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& 引言
结肠癌是人类最常见的消化道恶性肿瘤 ! 在全球范围

内!结肠癌发病率占第 ! 位!在西方发达国家则仅次于肺癌!
列于第 "位" 近年来!结肠癌在中国有发病率升高## 年生存
率下降的趋势!严重危害人类健康$%&" !"#$%$&’基因是迄今为

止发现的最强的凋亡抑制因子!研究认为其通过多个通路控
制肿瘤细胞的生物学特性 $"&!(")$&$&’ 基因的选择性表达以及
它与一种天然的反义 (")$&$&’ ’()*% 和 +,-*" 的特殊关系!
使其成为目前恶性肿瘤诊断和治疗的新靶点" 本文通过化学
合成 ./)01 并转染 23456!分析不同的 ./)01 对 (")$&$&’ 基

向结肠癌 -./0& 细胞中导入针对 (")$&$&’ 基因的 ()*+,!研究 *+,干扰对 -./0& 细胞增殖和凋亡的影响!为结肠癌的
基因治疗提供实验依据! 同时寻求新的 $ 有效的 *+, 干扰片段% 设计 1 条特异性干扰靶向 (")$&$&’ 基因的 ()*+,! 转染
!/!/0!’!2 后!.3(4356蛋白印迹法检测 -758)8)6 蛋白变化!同时噻唑蓝&9::#法检测细胞增殖% 1 条 ()*+, 分别作用于 -./0"
细胞!转染 !/!/0!’!2 后!1 组 -758)8)6 蛋白表达均出现下调&*;"<&=#!在 /02 时达到顶峰!抑制率分别为 >><=?!!<#?!/%<>?!
!<0?和 /’<0?!1<#?!差异具有统计学意义&*;&<&=#’9:: 法显示 (")$&$&’ 基因沉默后!细胞增殖受到明显抑制% 脂质体所介导
的体外 -758)8)6 ()*+,!能有效地沉默结肠癌细胞的 (")$&$&’ 基因!从而抑制结肠癌细胞的增殖和促进细胞的凋亡!特别是针对

保守区域设计的靶向 ()*+,!干扰效果更为显著%
(")$&$&’’基因沉默’()*+,’9:: 法’细胞生物学特性
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研究论文&,54)GK3(#

!!

C MY K



科技导报 !"#$!!%"&’#

图 $ ()*+, 转染效率荧光图
-)./ $ -01234(5467 89: 2; ()*+, 7396(;457)26 4;;)5)465<

因沉默的效率和对结肠癌细胞株 !"#$% 细胞增殖!凋亡的影
响" 为 &’(干扰 !"#$%$&’基因治疗结肠癌提供可行性依据"
同时提供新的!有效的 )*&’(干扰序列#

# 材料与方法
#/# 材料
#/#/# 细胞株与主要试剂

!"#+% 细胞株由中南大学肿瘤研究所提供$ &,-./012%
培养液%美国 34*56公司&"胎牛血清%杭州四季青生物工程材
料公司&"789*/-:-!. 低血清培养基%美国 (;<=<)56 公司&"
>*86?<59@;*A<B- C%%% 试剂%美国 .AD*9=6E<A 公司 &"噻唑兰!二
甲基亚砜%美国 !*E;@公司&"总蛋白提取试剂盒%美国 ,=6-@4
公司&"1孔!F1孔细胞培养板%美国 G6!9@=公司&"!H=D*D*A 抗体
%美国 (IB公司&"3(,JK 抗体%美国 ,=6-@4 公司&"羊抗鼠二
抗!羊抗兔二抗%北京博奥森生物技术有限公司&$

#/#/! 主要仪器
G7C 细胞培养箱 %:!,:G/I’(L00"日本 B@4@*/:)8<5 公

司&"倒置显微镜 %.MN0/OCC,K"日本 7PQ;8H) 公司 &"-*A*/
,&7B:(’ L 蛋白电泳仪 %G@9@P6E01R/LL%0"美国 I*6/&@S 公
司&":G> 半干电转系统%G@9@P6E0N%/LFL%"美国 (;<=)T@; 公
司&" 酶标仪 %:>U/+%%" 美国 I*6/B:V 公司&" 流式细胞仪

%G6HP9<= :8*5) M>"美国 I<5W;@A/G6HP9<= 公司&"凝胶成像系
统%3J!/$%%%"美国 X(,公司&$
#/#/= ()*+,合成
从 3<A<I@AW 中查得 (")$&$&’ 基因的全基因序列" 利用

(;4*6A 网站提供的 )*&’( 设计软件设计针对 (")$&$&’ 基因
的 )*&’(片段"应用 I>(!B软件进行同源性剔除$ 以与任何
基因序列均无同源性的一段植物的 )*&’( 序列作为阴性对
照" 将设计的序列交由上海吉玛生物公司体外合成 L 条靶向
(")$&$&’ 基因的 )*&’( %(")$&$&’/L$F"(")$&$&’/C0N"(")$&$&’/
01RN 表示& 和 0条阴性对照 )*&’( %’G 表示&$ )*&’(/L$F
%!<A)<&RY /3((3G(3XXX3((((XX(BB /LY" %(A9*)<A)<&RY /
X((XXGXXG(((GX3GXXGBB /LY$ )*&’( /C0N %!<A)<&RY /
G(X3G(((33(((GG((G(BB /LY" %(A9*)<A)<&RY /X3XX 33
XXXGGXXX3G(X333/LY$ )*&’(/01RN %!<A)<&RY/33GX3XX
GGX3(3(((X((BB /LY" %(A9*)<A)<&RY /XX(XXXGXG(33
((G(3GGBB/LY$ ’G%!<A)<&RY /XXGXGG3((G3X3XG(G3X
BB/LY"%(A9*)<A)<&RY/(G3X3(G(G3XXG33(3((BB/LY$
#/! 方法
#/!/# 细胞培养
含有 0%Z胎牛血清的 &,-./012% 培养液置于 LN!G!RZ

G7C细胞培养箱中培养 !"2+% 细胞"倒置显微镜观察生长情
况"细胞密度达到 N%Z"+%Z时用 %[CRZ胰酶消化"以 0\L比例
传代"选择 L%代以内的细胞进行转染$
#/!/! 细胞转染
转染前一天" 在 1 孔板上加入 C;> 含 OI! 的基础培养

基"再加入 0;> 2#0%2]R$0%2^;> 细胞液$

选择用于初期接种的细胞数量" 应能在 C2T内使细胞密
度达到 2%Z%R%Z $ 以 CR%!> J:,G KC7 稀释 R!> >*86?<59@
!;*A<B- C%%%" 轻轻混匀" 室温下孵育 R;*A$ 以 CR%!> J:,G
KC7 稀释 N[R!> )*&’(" 轻轻混匀" 孵育 R;*A$ 混合稀释的
)*&’(和稀释的 >*86?<59@;*A<B- C%%%"轻轻混合"在室温下孵
育 0%;*A"以便允许复合物的形成$ 将 )*&’( >*86?<59@;*A<B-

C%%%复合物加入到每一个包含细胞和培养基的孔中"通过轻
轻地前后摇动培养板使其混合 $ LN&!RZ G7C 培养箱孵育

C2%NCT"转染 1T时弃去 789*/-:-!. 低血清培养基"更换为
含有 0%Z胎牛血清的培养基" 同时取 O(- 荧光标记的对照
)*&’(转染孔" 放置荧光镜下观察转染效率"F1 孔板如上操
作$ 同时不做任何处理的细胞"作为对照组$

#/!/= >4(7436 ?027 检测 @13A)A)6 蛋白表达
总蛋白抽提试剂盒抽提蛋白质"收集上清液$ 由于采用

内参照法校正" 省略根据总蛋白浓度估算点样法$ 0CZ!J!/
聚丙烯酞胺电泳分离蛋白"半干电转法将凝胶上的蛋白转移
至 ,_JO 膜 RR;*A$ 封闭液中孵育 CT" 加入 0\L%% 稀释的
!H=D*D*A 一抗 2&过夜"BI!B 洗膜 R;*A"共 R 次"加入 P\L%%%%
K&,标记的二抗"LN&孵育 CT 进行增强化学发光法检测$ 阳
性条带以 3<P ,=6 2[% 版凝胶光密度分析软件进行分析"测其
累积光密度%.A9<E=@9<S 789*5@P J<A)*9Q".7J&值$

$/!/B 噻唑蓝"CDD$法检测
以 L$0%L^;>细胞浓度接种于 F1 孔板" 每组设 2 个平行

孔"分 1 组"分别在转染后 C2"2+ 和 NCT 检测各孔 2F%A; 波
长处的吸光度$ 实验重复 L次$ 抑制率为 ‘La

抑制率b%P/实验组 7J 值^对照组 7J 值&$0%%’
$/= 统计学处理
所有统计均采用 !,!! 01[% 分析$ 蛋白表达量组内差异

采取重复测量分析进行比较 " 组间差异采取 7A< /"@Q
(’7’( 分析’细胞增殖抑制结果采用方差分析"以 *c%[%R具
有统计学意义$

! 结果与分析
!/$ 转染效率
转染 1T 后取出 )*&’( 转染孔" 放置荧光镜下观察转染

效率"转染效率达到 1%Z%N%Z时"进行后续实验"见图 0$

!/! @13A)A)6 蛋白表达水平检测
如表 0! 表 C 和图 C 所示")*&’( 转染 !"2$%细胞后"各

组内参蛋白 3(J,K表达一致"与正常细胞对照组相比"干扰
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蛋白下调含量表达无差异!!!"#"$"#阴性对照组和空脂质体转
染组的蛋白含量与正常组相比无差异性!!!"#"$"#
!() *+,-. 对细胞增殖的影响

%&&法检测发现$经 ’()*+ 作用后的实验组细胞增殖能
力明显减弱$,-.与 /0.抑制作用最强$ 干扰组与对照组%空
脂质体转染组与阴性对照组之间的差异有统计学意义 !!1
"#"$"$23. 后$$ 组细胞的生长速率无明显差异!图 4"#

) 讨论
5678(8(9 是近年来发现的凋亡抑制蛋白 !:9.(;(<=7 =>

+?=?<=’(’ @7=<A(9$:+@"家族中结构独特的一个新成员$是 :+@
家族中唯一具有抑制凋亡和调节有丝分裂双重作用的基因$
同时也是迄今为止发现的最强凋亡抑制因子 B,C# 绝大多数恶
性肿瘤的特征是细胞凋亡机制的缺失# 研究表明$5678(8(9 表

达阳性的结肠癌更倾向于出现肝转移% 血管浸润等恶性行
为$"#$%&%&’基因的表达水平越高$预后越差# 而在已凋亡的
细胞中$5678(8(9 D)*+ 的表达显著下调 B$C$这表明以 5678(8(9
为靶点的基因治疗可能成为结肠癌患者治疗的探索方向#

)*+干扰!)*+ (9<A7>A7A9EA$)*+("是指由小片段的双链
)*+ 分子!F=6;GAH’<7I9F )*+$F’)*+"介导的生物细胞内同
源基因的特异性转录后基因静默现象# 在 )*+ 干扰技术的
应用中$’()*+ 的序列设计是一个非常重要的问题#典型哺乳
动物的基因长度都有若干 J;?$ 而 ’()*+ 长度仅为 K2;? 左
右$因此可供选择作用的位点相当多$对靶 D)*+ 选择不同
的作用位点设计 ’()*+$其抑制效果会有很大的区别$在某些
位点抑制效果会很明显$而某些位点可能基本无抑制# 目前$

)*+( 对结肠癌 5L,-" 的干扰效率为 4$M!/$MB/HK"C# 本实验
针对 "#$%&%&’ 基因不同的 4 条 ’()*+ 导入结肠癌 5L,-" 细
胞$通过 LA’<A79 ;G=< 检测发现 4组干扰组细胞的 5678(8(9 蛋
白表达量分别比阴性对照组下降 33#$M"0#KM$,2#3M"0#-M
和 ,/#-M"4#KM$并且干扰组细胞的生长曲线明显低于正常对
照组# 一般认为$如果能够使靶 D)*+或其蛋白质产物少于
未被干扰状态下的 $"M$则认为抑制有效 BKKC$说明 "#$%&%&’基
因已被 ’()*+H4-2 成功抑制$ 而 ’()*+H0K/ 和 ’()*+HK3$/
的干扰活性较低# "#$%&%&’基因长度为 K,#$J;?$位于 K/号染
色体的 N0$$ 保守区域 !K00&$$""$ 有 , 种剪切异构体
5678(8(9!OP4%5678(8(90Q%5678(8(94Q 和 5678(8(90I$ 这解释了
报道中 )*+干扰活性有差异的原因# 空脂质体%阴性对照组

图 ) *+,-. 对 /012&细胞增殖能力的影响
3+4( ) 566789 :6 *+,-. :; <=:>+67=?9+:; :6 /012" 87>>*

组 5678(8(9蛋白的表达出现下调$’()*+ 的干扰效率在 ,-.最
高!!1"#"$"$/0. 的抑制率与 ,-. 的无差异!!!"#"$"’5678(8(9H
4-2的抑制率最高!!1"#"$"$而 5678(8(9H0K/ 与 5678(8(9HK3$/

表 $ 转染后不同时间点目标蛋白的表达
@?A>7 $ 5B<=7**+:; :6 9?=479 <=:97+; ?9 C+667=7;9

9=?;*6789+:; 9+D7 <:+;9* ?697= 9=?;*6789+:; E!!!*F

组别
转染后时间R.

0, ,- /0
5678(8(9H4-2组
5678(8(9H0K/组
5678(8(9HK3$/ 组
对照组

空脂质体组

阴性转染组

,K3#3"0#-
$/,#,"4/#,
3""#2"3"#4
K"0/#4"K04
2,-#4"-2#K
K""/#4"K"4

4$0#0",K#3
,2-#,"K3#-
$K3#3"04#"
2-2#$"$$#,
2$/#/",K#K
2,/#4"K04

4$"#3"-#3
$0/#0"4,#K
$02#K"4K#$
K"K3#-"-,
2$$#4"0K#$
22/#4"K04

表 ! 不同组别$不同时间点的蛋白抑制率"G%

@?A>7 ! H:D<?=+*:; :6 +;I+A+9+:; =?97 :6 <=:97+; :6 C+667=7;9
4=:J<* ?9 C+667=7;9 9+D7 <:+;9* KGF

转染后

时间R.
5678(8(9H
4-2 组

5678(8(9H
0K/ 组

5678(8(9H
K3$/组

! 值

0,
,-
/0

$-#$"K#0
33#$"0#K
34#$"0#$

,4#-"0#/
,2#3"0#-
,-#K"0#-

,K#3"K#2
,/#-"4#K
,/#$"0#K

1"#"$
1"#"$
1"#"$

"?% !1I
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图 ! *+,-. 干扰 /012" !1I"?%!12I"A%!’!I"8%时目录蛋白的表达
3+4( ! 5B<=7**+:; :6 9I7 9?=479 <=:97+; :6 /012" AL *+,-. +;97=67=7;87 ?9 !1IM?NO 12IMAN ?;C ’!IM8N
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!学术动态!

!"#$%&’()*+,-./

由国际体视学会主办!中国体视学学会承办的"第十三届国际体视学大会#将于 !"#$年 $% 月 $&$!’日在北京市召开%
征文内容如下 % 体视学方法 &()*+*,-,./!0*,1*)+234- 456 ),7,-,.234- ),,-8!9425 14):*14)234- 456 7:/8234-

)+458;,+18!94):*14)234- 1,+7:,-,./!(),3:48)23 .*,1*)+/!(74)24- 8)4)28)238!(743*<)21* 6/541238 74))*+5 454-/828!
=*>)?+* *@4-?4)2,5!A+43)4-8!B14.* *5:453*1*5)!’C +*3,58)+?3)2,5!D,-,+ 214.*8’ 体视学应用 &923+,< 456 545,<
8)+?3)?+*8! E2,-,./ 456 1*62325*!E2,)*3:5,-,./! F.+23?-)?+*! 94)*+24-8 ),1,.+47:/! G <+4/ 83455*+! HI=<8345!
J2.: +*8,-?)2,5 214.25. 25 +*1,)* 8*5825.! K282,5! B56?8)+24- 3,5)+,-! L*4- )21* 487*3)8! I-*3)+,523 4+3:2)*3)?+*8!
923+,*-*3)+,5238!(*3?+* 25;,+14)2,5 8/8)*18%
全文截止日期&!%$$ 年 M 月 $N 日%
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研究论文"()*+,-./$

的蛋白表达与对照组无差异!生长曲线与对照组也无明显差
异!说明利用脂质体 !""" 进行转染!对细胞损伤小!几乎不
影响细胞的生长"阴性对照组的结果!证明了 #$% 干扰的特
异性#
本研究还表明!在 &#$%水平沉默 !"#$%$&’基因后!肿瘤

细胞的生长受到抑制!转染 ’() 和 *!) 抑制效应最大!而 +,)
细胞增殖速度恢复!逐渐接近对照组的水平# 这说明瞬时转
染靶向 (")$&$&’基因的 -.#$% 片段! 确实可以使结肠癌细胞
内沉默 (")$&$&’ 基因!使 /012.2.3 蛋白表达下调!同时细胞凋
亡率增加!增殖分裂能力减弱!但由于 -.#$% 在细胞内性质
不稳定!在细胞内容易被降解!所以在导入细胞后 ’(!*!) 是
#$%.效果最强时期!超过 +,) #$%.效果逐渐消失 45!6#

0 结论
本研究通过体外构建靶向 (")$&$&’ 基因的 -.#$% 并转染

大肠癌细胞!成功地沉默了 (")$&$&’基因!从而有效地抑制了
大肠癌细胞的增殖!延缓了肿瘤细胞的生长!这为结肠癌的
基因治疗提供了新的理论依据# 同时!本研究结果为下一步
构建质粒筛选稳定细胞株提供了前提#
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