
第�� 卷 第�期
����年 ��月

辐 射 研 究 与 辐 射 工 艺 学 报
�

�

������
�

���
�

������
�

��������
���

�

��
，
�� �

������������

���
一

���� 重组质粒的构建和在 ���细胞 中的辐射诱导表达

李修义
� 田 梅 � 刘树铮 �

�汕头大学医学院 汕头 �巧����

梅
�

丛吴

�吉林大学放射生物重点实验室 长春 �������

摘要 小鼠��柳
����基因连接到 �����启动子的下游构建成 �扩���丫重组质粒

，

利用质脂体介导转染 ���

细胞
，

用 ����� 方法检测 �射线照射后 ���丫表达的剂量效应和时程
。

结果表明
，

实验组的表达水平明显高

于对照组
，

其中��伪 和 ���照射组高于其它实验组 ������� �
。
��� 照射后 �� ���丫表达量最高 ������� ��

转染后的��� 细胞每隔 ��� 接受 ��� � 射线照射
，

结果显示第一次照射后表达量最高������� �
，

然后逐渐降

低
。

结果提示电离辐射可激活 �扩���丫重组质粒
，

并调节 ���，基因表达
，

这项研究可能对肿瘤治疗的研究

有一定的意义
。
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研究证实
，

早期生长反应基因一��������������

�������� ����一�
，
���一��的启动子 中有 � 个

�����������一�����
����顺式作用元件

，

它们在辐

射诱导 ������基因转录的过程中起重要作用���
。

����������等根据 ������启动子的特性提出了肿

瘤基因一放射治疗的新理论
，

并将 ��������基因导

人人肿瘤细胞
，

其研究结果证实 �������� 基因结

合放射治疗可明显抑制肿瘤的生长���
。

本研究将

���� ���� 基因连接到 �犷�启动子下游
，

构建

��卜���乍重组质粒
，

以探讨 ��卜仆�丫重组质粒在

小鼠���细胞中的辐射诱导表达特性
。

� 材料与方法

�� 细胞的培养和转染

匹 无血清即����� 培养液中
，

另取 �雌 重组质粒

加人 ���匹 无血清�������� 培养液中
，

两液体混

匀
，

室温放置 �� ���
，

轻轻覆盖细胞表面
，

置于 ��

���
，

�� ℃培养
，

�� 后更换含 �� �小牛血清的

即������培养液
。

�� 照射条件

用国产 �射线机进行照射
，

电压 �����
，

电流

����
，

滤板 �
�

�
���

�� 和 �
�

�����
。

球靶距 ����
，

剂量率为 �������
·

���
一 ’ 。

�� 统计学处理

采用 �检验进行统计学处理
。

� 结果

��� �犷���� 的构建和鉴定

���细胞用含 �� �小牛血清的即������ 培 � ，

�
，
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二一犷 ������� 质粒的构建如图 �所不
� ��卜�后

养
�

�义 �护个细胞�接种 �孔板
，

待生长至 �� �融合 升不疾分书
。 。
八、 � � �� 后扮的 尸

翩
启动子

�

�

琳夕卜
�

‘ 、 ‘ ” � ‘ ��“ �，��� “ ‘ “
�

， ’ ”
一 一一 一

‘ 一，

一 曰 动丁管�戈 ���洲八土 �宁 仄社阴 七���
�

们叨
� ， 孟

��
、 �

时开始转染
。

用无血清 ��������洗细胞 �次
，

取 。

��� 基因连接到 ������启动子的下游
。

重组质粒

脂质体�������公司 ���匹��雌 �匹�
，

加人 ��� 的鉴定如图 �所示
，

电泳结果显示构建正确
。
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��� 不同剂最 �射线照射后 ���� 的表达

�������质粒由脂质体包裹转染 ��� 细胞
，

��� 后接受不同剂量 � 射线照射
，

照射后 �� 用

����� 试剂盒检测 【刚丫的表达
。

结果显示 �一����

照射组是对照组的 �
�

��一�
�

�倍����
�

����一。
�

�� ��见

图 ��
。
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��� ��� �射线照射后的表达时程

��������丫质粒由脂质体包裹转染 ��� 细胞
，

��� 后接受 ��� �射线照射
，

照射后不同时间检测

开�丫的表达量
。

结果显示照射后 �� ����的表达量

是对照组的 �
�

�倍
，

照射后 ��是对照组的 �
�

�倍
。

然后表达量降低 �见图 ��
。

司任
�

趁、卜�山工铸。�一。�︸乏��匀吕�奋

���
�

�

� 匀
，

�����
����� ���� ������ �����下�� ���������������� �一��� �����������

，
�，�尸��

�

��
，
������

�

���
，
�� ���

����脚叩

��� �射线多次照射后 ���丫的表达

��卜���下 质粒转染 ��� 细胞 ��� 后
，

接受
��� � 射线照射

，

同时对照组假照射
。

�� 后检测

���丫的表达
。

间隔 ���重复实验
，

共 �次
，

结果显

示
，

第一次照射后 任�下 的表达最高
，

然后逐渐降

低
，

第一
、

第二次照射后的表达量是对照组的
�

�

�一�
�

� 倍 �尸��
�

��一�
�

�����见 图 ��
。
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至均
， 。
��

，
��卜�����

，
�今������

，

�� �伪���叩
��

� 讨论

肿瘤的基因一放射治疗的设想
，

其含义是将同

时具有肿瘤杀伤和辐射诱导特性的基因转人体内
，

在对肿瘤实施局部放疗时诱导肿瘤杀伤基因表达
，

造成射线和基因对肿瘤的双重杀伤作用
。

这样一方

面可以相对降低等效照射剂量
，

缓解正常组织的损

伤 � 另一方面通过射线的局部照射来实现肿瘤杀伤

基因的定位表达��， ‘�。

美国哈佛大学和芝加哥大学的研究者在深人研

究 ��卜�基因启动子辐射诱导特胜的基础上
，

首先

利用 ������基因启动子和 ����基因构建成表达质

粒△��犷���
，

将转染该质粒的靶细胞注人对辐射

具有抗性的异种移植瘤
，

肿瘤局部给予 �射线照射

后
，

瘤体内 ���� 水平较未照射组明显增加
，

肿瘤

生长受到明显抑制
，

未见明显的局部和全身副作

用���
。

随后
，

国内外学者构建了不同的质粒
，

用于

不同肿瘤的基因一放射治疗
。

研究结果均表明在电

离辐射诱导下
，

与 ������启动子连接的治疗基因均

有较明显的表达和提高放疗疗效的作用��， “�。
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在以上研究的基础上
，

我们根据 ���� 的抗肿

瘤作用
，

构建了 ���������质粒
，

并通过脂质体介

导转染法
，

将 ��卜�刚�质粒转人小鼠���细胞中
，

利用 � 射线诱导
，

研究其表达特性
。

研究结果证实
，

实 验 组 ���� 的表 达 水 平 明 显 高 于 对 照 组

�����
�

��
��

一�
�

���
，

其中 ����和 ���照射组高于其

它实验组
。
���照射后 �一石����丫表达高于对照组

，

�� ���下表达量最高 �������� �
。

转染后的 ��� 细

胞每隔 ���接受 �御 �射线照射
，

结果显示第一
、

第 二 次 照 射 后 表 达 量 明 显 高 于 对 照 组

����
�

��一刁
�

����
，

然后逐渐降低
。

结果提示所构

建的 ������下重组质粒可被 � 射线照射激活
，

并

增强 ���丫基因表达
，

这项研究可能对肿瘤基因一放

射治疗的进一步研究有一定的意义
。
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