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要!目的
!

探讨不同浓度雷帕霉素对宫颈癌
91J7

细胞生长的抑制作用及对
9+Q(!

%

(

U.SQ

表达的

影响'方法
!

采用四甲基偶氮唑盐$

-;;

%比色法检测分别以不同浓度雷帕霉素处理的体外培养人宫

颈癌
91J7

细胞的抑制率&采用反转录
(

聚合酶链反应$

H;(*/H

%(

G1&<1='C:"<

法检测各组细胞
9+Q(

!

%

(

U.SQ@HR)

和蛋白的表达'结果
!

不同浓度雷帕霉素对宫颈癌
91J7

细胞的生长有明显的抑制

作用&并呈剂量依赖性#随雷帕霉素浓度增加细胞内
9+Q(!

%

(

U.SQ@HR)

和蛋白的表达均呈下调趋

势'结论
!

雷帕霉素对宫颈癌
91J7

细胞的生长有抑制作用并呈剂量依赖性&雷帕霉素具有明显下调

9+Q(!

%

(

U.SQ@HR)

和蛋白表达的作用'

关键词!雷帕霉素#缺氧诱导因子
(!

%

#血管内皮生长因子#

91J7

细胞

中图分类号!

H%#%$#

!!

文献标识码!

)

!

!

引言

宫颈癌是妇女常见的恶性肿瘤&其发病率有明

显增高并呈年轻化趋势'宫颈癌的传统治疗方法如

手术(放化疗&或因适应证局限(严重不良反应(耐药

等对晚期(复发病例的临床应用受到限制'研究表

明缺氧诱导因子
(!

%

$

9+Q(!

%

%参与包括血管内皮生

长因子$

U.SQ

%在内的多种基因的转录调控&可上

调
U.SQ

的表达&诱导肿瘤新生血管的形成)

!

*

&抑

制血管生成已成为肿瘤治疗新的发展方向'近年

来&研究者还发现雷帕霉素能在转录和翻译水平阻

断
9+Q(!

%

表达&起到抗肿瘤的作用)

(

*

'本课题拟

以不同浓度雷帕霉素处理体外培养的宫颈癌
91J7

细胞&研究雷帕霉素对体外宫颈癌细胞的抑制效应&

及对
9+Q(!

%

与
U.SQ@HR)

和蛋白表达的影响'

为雷帕霉素可否进一步应用于临床抗肿瘤和放(化

疗相结合的综合治疗提供新的实验数据(方法和

思路'
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材料和方法
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!

材料

人宫颈癌
91J7

细胞株由辽宁省大连生物化学

研究所惠赠'雷帕霉素购自美国
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3
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公司#
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总
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提取液购自美国
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3

1'

公

司#

H;(*/H

试剂盒(

IR)

标记购自
;7,7H7

宝生

物工程有限公司#兔抗人
9+Q(!

%

单克隆抗体购自

武汉博士德生物工程有限公司#鼠抗人
U.SQ

单克

隆抗体购自
M7'<7/=8X

公司#通用型
M*$"""

试剂

盒(氨基联苯胺$

I)6

%显色剂购自北京中杉生物

公司'

!$(

!

方法

!$($!

!

细胞培养
!

人宫颈癌细胞系
91J7

细胞于

含
!"P

胎牛血清(

!""8

"

@:

青霉素和
!""

!

3

"

@:

链

霉素的
H*-+!)*"

培养液中&

#%T

(

'P /W

(

饱和湿

度培养箱中培养&细胞呈贴壁生长'

!$($(

!

-;;

法检测细胞生长抑制率
!

取对数生

长期
91J7

细胞&调整细胞浓度为
(+!"

)个"毫升&

加入
$)

孔板&每孔
!""

!

:

&待细胞贴壁后&加入含不

同浓度的雷帕霉素
!$')('

(

#$!('

(

)$('

(

!($'

(

('

(

'"

(

!""

(

(""'@":

"

J

的完全培养液
!""

!

:

&每组设
)

个复孔&加不含药物等量培养液细胞作对照组&以空

白孔调零'药物作用
%(0

后&每孔加入
'@

3

"

@:

的

-;;("

!

:

&

*0

后弃上清液&加入
I-MW!""

!

:

振

荡&上机检测
'%"'@

处吸光度
4

值'细胞生长抑

制率
/

$对照组平均
4

值
"

实验组平均
4

值%"对照

组平均
4

值
+!""P

'实验重复
#

次&取平均值'

!$($#

!

H;(*/H

法检测
9+Q(!

%

和
U.SQ@HR)

的表达
!

;=#X":

一步法提取雷帕霉素终浓度为
'

(

("

(

&"'@":

"

J

用药组作用
%(0

后及对照组的各组

细胞总
HR)

&取
!

!

3

为模板反转录合成
AIR)

&

*/H

扩增
9+Q(!

%

(

U.SQ

&同时扩增
$

(7A<#'

作为内

参照'检测
9+Q(!

%

上游引物序列!

))/)))))(

/)/)S/S))S/

&下游引物序列!

);)S;S));(

S;SS//;S;S

&产物长度
!(*C

>

#

U.SQ

上游引

物序列!

)SSS/)S))/);/)/S))S

&下游引物

序列!

)/;//)SS///;/S;/);;S

&产物长度!
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上游引物序列!
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&下游引物序列!
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&产物长度!
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引物由
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公司合成'
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循环条件!

$*T (@#'
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&

''T #"&

&

%(T!@#'

&扩增
#"

个循环'

反应结束后&

*/H

产物经
(P

琼脂糖凝胶电泳后&经

LU*

凝胶成像分析系统半定量分析&分别用
9+Q(

!

%

"

$

(7A<#'

(

U.SQ

"

$

(7A<#'

的比值
,

表示两种基因

的相对表达量'

!$($*

!
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法检测
9+Q(!

%

和
U.SQ

蛋

白的表达
!

裂解提取雷帕霉素终浓度为
'

(

("

(

&"

'@":

"

J

用药组及对照组
91J7

细胞总蛋白&测蛋白

浓度'煮沸变性&以每泳道
!""

!

3

总蛋白上样进行

MIM(*)S.

电泳&截取目的蛋白凝胶片段&转膜'

'P

脱脂奶粉室温封闭
(0

'置膜于兔抗
9+Q(!

%

单

克隆抗体$

!.!""

%&鼠抗人
U.SQ

单克隆抗体$

!.

(""

%&兔抗
$

(7A<#'

抗体$

!.!"""

%一抗中&

*T

过夜'

加即用型二抗
#%T

水浴
!0

&

I)6

显色'采用
LU*

$

/)$!%&)

%凝胶成相系统照相&记录条带
+!

值'

蛋白表达量以
9+Q(!

%

"

$

(7A<#'

(

U.SQ

"

$

(7A<#'

比值

,

表示'

!$#

!

统计学方法

所有数据用
M*MM!'$"

统计分析软件进行统计

学处理'检测数据以
K07

表示&采用完全随机设计

资料的方差分析&以
@

#

"$"'

为差异有统计学

意义'

#

!

结果

($!

!

不同浓度雷帕霉素对宫颈癌
91J7

细胞生长

的影响

雷帕霉素作用宫颈癌
91J7

细胞
%(0

后&对细

胞生长有明显的抑制作用并呈剂量依赖性&随药物

浓度的增加$
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%其抑制作用越明显#用药各组分别与

对照组相比差异有统计学意义$
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%#相邻浓

度
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J

组与
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"

J

组抑制率比较差异

有统计学意义$

@

#

"$"'

%#余各相邻浓度组两两比

较差异无统计学意义$
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不同浓度雷帕霉素对
91J7

细胞
9+Q(!

%

与

U.SQ@HR)

表达的影响

随雷帕霉素浓度增加细胞内
9+Q(!

%

(

U.SQ

@HR)

的表达均呈下调趋势'低(中(高不同浓

度组
9+Q(!

%

@HR)

$

"$#!'0"$"%"

(

"$!%"0

"-!*!
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"-!)'0"$(!(

%与 对 照 组 $

"$#&'0

"-"#'

%&中(高浓度 组
U.SQ @HR)

$

"-#&"0

"-"'%

(

"-#)'0"-")*

%与 对 照 组 $

"-))'0

"-"'"

%相比较差异均有统计学意义$

@

#

"-"'

%#

低浓度组
U.SQ@HR)

$

"-)""0"-!*!

%与对照

组比较差异无统计学意义$

@

-

"-"'

%'相邻浓

度组间两两比较!低(中浓度组间
9+Q(!

%

(

U.SQ

@HR)

表达差异有统计学意义$

@

#

"-"'

%#中(

高浓度组间
9+Q(!

%

(

U.SQ@HR)

表达差异无

统计学意义$

@

-
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%&见图
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雷帕霉素对人宫颈癌
S4E8

细胞
S(L=K

!

和
T3RL

<BU6

表达的影响
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不同浓度雷帕霉素对
91J7

细胞
9+Q(!

%

和

U.SQ

蛋白表达的影响

在
!("NI

和
(#NI

位置可见
9+Q(!7

及
U.SQ

蛋白条带&随雷帕霉素浓度的增加细胞内
9+Q(!

%

(

U.SQ

蛋白表达均呈下调趋势'不同浓度雷帕霉

素组
9+Q(!

%

(

U.SQ

蛋白表达与对照组比较!低浓

度组
9+Q(!

%

(

U.SQ

$

"$'%"0"$!**

(

"$#"*0

"-!((

%与对照组$

"$'$"0"$"%)

(

"$#((0"$"'(

%比

较差异无统计学意义$
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-

"$"'

%#中(高浓度组
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和
U.SQ

分别为$

"$*!)0"$"%"
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"$")'

%和$

"$!$(0"$!*(

(

"$"'(0"$"#*

%与对照组

比较差异均有统计学意义$

@

#

"$"'

%#相邻浓度组

间两两比较结果显示!低(中浓度组间和中(高浓度

组间
9+Q(!

%

和
U.SQ

蛋白表达差异有统计学意义

$
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#
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%&见图
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图
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雷帕霉素对人宫颈癌
S4E8

细胞
S(L=K

!

及
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蛋

白表达的影响

L*

;

#,40

!

M)44..49"&.,8

:

8<

%

9*'&'")44W

:

,4--*&'&.)#=

<8'94,5*98798'94,S4E89477-S(L=K

!

8'$T3RL

:

,&"4*'

$

!

讨论

近年来研究发现免疫抑制剂雷帕霉素$

H7

>

7@(

D

A#'

%具有抗肿瘤活性&美国国立癌症研究所发现雷

帕霉素对乳腺癌(卵巢癌(白血病(肺癌(肾癌等肿瘤

细胞株的生长明显抑制)

#

*

'雷帕霉素是哺乳动物雷

帕霉素靶蛋白$

@;WH

%特异性抑制剂&

@;WH

是细

胞生长和增殖的关键调节分子&通过
*+#,

"

),;

"

@;WH

途径发挥作用&该途径在肿瘤中常被过度激

活&使细胞周期调节失控&引起细胞转化和肿瘤

进展)

*

*

'

本研究结果显示
!$')(''@":

"

J

浓度雷帕

霉素处理
91J7

细胞时即表现出明显抑制作用&

并随着药物浓度的倍比增加增殖抑制率呈上升

趋势'药物浓度为
!($''@":

"

J

与
(''@":

"

J

时

抑制率差异有统计学意义&药物浓度小于
!($'

'@":

"

J

及大于
(''@":

"

J

时&抑制率虽随药物浓

度增加但差异无统计学意义&故推断雷帕霉素最

佳浓度范围可能在
!($'

"

(''@":

"

J

之间&与临床

上推荐的雷帕霉素安全血药浓度
'

"

("'@":

"

J

)

'

*

是相符的'杨莹等)

)

*研究证明雷帕霉素在
!

"

("

'@":

"

J

剂量范围内可诱导肝癌细胞的死亡&并

具有剂量依赖性'王炜等)

%

*研究也证明了雷帕

霉素可直接抑制人淋巴瘤
H7

%

#

细胞的生长&并有

时间
(

剂量依赖性'

9+Q(!

%

是缺氧条件下广泛存在于哺乳动物和

人体的一种转录因子&对维持肿瘤细胞能量代谢(细

胞增殖及肿瘤血管生成具有重要作用'

U.SQ

是

一种特异的血管内皮细胞刺激因子&可刺激肿瘤血

管内皮细胞增生(增加血管的通透性&为肿瘤生长(

+

%*(

+
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#

期



浸润和转移提供适合的物质基础'

9+Q(!

%

基因参

与包括
U.SQ

在内的多种基因的转录调控&上调

U.SQ

的表达&诱导肿瘤新生血管的形成'大量研

究已表明&宫颈癌组织中有
9+Q(!

%

(

U.SQ@HR)

及蛋白的高表达&并与病理分级(临床分期(淋巴转

移情况密切相关'雷帕霉素作为高度特异的

@;WH

抑制剂&能通过
@;WH

信号途径抑制
9+Q(

!

%

基因的合成(增加其降解&抑制
9+Q(!

%

的表

达)

&

*

&并调节
9+Q(!

%

基因下游基因
U.SQ

的表达'

本研究分别采用
H;(*/H

法和
G1&<1='C:"<

法检测不同浓度雷帕霉素对宫颈癌
91J7

细胞的

9+Q(!

%

(

U.SQ@HR)

和蛋白表达的影响&结果显

示随着雷帕霉素浓度的增加&两者
@HR)

和蛋白的

表达均呈下调趋势'

98!&"'

等)

$

*研究发现
@;WH

抑制剂雷帕霉素可以抑制前列腺癌细胞
9+Q(!

%

的

表达及
9+Q(!

%

对靶基因如
U.SQ

等的转录激活作

用'

2#7'

3

等)

!"

*通过卵巢癌裸鼠皮下移植瘤实验研

究了雷帕霉素和紫杉醇单独或联合应用可抑制

9+Q(!

%

和
U.SQ

蛋白的表达&降低肿瘤微血管

密度'

综上所述&雷帕霉素有望成为一种应用于宫颈

癌的辅助治疗手段&尤其适用于晚期宫颈癌无法手

术和化疗的患者'可否通过与常规化疗药物联合来

增加疗效&或辅助其他治疗手段来提高雷帕霉素对

宫颈癌的敏感度有待进一步研究'
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