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　　摘　要 :目的　探讨 HSV2TK/ACV 系统对人脑胶质瘤细胞增殖活性的影响。方法　用阳离子脂质体

Lipofectamine 将 pCR32Uni 及含 HSV2TK基因的真核表达载体 pCR32TK 转染至人脑胶质瘤细胞株 TJ905

中 ,筛选出阳性克隆 ,阳性细胞克隆给予 ACV (50mg/ml ) ,72小时后 ,收集玻片 ,进行 AgNOR 染色。结果　

转染 HSV2TK基因的细胞 ,在给予 ACV 后 ,细胞增殖活性明显降低 ,转染 pCR32Uni 和 pCR3\|TK 细胞克

隆的 AgNOR 颗粒数分别为 14.33 和 6.67 ( P <0.01 ) 。结论　AgNOR 计数是一种操作简便、检测细胞增殖

活性的方法 ,为研究 HSV2TK/ACV 系统的抗肿瘤机制提供帮助。
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　　Abstract:Objective　Tostud ytheeffectofthe proliferationactivit yofhuman gliomacellswithHSV 2TK/

ACVs ystem. Methods　Theeukar yoticex pressin gvectors pCR32TKcontainin gtheHSV 2TK geneand pCR32
UniweretransferredintoTJ905cellswithcationicli posome,Li pofectamine.Aftertransfection,G418wasused

toselectthe positiveclones.The psoitivecloneswere givenACV (50μg/ml ) andcollectedafer72hours.The

glassslideswerestainedwithsilver. Results　ThenumberofsilverstainedA gNORsinthecellclones (transfect 2
edwith pCR32Uniand pCR32TK) was14.33and6.67,res pectively.The proliferationactivit yof gliomatrans 2
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　　胶质瘤是颅内最常见的原发恶性肿瘤 ,尽管近几

十年来 ,在手术、放疗、化疗、免疫治疗方面等方面取

得了很大进步 ,但胶质瘤的预后并没有明显的改善。

基因治疗为胶质瘤的治疗提供了一条可探索的新路。

本文利用阳离子脂质体将新近克隆并构建的含单纯

疱疹病毒胸苷激酶基因 ( HSV2TK)的真核表达载体

pCR32TK转染到人脑胶质瘤细胞中 ,给予抗病毒药

物苷肽 (ACV) ,利用银染技术检测胶质瘤细胞增殖

活性的变化。

1　材料和方法

1.1 　质粒

　　pCR32Uni 由哈尔滨兽医研究所生物技术室国家
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重点实验室提供 ,pCR32TK由本文作者构建。pCR32
TK中的 TK基因是以 HSV21CL101 株中的 TK 基

因序列设计引物 ,以 Stocker 株 DNA 为模板 ,以 PCR

技术扩增的 DNA 片段。酶切和序列分析证实含完

整的 TK基因[1,2] 。

1.2 　细胞

　　人脑胶质瘤细胞株 TJ905 由天津神经病学研究

所蒲佩玉教授惠赠。该细胞用含 10% 的小牛血清 ,

100m g/ml 青链霉素的 DMEM 的培养液 ,37 ℃含 5%

CO2孵育箱中培养传代。

1.3 　以 Lipofectamine 介导 DNA 转染

　　将质粒 pCR32Uni 及 pCR32TK 转染 TJ905 细

胞。转染过程按照试剂盒提供的方法进行。72 小时

后更换选择培养基 (含 G418600m g/ml 的 DMEM )

继续培养。14 天后获抗性克隆。将细胞克隆从 96

孔板开始逐渐扩大培养 ,一直用选择培养基。将对照

组细胞、转染质粒 pCR32Uni 及 pCR32TK 的 TJ905

细胞分别命名为 G,G2p 及 G2pTK 。

1.4 　细胞增殖活性的测定

　　将处理过的玻片平铺于 6孔培养板上 ,然后接种

G、G2p 及 G2pTK 细胞 ,24h 后更换含 50mg/mlACV

的培养液 ,72h 后收集玻片 ,进行 AgNOR 染色 ,采用

的是一步银染法[3] 。

2　结果

2.1 　真核表达质粒 pCR32TK的鉴定 (图略) 。

　表 1 不同细胞克隆 AgNOR染色颗粒数

细胞克隆 ( n) AgNOR染色颗粒数 F值 P值

(1) G(6) 14.83 ±1.47

(2) G2p (6) 14.33 ±1.21 80.59 <0 .01

(3) G2pTK (6) 6.67 ±1.03

　注 : (3)与 (1)、(2)比较 P <0.01; (1)与 (2)比较 P <0.05

2.2 　不同细胞克隆的细胞增殖活性

　　通过 AgNOR 嗜银染色测定结果显示 G2pTK 　

细胞 AgNOR 平均数明显低于 G及 G2p 细胞 ,而 G2p

与 G细胞无明显区别 ,见表 1。

3　讨论

　　肿瘤细胞增殖活性的检测是研究增殖动力学的

重要方面 ,对于判断肿瘤的恶性程度及评估生物学行

为是重要指标之一。近年来采用 Ki267 指数及核仁

组织区嗜银蛋白 (AgNOR )等简便方法可靠的方法来

评估肿瘤细胞的增殖活性。在人类的第 13,14,15,

21及 22 对染色体短臂上 ,有明显的次级缢痕 ( sec2
ondar yconstrition ) ,该处染色较浅 ,被称为核仁组成

区 (NORs) ,与核仁形成有关。可用银染方法显示。

细胞化学研究证明 ,银既不与 rDNA, 也不与 rRNA

结合 ,而是与用 rRNA 相关的酸性非组蛋白结合 ,后

者被称为核仁组成区嗜银蛋白。银染的方法可显示

NORs 的酸性非组蛋白 (AgNORs ) ,它与 rRNA 的转

录密切相关 ,其含有 rRNA 基因的 DNA 片段 ,通过

RNA聚合酶 I转录成核糖体 RNA (rRNA ) ,rRNA 基

因代表细胞代谢功能 ,其产物能影响细胞的增殖和分

化调节。一般认为 ,AgNORs 的数目、大小和分布的

改变可能反映了 rRNA 的转录水平及细胞活性 ,它是

增殖分化的一项指标。应用 HSV2TK/ACV 系统对

肿瘤细胞杀伤作用的研究报道较多[4,5] ,肿瘤细胞增

殖活性影响方面的研究 ,国内外尚未见报道。本研究

所用的 TJ905 细胞是天津市神经病学研究所建立的

体外胶质母细胞瘤系 ,细胞形态学观察及生物学特征

符合多形性胶质母细胞瘤的特征。TJ905 细胞及其

转染 pCR32Uni 和 pCR32TK 的细胞在给予 ACV 后

的 AgNOR 计数分别为 14.83,14.33 和 6.67 。可以

看出 G2pTK 细胞在 ACV 作用下 ,细胞增殖活性明显

降低 ,HSV2TK/ACV 达到了抑制肿瘤细胞生长的作

用。AgNOR 计数是一种操作简便 ,不需要特殊装

备 ,在一般实验室都可完成的方法。AgNOR 对肿瘤

细胞的多方面研究都能提供帮助。
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