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干扰 ΧλΧ22基因表达对胶质瘤 ΒΤ2325细胞生长的影响
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≈摘要  目的 观察抑制容积调控氯通道 ≤ ≤̄2u基因的表达对胶质瘤 �×2vux细胞生长的影响 ∀方法 设计和构建两个针对

≤ ≤̄2u基因的小干扰 � ��k¶¬� ��l重组表达载体 o用脂质体 �¬³²©̈ ¦·¤°¬±¨× � usss介导转染 o将空载体质粒和两个重组质粒分别转

染入 �×2vux细胞k依次为对照组 !°°t组和 °°u组l ~通过 � ×2°≤ � 检测 ≤ ≤̄2u基因 °� �� 表达变化 ~� × × 分析检测细胞活性 ~

流式细胞仪检测细胞周期 ∀结果 与对照组相比较 o干扰组 ≤ ≤̄2u基因的 °� �� 水平明显降低 o细胞生长速度明显减慢 o细胞周期

进程被阻滞在 �t期 ∀结论 干扰胶质瘤细胞系 �×2vux细胞的 ≤ ≤̄2u基因表达可以抑制细胞的生长 o提示 ≤ ≤̄2u基因可能成为控
制胶质瘤恶性生长的新靶点 ∀

≈关键词  ≤ ≤̄2u基因 ~胶质瘤 ~� �� 干扰k� ��¬l ~�×2vux细胞
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¦̈¯̄¶¬± °°t ¤±§ °°u ªµ²∏³¶ º µ̈̈ ¶¬ª±¬©¬¦¤±·̄¼ ²̄º µ̈·«¤±·«¤·²©¦²±·µ²̄ ªµ²∏³q × «̈ ¦̈¯̄ ¦¼¦̄¨³µ²ªµ̈¶¶¬²± º¤¶¥̄²¦®̈ §¬± �t ³«¤¶̈

k°°t ¤±§ °°u √¶¦²±·µ²̄ o Π� s1 stl q Χονχλυσιον × «̈ ªµ²º·« ²© �×2vux «∏°¤± ª̄¬²°¤ ¦̈¯̄¶¬¶³µ̈√ ±̈·̈§ ¥¼ ®±²¦®§²º± ²© ≤ ≤̄2u

ª̈ ±¨ ¬̈³µ̈¶¶¬²± o º«¬¦« °¤¼ ¥̈ ²±¨²©·«̈ ±²√¨̄ ·¤µª̈·¶·²¬±«¬¥¬·ªµ²º·«²©«∏°¤± °¤̄¬ª±¤±·ª̄¬²°¤¦̈¯̄¶q
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≤ ≤̄2u通道蛋白在体内广泛表达 o其中在脑 !肾 !

小肠等部位表达较多 ∀它主要分布于细胞膜上 o能被

超极化 !细胞膨胀和细胞外酸化激活 o能被 ≤§u n 和

�±u n阻断≈t  ∀研究发现 o在胶质瘤细胞 o≤ ≤̄2u °� ��

和蛋白质的表达水平上调≈u  ∀脑胶质细胞瘤是中枢神

经系统最常见的恶性肿瘤 o其发病率极高 o占全部脑肿

瘤的 ws h ∗ ys h o手术切除是其主要的治疗方法 o但

切除后极易复发 o这可能与瘤细胞在体内的恶性增殖

和高侵袭性密切相关≈v  ∀近年来 o随着对肿瘤分子生

物学行为研究的不断深入 o肿瘤基因治疗给人们带来

了新的希望≈w2x  ∀本研究通过干扰 ≤¯≤2u基因使 ≤¯≤2u
基因表达降低 o观察其对胶质瘤细胞系 �×2vux细胞生
长的影响 o为探讨胶质瘤的基因治疗寻找新靶点 ∀

1 材料与方法

1 q1 主要试剂  ³≥�°∞� q³∏µ²载体和增强型绿色荧

光蛋白k ±̈«¤±¦̈§ªµ̈ ±̈ ©̄∏²µ¶¦̈±·³µ²·̈¬±o∞�ƒ°l }

基金项目 }国家自然科学基金资助项目kvsuzsysul ∀

作者单位 }t q第四军医大学 o¤q生理学教研室 ~¥q免疫学教研室 o陕

西西安市 ztssvu ~u q解放军第 usu医院 o辽宁沈阳市 ttsssv ~v q大连大

学医学院生理学教研室 o辽宁大连市 ttyyuu ∀作者简介 }杨翔云

kt|z|2l o女 o河南汝南县人 o硕士研究生 o主要研究方向 }生理学 ∀通讯

作者 }杨安钢 !周士胜 ∀

第四军医大学生物化学与分子生物学教研室提供 ~

⁄� ∞� k⁄∏̄¥̈ ¦¦²j¶ � ²§¬©¬̈§ ∞¤ª̄¨ � §̈¬∏°l !新生牛

血清 !�¬³²©̈ ¦·¤°¬±¨× � usss !� ×2°≤ � 试剂盒 !×µ¬½²̄ × �

试剂及反转录酶 }�±√¬·µ²ª̈ ± 公司 ~⁄�2usss ⁄��

°¤µ®̈ µ}×¤�¤� ¤公司 ~� × × 试剂 }� °µ̈¶¦²公司 ∀其

他试剂均为国产分析纯 ∀

1 q2 重组表达载体的构建与鉴定  根据 ≤¯≤2u 基因
的¦⁄�� 序列k序列号 }��2sswvyyl o设计两个干扰靶

序列 o并合成两对脱氧寡核苷酸序列 }

≤ ≤̄ut k ¶̈ ±¶̈ l } xj2�� × ≤ ≤ ≤ ≤ �× × ��� � × ≤ ≤

× �× �� �� � �× × ≤ � � �� ��≤ × × ≤ × ≤ � ≤ � ��� ×

× ≤ ≤ � � ≤ × × × × × ��� � �2vj~
≤ ≤̄utk¤±·¬¶̈ ±¶̈ l }xj2� �≤ × × × × ≤ ≤ � � � � � �×

× ��� � × ≤ ≤ × �× �� �� � �× ≤ × ≤ × × �� �≤ × × ≤ × ≤

� ≤ � ��� × × ≤ ≤ � � ≤ ���2vj∀

≤ ≤̄uu k¶̈ ±¶̈ l } xj2�� × ≤ ≤ ≤ ≤ ≤ ≤ � × �≤ × × � ×

�× ≤ � ≤ ≤ � �× × × ≤ � � �� �� �≤ × ��× ��≤ � × � �

�≤ � × ��× × × × × ��� � �2vj~
≤ ≤̄uu k¤±·¬¶̈ ±¶̈ l } xj2� �≤ × × × × ≤ ≤ � � � � �≤

≤ � × �≤ × × � × �× ≤ � ≤ ≤ � �× × ≤ × ≤ × × �� � � ≤ × ��

× ��≤ � × � � �≤ � × �����2vj∀

经 °∏¥� §̈���≥× 分析显示 o选取的序列具有良
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好的特异性 ∀将化学合成的互补寡核苷酸序列退火后

连接于 ³≥�°∞� q³∏µ²载体 o转化 !扩增 o挑选单克隆 o

经酶切鉴定及 ⁄�� 测序鉴定重组表达载体 ∀

1 q3 细胞培养和脂质体转染

1 q3 q1 细胞培养  �×2vux细胞株为本教研室培养维
持 o用 ⁄� ∞� 高糖培养基 !ts h新生牛血清 !t h青链

霉素k³̈ ±¬¦¬̄̄¬± ¶·µ̈³·²°¼¦¬±o°≥l培养 o置 vz ε !x h

≤ �u 孵箱中 ∀s1 ux h胰蛋白酶消化细胞 o常规计数 !冻

存 o数码荧光倒置显微镜 � ¼̄°³∏¶�÷zt用于细胞形态

观察并摄像 ∀

1 q3 q2 空载体质粒和干扰重组质粒的脂质体转染  

将对数生长期的 �×2vux细胞用胰蛋白酶消化后 o接种

于含 ts h新生牛血清 ⁄� ∞� 培养基的 y孔板中 o置

vz ε !x h ≤ �u 孵箱中培养 ∀次日待汇合率达 |s h

时 o采用脂质体 �¬³²©̈ ¦·¤°¬±¨× � usss将空载体质粒和

两个干扰重组质粒分别按照 �±√¬·µ²ª̈ ±公司提供的方

案转染入 �×2vux细胞 o三组细胞分别为对照组 !°°t

组和 °°u组 o根据需要于转染后预定的时间点进行检

测 ∀

1 q4 瞬时转染效率的测定  用 ∞�ƒ°确定转染效率 ∀

y孔板上培养 �×2vux细胞 o如同 t1 v1 u转染的方法 o

将 ∞�ƒ°质粒转染入 �×2vux细胞中 o在倒置显微镜

下观察细胞 ow{ «随机计数同一视野下所有细胞数及

含有绿色荧光的细胞数 o共取 v个培养孔 y个视野 o根

据公式 }

转染效率 � k含有绿色荧光的细胞数r该视野下所有细胞

数l ≅ tss h o

计算 �×2vux细胞的瞬时转染效率 ∀

1 q5 半定量 � ×2°≤ � 检测  取转染 w{ «的三组细

胞 o依据 ×µ¬½²̄ 说明书操作 o抽提细胞总 � �� o在 uys

±° !u{s ±°下行紫外分光光度测定 ∀各取 x Λª � ��

样品 o加 s1 x ΛªrΛ̄ � ¬̄ª² k§×lty t Λ̄ !ts °°²̄ r�

§�×° t Λ̄ o⁄∞°≤ 水补充至 ts Λ̄ oyx ε 水浴变性 x

°¬±~冰上骤冷后加入 ts ≅ � × �∏©©̈ µu Λ̄ !ux °°²̄ r�

� ª≤ ū w Λ̄ !s1 t °²̄ r�⁄× × u Λ̄ !ws �rΛ̄ � �¤¶̈ ²∏·

t Λ̄ owu ε 水浴 u °¬±~加入 uss �rΛ̄ ≥∏³̈ µ≥¦µ¬³·
× � µ

t Λ̄ o混匀 owu ε 水浴 xs °¬± ozs ε 水浴 tx °¬± o冰上

骤冷 ∀各取逆转录产物 u Λ̄ 进行 °≤ � 扩增 ∀ux Λ̄ 反

应体系包括 }模板 u Λ̄ os1 w Λ°²̄ r�上 !下引物各 s1 x

Λ̄ ou ≅ � ¤¶·̈µ�¬¬ tu1 x Λ̄ o加水至 ux Λ̄ ∀反应条件 }

|w ε 预变性 x °¬±o再 |w ε t °¬± oxx ε t °¬± ozu ε

t °¬±ouu个循环k未达到反应的平台期l ozu ε 加强延

伸 ts °¬± o冷却至 w ε ∀扩增产物大小为 wyw ¥³o正向

引物为 xj2≤ × ≤ � �× ��× ≤ × ≤ ≤ �× �× ≤ �2vjo反向引物
为 xj2≤ � �� �× ≤ ��≤ � ��≤ � × ≤ �≤2vj~以 Β2¤¦·¬± 作
为 � ×2°≤ � 内参照 o其产物大小为 uut ¥³o正向引物

序列为 xj2� × ≤ × ��≤ � ≤ ≤ � ≤ � ≤ ≤ × × ≤ × � ≤ � � ×2vjo
反向引物为 xj2≤ ≤ �× ≤ � ≤ ≤ ��� �× ≤ ≤ � × ≤ �2vj∀产

物经 t h琼脂糖凝胶电泳检测 o用凝胶成像系统k°«¤µ2
°¤¦¬¤ �¬²2·̈¦«公司l拍照后采用 �¤±§¶¦¤±软件测定

分析条带的吸光度值 ∀

1 q6 � × × 分析  取对数生长期 �×2vux 细胞 o经

s1 ux h胰蛋白酶消化 o用含 ts h新生牛血清的 ⁄� ∞�

培养液配成单个细胞悬液 o以每孔 t ≅ tsv 个细胞接种

于 |y孔培养板中 o加入培养液 uss Λ̄ r孔 ovz ε x h

≤ �u 培养箱中培养 ∀次日瞬时转染三种质粒 o分别于

转染后 tu «!uw «!vy «!w{ «!ys «!zu «进行检测 o检

测前 w «每孔加入 x ªr� � × × 溶液 us Λ̄ o继续培养 o

到达检测点时弃去培养液 o每孔加入 txs Λ̄ ⁄� ≥� 溶

解蓝紫色结晶 o轻轻振动 ts °¬±后 o用酶标仪k波长为

w|s ±°l测定各孔的吸光度值 o取 v个孔的均值 ∀

1 q7 流式细胞仪检测  取转染 w{ «的三组细胞 o用

s1 ux h的胰蛋白酶消化后 o置于 x °¯离心管中 o室温

用 °�≥冲洗 u 次 otsss µr°¬±离心 x °¬± ~每管加入

°�≥ t °¯制成单个细胞悬液 o再加入预冷的无水乙醇

u °¯固定 o碘化丙啶染色 o流式细胞仪进行细胞周期定

量分析 ∀

1 q8 统计学方法  实验均重复 v次 o数据用kmξ ? σl表

示 o采用两样本均数 τ检验 oΑ� s1 sx ∀

2 结果

2 q1 重组表达载体的构建与鉴定  成功构建了编码

≤ ≤̄2u基因的短发夹 � ��k¶°¤̄¯ «¤¬µ³¬± � �� o¶«� 2
��l重组表达载体 o酶切图谱分析结果与预期片段大

小一致 o⁄�� 测序结果表明 o¶«� �� 编码序列以正确

的读码框插入到表达载体中 o其转录产物为 ¶«� �� o

将它们分别命名为 ³≥�°∞� q³∏µ²2¶«� ��2≤ ≤̄2ut和

³≥�°∞� q³∏µ²2¶«� ��2≤ ≤̄2uuk待发表l ∀

2 q2 转染效率测定  转染效率的高低不仅取决于 �¬2

³²©̈ ¦·¤°¬±¨× � usss和 ⁄�� 量的多少 o更决定于两者

合适的比例 ∀在 �×2vux 细胞中 o当 ⁄��r�¬³²2

©̈ ¦·¤°¬±¨× � usss � t Β u1 x时 o∞�ƒ°瞬时转染效率最

高 ∀结果表明 o转染 w{ «后 o在荧光显微镜下观察绿

色 �×2vux阳性细胞占总计数细胞的比例约为 z{ h ∗

{t h o平均值为 z|1 x h ∀

2 q3 ≤ ≤̄2u 基因的 °� �� 表达  � ×2°≤ � 半定量的
结果表明 o对照组有较强 ≤¯≤2u °� �� 表达 o而 °°t

组和 °°u组 ≤ ≤̄2u的 °� �� 表达水平明显降低 ∀电

泳图谱结合电泳条带的密度扫描分析 o以 Β2¤¦·¬±为内
参对照 o两个干扰组 ≤¯≤2u °� �� 表达的相对水平与

对照组 ≤¯≤2u °� �� 表达的相对水平比较有显著差

异kΠ� s1 stl ∀见图 t ∀

2 q4 细胞生长曲线的测定  将三组细胞接种于 |y孔

板中 o从转染后 tu «开始检测 o每 tu «检测 t次 o共 y

次 ∀将所测结果进行统计学分析并绘制成细胞生长曲

线k图 ul ∀结果显示 }°°t组 !°°u组较对照组细胞的

活性明显下降 o细胞的生长速度明显减慢 ∀
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2 q5 流式细胞仪检测细胞周期  收集一定数量三组

细胞 o固定后测定细胞周期 ∀由测定结果可见 o对照

组 !°°t 组和 °°u 组细胞的 �t 期比例分别为 }

xu1 y h !yy1 | h !yw1 v h kΠ� s1 stlk图 vl o重复 v次均

得到类似的结果 ∀图 3  各组不同细胞周期细胞比例

  ¤}对照组 ~¥}°°t组 ~¦}°°u组 ∀

3 讨论

细胞周期失控是许多肿瘤发生发展的重要原因 ∀

细胞周期包括有丝分裂期和分裂间期 o分裂间期为细

胞分裂做准备 o又分为三期 }合成前期k�tl !合成期

k≥l !合成后期k�ul ∀ �t期是细胞质复制的主要阶段 o

蛋白质 !� �� 及多聚核蛋白体都在此期合成 ∀细胞周

期能否启动进入细胞增生 o主要在于能否通过 �tr≥检

测点 ~细胞一旦通过该检测点 o即使在缺乏生长因子刺

激的条件下 o也能在周期素k¦¼¦̄¬±¶l和周期素依赖的

蛋白激酶k¦¼¦̄¬±2§̈ ³̈ ±§̈ ±·®¬±¤¶̈¶o≤⁄�¶l的驱动下

完成该细胞周期≈y2z  ∀

人 ≤ ≤̄2u基因位于 v úz o它是编码 {|{个氨基酸

的 ≤ 2̄通道蛋白≈{  ∀研究表明 o≤¯≤2u通道的活动在细
胞周期进程中不断变化 o在特定 � 期周期素依赖的蛋

白激酶 ³vw
¦§¦ur¦¼¦̄¬± �的作用下 o≤¯≤2u通道直接磷酸

化并发挥功能调节≈|2ts  ∀但 ≤ ≤̄2u对人胶质瘤细胞生
物学的影响尚无研究 ∀为此我们构建干扰真核表达载

体 o脂质体法瞬时转染人胶质瘤 �×2vux细胞 o检测其

生物学特性 ∀ � ×2°≤ � 结果表明 o≤¯≤2u 基因的 °� 2
�� 表达水平显著降低 ~流式细胞仪检测细胞周期的结

果表明 o细胞被阻滞在 �t期 o提示 ≤ ≤̄2u氯通道可能
与胶质瘤的发生有关 ∀细胞生长曲线结果再次表明 o

干扰 ≤¯≤2u将抑制细胞周期运行 ∀

综上所述 o干扰 ≤¯≤2u基因可抑制人胶质瘤 �×2

vux细胞的生长 ∀但是 o在人神经胶质瘤细胞上高表达

的 ≤¯≤2u通道蛋白是通过何种机制影响细胞的增殖能
力 o还不清楚 o有待于进一步研究 ∀
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