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　　摘要：目的　探讨 ｓｕｒｖｉｖｉｎ反义寡核苷酸（ＡＳＯＤＮ）对人肝癌细胞 ＨｅｐＧ２的抑制作用。方法　采用
免疫组织化学法检测肝细胞癌（ＨＣＣ）组织中 ｓｕｒｖｉｖｉｎ的表达。采用脂质体介导 ｓｕｒｖｉｖｉｎＡＳＯＤＮ体外转
染人肝癌细胞株 ＨｅｐＧ２，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测细胞 ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白的表达，ＦＣＭ检测细胞的凋亡率，观察细胞
在软琼脂中的集落形成能力。建立人肝癌裸鼠皮下移植瘤模型，观察 ｓｕｒｖｉｖｉｎＡＳＯＤＮ的体内抑癌作用。
结果　（１）肝癌组织中 ｓｕｒｖｉｖｉｎ表达阳性率为 ７５．８％（２５／３３），明显高于癌旁组织和正常肝组织
（Ｐ＜０．０１）；（２）ｓｕｒｖｉｖｉｎＡＳＯＤＮ体外转染可明显下调 ＨｅｐＧ２细胞 ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白表达，ＡＳＯＤＮ组 ＨｅｐＧ２细
胞凋亡率明显高于空白对照组和 ＳＯＤＮ组（Ｐ＜０．０１），ＡＳＯＤＮ组 ＨｅｐＧ２细胞在软琼脂中形成的集落数
目明显少于空白对照组和 ＳＯＤＮ组（Ｐ＜０．０１）；（３）ＡＳＯＤＮ组瘤体生长速度较空白对照组和 ＳＯＤＮ组
明显减 慢 （Ｐ＜０．０１），ＡＳＯＤＮ组 瘤 体 重 量 较 空 白 对 照 组 和 ＳＯＤＮ组 明 显 减 轻 （Ｐ＜０．０５）。
结论　Ｓｕｒｖｉｖｉｎ在 ＨＣＣ组织中高表达；ｓｕｒｖｉｖｉｎＡＳＯＤＮ可以诱导 ＨｅｐＧ２细胞凋亡，在体外实验和动物实验
中对 ＨｅｐＧ２细胞生长都有抑制作用。 ［中国普通外科杂志，２００７，１６（７）：６４６－６４９］
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第７期 张鸽文，等：Ｓｕｒｖｉｖｉｎ反义寡核苷酸对人肝癌细胞的抑制作用

　　肝细胞癌（ＨＣＣ）是肝脏最常见的原发性恶性
肿瘤，其病死率在我国十大恶性肿瘤排名第二位。

目前对肝癌的治疗是以手术切除为主的综合治

疗，其术后 ５年生存率为 ３８．１％［１］。基因治疗是

近年来研究的热点之一。而 ｓｕｒｖｉｖｉｎ是凋亡抑制
蛋白家族的一个新成员，其选择性地在肿瘤组织

中表达而在正常分化成熟组织中几乎不表达［２］，

这种选择性表达特性使其成为恶性肿瘤基因治疗

的一个理想分子靶点。为此，本研究检测了 ｓｕｒ
ｖｉｖｉｎ在 ＨＣＣ中的表达，同时采用针对 ｓｕｒｖｉｖｉｎｍＲ
ＮＡ设计的反义寡核苷酸（ａｎｔｉｓｅｎｓｅｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ，
ＡＳＯＤＮ），转染人肝癌细胞 ＨｅｐＧ２，观察 ｓｕｒｖｉｖｉｎ
ＡＳＯＤＮ对 ＨｅｐＧ２细胞的抑制作用。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　标本来源及分组　（１）肝癌组织组　选
用中南大学湘雅医院 ２００３年 ２月—２００４年 ３月
手术切除、病理诊断明确的 ＨＣＣ石蜡标本 ３３例，
其中男 ２７例，女 ６例；年龄 １５～６９岁，中位年龄
４６．２岁。按 Ｅｄｍｏｎｓｏｎ病理分级，Ｉ级 ５例，ＩＩ级
９例，ＩＩＩ级 １０例，ＩＶ级 ９例。（２）癌旁组织组　
３３例取自上述 ＨＣＣ患者距肿瘤 １ｃｍ以上的肝组
织，病理证实无癌组织。（３）正常肝组织　６例取
自 ２００３年 ５月—２００４年 １月切除的肝外伤性肝
破裂或肝血管瘤周围的正常肝组织，其中男 ５例，
女 １例；年龄 １２～４７岁。
１．１．２　细胞及裸鼠　人肝癌细胞株 ＨｅｐＧ２由中
南大学湘雅医学院细胞中心提供。Ｂａｌｂ／ｃ裸鼠由
北京中科院动物研究所提供，雌性，４～６周龄，体
重 １８～２２ｇ，实验裸鼠及实验条件均达到无特殊
病原菌级（ＳＰＦ级）标准。
１．１．３　主要试剂　ＡＳＯＤＮ序列为 ５′ＣＣＣＡＧＣＣＴ
ＴＣＣＡＧＣＴＣＣＴＴＧ３′，正义寡核苷酸 （ＳＯＤＮ）序列为
５′ＣＡＡＧＧＡＧＣＴＧＧＡＡＧＧＣＴＧＧＧ３′，均采用硫代磷
酸化修饰［３］，由上海生工公司合成。Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉ
ｎｅＴＭ２０００购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
试剂盒、ＥＭＣ显色剂、ＳＡＢＣ试剂盒购自武汉博士
德生物工程有限公司。ＳｕｒｖｉｖｉｎＡｂ１购自美国 Ｓａｎ
ｔａＣｒｕｚ公司。碘化丙啶（ＰＩ）购自美国 Ｓｉｇｍａ公司。
１．２　ＨＣＣ组织 ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白表达检测

采用卵白素生物素过氧化酶（ＳＡＢＣ）免疫组
织化学染色方法，实验步骤按试剂盒说明书进行，

一抗工作浓度为 １∶２００。Ｓｕｒｖｉｖｉｎ为胞浆表达，阳
性表达判断参照 Ｌｕ［４］的方法。
１．３　ＨｅｐＧ２细胞培养及 ｓｕｒｖｉｖｉｎＡＳＯＤＮ转染

人肝癌细胞株 ＨｅｐＧ２，以含 １０％胎牛血清青
霉素、链霉素各 １００μ／ｍＬ的 ＤＭＥＭ培养基常规培

养，每 ４天传代 １次，取对数期生长的细胞用于实
验。按 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司提供 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００转
染程序，将 ｓｕｒｖｉｖｉｎＡＳＯＤＮ导入细胞，待细胞孵育
２４ｈ后收集细胞进行检测。
１．３．１　 实 验 分 组 　 实 验 共 分 为 ３组。（１）
ＡＳＯＤＮ组：以 ４００ｎｍｏｌ／ＬＡＳＯＤＮ转染 ＨｅｐＧ２细胞；
（２）ＳＯＤＮ组：以 ４００ｎｍｏｌ／ＬＳＯＤＮ转染细胞；（３）
空白对照组：以无血清 ＤＭＥＭ培养基代替转染复
合物转染细胞。

１．３．２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测转染后 ＨｅｐＧ２细胞 ｓｕｒ
ｖｉｖｉｎ蛋白的表达　将转染后的 ３组细胞制成单细
胞悬液，调整细胞浓度至 ５×１０６／ｍＬ，取 １ｍＬ细
胞悬液提取总蛋白质，用紫外分光光度法测定其

浓度。取 ５０μｇ蛋白进行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ印迹检测
ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白的表达，一抗为 １∶１０００兔抗人 ｓｕｒ
ｖｉｖｉｎ，二抗为 １∶１０００辣根过氧化物酶标记的羊
抗兔 ＩｇＧ。ＥＭＣ显色，常规显影和定影，观察结果。
１．３．３　ＦＣＭ检测转染后 ＨｅｐＧ２细胞的凋亡率　
将转染后的 ３组细胞制成单细胞悬液，调整细胞
浓度至 １×１０６／ｍＬ，取 １ｍＬ细胞悬液，常规固定，
ＰＩ染色，采用 ＦＡＣＳｏｒｔ流式细胞仪（ＢｅｃｔｏｎＤｉｃｋｓｏｎ，
ＵＳＡ）在 ４８８ｎｍ波长处进行检测，所得数据用
Ｃｅｌｌｑｕｅｓｔ软件进行分析。细胞凋亡指数（ＡＩ）的计
算：ＡＩ＝亚二倍峰细胞数／总细胞数 ×１００％。
１．３．４　软琼脂集落形成实验　将转染后的 ３组
细 胞 制 成 单 细 胞 悬 液，调 整 细 胞 浓 度 至

１×１０３／ｍＬ，０．６％琼脂与 ＤＭＥＭ培养液按 １∶１比
例混合，加入细胞悬液，充分混匀，注入到 ０．５％
下层琼脂的 ６孔板中，使每孔细胞数为 ５００个，设
６个复孔，凝固后置于 ３７℃，５％ＣＯ２和饱和湿度
培养箱内，培养 １４ｄ后弃培养基，１×ＰＢＳ冲洗，甲
醇固定，加姬姆萨应用液染色 ３０ｍｉｎ，流水洗净，
计数细胞数≥５０的克隆数。克隆形成率 ＝（克隆
数／接种 细 胞 数） ×１００％，比 较 ＡＳＯＤＮ 组，
ＳＯＤＮ组及空白对照组克隆形成率的差别。倒置
显微镜下观察细胞集落形成。

１．４　ＳｕｒｖｉｖｉｎＡＳＯＤＮ对裸鼠肝癌移植瘤的影响
取 ９只雌性，４～６周龄，体重 １８～２２ｇ的

ＢＡＬＢ／ｃ裸鼠，随机分为 ３组。将 ＨｅｐＧ２细胞按每
只 １×１０７个细胞／０．２ｍＬ接种于裸鼠腋下。以皮
下结节直径超过 ０．５ｃｍ为成瘤标准。当瘤体最
大径长至 １ｃｍ大小时，开始分 ３点向瘤体内缓慢
注射相应注射剂 ０．２ｍＬ（ＡＳＯＤＮ组注射 １０μｇ
ＡＳＯＤＮ＋２０μＬＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００混合物。ＳＯＤＮ
组注射 １０μｇＳＯＤＮ＋２０μＬＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００混
合物。空白对照组：以无血清 ＤＭＥＭ培基替代上
述注射剂）。每 ３天 １次，同时用游标卡尺测量肿
瘤最大径（Ｌ）和最小径（Ｉ）。连续测定 ３周。根据
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公式：Ｖ＝π／６ＬＩ２计算肿瘤体积，绘制肿瘤体积生
长曲线。第 ２２天处死裸鼠并分离瘤体，称瘤重。
１．５　统计学处理

运用 ＳＰＳＳ１１．０软件处理数据，半定量等级资
料用秩和检验分析组间差异，计量资料用方差分

析分析组间差异。检验水准为 α＝０．０５。

２　结　果

２．１　Ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白在 ＨＣＣ组织中的表达
Ｓｕｒｖｉｖｉｎ阳性染色主要定位于肝癌细胞的胞

浆，阳性细胞在 ＨＣＣ组织内呈散在分布。３３例
ＨＣＣ组织中有 ２５例 ｓｕｒｖｉｖｉｎ表达为阳性，阳性率
为 ７５．８％。其中强阳性 １１例（３３．３％），中等阳
性 ７例（２１．２％），弱阳性 ７例（２１．２％），阴性 ８
例（２４．３％）。３３例癌旁组织和 ６例正常肝组织
ｓｕｒｖｉｖｉｎ表达均为阴性。ＨＣＣ组织中 ｓｕｒｖｉｖｉｎ的表
达水平较癌旁组织和正常肝组织明显高，差异均

有统计学意义（Ｐ＜０．０１）（图 １）。

图 １　ＨＣＣ中 ｓｕｒｖｉｖｉｎ免疫组织化学染色强阳性（×４００）

２．２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测转染后细胞 ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白
的表达结果

ＡＳＯＤＮ组细胞 ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白的表达较空白对
照组和 ＳＯＤＮ组明显减弱，而对照组与 ＳＯＤＮ组无
明显差异（图 ２）。
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　　图 ２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测细胞 ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白表达结果
　　１：空白对照组；２：ＳＯＤＮ组；３：ＡＳＯＤＮ组

２．３　ＦＣＭ 对细胞凋亡率（％）的分析结果
经单因素方差分析，ＡＳＯＤＮ组细胞凋亡率

（１５．３１±０．５４）较空白对照组（６．２５±０．４０）和
ＳＯＤＮ组（６．３６±０．３５）明显增加（Ｐ＜０．０１），而
空 白 对 照 组 与 ＳＯＤＮ 组 则 无 明 显 性 差 异
（Ｐ＞０．０５）。
２．４　软琼脂集落形成实验结果

经单因素方差分析，ＡＳＯＤＮ组细胞集落形成
率［（１４．１６±１．６８）％］较空白对照组［（３３．２４
±１．９１）％］和 ＳＯＤＮ组［（３１．４２±２．０５）％］明
显减少（Ｐ＜０．０１），而空白对照组与 ＳＯＤＮ组则
无明显性差异（Ｐ＞０．０５）（图 ３）。

! " #

图３　软琼脂集落形成实验结果　　Ａ：空白对照组；Ｂ：ＳＯＤＮ组；Ｃ：ＡＳＯＤＮ组

２．５　ＳｕｒｖｉｖｉｎＡＳＯＤＮ对裸鼠肝癌移植瘤的抑制

作用

３组裸鼠均于接种后 ５～７ｄ在皮下可触及瘤

体，出瘤率为 １００％；１０～１２ｄ瘤体最大径可长

至 １ｃｍ大小，实验过程中无裸鼠死亡。根据持续

测量所得肿瘤体积，绘制出 ３组裸鼠肿瘤体积生

长曲线图（图 ４）。经重复测量设计资料的方差

分析，ＡＳＯＤＮ组瘤体生长较空白对照组和 ＳＯＤＮ
组明显受到抑制（Ｐ＜０．０１），而空白对照组瘤体
生长与 ＳＯＤＮ组无明显性差异（Ｐ＞０．０５）。经单
因 素 方 差 分 析， ＡＳＯＤＮ 组 瘤 体 重 量

［（１．２１±０．１８）ｇ］较空白对照组［（３．５８±１．１７）
ｇ］和 ＳＯＤＮ组 ［（３．２５±１．０６）ｇ］明 显 减 轻
（Ｐ＜０．０５），而空白对照组瘤体重量与 ＳＯＤＮ组无
明显性差异（Ｐ＞０．０５）。

８４６



第７期 张鸽文，等：Ｓｕｒｖｉｖｉｎ反义寡核苷酸对人肝癌细胞的抑制作用

空白对照组

!"#$

组
%!"#&

组

'('')*)+),)-./)

时间!

0

"

-

)

'

,

/

1

肿
瘤
体
积

!

2
3
,

"

图 ４　裸鼠肿瘤体积生长曲线图

３　讨　论

Ｓｕｒｖｉｖｉｎ是近年来发现的一种凋亡抑制蛋白，
具有抑制细胞凋亡和促进细胞增殖双重生物学

效应，广泛表达于肺癌、乳腺癌、结直肠癌、胃癌、

胰腺癌等肿瘤，与肿瘤的发生、发展密切相关［５］。

本研究发现，ｓｕｒｖｉｖｉｎ在 ＨＣＣ组织中的阳性表达率
为 ７５．８％（２５／３３），而在癌旁组织和正常肝组织
中无表达，这与 Ｉｔｏ等［６］的结果相一致，提示 ｓｕｒ
ｖｉｖｉｎ在 ＨＣＣ组织中高表达，且表达具有很高的特
异性，因而可作为 ＨＣＣ基因治疗的特异性靶点。

反义核酸技术是近年来兴起的一种新基因治

疗技术，主要包括 ＡＳＯＤＮ、反义 ＲＮＡ和核酶。其
中 ＡＳＯＤＮ是一种能特异性抑制基因表达的单链
ＤＮＡ分子，可以在转录水平和翻译水平调节相关
基因的表达，其设计相对简便，毒副作用小，稳定

性较高，是目前最有可能应用于临床的基因治疗

方法［７］。本研究采用针对 ｓｕｒｖｉｖｉｎｍＲＮＡ翻译起始
位点 设 计 的 ＡＳＯＤＮ 体 外 转 染 人 肝 癌 细 胞 系
ＨｅｐＧ２，结果表明，４００ｎｍｏｌ／ｌｓｕｒｖｉｖｉｎＡＳＯＤＮ可明
显下调 ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白的表达，提示该 ＡＳＯＤＮ能够
有效地封闭 ｓｕｒｖｉｖｉｎ的表达，因此可用于特异性地
阻断 ｓｕｒｖｉｖｉｎ表达以研究其功能并进行反义治疗。

研究显示，ｓｕｒｖｉｖｉｎＡＳＯＤＮ能够诱导肿瘤细胞
自发性凋亡，引起细胞有丝分裂失败，抑制肿瘤

形成和生长［８－１０］。本研究应用 ｓｕｒｖｉｖｉｎＡＳＯＤＮ体
外转染后发现，ＨｅｐＧ２细胞凋亡率明显增加，软
琼脂细胞集落形成能力明显下降，提示 ｓｕｒｖｉｖｉｎ基
因在肝癌细胞中发挥重要的抑制凋亡作用，ｓｕｒ
ｖｉｖｉｎＡＳＯＤＮ转染后可解除 ｓｕｒｖｉｖｉｎ对凋亡的抑制
作用，明显诱导 ＨｅｐＧ２细胞自发性凋亡，从而抑

制细胞增殖。为进一步了解 ｓｕｒｖｉｖｉｎＡＳＯＤＮ的体
内抑癌作用，本研究建立了人肝癌裸鼠皮下移植

瘤模型，将 ｓｕｒｖｉｖｉｎＡＳＯＤＮ直接注射到移植瘤内
观察肿瘤体积生长曲线和瘤体重量变化。结果

表明，ＡＳＯＤＮ组 裸 鼠 皮 下 移 植 瘤 生 长 速 度 较
ＳＯＤＮ组和对照组明显减慢（Ｐ＜０．０１），ＡＳＯＤＮ
组瘤 体 重 量 较 对 照 组 和 ＳＯＤＮ 组 明 显 减 轻
（Ｐ＜０．０５），提示 ｓｕｒｖｉｖｉｎＡＳＯＤＮ可以有效抑制肝
癌裸鼠移植瘤的生长。

综上所述，ｓｕｒｖｉｖｉｎＡＳＯＤＮ在体外实验和动物
实验中对肝癌细胞 ＨｅｐＧ２生长都有抑制作用，因
此 ｓｕｒｖｉｖｉｎ有望成为肝癌基因治疗中的一个有效
靶点。
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