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摘要 ：用不 同浓度的 EB病 毒 4种 (BHRFI、DNA酶 、桉抗原．1及 啊苷激 酶)反 义寡核 苷醴 片段， 

(antisense oligodeoxymadeotide．ASO)分别与古 10％胎牛血清或不 含胎牛血清的人低分化鼻咽 唐细 

胞株 (SONE-1)共同培养 48 h 结果仅 适当浓 度的 BHRFI．AS(3能 引起 无血清 培养的 SUNE-I细 

胞株 增殖 明显受抑翻 ．透射 电镜 及琼脂糖凝胶 电泳检测结果发现 与 SUNE．I细胞发 生凋亡有关 ； 

而相 同浓度的 DNA酶 、核抗原 1和胸苷激酶基因的 AS(3则无类似作用。 
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95％以上的低分化鼻咽癌(nasopharyngeal carcinoma．NPC)细胞中有 EB病 毒(Epstein- 

Barr virus．EBv)基因组存在⋯，本室曾已报道在人低分化鼻咽癌细胞株(SUNE．1)DNA中可 

扩增出 EB病毒(BHRF1、DNA 酶、核抗原．1及胸苷激酶)4种全基因片段l2】，但其对 于宿 主 

SLrNE-1细胞增殖的影 响 尚未 见报道 。已有文 献报道 EBV 的核抗原 1(nuclear antigen-1， 

EBNA1)基因的反义寡核苷酸片段(antisense oligodeoxynucleotide，ASO)可抑制 EBV对 B淋 

巴细胞的转化及增殖_3】。细胞凋亡(apoptosis)受抑制可能是肿瘤发生 、发展的重要原 因，而促 

进肿瘤细胞的凋亡 已成为治疗肿瘤的重要手段之一⋯。 已证实 Bcl-2蛋 白质具有拮抗多种 因 

素引起细胞凋亡 】。EBV-BHRFI基因产物与Bc1．2有 38％同源性_6】。而 EBV-DNA酶及胸苷 

激酶(thymidine kinase．TK)则是 EBV复制等所必需的 】。本研究分别 用不同浓度 EBV- 

BHRF1、DNA酶、EBNA-1及 TK基因的 ASO来影响 SUNE．1增殖．初步探讨该 4种基 因在 

NPC中的作用。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

1．1．1 细胞株 人低分化鼻咽癌细胞株(SUNE-I)．由本校肿瘤研 究所提供。 

1．1．2 EBV的 4种反义寡核苷醴 片段(均为20bp)，由本室根据 EBV的 172．282bp全基因序列⋯设计．由基 

因公司合成。其序列如 下： 

收穑 日期 ：1998—03—16．修 回日期 {2000—05—20 

基金项 目：广东省科委青年基金(950355)；华南生物中心厦广京省卫生厅资助课题 

作者简舟 ：朱振宇 (1966年 一)．男，医学博士 ．教授．主要研究 EB病毒厦鼻嚼癌的分子生物学 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


210 中 国 病 毒 学 

EBNA1一ASO ：5"-GTAGAAGGCCATrn广rcCAC-3 ；DNs~e-ASO ：5 一AGA 

TK—ASO：5|_CAACTGCATCCTAGTCCCGA-3 ；BHRFI—ASO：5 
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TGAG-3 

A^ CT c j 

1 1．3 RPM1—1640培养藏购自 GIBCO公司。胎牛血清(fetal calf semm，FCS)购 自本校微生物教研室。 

1 1．4 ’H—TdR．购于中国原子能研究所，放射比强度为 0．6 uCi／nmol。 

1 2 方法 

1．2．1 细胞的传代及分组 SUNE-1细胞株按常规方法隔天胰酶消化及传代 。于细胞对数生 长期常规收集 

细胞 ．计数后分为 A、B、C和 D，共 4组．每组各 8瓶细胞(10％FCS组和无 FCS组各 4瓶 )．每瓶细胞数均 为 5 

× 10。 、 

1 2．2 4种 EBV-ASO的加入 A、B、C和 D组 的细胞分别加入 EBNAI、DNA酶、TK和 BHRF1一AS(3。每组 

内 4瓶细胞的各种 AS(3终浓度均分别为 0、10、20和 40 mol／L(10％ FCS组和无 FCS组相 同) 

1．2 3 H-TdR掺入 各瓶 内均加入 H—TdR 2 Ci；继续培养 48 h(实验重复 4敬) 

1．2 4 SUNE-I细胞株增殖情况的检测 7 各组细胞 经磷 酸盐缓 冲藏洗 涤 3遍后 ．分 别将 其中一半收集在 

纤维滤纸上，供干岳检测其 epm数值 。 

1．2 5 细胞凋亡及其程度的检测 另一半细胞按照本室方法 。 ．进行透射 电镜观察及 DNA的抽 提、琼脂 

培凝胶电泳检测。 

2 结果 

2．1 SUNF~1增殖情况 

不同浓度、不同种类的 EBV—ASO对 SUNE-1细胞株增殖的影响结果见表 l。从表 1可见 

在实验浓度范围内，EBV的 4种 ASO在有 1O％ FCS培养条件下对 H-TdR的掺入影响不大 ； 

在无 FCS的培养条件下．BHRF1．ASO能显著抑制 H．TdR掺入 SUNE-1细胞，且浓度越高。抑 

制作用越明显。各种浓度的其它 EBV—ASO则无显著的抑制作用。 

衰 1 EBV 4种 ASO对’H-TdR的掺人 SUNE-I细胞株的弗响 

Tahle 1 F删 r kinds of EBV，ASOs aff~t H-TdR inecqxrtatic~of SUNE．1 cell line 

组 别 
Groups 

： 蒜导 叠 c： 
0 10 20 蚰 Pl· 0 10 20 40 P2· 

N^l·脚 30D31±1904 31271±1435 2阳 13±$12 26512±1342 >0．05 11021±1440 12300±2146 l0676±9帅 

DN衅 脚 30860±982 30877±3505 270I3±2097 28643±252I >0 05 10650±743 8729±737 9帅 5±152 

TK-Aso 277册 ±14钟 拢 7l±546 28225±3906 25135±954 >0．05 1叮 22±963 946O±l112 9286±555 

脚 RF1·̂∞ 29051±906 23044±2009 24210±2393 23045±1511 >0．05 12212±1446 6319±372 5297±49 

9990±1|25 >0 05 

l1967±656 >0 05 

9853±53l >0．05 

43sB±324 <0 01 

*：Pl、P2值：分别指古 10％ FCS组和不古 FCS组中．4种 EBV．ASO各散瘦组分别与其不古 ASO的正常对照组 比较 的结 

果．实验重复 4攻。 

：PI、P2：Exi：efiment group*ineubat~ with dHfer~ t of four kinds of EBV-ASOs compare with ~ntml groups 

with(PI)or without(P2)FCS respectively The experi~ nt repeats 4 times 

2．2 SUNE-I的电镜观察 

经不同浓度 EBV-ASO处理的 SUNE．1细胞株，仅 BHRF1．ASO组经无 FCS培养 48 h在 

常规透射电镜下可见较多数 目不等的凋亡细胞，即出现细胞核凝缩、线粒体及细胞膜等结构 尚 
● 

完整，呈现细胞拥亡的典型特征(图 1)；而含 10％ FCS组细胞形态基本保持正常，很少见到典 

型的凋亡细胞。 
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图 1 SUNE．1细胞的 电镜观察 

无 Fc 古 BHRFI—ASO 20VmoI／g。培养 48 h的 SUNE-I细胞，常规透射电镜显示 SUNE-1细帼榜凝鳙，城粒件及 

细帕腆等基奉保持完整．呈现较鼻型的删亡形态学改变。 

Fig 1． Electron mierosocgy 0f SUNE-1 cell i~ ubatirtlg with 20 pmol,／L BHRF1-ASO and absent FCS r 48 h． 

2。3 SIJNF．,-I的 DNA电泳结果 

经不同 EBV ASO(均为 20~tmoL／L)处理 48 h后 SUNE一1细胞的 DNA，在 1．2％琼脂糖凝 

胶电泳时，仅 BHRF1 ASO可出现细胞凋亡特征性的“梯形”(1adder)的DNA降解片段(图2)。 

3 讨论 

EBV与 NPC的发生、发展及转归密切相关。95％以上的低分化 NPC细胞 中有 EBV基 

因组存在⋯，而以 SUNE-1细胞 DNA为模板．PCR可扩增出 EBV的上述 4种全基因片段 l2 ， 

但对宿主细胞增殖的影响尚未见报道。正常组织可通过细胞凋亡这种独特的细胞死亡方式来 

清除对机体无益的某些细胞。细胞凋亡无论是在生物个体生长发育过程 中，还是在保持机体 

正常组织的平衡、稳定方面均具有重要作用。人类的多数肿瘤之所 以能够发生、发展及转移． 

其重要原因之一是肿瘤细胞对多种诱导细胞凋亡的因素丧失了反应性⋯。EBV的 BHRF1蛋 

白质与 Bcl-2有 38％同源性l5 J，且在细胞中的定位也相 同，但是否与 Bel-2蛋白质一样具有拮 

抗多种因素引起 的细胞凋亡的作用则 尚未有定论。我室 已有 的实验结 果显示，多种 EBV- 

BHRF1基因阳性细胞株(B95 8、Raji及SUNE 1)比阴性的 K562、YAC细胞株对无血清培养、 

43℃作用 10 min或由地塞米松所引起的细胞凋亡具有较强的抵抗能力 。本研究结果初步 

显示．单独甩无血清培养或分别加入 EBV的 4种 ASO，均无显著抑制 SUNE 1细胞株增殖的 
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田 2 经 4种 EBV-ASO~赴理 48 h神 SUNE-1细 艏 DNA．1 2％焉f糟 嚣器 腔 电放 图 

A：古 10％ FCS培养组 B：无 Fcs培养组 

F ．2 ^g&l-~Se gd electrophceesls DNA extracted from SUNF~1 cell llne cultured with 4 of EBV．ASOs for 48 h 

A．sUNE．1睫Ⅱs叫1tu with l0％ FCS 
】 e 1： NA，讳  Ⅲ Mafk B_sUNBl睫ns dut }删  F璐  

． I-e2～5 |h D ASo TK枷  EBNAl_ASo 。3： N枷  Ⅲ M 

and BFIRF1．AsD(20 IrId，L t )； ㈨ ·2，4'5： DN As0，TK一̂s0·NAl_籼  

e6．fl0 a 皿  a ^s0 
岫  。脚 (加 fⅡd， J re~pectlvely)； 

作用，细胞发生凋亡的数 目很少。无胎牛血清培养时．只有适当浓度的 BHRF1，ASO可导致 

SUNE-1细胞株发生凋亡而显著抑制细胞增殖，提示无血清培养时 BFFRF1基 因的表达 产物在 

抑制宿主细胞的凋亡方面起着重要作用，而EBV其它 3种基因产物可能与其宿主细胞的增殖 

无关。 
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Four Kinds of EBV-Ant~ense Oiigodeoxynucleotides Effect Oil 

Proliferation of EBV Containing SUNE-1 Cell Line 

ZHU Zhen-yu，ZHOU Yuan—ping ，ZHANG Qing—xiu， 

GAO Guo-quan，DENG Yi—qun，MA Juan-quan 

(Department ofBioclwmistry。Sun"fat一 Uni~-rsity of 

Medical Sciences．Guangzhou 510089．Chinal 

Abstract：Poorly differentiated nasopharyngeal carcinoma(SUNB 1)。eU line wan cultured with 

EpsteimBarr virus(EBV)BHRFl，DNase，thymidine kiuase(TK)and nuclear antigen-l 

(EBNA1)~tisense ollgodooxynudootide(ASO)for 48 h respectively．Inhibited proliferation of 

SUNE一1 was only observed in the absence of fetal calf serun](FCS)and exposed to EBv—BHRF1一 

ASO．Tlhe resets from electron microscopy and agarose gel e1ectroph0r商 s indicated tha t apopto— 

sis only appeared in SUNE-1 cells exposed to BHRF1一ASO and absence of FCS．The other 3 

kinds of EBV—As0s had nOt the similar effectS at the same concentration． 

Key words：Epstein—Barr virus；Antisense olignd eoxynudeotide；Apo ptosis 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com

