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))摘)要! 目的)构建+,-!"!"./0123/3456.78797.:;5<5!"!#小干扰 =>?"+,-!"!#37=>?#的真核表达载体$观察 =>?
干扰沉默+,-!"! 基因后化疗药物顺铂"@AAB#对肝癌耐药细胞株 C-DE@AAB增殖的影响% 方法)根据小干扰 =>?的
设计原则由计算机软件辅助设计+,-!"! 的靶序列$应用A>?重组技术将目的序列克隆入小干扰 =>?的表达载体&=+#
B@=检测+,-!"!#37=>?对C-DE@AAB细胞.3;!"!0=>?表达的影响&F53.52< 891.检测+,-!"!#37=>?对+,-!"! 基因表达
蛋白的抑制效率&采用G++法测定+,-!"!#37=>?联合化疗药物@AAB对C-DE@AAB的增殖抑制作用% 结果)测序显示干
扰载体构建成功$+,-!"!#37=>?能抑制.3;!"!0=>?表达$使C-DE@AAB细胞+,-!"!蛋白的表达下降$抑制C-DE@AAB细
胞的增殖$明显增强@AAB对C-DE@AAB的增殖抑制% 结论)+,-!"!#37=>?的真核表达载体能有效地抑制C-DE@AAB细
胞的增殖$提高化疗药物@AAB对C-DE@AAB的抑制率$能逆转肝癌耐药细胞株C-DE@AAB对@AAB的耐药性%
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))肿瘤是多基因’多因素疾病$是多个基因相互作用
的基因网络调控的结果$是具有无限生长的克隆选择
的结果% =>?干扰"=>?7<.52S525<45$ =>?7#相关技
术作为一种基因沉默的新工具$能够同时抑制多个不
同基因$而且抑制效果互不干扰$能够快速’高效’特异
地抑制靶基因表达$适用于各种生物(!) % 人肝癌细胞
恶性程度高$化疗作用有效率低$一直是困扰临床抗癌

))作者简介!向)征$男$重庆市人$博士$主治医师$主要从事消化道肿瘤的基
础和临床方面的研究% 电话!""&H#’I"!!"!%$\#0P79! R]9:̂ 05U#
0P79J410J4<J
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治疗的难题% 本实验选用 +,-!"! 基因编码区序列$
构建小干扰 =>?"30P997<.52S527<;=>?$ 37=>?#重组
质粒载体$转染耐药的肝癌细胞株 C-DE@AAB$联合
化疗药物顺铂"47369P.7<$ @AAB#$研究其对耐药肿瘤
细胞增殖的影响%

$H材料与方法

!J!)材料
))编码 3N=>?,质粒表达载体 6-5<,79#! 购于武汉晶赛生物

工程技术有限公司$寡核苷酸由北京三博生物技术有限公司合
成$!"#O!及$%&’"内切酶购自东洋仿"上海#生物科技有限
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第 &期) 向)征$等J+,-!"!#37=>?对肝癌耐药细胞株C-DE@AAB的逆转作用)

公司$凝胶回收试验盒为 a05;P公司生产"美国#% 所有测序
反应在上海生工完成% +,-!"!"G#!I#抗体购自 ,P<.P@2/]公
司% 脂质体转染试剂+SR+G=5P;5<.和=5W5235+2P<34276.71< ,:3#
.50使用B2105;P产品% 无内毒素质粒大提试剂盒使用 +L?>#
-\>产品% 硝酸纤维素滤膜为 ,7;0P公司产品% A?b显色试
剂盒购自北京中杉金桥生物技术有限公司%

!J&)+,-!"!#37=>?真核表达载体的构建
))设计中将潜在的序列和相应的人类基因组数据库进行比
较$排除那些和其他编码序列或表达序列标签"5R625335U 35#
Q/5<45.P;3$ \,+#同源的序列$同时剔除掉有可能引起免疫反
应的序列$共设计 H 条寡核苷酸$& 条为有效序列$! 条为无关
对照$序列如!37=>?!!$c#?-+?-@@@-?--++-?+???#Hc&37=#
>?&!$c#@@+??@+-+?@-+-???@+#Hc&37=>?>!$c#?@+?@@-+#
+-+?+?--+-+#Hc"无关对照#% 根据 37=>?表达载体的要求
合成具有回文结构的长链寡核苷酸!37=>?! 正向序列!$c#
-?+@-?-+?-@@-?--++-?+???++@??-?@-++#+?+@??@#
@+@--@+?@+++++++?#Hc&37=>?& 正向序列! $c#-?+@@@+?#
?@+-+?@-+-???@+++@??-?@-?-+++@?@-+?@?-++?--#
++++++?#Hc&37=>?>正向序列!$c#-?+@@?@+?@@-++-+?+?-#
-+-++@??-?-?@?@@+?+??@??@--+?-++++++--#Hc% 载
体质粒的酶切和回收操作按照胶回收试剂盒说明% 每个连接
产物挑取 H 个单克隆菌落$抽提质粒后$送测序%

!JH)细胞培养及转染
))细胞系为人肝癌细胞株C-DE@AAB$由本校超声研究所赠
送$生长在含 !"d灭活小牛血清的 !*%""O:@91<5#培养基中$
于 H( e$ $d@a& 条件下培养$细胞培养液中加入 @AAB
"J"$ #;E09以维持其相应的耐药表型% 实验前无药培养 ! 周$
取对数生长期细胞$按+SR+G=5P;5<."B2105;P$\&HI!#脂质体转
染操作手册进行转染$转染 %’ N后收获细胞进行实验%

!J%)=+#B@=实验检测+,-!"! 0=>?
))实验分 % 组细胞$分别为 C-DE@AAB’C-DE@AABf
+,-!"!#37=>?>’C-DE@AABf+,-!"!#37=>?!和C-DE@AABf
+,-!"!#37=>?&组$从未转染和转染+,-!"!#37=>?%’ N后的细
胞中提取细胞总 =>?$按逆转录"=+#试剂盒"B2105;P产品#
说明进行逆转录合成4A>?% 聚合酶链"B@=#反应$上游引物!
$c#?+@@@+-+-@@++?+?-?--#Hc$下游引物! $c#??@---+?#
?@@?+@+@++@@#Hc$扩增片段约为 *$% 86% B@=反应体系
&" #9$反应条件!I$ e $ 07< $ I$ e变性 $" 3$$’ e退火 $" 3$
(& e延伸 $" 3$ &’ 个循环$末次延伸 !" 07<% 实验以 -?BAO
为内参照$其上游引物!$c#@-?@@?@+++-+@??-@+@?#Hc$下
游引物! $c#?----+@+?@?+--@??@+-#Hc$扩增片段约为
&&H 86% 扩增产物在 !J"d的琼脂糖凝胶中电泳观察%

!J$)F53.52< 891.检测+,-!"! 蛋白表达
))实验分组同 !J%$未转染和转染+,-!"!#37=>?%’ N后的细
胞加入 H"" #9=LB?蛋白提取液提取细胞总蛋白$煮沸 $ 07<
并离心$测定蛋白浓度后取 &" #;蛋白于含 "J!d ,A, 的不连
续缓冲系统中电泳并电转移至硝酸纤维素膜$用 $d脱脂奶粉
"$ ;脱脂奶粉溶入 !"" 09"J"! 019EYBb, 中 #封闭硝酸纤维
素膜 !N 后$+b,+"&$ 0019EY+273$"J"! 019EYBb,$ "J!d
+[55<#&"#漂洗膜 H 次$每次 !" 07<% 将膜与特异性第一抗体

"!g! """# % e条件下共孵育过夜$+b,+漂洗% 特异性辣根过
氧化酶标记的第二抗体"!g& """#室温孵育 ! N$+b,+漂洗 H 次
后行增强化学发光%
!J*)G++比色法(&)检测抑制细胞增殖作用

))未转染和转染 +,-!"!#37=>?>和+,-!"!#37=>?!%’ N后收

集细胞$制备成细胞数为 $ h!"%09i!的细胞悬液$接种于 I* 孔
培养板中$每孔 &"" #9% 实验设 H 组!C-DE@AAB组$C-DE@A#
ABf+,-!"!#37=>?>和C-DE@AABf+,-!"!#37=>?!组% 每组
又分为试剂对照行’未加药对照行及 $个加药实验行$每行设 ’
个平行孔$$个加药实验行加入 &" #9E孔顺铂$使其终浓度分别
为 "J!&$’"J&$’"J$’!’& #019EY% 于 H( e’$d@a&条件下培
养$%’ N后加G++"$ 0;E09#&" #9$继续培养 % N后在自动酶标
读数仪上的 $(" 00波长测定各孔吸光度值("$("#$计算顺铂
对各组细胞的抑制率%
))抑制率 j(! i实验组平均 ("$("#值E细胞对照组平均
("$("#值) h!""d

!J()统计学处理
))采用 ,B,, !!J" 统计软件$计量资料用 !)k*表示$两样本
均数比较采用成组+检验$计数资料比较采用$&检验%

IH结果

&J!)+,-!"!#37=>?重组质粒的测序鉴定
))质粒载体含有与预期设计一致的干扰序列片段$测序结果
!""d吻合$显示干扰载体构建成功% =>?7载体图谱见图 !%
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图 $H)*+(载体图谱

&J&)稳定转染CXDE@AAB细胞株的筛选
))+,-!"!#37=>?采用脂质体 +SR+G#&" 转染$转染 %’ N 后在
荧光显微镜下观察 ’"d细胞有绿色荧光表达"图 &#%

&JH)转染后C-DE@AAB细胞内.3;!"! 0=>?的表达
))转染37=>?对C-DE@AAB细胞.3;!"! 0=>?的表达有抑
制"图 H#% +,-!"!#37=>?>对 .3;!"! 0=>?的表达无明显的抑
制$表达强度是对照组的I(l(d&+,-!"!#37=>?!对.3;!"! 0=>?
的表达有抑制$表达强度是对照组的 (&J’d&+,-!"!#37=>?&对
.3;!"! 0=>?的表达抑制较弱$表达强度是对照组的 I"JHd%

&J%)转染37=>?细胞株+,-!"! 蛋白的表达
))F53.52< 891.结果显示$C-DE@AAB高表达 +,-!"! 蛋白$
转染无关序列对照干扰载体"37=>?>#对靶蛋白表达没有明显
影响$而+,-!"!#37=>?!转染可显著使靶蛋白表达下降$表达强
度仅为对照组的 H*J&d% +,-!"!#37=>?&干扰载体也能抑制靶

!(!))



蛋白的表达$但干扰效果不太理想$表达强度为对照组的 (%JHd
"图 %#%

图 IH!"#$%$&’()*+$转染,#-./001细胞株后的绿色荧光表达
"荧光显微镜h%""#
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!!C-DE@AAB对照& &!C-DE@AABf37=>?>& H!C-DE@AABf
37=>?!& %!C-DE@AABf37=>?&& G!A>?标准"AY&"""#
图 JH转染’()*+对,#-./001细胞6’>$%$ 9)*+表达的影响

! " # $

!!C-DE@AAB对照& &!C-DE@AABf37=>?>&H!C-DE@AABf
37=>?!& %!C-DE@AABf37=>?&

图 KH转染’()*+对!"#$%$ 蛋白表达的影响

&J$)转染37=>?对C-DE@AAB细胞增殖的影响
))转染+,-!"!#37=>?!的 C-DE@AAB细胞对化疗药物顺铂
抑制细胞生长的作用明显增强$C-DE@AAB细胞对各药物浓度
的顺铂的抑制率均小于 $"d$表明耐药细胞具有较强的抗药
性&转染+,-!"!#37=>?!后其对细胞的抑制率增强$两者相比差
异具有显著性",m"l"$#"表 !#%

JH讨论

))=>?7技术是近几年发展起来的一项特异性抑制
基因表达的新方法% 37=>?操作的简单性和对靶基因
表达抑制的高效性使其成为基因功能研究的有力手

段$从而为肿瘤等人类疾病基因治疗带来新的方法%
=>?7现象的机制与内源性 =>?降解有关(H) $37=>?
介导同源0=>?降解包括起始阶段和效应阶段$使用
小量的双链 =>?"U1/8953.2P7< =>?$ U3=>?#也能够
使大量的靶 =>?沉默$沉默信号可以遍及整个机体$
且可以遗传给下一代% 在 =>?7途径中可能存在信号
扩增的步骤$复制外源注入的 U3=>?从而产生更多的
37=>?$或者直接扩增37=>?本身% 另外$37=>?除了导
致0=>?降解外$还可以导致对应的A>?甲基化% 这
一过程扩大了原有的甲基化$加强了基因沉默效应(%) %
))+,-!"! 基因最初由 Y7等($)在 !II* 年通过一种
新的方法即随机纯合子敲除法在小鼠细胞内发现$把
敲除该基因获得的转化克隆置于 "J$d琼脂中$生长
后移植于裸鼠体内$形成了转移瘤$因此认为破坏该基
因的纯合子功能可以导致细胞发生转化% 恢复该基因
的功能$细胞则恢复正常生长% 此基因被命名为肿瘤
易感基因 !"!"./0123/3456.78797.:;5<5!"!$+,-!"!#%
人的+,-!"! 基因"N+,-!"!#定位于染色体 !!6!$J!
n& 区$与小鼠 +,-!"! 基因 4A>?有 ’*d的同源$全
长 ! %I% 86$有 * 个外显子$包括一段 ! !%" 86长的开
放阅读框% MN/ 等(*)用 =>?干扰技术使前列腺癌
B@H 细胞株和乳腺癌 GA?#Gb#&H! 细胞株的 +,-!"!
蛋白水平得以下调$导致部分细胞阻滞在 -!到 , 期的
边界$减少了-&期经过有丝分裂返回 -!期的细胞比
率$并减弱了两种细胞株的集落形成能力$认为
+,-!"! 蛋白水平下调对肿瘤细胞生长具有负面影响%
,N5<等(()将体外构建的+,-!"! 37=>?真核表达载体
转染于对长春新碱耐药的胃癌 ,-@#(I"! 细胞后发
现$+,-!"! 的表达明显下调$且增加了所转染细胞对
长春新碱和阿霉素的敏感性% 结果表明$+,-!"! 基因
可能与胃癌的多药耐药有关%

表 $H)*+干扰/001作用下,#-./001细胞抑制率的影响

C-DE@AAB C-DE@AABf37=>?> C-DE@AABf+,-!"! f37=>?!
@AAB"#;E09#

("$("# 抑制率"!)k*#d ("$("# 抑制率"!)k*#d ("$("# 抑制率"!)k*#d
" !J!!" ( k"J""! " !J!"I " k"J""! ! "J’$$ " k"J""& (

"J!&$ "JI$* " k"J""! & "J!HI H k"J""! H "JI%I H k"J""H & "J!%% " k"J""" ( "J*HH ( k"J""H * "J&$’ ’ k"J""! *P

"J&$ "J’%" ! k"J""& & "J&%H * k"J""" * "J’H’ H k"J""! & "J&%% ! k"J""& " "J$&’ I k"J""& ( "JH’! % k"J""! (P

"J$ "J($( & k"J""H " "JH!’ H k"J""& H "J($* * k"J""$ " "JH!( ’ k"J""H H "J%HH & k"J""! ’ "J%IH H k"J""& *P

! "J**’ H k"J""! ( "JHI’ H k"J""! * "J*$* $ k"J""H & "J%"’ " k"J""! ( "JH%$ H k"J""% H "J$I* ! k"J""& ’P
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))肿瘤的多药耐药是导致化疗效果不满意’有效率
低的一个原因% 本实验中成功地构建了 +,-!"! 基因
的小干扰=>?"+,-!"!#37=>?#的真核表达载体$并成
功转染于 C-DE@AAB细胞$=+#B@=实验结果表明
+,-!"!#37=>?能有效抑制 +,-!"! 基因的转录$阻断
0=>?向蛋白质的信息传导$进而达到对目的蛋白表
达的抑制% 通过 F53.52< 891.实验$我们观察到其对
+,-!"! 基因蛋白表达有明显的下调作用$G++检测
结果显示 +,-!"!#37=>?!对转染的 C-DE@AAB细胞
的增殖有抑制作用$对各种药物浓度顺铂的反应性明
显增强$加强了化疗药物对细胞增殖的抑制作用$逆转
C-DE@AAB对顺铂的耐药性%
))总之$通过成功构建 +,-!"!#37=>?表达载体$沉
默+,-!"! 基因后$能逆转 C-DE@AAB对顺铂的耐药
性$发现 +,-!"! 基因与肝癌细胞株 C-DE@AAB的耐
药相关%
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文章编号!!"""#$%"%"&""’#"&#"!(H#"! 个案与短篇

垂体促甲状腺素瘤 $ 例

张星光$吕肖锋$焦秀敏))"北京军区总医院内分泌科$北京 !""(""#

))垂体促甲状腺素".N:217U#3.70/9P.7<;N1201<5$+,O#瘤是一
种罕见的垂体肿瘤% 我院确诊垂体+,O瘤 ! 例$现报告如下%

$H临床资料

))患者$男性$!’ 岁$以*间断性头痛’视力下降 & 个月+于
&""*#"%#!&入院% 患者入院 & 个月前出现头痛症状$呈间断性$
可自行缓解$无发热’恶心’呕吐’抽搐及肢体功能障碍$伴右眼
视力减退% 查体!体温 H*J& e$脉搏 I*次E07<$呼吸 !’ 次E07<$
血压 !!$E(" 00O;% 神志清楚$语言功能无障碍% 视力!左眼 !J
&$右眼 "l!$$视野粗测正常% 心率 I* 次E07<$律齐$肺’腹未见
明确异常$腋毛及阴毛明显减少% 双下肢无浮肿% 神经系统无
明显阳性体征% 甲状腺功能检查结果!+,O(J’ ""JH$ n$J$"#
#LVE09$T+H %J’"&JH n%J&# 6;E09$ T+%&J*I""J’I n!J(*# <;E
U9% 头颅@+可见直径约 HJ" 40略高密度影% 诊断!垂体瘤%
&""*#"%#&!行全麻下经额颞入路开颅垂体瘤切除术% 术后病
理免疫组化!+,O" f#% 最后诊断!垂体促甲状腺素"+,O#瘤%

))作者简介!张星光$男$吉林省榆树市人$硕士$主治医师$主要从事糖尿病大

血管并发症及骨质疏松发病机制方面的研究$发表论文 ( 篇%

\#0P79!3.P2’’^!&*J410

))收稿日期!&""(#"’#H"&修回日期!&""(#!!#&"

IH结果

))患者术后精神’饮食差$考虑为垂体功能低下% 甲状腺功
能检查结果!+,O"J&I""JH$ n$J$"# #LVE09$++H "J!I""J*! n
!l’!# <;E09$ ++% $J("%J$ n!"JI# #;EU9$ T+H !J!*"&JH n
%l&# 6;E09$ T+% "J(H""J’I n!J(*# <;EU9% 皮质醇节律正常$
给予甲状腺片 &" 0;$!次EU$口服% 患者病情逐步平稳$精神’
饮食恢复$于 &""*#"$#"’ 好转出院%

JH讨论

))垂体+,O瘤是罕见的垂体糖蛋白激素分泌瘤% 垂体 +,O
瘤可发生于任何年龄$无性别差异$占垂体腺瘤的比例不到
!d$总体人群发病率约为百万分之一(!) % 本病在临床上大多
的症状和体征与-2PW53病相似$多数患者病程较长$抗甲状腺
药物疗效差$经常误诊为 -2PW53病$但一般无突眼及胫前黏液
水肿% 国外文献(&)报道$与 -2PW53病不同$I%d的垂体 +,O
患者有甲状腺肿大$甲状腺球蛋白抗体和过氧化酶抗体出现较
少$仅有 ’d$(% 例中仅有 H 例出现+,O受体抗体$突眼的发生

率也较低$约占 *d% 垂体+,O瘤临床诊断主要条件!抗甲状
))"下转 !(’ 页#
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