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转染 护 3

基因对胶质瘤细胞株
S H以4 裸鼠致瘤性的作用研究

王 占祥 章 翔 张志文 步星耀 刘 飞 陈义军 杨 帆

摘要 目的:
探讨转染野生型 沪( t w

一

沪) 和 突变型 沪( t m
一

沪) 基因
,

对人胶质瘤细胞

株 SH O抖裸鼠致瘤性的影响及意义
。

方法 :
采用质脂体介导法

,

分别将 wt
一

沪和 mt
一

沪基

因导入人胶质瘤细胞株 SH吸弘冈
,

体内外检测转导细胞的生长状况和裸鼠致瘤性
。

结果
:
转

染 mt
一

俨基因的细胞株
,

4G 18 筛选细胞集落数
、

软琼脂平皿细胞集落数以及裸鼠瘤组织重

量和体积
,

均显著高于对照组 ( 尸 < 0
.

0 1 ) ; 而转染 wt
一

沪基因的细胞株均显著低于对照组

( p < 0
.

01 )
,

表明导入 wt
一

沪基因的细胞株
,

瘤细胞生长速度明显低 于对照细胞株和导入
·

-mt 沪基因的细胞株
,

即导入 mt
一

沪基因的细胞株瘤细胞生长速度最快
,

而 导入 wt
一

沪基因

的细胞株瘤细胞生长速度最慢
。

结论
: wt

一

沪基因能有效地抑制人胶质瘤细胞生长 ; mt
一

沪

基因则可以明显地促进瘤细胞生长
。
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护
,
基因的发现经历了肿瘤抗原

,

癌基因和 抑癌基

因三个阶段
,

直至发现了沪蛋 白有野生型和突变型之

分才确认它是一种肿瘤抑制基因 l[]
。

野生型 护
,
基因

( -wt 沪 )不具有转化细胞活性
,

相反却可 以抑制肿瘤细

胞的生长
,

只有在 -wt 沪发生突变或缺失后产生的突变

型 护
,
基因 (-mt 护

,

)才具有转化活性
,

产生致癌作用民
, 1

。

Bak e r

等曾将 -wt 沪导人大肠癌细胞株
,

结果发现 协沪

可以抑制肿瘤细胞对裸鼠的致瘤作用 [’]
。

脑胶质瘤细

胞有较高的护
3
突变或缺失率

,

但有关 护
3
基因对胶质瘤

细胞株作用的报道却很少
,

本文分别将 -wt 沪和 -mt 沪

导人 SHO科脑胶质细胞株
,

并对转染细胞 的生长状况

和裸 鼠致瘤作用进行了比较
。

, 材料和方法

1
.

1 材料

S HO料 细胞株
,

苏州医学院脑研所提供 ;
-wt 沪和

-mt 沪基因质粒
,

由本校病理教研室杨帆博士惠赠 ; RP
-

Ml l翻。 为 G i玩
。
公司产品 ;

4G 18 月刀 l砂ber ne 为 iS gn
l a

公司

产品 ;抗 沪蛋白单抗 】) } 7
,

美国 DA KO 公司产品
。

1
.

2 方法

1
.

2
.

1 细胞培养

用 Rl 〕Ml
一

16《 )培养液 (含 10 % 小牛血清 )
,

37 ℃
、

5%

作者单位
:
71 X() 3 2 西安

,

第四军医大学西京 医院神经外科

(王 占祥
、

章翔
、

步星耀
、

张志文
、

刘飞
、

陈义军 ) ;第四军 医大学

基础部病理学教研室 (杨帆 )

C q 孵箱内培养
。

1
.

2
.

2 基因转染及筛选

将 2 x l护 对数生长期细胞接种于 35 ~ 直径培养

皿中
,

24 h 后待细胞长至皿底 印 %时
,

将 A 液 ( 100 拌1无

血清培养液中含 2沁 待转染质粒 )与 B 液 (l oo 拌l 无血

清培养液中含 1即 1 脂质体 )混合
,

室温下孵育 20 而
n ,

以

无血清培养液洗涤细胞
,

加入质脂体复合物
,

再加人 0
.

8耐 无血清培养液培养 h5
,

加人 1而 20 % 小牛血清继续

培养 h8
,

然后用新鲜完全培养液培养 7h2
。

应用 0
.

25 %

胰酶消化细胞
,

接种于选择性培养液 (含 c4 18 5X()t gL/

耐 )中培养 14 天
,

以亲本细胞做对照
。

1
.

2
.

3 软琼脂生长试验

将 1 x I J 个细胞与 5而 0
.

35 %琼脂混合
,

均匀铺在

琼脂平皿上
,

37 ℃
、

5 % Cq 培养 3 周
,

观察细胞集落形

成状况
。

1
.

2
.

4 间接免疫荧光试验

细胞涂片
,

室温干燥后丙酮固定
,

将沪单抗与抗原

片反应
、

洗涤后与羊抗鼠够 荧光标记抗体反应
,

荧光

显微镜下观察记录
。

1
.

2
.

5 裸鼠致瘤试验

5 周龄雌性 B
a lb /C

一

耐 nu 裸 鼠
,

随机分组
,

于臀部皮

下接种 0
.

2而 细胞悬液 (约含 2 x I J 个转基因细胞 )
,

以未导人 沪基因的 SHO科 细胞作对照
。

在接种后 7
、

14
、

2 1
、

28
、

35 天观察肿瘤的生长状况
。

1
.

2
.

6 统计学分析
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数据用均数 士 标准差 (
x土 :

)表示
, ` 检验进行显著

性分析
。

2 结果

2
.

1 DNA 转染与筛选

分别将 -wt 沪及 -mt 沪质粒导入 SHO科 细胞
,

并用

4G 18 筛选
,

未转导的 SH O抖 细胞作对照
。

10 天后
,

对

照组细胞死亡
,

转染细胞集落数见表 1
。

导人 -mt 沪基

因的细胞集落数约是导人 -wt 沪基因的两倍
。

表 1 4G 18 筛选后细胞集落数

细胞 集落数

S】1《少阿 0

3263S H《渊阵
一M八

`

产

SH 《弘协
一

mt
一

护3

2
.

2 软琼脂细胞生长状况

将转染细胞转至软琼脂平皿生长
,

4 周后观察细胞

集落数
,

结果见表 2
,

转染 -wt 沪基因的细胞集落出现时

间较转染 -mt 沪基因的细胞要晚
,

且两组集落数有显著

差异 ( P
< 0

.

0 1 )
。

表 2 软琼脂平皿生长细胞集落数

细胞 集落数

S HO料 印
5110 抖

一

-wt 护
3 28

SH 《又4
一

mt
一

护3 75

2
.

3 间接免疫荧光反应

转染细胞免疫荧光强度明显高于对照细胞
,

表明

转染细胞内护
3
蛋白的表达量显著高于对照细胞

。

2
.

4 裸鼠致瘤性

裸鼠接种细胞 1周后
,

对照组及导人 -mt 沪基因的

细胞组开始出现瘤组织
,

而导人 -wt 沪基因的细胞组则

在 3 周后开始出现瘤组织
。

3 个细胞株生长速度存在

明显差异
,

见图 1
。
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图 1 裸鼠瘤组织生长速度 比较

2 周内对照组瘤组织生长速度略高于导人 -mt 沪细

胞组
,

但随后对照组瘤组织生长速度明显地低于导入

-mt 沪细胞组 (尸 < 0
.

01 )
。

导人 -wt 沪 细胞组较其余两

细胞组生长速度明显减慢 (尸 < 0
.

01 )
。

第五周时瘤组

织的体积与重量见表 3
,

相互 间存在显著差异 ( P < 0
.

0 1 )
。

表 3 裸鼠瘤组织重且和体积比较

5 110 抖 SHO抖
一

讯
一

护3 SHO 料
一

-mt 护
3

,

瘤体积 ( nun ) 9
.

2()
土 2

.

86 3
.

5 8 士 3
.

7 3 * 18
.

2 1土 3
.

42
*

瘤重量 ( g ) 0
.

妇
士 0

.

以 0
.

13 士 0
.

仍
* 1

.

刀
士 0

.

仍 ,

, 尸 < 0
.

0 1与对照组比较

3 讨论

沪蛋白是细胞 内的一个核蛋白
,

它在非转化细胞

内表达很低
,

但在肿瘤细胞或转化细胞 内却常常高表

达
。

因此
,

沪蛋白的过量表达常被认为与细胞转化有

关
。

另外
,

有证据表明 沪与 asI 基因可转化原代的啮齿

类细胞
,

并使其出现恶性表现 s[]
。

而最近的研究表明
,

-wt 沪并不具有转化活性
,

它的转化潜能是通过发生突

变或缺失后产生的
,

iF川0 , 等人将 -wt 沪 导人大 鼠成纤

维细胞后
,

不仅可抑制 asr 基因的转化作用
,

而且可抑

制 跳 和 -mt 户
,

对细胞的共转化作用
,

因此
,

目前明确地

证实了 -wt 沪是一种抑癌基因
,

可 以抑制某些细胞的转

化
,

只有在 -wt 护
3

突变产生 -mt 护
,
时

,

才能促进细胞的转

化
。

沪基因全部 DNA 序列已经测出
,

含有一段高度保

守的 DNA 序列 e[]
,

一旦此序列发生突变
,

就可使 -wt 沪

变成为 -mt 护
3
而丧失抑瘤活性

,

促进细胞转化
。

B ak
e r

等人将 -wt 沪和 -mt 沪分别导人结肠癌细胞

株中
,

软琼脂生长结果表 明
,

-mt 沪的集落形成数要 比

-wt 沪高出 5 一 10 倍
,

裸鼠致瘤实验发现 -wt 沪不能使裸

鼠成瘤 [’]
。

本研究分别将 -wt 沪和 -mt 沪转导人胶质瘤

细胞
,

经 4G 18 筛选后
,

-mt 沪细胞的集落形成数比 -wt 沪

高约一倍
,

软琼脂生长集落数也 明显高于 -wt 沪细胞
,

裸鼠致瘤试验表明
,

-mt 沪组瘤组织生长明显较未转导

组快
,

而 -wt 沪组瘤组织生长明显较未转导组慢
,

三者

间相差显著 (尸 < 0
.

0 1 )
。

结果进一步证明
,

-wt 产是抑癌

基因
,

可明显抑制胶质瘤细胞生长
,

而 -mt 沪 可促进瘤

细胞生长
。

在许多种肿瘤细胞中
,

包括胶质瘤细胞在内
,

都发

现有 护
,

基因的突变 7[]
。

本实验证实转染 -wt 沪可 以明

显抑制胶质瘤细胞生长
,

有望为临床胶质瘤的治疗提

供新的途径
。
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