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探讨
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$

HG=T-

对宫颈癌
Y:23

细胞周期和细胞凋亡的影响%

方法
!

实时荧光定量
'(=

检测
Y:23

细胞转染后
HG=T-

干扰组及阴性对照组中
8G=6"!

的表达量%流式细胞

仪分析
Y:23

细胞周期及凋亡率的变化%结果
!

转染
HG=T-

干扰载体后!实时荧光定量
'(=

检测
Y:23

细胞中

8G=6"!

明显低于空白对照组及阴性对照组!差异有统计学意义"

"

$

$#$@

$!空白对照组与阴性对照组相比!差

异无统计学意义"

"

%

$#$@

$#

HG=T-

表达载体可明显增加细胞凋亡率!并显现出
d

$

'

d

!

期阻滞作用%结论
!

8G=6"!HG=T-

干扰载体可以高效地抑制宫颈癌
Y:23

细胞
8G=6"!

基因的表达!增强细胞的凋亡!并使细胞周

期阻滞于
d

$

'

d
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期%
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我国宫颈癌发病例数居全球第二位'

!

(

#在我国女

性生殖系统肿瘤中居首位'

"

(

#其发病是一个多因素参

与的复杂过程)肿瘤细胞的侵袭*转移是促使宫颈癌

病情进展*死亡的主要原因之一)研究表明
8GF;A=6

T-6"!

$

8G=6"!

&是宫颈癌细胞增殖*侵袭及迁移过程

中重要的调控因子#是宫颈癌基因治疗的重要靶点之

一'

&6>

(

)

=T-

干扰技术是近几年发展起来的一种基

因封闭技术#可以特异性剔除或关闭特定基因的表

达#本项目拟合成
HG=T-

#构建合成
8G=6"!6HG=T-

干扰载体#靶向抑制宫颈癌
Y:23

细胞
8G=6"!

的表

达#观察
8G=6"!6HG=T-

对宫颈癌
Y:23

细胞生长的

影响)

$

!

材料与方法

$#$

!

材料
!

人宫颈癌亲本细胞株
Y:23

购自中科院

上海生化细胞所细胞库#总
=T-

提取试剂盒购自杭

州博日科技有限公司#

8G=6"!6HG=T-

*阴性对照及

N?

引物购自广州锐博生物科技有限公司#

'+

及

-TUW+T6Q+)(-

9

A

9

,:7:F7:;XG7

试剂盒购自美国

1,

公司#新生牛血清购自美国
dGPFA

公司#细胞培养

瓶及培养板购自美国
(A;4G4

K

公司)仪器!

(_

"

培养

箱购自美国
)D:;8A

公司#离心机购自德国
U

99

:46

5A;E

公司#

Q-(.(347A

流式细胞仪购自美国
1,

公

司#

*++-%

实时荧光定量
'(=

仪购自美国
-1+

公司)

$#/

!

方法

$#/#$

!

细胞培养及转染
!

Y:23

细胞于培养基中培

养*消化及传代#

HG=T-

及阴性对照转染
Y:23

细胞#

作为
HG=T-

干扰组和阴性对照组)

$#/#/

!

实时荧光定量
'(=

!

转染
%"D

后#按照试剂

+

@@&!

+

检验医学与临床
"$!0

年
@

月第
!?

卷第
!$

期
!
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!
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I

"$!0

!

*A2#!?
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作者简介!徐文莉#女#副主任技师#主要从事肿瘤分子诊断方向研究)



说明书进行操作#提取总
=T-

#

SC27GHX34

K

A

酶标分

析仪检测
=T-

纯度及浓度#

-

"?$

"

-

"<$

吸光度比值为

!#<

#

"#$

时满足要求)以
N?

作为内参#反转录引物

为
@O6(d())(-(d--)))d(d)d)(-)6&O

)

反应条件!

0@k

#

@8G4

%

>$

个
'(=

循环'

0@k

#

!$H

%

?$k

#

"$H

%

%"k

#

"$H

%

%<k

#

"$H

$收集荧光&(%为了

建立
'(=

产物的熔解曲线#扩增反应结束后继续从

%"k

缓慢加热到
00 k

$每
@H

升高
! k

&)

8G=6"!

@O6)d( d)d )(d )dd -d) (6&O

#反 应 条 件!

0@k

#

@8G4

%

>$

个
'(=

循环'

0@ k

#

!$H

%

?$ k

#

"$

H

%

%"k

#

"$H

%

%< k

#

"$H

$收集荧光&()为了建立

'(=

产物的熔解曲线#扩增反应结束后继续从
%"k

缓慢加热到
00k

$每
@H

升高
!k

&)以
N?

为内参

照#以
"

6

00

(7法表示相对表达量#

00

(7]

$

(7

HG=T-

干扰组[

(7

N?

&

HG=T-

干扰组
[

$

(7

HG=T-

干扰组 [(7

N?

&阴性对照

组#

()

为每个反应管中的荧光信号达到所设定阈值

时所经历的循环数)

$#/#'

!

碘化丙啶$

'+

&法检测肿瘤细胞周期
!

胰酶消

化细胞后#收集细胞悬液离心#弃去上清液#用
'1.

洗

涤
"

次#调整细胞水平在
!h!$

@ 个"
8R

左右#加入

'+

#室温避光
&$8G4

#流式细胞仪检测细胞周期)

$#/#1

!

流式细胞术检测肿瘤细胞的凋亡
!

细胞悬液

处理同
!#"#&

步骤#取
!$$

&

R

细胞悬液*

%6--,@

&

R

及
Q+)( -TTUW+T *@

&

R

充分混匀#置于室温

$

"$

#

"@k

&避光
!@8G4

#加
>$$

&

R1G45G4

K

1CEE:;

在

!D

内进行检测)

$#'

!

统计学处理
!

采用
.'..!0#$

统计软件进行数

据处理及统计学分析)呈正态分布的计量资料以
Of

G

表示#组间比较采用
=

检验#以
"

$

$#$@

为差异有统

计学意义)

/

!

结
!!

果

/#$

!

8G=6"!

在不同细胞系中的表达
!

细胞转染后

8G=6"!

的表达#结果显示
HG=T-

干扰组表达量为

$#">@f$#$!"

#均明显低于阴性对照组的
$#0!"f

$#$!@

及空白对照组的
!#$$$

#差异有统计学意义

$

"

$

$#$@

&#空白对照组与阴性对照组相比#差异无统

计学意义$

"

%

$#$@

&)

表
!

!!

转然后各组细胞的周期变化#

OfG

-

/

%

组别
d

$

"

d

!

.

d

"

"

S

空白对照组
&<#""f!#!" >$#"<f&#@0 "!#>@f!#0"

阴性对照组
&0#<%f!#"? &%#!@f"#!0 ""#?<f"#0%

HG=T-

干扰组
?@#$<f"#"@

"1

""#@?f"#>@

"1

!"#$!f!#"%

"1

!!

注!与空白对照组比较#

"

"

$

$#$@

%与阴性对照组比较#

1

"

$

$#$@

!!

注!

-

为空白对照组%

1

为阴性对照组%

(

为
HG=T-

干扰组

图
!

!!

各组细胞周期的流式细胞图

!!

注!

-

为空白对照组%

1

为阴性对照组%

(

为
HG=T-

干扰组

图
"

!!

各组细胞凋亡率的流式细胞图

/#/

!

流式细胞术分析细胞周期的变化
!

采用
'+

单 染法检测细胞周期#

HG=T-

干扰的
d

$

"

d

!

期细胞比

+

?@&!

+

检验医学与临床
"$!0

年
@

月第
!?

卷第
!$

期
!

R3PS:5(2G4

!

S3

I

"$!0

!

*A2#!?

!

TA#!$



例明显升高#

.

期及
d

"

"

S

期细胞比例明显下降#与空

白对照组及阴性对照组比较#差异有统计学意义$

"

$

$#$@

&)阴性对照组与空白对照组相比#不同细胞周

期间差异均无统计学意义$

"

%

$#$@

&)见表
!

和

图
!

)

/#'

!

流式细胞术检测细胞凋亡率
!

流式细胞仪
-T6

T+W+T*

"

%--,

双染法检测结果显示#空白对照组*

阴性对照组*

HG=T-

干扰组凋亡率分别为$

!@#"@f

$#>"

&

/

*$

!?#<%f$#!@

&

/

*$

>$#!>f"#@<

&

/

)

HG=6

T-

转染
Y:23

细胞后#细胞凋亡率明显升高#与空白

对照组及阴性对照组比较#差异有统计学意义$

"

$

$#$@

&%空白对照组与阴性对照组间比较#差异无统计

学意义$

"

%

$#$@

&)见图
"

)

'

!

讨
!!

论

!!

宫颈癌是全球最为常见的妇科恶性肿瘤之一#目

前研究证明高危型人乳头瘤病毒与宫颈癌具有密切

关系#但不是感染了该病毒的患者一定发展为宫颈

癌#从而说明宫颈癌的发生*发展还有其他因素的参

与)研究证实
8G=T-H

调控肿瘤的发生*发展#

8G=6

"!

是体内重要的
8G=T-H

之一#通过靶向调控多种

细胞凋亡相关基因#促进细胞增殖#对抗细胞凋亡#参

与多种肿瘤的发生*发展和侵袭*转移过程#如胃癌*

神经胶质细胞瘤*非小细胞肺癌*卵巢癌等'

@6<

(

)研究

证实#

8G=6"!

通过促进宫颈癌肿瘤细胞的侵袭*转移

参与宫颈癌的发生*发展'

&

(

)鉴于
8G=6"!

在恶性肿

瘤细胞中生物学行为的调控作用#通过改变
8G=6"!

的表达量对调控宫颈癌的发生*发展具有重要的

作用)

HG=T-

源于双链
=T-

$

5H=T-

&#

5H=T-

在细胞

质中由
,GF:;

酶复合物切割成
"!

#

"&47

左右的小片

段#即
HG=T-

#最早在植物中被发现#后来
Q+=U

等'

0

(

发现
HG=T-

能有效地抑制线虫基因的表达)

HG=T-

经内涵体进入细胞中#通过内涵体释放后双链被切

开#反义链
=T-

与相关蛋白质结合形成
=T-

诱导

的沉默复合体#其复合体识别靶基因的信使
=T-

#并

使其降解#从而使特定蛋白的表达受到抑制#导致相

关基因沉默)

HG=T-

可以通过人工合成#其序列可以

设计成能够抑制任何相关靶基因的序列)基于该理

论#本研究设计了
8G=6"!

特异性的干扰载体#研究对

宫颈癌
Y:23

细胞的影响)

本研究利用构建成功的
8G=6"!HG=T-

表达载体

转染宫颈癌
Y:23

细胞#观察干扰载体对
Y:23

细胞周

期的影响)研究结果显示#

HG=T-

干扰载体明显提高

了
Y:23

细胞
,T-

在
d

$

"

d

!

期的水平%并明显增加

了
Y:23

细胞凋亡)原因可能在于细胞周期包括
d

$

"

d

!

期*

.

期*

d

"

期*

S

期
>

个时相#每个时期异常都会

影响
,T-

的合成#本研究中细胞
,T-

合成阻滞于

d

$

"

d

!

期#失去分裂能力#终生处于
d

$

"

d

!

期#诱导细

胞的凋亡)

综上所述#

8G=6"!HG=T-

表达载体可以有效地抑

制宫颈癌
Y:23

细胞中
8G=6"!

的表达#促进
Y:23

细

胞的凋亡#有效地抑制肿瘤细胞的增殖#为将来进一

步肿瘤生物治疗提供基础#为新型抗癌药物的开发提

供了新的策略和思路)
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