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反义 ＭＢＤ１基因真核表达载体转染对人胆管
癌细胞 ＭＢＤ１基因表达的影响
左石，李占飞，罗剑，郭伟，徐立宁，刘民锋，董泾青，邹声泉

（华中科技大学同济医学院附属同济医院 普通外科，湖北 武汉 ４３００３０）

　　摘要：目的　探讨反义 ＭＢＤ１基因真核表达载体转染对人胆管癌 ＱＢＣ９３９细胞中 ＭＢＤ１基因表
达的影响，为进一步研究该基因的作用提供依据。方法　构建反义 ＭＢＤ１基因真核表达载体，通过脂

质体转染入人胆管癌细胞株 ＱＢＣ９３９中，以 Ｇ４１８进行筛选得到稳定转染细胞株，用 ＰＣＲ鉴定外源

性 ｎｅｏＲ基因在转染细胞中的表达以确定转染成功。半定量 ＲＴＰＣＲ观察转染前后 ＭＢＤ１基因 ｍＲＮＡ

水平的变化，流式细胞术检测转染前后 ＭＢＤ１蛋白的变化。结果　人胆管癌 ＱＢＣ９３９细胞中 ＭＢＤ１

基因的 ｍＲＮＡ水平从 ０．９１２±０．０２２降低至 ０．２１５±０．０１７，转染前后的差异有显著性（Ｐ ＜０．０１）；

ＭＢＤ１蛋白水平从（８０．１９±５．０５）％降低到（３５．１１±４．０５）％，转染前后的差异有显著性（Ｐ ＜

０．０１）。结论　反义 ＭＢＤ１基因转染能降低人胆管癌 ＱＢＣ９３９细胞中 ＭＢＤ１基因的表达水平，提示

ＭＢＤ１基因在胆管癌的发生发展中具有重要作用，反义 ＭＢＤ１基因转染有可能成为胆管癌治疗的一

种新方法。
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　　 ＤＮＡ甲基化在基因表达调控中具有重要作

用［１］。研究表明，胆管癌的发生与其相关基因甲基

化状态异常相关，包括癌基因的低甲基化和抑癌基

因的高甲基化等；通过调节基因的甲基化而改变基

因表达和功能的基因或分子治疗，可望在胆管癌的

发生与发展中起阻断作用。为了探讨甲基磷酸胞

苷酰鸟苷结合蛋白 １（ｍｅｔｈｙｌＣｐＧｂｉｎｄｉｎｇｄｏｍａｉｎｐｒｏ

ｔｅｉｎ１，ＭＢＤ１）基因在胆管癌的发生与发展中的作

用及其与肿瘤相关基因的关系，笔者通过构建反义

ＭＢＤ１基因真核表达载体，用脂质体转染入人胆管

癌细胞 ＱＢＣ９３９中，观察其对内源性 ＭＢＤ１基因

ｍＲＮＡ和 蛋 白 表 达 水 平 的 影 响，为 进 一 步 研 究

ＭＢＤ１基因提供研究方法和实验依据。

１　材料与方法

１．１　材料

真核表达载体 ｐｃＤＮＡ３．１（＋）由本院黄保军

博士惠赠。人胆管癌细胞株 ＱＢＣ９３９由第三军医

大学王曙光教授惠赠。ＲＰＭＩ１６４０培养基和胎牛血

清购自 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司；质粒抽提试剂盒购自上海博

亚生物技术公司；脂质体 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００ＴＭ，Ｔｒｉｚｏｌ

试剂和 Ｇ４１８购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；限制性内切酶购

自 ＮＥＢ公司；Ｔ４ＤＮＡ连接酶为 Ｐｒｏｍｅｇａ公司产品；

逆转录（ＲＴ）和聚合酶链式反应（ＰＣＲ）试剂盒及

ＤＮＡ抽提试剂盒购自 ＭＢＩ公司；ＵｌｔｒａＰｕｒｅＴＭ ＰＣＲ产

物纯化试剂盒为上海赛百盛基因技术有限公司产

品；鼠抗人 ＭＢＤ１单克隆抗体购自 ＩＭＧＥＮＥＸ公司；

ＦＩＴＣ标记山羊抗小鼠 ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）购自北京中山生

物技术有限公司（Ｐｉｅｒｃｅ公司产品）；所用引物由上

海生工生物工程公司合成。

１．２　方法

１．２．１　反义 ＭＢＤ１基因片断真核表达载体的构建

和鉴定

１．２．１．１　引物设计　在 ＧｅｎＢａｎｋ中检索 ＭＢＤ１基

因的 ｃＤＮＡ序列（ＮＭ＿０１５８４６），根据其编码序列

（１４０～１９５７ｂｐ）应用 ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０和 Ｏｌｉｇｏ６．０

软件联合进行引物设计，分别在引物的 ５＇端添加

ＸｂａＩ和 ＫｐｎＩ酶切位点和保护碱基［２］。设计的引

物序列如下：上游引物为 ５＇ＣＣＣＣＴＣＴＡＧＡＣＧＣＴＣ

ＡＧＡＣＡＣＣＴＡＴＴＡＣＣＡ３＇；下游引物为 ５＇ＡＡＡＡＧＧ

ＴＡＣＣＣＡＣＡＧＴＴＣＴＣＡＣＡＧＣＡＣＣＣ３＇，（划线部分

分别为 ＸｂａＩ和 ＫｐｎＩ酶切位点）。扩增片断长度

为 ３４２ｂｐ（２１７～５５８ｂｐ），其中含有部分甲基 ＣｐＧ

结合域序列。

１．２．１．２　载体构建及鉴定　应用 Ｔｒｉｚｏｌ试剂从

ＱＢＣ９３９细胞中提取总 ＲＮＡ，然后采用两步法进行

ＲＴＰＣＲ获 取 目 的 ＤＮＡ片 断。将 质 粒 ｐｃＤＮＡ３．１

（＋）和目的 ＤＮＡ片断分别用 ＸｂａＩ和 ＫｐｎＩ进行双

酶切。胶回收纯化后，将 ＰＣＲ产物反向插入 ｐｃＤ

ＮＡ３．１（＋）的 ＫｐｎＩ和 ＸｂａＩ多克隆位点上，然后

转化到 ＤＨ５α菌中扩增。提取重组质粒进行 ＰＣＲ

鉴定、酶切鉴定，并送上海博亚生物技术公司测序

鉴定。将构建成功的重组质粒命名为 ｐｃＤＮＡＭＢＤ１

（ＡＳ）。

１．２．２　细胞培养　人胆管癌细胞株 ＱＢＣ９３９生

长在含 １０％胎牛血清的 ＲＰＭＩ１６４０培养基中，于

３７℃，５％ＣＯ２饱和湿度下培养。

１．２．３　基因转染　转染前 １ｄ，用 ０．２５％胰蛋白

酶将细胞消化制成细胞悬液，计数后传代至 ６孔

板，每孔细胞数为 ５×１０５。转染当日，取 ｐｃＤＮＡ

ＭＢＤ１（ＡＳ）和 ｐｃＤＮＡ３．１（＋）质粒各 ２μｇ，按照 Ｌｉ

ｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００ＴＭ说明书进行转染，分别为转染组

和转染空质粒组，并设未转染组对照（对照组）。

转染后 ７２ｈ，用 ８００μｇ／ｍＬ浓度的 Ｇ４１８进行筛选，

待出现阳性克隆后，挑取单个细胞克隆扩大培养，

并用浓度为 ２００μｇ／ｍＬ的 Ｇ４１８维持。

１．２．４　转染细胞外源性 ｎｅｏＲ 基因的检测　由于

ｐｃＤＮＡ３．１（＋）上含有新霉素抗性基因（ｎｅｏｍｙｃｉｎ

ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｇｅｎｅ，ｎｅｏＲ），而 ＱＢＣ９３９细胞中无该基因

表达。通过检测该基因是否在转染细胞中表达初

步确定转染是否成功。分别提取 ＱＢＣ９３９细胞、

转染组细胞和转染空质粒组细胞的 ＤＮＡ，ＰＣＲ法扩

增克 隆细 胞基 因组中 ｎｅｏＲ 基 因的 特异性 序 列。

ｎｅｏＲ基因引物序列：上游引物为 ５＇ＧＧＴＧＧＡＧＡＧ

ＧＣＴＡＴＴＣＧＧＣＴＡＴＧＡ３＇；下游引物为 ５＇ＡＴＣＣＴＧ

ＡＴＣＧＡＣＡＡＧＡＣＣＧＧＣＴＴＣ３＇，扩增片段为 ４２４ｂｐ。
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ＰＣＲ条 件：９４℃ ３ｍｉｎ；９４℃ ４５ｓ，６１℃ ５０ｓ，７２℃

５０ｓ，共 ３０个循环；７２℃ ５ｍｉｎ。扩增产物用 １．５％

琼脂糖凝胶电泳分析。

１．２．５　半定量 ＲＴＰＣＲ观察 ＭＢＤ１基因的 ｍＲＮＡ

水平　分别提取以上各组细胞的总 ＲＮＡ，然后用两

步法行 ＲＴＰＣＲ。ＭＢＤ１基因引物序列如下：上游引

物为 ５＇ＣＧＣＴＣＡＧＡＣＡＣＣＴＡＴＴＡＣＣＡ３＇；下游引物

为 ５＇ＣＡＣＡＧＴＴＣＴＣＡＣＡＧＣＡＣＣＣ３＇，扩增片段为

３２２ｂｐ。βａｃｔｉｎ引物序列：上游引物为 ５＇ＴＣＴＡＣＡ

ＡＴＧＡＧＣＴＧＣＧＴＧＴＧ３＇；下游引物为 ５＇ＡＴＣＴＣＣ

ＴＴＣＴＧＣＡＴＣＣＴＧＴＧ３＇，扩增片段为 ６８２ｂｐ。ＰＣＲ

条件：９４℃ ３ｍｉｎ；９４℃ ４５ｓ，６１℃ １ｍｉｎ，７２℃ １ｍｉｎ，

共 ３０个循环；７２℃ ５ｍｉｎ。扩增产物用 １．５％琼脂

糖凝胶电泳分析。分析各条带的吸光度 Ａ值，并与

内参照的吸光度 Ａ值相比，以此作为 ＭＢＤ１基因

ｍＲＮＡ的相对表达值。

１．２．６　流式细胞仪检测转染前后细胞内 ＭＢＤ１蛋

白　流式细胞仪为美国 ＢＤ公司产品，型号为 ＦＡＣ

ＳＣａｌｉｂｕｒ。采用间接免疫荧光标记法检测。一抗为

鼠抗人 ＭＢＤ１单克隆抗体，二抗为 ＦＩＴＣ标记山羊抗

小鼠 ＩｇＧ。除设正常实验对照外，还设有用 ＰＢＳ代

替 １∶１００稀释的鼠抗人 ＭＢＤ１单克隆抗体的阴性

对照。每组细胞设 ６个标本数，用双参数点阵图分

别采集 １ ×１０４个细胞，然后计算阳性细胞的百分

率。阳性细胞数（％）＝（实验组阳性细胞数 －阴

性对照组阳性细胞数）×１０－４，即为 ＭＢＤ１蛋白的

相对表达量。

１．３　统计学处理

各组实验数据以 ｘ±ｓ表示；采用 ＳＰＳＳ１１．５软

件统计包进行 ｔ检验。

２　结　果

２．１　转染细胞观察

转染后 ２４ｈ，转染组和转染空质粒组中即可见

较多的死亡细胞。７２ｈ后加入 ８００μｇ／ｍＬ的 Ｇ４１８

进行筛选。６～８ｄ对照组细胞全部死亡，转染组和

转染空质粒组亦见大量死亡细胞，活细胞剩余约

１５％ ～２０％，继续筛选培养，１４～２１ｄ可见到阳性

细胞克隆（图 １）。

２．２　外源性 ｎｅｏＲ基因的检测

结果表明，转染组和转染空质粒组两组细胞均

出现 ４２４ｂｐ的特异扩增条带，而对照组则无此条

带。表明所构建的 ｐｃＤＮＡＭＢＤ１（ＡＳ）重组质粒和

空质粒均转染入 ＱＢＣ９３９细胞内（图 ２）。

图 １　 转染 ｐｃＤＮＡＭＢＤ１（ＡＳ）重组质粒后形成的细胞克隆 图 ２　ＰＣＲ鉴定外源性 ｎｅｏＲ基因的凝胶电泳图

２．３　ＲＴＰＣＲ观察各组细胞中 ＭＢＤ１基因的 ｍＲ

ＮＡ表达水平

转染组出现的条带光密度明显较空质粒转染组

和对照组减弱，而空质粒转染组与对照组中的条带

光密度无明显变化。半定量分析示：对照组 ｍＲＮＡ

表达水平为 ０．９１２±０．０２２，空质粒转染组为０．９２４

±０．０１１，转染组为 ０．２１５±０．０１７。转染组与对

照和空转染质粒组比较均有明显统计学意义（Ｐ ＜

０．０１）。说明转染反义 ＭＢＤ１基因真核表达载体能

使 ＱＢＣ９３９细胞内 ＭＢＤ１基因的 ｍＲＮＡ表达水平降

低，转染空质粒 ｐｃＤＮＡ３．１（＋）对其 ｍＲＮＡ水平无

影响（图 ３）。

２．４　转染前后细胞内 ＭＢＤ１蛋白的变化

对照组细胞中 ＭＢＤ１蛋白阳性率为 ８０．１９％ ±

５．０５％，转染组阳性率为 ３５．１１％ ±４．０５％，空质

粒转染组阳性率为 ８１．３４％ ±３．０５％。转染组与
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空质粒转染组和对照组比较，差异均有显著性（Ｐ

＜０．０１）；而空质粒转染组与对照组比较，差异无

显著性（Ｐ＞０．０５）。说明转染反义 ＭＢＤ１基因真

核表达载体能使 ＱＢＣ９３９细胞内 ＭＢＤ１蛋白表达

水平降低，转染空质粒 ｐｃＤＮＡ３．１（＋）对其表达水

平无明显影响（图 ４）。

图 ３　各组细胞 ＲＴＰＣＲ凝胶电泳图 图 ４　各细胞中 ＭＢＤ１蛋白的相对表达量

３　讨　论

ＤＮＡ甲基化是真核生物基因表达调控的重要
方式之一［１］，它对基因表达的抑制需要特异结合

于甲基化 ＣｐＧ位点的蛋白因子参与［３］，这类蛋白

称为 甲 基 ＣｐＧ结 合 蛋 白 （ｍｅｔｈｙｔＣｐＧ ｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏ
ｔｅｉｎｓ，ＭｅＣＰｓ）。近年来，随着新的 ＭｅＣＰｓ成员的发

现及对其结构的深入认识，其在基因转录抑制中

的作用日益成为研究热点。

ＭＢＤ１是甲基 ＣｐＧ结合蛋白家族中最大的成

员，其 Ｎ末端含有一个甲基 －ＣｐＧ－结合域（ｍｅｔｈ
ｙｌＣｐＧｂｉｎｄｉｎｇｄｏｍａｉｎ，ＭＢＤ）并包含着 ２个或 ３个

半胱氨酸富含区（ＣｘｘＣ基序），Ｃ端含有转录抑制
功能域（ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌｒｅｐｒｅｓｓｉｏｎｄｏｍａｉｎ，ＴＲＤ）。目前

认为 ＭＢＤ１通过甲基化方式抑制基因转录的机制
与其结构有关［４～６］。它可以特异性地识别 ｍＣｐＧ，
与甲基化的 ＤＮＡ结合，直接干扰转录因子与启动

子结合，从而抑制基因转录的功能，使某些基因不

表达或表达降低。虞先浚等［７］通过基因芯片对手

术切除的中分化胰腺癌标本和正常胰腺组织的基

因表达谱进行研究，发现 ＭＢＤ１在胰腺癌中表达

明显升高，同时伴有多个与甲基化修饰相关的肿

瘤抑制基因表达下降，提示 ＭＢＤ１介导的甲基化

转录抑制作用可能是造成许多抑癌基因转录表达

下降，以致失活的重要原因。ＳａｍｉｒＫ．Ｐａｔｒａ等［５］

研究发现，在前列腺癌细胞和组织中，ＭＢＤ１的表

达水平很高，并与 ＤＮＡ甲基转移酶 １的表达有关，
亦提示 ＭＢＤ１基因在肿瘤发生和发展过程中有着

重要的意义。

胆管癌是危害人类健康的恶性肿瘤，其发生与

Ｐ１６，ＰＴＥＮ，ｎｍ２３Ｈ１等抑癌基因的表达降低和失

活有关［８～１０］，而这些抑癌基因的异常表达又与其

甲基化状态异常相关。通过对甲基 ＣｐＧ结合蛋白

家族成员如 ＭＢＤ１的表达和作用进行干预，从而

调控以上抑癌基因的甲基化状态及其表达，以期

恢复这些基因抑制肿瘤生长和转移的作用，达到

治疗胆管癌等恶性肿瘤的目的。

本实验将构建好的反义 ＭＢＤ１基因真核表达

载体通过脂质体介导转染到人胆管癌 ＱＢＣ９３９细

胞中，半定量 ＲＴＰＣＲ检测发现对照组 ｍＲＮＡ表达

水平显著高于转染组，而转染空质粒组与对照组

之间无明显差异（Ｐ ＞０．０５），流式细胞术检测结

果显示对照组细胞中 ＭＢＤ１蛋白明显高于转染组

（Ｐ＜０．０１），而转染空质粒和对照组间差异亦无

显著性（Ｐ ＞０．０５）。说明通过构建反义 ＭＢＤ１

基因真核表达载体并导入人胆管癌 ＱＢＣ９３９细胞

中，可以转录出与内源性 ｍＲＮＡ互补的序列，在转

录和转录后水平降低 ＭＢＤ１基因的 ｍＲＮＡ水平，并

阻止 ｍＲＮＡ翻译成相应的 ＭＢＤ１蛋白，从而降低其

在胆管癌细胞中的表达水平。同时也说明反义核

酸技术作为一种基因下向调节作用方法，在抑制

某些基因的表达上能发挥着重要的作用［１１，１２］。本

实验为进一步研究 ＭＢＤ１基因在 ＤＮＡ甲基化和胆

管癌的发生、发展中的作用提供了方法和实验依

据，并可望成为胆管癌治疗的新方法。
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肝移植术后并发肺结核１例
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　　患者　男，３３岁。因慢性重症乙
型肝炎、肝性脑病（ＩＶ级），行原位肝
移植术。术前胸片提示双肺呈弥漫性

渗出病变，考虑肺部感染，给予抗生素

治疗。术后免疫抑制剂方案为环孢素

Ａ＋骁悉 ＋强的松，恢复良好。术后
２５ｄ出现不明原因间歇性发热，体温波
动在 ３７．６℃ ～３８．３℃，多于下午至次
日晨出现，偶有咳嗽伴少许白色黏痰，

伴出汗较多，精神差，食欲减退。实验

室检查：白细胞（９．５５～１０．８）×１０９／
Ｌ，胸水培养示棒状杆菌（对左克，泰
能，马斯丁，丁胺卡那敏感），ＰＰＤ试验
（－），多次行痰、胸水涂片抗酸染色检
查均（－），胸水、血 ＴＢＤＮＡ均为零，
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血沉 ９５ｍｍ／ｈ。胸片提示右侧少量积
液，左上肺微结节。胸部 ＣＴ示：左肺
上多发结节影，两侧胸腔积液，以右侧

为主。依药敏用药，１周后白细胞正
常，但仍有发热。遂用试验性抗结核

治疗，采用传统四联用药方案：雷米封

＋利福喷汀 ＋异胺丁醇 ＋强的松。２ｄ
后体 温 恢 复 正 常，出 汗 明 显 减 少。

ＡＬＴ，ＡＳＴ轻度升高，同时给予保肝药
物。治疗 ２７ｄ后，血沉恢复正常，胸
片提示胸腔积液明显减少，左上肺微

结节缩小。４个月后，胸水吸收，微结
节消失，停用异胺丁醇，强的松减量。

６个月后，患者无不适，胸部 ＣＴ未见
异常，停止抗结核治疗。随访 ５个月
未发现结核症状、体征。该患者抗结

核期间环孢素 Ｃ２浓度明显降低，遂依
浓度调整剂量使达到有效治疗窗，未

发生排斥反应。

讨论　肝移植术后结核较为少见
（１％），我院 ８０例肝移植术后仅出现
１例肺结核复发。笔者体会对于非活
动性肺结核患者，术后由于大量应用

免疫抑制剂，易使其复发或伴机会感

染，使结核病的临床表现、实验室检查

缺乏特异性。该类患者移植术后出现

的不明原因发热，经常规治疗无效时

应考虑结核病的可能性，必要时可采

用试验性抗结核治疗。抗结核期间环

孢素 Ｃ２浓度明显降低，其间必须严密
检测环孢素浓度、肝功能，以免发生排

斥反应及肝功能受损。术前诊断主要

依据胸片、实验室检查及临床症状，一

旦确诊，应给予抗结核治疗。另外，由

于抗结核疗程长，药物毒性大，使患者

的精神及心理负担加重，影响治疗与

预后，所以，治疗的同时切莫忽视患者

的精神与心理问题。
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