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外源性 基因增加卵巢癌细胞对顺铂的敏感性
关 婷

, ,

崔满华
,

李守柔

摘 要 目的 探讨外源性 基 因转染对人卵桨癌细胞株的化疗歌感性的影响
。

方法

用脂质体介导的转染技术
,

将人野生型 基 因的真核表达载体导入不表达 的卵梁癌

细胞中
,

经 筛选
,

及 鉴定后
,

观察其对顺铂作用后 的
一

细胞的集落形成及凋亡的影响
。

结果 外源性 基 因在转染 细胞中有效表达
,

并增 强 了顺铂对
一

细胞集落形成的抑制作用及促进 了顺铂诱导的细胞凋 亡
。

结论 外源性 基 因能增加

卵巢癌细胞对顺铂 的敏感性
,

两者联合作用 能更大程度地杀灭肿瘤细胞
。
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如何提高肿瘤对化疗药的敏感性一直是人们关

注的问题
。

近年研究表明 基因在化疗药诱导的

细胞凋亡过程中起着十分重要的作用
,

其功能异常

与大多数肿瘤对化疗的耐受有关
。

本实验中我们通

过脂质体介导的方法将 基因导人 基因严重

异常的卵巢癌细胞中
,

观察 基 因转染后该细胞

对顺铂敏感性的变化
。

材料和方法

主要试剂 及脂质体

购于美国 公司
,

单克隆抗体

及辣根过氧化物酶标记的羊抗鼠二抗购于北京中

山生物技术公司
。

真核表达质粒
一

已在另一实验中构建成功
。

收稿 日期
一 一

修回 日期
一 一

基金项 目 吉林省卫 生厅科技基金资助 项 目

作者单位 广州 军 区 广 州总 医 院 妇 产科 白 求

恩 医科 大学第二 临床学院妇 产科

细胞株及培养 人卵巢癌细胞株
一

来

源于美国 中心
。

该细胞株 因 基因严重

缺失与重排
,

不能转录
,

无 蛋 白表

达
。

细胞培养于含 小牛血清的 培养液

中
。

抗药性克隆筛选及扩大培养
,

集落形成实验均

在
,

饱和湿度及
“

培养条件下进行
。

基因转染及转染克隆的筛选 取 拼 质粒及

户 脂质体分别用无血清 培养液稀释至
拼 ,

然后将二液混合进行转染
,

方法按脂质体说

明书中的稳定转染方法进行
。

设未转染的
一

细胞为空 白对照
,

不含 基因的空载体转染为阴

性对照
。

筛选浓度为 “ ,

维持浓度为

。。拌 , 待克隆形成后
,

扩大培养
。

外源 基因表达的鉴定

检则 表达 用异硫氰酸肌一步法提取细

胞总
,

经甲醛变性电泳后
,

转膜 用 标记的

为探针进行杂交
,

放射 自显影
。

检测 蛋 白表达 按参考文献川 方法提
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取蛋白及转膜
,

用 牛血清 白蛋 白封闭
,

依次与 转染克隆的筛选及鉴定 未转染质粒的

。。一抗及二抗反应
,

显色
。 一

细胞经 筛选 后全部死亡
。

维持筛选

集落形成测定 六孔板每孔接种 个细胞
,

周后转染空载体 及携带 片段载体

每组 个复孔
,

培养 周后
,

计数 个细胞的集
一

的细胞获得抗性克 隆
,

分别命名为

落数
。

一顶铂作用组于细胞接种后
,

更换含顺铂
一 一

及
一 一 。

显示

的培养液作用 或
,

之后更换正常培养液
。 一 一

有 表达
,

而
一 一

流式细胞仪分析 取 只 指数生长期单细 则无
。

显示只有转染 基因的细胞

胞悬液
,

用 洗两 次
,

加 酶及 碘化丙 咙 有 蛋白表达 图略
。

拌 拼 ,

避光染色
,

用 型 外源性 基因增加
一

细胞对顺铂的

流式细胞仪检测
。

用 软件分析检测结果
。

敏感性 用不同浓度顺铂作用 或 后
,

三种

统计学处理 采用 检验
。

细胞的集落形成情况
,

见表
。

结果

表 基因转染的细胞对化疗药顺铂的敏感性 王士

细胞株 时间 群 群 群 拜

一

士 士 士 士

士 士 士
一 一

士 士 士 士

士 士 士
一 一

士 , 士 ‘ 士 ‘

士 士

关

由表 可见
,

经不同浓度顺铂作用后
,

转染

基因的细胞 的集落形成数 比两对照细胞 明显减少
。

将不同浓度顺铂作用后的
、

琴
一

及
一

的集落形成数与未加顺铂

的其自身对照组相比
,

用 。 “ 顺铂作用
,

其集

落形成数分别下降
、

及 作用
,

其集落形成数分别下降
、

及
。

用 拼 顺铂作用
,

其集落形成数分别下降
、

写及 作用
,

其集落形成数分别

下降
、

及
。

可见转染 基因的

卵巢癌细胞经顺铂作用后
,

其集落形成数明显下降
,

说

明其对化疗药顺铂的敏感性增加
。

外源性 基因增加顺铂诱导的细胞凋亡 对
拜 顺铂作用 及 的

一 一

及
一 一

的流式分析结果
,

外源性 基因增加 了

顺铂诱导的细胞凋亡
,

见表
。

表 基因对顺铂诱导的细胞凋亡的影响

细胞株
凋亡率

一

一 一

士

士

巧 士

士

化疗药使肿瘤细胞的 受损伤
,

损伤的 启砂

基因
,

使细胞进人 期生长抑制并诱导损伤严重的

细胞进人凋亡状态闭
。

若 基因失活或缺失
,

则该凋

亡途径不能进行
,

使细胞对化疗药不敏感
。

实验研究表

明
,

基因失活或缺失可使肿瘤细胞出现耐药性 , 习
。

本实验结果显示
,

外源性 基因的表达使卵巢癌细胞

对化疗药顺铂的敏感性增加
,

两者联合作用后
,

使卵巢

癌细胞的集落形成能力明显降低 外源性 基因促进

了顺铂诱导的细胞凋亡
。

提示将 基因治疗与化疗

联合应用
,

能更大程度地杀灭肿瘤细胞
。
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