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探讨慢病毒载体介导
@NG-?-?1

基因小片段干扰
79"

"

@?79"

$对裸鼠移植人肺腺癌的体内抑瘤活性&方法
!

制备表达
@NG-?-?1A@?79"

的慢病毒载体!构建裸鼠移植人肺腺癌模型!将裸鼠分为空白组"

$6

组$%空白载体组"

96

组$%实验组

"

79"?

组$

'

组!分别给予生理盐水%空白病毒载体和
@?79"

#

@?79"

组肿瘤组织局部注射表达
@NG-?-?1A@?79"

的慢病毒载体!观

察肿瘤体积及其随时间的生长变化曲线#分别采用逆转录聚合酶链式反应"

7BA$67

$及蛋白质印迹法检测各组裸鼠肿瘤组织中

@NG-?-?1

基因的信史
79"

"

K79"

$及其表达的蛋白水平变化#采用流式细胞术检测肿瘤细胞周期组方图变化&结果
!

慢病毒载

体介导
@NG-?-?1A@?79"

对裸鼠肺腺癌的抑瘤率为
(+)*5V

#

@?79"

组瘤重与
96

组和
$6

组比较!差异有统计学意义"

2

$

*)*,

$!

而
96

组与
$6

组瘤重比较差异无统计学意义"

2

%

*)*,

$#

@?79"

组
@NG-?-?1

基因
K79"

及蛋白表达较
96

组和
$6

组明显降低!

抑制率分别为
5&)**V

%

,')**V

#

/

%

期细胞百分比明显增加!

S

期细胞百分比则明显减少&结论
!

慢病毒载体介导的
@?79"

能

有效抑制裸鼠移植人肺腺癌
@NG-?-?1

基因的表达!有效激发细胞凋亡&

关键词"肺腺癌#
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79"

干扰$

79"?

&技术可以有效地抑制特定基因的表达#

恶性肿瘤组织中
@NG-?-?1

基因多为高表达#且
@NG-?-?1

基因高

表达的恶性肿瘤多预后不良#而正常组织中该基因并不表达#

基于选择性表达的特性
@NG-?-?1

基因成为肿瘤基因治疗的研

究热点和新的诊断及治疗靶点*有研究证实#抑制
@NG-?-?1

基

因的表达可明显诱发肿瘤细胞凋亡(

%

)

*另外有研究表明#可成

功地借助
79"?

技术在体内实验中明显抑制肿瘤及其衍生血

管的生长(

&

)

*本研究采用转染效率最高的慢病毒载体#将合成

的靶向
@NG-?-?1

基因的小片段干扰
79"

$

@?79"

&通过慢病毒

载体导入肿瘤细胞#构建裸鼠移植瘤动物模型#采用体内给药

的方式观察肿瘤变化#并检测该基因在体内的表达#以研究

79"?

技术在恶性肿瘤基因治疗的体内实验临床价值*

B

!

材料与方法

B)B

!

实验动物
!

2"!2

"

61N

"

1N

裸鼠#

(

"

+

周龄#体质量约

&*

P

#购于北京中国医学科学院实验动物研究所*裸鼠饲养于

恒温$

&&

"

&,[

&'恒定湿度的无特定病原体$

S$;

&层流罩中*

+

'Z,

+

国际检验医学杂志
&*%+

年
'

月第
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卷第
,

期
!
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#3GH.&*%+

!
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9C),

"

基金项目!山东省医药卫生科技发展计划项目$

&*%(XS**(&

&*

!

作者简介!隋玉飞#男#主管检验师#主要从事免疫和生物医学研究*

!
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通讯作者#

YAK3?E

!

@EZZ=+
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经高压灭菌的标准饲料和水#供动物自由饮食*

B)C

!

主要试剂
!

慢病毒载体介导的
@NG-?-?1A@?79"

由上海吉

凯基因公司制备%

",(=

细胞购自上海吉凯基因公司%逆转录聚

合酶链式反应$

7BA$67

&相关试剂购自德国
h?3

P

01

公司%鼠抗

人
@NG-?-1

及小鼠抗人
)

A

肌动蛋白$

)

A3HI?1

&抗体购自美国
6SB

公司%辣根过氧化物酶$

\67$

&标记二抗购自美国
S?

P

K3

公

司%

Y6!i

F

EN@B#

显色试剂盒购自瑞典
"K0G@.3K

公司%其他

试剂由本院中心实验室提供*

B)D

!

方法

B)D)B

!

@NG-?-?1A@?79"

合成
!

选择
@NG-?-?1

基因$基因序列

号为
9#

0

**%%+Z

&互补
89"

$

H89"

&序列上的一个位点#利用

2!"SB

确定序列特异性#根据目的信使
79"

$

K79"

&序列#

设计
'

条
79"

干扰靶序列$上海吉凯基因化学技术公司&并

合成其短发夹状
79"

$

@.79"

&的
89"

寡核苷酸$

Ê?

P

C

&#序

列如下!正义链为
,̀A/"//6B//6BB6"B66"6B/6A

'̀

#反义链为
,̀A/6"/B//"B/""/66"/66B6A'̀

$基

因序列位置!

&(%

&*把退火的
89"

模板双链连接到线性载体

中*采用
B(

连接酶#插入片断与载体的摩尔比约为
'j%

*连

接产物转化
8\,

$

大肠杆菌#在
!2"K

F

培养基上涂板#

'5[

培养过夜*挑取转化的菌落
$67

#

&V

琼脂糖凝胶电泳鉴定具

有
@.79"

编码序列的阳性克隆*测序鉴定
$67

阳性克隆的

引物序列#上游引物!

,̀A/B/B6"6B"//6///""6"6A

'̀

%下游引物!

,̀ABB"BB666"B/6/"6//B"B6A'̀

*

B)D)C

!

慢病毒载体制备
!

绿色荧光蛋白$

/;$

&报告基因的慢

病毒载体
F

/6!A/;$&*

#

P

'

F

\0E

F

0G%)*

$

P

3

P

"

F

CE

元件&载体

%,

#

P

'

F

\0E

F

0G&)*

$

LSL/

元件&载体
%*

#

P

混合包装
&='B

细

胞#收集转染
5&.

的
&='B

细胞上清液#于
([

#

'***G

"

K?1

离心
%*K?1

%以
*)(,

#

K

滤器过滤后置于
(*K!

超速离心管

中#

([

#

&,***G

"

K?1

离心
&*K?1

%而后以冰磷酸盐缓冲液

$

$2S

&重旋病毒沉淀#于
([

溶解过夜*取
+

个
Y

FF

01DCGJ

管

分装病毒#每管中加入
=*

#

!

预热的
^

F

I?#Y#

培养基#加
%*

#

!

病毒颗粒于第
%

管#混匀#从第
%

管取
%*

#

!

混合液于下一

管#混匀#依次稀释病毒颗粒至第
+

管%将
=+

孔板中的培养基

吸出#每 孔 加
(,

#

!

病 毒 颗 粒 稀 释 液 $记 为
@?79"%

"

@?79"+

&#

'5[

温育
Z.

后#更换含
%**KE

"

!

胎牛血清$

;2S

&

的培养液继续培养*倒置荧光显微镜下检测
/;$

表达量#计

算病毒滴度*

B)D)D

!

体内实验
!

接种肺腺癌细胞悬液
Z:%*

+ 个细胞于各

2"!2

"

6

裸鼠皮下组织内#待肿瘤生长至长径
:

短径约

%*KK:,KK

时#将裸鼠随机分为
'

组!空白组$

$6

组&'空白

载体组$

96

组&'实验组$

79"?

组&#每组
+

"

Z

只#

S$;

级屏障

系统内设
UL6

环境饲养*称体质量标号后
'

组动物分别每只

鼠瘤内注射生理盐水'空白载体'

!01I?A@NG-?-?1A@?79",*

#

!

%

次*观察裸鼠生长状况'出瘤时间#肿瘤细胞接种后如有肿

瘤生长#则每
5

天观察肿瘤生长情况*当
$6

组肿瘤长至足够

大时$约
,**KK

'

&#处死全部动物#取肿瘤*测量肿瘤最大直

径及相对应的横径#根据公式
L

$

KK

'

&

f

*

"

+:

瘤直径$

KK

&

:

瘤横径$

KK

&#计算肿瘤大小及各组抑制率*

B)D)E

!

蛋白质印迹法$

X2

&

!

裂解缓冲液$

!

O

@?@2NJJ0G

&裂解

细胞#取
&*

#

P

蛋白上样#

([

#十二烷基硫酸钠
A

聚丙烯酰胺凝

胶电泳$

S8SA$"/Y

&#

(**K"

恒流条件下电转移
%&*K?1

#采

用凝胶图像分析系统#对电泳条带进行灰度分析*

B)D)F

!

7BA$67

方法
!

按试剂盒说明书完成
79"

的抽提纯

化和
H89"

的合成*

7BA$67

扩增
@NG-?-?1

基因及内参
3HI?1

特异性引物#上游引物!

,̀AB6B //" //B6"B6B6//6

B/BB6A'̀

%下游引物!

,̀AB6" B66B6"6B/6//6B/

B6B/A'̀

*扩增电泳并对条带密度扫描后进行灰度分析*

B)D)G

!

碘化丙锭$

$U

&染色
!

%*K

P

"

K!

的荧光
$U

染色母液#

%j%***

稀释加入细胞#

'5[

二氧化碳培养箱培养#

$U

与细胞

核结合后以
$2S

洗涤#荧光显微镜
(ZZ1K

激发光下检测细胞

凋亡#拍照并统计数据分析*

B)D)H

!

流式细胞术$

;6#

&

!

胰酶收集细胞$

%

"

,

&

:%*

+

"

K!

#

$2S

洗涤#

5*V

乙醇固定#

%K!$U

染液染色#

$U

用氩离子激发

荧光#激光光波波长为
(ZZ1K

#发射光波波长大于
+'*1K

#产

生红色荧光进行流式分析#观察细胞凋亡情况及细胞周期

分布*

B)E

!

统计学处理
!

采用
S$SS%5)*

软件进行数据处理与统计

分析#计量资料以
Me<

表示#两组间比较采用独立样本
=

检

验%计数资料以例数或百分率表示#组间比较采用
&

& 检验%

2

$

*)*,

为差异有统计学意义*

C

!

结
!!

果

C)B

!

各组肿瘤生长情况
!

慢病毒载体介导的
@NG-?-?1A@?79"

,*

#

!

瘤内注射#模型构建及肿瘤生长共计
&%D

#实验周期裸

鼠无死亡*裸鼠体质量无明显变化#

79"?

组 抑 瘤 率 为

(+)*5V

#

79"?

组瘤重与
$6

组'

96

组比较差异有统计学意义

$

2

$

*)*,

&#而
96

组与
$6

组瘤重比较差异无统计学意义

$

2

%

*)*,

&*见表
%

*移植人肺腺癌
",(=

裸鼠肿瘤生长曲线#

见图
%

$见.国际检验医学杂志/网站主页,论文附件-&*

表
%

!!

@NG-?-?1A@?79"

对裸鼠移植人肺腺癌移植瘤的抑制作用

组别 导入途径 实验时间$

D

& 动物数量$

$

&

动物体质量$

Me<

#

P

&

实验前 实验后
瘤重$

Me<

#

P

&

96

组 瘤内
&% + %5)+e%)5 %=),e%)( &)*5e*)+,

"

$6

组 瘤内
&% + %Z)5e%)* %=)'e*)+ %)=(e*)&=

"

79"?

组 瘤内
&% Z %Z)Ze%)Z %=)Ze%)= %)%&e*)(&

!!

"

!

2

$

*)*,

#与
79"?

组比较*

C)C

!

各组肿瘤组织
@NG-?-?1AK79"

表达情况
!

对电泳条带

进行灰度分析#

79"?

组
@NG-?-?1AK79"

表达较
$6

组'

96

组

明显减少#差异有统计学意义$

2

$

*)*,

&#抑制率为
5&)**V

*

)

A"HI?1

表达在各组中比较差异无统计意义$

2

%

*)*,

&*见图

&

$见.国际检验医学杂志/网站主页,论文附件-&*

C)D

!

各组中
@NG-?-?1

蛋白的表达
!

对电泳条带进行灰度测

定#并对各组
@NG-?-?1

"

)

A"HI?1

进行统计分析#

79"?

组
@NGA

-?-?1

蛋白表达较
$6

组'

96

组明显减少#差异有统计学意义

$

2

$

*)*,

&#抑制率为
,')**V

*

)

A"HI?1

表达在各组中比较差

异无统计学意义$

2

%

*)*,

&*见图
'

$见.国际检验医学杂志/

+

(Z,

+

国际检验医学杂志
&*%+

年
'

月第
'5

卷第
,

期
!

U1IW!3M#0D

!

#3GH.&*%+

!

LCE)'5

!

9C),



网站主页,论文附件-&*

C)E

!

;6#

检测
!

细胞周期分析可见
$6

组及
96

组均有标准

的
/

%

"

/

*

期二倍体峰及分裂增殖的
/

&

"

#

期和
S

期四倍体

峰#并无亚二倍体峰出现*

79"?

组用门技术排除聚集碎片等

干扰#导入
@?79"

后出现凋亡细胞#显示
/

%

"

/

*

期前亚二倍体

峰*见图
(

$见.国际检验医学杂志/网站主页,论文附件-&和

表
&

*

表
&

!!

'

组肿瘤细胞各细胞周期所占百分比#

V

$

组别
$

凋亡期
S

期
/

*

"

/

%

期
/

&

"

#

期

$6

组
+ *)*' &+)5 ',)= '5)(

96

组
+ *)*, &Z)' 'Z), '')&

79"?

组
Z &')5* ',)( &')& %5)5

D

!

讨
!!

论

!!

79"?

技术又称为转录后基因沉默#通过
@?79"

或
@.7A

9"

介导可对致病基因进行抑制#该项技术多用于基因功能及

基因治疗研究(

'A(

)

*中山医科大学与哈佛大学合作成功完成了

79"?

体内实验#在小鼠肝炎模型中有效地抑制了
;3@

基因*

国内外多项研究提示#

79"?

技术对肿瘤等疾病的治疗具有价

值(

,A+

)

#

79"?

通过抑制癌基因以降低肿瘤的发生率(

5

)

*

肿瘤中
@NG-?-?1

基因的过度表达可抵制细胞凋亡的发生#

并借助有丝分裂促进肿瘤细胞的异常增殖(

Z

)

*

@NG-?-?1

基因

可直接抑制
H3@

F

3@0A'

和
H3@

F

3@0A5

的表达(

=

)

#从而阻断细胞凋

亡*此外#

@NG-?-?1

可基于细胞周期的依赖性表达#降低
/

&

"

#

期凋亡发生#

@NG-?-?1

的
68Y

和
6\7

可抑制
/

%

期并调节

/

&

"

#

期基因表达的半衰期(

%*

)

*其
"B/

上游
&**M

F

可调节

@NG-?-?1

的启动子活性*细胞增殖信号介导
@NG-?-?1

入核并结

合
6D4(

#激活
6D4&

"

6

O

HE?1

'

@NG-?-?1

"

6D4(

促使
F

&%

释放#

6D4(

与
H3@

F

3@0

作用而产生抑制凋亡的作用(

5

)

*

慢病毒载体可有效介导大容量基因片段#并且慢病毒感染

特性具有宿主免疫反应低'安全性好'转染效率高#尤其对肿瘤

细胞及干细胞'神经细胞等惰性细胞转染率高#可长期稳定整

合的特点*为了最大效能地解决
@?79"

不能有效进入细胞内

的问题#笔者采用了慢病毒载体从而提高其抑制效率*生物治

疗的靶向性问题主要存在以下两种!$

%

&如何在不破坏细胞结

构的前提下进入宿主细胞%$

&

&如何能特异选择进入某一类型

的细胞而不被其他细胞摄取*这两个问题还需要对细胞表面

分子标志及载体技术的进一步深入研究*目前的载体大多不

具备细胞选择性#在有效进入肿瘤细胞的同时也可以进入正常

细胞#因此导致体内实验结果往往不如体外细胞学实验理想#

这也是国内对于
79"

干扰体内实验研究较少的原因之一*

从本实验过程来看#体内实验难度要远大于细胞学实验#抑制

效果亦不如体外实验明显#通过该项研究笔者在体内实验积累

了宝贵的基因治疗资料#可为今后在个体水平应用
79"?

抑制

组织基因特异性表达及疾病基因治疗提供理论依据*

本研究通过构建可介导
@NG-?-?1A@?79"

的慢病毒载体#将

其局部注射裸鼠肺腺癌组织后#肿瘤生长受到抑制#同时通过

7BA$67

和
X2

检测#

@NG-?-?1

基因及蛋白表达水平均较对照

组明显抑制#但蛋白水平的抑制程度较基因水平抑制程度弱#

表明可能与
@NG-?-?1

基因的转录翻译分子生物学机制尚不明

确有关*实验中肿瘤在经过
@NG-?-?1A@?79"

治疗后#不仅肿瘤

形态学等物理指标存在明显改变#在分子水平上亦有抑制作

用*同时
;6#

等细胞凋亡检测技术发现#实验组中
@NG-?-?1

基因抑制促进了肿瘤细胞的凋亡*

;6#

检测结果表明#

@NGA

-?-?1

表达抑制后#

/

%

期细胞百分比升高#

S

期'

/

&

"

#

期细胞

百分比相对减少#并检测到凋亡细胞的亚二倍体峰#有
'*V

"

',V

的肿瘤细胞凋亡*实验结果表明#

@NG-?-?1A@?79"

通过慢

病毒载体导入肿瘤组织内后#

79"?

技术可以明显抑制肿瘤的

生长#但是伴随着时间延长一次给予的
@NG-?-?1A@?79"

对肿瘤

的抑制作用逐渐减弱*这可能与肿瘤伴随多个癌基因激活和

失活#使正常细胞不断增生'转化等因素有关#单独抑制
@NGA

-?-?1

尚不能完全消除肿瘤*同时可以说明
79"?

在体内实验

中同样有降解的代谢途径*因此#延长其在体内的作用时间是

下一步研究需要解决的问题*体内实验
7BA$67

和
X2

检测

结果与体外实验相比#由于关于基因在体内的准确作用机制及

慢病毒的体内代谢机制尚存争论#

79"?

用于体内实验的效果

较体外实验稍差#但与其他载体相比慢病毒载体可稳定提高其

转染效率*已有研究证实慢病毒载体可作为多种疾病模型及

不同类型细胞的基因治疗工具(

%%

)

*

综上所述#本实验发现以
79"?

作为体内基因治疗方法进

行研究#尚需采用多剂量
@?79"

'多频次给药的深入研究#但

该实验不失为有益的尝试#为肿瘤的基因靶向治疗提供了动物

实验依据*
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