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【摘) 要】目的：探讨转录因子 1$K 哑铃形诱骗寡核苷酸

（C.:98 ECSF）对 LTS#(’ 细胞中 9D!+ 基因转录调控的影响

及对细胞增殖的抑制作用, 方法：设计合成针对 9D!+ 启动子

上 1$K 的结合位点序列的哑铃形 C.:98 ECSF，然后将合成的

序列进行退火、连接，使其形成哑铃形的结构，再应用阳离子

脂质体 A4D9<.:>324;.-L$""" 将哑铃形 C.:98 ECSF 转染 LTS#
(’ 细胞中, -VX59/ 法提取细胞总 VSW，用 V-#Y?V 方法检测细

胞中 9D!+ 2VSW 表达水平的变化, 通过 L-- 实验监测细胞的

生长增殖状况并绘制生长曲线，最后用 -MS1A 法观察细胞的

凋亡的情况, 结果：哑铃形 C.:98 ECSF 被成功转染 LTS#(’
细胞，并成功提取了细胞总 VSW, V-#Y?V 检测发现哑铃形

C.:98 ECSF 转染后的 LTS#(’ 细胞中 9D!+ 2VSW 表达水平

明显低于空白对照组，L-- 实验所作的生长曲线显示转染细

胞增殖速度与空白对照组相比较明显减慢，-MS1A 凋亡染色

可见凋亡细胞, 结论：哑铃形 C.:98 ECSF 能特异性抑制 1$K
转录因子对 9D!+ 基因的转录调控，进而抑制 9D!+ 基因表达

及 LTS#(’ 细胞增殖,
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KL 引言

1$K 最初作为腺病毒（ 3G.;9N4@IF，WG）1$ 启动

子的活化因子被发现［!］，它是细胞周期调控过程中

起重要作用的转录因子，1$K 调控异常存在于多种肿

瘤细胞中［$］, 靶向 1$K 转录因子是肿瘤基因治疗的

策略之一, 目前在治疗多种肿瘤的体内外动物实验中

均取得了良好效果，包括非小细胞肺癌、胃癌及乳腺

癌等［* Z (］, 9D!+（ 又称 9;:9D@9>.4;!+，F>3>624;）是一

种高度保守的细胞内蛋白，该蛋白在恶性肿瘤发生、

发展及决定表型上具有重要作用及意义［’］, Y9/54;
等［0］发现 9D!+ 基因启动子上有 1$K 的结合位点，说

明 9D!+ 基因是转录因子 1$K 调控的靶基因，但截至

目前 1$K 对 9D!+ 基因的具体调控机制仍未阐明, 本

实验应用诱骗寡核苷酸（G.:98 9/4=9G.9R8;I:/.9>4G.F，
C.:98 ECSF）策略来研究转录因子 1$K 对 9D!+ 基因

表达及肿瘤细胞的生物学行为影响，初步探讨 1$K
对 9D!+ 基因的调控，旨在为肿瘤的生物治疗寻找新

的技术方法,

)L 材料和方法

), )L 材料L LTS#(’ 细胞（人低分化胃癌细胞株）唐
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都医院中心实验室保存；!"#$%&，’()%*+,-./(0+!1 2333
（ #04(-5%6+0 公司）；!.7 89: 聚合酶，8;’2333 89:
1.5<+5（北京鼎国生物技术有限公司）；81=1 培养

液，>?@3 培养液（;#ABC 公司）；!@ 89: 连接酶（D5%E
/+6. 公司）；所有 DB" 扩增引物及 =2F 8+,%G 序列均

由上海英骏生物工程公司合成；!H9=’ 细胞凋亡检

测试剂盒（南京凯基生物科技发展有限公司）I
!I "# 方法

>I 2I >J =2F 基因 8+,%G 寡核苷酸设计合成及实验分

组J 根据 D%&$(0 等［?］提供的 %)>K 基因启动子上 =2F
的结合位点序列，参考文献［L］的方法，合成哑铃形

8+,%G C89M，序 列 如 下：=CD>：NOE$$%&’’!"""!#

!!$!%!%$$ :::: BB!;!;B;;;:::;EP&，’()2：

N&#$$%&’’"""$$!$$$ %$"" :::: ::B!BBB;B

!%%%#P&，=CD/（突变对照）：NOE$$%&’’ """$$!$#

%%!$"" :::: ::B;!!B;BB:::EP&* 斜 体 部 分 为

%)>K 基因启动子上 =2F 的结合位点，框内部分为

&%%)，下划线部分为 +,-Q# 酶切位点I =CD/ 的序列

是将 =2F 的结合位点序列进行了突变，作为突变对

照I 应用梯度退火的方法使合成的序列形成哑铃形的

结构I 取退火产物 @ !’，用 !@ 89: 连接酶做连接，体

系条件按该酶说明书（ 图 >）I 根据实验要求分为五

组：=CD> 组：转染 =CD> 8+,%G C89M 的 1R9E@N 细

胞；=CD2 组：转染 =CD2 8+,%G C89M 的 1R9E@N 细

胞；=CD> S =CD2 组：转染 =CD> 和 =CD2 8+,%G C89M
的 1R9E@N 细胞；=CD/ 组（ 突变对照）：转染 =CD/
8+,%G C89M 的 1R9E@N 细胞；空白对照组：为未作任

何处理的 1R9E@N 细胞I
=CD>J NO T$$%&’’!"""!!!$!%!%$$ :::: BB!;!;B;;;:::; TP&

J J J J J J J J J J J J J J J J J J J :

退为J NO T$$%&’’!"""!!!$!%!%$$. . . :

J J J J J J J P& / $%%%$$$!$"$"!!. . . . :

J J J J J J J J J J J J J J J J J J J :

连接J J :J J J J J J J J J J J J J J J J J J J J J J J J J J :

J J :J J !!"$"$!$$$%%%$ / P&. NO T$$%&(’!"""!!!$!%!%$$ J J :

J J :J J $$%!%!$!!!"""!’’&%$$ )N*# P* ) $%%%$$$!$"$"!!. . :

J J J J :J J J J J J J J J J J J J J J J J J J J J J J J J J :

J J J J :J J J J J J J J J J J J J J J J J J J J J :

J J :. . !!"$"$!$$$%%%$$$%&’’!"""!!!$!%!%$$. . :

J J :. . $$%!%!$!!!"""! ’’&%$$$%%%$$$!$"$"!!. . :

J J J J :J J J J J J J J J J J J J J J J J J J J J :

图 >J 哑铃形 8+,%G C89M 的形成示意图

>I 2I 2J 脂质体介导 =2F 基因 8+,%G C89M 的细胞转

染J 转染前 > U，在 >33 // 平皿中按 3I ? V >3N 细胞 W
皿接种 1R9E@N 细胞I 脂质体转染操作步骤按 ’()%E
*+,-./(0+!12333 说明书进行I 于转染后 K X 换为完全

81=1 培养液继续培养 L2 X，分别收集各组的 1R9E
@N 细胞进行功能研究I
>I 2I PJ "!EDB" 检测转染细胞 %)>K 基因的表达J 收

集不同组的 1R9E@N 细胞，分别用 !"#$%& 法提取细胞

总 "9:I 取 N !6 总 "9:，加入 > !’ %&(6%（U!），按照

逆转录试剂盒操作说明，合成 ,89: 第 > 链，以反转

录的 ,89: 为模版，常规 DB" 扩增 %)>K 基因I %)>K
基 因 引 物 序 列 如 下， 上 游 引 物：NOE!:BE
B;::;::;:B!:!:;;!EPO；下 游 引 物：NOE::!E
B:;!B;::;!B:;:;B:EPO，片段大小 @N3 Y)I 用 "E
.,-(0 基因做为内参照，引物序列如下，上游引物为

（?KEKK）：NOE:!;;:!;:!;:!:!B;BB;B;EPO；下 游

引物（P>3EPP3）：NOE!;;!;BB:;:!!!!B!BB:!;EPO，
片段大小 2?P Y)I DB" 反应条件为：Z@[ 预变性 P
/(0；Z@[变性 P3 M，NK[退火 P3 M，L2[延伸 P3 M，P3
个循环；L2[延伸 >3 /(0I 各取 >3 !’ 扩增产物，>I N
6 W ’ 的琼脂糖凝胶电泳 3I N X，凝胶图像分析仪分析

结果I
>I 2I @J 1!! 检测J 取对数生长期的 1R9E@N 细胞，

按 3I ? V >3N 接种 >33 // 培养板，用阳离子脂质体转

染上述细胞，于转染后 K X 换为完全 81=1 培养液培

养 @K X，用胰酶消化细胞后，接种于 2@ 孔板，每孔细

胞数为 ? V >3P 个，分别于培养后 >，P，N 和 L U 进行

1!! 实验，每孔加入 23 !’ 1!!（N /6 W /’），继续培

养 @ X，吸除上清后加入 81\C >N3 !’ W 孔，振荡数分

钟，使用酶联免疫分析仪 @Z3 0/ 波长处测 % 值，按下

列公式计算细胞相对抑制率：细胞相对抑制率] ^
（> T 实验孔 % 值 W 对照孔 % 值）V >33] I
>I 2I NJ !H9=’ 法检测细胞凋亡 J 将 1R9E@N 细胞

接种于铺有盖玻片的 >33 // 培养皿，分别于第 >，P，

N，L 和 Z U 收集细胞爬片，@3 6 W ’ 多聚甲醛固定 2N
/(0，2 6 W ’ !5(-%0 _E>33 处理 N /(0，加 >33 !’ 平衡

缓冲液 N ‘ >3 /(0，>33 !’ !U! 酶反应液 PL[ 作用

?3 /(0，加 >33 !’ 2 V \\B 缓冲液终止反应，P /’ W ’
双氧 水 N /(0，加 >33 !’ \-5+)-.4(U(06EQ"D 溶 液 N
/(0，加 >33 !’ 8:A 工作液显色并封片I 空白对照不

加 !U! 酶，其余步骤同前I

"# 结果

"+ ! # ,-./0 (,12 对细胞中 /3!4 基因的表达的影

响# "!EDB" 扩增产物电泳结果显示，%)>K 基因的

/"9: 表 达 水 平 在 =CD> 组 降 低 最 显 著，=CD> 和

=CD2 共转染组次之，其次是 =CD2 组，=CD/ 组与未

转染的 1R9E@N 细胞中 %)>K 基因的 /"9: 表达水平

未见下调（图 2）I
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!："#$%&&& ’()*+)；,：!-./01 2+334；%：!-./01 2+334 转 染 567’；

8：!-./01 2+334 转 染 567%；0：!-./01 2+334 转 染 567, 和 567%；

1：!-./01 2+334 转染 567,9

图 %: ;</7=; 检测转染 !-./01 细胞中 >?,@ 基因表达结果

!9 ! " 细胞增殖的变化 " 5%A "+2>B 6".4 处理的

!-./01 细胞与空白对照组比较可见生长受到明显

抑制9 567, 组在第 C D 抑制作用最显著，细胞相对抑

制率为 E19 CF；567, G 567% 组次之，细胞相对抑制

率为 0C9 HF；其次是 567% 组，细胞相对抑制率为

8%9 8F；567’ 组与空白对照组结果一致（图 8）9

图 8: 5%A "+2>B 6".4 对 !-./01 细胞增殖的影响

!9 #" 肿瘤细胞凋亡检测结果" 于转染后 ,，8，1，C 及

H D 分别收集细胞爬片，<I.5$ 法染色结果显示：于

转染后 8 D 5%A 圈套寡核苷酸处理 !-./01 细胞开

始出现 凋 亡，至 C D 凋 亡 达 到 高 峰9 各 实 验 组 中，

567, 组凋亡最显著，567, G 567% 组次之，其次是

567% 组，567’ 组与空白对照组未见明显阳性凋亡

细胞（图 0）9

#" 讨论

>?,@ 基因是从淋巴瘤中筛选出的特征性的表达

基因，其编码的蛋白为一种高度保守的细胞内蛋白，

在细胞周期中可被蛋白激酶磷酸化，阻断 >?,@ 磷酸

化将使细胞分裂停止于 #% J ! 期9 细胞内微管相关蛋

白磷酸化过程中 >?,@ 是重要调节因子，直接影响细

胞分裂与增殖［1］9 "+2>B 6".4 可以使转录因子的转

录活性降低，使其丧失与内源基因作用的能力，导致

基因表达受抑制，最终达到基因治疗的目的9 根据结

构的不同可以分为：未被修饰的寡核苷酸双链，磷酸

化的寡核苷酸双链，哑铃形的寡核苷酸等等9 未被修

饰的寡核苷酸在细胞和血清中易被降解，作用时间

短，而磷酸化等修饰过的寡核苷酸将可能会丧失结合

的特异性，而且获得免疫原性，使机体对它产生排斥9
哑铃形的寡核苷酸，是闭合双链，类似天然 ".K，所

以增加了对核酸外切酶的稳定性，并且无因被修饰而

引起毒副作用［C L @］9 本实验中，我们选用了哑铃形

"+2>B 6".4 的结构来抑制转录因子 5%A 的活性，通

过哑铃形的结构能使寡核苷酸作用时间延长和特异

性增加，从而有利于观察转录因子 5%A 对下游靶基

因 >?,@ 的转录调控的情况和细胞增殖的影响9

K：!-./01 2+334 J 567,（阳性）；M：!-./01 2+334（阴性）9

图 0: 转染 567 的 !-./01 细胞的凋亡检测结果

: : 通过本实验，我们初步验证了 5%A "+2>B 6".4
可以特异性抑制 5%A 的活性，从而使得其下游调控

的 >?,@ 基因表达下调9 细胞生长曲线及凋亡染色显

示，转染了 5%A "+2>B 6".4 的肿瘤细胞增殖明显受

到抑制，说明通过调控 5%A 的转录活性下调 >?,@ 基

因表达，进而抑制肿瘤细胞的生长并促进细胞凋亡9
尽管目前 5%A 转录因子与肿瘤发生机制的确切关系

还不十分清楚，但可以肯定的是，5%A 转录因子对细

胞周期调控起着重要作用9 肿瘤细胞恶性表型多与控

制细胞增殖及凋亡的信号网络中某一环节的失调密

切相关，5%A 转录因子活性的改变参与了上述过程9
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虽然各种与 !"# 转录因子相关的肿瘤基因治疗有着

很大的临床应用和开发潜力，但是转录因子 !"# 在

正常细胞生命周期中也发挥重要作用，所以，针对

!"# 活性的基因治疗手段有可能对正常组织产生副

作用，!"# 作为生物治疗靶点应用于肿瘤基因治疗仍

需要进一步的理论和实验研究$
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刺五加注射液治疗围绝经期失眠症 !"
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#$ 引言$ 围绝经期是每个妇女生命过程中必然的生理过程$
国外流行病学资料表明，OO^ _ B%^ 的围绝经期妇女存在睡

眠障碍［% C "］，直接影响到患者正常的生活和工作质量$ 我们

使用刺五加注射液治疗失眠症，为探讨该药对围绝经期失眠

症的治疗效果提供依据$

%$ 临床资料$ 收集我院门诊及住院应用刺五加注射液治疗

的围绝经期失眠症患者 @A 例，年龄 A@ _ B> 平均（A>$ ? ‘ %）

岁$ 其中未绝经者 A@ 例，绝经者 %? 例$ 病程 OB + _ O 6$ 随机

分为治疗组和对照组，每组 O" 例$ 患者在年龄、病情、病程等

方面无明显差异$ 治疗组给予刺五加注射液 AM _ @M JQ 加入

BM R F Q 葡萄糖注射液（ 糖尿病患者改用生理盐水）"BM JQ 中

静滴，% 次 F +，%M + 为一个疗程$ 对照组给予谷维素片口服 "M
JR，O 次 F + ，晚间睡前 M$ B 0 口服安定片 B JR，% 次 F +，严重

者给予阿普唑仑片 M$ ? JR，% 次 F +，伴有其他疾病的患者给予

相应的对症治疗$ 疗效判定标准：采用国际统一睡眠效率值

勤公式：睡眠率（^）a 实际入睡时间 F 上床至起床总时间 b
%MM^ $ ! 痊愈：症状消失、睡眠正常，睡眠率 NB^ 以上；"

显效：症状明显缓解，睡眠率 @B^ 以上；# 有效：症状改善，

睡眠率 BB^以上；$ 无效：症状不缓解，睡眠率 AM^ 以下，依

靠服用安眠药入睡$ 经过一个疗程的治疗，两组疗效比较，治

疗组：痊愈 %> 例（B>$ A^），显 效 > 例（"?$ %^），有 效 O 例

（>$ A^），无效 % 例（O$ %^），总有效率为 >N^；对照组：痊愈 A
例（%"$ B^），显效 ? 例（"B$ M^），有效 @ 例（%O$ NB^ ），无效

%A 例（AO$ NB^），总有效率为 B@$ "B^ $ 两组组间比较差异具

有统计学意义（! c M$ MB）$

&$ 讨论$ 现代医学认为围绝经期是由于卵巢功能衰退，雌性

激素分泌逐渐减少，水平降低，至使应激反映增强，从而影响

睡眠质量［O］$ 刺五加注射液系由刺五加的茎、叶制成的灭菌

水溶液，其主要成分为总黄酮，异嗪皮丁，丁香甙，刺五加多甙

等［A］$ 总黄酮是一类植物雌激素，其作用可能与大豆异黄酮

相似，能够起到调节内分泌功能和免疫功能，发挥镇静、催眠、

抑制自发活动、抗疲劳等作用$ 大豆异黄酮尤其是在改善潮

热出汗和失眠上的作用更为突出 $ 我们的结果显示，应用刺

五加注射液治疗围绝经期失眠症效果显著，而且无依赖性，戒

断症状和副作用$ 价廉易得，应用简便，值得临床推广$
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