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!"#!$ 基因转染对人肺腺癌细胞株%&’( 裸鼠移植瘤生长的影响

余祖滨!$白*莉&$姚*珂!$闵家新!$张国强!$肖颖彬)**"第三军医大学新桥医院!!胸外科$&全军呼吸内科研究所$全军
呼吸病研究重点实验室$)全军心血管外科中心$重庆 %""")(#

**摘*要! 目的*观察细胞因子信号负调控因子 )"+,--./++0.+012340567/+6879:678)$ ;<=;)#对人肺腺癌细胞株 >$%?
裸鼠移植瘤生长的影响% 方法*将>$%? 细胞&稳定转染空载体的 >$%? 细胞&稳定转染 ;<=;) 载体的 >$%? 细胞分别接
种至裸鼠皮下$复制>$%? 裸鼠皮下移植瘤模型$观察各组细胞在裸鼠体内的成瘤率$测量肿瘤体积&瘤质量并绘制肿瘤生
长曲线’免疫组织化学法和@/+4/.7 A:04法检测肿瘤组织中信号转导和转录活化因子 )"+6879:4.97+B,24607 97B 9246C940.+01
4.97+2.6-4607 )$ ;D>D)#酪氨酸磷酸化水平% 结果*与未转染组&空质粒转染组相比$;<=;) 稳定表达组细胞裸鼠移植瘤生
长缓慢$细胞成瘤数&瘤体体积和瘤质量显著降低"!E"F"!#’瘤组织标本中酪氨酸磷酸化 ;D>D) 水平显著降低"!E
"F"!#% 结论*;<=;) 能显著抑制>$%? 细胞在体内的生长能力$其机制可能与下调细胞内 ;D>D) 活性水平有关%
**关键词! ;<=;)’ 肺’腺癌’转录活化因子
**中图法分类号! G)?%H)’G()#)$’G()%H& 文献标识码! >

!"#!$ )*+*,+-,.,/0/-*)123/-24%&’( 5*66/17+0867+/7/,2+/9:21,++9;*:,5*
IJK,#A67!$ L>MN6&$ I><O/!$ PMQR69#S67!$ KT>QUU,0#V6978!$ WM><I678#A67) " !X/-9.4Y/7401DZ0.9262;,.8/.3$
&M7+464,4/01G/+-6.940.3X6+/9+/+$ )X/-9.4Y/7401=9.B692;,.8/.3$ W67V690T0+-649:$ DZ6.B P6:649.3P/B629:J76C/.+643$ =Z078V678
%""")($ =Z679#

**%.0/175/! !"#$%&’($*D0/S-:0./4Z//11/24014.97+1/24/B ;<=;) 8/7/07 4Z/8.0[4Z 01>$%? 2/::+"# $"%
$&H)$&*+,-*Q,B/Y62/[/./4.97+-:974/B +,A2,497/0,+:3[64Z >$%? 2/::+$>$%? 2/::++49A:34.97+1/24/B [64Z
;<=;)$ >$%? 4.97+1/24/B [64Z /Y-43C/240.+$ ./+-/246C/:3HDZ/4,Y0.C0:,Y/97B [/68Z4[/./Y/9+,./BHMY#
Y,70Z6+402Z/Y6+4.397B @/+4/.7 A:04[/./,+/B 40B/4/244Z/:/C/:0143.0+67/#-Z0+-Z0.3:94/B -.04/67 ;D>D) 67
4,Y0.46++,/H.$-/0&-*=0Y-9./B [64Z >$%? 2/::+97B >$%? 4.97+1/24/B [64Z /Y-43C/240.+$ >$%? 2/::++49A:3
4.97+1/24/B [64Z ;<=;) +Z0[/B :0[/.4,Y0.68/76264397B 8./[+:0[:367 4,Y0.C0:,Y/97B [/68Z4$ 9+[/::9+
:0[/.43.0+67/#-Z0+-Z0.3:94/B ;D>D) :/C/:67 4,Y0.46++,/"9::!E"F"!#H1+2%0/-’+2*;<=;) 67Z6A64+4Z/
8.0[4Z 01>$%? 2/::+A3:0[/.6784Z/43.0+67/#-Z0+-Z0.3:94/B -.04/67 ;D>D) :/C/:"# $"$&H
**<*= 321;0! ;<=;)’ :,78’ 9B/7029.2670Y9’ 9246C940.+014.97+2.6-4607

**大量研究证实$控制细胞分化&增殖的细胞内信号
转导通路的持续激活是细胞恶性转化&肿瘤发生和演
进的关键环节% ;D>D) 蛋白作为信号转导和转录活化
因子"+6879:4.97+B,24607 97B 9246C940.+014.97+2.6-4607$
;D>D+#家族的主要成员$参与细胞恶性转化&增殖&凋
亡等多种基本生命活动的调控$已证实 ;D>D) 持续活
化与多种肿瘤的发生&发展密切相关$下调其表达和
"或#活性水平可显著抑制肿瘤进展$目前被认为是一
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个有效的肿瘤治疗的靶点(!) % 细胞因子信号负调控
因子 )"+,--./++0.+012340567/+6879:678)$ ;<=;)#是
细胞内负性调节 ;D>D) 信号分子活性的主要成分$现
有研究表明 ;<=;) 基因启动子区 =-U岛甲基化可能
是肿瘤组织中 ;D>D) 持续活化的主要原因$那么恢复
;<=;) 表达或使其高表达有可能抑制或逆转肿瘤的发
生和转移(&$)) % 本研究将建立 ;<=;) 基因稳定表达人
肺腺癌的细胞株 >$%? 及裸鼠皮下移植瘤模型$观察
;<=;) 基因对体内>$%? 细胞生长的影响%

>?材料与方法

!H!*主要试剂和实验动物
**- \̂;<=;) 真核表达载体和 - \̂载体由澳大利亚 P/:#
A0,.7/大学X.HX0,8:9+RT6:407惠赠% -;a&7/0筛选质粒由美
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国Q/[P/S620大学 X.HR92Q6250:011惠赠% N6-01/249Y67/&"""
脂质体为M7C64.08/7公司产品% D.6-,./为德国 LHP公司产品%
兔抗人 -D3.("$#;D>D) 多克隆抗体为 ;9749=.,_公司产品% ;#
b免疫组化试剂盒购自北京中山公司$其余试剂为国产分析
纯% L>NLc2裸小鼠 &( 只$雌雄不分$鼠龄 % d] 周$体质量 !$
d&" 8$由第三军医大学实验动物中心提供%
!H&*基因转染和实验分组
**人肺腺癌细胞株>$%?$购自中国科学院上海生物研究所%
采用 !"e小牛血清 !]%" 培养基$置于 )( f&$e=<&培养箱中
常规培养$"H&$e胰蛋白酶 "含 "H"&e X̂D># 消化传代%
;<=;) 稳定转染株的建立和鉴定参照文献(%)进行% 实验分为
以下 ) 组!未转染组">#’空质粒转染组">b#’;<=;) 稳定表达
组">;#% 其中>和>b组为对照组%
!H)*>$%? 裸鼠移植瘤模型的建立
**收集对数生长期各组细胞$ "H"! Y0:cNbL; 洗涤$重悬后
进行细胞计数$调整细胞浓度至 ! g!"( cY:% L>NLc2裸小鼠随
机分组$每组 ? 只% 消毒裸小鼠右下肢皮肤$用带 ] 号针头注
射器抽取细胞悬液 &"" !:$注射入裸鼠右下肢皮下$拔针后用
镊子夹住针孔数秒$以防瘤细胞漏出% 成瘤后每隔 ) 天使用游
标卡尺测量肿瘤的最长径"9#和最短径"A#$按公式求出肿瘤
体积ah9A& c&% 接种 )" B后处死小鼠$取出肿瘤称质量$中性
甲醛固定$石蜡包埋$制备切片% 根据公式计算抑瘤率 h"! i
实验组肿瘤平均质量c对照组肿瘤平均质量# g!""e%
!H%*免疫组织化学法检测肿瘤组织中酪氨酸磷酸化

;D>D)"-D3.("$#;D>D)#表达
**肿瘤切除标本均经 !"e中性福尔马林固定$石蜡包埋$连
续 $ !Y厚度切片% 具体步骤如下!)eT&<&消除内源性过氧
化酶活性后$组织抗原微波修复’!"e山羊血清封闭$滴加兔抗
人 -D3.("$#;D>D)单克隆抗体一抗’阴性对照用 "H"! Y0:cNbL;
"以下同#代替一抗$)( f孵育 ! Z’% f过夜% 滴加生物素标记
的二抗$)( f孵育 ! Z’滴加辣根过氧化酶标记的链酶素卵白
素$ )( f孵育 ! Z% 各步骤之间用 bL; 冲洗$ Y67$连续 ) 次%
X>L显色$脱水$封片%
!H$*@/+4/.7 A:04检测 -D3.("$#;D>D) 蛋白
**取生长在 !"" Y:培养瓶中各时相点细胞$弃培养液$"F"!
Y0:cNbL;液清洗$" f $"" !:细胞裂解液"$" YY0:cN-T’H"
D.6+*T=:$!$" YY0:cNQ9=:$ "H"&e叠氮钠$!"" 8cN苯甲基磺
酰氟$! Y8cN抑肽酶$!eD.6407#裂解细胞$!$ d)" Y67后$用细
胞刮收获细胞$于 % f离心"!& """ .cY67#!" Y67$牛血清白蛋
白"L;>#法进行蛋白定量$ 取 %" !8总蛋白选择 ’e分离胶和

$e浓缩胶进行 ;X;#b>Û 电泳$完毕后将蛋白质电转印
"!$ a$ ! Y>$ $" Y67#至 baX\膜$加封闭液"$e脱脂奶粉$
"F"$eD[//7#&"$DL;溶解#封闭 ! Z$加封闭液 !j! """ 稀释的
兔抗 ;D>D) 磷酸化抗体 )( f孵育 ! Z$% f过夜后$含 "H"$e
D[//7#&" 的DL;洗膜 $ Y67 g) 次$然后加 TGb标记的二抗
"封闭液稀释至 !j! """#孵育 & Z$于含 "H"$eD[//7#&" 的 DL;
洗膜 $ Y67 g) 次$再用DL;洗膜 $ Y67$将膜至X>L显色$直至
洗出清晰条带% 结果扫描存盘$>:-Z9MY98/.&&"" 图像分析系
统测定杂交带的吸光度值%
!H]*统计学处理
**用 ;b;; !"H" 统计软件进行单因素方差分析和’检验%

@?结果

&H!*;<=;) 对肺腺癌细胞株 >$%? 裸鼠移植瘤生长
的影响

**>&>b&>; ) 组成瘤率分别为 ’ 只"分组太小$不便计算率
用绝对数即可#&? 只&$ 只$平均成瘤时间依次为 )H]&%H%&
]H( B$且>;组成瘤后瘤体生长缓慢"图 !#% 至第 )" 天断颈处
死裸鼠后$剥离瘤体$>&>b&>; ) 组瘤体的平均质量分别为
"!F"] k"H!)#&"!H"! k"H!"#&""H)) k"H"’#8$>b组平均瘤体
质量与>组无显著差异"!l"F"$#$>; 组平均瘤体质量显著
低于>组$抑瘤率达 ]’H?e"!E"F"!#%

! !" !#$%&

$%’

$%(

(%)

(%*

(%&

(%’

( * + $’ $, $) ’$ ’& ’- .(

肿
瘤
体
积
（
/0

’ ）

成瘤时间（1 2 3）
图 >?%&%A&%!组细胞裸鼠移植瘤生长曲线比较

&H&*;<=;) 对 -D3.("$#;D>D) 表达的影响
&H&H!*免疫组织化学检测 -D3.("$#;D>D) 的表达 * *
-D3.("$#;D>D) 主要位于核内表达$在瘤细胞的细胞核中可见
深黄色染色颗粒% 在>&>b组中$可见大部分肿瘤细胞中细胞
核呈深黄色染色% 而在>;组中$阳性染色细胞数减少$且核染
色明显变浅"图 &#%

!!!"!#
>! 未转染组’ L! 空质粒转染组’ =! ;<=;) 稳定表达组
图 @?8B=1CD&E!B%B$ 免疫组化染色?";#bg%""#
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&H&H&*@/+4/.7 A:04检测 -D3.("$#;D>D) 的表达**-D3.("$#
;D>D) 蛋白相对分子质量为 ?" g!")% @/+4/.7 A:04检测结果显
示$与 >组比较$>; 组 -D3.("$#;D>D) 蛋白表达量显著降低
"!E"F"!#$而>b组 -D3.("$#;D>D) 蛋白表达量与>组无显著
差异"!l"F"$#"图 )#%

! " #

$%&’()*+ ,%-%#!

.-/01!

"2)3!)#

"#43!)#

!! 未转染组’ &!空质粒转染组’ )!;<=;) 稳定表达组
图 $?F*0/*1+.62/检测8B=1CD&E!B%B$ 的表达

$?讨论

**目前已经在多种肿瘤及转化细胞系中发现了持续
激活的 ;D>D)$Q6等($)和T,978等(])分别发现前列腺

癌和卵巢癌细胞内的 ;D>D) 持续激活% O,A/等(()发

现霍奇金淋巴瘤细胞内 ;D>D) 持续激活$引起细胞的
自发性生长及恶性转化% P,50Z9.9等(’)发现在非小

细胞肺癌中$约 $’e标本中存在 ;D>D) 过度活化% 另
外$在脑瘤&乳腺癌&头颈癌等肿瘤细胞系中也发现了
;D>D) 分子的持续激活(!) % 这些结果表明 ;D>D) 基
因的高表达和过度活化在细胞的恶性转化&异常增殖
中起着重要的调控作用% 多种针对下调 ;D>D) 表达
和活性的方法如反义寡核苷酸&GQ>6&多肽&小分子抑
制剂等能够显著抑制多种肿瘤细胞的过度增殖$因此
;D>D) 被认为是一个极有前途的肿瘤治疗靶点(?) %
**细胞因子信号负调控因子";<=;+#是 !??( 年以
来相继被发现的细胞内具有负性调控R>Oc;D>D信号
通路的蛋白家族(&) % ;<=;+家族由 ;<=;! d;<=;( 和
=M;共 ’ 种成员组成$其中 ;<=;) 是 ;D>D) 主要的负
性调控因子$现有研究表明部分肺癌&头颈部癌&肝癌&
宫颈癌&黑色素瘤等肿瘤组织中 ;<=;) 基因启动子区
=-U岛存在高度甲基化$;<=;) 在肿瘤组织中低表达
和或不表达可能导致了细胞内信号分子如 ;D>D) 持
续激活$最终参与肿瘤的发生&发展(!" i!&) % 因此恢复
;<=;) 在肿瘤组织中表达或促使其高表达$极有可能
阻止或逆转肿瘤的进展%
**我们在前期工作中已经建立了 ;<=;) 稳定表达
的>$%? 细胞株$发现体外培养的 ;<=;) 稳定表达的
>$%? 细胞增殖明显受到抑制(%) % 本研究重点观察了
外源性 ;<=;) 对肺腺癌细胞株>$%? 移植瘤生长的影
响% 首先我们将转染空质粒组">b#&;<=;) 稳定表达
组">;#及未转染组">#分别接种于裸鼠皮下% 接种
后>;组细胞成瘤率低下$成瘤潜伏期延长$瘤体生长
明显缓慢$且瘤体的体积和质量显著低于未转染组$抑
瘤率达到 ]’H?e’免疫组织化学和 @/+4/.7 A:04检测

结果显示>;组瘤细胞中 ;D>D) 酪氨酸磷酸化水平显
著低于未转染组% 这些结果结合以往工作$提示
;<=;) 基因能有效地抑制>$%? 细胞的体内外生长%
**现有研究显示除 ;D>D) 外$+.2激酶&bM)Oc>OD&
C#.9+&\>O过度激活也是导致肿瘤发生和转移的重要
细胞内分子事件% 近来有报道显示 ;<=;) 可能参与
负性调控 ;D>D) 外的其他细胞内信号分子活性如
G9+cP>bO&bM)Oc>OD&;.2激酶&\>O激酶等(!)) $由此
推测 ;<=;) 可能成为较 ;D>D) 更为理想的肿瘤基因
治疗的靶点$值得我们深入研究%
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