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摘 要!%目的& 通过
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干扰技术致基因沉默和基因过表达的方法研究
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基因与宫颈
癌
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细胞系辐射敏感性的相关性" 探讨
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基因不同表达的细胞系对辐射敏感性的差
异' %方法& 构建
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沉默及过表达的真核表达载体" 转染细胞并筛选出稳定表达的细胞
系"经

4567589 :;<7

和
)53;!71=5 >?)

鉴定成功' 观察
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基因不同表达的
%

种细胞系的形
态#对细胞系进行
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的辐射后使用
??B!C

检测细胞生长曲线#对细胞系进行
,D@A

的辐射
后使用流式细胞仪检测细胞凋亡情况# 对细胞系进行

&@A

的辐射后使用流式细胞仪检测不
同时间点细胞周期的情况' %结果&
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基因沉默使
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细胞略有增大"照射后的细胞增殖
速度加快#而其过表达可使
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细胞缩小呈圆形"并且细胞增殖速度有所减慢'

'()*

沉默导
致辐射诱导的
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细胞凋亡"其凋亡在照
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期阻滞效应随
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表达含量的降低而升高"
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基因沉默促进细胞的增殖分裂' %结论&
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基因与宫颈癌
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细胞的增殖(凋亡和
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基因可能可提高宫颈癌细胞对放射的
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可见该基因与细胞辐射后的生物学改变密切相关!

宫颈癌
!,

!

期以上患者以根治性放疗作为主要治疗

手段" 由于个体差异" 患者对放射治疗的敏感性不

同! 因此"我们研究
=>?@

基因与放射生物学效应的

关系"以及如何引起肿瘤细胞凋亡"以期找到提高宫

颈癌放疗的疗效# 进一步降低宫颈癌的复发率及死

亡率的靶基因!

9

材料与方法

!"!

实验材料

9;9;9

细胞培养

人宫颈鳞癌
A1B,

细胞购自国家实验细胞资源

共享平台" 培养基为
C>C!>DAAE#FG

胎牛血清"在

@G

二氧化碳
%$"

恒温的孵箱中培养!

9;9;!

质粒!菌株

质粒
HA1-2+52* &;9!/C:

#

H/C:!I,6 !D

为本实

验室保存"

JB@"

感受态细胞购自北京天根生化科

技有限公司!

9;9;%

辐 射

利用军事医学科学院辐射与放射医学研究所的
KF

/( #

射线" 于室温下对处于对数生长期的细胞进

行照射!

!"#

方 法

9;!;9

构建
=>?@

基因沉默的
A1B,

细胞系

利用在线
31?<L

设计软件$

M01N2B2,O

%"根据

载体
HA1-2+52*&;#!/C:

的质粒图谱&

%

'设计
31?<L

引

物"参考小干扰
?<L

设计原则&

&PK

'

"进行初步设计挑

选"与
</D= 62+2Q,+R

中
DSLAI

进行比对"去除与

其他物种基因片段同源性高的序列" 最终设计出
&

组
31?<L

及一组阴性对照! 将上述
@

对寡核苷酸片

段送交公司合成后进行
T/?

"与酶切后的载体分别

进行琼脂糖凝胶电泳"

J<L

切胶回收后将目的片段

与载体连接" 连接产物经琼脂糖凝胶电泳鉴定后切

胶回收得到目的质粒! 转化感受态细胞
JB@"

并进

行扩大培养 " 提取质粒后送交公司测序 " 使用

J<LAN,*

软件将测序结果与所设计的序列进行比对

一致! 根据瞬时转染
M23N2*+ D-(N

结果"稳定转染质

粒
!

号#

%

号#阴性对照
+

及空载"转染
!&0

后"开始

加药筛选培养"根据预实验中的
A1B,

细胞潮霉素
D

死亡曲线" 加入终浓度为
@F$6UV-

的潮霉素
D

培养

液"

%O

更换一次含药培养液" 每天观察细胞死亡情

况"

#!O

后形成肉眼可见的单克隆"挑取单克隆进行

扩大培养"使用
!@$6UV-

的潮霉素
D

维持筛选压力!

最终构建出稳定表达
=>?@

基因沉默的
A1B,

细胞系

W=>?@!31?<L!A1B,X

" 经
?2,-!N1V2 T/?

和
M23N2*+

D-(N

鉴定成功!

9;!;!

构建
=>?@

基因过表达的
A1B,

细胞系

在
</D=

中搜索
=>?@

基因"找到其
V?<L

序列

中编码区域 $

/JA

%"

=>?@

的
/JA

为
&"!P9%Y@

的碱

基序列"共
ZY&QH

"翻译成含有
%!$

个氨基酸的蛋白

质! 根据实验要求和实验室条件选择载体
H/C:!

I,6 !D

"结合酶切分析在线工具
M2Q/)NN2*!;F

"挑选

出双酶切的酶为(

B1+O%!B[

和
\0(&

! 根据引物设

计原则设计出
=>?@

基因的上下游引物序列" 并送

公司合成! 对引物进行
T/?

后"将引物与载体分别

进行双酶切及琼脂糖凝胶电泳"

J<L

切胶回收后将

目的片段与载体连接" 连接产物经琼脂糖凝胶电泳

鉴定后切胶回收得到目的质粒! 转化感受态细胞

JB@"

并进行扩大培养"提取质粒后送交公司测序"

使用
J<LAN,*

软件将测序结果与所设计的序列进

行比对一致! 根据瞬时转染
M23N2*+ D-(N

结果"稳定

转染质粒
%

#

K

#

9%

号及空载"转染
!&0

后"开始加药

筛选培养"根据预实验中的
A1B,

细胞
]&9Y

死亡曲

线"加入终浓度为
9FFF$6UV-

的
]&9Y

培养液"

%O

更

换一次含药培养液"每天观察细胞死亡情况"

9&O

后

形成肉眼可见的单克隆"挑取单克隆进行扩大培养"

使用
@FF$6UV-

的
]&9Y

维持筛选压力! 最终构建出

稳定表达
=>?@

基因过表达的
A1B,

细胞系$

=>?@!

(^2*2_H*2331+6!A1B,

%" 经
?2,-!N1V2 T/?

和
M23N2*+

D-(N

鉴定成功!

9;!;%

倒置显微镜下观察细胞系的形态差异

在放大倍数相同的条件下观察
=>?@!31?<L!A1!

B,

细胞# 正常
A1B,

细胞和
=>?@!(^2*2_H*2331(+!A1!

B,

细胞的形态#大小等特征"并拍照!

9;!;& //`!Y

检测细胞生长曲线

将处于对数生长期的
=>?@!31?<L!A1B,

细胞#

正常
A1B,

细胞和
=>?@!(^2*2_H*2331(+!A1B,

细胞消

化入离心管中"制备成细胞悬液)进行
&]7

的照射

后"将
%

种细胞分别传入
ZK

孔板中"利用电子细胞

计数仪计数后"每孔接种
@FFF

个细胞"每种细胞做

%

个复孔" 共接种
Y

行" 每孔加入
!FF$-

正常培养

%FK
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基!

&'()

细胞贴壁后"准备
**+!,

培养液#

#-.

正常

培养液
/#0"!. **+!,

" 吸干
1(

孔板第一行中的
1

个孔中的培养液 " 向
2'23

号孔分别加入
2""!.

**+!,

培养液"

2"

号孔为空白对照孔!孵育
!)

后使

用酶标仪在
&4"5-

单波长处测其吸光值! 第
!',6

同一时间重复上述实验! 每种细胞
%

个复孔取平均

值"根据
78

值描绘细胞照射后的生长曲线$

29!:4

流式细胞仪检测照射后的细胞凋亡

在
2";<

剂量的照射后使用
=55>?@5 "!ABC*

细胞凋亡试剂盒及流式细胞仪检测
BDE4

不同表达

的
F@GH

细胞系在照射后
3

%

!&

%

&,

%

$!)

其细胞凋亡

情况$

29!9(

流式细胞仪检测照射后的细胞周期

在
&;<

剂量的照射后不同时间点&

3

%

2

%

!

%

&

%

,

%

2!

%

!&

%

%(

%

&,)

'检测
%

种细胞系的细胞周期情况"观

察
BDE4

基因对
F@GH

细胞经照射后细胞周期的影

响$

!

结 果

;<= BDE4

基因的小干扰
EI=

序列

J@EI=

靶
2K&&&LMN

(

FDIFD

#

*C;;;*==;=C*!

C=*==*C*;

!

=ICBFDIFD

#

;=***;CC*C=;=C;C!

C;=;*

$ 代入得到双链寡核苷酸模板#

4"!;=C*!

*;;;*==;=C*C=*==*C*;CC*==;=;=*;=;C!

C;C=;=C*CC;***=;=!%"

!

%"!;***;CC*C=;=C!

;CC;=;*==;CC*C*C;*C*==*=C*C=;==*;;!

;C*CC*;=!4"

$

J@EI=

靶
!

&

2!""LM

'#

FDIFD

#

;*C==**C*=C!

*=;*=C*CC*

!

=ICBFDIFD

#

*;=CC;;=;C=;C*;!

C=;==;

$

4"!;=C**C==**C*=C*=;*=C*CC*CC!

*==;=;=;==;=C;*C;=C;=;;CC=;*=!%"

!

%" !

;=CC;;=;C=;C*;C=;==;==;CC*C*C*CC*C=!

*;=*C=*C**==C*;CC*;=!4"

$

J@EI=

靶
%

&

2,(!LM

'#

FDIFD

#

*;*=*=;;= !

CCC**C==;=*;

!

=ICBFDIFD

#

;*;C;C**C===;!

;=CC*C;*

$

4"!;=C***=*=;;=CCC**C==;=*;!

CC*==;=;=*;C*CC=;;===C**C;C;*;=!%"

!

%" !;;C;C**C===;;=CC*C;*==;CC*C*C;*=;!

==C**CCC=;;=*=*;*CC*;=!4"

$

J@EI=

靶
&

&

&,2LM

'#

FDIFD

#

;*=C*==;*C;!

*=C==;==**

!

=ICBFDIFD

#

*;C=;CC*;=*;C=!

CC*CC;;

$

4"!;=C**=C*==;*C;*=C==;==**C!

C*==;=;=;;CC*CC=C;*=;*CC;=C;*=!%"

!

%" !

;C=;CC*;=*;C=CC*CC;;==;CC*C*C**==;=!

=C=*;C*;==*C=*;CC*;=!4"

$

阴 性 对 照
2!""LM

& 靶
!

' 打 乱 #

FDIFD

#

;C*=**=CC**==;*=*CC*C

!

=ICBFDIFD

#

*=;C!

;;C==;;CC*;C;==;=

!

4"!;=C***=**=CC**=!

=;*=*CC*CCC*==;=;==;==;C;*CC;;==C;!

;C;=*=!%"

!

%" !;;C;;C==;;CC*;C;==;===;!

CC*C*CC*CC*=*;==**CC=**=*C;CC*;=!4"

$

;<; BDE4

基因沉默稳定表达的细胞系鉴定结果

使用潮霉素
O

成功筛选出稳定转染的
BDE4!

J@EI=!F@GH

细胞系及对照细胞系 ) 通过
P>JQ>R5

O.SQ

从蛋白水平半定量验证&

A@TUR> 2

'以及进一步通

过
E>H.!C@-> V*E

从
-EI=

水平定量验证&

A@TUR> !

'

细胞系$

P>JQ>R5 O.SQ

中使用
#!HWQ@5

来标定蛋白上

样量)

E>H.!C@-> V*E

中使用
$!HWQ@5

作为内参基因$

两者结果均显示构建的
BDE!J@EI=!F@GH

细胞系中

BDE4

基因成功沉默$

F@GH

$!HWQ@5

IS9!IS9%

I>THQ@X>

WS5QRS.

Y>WQSR

&

MF&92

'

IS9! H56 IS9% HR> M.HJ-@6J )HX> J@T5@Z@WH5Q >ZZ>WQ SZ BDE4!

J@.>5W@5T L< QRH5J@>5Q QRH5JZ>WQ@S5

!">$%) ; ?2@A!*"@B6!7"C9 :).. .",)* D@B6 %)*$.+*

EF @)9.!G"D) HI@

J@EI=!

BDE4!!

J@EI=!

BDE4!%

J@EI=!

BDE4!5

Y>WQSR F@GH

*>..

29433

29!43

29333

39$43

39433

39!43

39333

E
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!"# =>?@

基因过表达的上下游引物

AB!B*1C2*

!

@" DE/FFE/DDFDEEFEDD/FFE/D!

EEFE%"

"

!$+G

#$

DC9HII;9!#

%

DC!H@$;I!$

%

E/JH

&K;9@J

&

L(M+!B*1C2*

!

@% DFF/D/EFED/FEFFEE//F/!

EFDE%"

'

!@+G

($

DC9HII;!!$

%

DC!H@I;$9$

%

E/JH@!J

$

!"$ =>?@

基因过表达稳定表达的细胞系鉴定结果

使用
E&9K

成功筛选出稳定转染的
=>?@!(N2*!

2OB*2331(+!P1Q,

细胞系及对照细胞系%通过
R23G2*+

S-(G

从蛋白水平半定量验证)

T16)*2 %

(以及进一步

通过
?2,-!D1C2 U/?

从
C?<F

水平定量验证"

T16!

)*2 &

(细胞系$

R23G2*+ S-(G

中使用
!!,5G1+

来标定蛋

白上样量%

?2,-!D1C2 U/?

中使用
!!,5G1+

作为内参

基因$ 两者结果均显示构建的
=>?!(N2*2OB*2331(+!

P1Q,

细胞系中
=>?@

基因成功过表达$

!"% =>?@

基因不同表达的
P1Q,

细胞形态变化

在倒置显微镜放大倍数相同的条件下观察到

=>?@

基因敲低的细胞略大于正常
P1Q,

细胞% 其形

态包括梭形*菱形*三角形*长梭形等&而
=>?@

基因

过表达的细胞比正常
P1Q,

细胞小% 其形态多为圆

形%亦有长梭形及梭形"

T16)*2 @

($

!"&

辐射后细胞生长曲线变化

辐射后
=>?@

沉默的
P1Q,

细胞增殖速度加快%

=>?@

过表达的
P1Q,

细胞增殖速度减慢$

//V!K

法

检测照射后
%

种细胞系的生长曲线"

T16)*2 I

(可以

看出%第
%W

时
%

种细胞的增殖差异开始显现%随后

增殖速度的差异逐渐明显%

=>?@

基因沉默的细胞系

在经照射后的增殖速度显著高于
=>?@

基因过表达

的细胞系和正常
P1Q,

细胞系$

!"'

辐射后的细胞凋亡情况

通过对
%

种细胞系进行
9"E7

的照射后% 在不

同时间点收集细胞 "正常未照射*

"

*

!&

*

&K

*

$!0

(%结

果显示
=>?@

沉默导致辐射诱导的
P1Q,

细胞凋亡

率降低%

=>?@

过表达可促进辐射诱导的
P1Q,

细胞

凋亡%其凋亡在照射后
&K0

最为显著"

T16)*2 $

($

!"(

辐射后的细胞周期情况

=>?@

基因沉默后比正常
P1Q,

细胞及
=>?@

基

因过表达的细胞系在经照射后细胞增殖速度加快%

P1Q,

!!,5G1+

:25G(*

XD,6!SY<(;9%<(;I<(;%

)*+,-. # /.01.-2 3451 -.0,41 56 789%!5:.-.;<-.00*52!

=*>? @.44 4*2.0

)*+,-. $ 789%!5:.-.;<-.00*52!=*>? @.44 4*2.0

A9BC -.0,410 3D 9.?4!E*A. FG9

P1Q, =>?@!% =>?@!I =>?@!9% :25G(*

/2--

9";"""

K;"""

I;"""

&;"""

!;"""

";"""

<(;%

%

<(;I ,+W <(;9% ,*2 B-,3C1W3 0,N2 316+1.15,+G 2..25G (.

=>?@!(N2*2OB*2331+6 Z7 G*,+312+G G*,+3.25G1(+

?
2
-
,
G
1
N
2
2
O
B
*
2
3
3
1
(
+
(
.
=
>
?
@

=>?@!31?<F!P1Q,
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且照射后其凋亡率较两者有明显下降!考虑与细胞

周期的变化相关"

&'(

剂量照射后不同时间点
%

种

细胞系的细胞周期情况见
)*+,-. /

"

%

种细胞经照射后均表现出了明显的
'

!

!0

期阻

滞!且此效应随
1234

表达含量的升高而降低#且
%

种细胞的
'

!

!0

期阻滞均于照射后
5!6

明显升高!辐

射后
5!6

为细胞增殖的一个高峰" 见
)*+,-. 7

"

%

讨 论

目前已有多位国内外学者利用基因芯片技术筛

选出
1234

是辐射诱导表达上调的基因$

$859

%

!猜测其

可能也与宫颈癌放疗的疗效密切相关" 作为慢动

力早期反应基因家族中的一员!根据其行为特性!

1234

这类基因可能在细胞生长的控制中有重要作

!"#$%& ' ()* +*,, +-+,* ./ 0)& 0)%&& +&,, ,"1&2 3/0&% %45"40".1

1234!:*3;<!=*>?

5 ! & / 5! !& %@ &/;AB"C

=*>?

1234!DE.-.FG-.::*DH!=*>?

5 ! & / 5! !& %@ &/;AB"I

# ! & / #! !& %@ &/;AB9I

6"7$%* 8 9)* 7%.:0) +$%;* .< =>?@!2"?AB!C"DE

!

C"DE

E1F =>?@!.;*%*GH%*22".1!I"JE K*,, ,"1*2 E<0*% %EF"E0".1

# ! % & 4 @ $ /

!J9

5J4

5J9

9J4

9

K*L.BM?(:I

1234!DE.-.FG-.::*DH!=*>?
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1234!:*3;<!=*>?

<
N
:
D
-
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?
H
O
.
P
&
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用!

##

"

#通过磷酸化或降解来调节细胞有丝分裂及对

辐射的反应$虽然已有许多实验证据证明辐射后多种

组织中
=>?@

的含量升高#尤其是宫颈癌组织中!

9!

"

#本

研究则通过改变
A1B,

细胞系中
=>?@

基因的表达#

进一步研究
=>?@

基因对辐射后细胞增殖% 凋亡及

细胞周期变化的影响$

本研究利用
?<C

干扰技术和基因重组技术成

功构建了
=>?@

基因沉默和基因过表达的两种稳定

表达的
A1B,

细胞系$ 倒置显微镜下
=>?@

基因敲低

后其细胞形态较正常
A1B,

细胞有所增大#而过表达

后细胞形态略小# 虽然并没有直接实验或理论依据

证实细胞形态上的变化与细胞增殖之间的必然联

系#但通过对细胞状态%数量的观察可以反映其存活

及增殖状态#结合
%

种细胞系经辐射后的生长曲线#

其细胞状态与细胞增殖速度的情况是相符合的$

对
=>?@!31?<C!A1B,

细胞系%正常
A1B,

细胞系

以及
=>?@!(D2*2EF*2331(+!A1B,

细胞系进行
&G7

的
!

射线照射处理后# 利用
//H!I

试剂每天进行检测#

发现其生长速度随
=>?@

表达水平递减# 说明
=>?@

基因的过表达可以抑制辐射后的
A1B,

细胞增殖#这

与课题组前期实验中
B2J,

细胞的结果相一致 $

K<C

是电离辐射产生生物效应的靶分子#

=>?@

基

因的不同表达影响了辐射后细胞的生长速度# 在一

定程度上与
K<C

的损伤和修复有关#后续实验将完

善对
K<C

损伤修复的机制研究#进一步推测该基因

的影响辐射敏感性的作用机制$

在检测辐射后
%

种细胞的凋亡情况后#发现
=!

>?@

沉默导致辐射诱导的
A1B,

细胞凋亡率降低#

=!

>?@

过表达可促进辐射诱导的
A1B,

细胞凋亡#其凋

亡率的差异在照射后
&I0

最为显著# 辐射后的细胞

凋亡率与细胞系中
=>?@

基因的含量呈正相关$ 结

果表明早期反应基因可在细胞经辐射后迅速应答#

影响细胞的凋亡途径# 而由于
=>?@

基因为慢动力

早期反应基因家族的成员#其转录可有
LMNOMP1+

的

延迟 !

9%

"

#因而细胞凋亡差异的显现在
&I0

才最为突

出$ 细胞损伤凋亡的途径有多种#如死亡受体途径%

线粒体途径等# 我们在进一步研究中将探索
=>?@

基因在辐射致细胞损伤后细胞凋亡过程中的作用机

制$

关于
=>?@

不同表达的细胞系在照射后细胞周

期的变化#

=>?@

基因敲低的细胞系的
G

!

!Q

期阻滞

明显延长#从而促进细胞的增殖#引起细胞生长速度

的加快& 反之#

=>?@

基因的过表达则起着相反的作

用$这与测定的生长曲线的结果有相同的趋势#表明

=>?@

基因有抑制
A1B,

细胞增殖的作用#与
B2J,

细

胞所研究的结果相一致$ 细胞凋亡是放射线诱导细

胞死亡的主要方式 !

9&

"

#它作用于人体#产生氧自由

基#引起
K<C

的断裂#我们通过初步检测放射后的

细胞凋亡与
=>?@

基因之间的关系# 显示随着
=>?@

基因含量升高#细胞凋亡逐渐增多#可见
=>?@

基因

的沉默可以导致放射后的细胞凋亡!

9@N9$

"

$

处于细胞周期不同时相对放射线的敏感性不

!"#$%& ' ()* +

,

!- .)/0* "1 2)* 2)%** 3*44 4"1*0 562*% %57"52"81

</ 9 ! & I 9! !& %L &I

R1P2S0T

=>?@!31?<C!A1B,

A1B,

=>?@!(D2*2EF*2331(+!A1B,

IM;MM

LM;MM

&M;MM

!M;MM

M;MM

G

!

!
Q
S
U
T

<(V2

'
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同! 一般
'

!

期和
(

期较
'

"

期"

'

)

期和
*

期的敏感

性高#

)+

$

!这与细胞各个周期的主要合成物质不同相

关% 因此!在辐射后!处于
'

!

期和
(

期的细胞最先

被杀死! 再通过细胞周期再分布调整各时期细胞的

数量% 本实验结果显示!

,-./

基因沉默的细胞系其

处于
'

!

期的细胞比例明显增多! 随着
,-./

含量的

升高!其
'

!

期的比例逐渐降低!即
,-./

基因提高了

*012

细胞对辐射的敏感性!使凋亡率增加!而处于

分裂期的细胞减少%

324567!

等#

)8

$也证实了位于
)

号

染色体的
,-./

基因在细胞有丝分裂的过程中起着重

要作用&

,-./

还可以作为评估辐射剂量的标志物#

!9

$

%

目前我们已经完成了
,-./

基因沉默和过表达

的
*012

细胞系在细胞生长状态"增殖速度"细胞凋

亡以及细胞周期等方面的实验! 初步研究了
,-./

基因的功能!其可以参与辐射后细胞周期的调控!其

过表达可以减少细胞分裂!促进辐射后的细胞凋亡!

从而提高宫颈癌细胞对辐射的敏感性% 但其参与的

调节机制以及在体实验等方面的研究还将继续!结

合临床样本的研究结果! 最终为
,-./

在临床治疗

中的应用打下基础%
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