
!!?#"*FG;HIJG %807;K;9''1;LGMNAGFJG;LGFN;GO;GGU
作者单位*LGGOHH 上海$第二军医大学附属长海医院眼科
通信作者*柳林$P079-*-91-93Q')FJH;1*(

!实验研究!

慢病毒载体介导雷帕霉素靶蛋白沉默对体外

人晶状体上皮细胞增生的抑制作用
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!!"摘要#!背景!哺乳动物雷帕霉素靶蛋白%0<#B&在细胞的生长中发挥重要作用$其在人晶状体上皮细
胞% $̀PD'&中的过度表达与白内障术后的并发症$如后发性白内障有关$将 0<#B短发夹状 BX&%')BX&&质
粒成功转染至 $̀PD'可为寻找预防和治疗后发性白内障的靶点提供实验支持'!目的!探讨 $̀PD'中
9!5L基因沉默后对细胞形态和功能的影响'!方法!分别将 0<#B')BX&质粒(空白质粒和 ÊZ 加入细胞
培养液感染 LMH<细胞以进行慢病毒包装' 常规培养 $̀PD'$然后分别用各组包装成功的慢病毒感染 $̀PD'
IL )$分为 0<#B')BX&转染 F(L(H$组空白质粒组和 ÊZ 组' 利用 p*'(*41 :-.(法检测并比较不同组间
$̀PD'中 0<#B蛋白的表达以确定 0<#B被沉默$从 0<#B')BX&转染 F(L(H 组中筛选出沉默效率最高组
进行后续实验' 采用流式细胞仪检测 cF期 $̀PD'细胞比例)采用 p*'(*41 :-.(法检测细胞中上皮和间质标志
物 'A平滑肌肌动蛋白%'AZY&&和 PAD7+)*491 蛋白的表达)采用细胞计数试剂盒AU%DD_AU&法检测各组细胞的
增生能力'!结果!0<#B')BX&转染 F(L(H 组 LMH<细胞上清液中含有大量包装成功的慢病毒$对绿色荧光
蛋白%cb̂ &呈阳性反应$而空白质粒组和 ÊZ 组未见 cb̂ 反应的绿色荧光' 0<#B')BX&转染 F(L(H 组及空
白质粒组转染的质粒具有嘌呤抗性$转染后的 $̀PD'均生长良好$0<#B')BX&转染 F(L(H 组 UGR以上的细
胞对 cb̂ 呈阳性反应$ ÊZ 组细胞无嘌呤抗性$可见较多细胞死亡' p*'(*41 :-.(法检测显示 0<#B')BX&转
染 H 组 0<#B0BX&表达最弱$用于后续实验' 0<#B')BX&转染 H 组 'AZY&表达条带明显弱于空白质粒组
和 ÊZ 组$而 PAD7+)*491 表达明显强于空白质粒组和 ÊZ 组' DD_U 法检测证实$实验后 F )(L ) H 个组间细
胞增生值%X值&的总体差异比较均有统计学意义$其中 0<#B')BX&转染 H 组的细胞增生值均明显低于空
白质粒组和 ÊZ 组$差异均有统计学意义%均 IeGSGN&' 流式细胞仪检测表明$0<#B')BX&转染 H 组细胞周
期阻滞于 cF期的细胞比例约为%JGSGG\FSIU&R$明显高于空白质粒组的%NHSOU\FSUJ&R和 ÊZ 组的%NHSGL\
FSOM&R$总体比较差异有统计学意义 %VdFUSMFG$IdGSGGL&'!结论!0<#B')BX&转染 $̀PD'后可使
9!5L基因沉默$从而逆转 $̀PD'中上皮T间质转化%PY<&的进程$抑制细胞增生$延长细胞周期'!

"关键词#!慢病毒载体) 短发夹状 BX&) 后囊膜混浊) 哺乳动物雷帕霉素靶蛋白) 上皮T间质转化)
晶状体) 上皮细胞) 基因沉默
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')BX&91 ()*0<#B')BX&(471'2*8(*+ F$L$H 54.3/'=9() ()*54**1 2-3.4*'8*18*91 tUGR 8*--'$=)9-*54**1
2-3.4*'8*18*/4.(*91 %cb̂ & 4*'/.1'*=7'7:'*1(91 ()*:-71> /-7'09+ 54.3/ 71+ ()*̂ EZ 54.3/;<)*̀ $PD'.20<#B
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8*--'91 ()*0<#B')BX&(471'2*8(*+ H 54.3/;<)**@/4*''915:-71+ .2'AZY&91 ()* $̀PD'=7'=*7>*491 ()*
0<#B')BX&(471'2*8(+ H 54.3/ ()71 ()7(91 ()*:-71> /-7'09+ 54.3/ .4̂ EZ 54.3/$71+ ()**@/4*''9.1 .2PAD7+)*491
=7''(4.15*491 91 ()*0<#B')BX&(471'2*8(+ H 54.3/ ()71 ()7(91 ()*:-71> /-7'09+ 54.3/ .4 ÊZ 54.3/;<)*
7:'.4:718*.2()*0<#B')BX&(471'2*8(+ H 54.3/ =7''951929871(-6+*8-91*+ 91 8.0/749'.1 =9() ()*:-71> /-7'09+
54.3/ 71+ ()* ÊZ 54.3/$=9() '951929871(+922*4*18*70.15()*()4**54.3/'91 :.() F ).3471+ L ).34'72(*4
*@/*490*1(%7--7(IeGSGN &;<)*/4./.4(9.1 .28*--'91 cF /)7'*=7'% JGSGG \FSIU &R 91 ()*0<#B')BX&
(471'2*8(*+ H 54.3/$=)98) =7''951929871(-69184*7'*+ 91 8.0/749'.1 =9() %NHSOU\FSUJ&R 91 ()*:-71> /-7'09+
54.3/ 71+ %NHSGL\FSOM&R 91 ()* ÊZ 54.3/%VdFUSMFG$IdGSGGL&;!F)%.754$)%4!9!5L5*1*9''9-*18*+
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!!后囊膜混浊 % /.'(*49.487/'3-*./7892987(9.1$ D̂#&
是超声乳化白内障摘出联合人工晶状体植入术后常见

的并发症
+F, ' 组织病理学证实$白内障术后保留的前

囊膜及赤道部残存的人晶状体上皮细胞 % )3071 -*1'
*/9()*-97-8*--'$ $̀PD'&不断增生(向后囊视轴区移行
并发生上皮T间质转化%*/9()*-97-A0*'*18)607-(471'9(9.1$
PY<&是 D̂#发生的主要原因 +LTH, ' 哺乳动物雷帕霉
素靶蛋白%07007-971 (745*(.247/74406891$0<#B&是一
种进化高度保守的蛋白质$是调节细胞周期及细胞生
长和增生的信号枢纽' 0<#B通路通过整合来自营
养(能量(氧分压(氨基酸及生长因子的信号而作用于
下游分子$改变下游分子活性并调节磷酸化$影响细胞
内 0BX&的翻译(核糖体生物合成(细胞凋亡等多种
生物学功能$从而控制细胞的生长(增生和分化 +OTI, '
BX&干扰技术 %BX&91(*42*4*18*$BX&9&是新型基因
阻断技术$其中的短发夹状 BX&%').4()794/91 BX&$
')BX&&是采取质粒或者病毒载体表达的 '9BX&+U, $较
'9BX&表达更持久且稳定$本实验探讨利用 ')BX&技
术沉默 9!5L基因对 $̀PD'增生及凋亡的影响$在基
因水平寻找针对 D̂#的预防和治疗方法'

;9材料与方法

;;;9材料
多位点抑制 0<#B')BX&%上海吉凯基因公司&)

包膜质粒(包装质粒%本实验室自行制备&)?YPY培
养基(胎牛血清%2*(7-:.,91*'*430$bEZ& %美国 6̀8-.1*
公司&)胰蛋白酶%美国 c9:8.公司&)质粒抽提盒+生
工生物工程 %上海&股份有限公司,)B"̂&蛋白裂解
液(N 倍上样缓冲液%上海碧云天生物技术有限公司&)

醋酸纤维素膜%聚偏氟乙烯& % /.-6,916-9+*1*2-3.49+*$
Ŵ?b& % 美 国 E9.AB7+ 公 司 &) 聚 乙 烯 亚 胺

%/.-6*()6-*1*9091*$$ P̂"&(嘌呤霉素 %美国 Z9507公
司&)抗 0<#B抗体 % LGJNIAFA&̂ &( 'A<3:3-91 抗体
%FFLLOAFA&̂ &('A平滑肌肌动蛋白 %'A'0..() 03'8-*
78(91$'AZY&& 抗体 % FOHMNAFA&̂ &( PAD7+)*491 抗体
%LGUIOAFA&̂ &%美国 4̂.(*91(*8) 公司&)辣根过氧化酶
标记的山羊抗兔二抗%FFFAGHNAGGH&(辣根过氧化酶标
记的山羊抗鼠二抗 % FFFAGHNAGFL & %美国 V78>'.1 公
司&)PD$发光液%美国<)*40.公司&)细胞计数试剂盒AU
%8*--8.31(915>9(AU$DD_U& %日本同仁公司&) "̂染液
%美国 E?公司&' 曝光胶片 %美国柯达公司&' 冻存
$̀PD'%美国模式培养物集存库&'

;;<9方法
;;<;;9慢病毒包装9LMH<细胞 J 孔板铺板$OSN 0-
含体积分数 FGRbEZ 的高糖?YPY培养$待细胞 IGR
[UGR融合备用' 分别将 H 组特异性抑制 0<#B的
')BX&以及包装质粒(包膜质粒和 P̂"按比例加入
NGG !-不含 bEZ 的 ?YPY 高糖培养液中$设置为
0<#B')BX&转染 F(L(H 组)在培养液中加入不含
0<#B抑制靶点的空白质粒(包装质粒(包膜质粒和
P̂"$设置为空白质粒组)将等容积 ÊZ 加入培养液中
作为 ÊZ 组' N组加样结束室温静置 FN 091 后分别加入
制备好的 LMH<细胞中$HI s(体积分数 NRD#L孵箱中

培养细胞' 分别于培养 OU(IL 和 MJ ) 换液并收集各
含慢病毒的上清液$用 GSON !0滤膜过滤后分装$O s
保存' 长期需分装TUG s保存$避免反复冻融'
;;<;<9 $̀PD'培养及慢病毒感染!将冻存 $̀PD'置
于 HI s水浴箱快速摇动$于 F 091 内快速解冻' 吸净
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冻存管中液体$溶于盛装 H 0-培养液的离心管中$离
心半径 FN 80$F GGG 4%091 离心 N 091$吸弃上清液$再
加入 H 0-培养液$将细胞沉淀吹打混匀$培养在含
FGRbEZ 的 ?YPY高糖培养液中$HI s(饱和湿度(
NRD#L细胞培养箱中孵育' 培养后 F ) 光学显微镜下
即可见细胞贴壁生长' 每隔 F [L 天换液 F 次$待细胞
达 MGR融合时$用质量分数 GSLNR胰蛋白酶消化 F hL
传代' J 孔板均匀铺板 $̀PD'$加入 L 0-FGRbEZ 的
高糖 ?YPY培养液$待细胞 NGR融合时分别加入 N 组
前期制备含慢病毒的上清液 F 0-$标记为 0<#B
')BX&转染 F(L(H 组$ ÊZ 组和空白质粒组' 继续培
养 FL )$换液并再次加入对应慢病毒上清液进行二次
感染$LO ) 后再次换液并重复感染' 第 H 次感染后 LO )
换液加入 L !-嘌呤霉素$筛选 H [O +$观察各组细胞形
态$必要时再次筛选$以获得最终存活的稳定细胞株'
;;<;=9p*'(*41 :-.(法检测细胞中0<#B(PAD7+)*491(
'AZY&蛋白的表达 ! 按照筛选结果选择 0<#B
')BX&转染 H 组作为后续研究' 在 FGG !-预冷改良
B"̂&裂解液中加入 N !-̂ YZb和 F !-蛋白酶抑制剂$
配制混合蛋白裂解液' 吸尽各组细胞培养基$ ÊZ 清
洗 F 遍$加入培养皿中$预冷刮刀将细胞从皿底刮下并
置于 GSN 0-P̂ 管中$将细胞置于冰上裂解 HG 091'
O s条件下(FG GGG 4%091 离心 FG 091$吸取上清$加入
N 倍上样缓冲液$FGG s煮 I 091$冷却至室温后TLG s
保存' 取适量蛋白样品进行聚丙烯酰胺蛋白分离$使
用转移电泳装置将蛋白转印到 Ŵ?b膜$质量分数
FGR脱脂奶粉封闭 F ) 后$加入 0<#B一抗%F hNGG&$
O s孵育过夜' ÊZ<液洗膜 H 次后加入 F hH GGG 稀释
的二抗$HI s孵育 HG 091$再次用 ÊZ<洗 H 次' PD$
显色曝光$根据曝光结果选取抑制效率最高组蛋白样
品相同方法进行 'A<3:3-91(PAD7+)*491('AZY&蛋白量
检测$实验重复 H 次$观察 'A<3:3-91 一致条件下
0<#B')BX&转染 H 组( ÊZ 组和空白质粒组 $̀PD'
中 PAD7+)*491 和 'AZY&蛋白的表达'
;;<;A9DD_U 法检测细胞的增生情况!将筛选出的
0<#B')BX&转染 H 组细胞分别加入 MJ 孔板$各组细
胞设 H 个复孔$每孔约 FNG !-细胞悬液$保证细胞密度
为 NgFGH %0-' 在 HI s条件下预孵育培养板 L [H +$更
换等容积培养液$向各孔中加入 FG !-DD_U 溶液'
HI s条件下孵育 F [L )$测定波长 ONG 10处的吸光度
%X&值$观察 0<#B')BX&转染 H 组( ÊZ 组和空白质
粒组 $̀PD'的增生情况' 实验独立重复 H 次'
;;<;N9流式细胞仪检测细胞周期9消化收集细胞于
流式管中$每组细胞设 H 个复孔$约每管 FgFGJ %0-$

L GGG 4%091常温离心后弃培养液$ ÊZ 洗 H 次$体积分
数 IGR乙醇 O s固定过夜$离心后弃去固定液$ ÊZ 洗
H 次$离心弃上清' 每管加入 LGG !-̂"染液染色$常温
避光反应 HG 091 后检测细胞周期$对 0<#B')BX&转
染 H 组( ÊZ 组和空白质粒组不同细胞周期 $̀PD'的
比例进行比较' 实验独立重复 H 次'
;;=9统计学方法

采用 c47/)/7+ 4̂9'0N 软件进行统计分析' 本研
究检测指标的数据资料经 p检验证实呈正态分布$以
Q\+表示' 采用均衡分组单因素干预三水平实验设
计$0<#B')BX&转染组(空白质粒组和 ÊZ 组间各
检测指标的总体差异比较采用单因素方差分析$组间
多重比较采用 ?311*((7检验' 采用双尾检验法$Ie
GSGN 为差异有统计学意义'

<9结果

<;;9慢病毒包装及感染
0<#B')BX&转染 F(L(H 组 LMH<细胞上清液中

含有大量包装成功的慢病毒$LMH<细胞中绿色荧光蛋
白%54**1 2-3.4*'8*1(/4.(*91$cb̂ &反应阳性%图 F&$而
ÊZ 组和空白质粒组未见绿色荧光' 慢病毒感染后$
$̀PD'均呈典型上皮细胞样形态$融合均匀$0<#B

')BX&转染 F(L(H 组可见 UGR以上的细胞呈cb̂ 反应阳

性$而 ÊZ 组和空白质粒组cb̂ 反应阴性'

A B
图 ;9慢病毒包装转染结果%gFGG&!&*光学显微镜下可见 LMH<细
胞排列紧密!E*荧光显微镜下可见 0<#B')BX&转染 H 组 LMH<细
胞对 cb̂ 反应阳性$呈绿色荧光

<;<9 $̀PD'的转染效果
0<#B')BX&转染 F(L(H 组及空白质粒组转染的

质粒具有嘌呤抗性$故经 L !5%0-嘌呤霉素筛选后$极
少数细胞死亡漂浮$ $̀PD'形态无明显变化$多次传
代细胞稳定性较好' 荧光显微镜下 0<#B')BX&转
染 F(L(H 组 cb̂ 阳性反应细胞均在 UGR以上%图 L&'
空白质粒组细胞生长良好$未见 cb̂ 绿色荧光$而
ÊZ 组细胞则大量死亡' 0<#B')BX&转染 F(L(H 组
及空白质粒组细胞生长良好$说明慢病毒感染 $̀PD'
成功$且感染效率较高$可以进行后续实验'
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A B
图 <9Y@BF4慢病毒感染效率 %gFGG & !&*光学显微镜下可见
0<#B')BX&转染 H 组 $̀PD'生长良好$呈多角形$形态均一$互相
融合!E*同视野同组细胞对 cb̂ 反应阳性$呈绿色荧光
!

<;=9各组 $̀PD'中 0<#B蛋白的表达
N 个组细胞中内参基因 #T!(2(8&# 的表达条带强

度接近$0<#B')BX&转染 F 组 0<#B蛋白表达条带
明显弱于空白质粒组和 ÊZ 组$0<#B')BX&转染 L 组
和0<#B')BX&转染 H 组未见 0<#B蛋白的表达条带
%图 H&$选择0<#B')BX&转染 H组细胞进入后续实验'

mTOR

α�Tubulin

1 2 3 4 5 图 =9各组 Y@BF4中 +C?D
的抑 制 效 率 比 较 ! 0<#B
')BX&转染 F 组 $̀PD'中
0<#B蛋白表达弱于 ÊZ 组
和空白质粒组$0<#B')BX&
转染 L 组和 0<#B')BX&转

染 H 组未见 0<#B蛋白表达条带!F*空白质粒组!L* ÊZ 组!H*
0<#B')BX&转染 F 组!O*0<#B ')BX&转染 L 组! N*0<#B
')BX&转染 H 组!0<#B*哺乳动物雷帕霉素靶蛋白
!

<;A9各组 $̀PD'中 'AZY&(PAD7+)*491 蛋白表达
空白质粒组( ÊZ 组和 0<#B')BX&转染 H 组

$PD'中内参 'A<3:3-91 蛋白反应条带强度相近$空白
质粒组及 ÊZ 组细胞中 'AZY&(PAD7+)*491 蛋白表达
强度均无明显差别$0<#B')BX&转染 H 组细胞中的
'AZY&蛋白表达明显弱于空白质粒组和 ÊZ 组$
PAD7+)*491表达则明显强于空白质粒组及 ÊZ 组%图 O&'

1 2 3

α�Tubulin

α�SMA

E�Cadherin

图 A9各组 Y@BF4中上皮
和间质标志物的表达!空
白质粒组( ÊZ 组和 0<#B
')BX&转染 H 组细胞中内
参 'A<3:3-91 表达条带的强
弱一致$0<#B')BX&转染
H 组细胞中 'AZY&蛋白表
达条带明显弱于空白质粒

组和 ÊZ 组$而 PAD7+)*491
蛋白条带强于空白质粒组和 ÊZ 组!F*空白质粒组!L* ÊZ 组!H*
0<#B')BX&转染 H 组!ZY&*平滑肌肌动蛋白
!

<;N9各组细胞增生活性的比较
培养液中添加 DD_U 后 F )(L )$H 次独立实验结

果显示 0<#B')BX&转染 H 组(空白质粒组和 ÊZ 组
间 $̀PD'增生值%X值&的总体差异均有统计学意义
%均 ItGSGN&$其中 0<#B')BX&转染 H 组的细胞增

生值均明显低于空白质粒组和 ÊZ 组 %均 IeGSGN&
%表 F$L&'

表 ;9不同组实验后 ; 1= 次独立实验检测的
Y@BF4的增生值%!V"$n值&

组别 样本量
H 次独立实验细胞增生值

第 F 次 第 L 次 第 H 次

0<#B')BX&转染 H 组 H FSLIL\GSIFL FSLUG\GSUFG FSFNG\GSNLL

空白质粒组 H FSIFF\GSLOJ7 FSIGM\GSLMH7 FSINM\GSHJI7

ÊZ 组 H FSIIJ\GSUUF7 FSIMO\GSHGJ7 FSUOG\GSHIN7

I GSGOH GSGLF GSGFG

!注*与各次实验的 0<#B')BX&转染 H 组值比较$7IeGSGN%单因素方

差分析$?311*((7检验&! $̀PD'*人晶状体上皮细胞)0<#B*哺乳动物

雷帕霉素靶蛋白)')BX&*短发夹状 BX&

表 <9不同组实验后 < 1= 次独立实验检测的
Y@BF4的增生值%!V"$n值&

组别 样本量
H 次独立实验细胞增生值

第 F 次 第 L 次 第 H 次

0<#B')BX&转染 H 组 H FSJMU\GSOJN FSIHL\GSHUI FSIHO\GSJNN

空白质粒组 H HSFOJ\FSOLM7 HSFUF\GSIGM7 HSFUF\FSFUL7

ÊZ 组 H HSLNU\FSNFF7 HSLIM\FSGLJ7 HSLON\FSHFH7

I GSGFN GSGGF GSGGM

!注*与各次实验的 0<#B')BX&转染 H 组值比较$7IeGSGF%单因素方

差分析$?311*((7检验&! $̀PD'*人晶状体上皮细胞)0<#B*哺乳动物

雷帕霉素靶蛋白)')BX&*短发夹状 BX&

<;P9各组 cF期细胞比例的比较

H 次独立实验均显示$0<#B')BX&转染 H 组(空
白质粒组和 ÊZ 组在 cF期的细胞比例的总体差异均

有统计学意义 %IdGSGGH(GSGGF(GSGGL&$其中 0<#B
')BX&转染 H 组 cF期细胞比例明显高于空白质粒组

和 ÊZ 组$差异均有统计学意义%均 IeGSGN&%表 H&'

表 =9不同组 = 次独立实验检测的 S;期

Y@BF4细胞比例%!V"$W&

组别 样本量
H 次独立实验细胞比例

第 F 次 第 L 次 第 H 次

0<#B')BX&转染 H 组 H JGSGG\FSIU JGSGN\FSGH NMSNU\FSOM

空白质粒组 H NHSOU\FSUJ7 NHSNO\FSJF7 NHSJI\FSOI7

ÊZ 组 H NHSGL\FSOM7 NLSOI\FSJN7 NLSMH\FSHH7

V FUSMFG LJSGIG LFSHFG
I GSGGL GSGGF GSGGL

!注*与各次实验的 0<#B')BX&转染 H 组值比较$7IeGSGF%单因素方

差分析$?311*((7检验&! $̀PD'*人晶状体上皮细胞)0<#B*哺乳动物

雷帕霉素靶蛋白)')BX&*短发夹状 BX&

=9讨论

白内障囊外摘出术后残留的 $PD'在局部环境改
变$尤其是转化生长因子A$等炎性因子的刺激下$不
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断增生移行$导致 D̂#+M, $发生 PY<$而后囊膜的皱缩
及扭曲则加重了视物障碍'

慢病毒载体可以广泛而稳定地作用于多种难以感

染的细胞$并且对分裂期和非分裂期细胞均有感染作
用$免疫原性较低$操作和生产相对容易 +FG, $目前已在
重组蛋白表达(持久性基因沉默(免疫学(多能干细胞
的诱导等领域得到广泛应用

+FF, ' 本实验通过慢病毒
包装(感染获得低 0<#B表达 $̀PD'细胞株$细胞多
次传代形态均一且性状稳定$')BX&抑制效率极高$
且 0<#B')BX&转染 L 组(0<#B')BX&转染 H 组抑
制表达尤明显' 并且 0<#B低表达后细胞周期阻滞
在 cF期$细胞的分裂速度明显减慢$且生长增生减缓'
同时一些上皮标志物$如 PAD7+)*491 表达增强$间质标
志物$如 'AZY&表达减弱$均显示 0<#B是上皮细胞
PY<过程中重要的作用蛋白$通过抑制其表达可以减
弱PY<的进程$并在一定程度上逆转该过程'

"̂H_%&>(%0<#B通路是调控细胞生长和增生的
主要途径$&>(可直接磷酸化 0<#B的 Z*4LOOU 位点$
激活 0<#B及其下游途径$加快 868-91 ?F(D?_O(
D?DLN&和 B: 的磷酸化$促进 cF期的发展$促进细胞

增生' B.k*1Al,9等 +FL,
研究表明$&>(%0<#BDF 通路的

激活还可引起细胞间胶原沉积$破坏上皮细胞间的紧
密连接$同时通过对缺氧反应元件的激活与抑制间接
调控缺氧诱导因子的表达$加强细胞侵袭力$改变细胞
性状' c3-)7(9等 +FH,

研究发现$0<#BDF 和0<#BDL 通
过 B).&(B78F 介导细胞的增生(移行和 PY<过程'
转录因子 Z179-(<=9'(被证明可能也参与了 PY<过程$
特异性降低 B98(.4和 B7/(.4的表达$Z179-和 <=9'(均
下调$ PAD7+)*491 的表达上升 +FO, ' 虽然已经发现
0<#B联系上下游多条通路介导 PY<$但详细的调控
机制至今仍不清楚' "̂H_%&>(可通过其间复杂多样
的通路直接或间接激活 0<#B$引发下游生物效应'
可进一步研究联合阻断引起的生物学改变$以达到最
大限度抑制的同时不改变其他正常生物功能的目的$
未来或可作为疾病治疗的研究目标之一'

以往降低 0<#B表达主要通过使用雷帕霉素等
抑制剂$但是由于药物本身的毒性及半衰期的限制$长
期的动物实验并未得出令人满意的结论$而使用慢病
毒包装含有特异性抑制靶点的 ')BX&可以获得
0<#B低表达的稳定细胞株$这在很多肿瘤疾病中已
经得到了验证

+FN, ' 本实验中成功地进行特异性慢病
毒包装$并且高效感染 $̀PD'$有效降低了 0<#B的
表达' 获得稳定株之后进行相关检测$与雷帕霉素等
抑制剂结果相同$即细胞增生明显减慢$细胞周期延

长$PAD7+)*491 表达升高$'AZY&的表达降低 +FJ, $再次
证明 0<#B通路是介导细胞发生 PY<的重要通路之
一' ')BX&的应用有效控制了PY<$在体外 $̀PD'中
稳定发挥作用$为安全(有效地预防和治疗 D̂#提供
了新的思路和方法'
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