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　　摘要：目的　探讨 β１整合素反义寡核苷酸（ＡＳＯＤＮ）对裸鼠人胰腺癌移植瘤生长和基因表达的

影响。方法　建立裸鼠人胰腺癌皮下移植瘤模型，随机分为 ３组：对照组（皮下注射脂质体和转染

液）、非特异序列（ＲＯＤＮ）组（皮下注射 ＲＯＤＮ、脂质体和转染液）和 ＡＳＯＤＮ组（皮下注射 ＡＳＯＤＮ、脂质

体和转染液）。治疗后计算抑瘤率和肿瘤缩小率，检测肿瘤中 β１整合素 ｍＲＮＡ和蛋白表达。结果　

ＲＯＤＮ组、ＡＳＯＤＮ组抑瘤率分别为 ４．７５％和 ７２．７０％，ＡＳＯＤＮ组肿瘤缩小 １０．９１％。与其他两组比

较，ＡＳＯＤＮ组裸鼠肿瘤中 β１整合素 ｍＲＮＡ和蛋白表达水平明显降低。结论　靶向 β１整合素的反义

寡核苷酸对人胰腺癌裸鼠皮下移植瘤的生长具有一定的抑制作用，可能为胰腺癌治疗提供新的方法。
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异二聚体，除介导细胞与细胞外基质（ＥＣＭ）的黏

附，还参与细胞的多种生理功能和病理过程。β１

亚基分别与 α１，α５，αｖ等亚基组合构成整合素分

子，与其配体 ＩＶ型胶原蛋白、纤维黏素（ＦＮ）和层

黏连蛋白（ＬＮ）等结合，调节正常细胞及肿瘤细胞

的凋亡、增殖、迁移及黏附。本研究旨在通过建立
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裸鼠人胰腺癌皮下移植瘤模型，观察靶向 β１整合

素的反义寡核苷酸（ＡＳＯＤＮ）在体内的抑瘤效果和

对靶基因表达的影响，为进一步临床应用提供理论

依据。

１　材料与方法

１．１　β１整合素反义寡核苷酸的合成

β１整合素 ＡＳＯＤＮ序列：５′Ｔ Ｇ ＣＡＧＴＡＡＧ

ＣＡＴＣＣＡＴＧＴ３′，非特异序列（ＲＯＤＮ）５′ＧＣ

ＡＡＣＧＡＧＡＧＡＧＣＣＧＴ Ｃ Ｇ３′（为硫代位点：

由硫原子取代磷酸基中一个氧原子，形成硫代磷酸

化寡核苷酸，以阻止其被核酶降解），由大连宝生物

公司合成。

１．２　细胞培养及裸鼠胰腺癌皮下移植瘤模型的建立

高转移人胰腺癌细胞株 ＢＸＰＣ３购于上海生化

所。细胞接种于含 １０％小牛血清（Ｈｙｃｌｏｎｅ公司）、

ＤＭＥＭ培养液（Ｇｉｂｉｃｏ公司）中，在 ３７℃，９５％湿度

及 ５％ＣＯ２的培养箱中培养。取对数期的细胞用

０．２５％胰酶消化制成单细胞悬液，调节细胞浓度为

１×１０１０／Ｌ。ＢＡＬＢ／Ｃ（ｎｕ／ｎｕ）裸小鼠 １５只（购于

湖北省疾病预防中心），４～６周龄，体重 １８～２２ｇ，

雌雄不分，饲养在 ＳＰＦ级无菌饲养室，自由饮食。

于每只裸鼠背部皮下接种 ０．２ｍＬ细胞悬液。接种

后每天观察注射点有无破溃红肿，按规定时间测量

肿瘤体积和裸鼠体重。

１．３　实验动物分组和给药

皮下接种 １５ｄ后，１５只荷瘤鼠被随即分为 ３

组，每组 ５只，称重并测量肿瘤体积。根据不同组

别于瘤体周围皮下注射药物。（１）对照组：注射

ＤＯＳＰＥＲ脂质体（Ｒｏｃｈｅ，ＵＳＡ）１０μｇ＋转染液（无血

清无抗生素 ＤＭＥＭ培养液）总量 ５００μＬ。（２）ＲＯＤＮ

组：注射 ＤＯＳＰＥＲ脂质体 １０μｇ＋ＲＯＤＮ３２μｇ＋转染

液总量 ５００μＬ。（３）ＡＳＯＤＮ组：注射 ＤＯＳＰＥＲ脂质

体 １０μｇ＋ＡＳＯＤＮ３２μｇ＋转染液总量 ５００μＬ。每隔

５ｄ注射 １次，共 ３次。注射前脂质体先室温下溶于

转染液中 ３０ｍｉｎ，再与寡核苷酸包裹并室温下静置

１５ｍｉｎ。第 ３次注射后 ５ｄ处死裸鼠。每次注射前

及处死裸鼠前均测量肿瘤体积及裸鼠体重。用游

标卡 尺 测 量 肿 瘤 最 长 径 （Ｌ）和 横 径 （Ｓ），按 Ｖ

（ｍｍ３） ＝０．５×Ｌ×Ｓ２换算出肿瘤的近似体积。处

死裸鼠，取出肿瘤并称重。肿瘤组织储存在液氮中

备用。肿瘤生长抑制率计算公式：抑瘤率（％）＝

（１－治疗组平均瘤体积／对照组开始平均瘤体积）

×１００％。肿瘤缩小率 ＝（１－治疗前平均瘤体积／

治疗后平均瘤体积）×１００％。

１．４　逆转录 －聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）检测胰腺

癌移植瘤组织中 β１整合素 ｍＲＮＡ的表达

取各组裸鼠的肿瘤组织在液氮中研磨后，用 Ｔｒ

ｉｚｏｌ试剂抽提总 ＲＮＡ，用逆转录酶和 ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）按

３７℃６０ｍｉｎ，９５℃５ｍｉｎ条件进行 ｃＤＮＡ的合成。取

１μＬ逆转录产物进行 ＰＣＲ扩增，反应条件为：９５℃

变性 ５ｍｉｎ，９５℃４５ｓ，５８℃４５ｓ，７２℃４５ｓ；３２个循

环，７２℃延伸 １０ｍｉｎ。反应体系以 βａｃｔｉｎ作为内参

照。β１整合素上游引物为 ５′ＡＡＴＧＡＡＧＧＧＣＧＴ

ＧＴＴＧＧＴＡＧ３′；下游引物为 ５′ＣＴＧＣＣＡＧＴＧＴＡＧ

ＴＴＧＧＧＧＴＴ３′；扩增产物为 ２９０ｂｐ。βａｃｔｉｎ上游

引物为 ５′ＧＧＧＡＣＣＴＧＡＣＴＧＡＣＴＡＣＣＴＣ３′；下游

引物为 ５′ＡＣＴＣＧＴＣＡＴＡＣＴＣＣＴＧＣＴＴＧＣＴＧ３′；

扩增产物为 ５４６ｂｐ。

１．５　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法检测胰腺癌移植瘤组织中 β１

整合素蛋白的表达

取 １００ｍｇ肿瘤组织加入 １ｍＬ裂解液（５０ｍｍｏｌ／

ＬＴｒｉｓＨＣｌ，ｐＨ８．０，１５０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，０．０２％ＮａＮ３，

０．１％ＳＤＳ，１００ｍｇ／ＬＰＭＳＦ，１ｍｇ／Ｌａｐｒｏｔｉｎｉｎ，１％ＮＰ

４０）。取 ５０μｇ蛋白质，行变性聚丙烯酰氨凝胶垂直

电泳，将蛋白质转移至硝酸纤维素膜上，５％脱脂奶

粉封闭；加 β１整合素一抗（１∶１０００），４℃过夜后

加辣根过氧化物酶标记的羊抗兔 ＩｇＧ室温孵育 １ｈ；

采用 ＥＣＬ（ｐｉｅｒｃｅ公司）试剂盒进行化学发光显影，

测定条带吸光度值。

１．６　统计学分析

结果用均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示；差异的显

著性采用 ｔ检验。

２　结　果

２．１　ＡＳＯＤＮ对裸鼠人胰腺癌皮下移植瘤的影响

所有裸鼠成瘤并在治疗过程中存活，接种点无

红肿破溃。治疗前肿瘤体积和裸鼠体重均无统计

学差异。治疗期间对照组和 ＲＯＤＮ组肿瘤体积进行

性增大，两组肿瘤体积比较差异无统计学意义（Ｐ

０１８
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＞０．０５）；ＡＳＯＤＮ组治疗 ５ｄ时肿瘤体积略有增大，

但随着时间的延长，肿瘤开始进行性缩小，至第

１０ｄ和第 １５ｄ时，与同期其他两组相比差异有统计

学意义（Ｐ＜０．０１）。ＡＳＯＤＮ组、ＲＯＤＮ组抑瘤率分

别 为 ４．７５％ 和 ７２．７０％，ＡＳＯＤＮ 组 肿 瘤 缩 小

１０．９１％。治疗期间各组裸鼠生长状态良好，无肉眼

可见毒副反应，各组体重比较无统计学差异（Ｐ ＞

０．０５）并呈增长趋势（表 １～４）。

表 １　不同时间裸鼠肿瘤体积比较

组别
肿瘤体积（ｍｍ３）

０ｄ ５ｄ １０ｄ １５ｄ

对照 ９９．３４±６．５３ １３６．５６±５．４６ ２１１．４２±８．５９ ３２８．９８±１６．８２

ＲＯＤＮ ９８．３６±５．９１ １３２．９６±６．２９ ２０４．１８±１４．０４ ３１３．３４±１１．６４

ＡＳＯＤＮ ９９．６２±７．１２ １１３．９０±８．５４ １０１．００±５．７２ ８９．８２±２．２３

　　注：与ＡＳＯＤＮ比较Ｐ＜０．０１

表２　不同时间抑瘤率

组别
抑瘤率（％）

５ｄ １０ｄ １５ｄ

对照 － － －

ＲＯＤＮ ２．６４ ３．４２ ４．７５

ＡＳＯＤＮ １６．５９ ５２．２３ ７２．７０

　　

表３　治疗后肿瘤缩小率比较

组别
治疗前肿瘤体积

（ｍｍ３）

治疗后肿瘤体积

（ｍｍ３）

肿瘤缩小率

（％）

ＲＯＤＮ ９８．３６±５．９１ ３１３．３４±１１．６４ －

ＡＳＯＤＮ ９９．６２±７．１２ ８９．８２±２．２３ １０．９１

　　 表４　治疗前后裸鼠体重变化

组别
裸鼠体重（ｇ）

治疗前 治疗后

对照 ２０．３６±１．４０ ２１．８８±１．３８

ＲＯＤＮ ２０．９４±１．５９ ２２．１０±１．７４

ＡＳＯＤＮ ２０．３６±１．４４ ２１．７２±１．５２

２．２　胰腺癌移植瘤组织中 β１整合素 ｍＲＮＡ和蛋

白的表达

３组裸鼠移植瘤组织中均有 β１整合素 ｍＲＮＡ

和蛋白的表达，但 ＡＳＯＤＮ组两指标表达水平明显低

于其他两组 （Ｐ＜０．０５）；ＲＯＤＮ组与对照组相比，

β１整合素 ｍＲＮＡ和蛋白水平无统计学差异（Ｐ ＞

０．０５）。ＡＳＯＤＮ在裸鼠体内能有效地阻止 β１整合

素靶基因的转录，并抑制其蛋白的翻译和表达，该

作用具有序列特异性（图 １，２）。

　　Ａ：ＡＳＯＤＮ组；Ｂ：ＲＯＤＮ组；Ｃ：对照组；Ｍ：ＤＬ２０００ｍａｒｋｅｒ

图 １　ＡＳＯＤＮ对胰腺癌移植瘤组织中 β１整合素 ｍＲＮＡ表

达的影响

　　１：ＡＳＯＤＮ组；２：ＲＯＤＮ组；３：对照组

图 ２　ＡＳＯＤＮ对胰腺癌移植瘤组织中 β１整合素蛋白表达

的影响

３　讨　论

近年来，由于 ＤＮＡ合成技术的改进和合成仪

器的研制成功，反义寡核苷酸作为药理学工具和

治疗制剂的研究已经取得实质性进展。反义寡核

苷酸与 ｍＲＮＡ上特定的靶序列互补或“反义”，可

阻断 ｍＲＮＡ的翻译，调节基因到蛋白质的信息传

递，抑制蛋白质的表达。硫代修饰的反义寡核苷

酸因其具有水溶性、核酶裂解稳定性以及易于大

量人工合成的优点而成为最成功的第一代寡核苷

酸替代物。目前，除反义药物福米韦生 （ｆｏｍｉｖｉｒｓ
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ｅｎ）在欧美上市外，还有 ３０多种反义药物进入临

床 试 验。其 中 针 对 肿 瘤 相 关 基 因 ｂｃｌ２，Ｈｒａｓ，

ＰＫＣα，Ｒａｆ１和 ｃｍｙｃ等设计的反义寡核苷酸药物

已取得一定的疗效［１］。随着肿瘤相关基因作用机

制的深入研究，将会有更多的反义药物应用于肿

瘤治疗中。

β１整合素表达上调是肿瘤恶性表型的分子学

改变之一［２］。肿 瘤 侵 袭 性 生 长 与 肿 瘤 细 胞 的 增

殖、凋亡等密切相关。整合素受体和生长因子受

体之间“ｃｒｏｓｓｔａｌｋ”激活下游的整合素相关激酶（ｉｎ

ｔｅｇｒｉｎｌｉｎｋｅｄｋｉｎａｓｅ，ＩＬＫ）、局灶黏附激酶（ｆｏｃａｌａｄｈｅ

ｓｉｏｎｋｉｎａｓｅ，ＦＡＫ）和 ｃＳｒｃ等信号传导分子，通过细

胞周期调控肿瘤细胞的增殖［３～７］。凋亡抑制是肿

瘤细胞生物学特性之一。破坏正常上皮细胞上整

合素与 ＥＣＭ 的相互作用，将会促使凋亡的发生，

这一过程即失巢凋亡（ａｎｏｉｋｉｓ）［８］。β１整合素可能

通过激活有丝分裂原激活蛋白激酶（ＭＡＰＫ）、蛋白

激酶 Ｂ／丝苏氨酸激酶（ＰＫＢ／ＡＫＴ）抑制凋亡的发

生［９，１０］。研究表明［１１］，β１整合素在胰腺癌的侵

袭转移中具有重要作用，调节其表达或活性可能

成为治疗胰腺癌的一种新策略。

本研究建立裸鼠人胰腺癌皮下移植瘤模型，采

用脂质体体内转染部分硫代修饰的 β１整合素的

ＡＳＯＤＮ，观察抑瘤效果和对靶基因表达的影响。结

果表明，正常对照组和 ＲＯＤＮ组的肿瘤体积进行性

增大，而 β１整合素 ＡＳＯＤＮ组肿瘤体积进行性缩

小，与正常对照组和 ＲＯＤＮ组相比差异有统计学意

义；采 用 ＲＴＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ印 迹 方 法，检 测 到

ＡＳＯＤＮ组胰腺癌移植瘤组织 中 β１整合素 ｍＲＮＡ

表达明显受到抑制，翻译的蛋白产物，即 β１整合

素蛋白表达水平显著下降，而正常对照组和 ＲＯＤＮ

组移植瘤组织中 β１整合素表达水平无明显改变。

表明脂质体转染硫代修饰 ＡＳＯＤＮ在体内对 β１整

合素具有较好的选择性、特异性阻断效果。３组治

疗过程中裸鼠的体重均呈增长趋势，生长状态良

好，无 肉 眼 可 见 的 毒 性 反 应。有 关 β１整 合 素

ＡＳＯＤＮ抑制胰腺癌生长的机制尚待进一步探讨。

本研究结果提示，β１整合素的 ＡＳＯＤＮ在体内

对胰腺癌具有一定的抑瘤效果和安全性，β１整合

素 ＡＳＯＤＮ可能成为一种有效的抗肿瘤药物。
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