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Abstract :Objective 　 To investigate if the P KC2αASODN delivered by polyethyleneimine ( PEI) can en2
hance the drug2sensitivities of 52fuorouracil (52Fu) , arsenic t rioxide (As2 O3 ) and ( HCPT) on human hep2
atocellular carcinoma SMMC27721 Cell line. Methods 　SMMC27721 cell incubated with different concen2
t ration of 52Fu , As2 O3 and HCPT alone or combing with ASODN or PEI2ASODN , the inhibitory rate of

cell proliferation was tested by using a cell counting kit (WST28 method) and I C50 was calculated. Results

Three chemotherapeutic drugs combined with PEI2ASODN (0 . 25μmol/ L) reduced their I C50 to 3 . 9μg/

ml、2 . 67μmol/ L 、1 . 46μg/ ml respectively , and their chemotherapeutic sensitivities was enhanced 2 . 86 ,

1 . 84 and 4 . 01 times compared with the pure chemotherapeutic drug group . Conclusion 　PEI2ASODN can

enhance the chemotherapeutic sensitivity on SMMC27721 cell line , and HCPT get s the best combined

effect of all.
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摘 　要 :目的 　探讨蛋白激酶 C(protein kinase c) 反义核酸 (antisense oligonucleotides ,ASODN) 联合 52
Fu、HCPT、As2 O3三种化疗药物对肝癌 SMMC27721 的体外高效抑制作用。方法 　以聚乙烯亚胺 (poly2
ethyleneimine ,PEI)作载体转染 P KC2αASODN ,用 WST28 法检测单纯使用 52Fu、As2 O3 、HCPT 三种化

疗药物以及其联合 PEI2ASODN 对 SMMC27721 细胞的增殖抑制作用 ,并分别计算抑制率和 I C50 。结果

52Fu、As2 O3 、HCPT 与 PEI2ASODN 物联合使用后 ,其 I C50 分别降低到3 . 9μg/ ml、2 . 67μmol/ L 、1 . 46

μg/ ml ,化疗药物的敏感性分别提高到单用化疗药物的2 . 86、1 . 84和4 . 01倍。结论 　PEI 介导的 P KC2α

ASODN 与化疗药物 52Fu、As2 O3 、HCP T 联合使用 ,可提高肝癌细胞对化疗药物的敏感性 ,通过与化疗

药物的相加或协同作用 ,减少化疗药物的用量。
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0 　引言

原发性肝癌是一种对化疗药物不敏感的恶性肿

瘤[ 1 ] 。有报道在肝细胞癌变过程中 ,细胞信号转导

异常起到了关键的作用 ,其中 P KC2α表达异常与肝

癌的发生发展密切相关[ 2 , 3 ] 。反义寡脱氧核苷酸可

以通过转录后抑制来抑制肝癌细胞增殖、诱导凋亡 ,

但是细胞摄取率低、易被核酸酶水解 ,且使用剂量过

大 ,费用昂贵。阳离子聚合体 PEI 作为 ASODN 载

体可以显著提高其转染效率[ 4 ] 。临床常规抗肿瘤药

物虽然抗肿瘤效果肯定 ,但是其毒副作用大 ,易产生

耐药性 ,病人耐受差 ,同样难以起到令人满意的效

果[ 527 ] 。因此 ,本实验研究旨在探讨用聚乙烯亚胺作

为载体 , P KC2α ASODN 联合 52Fu、HCP T、As2 O3

等常规抗肿瘤药物作用于肝癌细胞 ,增强常规化疗

药物的抗肿瘤作用 ,降低用药剂量 ,从而提高病人的

生存时间和生活质量 ,减轻病人的经济负担。

1 　材料与方法

1 . 1 　细胞培养 　人肝癌 SMMC27721 细胞由中山

大学生物化学教研室惠赠 ;用含 10 %新生牛血清 ,

RPMI1640 培养。

1 . 2 　试剂 　CC K28 (Cell Count Kit28)试剂 (日本同
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仁化学研究所) ; 新生牛血清 (天津 TBD2广州展

晨) ; P KC2αASODN (北京塞百盛基因技术有限公

司) ,全硫代修饰 ,PA GE 纯化 , - 20 ℃冻存 ,使用前

用无酚红 RPMI 1640 培养液溶解。P KC2a anti2
sense :5′2GT TCTCGCT GGT GA GT T TCA23′。

1 . 3 　WST28 法检测细胞增殖抑制率 　取对数生长

期、苔盼兰拒染率 > 95 %的细胞 , 调整浓度为 5 ×

104 / ml , 每孔 100μl , 接种于 96 孔板 ,设 3 复孔 , 培

养 4 h , 待贴壁达 40 %～50 %后 ,加入药物。设空白

对照组、单纯 ASODN 组、单纯化疗药物组、ASODN

联合化疗药物组和 PEI2ASODN 联合化疗药物组 ,

各组 P KC2αASODN 浓度均为0 . 25μg/ ml ; PEI 与

P KC 质量比为 3∶4 ,见表 1～3 ;培养 48 h 后 , 每孔

加入 CC K28 试剂 10μl , 继续培养1 h , 多功能酶标

仪 (Bio2Rad) 测定吸光度 A 450nm (激发波长 450 nm ,

参比波长 655 nm) , 计算增殖抑制率及各组 I C50 ;增

殖抑制率 = [ A (对照组) - A (实验组) ]/ A (对照组) ×100 % ;各

化疗药增敏倍数 = 单纯用药组的 I C50 / 联合用药组

的 I C50 。

1 . 4 　统计学方法 　所有数据均用 �x ±s 表示 ,使用

统计软件 SPSS 13 . 0。

1 . 5 　金正均 Q 值法[ 8 ]判断化疗药物与反义核酸联

合使用的效果 　Q = Ea + b / ( Ea + Eb2 Ea ×Eb ) , Ea

和 Eb分别为单用反义核酸和单用化疗药物的抑制

率 ,Ea + b为合并用药的抑制率。式中分子代表“实

测合并效应”,分母是“期望合并效应”,Q 值是两者

之比 ,Q < 0 . 85为拮抗 ,0 . 85 ≤Q < 1 . 15为相加 ,Q

≥1 . 15为协同。

2 　结果

2 . 1 　52Fu 与 PEI2ASODN 联合使用效果 　单用 52
Fu 的 I C50 为15 . 64μg/ ml ;52Fu 与 ASODN 联合使

用 ,表现为拮抗作用 (Q < 0 . 85) , I C50 为26 . 74μg/

ml ;52Fu 与 PEI2ASODN 联合使用 ,表现为协同作

用 (Q ≥1 . 15) , I C50为3 . 9μg/ ml , 增敏倍数为4 . 01 ,

见表 1、4。

2 . 2 　As2 O3 与 PEI2ASODN 联合使用效果 　单用

As2 O3的 I C50为4 . 93μmol/ L ; As2 O3与 ASODN 联

合使用 ,表现为拮抗作用 ( Q < 0 . 85 ) , I C50 为5 . 33

μmol/ L ; As2 O3 与 PEI2ASODN 联合使用 ,表现为

相加作用 (0 . 85 ≤Q < 1 . 15) , I C50 为2 . 67μmol/ L ,

增敏倍数为1 . 84 ,见表 2、4。

2 . 3 　HCP T 与 PEI2ASODN 联合使用效果 　单用

HCP T 的 I C50为4 . 18μg/ ml ; HCP T 与 ASODN 联

合使用 ,表现为相加作用 (0 . 85 ≤Q < 1 . 15) , I C50

为 3 . 1 μg/ ml , 增敏倍数为 1 . 34 ; HCP T 与 PEI2
ASODN 联合使用 ,表现为协同作用 ( Q ≥1 . 15 ) ,

I C50为1 . 46μg/ ml , 增敏倍数为2 . 86 ,见表 3、4。

3 　讨论

蛋白激酶 C 已经成为肿瘤研究领域的热点之

一。研究发现 , P KC2α磷酸化后活化多种蛋白分

子 ,引起分化、增殖、胞膜转运、基因表达等一系列细

胞反应。药物或反义技术封闭 P KC2α表达和活性 ,

可以抑制肿瘤细胞的生长、促进凋亡、抑制侵袭转

移 ,以及增强对化疗药物的敏感性[ 9 ] 。研究表明

P KC2α反义核酸可以抑制胰腺癌、宫颈癌等肿瘤的

表 1 　不同浓度的 52Fu及其联合 ASODN 或 PEI2ASODN对 SMMC27721 细胞增殖抑制作用的比较(μg/ ml)

52Fu 52Fu 联合 ASODN 52Fu 联合 PEI2ASODN

52Fu 浓度 抑制率 ( %) 52Fu 浓度 抑制率 ( %) 52Fu 浓度 抑制率 ( %) Q 值

0 0 0 12 . 4 ±4 . 1 0 18 . 4 ±1 . 4

2 25 . 1 ±0 . 9 2 26 . 8 ±3 . 4 0 . 1 14 . 6 ±3 . 1

4 34 . 7 ±6 . 0 4 31 . 4 ±5 . 6 0 . 5 33 . 8 ±10 . 8

8 40 . 9 ±2 . 4 8 34 . 4 ±1 . 5 1 30 . 7 ±2 . 1

16 50 . 8 ±1 . 4 16 42 . 8 ±3 . 1 2 36 . 0 ±3 . 4 3 0 . 93

32 76 . 1 ±2 . 7 32 55 . 4 ±7 . 5 4 54 . 8 ±1 . 9 3 1 . 17

　　3 与单用 52Fu 组比 , P < 0 . 01 (所有 ASODN 终浓度为0 . 25μmol/ L)

表 2 　不同浓度的 As2 O3及其联合 ASODN或 PEI2ASODN对 SMMC27721 细胞增殖抑制作用的比较(μmol/ L)

单纯 As2 O3 As2 O3联合 ASODN As2 O3联合 PEI2ASODN

As2 O3浓度 抑制率 ( %) As2 O3浓度 抑制率 ( %) As2 O3浓度 抑制率 ( %) Q 值

0 0 0 10 . 4 ±4 . 1 0 13 . 6 ±3 . 8

2 53 . 2 ±1 . 2 0 . 5 - 7 . 6 ±2 . 8 0 . 05 - 0 . 5 ±7 . 6

4 63 . 4 ±1 . 6 1 - 7 . 0 ±3 . 4 0 . 1 2 . 8 ±7 . 6

8 74 . 5 ±1 . 3 2 1 . 3 ±4 . 2 0 . 5 25 . 9 ±5 . 7

16 61 . 0 ±5 . 7 4 28 . 9 ±1 . 2 1 53 . 1 ±2 . 5 3

32 71 . 8 ±6 . 5 8 47 . 3 ±16 . 6 2 64 . 6 ±1 . 2 3 1 . 08

　　3 与 0 组比 , P < 0 . 01 (所有 ASODN 终浓度为0 . 25μmol/ L)
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表 3 　不同浓度的 HCPT及其联合 ASODN或 PEI2ASODN 对 SMMC27721 细胞增殖抑制作用的比较(μg/ ml)

单纯 HCP T HCPT 联合 ASODN HCPT 联合 PEI2ASODN

HCPT 浓度 抑制率 ( %) HCPT 浓度 抑制率 ( %) Q 值 HCP T 浓度 抑制率 ( %) Q 值

0 0 0 11 . 8 ±2 . 3 0 16 . 5 ±0 . 5

0 . 5 23 . 4 ±11 0 . 5 29 . 2 ±2 . 1 3 0 . 90 0 . 05 14 . 1 ±1 . 3

1 25 . 3 ±3 . 1 1 43 . 9 ±8 . 6 3 1 . 29 0 . 1 22 . 5 ±5 . 8

2 40 . 4 ±1 . 9 2 45 . 9 ±0 . 3 3 0 . 97 0 . 5 37 . 2 ±1 . 7 3 1 . 03

4 56 . 1 ±2 . 1 4 58 . 8 ±5 . 2 3 0 . 95 1 46 . 3 ±1 . 5 3 1 . 23

8 68 . 6 ±0 . 8 8 72 . 4 ±2 . 2 3 1 . 01 2 50 . 2 ±2 . 9 3 1 . 0

　　3 与单用 HCPT 组比 , P < 0 . 01 (所有 ASODN 终浓度为 0 . 25μmol/ L)

表 4 　不同化疗药物联合反义核酸的 IC50及增敏倍数

组别
As2 O3 52Fu HCPT

I C50 (μg/ ml) 增敏倍数 I C50 (μg/ ml) 增敏倍数 I C50 (μg/ ml) 增敏倍数

单用化疗药物 4 . 923 - 15 . 64 - 4 . 18 -

化疗药物 + AS 5 . 333 - 15 . 47 - 3 . 10 1 . 34

化疗药物 + P2A 2 . 676 1 . 84 3 . 9 4 . 01 1 . 46 2 . 86

　　AS 为 ASODN ; P2A 为 PEI2ASODN

增殖[ 10212 ] 。因此 ,我们针对蛋白激酶 C mRNA 的

SD 序列上游非编码区设计合成反义核酸 ,阻断与

P KC2α相关的信号通路来抑制肿瘤生长、促进其凋

亡。

本实验选用肝癌常用药物 52Fu、As2 O3 及

HCP T 分别与 PEI2ASODN 联合使用。结果表明 :

化疗药物与 PEI2ASODN 联合使用组的 I C50 最低 ,

分别将 SMMC27721 细胞对 52Fu、As2 O3 、HCP T

的敏感性分别提高到单用化疗药物4 . 01、1 . 84、2 . 86

倍 ,这是由于 ASODN 和化疗药物通过不同的机制

共同作用于肝癌细胞 ,提高了肝癌细胞对化疗药物

的敏感性所致。金正均 Q 值法[ 8 ] 分析化疗药物与

反义核酸的相互作用表明 : PEI2 ASODN 与 52Fu、

HCP T 联合使用 ,均表现为协同作用 ;与 As2 O3 联

合使用 ,仅表现为相加作用 ,联合作用效果不如 52
Fu、HCP T 明显 ,原因可能是带负电荷的 ASODN

增加了细胞膜外的电负性 ,影响了细胞对 As2 O3 的

摄入。而线性 PEI 作为一种高效、低毒的阳离子聚

合物 ,能和 DNA 形成中性或者带正电的复合物 ,即

PEI ∃ ASODN ,不仅介导 ASODN 的摄入 ,而且通

过中和部分细胞膜外的负电荷来促进化疗药的摄

入 ,通过不同的机制共同作用肝癌细胞 ,抑制生长、

促进凋亡。

肝癌属于对化疗敏感性差、耐药性强的恶性肿

瘤 ,而肝癌患者常患肝硬化和慢性肝炎 ,肝功能差 ,

不易耐受长期、大剂量的化疗。本实验通过联合使

用化疗药物和 PEI2ASODN ,既能减少反义核酸的

使用量 ,又可减少化疗药物的剂量 ,对于肝癌治疗中

减少药物的毒副作用 ,增强化疗药物的疗效有很好

的效果。
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