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【摘* 要】目的：探讨 =->?= 反义寡核苷酸（/-\AS）联合 +#
U9 对胃癌 QRS#)+ 细胞株的体内、外抗肿瘤作用0 方法：采

用脂质体介导 =->?= 反义寡核苷酸转染人胃癌细胞系，用四

甲基偶氮唑盐法（Q11 法）评价 =->?= /-\AS 联合 +#U9 对胃

癌细胞增殖的影响；流式细胞仪（UMQ）检测细胞凋亡率和细

胞周期；V1#GMV 及免疫组化方法检测 =->?= 基因表达变化；

建立荷瘤小鼠模型，通过皮下瘤体内注射药物观察肿瘤体积

和抑瘤率的变化0 结果：=->?= 反义寡核苷酸联合 +#U9 可显

著抑制细胞增殖，细胞凋亡率（$(0 ) W !0 &）X ，较单用 >#5@>
反义寡核苷酸（!"0 . W !0 !）X 和 +#U9（!$0 + W !0 "）X 的抑制

作用更为显著（. Z "0 "!）；V1#GMV 及免疫组化显示 /-\AS
和 +#U9 均使 =->?= 5VS/ 和蛋白表达下降；体内实验显示 =-
>?= 反义寡核苷酸联合 +#U9 可明显减少肿瘤体积，抑制肿瘤

生长，抑 瘤 率 达 ).0 %X ；较 单 一 治 疗 组 明 显（. Z "0 "+）0
结论：=->?= 基因反义寡核苷酸联合 +#U9 能明显抑制胃癌

QRS#)+ 细胞增殖、诱导细胞凋亡和下调 =->?= 蛋白水平；且

可有效抑制人胃癌裸鼠皮下肿瘤的生长0
【关键词】基因，>?=；+#氟尿嘧啶；寡核苷酸类，反义；胃肿瘤；

体外 ] 体内
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GH 引言

原癌基因 =->?= 的蛋白产物是一种 AS/ 结合的

磷酸化蛋白质，是调节细胞生长分化的重要转录激活

因子0 =->?= 基因不仅参与了胃癌的发生，而且在胃

癌的发展中亦起重要作用［!］0 +#氟尿嘧啶（+#U9）是

胃癌化疗的首选药物之一0 国内外对胃癌基因治疗

结合化疗的研究较少0 因此，我们研究脂质体介导 =-
>?= /-\AS 联合 +#U9 对胃癌 QRS)+ 细胞增殖、凋

亡、=->?= 蛋白表达的影响以及荷瘤裸鼠瘤体生长的

影响，为临床治疗胃癌提供一定的依据0

IH 材料和方法

I0 IH 材料H 人低分化胃腺癌 QRS#)+ 细胞株（上海

生物化 学 和 细 胞 研 究 所）；脂 质 体 转 染 试 剂 K7B<#
D2>=657?21Q $"""（ 美 国 [?J7=C<F2? 公 司）；Q11（ 美 国

^[^ 公司），AQ4Q 培养基（E7O>< 公司）；鼠抗人 =-
>?= 一抗、生物素化山羊抗鼠 [FE（ [[ 抗），A/^ 显色
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试剂盒（福州迈新公司）；针对 !"#$! !"#$ 第二外显

子起 始 码 及 其 后 % 个 密 码 子 合 成 反 义 寡 核 苷 酸

（$&’(#）、正义寡核苷酸（&’(#），正义链序列为 )*+
$,- ... .,. $$. -,,+/*，反义链序列为 )*+$$.
-,, -$- --- .$,+/*，并对合成的寡核苷酸进行全

硫代修饰以增加其稳定性（ 由上海生物工程公司合

成）0 .)123 4 5 雌性小鼠（上海西普尔+必凯动物有限

公司）0
!0 "# 方法

60 70 68 细胞培养8 将 9:#+%) 胃癌细胞加入含 6;;
!3 4 3 的小牛血清的 (9<9 培养基中制成细胞悬液，

镜下计数；调节细胞至约 6 = 6;> 4 3 接种于 /; !3 培

养瓶中，于 /1?，); !3 4 3 .’7 的培养箱中常规培养

至 @;A聚集密度时选取处于对数生长期的细胞用于

实验0
60 70 78 脂质体介导 !"#$! $&’(# 转染 9:#+%) 细胞

60 70 70 68 转染混合物的制备 $ 液8 用无抗生素、无

血清 的 (9<9 将 !"#$! $&’(# 及 对 照 正 义 序 列

&’(# 的浓度分别调整为 65，@，%，7，6 !!BC 4 3；2 液：

按 3DEBFGHIDJK(9<9 L5K6;; !3 的比例配成；按 $ 液

与 2 液比例为 6K/ 混合，室温下放置约 %; !DJ，使脂

质体与寡核苷酸充分包裹0 寡核苷酸的终浓度为 %，

7，6，;0 ) 和 ;0 7) !!BC 4 30
60 70 70 78 转染及分组8 将不同浓度的转染混合物加

入 >5 孔培养板中，分 5 组，每组 ) 个平行孔0 " 空白

组：以 2 液代替转染混合物作为对照；# )+MN 组：

调整 )+MN 的 终 浓 度 为 )，6;，7;，%; !!BC 4 3；$
$&’(# 组：调整 $&’(# 的终浓度为 %，7，6，;0 )，

;0 7) !!BC 4 3 转染 细 胞；% &’(# 组：以 相 同 浓 度

&’(# 4 3DE 转染细胞作为对照；& &’(# O )+MN 组：

取 6 !!BC 4 3 &’(# 与 6; !!BC 4 3 )+MN 联合作用于细

胞；’ $&’(# O )+MN 组：取 6 !!BC 4 3 $&’(# 与 6;
!!BC 4 3 )+MN 联合作用于细胞0
60 70 /8 9,, 法检测 9:#+%) 细胞增殖抑制率8 转染

后各组继续于 /1?，); !3 4 3 .’7 的培养箱中培养

7%，%@，17，>5 P 后终止培养，终止反应时加入 6 Q 4 3
9,, 7; !3，继续培养 % P 中止，弃去转染混合物，70 )
Q 4 3 胰酶消化收集细胞，每孔再加入 6); !3 (9&’，

震荡 6; !DJ0 在酶联免疫检测仪上测定各孔 %%>; J!

值0 抑制率（A）L（6 R %实验 4 %对照 ）= 6;;A，以培养

时间为横轴，生长抑制率为纵轴绘制生长抑制曲线0
60 70 %8 流式细胞仪检测细胞凋亡和细胞周期8 取 6
!!BC 4 3 $&’(# 与 6; !!BC 4 3 )+MN 各组，在细胞转染

后继续培养 17 P 后将细胞密度调整至 6 = 6;6; 4 3，

S2& 洗涤细胞 7 次，%?，1;; !3 4 3 乙醇固定 67 P，离

心除去乙醇，S2& 洗细胞 6 次，加入 ); !Q 4 3 "#$ 酶

溶液 6;; !3，/1?水浴 6) !DJ，调整细胞密度至加入

等体积的 6;; !Q 4 3 的碘化丙啶 6;; !3 染色，常温下

避光 /; !DJ，在流式细胞仪上检测细胞周期及细胞亚

二倍体百分率0
60 70 )8 ",+S." 法检测 !"#$! 的 !"#$ 表达8 取上

述各组细胞，提取总 "#$ 测定 %75; J! 4 %7@; J!!60 @0
按一步法 ",+S." 扩增试剂盒说明书进行扩增0 H+
!TH 引 物：上 游：)* -$, ,., .,- .,. ,.. ,.-
$./*，下游：)*,.. $-$ .,. ,-$ .., ,,, -./*，扩

增片段长度 7); UE0 内参对照 -VEWP 引物：上游：)*
.,- $.. ,-. .-, .,$ -$$ $/*，下游：)*-,- -,-
,-$ .,, $-$ --- -/*，扩增片段长度 /@; UE0 S."
扩增条件：>%? /; X，)@? /; X，17? /; X，共 /; 次循

环，最后 17?延伸 6; !DJ0 S." 产物进行 6) Q 4 3 琼

脂糖凝胶电泳，并于凝胶图像分析仪上进行分析并

拍照0
60 70 5 8 免疫组化 $2. 法检测 !"#$! 的蛋白表达 8
常规细胞爬片处理 17 P 后取出玻片，S2& 清洗，丙酮

固定；加入鼠抗人 !"#$! 一抗，%? 冰箱过夜；S2& 清

洗后滴加生物素化山羊抗鼠 YQ-（ YY 抗），保温、漂洗

后加入 $2. 复合物，漂洗后使用 ($2 显色，苏木精

复染，乙醇脱水，二甲苯透明树胶封片，以正常鼠血清

和磷酸盐缓冲液分别代替一抗和二抗，行替代对照和

空白对照0 切片染色完成后于光学显微镜下进行观

察，以细胞质或细胞核出现棕黄色或棕褐色颗粒为阳

性，随机选取 ) 个高倍视野进行记数，每高倍视野记

数 6;; 个细胞，共 );; 个细胞，计算 .+!TH 阳性细胞

比率0
60 70 18 裸鼠皮下移植瘤模型的建立及实验治疗8 将

6 = 6;> 4 3 细胞悬液 ;0 7 !3 接种至裸小鼠皮下，待肿

瘤生长至适当大小（肿瘤无出血、坏死）时，取出瘤体

剪成 6 !! =6 !! =6 !! 左右碎块，用 7; 号穿刺针

接种到裸鼠右前肢腋下皮下，1 W 后选择肿瘤生长良

好、直径约 6 H! 左右的荷瘤小鼠 /; 只为实验模型0
随机分为 5 组，每组 ) 只，分别于瘤体内注射 ;0 5 !3
上述转染分组液 CDEBFGHIDJ（3DE），&’(# 4 3DE，$&’(# 4
3DE，)+MN，)+MN O &’(# 4 3DE 以 及 )+MN O $&’(# 4
3DE，每隔 6 Z[ 注射 6 次，共 / 次0 用游标卡尺每周定

期测量肿瘤最长径（V）和最短径（U），按公式 \ L ( =
V7U 4 5 计算肿瘤体积，根据公式肿瘤抑制率（A）L 6
R（&对照组 R &治疗组）4 &对照组 = 6;;A，观察 ) Z[，绘制生

长曲线0
统计学处理：采用 &S&& 6/0 ; 统计软件，用 ’ ( )

表示，采用 * 检验和单因素方差分析0 + ] ;0 ;) 表示
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差别有统计学意义!

!" 结果

!# $" 各组对 %&’()* 细胞增殖的影响" "#$%& 可

抑制 ’(&)*+ 细胞的增殖，+),- 也能够抑制 ’(&)*+
细胞增殖，当联合应用 "#$%&（. !/01 2 3）和 +),-

（.4 !/01 2 3）时，两者表现出协同作用，各个时间点

两药联合的抑制效果明显高于单用 "#$%& 组（! 5
4! 4.，图 .）和 +),- 组（! 5 4! 4.）!

图 .6 .4 !/01 2 3 +),- 联合 . !/01 2 3 7)/87 "#$%& 对 ’(&)
*+ 细胞增殖的影响

!! ! " 各 组 对 细 胞 凋 亡 的 影 响 " 与 对 照 组 相 比，

"#$%& 组、+),- 组和联合组均能诱导胃癌细胞凋亡

（! 5 4! 4.），"#$%& 和 +),- 联合组 "#$%& 组和 +)
,- 组细胞凋亡差异显著，有统计学意义（! 5 4! 4.）!
同时 "#$%& 组 94 2 9. 期细胞增多，+),- 组 # 期细胞

增多，与对照组相比差异显著（! 5 4! 4.，表 .）!

表 .6 流式细胞仪检测 ’(&)*+ 细胞细胞周期和凋亡率变化

（" # +，$ % &）

组别 94 2 9. # 9: 2 ’ 凋亡率（;）

空白 <.! = > *! .? :<! . > @! A= .4! . > @! ?. 4! = > 4! :A

+),- +A! . > @! +. @<! A > @! :+B <! : > +! :: .:! + > .! 4+B

"#$%& A*! . > *! +.B :.! ? > @! +< *! 4 > *! <<C .4! < > .! .*B

#$%& <4! . > *! :: :<! @ > :! =+ .@! < > <! .. .! : > 4! :?

#$%& D+),- +@! < > <! .. @?! < > A! A=B <! = > *! ?+ .@! . > .! @AB

"#$%& D+),- A.! = > A! <?B :<! . > <! A. :! . > 4! @AC :@! * > .! ==BEF

C! 5 4! 4+，B! 5 4! 4. ’& 空白组，E! 5 4! 4. ’& +),- 组，F! 5 4! 4. ’&

"#$%& 组! "#$%&：反义寡核苷酸；#$%&：正义寡核苷酸!

!! +" 各组对 "#$%" 蛋白表达抑制的影响 & 细胞免

疫组化结果显示，与对照组相比 +),- 组、#$%& D +)
,- 组蛋白表达下降（! 5 4! 4+），"#$%& 组和联合用

药组则更为显著（! 5 4! 4.）；联合用药组较单独 +),-
组和 "#$%& 组 虽 有 差 异，但 无 统 计 学 意 义（ ! G
4! 4+，表 :）!
!# ) " 各组对 "#$%" ,-’. 表达抑制的影响 " HI)
JKH 检测 ()*+( /H&" 水平显示 "#$%& 组、+),- 组、

"#$%& D +),- 组、正义 D +),- 组较对照组相比 HI)
JKH 扩增条带明显减弱（ 图 :）! 通过计算机图像分

析结果表明，与对照组相比，联合组、"#$%& 组和 +)
,- 组差异均有统计学意义（! 值分别 5 4! 4.，4! 4+，

4! 4+）! 两者的联合组的抑制作用虽较两者单用的抑

制 作 用 稍 强，但 与 单 用 两 组 相 比 无 统 计 学 意 义

（表 :）!

表 :6 K)/87 基因在 /H&" 和蛋白表达水平的变化

（" # +，$ % &）

组别 K)/87 阳性率（; ） 半定量 HI)JKH

空白 =:! . > A! * .! 4@ > 4! .*

+),- <=! * > A! +C 4! == > 4! 4<C

"#$%& <:! ? > +! AB 4! =A > 4! 4*C

#$%& =4! = > A! * 4! ?? > 4! .@

#$%& D+),- <=! . > *! =C 4! =: > 4! 4AC

"#$%& D+),- +<! : > @! *B 4! A= > 4! 4+B

C! 5 4! 4+，B! 5 4! 4. ’& 空白组!

’：’CLMNL；.：+),- 组；:："#$%& 组；@：#$%& D+),- 组；*："#$%&
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图 :6 ’(&)*+ 细胞 K)/87 /H&" 的表达

!! *" 各组裸鼠皮下肿瘤生长情况" 治疗前各组裸鼠

肿瘤体积无差别，治疗后随不同治疗时间各组出现明

显变 化：3OP 组 和 #$%& 治 疗 组 肿 瘤 持 续 增 长；

"#$%& 和 +),- 治疗组在注射后 . QM 肿瘤生长开始

缓慢，瘤体缩小，且随时间增长其生长抑制作用更加

明显，肿瘤抑制率与 3OP 和 #$%& 对照组比较有统计

学意义（! 5 4! 4+，表 @）!

+" 讨论

"#$%& 比其他药物设计方法更具有优越性，因

为它能灵活地联合许多化学修饰，调节药学性质，而

不影响疾病相关基因的相互作用［:］，可以针对一些

新靶点分子设计一段 "#$%& 来观察其抗肿瘤生长

及转移的作用，还可将其与化疗药物联合应用，研究

其增效减毒作用!
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表 !" 不同治疗时间各组抑瘤率比较

组别
治疗时间（#$）

% & ! ’ (

空白 ) ) ) ) )

*+,- !. %& / ). %’ ’. %% / ). %% &. %0 / ). &% !. ’& / ). ’1 !. %% / ). &0

2*+,- %1. 0’ / ). (!3 &1. ’& / &. %%3 &0. %4 / !. ’%3 !(. 5! / &. 013 !0. &1 / !. &&3

(678 %(. %% / ). ’’3 &%. 0’ / %. 5%3 &(. %5 / &. 0%3 &0. 11 / &. 413 !&. 5& / !. %03

(678 9 *+,- %1. )0 / ). !03 &&. %( / %. 1&3 &’. !1 / &. ’53 &1. !% / !. )%3 !). !1 / !. )(3

(678 9 2*+,- &). ’’ / %. &&: &1. !0 / &. )%: !&. !! / &. (’: !(. ’’ / !. %&: ’&. ’’ / ’. %&:

3! ; ). )( "# 空白，*+,- 组，:! ; ). )( "# (678，2*+,- 组. 2*+,-：反义寡核苷酸；*+,-：正义寡核苷酸.

" " $%&’$ 基因是 &’$ 基因家族的成员之一，属核内

转录因子，定位于人第 0 号染色体 <&’. %，其表达产

物 :6=>: 蛋白. 其转录调控对象大多与细胞的增殖、

分化、凋亡相关，其过量表达可诱导肿瘤产生［! ? ’］；$%
&’$ 基因不但参与细胞的增殖分化和凋亡过程，而且

与肿瘤的形成和演进有关，还可刺激细胞增生，并且

与突变型 @(! 一起在肿瘤发生中协同发挥作用［(］.
研究表明 $%&’$ 表达越强，胃癌的恶性程度可能越

高，预后可能越差［%］；ABCD 等［1］研究发现 2E62* $%
&’$ 对胃癌细胞具有显著的体内外生长抑制及凋亡

诱导作用. 邓健蓓等［5］用人工合成的反义 $%&’$ 寡

聚脱氧核苷酸观察 $%&’$ 对 FGA0)! 细胞的 ,-2 合

成有抑制作用.
(678 的主要作用机制之一是抑制胸苷酸合成酶

（H*）的活性，干扰 ,-2 的合成和修复. (678 在体内

也可以转化氟尿苷三磷酸（7IH@），直接嵌入 J-2，

影响 J-2 的功能［0］. 由于 (678 对 H* 的抑制和 J-2
的干扰所致的基因毒性，在敏感细胞导致细胞凋亡.
我们采用脂质体介导不同浓度 $%&’$ 2*+,- 转染人

低分化腺癌 FK-’( 细胞后，细胞增殖受抑、凋亡，其

作用随浓度升高而增高；联合 2*+,- 和 (678 的抑制

作用更为显著，说明两者对胃癌细胞作用可能具有协

同性. $%&’$ 表达受抑导致肿瘤细胞凋亡的机制可能

还有以下其它几个方面：! $%&’$ 是原癌基因之一，

可抑制细胞分化，当其表达受到抑制之后，启动了细

胞的正常分化机制［4］." :6=>: 拮抗了其他一些未知

基因突变所致的潜在凋亡作用，当其表达受到抑制之

后，这些基因发挥致凋亡作用. # 由于 $%&’$ 可抑制

肿瘤细胞对损伤 ,-2 的识别功能，当其表达受到抑

制之后，细胞恢复其对损伤 ,-2 的识别功能，使含有

畸变染色体的肿瘤细胞凋亡［%)］.
另外，$%&’$ 基因是许多抗肿瘤药物作用的靶点

之一［%%］. 我们的结果显示 2*+,- 作用于胃癌细胞，

* 期细胞数较对照组明显减少，而 G)6G% 期细胞数增

多，并且凋亡率较对照组明显增高；(678 作用于胃癌

细胞后 * 期细胞增多. 这说明反义 $%&’$ 抑制细胞从

G% 期进入 * 期从而抑制细胞增殖，(678 能将胃癌细

胞阻止于 * 期. 通过 $%&’$& J-2 和蛋白表达检测发

现，(678 对 $%&’$ 的表达有抑制作用，这也可能与 (6
78 对胃癌细胞的增殖抑制有一定关系. 这些都可能

解释 $%&’$ 2*+,- 和 (678 存在协同作用的机制.
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