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维甲酸诱导的促分化基因对人食管癌细胞生长的调节作用

范 黎 朱锡华 吴 更
.

(第三军医大学基础部免疫学教研室 ) 6 3。 。 3 8

抑癌基因是当前肿瘤分子生物学研究的热点
。

主

要从两方面入手
: ( 1) 分离鉴定新的抑癌基因

, ( 2) 将

分离所得的抑癌基因通过转基因技术引入癌细胞乃

至体内以达到用基因治疗手段治疗癌症的目的
。

本文

应用经维甲酸 ( R A )处理食管癌细胞 E C 8 71 2 前后的
c

D N A 文库并经递减杂交筛选出来的一种促分化基

因 (抑癌 基 因 )
,

通 过 显微 注射 的方 法注 入 母本

E C 8 7 1 2 细胞
,

从基因水平
、

分化标志及恶性程度等方

面研究该基因对食管癌细胞生长可能的逆转作用
。

同

时进行了磷酸钙
一

D N A 共沉淀及电转移两种转基 因

技术
,

比较它们与显微注射法在转基因效率方面的差

别
,

并对用磷酸钙
一

D N A 共沉淀法转移的细胞进行了

R A 5 3 8 基因瞬时表达的检测
。

通过显微注射将 R A 53 8 直接注入 E C 8 7 1 2 细胞

后可见癌细胞生长明显受抑
.

增殖速率减慢
。

注射后

2 4 h 单纯注射 T E 缓冲液组及 R A 53 8 组的细胞数均

明显减少
,

尔后细胞数逐渐回升
,

但两组间细胞数差

别也逐渐增加
,

观察至 15 d 时
,

可相差 6 倍左右
。

注射

不同浓度的 R A 5 3 8 对细胞数影响不大
,

呈现出浓度

非依赖性的抑制现象
。

R A 53 8 注射后可见到细胞形

态的变化
,

主要表现为细胞变大变平
,

折光性差
,

分裂

相细胞减少
,

胞质内颗粒增多
,

易脱落等
.

注射 R A 53 8

的 E C 8 7 1 2 细胞在软琼脂上的生长能力降低
,

对裸鼠

的致瘤性明显受抑
。

利用间接免疫荧光技术检测 nI vo l uc ir
n (被膜素 )

阳性细胞的数量及染色强度
,

发现注射组的被膜素阳

性细胞数及强度都大于未行注射的阴性对照组
,

尤其

在注射后 3~ s d 较明显
,

但均不能达到 阳性对照组

水平
。

两注射组间在注射后 3一 7 d 也有差别
,

R A 53 8

组于第 3
、

5
、

7 及 10 d 荧光染色的阳性细胞数较 T E

注射组明显增多
,

尔后 (观察至第 1 5 d )则与 T E 注射

组差别不大
。

应用微量的逆转录及聚合酶链式反应

( R T
一

P c R )技术及地高辛标记探针进行点杂交检测

被膜素的表达水平
,

也显示注射 R A 53 8 组较 T E 注

射组的被膜素表达增强
。

显微注射
、

磷酸钙
一

D N A 共沉淀及电转移这三种

转基 因技术中以显微注射的转染效率最高
,

但对细胞

的损伤也最大
,

在转染效率方面各有其长处及局限

性
,

可用于不同的实验设计
,

并需探索改进以提高效

率
。

利用磷酸钙
一

D N A 共沉淀法表明在转染后第 2 天

及第 3天 R A 5 38 的表达量最强
。

抑癌基因的分离鉴定需要大量的工作
,

其用于癌

症的基因治疗的尝试更面临许多难题
.

在基因转移后

对癌细胞是否逆转的检测
,

尤其是癌细胞及相应分化

细胞特有的标志物的寻找十分重要
。

本文选择鳞状上

皮细胞终末分化时才大量产生的标志物之一的被膜

素作为判断食管癌细胞是否发生逆转的一个指标
,

利

用间接免疫荧光染色和微量 R T
一

P C R 技术检测了被

膜素在少量细胞内的表达水平
。

显微注射法是一种有用的转基因技术
,

其观察较

直接准确
,

转染效率较高
,

但每次所能注射的细胞有

限
,

细胞所受的机械性损伤较大
。

因此进行某些改进

对于提高注射速度
、

保证注射质量十分必要
,

而注射

后的观察与分析对于判断基因转移后细胞所受到的

影响极为重要
。

本文在这方面也进行了一些探索和改

进
,

并证实 R A 53 8 可一定程度上抑制癌细胞的恶性

增殖
、

促进细胞分化
,

为食管癌基因治疗的研究提供

了一组较为可靠的数据
.
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