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Abstract :Objective　 To investigate the effect s of peptide nucieic acid stargeting Ki67 gene ( PNAs) on the

proliferation and apoptosis of human renal carcinoma cell line cells. Methods　Human renal carcinoma cell

line 78620 cells were t reated with PNAs (10 . 0μmol/ L) . The Ki67 expression of 78620 cells was detected

by immunohistochemical technique and Western blot method respectively. The proliferation of 78620 cells

was studied by cell growth curves and 3 H2thymidinuptake assay. The apoptosis of 78620 cells was detec2
ted by TUN EL assay. The contral group was t reated with antisense oligonucleotides (ASODNs) of Ki67 .

Results　The Ki67 experssion rate of 78620 cells t reated by PNAs (16 . 9 ±0 . 7) was lower than that of

ASODNs treated group (28 . 6 ±0 . 4) ( P < 0 . 01) . The Ki67 protein rate of 78620 cells t reated by PNAs

(42 . 1±2 . 2) was lower than that of ASODNs treated group (83 . 6 ±1 . 4) ( P < 0 . 01) . The 3 H2thymidine

incorporation rates of 78620 cells t reated by PNAs (20 . 7±1 . 5) was lower than that of ASODNs treated

group (58 . 6±1 . 4) ( P < 0 . 01) . The apoptosis rate of 78620 cells t reated by PNAs (28 . 7±2 . 3) was high2
er than that of ASODNs treated group (13 . 8 ±1 . 0) ( P < 0 . 01) . Conclusion 　PNAs have both antisense

and antigene effcct s. PNAs of Ki67 have more powerful effect s on the proliferation and apoptosis of hu2
man renal carcinoma cells than ASODNs of Ki67 gene.
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摘　要 :目的　探讨肿瘤增殖相关基因 Ki67反义肽核酸 ( PNAs) 、反义寡核酸 (ASODNs)对人肾癌细胞

增殖及凋亡的调控。寻找肾癌反义治疗的合适药物。方法　将 PNAs转染人肾癌 78620 细胞系 ,采用

免疫组化、Western blot 技术检测 Ki67表达 ,细胞生长曲线、3 H2thymidine掺入试验检测肾癌细胞增殖 ,

TUN EL 法检测癌细胞凋亡。并与相同浓度的 ASODNs进行对比。结果 　PNAs处理组 (10μmol/ L )

78620细胞 Ki67表达阳性率 ( %) (16 . 9±0 . 7)降低 , Ki67 蛋白 ( %) (42 . 1 ±2 . 2)降低 ,与 ASODNs处理

组 (28 . 6±0 . 4) (83 . 6±1 . 4)比较差异有显著性 ( P < 0 . 01 , P < 0 . 01)。PNAs处理组3 H2thymidine掺入

率 ( %) (20 . 7±1 . 5)减少 ,与 ASODNs处理组 (58 . 6±1 . 4)比较差异有显著性 ( P < 0 . 01) 。PNAs处理组

凋亡细胞阳性率 ( %) (28 . 7±2 . 3)增加 ,与 ASODNs处理组 (13 . 8±1 . 0)比较差异有显著性 ( P < 0 . 01)。

结论　PNAs可在反义及反基因二个环节发挥抗肿瘤作用 ,与 ASODNs相比 , PNAs有更强的阻抑人肾

癌 Ki67基因表达、增殖及促进凋亡作用 ,是一种有前途的基因治疗药物。
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0　引言

为寻找肾癌基因反义治疗药物 ,将肿瘤增殖相

关基因 Ki67 反义肽核酸、反义寡核酸导入人肾癌

786 - 0细胞 ,对比研究其对肾癌细胞增殖及凋亡的

调控作用 ,报道如下。

1　材料与方法

1 . 1　材料

人肾癌透明细胞株 78620 购自中科院上海细胞

研究所。Ki67 免疫组化试剂盒 , Ki67 一抗、二抗 ,

原位末端凋亡检测试剂盒购自 Santa Cruz 公司 ,
3 H2t hymidine 购自中国原子能研究院 ,脂质体 Li2
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pofectin AMIN E购自 GIBCO公司。

1 . 2　Ki67反义肽核酸、寡核酸合成及转染

根据 Ki67 cDNA1972214 位置的碱基序列 ,设

计出阻断翻译起始端的反义肽核酸 ( PNAs) 、反义

寡核酸 (ASODNs) ,经 BL AST确认与 Ki67 以外的

人类已知基因序列无同源性。以随机 PNAs 作对

照。PNAs 由美国 TA G Copenhagen 公司合成。

ASODNs由北京奥科生物技术公司合成 , HPL C纯

化。 PNAs 序 列 : Gly2GCGTCTCGT GGGCCA2
CA T2L ys , ASODNs序列 :52GCGTCTCGT GGGC2
CACA T23 , 随 机 PNAs 序 列 : Gly2GA GCA T2
TACGCGA TACGC2Lys。以 1μL 脂质体 Lipofec2
tin AMIN E包装 1nmol PNAs (ASODNs)的比例将

二者分别用不含血清的培养基稀释、混匀 ,室温放置

45分钟 ,生成 PNAs ( ASODNs)2脂质体复合物 ,待

用。

1 . 3　细胞培养及实验分组

2 ×105 / mL 78620 细胞于含 10 % FCS 的 RP2
MI21640中培养 24～48 小时 ,待细胞密度 > 90 %以

上时 ,0 . 25 %胰酶消化计数接种到培养板或瓶内 ,然

后分对照组 (培养基 + 脂质体 ) 、随机 PNAs 组

(10 . 0μmol/ L ) 、ASODNs 组 (10 . 0μmol/ L ) 、PNAs

(1 . 0、2 . 0、10 . 0μmol/ L )组分别加入不同试剂。每

组设 3复孔。

1 . 4　Ki67抗原检测

采用免疫组化方法。将1 . 0 ×1 . 0cm的玻片经

防脱片处理后置入 24孔培养板孔内 ,每孔接种 3 ×

104 / mL 78620 细胞悬液0 . 5mL ,培养 24 小时。按

实验分组加入不同试剂继续培养 48小时 ,取出玻片

固定、洗片后 ,滴加 Ki67 一抗 (鼠抗人) ,湿盒中过

夜 ,加二抗 (兔抗鼠) ,DAB染色 ,并经复染。在高倍

镜下随机计数 5个视野 ,细胞核内含棕色颗粒为阳

性细胞 ,计算所占百分比。

1 . 5　Ki67蛋白检测

采用 Western blot 技术。1 ×106 / mL 78620 细

胞加入 6mL 培养瓶中培养 24 小时 ,按实验分组加

入不同试剂继续培养 72小时 ,收集细胞。采用快速

制备法提取核蛋白[ 1 ] ,经电泳、转膜后杂交 ,一抗为

鼠抗人 Ki67单抗 ,二抗为碱性磷酸酶标记的兔抗鼠

多抗 ,以 NB T/ BCIP 显色。结果以图象处理仪

( Gene Company)分析处理。

1 . 6　细胞生长曲线测定

将 3 ×104 / mL 78620 单细胞悬液100μL接种于

96孔板 ,48小时后更换培养液 ,按实验分组加入试

剂 ,每隔 24小时取 3 孔作细胞计数 ,取平均值绘出

生长曲线。

1 . 7　细胞增殖活性检测

采用 3 H2t hymidine掺入试验。将 3 ×104 / mL

78620单细胞悬液 1mL 接种于 24孔培养板 ,按分组

加入 试 剂 培 养 48 小 时。每 孔 分 别 加 入
3 H2t hymidine 18 . 5kbq ,24小时后收集细胞 ,并吸附

于玻璃纤维纸上 ,烘干后加入闪烁液 ,液闪计数仪测

cp m值 ,结果以掺入率 =实验组 cp m/对照组 cp m×

100 %表示。

1 . 8　细胞凋亡检测

采用免疫组化 TUN EL 法。细胞处理同1 . 4所

述 ,玻片固定后与通透液 Triton2100 共同孵育 ,然

后滴加 TUN EL 反应混合液 ,在湿盒中 37℃孵化 1

小时 ,PBS洗 3次 ,DAB染色 ,在高倍镜下随机计数

5个视野 ,细胞核呈现黄褐色即为阳性 ,计算所占百

分比。

1 . 9　统计学处理

States统计软件处理 ,采用成组设计 t检验。

2　结果

2 . 1　Ki672PNAs对人肾癌 78620细胞的 Ki67表达

的影响

浓度为 10μmol/ L 的 PNAs 可显著抑制肾癌

78620 细胞的 Ki67 表达阳性率及蛋白水平 ( P <

0 . 01) ,且高浓度 PNAs 的抑制作用大于低浓度

PNAs ( P < 0 . 01 ) , 而 10μmol/ L ASODNs 与

1 . 0μmol/ L PNAs对 78620 细胞的 Ki67 表达作用

差异不显著 ( P > 0 . 05) ,见表 1、图 1。

表 1　各处理组 78620细胞 Ki67表达结果

组别　　
免疫组化 Western blot

Ki67阳性率 ( %) Ki67蛋白量比 ( %)

对照组 34 . 8±1 . 6 100 . 0

随机 PNAs 33 . 2±1 . 3 ▲ 98 . 7±0 . 3 ▲

ASODNs 28 . 6±0 . 4 ○# 83 . 6±1 . 4 ○#

PNAs (1 . 0μmol/ L) 28 . 1±0 . 5 ý # 81 . 9±8 . 4 ý #

PNAs (2 . 0μmol/ L) 23 . 5±1 . 8 ý 57 . 7±5 . 0 ý

PNAs (10 . 0μmol/ L) 16 . 9±0 . 7 ý 42 . 1±2 . 2 ý

　　注 : ▲与对照组比较 P > 0 . 05 ; ○与对照组比较 P <
0 . 01 ; #二组之间比较 P > 0 . 05 ; ý 三组之间两两比较 P <
0 . 01

图 1　各处理组 78620细胞 Ki67蛋白表达

2 . 2　Ki672PNAs对人肾癌 78620 细胞生长曲线的

影响

浓度为 10μmol/ L 的 PNAs 可显著抑制肾癌
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78620细胞生长 ,且高浓度 PNAs 的抑制作用大于

低浓度的 ,而 10μmol/ L ASODNs 与 1 . 0μmol/ L

PNAs 对 78620 细胞生长抑制作用无显著差异 ,见

图 2。

图 2　各处理组 78620细胞生长曲线

2 . 3　Ki672PNAs 对人肾癌 78620 细胞3 H2TdR 掺

入的影响

浓度为 10μmol/ L 的 PNAs 可显著抑制肾癌

78620细胞3 H2TdR掺入率 ,且高浓度的抑制作用大

于低浓度的 ( P < 0 . 01 ) ,而 10μmol/ L PNAs 与 1 .

0μmol/ L PNAs对 78620 细胞的3 H2TdR掺入率影

响无显著差异 ( P > 0 . 05) ,见表 2。

表 2　各处理组 78620细胞3 H2TdR掺入结果

组别　　 增殖抑制率 ( %)

对照组 0

随机 PNAs 98 . 5±3 . 9 ▲

ASODNs 58 . 9±2 . 8 ○#

PNAs (1 . 0μmol/ L) 54 . 2±4 . 3 ý #

PNAs (2 . 0μmol/ L) 31 . 0±1 . 4 ý

PNAs (10 . 0μmol/ L) 20 . 7±1 . 5 ý

　　注 : ▲与对照组比较 P > 0 . 05 ; ○与对照组比较 P <
0 . 01 ; #二组之间比较 P > 0 . 05 ; ý 三组之间两两比较 P <
0 . 01

2 . 4　Ki672PNAs对人肾癌 78620 细胞的凋亡的影

响

浓度为10μmol/ L 的 PNAs 可促进肾癌 78620

细胞的凋亡 ,且高浓度 PNAs 的作用大于低浓度

PNAs ( P < 0 . 01 ) , 而 10μmol/ L ASODNs 与

1 . 0μmol/ L PNAs对 78620细胞的凋亡影响无差异

( P > 0 . 05) ,见表 3。

3　讨论

肾癌恶性度高 ,且对放疗、化疗不敏感 ,因此需

要寻找新的治疗方法。近年来随着分子生物学技术

的发展 ,多种肿瘤基因反义治疗研究进入临床 Ⅰ期

试验[ 2 ]。利用第一代反义核酸即反义寡核酸

(ASODNs)封闭癌基因治疗肿瘤取得一定效果 ,但

由于ASODNs结构上的固有缺陷使得反义治疗抗

表 3　各处理组 78620细胞凋亡结果

组 别　　 凋 亡

对照组 7 . 1±0 . 8

随机 PNAs 8 . 4±0 . 6 ▲

ASODNs 13 . 8±1 . 0 ○#

PNAs (1 . 0μmol/ L) 14 . 6±1 . 8 ý #

PNAs (2 . 0μmol/ L) 22 . 4±1 . 4 ý

PNAs (10 . 0μmol/ L) 28 . 7±2 . 3 ý

　　注 : ▲与对照组比较 P > 0 . 05 ; ○与对照组比较 P <
0 . 01 ; #二组之间比较 P > 0 . 05 ; ý 三组之间两两比较 P <
0 . 01

肿瘤效果并不令人满意。1991年 Nielsen[ 3 ]设计并合

成出第三代反义核酸即反义肽核酸 ( PNAs) , PNAs

特有的结构使其既能与癌基因 mRNA结合发挥反义

治疗作用 ,又能与癌基因 DNA双链结合发挥反基因

治疗作用 ,有望给肿瘤基因治疗带来突破。

肽核酸是以 22氨基乙基甘氨酸为骨架的 DNA

结构类似物 ,在肽键骨架上有相应的碱基连接。这

一结构使得 PNA 链既能与靶基因 mRNA 结合又

能与 DNA结合 ,因此 PNAs 具有反义及反基因双

重治疗作用。此外 , PNAs与靶基因结合特异性及

生物活性均优于 ASODNs ,PNA 与 DNA 结合时一

个 PNA碱基的错配平均使其 Tm 值降低 15 ℃,因

此 PNA 与 DNA 的非特异结合得到很好排除 ;而

PNA能耐受核酸酶及蛋白酶的特征使其生物活性

优于 ASODNs ,其使用浓度较 ASO 低 10～ 100

倍[ 526 ]。Norton[ 7 ]将针对端粒酶基因的 PNAs转入

人乳腺癌细胞 ,结果发现肿瘤细胞端粒酶活性明显

受抑 ,其抑制效率比 ASODNs强 10～50倍。

Ki67基因是一肿瘤细胞增殖相关基因 ,其编码

的 Ki67 蛋白 ,在肿瘤增殖 G1、G2、S、M 期均有表

达 ,是肿瘤细胞增殖的必需组分[ 8 ]。我们既往研究

发现 ,肾癌组织 Ki67 表达增强 ,且与肾癌分期、分

级、预后密切相关[ 9 ]。我们的另一项研究发现肾癌

Ki67表达与其免疫逃避关系密切[ 10 ]。本研究发现

10 . 0μmol/ L 浓度的 ASODNs可显著抑制肾癌细胞

Ki67基因表达 ,进而抑制其增殖、促进其凋亡。而

浓度仅为 ASODNs 1 . 0μmol/ L 的 PNAs即可发挥

同样作用。同时发现 PNAs 的这些作用具有浓度

依赖性 , 10 . 0μmol/ L 浓度的 PNAs 其作用是

1 . 0μmol/ L PNAs的 2倍。

综上所述 ,PNAs可在反义、反基因二个环节阻

断肾癌细胞 Ki67 基因表达 ,其抑制肿瘤细胞增殖、

促进凋亡作用均优于 ASODNs ,有望成为肾癌基因

治疗的有力工具。
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1　临床资料

患者 ,男性 ,31 岁 ,两个月前无诱因

自觉上腹部不适 ,与进食无关 ,发现上腹

部有一肿物 ,约鸡蛋大小 ,未治疗。近两

个月来 ,肿物逐渐增大 ,约手拳大小 ,伴

上腹疼痛 ,呈阵发性隐痛 ,向双侧肋缘放

散 ,进食后伴上腹胀感 ,遂就诊。查体 :

上腹部剑突下可触及一包块 ,大小约为

10×8 ×8cm ,有轻度触痛。B超示肝左

叶巨大占位。CT示肝左叶占位性病变。

实验室检查 :肝功正常 , CEP ( - )、A FP

( - )、Fer ( + )、β2 - M G( - )。2000 年

11月 3日行左半肝切除术。

病理检查 :巨检 肝左叶切除标本 ,

其内见大小为 12×10×10cm的肿物 ,表

面呈结节状 ,界清 ,包膜较完整 ,切面实

性 ,淡黄褐色 ,质较软。镜检 :癌细胞呈

多角形 ,聚集成团或梁状排列。胞浆丰

富 ,颗粒状 ,伊红染色深 ,见图 1、2。胞

核多形 ,染色质集中于核周 ,成囊泡样 ,

核仁明显 ,核分裂相可见。癌巢间可见

大量平行排列 ,富含血管 ,呈板层排列的

纤维组织 [1 ] ,见图 3 ,癌细胞浸犯肿瘤包

膜。

病理诊断 :肝左叶纤维板层型肝细

胞癌。

2　讨论

肝脏的纤维板层型肝细胞癌是一种

特殊类型的肝细胞癌 ,此型肝细胞癌发

病率在西方国家相对较多 ,在我国和日

本及南非洲少见 [2 ]。男女发病率基本相

等 (男女 1∶1 . 07) ,好发于年轻人 ,40 岁

以下占一半以上 ,平均为 23 岁。患者血

清 HbsAg 常阴性 , A FP 也阴性。肿瘤

生长较缓慢。该类型癌治疗以手术为

主 ,预后较好 ,5年生存率 63 %[3 ]。在病

理检查中本病主要与硬化型肝细胞癌相

鉴别 ,从高度嗜酸性的瘤细胞及平行板

层状的纤维基质以及患者的临床症状、

CT、B超等检查 ,诊断该类型癌并非困

难。本例患者术后随访近 4年仍健在。

(本例经中国人民解放军总医院病

理科于国教授会诊特此致谢)

(本文图见封 3)
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