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摘 要!%目的& 探讨组织蛋白酶
?

!

@AB?

'能否增强胃癌细胞对顺铂的敏感性及其机理"从而
为临床胃癌的化疗开辟一条新路径( %方法& 通过慢病毒将

@AB?

及其酶活性失活突变体
!&'C

稳定整合到胃癌细胞株
/DC,E

中"运用
/AA

法)流式细胞术)

FGHIGJ7 K4=I

等技术"观察
转染前后各组肿瘤细胞的存活率)凋亡)凋亡蛋白表达的改变( %结果& 与相同浓度作用下的
对照组相比"

@AB?

)

!&'C

联合顺铂对细胞存活率的抑制更明显# 与对照组相比"

@AB?

)

!&'C

联合顺铂诱导细胞凋亡能力明显增加 #

FGHIGJ7 K4=I

结果显示 "

@AB?

)

!&'C

联合顺铂组
:4G2LGM :2H92HG &

)

:4G2LGM :2H92HG N

表达增加" 而代表死亡受体途径的
9J=:2H92HG $

无变化(

%结论& 与单一顺铂作用相比"

@AB?

)

!&'C

联合顺铂抑制
/DC,E

细胞存活率) 诱导细胞凋亡
能力更强"这一作用是通过线粒体途径发挥作用的(

关键词!组织蛋白酶
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"
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胃癌是临床上最常见的恶性肿瘤之一"在全球

范围内" 胃癌的死亡率位居恶性肿瘤死因第
&

位"

在男性中位于肺癌)肝癌之后"女性中位于乳腺癌

和肺癌之后%

'

&

(

!*'!

年中国胃癌新发病例约
,!_,

万

例"死亡病例约
!N_$

万例 %

!

&

( 胃癌是我国恶性肿瘤

发病率和死亡率最高的肿瘤之一"为继肺癌之后的

第二大恶性肿瘤%

&

"

,

&

(

顺铂是金属铂类络合物" 属周期非特异性抗肿

瘤药"是最常运用于胃肠道肿瘤的化疗药物之一%

E

"

-

&

(

但是长期应用顺铂后化疗疗效降低"而提高使用剂

量患者常不能耐受其副作用 %

%a''

&

( 组织蛋白酶
?
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# 是一个凋亡的功能性调控因

子"是
45(66+7

等人最先报道的!

#889

$

%

#!

&

'许多研究

指出" 化疗很大程度上是通过药物诱导细胞凋亡来

实现的"肿瘤细胞中促凋亡基因的表达下调或缺失"

导致了化疗药物诱导细胞凋亡的抑制" 产生化疗药

物耐药%

#&

"

#:

&

' 因此"如何诱导肿瘤细胞凋亡(重建和

增强肿瘤细胞对化疗药物的敏感性成为肿瘤化疗研

究的重点%

#9

&

' 本文将探讨
1230

能否增强胃癌细胞

对顺铂的敏感性及其机理" 从而为临床胃癌的化疗

开辟一条新路径'

#

材料与方法

!"!

实验材料

人 胃 癌 细 胞 株
4;<!:9

( 慢 病 毒 包 装 体 系

=>?@!ABC3!<+5

(

=>=!

(

?3?D

(

!$E8

均为本实验室

保存' 内切酶购自
2*+F75

公司"

=1B

反应所需酶购

自
2(;(B(

公司" 抗体购自
1+66 3.G/(6./G 2+'*/565!

GH

"凋亡试剂盒购自
I0

公司'

!"#

实验方法

#E!E#

突变质粒的构建

合成
!&#<

突变引物 " 上游引物为
112D2!

D221J1JJ2DD1121

" 下 游 引 物 为
DJDD1!

1J22D2DJJ1J1JDD

'分别合成两段含有突变位点

的片段" 反应条件为
89" 97./

"

89" 9-

"

KL" &M-

"

%!" :"-

"共
!9

个循环' 分别胶回收上述两段
=1B

产物'将回收的
1230

突变片段进行重叠延伸反应"

循环设置同上" 共
NM

个循环' 暂停反应后" 加入

1230

上 下 游 引 物 "

O 1DDJJ221J2D1JD11!

1211JD11

"

B

)

D1212JDJ12JDJDD1DDD1JD1

"

继续
=1B

反应'

NP!E!

稳定克隆的筛选

于
K

孔培养板中接种
N#N"

K 细胞
Q

孔"加不同浓

度的
D!:#$

*

!MMR#MMMGQ76

$"第
#:S

细胞全部死亡的

浓度为最佳
D!:#$

筛选浓度' 将
%E9!G

空载体及

=>?@!ABC3!1230Q!&#<!<+5

"

!E9!G =>=!

"

?3?D &E9!G

"

!$E8 KE9!G

"共转染
!8&2

细胞中"培养
:$*

后收集

上清' 将收集的慢病毒加入
4;<:9

细胞"

:$*

后将

细胞按照
#$#M

传代于
#M'7

培养皿中" 以含
D!:#$

筛选浓度的完全培养基培养" 以后每
&R9S

换液
#

次"大约
#:S

后获得
D:#$

抗性克隆"当细胞形成
!R

&77

大小的克隆时"以胰酶浸湿的相应大小滤纸片

将各个细胞克隆分别转移至
#!

孔细胞培养板"待细

胞增长至一定数量后消化收集细胞进行
T+-)+F/

U65)

鉴定'

#E!E& T+-)+F/ U65)

收集细胞"向沉淀加入适量蛋白裂解液*

9M77Q>

2F.-!16

"

,VW%E:

"

N9"7756Q> <(16

"

N756Q> C02J

"

"E9X

2F.)5/ @!#LL

$"在漩涡振荡器上震荡混匀"冰浴
&L7./

"

#& LLLFY7./

离心
N97./

"保留上清'蛋白质定量测定

后" 取等量蛋白样品进行
303!=JDC

电泳分离蛋白

后"将胶转移至
=?0O

膜' 将膜放入
9X I3J!2I32

*

!M7756Y> 2F.-!V16

"

N9M7756Y> <(16

"

MPM9X

2Z++/!!M

"

,VW%P:

$"室温孵育约
N*

' 加入一抗孵育'

室温孵育
!*

'

2I32

洗膜"

NM7./%&

次'加入二抗室温

孵育
N*

'

2I32

漂洗膜
NM7./#&

次'再使用
C1>

法显

色'

NP!P:

细胞活力分析

胃癌细胞株以
N#NM

9

Y

孔的浓度种
8K

孔板"

!:

小时后弃细胞板中原有的培养基" 加入药物设计好

的含药培养基处理细胞' 将上述细胞板置于
9&

1[

!

"

&%"

培养箱内"继续培养'弃去细胞板中原来培

养基"加入用培养基现配的
422

溶液"置于培养箱

中
:*

'弃上清"加入
043[ N9M!6

"振荡混匀"于酶标

仪中测定吸光度值*

[0

:8!

$'

NP!P9

流式细胞仪检测凋亡细胞比例

收集细胞培养液"培养液中有凋亡的死细胞'消

化细胞"用收集的培养液终止胰酶"轻轻将细胞吹成

单细胞悬液"

NMMMG

离心
97./

后"

=I3

洗细胞两次'

加入
N%I./S./G I\]]+F

重悬细胞"使浓度为
N%NM

K 个
Y76

'

取
NMM!6

细胞悬液"加入
9!6 =C J//+^./ ?

"避光放

置
#L7./

' 加入
9!6 %!J00

"避光放置
#L7./

' 加入

:LL!6 I./S./G I\]]+F

"上机检测'

!"$

统计学处理

应用
3=33#KPL

软件进行统计分析" 采用
)

检

验"以
"WLPL9

为显著性检验水准'

!

结 果

#"!

构建稳定表达野生型
1230

和酶活性失活突

变体
!&#<

的
4;<:9

细胞株

由于
1230

是一种天门冬氨酸肽链内切酶"为

论 著!#8



中国肿瘤
!"#$

年第
!%

卷第
&

期 !"#$%&!%$'()*+,-./0123+4/5136

了研究其功能的发挥是否与酶的活性有关! 我们通

过
'()*+,- ./0

构建了
!&12

突变体!这一突变体将

/345

的
!&1

位天冬氨酸突变为天冬酰胺! 使其酶

活性消失" 获得的质粒经测序鉴定!确认无误#

678!

9*) 1:

$%将空载体&

/345

&

!&12

包装成慢病毒!加入

到处于对数生长期的
;<2=>

细胞中! 待细胞长满

后!将细胞按照
1"1"

传代于
1" ?@

培养皿中!加入

A=1$

'

="" !8B@+

$进行克隆筛选" 经过
1=C

的筛选!

在平板中可见明显细胞克隆的形成! 分别命名为

.DEFB;<2=>

&

/345B;<2=>

&

!&#2B;<2=>

" 提取细

胞总蛋白进行
G)HI)*J K+LI

验证! 结果显示!

/345B

;<2=>

&

!&#2B;<2=>

细胞株能够稳定表达
/345

蛋白'

6789*) #M

$"

!"! ;33

法检测
/345

!

!&#2

联合顺铂对
;<2=>

存活率的影响

为了解顺铂对胃腺癌细胞的毒性! 我们选用一

系列浓度'

#N1" !8B@+

$顺铂作用
;<2=>

细胞
!= O

!

;33

结果显示顺铂对
;<2=>

在体外有较明显抑制

作用! 对
;<2=>

的半数抑制浓度为
1!8B@+

'

6789*)

!:

$"选用
1!8B@+

顺铂作用于
;<2=>

细胞
"

&

P

&

1!

&

!=

&

=$O

!

!=O

时
/345

和
!&12

高表达组存活的细胞

已经明显低于对照组!

'5

=Q!

值从
RSTP%#"T"1U

下降到

RST==#STS&U

&

RST>##STS!U

!

.V"T"1

! 差异有统计学意义

'

6789*) !M

$"

!"#

流式细胞术检测
/345

!

!&12

联合顺铂对细胞

株凋亡率的影响

加入顺铂
!= O

后!对照组&

/345

组&

!&12

组凋

亡率'含坏死细胞$分别是'

%T$W#!T#W

$&'

!#T$W#

#TQW

$& '

!ST>W##T$W

$! 与对照组相比 ! 高表达

/345

&

!&#2

的实验组!顺铂诱导细胞凋亡的能力增

强!差异有统计学意义'

.VSTS#

(

6789*) &

$%

!"$ G)HI)*J K+LI

检测凋亡相关蛋白表达水平的改变

对于凋亡通路的两条途径)**线粒体途径和死

亡受体途径!我们也进行了研究% 通常!

.*L?,H-,H) $

酶原的激活代表死亡受体途径的被激活!而
.*L?,H!

-,H) Q

酶原形式的激活代表线粒体途径的被激活%

我们的实验结果表明!

/345

&

!&#2

高表达后!

.*L!

?,H-,H) Q

酶原形式被激活!检测到了
?,H-,H) Q

活化

形式的条带!未检测到
.*L?,H-,H) $

酶原的活化!对

照组和实验组的
.*L?,H-,H) $

变化不大! 也未检测

出相应的活化条带
R6789*) =U

%这些结果表明!在顺铂

作用下!

/345

&

!&#2

激活了线粒体途径的凋亡!而

:H-

:

+

3O) H)X9)J?7J8 *)H9+IH LY @9I,I)C /345

'

!&#2

$

T

M

+

3O) C)I)?I7LJ LY /345 ,JC !&#2 )Z-*)HH)C 7J HI,K+[

I*,JHY)?I)C ?)++ +7J)H K[ G)HI)*J K+LIT

:HJ

/345

"!,?I7J

%&'()* + ,-* *./012&.-3*4/. 56) ./0127 /)04.5*8/*9 8*22 2&4*. 65 :,;< 049 !#+=

%&'()* ! ,-* .()>&>02 65 ?@=$A 055*8/*9 17 :,;<

"

!#+= 8631&4*9 B&/- 8&.C20/&4

:

+

3O) @)C7,J 7JO7K7IL*[ ?LJ?)JI*,I7LJ LY ;<2=>

I*),I)C \7IO ?7H-+,I7JT

M

+

3O) '5

=Q!

(,+9) LY ?LJI*L+

!

/345 ,JC !&#2 8*L9-H

I*),I)C \7IO ?7H-+,I7J LY #!8B@+ ,I C7YY)*)JI I7@) -L7JIH RSO

&

PO

&

#!O

&

!=O

&

=$OUT

/LJI*L+ /345 !&#2

S # ! & = > P % $ Q #S

/7H-+,I7JR!8B@+U

#TS

ST$

STP

ST=

ST!

/
)
+
+
H
9
*
(
7
(
,
+
*
,
I
)
R
W
U

S P #! != =$

37@)ROU

#TS

ST$

STP

ST=

ST!

'
5
E
,
+
9
)
R
=
Q
!
J
@
U

: M

: M

]^.VSTS#

/LJI*L+

/345

!&#2
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2&0&30&2 45 6&+0&%- 41,0

不是死亡受体途径!

&

讨 论

'()*

在所有细胞中都可以

低浓度存在"主要分布于细胞浆

的溶酶体中"亦可分泌到细胞间

质#血液#体液中 $

#+

%

!

'()*

最初

在粗面内质网中合成"经过信号

肽切除"以及
,

端糖基化"形成

酶前体被转运至高尔基体"这个

-!.*

的前体通过
/+0

受体结合

进入溶酶体形成
1$.*

的中间分

子" 中间体进一步加工修饰为

&1.*

及
21.*

的肽链片段"为其

成熟形式!

'()*

是一种诱导凋

亡的重要介质! 在存在凋亡信号

时 " 如
(,3!!

$

2%

"

2$

%

#

43,!5

#

3678

90:

或其他凋亡信号 $

2!

%

"酸性鞘

磷脂酶被激活"释放神经酰胺作

为二级信号诱导
'()*

从溶酶体

到细胞质的易位 $

2;

%

!

'()*

在细

胞溶质中激活
<6=

"导致凋亡诱导因子&

943

'选择性激

活$

!"

%

! 激活的
<6=

导致线粒体细胞色素
'

的释放"进

一步激活
>67?67@ ;

"从而导致细胞凋亡$

!2

%

! 将分离的

线粒体与
'()*

一起孵化" 观察到了细胞色素
'

的释

放$

!!

%

! 我们的结果显示(

'()*

能够增强顺铂的细胞

毒作用" 增强其对细胞存活率的抑制和诱导细胞凋

亡的能力! 因此"联合
'()*

可以增强顺铂对胃癌细

胞的杀伤力!

'()*

是一种天门冬氨酸肽链内切酶"其活性位

点位于
&1.*

和
21.*

的天冬氨酸残基 &

&&

位点和

!&2

位点'" 激活主要通过半胱氨酸溶酶体途径或天

冬氨酸酶切途径$

!&

%

!

'()*

作为一种溶酶体酶"

?A

值

约
1

时可以激活其催化活性" 而其发挥诱导凋亡作

用是
&1.*

的成熟片段通过溶酶体到细胞质的转位

实现的 $

!1

%

"而在几乎中性
?A

的细胞液中"其酶活性

几乎完全丢失! 我们的实验结果显示"

&1.*

片段的

酶活性突变体)))

!&2,

" 也可以发挥诱导凋亡的功

能! 因此"

'()*

诱导细胞凋亡并不依赖其天冬氨酸

酶活性"其诱导凋亡的机制还不是很清楚! 有可能"
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中国肿瘤
!"#$

年第
!%

卷第
&

期 !"#$%&!%$'()*+,-./0123+4/5136

'()*

为级联反应切割半胱天冬酶! 或是作为
+,-!

.,-/

激活的正向调控因子!或是与其它蛋白结合来

稳定具有催化活性的复合物" 完整的理解
'()*

介

导的凋亡途径仍然需要进一步的研究"

虽然我们的研究表明
'()*

是一个有潜在价值

的肿瘤治疗靶点! 但是目前胃癌是一个世界上都难

以攻克的难题!患者的早期转移较多!

0

年生存率较

低" 如果能进一步深入了解
'()*

基因!并且与基因

治疗相结合!用于胃癌的早期诊断与治疗!提高患者

的生存率!改善生活质量!将是在胃癌研究中的一项

突破" 本文仅是从体外细胞实验的角度提供增强胃

癌细胞对顺铂敏感性的一种可行方法! 距离实际临

床应用于治疗肿瘤患者还有一定的过程! 需要更多

深入的研究"
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