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【摘+ 要】目的：观察卵巢癌 TUCV#( 细胞转染 789! 反义寡核

苷酸后在顺铂作用下细胞凋亡的变化- 方法：用 M.. 法检测

不同浓度顺铂对 TUCV#( 细胞的抑制率，Y/E@/?A Z0<@ 法检测

TUCV#( 细胞中 N68$ 蛋白的表达- 流式细胞仪及 .R[1\ 法

检测转染 789! 反义寡核苷酸后顺铂作用下 TUCV#( 细胞凋亡

情况- 结果：顺铂对 TUCV#( 细胞的生长抑制率随浓度增高和

时间延长而升高- Y/E@/?A Z0<@ 法检测证实转染 789! 反义寡

核苷酸后 TUCV#( 细胞中 N68$ 蛋白表达受到明显抑制- 流式

细胞 仪 检 测 抑 制 789! 基 因 表 达 后 TUCV#( 细 胞 凋 亡 率 为

（%%- , ] !- %）̂ ，明显高于正常组（$*- % ] !- %,）̂ ，空脂质体

组（()- , ] !- *）̂ 及 转 染 正 义 寡 核 苷 酸 细 胞 组（*%- , ]
!- $）̂ - .R[1\ 法检测结果与流式细胞法一致- 结论：789!
可作为卵巢癌增敏治疗的有效靶点-

【关键词】789! 基因；反义核酸技术；卵巢肿瘤；顺铂

【中图号】_%(%- ($+ + + 【文献标识码】K

GH 引言

肿瘤细胞的多耐药性已成为恶性肿瘤化疗失败

的重要原因［!］，进行化疗增敏或寻找新的治疗手段

具有重要意义- 细胞周期检测点是增强肿瘤治疗敏

感性研究的热点之一［$］- 肿瘤的耐药与肿瘤细胞逃

避放化疗诱导的肿瘤细胞凋亡有关，因为放化疗作用

下可使细胞周期检测点激活，导致细胞周期停滞和细

胞的损伤修复，从而使肿瘤细胞避免凋亡- 周期检测

点激酶 !，$（;6/;8 ><4A@ 84A3E/ !，$，N68!，N68$）是细

胞周期检测点中最关键的效应蛋白酶［(］- 国外一些

研究表明，转染 789: ‘ 789! 反义寡核苷酸可明显提高

一些肿瘤模型对抗肿瘤药物的敏感性，说明 789: ‘
789! 可能是一些肿瘤增敏治疗的有效靶点［*］- 本研

究通过检测 789! 反义寡核苷酸对顺铂诱导的 TUCV#
( 细胞凋亡的影响，以探讨 789! 能否作为卵巢癌增敏

治疗的有效靶点-

IH 材料和方法

I- IH 材料H TUCV#( 细胞株由西安交通大学临床医

学研究分子中心提供- _WMa !,*" 购自 G4D;< 公司，

胎牛血清购自杭州四季青生物工程材料有限公司，噻

唑 蓝（ M..）购 自 K2?/EE;< 公 司，转 染 试 剂 \4><#
B/;@324A/ $""" 购 自 aAS4@?<I/A 公 司，鼠 抗 人 N68$
2KD 购自 [1CMK_U1_T 公司，辣根酶标记羊抗鼠二

抗购自博士德公司，原位细胞凋亡检测试剂盒购自华

美生物工程公司-
I- JH 方法

!- $- !+ 细胞培养+ 人卵巢癌细胞 TUCV#( 常规培养
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在含 !"" #$ % $ 胎牛血清的 &’()*!+," 培养基中，培

养条件为 -./，0" #$ % $ 123 饱和湿度，待细胞长满

瓶底时，34 0 5 % $ 胰蛋白酶消化传代4
!4 34 36 (77 法测定不同浓度顺铂在不同时间对 89*
2:*- 细胞生长的抑制率6 取对数生长期的 892:*-
细胞，调整细胞密度为 0 ; !". % $，接种于 <+ 孔板，

3"" !$ % 孔，-./，0" #$ % $ 123 培养箱中培养 3, = 后

加药，使顺铂终浓度为 !"，3"，,"，>"，!+" !#?@ % $，每

个浓度设四个平行孔，并同时设不加药物的阴性对照

和无细胞的空白对照，分别于作用 3,，,>，.3 = 后加

入 3" ##?@ 的 (77 溶液，3" !$ % 孔，继续培养 , = 后，

吸去上清，加入 A(82，!0" !$ % 孔，振荡器震荡 !"
#BC，使结晶溶解完全，用酶标仪（+0" D)2*&EA 公

司）在 ,<" C# 处测量 ! 值，计算细胞增殖抑制率（ BC*
=BFBGB?C HIGJ，)&K）4 绘制顺铂对 892:*- 细胞的生

长抑制曲线4
!4 34 -6 脂质体介导寡核苷酸转染 892:*- 细胞株

!4 34 -4 !6 寡核苷酸链的设计和合成6 根据文献［0］

合成 "#$% 的反义寡核苷酸链（ICGBLJCLJ ?@B5?MJ?NOCP*
Q@J?GBMJ，EM?LC：0R*711E1ESS1E11E17711*-R），并

同时合成其正义的寡核苷酸链（?@B5?MJ?NOCPQ@J?GBMJ，

?MC：0RSSEES7SS7S117S7SSE*-R）作为对照4 均

采用全硫 代 修 饰，其 中 部 分 寡 核 苷 酸 链 的 0R端 以

T)71 标记4
!4 34 -4 3 6 实验分组与转染 6 细胞分 , 组，E：正常

组：未经任何处理；D：转染空脂质体组（$’）；1：转染

"#$% 正义链组（"#$% ?MC 组）；A：转染 "#$% 反义链组

（"#$% EL?MC 组）4 D 至 A 两组在转染终止 !" = 后同

样用 ," !#?@ % $ 顺铂处理细胞 3, =4
!4 34 -4 -6 转染效率的测定6 于转染前一日用无抗生

素的含 !" #$ % $ 胎牛血清的 &’()*!+," 调整细胞密

度为 34 0 ; !"> % $，接种于 3, 孔板，0"" !$ % 孔4 转染

当天细胞密度达到 <"K U <0K，并换为 0"" !$ 无抗

生素无血清 &’()*!+," 培养4 分别取不同量的荧光

标记的寡核苷酸链（"4 +，"4 >，!4 " !5）加到 0" !$ 的

&’()*!+," 中， 混 匀4 再 取 3 !$ 的 $BV?*
WJQGI#BCJ3"""，加到 0" !$ 的 &’()*!+," 中，混匀4 室

温放置 0 #BC 后，将分 别 混 有 寡 核 苷 酸 链 和 $BV?*
WJQGI#BCJ3""" 的 &’()*!+," 混合，室温放置 3" #BC

（寡核苷酸链与脂质体比值分别为 "4 + !5X3 !$，"4 >
!5X3 !$ 和 !4 " !5X3 !$）4 将上述混合物加入 3, 孔

板中，轻轻混匀，放 -./，0" #$ % $ 123 培养箱中，培

养 + = 后将培养基换为 0"" !$ 含 !"" #$ % $ 胎牛血

清的 &’()*!+,"，继续培养至 3, =，荧光倒置显微镜

下观察转染效率4

!4 34 ,6 YJLGJHC D@?G 法检测 1=Z3 蛋白的表达6 用酶

抑制剂法提取细胞总蛋白，并用 DHIMW?HM 比色法作蛋

白定量，煮沸 0 #BC 使蛋白变性，!3" 5 % $ 聚丙烯酰胺

凝胶电泳分离蛋白质，转膜，加入 ! X,"" 稀释的鼠抗

人 1=Z3 #EF，室温孵育 !4 0 =，7D87 洗膜 - #BC，+
次4 加入 !X-""" 稀释的辣根酶标记的羊抗鼠二抗室

温孵育 ! =，7D87 洗膜 - #BC，+ 次4 [1$（购自 E#JH*
L=I# FB?LQBJCQJ）显色，\ 光胶片暴光，洗片，扫描存

档4
!4 34 06 流式细胞仪检测细胞凋亡6 收集细胞，调整

细胞密度为 ! ; !"< % $，取 ! #$ 细胞悬液，离心，’D8
洗涤 - 次，加 !" !$ ECCJNBC*:*T)71，轻轻混匀，加入

0 !$ ’) 避光室温反应 !0 #BC，上流式细胞仪（[’$18
[$)7[ 12]$7[& 12&’2&E7)2^ 公司）检测4
!4 34 +6 7]^[$ 法检测细胞凋亡6 将 892:*- 单细胞

悬液接种于 3, 孔培养板培养，使细胞爬于盖玻片，按

前述分组处理细胞后捞出盖玻片，多聚甲醛固定，按

7]^[$ 试剂盒说明进行操作4
统计学处理：实验结果均采用 8’88!-4 " 软件进

行方差分析及两两比较4 & _ "4 "0 为差异有统计学

意义4

!" 结果

!# $" 顺铂对 %&’()* 细胞的生长抑制作用 " 对照

组 892:*- 细 胞 体 外 生 长 良 好，!"，3"，,"，>"，!+"
!#?@ % $ 顺铂对 892:*- 细胞均有明显的抑制效应

（& _ "4 "0），!" !#?@ % $ 顺铂作用 892:*- 细胞 3,，

,>，.3 = 后的抑制率分别为 3<4 !K，!>4 3K，0"4 ,K，

!+" !#?@ % $ 顺铂作用 892:*- 细胞 3,，,>，.3 = 后的

抑制率分别为 .>4 <K，.>4 0K，>>4 ,K 4 随着时间延

长和浓度增加，其抑制作用越来越明显（图 !）4 AA’
作用 3, = 的 )10"值为 -.4 3 !#?@ % $4

图 !6 顺铂对卵巢癌 892:*- 细胞株生长抑制曲线

!# !" !"#% 反义寡核苷酸转染 %&’()- 细胞的效率

6 用 T)71 标记的寡核苷酸转染 892:*- 细胞，3, =
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后用荧光倒置显微镜观察转染效率，发现 !"# $ %&’()
*+,-./&0+1222 脂质体比率为 23 4 !561 !%，23 7 !561
!% 和 83 2 !5 6 1 !% 时的转染效率分别为 973 1:，

973 9:和 993 ;:，其中 !"# $ %&’(*+,-./&0+1222 脂质

体比率为 83 2 !561 !% 时转染效率最高（图 1）3

#：!"# $ %&’(*+,-./&0+ 1222 脂质体比率为 23 4 !561!%；<：!"# $ %&’()
*+,-./&0+ 1222 脂质体比率为 23 7 !561 !%；=：!"# $ %&’(*+,-./&0+ 1222
脂质体比率为 83 2 !561 !%；#8，<8，=8：光镜检测；#1，<1，=1：荧光倒

置显微镜检测3
图 1> 不同比率的 !"# $ %&’(*+,-./&0+1222 脂质体转染效率>
? 12

!" #$ 转染 !"#! 反义寡核苷酸对 %&’1 蛋白表达的

影响 > @+A-+B0 <C(- 检测结果显示其灰度值分别为

83 14，23 D4，23 19，23 24，可见转染 "#$! 反义寡核苷酸

可明显抑制 =EF1 蛋白的表达（ 图 ;）3 与空白对照

组，空脂质体组和转染 "#$! 正义链组比较差异有统

计学意义（% G 23 28）3

#：正常组；<：转染空脂质体组（%H）；=：转染 "#$! 正义链组（ "#$! (I0

组）；!：转染 "#$! 反义链组（"#$! #A(I0 组）3

图 ;> "#$! 反义寡核苷酸对 JKLM); 细胞 =EF1 蛋白表达的影响

!" ($ 转染 !"#! 反义寡核苷酸对 )*+,-; 细胞早期

凋亡的影响> N2 !/(C $ % 顺铂处理各组细胞 1N E 后，

流式细胞仪检测转染 "#$! 反义链组细胞凋亡率为

（DD3 4 O 83 D）:，明显高于正常组（1N3 D O 83 D4）:，

空脂质体组（;P3 4 O 83 N）: 及转染正义寡核苷酸细

胞组（ND3 4 O 83 1）:（% G 23 2P）3 说明转染 "#$! 反

义寡 核 苷 酸 可 诱 导 JKLM); 细 胞 的 凋 亡 增 加3
QR"S% 染色后，转染 "#$! 反义寡核苷酸链后 JKLM);
细胞在顺铂作用下凋亡细胞数明显高于正常组，空脂

质体组和转染 "#$! 正义寡核苷酸链组凋亡细胞数

（图 N）3 检测结果与 #00+T&0 M $ HU 流式细胞仪检测

法获得结果一致3

#：正常组；<：转染空脂质体组（%H）；=：转染 "#$! 正义链组（ "#$! (I0

组）；!：转染 "#$! 反义链组（"#$! #A(I0 组）3

图 N> QR"S% 法检测顺铂处理 1N E 后各组细胞的凋亡> ? N2
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!" 讨论

由于对卵巢癌仍缺乏有效的早期诊断方法，多数

患者确诊时已属晚期，卵巢癌亦成为死亡率最高的妇

科恶性肿瘤! 手术治疗后辅以化学治疗是目前卵巢

癌的标准治疗方案，然而，肿瘤对化疗药物的耐药常

导致治疗失败! 有报道约 "#$ 的卵巢癌患者对化疗

原发性耐药，至少 %&$ 的卵巢癌患者最终形成多种

药物联合化疗的耐药! 研究发现，肿瘤细胞的多耐药

性以成为恶性肿瘤化疗失败的重要原因之一［"］，因

而进行化疗增敏或寻找新的治疗手段具有重要意义!
!"#$ ’ !"#% 在细胞周期检测点中起重要作用! 国

外一些研究表明通过阻断 !"#$ ’ !"#% 可以明显增加

肿瘤细胞的凋亡［( ) %］! 大量研究表明，!"#$，* 主要在

+* ’ , 期检测点发挥作用［-］! ./0 受损后，活化的

1234 ’ * 磷酸化 5.5*# 上的 6789*"(，使其形成与 ":;<;
< 蛋白质结合的位点，从而阻止 5.5*# 的去磷酸化

作用! 如此 1=1* 因未脱磷酸化不具活性最终影响

1=1* 与 5>14?@A 构成的活性复合体从而引起 +*;, 期

阻滞［"& ) ""］! 卵巢癌细胞对化疗药物的耐药是治疗失

败的重要原因! 为了证明 !"#% 是否是卵巢癌增敏治

疗的有效靶点，通过反义寡核苷酸杂交技术，合成

!"#% 反义寡核苷酸链，经过杂交，用 B7CD79@ A4ED 法

检测 523* 蛋白在肿瘤细胞中的表达情况! 并用顺铂

处理杂交后细胞，通过流式细胞术检测，比较其与其

他对照组肿瘤细胞凋亡率的改变情况! 我们的实验

结果表明，通过阻断 !"#%，可明显增加卵巢癌细胞对

顺铂的敏感性!
本研究首先用 ,FF 法检测不同浓度的顺铂在不

同时间点对卵巢癌 6GHI;< 细胞的抑制率的变化!
通过本试验，我们了解到顺铂对 6GHI;< 细胞的抑制

率随时间和浓度的增加上升! 并计算出 ..J 作用 *:
2 的 K5#&值为 <L! * !ME4 ’ N! 所以我们在后面的实验

中均选择用 :& !ME4 ’ N 顺铂处理 6GHI;< 细胞 *: 小

时! 并通过检测 !"#% 反义寡核苷酸转染细胞的效

率，获得一个最佳的寡核苷酸和脂质体的比例，使实

验结 果 更 加 稳 定 可 靠! 以 上 结 果 表 明 ./0 ’ N?OE;
P71DQM?@7 *&&& 脂质体比率为 &! ( !R ’ * !N，&! % !R ’ *
!N 和 "! & !R ’ * !N 时的转染效率均接近 "&&$ ! 我

们选择寡核苷酸 ’ N?OEP71DQM?@7 *&&& 脂质体比率为

&! % !R ’ * !N 来转染 6GHI;< 细胞! 转染后，用 B7CD;

79@ A4ED 法检测各组 6GHI;< 细胞的 523* 蛋白表达

情况，发现转染 !"#% 反义寡核苷酸链组 !"#% 蛋白的

表达明显降低! 用 :& !ME4 ’ N 顺铂处理 6GHI;< 细胞

*: 2 后，用流式细胞仪及 FS/TN 法检测显示转染

!"#% 反义寡核苷酸链组 6GHI;< 细胞的凋亡率明显

增加（& U &! &#）! 证明了阻断 !"#% 来增加宫颈癌对

顺铂敏感性的有效性!
综上所述，采用反义寡核苷酸可以有效地抑制

523* 蛋白的表达，并增加顺铂诱导的 6GHI;< 细胞

的凋亡! 因此，本试验结果可以证明 !"#% 可以作为

卵巢癌增敏治疗的有效靶点!
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