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【摘* 要】目的：观察沉默 /4P46 基因对恶性黑素瘤 T4UC 细胞

凋亡和周期及增值的影响, 方法：采用 74RSG#( 转染人恶性

黑素瘤 T4UC 细胞后分别应用 -LS1T 法和 G66.?46 W#MX-K Y ZX
双染流式细胞术检测其对细胞凋亡的影响，应用 ZX 单染流式

细胞术分析对细胞周期的改变，应用免疫荧光细胞化学技术

检测 74RSG 对凋亡效应蛋白 K37B37.#( 表达的影响及应用

N-- 法检测 74RSG 对细胞增殖的作用, 结果：74RSG#( 转染

T4UC 细胞 %$ 8 可诱导细胞凋亡（: [ ", ")）和引起细胞 \" Y \!
期阻滞（: [ ", ")）；可下调 K37B37.#( 蛋白表达（: [ ", ")）及

抑制细胞增殖（: [ ", ")）, 结论：T4P46 可做为应用 RSG 干扰

技术探索恶性黑素瘤基因治疗的潜在靶基因,
【关键词】/4P46；黑色素瘤；RSG 干扰；细胞凋亡；细胞周期；细

胞增殖

【中图号】R(&’, $* * * 【文献标识码】G

DE 引言

恶性黑素瘤（23/496365 2./36<23，NN）近年来

在世界范围内的发病率明显上升，因其高度恶性、易

转移且对化学及放射疗法不敏感，致患者 ) 3 生存率

不到 !"^ , /4P46 是近年来发现的凋亡蛋白抑制因子

（ 4684Q45<C <D 3B<B5<747 BC<5.46，XGZ）家族的最新成员，

其在多数恶性肿瘤细胞中高表达而在正常细胞中不、

或低表达的特点开始引起研究人员的关注［!］, RSG
干扰（RSG 465.C.6=.，RSG4）现象的发现及小干扰

RSG（723// 465.CD.C469 RSG，74RSG）在哺乳动物细胞

产生 RSG 干扰效应的技术建立为肿瘤基因治疗探索

在方法上开辟了新的途径［$］, 我们以化学合成的

74RSG#( 序列沉默 /4P46 基因后观察其对恶性黑素瘤

T4UC 细胞凋亡、周期及增殖的影响，为探索恶性黑素

瘤的基因治疗提供实验依据,

FE 材料和方法

F, FE 材料E 恶性黑素瘤细胞株 T4UC 由第四军医大

学西京医院皮肤科高天文教授惠赠；AN1N 培养基、

胎牛血清（MUE）购自 \4Q=< 公司；74RSG ! ( 为前期

研究中从设计的靶向 /4P46（\.6U36] G==.774<6 S<,
SN_"$$!+!）的 ( 条序列中确定的敲低效应最佳的干

扰序 列（ 7.67. )‘#\G\ G\\ LKK G\L KL\ GGG
\F-F-#(‘，36547.67. )‘#KLL LKG \GK L\\ GKK
LKL KF-F-#(‘，与 /4P46 2RSG 特 异 结 合 位 点：%&"#
0"0），74RSG#SK 为与人类基因组序列无任何匹配的阴

性对照序列（7.67. )‘#LLK LKK \GG K\L \LK GK\
LF-F-#(‘，36547.67. )‘#GK\ L\G KGK \LL K\\ G\G
GF-F-#(‘），由中国上海 \.6.Z83C23 公司化学合成并
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退火形成双链（!"#$% &’()*+*!）, -"(./*0123"4*56 7888
转染试剂购自 94:"1;.<*4 公司；5=$>- 细胞凋亡原位

检测试剂盒购自南京 ?*@<*4 公司；%44*+"4 ABC95D 试

剂盒购自深圳晶美公司,
!, "# 方法# 将复苏的 -"E; 细胞置事先加含 F88 3- G
- 胎牛血清的高糖型 H6>6 细胞培养液的 F88 33
培养皿中，IJK L8 3- G - DM7孵箱内培养, 常规更换

培养液、传代, -"E; 细胞株系半贴壁细胞，实验操作

须动作轻柔，传代时不需胰酶消化，只需吹散即可,
实验用细胞均使之处于状态良好的对数生长期, 转

染前 F & 按不同试验要求将所需密度的细胞传代于

相应规格的培养皿或培养板，7N O 后，待细胞达到所

需融合率时在无血清 H6>6 环境中转染, 转染操作

按 -"(./*0123"4*56 7888 试剂说明书进行,
F, 7, FP 5=$>- 法检测细胞凋亡P 细胞以 F, L Q F8L G
孔细胞密度接种于置入细胞爬片的 R 孔板中，待细胞

会合 率 达 到 I8S T L8S 时，以 !"#$%BI 序 列 F88
43.) G - 浓度转染 -"E; 细胞，同时设 E)24U，6.0U，!"#B
$%B$D I 个对照组, 转染 J7 O 后按 5=$>- 法检测,
操作按 5=$>- 试剂盒说明书并调整进行，依次进行

N8 < G - 多聚甲醛固定 I8 3"4，I8 43.) G - 双氧水甲醇

溶液封闭 F8 3"4，F 43.) G -5;"1.4VBF88 通透处理 FL
3"4，5&5 酶反应液 L8 !- IJK湿润避光反应 R8 3"4，

W1;*(12:"&"4BX#Y 工作液 L8 !- IJK湿润避光反应 I8
3"4，L8 !- H%E（H%E 工作液：L !- 78 Q H%E ZF !-
I88 3- G - X7M7 Z [N !- YEW，需新鲜配制）室温显色

反应 F8 3"4，封片, 每步骤之间均需要 YEW 漂洗 F
3"4 Q I 次, 以不含末端脱氧核酸转移酶的标记液替

代 5=$>- 反应液设立阴性对照, 在光镜下观察细胞

经标记和显色后的颜色反应及结合形态学变化确定

凋亡细胞, 不同处理组爬片高倍境下均随机选 L 个

视野，计数凋亡阳性细胞, 实验结果以凋亡指数表

示, 凋亡指数（S）\（凋亡阳性细胞数 G 该视野下总

细胞数）Q F88S ,
F, 7, 7P %44*+"4 ABC95D G Y9 双染流式细胞仪检测细

胞凋亡率P 以 J, L Q F8N G 孔细胞密度在 F7 孔板上种

板, 待细胞会合率达到 I8S T L8S 时以 !"#$%BI 序

列 F88 43.) G - 浓度转染 -"E; 细胞，同时设 E)24U，

6.0U，!"#$%B$D I 个对照组, 转染 J7 O 后分别将培

养孔内细胞吹散吸至离心管 NK FL88 ; G 3"4 离心 L
3"4，弃培养基，再分别用 NK YEW F 3- 洗细胞 7 次，

弃上清，F Q E"4&"4< E’//*; 重悬细胞并调整细胞浓度

至 F Q F8[ G -, 吸细胞混悬液 F88 !- 至 L 3- 流式管

中，加 %44*+"4 ABC95D L !- 和 78 < G - 的 Y9 F8 !-，充

分混匀，室温避光孵育 FL 3"4，每管加入 F Q E"4&"4<

E’//*; N88 !-，轻微漩涡混匀，F O 内上流式细胞仪

（C%DWD2)"]’;，E*01.4 H"0U"4!.4，=W%）检测, 同时以

不加 %44*+"4 ABC95D 和 Y9 的一管做为阴性对照, 用

软件 D*)) ^’*!1 进 行 分 析，左 上 象 限（=-）%44*+"4
A _ G Y9 Z 代表机械损伤细胞百分率，右上象限（=#）

%44*+"4 A Z G Y9 Z 代表晚期凋亡细胞和坏死细胞百分

率，左下象限（--）%44*+"4 A _ G Y9 _ 代表正常细胞百

分率，右下象限（-#）%44*+"4 A Z G Y9 _ 代表早期凋亡

细胞百分率,
F, 7, I P 免疫荧光细胞化学检测 02!(2!*BI 蛋白表达

P 细胞转染 J7 O 后取出爬片，经 N8 < G - 多聚甲醛固

定 FL 3"4，F 43.) G - 5;"1.4VBF88 通透 FL 3"4 及每个

环节之间的 YEW 漂洗后置爬片于湿盒中，每片滴加

F‘788稀释的 D2!(2!*BI 一抗 I8 !-，其中一片加 YEW
I8 !- 代替一抗做为荧光阴性对照，IJK 孵育 F O,
YEW 漂洗 I8 ! Q I 次，每片滴加 F‘F88 稀释的 C95D 标

记的二抗 I8 !-，IJK避光湿润孵育 I8 3"4, YEW 漂

洗 I8 ! Q I 次，滤纸吸去多余液体，置载玻片上，滴加

甘油封片剂 F8 !- 封片, 荧光显微镜下观察，用软件

932<* Y;. Y)’! 进行荧光强度分析,
F, 7, N P Y9 单染流式细胞仪检测细胞周期P 细胞重

悬细胞于 NK含 I8 < G - EW% 的 J88 3- G - 乙醇中，NK
固定 7N O，FL88 ; G 3"4 离心 L 3"4，弃上清, 再分别 7
次 NK YEW 洗细胞、FL88 ; G 3"4 离心 L 3"4、弃上清,
加 L8 3< G - 的 #$2!* F 3-，室温避光 I8 3"4, FL88 ; G
3"4 离心 L 3"4、弃上清，加入 R8 3< G - 的 Y9 F 3-，室

温避光 I8 3"4 后上流式细胞仪（C%DWD2)"]’;，E*01.4
H"0U"4!.4，=W%）检测细胞周期, 实验结果用随机所

带软件 6.&C"1-5 分析,
F, 7, LP 655 检测 -"E; 细胞增殖P 细胞以 L Q F8I G 孔
细胞密度接种于 [R 孔板中，共 N 块板, 待细胞会合

率达到 I8S T L8S 时，以 !"#$%BI 序列 F88 43.) G -
浓度转染 -"E; 细胞，同时设 E)24U，6.0U，!"#$%B$D
I 个对照组和只加培养基的调零组，每组各设 L 个复

孔，每孔培养体积为 Fa8 !-；在转染后 7N，Na，J7 和

[R O 时加入 L < G - 的 655 78 !-，继续培养 N O 后小

心吸出孔内培养液，每孔加入 H6WM FL8 !-，微型振

荡器上低速振荡 F8 3"4，在酶联免疫检测仪上检测各

孔 ! 值，检测波长 N[8 43, 不同时间点依次检测, 实

验结果取每组 L 个复孔的平均值, 细胞增殖抑制率

（S）\（F _ 实验组 ! 值 G 空白对照组 ! 值）Q F88S ,
绘制细胞生长曲线,

统计学处理：每项实验独立进行 I 次，所得数据

以 " # $ 表示，多组间均数比较用单因素方差分析及

多重比较；% b 8, 8L 为差异具有统计学意义,
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!" 结果

!# $" %&’( 细胞凋亡" !"#$%&’ 可明显诱导 (")* 细

胞凋亡，凋亡指数达（+,- . / 0- ,）1（! 2 .- .3 "#
)4567，89:7， !"#$%&$; ’ 个 组 ）- 相 反，)4567，

89:7，!"#$%&$; 组凋亡指数分别为（,- 0 / +- +）1，

（,- 3 / +- 3）1 和（<- . / +- +）1（ 图 +）- !"#$%&’ 可

诱导 (")* 细 胞 的 早、晚 期 凋 亡 率 分 别 为（0=- < /
3- ,）1和（+0- > / ’- =）1（! 2 .- .3 "# )4567，89:7，

!"#$%&$; ’ 个组）- )4567，89:7，!"#$%&$; ’ 组早、

晚期凋亡率分别为（?- > / 0- .）1 和（3- .. / .- >）1；

（3- = / +- ?）1 和（<- 0 / +- =）1；（<- . / +- ,）1 和

（<- , / +- +）1 -

%：空白对照组（)4567）；)：脂质体对照组（89:7）；;：阴性对照组

（!"#$%&’）；@：!"#$%&’-

图 +A !"#$%&’ 转染 (")* 细胞诱导细胞凋亡

!# !" %&’( 细胞 )*+,*+-./ 蛋白的表达 " !"#$%&’ 作

用的 (")* 细胞胞质内可见明显绿色荧光，而 )4567，

89:7 和 !"#$%&$; 作用的 (")* 细胞观察不到或仅有

极微弱的绿色荧光（图 0）- 荧光强度定量显示，!"#&
$%&’ 作用的 (")* 细胞荧光强度为 0<- 0+ / ’- +,，与

)4567 相比，差 异 具 有 统 计 学 意 义（! 2 .- .3）- 而

)4567，89:7 和 !"#$%&$; ’ 组的细胞荧光强度分别

是 <- 0? / +- .>，=- .? / +- =, 和 <- >, / +- ?3，彼此间

差异无统计学意义（! B .- .3）-
!# / " %&’( 细 胞 周 期 " !"#$%&’ 作 用 的 (")* 细 胞

C. D C+ 期为（,>- ? / ?- ?）1，E 期为（+=- , / 0- <）1
（! 2 .- .3），与 )4567 组相比，C. D C+ 期升高而 E 期

下降（! 2 .- .3）- 相反，与 )4567 组相比，89:7 和

!"#$%&$; 组作用后的 (")* 细胞周期差异无统计学

意义（! B .- .3，图 ’）-
!# 0" %&’( 细胞增值" 细胞增殖曲线显示，与 )4567
组相比，!"#$%&’ 作用后的 (")* 细胞其增殖速度在上

述时间范围内明显降低（! 2 .- .3），其中，在 <0 F 时

对 (")* 细胞的增殖抑制率最高，可达（’’- ? / ’- 3）1
（! 2 .- .3 "# 0? F，?= F，和 >, F ），>, F 时细胞增殖

速度加快，抑制率有所下降- 相反，与 )4567 组相比，

89:7 和 !"#$%&$; 组作用后的 (")* 细胞增殖抑制率

差异无统计学意义（! B .- .3，图 ?）-

%：空白对照组（)4567）；)：脂质体对照组（89:7）；;：阴性对照组

（!"#$%&$;）；@：!"#$%&’-

图 0A !"#$%&’ 转染 (")* 细胞上调 ;5!G5!H&’

图 ’A IJ 单染流式细胞术分析，!"#$%&’ 转染 (")* 细胞导致细

胞周期 C. D C+ 期阻滞（$ %’，& ’ #，5! 2.- .3 "# 空白对照组）

图 ?A !"#$%&’ 转染 (")* 细胞增殖抑制（ $ K ’，& ’ #，5! 2
.- .3 "# 空白对照组，:! 2 .- .3 "# 0?，?= 和 >, F ）

/" 讨论

凋亡抑制与肿瘤的发生与转移密切相关 - 以凋
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亡蛋白抑制因子（ !"#!$!%&’ &( )*&*%&+!+ *’&%,!"，-./）

作为靶点成为新的基因治疗研究策略［0］1 本研究显

示，靶向 2!3!" 的 +!45. 双链可诱导恶性黑素瘤 6!7’
细胞凋亡1 2!3!" 基因只含一个 7-4 结构域并通过抑

制 8)+*)+,90，:，; 的活性实现抑制细胞凋亡［<］1 凋

亡通路下游的效应分子 8)+*)+,90 是线粒体和死亡受

体两条凋亡信号途径的共同通道，凋亡通路一旦激活

则引起 8)+*)+,90 级联反应并使其活化引起细胞凋

亡1 免疫荧光细胞化学检测表明，+!45.90 转染后 6!9
7’ 细胞 8)+*)+,90 表达明显升高，这提示沉默 2!3!" 后

8)+*)+,90 活性释放，激活凋亡通路，促进了细胞凋

亡［=］1
本研究证实了靶向 2!3!" 基因沉默后导致 6!7’ 细

胞周期出现 >? @ >A 期阻滞和细胞增殖抑制1 细胞周

期调控异常是恶性肿瘤细胞凋亡和增殖异常的重要

原因［B］1 本研究结果显示，6!7’ 细胞被转染 +!45.90
后进入 >? @ >A 期的细胞明显增多，进入 C 期的细胞

明显减少，表明靶向 2!3!" 的 +!45. 转染 6!7’ 细胞后

恶性增殖信号受到抑制，细胞增值周期进展受阻，细

胞增殖能力下降，从而促进细胞凋亡进程1 DEE 检测

也标明转染后 6!7’ 细胞增殖明显受到抑制，在转染

后 :F # 细胞增值抑制率最高1 由此推测，2!3!" 的表

达可能具有周期依赖性1 我们的研究初步证实了采

用 45. 干扰技术靶向 2!3!" 可诱导恶性黑素瘤 6!7’
细胞凋亡、引起细胞周期阻滞和抑制细胞增殖1 但化

学合成的 +!45. 系瞬时转染，干扰效应维持时间较

短，以后可构建表达产生 +!45.90 序列的真核表达载

体以期较长期、稳定产生 2!3!" 基因的沉默效应［:］1
该体外研究结果为靶向 2!3!" 基因的恶性黑素瘤的基

因治疗提供了实验参考依据1
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!" 临床资料 " F??B9?F @ F??:9?F 共观察慢性荨麻疹患者 ABF
例1 病例入选标准：! 年龄 AP ‘ B? 岁，性别不限；" 病程 a B
LX，就诊时均有皮疹存在；# 治疗前 A O& 未应用长效皮质类

固醇激素，A LX 内未服用抗组胺药及皮质类固醇激素；$ 无

严重心、肺、肝、肾、胃等系统性疾病及非妊娠或哺乳期妇女1
按就诊顺序分为治疗组 PB（ 男 <<，女 <F）例，年龄 AP ‘ B?

（平均 0?1 FA）岁，病程 P LX ‘ ; )（平均 F1 B0）)；对照组 :B（男

0P，女 0P）例，年龄 A; ‘ B?（平均 0A1 F<）岁，病程 : LX ‘ P )（平

均F1 B;）)1 两组患者资料差异无显著性差异1 治疗组口服复

方甘草酸苷片 := OM，F 次 @ T，同时口服咪唑斯汀 A? OM，A 次 @
T；对照组仅口服咪唑斯汀，用法同上1 均连用 < LX 后评定疗

效1 疗效判定标准：瘙痒程度用直观模拟标尺法（b.C）评价；

风团按照数目、直径，每次发作持续时间和红斑严重程度按

? ‘ 0的 < 级评分法评定疗效1 治愈：疗效指数 a ;?c；显效：疗

效指数 a BAc；进步：疗效指数!F?c；无效：疗效指数 d F?c
或加重1 疗效指数 e（ 治疗前记分数 Q 治疗后记分数）@ 治疗

前记分数 f A??c，有效率以治愈 g 显效计1 结果见表 A1 治

疗组和对照组各有 F 例出现短暂的轻、中度嗜睡反应，但并未

影响继续治疗1 治疗组有效率为 P01 :c，明显高于对照组

（B01 Ac），两组有显著性差异（!F e <1 <<F，! d ?1 ?=）1

表 A] 两组患者治疗效果比较

组别 " 治愈 显效 进步 无效 有效率（c）

治疗 PB 0< 0P AF F P01 :

对照 :B FF FB AB AF B01 A

#" 讨论" 复方甘草酸苷是以甘草甜素为主要成分，具有抗

炎、抗过敏反应、免疫调节、类固醇皮质激素样作用而无糖皮

质激素的各种副作用，能有效缓解慢性荨麻疹的临床症状，抑

制疾病复发［A］1 咪唑斯汀是一种强效、高选择性的组胺 HA 受

体拮抗剂，具有抗组胺和抗炎双重作用，临床上广泛用于治疗

慢性荨麻疹，并取得了很好的效果1 本研究结果表明，复方甘

草酸苷片与咪唑斯汀联合应用具有起效快、治愈率高、复发率

低、安全可靠等优点，值得临床推广1
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