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ｓｕｒｖｉｖｉｎ反义寡核苷酸对 ＭＣＦ７乳腺癌细胞的
生长抑制作用
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　　摘要：为研究 ｓｕｒｖｉｖｉｎ反义寡核苷酸对 ＭＣＦ７乳腺癌细胞的生长抑制作用，以脂质体介导反义寡
核苷酸组（ＡＳＯＤＮ／ｌｉｐ）、无义寡核苷酸组（ＮＯＤＮ／ｌｉｐ）及 ＲＰＭＩ１６４０培养液的空白对照组（ｌｉｐ）转染人
乳腺癌 ＭＣＦ７细胞系。用 Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８／ＰＩ双重染色观察 ＭＣＦ７细胞的形态学改变；透射电镜观察
细胞超微结构；流式细胞仪检测细胞周期和细胞凋亡的变化；ＤＮＡ凝胶电泳观察凋亡情况。结果示：
转染后的细胞结构呈凋亡样改变；转染后细胞凋亡显著增加，并出现 Ｇ２／Ｍ期阻滞现象；在 ６００ｎｇ／
ｍＬ和 ８００ｎｇ／ｍＬＡＳＯＤＮ／ｌｉｐ组的电泳图谱上呈现明显的“梯状”条带。提示反义核酸技术能使乳癌
细胞中的凋亡抑制基因 ｓｕｒｖｉｖｉｎ表达下调，诱导乳腺癌细胞发生凋亡；这可为 ｓｕｒｖｉｖｉｎ靶向治疗提供理
论依据。
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　　ｓｕｒｖｉｖｉｎ是近年来发现的一个新的细胞凋亡抑
制基因，能抑制肿瘤细胞凋亡，使肿瘤得以生存。本

实验通过转染 ｓｕｒｖｉｖｉｎ反义寡核苷酸（ＡＳＯＤＮ）技术
抑制乳癌细胞 ｓｕｒｖｉｖｉｎ的表达，诱导乳腺癌 ＭＣＦ７细
胞发生凋亡，为乳腺癌的基因治疗提供理论依据。

　　收稿日期：２００６－０２－１４；　修订日期：２００６－０３－０１。

　　作者简介：杨策尧，女，广东梅州人，昆明医学院第一附属医院博士

研究生，主要从事胃肠，乳腺癌实验方面的研究。

　　通讯作者：段体德　Ｅｍａｉｌ：ｔｄｄｕａｎ＠１６３．ｃｏｍ。

１　材料和方法

１．１　细胞培养
ＭＣＦ７人乳腺癌细胞株由中国科学院上海细胞

研究所提供。将 ＭＣＦ７乳腺癌细胞加入含 １０％小
牛血清的 ＲＰＭＩ１６４０培养液制成细胞悬液，镜下计
数；调节细胞至约 １×１０６个／ｍＬ，分别将 ＭＣＦ７接
种于 ３０ｍＬ培养瓶、９６孔培养板及铺有盖玻片的 ６
孔培养板中，３７℃ ５％ ＣＯ２，常规培养至 ８０％汇片

值得一提的是已有研究报道，通过构建表达 ＯＤＣ

反义 ＲＮＡ的腺病毒载体，体外感染前列腺癌细胞

系，可以明显观察到其对前列腺癌细胞增殖的抑

制作用［８］，这对利用 ＯＤＣ作为靶标进行肿瘤的基

因治疗打下了基础。
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后进行转染。

１．２　脂质体介导 ｓｕｒｖｉｖｉｎＡＳＯＤＮ转染 ＭＣＦ７细胞
１．２．１　寡核苷酸的设计及合成　采用 ｓｕｒｖｉｖｉｎｍＲ
ＮＡ２３１２５１设 计 互 补 ＡＳＯＤＮ。ＡＳＯＤＮ序 列 为 ５′
ＣＣＣＡＧＣＣＴＴＣＣＡＧＣＴＣＣＴＴＧ３′；对 照 无 义 寡 核 苷 酸
（ＮＯＤＮ）序列为 ５′ＣＧＣＡＧＴＡＧＣＴＧＣＧＣＴＧＡＴＴＧ３′。对
照序列经基因库（ＧｅｎｅＢａｎｋ）比对无相关基因。两条
序列每端 ５个磷酸基采用硫代磷酸型（即在合成时
用硫基取代寡核苷酸片段磷酸上的羟基），部分

ＡＳＯＤＮ５ＦＡＭ荧光素标记，由上海生物工程公司提
供。

１．２．２　转染混合物的制备及配制　Ａ液：ｓｕｒｖｉｖｉｎ
ＡＳＯＤＮ及对照序列的浓度设定为 ２００，４００，８００，
１２００，１６００ｎｇ／ｍＬ，用不含血清及抗生素的 ＲＰＭＩ
１６４０将 ＡＳＯＤＮ配成上述浓度溶液。Ｂ液：将 ｌｉｐｏｆｅｃ
ｔｉｎ：ＲＰＭＩ１６４０（不含血清及抗生素）＝４∶１００μＬ的
比例配成 Ｂ液。混合等体积的 Ａ液与 Ｂ液，室温下
放置约 ４０ｍｉｎ，使脂质体与寡核苷酸充分包裹。寡
核苷酸的终浓度为 １００，２００，４００，６００，８００ｎｇ／
ｍＬ。
１．２．３　转染　将不同浓度的 ＡＳＯＤＮＲＰＭＩ１６４０
转染混合物加入培养瓶或培养板中。设 ６组：（１）
ｌｉｐ组以 ＲＰＭＩ１６４０培养液代替转染混合物作为空
白对照（加入 ｌｉｐ）；（２）ＮＯＤＮ组，以 ＮＯＤＮ／ｌｉｐＲＰＭＩ
１６４０转 染 细 胞 作 为 无 义 对 照；（３）２００ｎｇ／ｍＬ
ＡＳＯＤＮ转染组；（４）４００ｎｇ／ｍＬＡＳＯＤＮ转染组；（５）
６００ｎｇ／ｍＬＡＳＯＤＮ转染组；（６）８００ｎｇ／ｍＬＡＳＯＤＮ转
染组。各组分别在 ３７℃５％ ＣＯ２常规培养 ２４ｈ后，
弃去转染混合物，胰酶消化收集细胞。９６孔板中的
细胞用于检测细胞贴壁率、细胞生长抑制率以及绘

制细胞生长曲线。

１．３　透射电镜观察 ＭＣＦ７细胞超微结构
转染接种于 ３０ｍＬ培养瓶的细胞 ４８ｈ，以０．２５％

胰蛋白酶／０．０２ＥＤＴＡ消化，戊二醛原位固定，琼脂
包埋沉淀细胞，梯度丙酮系列脱水，Ｅｐｏｎ８１２系列包
埋固定，超薄切片用醋酸铀及柠檬酸铅染色，电镜

下观察、拍照。

１．４　Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８与碘化丙啶（ＰＩ）染色细胞形
态学观察

荧光显微镜下观察细胞核形态及颜色改变以区

分天然细胞、凋亡细胞及坏死细胞。

１．５　流式细胞仪检测细胞凋亡率和细胞周期
细胞转染结束后培养 ４８ｈ每组收集 ２×１０６个

细胞，预冷的 ７０％乙醇 ４℃固定 ２４ｈ，磷酸盐缓冲
液（ＰＢＳ）洗涤 ３次，细胞重悬于 ０．４ｍＬＰＢＳ中，加入
１０．１５ｍｇ／ｍＬ的 ＰｎａｓｅＡ３７℃孵育 １ｈ，１ｇ／ｍＬＰＩ４℃

染色过夜，流式细胞仪检测凋亡细胞的比率和细胞

周期。资料经 ＭｏｄＦｉｔ软件分析。
１．６　ＤＮＡ抽提及电泳
１．６．１　凋亡细胞的 ＤＮＡ抽提　收集 ２×１０６／ｍＬ
的实验组和对照组细胞，８００ｒ／ｍｉｎ离心洗涤后，按
凋亡 ＤＮＡ提取试剂盒说明书实验。收取 ＤＮＡ，弃去
无水乙醇后，用 ７０％乙醇混匀漂洗 ３次；开盖室温
放置 １５ｍｉｎ让 乙 醇 挥 发，加 入 含 １ｍｍｏｌＥＤＴＡ，
１０ｍｍｏｌＴｒｉｓＨＣｌ（ｐＨ７．８）ＴＥ缓冲液，使 ＤＮＡ溶解，
４℃冰箱保存备用。
１．６．２　ＤＮＡ琼脂糖凝胶电泳　取 １０μＬ提取的
ＤＮＡ样 品 （含 １μｇＤＮＡ量）与 ０．２５％ 溴 酚 蓝 和
４０％蔗糖溶液混匀后，加入琼脂糖凝胶样品槽内，
在由 １ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ（ｐＨ８．０）和 ４５ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－硼
酸缓 冲 液 配 制 的 内 含 ０．５μｇ／ｍＬ溴 乙 锭 染 料 的
１．５％琼脂糖凝胶中电泳，电压稳定在 ５０Ｖ。电泳
１．５ｈ后，取出标本在紫外灯下观察 ＤＮＡ阶梯状条
带形成。结果用紫外透射仪观察，拍照。

１．７　统计学处理
本实验数据以 ｘ±ｓ表示。应用 ＳＰＳＳ１１．０软件

包进行方差分析。检验标准 α＝０．０５；Ｐ ＜０．０５
为差异有显著性。

２　结　果

２．１　细胞形态学观察
处理后的 ＭＣＦ７细胞表现为细胞体积缩小，细

胞完整、细胞膜皱缩、染色质浓缩边聚呈新月形、细

胞核固缩与断裂、核仁消失；细胞核或细胞质内可

见浓 染 致 密 的 颗 粒 状 荧 光 即 为 早 期 凋 亡 细 胞

（图１）。

１：坏死细胞；２：正常细胞；３：凋亡细胞

图 １　ＭＣＦ７细胞经 Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８／ＰＩ染色后在荧光显微
镜下的形态（×４００）

２．２　ＤＮＡ电泳结果

６００，８００ｎｇ／ｍＬＡＳＯＤＮ在 ｌｉｐ介导下处理 ＭＣＦ

７细胞 ４８ｈ后，在电泳图谱上呈现明显的“梯状”条

带（图 ２）。推论 ＡＳＯＤＮ在 ｌｉｐ介导下能诱导 ＭＣＦ７

细胞凋亡。

２９２
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８００ｎｇ／ｍＬＡＳＯＤＮ／Ｌｉｐ组

图 ２　处理 ＭＣＦ７细胞 ４８ｈ后凋亡 ＤＮＡ凝胶电泳图

２．３　转染前后细胞周期的变化

细胞周期分析可见转染后各组 Ｇ１期细胞分别

为 ７２．６２％，６８．２６％，６２．３８％，５４．６５％，１２．９８％

及 ７．０１％。各转染组 Ｇ１期细胞显著减少，Ｓ期细

胞无明显变化；转染后各组 Ｇ２／Ｍ 期细胞分别为

５．８３％，４．９８％，７．１２％，１２．２８％，４０．１８％ 及

４３．８２％；各转染组 Ｇ２／Ｍ 期细 胞 显 著 增 加，出 现

Ｇ２／Ｍ期阻滞现象。说明 ｓｕｒｖｉｖｉｎＡＳＯＤＮ能以剂量

依赖的方式诱导乳癌细胞阻滞于 Ｇ２／Ｍ 期；随着

ＡＳＯＤＮ浓度的增加，凋亡峰值增大，２００ｎｇ／ｍＬ组凋

亡峰值为（２．３８±０．１０）％；当浓度达到 ８００ｎｇ／

ｍＬ时，凋亡峰值为（３０．１６±１．６８）％，此时 Ｇ２／Ｍ

期细胞所占的比例随之增加。ＡＳＯＤＮ组不同浓度

间差异有显著性（Ｐ＜０．０５），与 ｌｉｐ组和 ＮＯＤＮ／ｌｉｐ

组比较差异亦有显著性（Ｐ ＜０．０５）。这种差别均

见于 Ｇ１期、Ｓ期和 Ｇ２／Ｍ期（图 ３，表 １）。

图 ３　转染 ｓｕｒｖｉｖｉｎＡＳＯＤＮ前后凋亡峰及细胞周期的变化

表 １　转染 ２４ｈ后细胞周期的变化（％，ｘ±ｓ）

　分组 ｎ 凋亡峰
细胞周期

Ｇ１ Ｓ Ｇ２／Ｍ
　ｌｉｐ ４ ０．７１±０．０４ ７２．６２±１．８４ ２０．８４±０．７４ ５．８３±０．４３
　ＮＯＤＮ／ｌｉｐ ４ ０．７８±０．０４ ６８．２６±１．４３ ２５．９８±０．８９ ４．９８±０．４５
　２００ｎｇ／ｍＬＡＳＯＤＮ／ｌｉｐ ４ ２．３８±０．１０１），２） ６２．３８±１．４２１），２） ２８．１２±１．０７１），２） ７．１２±０．６１２）

　４００ｎｇ／ｍＬＡＳＯＤＮ／ｌｉｐ ４ ７．８３±０．４８１），２） ５４．６５±１．５７１），２） ２５．２４±０．６５１） １２．２８±０．７６１），２）

　６００ｎｇ／ｍＬＡＳＯＤＮ／ｌｉｐ ４ ２２．７１±０．３５１），２） ２．９８±０．８８１），２） ２４．１３±０．７７１），２） ４０．１８±０．２６１），２）

　８００ｎｇ／ｍＬＡＳＯＤＮ／ｌｉｐ ４ ３０．１６±１．６８１），２） ７．０１±０．２１１），２） １９．０１±１．０２１），２） ４３．８２±１．４８１），２）

　　　　注：１）与ｒｉｐ组比较Ｐ＜０．０１；２）与ＮＯＤＮ／ｒｉｐ组比较Ｐ＜０．０１

２．４　透射电镜观察

经反义核酸作用后 ４８ｈ，６００ｎｇ／ｍＬＡＳＯＤＮ／ｌｉｐ

组发现大量凋亡细胞，表现为细胞核边聚，核浓缩，

核碎裂等（图 ４，５）。

示凋亡细胞染色质凝集成团块状，部分附着在核膜上

图 ４　透射电镜（×３０００）

示凋亡细胞染色质边聚，形成新月状

图 ５　透射电镜（×３０００）

３９２
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３　讨　论

目前肿瘤的生物学治疗已成为乳腺癌治疗的

重要辅助手段，在肿瘤细胞内导入凋亡活化基因

或灭活凋亡抑制基因已经构成肿瘤基因治疗中最

诱人的策略之一。本实验发现，ｓｕｒｖｉｖｉｎ的表达对

促进乳腺癌细胞完成有丝分裂具有重要作用。采

用 ｓｕｒｖｉｖｉｎＡＳＯＤＮ转染乳腺癌细胞后，出现了 Ｇ２／

Ｍ期阻滞现象，表现为转染后 Ｇ２／Ｍ 期细胞较对

照组显 著 增 加 而 Ｇ１ 期 细 胞 减 少；随 着 ｓｕｒｖｉｖｉｎ

ＡＳＯＤＮ浓度的增加，转染后 Ｇ２／Ｍ 期细胞逐步增

加而 Ｇ１ 期 细 胞 迅 速 减 少。 此 结 果 与 Ｋｏｂａｙａｓｈｉ

等［１］的报道一致。由于 ｓｕｒｖｉｖｉｎ仅特异地表达于细

胞周期的 Ｇ２／Ｍ期，故可推测 ｓｕｒｖｉｖｉｎ基因可使细

胞顺利地通过 Ｇ２／Ｍ 期检验点，促进细胞周期从

Ｇ１向 Ｓ期变化。据此也可认为 ｓｕｒｖｉｖｉｎ是一种 Ｇ２／

Ｍ检验点调控相关基因。封闭 ｓｕｒｖｉｖｉｎ的表达可以

诱导乳腺癌细胞的生长停滞于 Ｇ２／Ｍ 期，使之无

法完成有丝分裂，从而抑制乳腺癌细胞的增殖活

性促进其发生凋亡。

本实验通过 ＤＮＡ电泳发现，ｓｕｒｖｉｖｉｎＡＳＯＤＮ／ｌｉｐ

在 ４００ｎｇ／ｍＬ作用 ４８ｈ后可检出特异性凋亡带，

终浓度为 ６００ｎｇ／ｍＬ，８００ｎｇ／ｍＬ时较明显。凋亡

细胞的生化改变关键点是 ＤＮＡ链被核酸内切酶从

核小体 处 切 断 形 成 大 约 １８０～２００ｂｐ整 数 倍 的

ＤＮＡ片段，电泳图，表现为 ＤＮＡ梯形构型或条纹。

说明 ＡＳＯＤＮ在 ｌｉｐ倡导下能诱导 ＭＣＦ７细胞发生

凋亡。测定 ＤＮＡ含量即可辨别凋亡细胞；其特点

是在正常细胞周期前出现一个不连续性亚二倍体

峰（或凋亡峰）。凋亡峰的出现及其大小是流式细

胞仪定量分析 ＤＮＡ断裂的一个重要指标，较琼脂

糖凝胶电泳检测具有更高的灵敏性，且能精确定

量区分早期凋亡细胞、晚期凋亡细胞与死亡细胞。

本实验通过流式细胞仪检测不同浓度 ＡＳＯＤＮ／Ｌｉｐ

转染组凋亡峰值较 ｌｉｐ和 ＮＯＤＮ／ｌｉｐ组明显上升（Ｐ

＜０．０５）。经 ６００ｎｇ／ｍＬｓｕｒｖｉｖｉｎＡＳＯＤＮ／Ｒｉｐ处理

后的 ＭＣＦ７细胞再经 Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８／ＰＩ双重染色

后，在荧光显微镜下紫外光激发可观察到细胞肿

胀、体积增大、外形不规则、细胞膜皱缩、染色质浓

缩边聚呈新月形、细胞核固缩与断裂、核仁消失等

细胞形态学改变，在细胞核或细胞质内可见到有

浓染致密的颗粒状荧光的早期凋亡细胞及被染成

红色荧光的坏死细胞。通过电镜观察发现 ｓｕｒｖｉｖｉｎ

ＡＳＯＤＮ／ｌｉｐ在 ４００ｎｇ／ｍＬ作用 ４８ｈ后大量细胞凋

亡，表现为 ＭＣＦ７细胞有较多致密的凋亡小体，并

出现细胞核浓缩、核聚集、核碎裂、核边集等。在

ＡＳＯＤＮ／ｌｉｐ６００ｎｇ／ｍＬ及 ８００ｎｇ／ｍＬ组则可观察到

更多的细胞凋亡形态学改变，而在 ｌｉｐ组及 ＮＯＤＮ／

ｌｉｐ组细胞超微结构未发现明显的凋亡细胞形态学

改变。吴万敏等［２］报道在人浸润性乳腺癌中 Ｓｕｒ

ｖｉｖｉｎ的阳性表达率为 ７０．５％，Ｓｕｒｖｉｖｉｎ在组织学 ＩＩＩ

级的表达阳性率明显高于 ＩＩ级（Ｐ＜０．０５），即分

化低者阳性率高于分化高者，提示使用 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ表

达功能拮抗剂有可能提供新的乳腺癌治疗模式。

段体德等［３］的 动物实验研究报道证实 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ反

义寡核苷酸可有效地抑制人乳腺癌裸鼠皮下肿瘤

的生长速度，异促进诱导肿瘤细胞的凋亡。综上

所述，笔者认为 ＡＳＯＤＮ能抑制乳腺癌细胞中的凋

亡抑制基因 ｓｕｒｖｉｖｉｎ的表达，可望成为一种治疗肿

瘤的有效方法。
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