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3讨论

VEGF是目前所知最强的内皮细胞选择性促有

丝分裂因子和血管生成因子，它能在数分钟内增加

微血管对血浆蛋白的通透性，其作用比组胺强

50 000倍，这一独特的生物学效应使它对一些疾病

的发生发展产生不良影响。

笔者前期的电镜学观察显示，大鼠暴露于8比、

130 dB次声作用下血一视网膜屏障通透性增高11]，然

而其分子机制还不清楚。本实验采用免疫组织化学

方法进行研究，结果发现正常大鼠视网膜组织几乎

无VEGF表达，而随次声暴露时间的延长，视网膜组

织VEGF的免疫活性增强。在对以视网膜微血管高

通透性为特点的糖尿病视网膜病变的研究中，人们

发现视网膜及玻璃体下液中VEGF的表达增高怛J。

Yaccina等b 3利用生长在多聚碳酯滤膜(polycarbonate

filter)上致密融合的牛视网膜微血管内皮细胞单层

模拟血一视网膜屏障的功效，发现VEGF可显著增加

内皮单层对大分子，如白蛋白的通透系数。缺氧是

刺激VEGF mRNA表达的最强因素¨J。视网膜局部

缺氧不仅诱导VEGF产生，还可使内皮细胞上VEGF

受体数目增加5％，并保持受体的高亲和力‘5 J。笔

者认为在次声作用后，视网膜存在缺血缺氧状态，诱

导VEGF大量产生，并作用于微血管内皮细胞，导致

血一视网膜屏障开放，通透性发生改变。

Dorev等[63观察饲养于缺氧环境中新生大鼠视

网膜组织，发现MUller细胞VEGF mRNA表达最强阳

性，RPE细胞、星型胶质细胞、无长突细胞居中，神经

节细胞和其他内核层细胞次之[6]。笔者的实验却并

未观察到RPE细胞的VEGF免疫活性，而以内核层

和神经节细胞的高表达为特征。这说明次声对血．

视网膜屏障的损害与单纯缺氧视网膜损伤在机制上

可能存在差异。作者认为此时次声的能量还不足以

造成整个视网膜血液供应的损害，而耗氧量大的内

侧视网膜神经层，加之仅接受视网膜血管供应，较敏

感的出现了缺血、缺氧症状，从而诱导内层视网膜组

织VEGF的表达增加。
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·基础研究·

RON基因反义核酸真核表达载体的构建及其对A549的体外作用

潘铁成徐利军 李军赵金平 陈涛魏翔

【摘要】 目的肺癌的发生是多因素作用的结果，RON基因参与其中，但它在肺癌的基因治疗中意义尚不

明确。本研究旨在探讨RON能否作为肺癌的基因治疗靶点及针对该基因跨膜区段(RONm)反义核酸对肺癌细胞的

生物学功能的影响。方法从人肺鳞癌细胞提取总RNA进行RT-PCR、T载体克隆和测序，获得RON基因的跨膜区

段，并将其反向插入真核表达载体中，转染肺癌细胞，利用ELISA检测细胞模型RON基因表达后的蛋白水平，同时
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利用MTF和细胞记数方法监测细胞的生物学活性的变化。结果 用RT-PCR亚克隆RONm，测序结果与GenBank

(X703z,O)--致。构建的RONm反义真核表达载体，转染后的肺癌细胞株A549 RON基因表达量和细胞活性明显降

低。结论成功构建RONm反义核酸真核表达载体，RON能作为肺癌的基因治疗靶点；RONm反义核酸可有效抑制

RON基因的表达阳性肺癌细胞的生长，为进一步研究将RONm反义核酸作为一种的肺癌基因治疗方法打下了分子

生物学基础。

【关键词】RON基因；受体酪氨酸激酶；核酸类，反义；肺癌3．549；抑制

Construction of the antisense nucleic acid eukaryotic expressing

vector of the RON gene and its effect on lung cancer cell

line A549 in vitro

PAN Tiecheng，XULijun，L1 Jun，et al

Department of Cardiothroracic Surgery，Tont打i Hospital，To,画i Medical College，Huazhong University

of Science and Technology，Wuha凡430030，China

【Abstract】obj蒯ves To investigate in vitro inhibition of RON gene expression and the effect of anti-sense nucleic acid
of transmembrane domain of RON gene(RONm)on biological functions of lung cancer cell line A549，and to explore the

possibility of the anti—sense nucleic acid of RON gene as a candidate for lung cancer gene thempy． Methods Total RNA from

lung cancer cells of human squamous carcinoma was extracted．The cDNA encoding RONm was cloned by reverse transefiption

polymerase chain reaction(RT-PCR)and inversely inserted into Bamtt I and Hind m sites of the eukaryofic expression vector

pcDNA3．1，then the anti—sense nucleic acid of this domain was transferred into the studied cells，A549．The expression of RON

gene in the experimental and control groups were monitored by ELISA and the alteration of cell proliferation Was examined by MTr

assay and cell count． Results The cDNA encoding RONm was cloned and its sequence accorded with the data from GenBank

(X70040)．The pcDNA 3．1 vector contained the RONm antisense nucleic acid．The expression level of RON gene in the trans—

fected lung cancer cells was reduced and the cell proliferation was inhibited as compared with the control cell lines． Conclusion

The RONm antisense nucleic acid eukaryotic expressing vector was successfully constructed and the anti—sense nucleic acid of

RONm 8ignificantly reduces the expression of RON gene in the highly expressed lung cancer cell line A549 and might inhibit the

growth of this cell line．

【Key Words】RON；tymsine kinase receptor；nucleic acid，anfisense；lung cancer cell line A549；inhibition

RON(recepteur d’origine nantais)基因是MET原

癌基因家族一员，参与肺癌等肿瘤的发生和发

展¨。J，其编码产物为RON．RTK(receptor tyrosine ki—

na8e RON，受体酪氨酸激酶RON)。RON在动物和人

肺癌中普遍过分表达⋯。人为使RON基因在动物

肺组织中过分表达，可导致肺癌形成[4’5]。这些研究

提示RON可能作为肺癌基因治疗的新靶点。

RON—RTK跨膜区段是该受体功能的重要区域，

该区域的缺失会导致信号传导的中断，从而丧失应

有的生物学活性。为了探讨RON在肺癌基因治疗

中的意义和价值，本实验研究了RON—RTK跨膜区段

反义核酸对肺癌细胞的生物学活性影响，为进一步

研究RON反义核酸进行肺癌基因治疗提供依据和

实验基础。

1材料与方法

1．1 材料pMDl8．T载体为大连宝生物工程公司

产品，表达载体及大肠杆菌宿主菌由本实验室保存。

肺癌组织取白手术患者病检样本。人肺癌细胞系

A549、人肺二倍体细胞系CCL-135由本室保存。

1．2主要试剂各种限制性内切酶、连接酶为NEB

公司产品，RNA提取、RT—PCR试剂盒、Taq酶为Pro．

mega公司产品，脂质体Lipofectamine为Gibco公司产

品。兔抗人RON．RTK多克隆抗体及相关二抗为

Santa Cruz产品，鼠抗人RON．RTK单克隆抗体为

R&D公司产品。DMEM、F12培养基及胎牛血清为

Gibco公司产品。

1．3实验方法(1)引物设计与合成：根据文献报

道的序列(Genbank登录号：m蚴7)，用软件进行
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引物设计，并依据实验目的优化。PCR产物包含

RON基因跨膜区段(+2799。+2963)的165 bp，加

上保护性碱基和酶切位点，产物片断总长度应为

180 bp。上游引物P1包含Xho I位点，序列为5’一

CA垦!g堡垒§GTCTGCGTAGATGGTGAATGT℃ATA 一3’；

下游引物P2包含了谢II位点，序列为5’一
GAAGATI玎AGClD铘CCTCCGCCACCAG．3’，在上海
生工合成。(2)RNA的提取：按试剂盒推荐方法提

取。(3)RT—PCR：取2 btg肺癌组织总RNA为模板，

5出10倍反应缓冲液，5ua 2．5 mmol／L的．dNTP，1出

Reversase，ltA Tac『，和终浓度ltmaol／L的P1、P2特异

性引物，配置反应体系，按试剂盒推荐的反应条件进

行RT-PCR反应。(4)载体构建与鉴定：DNA胶回

收、连接、转化、质粒提取、酶切鉴定等方法参见《分

子克隆实验指南》(第二版)。(5)RON．RTK跨膜区

段基因的T载体鉴定：用‰I／珞fⅡ酶切鉴定，
电泳出现180 bp和2．7 kb共2条带为阳性质粒。

命名为pT-RONm。(6)DNA测序：利用双脱氧末端

终止法双向测序，测序引物为RV．M和M13，测序仪

为Beckman CEQ2000 XL。(7)反义真核表达载体的

构建：用‰I／喇Ⅱ酶切pT—RONm，回收180 bp
的RON跨膜区段基因，插入pcDNA3．1(+)的Bam

HI和Xho工位点，此时为反向插入。鉴定后该载体

命名为peDNA．RONm。(8)细胞的转染：将2隅质粒

与5 m Lipofectamine转染035 Innl板融合率80％左右

的细胞，转染6 h后换去转染液，加入15％FBS的

DMEM继续培养24 h。空白组不加质粒，仅用Hpo．

’feetamine处理。细胞处理分组见表1。(9)细胞生长

曲线的测定：将上述处理后的细胞按l x 103个／孔，

接种于96孔板中，每12 h取6孔细胞／组分别进行

MTT'法检测和台盼蓝染色记数，至72 h为测定终

点，绘制生长曲线。(10)1WIT法检测细胞生长抑制

效应：将A549细胞的各处理组按1×103个，孑L接种

于96孔板中，72 h后MTr法测定各细胞组的

013490，RON跨膜区段反义核酸对A549的生长抑制

率=(对照组平均OD值一RON抑制组平均OD值)／

对照组平均0D值×100％。(11)ELISA检测RON

表达产物的变化：对上述6种细胞系经记数和处理

后，用双抗体夹心法ELISA检测RON的表达量。各

组均设立本底对照，以PBS代替一抗进行实验。待

测样品按2倍梯度进行稀释，在线性范围内取相同

稀释度的结果进行分析。

表1细胞的分组情况

1．4统计学分析采用SPSSl0。0软件作配对计量

资料t检验和z2检验。

2结果

2．1 RT-PCR克隆RON跨膜区段(R∞岫)基因 取

5脚RT-PCR反应液进行电泳，在180 bp附近有条特

异性DNA带，与预计的大小相符(图1)。

图1 RONmRT-PCR电泳图

M：lOObp DNA ladder；1：RT-PCR

product

2．2 RONm基因的T栽体克隆与测序分析 回收

DNA片段，将其与pMDl8．T载体连接，经酶切鉴定

(图2)后对重组质粒进行双向测序，得到RONm基

因序列(图3)，与文献报道的一致。

2．3细胞生长曲线的测定通过MTY法和台盼蓝

染色记数法绘制细胞生长曲线(图4、5)，生长曲线

结果显示，RON抑制组I(A549)细胞生长受到明显

的抑制，MTr检测值和活细胞数量远低于其两个对

照组。而CCL-135细胞的3组间则没有显著差异。

表明pcDNA—RONm质粒可以有效抑制肺癌细胞

A549的生长，而对正常人肺二倍体细胞CCL-135没

有影响。

2．4生长抑制效应的测定利用MTT方法测定72

h的细胞活力，其中对照组(组1、2)的平均OD值为
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0．71±0．06(n=12)，抑制组(组3)的平均OD值为

0．42±0．05(见=12)，RON跨膜区段反义核酸对

A549的生长抑制率为40．8％。

图2 pT-RONm质粒的酶切鉴定

M：100bp DNA ladder；1：digested

with Xho I；2：digested with Xho I

and剧Ⅱ

2．5各处理组细胞RON表达的ELISA检测结果

通过对双抗体夹心法ELISA检测数据进行分析，结

果显示RON抑制组I(A549)细胞RON表达量与对

照组相比显著降低(P<o．05)，CCL-135细胞的3个

处理组与本底对照组无显著差异(P>0．05)。表明

肺癌细胞中的RON表达量要高于正常细胞，pcDNA．

RONm质粒可以产生RON跨膜区段的反义核酸，并

能够在一定程度上抑制RON的表达。

3讨论

肺癌是人类死亡的主要病种之一，目前手术及

放化疗等治疗对其效果有限，近年来人们一直研究

寻找肺癌新的治疗方法，如基因疗法。许多肿瘤中

可见不同酪氨酸激酶受体的过度表达或激活，与肿

瘤的发生、发展密切相关HJ。大量研究表明，酪氨酸

激酶可能成为肿瘤治疗的新靶点[2J。反义核酸可以

有效地对特定基因进行调控，其抑制肿瘤酪氨酸激

酶活性的肿瘤治疗研究是许多学者关注的热点。

人类RON基因(M鲫R)位于3p21．3，此区域的
结构常在肺癌和其他恶性肿瘤中发生改变；RON基

因编码产物受体酪氨酸激酶(RON。R1Ⅸ)由1400个

氨基酸组成。RON基因第12号外显子含165 bp碱

基对，所含的信息用于编码RON—RTK的跨膜结构部

分。目前研究揭示，活化的RON能够激活很多细胞

信号通路包括Ras，PI一3K，MAPK和JNKt41；这些通路

在细胞的生长、转化和生存过程中起着关键的调节

图3 RONm cDNA序列

下划线部分为引物弓l入的酶切位点，阴影部分为RONm的编码区域
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图5 台盼蓝染色记数法测定各处理组细胞生长曲线

作用【4’6J，结果促进肺癌形成¨’7 J。在RON过分表达

肺癌细胞中，上述信号途径的共同通路为RON—RTK

的跨膜部分，所以跨膜部分在该基因功能研究中有

着重要意义⋯。但到目前为止，RON基因在肺癌基

因治疗中的意义和价值尚未明确。本实验中利用反

义核酸技术在细胞水平上进行了研究，通过对细胞

RON表达量和其生长状况来评价反义核酸是否能

够抑制RON基因的表达和肺癌细胞的生长。

在抑制区域的选择上，考虑到受体传导的特点，

选取编码上述信号途径的共同通路RON．RTK跨膜

区域的基因进行反义核酸的抑制，使受体信号传导

无法正常进行。但由于RON在N端仍然有一段基

因已进行了表达，因此选择针对RON的c端表达产

物的抗体进行免疫学实验，以客观评价RON表达量

的变化。细胞在进行脂质体转染后，其细胞生长、蛋

白合成等都发生了一些变化，在实验设计中除设计

空白对照外还使用了载体对照，通过结果分析来排

除表达载体及转染本身对细胞生长活性的影响。在

本实验中采用反义核酸技术封闭RON基因跨膜区

域段，通过对细胞RON—RTK表达量和其生长状况来

评价反义核酸是否能够抑制RON基因的表达。

在研究计划中，我们拟用腺病毒进行动物体内

的RONm反义核酸治疗，因此在引物中设计了剜
Ⅱ位点，它的粘性末端除可以与pcDNA3．1+中的

BamH工相连外，又可以与腺病毒转移载体pShuttle—

CMV连接，实现引物的通用。同时在RONm的3’端

设计了Xho I位点，可以实现RONm的定向反向克

隆，使其产生反义的mRNA。

基因重组过程中插入片段的大小、方向是否正

确，有无插入片段的基因突变，这些直接关系到目的

基因能否表达，表达产物是否具有生物活性。本实

验在亚克隆时，首先根据遗传表型的变化对重组子

作初步鉴定。pMDl8一T载体具有编码氨苄青霉素抗

性基因的序列，使含有重组子的大肠杆菌可在含氨

苄青霉素的琼脂板上生长。由于上述方法获得的重

组子具有假阳性的可能，因而，准确地分析重组子的

结构特征非常重要。利用重组子酶切鉴定，根据目

的片段大小，逐步确定重组正确后，再用DNA测序

仪对插入片段进行序列分析，进一步验证插入片段

的序列、方向完全正确。通过上述方法，证实本实验

获得了构建完全正确的重组体。

本研究证实了RON基因与肺癌的发生、发展密

切相关，并且在肺癌基因治疗中有重要的意义和价

值。RON反义核酸在一定程度上抑制RON基因的

表达量和肺癌细胞的生长，对正常细胞影响较小，抑

制作用与RON表达量相关。因此，利用RON反义

核酸来进行肺癌的抑制与治疗有一定的研究前景。
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大豆低聚肽对自发性高血压大鼠降血压作用的研究

徐广飞黄金华吴杰仇梁林

【摘要】 目的探讨不同剂量的大豆低聚肽(SBOP)对自发性高血压大鼠(SHR)的降血压作用及其机制。

方法6—8周龄雌性SHR大鼠30只及同周龄同体重Sprague—Dawley(SD)雌性大鼠6只随机分为A组(stm对照组，

饮水中不加SBOP及药物卡托普利)、B组[SBOP低剂量组，饮水中按100 ms／(L·d)加入SBOP]、C组[sBoP中剂量

组，饮水中按500 mg／(L·d)加入SBOP]、D组[SBOP高剂量组，饮水中按1000ms／(L·d)加入SBOP]、E组(卡托普利药

物处理组，饮水中按50 ms／(L·d)加入卡托普利]，F组[SD正常血压对照组，饮水中按1000 mg／(L·d)加入SBOP]，实

验期共30 d。尾袖法测定大鼠尾动脉血压，比色法测定血清及组织血管紧张素转换酶(angiotensin converting enzyme，

ACE)活性。结果给予低、中、高3种剂量的SBOP 30 d后SHR大鼠血压分别为(155．5±15．6)，(153．0±4．5)，

(151．5±5．0)mmHg，卡托普利药物处理组为(148．0±15．6)mmHg，SHR对照组为(174．0±11．5)mmHg，正常SD大

鼠为(136．5±9．6)mmHg(P<0．05)。SBOP组与SHR对照组血清及主动脉ACE活性分别为(O．0118±0．069)，

(0．0121±0．0011)，(0．0305±0．004s)，(0．0290±0．0037)U(P>0．05)，而卡托普利药物处理组为(0．0054±0．0016)，

(0．0219±0．0039)u(P<0．05)。血清钠离子浓度SBOP、卡托普利药物处理组分别为(0．0896±0。0050)，(0．0900±

0．0012)pmol／L，SHR对照组为(O．1028±0．0056)pmol／L(P<o．05)。结论中、高剂量SBoP能有效地降低SFLR大鼠

的血压，且随剂量的增加血压有呈指数下降的趋势，但SBOP的降压效果始终不及降压药物卡托普利。SBOP对正

常血压大鼠的血压无影响。SBOP降血压作用可能与降低外周组织液钠离子浓度有关，而与降低ACE活性无关。

【关键词】大豆低聚肽；降血压作用；血管紧张素转移酶；自发性高血压大鼠

Antihypertensive effect of soybean oligopeptide

on spontaneously hypertensive rats

XU‰彤i，HUANG Jinhua，聊船，et al
Department of N以mwn，Nantong Medical College，Nantong 226001，China

【Abstract】Objective To study the effects of soybean oligopeptide(SBOP)on spontaneously hypertensive rats(SHR)．

Methods Thirty 6—8 week-old female spontaneously hypertensive rats and six 6-8 week-old female Sprague-Dawley rats were
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