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　　摘　要 :目的　通过将 Fas/APO 21基因转染食管癌细胞 ,比较转导前后基因及蛋白的表达水平。方法

　运用已构建的 Fas/APO 21真核表达质粒 ,用脂质体介导法将目的基因导入 Eca2109 细胞 ,筛选克隆细胞

以 Southernblot,Northernblot,Westernblot 法检测 Fas/APO 21 基因的表达。结果　转导株与非转导株均

有 Fas/APO 21cDNA 的表达 ,但转导株在基因及蛋白水平的表达均明显高于非转导株。结论　Fas/APO 21

基因在食管癌细胞中处于低表达状态 ;通过基因转导能有效增强其表达。
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　　Abstract:Ob jective 　Tocom paretheex pressin glevelofFas/APO 21 genein genetransfectedandnot

transfectedeso pha gealcancercellsthrou ghtransductin gFas/APO 21 geneintoeso pha gealcancercells. Methods

　Thereconstructed plasmidex pressin gFas/APO 21 genewithli pofectaminewastransductedintoeso pha geal

cancercelllineEca 2109.Thenthe positivecloneswerechosenandtheex pressin glevelofFas/APO 21 genewas

determinedb ythemeansofSouthernblot,NorthernblotandWesternblot. Results　Theblottin gresults

showedthatFas/APO 21cDNAwasex pressedinboth genetransductedandnottransductedcellstrains,butthe

expressin glevelofFas/APO 21mRNAand proteinin genetransductedcellstrainwasmuchhi gherthanthatin

genenottransductedcellstrain. Conclusion　Theex pressin glevelofFas/APO 21 gene,whichwasver ylowin

esopha gealcancercells,couldbeenhancedb ythemeansof genetransductionefficientl y.
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　　恶性肿瘤病因学研究表明 :肿瘤的发生不仅与细

胞的过度增殖有关 ,而且与细胞的死亡速度有关 ,即

细胞凋亡的减少。细胞凋亡是一种生理条件下的细

胞程序化死亡 ,其生理学功能在于维持正常细胞数量

在组织及器官生长与死亡之间的动态平衡。故诱发

细胞程序性死亡 ,目前已成为进行恶性肿瘤治疗新的

研究思路[1] 。细胞表面 Fas/APO 21蛋白分子是一种

凋亡信号受体 ,它与其配体或抗 Fas/APO 21 单克隆

抗体特异性结合 ,可诱导靶细胞发生凋亡[2] .我们将

Fas/APO 21cDNA 导入食管癌细胞 ,并观察了 Fas/

APO 21基因在转导株的表达 ,期望为食管癌转基因

治疗提供有意义的依据。

1　材料和方法

1.1 　材料

　　食管癌细胞系 Eca2109 购于中国医学科学院肿

瘤研究所 ,脂质体 Lipofectamine 购于 GIBCOBRL 公

司。Fas/APO 21抗体购于北京中山生物技术公司 ;

[α232 P]dATP 购自北京亚辉公司 ;G418, 胎牛血清及

硝酸纤维膜购于 Sigma公司。

1.2 　细胞培养

　　食管癌细胞 Eca2109 以 RPMI216402100ml/L

FBS进行常规培养 ,每两天换一次液。

1.3 　重组载体的构建

　　详见参考文献[3] 。
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1.4 　基因转导与克隆筛选

　　参照 GIBCOBRL 提供的 lipofectamine 介导法所

附说明书进行 ,细胞分 3 组 : Ⅰ组为对照 , Ⅱ组转

pBK2CMV 空载体 , Ⅲ组转 Fas/APO 21 重组载体。

取 10μg纯化的质粒 DNA, 溶于 100μl无血清培养基

中 ,与 20μlli pofectamine 混合 ,置室温 15min; 转染

35mm 培养皿中处于对数生长期的 Eca2109 细胞 (2

×105cells/孔) 。48h 后 ,G418 筛选转染细胞。克隆

细胞形成后 ,逐个计数 ,随机挑选克隆 ,大量扩增抗性

细胞。

1.5 　转染细胞 Fas/APO 21基因及表达产物的检测

　　(1) SouthernBlot 和 NorthernBlot 收集生长状

态良好的 1 ×107细胞 ,按细胞裂解法[4] 提取基因组

DNA,经 EcoRI 消化后 ,普通琼脂糖凝胶电泳 ;按异

硫氰酸一步法[4]提取基因组总 RNA, 经热变性后 ,甲

醛变性凝胶电泳。经真空转移法转移基因 DNA 和

总 RNA 至硝酸纤维膜上 ,以同位素 [α232 P]dATP 标

记随机引物法进行预杂交、杂交及自动显影。( 2)

WesternBlot 裂解细胞制备细胞膜蛋白 ,采用真空转

移法将蛋白转移至硝酸纤维素滤膜并封闭 ,常规

ABC法结合抗体 ,通过放射自显影技术显色。

2　结果

2.1 　Fas/APO 21转导株的建立

　　基因转导后 ,转导株及对照组各 1 ×105细胞经

G418筛选 10～20 天 ,空载体和 Fas/APO 21 表达载

体转染的细胞培养孔内逐渐出现抗性克隆 ,见图 1。

经计算发现 ,转导率在 0.15% 以上。而非转导株以

同剂量的 G418筛选 2 周 ,细胞即已完全死亡。随机

挑选 2个生长状态良好的阳性克隆 ,进行扩增培养 ,

结果筛选出稳定的抗性细胞株 pBK2Fas/APO 21

Eca109。

图 1　Eca2109 细胞抗性克隆形成

2.2 　转染细胞 Fas/APO 21基因 DNA 的检测

　　Southernblot 杂交放射自显影结果显示 ,转导前

后的细胞基因组 DNA 在 2.5kb 处均有 Fas/APO 21

表达 ,而表达载体转导株在 1.8kb 处也有一条显影

带 ,其大小与表达载体携带的片段一致。转导空载体

的阳性重组细胞 pBK2 Eca109则没有 Fas/APO 21杂

交带显示 ,见图 2。

2.3 　转染细胞 Fas/APO 21mRNA 的检测

　　NorthernBlot 杂交结果显示 :非转导细胞和空载

体转导细胞以 5×106cells的总 RNA 电泳转膜杂交 ,

仅有微弱的显影 ,而 Fas/APO 21 转导株 1 ×106cells

的总 RNA 电泳转膜杂交 ,具有很强的杂交信号 ,且

随着细胞数量增加 ,信号不断增强 ,表明有较高水平

的 Fas/APO 21mRNA 表达 ,见图 3。

图 2　Southernblot

a.λDNAmarker/Hind Ⅲ　b.ECA 21092Fas/APO 21cells/3 ×106

c.ECA 21092Fas/APO 21cells/4 ×106　d.ECA 2109cells/4 ×106

图 3　Northernblot
a.ECA 2109cells/5 ×106 　b.RNAmarker 　c.ECA 21092Fas/APO 21

cells/1 ×106　d.ECA 21092Fas/APO 21cells/2 ×106　e.ECA 21092Fas/

APO 21cells/3 ×106　f.ECA 21092Fas/APO 21cells/4 ×106

2.4 　转染细胞 Fas/APO 21蛋白表达的检测

　　Westernblot 结果显示 ,未转染细胞出现非常弱

的印迹着色 ,而转染细胞 Fas/APO 21 抗体结合的蛋

白出现较明显的印迹着色 ,其大小与 Fas/APO 21 蛋

白的相对分子量相符 ,见图 4。

图 4　Westernblot

a.ECA 2109cells/3 ×106　　b.ECA 21092Fas/APO 21cells/1 ×106　c.

ECA21092Fas/APO 21cells/4 ×106
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3　讨论

　　随着凋亡相关基因的不断发现与克隆 ,利用基因

转导技术诱导肿瘤细胞的凋亡 ,倍受人们的关注。

　　Fas/APO 21 基因产物是一种典型的 Ⅰ型膜蛋

白 ,属 TNF 和 NGF 受体家族成员。细胞表面 Fas/

APO 21分子与它的配体分子或抗 Fas/APO 21 抗体

结合 ,可向细胞内传递死亡信号 ,使靶细胞在数小时

内发生凋亡[2] 。有研究表明 :肿瘤细胞对 Fas/APO 2
1系统介导凋亡的敏感程度是由多因素决定的 ,可能

涉及到多种调控机制。其中最基本的前提之一 ,即有

功能的 Fas/APO 21 分子在肿瘤细胞表面的表达为

Fas/APO 21 依赖性细胞凋亡所必需 ,Fas/APO 21 缺

陷的 Lpr 和 lpr cg鼠由于不能够表达或表达不能向细

胞内传递死亡信号的变异 Fas/APO 21, 因而导致自

身免疫性疾病[5] 。对于不表达或低表达 Fas/APO 21

受体的肿瘤细胞能否通过细胞因子的活化作用或基

因转移来促进其表达并增加对抗 Fas/APO 21抗体介

导凋亡的易感性 ,值得进一步研究。

　　我们利用已构建的真核表达载体 pBK2Fas/APO

21cDNA, 转导 Eca2109 细胞后 ,通过抗性筛选 ,有效

地建立了 Fas/APO 21基因表达株 Eca21092Fas/APO

21。我们用免疫印迹的方法从基因及蛋白水平检测

了人食管癌细胞系 Eca2109 中 Fas/APO 21的表达水

平 ,结果显示其表达量极低 ;而通过脂质体介导法转

染 Fas/APO 21cDNA 的 Eca21092Fas/APO 21 细胞较

未转染株基因和蛋白的表达量则明显增高。从而 ,不

仅证实了 Fas/APO 21基因转导成功和能够进行有效

的表达 ,同时 ,为食管癌细胞有机会结合大量的 Fas/

APO 21配体或抗 Fas/APO 21抗体 ,向细胞内传递死

亡信号 ,诱导食管癌细胞凋亡 ,提供了可能。这一结

果也为今后进一步研究 Fas/APO 21转基因表达在食

管癌细胞的体内外生长抑制效应 ,以及临床基因治疗

中的应用 ,奠定了重要的基础。
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　　脾脏错构瘤是一种罕见的脾脏良性
肿瘤 , 于 2000年收治 1例 ,现报告如下。

1　临床资料

　　患者男性 ,53岁 ,体检时发现脾脏实

性占位性病变 ,一般检查未见异常。B超

见 :脾门实性占位 ,中央为中、低回声 ,周

边为较强回声晕 ,有环行血流 ,肿物边缘

不清晰 ,不能排除恶性变 ;CT 于脾门区

见一直径 3cm的低密度圆形影 ,增强后

在动脉期明显变化 ,CT 值由 51.9Hu 到

141.6Hu, 密度均匀 ,考虑脾血管瘤可能

性大。剖腹探查见 :脾门处有一直径 4cm

的肿物突出脾脏表面 ,呈暗红色 ,质地中

等 ,表面光滑 ,与周围组织无粘连 ,行脾

切除术。术后病理报告为脾脏错构瘤伴

紫斑样改变。

2　讨论

　　脾脏错构瘤发生率低 ,在脾切除术

中发生率约为 3/20 万 ,近年来 ,由于体检

开展 ,国内报道逐渐增多。Rappaport 认

为 :脾脏错构瘤是脾胚基早期发育错乱

所致 ,造成正常构成成分的组合比例失

调 ,即某些成分增多 ,某些成分减少 ,瘤

内主要为失调的脾窦构成 ,大多数表现

为单发的圆球形、分叶状的实性结节 ,边

界清楚 ,无包膜。本例无不适症状 ,仅单

位体检时发现 ,CT和 B超均提示血管瘤

的可能性大 ,但不能排除恶性变 ,与错构

瘤无完整的包膜一致。脾脏错构瘤术前

B超和 CT只作定位诊断 ,若在 B超引导

下穿刺活检 ,可发生大出血等严重的并

发症 ,患者亦难于接受。因此 ,脾脏错构

瘤大多依靠手术后的病理诊断。

(安　凤校对)
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