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%对耐顺铂宫颈癌细胞的增殖克隆'迁移侵袭能力'药

物敏感性等特性的影响&方法
"

以人宫颈癌细胞株
_K,O

细胞系为亲本株细胞!采用低浓度加量持续诱导法产

生耐顺铂
_K,O

细胞株"耐顺铂
_K,O

%!以慢病毒为载体构建过表达
CK/3$#)

的耐顺铂细胞株"

CK/3$#)

#耐顺铂

_K,O

%&通过荧光定量
-./

检测转染后
CK/3$#)

#耐顺铂
_K,O

的
CK/3$#)

表达情况&采用
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法检测
_K3

,O

'耐顺铂
_K,O

'

CK/3$#)

#耐顺铂
_K,O%

组细胞在含顺铂培养液的增殖克隆及顺铂半数有效抑制浓度"

Y.
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划痕试验和
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法检测
%

组细胞的迁移和侵袭能力&结果
"

成功构建了耐顺铂
_K,O

及
CK/3$#)

#耐顺

铂
_K,O

细胞株!与
_K,O

及耐顺铂
_K,O

组比较!

CK/3$#)

#耐顺铂
_K,O

组的
CK/3$#)

表达量显著升高!差异有

统计学意义"

I

%

'&'(

%$在含有顺铂培养液中!耐顺铂
_K,O

组的克隆增殖与
Y.

('

显著高于
_K,O

组与
CK/3$#)

#

耐顺铂
_K,O

组!差异有统计学意义"
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'&'(
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_K,O

组与
CK/3$#)

#耐顺铂
_K,O

组比较!差异无统计学意义
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&

'&'(

%!

CK/3$#)

#耐顺铂
_K,O

组的划痕愈合率与细胞穿膜次数显著低于
_K,O

组及耐顺铂
_K,O

组!且差

异有统计学意义"

I

%

'&'(

%&结论
"

过表达
CK/3$#)

可以显著抑制宫颈癌细胞增殖与侵袭能力!增强对顺铂的

药物敏感性!对耐药病例的治疗提供新的思路&
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宫颈癌的发病率在女性恶性肿瘤中高居第二'除

手术治疗外'化疗也是重要的治疗手段之一(

#

)

'顺铂

是临床上治疗宫颈癌的一线化疗药物'但由于各种复

杂的机制'相当一部分患者会因为对顺铂产生耐药性

而导致化疗失败(

$3%

)

&增加耐药细胞对顺铂的敏感性

是挽救耐药病例的一个重要研究思路&研究发现微

小
/G"

$

CK/G"

%在宫颈癌中表达异常(

*

)

&

CKM7@/3

G"

是一类非编码单链小
/G"

'核苷酸长度为
#)

$

$(

个'可以通过调控活性靶点而参与肿瘤的发生(

(

)

&

其中
CK/G"3$#)

$

CK/3$#)

%在宫颈癌中的表达显著

降低'可能是潜在的肿瘤抑制因子(

H

)

&目前'有关

CK/3$#)

对于耐药宫颈癌细胞作用的研究较少&本

研究建立了耐顺铂的宫颈癌细胞株'并使其过表达

CK/3$#)

'观察了耐药细胞生物学特性的改变'取得了

一定的研究成果'现报道如下&

>

"

材料与方法

>&>

"

实验材料
"

人宫颈癌细胞
_K,O

细胞系购于北

京中原公司+顺铂购于齐鲁制药公司+

+[![

培养

基*

#'F

胎牛血清*青霉素*链霉素*

'&$(F

胰蛋白酶

购于
0K?M@

公司+慢病毒载体质粒*

CK/G"3$#)

基因

片段购于上海吉玛公司+

CK/G"

快速提取试剂盒*逆

转录试剂盒*荧光定量
-./

检测试剂盒购于北京天

根公司&流式细胞仪为美国
\+

公司生产&
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小室由美国
.@7>K>

R

公司生产&

>&?

"

细胞培养
"

在含有
#'F

胎牛血清的
+[![

培

养基中加入双抗$

#''

#

R

"

CD

青霉素和
#''

#

R

"

CD

链

霉素%'将
_K,O

细胞置于培养基中'当细胞融合率达

到
)'F

时'用
'&$(F

胰蛋白酶消化*传代'于
(F.̂

$

培养箱中进行培养'保持恒温
%2a

&

>&@

"

耐顺铂宫颈癌细胞株培养
"

通过持续缓慢增加

顺铂浓度的方法建立耐药细胞株(

2

)

'在
_K,O

细胞培

养液中加入
'&#

#

R

"

CD

低浓度的顺铂'持续作用
$

周

后'待细胞可在此浓度中稳定生长'再将顺铂浓度增

加至
'&(

#

R

"

CD

'

H

周后增加至
#&'

#

R

"

CD

'

#$

周后

加至
#&(

#

R

"

CD

'

)

周后加至
$&'

#

R

"

CD

'

##

周后观

察在培养液中仍稳定增殖的细胞株即为耐顺铂
_K,O

细胞株$耐顺铂
_K,O

%&

>&A

"

CK/3$#)

过表达耐顺铂
_K,O

细胞株建立及表

达检测
"

将
CK/3$#)

序列和阴性对照序列扩增并克

隆到慢病毒质粒
D1%

上'

CK/3$#)

基因片段为
(̀3

99090.999 909 0.9 90" 9.9 "".."9

093%̀

'阴性对照为
(̀399. 9.. 0"" .09 09.

".0999.3%̀

'严格按照产品操作手册进行转染耐

顺铂
_K,O

细胞'在
8H

孔板中每孔加入
#''

#

D

完全

培养基'接种耐顺铂
_K,O

细胞
%&(A#'

%

'感染细胞病

毒滴度为
#A#'

2

9B

"

CD

'并加入
'&(

R

"

D

的聚凝胺'

2$I

后用荧光显微镜下观察细胞发光情况'加入
#&$

C

R

"

D

嘌呤霉素杀死未转染细胞'筛选出的细胞即为

过表达
CK/3$#)

的耐顺铂
_K,O

细胞株$

CK/3$#)

"耐

顺铂
_K,O

%'期间根据细胞的生长状况进行传代培

养&获得稳定生长表达的细胞株后'按照
CK/G"

快

速提取试剂盒说明严格操作'提取
_K,O

*耐顺铂
_K3

,O

*

CK/3$#)

"耐顺铂
_K,O%

组细胞的
/G"

'逆转录

合成
M+G"

'按照逆转录试剂盒进行扩增'采用荧光

定量
-./

试剂盒检测各组细胞
CK/G"3$#)

的表

达量&

>&B

"

[99

法检测细胞在顺铂中的增殖情况
"

采用

'&$(F

胰蛋白酶消化
_K,O

*耐顺铂
_K,O

*

CK/3$#)

"耐

顺铂
_K,O%

组细胞'调整细胞数量'离心后接种于
8H

孔板'同时采用
'&*

#

R

"

CD

的顺铂处理'采用
[99

法测定吸光度$

*

%值 '连续测量
2Q

'根据
*

值绘制生

长曲线反映细胞增殖活力&

>&C

"

顺铂药物敏感性测定
"

采用
'&$(F

胰蛋白酶消

化
%

组细胞'调整细胞数量'离心后接种于
8H

孔板'

并分别用
'

*

'&'''*

*

'&''*

*

'&'*

*

'&*

*

*

*

*'

#

R

"

CD

浓度顺铂处理'

2$I

后采用
[99

法测定吸光度'计

算
Y.

('

&

>&D

"

划痕试验
"

将细胞接种于
8H

孔板中'采用
%F

胎牛血清培养'待细胞汇合达
)(F

时'用移液枪枪头

沿孔底做一直径的笔直划痕'并吹走划落细胞'分别

在
'

*

$*I

时在
$''

倍显微镜下观察和测量划痕闭合

宽度&

>&E

"

97O><V566

法测定细胞侵袭能力
"

'&$(F

胰蛋

白酶消化
%

组细胞'调整细胞数量'使用无血清培养

基重悬'在小室下室加入
#'F

血清培养基
H''

#

D

'小

室上室加入
#('

#

D

细胞悬液'放入
(F.̂

$

的培养箱

中'恒温
%2a

培养
#'I

后甲醛固定小室'结晶紫染

色'底膜切片移至载玻片中性树胶封片'

$''

倍光镜下

随机取
(

个视野计数细胞数取平均值'即为穿膜细

胞数&

>&J

"

统计学处理
"

应用
_-__#8&'

分析软件'组间比

较用单因素方差分析'两两比较采用
D_+3?

检验'以

I

%

'&'(

为差异有统计学意义&

?

"

结
""

果

?&>

"

各组细胞
CK/3$#)

的表达量
"

以
_K,O

组细胞

为对照组'其
CK/3$#)

的相对表达量为
#&''d'&''

&

CK/3$#)

"耐顺铂
_K,O

组细胞的
CK/3$#)

相对表达量

为
(&$Hd'&%*

'显著高于
_K,O

组$

?b$'&H(

'

I

%

'&'(

%&耐顺铂
_K,O

组细胞的相对表达量为
#&*%d

'&$#

'与对照组比较差异无统计学意义$

I

&

'&'(

%'低

于
CK/3$#)

"耐顺铂
_K,O

组$

?b#)&2H

'

I

%

'&'(

%&

耐药株细胞的
CK/3$#)

表达量与亲本株差异无统计

#
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学意义'

_K,O

细胞发生耐药的过程可能无
CK/3$#)

参与'转染
CK/3$#)

后表达量显著增加'证实转染

成功&

?&?

"

各组细胞在顺铂中的增殖克隆及
Y.

('

"

在含

'&*

#

R

"

CD

的顺铂培养液中'采用
[99

法检测细胞

增殖情况'连续
(Q

'根据所测得的
*

值绘制生长曲

线'见图
#

&在
#

$

$Q

'

%

组细胞增殖差异无统计学意

义$

I

&

'&'(

%+

%

$

(Q

时'耐顺铂
_K,O

组的增殖显著

高于
CK/3$#)

"耐顺铂
_K,O

组'差异有统计学意义

$

I

%

'&'(

%'

CK/3$#)

"耐顺铂
_K,O

组与
_K,O

组之间

增殖水平比较差异无统计学意义$

I

&

'&'(

%&耐顺铂

_K,O

组的
Y.

('

显著高于
_K,O

组($

'&#(d'&'%

%

#

R

"

CD

)与
CK/3$#)

"耐顺铂
_K,O

组($

'&$%d'&'H

%

#

R

"

CD

)&

""

注!从上到下的三条生长曲线依次为耐顺铂
_K,O

组*

_K,O

组*

CK/3$#)

"耐顺铂
_K,O

组

图
#

""

各组细胞生长曲线

?&@

"

划痕试验
"

分别在
'

*

$*I

时在
$''

倍显微镜下

观察和测量划痕闭合宽度'

_K,O

*耐顺铂
_K,O

*

CK/3

$#)

"耐顺铂
_K,O

组的划痕愈合率分别为$

$)&#Hd

$&#*

%

F

*$

$8&%(d#&)H

%

F

*$

#%&*(d#&'$

%

F

'

CK/3

$#)

"耐顺铂
_K,O

组划痕愈合率显著低于
_K,O

与耐

顺铂
_K,O

组'差异有统计学意义$

I

%

'&'(

%'见图
$

&

图
$

""

划痕试验检测各组细胞迁移能力#

$''A

$

?&A

"

细胞侵袭能力
"

$''

倍光镜下观察小室底膜细

胞数'

_K,O

*耐顺铂
_K,O

*

CK/3$#)

"耐顺铂
_K,O

组细

胞穿膜数分别为
#$%&*'d$#&H(

*

#%$&('d$$&%$

*

2)&8'd#$&(*

'

CK/3$#)

"耐顺铂
_K,O

组细胞穿膜数

显著低于
_K,O

与耐顺铂
_K,O

组'差异有统计学意义

$

I

%

'&'(

%'见图
%

&

图
%

""

97O><V566

法测定细胞侵袭能力#

$''A

$

@

"

讨
""

论

""

从组织学分类'宫颈癌属于鳞癌'人宫颈鳞癌
_K3

,O

细胞是最常用于肿瘤研究的细胞系之一&顺铂作

为宫颈癌化疗的一线药物效果显著'但临床一旦发生

耐药'治疗效果将会受到巨大影响&宫颈癌耐药的发

生可能与化疗药物进入肿瘤细胞减少或溢出增多'药

物在肿瘤细胞内活性减弱'化疗药物作用的靶分子改

变'肿瘤
+G"

损伤修复能力增强'肿瘤细胞凋亡抑制

相关(

)

)

&宫颈癌细胞耐药的机制尚不明确'目前认为

这些机制或多或少参与了宫颈癌耐顺铂的过程中&

有学者发现耐药株细胞学形态发生了改变'可能通过

这种改变增加代谢'增强自身修复能力(

8

)

&建立耐药

株模型'研究增加耐药株对药物敏感性的方法具有重

大科研和临床价值&耐药株的建立目前有两种方法'

一是低浓度持续加量诱导法'优点是细胞耐药性较稳

定成功率高+另一种方法是大剂量冲击间断给药法'

优点是更接近于临床耐药发生过程&在研究了诸多

文献后'本研究采取了前者的造模方式'经过
*'

周的

培养'成功获得了耐顺铂
_K,O

细胞株&

CK/G"

在癌症发生发展中发挥了重要作用'

CK/G"

是一类高度保守的非编码单链小分子
/G"

'

可通过与多个靶基因的
C/G"

的
%̀

端的非翻译区发

生不完全的互补配对'并在转录后抑制基因的表达&

D̂Y1!9̂

等(

#'

)报道'

CK/G"

可通过扩增表达或减

少表达来实现对癌症的抑制'几乎参与了肿瘤发生发

展的每一个步骤'在肿瘤发病机制中发挥了重要作

用&

('F

以上的
CK/G"<

定位于肿瘤的相关基因组

区域内'并可由染色体异常而导致
CK/G"<

基因拷贝

数的改变'进而出现
CK/G"<

的表达失调&几乎所有

的肿瘤组织内均可检测出
CK/G"<

的异常表达&

CK/3$#)

在乳腺癌*肝细胞癌*神经胶质瘤等诸多恶性

肿瘤中表达下降(

##3#%

)

'

ZY"G0

等(

#*

)研究报道宫颈癌

患者血清中
CK/3$#)

表达量显著低于正常妇女'崔英

等(

#(

)发现宫颈癌组织中
CK/3$#)

的表达量显著高于

正常宫颈组织'石玉荣等(

#H

)发现
CK/3$#)

可以预测宫

颈癌的侵袭性'其高表达可能抑制宫颈癌细胞的迁

移&在本研究中'将
CK/3$#)

基因通过慢病毒感染的

方式转染入耐药
_K,O

细胞株'通过
-./

荧光定量检

测'发现
CK/3$#)

"耐顺铂
_K,O

细胞株中
CK/3$#)

的

#

'')#

#
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表达量显著增加'同时发现亲本株细胞与耐药株细胞

的
CK/3$#)

表达量差异无统计学意义$

I

&

'&'(

%'说

明耐药的发生可能与
CK/3$#)

表达量无关&在含有

一定量顺铂的培养基中
CK/3$#)

"耐顺铂
_K,O

的增

殖速度和
Y.

('

显著低于耐药株'但与亲本株无差异'

说明虽然耐药的发生过程与
CK/3$#)

无关'但过量表

达
CK/3$#)

后可以增加耐药株细胞对顺铂的敏感性&

之后的划痕试验和
97O><V566

试验均证实了
CK/3$#)

对耐药株细胞迁移和侵袭能力的抑制'这与目前大多

研究结果相一致&

本研究通过持续缓慢增加顺铂浓度的方法成功

构建了
_K,O

耐药株'慢病毒转染法建立了过表达

CK/3$#)

的
_K,O

细胞株及耐药株&与
_K,O

及耐顺

铂
_K,O

相比'

CK/3$#)

"耐顺铂
_K,O

细胞株的
CK/3

$#)

表达量显著升高+在含有顺铂培养液中'耐顺铂

_K,O

的克隆增殖与
Y.

('

显著高于
_K,O

与
CK/3$#)

"

耐顺铂
_K,O

'

CK/3$#)

"耐顺铂
_K,O

的划痕愈合率与

细胞穿膜次数显著低于
_K,O

及耐顺铂
_K,O

&

A

"

结
""

论

""

CK/3$#)

基因可能不参与宫颈癌细胞的耐药发

生'但对于已经发生耐药的宫颈癌细胞'转染
CK/3$#)

基因后使基因过表达
CK/

'则可以增加对顺铂的敏感

性'同时迁移和侵袭能力下降'对于临床耐药而导致

化疗失败的患者而言'提供了一条新的科研和治疗

思路&
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