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　　摘要：目的　探讨脆性组氨酸三联体（ＦＨＩＴ）基因在胆管癌细胞株 ＱＢＣ９３９中的表达及其对细胞
生物学行为的影响。方法　将构建的 ＦＨＩＴ真核表达质粒转染入 ＱＢＣ９３９细胞，采用荧光定量 ＲＴＰＣＲ

检测转染前后 ＦＨＩＴ基因表达的变化，并采用光镜直接计数法观察转染前后细胞生物学行为的变化。

结果　转染后 ＱＢＣ９３９细胞的 ＦＨＩＴ基因表达提高了 ２．５３倍，细胞克隆数量明显下降［（１１．２±１．３）

ｖｓ．（１０．５±１．１）ｖｓ．（６．３±１．０），Ｐ＜０．０５］。结论　ＦＨＩＴ基因在 ＱＢＣ９３９细胞中表达减弱，恢复表

达后能抑制细胞克隆形成。
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　　脆性组氨酸三联体（ＦＨＩＴ）基因是一种重要

的染色体脆性位点抑癌基因，脆性位点是染色体

在特殊条件下易发生断裂、重排的随意位点。该

类基因对 ＤＮＡ损伤高度敏感，而 ＤＮＡ损伤是恶性

肿瘤发生发展的重要机制。ＦＨＩＴ的低表达或缺

失可能与肿瘤的发生、发展高度相关。本课题即

研究 ＦＨＩＴ基因在胆管癌细胞株 ＱＢＣ９３９中的表

达及其对细胞生物学行为的影响。



中国普通外科杂志 第１９卷

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　主要试剂与材料　ＦＨＩＴ／ｐｃＤＮＡ３．１真核

表达质粒由我室自行构建；胆管癌细胞株 ＱＢＣ９３９

购于 ＳｃｉｅｎＣｅｌｌＲｅｓｅａｒｃｈＬａｂｏｒｔｏｒｉｅｓ；割胶回收试剂

盒、小量质粒抽提试剂盒、ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＩ及荧光定

量逆转录聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）试剂购于上海

闪晶生物试剂公司；其他试剂为化学纯购于上海

化学试剂公司。

１．１．２　主要仪器　ＢＢ５０６０型 ＣＯ２培养箱购于

Ｈｅｒａｅｕｓ公司；ＸＤＳ１Ａ倒置显微镜购于香港先达

分析仪器有限公司；荧光定量 ＰＣＲ仪 ＦＴＣ２０００购

于 ＦｕｎｇｌｙｎＢｉｏｔｅｃｈ；Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ３２高速冷冻离心机购

于 Ｈｅｔｔｉｃｈ公司。

１．２　实验方法

１．２．１　实验分组设置　按实验需要，在保证随

机性和对照的原则下，将实验对象分为如下几组：

自然态生长的 ＱＢＣ９３９细胞设为自然对照组（Ｉ

组），转染了 ｐｃＤＮＡ３．１空质粒的 ＱＢＣ９３９细胞设

为空白对照组（ＩＩ组），转染了 ＦＨＩＴ／ｐｃＤＮＡ３．１

重组真核表达质粒的 ＱＢＣ９３９细胞设为实验组

（ＩＩＩ组）。

１．２．２　细胞培养与转染　在 ３７℃，５％ ＣＯ２的

培养箱中使用含 １０％特级胎牛血清的 ＬＢ液态

培养基进行细胞培养。ＱＢＣ９３９细胞呈单层贴

壁生长。取传 ３～５代之细胞，采用转染效率高

且简单易行的脂质体转染法［１］。由于采用的真

核表达质粒 ｐｃＤＮＡ３．１含有新霉素抗性基因，

经新霉素筛选出转染成功的细胞克隆。

１．２．３　细胞克隆计数　将 ３组细胞中每组 ２复

孔接种于含 １．２．２所述培养基的 ６孔板内，同条

件培养 ５ｄ形成克隆细胞群落后，每组细胞在各

复孔用吸管随机吸取同样量细胞悬液于血细胞计

数板，在发光倒置显微镜下计数。

１．２．４　ＦＨＩＴ含量检测　采用荧光定量 ＲＴＰＣＲ

法测定各组 ＦＨＩＴ表达情况。根据 Ｇｅｎｅｂａｎｋ（基

因数据库）所示序列，使用 ＰｒｉｍｅｒＥｘｐｒｅｓｓ软件设

计引物。上游引物为 ５′ＧＡＧＴＣＧＧＧＡＣＡＧＴＧＧＴＧ

ＧＡ３′；下 游 引 物 为 ５′ＧＣＴＴＣＴＧＣＴＧＣＣＡＴＴＴＣ

ＣＴＣ３′。看家基因选择 ｈ＿ａｃｔｉｎ。反应体系：总

体积 ５０μＬ，含 ２×ＰＣＲ缓 冲 液 ２５μＬ，引 物

（２５ｐｍｏｌ／μＬ）０．６μＬ×２，ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＩ０．３μＬ，

模板 ｃＤＮＡ１μＬ，经焦炭酸二乙酯处理的纯水

（ＤＥＰＣ水）２２．５μＬ。参数设置：（９４℃ ４ｍｉｎ→
９４℃ ２０ｓ→６０℃ ３０ｓ→７２℃ ３０ｓ）×３５，７２℃

检测信号。

１．３　统计学处理

荧光定量 ＲＴＰＣＲ检测的 ΔＣｔ以 ｘ±ｓ表示。

将自然对照组（Ｉ组）作为参照因子，经看家基

因均一化处理后，通过 ２－ΔΔＣｔ方法计算［２］。目的

基因表达差异以经处理样本相对于未经处理样

本的倍数来表示。直接计数法所得细胞数，以

ｘ±ｓ表示，并进行单因素方差分析。组间比较

采用 Ｂｏｎｆｆｅｒｏｎｉ检验。所有数据录入 ＳＰＳＳ１７软

件进 行 计 算，以 Ｐ＜０．０５为 差 异 有 统 计 学

意义。

２　结　果

２．１　转染细胞的光镜观察

在倒置 显 微 镜 下 观 察 ３组 细 胞 的 生 长 情

况。各时点 Ｉ组细胞生长均良好，在铺满瓶底

约 ６０％时拍摄（图 １Ａ）。转染 ２４ｈ后：ＩＩ组细

胞生 长 十 分 迅 速，已 经 铺 满 培 养 瓶 底 １００％

（图 １Ｂ）；ＩＩＩ组细胞表现出重组质粒对细胞生

长产生了抑制作用，汇合率只有 ７０％ ～８０％，

细胞不再饱满，很多细胞边际模糊，发生裂解

（图 １Ｃ）。转染 ４８ｈ后：ＩＩ组细胞因 ２４ｈ阶段

已长满，此时 细胞 高度汇 合，不再是 单层（图

１Ｄ）；ＩＩＩ组细胞也有生长，但十分缓慢，细胞形

态仍不 饱 满，很 多 细 胞 边 际 模 糊 且 变 得 扁 平

（图 １Ｅ）。

２．２　各组细胞数比较

Ｉ，ＩＩ组间的细胞数的差异无统计学意义（Ｐ＞

０．０５），而 ＩＩＩ组的细胞克隆形成数显著低于 Ｉ，ＩＩ

组（Ｐ＜０．０５）（表 １）。

２．３　ＦＨＩＴ检测结果

ＩＩＩ组在转染质粒后，ＦＨＩＴｍＲＮＡ的表达量

较 ２个 对 照 组 升 高，是 Ｉ组 细 胞 的 ２．５３倍

（表２）。
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图１　转染前后细胞生长情况（×２００）　　Ａ：Ｉ组细胞；Ｂ：转染２４ｈ后ＩＩ组细胞；Ｃ：转染２４ｈ后ＩＩＩ组细胞；Ｄ：转染４８ｈ后

ＩＩ组细胞；Ｅ：转４８ｈ后ＩＩＩ组细胞

表１　计数法观察ＱＢＣ９３９细胞克隆形成数目（×１０６／Ｌ）

分组 ＱＢＣ９３９细胞克隆形成数（×１０６／Ｌ，ｘ±ｓ）

Ｉ组 １１．２±１．３１）

ＩＩ组 １０．５±１．１１）

ＩＩＩ组 ６．３±１．０

　　注：１）与ＩＩＩ组比较，Ｐ＜０．０５

表２　ＦＨＩＴ荧光定量ＰＣＲ结果及其处理（ｘ±ｓ）

分组 ΔＣｔ１） ΔΔＣｔ２） ２－ΔΔＣｔ

Ｉ组 ５．６３±０．１３ ０．００±０．１３ １．００（０．９１～１．０９）

ＩＩ组 ５．２７±０．０８ －０．３６±０．０８ １．２８（１．２１～１．３６）

ＩＩＩ组 ４．２９±０．０５ －１．３４±０．０５ ２．５３（２．４５～２．６２）

　　注：１）ΔＣｔ＝ＦＨＩＴＣｔｈａｃｔｉｎＣｔ；２）ΔΔＣｔ＝Ａｖｇ．ΔＣｔＡｖｇ．

ΔＣｔＮＣＧ（ΔＣｔＮＣＧ为Ｉ组样本的检测）

３　讨　论

胆管癌为起源于胆管上皮细胞的恶性肿瘤，

其发生与发展与原癌基因激活、抑癌基因功能丧

失以及一些修饰基因功能的改变有密切关系。

ＦＨＩＴ于１９９６年由 Ｏｈｔａ等发现并命名。该基因编

码的蛋白质与具有组氨酸三联体结构的 ＨＩＴ蛋白

高度 同 源，而该基因跨越脆 性 位 点，故 得 名。

ＦＨＩＴ基因定位于染色体 ３ｐ１４．２区，在染色体上

占据约 １Ｍｂ大小，由 １０个外显子组成，跨越脆

性位点 ＦＲＡ３Ｂ。其中第 ５～９个外显子编码开放

读码框，外显子 ５含有起始密码子蛋氨酸，外显

子 ６含有 １个开放读码框内内蛋氨酸密码，外显

子 ８含有编码 ＨＩＴ的核心单元［３］，其余外显子只

转录不翻译。几乎所有外显子均以 ＡＣ序列结

束，为通常所见基因剪接受体位点序列。

ＦＨＩＴ基因编码的蛋白与微管蛋白结合，可阻

止细胞有丝分裂过程，抑制细胞过度增殖，从而

发挥抑癌功能［４］。ＦＨＩＴ蛋白的二腺苷酸三磷酸

水解酶活性可能通过 ＦＨＩＴ底物复合物的形成达

到抑癌目的［５］。其低表达或无表达与很多环境敏

感因素的恶性肿瘤，如胃癌、肺癌、食管癌、宫颈

癌、肝癌等的发生发展有密切关系［６－９］。

随着对 ＦＨＩＴ基因研究的不断深入，Ｒｏｚ等［１０］

将 ＦＨＩＴ基因导入 ＦＨＩＴ蛋白低表达或无表达的肺

癌和宫颈癌细胞株，使其表达 ＦＨＩＴ蛋白，发现肿

瘤细胞聚集在 Ｇ１期和 Ｓ期，并且有大量细胞死

亡。Ｇ１／Ｓ期是细胞周期中一个重要的增殖节点，

一旦细胞通过这一节点，即会很快进入对数生长

期；肿瘤细胞的无限增殖性与癌基因促进肿瘤细

胞通过此节点有密切关系；因此阻止或减少细胞

通过 Ｇ１／Ｓ期，可以降低肿瘤细胞增殖，使肿瘤进

展受阻。本研究将构建的人 ＦＨＩＴ真核表达质粒

转染入 ＦＨＩＴ基因表达缺失的胆管癌细胞中，发现

胆管癌细胞的 ＦＨＩＴ表达确有恢复，ＦＨＩＴ蛋白重
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新表达，同时导致了胆管癌细胞增殖克隆的减

弱。说明 ＦＨＩＴ基因具有抑制肿瘤细胞发展的作
用，通过外源导入 ＦＨＩＴ基因，人为地恢复其表
达，可能对肿瘤细胞的增殖起到负性调控作用。

故认为，ＦＨＩＴ可作为肿瘤基因治疗的一个候选
基因。

然而，目前对于 ＦＨＩＴ基因作用机制的研究还
比较缺乏，其对肿瘤细胞凋亡途径、下游调控基

因还不很明了，目前我室正在就此方向进行进一

步的实验研究。
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我刊获２００９年全国高校科技期刊优秀编辑质量奖

２００９年全国高校科技期刊优秀编辑质量奖、优秀编辑工作者及优秀编辑学论著（简称“三优”）评比活动
已告一段落，评比结果已经揭晓。我刊荣获全国高校科技期刊优秀编辑质量奖，颁奖大会于 ２００９年 １１月 ２０
－２６日在广东省东莞市举行。
这次评优活动的目的是总结经验，表彰先进，展示成果，鼓励全国高校科技期刊编辑工作者提高政治素养

和业务水平，学习并实践科学发展观，勇于创新，锐意改革，认真做好编辑工作，不断提高期刊质量。经过严格

的评比，我刊获全国高校科技期刊优秀编辑质量奖殊荣，我们倍感欣慰，在此一并感谢多年来一直在关心、支

持、帮助我们的作者和读者。我们将再接再厉，争取更大进步。
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