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!!$摘!要%!目的!通过探讨缺氧诱导因子 $"J&';$#启动子诱导%):$ 过表达致人肺腺癌细胞")<48#对化疗敏感性的增加程

度!来找到提高肺癌缺氧区肿瘤细胞对化疗敏感性的方法!最终达到逆转肺癌化疗耐药的目的' 方法!首先成功构建缺氧反应元

件启动子所驱动的 C/L<9;J&';%):$ 真核表达质粒' 随后!将该质粒导入)<48 细胞!化疗药物顺铂"L;WW-#也同时加入处理)<48

细胞' 采用&X-L&和e?EF?D@ >21F分别检测转染后)<48 中%):$ 的O&*)和蛋白表达水平' 采用流式细胞术检测经 C/L<9;J&';

%):$ 质粒转染后)<48 细胞周期和凋亡的改变' 结果!较空白对照组和空载体组!经 C/L<9;J&';%):$ 真核表达质粒转染后!

)<48 细胞中%):$ 的表达明显增加"!g#3#<#' 同时!细胞周期被阻滞于(

$

期!并且转染后顺铂所诱导的细胞凋亡率较单纯顺铂

处理明显增加"!g#3#$#' 更为重要的是!C/L<9;J&';%):$ 导入增加了)<48 细胞对L;WW-的敏感性' 结论!缺氧诱导因子 $ 启

动子所诱导的%):$ 过表达增加了肺癌细胞的化疗敏感性!为逆转肺癌化疗耐药提供了一种可行的治疗策略'
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F1KH?O1FH?DGCIFHD1NBH 1̀?D;?]CD?EEA1@ 1_%):$ A@QNK?Q >IHIC1]AG;A@QNKA>2?_GKF1D$"J&';$# CD1O1F?D3A+)0&('!)@ ?N^GDI1FAK?]CD?E;
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FDG@E_?KFA1@3B+'>;)'!+H?D?EN2FEEH1M?Q FHGF%):$ B?@?A@ FH?)<48 MGE1̀?D?]CD?EE?Q G_F?DFH?FDG@E_?KFA1@ 1_C/L<9;J&';%):$ K1O;
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ENEK?CFA>A2AFI1_)<48 F1L;WW-39&%2;>'"&%!JIC1]AG;A@QNKA>2?_GKF1D$ CD1O1F?D;A@QNK?Q %):$ 1̀?D?]CD?EEA1@ EAB@A_AKG@F2IA@KD?GE?Q FH?
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!!C+1D&*('( 2N@BKG@K?D&HIC1]AG;A@QNKA>2?_GKF1D&%):$&D?EAEFG@K?&KAEC2GFA@

!!化疗是治疗肺癌主要方法之一' 细胞毒药物将导

致大多数肿瘤细胞发生凋亡!然而仍会留下少数存活

的肿瘤细胞!而这部分肿瘤细胞主要位于缺氧区' 缺

氧诱导因子 $"JSX;$#在缺氧条件下!缺氧反应元件

"JSX;$VJ&'#的一个启动子受到了明显的影响' JSX;

$VJ&'可明显促进靶基因 JSX;$ 的表达!而对于其他

癌基因的表达并没有明显影响$$%

' %N@ 活化域结合蛋

白 $"%):$#!可与 K;%N@ 和 %N@W相互作用!并选择性

增强转录活性!从而促进细胞增殖$"%

' 对于 '"X$ 所

诱导的肿瘤细胞凋亡!%):$ 是一个特异性的抑制

子$5%

!'"X$ 可协同 %):$ 共表达诱导细胞凋亡' 然

而!%):$ 却不能协同 '"X$ 促进细胞周期的进入' 同

时!在%):$ 缺失的细胞中并没有发现'"X$ 诱导的凋

亡和 C<5 聚集的诱导$4%

' 本研究首先扩增了人类

%):$ 全长片段!并将其插入含有 7 个 JSXVJ&'序列

的 C/L<9 载体构建 C/L<9;J&';%):$ 真核表达质粒'

将该质粒导入肺腺癌细胞株 )<48 中' 通过 h&+;-L&

,<4$,
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与e?EF?D@ >21F检测转染后的细胞中 %):$ 基因的表

达情况' 通过流式细胞术检测顺铂存在与不存在的情

况下细胞的周期与凋亡的变化情况' 探讨 %):$ 在肺

癌细胞化疗抵抗中的作用!并为靶向治疗肺癌的多药

耐药提供一种有效)可行的治疗策略'

34材料与方法

$3$!实验材料

!!肺腺癌细胞株 )<48!由本室保存' 胎牛血清)胰蛋白酶)

&*)提取试剂 +DACND?D?GB?@F为 &1KH?公司产品&[;[P0&?;

?̀DE?+DG@EKDACFGE?购自 -D1O?BG公司&+Gh 酶)W*GE?S"&*GE?

_D??#购自+GZG&G公司&-L&引物均由上海英骏生物技术公司

合成&L;WW-由X3J3XGN2QA@B公司提供' 阳离子脂质体 PAC1;

_?KFGOA@?

+[

"### 购于上海英骏生物技术公司' "9"# 型 -L&仪

由美国):S提供&:A1;&GQ 核酸蛋白测定仪)$8" 型 .N>;L?22电

泳槽和全自动凝胶成像系统均由美国:A1;&GQ公司提供'

$3"!实验方法

$3"3$!C/L<9;J&';%):$ 质粒构建及转染!!通过 :P).+确

认*L:S上人类%):$ <-;非翻译区' 随后!人类%):$ KW*)序

列"*[3##7659#被挑选用于后续实验' )<48 细胞中一个含有

%):$ 基因的 <-端上游区域的片段通过 -L&扩增出来' 上游

引物 <-;)+((L((L(+LL((()(L((;5-!下游引物 <-;++));

()()+(++))+++()+;5 -! J'& 核 心 序 列 是 )L(+(

"W%#<6<55#' -L&扩增后将 %):$ 基因全长序列克隆进入含

有 7 个 JSXVJ&'序列的 C/L<9 载体中!酶切位点为(:GOJSV

*1FS' 参照分子克隆方法将重组质粒导入 "##

(

2双歧杆菌感

受态细胞中!将转化后的细胞悬液均匀涂布于 P:固体培养基

平板上!59 k孵育 $7 T"4 H!挑单克隆菌落行 -L&检测!阳性

克隆进行测序' 细胞转染采用阳离子脂质体 PAC1_?KFGOA@?

+[

"###' 首先将 )<48 细胞在含有质粒 C/L<9;J&';%):$"$ @B#

培养 $# H!随后将培养基更换为普通培养基培养 46 H' 加入

4##

(

BVOP遗传霉素(4$6 培养 $4 Q筛选阳性细胞"%):$ 组#'

空载体对照组"J&'组#细胞转染 C/L<9;J&'质粒!空白对照

组")<48 组#不加质粒'

$3"3"!)<48 细胞缺氧培养及转染!!在一个缺氧手套盒中!

将)<48 细胞暴露于缺氧环境"#35R ,

"

#中 "4 H

$<%

' 同时!采

用 "

(

BVOPL;WW-处理转染的细胞' 另外!缺氧暴露后如要更

换培养液!被更换的培养液用前将在缺氧环境中平衡 "4 H'

$3"35!)<48 细胞中%):$ 基因O&*)水平的检测!!收集对

数生长期)<48 细胞!抽提细胞总 &*)!部分用于 -L&检测'

其余&*)置 ="# k保存' 各样本均取 "

(

B&*)!补 &@GE?;

_D??QQ J

"

,至 $$

(

2' 于 9# k水浴 < OA@后立即放在冰浴上!

各管中再分别加入 < j&+:N__?D)Q*+-E)&@GA@),2AB1)[;[P0'

4" k水浴 7# OA@!9# k热灭活 [;[P0$# OA@' h-L&检测(

%):$ 引物上游 <-;(L()(()())L))(((;5-!下游 <-;+(;

(L+(+(L(L)((+;5-&

'

;GKFA@ 引 物 上 游 < -;(+((((L(L;

LLL)((L)LL);5 -! 下 游 < -;L++LL++))+(+L)L(L)L();

+++L;5-' 反应条件为 84 k预变性 $ OA@!84 k变性 5# E!

<7 k退火 5# E!9" k延伸 $ OA@!共计 4# 个循环!最后 9" k$#

OA@' 数据采用SU< 软件进行分析' 基因表达变化通过 "

;

##

L+

方法进行计算'

$3"34![++检测!!将 $3# j$#

4对数生长期细胞接种于 87

孔培养板中"每孔 $##

(

2#!分组()<48")组#!)<48 加 L;WW-

":组#!)<48VC/L<9;J&'加 L;WW-"L组#! )<48VC/L<9;

J&';%):$ 加 L;WW-"W组#' 同时!将 L;WW-"终浓度 "

(

BVOP#加入孔中' 各组细胞厌氧 $" H后!去上清!每孔各加入

"#

(

2c++"< OBVOP#' 再继续培养 "4 H' 去上清!各孔加入

$<#

(

2二甲基亚砜' 将培养板轻轻振荡 < OA@!采用酶标仪于

48" @O处检测溶液吸光度值'

$3"3<!)<48 细胞周期及凋亡检测!!细胞分组()<48 "$

组#))<48VC/L<9;J&'"" 组#))<48VC/L<9;J&';%):$"5 组#)

)<48 加 L;WW-"4 组#))<48VC/L<9;J&'加 L;WW-"< 组#)

)<48VC/L<9;J&';%):$ 加L;WW-"7 组#' 培养 46 H 后!收集

细胞' 采用 9#R乙醇固定!)@@?]A@;0)-S双着色' 流式细胞仪

进行检测'

$35!统计学处理

!!所有计量资料以均数 f标准差"

!

"f##表示' 采用 .-..

$#3# 统计软件进行分析!组间比较采用单因素方差分析")*,;

0)#!!g#3#< 有统计学意义'

54结果

"3$!)<48 细胞中%):$ O&*)和蛋白水平变化

!!C/L<9;J&';%):$ 质粒导入后!相对于空白对照组")<48

组#或空载体组"J&'组#!转染组"%):$ 组#的 O&*)"图 $#

和蛋白水平 "图 "#均明显升高!且差异具有统计学意义

"!g#3#<#!表明 C/L<9;J&';%):$ 转染可明显增加缺氧环境

中%):$ 基因的表达水平'

!"#$! %&'!

"!
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"

(与)<48 组比较!!g#3#<&n(与J&'组比较!!g#3#<

图 34/Q9SPNRB<N[6Y3 导入对6S\] 细胞中 [6Y3 ,BV6水

平的影响

"3"!C/L<9;J&';%):$ 转染增加 )<48 对 L;WW-的

敏感性

!!转染前!L;WW-抑制了)<48 细胞的生长"!g#3#<#&转染

后!)<48 细胞对 L;WW-变得更为敏感 "图 5#!表明上调的

%):$ 增强了L;WW-所诱导的生长抑制效应'

,74$,
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(与)<48 组比较!!g#3#$&n(与J&'组比较!!g#3#$

图 54/Q9SPNRB<N[6Y3 导入对6S\] 细胞中 [6Y3 蛋白水平

的影响

!! "! #! $!

%&%%

%&'%

(&%%

(&'%

"!

)
$
*
+
,

"

(与)组比较!!g#3#<&n(与)组比较!!g#3#$&

#

(与:组

比较!!g#3#<

图 H4/Q9SPNRB<N[6Y3 转染后 6S\] 对 9N!!8敏感性的变

化

"35!C/L<9;J&';%):$ 导入对)<48 细胞周期与凋亡

的影响

!!流式细胞术结果提示"表 $#!经 C/L<9;J&';%):$ 质粒转

染后!(

#

V(

$

期细胞数量明显增多!而(

"

V[期细胞数量明显减

少' 相对于未转染组!转染组增殖指数 $-So" . d(

"

[# q

"(

#

V(

$

d. d(

"

[#%明显降低"!g#3#<#!表明 C/L<9;J&';

%):$转染可将)<48 细胞周期明显阻滞于(

$

期' 在L;WW-存

在的情况下!(

#

V(

$

期细胞数量明显增多!(

"

V[期细胞数量明

显减少&而经 C/L<9;J&';%):$ 转染后!(

#

V(

$

期细胞数量进一

步增多!而(

"

V[期细胞数量进一步减少' -S也进一步降低'

C/L<9;J&';%):$ 的导入明显增加了 )<48 细胞的凋亡' 同

时!L;WW-也显著诱导了 )<48 细胞发生凋亡' C/L<9;J&';

%):$ 的导入进一步增强了L;WW-的凋亡诱导效应"图 4#'

H4讨论

!!由于活跃的细胞增殖!氧供与氧耗的失衡必将导

致组织缺氧的发生' 而这与肿瘤的发生发展以及化疗

的耐受密切相关$7%

' 起初!通过转染使化疗敏感基因

增强表达是降低化疗耐受的重要手段之一' 尽管这种

表 34/Q9SPNRB<N[6Y3 导入对 6S\] 细胞周期分布的影响

"

$

! L"!X#

组别 (

#

V(

$

.

(

"

V[

-S

$ 组 <#37 f536 4#36 f"3< 637 f$3< 483$ f<3"

" 组 <#35 f"39 5839 f$36 $#3# f$34 483" f536

5 组
<838 f43<

"

5<35 f"34

436 f$3#

"

5635 f537

"

4 组
7$35 f<3<

"

5734 f538

"35 f#3<

"

563$ f435

"

< 组
7$3$ f<34

"

573" f534

"39 f#37

"

5937 f<3$

"

7 组
9"37 f73"

n

#%

"935 f"3<

"#

$3$ f#3"

n

#%

"937 f"35

n

#%

"

(与 $ 组比较!!g#3#<&n(与 $ 组比较!!g#3#$&

#

(与 5 组

比较!!g#3#<&

%

(与 4 组比较!!g#3#<

!! "! #! $! %! &!

"!

'('

%('

!'('

!%('

"'('

#
$

%
&
)
'

"

(与 $ 组比较!!g#3#<&n(与 $ 组比较!!g#3#$&

#

(与 5 组

比较!!g#3#$&

%

(与 4 组比较!!g#3#$

图 \4/Q9SPNRB<N[6Y3 导入对6S\] 细胞周期与凋亡的影响

方法在一定程度上可以发挥作用!但由于转染效率低

及靶向特异性!使其难以取得令人满意的效果' 在我

们前期研究中发现!阳离子脂质体介导的肺腺癌细胞

株)<48 中 C$7S*Z4G和 C$4)&X基因转染可明显增加

细胞凋亡和化疗的敏感性' 但是!它仍然未取得预想

的效果$$%

' 可能的原因是这些基因在细胞周期调控

路径中具有双重作用!既诱导细胞凋亡!也可阻滞细胞

周期!可能后者无助于杀灭肿瘤细胞'

!!缺氧诱导因子是一种氧敏感的异二聚体转录因

子!可促进含有缺氧反应元件"J&'#基因的表达$9%

'

当哺乳动物细胞面对缺氧环境时!JSX;$ 可通过结合

J&'而启动基因转录' 有研究表明 JSX;$VJ&'可成

功作为一种缺氧调节工具用于缺氧条件下基因治

疗$5%

' 因此!本研究通过扩增人类 %):$ 片段并成功

构建 C/L<9;J&';%):$ 质粒!用于后续探讨 %):$ 对

于化疗耐受的影响'

!!L2GD?F等采用酵母双杂交技术从人类淋巴细胞

KW*)文库中成功筛选出 %):$ 基因$"%

' %):$ 能够特

异性地与 C"9^AC$ 相互作用!并能够使 C"9^AC$ 穿插并

移动到胞浆!通过自身降解作用降低胞内 C"9^AC$ 的

含量$6%

' 同时!在一些肿瘤如胰腺癌)肺癌$8%中发现

了%):$ 的表达' 将 %):$ 基因导入乳腺癌细胞中可

明显降低 C"9^AC$ 的表达水平' 而降低的 C"9^AC$ 表

,94$,
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达与鼻咽癌的增殖活性与侵袭能力密切相关' 而

%):$ 在细胞凋亡中的作用还存在争议' %):$ 与 :K2;

(1@GQ EH1DF_1DO":K2(E#的共表达可协同诱导J?PG细

胞的凋亡$$#%

' %):$ 能够与 :K2;cPV:K2;" 竞争结合到

:K2(E上!从而促进细胞凋亡' 相反!当通过 &*)A技

术沉默%):$ 基因时!:K2(E的前凋亡效应明显减弱'

本研究中发现!%):$ 的过表达明显增加了 )<48 细胞

的凋亡!而这种促凋亡效应并不依赖于顺铂的存在与

否!这一结果提示了 %):$ 的凋亡作用' 细胞周期被

明显阻滞于(

#

V(

$

期!而这与+1O1QG研究结果在某种

程度上基本一致$$$%

' 同样发现!%):$;V;小鼠的胚胎

细胞增殖缓慢!且细胞周期延迟于 (

#

和 . 期之间' 所

有这些结果表明!%):$ 可能通过调节多重细胞周期信

号通路发挥控制细胞周期进程和细胞生存的作用'

!!总之!作为 '"X$ 诱导性凋亡一种特异性因子!

%):$ 的过表达增强了 )<48 细胞中化疗敏感性' 同

时!这可能为临床上克服肿瘤细胞化疗抵抗提供一种

可行的治疗措施'
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化胺及烧烫伤创面疱液' 伤后第 " 天在全麻下行深
.

度削痂)

)

度切痂!手术中注意去除明显坏死组织!对瘀滞带的间生态

组织尽量保留!特别是骨)韧带)肌腱等重要组织结构处间生态

组织&于大腿前内外侧用取皮鼓取 #35 OO薄中厚皮片适量!洗

净后!用制网机制成 $

!

5 的网状皮片!分别置于切削痂创面上!

适当固定后!用0.W负压引流护创材料覆盖帖服创面!尽量避

免创面暴露!尔后用0.W贴膜完全封闭创面!使创面成为密闭

的负压环境' 引流导管并连接负压引流器!持续负压吸引!每

天等渗盐水冲洗 5 次'

54结果

!!0.W负压引流 9 Q 后!液氨冻烧伤切削痂网状植皮创面植

皮成活良好!"# Q网状皮扩展良好!$ 个月创面完全覆盖!创面

达到临床治愈'

H4讨论

!!液氨冻伤后!液氨遇水生成氢氧化胺为强碱!引起化学性

烧伤' 临床上对液氨冻烧伤创面早期切削痂!清除坏死组织!

引流组织中残余的碱性物质' 0.W封闭式持续负压吸引适宜

用于四肢等较易固定封闭的)烧伤面积 $#R以下)伤后 " Q内入

院的创面' 其优点有(

!

可阻止外部细菌的入侵!起到床旁隔

离作用'

"

及时引流烧伤后创基渗出水肿液及多种炎性因子!

去除细菌生存的培养基'

#

负压环境可刺激组织增生!瘀滞带

血流加速&减少创面毒素吸收!增加机体抵抗力!缩短抗生素使

用时间'

$

不需频繁换药!减少医用耗材!减轻伤员换药痛苦

和医务人员的工作量$$%

' 植皮创面保持持续负压!通过封闭膜

外大气压!使皮片与创面贴合紧密!有利皮片存活&负压吸引压

力均匀!植皮组织平整!外观良好!是普通植皮打包所不能比拟

的$"%

' 切削痂早期网状植皮!因网眼分布均匀!引流通畅!避免

皮片下形成积液或积血引起皮片下感染!且网状植皮成活后网

状皮片分布均匀!皮片扩展同步迅速!创面同时愈合!愈合后皮

肤弹性良好!并防止疤痕成大片增生!不影响功能及美观!也可

使病人愈合时间及住院时间明显缩短!愈后功能恢复良好!减

少患者的致残率'
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