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摘 要!%目的& 探讨重组腺病毒
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!

+,-"*&$

'影响口腔黏膜异常增生细胞!

./0"12

'生长(诱导凋
亡的分子机制) %方法&利用

345.63

及
789:8+2 ;<=:

技术检测
+,-"*&$

转染
./0"12

细胞后
*&$

(

*!)

6>.?7,@ 及
;A<"! B3C,

和蛋白的表达变化* %结果&
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细胞经
+,-"*&$

转染后"
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6>.D7,@

和
;A<"! B3C,

和蛋白水平的表达均出现明显变化* 转染
!%E

后"
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6>.D7,@

B3C,

及蛋白表达
显著增高!

.#FGF)

'"而
;A<"!

则在转染
H!E

后表达明显降低!

.$FGF)

'*%结论&

+,-"*&$

转染
./0"12

细胞后"外源性
*&$

的导入使
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6>.D7,@ 激活"并抑制
;A<"!

的表达"从而诱导细胞凋亡*
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有着相似的发病机制* 研究证实"在
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展的各个阶段" 均可有不同程度的
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表达异常"而

伴有
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表达异常的
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诱导细胞产生凋亡%
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* 为了进一步探究
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'表达情况"为
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基因治疗提供理论基础和实验依据*

)

材料与方法
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主要试验器材和试剂

口腔黏膜异常增生角化细胞株
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病

损细胞建系!为
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表达缺失型细胞株"
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用
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细胞'空
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转染后
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及
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的
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!
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引物法!

以
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上海生工公司合成'

3BL/8 0

%*

>?@

产物经
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琼脂

糖凝胶电泳分离! 然后在凝胶成像仪上记录目的条

带的灰度值并分析结果*

!"$ N8AE8*; L/6E

检测

将
*+,!()$

按
O%PQ0""

转染
>%F!G;

细胞!收

集
!H:

及
I!:

的悬浮及贴壁细胞! 使用
@P>+

裂解

液裂解细胞!提取总蛋白!用
N8AE8*; L/6E

的方法分

别检测
*+,!()$

转染后
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+

(!0

?P>RN+S 及
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蛋白

的表达!以正常培养的
>%F!G;

细胞作为空白对照!

以
!!B9E4;

作为内参对照"
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统计学处理

实验数据以均数
$

标准差
-!$A.

表示!所得数据均

采用
T>TT#$UV

软件包进行统计分析"

>%VUV)

为差异

有统计学意义"

!

结 果

在本研究中!分别通过半定量
@32>?@

方法和

N8AE8*; L/6E

检测了
*+,!()$

转染
>%F!G;

细胞后不

同时间
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(!0

?P>RN+S 及
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及蛋白的表达

变化'
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%"结果显示!
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()$

相似!
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在
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后表达增高'
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%!与对照组'
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%比较差异均有统

计学意义'
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%#相应的
(!0

?P>RN+S 蛋白在
*+,!()$

转染
!H:

(

I!:

后表达明显升高'
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!

VUV0$VU$X

%!与对照组 '
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*+,!()$
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!H:

(

I!:

后表达也明显下降 '
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讨 论

()$

是目前研究最为

广泛和系统的抑癌基因之

一" 自从该基因在
0GIG

年

被首次报道以来! 人们对

其结构和功能展开了广泛的研究" 研究发现!

()$

基

因参与了
KJ+

损伤修复(细胞周期调控(细胞凋亡

及抑制血管生成等过程" 其介导的信号转导通路非

常复杂!参与其调控的基因已超过
0XV

种!这些基因

形成复杂的网络进而调节细胞的生命活动,

X

-

* 在课

题组前期研究证实
*+,!()$

能抑制
>%F!G;

细胞增

殖(调节细胞周期(诱导细胞产生凋亡的基础上!本

研究进一步检测了
()$

通路的关键分子'

(!0

?P>RN+S

(

L9/!!

%表达情况!从而初步探讨了
*+,!()$

对
>%F!

G;

细胞发生作用的相关分子生物学机制*

(!0

?P>RN+S 基因是近年来被发现的哺乳动物中第

一个细胞周期蛋白依赖激酶抑制因子* 它几乎能和

所有的细胞周期素.周期素依赖激酶复合物结合!

引起细胞周期停滞于
[

0

期,

I
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* 作为
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基因最主要

的调节细胞周期下游分子!

(!0
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处有野生型
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# 在本研究中$
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细胞为
12$

基因缺失细

胞$

1!#

%>:?@/A 处于未激活状态$因此其基础
BCD/

很

低% 而当
)/0!12$

将外源性
12$

转入
:;<!='

细胞

后&

1!#

%>:?@/A 被激活&其在
BCD/

水平和蛋白水平的

表达均显著提高&并与
12$

的表达呈现出一致性%提

示外源性的
12$

通过激活
1!#

%>:?@/A

& 上调后者的表

达&进而调节细胞周期%

在
12$

依赖型的细胞凋亡网络中主要包括内源

性通路和外源性通路% 在外源性通路中&

12$

可以诱

导肿瘤坏死因子受体家族中的死亡受体形成死亡诱

导信号复合体&进而导致
57E17E4

家族的级联活化&

从而诱导凋亡的发生!

=

"

% 在内源性凋亡通路中&

12$

基因可以通过激活
F5*!!

家族中的
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'
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等
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F5*!!
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'
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等抗凋亡分

子对细胞凋亡过程进行严密的控制# 本研究选取对

抗凋亡分子
F5*!!

的检测来初步探讨
)/0!12$

诱导

:;<!='

细胞凋亡的分子机制# 本研究发现&正常的

:;<!='

细胞中存在
F5*!!

较高水平的表达(

BCD/

'

蛋白)& 而在
)/0!12$

转染
8!-

后的
:;<!='

细胞中

表达显著降低& 提示外源性的
12$

抑制了
F5*!!

的

表达&从而诱导了凋亡的发生%

由于在
12$

的调节网络中存在众多反馈环'转

录后修饰'蛋白间的相互作用以及组织差异等原因&

)/0!12$

作用复杂分子机制仅仅依靠检测几个效应

分子的表达变化是远远不够的%以本研究为依托&进

一步利用基因芯片或蛋白组学等高信息通量的技术

对
)/0!12$

转染前后细胞内各种分子变化进行广泛

深入的研究&才能全面了解其确切的作用机制%
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