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　　［摘要］　目的　通过ＲＮＡ干扰（ＲＮＡｉ）技术沉默ＤＮＡ聚合酶ｐｏｌβ的表达，观察其对食管癌细胞顺铂（ｃＤＤＰ）耐药性的

影响。方法　构建靶向ｐｏｌβ基因的ｓｉＲＮＡ重组慢病毒ｐＲＮＡＴＵ６．２／Ｌｅｎｔｉｐｏｌβ１、ｐＲＮＡＴＵ６．２／Ｌｅｎｔｉｐｏｌβ２及阴性对照载
体ｐＲＮＡＴＵ６．２／ＬｅｎｔｉｐｏｌβＣ，将其感染人食管鳞癌顺铂耐药细胞系ＥＣ９７０６／ｃＤＤＰ，通过ＲＴＰＣＲ、蛋白质印迹分析和免疫荧

光实验观察细胞ｐｏｌβ的表达情况，采用 ＭＴＴ法观察不同浓度顺铂对细胞生长的抑制作用并计算５０％细胞生长抑制所需的药

物浓度（ＩＣ５０）和耐药指数（ＲＩ）。结果　靶向ｐｏｌβ的ｓｉＲＮＡ重组慢病毒ｐＲＮＡＴＵ６．２／Ｌｅｎｔｉｐｏｌβ１和ｐＲＮＡＴＵ６．２／Ｌｅｎｔｉ
ｐｏｌβ２感染ＥＣ９７０６／ｃＤＤＰ后均可下调ｐｏｌβ的 ｍＲＮＡ和蛋白表达水平，其中前者效果更为显著。顺铂以剂量依赖方式抑制

ＥＣ９７０６／ｃＤＤＰ细胞增殖，感染 ｐＲＮＡＴＵ６．２／Ｌｅｎｔｉｐｏｌβ１、ｐＲＮＡＴＵ６．２／ＬｅｎｔｉｐｏｌβＣ 的 ＥＣ９７０６／ｃＤＤＰ 细 胞 及 未 感 染

ＥＣ９７０６／ｃＤＤＰ细胞对顺铂的ＩＣ５０分别为５５．７１、６２．４１、６３．１１μｇ／ｍＬ，耐药指数分别为１３．９、１５．５、１５．７，其中前者与后二者相

比差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。结论　ｐｏｌβ的表达与食管鳞癌细胞系ＥＣ９７０６／ｃＤＤＰ顺铂耐药性有关，沉默其表达可部分
逆转ＥＣ９７０６／ｃＤＤＰ细胞对顺铂的耐药性。
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　　ＤＮＡ聚合酶ｐｏｌβ是 Ｗｅｉｓｓｂａｃｈ等
［１］１９７１年在

牛胸腺细胞中发现的单肽链小分子蛋白，广泛存在

于哺乳动 物 细 胞 核 内。ｐｏｌβ 相 对 分 子 质 量 为

３９０００，是目前已知的ＤＮＡ聚合酶中最小的，也是

哺乳动物体内复制保真度最低、最不精确的一种

ＤＮＡ聚合酶，它在细胞内的稳定表达对于ＤＮＡ的

正常复制与修复及细胞的正常分化有着重要作

用［２４］。顺铂（ｃｉｓｐｌａｔｉｎ，ｃＤＤＰ）为一广谱、高效抗癌

药，是目前最重要的临床抗癌药物之一。我国是食

管癌的高发地区，尤其是河南省林州市（原河南省林

县）及其毗邻的辉县等地。食管鳞癌对顺铂耐药是

化疗失败的重要因素之一，其发生机制仍不清楚。

我们前期进行的耐药基因筛查研究显示在人食管鳞

癌顺铂耐药细胞系ＥＣ９７０６／ｃＤＤＰ中ｐｏｌβ的表达水

平明显高于亲本细胞ＥＣ９７０６，提示ｐｏｌβ很可能在

ＥＣ９７０６／ｃＤＤＰ细胞顺铂耐药的形成中起一定作

用［５６］。为进一步研究ｐｏｌβ在顺铂耐药中的作用并

探索有效的逆转方法，本研究拟构建靶向ｐｏｌβ基因

的ｓｉＲＮＡ 重组慢病毒，观察 ｐｏｌβ 基因沉默后

ＥＣ９７０６／ｃＤＤＰ细胞对顺铂敏感性的改变，明确ｐｏｌβ
的沉默是否会在一定程度上逆转其耐药性。

１　材料和方法

１．１　实验材料　高分化人食管鳞癌顺铂耐药细胞

系ＥＣ９７０６／ｃＤＤＰ由本课题组构建［６］。慢病毒包装

细胞２９３ＦＴ和大肠杆菌ＤＨ５α、ｐＲＮＡＴＵ６．２／Ｌｅｎ

ｔｉｓｉＲＮＡ表达载体为本室保存。ＯｐｔｉＭＥＭ○ＲⅠ培

养基购自美国 Ｇｉｂｃｏ公司。限制性内切酶ＢａｍＨ

Ⅰ、ＰｓｔⅠ购自Ｐｒｏｍｅｇａ公司。ＶｉｒａＰｏｗｅｒＴＭＰａｃｋａ

ｇｉｎｇＭｉｘ（经优化的包含３种包装质粒的混合物）、

转染试剂 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ购自美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公

司。胶回收试剂盒及小量质粒提取试剂盒购自Ａｘ

ｙｇｅｎ公司。兔抗人ｐｏｌβ抗体、羊抗兔多克隆抗体及

ＴＲＩＴＣ标记的羊抗兔抗体购自北京中山生物技术

有限公司。编码发卡样ｓｉＲＮＡ的ＤＮＡ单链模板序

列及相关引物均由生工生物工程（上海）股份有限公

司合成。

１．２　靶向ｐｏｌβ基因的ｓｉＲＮＡ慢病毒的构建

１．２．１　ｓｉＲＮＡ靶点设计与合成　参照ｐｏｌβｍＲＮＡ
序列（ＧｅｎＢａｎｋ：Ｍ１３１４０），用 ＡｍｂｉｏｎｓｉＲＮＡ 靶序

列分析设计系统根据ｓｉＲＮＡ设计原则设计ｓｉＲＮＡ

靶点。针对靶基因序列设计多个 ＲＮＡ 干扰靶点序

列，最终确定２个长为１９ｂｐ的靶序列：５′ＣＧＴ

ＧＡＧＣＣＡＡＧＣＴＡＴＣＣＡＣ３′（１９７～２１５位点）、

５′ＣＴＧＴＴＡＣＡＴＣＡＧＧＴＴＧＴＧＧ３′（７４１～７５９
位点），设计分别针对这２个靶序列的２对编码短发

夹ＲＮＡ的 ＤＮＡ 单链模板（第一对命名为ｐｏｌ１１、

ｐｏｌ１２，第二对命名为ｐｏｌ２１、ｐｏｌ２２），同时随机组合出

一条无关对照序列５′ＧＴＣＡＡＴＧＧＴＣＧＴＧＴＡ

ＧＡＧＴ３′，针对该序列的编码短发夹ＲＮＡ的ＤＮＡ
单链模板命名为ｐｏｌｃ１、ｐｏｌｃ２。合成的成对引物干粉

溶于退火缓冲液，９０℃水浴１５ｍｉｎ，自然冷却。

１．２．２　ｓｉＲＮＡ 慢病毒表达载体克隆制备与鉴

定　（１）寡核苷酸的退火、纯化：用缓冲液溶解ＤＮＡ
单链片段。退火体系：正、反义模板链各２μＬ （１

μｇ／μＬ），１×退火ｂｕｆｆｅｒ４６μＬ。退火反应条件：

９５℃５ｍｉｎ，７０℃１０ｍｉｎ，缓慢降至３０℃，维持３０

ｍｉｎ，缓慢降至４℃。－２０℃保存。将退火后产物用

２．０％低熔点琼脂糖凝胶电泳回收纯化，纯化具体步

骤参照 ＡＸＹＧＥＮ 胶回收纯化试剂盒操作规程。

（２）连接与转化：用ＢａｍＨⅠ／ＰｓｔⅠ双酶切载体，酶

切产物电泳，胶回收纯化开环ｐＲＮＡＴＵ６．２／Ｌｅｎｔｉ
载体。ＰｏｌβｓｉＲＮＡ模板寡核苷酸胶回收产物３μＬ，

开环ｐＲＮＡＴＵ６．２／Ｌｅｎｔｉ载体１μＬ，Ｔ４ＤＮＡ连接

酶１μＬ，４℃过夜。将重组慢病毒载体转化到ＤＨ５α
感受态细菌中，取菌液５０μＬ涂于 Ａｍｐ

＋ＬＢ平板，

３７℃过夜。（３）阳性克隆的 ＰＣＲ鉴定及测序：随机

挑取若干菌落，扩增后煮沸裂解法提取细菌ＤＮＡ，

用ｐＲＮＡＴＵ６．２／Ｌｅｎｔｉ的插入鉴定通用引物ＰＣＲ
扩增、电泳，鉴定出阳性重组克隆，之后转平板培养２
次，上法鉴定仍阳性者，送生工生物工程（上海）股份

有限公司测序进一步鉴定，鉴定正确的３种ｓｉＲＮＡ
慢病毒表达载体分别命名为ｐＲＮＡＴＵ６．２／Ｌｅｎｔｉ

ｐｏｌβ１、ｐＲＮＡＴＵ６．２／Ｌｅｎｔｉｐｏｌβ２、ｐＲＮＡＴＵ６．２／

ＬｅｎｔｉｐｏｌβＣ。

１．２．３　产生ｓｉＲＮＡ的慢病毒包装　将９μｇＶｉｒａＰ

ｏｗｅｒＴＭＰａｃｋａｇｉｎｇＭｉｘ和３μｇｐＲＮＡＴＵ６．２／Ｌｅｎ

ｔｉｐｏｌβ１（ｐＲＮＡＴＵ６．２／Ｌｅｎｔｉｐｏｌβ２ 或 ｐＲＮＡＴ

Ｕ６．２／ＬｅｎｔｉｐｏｌβＣ）表达质粒ＤＮＡ（共１２μｇ）溶于

１．５ｍＬＯｐｔｉＭＥＭ○ＲⅠ无血清培养液中，轻轻混匀，

制得溶液Ａ。将３６μＬＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
ＴＭ２０００用１．５

ｍＬＯｐｔｉＭＥＭ○ＲⅠ无血清培养液稀释，轻轻混匀，室
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温孵育５ｍｉｎ，制得溶液Ｂ。将稀释好的溶液Ａ和Ｂ
混合，轻轻混匀。室温孵育２０ｍｉｎ，使ＤＮＡ脂质体

复合物形成。胰酶消化并计数２９３ＦＴ细胞，制备细

胞密度为１．２×１０６／ｍＬ的细胞悬液。将ＤＮＡ脂质

体复合物加至含５ｍＬＯｐｔｉＭＥＭ○ＲⅠ含血清培养液

的１０ｃｍ组织培养皿（不含抗生素），再加入５ｍＬ制

备好的２９３ＦＴ细胞悬浮液（共６×１０６细胞），轻轻混

匀，置ＣＯ２培养箱３７℃孵育过夜。移去含ＤＮＡ脂

质体复合物的培养液，换含１ｍｏｌ／Ｌ丙酮酸钠的完

全培养液。转染４８～７２ｈ后将含病毒上清液移至

１５ｍＬ无菌锥形管。４℃１０００００×ｇ离心５ｍｉｎ，除

去细胞碎片。２１００００×ｇ离心９０ｍｉｎ，弃上清，４５０

μＬＰＢＳ 重 悬。吸 取 病 毒 悬 浮 液 至 冷 冻 管 分

装，－８０℃保存。

１．２．４　病毒效价测定　将２９３ＦＴ细胞按２×１０５细

胞／孔接种于６孔板中，待２４ｈ后感染病毒。取病毒

原液作不同比例稀释（１１０３～１１０１０），每一浓度

设３个复孔。按每孔４００μＬ加病毒稀释液至细胞

培养板中，３７℃培养４～６ｈ。换新鲜培养液，继续培

养２４ｈ，荧光显微镜下计数ＧＦＰ阳性细胞数。按下

述公式分别计算重组慢病毒的滴度：病毒滴度

（ＣＴＵ／ｍＬ）＝ＧＦＰ细胞阳性数×病毒上清稀释倍

数／病毒感染液体积。

１．３　病毒感染ＥＣ９７０６／ｃＤＤＰ细胞　用胰蛋白酶消

化ＥＣ９７０６／ｃＤＤＰ细胞，以２．５×１０５细胞／孔的密度

接种于６孔板上，用含１０％胎牛血清的ＲＰＭＩ１６４０
培养液培养。接种２４ｈ后，按细胞与病毒１１０的

比例加入病毒稀释液，感染细胞４８ｈ。

１．４　ｐｏｌβ表达的检测

１．４．１　半定量ＲＴＰＣＲ检测　分别用相关基因引

物进行ＰＣＲ扩增，以βａｃｔｉｎ作参照。ＰＣＲ扩增反

应体系（３０μＬ）：ｄＨ２Ｏ２０．４５μＬ，１０×Ｂｕｆｆｅｒ３．０

μＬ，Ｔａｑ酶０．１５μＬ，ｄＮＴＰ２．４μＬ，上、下游引物各

１．０μＬ，模板（反转录产物）２．０μＬ。ＰＣＲ扩增程序：

９４℃５ｍｉｎ预变性；９４℃变性４５ｓ，５５℃退火４５ｓ，

７２℃延伸６０ｓ，３５个循环；７２℃终末延伸５ｍｉｎ。

１．４．２　蛋白质印迹检测　收集转染前后的细胞，裂

解后收集上清，参照ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒说明

书对蛋白质进行定量。每孔上样５０μｇ蛋白样品进

行ＳＤＳＰＡＧＥ，电泳后利用电转移法将凝胶中的蛋

白质转移到 ＰＶＤＦ膜上。将ＰＶＤＦ膜放入杂交袋

中，用含５％脱脂奶粉的ＴＢＳ封闭，４℃过夜。将封

闭后的ＰＶＤＦ膜置于另一干净杂交袋中，加入用封

闭液稀释的一抗兔抗人ｐｏｌβ（１２００）中，室温摇床

振荡１ｈ或４℃过夜，取出漂洗；再加用封闭液稀释

的二抗羊抗兔多克隆抗体（１１５００）中，室温摇床

振荡１ｈ，取出进行漂洗、显色、定影、保存。

１．４．３　免疫荧光实验　将细胞用ＰＢＳ冲洗３次，

４％多聚甲醛固定３０ｍｉｎ后，用０．３％ＴｒｉｔｏｎＸ１００

打孔。２０％正常山羊血清封闭２０ｍｉｎ，加一抗（兔抗

人ｐｏｌβ多抗）４℃孵育过夜，ＰＢＳ冲洗３次后加二抗

（ＴＲＩＴＣ标记的羊抗兔抗体）。暗环境３７℃孵育２

ｈ，ＰＢＳ冲洗３次，蒸馏水冲洗５ｍｉｎ。水溶性封片剂

封片。

１．５　细胞对顺铂敏感性的检测　采用 ＭＴＴ法检

测细胞对顺铂的敏感性。取对数生长期细胞以３×

１０４细胞／ｍＬ密度接种于９６孔培养板，每孔２００μＬ。

２４ｈ后更换含不同终浓度顺铂的培养液，每一浓度

设３个复孔，并设不含药空白对照组，４８ｈ后每孔加

入５ｍｇ／ｍＬ的 ＭＴＴ２０μＬ，继续培养４ｈ后，每孔

加入二甲亚砜（ＤＭＳＯ）２００μＬ，充分混匀，上酶标仪

在波长５５０ｎｍ处测定各孔光密度值（Ｄ）。顺铂对

细胞的相对抑制率用公式计算：相对抑制率（％）＝

（１－加药孔Ｄ 值／对照孔Ｄ 值）×１００％；５０％细胞

生长抑制所需的药物浓度（ＩＣ５０）用ＩＣ５０计算器软件

计算；耐药指数（ＲＩ）用公式计算：ＲＩ＝耐药细胞

ＩＣ５０／亲本细胞ＩＣ５０。

１．６　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件对数

据进行分析。实验数据以珚ｘ±ｓ表示，多样本均数间

的比较采用方差分析，检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　靶向ｐｏｌβ基因的ｓｉＲＮＡ慢病毒构建成功　将

重组慢病毒载体转化ＤＨ５α，在 Ａｍｐ＋ＬＢ平板上经

氨苄青霉素初筛，挑取菌落，用ｐＲＮＡＴＵ６．２／Ｌｅｎｔｉ

插入通用鉴定引物对重组质粒进行ＰＣＲ鉴定，电泳

结果见图１。阳性者条带位于５３８ｂｐ左右，阴性者

条带位于４８０ｂｐ左右。测序结果与我们设计合成

的序列完全一致，说明本实验已把合成的双链ＤＮＡ

模板插入到了ｐＲＮＡＴＵ６．２／Ｌｅｎｔｉ中，成功构建了
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２个能靶向ｐｏｌβ基因的慢病毒载体ｐＲＮＡＴＵ６．２／

Ｌｅｎｔｉｐｏｌβ１、ｐＲＮＡＴＵ６．２／Ｌｅｎｔｉｐｏｌβ２及阴性对照

载体ｐＲＮＡＴＵ６．２／ＬｅｎｔｉｐｏｌβＣ。经测定ｐＲＮＡＴ

Ｕ６．２／Ｌｅｎｔｉｐｏｌβ１、ｐＲＮＡＴＵ６．２／Ｌｅｎｔｉｐｏｌβ２、ｐＲ

ＮＡＴＵ６．２／ＬｅｎｔｉｐｏｌβＣ 三种病毒的滴度分别为

２．１×１０７、２．０×１０７、２．３×１０７ＣＴＵ／ｍＬ。

图１　靶向ｐｏｌβ基因的ｓｉＲＮＡ慢病毒

表达载体的ＰＣＲ鉴定结果

Ｆｉｇ１　ＰＣＲｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｌｅｎｔｉｖｉｒａｌｖｅｃｔｏｒ

ｏｆｓｉＲＮＡｓｐｅｃｉｆｉｃｆｏｒｐｏｌβ

１：ＰｏｓｉｔｉｖｅｃｌｏｎｅｐＲＮＡＴＵ６．２／Ｌｅｎｔｉｐｏｌβ１；２：Ｐｏｓｉｔｉｖｅ

ｃｌｏｎｅｐＲＮＡＴＵ６．２／Ｌｅｎｔｉｐｏｌβ２；３：ＰｏｓｉｔｉｖｅｃｌｏｎｅｐＲＮＡＴ

Ｕ６．２／ＬｅｎｔｉｐｏｌβＣ；４：Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｌｏｎｅ；Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒ

２．２　ｓｉＲＮＡ慢病毒感染后下调ＥＣ９７０６／ｃＤＤＰ细

胞 ｐｏｌβ 的 表 达 　ＲＴＰＣＲ 检 测 显 示，未 感 染

ＥＣ９７０６／ｃＤＤＰ细胞 及分别感染 ｐＲＮＡＴＵ６．２／

ＬｅｎｔｉｐｏｌβＣ、ｐＲＮＡＴＵ６．２／Ｌｅｎｔｉｐｏｌβ２、ｐＲＮＡＴ

Ｕ６．２／Ｌｅｎｔｉｐｏｌβ１ 的 ＥＣ９７０６／ｃＤＤＰ 细胞内 ｐｏｌβ
ｍＲＮＡ的相对表达水平分别为０．６２±０．０３、０．６７±

０．０８、０．２８±０．０５、０．０９±０．０２，表明感染ｐＲＮＡＴ

Ｕ６．２／Ｌｅｎｔｉｐｏｌβ１、ｐＲＮＡＴＵ６．２／Ｌｅｎｔｉｐｏｌβ２的细

胞内ｐｏｌβｍＲＮＡ的表达明显低于未感染ＥＣ９７０６／

ｃＤＤＰ及感染 ｐＲＮＡＴＵ６．２／ＬｅｎｔｉｐｏｌβＣ 的细胞

（Ｐ＜０．０５，图２），与感染ｐＲＮＡＴＵ６．２／ＬｅｎｔｉｐｏｌβＣ
的细胞相比分别下调了９０．２％和５４．８％。蛋白质

印迹 结 果 显 示，ｐＲＮＡＴＵ６．２／Ｌｅｎｔｉｐｏｌβ１、ｐＲ

ＮＡＴＵ６．２／Ｌｅｎｔｉｐｏｌβ２对ｐｏｌβ蛋白的表达均有抑

制作用，其中前者效果显著（图３）。免疫荧光结果显

示，ｐＲＮＡＴＵ６．２／Ｌｅｎｔｉｐｏｌβ１感染 ＥＣ９７０６／ｃＤＤＰ
细胞后在荧光显微镜下发红色荧光的细胞数目少且

荧光较弱（图４），表明ｐＲＮＡＴＵ６．２／Ｌｅｎｔｉｐｏｌβ１可

有效抑制细胞内ｐｏｌβ的表达。

图２　ＲＴＰＣＲ检测ｐｏｌβｍＲＮＡ在不同慢病毒

感染ＥＣ９７０６／ｃＤＤＰ细胞内的表达水平

Ｆｉｇ２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐｏｌβｍＲＮＡｉｎＥＣ９７０６／ｃＤＤＰｃｅｌｌｓ

ｉｎｆｅｃｔｅｄｂｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓｅｓｂｙＲＴＰＣＲ

Ｎｏｎ：Ｎｏｎｉｎｆｅｃｔｅｄ；ｐｏｌｓｉＣ：ｐＲＮＡＴＵ６．２／ＬｅｎｔｉｐｏｌβＣ；ｐｏｌ

ｓｉ２：ｐＲＮＡＴＵ６．２／Ｌｅｎｔｉｐｏｌβ２；ｐｏｌｓｉ１：ｐＲＮＡＴＵ６．２／Ｌｅｎ

ｔｉｐｏｌβ１；ｃＤＤＰ：Ｃｉｓｐｌａｔｉｎ．Ｐ＜０．０５ｖｓｎｏｎｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜

０．０５ｖｓｐｏｌｓｉＣｇｒｏｕｐ．ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

图３　蛋白质印迹检测ｐｏｌβ蛋白在不同慢病毒

感染ＥＣ９７０６／ｃＤＤＰ细胞内的表达

Ｆｉｇ３　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐｏｌβｐｒｏｔｅｉｎｉｎＥＣ９７０６／ｃＤＤＰｃｅｌｌｓ

ｉｎｆｅｃｔｅｄｂｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓｅｓｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓ

Ｎｏｎ：Ｎｏｎｉｎｆｅｃｔｅｄ；ｐｏｌｓｉＣ：ｐＲＮＡＴＵ６．２／ＬｅｎｔｉｐｏｌβＣ；ｐｏｌ

ｓｉ２：ｐＲＮＡＴＵ６．２／Ｌｅｎｔｉｐｏｌβ２；ｐｏｌｓｉ１：ｐＲＮＡＴＵ６．２／Ｌｅｎ

ｔｉｐｏｌβ１；ｃＤＤＰ：Ｃｉｓｐｌａｔｉｎ

图４　免疫荧光检测ｐｏｌβ蛋白在慢病毒感染

ＥＣ９７０６／ｃＤＤＰ细胞内的表达

Ｆｉｇ４　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐｏｌβｉｎＥＣ９７０６／ｃＤＤＰｃｅｌｌｓ

ｉｎｆｅｃｔｅｄｂｙｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓｅｓｂｙｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅａｓｓａｙ

Ａ：Ｎｏｎｉｎｆｅｃｔｅｄ；Ｂ：ｐＲＮＡＴＵ６．２／Ｌｅｎｔｉｐｏｌβ１．ｃＤＤＰ：

Ｃｉｓｐｌａｔｉｎ
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２．３　ｓｉＲＮＡ慢病毒感染后部分逆转ＥＣ９７０６／ｃＤＤＰ
细胞对顺铂的耐药性　经 ＭＴＴ法检测，一系列不

同浓度顺铂处理细胞４８ｈ后，顺铂以剂量依赖方式

抑制 ＥＣ９７０６／ｃＤＤＰ细胞增殖（图５）。亲本细胞

ＥＣ９７０６对顺铂的ＩＣ５０为４．０２μｇ／ｍＬ，感染 ｐＲ

ＮＡＴＵ６．２／Ｌｅｎｔｉｐｏｌβ１、ｐＲＮＡＴＵ６．２／Ｌｅｎｔｉ

ｐｏｌβＣ的／ｃＤＤＰ细胞及未感染ＥＣ９７０６／ｃＤＤＰ细胞

对顺铂的ＩＣ５０分别为５５．７１、６２．４１、６３．１１μｇ／ｍＬ，

其耐药指数分别为１３．９、１５．５、１５．７，其中前者与后

二者相比差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），表明沉默

ｐｏｌβ的表达可部分逆转ＥＣ９７０６／ｃＤＤＰ细胞对顺铂

的耐药性。

图５　ＭＴＴ法检测顺铂对慢病毒感染后

ＥＣ９７０６／ｃＤＤＰ细胞生长的抑制

Ｆｉｇ５　Ｇｒｏｗｔｈｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｅｆｆｅｃｔｏｆｃｉｓｐｌａｔｉｎ

ｏｎＥＣ９７０６／ｃＤＤＰｃｅｌｌｓｉｎｆｅｃｔｅｄｂｙｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓｂｙＭＴＴ

Ｎｏｎ：Ｎｏｎｉｎｆｅｃｔｅｄ；ｐｏｌｓｉＣ：ｐＲＮＡＴＵ６．２／ＬｅｎｔｉｐｏｌβＣ；ｐｏｌ

ｓｉ２：ｐＲＮＡＴＵ６．２／Ｌｅｎｔｉｐｏｌβ２；ｐｏｌｓｉ１：ｐＲＮＡＴＵ６．２／Ｌｅｎ

ｔｉｐｏｌβ１；ｃＤＤＰ：Ｃｉｓｐｌａｔｉｎ

３　讨　论

　　研究肿瘤耐药的产生机制及其逆转策略对提高

肿瘤的化疗效果、延长患者的生存期有着重要意义。

ＤＮＡ损伤修复是活细胞利用各种途径对其基因组

出现的损伤产生的保护性反应，在很大程度上保证

了遗传物质的稳定性以及复制、转录的忠实性和准

确性，使生命活动正常进行。许多化疗药物通过各

种机制引起肿瘤细胞内ＤＮＡ损伤以抑制肿瘤细胞

的增殖，如铂类化疗药的细胞毒作用与ＤＮＡ损伤有

关，若损伤ＤＮＡ的修复加强，抗肿瘤药物就不能发

挥作用，导致耐药性的产生。近年来ＤＮＡ损伤修复

过程中的ｐｏｌβ与肿瘤耐药的关系逐渐引起人们的注

意，研究表明ｐｏｌβ的高表达与肿瘤细胞对顺铂等的

耐药有关［７９］，有学者发现使用ｐｏｌβ抑制剂能够提高

肿瘤细胞对顺铂的反应性［１０］。使用ＤＮＡ修复抑制

剂提高肿瘤的治疗效果被认为具有重要应用前

景［１１］。我们前期研究也观察到了食管癌顺铂耐药性

与ｐｏｌβ表达的关系
［１２］，并发现抗凋亡因子 ＨＡＸ１

在增强ｐｏｌβ表达的同时也增强了食管癌细胞对顺铂

的耐药性［１３］。本研究旨在观察抑制ｐｏｌβ表达对食

管癌细胞顺铂耐药性的影响。

　　以特异性ｓｈＲＮＡ介导的ＲＮＡｉ技术，为逆转肿

瘤细胞多药耐药的治疗开创了新的思路［１４１７］。Ａｌ

ｂｅｒｔｅｌｌａ等［１８］转染靶向ｐｏｌβ的ｓｉＲＮＡ至ＳＫＯＶ３细

胞和 ＨｅＬａ细胞系，发现转染ｓｉＲＮＡ后细胞系对顺

铂的敏感性提高。韩丽萍等［１９］观察到，转染靶向

ｐｏｌβ的ｓｉＲＮＡ组的人卵巢癌 ＨＯ８９１０细胞的活细

胞数明显少于正常细胞组和空载体对照组，随着顺

铂浓度的增加差别越来越明显，呈浓度依赖性；ｐｏｌβ
基因沉默后，人卵巢癌 ＨＯ８９１０细胞系对顺铂的敏

感性增加。本研究用靶向ｐｏｌβ的ｓｉＲＮＡ重组慢病

毒感染ＥＣ９７０６／ｃＤＤＰ后可下调ｐｏｌβ的 ｍＲＮＡ及

蛋白表达水平，对ｃＤＤＰ的耐药指数由１５．７降为

１３．９，进一步证明ｐｏｌβ的表达与细胞的顺铂耐药性

有关，同时表明利用ＲＮＡｉ技术可增强食管癌细胞

对顺铂的敏感性。

　　本实验中虽然ｐｏｌβ基因的沉默可使ＥＣ９７０６／

ｃＤＤＰ细胞耐药性降低，但其ＩＣ５０未达到敏感细胞水

平（４．０２μｇ／ｍＬ），原因可能是这个基因在ＥＣ９７０６／

ｃＤＤＰ细胞的耐药性中仅起部分作用，除此之外，还

有其他基因或机制的参与［５］，故单纯封闭该基因以

逆转耐药的作用有限。结合前期研究［５７］，我们认为

ＥＣ９７０６／ｃＤＤＰ细胞对顺铂耐药性增强可能与细胞

内ｐｏｌβ蛋白表达增加有关。Ｐｏｌβ表达增加可以导

致ＤＮＡ修复能力增强及产生跨损伤合成，从而对顺

铂形成耐受。但是由于ｐｏｌβ具有错误倾向，易产生

突变，本实验中这种增加表达的ｐｏｌβ极有可能产生

了突变，有待进一步研究。阐明ｐｏｌβ在降低顺铂蓄

积、修复顺铂ＤＮＡ加合物以及诱发细胞凋亡的分

子生物学机制是我们下一步的工作方向。

４　利益冲突

　　所有作者声明本文不涉及任何利益冲突。
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