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【摘* 要】目的：探讨垂体肿瘤转化基因（Q..R）反义 =DST
对胆囊癌 R>A#ID 细胞系 ’#KN 化疗敏感性的影响- 方法：脂

质体法将 Q..R 反义 =DST 转染胆囊癌细胞 R>I#ID；R,!) 筛

选阳性克隆；U/CB/?6 G0@B 检测 Q..R 蛋白；M.. 检测细胞增殖

情况及不同浓度 ’#KN 作用下各组细胞相对存活率差别，计算

VA’"值；流式细胞术检测各组细胞凋亡率- 结果：转染组细胞

较未转染组 Q..R 表达明显减少；转染组细胞增殖与凋亡明

显增强；转染组 VA’" 值（"- ("’ 22@0 W X）明显低于未转染组

（!- !!% 22@0 W X）和空载体转染组（"- &!, 22@0 W X）；转染组细

胞的 ’#KN 凋 亡 诱 导 作 用（$(- $,Y ）明 显 高 于 未 转 染 组

（$- (%Y ）和空载体转染组（%- ($Y ）- 结论：转染 Q..R 反义

=DST 可增强胆囊癌细胞对 ’#KN 化疗敏感性，二者联合应用

可能是一种治疗胆囊癌的有效方法-
【关键词】胆囊肿瘤；垂体肿瘤转化基因；氟尿嘧啶
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GH 引言

胆囊癌是胆道系统最常见的恶性肿瘤- 临床确

诊时多属晚期，且对常规的化疗和放疗不敏感［!］- 垂

体瘤转化基因（Q..R）是近年发现的一种原癌基因，

可选择性地表达于胚胎组织和多种肿瘤组织中，其表

达产物可以激活多种肿瘤相关基因，抑制有丝分裂期

染色体分离；与肿瘤发生、病程进展及预后相关［$，+］-
我们用脂质体介导转染反义 Q..R =DST 作用于胆囊

癌 R>A#ID 细胞系，探讨其对 R>A#ID 细胞 Q..R 蛋

白表达、细胞增殖与凋亡以及 ’#KN 化疗敏感性的

影响-

IH 材料和方法

I- I H 材 料 H Q..R 反 义 =DST 真 核 表 达 载 体 E=
DST+- !#Q..R3C［,］（ 华中科技大学同济医院肿瘤生

物中心陈刚博士惠赠）；E=DST+- ! 质粒、大肠杆菌株

DF’!（ 本 室 引 进 并 保 存）；人 胆 囊 癌 细 胞 系 R>A#
ID［’］（山东医科大学王占民教授惠赠）；质粒提取试

剂盒（ 上海生工公司）；X4E@:/=B3246/$"""（ V6O4B?@7/6
公司）；R,!)（R4G=@ 公司）；Q..R 兔抗人多克隆抗体

（武汉 博 士 德 公 司）；.;G;046" 兔 抗 人 多 克 隆 抗 体

（I36B3 A?;[ 公司）；四甲基偶氮唑兰（M..）、DM1M
培养基（I4723 公司）；T66/\46 ]#KV.A 试剂盒（Z@=L/
公司）；氟脲嘧啶（’#KN）（ 华北制药厂；$""+#"$ 生
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产）；辣根酶标记抗兔 !"# 及 $% 免疫组化试剂盒（北

京中山公司）；&’( 显色剂（&’)* 公司）；+,, -. / .
小牛 血 清（ 杭 州 四 季 青 公 司 ）0 1*2.345 4%!1$
6.6!7# 型流式细胞仪；(!*5’&88, 型酶联免疫检测

仪；9:;: %<=>?:;!型蛋白垂直电泳系统0
!0 "# 方法

+0 @0 +A 细胞培养与转染A 采用含 +,, -. / . 的新生

小牛血清（8BC，灭活 D, -:;）、+ E +,8 F / . 青霉素、

+,, -" / . 链霉素的 &949 培养基0 在 DGC，8, -. /
. 1*@ 饱和湿度的条件下培养，每 D H I J 换液传代，

取对数生长 期 细 胞 实 验0 KL&7’D0 +M%33#NO 和 KL
&7’D0 +质粒的真核转染按照 .:K=P?L>N-:;?@,,, 说明

进行0 以未转染细胞作为对照，用 #I+Q 筛选转染细

胞0 选取阳性克隆扩大培养0
+0 @0 @A 免疫组织化学染色A 用 $% 法进行染色，将细

胞接种在预先放有载玻片的培养皿中，培养 @ J 后，

取出载玻片，冷丙酮固定，%($ 浸洗 D -:;；D, -. / .
R@*@ 浸泡 +8 -:; ；%($ 浸洗 8 -:;；正常山羊血清

DGC封闭 D, -:; ，滴加抗 %33# 兔抗人多克隆抗体稀

释液（+S+,,），DGC恒温 I T；%($ 浸洗 D -:; E @；滴加

生物素标记二抗，DGC孵育 D, -:;；%($ 浸洗 D -:; E
@；滴加辣根酶标记链酶卵白素，DGC 孵育 D, -:;；

%($ 浸洗 D -:; E @；&’( 显色，蒸馏水冲洗，苏木素

复染，封片0 用 %($ 代替一抗作染色的阴性对照0
+0 @0 DA U?O>?<; VW=> 检测 %33# 蛋白的表达A 分别提

取转染 KL&7’D0 +M%33#NO、转染空载体及未转染质粒

的 #(1M$& 细胞总蛋白，测定蛋白浓度后，各取 D, ""
蛋白用 $&$ 聚丙烯酰胺凝胶电泳分离，将分离的蛋

白转移到硝酸纤维素膜上，丽春红染色，标记 9N<X?<
位置后，脱色，8, " / . 脱脂奶封闭 + T，将膜浸入抗

%33# 兔抗人多克隆抗体稀释液（+S@,,）中，IC 孵育

过夜，3($ 浸洗 8 -:; E @；滴加辣根酶标记二抗，DGC
孵育 + T；3($ 浸洗 8 -:; E @；&’( 显色0 用 3FVFW:;#
作为内参照0 显色滤膜经扫描后行吸光度分析0
+0 @0 IA 933 法检测细胞增殖情况 A 分别用含 +,,
-. / . 新生小牛血清的完全 &949 培养基将 D 组细

胞配成细胞悬液，以 I E +,G / . 细胞密度接种于 YB 孔

培养板中，每孔 +,, ".0 在 DGC，8, -. / . 1*@ 饱和

湿度的条件下培养0 分别于 @I，IQ，G@ 及 YB T 吸去相

应每组各孔中的培养液，加入完全 &949 培养液 +Q,
". 及 933 溶液（8 " / .）@, ".，DGC，I T 后弃上

清，加入 +8, ". &9$*，震荡 +, -:;，用酶联免疫检测

仪测定 各 孔 !IY, ;- 值0 每 次 每 组 设 I 个 复 孔0 以

!IY, ;-值代表细胞数量，以不同时间的 !IY, ;-值反映细

胞增殖状况0

+0 @0 8A 933 法检测细胞相对存活率 A 将三组细胞

以每孔 I E +,G / . 细胞密度接种于 YB 孔培养板中，每

孔 +,, ".；培养 IQ T；加入不同浓度 8MZ2，各组终浓

度分别为 ,0 DQI，,0 YB+，+0 Y@@，D0 QII 和 G0 BQQ --=W /
.，于 @I T 后测定各孔 !IY, ;-值（933 法如前）每组每

个浓度设 I 个复孔0 肿瘤细胞相对存活率 [ 实验孔

!IY, ;-值 / 对照孔 !IY, ;-值 E +,,\ 0
+0 @0 BA 流式细胞仪检测各组细胞周期分布A 分别将

D 组细胞用 @0 8 " / . 胰酶消化后各取 8 E +,8 细胞数，

%($ 洗涤 @ 次，加入 G,, -. / . 乙醇固定，以碘化丙啶

（%!）染色法进行流式细胞分析0 重复测量 D 遍0
+0 @0 GA 流式细胞仪检测细胞凋亡率A 根据前一试验

结果，选用远低于各组 !18, 值的 8MZ2 浓度（,0 DQI
--=W / .）分别给 D 组细胞加入 8MZ2，作用 @I T，@0 8
" / . 胰酶消化后，各取 8 E +,8 细胞数，%($ 洗涤 @ 次，

先后加入 ’;;?]:; ^MZ!31 和 %!，室温下避光孵育 +8
-:;，立即进行流式细胞仪检测0

统计学处理：采用 $%$$ +,0 , 统计学软件，对相

应样本行方差分析检验或非参秩和检验（)<FOXNWM
UNWW:O R >?O>）0 显著性以 " _ ,0 ,8 判定0 采用 $%$$
+,0 , 统计学软件计算各组 !18,值0

"# 结果

"0 ! # 免疫组化染色 # #(1M$& 胆囊癌细胞高表达

%33# 蛋白0 %33# 蛋白主要分布在细胞质中，部分细

胞核也有分布（Z:" +）0

Z:" +A 4]K<?OO:=; =P %33# :; #(1M$& L?WWOA $% E I,,
图 +A %33# 在 #(1M$& 细胞中的表达

"$ "# 反义 %&&’ ()*+ 转染对 ’,-./) 细胞 %&.
&’ 蛋白表达的影响 # U?O>?<; VW=> 结果显示，转染

KL&7’D0 +M%33#NO 组细胞 %33# 蛋白含量较未转染

组明显降低，相对积分吸光度显示转染 KL&7’D0 +M
%33#NO 组 %33# 蛋白表达下降了 B80 @Q\（Z:" @）0
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!"#"$%& ! %’ ’() *’ %&)(+&*$ ,-&)+-$；.：/-&)+*&’0(,)(1 234567 ,($$’；8：

9,7/:;< . )+*&’0(,)(1 234567 ,($$’；;：9,7/:;< .5=!!2*’ )+*&’0(,)(1

234567 ,($$’<

>%? 8 @ AB9+(’’%-& 1%’,+(9*&,C -0 =!!2 %& 1%00(+(&) )+*&’0(,)(1
234567 ,($$’ *&*$CD(1 #C E(’)(+& #$-)
图 8@ F(’)(+& #$-) 检测 ; 组细胞 =!!2 表达

!" #$ 反义 %&&’ ()*+ 转染对 ’,-./) 细胞增殖

的影响$ 转染 9,7/:;< .5=!!2*’ 组细胞较空载体转

染组及未转染组细胞增殖速度加快，经方差分析检

验，差异显著（! G H< HI，>%? ;）；经 6/J5K 检验，转染

9,7/:;< .5=!!2*’ 组与空载体转染组及未转染组细

胞增殖速度差异均有显著意义（! G H< HI）；空载体转

染组与未转染组细胞增殖速度差异无显著意义（! L
H< HI）<
!" 0$ 反义 %&&’ ()*+ 转染对 ’,-./) 细胞周期

的影响$ 三组细胞在细胞周期不同阶段构成百分率

中位数见 !*# .，分布图见 >%? M< 转染组 28 N O 期细

胞所占比例较未转染组和空载体转染组明显减少，经

非参秩和检验差异具有显著意义（! G H< HI）；转染组

亚2.期细胞所占比例较未转染组和空载体转染组

明显增加，经非参秩和检验差异具有显著意义（! G
H< HI）< 转染组 6 期细胞所占比例较另两组增加，但

差别无显著意义（! L H< HI）<

>%? ;@ =+-$%0(+*)%-& 1%’,+(9*&,C -0 )P+(( Q%&1’ 234567 ,($$’ *&*5
$CD(1 #C O!! *’’*C
图 ;@ 各组细胞的增殖差异

表 .@ 三组细胞细胞周期分布比较

!*# .@ 4-R9*+%’-& -0 ,-&’)%)"(&) +*)%- -0 ,($$ ,C,$( %& 1%00(+(&)
)+*&’0(,)(1 234567 ,($$’（R(1%*& 1*)(）

2+-"9
’"#2.*

（S ）

2.

（S ）

6

（S ）

28 N O*

（S ）

/-&)+*&’0(,)(1 234567 ,($$ .< H IT< U ;.< V T< M

9,7/:;< . )+*&’0(,)(1
@ 234567 ,($$

;< . II< T ;.< H T< ;

9,7/:;< .5=!!2*’ )+*&’5
@ 0(,)(1 234567 ,($$

U< T II< ; ;I< M 8< .

*! G H< HI<

:：/-&)+*&’0(,)(1 234567 ,($$’；3：9,7/:;< . )+*&’0(,)(1 234567 ,($$’；4：9,7/:;< .5=!!2*’ )+*&’0(,)(1 234567 ,($$’<

>%? M@ 4-&’)%)"(&) +*)%- 1%’,+(9*&,C -0 ,($$ ,C,$( %& 1%00(+(&) )+*&’0(,)(1 234567 ,($$’ *&*$CD(1 #C >4O
图 M@ 各组细胞的细胞周期分布差异

!" 1$ 反义 %&&’ ()*+ 转染对 ’,-./) 细胞 1.23
化疗敏感性影响$ 转染 9,7/:;< .5=!!2*’ 组 W4IH 值

（H< UHI RR-$ N X）明显低于未转染组（.< ..Y RR-$ N X）

和空载体转染组（H< V.M RR-$ N X）（>%? I）< 转染 9,
7/:;< .5=!!2*’ 可使 I5>Z 作用 234567 细胞的 W4IH

值降低 MI< TM< S，增加 234567 细胞 I5>Z 化疗敏感

性< 在 H< ;TM RR-$ N X 浓度 I5>Z 作用下，各组细胞凋

亡情况见 >%? U< 转染 9,7/:;< .5=!!2*’ 组细胞凋亡

率（ 中 位 数 8U< 8MS）较 空 载 体 转 染 组（ 中 位 数

Y< U8S）及未转染组细胞凋亡率（ 中位数 8< UYS）明

显增加，经非参秩和检验差异具有显著意义（! G
H< HI）<
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!"# $% &’()")*+ (*,- ."/0(-1*203 45 ,6(-- 7"2./ 45 89:;&< 0-++/
*2*+3=-. >3 ?@@ *//*3
图 $% 各组细胞在 $;!A 作用下的生存率差异

!" 讨论

B@@8 定位于 $ 号染色体长臂 $CD$ 区E 人 B@@8
仅在睾丸、胸腺、胚胎肝脏中高表达，在其他正常组织

中仅弱表达甚至检测不到；在乳腺癌、结肠癌、子宫内

膜癌、卵巢癌和淋巴瘤等肿瘤组织及肿瘤细胞系中高

表达，与肿瘤的恶性程度、转移及预后密切相关［D］E
最近我们发现，在胆囊癌组织中有 B@@8 高表达，同

胆囊癌病理分期及淋巴结转移有关［F］E 因此通过抑

制 B@@8 的表达，可能会有助于胆囊癌的治疗E
89:;&< 细胞系是由山东大学王占民等建立的

国内首株胆囊癌细胞系，具有对化疗药物耐药的特

性［$］E 我们首先通过免疫组化方法，证实在 89:;&<
胆囊 癌细胞中有B@@8的高表达 E ?@@法检测细胞

G：H42,(*2/5-0,-. 89:;&< 0-++/；9：10<HGDE I ,(*2/5-0,-. 89:;&< 0-++/；:：10<HGDE I;B@@8*/ ,(*2/5-0,-. 89:;&< 0-++/E

!"# F% G141,4/"/ (*,- ."/0(-1*203 45 ,6(-- 7"2./ 89:;&< 0-++/ ,(-*,-. J",6 KE DLM NN4+ O P $;!A *2*+3=-. >3 !:?
图 F% $;!A 作用下各组细胞凋亡率差异

增殖情况显示，转染反义 B@@8 0<HG 的 89:;&< 细

胞较未转染组及空载体转染组增殖速度加快E 此结果

与陈刚等［M］的报道一致E 我们通过细胞周期分析显

示，在转染反义 B@@8 0<HG 的 89:;&< 细胞中，8Q O
? 期细胞所占比例明显减少E B@@8 基因表达产物对

人类细胞进行正常有丝分裂具有重要作用［R］E 过度

表达的 B@@8 会抑制有丝分裂期（? 期）姊妹染色体

分离E 反义 B@@8 0<HG 转染通过降低 B@@8 的表达，

可能使在 ? 期受阻滞的 89:;&< 细胞数量减少，从

而在体外促进胆囊癌细胞增殖E
$;!A 是胆囊癌化疗常用药物E 我们发现反义

B@@8 0<HG 转染可增强 89:;&< 细胞对 $;!A 化疗

的敏感性E 作为一种抗代谢药物，$;!A 对增殖活跃

的细胞有更强的杀伤作用E 反义 B@@8 0<HG 转染促

进胆囊癌细胞增殖应是其增强 89:;&< 细胞对 $;!A
化疗敏感性的一个重要原因E $;!A 同时通过诱导肿

瘤细胞凋亡而发挥治疗作用［L］E S’*2 等［T］的研究显

示，转 染 B@@8 0<HG 可 抑 制 1$D 基 因 作 用，减 少

UIQTT 细胞凋亡率，且呈量;效依赖关系E 我们通过

流式细胞仪检测显示，转染反义 B@@8 0<HG 的 89:;
&< 细胞，其亚 8I 期细胞数量明显增加；在低浓度

$;!A作用下，转染反义 B@@8 0<HG 的 89:;&< 细胞

较未转染细胞凋亡率增加E 说明反义 B@@8 0<HG 转

染通过降低 B@@8 蛋白表达水平增加 89:;&< 细胞

凋亡率；增强低浓度 $;!A 诱导 89:;&< 细胞凋亡作

用，从而增加 89:;&< 细胞对 $;!A 化疗敏感性E $;
!A 诱导肿瘤细胞凋亡与多种基因有关，反义 B@@8
0<HG 转染增加 89:;&< 细胞对 $;!A 化疗敏感性的

具体分子机制尚有待进一步研究E
目前，针对胆囊癌的治疗以综合治疗为主E 但胆

囊癌对放、化疗多不敏感E 因此，利用反义 B@@8 0<;
HG 转染增加胆囊癌对化疗的敏感性对胆囊癌的治

疗有重要意义E 我们的研究为改善胆囊癌化疗疗效

提供新的途径E
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!# 临床资料 # ?LLB.>B _ =>>-.>@ 开放性胫腓骨骨折 ?==（ 男

P-，女 AP）例，年龄 ?@ ‘ @;（ 平均 A=）岁, 骨折部位，胫腓骨中

上段 -> 例，中段 A= 例，中下段 Q> 例，局部皮肤软组织损伤按

KI78#;6 分型：!型 ?= 例，"型 -? 例 和 GGG 型 @L 例, -@ 例在处

理骨折的同时 G 期缝合伤口，其中 - 例出现局部皮肤坏死，后

用游离植皮术使创面愈合, B@ 例 G 期外固定架固定后在病房

定期换药及清创，平均 = ]O 后再次行植皮或皮瓣手术, 其中，

应用游离植皮 == 例，腓肠肌肌瓣并游离植皮 AL 例，腓肠肌肌

皮瓣 ?? 例，交腿皮瓣 - 例, 手术清创后，手法牵引，先整复较

大骨折片，必要时辅以钢丝捆扎，维持对位对线，选择长度合

适的外固定架，在模具帮助下，于胫骨前内侧选择骨折近远端

进针点，与胫骨长轴垂直，近远端各固定 = 枚配套螺钉, 尽量

使邻近组织覆盖骨面，仍有软组织缺损者回病房后定期换药，

观察局部软组织成活情况，针孔定时滴乙醇，待坏死组织界限

清楚、确定局部无感染、肉芽组织生成满意后，根据具体情况

GG 期选择行游离植皮、腓肠肌肌瓣、肌皮瓣、交腿皮瓣手术,
随访 L ‘ ?P（平均 ?>）96，术后复查 Z 光片，解剖复位 L@ 例，

近解剖复位 => 例，功能复位 @ 例, 针孔感染 - 例，经滴乙醇等

局部处理后很快控制感染，无骨髓炎发生；固定针松动 = 例，

在 Z 线透视下调整支架后获得骨性愈合, 骨折愈合时间 ?= ‘
Q=（平均 A>）]O, 伤口 G 期愈合 -= 例，其余病例经 GG 期行软

组织手术均使创面愈合, 患肢膝、踝关节主动活动功能正常

者 ??- 例，P 例术后 ? 96 时膝、踝关节存在不同程度活动功能

障碍，指导患者加强正确的功能锻炼，@ 96 后复查膝、踝关节

主动活动功能恢复正常,

"# 讨论# 单臂多功能外固定架既能牢靠地固定骨折端，同

时为 GG 期行软组织手术创造了良好的条件, 如果 G 期行钢板

或髓内针等内固定，需要较为广泛的剥离，损伤大；单纯石膏

外固定或牵引存在不能有效维持骨折端稳定、术后换药及护

理困难、GG 期行软组织手术不方便等缺点, 应用外固定架的

深部感染率明显低于内固定组和石膏固定组；远期并发症也

显著低于内固定组和石膏固定组［?］, 对于 G 期只行骨折固定

的病例，术后需要在病房定期换药及清除局部坏死组织，选用

外固定架不用考虑内固定物外露及感染时内固定物的取出,
术后定期复查 Z 光片，如有骨折成角，可以利用外固定架的功

能特点进行调节，迅速恢复骨折对位、对线，有效避免了骨折

畸形愈合或不愈合, 骨折愈合后，不需要住院即可拆除外固

定架装置，操作方便,
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