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要!目的
!

通过构建
K@5)!

高表达载体来研究
K@5)!

在肺腺癌细胞放射敏感度中的作用(方法

提取人肺癌
@')$

细胞中总
6I@

&通过
6A)486

扩增
K@5)!

基因&构建
F

3!I@#$!)K@5)!

表达载体&

转染肺癌细胞
@')$

&通过
?<'B<E(G-0B

筛选出
K@5)!

高表达
@')$

细胞株(通过克隆形成实验&研究

K@5)!

对肺腺癌细胞放射敏感度的影响(结果
!

成功构建
F

3!I@#$!)K@5)!

载体#筛选出
K@5)!

高

表达
@')$

细胞株#

K@5)!

高表达降低肺腺癌细胞放射敏感度(结论
!

K@5)!

高表达参与放射抵抗&有

望成为肿瘤治疗的新靶点(

关键词!

K@5)!

#放射敏感度#克隆形成

中图分类号!

6%#)$(

!!

文献标识码!
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!!

文章编号!

!""")&'%&

$

("!(

%

"()"!(%)"#
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!

引言

K@5)!

是一种多功能抗凋亡蛋白&能与多种基

因蛋白的产物相互作用来调节细胞的凋亡)增殖)转

录及迁移(近年来研究发现!

K@5)!

蛋白在肿瘤的

发生)发展中起着重要作用&且异常表达与患者的不

良预后)治疗反应和生存时间密切相关*

!))

+

(然而&

关于
K@5)!

蛋白与放疗抵抗在国内外报道甚少(

本实验通过构建
K@5)!

高表达载体来研究
K@5)!

蛋白对肺癌细胞放射敏感度的影响(

"
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材料与方法

!$!

!

材料

!$!$!

!

菌株)质粒和细胞
!

D!;*-5!>'

#

)肺腺癌

细胞
@')$

由辽宁医学院科研中心提供(真核表达

载体
F

3!I@#$!

购自
A,O,E,

公司(

!$!$(

!

试剂
!

AE&J0-

试剂)
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F

0;<3B,+&(<("""

和

:2

F

<E:3E&

F

B3!I@

第一链合成系统购自
#(H&BE0

/

<(

公

司(

486

试剂盒)

O3*

%

和
P

$

)

%

内切酶)

A)!I@

连接

酶购自
A,O,E,

公司(

K@5)!

单克隆抗体)

5@4!>

一抗及羊抗兔
#

/

5)>64

二抗购自博士德生物有限公

司(琼脂糖凝胶
!I@

回收试剂盒)质粒小提中量试

剂盒)

!@K

显色试剂盒购自天根生物公司(

!$!$#

!

引物设计
!

根据
5<(K,(O

中人
K@5)!

的

基因序列$

I7

.

""!!%()!'

%&设计一对引物(上游

引入保护碱基和
P

$

)

%

酶切位点&并含有目的基因

'[

端部分序列#下游引入保护碱基和
O3*

%

酶切位

点&并含有目的基因
#[

端部分序列(即上游引物!

'[)85555A@8885@888@5@5A5@55@558)

#[

&下游引物!

'[)8858A8A@5888@@@5@@@5)

8@888@5@)#[

(

!$(

!

方法

!$($!

!

人肺癌细胞
@')$

中总
6I@

的提取
!

培养

人肺癌细胞
@')$

至对数生长期&胰酶消化)洗涤)离

心收集并计数&每小管约
(-!"

*个细胞&按
AE&J0-

试

剂说明书提取总
6I@

(用分光光度法测定总
6I@

的纯度和量&通过电泳来鉴定
6I@

的完整性(
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6A)486

扩增
K@5)!

基因
!

用
"-&

/

0

$

CA

%

为引物&合成
3!I@

第一链&用
486

试剂盒扩增

K@5)!

基因&

486

体系为
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$

-
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4-2'

酶
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-
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CIA47&RB2E<)
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-

&上下游引

物各
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3!I@!"

$

-

&反应条件为!

$)Z #+&(

&

$)Z#"'

&

''Z#"'

&

%(Z!+&(

&

#"

个循环后&

%(Z

延伸
'+&(

(对扩增产物&用
!N

琼脂糖凝胶电泳

后&用胶回收试剂盒进行回收&电泳鉴定&同时对

!I@

进行定量(

!$($#

!

真核表达载体及
486

产物双酶切
!

真核表

达载体
F

3!I@#$!

及
486

产物分别行双酶切(酶

切反应体系总体积
'"

$

-

&包括纯化的
F

3!I@#$!

质

粒
(

$

-

或
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产物
(
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(
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-

(将上述混合的反应物置于

#%Z

&过夜(双酶切产物用胶回收试剂盒回收&电泳

检测酶切效果(

!$($)

!

表达载体的构建
!

连接体系为
!"

$

-

&真核

表达载体及
486

产物经双酶切后
!I@

各
!

$

-

&

A)!I@

连接酶
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(
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(

!*Z

连接
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(

获得连接产物
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3!I@#$!)K@5)!

(取
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-

连接反

应液转化
D!;*-5!>'

#

感受态细胞&涂有
#4A5

及

P)

/

,-

的含氨苄青霉素的
YK

琼脂平板&

#%Z

培养过

夜&进行蓝白斑筛选&挑取白色菌落&提取质粒(

!$($'

!

阳性克隆的双酶切鉴定及
!I@

测序
!

将

重组质粒经
P

$

)

%

和
O3*

%

双酶切&双酶切后产物

经
!N

琼脂糖凝胶电泳鉴定(将酶切鉴定正确的重

组质粒送至北京天根公司进行测序&将测序结果进

行
KY@:A

同源序列比对(

!$($*

!

检测目的基因表达
!

选择测序鉴定正确的

克隆&扩增并提取质粒
!I@

&紫外光吸收法测定浓

度&保证所提质粒
!I@

的
8

(*"

"

8

(&"

在
!$&

"

($"

之

间(取对数生长期的肺腺癌细胞
@')$

$

(-!"

*细胞"

+-

%&

Y&

F

0;<3B,+&(<("""

转染
F

3!I@#$!)K@5!

&同时

设阴性对照(培养转染细胞&用
5)!&

$

*""+

/

"

Y

%筛

选单克隆细胞进行传代&

?<'B<E(G-0B

验证筛选出的

阳性细胞蛋白质的表达水平(将筛选出的阳性细胞

K@5)!)!

和
K@5)!)(

作为实验组&阴性对照质粒

F

3!I@#$!

转染的细胞作为阴性对照组及亲本肺腺

癌细胞
@')$

作为空白对照组&进行后续实验(

!$($%

!

放射敏感度实验
!

取对数生长期的各组细

胞&消化细胞成单个&接种细胞于
!""++

培养皿

中&为了计数方便&不同照射剂量
"

)

!

)

(

)

)

)

*

和
&

5

D

&每皿细胞数分别为
(""

)

(""

)

)""

)

&""

)

!*""

)

#(""

个细胞&每组设三个平行皿(

()1

细胞贴壁

后&直线加速器进行
P

线照射$

:&<+<('4E&+2'7

&

德国%&照射野大小为
("3+-("3+

&源皮距为
!""

3+

&照射剂量为
!

)

(

)

)

)

*

和
&5

D

$剂量率
(""35

D

"

+&(

%&同时设未照射组为对照组(将培养皿置于

#%Z

)

'N8"

(

培养箱中培养
!)

天&有克隆形成(倒去

上清培养液&用
4K:

洗涤
(

次&加入
%'N

甲醇固定

液&铺满培养皿底面&固定
'+&(

(弃去固定液&待稍

干燥后加入
"$'N

结晶紫$甲醇配制%染色
'+&(

&在镜

下检查染色程度&当克隆着色足够时用水洗去残余染

液&以每团细胞数大于
'"

个时作为一个克隆计数&计

算克隆形成率$克隆形成率
.

生成克隆数"接种细胞

数
-!""N

%和存活分数$

:L.

受照射细胞的克隆形成

率"对照组细胞克隆形成率
-!""N

%(

!$#

!

统计学方法

数据分析采用
5E,

F

14,C

F

E&'+)

统计软件进行

方差分析&组间比较采用单因素方差分析或配对
'

检验&

J

"

"!"'

为差异有统计学意义(

#

!

结果

($!

!

肺癌
@')$

细胞
6I@

的提取

总
6I@

抽提产物经
!N

琼脂糖凝胶电泳&紫外

成像系统拍照&可见清晰的三条带&分别为
(&:

)

!&

:

和
':

&且前二者亮度之比接近
(1!

&表明
6I@

分

子较完整&见图
!

(
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!

6A)486

产物结果

6A)486

产物经
!N

琼脂糖凝胶电泳鉴定&
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扩增产物与人
K@5)!

基因理论长度
*$(G

F

相

一致&见图
(

(

($#

!F

3!I@#$!)K@5)!

酶切结果

将阳性菌落摇菌提取质粒&分别进行
P

$

)#

和

O3*#

双酶切&电泳分析&在
*$(G

F

左右有目的条带&

证明目的产物已经插入真核表达载体中&见图
#

(

图
2

!

提取总
)E=

电泳分析
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6A)486
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图
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人
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扩增产物的电泳分析
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图
J
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+

*8E=JR21<=F12

质粒的酶切鉴定

G5

$
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!
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*8E=JR21<=F12

+

4/&-57B5'@%(S

;

-%75

$
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($)

!

人
F

3!I@#$!)K@5)!

序列分析

测序结果显示&插入片段为
*$(G

F

&与
5<(K,(O

中公布的
K@5)!

基因序列一致$图略%(

KY@:A

同

源序列比对结果显示两者同源性为
!""N

&表明人

K@5)!

基因成功克隆到
F

3!I@#$!

表达载体中(

($'

!

稳定转染
@')$

肺癌细胞系的建立
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F

3!I@#$!)K@5)!

质粒通过
Y&

F

0;<3B,+&(<("""

转染
@')$

细胞后
)&1

&用
5)!&

$

*""+

/

"

Y

%筛选出

的细胞扩大培养后&收集细胞(通过
?<'B<E(G-0B

对
K@5)!

蛋白水平进行鉴定(结果显示!对比亲本

@')$

)

@')$

"

F

3!I@#$!

阴性对照细胞&

K@5)!)!

)

K@5)!)(

细胞中
K@5)!

蛋白表达明显升高&约为

)"N

)

*"N

$

L.('"!)

&

J

"

"$"'

%&见图
)

(我们选

K@5)!)(

细胞系做后续实验(

80(BE0-

!

2(BE,(';<3B<C

/

E02

F

'

#

:8

!

F

3!I@#$!H<3B0E'

BE,(';<3B<C@')$3<--

#

-&(<'!

&

(

!

F

3!I@#$!)K@5)!

BE,(';<3B<C@')$

F

0'&B&H<3-0(<3<---&(<'

图
M

!

不同组别转染
=TMU

细胞的
<=F12

蛋白表达

G5

$

3"%M

!

NO

+

"%&&5#(&#6<=F12

+

"#'%5(&5(7566%"%('

$

"#3

+

&/6'%"'"/(&6%*'5#(

($*

!

K@5)!

高表达降低
@')$

肺腺癌细胞对射线

的敏感度

为了判定
K@5)!

蛋白表达与射线敏感度的关

系&我们将
@')$

细胞)

@')$

"

F

3!I@#$!

细胞和

@')$

"

F

3!I@#$!

"

K@5)!)(

细胞暴露于
P

射线&于

照射后
()1

&将细胞消化&以合适的密度接种培养&

!)C

后观察细胞的集落形成情况&计算克隆的接种

效率和存活分数&比较细胞放射敏感度差异&见图

'

&

@')$

细胞和
@')$

"

F

3!I@#$!

细胞之间的放射

敏感度差异无统计学意义$

'.!!"#

&

J

$

"$"'

%(然

而&

@')$

"

F

3!I@#$!

"

K@5)!)(

细胞的放射敏感度

则明显降低&与前二者比较差异有统计学意义$

'.

)!*%

&

J

"

"$"'

%(结果显示!

K@5)!

高表达可以显

著降低
@')$

细胞对射线的敏感度(
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