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日本血吸虫重组两歧双歧杆菌（ｐＧＥＸＳｊ２６ＧＳＴ）疫苗的构建及鉴定

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（重庆医科大学附属第一医院传染病寄生虫病研究所，重庆４０００１６）

　　摘　要：目的　构建日本血吸虫重组两歧双歧杆菌（ｐＧＥＸＳｊ２６ＧＳＴ）疫苗，并对其进行鉴定。方法　采用ＲＮｅａｓｙＭｉｎｉ试剂

盒提取日本血吸虫成虫总ＲＮＡ，采用逆转录聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）方法获得Ｓｊ２６ＧＳＴ抗原编码基因；将该编码基因与ｐＧＥＸ

１λＴ载体进行连接，得到重组质粒ｐＧＥＸＳｊ２６ＧＳＴ，并对其进行双酶切鉴定；将重组质粒电转化入两歧双歧杆菌中，构建重组两歧

双歧杆菌（ｐＧＥＸＳｊ２６ＧＳＴ）疫苗，ＰＣＲ鉴定疫苗。结果　ＲＴＰＣＲ扩增出的日本血吸虫成虫犛犼２６犌犛犜基因片段长度为６７６ｂｐ；

双酶切证实Ｓｊ２６ＧＳＴ抗原编码基因成功插入ｐＧＥＸ１λＴ载体中；ＰＣＲ证实从重组两歧双歧杆菌疫苗中扩增出长度为６７６ｂｐ的

犛犼２６犌犛犜基因片段。结论　成功构建了日本血吸虫重组两歧双歧杆菌（ｐＧＥＸＳｊ２６ＧＳＴ）疫苗。
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　　日本血吸虫（Ｓｃｈｉｓｔｏｓｏｍａｊａｐｏｎｉｃｕｍ，Ｓｊ）是日本血吸虫病

的病原体，该病是一种严重影响人类健康的人兽共患寄生虫

病，已被 ＷＨＯ确定为六大热带病之一
［１］。目前的防治难点在

于化疗药物无法阻断再感染，且其已有抗药性的产生。人们认

为针对血吸虫自身特点，设计特异性的疫苗是有效控制和阻断

血吸虫传播的有效策略之一［２４］。Ｓｊ２６ＧＳＴ是 ＷＨＯ／热带病

研究所（ＴｒｏｐｉｃａｌＤｉｓｅａｓｅＲｅｓｅａｒｃｈ，ＴＤＲ）推荐的６种较为理想

的血吸虫疫苗候选分子之一［５］。众多研究表明，两歧双歧杆菌

是一种理想的疫苗新载体［６］。本研究拟将犛犼２６犌犛犜基因克隆

到ｐＧＥＸ１λＴ中构建重组质粒ｐＧＥＸＳｊ２６ＧＳＴ，再将其电穿孔

转化两歧双歧杆菌，构建重组两歧双歧杆菌（ｐＧＥＸＳｊ２６ＧＳＴ）

疫苗，欲将双歧杆菌的优点与Ｓｊ２６ＧＳＴ的功能相结合，为日本

血吸虫病的防治提供一种新型有价值的疫苗。

１　材料与方法

１．１　主要试剂与仪器　主要试剂为ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ，犅犪犿ＨⅠ、

犈犮狅ＲⅠ限制性内切酶，Ｔ４ＤＮＡ连接酶（立陶宛Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公

司）；ＲＮｅａｓｙＭｉｎｉ试剂盒（德国 Ｑｉａｇｅｎ公司）；ＳＫ２４３１一步法

逆转录聚合酶链反应（ｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎ

ｒｅａｃｔｉｏｎ，ＲＴＰＣＲ）试剂盒、ＳＫ１１９２ＵＮＩＱ１０柱式质粒小量抽

提试剂盒、ＳＫ２３０３高效感受态细胞制备试剂盒、ＳＫ２０７３ＰＣＲ

扩增试剂盒、ＳＫ１１４２ＵＮＩＱ１０柱式ＰＣＲ产物纯化试剂盒（上

海生工生物工程技术服务有限公司）；日本血吸虫感染兔动物

模型由本研究所传代保存；ＬＢ液体培养基、ＭＲＳ液体和固体

培养基由本研究室制备；两歧双歧杆菌菌种及大肠埃希菌

ＢＬ２１（ＤＥ３）菌株由本研究室保存。主要仪器：ＰＴＣ２００型

ＰＣＲ仪为美国 ＭＪＲｅｓｅａｒｃｈ公司产品，电泳仪、凝胶成像仪为

美国ＢｉｏＲａｄ公司产品，台式高速离心机、核酸蛋白仪均为德

国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司产品，振荡器、恒温摇床、恒温水浴箱为日本

三洋公司产品。

１．２　检测方法

１．２．１　Ｓｊ２６ＧＳＴ抗原编码基因的扩增、纯化、鉴定及序列测定

　根据ＧｅｎＢａｎｋ中日本血吸虫Ｓｊ２６基因序列设计引物，上游

引物Ｐ１：５′ＧＣＧＧＡＴＣＣＡＴＧＴＣＣＣＣＴＡＴＡＣＴＡＧＧＴＴ

ＡＴ３′；下游引物 Ｐ２：５′ＴＡＧ ＡＡＴ ＴＣＴ ＴＡＣ ＡＡＴ ＣＧＴ

ＴＴＧＴＡＡＴＴＣＣＧ３′，为了便于克隆，分别在Ｐ１、Ｐ２的５′端

引入犅犪犿ＨⅠ和犈犮狅ＲⅠ的酶切位点。引物的合成由上海生工

·５９７２·国际检验医学杂志２０１３年１１月第３４卷第２１期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｎｏｖｅｍｂｅｒ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．２１

 基金项目：重庆市科委地方病重大专项资助项目（Ｎｏ．２００８ＡＢ５０５５，２００８ＡＢ５００８，２００８ＡＢ５０５４）。　作者简介：张丽（１９８７～），女，在读硕

士研究生，主要从事病原微生物的分子生物学研究工作。　△　通讯作者，Ｅｍａｉｌ：ｃｑｌｉｗｅｎｇｕｉ＠１６３．ｃｏｍ。



生物工程技术服务有限公司完成。按ＲＮｅａｓｙＭｉｎｉ试剂盒说

明书获得日本血吸虫成虫总 ＲＮＡ，以此为模板，以Ｐ１、Ｐ２为

引物，采用 ＲＴＰＣＲ法扩增６７６ｂｐ的犛犼２６犌犛犜 基因片段。

ＲＴＰＣＲ反应体系为：２×ＲＴＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ２５μＬ，Ｐ１、Ｐ２各

５μＬ，Ｓｊ２６３μＬ，ＲＴ／犜犪狇ｍｉｘ１μＬ，双蒸水１１μＬ，共５０μＬ。

按照ＳＫ１１４２ＵＮＩＱ１０柱式ＰＣＲ产物纯化试剂盒说明书对

ＲＴＰＣＲ产物进行纯化，然后取ＲＴＰＣＲ产物３μＬ，用１．２％

琼脂糖凝胶电泳鉴定。以上、下游引 物 为 测 序 引 物，对

Ｓｊ２６ＧＳＴ的ＲＴＰＣＲ产物进行测序，测序由上海生工生物工

程技术服务有限公司完成。

１．２．２　ｐＧＥＸ１λＴ制备　取本室保存的重组菌ＢＬ２１（ｐＧＥＸ

１λＴ）３００μＬ，将其加入含５０μｇ／ｍＬ氨苄青霉素的ＬＢ液体培

养基中，于３７℃条件下连续搅拌转速为２２０ｒ／ｍｉｎ，厌氧培养

２４～７２ｈ。然后取过夜培养的上述菌液１～２ｍＬ，ｐＧＥＸ１λＴ

质粒的提取按 ＵＮＩＱ１０柱式质粒小量抽提试剂盒说明书

进行。

１．２．３　重组质粒ｐＧＥＸＳｊ２６ＧＳＴ的构建及鉴定

１．２．３．１　重组质粒ｐＧＥＸＳｊ２６ＧＳＴ的构建　分别用犅犪犿Ｈ

Ⅰ和犈犮狅ＲⅠ对目的基因Ｓｊ２６ＧＳＴ的 ＲＴＰＣＲ扩增产物和载

体ｐＧＥＸ１λＴ进行双酶切，酶切体系：双蒸水９．４μＬ，１０×

ＴａｎｇｏＢｕｆｆｅｒ６μＬ，ｐＧＥＸ１λＴ或ＲＴＰＣＲ产物４２μＬ，犅犪犿Ｈ

Ⅰ、犈犮狅ＲⅠ各１．３μＬ，总体积均为６０μＬ。将上述物质混匀，离

心１５ｓ（离心半径８ｃｍ，２０００ｒ／ｍｉｎ），置３７℃水浴２ｈ。按照

ＵＮＩＱ１０柱式ＰＣＲ产物纯化试剂盒说明书对酶切产物进行

纯化。按Ｔ４ＤＮＡ连接酶的说明书将其连接（酶切后载体与目

的基因的摩尔比约为３∶１）。连接体系：目的基因为４μＬ，

ｐＧＥＸ１λＴ载体大片段为１２μＬ，１０×Ｔ４ Ｂｕｆｆｅｒ为 ２μＬ，

Ｔ４ＤＮＡ连接酶为２μＬ，总体积２０μＬ。同上离心，４℃过夜，

再置于７０℃水浴１０ｍｉｎ以灭活Ｔ４ＤＮＡ连接酶。将连接产

物转化感受态大肠埃希菌ＢＬ２１（ＤＥ３），于３７℃条件下连续搅

拌转速为１５０ｒ／ｍｉｎ，培养１ｈ后接种于含氨苄青霉素（５０μｇ／

ｍＬ）的ＬＢ固体培养基上，３７℃厌氧培养４８～７２ｈ。

１．２．３．２　重组质粒ｐＧＥＸＳｊ２６ＧＳＴ的双酶切鉴定　挑取上

述筛选琼脂平板上单个菌落至含氨苄青霉素（５０μｇ／ｍＬ）的

ＬＢ液体养基中，于３７℃条件下连续搅拌转速为２５０ｒ／ｍｉｎ培

养４８～７２ｈ，提取重组质粒ｐＧＥＸＳｊ２６ＧＳＴ。采用犅犪犿ＨⅠ、

犈犮狅ＲⅠ及上述相同的酶切体系对重组质粒进行双酶切鉴定，

用１．２％琼脂糖凝胶电泳对酶切产物进行鉴定。

１．２．４　重组两歧双歧杆菌（ｐＧＥＸＳｊ２６ＧＳＴ）疫苗的构建及

鉴定

１．２．４．１　重组两歧双歧杆菌（ｐＧＥＸＳｊ２６ＧＳＴ）疫苗的构建　

吸取１ｍＬ的两歧双歧杆菌菌种接种于１００ｍＬ含０．５ｍｏｌ／Ｌ

蔗糖的 ＭＲＳ培养液中，制成感受态两歧双歧杆菌菌液。吸取

８０μＬ上述菌液和２０μＬ重组质粒ｐＧＥＸＳｊ２６ＧＳＴ至 Ｅｐ管

中，混匀冰浴ｌｍｉｎ后，将其转移至电穿孔杯中（规格为

０．１ｃｍ）。电穿孔完毕后将重组质粒ｐＧＥＸＳｊ２６ＧＳＴ在电穿

孔中停留５～１０ｍｉｎ，加入ｌｍＬ含蔗糖（０．５ｍｏｌ／Ｌ）的 ＭＲＳ培

养液中，混匀，将其转移至１０ｍＬ培养管中，厌氧培养２ｈ。吸

取培养后的菌液０．１ｍＬ，将其涂布于含氨苄青霉素（５０μｇ／

ｍＬ）的 ＭＲＳ琼脂平板上，３７℃厌氧培养２４～７２ｈ。

１．２．４．２　重组两歧双歧杆菌（ｐＧＥＸＳｊ２６ＧＳＴ）疫苗的鉴定　

从上述 ＭＲＳ琼脂平板中挑取单个两歧双歧杆菌菌落，加入

１００ｍＬ含蔗糖（０．５ｍｏｌ／Ｌ）的 ＭＲＳ培养液，厌氧培养７～

１０ｄ。用质粒抽提试剂盒提取质粒，以抽提的质粒为模板，对

其进行ＰＣＲ反应，取３μＬＰＣＲ产物，用１．２％琼脂糖凝胶电

泳鉴定。

２　结　　果

２．１　Ｓｊ２６ＧＳＴ抗原编码基因的鉴定　ＲＴＰＣＲ扩增产物，琼

脂糖电泳显示在约 ７００ｂｐ处出现一条清晰的条带，与

犛犼２６犌犛犜基因片段长度一致，见图１。

　　Ｍ：ＤＮＡ标志物；１～４：犛犼２６犌犛犜的ＲＴＰＣＲ扩增产物。

图１　　ＲＴＰＣＲ扩增产物电泳图谱

２．２　重组质粒ｐＧＥＸＳｊ２６ＧＳＴ 的双酶切鉴定　重组质粒

ｐＧＥＸＳｊ２６ＧＳＴ经犅犪犿ＨⅠ和犈犮狅ＲⅠ双酶切后，琼脂糖凝胶

电泳产生２条带，分别为４９４７ｂｐ的载体片段和６７６ｂｐ的基

因片段，见图２。

　　Ｍ：ＤＮＡ标志物；１～４：ｐＧＥＸ１λＴ空质粒；５～６：重组质粒ｐＧＥＸ

Ｓｊ２６ＧＳＴ双酶切产物。

图２　　重组质粒ｐＧＥＸＳｊ２６ＧＳＴ的双酶切产物电泳图

　　Ｍ：ＤＮＡ标志物；１～６：重组两歧双歧杆菌（ｐＧＥＸＳｊ２６ＧＳＴ）的

ＰＣＲ产物。

图３　　重组两歧双歧杆菌（ｐＧＥＸＳｊ２６ＧＳＴ）疫苗的

ＰＣＲ产物电泳图

２．３　重组两歧双歧杆菌（ｐＧＥＸＳｊ２６ＧＳＴ）疫苗的ＰＣＲ鉴定　

以重组两歧双歧杆菌中抽提的质粒ｐＧＥＸＳｊ２６ＧＳＴ为模板，

经ＰＣＲ可扩增出６７６ｂｐ的犛犼２６犌犛犜 基因片段，与ＰＴＰＣＲ

·６９７２· 国际检验医学杂志２０１３年１１月第３４卷第２１期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｎｏｖｅｍｂｅｒ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．２１



产物及双酶切产物一致，见图３。

３　讨　　论

谷胱甘肽Ｓ转移酶（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅＳｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＧＳＴ）是由

Ｓｊ２６／Ｓｊ２８基因编码的一种多功能的酶蛋白，其在细胞解毒、生

长发育及抗损伤等方面具有重要作用［７］。近年来Ｓｊ２６ＧＳＴ抗

原分子受到了国内、外学者的广泛关注，先后构建了蛋白疫苗、

ＤＮＡ疫苗、重组ＢＣＧ疫苗、转基因植物疫苗和基因转染的树

突状疫苗，均获得了不同程度的免疫保护作用［８］。Ｈｅ等
［９］用

ｒＳｊ２６ＧＳＴ抗原加福氏完全佐剂（Ｆｒｅｕｎｄ′ｓｃｏｍｐｌｅｔｅａｄｊｕｖａｎｔ，

ＦＣＡ）及弗氏不完全佐剂（Ｆｒｅｕｎｄ′ｓｉｍｃｏｍｐｌｅｔｅａｄｊｕｖａｎｔ，ＦＩＡ）

皮下注射免疫水牛后获得了０．２２３的减虫率及０．４７９的肝组

织减卵率，表明ｒＳｊ２６ＧＳＴ抗原可诱导水牛产生一定的保护

力。杨平等［１０］用ｐＩＲＥＳＳｊ２６疫苗肌内注射免疫ＢＡＬＢ／ｃ小

鼠，发现其能有效刺激宿主细胞产生ＩｇＧ和干扰素γ（ｉｎｔｅｒｆｅｒ

ｏｎγ，ＩＦＮγ），刺激淋巴细胞转化和增强ＣＤ８＋Ｔ细胞的水平，

表明ｐＩＲＥＳＳｊ２６疫苗具有较强的免疫原性。李文桂等
［１１］用

重组ＢＣＧＳｊ２６ＧＳＴ疫苗免疫ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，发现该疫苗抗尾

蚴攻击的减虫率为０．１６６４～０．４６２０，减卵率为０．５５７５～０．

６０５０，疫苗免疫组小鼠肝组织病变程度明显减轻，虫卵肉芽肿

的平均周长和平均面积显著减少，血清ＩｇＧ和ＩｇＧ２ａ水平明显

升高，提示此疫苗能诱导机体产生较强的保护力。沈定文

等［１２］将Ｓｊ２６ＧＳＴ编码基因成功转染小鼠树突状细胞，使其在

树突状细胞中稳定表达后，采用静脉注射法免疫ＢＡＬＢ／ｃ鼠，

证实其可诱导小鼠产生辅助性 Ｔ淋巴细胞１（ｈｅｌｐｅｒＴｌｙｍ

ｐｈｏｃｙｔｅ１，Ｔｈ１）型免疫应答。这些资料表明Ｓｊ２６ＧＳＴ是一种

有希望的疫苗候选分子。本研究成功克隆了Ｓｊ２６ＧＳＴ编码基

因，为构建ｐＧＥＸＳｊ２６ＧＳＴ重组质粒提供了有利条件。

为了将外源ＤＮＡ有效引入双歧杆菌，需构建大肠埃希菌

双歧杆菌穿梭表达载体，使外源ＤＮＡ在大肠埃希菌中操作，

然后转化双歧杆菌，通过自动复制或同源整合的方式，外源

ＤＮＡ与基因组进行基因交换，从而在双歧杆菌中稳定表达外

源基因。ｐＭＢ１是首个从长双歧杆菌中分离到的隐蔽性质粒，

将其与大肠埃希菌质粒ｐＪＨ１０１重组可得７．３ｋｂ的重组质粒

ｐＤＧ７，Ｍａｔｔｅｕｚｚｉ等
［１３］首次用电穿孔法将该重组质粒成功导入

大肠埃希菌中。Ｍｉｓｓｉｃｈ等
［１４］将ｐＧＥＭ５２ｆ（＋）插入ｐＭＢ，成

功构建ｐＲＭ１质粒，同时将ＳＰｒ基因导入ｐＭＢ，构建出ｐＭＢ２

质粒，再将ｐＲＭ１和ｐＭＢ２分别转化长双歧杆菌和大肠埃希

菌，均筛选到重组子，表明ｐＲＭ１和ｐＭＢ２均为大肠埃希菌双

歧杆菌的穿梭载体。大肠埃希菌双歧杆菌穿梭表达载体的成

功构建，使双歧杆菌作为疫苗新载体成为现实。Ａｒｇｎａｎｉ等
［１５］

用电穿孔法成功将外源ＤＮＡ导入双歧杆菌（在两歧双歧杆菌

与电穿孔液中加入蔗糖，４℃孵育过夜），解决了双歧杆菌细胞

壁厚和摄取外源ＤＮＡ困难的问题，为构建双歧杆菌疫苗提供

了强有力的保障。

ｐＧＥＸ１λＴ含有大肠埃希菌、双歧杆菌的复制起始点，一

个多克隆位点和一个氨苄西林抗性基因，是一种大肠埃希菌

双歧杆菌穿梭融合表达载体，其多克隆位点上游有ＧＳＴ编码

基因的一个片段，融合位点上有特异蛋白酶水解位点，方便去

除ＧＳＴ编码基因片段，脱落的 ＧＳＴ片段可进入宿主体内，为

抗原与宿主免疫系统的直接接触提供了基础，在ＧＳＴ编码基

因上游有一个启动子Ｐｔａｃ，使其可在异丙基Ｄ硫代半乳糖苷

（ｉｓｏｐｒｏｐｙｌｂｅｔａＤｔｈｉｏｇａｌａｃｔｏｐｙｒａｎｏｓｉｄｅ，ＩＰＴＧ）诱导下表达。

本文成功将犛犼２６犌犛犜基因定向克隆到ｐＧＥＸ１λＴ中，构建了

重组质粒ｐＧＥＸＳｊ２６ＧＳＴ，这为构建重组两歧双歧杆菌疫苗打

下了基础。

现已构建多种重组双歧杆菌疫苗，包括表达内皮抑素基

因、胞嘧啶脱氨酶基因、第１０号染色体同源缺失性磷酸酶张

力蛋白基因（ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅａｎｄｔｅｎｓｉｎｈｏｍｏｌｏｇｄｅｌｅｔｅｄｏｎｃｈｒｏ

ｍｏｓｏｍｅｔｅｎ，ＰＴＥＮ）抑癌基田、霍乱弧菌肠毒素Ｂ亚单位基

因、多房棘球绦虫犈犿Ⅱ／３犈犿１４３３融合基因、结核分枝杆菌

犕犘犜６４基因、细粒棘球绦虫犈犵９５犈犵Ａ３１融合基因、日本血

吸虫（Ｓｊ１４３３）的双歧杆菌疫苗
［１６］。这些重组两歧双歧杆菌

疫苗具有诸多优点：表达的靶抗原不需纯化，可直接用于免疫

接种，免除了蛋白质的后处理；单次接种即可诱导机体产生针

对靶抗原的免疫应答；运用分子生物学手段，对不同靶抗原进

行剪切和拼接，可使新型疫苗理想化；可定植肠道，发挥益生菌

和外源基因的双重功能，达到一剂多用的目的；成本低廉，可作

为食品添加剂，接种方便，可采用滴鼻、口服等方式进行；安全

性好，对抗菌药物非常敏感，小剂量抗菌药物即可杀灭该

菌［１７］。本研究利用双歧杆菌的上述优点将其与Ｓｊ２６ＧＳＴ相结

合，使犛犼２６犌犛犜基因在双歧杆菌中不断稳定的表达蛋白抗原，

刺激机体产生有效的免疫应答。

本研究在成功扩增Ｓｊ２６ＧＳＴ抗原编码基因的基础上，经

双酶切后，将其定向克隆至融合表达载体ｐＧＥＸ１λＴ中，再用

电穿孔法将重组质粒ｐＧＥＸＳｊ２６ＧＳＴ转化至两歧双歧杆菌

中，成功构建了重组两歧双歧杆菌（ｐＧＥＸＳｊ２６ＧＳＴ）疫苗，从

两歧双歧杆菌疫苗中抽提重组质粒，并以此为模板，经ＰＣＲ扩

增出６７６ｂｐ的Ｓｊ２６ＧＳＴ基因片段，提示重组两歧双歧杆菌

（ｐＧＥＸＳｊ２６ＧＳＴ）疫苗构建成功，这为下一步从 ｍＲＮＡ水平、

蛋白水平等方面验证质粒的功能以及疫苗免疫机制的研究奠

定了基础。
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Ｓ期的转变过程，使细胞周期停滞于Ｇ１Ｓ期，其机制可能是抑

制了ＤＮＡ合成和有丝分裂，诱导了细胞分化，从而引起了细

胞周期阻滞和细胞生长抑制。因此，Ｃｈａｂｒａｎｏｌ可能是通过影

响细胞周期来抑制肿瘤生长的，有希望成为一种有效的抗肿瘤

药物，但是其具体调控机制还有待进一步的研究。

ＴＥＭ下的亚细胞结构表明，Ｃｈａｂｒａｎｏｌ能显著诱导ＢＧＣ

８２３细胞发生自噬和凋亡。ＴＥＭ 下观察到经Ｃｈａｂｒａｎｏｌ干预

后的肿瘤细胞，其内部产生了较多的自噬空泡和脂肪滴，可能

是Ｃｈａｂｒａｎｏｌ干预后肿瘤细胞需要通过自噬为自身提供营养；

另外，镜下还出现了髓样体、胞体收缩及染色质边聚现象，这可

能是凋亡的早期反应。

自噬是细胞维持稳态和防止外界侵入的一种防御机制在

细胞的废物清除、结构重建和生长分化等方面发挥重要作用，

同时也与多种疾病的病理、生理过程相关，当出现自噬过度或

不足时均可引起疾病的发生。某些抗肿瘤药物可以通过诱导

自噬活性，从而达到抑制肿瘤细胞增殖的目的。研究证明，对

前列腺癌、乳腺癌以及结肠癌细胞系进行放疗时均可诱导细胞

自噬性死亡［１３１４］。凋亡是程序性细胞死亡，自噬和凋亡有非

常密切的关系［１５］。

凋亡细胞ＤＮＡ琼脂糖电泳是一种检测凋亡的简单而经

典的方法。若ＤＮＡ电泳中出现梯状条带，则表明细胞发生了

程序性死亡。其原理是凋亡细胞ＤＮＡ发生断裂，导致胞内小

分子量的ＤＮＡ片段增加，而相对分子质量大的ＤＮＡ片段减

少，细胞质内出现ＤＮＡ片段。本实验的ＤＮＡ电泳结果显示，

Ｃｈａｂｒａｎｏｌ可以诱导ＢＧＣ８２３细胞发生凋亡。

以上实验表明倍半萜化合物Ｃｈａｂｒａｎｏｌ可以抑制人低分

化胃癌ＢＧＣ８２３细胞增殖并影响细胞周期的分布，可能的发

生机制是促进肿瘤细胞自噬和凋亡。但因为细胞凋亡网络十

分复杂，且肿瘤的发生是一个多因素、多步骤、多阶段和多基因

共同作用的结果，因此，Ｃｈａｂｒａｎｏｌ的抗肿瘤机制也比较复杂，

其诱导细胞凋亡的分子机制有待进一步研究，但它仍有望成为

治疗低分化胃癌的新药。
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构建及鉴定［Ｊ］．中国地方病学杂志，２００９，２８（２）：２１８２２１．

（收稿日期：２０１３０６１１）

·００８２· 国际检验医学杂志２０１３年１１月第３４卷第２１期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｎｏｖｅｍｂｅｒ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．２１




