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"摘要#
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目的
!

构建携带人肿瘤抑素"

0BA9:;:>C

$基因的重组腺相关病毒载体!研究其对人脐静脉内皮细胞

"

OZ.-N9

$增殖的影响%方法
!

构建重组载体
H

66.20BA

质粒!并建立一株稳定表达
0BA9:;:>C

基因的
OZ2

.-N9

细胞株%用逆转录聚合酶链反应检测该细胞系中
0BA9:;:>C

基因的表达!四甲基唑蓝法检测该细胞增殖情

况%结果
!

构建的
H

66.20BA

重组腺相关病毒载体能在
OZ.-N9

细胞中表达!其表达产物能抑制该细胞增殖

"

('44*b('(""

$%结论
!

成功构建了
H

66.20BA

重组载体!构建的重组载体能有效表达!为其后的抗肿瘤血管生

成治疗研究奠定了基础%
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有研究证明#肿瘤的新生血管能为肿瘤提供营养,排泄及

代谢产物#促进肿瘤生长#并为肿瘤细胞的转移提供途径)

"

*

+

如果能抑制肿瘤新生血管的生成#肿瘤细胞将发生凋亡或坏

死)

&

*

+与传统的肿瘤治疗方法相比#抑制新生血管生成疗法由

于作用于遗传稳定,不易变异的血管内皮细胞#不易产生耐药

性%而且内源性血管生成抑制因子具有抑制肿瘤内皮细胞增殖

的高度选择性)

4

*

#因而成为肿瘤治疗领域很有前途的治疗方法

之一+肿瘤抑素$

0BA9:;:>C

&是新近发现的一种活性最强的内

源性肿瘤血管生成抑制因子#抑制血管内皮细胞蛋白的合成,

诱导内皮细胞凋亡#进而抑制血管生成#同时还可以抑制肿瘤

细胞增殖并促进其凋亡#从而抑制肿瘤生长#但不影响生理性

血管的生成)

3
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+

本研究通过构建人
0BA9:;:>C

基因真核表达载体#初步研

究其在体外对血管内皮细胞生长的影响#为探讨
0BA9:;>C

基

因治疗肿瘤的可行性奠定基础+

$
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材料与方法
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材料
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细胞,菌株和质粒
!

人胚肾细胞
O-f&,4

与人脐静脉

内皮细胞$

OZ.-N9

&来自中南大学湘雅医学院细胞中心#在

4!V

下#在含
"(5

胎牛血清的
Q%-%

培养基中培养+

QO*

)

感受态细菌与质粒
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均来自中南大学生命科学与

技术学院分子生物学研究中心+

$'$'/

!

主要试剂
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高保真
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QS6

聚合酶,逆转录试剂盒购

自
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公司%限制性内切酶,

03QS6

连接酶,质粒
QS6

提

取试剂盒购自
0;f;R;

公司%琼脂糖凝胶回收试剂盒与四甲基

唑蓝粉剂购自
K>

$

A;

公司%

Q%-%

,新生胎牛血清,胰蛋白酶,

脂质体转染试剂盒,

RS620R#h7=

试剂盒均购自
#CG7:F7
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公司+
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根据
8̀C1;CM

中
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编码序列#设计两
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方法
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人
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基因的克隆
!

利用
RS6

提取试剂盒提

取人胚肾细胞
O-f&,4

总
RS6

#利用逆转录试剂盒进行逆转

录聚合酶链反应$

R02/NR

&#首先以
U=>

$

7

$

E0

&

"*

为引物合成

@QS6

第一链#然后利用引物
0"

与
0&

进行常规
/NR

+反应

条件!反应体积为
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琼脂糖凝胶

电泳观察试验结果+
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重组载体
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的构建与鉴定
!

将
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酶双酶切#然后与经同样酶部分酶切处理的
H

66.2%NK

载体

进行连接#

03QS6

连接酶连接+取
*

$

J

转化
QO*

)

大肠埃

希菌#筛选阳性克隆#得到质粒
H

66.20BA

+提取重组质粒

QS6

#进行双酶切和测序鉴定)

*
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细胞转染实验
!

提取质粒
H

66.20BA

#利用脂质体

$

J>
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8I;@:;A>C8&(((

&转染试剂盒#按操作说明书转染
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#用
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$

$
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的
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D
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进行筛选#隔
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4E

更

换培养液#至第
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天出现明显抗
O

D$

F7A

D

@>C1

细胞克

隆#继续用浓度为
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$

$
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AJ

的
O

D$

F7A

D

@>C1

维持并扩大培

养#获得转染细胞株
OZ.-N9

"

66.20BA

+
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检测转染
OZ.-N9

细胞中
0BA9:;:>C

基因

表达
!

提取转染细胞株
OZ.-N9

"

66.20BA

总
RS6

#利用逆

转录试剂盒进行
R02/NR

试验#反应条件同上#反应结束#在

"(

$

"

J

琼脂糖凝胶上电泳#用凝胶成像分析仪进行图像分析+

$'/'2
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%00

法检测细胞增殖能力
!

将未转染质粒细胞株

OZ.-N9

$未转染质粒组&,转染质粒
H

66.2%NK

细胞株
OZ2

.-N9

$转染质粒
H

66.2%NK

组&以及转染细胞株
OZ.-N9

"

66.20BA

$转染重组质粒
H

66.20BA

组&分别调整细胞浓度

为
"d"(

3 个"毫升#接种于
&3

孔板内#每孔
"AJ

#

4

组细胞各

接种
3

孔+培养
!&?

后#弃上清液#于每孔中加入不含血清的

培养基
"((

$

J

及浓度为
*

$

"

J

的
%00&(

$

J

#于
4!V

培养箱

中继续培养
3?

#弃上清液后#每孔加二甲亚砜$

Q%KU

&
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$

J

#轻轻振荡
*A>C

#于自动酶标仪比色$波长
3,(CA

&#测定各

孔吸光度$

3

&值+

$''

!

统计学处理
!

测定数据以
Mb?

表示#结果比较采用
%

&

检验+

/

!

结
!!

果
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重组载体
H

66.20BA

的构建与鉴定
!

将
0BA9:;:>C

基

因定向克隆入
H

66.2%NK

载体#经双酶切和测序鉴定#得到

重组质粒
H

66.20BA

+

/'/

!

转染
OZ.-N9

细胞中
0BA9:;:>C

基因表达情况
!

将转

染细胞株
OZ.-N9

"

66.20BA

与未转染细胞株
OZ.-N9

提

取
RS6

进行
R02/NR

#

"(

$

"

J

琼脂糖凝胶电泳后#转染细胞

株可获得约
!*(<

H

的
QS6

片段#与预期基因表达片段大小一

致#而未转染细胞组无阳性片段出现$图
"

&+

!

注!

%

!相对分子质量标准%

"

!转染细胞株
OZ.-N9

"

66.20BA

组%

&

!未转染细胞组+

图
"

!!

R02/NR

检测两组
OZ.-N9

细胞中

0BA9:;:>C

基因的表达

/''

!

4

组细胞增殖情况
!

培养
!&?

后#

%00

法检测可见#转

染细胞株
OZ.-N9

"

66.20BA

组细胞增殖能力明显低于未

转染质粒组细胞
OZ.-N9

和转染质粒
H

66.2%NK

组细胞#

差异有统计学意义$

!

$

('(*

&#而未转染质粒组细胞
OZ.-N9

和转染质粒
H

66.2%NK

组细胞增殖活性差异无统计学意义

$

!

%
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&#结果见表
"

+

表
"

!

三组细胞增殖情况

组别 例数
3

值$

Mb?

&

未转染质粒组
3 ('*+&b('("!

;

转染质粒
H

66.2%NK

组
3 ('*!!b('(&(

;

转染重组质粒
H

66.20BA

组
3 ('44*b('(""

!!

注!与转染重组质粒
H

66.20BA

组比较#

;
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+
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讨
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论

大量实验研究表明#实体瘤以及血液系统肿瘤的生长和转

移都具有血管依赖性+

0BA9:;:>C

是一种高效内源性血管生

成抑制因子#可通过多种途径特异地诱导内皮细胞凋亡#抑制

肿瘤的血管生成作用#具有抗肿瘤和抗内皮细胞增殖的双重作

用#因而成为目前研究较为广泛的一种潜在的抗肿瘤生长转移

的药物)

*2!

*

#并在多种肿瘤的治疗中开展了相关研究+

肿瘤基因治疗中#高效的基因导入系统对治疗效果与安全

有着至关重要的影响+目前用于基因治疗研究的载体有多种#

总的来说以改进的病毒载体效果最佳+

66.

病毒载体由于具

有无明显致病性,点特异性整合,宿主范围广等优点#成为人类

疾病基因治疗研究中的一种理想载体)

)

*

#从而得到广泛应用+

本实验使用的
66.

载体购自美国
K:F;:;

$

8C8

公司#其中

的
H

66.2%NK

质粒包含一个用于目的基因插入的多克隆位

点$

AB=:>

H

=8@=7C=>C

$

9>:8

#

%NK

&插入外源性基因#且载体本身带

有一个强启动子
/N%.

#具有很强的表达效果#可激发插入的

外源基因高效表达+因此本次研究在表达载体的构建中#选用

这种能在多种哺乳动物细胞中高效表达的真核表达载体

H

66.2%NK

#以使外源基因在真核细胞中高效表达+

作者应用
R02/NR

技术获得人
0BA9:;:>C

基因#并将获得

的目的基因通过双酶切定向插入腺相关病毒载体
H

66.2%NK

质粒中#经鉴定成功构建了人
0BA9:;:>C

基因表达载体+通过

转染技术将该重组载体导入
OZ.-N9

中#建立稳定转染的细

胞株#经
R02/NR

检测表明#所构建的重组人
0BA9:;:>C

基因

表达载体能在
OZ.-N9

细胞中稳定表达#并通过
%00

检测

表明#

0BA9:;:>C

基因表达产物能抑制
OZ.-N9

细胞增殖#为

进一步研究
0BA9:;:>C

治疗肿瘤奠定了良好的基础+
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影响到细胞的运动,细胞与细胞间的信号传导及相互作用和细

胞的增殖与分化)

"4

*

+由此可以推测#不同浓度的
60U

在患者

体内有可能会出现不同的生物学作用#而这些不同作用在患者

体内可产生不同的生物学效应+

综上所述#

60U

对
1%KN9

整合素
2

(

"

的表达具有明显干

预作用#而整合素
2

(

"

及其相关的细胞信号传导对细胞的增殖

分化具有重要调节作用#与肿瘤等恶性疾病的发生,发展有着

一定的联系+因此#对整合素
2

(

"

表达变化的干预有可能成为

该类疾病治疗的靶点#

60U

对
1%KN9

整合素
2

(

"

表达水平的

影响是否可用于临床相关疾病的治疗等尚有待于临床进一步
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