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细胞的生存与基因组的完整性紧密相关#应用离
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刺激会激活细胞内特异的信号通路启动
:!&

损伤修

复反应清除外源刺激物在基因组上造成的损伤#使肿

瘤细胞对治疗方法产生抵抗力*
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((

条染色短

臂
'

区
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的

发卡状前体
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分子#进一步加工后形成成熟体非

编码
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在细胞增殖)侵袭以

及凋亡等细胞生命活动中都发挥着重要作用*
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末端结合蛋白作用蛋白&
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核酸内切酶#可以特异性识别和结合分叉
:!&

分子

的
+d

端折叠结构#与
"?<''

双链断裂修复核酶)

LNS+-

重组酶和
!A=''

烟草花叶病毒抗性
!

样蛋白

结合后以同源重组&

#L

'的形式修复损伤
:!&

分

子*

'-%''

+

(新辅助化疗联合放射治疗是目前治疗宫颈

癌的常用手段#在治疗中#化学药物通过诱导
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损
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#

)-=

)

K( a

#

)HJ@

#

)(

个循环$

K( a

#

'-HJ@

$

6̀L

核酸模拟物退火条件!

'--a

#

+HJ@

#水浴缓慢

降至
)Ka

(寡核苷酸引物序列请见表
'

(

表
'

""

实验中用到的寡核苷酸片段

名称 序列

$>J

2

逆转录引物
+d%63666$63666$&&$36$6%)d

$>J

2

一次上游扩增引物
+d%$$3$$&$$&633&$&6$6$333&&3%)d

$>J

2

一次下游游扩增引物
+d%6$$633$6$36$&$6&636$66$63$6$$663%)d

$>J

2

二次上游扩增引物
+d%633336&$$3$$3$$&$$&633%)d

$>J

2

二次下游游扩增引物
+d%$333&6$$$3$$633$6$36$&$6&6%)d

6̀L

野生型上游核酸
+d%3&6$$$3$666$&66663$&$6$6&&$66&&3$%)d

6̀L

野生型下游核酸
+d%6$3&3$66&&366&3&363$&&&&63&&&3$33%)d

6̀L

突变型上游核酸
+d%3&6$$$3$666$&666&33&36$6&&$66&&3$%)d

6̀L

突变型下游核酸
+d%6$3&3$66&&366&363&33&&&&63&&&3$33%)d

""

注!

+d

#

)d

分别代表核酸片段的
+d

和
)d

末端

B*D*C

"

细胞培养及转染
"

将细胞在含有
'-[

胎牛血

清)

'[

青霉素
%

链霉素双抗的
'/.-

细胞培养液#于

)Ka

#

+[ $\

(

的细胞培养箱中培养#将细胞以约
+c

'-

. 个"毫升的密度种于培养板#待细胞贴壁后#用

L!&

"

:!&5%R<M>

6"转染试剂将寡核苷酸
HJL%)-'A

模拟物)

HJL%)-'A

抑制物)

!*$*

)抑制物
!*$*

)以及

质 粒
2

M:!&)*'

"

$>J

2

)

2

M:!&)*'

"

43_8%$>J

2

%

V>̀ 6L

和
2

M:!&)*'

"

43_8%$>J

2

%HQ>̀ 6L

转染至

细胞(

B*D*D

"

细胞药物刺激
"

将
6!_%

)

粉末溶解于磷酸

缓冲液&

8E9

'中制备成
(--

"

G

"

HD

的药物原液#置于

i,-a

条件下储存(用时取一定体积的药物原液加

入至细胞培养液#稀释成
'--@

G

"

HD

的工作液刺激细

胞
'*+

)

)

和
/T

(

B*D*E

"

实时定量聚合酶链式&

8$L

'反应
"

对目标基

因
HJL%)-'A

)

$>J

2

HL!&

以 及 内 参 基 因
/̀

小

L!&

)

(

%NM>J@HL!&

的进行荧光半定量#反应条件!

1+a

预变性
)HJ@

#

1+a'-=

)

/-a'+=

)

K(a'+=

#

扩增
)+

个循环后进行熔解曲线分析并应用
(

%

++

$>方

法#按公式!

_CBS=g(

%

++

$>

#

++

$>g

&

$>'i$>(

'

i

&

$>)

i$>.

'#其中
$>'

为处理样品中待测基因&

HJL%)-'A

和
$>J

2

'的临界循环数#

$>(

为处理样品中待测基因对

应的内参基因&

/̀

和
(

%NM>J@

'的临界循环数#

$>)

为

对照样品中待测基因的临界循环数#

$>.

为对照样品

中待测基因对应的内参基因的临界循环数#计算出每

组细胞中目标基因的相对表达水平(寡核苷酸引物

序列请见表
(

(

B*D*F

"

;<=><?@%ABC>

蛋白印迹实验
"

对目的
$>J

2

蛋

白及其内参蛋白
3&:8#

进行电泳分离)抗体标记及

化学显影步骤(实验条件!上样量#

(+

"

G

每孔$转膜

电流及时间#

(/-H&

)

(T

$抗体加入量#

'f+--

&

'

抗')

'f(---

&

(

抗'$抗体孵育时间#

'T

&

'

抗')

(T

&

(

抗'(影像捕捉后#根据目的样本灰度值&目的蛋白条

带亮度
%

背景值'与对应内参蛋白灰度值&内参看白

3&:8#

条带亮度
%

背景值'的比值#得到目的蛋白的

相对表达量(

B*D*G

"&

%#(&5

免疫荧光实验
"

灭活固定细胞后#

用磷酸化
#(&5

蛋白抗体标记细胞内的靶蛋白)流式

细胞术检测靶蛋白荧光强度(实验条件!

'[

甲醛细

胞灭活
'+HJ@

$

K-[

乙醇细胞固定
)T

$抗体加入量#

'f'--

&

'

抗')

'f'--

&

(

抗'$抗体孵育时间#

(T

&

'

抗')

)-HJ@

&

(

抗'$流式细胞采集量#

'----

个(在研

究中#依据药物处理条件)转染寡核酸)质粒种类不

同#每个实验组都对应着各自对照组(对应关系如

下!磷酸盐缓冲液对照组与
6!_%

)

处理实验组$

!*$*

转染对照组与
HJL%)-'A

模拟物转染实验组$抑制物

!*$*

转染对照组与抑制物转染实验组$

2

M:!&)*'

与

HJL%)-'A

模拟物共转染对照组与
2

M:!&)*'

"

$>J

2

与

HJL%)-'A

模拟物共转染实验组(实验组和对照组细

胞经抗体标记后#可以直接在流式细胞术平台上进行

%

,,('

%

国际检验医学杂志
(-'1

年
/

月第
.-

卷第
''

期
"

7@>YDNA"<S

!

YQ@<(-'1

!
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!

!C*''



检测#上样检测后#各组细胞群的
&

%#(&5

蛋白的平

均荧光强度会显示在平台上#每组细胞各做
)

个平

行样(

B*D*J

"

彗星实验
"

将
.--HD

含有
,---

个细胞的

磷酸盐缓冲液与
'*(HD'[

的低熔点琼脂糖凝胶混

合#平铺在载玻片上(胶凝固后#将载玻片置于裂解

液&

([

肌氨酰#

-*+HCB

"

D

乙二胺四乙酸二钠#

-*+

H

G

"

HD

蛋白酶
^

'中
)Ka

孵育过夜(用电泳液&

1-

HHCB

"

D

三 羟 基 氨 基 甲 烷#

1- HHCB

"

D

硼 酸#

(HHCB

"

D

乙二胺四乙酸二钠'浸洗载玻片
)

次#每次

(-HJ@

(浸洗后#在电压为
'.F

的条件下#电泳
(+

HJ@

(用浓度为
(*+

"

G

"

HD

的溴化乙锭水溶液浸泡

载玻片
(-HJ@

(染色后#用
.--HD

去离子水浸洗载

玻片
(-HJ@

(然后在荧光显微镜下进行观察和拍照(

利用彗星实验成像工程软件&

$&98

'计算
:!&

尾距#

每个实验组计算
+-

个
:!&

尾距(

表
(

""

实时定量聚合酶链式反应用到的引物序列

名称 序列

"JL)-'A

逆转录引物
+d%36$36&6$$&363$&3336$$3&336&66$63$&$633&6&$3&$3$6663%)d

"JL)-'A

检测上游引物
+d%$&363$&&63&6&6636$&&&3$%)d

"JL)-'A

检测下游引物
+d%63$&&63&63&&&333$&6%)d

/̀

逆转录引物
+d%6$&$3&&6663$3636%)d

/̀

检测上游引物
+d%$3$66$33$&3$&$&6%)d

/̀

检测下游引物
+d%&6663$3636$&6$$663$%)d

$>J

2

逆转录引物
+d%63666$63666$&&$36$6%)d

$>J

2

检测上游引物
+d%3$$&$&33$6$$$&3&$&6%)d

$>J

2

检测下游引物
+d%3$&33&&&6$$$&6&3$&&6&&6%)d

(

%NM>J@

逆转录引物
+d%666666666666666666%)d

(

%NM>J@

检测上游引物
+d%&3663$366&$&$$$666$663%)d

(

%NM>J@

检测下游引物
+d%636$&$$66$&$$366$$&36%)d

""

注!

+d

)

)d

分别代表核酸片段的
+d

和
)d

末端

B*E

"

统计学处理
"

采用
9899'/*-

软件对数据进行

统计学分析#计数资料以百分数或率表示#组间比较

采用
!

( 检验#以
H

$

-*-+

为差异有统计学意义(

C

"

结
""

果

C*B

"

宫颈癌
9JTN

细胞修复基因组
:!&

损伤的分

析
"

用
6!_%

)

试剂&处理组'和等体积的磷酸盐缓冲

液&对照组'作用
9JTN

细胞后#测定各组细胞内
&

%

#(&5

表达的平均水平以及
:!&

彗星状平均尾距#

监测胞内
:!&

损伤程度(与对照组细胞相比#

6!_%

)

处理组细胞经药物刺激
'*+

和
)T

后#胞内
&

%

#(&5

蛋白平均表达水平分别上升了
-*(/

和
-*.,

倍#同时平均尾距增加了
-*+,

和
-*1/

倍&

H

$

-*-+

'#

而药物刺激细胞
/T

后#

6!_%

)

处理组细胞中的
&

%

#(&5

蛋白平均表达水平以及平均尾距与对照组相

比无明显差异&图
'&

和
E

'(

C*C

"

HJL%)-'A

模拟物)

HJL%)-'A

抑制物对宫颈癌细

胞中
$>J

2

基因表达的影响
"

应用
8$L

实验分别检测

6!_%

)

处理组和对照组细胞中
HJL%)-'A

)

$>J

2

HL%

!&

相对表达水平(在药物刺激
'*+

和
)T

后#与对

照组相比#

6!_%

)

处理组细胞中
HJL%)-'A

表达水平

分别下降了
(+*))[

和
),*/)[

&

H

$

-*-+

'&图
(

'#同

时
$>J

2

HL!&

的水平分别上升了
-*'1

和
-*)K

倍

&

H

$

-*-+

'&图
)

'(分别转染
HJL%)-'A

模拟物&

HJL%

)-'A

模拟物组')

HJL%)-'A

阴性对照核酸
!*$*

&

!*

$*

组')

HJL%)-'A

抑制物 &抑制物组'以及抑制物对照

核酸抑制物
!*$*

&抑制物
!*$*

组'至细胞#应用

8$L

和
;<=><?@%ABC>

实验检测各组细胞中
$>J

2

HL%

!&

和蛋白表达水平(与
!*$*

组细胞相比#

HJL%

)-'A

组细胞中
$>J

2

HL!&

和蛋白表达水平分别下

降
..*/-[

和
)-*+)[

&

H

$

-*-+

'$与抑制物
!*$*

组

细胞相比#抑制物组细胞中
$>J

2

HL!&

和蛋白水平

分别上升
-*).

和
-*(K

倍&

H

$

-*-+

'&图
.

'(

6N?%

G

<>9MN@#QHN@

)

HJLE:

)

:7&!&6\\D

以及
8JM>N?.

种生物信息学软件预测结果显示#

$>J

2

HL!&

上

)(-,

至
)('.

核苷酸位点的核酸序列与
HJL%)-'A

的

(

到
,

核苷酸位点的种子序列反向互补#是
HJL%)-'A

潜在的靶定位点&图
+

'$荧光报告实验结果显示#与

!*$*

组细胞相比#嵌合有野生型
$>J

2

HL!&)d̀ 6L

的报告载体&

2

M:!&)*'

"

43_8%$>J

2

%V>̀ 6L

'上的

绿色荧光蛋白报告基因在
HJL%)-'A

模拟物组细胞中

的表达水平下降
'1*+)[

&

H

$

-*-+

'$与抑制物
!*$*

组细胞相比#报告基因在抑制物组细胞中的表达水平

上升
-*'+

倍&

H

$

-*-+

'$然而嵌有突变型
)d̀ 6L

载

体&

2

M:!&)*'

"

43_8%$>J

2

%HQ>̀ 6L

'上的报告基因

表达水平在上述各组细胞中的表达水平无明显差异

&图
/

'(

%

1,('

%
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""

注!

&

为
6!_%

)

刺激对
&

%#(&5

蛋白水平的影响$

E

为
6!_%

)

刺

激对
:!&

彗星状尾距的影响

图
'

""

6!_%

)

刺激对
&

%#(&5

蛋白水平和

:!&

彗星状尾距的影响

图
(

""

6!_%

)

刺激对
HJL%)-'A

表达水平的影响

图
)

""

6!_%

)

刺激对
$>J

2

HL!&

表达水平的影响

C*D

"

HJL%)-'A

对宫颈癌细胞修复
:!&

损伤的影

响
"

分别向细胞转染
HJL%)-'A

模拟物)

HJL%)-'A

抑

制物以及它们各自的阴性对照核酸
!*$

和抑制物

!*$*

后#测定各组细胞内
&

%#(&5

蛋白平均表达水

平和
:!&

彗星状平均尾距(

6!_%

)

刺激细胞
/T

后#与
!*$*

组细胞相比#

HJL%)-'A

模拟物组细胞中

&

%#(&5

平均表达水平和平均尾距分别上升
-*K,

倍

和
-*.(

倍&

H

$

-*-+

'$刺激细胞
)T

后#与抑制物
!*

$*

组细胞相比#抑制物组细胞中
&

%#(&5

蛋白平均表

达水平和平均尾距分别下降
((*')[

和
(/*-1[

&

H

$

-*-+

'&图
K&

和
E

'(

图
.

""

转染
HJL%)-'A

模拟物"抑制物对
$>J

2

基因表达水平的影响

图
+

""

HJL%)-'A

与
$>J

2

HL!&)d̀ 6L

及其突变体

的靶定方式

图
/

""

HJL%)-'A

与
$>J

2

HL!&)d̀ 6L

及其突变体

的靶定方式

""

注!

&

为转染
HJL%)-'A

模拟物)抑制物对
&

%#(&5

蛋白表达水平

的影响$

E

为转染
HJL%)-'A

模拟物)抑制物对
:!&

彗星状尾距的影响

图
K

""

转染
HJL%)-'A

模拟物"抑制物对
&

%#(&5

蛋白表达水平和
:!&

彗星状尾距的影响

%

-1('

%
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C*E

"

$>J

2

基因表达对
HJL%)-'A

干扰宫颈癌细胞修

复
:!&

损伤的影响
"

分别将
2

M:!&)*'

"

$>J

2

或其

对照载体
2

M:!&)*'

与
HJL%)-'A

模拟物共转染至靶

细胞#测定各组细胞内
&

%#(&5

蛋白平均表达水平和

:!&

彗星状平均尾距(

6!_%

)

刺激细胞
'*+

和
)T

后#与共转染
HJL%)-'A

模拟物和
2

M:!&)*'

的细胞

相比#共转染
HJL%)-'A

模拟物和
2

M:!&)*'

"

$>J

2

质

粒的细胞中
&

%#(&5

蛋白平均表达水平分别下降

)1*-([

和
..*)+[

#与此同时#平均尾距分别下降

))*/-[

和
),*'([

&

H

$

-*-+

'&图
,&

和
E

'(

""

注!

&

为过表达
$>J

2

基因对
HJL%)-'A

模拟物转染组细胞中
&

%

#(&5

蛋白表达水平的影响$

E

为过表达
$>J

2

基因对
HJL%)-'A

模拟

物转染组细胞中彗星状
:!&

尾距的影响

图
,

""

过表达
$>J

2

基因对
HJL%)-'A

模拟物转染组细胞

中
&

%#(&5

蛋白表达水平和彗星状
:!&

尾距的影响

D

"

讨
""

论

""

6!_%

)

是一种相对分子质量为
(/c'-

) 的跨膜

蛋白#经金属转换酶的作用后#可由跨膜型蛋白转换

为可溶性型细胞因子#在不同的炎症反应中发挥重要

作用*

')

+

(

6!_%

)

处理细胞后#会使细胞线粒体内产

生大量胞内活性氧中间分子&

L\7

'#这些分子经金属

离子催化后能形成具有强氧化活性的羟基自由基#产

生的这些自由基可以通过氧化反应氧化
:!&

分子中

核苷酸#造成
:!&

损伤*

'.%'+

+

(文献记录显示#用浓度

为
'

)

'-

和
'--@

G

"

HD

的
6!_%

)

试剂处理淋巴细胞

'T

后#细胞内
:!&

损伤标志物的水平即可出现显著

升高#而药物处理
.T

后#损伤标志物水平出现下降(

在药物处理
(.T

后#浓度为
'

)

'-@

G

"

HD6!_%

)

试剂

造成标志物水平升高的现象消失#

'--@

G

"

HD6!_%

)

试剂造成标志物水平升高的现象仍存在(这些文献

中报道的数据说明
(

个问题!&

'

'

6!_%

)

处理细胞后

能够诱发
:!&

损伤修复反应$&

(

'

'--@

G

"

HD6!_%

)

试剂对细胞
:!&

损伤作用更持久*

'/

+

(目前还没有

利用
6!_%

)

试剂诱导宫颈癌细胞
:!&

损伤修复反

应的文献记录#因此#本研究依据现有文献报道#将

6!_%

)

试剂浓度设定为
'--@

G

"

HD

#分别在药物处理

后#

'*+

)

)T(

个时间点观察
:!&

损伤标志物的水平

确定
6!_%

)

能否造成宫颈癌细胞中
:!&

的损伤#

/

)

(.T(

个时间点观察损伤标志物的水平确定
6!_%

)

诱导性
:!&

损伤可否被宫颈癌细胞修复(本研究的

实验结果显示#与对照组细胞相比#用
6!_%

)

刺激
9J%

TN

细胞
'*+

和
)T

后#细胞中的
:!&

损伤标记物
&

%

#(&5

蛋白的平均表达水平以及
:!&

彗星状平均尾

距均出现明显升高#然而当
6!_%

)

刺激时间延长至

/T

#

&

%#(&5

蛋白平均表达水平及
:!&

平均尾距却

未出现显著差异(这说明
6!_%

)

可以造成
9JTN

细胞

内基因组
:!&

的损伤#但该损伤在
/T

内就可以被

细胞完全修复(

6!_%

)

刺激造成了
HJL%)-'A

的上升

和
$>J

2

HL!&

水平的下降(为探索
HJL%)-'A

和

$>J

2

HL!&

表达水平变化之间有无关联#笔者利用

转染技术#对
6!_%

)

处理细胞进行了信号通路干预(

与相应对照核酸相比#转染
HJL%)-'A

模拟物会导致

$>J

2

HL!&

和蛋白水平的降低#而转染
HJL%)-'A

抑

制物会使
$>J

2

HL!&

和蛋白水平升高(该结果说

明#

HJL%)-'A

可能影响
$>J

2

基因表达(生物信息学

分析预测出了
$>J

2

HL!&)d̀ 6L

上
HJL%)-'A

的靶

定位点(与相应对照组细胞相比#

2

M:!&)*'

"

43_8%

$>J

2

%V>̀ 6L

载体上报告基因的表达强度在
HJL%

)-'A

模拟物组细胞中显著降低)在抑制物组细胞中明

显升高$而
2

M:!&)*'

"

43_8%$>J

2

%HQ>̀ 6L

载体上

报告基因表达强度在上述两组细胞中无显著变化(这

些说明#

HJL%)-'A

是通过直接结合
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2

HL!&)d

6̀L

上预测出的靶定位点来抑制
$>J

2

基因表达的(

6!_%

)

作用后#细胞内
HJL%)-'A

)

$>J

2

HL!&

表达

水平的变化说明这两种分子可能参与了基因组
:!&

的损伤修复过程(此外#该基因产物还可以通过微同

源介导末端连接的方式&

""4Y

'完成损伤
:!&

分子

的修复*

'K

+

(因此#

HJL%)-'A

对
$>J

2

基因表达的调控

可能会影响细胞中
:!&

损伤修复过程(与相应对照

组细胞相比#

HJL%)-'A

模拟物组细胞中
&

%#(&5

蛋

白平均表达水平以及
:!&

彗星状平均尾距的上升以

及抑制物组细胞中
&

%#(&5

蛋白平均表达水平和平

均尾距的下降说明
HJL%)-'A

会干扰
:!&

的损伤修

复(而与转染
2

M:!&)*'

的细胞相比#

2

M:!&)*'

"

$>J

2

质粒与
HJL%)-'A

模拟物共转染导致细胞内
&

%
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蛋白平均表达水平下降则说明
HJL%)-'A

可通

过抑制
$>J

2

基因表达干扰
:!&

的损伤修复(

E

"

结
""

论
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宫颈癌
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细胞通过下调
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增强
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基因表达促进基因组
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