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　　摘要：目的　探讨人胰岛素样生长因子 １类受体（ＩＧＦＩＲ）干扰质粒（ＰＳＵＰＥＲｓｉＲＮＡＩＧＦＩＲ）对人肝
癌细胞株 ＳＭＭＣ７７２１裸鼠移植瘤生长的抑制作用。方法　建立人肝癌细胞株 ＳＭＭＣ７７２１裸鼠移植瘤
模型，将 ＰＳＵＰＥＲｓｉＲＮＡＩＧＦＩＲ质粒转染入移植瘤中，观察对肿瘤生长的作用。结果　ＰＳＵＰＥＲｓｉＲＮＡ
ＩＧＦＩＲ对人肝癌细胞株 ＳＭＭＣ７７２１裸鼠移植瘤有生长抑制作用。与对照组相比 ＩＧＦＩＲ和 ＭＶＤ的表达
明显下降。结论　 ＰＳＵＰＥＲｓｉＲＮＡＩＧＦＩＲ能抑制肝癌裸鼠移植瘤的生长。
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　　在细胞周期中，一旦细胞进入 Ｇ１期，在其他
生长 因 子 缺 乏 的 情 况 下 胰 岛 素 样 生 长 因 子

１（ＩＧＦ１）可促使细胞增殖周期完成［１］。而 ＩＧＦ１的
活性主要是由 ＩＧＦＩ受体（ＩＧＦＩＲ）所介导；后者在很
大程度上决定了细胞增殖状况。ＩＧＦｌ与肿瘤的发
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生、发展、转移密切相关。研究［２－３］表明 ＩＧＦＩＲ在
某些恶性肿瘤中有高表达。双链 ＲＮＡ（ｄｓＲＮＡ）可
以特异性地诱导与之同源的内源信使核糖核酸

（ｍＲＮＡｓ）降解，从而特异性地使相应基因表达沉
默。此现象称为 ＲＮＡ干扰（ＲＮＡｉ）。ｓｉＲＮＡ为研
究未知功能的基因提供了新的反向遗传学手段，

同时在人类基因治疗方面具有潜在的应用价值。

本研究采用 ＰＳＵＰＥＲｓｉＲＮＡＩＧＦＩＲ质粒对人肝癌
裸鼠移植瘤进行治疗研究，以探讨对肝癌治疗的

新方法。
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１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　实验动物　ＢＡＬＢ／Ｃ裸小鼠 １８只由中科
院上海实验动物中心提供。鼠龄 ４～６周，体重
１８～２０ｇ，雌 雄 共 用，在 无 特 殊 病 原 （ｓｐｅｃｉｆｉｃ
Ｐａｔｈｏｇｅｎｆｒｅｅ，ＳＰＦ）条件下饲养。
１．１．２　主要试剂　脂质体（ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎ２０００）购
自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；兔抗人 ＩＧＦＩＲ多克隆抗体购自
ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司；兔抗人Ⅷ因子相关抗原抗体购自
ＤＡＫＯ公司；ＨｉｓｔｏｓｔａｉｎＴＭＳＰ（链霉卵白素 －过氧化
物酶）免疫组织化学（免疫组化）试剂盒购自北京

中山生物技术有限公司。

１．１．３　其他材料　ＰＳＵＰＥＲｓｉＲＮＡＩＧＦＩＲ质粒、对
照质 粒 ＰＳＵＰＥＲＩＧＦＩＲｍｕｔａｔｉｏｎ和 人 肝 癌 细 胞 株
ＳＭＭＣ７７２１由国家人类基因组南方研究中心提供［４］。

１．２　实验方法
１．２．１　移植瘤裸鼠模型的建立　待 ＳＭＭＣ７７２１
细胞长至对数生长期（５０％ ～７０％），用 １％胰酶
消化；收集培养的 ＳＭＭＣ７７２１细胞 ５×１０７，以
１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ；弃上清液，无血清 ＤＭＥＭ洗
涤细胞，再次离心；加少许无血清 ＤＭＥＭ洗液将细
胞 混 匀，总 体 积 至 １ｍＬ。 取 上 述 备 好 的

ＳＭＭＣ７７２１细胞悬液 ０．１ｍＬ，用微量注射器注射
至裸鼠腹部的前肢皮下。待肿瘤长至 ３．０ｍｍ×
４．０ｍｍ×３．５ｍｍ～３．５ｍｍ×４．２ｍｍ×５．０ｍｍ时
用于下一步实验。

１．２．２　动物分组和处理　将已证实成功建立模
型的裸小鼠 １８只随机分为 ３组，每组 ５只，另每
组多设动物 １只，以备意外死亡时补充。ＩＧＦＩＲ
ｓｉＲＮＡ治疗组（５只）：瘤体内多点注射脂质体包
裹的 ＰＳＵＰＥＲｓｉＲＮＡＩＧＦＩＲ质粒，剂量为 ８μｇ／ｋｇ；
空白对照组（５只）：多点注射脂质体包裹的 ＰＳＵ
ＰＥＲＩＧＦＩＲｍｕｔａｔｉｏｎ质粒，剂量为 ８μｇ／ｋｇ；脂质体
对照组（５只）：多点注射等容积空白脂质体，均每
天 １次，共连续 ７ｄ。治疗结束后，在第 ８天处死
动物，检测实验指标。

１．２．３　逆转录 －多聚酶链反应（ＲＴＰＣＲ）检测
ＩＧＦＩＲ基因表达　Ｔｒｉｚｏｌ法提取各组细胞的总 ＲＮＡ
逆转录反应使用随机引物 ＯｌｉｇｄＴｓ合成第一链
（严格按厂家说明书进行），在 ２０μＬ反应体系中
加入 ２μｇ总 ＲＮＡ。ＰＣＲ引物序列如下：ＩＧＦＩＲ，上
游为 ５′－ＧＧＡＧＧＣＴＧＡＡＴＡＣＣＧＣＡＡＡＧＴＣ３′；下游
为 ５′－ＡＡＡＧＡＣＧＡＡＧＴＴＧＧＡＧＧＣＧＣＴ３′；扩增产物
为 ２４５ｂＰ；内参照 －ａｃｔｉｎ，上游为 ５′－ＧＴＧＡＡＧ
ＧＴＧＡＣＡＧＣＡＧＴＣＧＧＴＴ３′；下 游 为 ５′－ＣＡＧＴＧＴＡ
ＣＡＧＧＴＡＡＧＣＣＣＴＧ３′。退火温度均为 ５５℃。在同
一条件下，每次 ＰＣＲ以 ａｃｔｉｎ为内参照。ＰＣＲ产物
经２％琼脂糖凝胶电泳，凝胶成像仪扫描成像，表
达丰度以特异基因条带亮度与内参照的比值表示。

１．２．４　免疫印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）检测细胞 ＩＧＦＩＲ
蛋白的变化　取 ４０μｇ细胞裂解液与上样缓冲液
混合，煮沸 １０ｍｉｎ后上样，进行 ＳＤＳ聚丙烯酰胺
凝胶电泳。电泳条件：６０Ｖ，３０ｍｉｎ；１６０Ｖ，１．５ｈ。
电泳结束后，电转移法将蛋白从凝胶中转移至膜

上，甲醇固定 ＰＶＤＦ膜后，用含 ５％脱脂奶粉的封
闭液于 ４０℃孵育过夜。一抗 １０ｍＬ（１∶１０００稀
释）室温孵育２ｈ，二抗１０ｍＬ（１∶５０００稀释）室温
孵育 ２ｈ后，ＰＶＤＦ膜用 ＥＣＬ化学发光试剂盒处理
并在暗室显影。

１．２．５　肿瘤的生长指数　处死动物后，进行详
细的解剖学检查，大体观察移植瘤的生长状况及

周围脏器受累情况。测量肿瘤 ａ径和 ｂ径。以
Ｖ＝ａｂ２／２计算肿瘤的体积，肿瘤生长指数 ＝Ｖ治疗
前／Ｖ治疗后 ×１００％。
１．２．６　瘤组织 ＨＥ染色　拉颈处死裸鼠后，剪开
肿瘤表皮，切下肿瘤置于纸板上；用双面刀片切取

瘤体成 １ｃｍ×ｌｃｍ大小的组织块，浸入 ４％多聚甲
醛内固定 ２４ｈ。标本经脱水、透明、浸蜡、包埋后
切片；切片经二甲苯脱蜡（１０ｍｉｎ×２）后置入无水
乙醇中 １０ｍｉｎ；浸入苏木精 ５～１０ｍｉｎ后自来水浸
洗；稀盐酸 ＋乙醇溶液分色数秒；自来水浸洗；淡
氨水中胞核蓝化 ３～５ｍｉｎ；７０％，８０％，９０％乙醇
１０ｍｉｎ浸洗各 １次；伊红染色 １０ｍｉｎ；９５％乙醇浸
２次，１００％乙醇浸 １次，各 ５ｍｉｎ；二甲苯 １０ｍｉｎ×
３次；树脂封片。
１．２．７　免疫组化　ＳＰ法检测瘤组织内微血管
（ＭＶＤ）的表达 ＭＶＤ检测参照 Ｗｅｉｄｎｅｒ［５］报道的方
法，用免疫组化法抗Ⅷ因子相关抗原单克隆抗体
染色标记血管内皮细胞，计算肿瘤内着色的微血

管。用计算机辅助图象分析系 统以 ５个随机
２００倍视野血管的均数表示该组织的 ＭＶＤ。
１．３　统计学处理

测定值以均数 标准差 （ｘ±ｓ）表示，采用
Ｆｉｓｈｅｒ，ｓ确切概率法，方 差分析 进行 假设 检验。
Ｐ＜０．０５差异有显著性。

２　结　果

２．１　移植瘤组织内 ＩＧＦＩＲｍＲＮＡ的表达
移植瘤组织 ＲＴＰＣＲ产物经电泳，可见一特异

性条带。ＳＭＭＣ７７２１ＩＧＦＩＲｓｉＲＮＡ中 ＩＧＦＩＲ的表达
较对照组 ＳＭＭＣ７７２１和 ＳＭＭＣ７７２１ＩＧＦＩＲｍｕｔａｔｉｏｎ
明显 减 低；经 灰 度 扫 描 及 与 内 参 照 比 较，

ＳＭＭＣ７７２１ＩＧＦＩＲｓｉＲＮＡ的 ＩＧＦＩＲｍＲＮＡ的表达量
仅为空 白 对 照 组 和 脂 质 对 照 组 的 １２％，１０％
（Ｐ０．０５）和 １３％，１５％（Ｐ＜０．０５）（图 １），表明
针对 ＩＧＦＩＲ的 ｓｉＲＮＡ能干扰 ＩＧＦＩＲｍＲＮＡ的表达。
２．２　移植瘤组织内 ＩＧＦＩＲ蛋白的表达

干扰组 ＳＭＭＣ７７２１ＩＧＦＩＲｓｉＲＮＡ中 ＩＧＦＩＲ的表
达明显低于对照组，经灰度扫描分析，其蛋白表达
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量为空 白 对 照 组 和 脂 质 对 照 组 的 ２８％，２７％ （Ｐ＜０．０５）和 １２％，１３％（Ｐ＜０．０５）（图 ２）。
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　　图１　ＲＴ－ＰＣＲ检测 ＳＭＭＣ７７２１干扰前后 ＩＧＦＩＲｍＲＮＡ
的表达　　１：１００ｂｐＭａｒｋｅｒ；　２：ＳＭＭＣ７７２１；　３：ＳＭＭＣ７７２１
－ＩＧＦＩＲ－ｍｕｔａｔｉｏｎ；　４：ＳＭＭＣ７７２１－ＩＧＦＩＲ－ｓｉＲＮＡ

　　图２　Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ检测 ＳＭＭＣ７７２１干扰前后 ＩＧＦＩＲ蛋
白的表达　　１：ＳＭＭＣ７７２１－ＩＧＦＩＲ－ｓｉＲＮＡ；２：ＳＭＭＣ７７２１；
３：ＳＭＭＣ７７２１－ＩＧＦＩＲ－ｍｕｔａｔｉｏｎ

２．３　肿瘤的生长指数
ＩＧＦＩＲｓｉＲＮＡ治疗组与空白对照组和脂质体

对照组相比，其肿瘤生长指数显著降低，生长明

显受抑（Ｐ＜０．０５）（表 １）。

表１　各组肿瘤的生长指数

组别 动物数 原位肿瘤的体积（ｍｍ３） 生长指数（％）

Ｖ治疗前 Ｖ治疗后 Ｖ治疗后／Ｖ治疗前

空白对照 ５ ９１．４７±４．４１ ２９０．４３±７．２９ ３３０±２８．７

脂质体对照 ５ ９２．７５±５．７８ ２９２．９３±１０．１ ３２２±３３．９

治疗组 ５ ９１．３±３．８４ １０５．４３±６．８ １０８±１１．２

　　注：与治疗组相比，Ｐ＜０．０５

２．４　瘤组织 ＨＥ染色
空白对照组及脂质对照组癌组织形态：细胞

体积大、胞浆丰富、核／浆比例大、染色深、可见巨
核细胞、有丝分裂多见、癌巢大、细胞丰富、排列

紧密、间质稀少、血窦丰富，结节外部分有极薄层

结缔组织被膜与周围的正常组织分隔，但包膜多

不完整。ＳＭＭＣ７７２１ＩＧＦＩＲｓｉＲＮＡ组癌组织的形
态：细胞较少、细胞分界清、癌巢小、间质丰富、血

窦稀少，并可见散在的部分细胞核与浆呈固缩坏

死样改变，不伴炎症反应，结节的纤维包裹明显

且完整（图 ３）。

图３　３组裸鼠皮下移植瘤组织形态（ＨＥ×２００）　　Ａ：ＳＭＭＣ７７２１；　Ｂ：ＳＭＭＣ７７２１－ＩＧＦＩＲ－突变；　Ｃ：ＳＭＭＣ７７２１－ＩＧＦＩＲ－ｓｉＲＮＡ

２．５　微血管密度（ＭＶＤ）
癌组织内微血管分布呈异质性，不同区域的微

血管计数不同，形态不规则，部分血管无明显管

腔，部分呈发芽状（图 ４）。对照组 ＭＶＤ明显高于
实验组。组间差异有显著性（Ｐ＜０．０５）（表２）。

表 ２　各组肿瘤组织的的 ＭＶＤ记数

动物分组 动物数 ＭＶＤ记数

空白对照 ５ ３６．７±７．６

脂质体对照 ５ ２８．４±６．５

ｓｉＲＮＡ治疗 ５ １１．３±３．３

　　图４　各组移植瘤组织中ＭＶＤ（红色箭头表示新生微血管）（ＳＰ×２００）　Ａ：ＳＭＭＣ７７２１；　Ｂ：ＳＭＭＣ７７２１－ＩＧＦＩＲ－ｍｕ
ｔａｔｉｏｎ；　Ｃ：ＳＭＭＣ７７２１－ＩＧＦＩＲ－ｓｉＲＮＡ

６７７



第８期 牛坚，等：靶向ＩＧＦＩＲ的ｓｉＲＮＡ抑制人肝癌裸鼠移植瘤的实验研究

３　讨　论
裸鼠皮下移植瘤模型是常用的一种肿瘤实验

研究模型。它具有移植方法简便、移植后潜伏期

短、易于直接观察等优点；且同一动物肿瘤在生

长的不同时间其体积测量也极为方便，因而在肿

瘤研究中得以广泛应用。故本实验选择了该模

型研究体内 ＩＧＦＩＲｓｉＲＮＡ转染阻断 ＩＧＦＩＲ的表达
对肿瘤细胞一般生物学特性的影响。

本研究结果发现，ＩＧＦＩＲｓｉＲＮＡ阻断 ＩＧＦＩＲ表
达后，ＳＭＭＣ７７２１肝癌细胞移植瘤在裸鼠皮下的
生长受到显著抑制；与 ２个对照组相比，其瘤组
织纤维包裹显著而完整，间质丰富。且瘤组织中

血窦形成明显少于对照组，表明 ＩＧＦＩＲｓｉＲＮＡ转
染可能还与抑制肿瘤血管生成相关。病理性血

管形成在癌的生长和转移过程中是一个非常重

要的事件，其与肿瘤发展的阶段和血管侵袭密切

相关。血管生成不仅是原位瘤生长所必需，也是

肿瘤转移灶形成的前提。实体肿瘤的发展可分

为血管形成前期和血管形成期。在血管形成前

期，肿瘤无诱导血管形成的能力，且肿瘤的体积

也有限。但肿瘤细胞会分泌血管形成因子来诱

发新血管的形成，从而满足肿瘤继续增殖所需的

氧和营养物质的需要。新生血管形成往往与癌

转移程度呈正相关。肿瘤组织的 ＭＶＤ测定是反
应肿瘤血管形成的一项有效方法，并可作为预后

的独立指标。本研究结果显示 ＩＧＦＩＲｓｉＲＮＡ转染
均显著抑制 ＭＶＤ的表达。说明 ＩＧＦＩＲｓｉＲＮＡ对肿
瘤血管形成起着显著的抑制作用。

ＩＧＦＩＲｓｉＲＮＡ转染的 ＳＭＭＣ７７２１肝癌细胞株
在裸鼠皮下生长被受到抑制，以及与肿瘤细胞侵

袭性密切相关的 ＭＶＤ表达的降低，表明 ＩＧＦＩＲ表
达阻断使肝癌细胞在体内的侵袭能力受到明显

抑制。

ＩＧＦＩＲ在恶性肿瘤中有选择性表达的特性，使
其可望成为肿瘤治疗的有效靶点［６－７］。Ｒｅｓｎｉｃｏｆｆ
等［８］认为，体内细胞凋亡程度与 ＩＧＦＩＲ数量减少
有关，肿瘤的发生严格依赖于细胞逃逸凋亡的数

量，ＩＧＦＩＲ数量减少可诱导凋亡。实验显示在将
成纤维细胞置于大鼠皮下的生物扩散时，细胞逐

渐凋亡，而过表达 ＩＧＦＩＲ的成纤维细胞及受体表
达增加的肿瘤起源细胞的生存时间显著延长［８］。

此外研究［６］还表明 ＩＧＦＩＲ的数量在细胞生存中起

着决定性作用；只有达到某一水平，才能将细胞

由不进行有丝分裂的模式转化为有丝分裂模式。

据报道，在无血清基质中细胞 ＩＧＦＩＲ数目低于
１５０００，补充 ＩＧＦＩ亦无细胞生长；当受体数目为
１５０００～３００００时，一旦有 ＩＧＦＩ细胞便会生长。
当受体数目为 ３００００时，细胞则可在软琼脂上生
长，表明细胞转化能力已提高［８］。实验表明以

ＩＧＦＩＲ为靶点是合理而行之有效的。笔者［４］也证

实了在体外用ＩＧＦＩＲｓｉＲＮＡ转染 ＩＧＦＩＲ表达阳性的
肝癌细胞株 ＳＭＭＣ７７２１后，抑制细胞增殖。本文
在 裸 鼠 体 内 建 立 皮 下 移 植 肝 癌 模 型，证 实

ＩＧＦＩＲｓｉＲＮＡ可下调肿瘤组织 ＩＧＦＩＲ蛋白表达，抑
制肿瘤生长。理想的人类肿瘤动物移植模型的

建立是研究肿瘤生物学和抗肿瘤实验治疗的重

要工具。本实验模型的成功率达 １００％，为后续
原位肿瘤模型实验奠定了良好基础。
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