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2 基因特异性小干涉 R N A 增强食管癌

细胞辐射敏感性的实验研究

刘军叶 郭鹤 郭国祯

【摘要】 目的 探讨 B d
一

2 基因特异性的小干涉 R N (A
。
iR N A )对食管癌细胞的辐射增敏作用

。

方法 构建表达 cB l
一

2 基因特异性
s
iR N A 的真核表达载体

,

并借助脂质体将其转入食管癌细胞

E 1C 09
。

W es te m obl
t 检测 B d

一

2 蛋白在食管癌细胞的表达
,

流式细胞仪检测食管癌细胞的凋亡
,

克

隆形成实验和裸鼠移植瘤生长抑制实验检测 cB 卜2 基因特异性
s i R N A 真核表达载体联合 x 射线照

射对食管癌的生长抑制作用
。

结果 cB l
一
2 基因特异性

,
iR N A 真核表达载体可抑制 cB l

一

2 蛋白在

E C 109 细胞中的表达
,

诱导 E C 10 9 细胞凋亡
,

增强 X 射线照射对 E1C 09 细胞克隆形成的抑制能

力
,

增强 X 射线照射对 EC 109 裸 鼠移植瘤生长的抑制作用
。

结论 cB l
一

2 基因特异性
s
iR N A 真核

表达载体可显著增强食管癌细胞对 X 射线照射的敏感性
,

具有良好的临床应用前景
。

【关键词】 食管肿瘤 ; 基因
,

cB l
一

;2 辐射耐受性 ; R N A 干涉
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放疗是治疗食管癌的主要方法之一
,

包括体外

照射和食管内放射性支架置人等均已成功用于食管

癌患者
。

临床发现
,

单纯放疗疗效较差
。

近年来
,

一些放疗新技术逐渐应用于临床
,

也有学者尝试联

合使用辐射增敏剂或小剂量化疗药物
,

使食管癌局

部控制率有了一定的提高
。

但是
,

国内食管癌患者 5

年生存率仅为 8% 一 16%
。

本研究拟利用 RN A 干涉

( R NA i n t e碗
r e n e e ,

R N A i )技术降低 B e l
一

2 蛋白在食管

癌细胞的表达
,

并观察 cB l
一

2基因小干涉 R N (A
s m all

i nt e

fer ir gn R N A
, , iR N A ) 对食管癌细胞的辐射增敏

作用
,

为探索新的食管癌治疗方法提供理论基础
。

作者单位
:

医学教研室

通讯作者
:

71 00 3 2 西安
,

第四军医大学军事预防医学系放射

郭国祯 ( E
一

m a i l
: 。 L, o z h e n朋@ h 《, tm a i l

.

c .〕 n l

1 材料与方法

1
.

1 细胞系与主要试剂

人食管癌细胞系 E 1C 09 为我 室保存
,

在 含

10%小牛血清的 R P M ll 64 0 x
细胞培养液中常规培

养或传代
。

转染试剂 z
j

i p o fe e t a m i n 。 2 000 为 I n v i t or
-

g e 。 公司产品
,

B e l
一

2 蛋白单克隆抗体为 s a n t。 e ur
z

公司产品
,

p
一

ac it 。
单克隆抗体购于 s i g m 。

公 司
,
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辣根过氧化物酶标记的羊抗鼠 Ig G 购于武汉博士德

公 司
。 S IR N A 真核表达载体 p s i ze n e e r 3一 H x 为

Am ib o n
公司产品

。

其他分子生物学及免疫学试剂

均为 A m e r s h a m B i o s e i e n e e ,
或 s i g m 。

公司产品
。

1
.

2 动物与照射

17一20 9 的 5 周龄雄性 B A LB c/ 裸鼠购于我校动

物中心
。

X 射线照射仪购自日本岛津公司
。

放射治

疗时
,

小鼠置于特制的有机玻璃盒中固定体位
,

并

用铅室屏蔽受照射肿瘤以外的躯体
。

1
.

3 载体构建

用限制性内切酶 aB m H
,

I 和 iH dn lll 线性化 p s i
-

l e n e e : 3
.

1
一

H I 质粒载体
。

针对 B e l
一

2 的特异性
S IRN A

由两条寡核昔酸退火形成 {’ !
,

正向寡核昔酸的序列为

5几 G A
r

f C C C C G G A G GC T GG G A I
,

G C C T T T T T CA A GA
-

G A AA A G G CA T C C C A GC C T C C G T T T T T T ( ;C A A A
一

3
’ ,

反 向寡核什 酸的序列 为 5 ,- AG C T I
,

IT C CA A A A A A
-

C G G A G G C r( ;G G A T ( ; CC T T 」T C T C IT G A A A A A GG C
-

A TC C C A G CC TC C G G G
一

3
’ 。

寡核昔酸的合成委托上

海生工生物技术公司进行
。

两条寡核昔酸退火形成

具有勃端的双链后直接与线性化的 p isl en ce r 3
.

卜 H l

进行连接
,

生成重组质粒 p s i l e n e e r 3
.

1
一

b e一2
,

并经

D N A 测序证实
。

1
.

4 细胞转染

借助脂质体 L i p o fe e t a m i n 。 2 0 0 0 将 p s i l e n e e r 3
.

1
-

b e l
一

2 或 p s il e n e e r 3
.

1
一

H I转人食管癌细胞 E C l o g
。

收

获对数生长中期的 E C or g 细胞
,

并按 5 xl 0
5

细胞 /

孔接种人 6 孔板中
。

继续培养 24 h 后
,

按照 iL ()P fe c -

t a m i n e 2 0 0 0 说明书进行细胞转染
。

转染 4 8 或 7 2 h

后
,

收获细胞进行 X 射线照射或 W es et m hl ot 检测
。

1
.

5 W e s t e r n b l o t

参照文献 2 进行
。

收获转染 72 h 后的食管癌

E C 10 9 细胞
,

制备细胞总蛋白并进行十二烷硫酸

钠
一

聚丙烯酞胺凝胶电泳
。

用电转移的方法将蛋自

质转移至硝酸纤维素膜上
,

以 B cl
一

2 蛋自单克隆抗

体为一抗
、

辣根过氧化物酶标记的羊抗鼠 I gG 为二

抗检测 cB l
一

2 蛋白的表达
。

W es et m bl ot 信号用增强

化学发光试剂盒进行检测
,

以 p
一

ac it n
为内参照

。

1
.

6 细胞凋亡检测

参照文献 3
。

细胞转染 72 h 后
,

每孔加人 5闪

磷脂结合蛋 白 V
一

异硫氰酸荧 光素并继 续培养

10m in
。

用含 1
.

5 m m o l / L e a C 1
2

的培养液洗涤细胞 2

次
,

收获细胞并重新悬于 4 90 闪 T isr
一

H CI 缓冲液中
。

加人 5 闪碘化丙 陡并在 4℃孵育 10 m in
。

用流式细

胞仪检测样品并计算凋亡指数
。

1
.

7 克隆形成实验

细胞转染 48 h 后
,

收获细胞并按照 300 巧 oo

细胞 / 孔重新接种于 % 孔板中
,

并继续培养 24 h
。

对细胞进行 x 射线照射
,

剂量为 Z G y
。

照射后的

细胞继续按照常规培养 10一 14 d
,

吸弃培养液
,

以

吉姆萨染液染色后显微镜下计数细胞克隆数
,

并计

算每孔的克隆形成率
。

1
.

8 裸鼠移植瘤实验

用裸鼠移植瘤模型实验检测 cB 卜2 基因特异性
is R N A 对食管癌细胞的辐射增敏作用

。

收获对数生

长中期的 E C 10 9 细胞并按照常规方法接种于裸鼠皮

下
,

制备成裸鼠移植瘤模型
。

接种 3 d 后
,

将动物

分为 8 组 (每组 8 只 )
,

第 l 组为 cB 卜2 基因特异性

is R N A 联合放射治疗组
,

通过尾静脉注射 p is l e nc e r

3
.

卜b c卜2 与脂质体的混合物 0 .4 m l( D N A 终质量浓度

为 Z m留m l)
,

连续 7 d
,

每 日联合放射治疗 l 次 (2

G y ;) 第 2 组为对照质粒联合放射治疗组
,

通过尾

静脉注射 p s i l e n e e r 3
.

1
一

H I 与脂质体的混合物 o
.

4m z

( D N A 终质量浓度为 2 In g / m l)
,

连续 7 d
,

每 日

联合放射治疗 l 次 (2 G y ;) 第 3 组为 cB 卜2 特异性
s iR N A 治疗组

,

通过尾静脉注射 p s il e n e e r 3
.

1
一

b e l
一

2

与脂质体的混合物 .0 4 m l ( DN A 终质量浓度为 Z m群

m l)
,

连续 7d ; 第 4 组为对照质粒治疗组
,

通过尾

静脉注射 p s i l e n e e r 3一H x 与脂质体的混合物 o
.

4m l

( DN A 终质量浓度为 Z m gm/ l)
,

连续 7 ;d 第 5 组为

放射治疗组
,

每日放射治疗 I次 ( ZG y )
,

连续 7 d ; 第

6 组为脂质体对照组
,

通过尾静脉注射 .0 4m l 脂质

体
,

连续 7d ; 第 7 组为生理盐水对照组
,

通过尾静

脉注射 .0 4 ml 生理盐水
,

连续 d7 ; 第 8 组为未治

疗对照组
,

动物不接受任何治疗作为对照
。

治疗结

束后 3 d
,

处死小鼠
,

剥离肿瘤并称重
,

并计算各

组肿瘤抑制率:( 第 8 组瘤重
一
实验组瘤重 )/ 第 8 组

瘤重
。

`

1
.

9 统计学处理

实验数据以平均数土标准差 (x 士 s
)表示

,

用 s Pss

统计软件包进行统计学处理
,

结果以 P0< .0 5 判断为

有意义
。

2 结果

2
.

1 s iR N A 降低 B e l
一

2 蛋自在 E C 10 9 细胞的表达
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W e s et rn b l o t 检测
s iR N A 对 Be l

一

2 蛋白在 E C 10 9

细胞的表达的结果见图 1
。

结果显示
,

cB l
一

2 蛋白在

E C 109 细胞中呈 阳性表达 ; 将能够表达 cB l
一

2 基因

特异性
s iR NA 的真核表达载体 p s i l e n 〔: e r 3

.

l
一

b e l
一

2 转

人 E C 10 9 细胞后
.

eB 卜2 蛋白的表达水平明显降低
。

5 0
一

402030100
ǎ享à排翅梁翅积

圈 1 W e s t e r n
b l

o t 狱洲 B c l
一
2 童 曰任 E C IgO 细

胞中的表达 ( p
一 a o

int 为内参照 )

图中
,

一为 E e l o g 细 胞 ; 2 为转染 p s ile n e e r

3
.

1
一

川 的 E e l的 细胞 ; 3 为转染 p s i l
e n e e r

3一b e
l
一
2

的 E C 109 细胞

.2 2 B d
一

2 基因特异性
s iR N A 诱导 E C 109 细胞凋亡

流式细胞仪检测 cB 卜2 基因特异性
s iR N A 诱导

E C 109 细胞凋亡的结果见图 2
。

结果显示
,

在正常

培养条件下
,

E C 109 细胞凋亡指数为 .0 05 ; 转染空

载体 p s i l e n e e r 3
.

1
一

川 对 E e l o g 的凋亡无明显影响 ;

转染 p s i le n e e r 3一 b e l
一

2 后
,

E e 10 9 细胞的凋亡指

数显著升高至 0
.

抖 6 ( r = 6
.

3 3 4
,

代0
.

0 1 )
。

0
1 2 3

组别

图 2 B e l
一
2 基因特异性

。 i RN A 对 E C 1 0 9 细胞凋亡

指数的影响

图中
,

l 为 E e 1 0 9 细胞组 ; 2 为转染 p s sl e n o e r 3
.

I
-

1 2 组别 3 4

图 3 B cl 一基因特异性
s
iR N A 联合 X 射线照射对

E CI 0 9 细胞克隆形成能力的影响

图 中
,

l 为 E C 10 9 细胞组 ; 2 为 E C 一0 9 到一于胞 + x

射线照射组 ; 3 为 E e r的细胞
+ p s i一e n e e r 3一川

+ x 射

线照射组 ; 4 为 E e 10 9 细胞 + 一, s ile n 、 e r 3一 议 12 + x 射

线照射组
。 ` :

与第 I组相比
,

p 0<
.

05
;

**
:

与第 2 组
和第 3 组相比

,

P 毋.0 1

2 4 B d
一

2 基 因特异性
s
iR N A 增强 X 射线照射对

E C 10 9 裸鼠移植瘤的生长抑制能力

裸鼠移植瘤实验结果 见图 4
。

结果显示
,

生理

盐水
、

脂质体和空载体 p s i l e n e e r 3
.

1
一

川 对 E C 10 9 细

胞的移植瘤生长无明显影响 ; X 射线照射可抑制移

植瘤的生长
,

B d
一

2 基因特异性
s
iH N A 的真核表达

载体 p isl en ce r 3
.

1
一

玩 I
一

2 也可 明显抑制移植瘤的生

长 ( t = 3
.

9 7 4
,

代0
.

0 1 )
。

x 射线照射联合 p s il e n e e r 3
.

l
-

H I 注射与单纯应用照射相比
,

肿瘤的抑制率无显

著差异 ( t=l
.

3%
,

尸> .0 05 )
。

当 x 射线照射联合 p is
-

l e n C e ; 3
.

卜b d
一

2 注射时
,

肿瘤的抑制率显著升高
,

与单纯 x 射线照射组和单纯 PS il en
C er 3

.

1
一

bc 卜2 治

疗组相比
,

差异均为显著 ( t=5
.

258
,

尸 0< .0l )
。

由此

提示
,

B d
一

2 基因特异性
S IRN A 本身可抑制食管癌

细胞裸鼠移植瘤的生长
,

当与 X 射线照射联合应

用时
,

可显著增强 X 射线照射的治疗效果
。

H 一的 E e 一0 9 细胞组
; 3 为转染 p s s le 。

: e r 3一 b e lZ 的
E C 109 细胞组

。 * :

与 E C 1 0 9 细胞组相比
,

P (< )
一

01

.2 3 B d
一

2 基因特异性
s iR N A 联合 X 射线照射降低

E C 10 9 细胞的克隆形成能力

体外克隆形成实验结果见图 3
。

结果显示
,

x

射线照射可在一定程度上降低 E1C 09 细胞的克隆

形成率 ( z = 2
.

8 5 9
,

尸 < 0
.

0 5 ) ; 转染空载体 p s i l e n e e r

3
.

!
一

H I 对 x 射线照 射效果无明显影响 ; 将 p is
-

le n ( : e r 3
.

1
一

b e l
一

2 转染 E C I 0 9 后
,

X 射线照射对转染

细胞克隆形成率的抑制程度显著升高
,

与空载体转

染组相比差异显著 ( `习
.

8 17
,

尸 0< .0 1)
。

图 4 (B 平 2 基因特异性
、
iR N A 与 X 射线照射对

E C 10 9 裸鼠移植瘤的抑制率

图中
,

! 为生理盐水对照组 ; 2 为脂质体对照组 ; 3

为 x 射线照射组 : 4 为 p s il
e n e er 3

.

l
一

H z 对照组 ; 5 为

p s i l
e n : : e : 3

.

1奴 1
一

2 治疗组 ; 6 为 p s i一e n (
·

e :
3

.

1
一

川 + x 射

线照射组 : 7 为 p s i le n e e r
3

.

1
一

l) c
l
一

2 + x 射线照射组
。 * :

与

第 l 组
、

第 2 组和第 4 组相比
,

P司
.

01 ; **
:

与第 3 组
、

第 5 组和第 6 组相比
,

P动 D l
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3 讨论

RN iA 是一种由双链 RN A 介导引起的特异性

基因沉默现象
,

引发 R N AI 的双链 RN A 被成为

is R N A
。

在细胞内
, S IR N A 通过碱基互补作用识别

并结合相应的靶 m R N A 链
,

引导核酸酶对该 m R N A

链的切割
、

消化
,

最终导致靶基因转录后沉默 14 1。

新近的研究表明
,

将体外人工合成的
S IR N A 导人

细胞后
,

也可特异性抑制相应基因的表达
。

由此
,

R N iA 作为一种干扰或封闭基因表达的工具而被广

泛应用于实验研究中151
。

研究人员已经成功地利用

R N iA 技术降低了多种分子在肿瘤细胞中的表达
,

包括癌基因产物
、

膜受体
、

凋亡相关分子
、

D N A

修复相关分子以及某些信号转导分子等
,

实验采用

的肿瘤模型包括有宫颈癌
、

肺癌
、

肝癌
、

卵巢癌
、

胰腺癌
、

乳腺癌
、

胆囊癌
、

黑色素瘤
、

胃癌等
!elo

在本研究中
,

我们采用 R N iA 技术成功地降低了

cB 卜2 蛋白在食管癌细胞 E C 109 中的表达
,

再次证

实了 R N iA 的有效性
。

B d
一

2 蛋白是一个重要的抗凋亡分子
,

它通过

稳定线粒体膜而防止细胞色素 C 的释放
,

也可抑

制多种半胧氨酸天冬氨酸蛋白水解酶分子的活化
,

最终阻止凋亡的发生
。

研究表明
,

包括食管癌的许

多肿瘤高表达 cB l
一

2 蛋白
〔又“ J

,

而且 cB l
一

2 蛋白与肿

瘤细胞对化疗和放疗的抵抗性有关
, 9 ! ,

是一个良好

的抗肿瘤分子靶标
。

利用针对 cB l
一

2 基因的特异性

反义寡核昔酸可诱导肿瘤细胞凋亡
,

并增强肿瘤细

胞对化疗药物的敏感性
,

但临床试验显示
,

B d
一

2

基因特异性反义寡核有酸用于非霍奇金淋巴瘤治疗

时效果有限
。

进一步研究表明
,

仅一半患者体内用

反义寡核昔酸降低了 B d
一

2 蛋白在肿瘤组织的表达
,

这可能与寡核昔酸抑制效率低
、

稳定性差有关「’ 。 ’
。

我们采用真核表达载体介导 cB l
一

2 基因特异性
s
iR

-

N A 的表达
,

成功地降低了 B d
一

2 蛋白在 E C I Og 细

胞的表达
,

并诱导了 E C 109 细胞的凋亡
。

裸鼠移

植瘤实验也表明
,

单纯用表达 cB l
一

2 基 因特异性

is RN A 的真核表达载体
,

可显著抑制 E 1C 09 移植

瘤的生长
。

我们认为
,

真核表达载体由于分子质量

大
,

其稳定性明显优于寡核昔酸 ; 同时
,

由于利

用了 R N iA 技术
, S IRN A 真核表达载体也具有抑制

靶基因的高效性
。

本研究的体外实验显示
,

E C 10 9 细胞转染表

达 B d
一

2 基因特异性
S
IR N A 的真核表达载体后

,

对

X 射线照射的敏感性显著升高
,

克隆形成能力明显

下降
。

体内实验显示
, S IR N A 真核表达载体本身具

有抑制 E C 10 9 裸鼠移植瘤生长的作用
。

当 cB l
一

2 基

因特异性
S IR N A 真核表达载体与 X 射线照射联合

应用时
,

移植瘤的生长抑制程度显著高于二者分别

单用
,

并明显高于二者分别单用时的效果总和
。

我

们认为
,

B d
一

2 蛋白在 E C 109 细胞的表达降低后
,

细胞对凋亡信号的阑值明显降低 ; 当给予 x 射线

照射这个凋亡诱导信号时
,

细胞的死亡率可显著升

高 ; 由于降低 cB l
一

2 蛋白表达已经增加了细胞的凋

亡
,

因此
,

联合应用 B d
一

2 基因特异性
s iR N A 和 X

射线照射取得了最大程度的肿瘤抑制率
。

综上所述
,

本研究成功利用 R N iA 技术降低了

B d
一

2 蛋白在食管癌细胞 E 1C 09 中的表达
,

并由此

显著增强 了食管癌细胞对 X 射线照射的敏感性
,

为 B d
一

2 基因特异性
s
iR N A 应用于食管癌治疗提供

了一定的理论依据
,

也为食管癌辐射增敏剂的开发

提供了新思路
。
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