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$对六味地黄丸联合
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细胞中
&M4$ :K2N

及蛋白的表达%且具有量效依赖关系&对
&M!7 :K2N
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基因表达后%

六味地黄丸联合自杀基因治疗的旁观者效应与没有干扰前比较无明显的变化&低#中#高剂量联合
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自杀基因系统

杀伤恶性黑色素瘤
I#7

细胞的增效作用与缝隙连接机制有关%可能是通过提高
&M!7

和
&M4$

等缝隙连接

蛋白表达而达到协同增效作用!

关键词$恶性黑色素瘤&基因治疗&自杀基因&六味地黄丸&血清药理学&缝隙连接
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$$基因治疗!特别是自杀基因治疗!是肿瘤治疗的最

新进展和发展方向!而中医中药在肿瘤的临床治疗中

具有肯定的疗效!能调整机体免疫状态!调控细胞基因

表达!因此开展中医中药对肿瘤基因治疗的增效减毒

等方面的研究具有重要的意义'

课题组前期研究证实#六味地黄丸联合自杀基因

系统
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EF GH&.

对恶性黑色素瘤
I#7

细胞的杀伤

作用是一种协同效应!这种作用主要源于旁观者效

应(

#

!

!
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!旁观者效应的机制主要包括# *缝隙连接

$

H'

&+,免疫介导,*细胞凋亡+,抗肿瘤血管生成机制

等!其中
H'

机制是体外旁观者效应的主要的机制之

一!六味地黄丸是否通过这一机制介导旁观者效应从

而发挥协同增效作用- 课题组初步研究提示六味地黄

丸能调控黑色素瘤
I#7

细胞株的缝隙链接蛋白$

B/P

#

P8M;P

!

&M

&表达(

$

)

!本研究在前期工作的基础上探讨

六味地黄丸对自杀基因旁观者效应的增效机制是否与

改善缝隙连接通讯 $

Q,R S=PBE;/P,0 ;PE8OB800=0,O

B/::=P;B,E;/P

!

H'(&

&功能有关!为将中医药疗法

与疾病基因治疗结合的可行性提供实验依据'

材料与方法
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$细胞$小鼠恶性黑色素瘤细胞株
I#7

购于

中山大学动物中心细胞库!

I#7GEF

由本实验室构建并

鉴定保存'

#

!

$

$药物$六味地黄丸为北京同仁堂科技发展

股份有限公司制药厂产品$批号#

3"$4!5
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&,四甲基偶氮唑盐$

+))
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公司产
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有限公司产品%脱脂奶粉为内蒙古伊利股份有限公司

产品%异丙醇为广东新宁化工厂产品%蛋白
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#
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!

培养箱$
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#
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9DL9&
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型!苏州净化设备厂&%倒

置显微镜$

bXD

#

#I

型!重庆
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#
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!

#

$六味地黄丸含药血清制备及对
I#7

细胞

&M!7

,

&M4$ :K2N

表达的影响$将
DX

大鼠
$"

只!

随机分为六味地黄丸组与对照组!每组
#%

只!分别灌

服六味地黄丸研磨液
5 :T

$含生药
4 Q

& 和等容积的

蒸馏水!连续灌胃
4 <

!末次给药后
# A

腹主动脉取血!

制备血清! "

3"

'冰箱保存备用' 常规消化
I#7

细

胞!

7

&

#"

4 个
G

孔接种
7" ::

培养皿!培养
!4 A

后换

新鲜的无血清培养基!设为
#"

!

"J

$体积分数!以下

同&对照血清组$简称对照血清组&,

!

!

%J

六味血清组

$

!

!

%J

六味血清
_3

!

%J

对照血清!简称低剂量组&,

%

!

"J

六味血清组$

%

!

"J

六味血清
_%

!

"J

对照血清!

简称中剂量组&,

#"

!

"J

六味血清组$简称高剂量组&!

$3

'!

%

!

"J &Z

!

培养箱培养
45 A

后各组细胞样品

应用
)O;\/0 K8,Q8PE

试剂盒提取
K2N

!经琼脂糖凝

胶电泳鉴定! "

3"

'保存待用'

检索基因文库找到小鼠
&M!7

,

&M4$

,

#

#

,BE;P

基

因的基因序列!应用
LK(+9K %

!

"

软件设计小鼠各引

物序列!内参
#

#

,BE;P

上游#

%

(#

)NNNHN&&)&)N)

#

H&&NN&N&NH)

#

$

(下游#

%

(#

&N&HN)HHNHHHH

&&HHN&)&N)&

#

$

(!扩增片段长度为
!4">R

%

&M!7

上游#

%

(#

&HHNNH))&N)HNNHHHNHNHN)

#

$

(!下

游#

%

(#

HH)&))))HHN&)))&&)HNH&N

#

$

(!扩增片

段长度为
$74>R

%

&M4$

上游#

%

(#

)H&)HH)HH)H)

#

H&))HH)H

#

$

(! 下 游#

%

(#

NHHHNNN)&NNN&HH

&)HHH

#

$

(!扩增片段长度为
$76 >R

%

&M!7

,

&M4$

,

#

#

,BE;P

的
BX2N

合成反应体系中含模板
K2NG

引物变

性溶液
7 !T

!

%

&

+

#

+T. I=VV8O ! !T

!

<2)L +;ME=O8

"

!

% !T

!

K2,@8 (PA;>;E/O "

!

!% !T

!

K),@8 +

#

+T.

"

!

!% !T

!

X9L&

水补足至
#" !T

%

L&K

反应体系为

BX2N "

!

% !T

! 上, 下 游 引 物 $

#" !:/0GT

& 各

"

!

!% !T

!

!

&

),R L&K +,@E8O+;M % !T

!用
<<C

!

Z

补足体积至
#" !T

'

L&K

循环条件#

64

'预变性

% :;P

!

64

'变性
$" @

!

7!

'退火
$" @

!

3!

'延伸

$" @

!

$"

个循环!最后
3!

'延伸
3 :;P

' 扩增结束后

!J

琼脂糖凝胶电泳拍照!用
(:,Q8

#

RO/ R0=@ %

!

#

软

件对
L&K

产物条带进行分析#

&M!7

和
&M4$

条带的

综合灰度除以空白对照组条带的综合灰度值即为相对

表达量'

!

!

!

$六味地黄丸含药血清对
I#7

细胞
&M!7

和

&M4$

蛋白表达的影响

!

!

!

!

#

$间接免疫荧光法$对数期生长的
I#7

细

胞!

#

&

#"

4 个
G

孔接种
!4

孔板!设阴性对照组!其余
4

组分组同前!

$3

'!

%

!

"J&Z

!

培养箱培养!每组设
$

个复孔%

45 A

后对板内细胞进行固定,封闭以及间接

免疫荧光法染色' 具体步骤如下#吸弃培养液!滴加

LID

$

"

!

"# :/0GT

!

RC 3

!

4

!每次加
# :T

轻微震荡

% :;P

&漂洗标本
$

次!

4J

多聚甲醛室温固定
!" :;P

%

LID

浸洗!

%

!

"J IDN #%" !T

室温下封闭
$" :;P

%

滤纸吸去多余水分!但不使标本干燥!实验组每孔滴加

用抗体稀释液
#

)

#""

稀释的一抗$兔抗鼠
&M!7

多克

隆抗体和兔抗鼠
&M4$

多克隆抗体&

#%" !T

!阴性对

照组每孔滴加
LID

$

"

!

"# :/0GT

!

RC 3

!

4

&

#%" !T

代

替一抗' 将样品置于湿盒内!

4

'孵育过夜%

LID

漂

洗后滴加
#

)

#""

稀释的荧光二抗$在暗室中进行&%湿

盒内室温孵育
# A

%

LID

浸洗后滴加
L(

复染核!在倒

置荧光显微镜下观察并采集图片!细胞核均染为红色!

胞膜和胞浆见绿色荧光者判定为阳性细胞' 每个样本

随机抽取
%

个高倍视野$ &

4""

&!盲法摄取图像后!采

用盲法评分!根据荧光表达的亮度分为
_

,

__

,

___

,

____4

个等级!具体标准由观察者掌握'

!

!

!

!

!

$

*8@E8OP >0/E

检测法$对数期生长的



"!"($$" 中国中西医结合杂志
!"#$

年
%

月第
$$

卷第
%

期
&'()*+

!

+,- !"#$

!

./01 $$

!

2/

!

%

I#7

细胞!

7

&

#"

4 个
G

孔接种
7" ::

培养皿!

$3

'!

%

!

"J &Z

!

培养箱培养
!4 A

换新鲜的无血清培养基!

分组加药同前!继续培养
45 A

后弃去培养液!细胞悬

液转移至
#

!

% :T 9L

管!

LID

$

"

!

"# :/0GT

!

RC3

!

4

&

洗
!

次%各组均加入
%"" !T

蛋白抽提液!在冰上细胞

完全裂解后于冷冻高速离心机中离心
#" :;P

$

#! """

O G:;P

!

4

'&!取上清测定所提蛋白含量$按照上海申

能博彩蛋白定量试剂盒说明书操作&!并将抽提好的

蛋白质溶解于等量样品缓冲液中分装保存备用%取样

进行
DXD

#

LNH9

凝胶电泳分离蛋白!电泳后电转移

至硝酸纤维素膜上!丽春红染色验证蛋白转移成功%以

%

!

"J

的脱脂奶粉封闭
! A

后!依次加入
&M!7

,

&M4$

一抗 $

4

'孵育过夜!

)IDG)

漂洗
!

次!

)ID

漂洗

#

次&,

CKL

标记二抗$室温
! A

!

)IDG)

漂洗
!

次!

)ID

漂洗
#

次&进行免疫检测!最后于暗室内加入

CKL

#

9&T

发光液!

b

光胶片曝光,显影,定影'

b

光胶

片扫描后!用
(:,Q8 RO/

#

R0=@ %

!

#

软件对蛋白条带进

行分析' 计算方法为#所得
&M!7

和
&M4$

蛋白条带

的综合灰度除以空白对照组蛋白条带的综合灰度值即

为相对表达量'

!

!

$

$

D;K2N

下调$

&M!7

基因表达对自杀基因系

统联合六味地黄丸含药血清杀伤
I#7

细胞作用的影响'

!

!

$

!

#

$

K)

#

L&K

检测
D;K2N

干扰效率$针对

&M!7

基因设计
4

条特异性和
#

条非特异性
D;K2N

$表
#

&!由上海吉玛生物公司设计与合成'

!

!

$

!

!

$细胞培养与
D;K2N

转染$转染前
#

天!

常规消化
I#7

细胞制成密度为
!

&

#"

4 个
G:T

的细胞

悬液!接种
7" ::

培养皿!每孔加细胞悬液
% :T

$细

胞约
#

&

#"

% 个&!

$3

'!

%

!

"J &Z

!

培养箱培养!转

染前用
LID

$

"

!

"# :/0GT

!

RC3

!

!

&轻洗并换
! :T

的

无血清
KL+(

#

#74"

培养基'

按
#" !TG

皿吸取
T;R/V8BE,:;P8 ! """

! 以

%"" !T

无血清
KL+(

#

#74"

培养基稀释!轻轻混匀室

温孵育
% :;P

%设阴性对照$

I#7

细胞&,

2&

#

@;K2N

,

&M!7

"

$"6

,

&M!7

"

$$3

,

&M!7

"

$73

,

&M!7

"

!"65

D;K2N 7

组!各组取
!" !T

细胞%用
%"" !T

无血清

KL+(

#

#74"

培养基稀释!室温混匀%将上述稀释的
T;

#

R/V8BE,:;P8 ! """

与稀释的
D;K2N

轻轻混匀!室温

静置
!" :;P

!制备
D;K2N

#转染试剂混合物%另设一组

只有转染试剂无
D;K2N

的用于对照' 将
D;K2N

#转

染试剂混合物加入含有细胞及无血清培养液$

! :T

&

的皿中!轻轻混匀%

$3

'!

%

!

"J &Z

!

培养箱培养!

4 A

后换新鲜的含血清的完全培养基!转染
45 A

提取总

K2N

用于
K)

#

L&K

法检测干扰效率'

表
#

$

&M!7

#

D;K2N

序列

序号 基因序列

&M!7

#

$"6

正向#

%

(#

HHN NHY Y&N YHN NHH HNH N))

#

$

(

反向#

%

(#

Y&Y &&& YY& NYH NN& YY& &H)

#

$

(

&M!7

#

$$3

正向#

%

(#

&HN HYY YNN HHN &NY &HN N))

#

$

(

反向#

%

(#

YY& HNY HY& &YY NNN &Y& H))

#

$

(

&M!7

#

$73

正向#

%

(#

&&N HNN HHY &&H YNY &HN N))

#

$

(

反向#

%

(#

YY& HNY N&H HN& &YY &YH HH)

#

$

(

&M!7

#

!"65

正向#

%

(#

NHY YYN HHY &NH YNY HYN N))

#

$

(

反向#

%

(#

YYN &NY N&Y HN& &YN NN& YNH

#

$

(

阴性对照 正向#

%

(#

YY& Y&& HNN &HY HY& N&H Y))

#

$

(

反向#

%

(#

N&H YHN &N& HYY &HH NHN N))

#

$

(

!

!

$

!

$

$特异性
D;K2N

干扰
&M!7

基因后对自

杀基因系统疗联合六味地黄丸含药血清杀伤
I#7

细

胞作用的影响$将转染
&M!7

"

!"65

,阴性对照
D;K

#

2N

后的
I#7

细胞!未转染的
D;K2N

的
I#7

细胞分

别与
I#7GEF

混合成
!"JI#7GEF

细胞悬液!制成
!

&

#"

4 个
G:T

!接种
67

孔板!每孔加细胞悬液
#"" !T

$

!

&

#"

$ 个
G

孔&!

$3

'!

%

!

"J &Z

!

培养箱培养
!4 A

后

换新鲜的无血清培养基!设对照血清组,低剂量组,中

剂量组,高剂量组,对照血清联合
H&.

$

!" !:/0GT

&

组!低剂量组联合
H&.

组!中剂量组联合
H&.

组,高

剂量组联合
H&.

组'

67

孔板置
$3

'!

%

!

"J&Z

!

培

养箱内培养
45 A

后!采用
+))

法检测!并计算抑

制率'

!

!

4

$

HN

对自杀基因系统联合六味地黄丸含药

血清杀伤
I#7

细胞作用的影响$常规消化
I#7

!

I#7G

EF

细胞!计数并制成密度为
!

&

#"

4 个
G:T

的细胞悬

液!按
I#7GEF

占总细胞数的
!"J

比例混合
I#7

与

I#7GEF

细胞!分别接种
67

孔板!每孔加细胞悬液
#""

!T

$

!

&

#"

$ 个
G

孔&!

$3

'!

%

!

"J &Z

!

培养箱培养

!4 A

换新鲜的无血清培养基!设对照血清组,低剂量

组,中剂量组,高剂量组,对照血清联合
H&.

组,低剂

量联合
H&.

组,中剂量联合
H&.

组,高剂量联合

H&.

组,对照血清联合
H&.

加
HN

组,低剂量联合

H&.

加
HN

组,中剂量联合
H&.

加
HN

组,高剂量联

合
H&.

加
HN

组'

H&.

的终浓度为
!" !:/0GT

!

HN

终浓度为
%" !:/0GT

!每组设
7

个复孔' 按照上述分

组添加相应的血清与药物每孔培养液总体积
!"" !T

!

$3

'!

%

!

"J &Z

!

培养箱培养
45 A

后
+))

检测杀伤

效应'

!

!

%

$统计学方法$数据统计采用
DLDD #$

!

"

软件处理!计量资料用
M

*

@

表示!多组间实验数据的

比较采用单因素方差分析!等级资料采用秩和检验!

L U"

!

"%

为差异有统计学意义'



中国中西医结合杂志
!"#$

年
%

月第
$$

卷第
%

期
&'()*+

!

+,- !"#$

!

./01 $$

!

2/

!

%

"!""$$"

结$$果

#

$六味地黄丸含药血清对
I#7

细胞
&M!7

和

&M4$ :K2N

表达的影响

#

!

#

$

K)

#

L&K

法检测
&M!7 :K2N

的表达结果

$图
#N

!表
!

&$与对照血清组比较!低,中剂量组的产

物条带较弱!高剂量组较强' 经
(:,Q8 RO/

#

R0=@ %

!

#

软件对各条带的光密度值进行分析!计算
&M!7 :K2N

的相对表达量!提示低剂量组对恶性黑色素瘤细胞

&M!7 :K2N

的表达具有抑制作用!高剂量组对恶性黑

色素瘤细胞的
&M!7 :K2N

的表达具有促进作用'

#

!

!

$

K)

#

L&K

法检测
&M4$ :K2N

的表达结果

$图
#I

!表
!

&$可见低,中,高剂量组的产物条带随含

药血清浓度的增加依次增亮!对照血清组产物条带很

弱' 经
(:,Q8 RO/

#

R0=@ %

!

#

软件分析计算
&M4$

:K2N

的相对表达量!表明六味地黄丸含药血清对恶

性黑色素瘤细胞
&M4$ :K2N

的表达具有促进作用!

且具有量效依赖关系'

$$注#

N

为
&M!7

%

#

,

7

#

+,OF8O

%

!

#对照血清组%

$

#低剂量组%

4

#中剂量组%

%

#高剂量组%

I

为
&M4$

%

#

#高剂量组%

!

#中剂量

组%

$

#低剂量组%

4

#对照血清组%

%

#

+,OF8O

图
#

$各组
I#7

细胞
&M!7

,

&M4$ :K2N

表达电泳图

表
!

$六味地黄丸含药血清对
I#7

细胞
&M!7

,

&M4$ :K2N

表达的影响

组别

&M!7 :K2N

#

#

,BE;P

相对量

&M!7

相对量

&M!7G

#

#

,BE;P

&M4$ :K2N

#

#

,BE;P

相对量

&M4$

相对量

&M4$G

#

#

,BE;P

对照血清$

# # # # # #

低剂量$

"

+

67 "

+

75 "

+

3# "

+

6! #

+

!3 #

+

$5

中剂量$

"

+

6! "

+

4! "

+

47 "

+

56 #

+

46 #

+

73

高剂量$

"

+

57 "

+

6# #

+

"7 "

+

6! #

+

43 #

+

5#

!

$六味地黄丸含药血清对
I#7

细胞
&M!7

和

&M4$

蛋白表达的影响

!

!

#

$间接免疫荧光检测
&M!7

蛋白的表达$图
!

!

表
$

&$与对照血清组比较!低剂量组的荧光较弱!随含

药血清浓度增加细胞绿色荧光强度依次增强' 低剂量

组荧光显著弱于对照血清组!差异有统计学意义$

L U

"

!

"#

&!高剂量组荧光强于对照血清组$

L U"

!

"#

&'

图
!

$六味地黄丸含药血清对
I#7

细胞
&M!7

蛋白表达的影响$$

a()&

#

L(

染色! &

4""

&

表
$

$各组
I#7

细胞
&M!7

荧光强度评分比较

组别
P _ __ ___ ____

平均秩和值

对照血清
#% " $ #" ! $3

+

!"

低剂量$

#% ## 4 " "

6

+

!"

!

中剂量$

#% " 7 6 " $"

+

7"

高剂量$

#% " " #" %

4%

+

""

!

$$注#与对照血清组比较!

!

L

,

"

+

"#

!

!

!

$

*8@E8OP >0/E

测定
&M!7

蛋白的表达 $图

$

!表
4

&$低,中,高剂量组的蛋白表达条带随六味地

黄丸含药血清浓度的增加而变宽,密度增大!但低,中

剂量组的蛋白条带的表达弱于对照血清组' 经
(:,Q8

RO/

#

R0=@ %

!

#

软件对各条带的灰度进行分析计算

&M!7

蛋白的相对表达量!提示低剂量组对恶性黑色

素瘤细胞
&M!7

蛋白的表达具有抑制作用!而高剂量

组能提高恶性黑色素瘤细胞
&M!7

蛋白水平的表达'

!

!

$

$间接免疫荧光检测
&M4$

荧光强度表达

$图
4

!表
%

&$对照血清组!低,中,高剂量组细胞绿色

荧光强度依次增强!与对照血清组比较!各剂量组的荧

光强度增强!差异有统计学意义$

L U"

!

"#

&!且荧光强

度随六味地黄丸含药血清浓度的增加而增强'
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年
%

月第
$$

卷第
%

期
&'()*+

!

+,- !"#$

!

./01 $$

!

2/

!

%

$$注#

#

#对照血清组%

!

# 低剂量组%

$

#中剂量组%

4

#高剂

量组

图
$

$各组
I#7

细胞
&M!7

表达蛋白印迹图

表
4

$六味地黄丸含药血清对
I#7

细胞

&M!7

蛋白表达的影响

组别
#

#

,BE;P

相对量
&M!7

相对量
&M!7G#

#

,BE;P

对照血清
# # #

低剂量$

"

+

56 "

+

7$ "

+

3#

中剂量$

#

+

"" "

+

77 "

+

77

高剂量$

"

+

6! #

+

#5 #

+

!5

图
4

$六味地黄丸含药血清对
I#7

细胞

&M4$

蛋白表达的影响$$

a()&

#

L(

染色! &

4""

&

表
%

$各组
I#7

细胞
&M4$

荧光强度表达评分比较

组别
P _ __ ___ ____

平均秩和值

对照血清
#% #! $ " " ##

+

$"

低剂量$

#% $ #" ! "

!$

+

6$

!

中剂量$

#% " $ ## #

4#

+

5"

!

高剂量$

#% " ! #" $

44

+

63

!

$$注#与对照血清组比较!

!

L

,

"

+

"#

!

!

4

$

*8@E8OP >0/E

测定
I#7

细胞
&M4$

蛋白表

达$图
%

!表
7

&$蛋白表达条带随六味地黄丸含药血

清浓度的增加而变宽,密度增大!对照血清组蛋白表达

条带较弱' 经
(:,Q8 RO/

#

R0=@ %

!

#

软件分析!计算

&M4$

蛋白的相对表达量!表明六味地黄丸含药血清

能提高恶性黑色素瘤细胞
&M4$

蛋白的表达!且表达

量随六味地黄丸含药血清的浓度增加而增多'

注#

#

#对照血清组%

!

#中剂量组%

$

#高剂量组

图
%

$各组
I#7

细胞
&M4$

蛋白表达印迹图

表
7

$六味地黄丸含药血清对
I#7

细胞

&M4$

蛋白表达的影响

组别
#

#

,BE;P

相对量
&M4$

相对量
&M4$G#

#

,BE;P

对照血清
# # #

中剂量$

"

+

5" #

+

$! #

+

7%

高剂量$

"

+

36 #

+

7% !

+

"6

$

$

D;K2N

干扰
&M!7

表达后对自杀基因系统联

合六味地黄丸含药血清杀伤
I#7

细胞作用的影响

$

!

#

$

K)

#

L&K

检测
D;K2N

干扰效率脂质体转

染
D;K2N 45 A

后提取总
K2N

!

K)

#

L&K

检测其针对

&M!7

的干扰效率$图
7

&$与未转染
D;K2N

比较!

2&

#

D;K2N

条带没有变化!

&M!7

"

$"6

,

&M!7

"

$$3

,

&M!7

"

$73

,

&M!7

"

!"65 &M!7 :K2N

表达有一定

的减少!其中
&M!7

"

!"65

减少最为明显'

$$注#

#

#

&M!7

"

!"65

%

!

#

&M!7

"

$73

%

$

#

&M!7

"

$$3

%

4

#

&M!7

"

$"6

%

%

#

2&

#

D;K2N

%

7

#阴性对照$

I#7

&%

3

#

+,OF8O

图
7

$

D;K2N

干扰后
&M!7 :K2N

表达电泳图

$

!

!

$

D;K2N

干扰
&M!7

表达后六味地黄丸含药

血清联合
EFGH&.

系统对
I#7

细胞杀伤作用的影响$表

3

&$转染
&M!7

"

!"65 D;K2N

后不同浓度的六味地黄

丸含药血清联合
EFGH&.

对
I#7

细胞的抑制率与转染

阴性对照
D;K2N

后六味地黄丸含药血清联合
EFGH&.
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年
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月第
$$
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%

期
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!
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!
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!
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!

%

"!")$$"

时抑制率比较!差异无统计学意义$

L e"

!

"%

&'

表
3

$

D;K2N

干扰
&M!7

表达后各组
I#7

细胞

抑制率比较$$

J

!

M

*

@

&

组别
P

抑制率

未转染
D;K2N 2&

#

D;K2N &M!7

#

!"65

对照血清
7 "

+

""

*

!

+

%" "

+

""

*

"

+

5% "

+

""

*

#

+

!!

低剂量
7

"

#

+

53

*

"

+

6!

"

"

+

##

*

"

+

6$ "

+

!"

*

!

+

#"

中剂量
7

"

!

+

67

*

#

+

!% "

+

!"

*

#

+

33

"

"

+

$7

*

"

+

65

高剂量
7

"

$

+

74

*

#

+

3# "

+

73

*

"

+

7!

"

"

+

54

*

#

+

!5

对照血清联合
H&. 7

$!

+

4$

*

#

+

!4

!

45

+

"7

*

#

+

73

!

43

+

67

*

#

+

4!

!

低剂量联合
H&. 7

47

+

3"

*

#

+

%3

!

%7

+

#7

*

"

+

63

!

%4

+

45

*

"

+

5%

!

中剂量联合
H&. 7

%$

+

44

*

#

+

!3

!

%6

+

56

*

#

+

"!

!

7"

+

!%

*

"

+

7#

!

高剂量联合
H&. 7

%5

+

3%

*

"

+

67

!

74

+

##

*

!

+

47

!

7%

+

4"

*

"

+

5"

!

$$注#与对照血清组比较!

!

L

,

"

+

"#

4

$

HN

阻断后不同浓度六味地黄丸含药血清联

合
EF GH&.

系统对
I#7

抑制率影响比较$表
5

&$培养

45 A

后!对照血清组!低,中,高剂量组细胞增殖旺盛!

细胞密度高!低,中,高剂量联合
H&.

组!大部分细胞

脱落,变圆或成碎片状!贴壁细胞数目很少!中剂量联

合
H&.

组与高剂量联合
H&.

组细胞死亡最为明显!

在低,中,高剂量联合
H&.

加
HN

组基础上!上述的杀

伤现象有所改善!存活细胞增多' 低,中,高剂量联合

H&.

$

!" !:/0GT

&加
HN

$

%" !:/0GT

&组阻断后细胞

抑制率分别与
HN

阻断前比较!差异均有统计学意义

$

L U"

!

"#

&'

表
5

$

HN

阻断后不同浓度六味地黄丸含药血清联合

EF GH&.

系统对
I#7

抑制率影响比较$$

J

!

M

*

@

&

组别
P

抑制率$

J

&

对照血清
7 "

+

""

*

!

+

"7

低剂量
7

"

"

+

"4

*

$

+

#%

中剂量
7 "

+

5$

*

$

+

%3

高剂量
7 !

!

5%

*

!

+

#%

对照血清联合
H&. 7 $5

+

#7

*

!

+

6%

低剂量联合
H&. 7 45

+

3%

*

!

+

$"

中剂量联合
H&. 7 %6

+

$6

*

$

+

"3

高剂量联合
H&. 7 76

+

!5

*

!

+

5"

对照血清联合
H&.

加
HN 7

#3

+

%6

*

!

+

74

!

低剂量联合
H&.

加
HN 7

!6

+

#4

*

$

+

3#

!

中剂量联合
H&.

加
HN 7

$5

+

3#

*

#

+

56

!

高剂量联合
H&.

加
HN 7

%5

+

#$

*

!

+

3%

!

$$注#与
HN

阻断前的对应组比较!

!

L

,

"

+

"#

讨$$论

自杀基因是指在一定条件下!可以引起细胞自动

死亡的基因'

CD.

#

EF GH&.

为目前研究最深入,最具

有应用前景的肿瘤自杀基因治疗系统之一'

CD.

#

EF

基因在肿瘤细胞内表达胸苷激酶!可催化核苷类似物!

如丙氧鸟苷$

H&.

&等形成单磷酸化产物!并在细胞内

磷酸激酶作用下形成三磷酸产物!干扰细胞分裂时

X2N

复制及蛋白质合成!从而导致细胞死亡(

4

)

'

自杀基因治疗中一个显著的优势即存在旁观者效

应' 所谓旁观者效应即为导入自杀基因的细胞不仅自

身被杀死!其邻近未导入自杀基因的细胞也被杀死的

现象!而缝隙连接机制是旁观者效应的主要机制之一'

H'

是位于两细胞之间!含有通道的膜蛋白质成

分!可非选择性通过小分子物质!但不允许蛋白和核酸

大分子通过'

H&.

的磷酸化产物不能自由通过细胞

膜!但可通过
H'

从
EF

_细胞进入
EF

"细胞!介导旁观

者效应!故
H'(&

在自杀基因疗法效应中起关键作用'

但学者们对许多肿瘤检测发现#$

#

&多数肿瘤细胞无

H'(&

%$

!

&少数肿瘤细胞有脆弱的
H'(&

!但是容易受

到破坏!其间隙连接数量少% $

$

&少数肿瘤细胞有

H'(&

!但是比正常细胞低!其间隙连接的数量也少'

不但肿瘤细胞间隙连接少或无!而且两种类型的间隙

连接即同型间隙连接$正常细胞之间或肿瘤细胞之

间&和异型间隙连接$肿瘤细胞与周围正常细胞间&均

减少或消失' 构成
H'

的物质是
&M

!无论是体外培养

的肿瘤细胞还是肿瘤组织中!均发现
&M

基因表达的

异常(

%

"

3

)

' 由于肿瘤
H'(&

功能的抑制和缺陷使自杀

基因疗法的旁观者效应明显减弱!从而影响自杀基因

治疗的疗效!因此改善和恢复细胞
H'(&

功能将对肿

瘤的自杀基因治疗发挥十分重要的作用' 不同的连接

蛋白在不同的组织中发挥不同的作用!即
&M

基因的

组织特异性' 在皮肤疾病与黑色素瘤细胞中研究最多

的有
&M!7

和
&M4$

'

在前一实验我们得出六味地黄丸对恶性黑色素瘤

细胞自杀基因治疗具有协同增效作用!其协同作用可

能源于旁观者效应' 同时研究还发现六味地黄丸能促

进
I#7

细胞
H'(&

功能!而
H'

机制为旁观者效应的

主要机制之一(

#

"

$

)

' 我们推测六味地黄丸能通过提高

H'(&

而达到协同增效' 本实验采用
*8@E8OP >0/E

和

间接免疫荧光以及
K)

#

L&K

法检测
I#7

细胞中

&M!7

和
&M4$

两种
&M

的蛋白表达与相应基因
:K

#

2N

表达!观察六味地黄丸含药血清对小鼠恶性黑色

素瘤细胞中
&M!7

和
&M4$

表达的影响!结果提示六

味地黄丸能提高
&M4$ :K2N

与蛋白的表达!且提高

程度与六味含药血清呈量效依赖关系%对于
&M!7

!若

单看六味地黄丸含药血清组!

#"

!

"J

含药血清组
e

%

!

"J

含药血清组
e!

!

%J

含药血清组!说明六味地黄

丸含药血清能够提高
I#7

细胞
&M!7 :K2N

与蛋白
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%

的表达'

六味地黄丸能提高肿瘤细胞
&M

表达及
&'(&

!从

一个方面提示六味地黄丸对肿瘤自杀基因治疗的增效

作用与*缝隙连接机制+有关%为了更进一步地论证六

味地黄丸对肿瘤自杀基因治疗的增效作用与*缝隙连

接机制+!我们还研究了采用
K2N

干扰技术干扰
&M

表达及
H'(&

功能阻断剂
HN

阻断
H'(&

功能!对六味

地黄丸肿瘤自杀基因治疗增效作用的影响'

K2N

干扰$

K2N;

&是由双链
K2N

引发的!能够

序列特异性诱导同源基因转录后沉默的现象!这一现

象广泛存在于自然界各级生物体当中!是生物体清除

病毒等外源性核酸或突变及异常表达内源性基因的一

种自我保护机制'

K2N;

是由外源或转基因,病毒感

染等方式引入
<@K2N

!在细胞内被
K2N

酶
X;B8O

!以

N)L

依赖的方式切割为
!# f !$

核苷酸的
$

(端有

!

个
PE

突出的小分子干扰
K2N

$

@:,00 ;PE8OV8O;PQ

K2N

!

D;K2N

&

(

5

"

#"

)

!

D;K2N

同核酸酶结合而形成

K2N

诱导基因沉默复合物$

K2N@ ;PEO/<=B8<

#

@;08P

#

B;PQ B/:R08M

!

K(D&

&'

K(D&

在
N)L

的作用下由含

双链
D;K2N

的形式变为含单链
D;K2N

的活化形式!

与同源靶基因表达的
:K2N

特异性结合!在结合处

$

(端的
#!

个
>R

处切割
:K2N

!诱发
:K2N

降解!从

而在
K2N

水平抑制靶基因的表达(

##

)

' 在本实验发

现六味血清对
&M!7

的影响较大!故选择
&M!7

基因

为靶基因对其进行干扰!用干扰
&M!7

基因后的细胞

进行联合杀伤实验!观察发现干扰
&M!7

基因以后!六

味地黄丸含药血清联合
CD.

#

EF GH&.

系统的旁观者

效应并没有明显降低' 考虑到
&M

是一个有
#"

多种

类型的蛋白家族!当
&M!7

基因沉默后可能有其他的

蛋白进行补偿!仅仅干扰
&M!7

基因可能对
H'(&

影

响不大' 基于此!本研究又对其通道的功能进行了阻

断' 已有许多研究表明!

HN

为
H'

的长效抑制剂'

HN

能使连接蛋白发生去磷酸化!使连接蛋白非磷酸

化增多!去组装!引起蛋白构象改变!使
&M

磷酸化形

式水平降低!非磷酸化形式水平增加!导致
H'

数目减

少' 为了进一步观察六味地黄丸含药血清对
EF GH&.

系统治疗增效的作用机制!在系统中加入了
HN

$终浓

度
%" !:/0GT

&!

+))

法检测
I#7

细胞生长的抑制率'

结果显示!

HN

对六味地黄丸含药血清
GEF GH&.

三联

系统的
I#7

细胞杀伤效应有明显的抑制作用!提示

HN

对该三联系统的旁观者效应具有下调作用' 进一

步提示六味地黄丸含药血清对
EF GH&.

系统旁观者效

应的增效作用机制可能与
H'(&

有关'
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