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【摘+ 要】目的：探讨卵巢癌缺失 $（BE-$）基因对宫颈癌 L5#
I4 细胞系生长的抑制作用. 方法：采用基因转染技术，将含

有全长 BE-$@BVW 的真核重组表达质粒和空载体质粒（A@B#
VW*. !）转染到人宫颈癌 L5I4 细胞系（无 BE-$ 基因的表达）

中，了解其对细胞增殖能力及细胞周期的影响. 结果：转染

BE-$ 基因的宫颈癌细胞生长受到抑制（# X ". ",），其在软琼

脂克隆形成能力明显降低（# X". ",）. BE-$ 有使 F! 期细胞比

例增高、L 期细胞比例下降的趋势，但 L5I4 细胞和 L5I4#A@B#
VW*. ! 细胞之间无显著差异. 结论：BE-$ 基因能抑制宫颈癌

细胞系的增殖.
【关键词】宫颈肿瘤；BE-$；基因疗法

【中图号】T%*%. **+ + + 【文献标识码】W

EF 引言

卵巢癌缺失 $（ ?5==0C08D54117 0RAC0;;0? 58 9P4C548
@48@0C $，BE-$）基因能抑制多种肿瘤细胞系的生

长，是一个新的候选的肿瘤抑制基因. 为探讨 BE-$
基因对人宫颈癌细胞的抑制作用，我们采用基因转染

技术研究其对宫颈癌细胞增殖的影响，为宫颈癌的治

疗提供思路.

GF 材料和方法

G. GF 材料F 无 BE-$ 基因表达的人源性宫颈癌细胞

系 L5I4 由西京医院妇产科实验室提供，常规方法复

苏细胞并在 *%Y，," 3Z [ Z -E$ 标准条件下培养.
真核表达载体质粒 A-BVW*. !#A&*（ 含有人 BE-$@#
BVW）、空载体质粒 A-BVW*. ! 和免疫组化试剂 BE-#
$ 抗体均由刘淑娟博士惠赠［! \ $］. BM2M，质粒转染

试剂盒（Z5A9=0@D43580 $"""）及胰蛋白酶购自 F]J-E
公司；胎牛血清购自杭州四季青；M// 购自华美生物

工程公司；LWJ- 试剂盒与 BWJ 显色剂均购自武汉

博士德生物技术有限公司，F)!( 购自 L5634 公司.
G. $F 方法F 取 A-BVW*. !#A&* $. , !Z（$. " !6）与

无血 清 BM2M $," !Z 混 匀 得 W 液，另 取 Z5A9#
=0@D4358$""" , !Z 和无血清 BM2M $," !Z 混匀得 J
液. W 与 J 两液混匀，室温放置 $" 358 形成脂质体#
A-BVW*. !#A&* 复合物（-! 液）；同法制备脂质 A-B#
VW*. ! 复合物（-$ 液）. 用 -! 液和 -$ 液分别转染

L5I4 细胞，同时设未转染的 L5I4 作对照. 转染 )( K
后，向培养基中加入 F)!( 进行筛选，瓶中 F)!( 终浓

度由 !"" 36 [ Z 逐渐升至 )"" 36 [ Z，每 * ? 提高 ! 次

浓度，筛选抗 F)!( 克隆，挑选阳性克隆并扩大培养.
转染克隆采用 WJ- 免疫酶染色法检测 BE-$ 蛋白的

表达. 取处于对数生长期的 L5I4#A&* 细胞，常规胰酶
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消化并制备 !"#$%&’( 单细胞悬液，以每孔 ) * )+, 个

细胞接种于 -, 孔培养板，每孔加 ) ./ 培养基，于接

种后 -, 0 开始加入 122，每次 3 个复孔，每孔加入 45
!/ 122（-+ 6 7 /），(48，5+ ./ 7 / 9:- 孵箱孵育 , 0
后弃去上清，每孔加入 +; 5 ./ <1!:，振荡 )5 ."=，

再孵育 ) 0，使结合的 122 充分溶解，选择 ,’+ =. 波

长，在酶联免疫检测仪上测定各孔 ! 值，每日测量 )
次，连续 4 >，并绘制 ! 值%时间曲线; 测量期间每 - ?
( > 换液 ) 次; 同法绘制 !"#$ 和 !"#$%&@<AB(; ) 细

胞的 ! 值%时间曲线，作为对照; 用去离子水配制 4
6 7 / 和 )- 6 7 / 琼脂溶液，高温高压灭菌后，于 ,58水

浴保温备用; 配制 - * <1C1 培养液，高温高压灭菌

后 ,58水浴保温; 将 - * <1C1 与 )- 6 7 / 琼脂溶液

等体积混匀后，按 ) ./ 7 孔加入 -, 孔培养板，,8 放

置 (+ ."= 使之凝固; 再将 - * <1C1 与 4 6 7 / 琼脂溶

液等体积混匀，之后加入 !"#$%&’( 单细胞悬液并调

整细胞终浓度为 ) * )+3 7 /，此混悬液按每孔 +; 5 ./
加入上述 -, 孔板，铺平后室温放置使琼脂凝固，之后

置于 (48，5+ ./ 7 / 9:- 孵箱中培养 - DE，观察细胞

克隆形成情况并计算克隆形成率; 同时设 !"#$ 和 !"%
#$%&@<AB(; ) 对照; 克隆形成率（F）G克隆数 H 接种

细胞数 *)++; 取 !"#$，!"#$%&@<AB(; ) 和 !"#$%&’( 细

胞分别接种于培养瓶，培养至 I+F ? ’+F 融合状态

时，用 -5+ 6 7 / 胰酶消化并收集细胞；JK! 洗涤 - 次

后 ’++ ./ 7 / 乙醇固定过夜; 次日再次以 JK! 洗涤，

并调整细胞浓度 ) * )+I ? ) * )+’ 7 /，碘化丙锭染色

(+ ."= 后，应用 L91 检测，计算出各期细胞百分比，

每组重复 ( 次;
统计学处理：用 !J!!)(; + 统计软件进行统计分

析，组间比较采用完全随机设计的方差分析，两两比

较采用 /!< 法，" M +; +5 表示具有统计学差异;

!" 结果

!"#$%&’( 细胞 &’( 表达蛋白阳性产物呈棕褐色

定位于细胞质; 说明转染后，<:9- 基因在 !"#$ 细胞

中能稳定表达（图 )，-）; 比较 ( 种细胞的生长曲线，

可以看出 !"#$ 和 !"#$%&@<AB(; ) 细胞的生长曲线较

为接近，而 !"#$%&’( 细胞的生长在 ( > 后开始明显

偏低于前两者（" M +; +5）; 说明 !"#$%&’( 细胞在转

染 <:9- 基因后其增殖受到抑制（图 (）; !"#$，!"#$%
&@<AB(; ) 和 !"#$%&@<AB(; ) 三组细胞，每组测量 I
次，求得其均数 N 标准差分别为（,(; - N 5; -）F，

（,+; ’ N -; ,）F，（)4; + N (; 4）F，经分析结果为 !"%
#$ 和 !"#$%&@<AB(; ) 细胞均有较高的克隆形成率，

且两者之间无显著差异；在转染 &’( 后，!"#$%&’( 细胞

的克隆形成率明显降低，与 !"#$ 和 !"#$%&@<AB(; ) 之

间差异性显著（" M+; +5），说明 <:9- 对细胞的增殖力

有 明显的抑制作用; 另经 <:9- 转染后受阻于 O) 期

的细胞增多，同时 ! 期的细胞相应减少，而与 !"#$ 和

!"#$%&@<AB(; ) 之间差异显著（" M+; +5，表 )）;

图 )P 阴性 !"#$ 细胞 &’( 蛋白表达P !BK9 * ,++

图 -P 转染后阳性产物定于细胞质P !BK9 * ,++

图 (P ( 种细胞的生长曲线（122 法）

表 )P <:9- 基因对人宫颈癌细胞周期的影响

（# G (，F，$ % &）

组别 O) 期细胞 ! 期细胞 O- 期细胞

!"#$ ,); 4 N -; + ,4; ) N ); , )); - N ); +

!"#$%&@<AB(; ) ,(; , N -; - ,5; - N ); ( )); , N ); (

!"#$%&’( 3’; 3 N -; +$ )3; ( N ); +$ ),; ) N ); 4

$" M +; +5 ’& !"#$ 和 !"#$%&@<AB(; );
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!" 讨论

细胞的癌基因和抑癌基因是维持细胞正常生命

活动中最重要的一些基因，当它们的基因结构发生改

变和异常表达（ 抑癌基因不表达）时，正常增殖调控

紊乱，细胞无限生长，发生癌变! "#$% & "’(% 广泛存

在于正常组织中，但在许多肿瘤组织和细胞系中低表

达或无表达，提示其表达缺失是肿瘤发生的早期步

骤［) * +］! 我们将含 "#$%,"-’ 的 .$"-’)! /0.1) 真

核重组表达质粒和空载体质粒（.,"-’)! /）在 23.40
56,7893: 介导下，转入人宫颈癌 ;3<8 细胞系中，经

=+/> 筛选 /+ ? 空白对照组细胞全部死亡，而转染空

载体和 .$"-’)! /0.1) 的细胞仍有存活，并形成克

隆，说明这些克隆具有 =+/> 抗性，即为转染成功的

细胞! 经 @AA 比色法检测细胞的增殖情况，发现经

.1) 转染后的宫颈癌细胞，其增殖受到抑制! 此外，

;3<80.1) 的克隆形成率明显低于 ;3<80.,"-’)! / 和

;3<8（! B C! C/），也说明经 "#$% 转染的宫颈癌细胞

在软琼脂中克隆形成能力下降，其增殖能力受到明显

抑制! 流式细胞仪的分析结果也提示 "#$% 有使 =/

期细胞比例增高、; 期细胞比例下降的趋势! =/ 期是

细胞的 "-’ 合成前期，增殖旺盛的细胞 =/ 期时间

短! 转染 "#$% 后 =/ 期细胞比例增高、; 期细胞比

例下降，说明卵巢癌细胞的分裂受到了抑制! 本实验

将 "#$% & "(’% 基因转入人宫颈癌细胞中并获得了

稳定的表达，明显抑制了肿瘤细胞的生长及恶性增殖

能力，为宫颈癌的基因治疗提供实验依据!
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#" 临床资料" 新生儿黄疸 +%（女 />，男 %+）例，均为足月儿，

体质量 Y %FCC U! 均接受光疗，每次 /% Q，/ 次 & ?，分别应用日

本产 @S-#’20/C/ 型 A$( 测定仪做经皮胆红素（A$(）测定，

同时测定两个部位的 A$( 读数，常规部位在上额正中部位，

遮盖部位在患儿光疗时眼罩遮盖的前额眉心部位! 光疗结束

时常规部位的 A$( 读数较光疗前降低 F! C，而在光疗后 /% Q
又明显升高了 )! )，均有非常显著性差异（! B C! C/，表 /）! 光

疗结束时，遮盖部位的 A$( 读数较光疗前降低 C! >，有显著性

差异（! B C! CF），但在光疗后 /% Q，其 A$( 读数较光疗结束时

降低了 C! F，无统计学意义（表 /）!

表 /X 新生儿经皮胆红素 A$( 读数 （" Z +%，# $ %）

部位 光疗前 光疗结束时 光疗结束后

常规 /E! ) [ %! + //! F [ %! %O /+! F [ %! F

遮盖 /E! F [ %! F /F! E [ %! E8 /F! % [ %! F

8! B C! CF &% 光疗前，O! B C! C/ &% 光疗前和光疗结束后!

$" 讨论" A$( 测定仪是检查新生儿黄疸动态变化的一种简

便、无创伤性的仪器，它检测的读数与血清总胆红素浓度呈高

度正相关［/］，黄疸的出现一般由上到下、由深到浅分布，额部

黄疸出现时间早，皮肤暴露，局部坚实易操作，故临床以前额

正中作为常规的 A$( 检测部位，并以查房时的 A$( 读数为主

要的治疗依据! 光疗是治疗新生儿黄疸常用的方法，能有效

地降低血清间接胆红素的浓度，其作用部位在浅层组织，因此

光疗后皮肤黄疸的测试数并不表示血液中胆红素的相应下

降! 在光疗过程中或光疗后短时间内做经皮胆红素测定，其

反映血清胆红素水平的准确性和可靠性会受到明显影响!
本结果显示，光疗后患儿皮肤的黄疸程度有较明显的减

退! 经皮 A$( 测定的读数明显降低，经过 /% Q 后，经皮 A$(
测定读数明显增高，这是因为血中胆红素经过重新分布皮肤

浅层组织使 A$( 浓度增加所致，故皮肤黄疸程度又有所加

重，在临床上医护人员在作经皮胆红素测定评价患儿黄疸程

度时，往往没有注意检测当时患儿是否刚接受光疗后不久，这

样检测的结果便不能正确反映患儿真实的黄疸情况! 我们探

讨了避免光疗影响经皮 A$( 测定的措施，把经皮 A$( 测定的

部位选在光疗时眼罩遮盖的部位，结果显示在遮盖部位检测

时降低，但经过 /% Q 后其经皮 A$( 测定读数没有明显变化，

因此选用光疗时的遮盖部位作经皮 A$( 测定，可较可靠地反

映患儿的黄疸情况! 我们认为对接受蓝光光疗后的新生儿进

行 A$( 测定时，检测部位应选在光疗时遮盖避光的部位，从

而可避免光疗时经皮胆红素测定结果的影响，能更准确地评

价患儿的黄疸程度!
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