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人端粒酶蛋白催化亚单位反义基因转染对胃癌细胞恶性表型的逆转作用
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提 要
:

目的 探讨人端粒酶蛋白催化亚单位 (E m T )反义基因治疗对 胃癌细胞恶性表型的逆转作用
。

方法 采用基因重组

技术
,

构建 llT RI
,

正
、

反义真核表达载体
,

采用脂质体法导人 以引二
一
7叹 )1 细胞

,

检测细胞生长曲线
、

端粒酶活性凋亡
、

细胞周期
、

软琼脂

中克隆形成率及裸鼠体内成瘤性的变化
。

结果 成功构建 l l T RT 正
、

反义真核表达载体
,

并导人 夕弓C
一

790 1 胃癌细胞株中
,

获得稳定

表达正
、

反义基因的细胞系 790 卜5
、

7如 l
一

AS I 和 7卯卜ASZ
。

7例〕1一 AS I 和 7卯 1习、 52 出现显著生长抑制现象
,

端粒酶活性明显下降
,

细胞

凋亡增加
,

异型性减小
,

q /场 期细胞增加
,

s 和 q M 期细胞减少
,

增殖指数减小
,

软琼脂中无克隆形成
,

裸鼠体内成瘤消失
。

结论

h l l TT反义基因治疗可以明显抑制 厌 ;C
一
7卯 l 细胞的增殖

,

部分逆转肿瘤细胞的恶性表型
,

其机制可能主要是通过诱导细胞分化而非

诱导细胞凋亡途径实现的
,

提示 盯民 r基因可以作为肿瘤治疗的靶基因
。
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我们以前的研究表明
,

胃癌组织中端粒酶阳性率

高达 92
.

3% t ’ 〕 ,

提示端粒酶是目前发现的最为广谱的

肿瘤标志物
,

有可能成为肿瘤基因治疗的靶位
。

人端

粒酶是至少由 3 个亚单位组成
,

即端粒酶 NR (A H山 r l田飞

et l

~
NR A

,

Em )
、

端粒酶催化亚单位 ( eIT ~ ~
c at al iyt

c s t lb u l l i t
,

或 H t l l lu ll et L〕 1l le 眺
e er ve ser antr

-

cs ir l〕t赘 e ,

h TR I
,

/hE SJ Z )和端粒酶相关蛋白 l( eT l~ ~
as s

oc i a te d orP ite n l
,

TP I )
。

我们已成功地将端粒酶 NR
A

反义基因导人 SG C
一

790 1细胞
,

发现转染细胞在增殖活

性
、

克隆形成率及裸鼠体内致瘤性方面均明显减弱圈
。

但 11 IT汀 作为胃癌基因治疗的靶基因对 胃癌生物学行

为的影响国内外尚无报道
。

为探讨 11T民1
,

反义基因对

胃癌细胞恶性表型 的逆转作用
,

我们成功地构建了

班R T 正
、

反义真核表达载体
,

将之转染 SG C
一

7 901 细
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胞
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以研究转染细胞在恶性表型上的变化
。

1 材料和方法

1
.

1 材料
3 二C

~

7久 ) l 胃癌细胞株
、

E oC il -MJ 109 由本室保存 ; 人端粒

酶蛋白催化单位 ( eT lo

一
er ve o e

~
如除

,

h阳 T ) cD NA
Ì RN 145 质粒由美国 C七or n

公司惠赠 ;匹L ne
。
真核表达载体

、

从越 工
、

从
了
犷工

、

及刀人 I 限制性内切酶
、

毛 DN A 连接酶
、

碱性磷酸

酶 ( C IP )
、

无 ND , 的 NR , e

购 自 Por n le
ga 公司门取 AP

~

llE SA 试

剂盒
、

lx: yr Ap脂质体
、

喘
8 、

质粒提取试剂盒
、 c l )N A片段回收试

剂盒购自且犯M
n g e r

M
a犯 l

h
e

im 公司 ;l 6取〕培养基
、

低溶点琼脂糖

购自 GI B CO公司 ;其余试剂均为国产优质分析纯
。

1
.

2 方法

1
.

2
.

1 1门甘 r正
、

反义真核表达载体的构建及初步鉴定 参

见文献汇3」的方法
二

1
.

2
.

2 细胞培养 3 艾卜790 1细胞在含 10 % 小牛血清的 I〔渊〕

培养基中
,

于 37 ℃
,

5 % C q
,

饱合湿度下培养
。

1
.

2
.

3 正反义重组质粒的转染 (脂质体法 ) ①待细胞长至

对数生长期时
,

于转染前 l d换液
,

转染前 Z h 换无血清培养基
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重度角结膜热烧伤 1 例超急性期手术治疗效果
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戴 超
,

刘 翔 (第三军医大学附属新桥医院眼科
,

重庆 中以刃37)

患者
,

男
,

33 岁
,

因双眼被铝水烫伤 g h 人住我科
,

人院时

视力右眼手动 /眼前
,

左眼 0
.

6
。

右眼睑红肿
,

睫毛全部炭化
,

睑

缘苍白
,

球结膜及弯隆部结膜苍白
、

挛缩
,

上下弯窿极浅近消

失
。

全角膜呈乳白色混浊水肿
,

全角膜缘苍白
。

诊断
:

右眼烧

伤 111 度
。

人院后经保守治疗
,

烧伤面清洁无感染
。

人院后第 3

天
,

在局麻下行右眼新鲜带结膜和角膜缘的全板层角膜移植

术
。

术中角膜缘及结膜植床均较少有出血
。

术后包眼 Z d
,

术

后第 3 天
,

结膜植片开始轻度转红
,

用贝复舒
、

泰利必妥
、

素高

睫疗滴眼
。

术后 6 d 拆结膜缝线
。

术后 10 d 出院
,

出院时右眼

视力数指 /50
Cm

,

结膜植片轻度发红
,

角膜缘部约 27 00 仍无明显

充血
,

角膜植片贴伏好
,

层间无积液
、

积血
,

上皮完整
,

光泽好
,

虹膜可见
,

瞳孔 5
~

。

出院带药加用 l% C sA 滴眼抗排斥反应

( 2
一 3 次d/ )

。

出院后 1 月复查
,

患者 自觉有异物感 s d
,

右眼视

力手动 /眼前
,

上方角膜缘部约 1 800 范围仍苍白无血管
。

全角膜

植片呈乳白色混浊水肿
,

全角膜上皮缺损
,

无明显分泌物
,

刮片

未查见霉菌
,

以术后排斥反应收人院
。

经抗排斥反应及支持治

疗
,

上皮愈合仍极缓慢
,

角膜缘部充血差
。

住院 2 周出院时仍

有角膜中央 2/ 3 上皮缺损
。

带药院外滴眼继续治疗
,

每 2 周复

查 1次
。

术后 3月
,

当上皮愈合到中央有 3 ~
x s

~ 上皮缺

损区时
,

上皮缺损区不再缩小
,

呈持续性中央上皮缺损
。

术后 4

月可见数根新生血管长人角膜
,

上下弯窿较浅
。

术后 5 月见角

膜植片长人较多新生血管及结膜上皮化
。

讨论

重症眼表烧伤除保守治疗外
,

有人在急性期采用手术治

疗
,

谷树严等〔’ 1曾早期行穿孔性角膜移植取得一定效果
,

但排
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斥反应高
,

植片混浊
,

增视效果不理想
。

吴彦超等
`

之 在伤后 7 -

巧 d行板层角膜移植取得一定效果
,

并指出对重症烧伤者用新

鲜带角膜缘板层角膜移植为宜
。

贺众等3[] 认为角结膜化学伤

后早期手术在伤后 1 一 3 周为宜
。

本例为热烧伤
,

伤情重
,

且角

膜缘烧伤极重
,

手术时机早
,

为烧伤后仅 3 d
,

应用了新鲜带结

膜
、

角膜缘的板层角膜移植
,

防止了角膜的融解穿孔
,

术后早期

恢复了一定的视力
。

由于在超急性期手术
,

术后炎症反应重
,

可能是术后 l 月发生了排斥反应的原因之一
。

而术后持续性

角膜中央上皮缺损是造成植片血管化和结膜上皮化的主要原

因
,

我们认为持续性中央角膜上皮缺损与以下因素有关
:

①由于

角膜缘及结膜烧伤严重
,

移植后角膜缘血液循环重建困难
、

缓
J

漫
,

使移植后角膜缘干细胞成活和发挥功能困难
,

这可能是影响

角膜缘干细胞成活的主要原因 ;②术后排斥反应的影响
,

使角膜

干细胞功能趋于耗竭 ;③烧伤后泪液功能低下
,

使术后角膜上皮

易剥脱
。

因此
,

重症眼烧伤的急性期
,

超急性期手术治疗要严格

掌握适应症
,

只有在角膜融解
、

有穿孔威胁时
,

才考虑用新鲜带

角膜缘板层角膜移植
,

如有大量结膜损伤
,

同时行结膜移植
。

尽

量在急性期以后手术治疗
,

至少可以解除因角膜缘部缺血所致

的干细胞失活
。

而急性期以前要以保守治疗为主
。
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