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摘要:目的 制备携带 P16a基因的聚氰基丙烯酸正丁酯纳米粒并在喉癌细胞中进行表达。方法 选用

乳化聚合法制备 PBCA - NPs, 以激光粒度分析仪及透射电子显微镜分析纳米粒的形态和粒径。用阳离子表

面活性剂十六烷基三乙基溴化铵 ( CTAB) 对纳米粒进行表面修饰。构建真核表达载体 pIRES2 - EGFP-

P16a经过酶切鉴定及测序后与 PBCA- NPs连接, 转染喉癌细胞 H ep- 2, 荧光显微镜检测转染效率, 蛋白印

迹法检验 P16a基因的表达, 流式细胞术检测细胞凋亡率。结果 所制 PBCA- NPs粒径均匀、Zeta电位较

高,较为理想; 重组质粒 pIRES2- EGFP- P16a经过酶切鉴定及测序后, 表明真核表达载体构建正确; PBCA-

NPs可以介导 pIRES2- EGFP- P16a高效转染喉癌细胞, 蛋白印迹检测表明转染后喉癌细胞能够表达外源

P16a基因,在其介导下 P16a能有效抑制喉癌细胞的增殖并能诱导细胞凋亡。结论 聚氰基丙烯酸正丁酯纳

米粒可以作为一种良好的基因载体,为喉癌的基因治疗提供了新思路。
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Construction of polybutycyanocrylate nanoparticles( PBCA- NPs)

loaded P16a gene and expression inHep- 2 cell
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Abstract: Object ive To prepare po lybutycyanocry late nanoparticles( PBCA- NPs) loaded P16a gene as the

gene de livery system, and to express the P16a prote in in H ep- 2 ce ll line. M ethods PBCA- NPs w ere prepared

by the emu lsion polym er ization m ethod. Surface o f PBCA- NPs w as surv eyed by transm iss ion e lectron m ic rographs

( TEM ) , the gra in distribution and zeta po tentia ls o f PBCA- NPs w ere determ ined w ith the laser g ra in ana lyzer. The

PBCA - NPs surfacew asm odified by the cationic surfactan t cety ltrim ethy lammonium brom ide ( CTAB). Construct the

euka ryotic expression vec to r pIRES2- EGFP- P16a and the recomb ined plasm id w ere ex tracted and pur ified. A fter

verification by double enzym e digestion and sequencing, the constructed eukaryo tic expression plasm id w as transfec ted

toH ep- 2 line. T ransfec t ion effic iency w as observed by fluorescence m icro scope and the expression of P16a genew as

de tected byW estern b lo t. Apoptosis w as de tected by flow cytome ry. R esults Nps w ith even size and smoo th surface

were successfu lly obtained, ho lding the h igher ze ta e lec tric potentia .l The new constructed vector w as confirm ed by

restricted enzym e and sequenc ing. pIRES2- EGFP- P16 can bem ediated by PBCA - NPsw ith high transfection e-f

ficiency. Exogenous P16a gene can be expressed in transfectedH ep- 2 ce ll line detec ted byW este rn b lot. P16am e-

d iated byNps can e ffective ly inhibit the proliferation o f H ep- 2 ce l,l and induce H ep- 2 cell apoptosis in v itro.

Conclusions PBCA- NPs cou ld be a good vec to r and prov ided a new w ay fo r gene the rapy o f la ryngocarc inom a.

Keywords: po lybuty lcyanoacry late nanoparticles; P16a gene; H ep- 2 ce ll

研究证明, 喉癌的发生、发展是一个长时间、多 阶段的过程,在细胞癌变的过程中, 细胞周期中的多

种调节因子参与细胞的癌变。在这众多分子变化

中, p16基因的改变最为突出。目前的研究已确定,

pl6基因的失活在喉癌中发生频率很高,是喉癌发生

发展的重要机制之一。也有大量实验表明, 外源
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P16基因的表达,可以抑制多种肿瘤细胞的增殖
[ 1]
。

聚氰基丙烯酸正丁酯纳米粒 ( polybuty lcyanoac-

ry late nanopart icles, PBCA - NPs, NPs)是一种新型非

病毒基因载体, 具有高效、无免疫原性、安全、廉价、

可生物降解、稳定等其它基因载体不具备的优势。

本研究制备了携带 P16a基因的聚氰基丙烯酸正丁

酯纳米粒并在喉癌细胞中进行表达从而为喉癌的基

因治疗提供了新的方案。

1 材料与方法

1. 1 材料

Tecnai- F30投射电镜系统 (荷兰 Ph ilips- FE I

公司 ) , 激光粒 度分析仪 (英国马 尔文公 司

N anoZS90) , a-氰基丙烯酸正丁酯 ( n- bu tyl- 2-

cyanoacry- late, a- BCA )购自广州白云医用胶公

司, Dextran- 70、Tw een- 80、CTAB购自 S igma公司,

Hep- 2细胞, 质粒载体 pIRES2- EGFP、大肠杆菌

E. co liDH5 均由厦门大学李博安实验室保存; T4

DNA连接酶、限制性内切酶购自大连宝生公司;

DMEM培养基、胎牛血清购自 Inv itrogen公司, 质粒

小量抽提试剂盒、凝胶回收试剂盒为 Q iagen公司产

品。

1. 2 实验方法

1. 2. 1 PBCA纳米粒的制备 参照文献
[ 2]
采用乳

化聚合法进行 PBCA - NPs的制备: 向 pH值为 2. 5

的 0. 1N的 HC l中缓慢添加 BCA单体至终浓度

1% ,表面活性剂为 1%的 Dex tran- 70, 添加 0. 6%的

Tw een- 80作为添加剂,搅拌速率为 1 000 r/m in, 室

温下搅拌 2 h,用 0. 1N的 N aOH调节 pH 值为 6. 5。

将制得的纳米粒 40000 r/m in, 4 离心 2 h,弃上清,

沉淀用超纯水重悬洗涤, 溶于 0. 25% CTAB溶液, 1

000 r /m in, 20 搅拌 2 h, 重复离心洗涤过程,用 0.

22 um的滤芯滤过除菌 2遍,所得纳米粒 4 储存备

用。测定其 Zeta电位,激光粒度分析仪测定其粒度

分布, 用透射电镜观察其形态。

1. 2. 2 P16a真核表达载体的构建 根据 GenBank

提供的 P16基因已知序列 (NM 058195), 应用 Prim-

er5软件设计部分 CDS区引物, 5 '端引物: CGGAAT-

TCGCACCGGAGGAAGAAAGAGG; 3 '端引物: CGG-

GATCCTGATGATCTAAGTTTCCC均由上海英俊工程

公司合成 (下划线分别表示引入的酶切位点 EcoR I

和 BamH I)。以人细胞 cDNA为模板, 用 KOD p lus

高保真酶 (东洋坊生物科技有限公司 )进行 PCR扩

增。PCR体系为: 1 KOD buffer, 0. 2 mM dNTP,

1mM M gSO4, 引物各 15pM, KOD p lus酶 1U, cD-

NA1uL, H 2O补至 50uL。PCR程序为: 94 , 变性 2

m in; 94 , 变性 15 s; 55 , 退火 30 s; 68 , 延伸

45 s; 30个循环; 68 延伸 10 m in。PCR扩增得到

560 bp( p16 )基因片段, 经琼脂糖凝胶电泳后用胶

回收试剂盒回收, 然后与载体 pIRES2- EGFP分别

经限制性内切酶 EcoR I/B amH I双酶切, 琼脂糖凝

胶电泳, 胶回收试剂盒回收, 得到的片段用 T4 DNA

连接酶连接, 转化大肠杆菌 DH5 。挑选单克隆小

量提质粒后进行酶切鉴定,阳性质粒送往 inv itrogen

公司测序。

1. 2. 3 PBCA纳米粒 -真核表达载体复合物的制备

参照文献
[ 2]
,在 PH值为 7. 0条件下按 PBCA纳米

粒与真核表达载体质量比 9: 1将 PBCA纳米粒与质

粒 pIRES2- EGFP及 P16a- pIRES2- EGFP分别混

合,涡旋混匀,室温静置 30m in, 20 000 r /m in, 4 离

心 20m in,弃上清, 沉淀用超纯水重悬洗涤, 用 0. 22

um的滤芯滤过除菌,所得复合物 4 储存备用。

1. 2. 4 PBCA - p16 真核表达载体转染 H ep- 2

细胞及表达检测 H ep2细胞以 1640培养基 (含有

10% FBS、100U /mL青霉素和 100 g /mL链霉素 ) ,

在 5% CO2、37 孵箱中培养。胰酶消化对数生长的

Hep2细胞, 铺 6cm培养皿, 20 ~ 24 h至细胞融合度

达 80%,细胞换液 (用 2. 5 mL无血清无抗的培养基

换液 )。加入 PBCA - P16a- pIRES2 - EGFP复合

体,对照组加入 PBCA - pIRES2 - EGFP复合体, 在

5% CO 2、37 培养箱中培养 4 h后更换为完全培养

基 (含 10% FBS, 100 U /mL青霉素和 100 g /mL链

霉素 ) ,继续培养,分别于 24 h、48 h在绿色荧光显微

镜下观察绿色荧光蛋白 ( GFP)表达并拍照。

W estern blot检测 P16a蛋白表达: 转染后 48 h

的细胞,弃去培养液, 经预冷的 PBS漂洗 2遍, 3 000

r离心 5 m in, 加入裂解液, 超声, 13 000 r/m in离心

15 m in,考马斯亮蓝法测蛋白浓度, 各组提取等量蛋

白,经 10% SDS- PAGE凝胶电转到 PVDF膜, 封闭

液 (含 5%脱脂牛奶的 TBST溶液 )室温封闭 1 m in。

一抗 anti- p16( p16 ) , ( 1: 2 000, 购自密里博公

司 ) 4 孵育过夜, 羊抗鼠二抗 ( 1: 10 000, 购自皮尔

斯公司 )室温孵育 1 m in, 增强型化学发光剂 ( ECL )

显影曝光。

1. 2. 5 流式细胞仪 PI单染色法检测细胞周期分布

及凋亡 分别收集转染后 24 h、48 h、72 h的细胞培

养基到 15mL离心管中,加 1mL PBS缓冲液清洗一

次,将 PBS加入 15mL离心管,胰酶消化细胞收集于

2

第 18卷第 1期

2010年 1月

中国医学工程

Ch inaM edica lEng ineering

Vo.l 18 No. 1

Jan, 2010



上述离心管中, 1 mL PBS缓冲液清洗剩余细胞一

次,清洗液加入离心管。 800 g离心 5 m in, 去上清。

加入 1mL PBS缓冲液清洗细胞, 再次 800 g离心 5

m in去上清。用 300 uL PBS重悬细胞, 逐滴加入 700

uL预冷的无水乙醇。乙醇终浓度为 70%。 4 固

定过夜。800 g离心 10 m in, 去上清。PBS洗 2次。

重悬于 400 uL PBS 中, 加入 10 uL 5 mg /mL

RN aseA, 37 消化 1 h。加入 50 uL 1 mg /mL PI, 37

避光孵育 1 h。以 PI荧光读数为横坐标, 细胞数

目为纵坐标,在流式细胞仪上分析细胞周期。

1. 2. 6 统计学方法 实验数据用 SPSS 11. 0统计

软件包进行统计学处理, 组间和组内差异采用 t检

验和方差分析。

2 结果

2. 1 PBCA纳米粒的制备

采用乳化聚合法按照上述条件制得的纳米粒较

为理想,粒径较小 (平均粒径约为 100nm ) , Zeta电位

较高 (约为 + 46. 9mv)。投射电镜见图 1。

图 1 纳米粒投射电镜图片

2. 2 P16a真核表达载体的构建

所构建的 pIRES2- EGFP- P16a用 Sam 酶切

可切出 5. 718 Kb及 195 bp大小两条带。酶切电泳

显示 1、3产物和预期一致 (图 2), 即阳性菌落质粒。

取一定剂量的阳性菌落质粒送 Inv itrogen公司测序

证实所含目的基因序列准确无误 (测序图谱略 )。

图 2 酶切电泳结果
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2. 3 PBCA - p16 真核表达载体转染 H ep- 2细

胞

转染 H ep- 2细胞后 24 h、48 h倒置荧光显微

镜下所见 (图 3) , 可见 PBCA纳米粒可高效介导

P16a真核表达载体转染喉癌细胞系。

转染后 48h收集细胞蛋白, 将收集到的蛋白用

Western b lo t法检测 P16a蛋白的表达变化, 在转染

P16a的 H ep- 2细胞中得到 P16a蛋白的强表达条

带 (图 4)。

图 3 a 为转染后 24 h绿色荧光显微镜下所见 ( 100) 图 3b 为转染后 48 h绿色荧光显微镜下所见 ( 100 )

图 3 PBCA- P16a- pIRES2- EGFP转染 H ep- 2细胞

1转染空载体组; 2转染 P16a真核表达载体组

图 4 W estern blot检测 P16a蛋白表达结果

2. 4 流式细胞仪检测细胞周期分布及凋亡

Hep- 2细胞在 PBCA - pIRES2- EGFP- P16a

复合体转染之后 48 h, 出现了明显的凋亡。如 (图

5)所示,转染后 24 h凋亡率为 ( 3. 20 0. 09)% ,与

空载体对照组凋亡率 ( 3. 09 0. 12)%相比, 结果无

统计学意义 ( t= - 1. 76, P > 0. 05)。而转染后 48 h

凋亡出现上升, 其凋亡率为 ( 24. 31 1. 40)% , 明显

高于空载体对照组结果 ( 3. 15 0. 14)%, 其差别具

有统计学意义 ( t= - 36. 95, P < 0. 05) ;转染后 72 h

凋亡率出现明显上升, 其检测结果为 ( 36. 68 3.

79)%,明显高于空载体对照组检测结果 ( 10. 99

1. 53)% ,其差别具有统计学意义 ( t= - 15. 41, P <

0. 05)。

3 讨论

基因治疗的关键技术是基因转移, 即如何将外源基

因特异高效地导入靶细胞。传统的基因转运载体分

为病毒载体介导系统和非病毒载体介导系统两大

类。病毒载体转染效率最高可达 90%以上
[ 3]
, 但该

系统有毒性、免疫原性、致瘤性等安全隐患, 使其应

用受到很大限制。传统的非病毒载体包括裸 DNA、

脂质体、磷酸钙等
[ 4]
, 该类载体虽然安全、低毒、低

免疫反应原性,但存在稳定性差、转导效率低和难以

获得有意义的基因表达等问题。近年来, 新型非病

毒载体在基因治疗中日益受到重视
[ 5]
,在这些载体

中,可生物降解的纳米粒能有效的结合和传递寡核

苷酸,保护没有修饰的寡核苷酸, 防止被降解, 表现

出良好的应用潜力
[ 6]
。由于纳米生物材料的诸多

良好的生物学特性,从而成为制备高效、靶向的基因

治疗载体系统的良好介质。纳米生物技术与基因治

疗相结合,显示出良好的应用前景。

P16基因定位于人类第 9号染色体短臂 ( 9p21)

上, p16基因座编码 2个不同的翻译产物,它们共享

外显子 2、3, 而有不同的外显子 1( 1 或 1 ) , 翻

译产物为 p16蛋白, 翻译产物功能目前还不完全

清楚
[ 7]
。 p16蛋白,是细胞周期素依赖激酶 ( CDK4)

的抑制蛋白, p16蛋白在 cyclinD l- CDK4 /CDK6-

PRb- E2F 环路中起负反馈调节作用,在细胞增殖

过程中起检查点的作用, p16基因的任何变异都会

导致上述环路无限制地进行,细胞过度增殖, 使 G1

期未充分发育的细胞提前进入 S期, 导致癌症发

生
[ 8]
。目前的研究表明约 50%以上的喉鳞状细胞

癌患者存在 p16基因的失活
[ 9]
。导入外源野生型

p16基因可抑制喉癌细胞恶性增殖
[ 10]
。且由于其

作用于 CDK4的特异性强,基因小易于操作,因此成
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为进行喉癌基因治疗的靶基因之一
[ 11 ]
。

图 5 流式细胞仪检测细胞周期分布

本研究利用氰基丙烯酸丁酯 ( BCA ) , 以乳化聚

合法制备 PBCA - NPs, 用阳离子表面活性剂十六

烷基三乙基溴化铵 ( CTAB) 对纳米粒进行表面修

饰,制得的纳米粒较为理想,粒径较小 (平均粒径约

为 100 nm ) , Zeta电位较高 (约为 + 46. 9 mv) ,与真

核表达载体 pIRES2- EGFP- P16a连接后可高效转

染喉癌细胞系, 属于较理想的非病毒基因载体。转

染后 48h,用 W estern b lo t法可检测到 P16a蛋白的

强表达条带,证明外源 P16基因可正确在喉癌细胞

系中表达。流式细胞仪分析, 转染 pIRES2- EGFP

- P16a后 48 h, Hep- 2细胞开始出现不同程度的

凋亡和坏死, G1峰前出现明显的凋亡峰,而对照组

凋亡和坏死不明显。

本研究表明聚氰基丙烯酸丁酯纳米粒作为一种

非病毒基因载体, 具有高效、无免疫原性、安全、廉

价、可生物降解、稳定等其它基因载体不具备的优

势。可与 P16a真核表达载体 pIRES2 - EGFP -

P16a连接并高效转染喉癌细胞系, 从而在细胞内实

现 P16蛋白的表达,诱导细胞凋亡进而阻断肿瘤细

胞的无限增值,为喉癌的基因治疗提供了新的思路。
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