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【摘+ 要】目的：探讨针对雌激素受体（50!）分子的 0RS 干
涉对肿瘤细胞生长的影响2 方法：人工合成编码 F80RS 的脱
氧寡核苷酸链，经磷酸化后退火连接进 IKMU50载体2 挑取和

扩增序列正确的重组载体，稳定转染 -@7I#)% 细胞后分别以
01#U,0和间接免疫荧光检测 60RS 及蛋白质的表达情况，
J11法检测 0RS8对细胞生长的影响2 结果：F80RS表达载体
转染后 50!表达水平明显降低，细胞增殖减慢2 结论：针对
50!的 0RS干涉可在体外抑制 -@7I#)% 细胞生长2
【关键词】雌激素受体 !；0RS干涉；基因治疗
【中图号】0%)"2 (+ + +【文献标识码】S

HI 引言
雌激素受体 !（3FBDG93; D3@3IBGD !，50!）是甾体

类激素受体的一种，主要定位于细胞核中，部分位于

细胞质中，成熟蛋白包含 ’ 个结构域2 临床上 50!
过表达与乳腺癌和其他妇科肿瘤的发生相关，同时也

是化疗时肿瘤产生耐药性的重要原因2 在乳腺癌中，
50!阳性率达到 ("W以上［!］2 50!与雌激素结合后
成为具有活性的转录因子，激活多种与生长增殖相关

基因的表达［$］2 研究表明 50! 分子与肿瘤细胞的生
长有关2 我们据此构建了针对 50! 的 F80RS表达载
体，以研究它们对人乳腺癌 -@7I#)% 细胞中 50! 表
达的抑制作用以及 50!对细胞生长增殖的影响2

JI 材料和方法
J2 J I 材料 I 人乳腺癌细胞系 -@7I#)%，大肠杆菌
HX(!以及 IKMU50 载体均为本室保存；1* HRS 连
接酶、限制性核酸内切酶和 HY$""" HRS 67DV3D
（17Z707公司）；新生小牛血清、HJ5J 培养基、胰酶
及脂质体 48IG=3@BSJ/R51J $"""（[8Q@G 公司）；01#
U,0试剂盒（ /;N8BDG93; 公司）2 -O#’" 荧光显微镜
（日本 \4:6I>F公司）；S4IC7 /6793D1J !$$" 凝胶成像
系统（S4IC7 /;;GB3@C 公司）；KMR0/K5 酶标仪（澳大
利亚 15,SR公司）；U5$*"" U,0 仪（美国 U3DV8; 54#
63D公司）；(*!%0台式低温冷冻离心机、(*!(H ,3;#
BD8=>93台式高速离心机（德国 5II3;?GD=公司）2
J2 KI 方法
!2 $2 !+ 以 50! 为靶分子的 F80RS 的设计及真核表
达载体的构建+ 根据人 50!基因设计两对寡聚脱氧
核苷酸链（G489G），序列为 FC0RS!7：(]#97B@@@@@@79B9#
@7@@7BB97B777BB@779797BBB7B@77B99B9@7@B99BBBBB99777#)]；FC#
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!"#$%： &’()*+,,,,++)))))++)*,*+)++),,*),))),+,+,,*)),,(
,),+)),**,*+)+,*****(-’；./!"#0)：&’(*),++++*+,)+,*,,,(
*+,++,))+,,+))*)*)*,,)**)*+)))+)*,)*+,,,,,**)))(-’； ./(
!"#0%： &’()*+,,,,++)))))*+,)+,*,,,*+,++,))+,+,+,,*))*,(
,)**)*+)))+)*,)*+***(-’1 由赛百盛公司合成1 以上序
列在 2345)46 中检索未发现与其他 7!"# 序列同
源1 取两条 8"#在退火缓冲液（$99 77:; < =醋酸钾，
-9 77:; < = >?@?A(BC>，0 77:; < =醋酸镁，D> E1 F）
中经 G&H F 7I4，E9H $9 7I4，缓慢降温到 FH 1 取退
火后的产物与经 !"#J KKK和 $%& KK双酶切的 DAL@?!
载体进行连接，将其转化 ’( )*&" 8>&! 菌株，挑阳性
克隆扩大培养，提取质粒进行酶切鉴定，经测序确认

插入片段 ./!"#$，./!"#0 序列正确1 将两个真核表
达载体分别命名为 DAL@?!(.I3M$ 和 DAL@?!(.I3M01
$1 01 0N 筛选标记载体的构建N 由于 DAL@?!载体不
带有真核筛选标记且 D+8"#- 载体有两个 AD3"位，
恰好位于其 OPQ启动子两端，故将 D+8"#- 以 +,-"
酶切，去除 OPQ启动子序列，之后用 RF 连接酶将载
体自身环化1 再将之前构建好的 DAL@?!(.I3M$，DAL(
@?!(.I3M0 和环化后的 D+8"#- 分别以 ’)*! K 和 ./*
K双酶切，将 .I!"# 以及 >$ 启动子连入改建后的
D+8"#- 中，使 .I!"# 表达载体具有 "3: 筛选标记，
命名为 D+8"#-(.I3M$ 和 D+8"#-(.I3M01
$1 01 -N 细胞培养和转染N 将 5+)D(-E 细胞培养于含
$99 7= < =新生小牛血清的 $SF9 培养液中，置于含 &9
7= < = OC0，-EH 细胞培养箱内培养1 采用 =ID:(
T3+,#PK"?RP 0999 介导细胞转染，操作参考说明书1
转染后细胞用含 S99 7* < = 2F$U 的培养液筛选，直至
未转染质粒的空白对照细胞完全死亡1 挑选形成的单
克隆细胞株，用含 -99 7* < = 2F$U的培养液维持培养1
$1 01 FN !R(@O! 检测 ?!! 的表达 N 用 RMIVC= 试剂
提取细胞总 !"#，采用半定量 !R(@O! 分析 ?!!
7!"#表达1 引物序列如下：&’(R2#ROOR#OO#2#O(
OORRO#(-’；&’(ROOR2ROO##2#2O##2RR(-’1 模板
总量 $ #*，反转录酶 F$1 SU 46),，引物 91 & #= 和 $9
77:; < = J"R@ $ #=，总体积 09 #=，F0H S9 7I41 取 $
#=逆转录产物，91 & #=引物（09 #7:; < =），012 8"#
聚合酶及 J"R@（$9 77:; < =）（总体积 &9 #=）进行
@O!1 反应参数为：GFH -9 .，&&H -9 .，E9H $ 7I4，
0& 个循环1 以 $9 * < = 琼脂糖凝胶电泳鉴定 !R(@O!
产物1
$1 01 &N 间接免疫荧光检测N 转染前 0F / 用胰酶消
化细胞，铺于 $0 孔板中的盖玻片上，-EH孵箱放置 $
/，使细胞贴壁，制成细胞爬片，待细胞贴壁后取出，用
@5A（D> E1 F）洗 0 次，加 F9 * < = 多聚甲醛固定 -9

7I4，再以 @5A 洗 0 次，经 91 $ * < = RMI,:4 处理、- * < =
双氧水灭活内源性过氧化物酶及血清封闭后依次加

入适量稀释的一抗、二抗及 A#5O(OW-；加一滴 @5A
封片，于荧光显微镜观察并照相1
$1 01 SN PRR 检测 N 细胞制成单细胞悬液后接种于
GS 孔培养板，接种密度为 $ X $9- <孔1 每孔分别于不
同时间点加入 09 #=新配制的 91 & * < = PRR，-EH继
续孵育 F /，弃 PRR 液，加 $&9 #= 8PAC 混匀，酶联
免疫检测仪测定各孔 3FG9 47值1

!" 结果
!1 #" 真核表达载体的鉴定" 用 ’)*! K和 !"#J KKK双
酶切电泳后见到一条约 0G$ %D 的片段，表明退火后
的 .I!"#基因已插入 DAL@?!载体中，测序结果完全
正确（图 $）1

$：8"# 7)M63M 8= 0999；0：DAL@?!(.I3M$；-：DAL@?!(.I3M0；F：DAL(

@?!1

图 $N .I!"#克隆入 DAL@?!载体的酶切鉴定

!$ !" %&’()*+,-./#，%&’()*+,-./! 载体的构建" 提
取质粒用 ’)*! K和 ./* K双酶切，电泳后见到一条约
-9S %D的片段，表明 .I!"#基因以及 >$ 启动子已插
入 D+8"#- 载体中（图 0）1

$：8"# 7)M63M 8= 0999；0：D+8"#-(.I3M$；-：D+8"#-(.I3M0；F：D+8(

"#-1

图 0N D+8"#-(.I3M$，D+8"#-(.I3M0 载体的酶切鉴定

!$ *" 0()-对 1&2%+*3 细胞中 40!基因的抑制作用
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! 稳定转染 !"#$%&’()*+, 的细胞株与转染空载体的
对照细胞株相比，-.!"#$% 表达明显降低，而转染
!"#$%&’()*+/ 的细胞株的表达水平无显著差异0 后
续的实验组均采用 !"#$%&’()*+, 细胞株（图 &）0

,：!"#$%&’()*+,；/：!"#$%&’()*+/；&：!"#$%&’12"3；4：12"3；5：#$%

16+3*+ #7 /8880

图 &9 稳定转染后雌激素受体 ! 1.$%表达水平的改变

"0 #! 间接免疫荧光! 在转染了空载体以及未转染的
细胞中，-.! 的表达水平较高，转染了重组质粒 !"#’
$%&’()*+, 的细胞中，荧光强度明显减弱，说明 -.!
分子的表达水平明显下调（图 4）0

%：!"#$%&’()*+,；:：!"#$%&’12"3；;：12"30

图 49 稳定转染后雌激素受体 !蛋白质表达水平的改变9 荧
光染色 < /88

"$ %! &’!靶向 ()’*+ 表达对体外 ,-./012 细胞生
长的抑制! -.! 干扰组细胞的 !4=8 >1值从第 5 日开
始明显低于两组对照细胞，表明 -.! 的表达降低使
:"6!’&? 细胞生长受到抑制，细胞增殖减慢（图 5）0

1! 讨论
.$%干扰现已普遍应用于替代基因敲除来作为

下调特定基因功能的方法［& @ 5］0 通过基于载体的
().$%策略，能够在细胞中持续地产生特异的 ().’
$%，并且维持 .$% 干扰的效果，这可以克服瞬时转

染化学合成 ().$% 作用短暂的不足［A］0 我们研究了
在乳腺癌细胞中干扰 -.!的表达0 我们应用了 !BC’
D-.载体，它能在 E, 启动子的作用下转录出小发夹
状 .$%（(F.$%），然后经过剪切形成长度为 /, G /&
个核苷酸的 ().$% 而发挥作用［?］0 我们采用依赖于
#$%载体的 ().$% 表达系统成功地抑制了细胞内
-.!基因表达0

图 59 HII实验检测稳定转染 -.! 对细胞增殖的影响（" J
5，# $ %）

9 9 正常细胞发生恶性转化是一个多阶段综合性过
程，在此过程中恶性转化细胞逐渐获得了与正常细胞

不同的新的生物学特性，包括细胞染色体数目和结构

的改变、具有克隆形成能力增加和在适当的宿主体内

形成肿瘤等表现，而后两个指标具有良好的平行关

系，是衡量细胞是否发生恶性转化的重要标志0 而
且，凋亡机制缺陷是很多肿瘤细胞的共同特征，也是

这些肿瘤对于放化疗不敏感或治疗耐药的基础0 以
往的研究表明，雌激素以及它的受体在乳腺细胞的恶

性转化过程中发挥重要作用0 有文献报道一些凋亡
蛋白如 :"K’/，:"K’L7，当应答于 M$N（"’MO> $’P*+1)>6K
3)>6(*）活化后被磷酸化；而在 -.! 过表达的细胞中
M$N的表达被抑制，导致 :"K’/，:"K’L7的失活以及随
后的刺激凋亡酶瀑布式反应和细胞死亡被抑制［Q］0
因此，在乳腺癌的治疗中，-.!可作为一个很有希望
的靶点0
本实验中基于载体的 .$%干扰策略被用于抑制

乳腺癌 :"6!’&? 细胞系中 -.! 基因的表达0 实验显
示 -.!的下调能够显著地抑制肿瘤细胞体外增殖能
力0 由于 .$%干扰介导的基因沉默高效并且更加精
确，-.!靶向的小干扰 .$% 能够避免化疗中一些明
显的缺点，如耐药以及某些药物如他莫昔芬长期应用

可能引起的雌激素样的副作用［=］0 虽然 -.! 基因表
达下调抑制乳腺癌细胞生长涉及到的众多分子还不

完全清楚，但本研究已显示出以 .$%) 中介的 -.!
表达下调可以作为 -.!阳性乳腺癌治疗的一种新的
手段0
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!" 临床资料" !一般资料：我院 !DDD8!C [ BCCG8CF 共收治经
手术、胸膜活检及胸液细胞学检查确诊的胸膜间皮瘤 !!（男
E，女 N）例，男女之比为 B3 H\!3 平均年龄 QH3 F（BN ] HE）岁3 其
中，工人 G 例，干部 B 例，农民 N 例3 战士 ! 例3 接触石棉者 !
例，接触时间 D -3 #临床表现：有症状者 !C 例，其中胸痛 D
例、气短 H 例、咳嗽 H 例、发热 F 例、呼吸困难 Q 例、心慌 N 例、
咯血 ! 例，每例可出现上述症状的 ! 项或几项；无症状者 !
例，体检示左下胸部阴影，误诊肺癌行开胸手术3 $胸片检
查：有 D 例胸廓未见异常，B 例胸廓轻度变窄3 !C（左侧 H，右
侧 Q）例有单侧中等量到大量胸腔积液3 多见胸膜增厚和胸膜
结节，胸膜增厚者胸膜厚薄不均，最厚者达 !H //，和手术病
例所见情形相符3 胸膜结节 E（单发结节 N，多发性结节 G）例，
其中呈典型驼峰状改变者 F 例3 %(P 检查：根据 (P 扫描所
见分为弥漫结节型 E 例，沿胸膜面有多个小结节影，结节大小
为 C3 G ] N3 G 5/；弥漫增厚型 B 例；胸膜弥漫不规则增厚包绕
肺组织3 肿块型 ! 例3 &胸液检查：有 Q 例为持续性血性胸
液，N 例为持续性淡黄色浆液，Q 例先为淡黄色浆液后为血性
胸液3 在 D 例胸液中，共查到 Q 例有瘤细胞3 ’病理类型［!］：
病理组织学T 上皮型 F 例，肉瘤型 N 例，混合型 ! 例，未能分
型 ! 例；病理解剖学T 局限性 Q 例，弥漫性 H 例3 (结果：Q 例

局限型经手术切除；G 例弥漫型单用顺铂、阿霉素化疗；! 例院
外行伽玛刀局部治疗；! 例未治疗自动出院3 随访结果表明，
局限型恶性 N 例生存 E ] !Q /4，弥漫型单纯化疗后，Q 例生存
G ] !B /4，! 例未经治疗者生存 N /43

#" 讨论" 胸膜间皮瘤系胸膜原发性肿瘤，早期诊断困难，恶
性程度高，缺乏有效的治疗，愈后差3 自 !DFC 年 ^#*$#2 报道
胸膜间皮瘤发病与石棉粉尘有密切关系以来，许多报道支持

这种观点3 但本组患者绝大多数无石棉接触史、发病可能与
其他原因或因素有关3 有报道亚硝胺、玻璃纤维、放射线、沸
石、铍、氢氰酸及其他肺部疾患也可导致胸膜间皮瘤发生3 本
组 ! 例就有长期亚硝胺接触史3 胸膜间皮瘤的典型症状为胸
痛、气短或二者并存3 有石棉接触史对诊断有帮助3但无职业
史者不能排除本病3 胸腔镜对于胸膜间皮瘤的诊断及治疗有
重要意义，不仅可在较大的视野内取到病变组织活检，而且对

适宜的患者可直接施行胸膜剥脱术3 胸膜间皮瘤易误诊为结
核性胸膜炎、包裹性胸腔积液、原发性周围型肺癌及胸膜转移

性肿瘤，结合临床、_线、(P、胸膜活检、穿刺，特别是胸腔镜检
查鉴别诊断不难3 王洪云等［B］采用免疫组化检测间皮细胞抗
原、癌胚抗原等在瘤组织中的阳性定位表达，是目前较好的鉴

别诊断方法3 良性胸膜间皮瘤手术可获得较好效果；恶性胸
膜间皮瘤单一的手术、放疗或化疗治疗方案疗效均欠佳3 尤
其是放疗、化疗3现多作为手术治疗的辅助治疗或应用于)，
*期不能完整手术切除或全身情况无法耐受手术治疗者，以
改善局部症状、提高生活质量3
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