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采用脂质体法转染
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的方法沉默多发性骨髓瘤
c7$66)

细胞中的
cICP$(

基因!研究基因沉默后
c7

$66)

细胞增殖活性及凋亡等生物学特性的变化情况'方法
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根据
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基因信息!设计针对
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基因编码序列"
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的
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序列'通过脂质体法转染相关
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序列至多发性骨髓瘤
c7$66)

细胞'在转染
?;SN"

后
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!采用实时定量聚合酶

链反应及蛋白免疫印迹法检测
c7$66)

细胞中
cICP$(

基因的
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和其蛋白水平'选取未转染
?;SN"

序列的空白组和转染

阴性
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序列组作为试验对照!采用
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法检测转染
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序列后
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细胞的增殖情况!采用流式细胞术

检测
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后
c7$66)

细胞的凋亡情况'结果
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通过脂质体法成功转染构建
?;SN"

序列至
c7$66)

细胞'转染后的
c7$66)

细胞

中
cICP$(

基因的
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及蛋白表达情况较转染前均明显下降!差异有统计学意义"
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基因后
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细胞的增殖活性下降!差异有统计学意义"
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%!细胞凋亡率上升!差异也有统计学意义"
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多发性骨髓瘤$

11

&是一种骨髓浆细胞恶性疾病(自
%(

世纪末期以来#随着蛋白酶体抑制剂'免疫调节剂为代表的新

药出现#

11

患者的治疗有效率得以明显提高#生存期逐渐增

加(尽管如此#目前国际上仍认为
11

是不能被治愈)

$

*

(

cICP$(

基因是泛素结合酶
V%

$

V%!

&基因家族成员#在泛素
7

蛋白酶体途径$

cRR

&中具有重要的生物学作用)

%

*

(而目前许

多研究结果表明#

cICP$(

具有原癌基因的性质#参与了多种

肿瘤的发生和发展进程)

8

*

(本研究拟通过应用
?;SN"

技术在

11

患者
c7$66)

细胞中干预
cICP$(

基因的表达#观察

cICP$(

基因沉默后
11

患者细胞增殖和凋亡的变化情况#

现报道如下(

$

!

材料与方法

$&$

!

材料
!

人
11

细胞株
c7$66)

购自中科院上海细胞所%

SR1K$)'(

试剂'胎牛血清和脂质体系统
M;

J

:B>C@A+;<>%(((

购自美国
K<=;@H:

,

><

公司%反转录聚合酶链反应$

S97R!S

&试

剂盒及
2N"

合成试剂盒购自日本
9AWAHA

公司%兔抗人

cICP$(

多克隆抗体购自美国
Se2

公司%
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细胞活性检

测试剂盒购自日本同仁公司%流式细胞仪及细胞凋亡检测试剂

盒为美国
[2

公司产品(

$&/

!

方法

$&/&$

!

cICP$(

基因的
?;SN"

序列设计'合成及转染
!

检索

cICP$(

基因编码序列$

!23

&区数据信息$

#><>IA<W

序列号为

N1

,

((0($6&%

&#应用
?;SN"

序列设计软件构建相应的
?;SN"

序列$

*f7##!9"!"#!"##"#!9#"978f

&#并合成互补

双链
?;SN"

(收集
c7$66)

细胞#按照
%-$(

* 个"孔的浓度#接

种到
)

孔板#放置在
80&(g

和
*5 !Q

%

的细胞培养箱内过夜(

培养
%'/

后#按照
M;

J

:B>C@+A;<>%(((

说明书进行
?;SN"

转染

操作(

'4/

后#通过实时定量
R!S

和蛋白免疫印迹法检测
c7

$66)

细胞内的
cICP$(+SN"

及蛋白水平(

$&/&/

!

实时定量
R!S

检测
cICP$(+SN"

水平
!

取转染

+

8()$

+

检验医学与临床
%($)

年
)

月第
$8

卷第
$%

期
!

MAI1>.!E;<

!

TG<>%($)

!

U:E&$8

!

N:&$%

"

基金项目"国家自然科学基金面上资助项目$
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作者简介"奚昊#男#主治医师#主要从事多发性骨髓瘤临床及基础研究(

!

#

!

通讯作者#
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cICP$(7?;SN"

后
'4/

的
c7$66)

细胞#采用
9SK\:E

法抽提

总
SN"

#按照试剂盒设定步骤反转录合成
C2N"

(然后进行

R!S

检测转染
?;SN"

后的
c7$66)

细胞
cICP$(+SN"

水

平(

cICP$(

特异性引物序列!上游
*f7"!!!9!"9#"9#

9!9##!#"9"""78f

#下游
*f7#9#"9"#!"###!#9

#"##""!9978f

%内部参照
&

7AC@;<

引物序列!上游
*f7!!9

#9"!#!!""!"!"#9 #!78f

#下游
*f7"9"!9!!9#

!99#!9#"9!!78f

(反应条件!

6*&(g

#

$(+;<

%

)(&(g

#

%(+;<

%

0%&(g

#

%(+;<

#共
'(

个循环(数据分析!

!@

值通过

应用交点法计算得到#相对定量结果则通过
'

!@

来说明#

cICP$(

相对于
&

7AC@;<

的表达量为
%

'

!@X%!@cICP$(h!@

&

7AC@;<

(

$&/&'

!

蛋白免疫印迹法检测
cICP$(

蛋白水平
!

cICP$(7

?;SN"

转染
c7$66)

细胞后继续培养
'4/

#收集
c7$66)

细胞#

加入裂解液#然后提取总蛋白#应用二喹啉甲酸$

[!"

&法行蛋

白质水平测定(此后再行
$(5

十二烷基磺酸钠
7

聚丙烯酰胺

凝胶电泳#将蛋白条带转移至聚偏二氟乙烯膜上#用
*5

的脱

脂奶粉溶液
80&(g

封闭
%/

#加入兔抗人
cICP$(

多克隆一

抗#然后
'&(g

过夜%此后用磷酸盐缓冲液$

R[3

&洗涤
8

次#加

入二抗#孵育
%/

#再用
R[3

洗涤
8

次#给予
V!M

显色检测(最

后通过
K+A

,

>7RH:REG?4&(

软件对所形成的条带光密度加以

扫描并给予分析(

$&/&1

!

!!]74

法检测
c7$66)

细胞增殖能力
!

取
cICP$(7

?;SN"

转染后
%'/

的
c7$66)

细胞#以
$-$(

* 个"
+M

水平$每

孔
$((

"

M

&接种到
6)

孔板中#分别于接种后
%'

'

'4

和
0%/

采

用
!!]74

法检测细胞活性(每孔加入
!!]74

液
$(

"

M

#放置

于
80&(g

'

*5 !Q

%

的细胞培养箱内继续温育
'/

#用酶标仪

检测在
'*(<+

处的吸光度$

#

&值#根据结果绘制
c7$66)

细胞

生长曲线(

$&/&2

!

流式细胞仪检测
c7$66)

细胞凋亡情况
!

取
cICP$(7

?;SN"

转染后
'4/

的
c7$66)

细胞#用
R[3

洗涤
%

遍#以
8%((

H

"

+;<

离心
*+;<

#去上清液#用
$-[;<.;<

,

[GBB>H*((

"

M

重悬

细胞#流式细胞仪检测
c7$66)

细胞的凋亡情况(

$&'

!

统计学处理
!

采用
3R33$4&(

统计软件进行分析#计量

数据以
MiB

表示#采用单因素方差分析比较多组间差异#采用

;

检验比较两组间差异(以
!

%

(&(*

为差异有统计学意义(

/

!

结
!!

果

/&$

!

基因沉默前'后
cICP$(

水平检测
!

实时定量
R!S

检测

结果见图
$"

#

cICP$(7?;SN"

转染组$试验组&

c7$66)

细胞中

cICP$(

基因
+SN"

水平较空白对照组$空白组&'转染阴性

序列组$阴性组&显著减少#差异有统计学意义$

!

%

(&(*

&(蛋

白免疫印迹法检测结果见图
$[

#

cICP$(7?;SN"

转染后试验

组
c7$66)

细胞
cICP$(

蛋白表达水平较空白组'阴性组下

降#差异有统计学意义$

!

%

(&(*

&(

/&/

!

cICP$(

基因沉默后
c7$66)

细胞增殖活性检测
!

见图

%

(

!!]74

法检测结果显示#采用
cICP$(7?;SN"

转染后

'4/

#试验组
c7$66)

细胞增殖活性较空白组'阴性组分别下降

了
%'&85

和
8$&%5

#差异有统计学意义$

!

%

(&(*

&%转染后

0%/

#增殖活性分别下降了
*%&45

和
)4&)5

#差异有统计学意

义$

!

%

(&(*

&(

/&'

!

cICP$(

基因沉默后
c7$66)

细胞凋亡率检测
!

见图
8

(

转染
cICP$(7?;SN"

进入
c7$66)

细胞
'4/

后#流式细胞仪检

测试验组的细胞凋亡率为$

)*&6*i$(&$'

&

5

#而空白组和阴性

组分别为$

$4&$8i%&'6

&

5

和$

$)&6'i%&%)

&

5

(与空白组和

阴性组比较#试验组
c7$66)

细胞凋亡率显著上升#差异有统

计学意义$

!

%

(&(*

&(

!!

注!

"

为
cICP$(+SN"

%

[

为
cICP$(

蛋白(

图
$

!!

转染
?;SN"

后
c7$66)

细胞
cICP$(+SN"

及

蛋白水平检测

图
%

!!

转染
cICP$(7?;SN"

后
c7$66)

细胞增殖活性检测

图
8

!!

转染
?;SN"'4/

后
c7$66)

细胞凋亡率检测

'

!

讨
!!

论

!!

在中国#随着居民寿命延长#

11

发病人数呈逐年增高的

趋势(近年来#针对
11

的治疗出现了一些新型靶向药物#一

定程度上提高了
11

患者的治疗缓解率)

'

*

(但是绝大多数

11

患者都会出现复发和$或&耐药的情况#最终导致死亡(因

此#积极深入研究
11

的发病机制#探索
11

治疗的新靶点'

新手段#创新改变
11

治疗策略#对于改善
11

患者的预后是

十分重要的(

cRR

是众多调控蛋白转录后降解的主要方式#对于维持

细胞正常的生命活动具有重要作用#而
V%!

"

cICP$(

正是其

核心成员之一)

*

*

(有文献报道#

cICP$(

基因与许多肿瘤的发

生'进展关系密切#如结肠癌'肺癌'淋巴瘤等)

)

*

(最初
QWA+:7

+

'()$

+

检验医学与临床
%($)

年
)

月第
$8

卷第
$%

期
!

MAI1>.!E;<

!

TG<>%($)

!

U:E&$8

!

N:&$%
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等)

0

*通过对一些恶性肿瘤组织'正常对照组织及相应的肿

瘤细胞株中
$0

种
V%!

家族成员
+SN"

的检测发现#其中

cICP$(+SN"

在多个肿瘤组织及细胞株中表达增加(有学

者进一步研究发现#

cICP$(

基因不仅在多种肿瘤组织中呈高

表达#并与这些恶性肿瘤的分化程度有密切关联(而且如果在

转基因小鼠上对
cICP$(

基因进行过度表达技术干预#可诱发

转基因小鼠发生肿瘤)

4

*

(由此认为#

cICP$(

具有一定原癌基

因的特性(近年来随着生物科学技术的发展#基因调控技术已

成为目前肿瘤治疗的新手段之一(许多研究显示#应用转染

cICP$(?;SN"

的方法干扰
cICP$(

在肿瘤细胞中的表达后#

可以使肿瘤细胞的增殖活性受到抑制#同时还能阻滞肿瘤细胞

的细胞周期#从而达到抑制肿瘤细胞生长的目的(

T;A<

,

等)

6

*

在
c%*$

细胞株中采用
?;SN"

技术沉默
cICP$(

基因的表

达#发现
c%*$

细胞的增殖活性明显下降(

a/A:

等)

$(

*发现

cICP$(

基因不但在非小细胞肺癌患者肿瘤组织中呈过度表

达状态#而且还是非小细胞肺癌患者的独立预后不良因素(同

时应用小分子
SN"

干扰
cICP$(

的表达同样可以抑制肺癌

3]71V37$

细胞的增殖活性#并可增加吉西他滨和紫杉醇对

3]71V37$

细胞化疗的敏感度(

OA<

,

等)

$$

*研究显示#对乳腺

癌
1!Z70

细胞进行
cICP$(

基因敲除后#可逆转
1!Z70

细胞

对阿霉素等细胞毒药物的耐药性(上述研究均提示
cICP$(

可能是一个肿瘤基因治疗的有效靶点(

众所周知#

cRR

在
11

的发病机制中有重要作用#而
V%!

作为
cRR

中的重要组成部分#是如何影响
11

细胞的生物学

特征#目前对此少有研究报道)

$%

*

(本试验通过设计构建针对

cICP$(

基因的
?;SN"

#并应用脂质体法转染至
11

细胞株

c7$66)

中#通过检测转染后
c7$66)

细胞中
cICP$(+SN"

及蛋白的相对水平#证实可显著减少
cICP$(+SN"

和蛋白

水平(同时
cICP$(

基因沉默可以显著抑制
c7$66)

细胞的

增殖活性#并通过流式细胞仪检测也进一步证实
cICP$(

基因

沉默还能够增加
c7$66)

细胞的凋亡(因此#本文认为通过基

因沉默
cICP$(

的表达#可以影响
11

细胞增殖和凋亡的生

物学特性#进而抑制
11

细胞生长(

近年来#肿瘤基因治疗研究发展迅速#已成为肿瘤生物治

疗领域中的一个重要组成部分#而寻找与肿瘤发病密切相关的

关键靶点基因#并能够通过各种干预技术达到防治肿瘤的目

的#这是目前该领域研究的核心问题(本试验正是通过沉默人

体内
cRR

中关键基因
V%!

"

cICP$(

的表达#发现能够抑制多

发性
11

细胞的增殖活性#并增加凋亡率#这为今后
11

的基

因治疗开拓了新思路(
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