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"宁波市鄞州人民医院!浙江 宁波
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#

摘 要!$目的% 筛选胃癌细胞多药耐药基因
$

&

B@C$

#的有效
C;E

干扰靶点!并进行药物敏感度
验证' $方法% 设计并合成

K

条干扰靶点
4-16(

序列!连接入线性化的
J5@;EN:! =O?PD=QA!D1C

载体中!瞬时转染
<=/!&>R$?@@A

胃癌细胞!通过
SA/C

相对定量法筛选出最佳干扰序列!将最佳
干扰质粒转染细胞后!采用

//T!%

试剂盒进行药物敏感度检测' $结果% 通过
SA/C

筛选出相比
阴性对照组干扰效果最佳的

C;E

干扰"

C;E1

(序列!

B@C$

的
DC;E

表达水平抑制了
!LU##U

'

B@C#

经
C;E

干扰后!药物敏感度实验表明耐药细胞株对顺铂的敏感度增强!

G/

LR

值相比空白对
照组和阴性对照组分别下降

R:M!6?D-

)

R:L!6?D-

' $结论% 成功筛选出一个
B@C#

的
C;E

干扰靶
点!

B@C#

经
C;E

有效干扰后!耐药细胞株对顺铂的敏感性增强'

主题词!

<=/!&>R#?@@A

胃癌细胞*多药耐药基因*

D1C;E

*实时定量基因扩增*荧光检测系统*

C;E

干扰
中图分类号!

C&KL:!
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E
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"
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#
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基金项目!浙江省宁波市鄞州区农业与社会发展科技项目"鄞科
!RR>VN#

#

通讯作者!袁光波!主治医师!硕士$宁波市鄞州人民医院肿瘤放化
疗中心! 浙江省宁波市百丈东

!L#
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K#LRMR

&
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'
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(

收稿日期!

!R#!VR!VRNX

修回日期!
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多药耐药 &

D)-F1H*)6 *2313F,+52

!

B@C

( 即对结

构)性质)作用机制完全不同的药物产生的交叉耐药

现象!是当前肿瘤临床化疗工作中亟待解决的难题'

A!

糖蛋白
[A!6J\

介导的耐药机制是多药耐药的重要

分子基础!

A!6J

由多药耐药基因
$

&

B@C$

(编码!是

一种
EIA

依赖性的药物泵系统!可将进入细胞内的

药物泵出细胞$

$

%

' 以往采用钙通道阻断剂)反义寡核

苷酸)抗体等方式逆转
B@C$

$

!

!

K

%

!而最新的
C;E

干

扰&

C;E1

(技术对肿瘤细胞
B@C$

的
DC;E

表达进

行干扰!可以达到恢复其药物敏感度的作用$

M

%

' 有实

验表明胃癌对铂类药的耐药机制可能与其诱导

B@C$

表达上调有关$

L

%

' 本研究通过模拟体内
C;E

干扰通路! 构建了
K

个携带
D1C;E

干扰片段的载

体! 通过脂质体瞬时转染
<=/!&>R$?@@A

胃癌耐药

细胞株!采用
SA/C

法筛选出最佳干扰靶点!并通过

药物敏感度试验进一步验证最佳靶点的干扰效果'

$

材料与方法

!"!

试剂与仪器

线性化
J5@;EN:! =O?PD=QA!D1C

干扰载体)

阴性对照质粒
J5@;EN:!!D1C!;/!PD=QA

&载体插入

无关序列为
L$ !=EEEI=IE/I=/=/=I==E=E/=!

IIII==//E/I=E/I=E/=I/I//E/=/E=IE/EI !

II!K$

()

]1J(.25F,D1+2!RRR

)

<^_C =*22+

荧光定量检

测试剂盒均为
G+`1F*(62+

产品*小抽质粒提取试剂盒

为
Ea762+

公司产品 * 壮观霉素为
<16D,

产品*

IM

@;E ]16,32

)

B!B]9

为
Q2*D,+F,3

产品*干扰靶点的

4-16(

序列以及引物由本实验室设计!引物合成和测

序均由上海博尚完成'

<=/!&>R$?@@A

耐药细胞株购

自南京凯基生物技术有限公司*

@BPB

)小牛血清均

为
=1Y5(

产品*

//T!%

试剂为日本同仁化学研究所

产品*大肠杆菌
@b L"

为本实验室保存*其余试剂

均为进口分装或国产分析纯'

C2,-!F1D2 A/C

仪为

PJJ2+H(*.

公司产品'

!"# !B@C$

的
C;E

干扰载体构建及测序验证

采用
G+`1F*(62+

在线
C;E1

设计软件
_]4/T!

1I

IB

C;E1 @2316+2*

! 输入
B@C$

基因的
/@<

序列

L!R
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"# 选择星级最高的
,

个核苷酸片段

作为靶序列#经
-./01

排除其非特异同源性后#合成

,

对
234

两两互补的
5.678

序列#见表
#

$

经退火后
2

链与
4

链两两形成含有黏性末端

的
5.678

双链#与已线性化的
9:;'<=>! ?@3AB?2C!

B64

连接# 转化感受态大肠杆菌
;D E!

# 涂布在含

EF"73B.

壮观霉素的
G-

平板上#

,&"

培养过夜$ 第

!H

挑取菌斑接入含
EF"73B.

壮观霉素的
G-

培养基

中#

,&"

摇菌过夜 $ 次日抽提质粒 # 分别命名为

9:;'<=>!!(;4#!B64!#

%

9:;'<=>!!(;4#!B64!!

和
9:;'<=>!!(;4#!B64!,

#送上海博尚测序验证$

!"#

干扰质粒瞬时转染
I?J!&*F#3;;C

耐药细胞

于转染前
#H

# 利用胰蛋白酶消化
I?J!&*F#3

;;C

耐药细胞# 接入
!K

孔板# 分别使细胞置于

EFF".

含
#=KFL$FM2-I

培养基 !

$MCNIL$M?.O1/B/P

培养#另外添加
">E"7NB.

的
J;;C

"#

EMJ5

!

%

,&"

培

养$ 转染前细胞调整至融合度
%"M

$ 转染当天#从

I?J!&*"$N;;C

细胞中移除培养基#换新鲜的
K""".

培养基!不含抗生素"#

,&"

孵育$ 配制转染混合物&

<

管&分别取干扰载体
9:;'<=>!!(;4$!B64

及阴性

对照
9:;'<=>!!B64!'J

与
$=K"

培养基混匀'

-

管&取

5916!(A(

与
G698 !"""

混匀$ 室温静置
EB6Q

后#分

别取
-

管溶液加入
<

组各管中混合 # 室温孵育

!"B6Q

$ 将上述混合液分别滴加到
!K

孔板的
I?J!

&*"$N;;C

细胞中# 轻轻摇匀细胞培养板#

,&"

培养

箱中孵育过夜#然后换新鲜培养基$ 转染
K%R

后#荧

光显微镜观察细胞的转染效率$

!"$ SCJ4

检测
(;4$

的表达

转染
K%R

后收取细胞培养上清#

TU6V8.

裂解细

胞#抽提
4'<

#检测
4'<

浓度及纯度$ 反转录获得

的
:;'<

作为模板#目的基因
(;4$

扩增片段长度

为
%*W9X

上游引物
E#!T?T???<<?<?J<J<?T??!,#

#

下游引物
E#!J?JTTT<TTTJTTT?JJ<TJ<!,#YZ

内参

基因
<JT-

扩增片段长度为
!"%W9 X

上游引物
E#!

TJJTTJJT???J<T??<?T!,#

#下游引物
E#!J<??!

<??<?J<<T?<TJTT?<T !,#Y

#通过
4T[CJ4

预实

验摸索各引物的
CJ4

扩增条件$ 在
A99\QH8U] 4\/.!

9.\P

上以
I^-4 ?U\\Q

法进行
SCJ4

分析各基因的

表达量$

CJ4

条件为&

*E$J !B6QZ X*E$J $E0

#

E*$J

$E0

#

&!$J !"0Y%K" J_:.\0

$

CJ4

结束后#进行溶解曲

线实验#升温温度从
="$J

到
*E$J

$ 用
!!JT

法进

行各基因表达的相对定量分析$

!"%

耐药细胞的
;;C

敏感度!

`J

E"

值"检测

以空白
I?J!&*"$N;;C

耐药细胞作为对照#将

阴性对照质粒% 最佳干扰靶点质粒转染
I?J!&*"$N

;;C

耐药细胞后
K%R

#

,

组细胞加入
;;C

终浓度分

别为 &

"+E"7NB.

%

"+%"7NB.

%

$+""7NB.

%

$+E"7NB.

%

!+""7NB.

和
!+E"7NB.

#药物处理
K%R

后换液#每孔加入
$"".

的
JJa!%

试剂#细胞培养箱中孵育
,R

#在
KE"QB

处

进行
5;

值检测$ 实验重复
,

次$

!"&

统计学处理

采用
ICII $,+"

统计软件进行数据统计处理#

计量资料以
!&0

表示# 各组计量资料比较采用
1

检

验$ 检验水准
!b"+"E

$

!

结 果

'"!

干扰载体构建

测序结果经
I\SO\Q:R\U

软件进行序列比对证

明
,

个载体的插入序列完全正确# 干扰载体构建成

功$

'"'

干扰载体转染

,

个
(;4$

干扰质粒 !均含有
?2C

荧光标记"

瞬时转染
I?J!&*"$N;;C

胃癌耐药株 # 转染效率

E"M

左右#见图
$

$

'"# SCJ4

检测细胞转染后的干扰效率

SCJ4

检测结果显示含干扰序列
(;4$!B64!$

的质粒干扰效率最高# 经细胞转染后
(;4$!B4'<

!

表
$

化学合成
5.678

序列信息

名 称 化学合成
5.678

序列信息

(;4$!$!2 E#!T?JT?<<T<TT<TJT??TTT?T?JJJ?TTTT??JJ<JT?<JT?<J???J<J<<J<?<T<<T<TT! ,#

(;4$!$!4 E#!JJT?<<T<TT<TJT?TT?T?JJJ?TJ<?TJ<?T??JJ<<<<J???J<J<<<JJ<?<T<<T<TTJ !,#

(;4$!!!2 E#!T?JT?J<<JJ<???T?TJ<<<TTT<T?TTTT??JJ<JT?<JT?<J<T<<<TTTJ<JJJT??TT?!,#

(;4$!!!4 E#!JJT?J<<JJ<???T?<<<TTT<T?TJ<?TJ<?T??JJ<<<<J<T<<<TTT?<J<JJJT??TT?J!,

(;4$!,!2 E#!T?JT?<<<J?<T?<?JT<TJ<J<<T??TTTT??JJ<JT?<JT?<JJ<TT?T?<?JTJ<TJ?TTT!,#

(;4$!,!4 E#!JJT?<<<J?<T?<?JTJ<J<<T??TJ<?TJ<?T??JJ<<<<JJ<TT?T?<T<?JTJ<TJ?TTTJ!,#

E!$
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表达量降低
!<=!$=

!明显低于阴性对照质粒"

>?

@:@<

#!证明此序列干扰了相对最佳靶点!实验结果

见图
!

$

!"#

药物敏感度实验

待测样品在
A<@+B

处的
4C

值为测量值!空白

培养基在
A<@+B

处
4C

值为空白
4C

值! 最终
4C

值
D

测量
4C

值
E

空白
4C

值$ 鉴于质粒转染可能对

细胞生长产生干扰作用! 为减少其对药物抑制率的

影响! 本实验各组均在组内设对照孔以计算各组的

抑制率"耐药细胞基础培养中已加入
@:<!6FB-

的顺

铂%!将
@:<!6FB-

时的最终
4C

值作为各组对照孔最

终
4C

值$ 抑制率"

=

%

D

"各组对照孔最终
4C

值
E

各

组实验孔最终
4C

值%

F

各组对

照孔最终
4C

值
"#@@=

$ 计算

后得到抑制率曲线见图
G

$

由 图
G

可 见 !

HI/#&J"$F

CC>

空 白 细 胞 组 以 及 转 染

IK>

阴性对照质粒细胞组的

L/

<"

值 分 别 为
!:"!6FB-

和

$:J!6FB-

!而当
HI/#&J"$FCC>

胃癌耐药细胞转染
MCN$#B1N#$

质 粒 后 !

L/

<@

值 为
$:<!6FB-

!

CC>

耐药性明显降低!差异有统

计学意义"

>?@:@<

%$

G

讨 论

在临床工作中!多药耐药

现象是肿瘤治疗的重大障碍$

N;O1

技术是近年来基因治疗

的重大突破! 采用
N;O

干扰

片段靶向抑制多药耐药基因!

可有效逆转肿瘤细胞的耐药

性 &

P

!

&

'

!

N;O1

为较好解决化疗

耐药问题提供了新的方向$

!@@$

年
Q-R,301*

等 &

%

'首次

使用
$J$!G+S

的双链小分子干

扰
N;O

!在哺乳动物细胞内成

功诱发了转录后基因沉默现

象$ 随后研究人员证明体内

B1N;O

具有
N;O

调控作用 !

这种约
!!

个核苷酸的单链小

N;O

通过两种作用方式发挥

其生物功能(与靶
BN;O

完全

或几乎完全配对时!可以引起

靶
BN;O

的剪切反应使
BN#

;O

降解) 在不完全配对时 !

荧光图 白光图

图
!

经
N;O

干扰质粒转染
A%0

后
MCN$

的
BN;O

相对表达量

图
G HI/#&J@$FCC>

胃癌耐药细胞经
N;O1

作用后的抑制率变化

图
$ MCN$

干扰质粒转染
HI/#&J@$FCC>

胃癌耐药株荧光图及白光图!

"!@@

"

MCN$#$ MCN$#! MCN$#G

对照

$:!

$:@

@:%

@:P

@:A

@:!

@

M
C
N
$
B
N
;
O

相
对

表
达

量

HI/#&J@$FCC>

空白对照组

IK>

阴性对照
质粒转染组

MCN$

干扰转染组

@:< @:% $:@ $:< !:@ !:<

药物浓度*

!6FB-

#

$@@

J@

%@

&@

P@

<@

A@

G@

!@

$@

@

抑
制

率
*

=

#

<!!
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则引起靶
'()*

的翻译抑制 !

+

"

# 与
,-()*

不同的

是$

'-()*

是内源而非外源序列% 基于
'-()*

的特

点&

'-()*

成为继
,-()*

之后
()*

干扰领域又一

种重要的研究手段和实验工具!

$.

&

$$

"

%

本实验中所使用的
()*-

载体是由
()* /012!

'345,3 !

型启动子
678

介导& 在可形成
9::/

结

构的干扰靶点两侧加入鼠的
'-4!$;;

侧翼序列 !

$!

"

&

模拟体内前体
'-()*

的合成&能够产生出与其靶位

点完全互补的成熟
'-()*

&从而使目标基因
7<($

的同源
'()*

降解&干扰目的基因的表达% 另外该

载体中的干扰片段可与
=>?/

在同一启动子
678

后协同表达&便于对细胞转染效率进行分析%

研究表明&正常胃黏膜'异型增生及未经术前化

疗的胃癌黏膜中
7<($

表达强度依次增强(化疗可

诱导胃癌细胞
7<($

表达增强!

$@

"

% 进一步研究表明

7<($

的单核苷酸多态性与许多恶性肿瘤的发生'

预后相关!

$A

"

% 本研究通过转染
7<($

干扰质粒至胃

癌耐药细胞株并进行
B/6(

筛选& 获得
7<($

的有

效干扰序列%

7<($

基因表达经有效干扰后&该耐药

细胞株对顺铂敏感性得到增强%实验结果为后期应用

()*-

技术逆转肿瘤细胞耐药性的研究奠定了基础%
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