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【<=21#401】<>?：-; .5J/;F. HB. .KK.:HG ;K 3=H4G.=G. ;/4@;?.;56#
=C:/.;H4?.G（PQRIS）;K GCFE4E4= @.=. ;= 3J;JH;G4G 3=? G.=G4H4#
E4H6 H; F.GE.F3HF;/ 4= @3GHF4: :3F:4=;23 :.//G, ?-@ABC!：P=H4#
GCFE4E4= JB;GJB;F;HB4;3H.? PQRIS T3G G6=HB.G47.? 3=? HF3=GK.:H#
.? 4=H; @3GHF4: :3F:4=;23 :.//G U6 /4J;K.:H4=, >-- 3GG36 T3G CG.?
H; ?.H.:H :6H;H;54:4H6, PJ;JH;G4G T3G ;UG.FE.? U6 K/C;F.G:.=:.
24:F;G:;J6 3=? K/;T :6H;2.HF6, QCFE4E4= .5JF.GG4;= T3G ?.H.F#
24=.? U6 V-#M<V 3=? 422C=;B4GH;:B.24GHF6, D-!EF@!：!
GCFE4E4= PQRIS 4=B4U4H.? HB. :.// JF;/4K.F3H4;= 4= 3 ?;G.# 3=?
H42.#?.J.=?.=H 23==.F, " P B4@B.F 3J;JH;G4G F3H.［（)), * W
!, $）X］:;C/? U. 4=?C:.? 4= @3GHF4: :3F:4=;23 :.//G U6 GCFE4E4=
PQRIS 3G :;2J3F.? T4HB HB3H 4=?C:.? U6 HB. G.=G. ;/4@;?.;56=C#
:/.;H4?.［（!", % W ", +）X，1 Y ", "0］, # -B. .5JF.GG4;= ;K GCF#
E4E4= 2VSP 3=? JF;H.4= G4@=4K4:3=H/6 ?.:F.3G.? 4= QL<%&"! :.//G
3KH.F HF.3H.? T4HB GCFE4E4= PQRIS, $ -B.F. T3G 3 G4@=4K4:3=H
4=:F.3G. 4= HB. @F;THB 4=B4U4H4;= F3H. 4= QL<%&"! :.//G 3KH.F .5J;#
GCF.? H; HB. :;2U4=3H4;= ;K GCFE4E4= PQRIS 3=? F.GE.F3HF;/ 3G
:;2J3F.? T4HB F.GE.F3HF;/ ;F GCFE4E4= PQRIS 3/;=.（ U;HB 1 Y
", "0）, (BG(FE!>BG：QCFE4E4= PQRIS :3= 4=B4U4H HB. JF;/4K#
.F3H4;= ;K @3GHF4: :3F:4=;23 QL<%&"! :.//G，4=?C:. HB.4F 3J;JH;#
G4G，3=? .=B3=:. HB. :.// G.=G4H4E4H6 H; F.GE.F3HF;/ E43 GJ.:4K4:
?;T=#F.@C/3H4;= ;K GCFE4E4= .5JF.GG4;=,

【H/;I3#82】 3=H4G.=G. ;/4@;=C:/.;H4?.G； F.GE.F3HF;/； GCFE4E4=
@.=.；@3GHF4: =.;J/3G2G；3J;JH;G4G

【摘( 要】目的：观察 GCFE4E4= 反义寡核苷酸（PQRIS）对胃癌

QL<%&"! 细胞的增殖、凋亡及对白藜芦醇敏感性的影响, 方

法：人工合成 GCFE4E4= 硫代 PQRIS，通过脂质体转染胃癌细胞

株（QL<%&"!）后，用 >-- 法检测细胞毒作用；用荧光染色、流

式细胞术检测细胞凋亡；V-#M<V、免疫组化技术检测 GCFE4E4=
2VSP 及 蛋 白 的 表 达, 结 果：! GCFE4E4= PQRIS 抑 制 胃 癌

QL<%&"! 细 胞 的 增 殖 呈 时 间 和 剂 量 依 赖 性；" GCFE4E4=
PQRIS 处 理 组 QL<%&"! 细 胞 $’ B 后 凋 亡 率 为（)), * W
!, $）X，正义寡核苷酸（QRIS）组为（!", % W ", +）X，两组相

比，差 异 有 显 著 性（ 1 Y ", "0）；# GCFE4E4= PQRIS 处 理 组

QL<%&"! 细胞 GCFE4E4= 蛋白及 2VSP 的表达水平显著下降,

$GCFE4E4= PQRIS 和白藜芦醇联合处理组 QL<%&"! 细胞 $’，

’+，%$ B 生长抑制率，显著高于单用 GCFE4E4= PQRIS 组（1 Y
", "0）和单用白藜芦醇组（1 Y ", "0）, 结论：GCFE4E4= PQRIS
能够抑制胃癌 QL<%&"! 细胞的增殖、诱导凋亡，并能增加胃癌

细胞株 QL<%&"! 对白藜芦醇的敏感性，推测可能通过下调

GCFE4E4= 2VSP 及蛋白表达而起作用,
【关键词】反义寡核苷酸；白藜芦醇；QCFE4E4= 基因；胃肿瘤；

细胞凋亡
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+J 引言

QCFE4E4= 基因是继 U:/#$ 之后发现的又一重要的

凋亡抑制基因，可能是肿瘤治疗的一个分子靶点［!］,
一些体外研究表明抑制 GCFE4E4= 的表达或功能可以

促进凋亡，抑制肿瘤细胞生长［$ Z )］，说明 GCFE4E4= 可作

为抗肿瘤基因治疗的靶点，但在体内抑制 GCFE4E4= 是

否仍能抑制肿瘤生长，目前尚属未知, 我们通过脂质

体（A4J）介导 GCFE4E4= 反义寡核苷酸（ 3=H4G.=G. ;/4@;#
=C:/.;H4?.G，PQRIS）转染胃癌 QL<%&"! 细胞，观察

GCFE4E4= PQRIS 对胃癌 QL<%&"! 细胞增殖、凋亡和对

化疗药物白藜芦醇（ F.GE.F3HF;/）敏感性的影响如下,

,J 材料和方法

,, ,J 材料J A4J 试剂为 [=E4HF;@.; 公司产品，-F47;/ 试

剂为 \\[ 公司产品, V-#M<V 试剂盒购自上海生物工

程公司，所用兔抗人 GCFE4E4= 多克隆抗体购自美国

Q3=H3 <FC7 公司，免疫组织化学染色试剂盒（Q#M 即用

型），IP\ 显色剂购自福州迈新生物技术开发公司,
吖啶 橙、白 藜 芦 醇 购 自 Q4@23 公 司，胃 癌 细 胞 株

QL<%&"! 由兰州大学分子生物教研室提供，培养于含

!"" 2A ] A 胎牛血清的 VM>[ !*’" 培养液，置 )%^，0"
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!" # " $%& 培养箱中培养’ 选择对数生长期细胞进行

实 验’ ()*+,+,- .(%/0 序 列 为 123$$$.4$$55$3
$.4$5$$554362，正义寡脱氧核苷酸（(%/0）序列为

123$..44.4$544..44$5444362’ 两 种 寡 核 苷 酸

均经全硫代修饰、纯化’ ()*+,+,- 上 游 引 物：123453
4..555554...$544.$.4362，下 游 引 物： 123
$$555$$5..4.$.554$5..4362，扩增产物 &76 89；

内参照 !3:;<,- 上游引物：123$55$5.$..54.4$53
4$454362，下 游 引 物： 1235$.54.445.45$.453
$.44362，扩增产物 6=1 89’ .(%/0，(%/0 及引物

均由上海生工合成’ 细胞转染按照 ",9>?@;<:!,-@ 5A
试剂说明书进行’ 用无血清培养基分别溶解 .(%/0
和 (%/0，将 ",9 与核苷酸混合于聚苯乙烯试管中，室

温下 静 置 6= !,- 后，分 别 设 为 .(%/0 作 用 组 和

(%/0 作用组’
!’ "# 方法

B’ &’ BC A55 比色法检测细胞毒作用 C 实验分为对

照组、",9 组、.(%/0 D ",9 组和 (%/0 D ",9 组’ 寡核

苷酸浓度为 B==，&==，6==，7== 和 1== -!>E # "’ 各组

均按每孔 1 F B=6 细胞数接种 GH 孔板，每组设 7 个复

孔’ 分别于转染后 &7，7I，J& K 测定 1J= -! 处吸光度

（!1J=）值’ 细胞抑制率（L）M（B N !1J= 处理组 # !1J= 对

照组）F B==L，细胞凋亡率（L）M !1J= 处理组 # !1J= 对

照组 F B==L ’ 选择 7== -!>E # " 浓度进行后续实验’
B’ &’ &C 细胞凋亡的检测C 转染 &7 K 后每孔取细胞

培养液 6= "" 滴于载玻片上，另加入 B= "" 吖啶橙，

盖上盖玻片，置于荧光显微镜下观察细胞形态并拍

照’ 转染 &7 K 后，收集 & F B=H 个细胞，J== !" # " 乙

醇 7O固定，PQ( 洗涤 & 次，R-:S@ . 6JO消化 B K，碘

化丙啶避光孵育 B= !,-，上机检测细胞周期及凋亡细

胞所占的比率’
B’ &’ 6C ()*+,+,- 表达的检测C #S)*+,+,- !R0. 的表

达：用 5*,T>E 提取细胞总 R0.，R53P$R 为 AA"U 一

步法’ 反应总体系为 1= ""，其中细胞总 R0. B "V，

6JO 6= !,- 合 成 第 一 条 ;/0. 链，G7O 预 变 性 &
!,-，G7O变性 B1 S，H=O退火 6= S，J&O延伸 G= S，共

6J 个循环’ !3:;<,- 退火温度为 1GO ’ $S)*+,+,- 蛋白

的表达：取 B ;!& 玻片放入 H 孔板中，然后加入稀释

成 7 F B=J # " 细胞悬液 =’ 1 !"，7 K 细胞贴壁后培养

过夜，移出玻片后，G1= !" # " 乙醇固定 6= !,-，将盖

玻片移置于载物片上，并在盖玻片细胞面做标记’ 采

用常规 (P 法，滴加 6= V # " 过氧化物酶阻断溶液，室

温孵育 B= !,-，PQ( 冲洗；滴加非免疫动物血清，室温

孵育 B= !,-；倾去血清滴加 S)*+,+,- 多克隆抗体（ 工

作浓度为 BWB==），7O过液；室温复温 H= !,-，PQ( 冲

洗；加生物素化二抗，室温孵育 B= !,-，PQ( 冲洗；加

链霉素抗生物素蛋白3过氧化物酶溶液，室温孵育 B=
!,-，PQ( 冲洗；/.Q 显色，自来水冲洗苏木素复染，

中性树胶封片’ 用 PQ( 替代一抗作为阴性对照，用已

知阳性胃癌切片作为阳性对照’
B’ &’ 7 C ()*+,+,- .(%/0 对 (4$JG=B 细胞白藜芦醇

敏感性的影响 C 取 &== -!>E # " .(%/0 转染后细胞

实验，分 为 对 照 组、白 藜 芦 醇（ B== "!>E # "）组、

.(%/0（&== -!>E # "）组和白藜芦醇（B== "!>E # "）D

.(%/0（&== -!>E # "）组（以上均为终浓度）’ 调整各

组细胞数为 1 F B=6 # 孔，置 6JO，1= !" # " $%& 培养箱

中培养 &7 K，A55 法检测细胞毒作用和细胞抑制率’
统计学处理：利用统计软件 (P(( B=’ = 分析，多

个样本均数比较采用方差分析，两两比较用 (0X3"
检验；组间方差不齐时采用秩和检验’

"# 结果

"$ !# %&’()()* +%,-. 抑制 %/0123! 细胞的增殖#
B== Y 1== -!>E # " S)*+,+,- .(%/0 对胃癌 (4$JG=B 细

胞的增殖均有抑制作用，呈时间和剂量依赖性，以

1== -!>E # " 抑制率最大，1== -!>E # " 作用 J& K 细胞

抑制率为 JG’ GL ’ 7== -!>E # " S)*+,+,- .(%/0 作用

于胃癌 (4$JG=B 细胞 J&K，细胞抑制率为 JI’ 7L，与

(%/0 组和 ",9 组相比均有明显差异（# Z=’ =1，表 B）’

表 BC 研究因素 (4$JG=B 细胞的抑制率作用

（$ M 7，L ，% & ’）

组别
细胞抑制率

&7 K 7I K J& K

.(%/0（-!>E # "）D ",9

C B== BG’ & [ B’ & &G’ I [ B’ = 6G’ = [ =’ 7

C &== &I’ & [ B’ I8 6H’ 6 [ B’ I8 7H’ I [ B’ J8

C 6== 67’ I [ =’ J 71’ 1 [ B’ = H&’ B [ B’ J

C 7== 6J’ G [ =’ 1 17’ H [ B’ 6 JI’ 7 [ =’ I

C 1== 6I’ G [ =’ H 11’ J [ B’ H JG’ G [ B’ 6

(%/0（-!>E # "）D ",9

C B== G’ H [ B’ =: B=’ 1 [ B’ 6: B&’ H [ =’ 7:

C &== BB’ B [ =’ G: B6’ H [ =’ 1: B6’ G [ =’ B:

C 6== G’ 1 [ =’ I: B7’ H [ =’ I: B6’ 6 [ =’ 6:

C 7== B6’ = [ =’ J: B1’ & [ =’ 6: B1’ J [ =’ 1:

C 1== B6’ G [ =’ 1: BH’ 7 [ =’ H: BH’ H [ =’ J:

白藜芦醇 &1’ H [ B’ G8 66’ I [ &’ I8 76’ B [ &’ 18

白藜芦醇 D .(%/0 7G’ 1 [ =’ G HB’ B [ =’ H JI’ 7 [ B’ =

",9 7’ 1 [ =’ 7: I’ J [ =’ 7: B=’ I [ B’ 6:

对照 = = =
:# Z =’ =1 (’ 同浓度 .(%/0 D ",9；;# Z =’ =1 (’ 白藜芦醇 D .(%/0’
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!" !# $%&’(’() *$+,- 诱导 $./0123 细胞的凋亡#
在荧光显微镜下，对照组细胞形态完整，染色均匀一

致，!"" #$%& ’ ( )*+,- 处理 .! / 后，*0123"4 细胞

呈现典型的凋亡改变（图 4）5 流式细胞术检测显示，

!"" #$%& ’ ( )*+,- 作用于 *0123"4 细胞 .!/ 后，凋

亡率 为（ 665 7 8 45 . ）9，明 显 高 于 *+,- 组 的

（4"5 2 8 "5 :）9和对照组的（45 ; 8 "5 7）9，差异均有

显著性（! < "5 ";）5

图 4= 荧光显微镜下观察对照组 *0123"4 细胞凋亡 .! /= >
.""

!" 4# $%&’(’() *$+,- 下调 $./0123 细胞 5%&’(’()
67-* 和蛋白的表达# 胃癌 *0123"4 细胞株高表达

?@ABCBC# $D-)5 !"" #$%& ’ ( )*+,- 作 用 于 胃 癌

*0123"4 细胞 .! / 后，?@ABCBC# $D-) 表达明显下

调，而对照组和 *+,- 组 ?@ABCBC# $D-) 水平无明显

变化5 ?@ABCBC# 阳性染色主要在胃癌 *0123"4 细胞的

胞中，少数细胞核中也见 ?@ABCBC# 阳性染色（ 图 .）5
对照组 ?@ABCBC# 蛋白呈高表达，经 )*+,- 作用后表

达水平明显下降5

图 .= 荧光显微镜下观察 *@ABCBC# )*+,- 处理组 *0123"4 细

胞凋亡 .! /= > .""

!" 8# *$+,- 增加胃癌 $./0123 细胞对白藜芦醇

的敏感性 # ."" #$%& ’ ( )*+,- 与 4"" !$%& ’ ( 白藜

芦醇联合作用组 *0123"4 细胞 .!，!:，2. / 生长抑制

率，显著高于单用 ?@ABCBC# )*+,- 组（! < "5 ";）和单

用白藜芦醇组（! < "5 ";，表 4）5

4# 讨论

*@ABCBC# 是近来发现的一种结构特殊的 E)F 家族

蛋白，已被发现于肺癌、前列腺癌、胃肠道肿瘤、淋巴

瘤等多种肿瘤组织中，而在成人各正常器官中（ 除胸

腺、胎盘外）检测不到［!］5 作为一种新的抗凋亡因子，

?@ABCBC# 在多种肿瘤组织中广泛表达，与肿瘤的发生、

发展和预后密切相关，并可能是导致肿瘤细胞耐药性

的因素［; G 2］5
我们观察到，?@ABCBC# )*+,- 对 *0123"4 细胞增

殖的抑制作用呈现时间H剂量依赖性，应用流式细胞

术检测凋亡细胞，结果表明 ?@ABCBC# )*+,- 能够诱导

*0123"4 细 胞 凋 亡，!"" #$%& ’ ( )*+,- 作 用 于

*0123"4 细胞 .! / 后，凋亡率为 665 79 5 我们还通

过免疫组化和 DIHF1D 等方法证实 *0123"4 细胞高

表达 ?@ABCBC# 蛋白及 $D-)5 本组结果表明 ?@ABCBC#
)*+,- 能够下调 *0123"4 细胞 ?@ABCBC# 蛋白及 $DH
-) 的表达5 )*+,- 的作用机制可能是 $D-)H,-)
复合物激活核糖核酸酶 J（D-K?LJ）导致 $D-) 降

解；$D-)H,-) 复合物抑制 $D-) 的转录，进而抑

制蛋白产物的产生；)*+,- 与氨酰 MD-) 竞争 $D-)
的结合位点，封闭核糖体的阅读作用等5

白藜芦醇对多种细胞有很强的抗增生作用，是因

其能抑制核糖核苷酸还原酶的活性5 *@# 等［:］报道，

白藜芦醇能抑制 ,-) 多聚酶，也能抑制鸟氨酸脱羧

酶（+,，为多种氨基酸合成酶，能促进肿瘤生长）5 另

外，白 藜 芦 醇 通 过 选 择 性 下 调 细 胞 周 期 蛋 白 NOH
N&C#,4 的表达使星状细胞静止在 04 期5 ?@ABCBC# 的

表达具有细胞周期依赖性，在细胞周期的 0. ’ P 期表

达5 在有丝分裂的早期与纺锤体的微管蛋白相连，干

扰 ?@ABCBC# 与 微 管 蛋 白 的 作 用 可 使 抗 凋 亡 功 能 丧

失［3 G 4"］5 本研究结果表明 ?@ABCBC# )*+,- 与白藜芦

醇联合应用，可显著抑制 *0123"4 细胞生长，增加其

敏感性5 原理可能是 ?@ABCBC# )*+,- 与白藜芦醇二

者合用作用于细胞周期的不同环节，抑制肿瘤细胞增

殖，增加抗瘤疗效5 二者联合有利于减少单药用量，

减少不良反应，克服肿瘤的耐药性5 我们利用已构建

的 ?@ABCBC# )*+,- 载体，通过转染转入 *0123"4 细

胞中，可特异封闭 ?@ABCBC# 基因的表达，抑制细胞增

殖，诱导细胞凋亡，增加 *0123"4 细胞对白藜芦醇的

敏感性，其作用机制可能与其下调 ?@ABCBC# 蛋白及
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!"#$ 的表达有关% 通过对 &’()*)*+ 基因的深入研

究，必将有利于肿瘤病机制的阐明，并为肿瘤的诊疗

提供一种理想的肿瘤标记物和靶器%
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!$ 对象和方法

,% , ] 对象 ] ,VV>9?A ‘ >??P9?@ 收治自发性气胸（ &J/+0.+5/’&
J+5’!/04/(.T，E[）患者 ,?P 例，治疗分为电视胸腔镜辅助手

术（)*8./9.&&*&058 04/(.:/&:/J*: &’(25(U，F$1E）QQ（ 男 P>，女

,A）例，年龄 >V（,P a BA）岁；常规开胸手术 @V（男 @>，女 B）例，

年龄 @>（,P a BW）岁%
,% >] 方法] 双腔管气管插管全身麻醉，健侧单肺通气% 常规

开胸组在第五肋间后外侧做切口% F$1E 经第七肋间腋中线

做一直径 ,% P 厘米切口置入胸腔镜，在其指引下另做两个直

径 ,% P :! 操作孔，多在第三、四肋间腋前线，少部分病例采用

在第四或五肋间腋前线辅助以 @ a A :! 小切口作操作孔% 对

于肺大疱 F$1E 均采用直线切割吻合器（=+8/9RO$）进行切

除，常规开胸组采用手工缝合% 无论肺部有无病变，关胸前均

行胸膜摩擦术%

%$ 结果$ F$1E 和常规开胸手术并发症发生率分别 >% AAb
和 B% QV b，两种手术分别有 , 例和 @ 例术后持续肺漏气超过

@ 8，经负压吸引处理分别在术后 A，P 和 W 8 后停止漏气，拔除

胸腔引流管% 两种手术情况有一定差异（ 表 ,），随访别为 Q% P
（@% ? a V% P）年和 P% W（?% @ a ,@% ?）年，均未见复发病例%

&$ 护理和讨论

@% ,] 护理] 包括心理护理和常规护理，重点是专科护理［,］%
术前术后护理按常规要求，做好每一个护理细节% 专科护理

应做好如下几方面：第一是保持呼吸道通畅% 指导患者行有

效咳嗽，辅以超声雾化吸入以利排痰；鼓励患者深呼吸，增强

肺泡张力和肺活量，促进肺复张，尽快排除胸腔残余气体；第

二是胸腔引流管的护理% 由于 F$1E 手术的切口小，放置的引

流管较细，易被压迫，扭曲或阻塞，发生胸腔积液或积气，应保

持引流管连接及通畅% 第三是遵医嘱合理应用抗生素，维持

水电解质平衡% 此外，还应防治并发症和进行出院指导%

表 ,] 自发性气胸手术治疗情况 ［!（b），" # $］
参数 常规开胸手术 F$E1

大疱切除并胸膜摩擦术 @>（W>） AV（BA）

单纯胸膜摩擦术 Q（,P） ,A（>,）

肺楔形切除术 ,（@） @（P）

手术时间（!*+） ,,>% B c @@% P. W>% W c >?% >

术中出血（!G） P>% B c >% Q. AP% Q c >V% V

胸管引流时间（8） P% ? c >% Q. @% > c >% >

术后住院时间（8） ,?% B c >% Q. B% Q c >% A
.% d ?% ?P &$ F$1E%

@% >] 讨论] 电视胸腔镜手术治疗自发气胸是最佳选择之一，

它减少了开胸手术对患者活动和呼吸的影响，创伤小、恢复

快、出血少和术后住院日短等优点而在临床广泛应用［> C @］%
自发性气胸分特发性和继发性两种，首次发作后约有半数复

发，其中继发性气胸复发率较特发性气胸更高［>］% 本组继发

性气胸、复发性气胸在所有患者分别占 W?b 和 BAb % 手术是

自发性气胸有效的治疗方法，常用的术式为肺大泡切除术和

胸膜固定术% 我们对于 F$1E 和常规开胸手术结果进行对比，

在手术时间、术中出血量、拔管时间、术后住院天数等指标两

组均有显著差异，电视胸腔镜手术低于常规开胸手术［@ C A］%

【参考文献】
［,］蔡焕英，李] 杰% 电视胸腔镜术治疗难治性气胸 >Q 例护理体会

［;］% 齐鲁护理杂志，>??P，,,（A）：@@P%
［>］孙玉鹗% 胸外科手术学［<］% > 版% 北京：人民军医出版社，

>??A：,?W C ,?V%
［@］S’!/+0 [，S*5!/+0 L，<.&&.(8 R，50 .6% S/5& . 04/(.:/&:/J*: .J9

J(/.:4 7/( &’(2*:.6 0(5.0!5+0 /7 &J/+0.+5/’& J+5’!/04/(.T (5J(5&5+0
J(/2(5&&？［;］% =’( ; D.(8*/914/(.:*: E’(2，,VVB，,,：>B C @,%

［A］E.3.8. E，Y.0.+.I5 -，</(*U.!. E% F*85/9.&&*&058 04/(.:/&:/J*:
&’(25(U 7/( J(*!.(U &J/+0.+5/’& J+5’!/04/(.T：5).6’.0*/+ /7 *+8*:.9
0*/+& .+8 6/+2905(! /’0:/!5 :/!J.(58 3*04 :/+&5().0*)5 0(5.0!5+0
.+8 /J5+ 04/(.:/0/!U［;］% D45&0，>??P，,>B（Q）：>>>Q C >>@,%

编辑] 许昌泰

!" 第四军医大学学报（# $%&’() *+, *-. /0+1）233"，24（5）6 )((7：8 8 9%&’0:,; <==&; -.&; >0


