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要$目的
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观察干扰
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对宫颈癌
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细胞裸鼠成瘤的影响&方法
!

将
&**,46#(3&$0,5

干扰载体稳定转染

(C=E

细胞!然后将细胞接种到
\1*\

%

M

裸鼠前肢腋部皮下!观察肿瘤出现时间及体积变化&结果
!

转染了
&**,46#(3&$0,5

干

扰载体组的裸鼠肿瘤较对照组生长快!肿瘤的体积明显大于对照组!差异有统计学意义"
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颈癌
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细胞裸鼠成瘤具有促进作用&
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宫颈癌是世界范围内第
0

常见的女性恶性肿瘤'

;

(

#且近年

来发病率有逐年年轻化的趋势'

0

(

)宫颈癌侵袭能力强'

,

(

#手术

切除预后效果不好#盆腔内复发率高#所以宫颈癌仍严重威胁

人类健康)研究表明#持续性高危人乳头瘤病毒$

(&T

%感染

是宫颈癌发病的主要原因'

+

(

#然而宫颈癌的具体发病机制仍然

不清楚)笔者前期研究发现#

(3&$0,5

的表达与宫颈上皮内

瘤变$

$̂2

%的分级存在显著相关性#随着
$̂2

级别升高#染色

程度降低'

/

(

#而且通过
ULa

增殖实验和
'FEA"HC==

侵袭实验发

现
(3&$0,5

能够抑制宫颈癌
(C=E

细胞的增殖和侵袭能力)

本研究拟探讨干扰
(3&$0,5

后对宫颈癌
(C=E

细胞裸鼠成瘤

的影响#从而揭示
(3&$0,5

在体内对宫颈癌生长的作用)现

报道如下)

$
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材料与方法

$4$

!

材料
!

从广州中医药大学实验动物中心选取
;5

只裸鼠#

在南方医科大学动物中心代为饲养#实验组和对照组为同体

对照)

$4/
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仪器与试剂
!

&**,46#(3&$0,5

干扰载体*

"@%21

阴性

对照载体和宫颈癌
(C=E

细胞保存于本实验室'

.
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<#

JCMDE8@AC

'S

0---

试剂*嘌呤霉素抗性质粒$

&S3$T#

N

IF<

%*嘌

呤霉素*

)SUS

"高糖基础培养基*磷酸钾缓冲液等购自钟鼎

生物技术有限公司)

$4'

!

方法

$4'4$

!

质粒稳定转染
!

(C=E

细胞转染前
0+!

接种于
;-M8

培养皿中#转染前
0!

再换用
/8*(#)SUS

新鲜培养基$不

含抗菌药物%#当细胞融合度为
6-R

!

5-R

#分别稀释
/

%

9

&**,46#(3&$0,5

干扰载体*

"@%21

阴性对照载体和
-40/

%

9

&S3$T#

N

IF<

于
;4/8*(#)SUS

基础培养基中#然后取
;/

%

**@

N

<JCMDE8@AC

'S

0---

稀释于该培养基中)室温孵育
/8@A

后#分别把各组质粒和
*@

N

<JCMDE8@AC

'S

0---

混合#并于室温下

孵育
0-8@A

)把上述各组质粒与
*@

N

<JCMDE8@AC

'S

0---

的混合

液加入培养
(C=E

细胞中#然后
,6V

*

/R$]

0

孵育转染细胞

.!

#换用新鲜完全培养基继续培养
+5!

后加入
0

%

9

"

8*

嘌呤

霉素筛选)当出现克隆后挑出克隆#扩增培养#然后将细胞

冻存)
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裸鼠移植瘤的建立
!

取生长状态良好*处于对数生长

期的宫颈癌
(C=E

细胞#用
-40/R

的胰酶消化#然后用磷酸盐

缓冲液洗涤细胞两遍#再用无血清
;.+-

培养液重悬细胞#将细

胞浓度调整为每毫升
0e;-

6 个)使用医用碘伏消毒小鼠局部

皮肤后#将
&**,46#(3&$0,5

干扰载体组细胞接种在每只

\1*\

"

M

裸鼠左侧前肢腋部#皮下接种
0--

%

*

癌细胞悬液#

"@%21

阴性对照载体组细胞接种在每只
\1*\

"

M

裸鼠右侧前

肢腋部皮下)之后隔
0L

观察与测量肿瘤的最大直径$

E

#

M8
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检验医学与临床
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和最小直径$

G

#

M8

%)根据公式!肿瘤体积
T

$

M8

,

%

>EeG

0

e

;

"

0

计算肿瘤的体积大小)饲养直到肿瘤体积过大威胁移植

瘤裸鼠生命时#断颈处死裸鼠#最后剥离瘤体)

$41

!

统计学处理
!

采用
3&33;:4-

统计软件进行统计分析#

计量资料以
F7D

表示#组间比较采用
<

检验#以
!

$

-4-/

为差

异有统计学意义)

/

!

结
!!

果
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干扰
(3&$0,5

对宫颈癌
(C=E

细胞裸鼠成瘤的影响)转

染
&**,46#(3&$0,5

干扰载体组$实验组%的小鼠精神*饮食

状况较对照组差#并且肿瘤较对照组生长快)第
;5

天
&**

,46#(3&$0,5

干扰载体组裸鼠移植瘤的体积为$

-45/6,7

-40:/;

%

M8

,

#对照组裸鼠移植瘤的体积为$

-4+,/57-4;0--

%

M8

,

#差异有统计学意义$

!

$

-4-/

%)实验组和对照组裸鼠均

未发现局部淋巴结和远处脏器的转移)见图
;

*

0

)

!!

注!

1

为对照组&

\

为实验组)

图
;

!!

接种
(C=E

细胞
;5L

后裸鼠及瘤体外形

图
0

!!

接种
(C=E

细胞后裸鼠移植瘤的生长曲线

'
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(3&$0,5

属于
$,($+

型锌指蛋白)锌指蛋白是人类最

大的转录因子家族之一#转录因子的异常涉及许多疾病及癌症

的进展)如转录因子
Z]̀ *0

的表达水平与宫颈病变进展有

关'

6

(

#它可以与信号转导分子
"8EL"

相互作用'

5

(

)锌指蛋白类

转录因子
Y*Z+

在癌症发生过程中具有双重调节作用'

:

(

#而其

在宫颈癌中的表达与癌症进展呈负相关'

;-

(

)笔者前期研究发

现#

(3&$0,5

能够抑制宫颈癌
(C=E

细胞的增殖和侵袭能力#

为此#本研究想要进一步通过体内实验研究
(3&$0,5

在宫颈

癌中所起的作用)

\1*\

"

M

裸鼠是免疫功能缺陷小鼠#是研究肿瘤生长和转

移的理想动物模型#因其对异体移植的免疫排斥作用很小#可

接受异系*异种肿瘤移植'

;;

(

)本实验中选用
\1*\

"

M

裸鼠作

为动物模型#研究干扰
(3&$0,5

后对宫颈癌
(C=E

细胞裸鼠成

瘤的作用)结果发现干扰
(3&$0,5

能促进
(C=E

细胞在裸鼠

体内的成瘤过程)这与笔者前期研究结果一致)笔者前期通

过裸鼠实验证实干扰
(3&$0,5

能够抑制肝癌细胞在裸鼠体

内的成瘤过程'

;0

(

)至于
(3&$0,5

在宫颈癌中是否像在肝癌

中一样#通过
S1&Y

途径抑制宫颈癌细胞的增殖和侵袭#过表

达
(3&$0,5

是否也能延缓肝癌细胞的细胞周期#且同样与
+

种肿瘤相关蛋白$

S'01

*

(]#;

*

%&3061

和
aGG

%发生相互作

用#还需要进行后续的实验)如果实验结果一致#对于更进一

步证明
(3&$0,5

在肿瘤中所起的作用具有重要的意义)
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