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摘要 目 的 探讨髓样细胞 白血病 －
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） 分子选择性抑白之间 的平衡决定 了 细胞对 凋 亡刺激 的 反 应
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制剂 ＵＭ Ｉ
－

７７ 诱导 胃 癌细胞 ＭＧＣ －

８〇３ 凋 亡 的 机制 。 方法近些年来 ， 人们从抗凋亡 的 Ｂ ｃ ｌ
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Ｍ ｃ ｌ

－

ｌ 入

采用 Ａ？ｎｅｘ ｉ ｎＶ／Ｈ 染色流式细胞术观察不同浓度画 ７７ 作
手 ， 合成了许多小分子抑制剂 ， 如 ＡＢＴ ＿７ ３ ７

Ｕ ｊ

、
ＡＢＴ ＿

冬氨 酸 蛋 白 酶 ９
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Ｃａｓｐａｓｅ
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） 、 半 胱 天 冬 氨 酸 蛋 白 酶 ３

的抗 肿 效 果 。
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） 和聚腺苷二磷酸核糖聚合酶 （

ＰＡＲＰ
） 的 活 化情

ａ ｌ

Ｗ
运用高通量筛选 以及结构生物学方法鉴定 出 的

况 以 及 Ｂ 淋 巴细胞瘤 ２
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Ｂ ｃ ｌ
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（
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—种小分子抑制 剂 ， 能选择性地结合 Ｍ ｃ ｌ
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 ， 阻止

和 Ｍ Ｃ １
－

１ 蛋 白 的表达情 况 ； 转染 Ｍｄ －

１ｓ ｉＲＮＡ 特异性沉默Ｍ ｃ ｌ
－

１ ／ Ｂ ａｘ 及 Ｍ ｃ ｌ
－

１ ／Ｂａｋ 的异二聚化 ，从而拮抗 Ｍ ｃ ｌ
－
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Ｗｅ ｓｔｅｒｎｂ ｌｏ ｔ 验证基 因沉默效果 ，

Ａ ｒｍｅｘ ｉ ｎ Ｖ／ ＰＩ 染 １ 的功能 ， 发挥抑制 细胞生长及诱导凋亡作用 。 该

色流式细胞术检测转染对 ＵＭ Ｉ
－７７ 诱导的细胞凋亡 的影 响 。 研究将 ＵＭ Ｉ

－７７ 应用于 胃 癌 细胞 ， 了解其诱导 胃 癌
结果 ＵＭ Ｉ

－

７７ 能诱导 胃癌细胞 ＭＧＣ －

８〇３ 发生 调亡 ， 随着药 细胞凋亡的机制 ， 为其进人临床提供理论依据 。

物浓度升高 ， 细胞凋亡率逐渐增加 ；

ＵＭ Ｉ
－

７ ７ 作用后 ， 线粒体
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ｐ
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３ 和 ＰＡＲＰ 在 ＵＭ Ｉ
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－

１ 在 １ ２ ｈ 起 即 明显下
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材料 人 胃癌细胞株腦匕８０３ 购 自 中 国科学
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－
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ＵＭ Ｉ
－７７ 购 自 美国 Ｓｅ ｌ ｌ ｅ ｃｋ 公司 ；

ＲＰＭ Ｉ

８ ０３ 细胞中 Ｍｄ －
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且转 １ ６４〇 培养基 和 Ｏ

ｐ ｔ ｉ
－ＭＥＭ 低血清培养基购 自 美 国

染后再用 ＵＭ Ｉ

－Ｔ７ 处理 ， 细胞凋 亡率 降低 （
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８０３ 发ｎ ｅｘ ｉ ｎＶ －ＦＩＴＣ 细胞凋亡检测试剂盒 、
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Ｂｅ ｌ
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８０３ 细胞培养于含 １ ０％ 胎
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２ ．５
、
５

、
１ ０

、
１ ５

、
２０ （

ｘｍｏ ｌ／ ＬＵ Ｍ Ｉ

－

７ ７处 Ｊ里 ， 每组设
３个ＧＵＧＣａＪ Ｕ ＵＧＵＧＧａＪ ＡＡ Ａ Ｃ Ａ －

３ 、 下 游 弓 ｜物 ：

３
，

－

复孔 ，
２４ｈ 后分别收集各孔 中细胞于流式管 中 ， 加ＵＧ Ｕ ＵＵ ＡＧＣ Ｃ ＡＣ Ａ ＡＡＧＧＣ Ａ Ｃ －５ 、 将 细 胞分 别 接 种

３００
 ｊ

ｘ ｌ ＩｘＢ ｉ ｎ ｄ ｉ ｎ
ｇ

Ｂ ｕ ｆｆｅｒ 重 悬 ， 然后 力 口 人 ５ｐ ｉＡ ｎ
－于 ６ 孔板和 ２４ 孔板中 （

６ 孔板每孔 ２ｘ １ ０
’

个细胞 ，

ｎｅ ｘ ｉ ｎＶ －ＦＩＴＣ 和 ５ （

ｘｌＰ Ｉ
， 充分混 匀 ， 避 光作用 ２０２４ 孔板每孔 １ｘ１ ０

５

个细胞 ） ，次 日细胞融合达 ３０％

ｍ ｉ ｎ
， 流式 细 胞 仪 检 测 细 胞 凋 亡情 况 ， 采 用 Ｆ Ｉ ？ｗ ｊ ｏ

￣ ５０％ 即进行转染 ， 分未转染 、转染 Ｎ Ｃｓ ｉ ＲＮ Ａ
、转染

７ ．６ 软件分析结果 。 Ｍｄ －

１ｓ ｉ ＲＮＡ
， 每组设 ３ 个复孔 。 转 染 前 １ｈ 将各孔

１ ． ２ ． ３ＪＣ
－

丨 染 色 流式 细 胞术检测 线粒体膜 电 位中液体更换 为无 血清 （ ）
｜

， ｔ ｉ

－ Ｍ ＥＭ 培 养基 ， 然后分别

按 １ ．２ ．２中接种细胞 ， 分别用 
０

、

１ ５
、

２０
 ｜

ｘｍ〇 ｌ／ ＬＵ Ｍ １

－用Ｏｐ ｔ ｉ
－ＭＥＭ

将适量
ｓ ｉＲＮＡ

与
Ｌｉ

ｐｏｆｅ ｃ ｔａｍ ｉｎｅ２０００
稀

７７ 处理 ， 每组设 ３ 个复孔 ，
２４ｈ 后分别收集 各孔细释 ， 静 置 ２ （）ｍ ｉ ｎ 后 混 合 ， 将 ｓ ｉＲＮＡ／ Ｌ ｉ

ｐ
ｏｆｅ ｃ ｔ ａｍ ｉ ｎ ｅ

胞 ， 用 ０ ． ５ｍ ｌ Ｋ ＰＭ Ｉ １ ６４０ 完全培 养液重悬细 胞 ， 再２０００ 混合物滴 入相 应孔 中 ， 置于培 养箱 中 继续培

加入 ０ ．５ｍ ｌ ．
Ｉ
Ｃ －

１ 染色工作液 ， 颠倒混匀 ，
３ ７ｔ： 避光养 ， 约 ４ ？ ６ｈ 后更换为 ＲＰＭ Ｉ １ ６４０ 培养基 。

６ 孔板

作用 ２０ｍ ｉ ｎ
， 于每管加人 ３００

 （

ＪＪ Ｃ
－

Ｉ 染色缓 冲液 （
１细胞在转染 ４ ８ｈ 后提取细胞总蛋 白 ，

Ｗ ｅ ｓ ｔｅ ｒｎｂ ｌｏ ｔ 法

ｘ
） ， 立即上流式细胞仪检测线粒体膜 电位变化 ， 以检测转染效率 。

２４ 孔板 中 细胞在 未转 染 以 及转染

线粒 体 膜 电位 阻断 剂 ＣＣＣ Ｐ
（
５〇ｐｍｏ ｌ／ Ｌ

） 处理 １ ０Ｍｄ －

１ｓ ｉ ＲＮＡ 基础上待细胞融合达 ８０％￣ ９〇％ 后再

ｍ ｉｎ 的细胞为 阳性对照 ，

ＦＩｏｗＪｏ７ ．６ 软件分析结果 。加入 ＵＭ Ｉ
－７７

（
１ ５
ｐｍｏｌ／Ｌ

） 处理 ２４ｈ
，

ＡｎｎｅｘｉｎＶ／ＰＩ

１ ． ２ ．
４Ｗ ｅ ｓ ｔｅ ｒｎｂ ｌｏ ｔ 法检测蛋 白 表达情 况 分别收染 色流式细胞术检测细胞凋亡率 。

集各孔 （ 未转染 、转染 ＮＣ ｓ ｉ ＫＮＡ
、转染 Ｍｄ －

１ｓ ｉ Ｒ ＮＡ
） 丨 ． ３ 统计学处理 采用 Ｓ ＰＳＳ １ ７ ． （ ） 软件进行分析 ，

以及 Ｕ Ｍ 丨

－

７７
（

１ ５ ｉ

ｘｍ ｏ ｌ／Ｌ
） 处理 ０

、
６

、
１ ２

、
２４ｈ 细胞 。 实验数据以 ．ｖ± ｓ 表示 ， 组间 比较采用单因素方差分

加适量 Ｒ ＩＰＡ 裂解液 ， 冰上裂解 ３０ｍ ｉ ｎ
，
４Ｔ

、
１ ４０００析 。

ｒ／ｍ ｉ ｎ 离心 ３０ｍ ｉ ｎ 后取上清液 ， 获得细 胞总蛋 白 。

＾^

用 ＢＣＡ 法进行蛋 白定量 ， 然后加人等体积的 ２ｘ 上

样缓冲液 ， 煮沸 ３ｍ ｉ ｎ 使蛋 白 变性 。 各蛋 白 样 品取２ ． １ＵＭ Ｉ
－７７ 对 ＭＧＣ －８０３ 细胞凋亡 的影 响Ａ ｎ －

２ （ ）

 ｜

ｘｇ 进行 ＳＤＳ －ＰＡＧＥ 凝胶 电 泳 ， 随后转移至硝 酸ｎ ｅｘ ｉ ｎＶ － Ｆ ＩＴＣ／ Ｐ ｌ 染色流式 细胞术结果显示 ，
０

、
２ ．５

、

纤维素膜上 ，用含 ５％ 脱脂奶粉的 ＴＢＳＴ 室温封闭 ２５
、

１ ０
、

丨 ５
、

２〇
 ｊ

ｉｍ ｏ ｌ／ Ｌ 的 Ｕ Ｍ １

－７ ７ 作用 ＭＧＣ －

８０３ 细胞

ｌ ｉ
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７７ 对 Ｍ Ｃ ； Ｃ ￣

８０３ 细胞线粒体膜 电位的影 响

Ａ
：
０
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ｘｍｏ ｌ／ Ｌ
； 
Ｈ

： 
１ ５
 （

ｘｍｏ ｌ／ Ｌ
；
Ｃ

 ：
２ （ ）

 ｊ

ｘｍ ｏ ｌ／ Ｌ

２ ． ２ＵＭ Ｉ
－７７ 对 ＭＧＣ －８０３ 细胞线粒体膜 电位的影Ｖ／Ｐ 丨 染色流式细胞术检测 基 因沉默对 Ｕ Ｍ 丨

－

７ ７
（

１ ５

响ＪＣ
－

Ｉ 染色流式细胞术检测结果显示 ， 正常情况ｐｍｄ／ Ｌ
） 诱导 凋 亡 的 影响 ＾ 细 胞转染 Ｍｄ －

１ｓ ｉＲＮ Ａ

下 Ｊ Ｃ
－

１ 聚集在线粒体基质 中 形成聚合物 ， 而 ０
、

丨 ５
、后再加 ＵＭ Ｉ

－Ｔ７ 处 理 Ｍｈ 的 凋 亡率 为 （
２ １ ． ３ ８±

２０
 （

ｘｍ ｏ ｌ／ Ｌ 的 Ｕ Ｍ 丨

－７ ７ 处理后 ， 细胞逐渐 向 右下方移４ ．９０７
）
％

，与 Ｕ Ｍ Ｉ

－

７ ７ 处理未转染细胞 ２４ｈ 比较 ， 差

动 ， 即 聚集在线粒体的 ＪＣ －

１ 聚 合物减少 ， 而单体形异有统计学意义 （
厂 ＝ ２７４ ＿ ０６２ ， ＜ ０ ． ０５

） 。 见 图 ５
、

式的 Ｊ Ｃ
－

１ 增 加 ， 线粒体膜通透性增加 ， 线粒体膜 电６

位降低 。 见图 ２
。
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Ｐ＜ ０ ． ０５

） ， 被 裂 解 的 有 活 性 的丄
ｘ口〇＾娜
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ａｒ 依赖性画

〇
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Ｗ ｅｓ ｔｅｒｎｂｂ ｔ 法检测 基 闪沉默
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 ） Ａ ｎ ｎ ｅ ｘ ｉ ｎ在 胃 癌组织 中 的表达水平也显著高于癌旁组织 ， 与
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图 ４ 抗调亡 的 丨Ｗ －２ 家族 蛋 白 在 ＵＭ 丨
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１

１

］

、
ＡＴ －

１ ０ １
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Ｔｕｍｓｔａｔｉｎ 转基因 巨核细胞

在 ＮＯＤ／ＳＣＩＤ 鼠体内产生抗新生血管作用血小板
任荟蓉 ＼ 罗 以勤 、李 娟

２

， 周 明
２

， 赵 亮 、姚丽娟
１

摘要 目 的 了解 ｔｍｎ ｓ ｔ ａ ｔ ｉ ｎ 转基 因 巨 核细胞在非肥胖糖尿平 ， 然而 ， 近些年的研究
［

， ２
１

表明血小板有促进肿瘤

病／重症联合免疫缺陷 （
Ｎ０Ｄ／ＳＣ ＩＤ

） 鼠体 内 生成血小板情况新生血管形成作用 ，进而促进肿瘤的生长和转移 ， 影

及其抗新生血管細 。 方法 制备 的― ｎ 转細 巨 核响患者预后 。 是近些年发现的一种 内 源性
细胞注人腳／ ＳＣ ＩＤ 鼠体 内 ， 定期取血 ，

通 过流式细胞仪分
血管生成抑制 因子 ， 其通过功能性受体特异性地诱

析转基因血小板产生情况 ； 激光共聚焦法检测血小板的 ｔｕｍ
－

ｂ ★ 体 ； 他办 丨 心 抽 ： 山 丨 丨 —

■

＊ ？

＋ 导血管 内皮细胞调亡 、抑制血管 内皮细胞增殖 ，从而
ｓ ｔａ ｔ ｉ ｎ 表达 ； 内皮细胞管状结构形成试验检测血小板 的 Ｉ／Ｌ血ｍ ．

管生成作用 ；
血小板聚集试验检测转細血小板 的 聚 集功

侧肿瘤 的生 Ｋ° 肺 ｔｕｍ ｓ ｔａ ｔ ｌｎ 基因 的慢病毒

能 。 结果 ｔｕｍ ｓ ｔａ ｔ ｉ ｎ 转基 因 巨 核细胞输注 Ｎ０Ｄ／ ＳＣ ＩＤ 鼠后转导 ＣＤ３４ 

＋

细胞经体外扩增培养后生成有抗血管

的第 ３ 天 ，外周血可检测到人血小板 ；
血小板表达 ｔｕｒａｓ ｔａ ｔ ｉ ｎ

；生成作用 的 巨核细胞／血小板
［

４
］

， 该实验采用这种

这种转基因血小板可显著抑制 内 皮细胞管状结构形成并保转基因 巨核细胞输注非肥胖糖尿病／重症联合免疫

持正常的聚集功能 。 结论 ｔｕｍ ｓ ｔａ ｔ ｉ ｎ 转基 因 巨 核细胞可在缺陷 （
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ｙ ，

Ｎ０Ｄ／ ＳＣ ＩＤ
） 小 鼠 ，

观察其在体 内 生成血小
能的血小《 ’ 为进一步抗肿瘤Ｗ究奠ＳＳｔｔ 。

板的状况及其相关功能 ， 设想这种血小板有可能改
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Ｎ０Ｄ／ＳＣ ＩＤ 鼠变放化疗过程中输注常规血小板而引起的促进肿瘤
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