醉插管行支撑喉镜或直达喉镜下手术咬除，能充

分满足手术要求，但有医疗费用高、气管插管妨碍手术视野影

响操作等缺点" 我们采用表面麻醉间接喉镜下微波治疗会厌

囊肿，通过高温热凝组织，使表里同时凝固，囊壁变性萎陷而

达到治疗的目的" 其特征是在同一辐射场中，组织的损伤几乎

一致，因此受治疗区域的边界清楚，深度足够，组织损伤极小，

也无炭化和气雾形成，微波能在瞬间使会厌囊肿液凝固，囊壁

破坏，达到治疗与防止囊肿复发的功效" 同时病灶血液中的蛋

白质瞬间从里到外被凝固，血管被阻塞，有明显止血功能，故

术野清楚不会出血" 术者可从容操作" 并且对周围组织反应轻

微，损伤愈合快，愈后不影响其正常功能" 由于会厌前间隙组

织疏松，含有黏液腺，在微波治疗时功率过大或时间过长会出

现副损伤，如会厌舌面、会厌溪水肿，会厌软骨部分缺失，因此

治疗上时要控制微波输出功率（一般 H4 ] G4 ^），和每点凝固

时间（7 ] H 2），术中操作范围不要超过囊肿，特别是会厌溪囊

肿" 表面麻醉要充分，但要注意的卡因的用量不能过量，有无

过敏史" 术中操作一定要熟练、轻柔，尽量缩短手术时间" 我

们体会到该方法安全有效，具有方法简单，痛苦小，组织反应

轻" 费用低" 不易出血，患者易于接受等优点值得推广"
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