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(3 B ;*> %$ B ?8FD8=,<L89A X8?8 %&7 (&]，2!7 ’0] ;*>
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【摘1 要】目的：利用 TU- 干扰（TU-<）技术，以 )*+,!（)U-
+8,BA9,?;*FE8?;F8 !）为 靶 基 因，设 计 构 建 重 组 体 DFBTU-#
)*+,!，研究其对胃癌 -./ 细胞增殖凋亡的影响7 方法：设计

FBTU- 的寡核苷酸片断，再克隆至载体 D5^K’ _ ! 中构建重

组体 DFBTU-#)*+,!，转染胃癌细胞株 -./，用 Y8F,8?* 69C, 检

测 )UM5! 蛋白水 平 变 化，用 T5#Q4T 法 评 估 +TU- 水 平，

M55 法动态监测活细胞数，-Z [ :6 法、电镜和 5KU:\ 观察其

促凋亡作用7 结果：成功构建重组质粒 DFBTU-#)*+,! 后，进

行序列分析得到确证7 T5#Q4T 检测结果证 实：重 组 质 粒

DFBTU-#)*+,! 对胃癌 -./ 细胞中 )*+,! 基因的转录有着明

显抑制作用，转 染 后 $( B 抑 制 率 在 $!7 ’0] 左 右；(3 B 为

2$7 &%]；%$ B 为 %$7 "’] 7 Y8F,8?* 69C, 检测结果表明：DFBT#
U-#)*+,! 转染 -./ 细胞后 $( B 出现 )UM5! 蛋白表达量减

少，抑制率为 $37 $(]；(3 B 为 ’37 2(]；%$ B 为3!7 (%] 7 M55
结果提示：转染后 $(，(3 和 %$ B 细胞数存活率为对照组的

%&7 (&]，2!7 ’0] 和 0&7 !’] 7 -Z [ :6 法、电镜和 5KU:\ 都

看见大量典型的凋亡和坏死细胞，转染后 (3 B 的细胞凋亡率

由对照组的 2] 上升为 02] 左右7 结论：重组质粒 DFBTU-#
)*+,! 能特异有效地抑制胃癌细胞株 -./ 内 )*+,! 基因的

表达，能抑制细胞增殖，促进细胞凋亡，从而为肿瘤的基因治

疗开辟了新途径7
【关键词】)*+,! 基因；TU- 干扰；胃肿瘤；细胞周期

【中图号】T%0(1 1 1 【文献标识码】-

DE 引言

近年来，肿瘤的生物治疗已成为关注热点7 研究

表明，部分基因启动子区域的超甲基化状态严重影响

了该基因的表达，尤其是部分抑癌基因的失活在肿瘤

的发生中起着极其关键的作用［!］7 特异性 )U- 甲基

转移酶（)U- +8,BA,?;*FE8?;F8，)*+,）负责在 )U- 启

动子区域的特定胞嘧啶残基上添加甲基的过程，其中

)UM5! 在成人细胞基因组 )U- 甲基化的维护中有

着极其关键性的作用7 因此，我们准备应用 TU- 干

扰技术，构建靶向 )*+,! 基因的 FBTU- 干扰重组体，
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将其转染到胃癌细胞 !"# 中，观察其对 $%! 甲基转

移酶基因的表达抑制作用以及对胃癌细胞株 !"# 细

胞增殖凋亡的影响，从而为探索胃癌的基因治疗打下

理论和技术基础&

!" 材料和方法

!& !" 材料" 大肠杆菌 ’()*+ 和载体 ,-./0 1 ) 由重

庆医科大学病毒性肝炎研究所保存& 胃癌细胞 !"#
购自于中国科学院上海细胞生物学研究所细胞库&
限制性 内 切 酶 !"#!，$%&2"，’()3!，*+"!和

-4$%! 连接酶 $5#6 均为 789(:;< 公司产品；柱离

心式质粒抽提试剂盒和柱离心式胶回收试剂盒均购

自上海华舜公司& 胎牛血清购自于美国 =>?@9A: 公

司& 转 染 试 剂 BC,9D:?E<(CA:F*** 购 于 GAHCE89;:A 公

司& 3%! 提取试剂盒为 IC<;:A 公司产品；3-J7K3 二

步法试剂盒为 -<L<8< 公司产品& 兔抗人 $%5-)，羊

抗人 M:E<J<?ECA 多克隆抗体购于美国 #<AE< K8NO 公

司；辣根过氧化物酶标记的羊抗兔 G;"，兔抗羊 G;"
（二抗）购于北京中山生物技术有限公司& 化学显色

试剂 #N,:8#C;A<@ P:QE 7C?9 KR:(C@N(CA:Q?:AE #NMQE8<E:
SCE 购自 7C:8?: 公司& -/%TB 反应试剂盒 ,& !%-. K:@@
$:<ER $:E:?EC9A& 76$ 为美国 39?R: 公司产品&
!& #" 方法" 根据 ":AU<AL 中报道的 $%5-) 的核苷

酸序列（%9& %5**)VW+），参考小干扰 3%!（ QR98E CAJ
E:8D:8CA; 3%!，QC3%!）的设计策略，设计短发夹 3%!

（QR98E R<C8,CA 3%!，QR3%!）序列如下（ 正义链带有

XR9G 的酶切位点，反义链带有 *+"!的酶切位点）&
正 义 链：YZ -K"!"K!""K""K-K!!!"!---"--K"J
K!!!-K---"!"KK"KK-"K-----VZ；反 义 链：YZ
K-!"!!!!! "K!""K""K-K!!!"!---"K"!!J
K!!!-K---"!"KK"KK-"KVZ& 参 考 3-J7K3 引 物

设计 原 则 设 计 引 物 如 下：7)：YZ -"K!"!!""!-"J
"!!K"" !"VZ；7F：YZ"K----KK--"-!!-KK-""VZ&
并设 计 #J<?ECA 基 因 的 引 物 序 列 如 下：7)：YZ -"J
"K!KK!K!KK--K-!K!!VZ； 7F： YZ "K!"K-K"J
-!"K-K--K-KKVZ& 采用化学合成方法合成单链寡

核苷酸，经退火后得到双链 $%!［0］& 具体的转染步

骤参见 GAHCE89;:A 公司的转染操作手册&
)& F& )[ 胃癌细胞中 $%5-) 蛋白的检测[ 将 !"# 细

胞于转染后*，F4，4\，WF R 用胰酶消化下来，7U# 洗 V
次& P:QE:8A U@9E 杂交按《分子克隆》实验操作指南进

行，一抗为兔抗人$%5-)，羊抗人 #J<?ECA 多克隆抗体；

二抗为辣根过氧化物酶标记的羊抗兔 G;"，兔抗羊

G;"& 最 后 按 #N,:8#C;A<@ P:QE 7C?9 KR:(C@N(CA:Q?:AE
#NMQE8<E: SCE 操作说明，加入化学发光试剂反应 Y (CA，

应用 #>A;:A: UC9 G(<;CA; 检测系统观察照相&
)& F& F[ 胃癌细胞中 2A(E) 基因 (3%! 检测 [ 分别

于转染后 *，F4，4\ 和 WF R 将 !"# 细胞消化下来，

7U# 洗 V 次，按试剂盒说明分别提取各组细胞的总

3%!& 3-J7K3 反应体系中加入两对引物，第一对是

内源对照 #J<?ECA 基因的引物，第二对是被沉寂的

$%5-) 基因的引物，具体操作见说明书& 反应条件

是 +4] 4 (CA；+4] V* Q；0*] V* Q；WF] Y* Q；WF]
)* (CA，共 V* 个循环& 根据凝胶电泳中 #J<?ECA 基因

片段条带的强弱判断模板的量，进而判断靶基因的

(3%! 被 QR3%! 沉寂的程度&
)& F& V[ 检测细胞存活率[ 将 !"# 细胞按 ) ^ )*4 _ 孔
接种于 +0 孔板，每孔 )** $B，常规培养& 分别于转染

*，F4，4\ 和 WF R 后，弃掉培养基，加入 5-- 及无酚

红 375G)04*，继 续 孵 育 4 R 后 加 入 $5#6，震 荡

)*(CA 使结晶充分溶解& 在酶联免疫仪上，YW* A( 处

测定吸光度 ! 值& 以时间（ -）为横轴，吸光度 / 值为

纵轴绘制细胞生长曲线，按下面的公式计算细胞存活

率：/实验孔 _ /对照孔 ^ )**‘ &
)& F& 4[ 检测细胞凋亡[ 将 !"# 细胞按 ) ^ )*0 _ 孔接

种于 0 孔细胞培养板中常规培养& 按预定时间收集

细胞，制成细胞悬液& 吸 F** $B，加入 !6 _ TU 染液

)* $B，充分混匀，滴于玻片上分别计数& 早期凋亡细

胞（a!）核染色质着绿色，呈固缩状或圆珠状& 晚期

凋亡细胞（%a!）核染色质着橙黄色，呈固缩状或破

裂状& 坏死细胞（%a%）核染色质着桔红色，呈正常细

胞结构& 活细胞（a%）核染质着绿色，呈正常细胞结

构& 细胞凋亡率（‘）b（a! 1 %a!）_（a% 1 %a% 1
a! 1 %a!）^ )**‘ & 将剩余的细胞悬液再次离心，

小心吸弃上清，加入 4* ; _ B 戊二醛，送重庆医科大学

电镜室检测& 另将细胞常规接种于预置玻片的 0 孔

细胞培养板中，常规培养和转染，按规定时间采用

-/%TB 反应检测试剂盒检测各组 !"# 细胞内 $%!
片段化情况，具体的操作步骤见说明书&

统计 学 处 理：实 验 数 据 用 0 1 2 表 示，使 用

#7##)*& * 软件，多组比较进行单因素方差分析，两两

比较进行 B#$J- 检验，3 c*& *Y 为差异有统计学意义&

#" 结果

7QR3%!J$A(E) 重组质粒的构建及体内转录生

成 QC3%!& 测序显示（ 如下序列中下划线处）与设计

$%! 片段序列完全一致，进一步证实 $A(E) 的 QR3J
%! 即 载 体 ,QR3%!J$A(E) 构 建 成 功& K-!"-!J
!!!!"K""!KK"!!"-KK"K- !"#$#####$!#$%
$!$$!"!###$#"""$!$##!###"!"""$#$!!%
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!""#!"!""#"###!"#!!###!!$!$$"$#$#%
$#$$$"!!$$"$$$#!"$$$#$!###!$$"##$%
!""#$$"!$#$#"$#$"#!!$####$$$$!$#$$%
####$$$$!#"!$$$!#$!!!$$"$$$##$##$!#%
##!#$!"#!$!"#$####"#$!#$$#$#!###"#"%
###$!$"#!$$$##$$##!#$$##$#!#!#!#$$%
!$"!!##"#$#!"#$#$#"!$$$#$#"$$""⋯⋯

!" #$ 胃癌细胞 %&’(# 基因 ’)*+ 水平 $ & 组泳道

中细胞内源 !%’()*+ 基因扩增片段条带的亮度强弱相

似，而 ,+-). 基因电泳条带存在明显差异/ 脂质体组

和 0#123 4 . 组的 ,+-). 5!6 扩增带亮度较强，而

07869$%,+-). 组的 ,+-). 5!6 扩增带亮度明显减

弱（图 .）/ 脂质体组中 ,+-). 的扩增条带为标准（亮

度定为 .::），0#123 4 . 组，07869$%,+-). 转染后

;<，<= 和 >; 8 组的亮度分别是脂质体组的（?=/ = @
./ 3）A，（>=/ < @ ;/ <）A，（<>/ : @ ./ B）A 和（;?/ ? @
./ &）A，组间差异均有统计学意义（! C :/ :&）/

.：D’EFGE；;：脂质体；B：0#123 4 .；<：转染 07869$%,+-). 后;< 8；

&：转染 07869$%,+-). 后 <= 8；3：转染 07869$%,+-). 后 >; 8/

图 .H 转染后 $"I 细胞内 ,+-). 基因的 -69$ 水平

!" !$ 胃癌细胞中 ,*-.# 蛋白的表达 $ 各组内参

!%’()*+ 蛋白的表达相近；脂质体组和 0#123 4 . 组的

,9D#. 蛋白杂交带明显强于 07869$%,+-). 组（ 图

;）/ 5#123 4 . 组，转染 07869$%,+-). 后 ;<，<= 和

>; 8 组的亮度分别为脂质体组的（??/ . @ ;/ =）A，

（>./ = @ ./ >）A，（B./ & @ ;/ .）A 和（.=/ & @ ./ ;）A，

组间差异均有统计学意义（! C :/ :&）/

.：D’EFGE；;：脂质体；B：0#123 4 .；<：转染 07869$%,+-). 后 ;< 8；

&：转染 07869$%,+-). 后 <= 8；3：转染 07869$%,+-). 后 >; 8/

图 ;H 转染后 $"I 细胞内 ,9D#. 蛋白的表达水平

!/ /$ 细胞存活$ 与 07869$%,+-). 组比较：: 8 时 B

组间差异无统计学意义（! J :/ :&），;< 8 后开始出现

差异（! C :/ :&），07869$%,+-). 组的活细胞数较同

期的脂质体组或 0#123 4 . 组低，并且这种差异随时

间的延长而越来越显著，转染后 ;< 8 细胞存活率为

>?/ <?A；<= 8 为 &./ 3BA；>; 8 为 B?/ .3A / 各组内

$"I 活细胞数在不同时间段之间差异有统计学意义

（! C :/ :&）/ 脂质体组和 0#123 4 . 组的活细胞数随

着培养时间的延长逐步增多，生长速度相当快，呈对

数生长趋势/ 重组质粒 07869$%,+-). 组的活细胞

数虽然也随时间延长而增多，但生长速度却落后于其

他两组（表 .）/

表 .H 转染后各组间 $"I 存活细胞的统计 （" # =，$ % &）

组别 : 8 ;< 8 <= 8 >; 8

脂质体 :/ ;.> @ :/ :.3 :/ B.; @ :/ :;> :/ ?.= @ :/ :B> ./ <&B @ :/ :&3

0#123 4. :/ ;.. @ :/ ::= :/ ;?= @ :/ :B3 :/ ?;: @ :/ :.3 ./ B=3 @ :/ :3<

07869$%
H K+-). :/ ;.& @ :/ :;. :/ ;<= @ :/ :;B’ :/ <>< @ :/ :;;’ :/ &3? @ :/ :.?’

细胞存活 ??/ := >?/ <? &./ 3B B?/ .3

’! C :/ :& ’& 脂质体（同一转染时间）/

!" 0$ 细胞凋亡$ 经 $L M NO 染色后，脂质体组中满视

野均为绿色荧光的存活 $"I 细胞，极少发现凋亡细

胞，偶有小量坏死细胞区/ 在 07869$%,+-). 组中出

现大量凋亡细胞和坏死细胞，间或有少许的正常肿瘤

细胞（图 B）/ 脂质体组，0#123 4 . 组和 07869$%,+%
-). 组 $"I 细胞凋亡率分别是（&/ & @ :/ <）A，（3/ .
@ :/ 3）A和（B&/ ; @ ./ .）A / 前 ; 组间差异无统计学

意义（! J :/ :&），而 07869$%,+-). 组与脂质体组 M
0#123 4 . 组间差异有统计学意义（! C :/ :&）/ 脂质

体组 <= 8 后 $"I 细胞形态电镜检查无明显变化，而

07869$%,+-). 组视野下出现大量异常细胞，可见典

型凋亡特征性改变（图 <）/ #29NP 反应中，脂质体组

细胞大部分贴壁较好，形态完整正常，视野下细胞核

几乎都被染成淡蓝色；仅有极少量细胞核被染为浅褐

色，但胞质仍为淡蓝色；还有极个别的坏死细胞（ 图

&）/ 57869$%,+-). 组的 $"I 细胞有部分脱落，部分

核皱缩变小，呈不规则形，染色质凝聚，靠近核膜，被

染成棕红色的细胞为凋亡细胞/ 视野中有少量肿瘤

细胞/ 在坏死细胞区呈现弥散的、较浅的、非特异性

的染色/ 由细胞凋亡率可以看出：脂质体组为（</ ? @
:/ ;）A，0#123 4 . 组为（&/ . @ :/ =）A，组间差异无

统计学意义（! J :/ :&）/ 而 07869$%,+-). 组细胞凋

亡率骤升至（B</ = @ :/ &）A，与前两组比较差异有统

计学意义（! C :/ :&）/
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!：脂质体组；"：#$%&’ ( ) 组；*：#+,-.!/0123) 组4

图 56 !7 8 9" 法分析转染 :; , 后 !<= 细胞凋亡情况6 > :??

!：脂质体组（ > :???）；"：#$%&’ ( ) 组（ > @???）；*：#+,-.!/0123)

组（ > ’???）4

图 :6 电镜法检测转染 :; , 后 !<= 细胞的凋亡情况

!：脂质体组；"：#$%&’ ( ) 组；*：#+,-.!/0123) 组4

图 @6 $&.9A 法分析转染 :; , 后 !<= 细胞凋亡情况6 > :??

!" 讨论

0.! 超甲基化状态与肿瘤形成的关系有着密不

可分的关系4 正常组织细胞中，广泛表达的基因启动

子区域 *#< 岛常处于非甲基化状态；肿瘤细胞中，这

些 *#< 岛常变为甲基化状态，其相关基因的表达亦

被关闭［B C D］4 其中 0.! 甲基转移酶 ) 在成人细胞基

因组 0.! 甲基化维护中有着极其关键性的作用4 复

制过程中，0.E$) 定位于复制复合物中，可识别亲代

链中正确的甲基化 *#< 岛位点，催化甲基基团添加

到子代链相应的 *#< 岛位点上4 0.E$) 能否有效地

定位于分化细胞 0.! 复制点上直接影响着原有的甲

基谱能否得到正确的维护［)?］4 因此，我们希望从基

因水平入手，应用 -.! 干扰技术，在不破坏染色体结

构的前提下直接降解转录出来的 2-.!，靶向性减少

0.E$) 的产量，同时使一些因启动子区域超甲基化

而沉寂的基因重新激活，一起发挥应有的抑制肿瘤功

能4 我 们 已 成 功 地 运 用 -.!F 技 术 构 建 重 组 质 粒

#+,-.!/0123) ，并将其转染到人胃癌 !<= 细胞株

中，通过 GH+3HI1 "JK3 试验和 -$/L*- 试验证实该重

组质粒能有效地特异地抑制细胞内 M123) 基因的表

达；E$$ 试验结果显示它能明显抑制胃癌 !<= 细胞

的生长；!7 8 9" 染色、电镜和 $&.9A 检查均强烈支

持 #+,-.!/0123) 能促进 !<= 细胞的凋亡4
6 6 这些发现对于研究 0123) 基因功能和探索肿瘤

的基因治疗方面具有相当大的价值，同时也为今后进

一步的研究提供了坚实的理论和实验基础：! 研究

重组质粒 #+,-.!/0123) 引起胃癌 !<= 细胞凋亡的

信号传导通路；0123) 基因、已知的其他凋亡抑制因

子和肿瘤细胞的抗凋亡机制之间的相互关系；" 研

究 0123) 基因与细胞周期调节基因如何共同起作用

影响肿瘤细胞的周期变化；# 既然重组质粒 #+,-/
.!/0123) 能成功地在体外培养的胃癌细胞株 !<=
中抑制细胞增殖促进凋亡，那么在体内试验会不会得

到相同的结论？能否成为一种有着光明前景的肿瘤

基因治疗试剂？
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