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［摘要］! 目的：体外实验观察 ()%对鼻咽癌 *+,-" 细胞株的杀伤效应。方法：构建质粒表达载体

234+5% . &（ 6 ）*7(. ()% -89:，01$ ; < 2/’3 ; 酶切鉴定，测序分析 456基因序列。脂质体法将 234+5% . &

（ 6 ）*7(. ()% -89: 和 234+5% . &（ 6 ）-89: 分别瞬时转染鼻咽癌细胞 *+,-" 细胞株，=>:?>@A 印迹鉴定

456基因的表达。四甲基偶氮唑盐（B>?CDE?C9FGHE>?>?@FGHE9IB，7JJ）法检测 ()%对鼻咽癌细胞株 *+,-" 的杀

伤效应。结果：酶切和测序分析证实重组质粒中包含完整的 456基因的编码序列，=>:?>@A 印迹在转染细

胞总蛋白中检测到该基因表达的 &$ . #% K4 的蛋白。表达 456基因的 *+,-" 细胞生长受到抑制，而不表

达 456基因的 *+,-" 细胞生长未受到抑制。结论：()%可杀伤鼻咽癌细胞 *+,-" 细胞株。
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) ) !"#基因来源于鸡贫血病毒、由 #*# 个碱基组

成、编码分子量为 +* , -# ./ 的小分子蛋白质［+’(］。
既往研究表明，!"#基因编码物对多种肿瘤细胞有

杀伤效应［+’#］，但是否能杀伤鼻咽癌细胞迄今尚未

见报 道。因 此，本 研 究 拟 构 建 质 粒 表 达 载 体

01/%2#, +（ 3 ）$4!, !"# ’567，并进一步观察 !"#

在体外对鼻咽癌细胞的杀伤作用。

! " 材料与方法

+ , + ) 材料
+ , + , + ) 质粒，菌种和细胞株 ) ) 带 567 标签的
01/%2# , +（ 3 ）’567 由本校病理生理学教研室提
供，含 !"#基因的重组质粒 01/%2# , +（ 3 ）$4!,
!"# ’567 自行构建，病毒 89:;-# 基因组由本院保
存，人鼻咽癌细胞株 $%&’( 细胞由本科实验室保
存。

+ , + , ( ) 主要试剂 ) ) 小牛血清购自杭州四季青
生物工程材料有限公司，<"4=’/4&4 购自美国
>=?$@?<A 公司，余培养试剂均购自 B6CDE 公司，各
种限制性内切酶购自 8E.EFE 公司，8G /%2 聚合酶
及 8G 连 接 酶（ 美 国 ?6HIEJ7 公 司 ），A601’
KL1MED6NL(--- 购自 =NOLNMFHCLN 公司，余试剂均为国
产分析纯。

+ , ( ) 方法
+ , ( , + ) 细胞培养 ) ) $%&’( 培养在含 (-P 小牛
血清 <"4=’/4&4 培养基中，#Q R、:P $@(开放式

培养。

+ , ( , ( ) 表达载体的构建及鉴定 ) ) 采用 "$< 方
法从病毒 89:;-# 基因组中克隆出 !"#基因，根据

!"#基因序列，设计一对引物，两边分别添加 $%&
=，’()* = 酶切位点，去掉其终止密码子，使蛋白翻
译至 01/%2# , +（ 3 ）’567 上自带标签 567。上游引
物： : S’>>82$$$2228>22$>$8$8$$22>22>’# S；
下游引物：: S’>2288$$88>$$28$882$2>8$8’# S。
"$< 循环参数为 T: R总变性 : D6N 后，TG R变性
#- 7，:* R退火 + D6N，Q( R延伸 + D6N，Q( R总延
伸 +- D6N，共循环 #- 次。采用酶切及连接等方法
构建 01/%2# , +（ 3 ）$4!, !"# ’567 质粒表达载体，
通过酶切及测序鉴定 01/%2#, +（ 3）$4!, !"# ’567是
否构建成功（图 +）。
+ , ( , # ) !"#基因瞬时表达细胞株的建立及鉴定 )
) 将质粒 01/%2# , +（ 3 ）$4!, !"# ’567 和空白质
粒 01/%2# , +（ 3 ）’567 各 (-!C 分别用脂质体法瞬
时转染 $%&’( 细胞，转染过程按照说明书进行。

采用 UL7MLN 印迹鉴定 !"#基因在 $%&’( 细胞中的
表达。实验步骤主要包括：收集长满 * 孔培养板
的瞬时转染质粒 01/%2# , +（ 3 ）$4!, !"# ’567 和
空白质粒 01/%2# , +（ 3 ）’567 的 $%&’( 细胞，抽
提细胞总蛋白，进行蛋白质电泳、转膜和封闭，靶

蛋白与第一抗体反应，靶蛋白与第二抗体反应，曝

光。

+ , ( , G ) 488 法检测 !"# 对 $%&’( 细胞的杀伤
效应 ) ) 消化处于生长对数期的 $%&’( 细胞，制
成 +-G V DA 的细胞悬液。于 T* 孔板培养至细胞贴
壁后，用脂质体法将重组载体 01/%2# , +（ 3 ）,
$4!, !"# ’567 及 01/%2# , +（ 3 ）各 (- !C 体外转
染 $%&’( 细胞，具体转染过程按说明书进行。分
别于转染后 (G，G;，Q( 和 T* W 加入 488 溶液
(- !A，于 #Q R、:P $@(培养箱中继续培养 G W 后，
小心吸去培养上清液，每孔加入 +:- !A 二甲亚
砜，震荡 +- D6N 后，于酶联免疫检测仪上测各孔 2
值，按公式：杀伤率（P）X［（空白对照孔 2 值 ’实
验孔 2 值）V 对照孔 2 值］Y +--P 计算相对杀伤
率（及特异性促凋亡率），其中空白对照孔只含有

培养基。

+ , # ) 统计学处理 ) ) 以上各组实验重复 # 次，采
用计算机 B"BB +( , - 统计分析软件包进行数据处
理，采用双样本方差齐性 + 检验进行分析。

# " 结 " " 果

( , + ) "$< 从 89:;-# 基因组中扩增 !"#基因 ) )

"$< 产物经 +P琼脂糖凝胶电泳后，呈现一条清晰
的特异性带，该条带所在位置与预计产物 !"#大小

（#Q( J0）相符，而阴性对照组中无 "$<产物（图 (）。

图 !" 01/%2#, +（ 3）$4!, !"# ’567质粒表达载体的结构

!"#$ ! 8WL 1HN7MFZ1M6HN HK 01/%2#, +（ 3）$4!, !"# ’567 0IE7D6[ L\’

0FL776HN OL1MHF

( , ( ) 酶切及测序鉴定重组质粒载体 01/%2# , +
（ 3 ）$4!, !"# ’567 ) ) 酶切产物经凝胶电泳分析
后获得大小为 : G*G J0 V #** J0 两个片段，证实目
的基因已插入载体骨架，然后送测序，测序结果表

明重组 载 体 中 含 有 !"# 基 因 的 完 整 编 码 序 列

（图 #，G）。
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图 !" !"#基因 ()*产物凝胶电泳’ %：()*产物；!：+,-./-；$：阴性对

照

!"#$ ! 0/1 /1/23-4564-/787 !"# 9/:/ ()* 5-4;<237’ %：()* 5-4;<237；!：

+,-./-；$：=/9,38>/ 24:3-41

图 #" 重组质粒 52?=@$A %（ B）)+CA C($ DE87的酶切鉴定’ %：分子量

标准；!，$：阴性重组质粒；F，&：阳性重组质粒

!"#$ # */73-82384: /:;4:<21/,7/ ,:,1G787 4H 51,7I8; 52?=@$A %（ D）D)+CA

C($DE87 -/24:73-<2384:’ %：?=@ I,-./-；!，$：=/9,38>/ 51,7I8;；

F，&：(47838>/ 51,7I8;

图 $" !"#基因的测序结果

!"#$ $ J/K</:28:9 4H !"# 9/:/

! A $ ’ L/73/-: 印迹鉴定 !"#基因在 )=MD! 细胞中
的表达 ’ ’ 在转染 !"#基因的 )=MD! 细胞中检测
到大小为 %# A $ .? 的蛋白的表达，而转染空载体
的 )=MD! 细胞则未检测到此蛋白的表达，表明实
验组细胞在翻译水平上表达 !"#基因（图 &）。
! A F ’ C($基因对 )=MD! 细胞的杀伤作用 ’ ’ 从
!F 6 到 N# 6 之间，转染 52?=@$ A %（ B ）A )+CA
C($ DE87 重组载体的鼻咽癌细胞 )=MD! 细胞的凋
亡率明显升高，而转染 52?=@$ A %（ B ）DE87 空载体
的凋亡率则无明显上升趋势，提示 C($ 对 )=MD!
细胞有杀伤作用（图 #，表 %）。

图 % " L/73/-: 印迹检测 C($蛋白的表达 ’ %：转染 52?=@$A %（ D）

)+CA C($DE87组；!A转染 52?=@$A %（ D）DE87组
!"#$ % L/73/-: O14338:9 ;/3/2384: 4H C($ 5-43/8: /P5-/7784: ’ %：52D

?=@$A %（ D）)+CA C($DE87；!：52?=@$A %（ D）DE87
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图 !" *++法检测 !"# 对 $%&’( 细胞的相对杀伤率

!"#$ ! *++ ,--,. ,/,0.-1- 23 41001/5 633678 23 !"# 2/ $%&’( 7600-

表 #" 以 9: ;为时间点，!"# 基因对 $%&’(

细胞的相对杀伤效应（$ < #，=）

细胞种类

相对杀伤率（=）

>7?%@#A B（ ’）

$*!A !"#’C1-

>7?%@#A B（ ’）

’C1-

%值 "

$%&’( DEA (F G BA HE (HA (( G IA FB :A D(9 IA I( J " J IA IF

$ " 讨 " " 论

鼻咽癌是严重威胁中国南方人民生命健康的

恶性肿瘤，且发病率呈逐年上升趋势，目前的主要

治疗手段为传统的放射治疗，但相当部分患者对

放射治疗不敏感，且有部分患者治疗后复发，加大

放射剂量，虽可提升治疗效果，但会产生严重的放

射副作用，因此探索一种新途径，在消灭鼻咽癌实

体瘤同时又不损害人正常组织具有重要意义。基

因治疗正日益成为除手术、放疗、化疗之外的治疗

恶性肿瘤的第 E 种手段，有着广阔的研究前景。
B99H 年 %286K2L/ 等发现从鸡贫血病毒分离出
来的 !"#基因可编码杀伤多种肿瘤细胞小分子蛋

白物质 ,>2>81/。将 !"#基因及空白对照载体分别

转入 # 种人的正常细胞株以及 E 种白血病恶性肿
瘤细胞株中，发现 !"#基因可特异性杀伤恶性肿瘤

细胞，但对正常细胞无毒性［#’H］。!"#是否可杀伤

)

鼻咽癌细胞，成为鼻咽癌治疗的新方向？在本研

究中，将 !"#基因装控在 $*! 启动子下游，!"# 基
因由 $*! 启动子调控表达，将 >7?%@# A B（ M ）
$*!A !"# ’C1- 以及空白对照载体 >7?%@# A B（ M ）’
C1- 分别转染鼻咽癌 $%&’( 细胞株。N6-86L/ 印迹
显示转染含 !"# 基因载体的 $%&’( 细胞株有 !"#

蛋白的表达，而空白对照载体组无 !"# 的表达。

进一步采用 *++ 法测定细胞的活性以反映活细胞
的数量，在本研究中用来评价各组细胞的杀伤率。

结果显示，转染 !"# 基因的实验组细胞杀伤率明

显高于转染空载体组。这表明 !"# 对鼻咽癌细胞

有明显的杀伤效应。
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