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Ｓｕｒｖｉｖｉｎ反义寡核苷酸对乳腺癌荷瘤裸鼠的抑
瘤作用研究
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　　摘要：目的　探讨 ｓｕｒｖｉｖｉｎ反义寡核苷酸（ＡＳＯＤＮ）对乳腺癌荷瘤裸鼠的抑瘤作用。方法　３０只
裸鼠建立人乳腺癌 ＭＣＦ７细胞移植瘤动物模型。成瘤后动物随机分 ３组，每组 １０只。分别于瘤周

及瘤体注射阳离子脂质体（ｌｉｐｏｆｅｃｔｉｎ，Ｌｉｐ），ＡＳＯＤＮ／Ｌｉｐ及 ＮＯＤＮ／Ｌｉｐ，每 ５天 １次，共 ３次。观察肿瘤

抑制率、肿瘤体积和裸鼠体重的变化。用 ＴＵＮＥＬ法，透射电镜观察体内瘤体的细胞调亡情况；用

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组 肿 瘤 的 ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋 白 表 达 情 况。结 果 　 成 功 建 立 了 裸 鼠 皮 下 移 植 瘤 模 型。

ＡＳＯＤＮ／Ｌｉｐ治疗组的肿瘤体积在治疗期内减少，抑瘤率达 ７０．１０％；而 ＮＯＤＮ／Ｌｉｐ治疗组和 Ｌｉｐ对照

组肿瘤体积增加。各组裸鼠体重无明显变化。ＡＳＯＤＮ／Ｌｉｐ组细胞凋亡率为 ３８．６％明显高于其他两

组，差异有显著性（Ｐ＜０．０５）。ＡＳＯＤＮ／Ｌｉｐ组肿瘤的 ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白表达明显降低。结论　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，并促进诱导肿瘤细胞的凋亡。
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ＣＬＣｎｕｍｂｅｒ：　　　　　　Ｄｏｃｕｍｅｎｔｃｏｄｅ：Ａ

　　肿瘤细胞内导入凋亡活化基因或灭活凋亡抑

制基因已成为肿瘤基因治疗的策略之一，ｓｕｒｖｉｖｉｎ是

一种凋亡抑制基因，其蛋白广泛表达于胚胎组织和

多种恶性肿瘤中，而在正常组织几乎不表达。作为

肿瘤特异性凋亡抑制因子，ｓｕｒｖｉｖｉｎ将可能成为肿瘤

靶基因蛋白治疗的理想靶点。实验室研究发现，通

过脂质体介导的 ｓｕｒｖｉｖｉｎ反义寡核苷酸能降低人乳

腺癌 ＭＣＦ７细胞株的 ｓｕｒｖｉｖｉｎｍＲＮＡ和蛋白的表达，

抑制 ＭＣＦ７细胞增殖活性并促进其凋亡［１］。由于

实验室生长环境与肿瘤在体内环境有所不同，且由

于选择性生长等因素，使其研究结果有一定的局限

性。本研究在建立裸鼠人乳腺癌模型的基础上，应

用反义寡核苷酸技术（ＡＳＯＤＮ）在裸鼠瘤体及瘤周

注射进行治疗，观察其体内的抑瘤作用。

１　材料与方法

１．１　实验动物

所用有 ＢＡＬＢ／Ｃ遗传背景的裸鼠购于中国医学

科学院医学生物研究所。选用 ４～６周龄、体重 １８

～２２ｇ的雌性裸鼠 ３０只，在 ＳＰＦ级条件下饲养。

１．２　细胞培养

人乳腺癌 ＭＣＦ７细胞株购自中国科学院上海

细胞研究所细胞库。ＭＣＦ７细胞在含 １０％小牛血

清的 ＲＰＭＩ１６４０培养基 ３７℃，５％ ＣＯ２培养箱中培

养。至对数生长期的细胞用 ０．２５％胰酶消化后，

收集制成 ２×１０７个／ｍＬ的细胞悬液备用。

１．３　裸鼠皮下移植瘤模型的建立

每只裸鼠取 １个注射点，用以上细胞液 ０．５ｍＬ

注射于右前肢腋下。接种后每天观察有无肿瘤形

成及注射点有无破溃红肿，按规定时间测量肿瘤体

积大小，以肿瘤直径 ０．５ｃｍ为成瘤。

１．４　瘤周及瘤体注射

皮下接种 １５ｄ后，３０只裸鼠均被成功建立了皮

下移植瘤模型并将其被随机分为 ３组，每组 １０只。

称重并测量瘤体大小，然后根据不同组别进行瘤周

及瘤体注射。阳离子脂质体（ｌｉｐｏｆｅｃｔｉｎ，Ｌｉｐ）、硫化

反义寡核苷酸（ＡＳＯＮＤ）及无义寡核苷酸（ＮＯＤＮ），

均由上海生物工程有限公司提供。Ｌｉｐ组 （对照

组）注射 ｌｉｐｏｆｅｃｔｉｎ１０μｇ加转染液（无血清无抗生素

培养液），总量 ６００μＬ；无义治疗（ＮＯＤＮ／Ｌｉｐ）组：

注射 ＮＯＤＮ４０μｇ加 ｌｉｐｏｆｅｃｔｉｎ１０μｇ加转染液总量

６００μＬ；反 义 治 疗 （ＡＳＯＯＮ／Ｌｉｐ）组：注 射 ＡＳＯＤＮ

４０μｇ加 ｌｉｐｏｆｅｃｔｉｎ１０μｇ加转染液总量 ６００μＬ。以后

每隔 ５ｄ注射 １次，共 ３次。注射前，脂质体先溶于

转染液中室温静置 ４０ｍｉｎ，再与寡核苷酸混合包裹

并室温静置 １５ｍｉｎ。

１．５　瘤体测量

用游标 卡 尺 测 量 瘤 体 最 长 径 （ａ）与 最 短 径

（ｂ）。肿 瘤 体 积 为 Ｖ（ｍｍ３）＝πａｂ２／６。抑 瘤 率

（％）＝１－（Ｖ对照组 －Ｖ治疗组）／Ｖ对 ×１００％。

肿瘤缩小率（％）＝（Ｖ治疗前 －Ｖ治疗后）／Ｖ治

疗前 ×１００％。每次注射前及最后 １次注射后第 ５

天（即治疗开始后当天、５ｄ、１０ｄ、１５ｄ）均须称重并

测量瘤体大小，绘制肿瘤生长曲线。

１．６　组织标本采集

于注射后 ２０ｄ末处死裸鼠。剥离瘤体并称重。

将肿瘤标本分为两部分：一部分在（包括心脏、肝

脏、肾脏）１０％的福尔马林溶液中固定，常规石蜡

包埋后，行 ＨＥ染色；另一部分用 ＯＣＴ包埋液速冻

后切片 －７０℃保存备用。

１．７　肿瘤免疫组织化学（免疫组化）检查

采用 ＳＡＢＣ法对切片进行免疫组化染色。用

ＰＢＳ代替一抗作阴性对照，阳性对照由试剂盒提

供。观察 ３组切片凋亡细胞的表达情况。以胞核

染深黄色或棕黄色为阳性结果。每张切片不同视

野观察 １０００个细胞，计算其阳性细胞率。

１．８　透射电镜观察

从剥离的瘤体上取下小块组织用眼科剪剪成

２ｍｍ×２ｍｍ，戊二醛前固定，锇酸后固定 ２ｈ，常规

脱水包埋切片，铅铀染色透视电镜观察、拍照。

１．９　ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白的检测

分别取 １００ｍｇ肿瘤组织，眼科剪剪碎，置研钵

中研碎后提取肿瘤组织细胞总蛋白，紫外分光光度

法进行蛋白定量，ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，将硝酸纤维素膜

２９６
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上的目的蛋白条带在 ＧｅｌＤＯＣ２０００凝胶成像系统

上分析处理。ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白含量以光密度 ＩＮＴ×面积

表示。

１．１０　统计学处理

计量资料数据采用均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表

示；应用 ＳＰＳＳ１１．０软件包进行统计学分析。显著

性水准为 ａ＝０．０５。

２　结　果

２．１　各组肿瘤体积的比较

３０只裸鼠均成活并有肿瘤形成，接种点无红肿

破溃表现。治疗前各组裸鼠肿瘤体积无显著差别。

不同治疗时间各组裸鼠移植瘤体积变化明显：第 ５

天 ＡＳＯＤＮ／Ｌｉｐ组瘤体开始缩小，而对照组则继续增

大；至第 １５天时 Ｌｉｐ组体积为（３２２．１６±７．９５）

ｍｍ３，ＮＯＤＮ／Ｌｉｐ组 为 （２８８．１４±７．４５）ｍｍ３，而

ＡＳＯＤＮ／Ｌｉｐ组 为 （８９．９±９．２２）ｍｍ３。Ｌｉｐ组 和

ＮＯＤＮ／Ｌｉｐ组的瘤体随时间而增大，ＡＳＯＤＮ／Ｌｉｐ组

则随时间而缩小；各组不同时间体积比较均有统计

学意义（Ｐ＜０．０５），此结果显示 ＡＳＯＤＮ对裸鼠荷

瘤有抑制作用（图 １）。

２．２　不同治疗时间抑瘤率的变化

ＡＳＯＤＮ／Ｌｉｐ组抑瘤率随时间而增大，第 ５天为

（２６．５２±０．６７）％，第 １５天为（７２．９６±２．００）％，

与 Ｌｉｐ组和 ＮＯＤＮ／Ｌｉｐ组比较均有统计学差异（Ｐ

＜０．０５）（表 １）。

表 １　不同治疗时间抑瘤率比较（％）

组别
治疗时间（ｄ）

５ １０ １５

Ｌｉｐ ０ ０ ０

ＮＯＤＮ／Ｌｉｐ ９．７９±０．１８ １０．９７±０．１３ １１．１５±０．２０

ＡＳＯＤＮ／Ｌｉｐ ２６．５２±０．６７ ５０．５１±１．４５ ７２．９６±２．００

　　注：与ＡＳＤＮ／Ｌｉｐ组比较Ｐ＜０．０５

２．３　治疗前后各组裸鼠体重变化

３组治疗前后体重均无明显变化（Ｐ＞０．０５）。

提示所用 Ｌｉｐ，ＮＯＤＮ和 ＡＳＯＤＮ对实验动物机体损

伤不明显。

２．４　各组细胞凋亡率

ＡＳＯＤＮ／Ｌｉｐ的凋亡率为（３８．６±１．３８）％，显

著高于 Ｌｉｐ组的（３．５±１．２５）％和 ＮＯＤＮ／Ｌｉｐ组的

（４．８±１．３２）％（Ｐ＜０．０５）（图 ２，３）。

２．５　光镜观察结果

ＭＣＦ７接种在 ＢＡＬＢ／Ｃ裸鼠上的 Ｌｉｐ组肿瘤组

织切片可见癌细胞生长旺盛，核分裂相多见（图

４）。经 ＡＳＯＤＮ／Ｌｉｐ治疗后，肿瘤组织切片见癌细

胞出现核固缩、凋亡细胞形成（图 ５）。ＡＳＯＤＮ／Ｌｉｐ

组实验荷瘤裸鼠的心肌、肝脏、肾脏组织病理切片

显示正常无损伤表现。

２．６　电镜观察结果

经 ＡＳＯＤＮ／Ｌｉｐ治疗 １５ｄ取肿瘤组织在透射电

镜下观察发现：细胞核体积较小，核染色质呈团块

状，有的呈典型的凋亡细胞形态学改变———染色质

浓缩边集可见凋亡小体形成（图 ６）。而 Ｌｉｐ组和

ＮＯＮＤ／Ｌｉｐ组则无上述表现。

治疗 １５ｄ后处死动物，剥离瘤体标本在 Ｌｉｐ组

与 ＮＯＤＮ／Ｌｉｐ组均可发现肿瘤体积较大，瘤体血管

丰富，与皮肤有粘连，有的肿瘤有玻溃；而 ＡＳＯＤＮ／

Ｌｉｐ组肿瘤包膜完整，体积明显小于前两组。

２．７　肿瘤组织 ｓｕｒｖｉｖｉｎ的蛋白表达

ＡＳＯＤＮ／Ｌｉｐ 组 蛋 白 明 显 下 调 （３７．１６

±１．０１）％，显著低于 Ｌｉｐ组和 ＮＯＤＮ／Ｌｉｐ组（Ｐ ＜

０．０１）。（表 ２，图 ７）。

表 ２　ｓｕｒｖｉｖｉｎＡＳＯＤＮ／Ｌｉｐ治疗后蛋白表达变化

组别 ｓｕｒｖｉｖｉｎ的蛋白表达量

Ｌｉｐ ６５．６０±０．９９＋

ＮＯＤＮ／Ｌｉｐ ６５．１９±１．２９

ＡＳＯＤＮ／Ｌｉｐ ３７．１６±１．０１

　　 注：与ＡＳＯＤＮ／Ｌｉｐ组比较，Ｐ＜０．０１

图１　Ｌｉｐ组、ＮＯＤＮ／Ｌｉｐ组和ＡＳＯＤＮ／Ｌｉｐ组不同治疗时间肿瘤体积

比较

３９６
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图２　Ｌｉｐ组肿瘤组织未见明显的凋亡细胞（ＴＵＮＥＬ×２００）　　　　

　

图３　ＡＳＯＤＮ／Ｌｉｐ组肿瘤组织棕色和深黄色为早期凋亡细胞

（ＴＵＮＥＬ×４００）

　　　　　　　图４　Ｌｉｐ组肿瘤组织切片（×２００）　　　　　　

　

图５　ＡＳＯＤＮ／Ｌｉｐ组肿瘤组织切片细胞核固缩，核碎裂的凋亡细胞

（×４００）

　　ａ：细胞核染色质边集附着在核膜上，凋亡小体形成；ｂ：细胞核浓缩

并形成缢痕，可见染色质边集

图６　ＡＳＯＤＮ／Ｌｉｐ组治疗１５ｄ肿瘤组织电镜 （透射电镜×３０００）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　

　　　　　　　１：Ｌｉｐ；２：ＮＯＤＮ／Ｌｉｐ；３：ＡＳＯＤＮ／Ｌｉｐ

图７　各组肿瘤组织ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白表达

３　讨　论

ｓｕｒｖｉｖｉｎ是凋亡抑制蛋白（ＩＡＰ）家族的新成员，

是具有抑制细胞凋亡和调节细胞分裂的双功能蛋

白，是迄今发现的最强的凋亡抑制因子，能抑制

ｃａｓｐａｓｅ活性而发挥抗凋亡作用。据研究报导［１～２］

ｓｕｒｖｉｖｉｎ在乳腺癌组织中表达的阳性率为 ６８．７５％

～７０．５０％，ｓｕｒｖｉｖｉｎ表达可作为判断预后的一个

指标，这些研究提示使用 ｓｕｒｖｉｖｉｎ表达功能的拮抗

剂有可能提供新的乳腺癌治疗的策略。目前乳腺

癌的治疗手段以手术切除为主、辅以化疗、放疗和

内分泌治疗，但其远期疗效仍不够理想。肿瘤的

基因治疗在实验室阶段取得了瞩目的进步，肿瘤

的反义基因治疗是应用反义核酸在转录和翻译水

平阻断某些异常基因的表达，以阻断瘤细胞内的

异常信号传导，使瘤细胞进入正常分化轨道或引

起细胞凋亡的一种治疗手段。

本研究选用 ＢＡＬＢ／Ｃ遗传背景的裸鼠作为体

内移植肿瘤的动物模型，成瘤后见肿瘤细胞呈条

索状排列，肿瘤内有出血和坏死，并有丰富的新生
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血管形成，核分裂相多见，表明所建立的动物模型

符合实验要求。然后应用反义核酸技术对瘤体及

瘤 周 进 行 注 射 观 察 其 抑 瘤 效 果。 结 果 发 现

ＡＳＯＤＮ／Ｌｉｐ组鼠肿瘤的生长速度、体积均明显慢

于或低于 Ｌｉｐ组和 ＮＯＮＤ／Ｌｉｐ组，而各组裸鼠之间

体重无明显差异。表明 ＡＳＯＤＮ／Ｌｉｐ组裸鼠体内接

种的乳癌细胞由于经过 ｓｕｒｖｉｖｉｎ反义核酸封闭后，

ｓｕｒｖｉｖｉｎ基因的表达受到抑制，细胞分泌 ｓｕｒｖｉｖｉｎ的

量明显减小，从而减缓或解除了其抑制凋亡的作

用，诱导了大量肿瘤细胞凋亡并抑制了肿瘤细胞

的增殖活性。已知肿瘤的生长必须有血管形成的

参与，血管形成过程的核心是血管内皮细胞的分

裂增殖，即取决于血管内皮细胞的生存和凋亡的

平衡。已有研究［７］表明，ｓｕｒｖｉｖｉｎ参与了血管形成

过程。ｓｕｒｖｉｖｉｎ可能作为一种抗凋亡保护性基因参

与血管形 成。推 测 它 可 能 是 血 管 内 皮 生 长 因 子

（ＶＥＧＦ）信号转导通路的下游信号分子 ＰＫＣ或 Ａｋｔ

的作用底物。新血管生成是肿瘤生长和转移的必

要因素。因此抑制 ｓｕｒｖｉｖｉｎ的表达可能对减少肿瘤

组织新生血管形成，防止肿瘤细胞的浸润、转移起

重要作用。

虽然 ３组裸鼠的种植瘤的生长速度及体积有

明显差异，但在 ＡＳＯＤＮ／Ｌｉｐ组并未出现种植瘤完

全消失的现象，表明单纯封闭肿瘤细胞 ｓｕｒｖｉｖｉｎ的

表达，不足以完全抑制肿瘤的生成。因为肿瘤的

生成受多种因素的调节。另外，在 ３组裸鼠中治

疗前后体重无明显变化，且光镜观察各组裸鼠心

脏、肝脏、肾脏的组织学检查亦未见明显结构受损

情况，说明脂质体、反义核酸的应用对于裸鼠是安

全的。这可能由于 ｓｕｒｖｉｖｉｎ仅特异性表达于肿瘤组

织，反义核酸 ｓｕｒｖｉｖｉｎ基因治疗具有良好的靶向性、

特异性及安全性，对正常组织几乎无不良影响的

缘故。

解剖肿瘤组织发现，ＡＳＯＤＮ／Ｌｉｐ组的肿瘤组织

周围有较明显的完整包膜形成，界限清楚，无明显

粘连浸润现象；而其余 ２组裸鼠肿瘤破溃明显，与

周围组织分界不清，包膜形成不完整，累及表面皮

肤，肿瘤难以完整剥离。说明在由于 ｓｕｒｖｉｖｉｎ基因

的表达受到 ＡＳＯＤＮ／Ｌｉｐ抑制，肿瘤血管生成减少，

阻止了肿瘤向周围正常组织的浸润，减少了肿瘤

播散、转移的机会。光镜下见 ＡＳＯＤＮ／Ｌｉｐ组肿瘤

细胞的异型性、病理性核分裂相及排列紊乱情况

均不如其余 ２组明显，表明 ｓｕｒｖｉｖｉｎ有抑制肿瘤细

胞凋亡并增加恶性程度的作用。

ＡＳＯＤＮ／Ｌｉｐ组的肿瘤细胞凋亡率明显高于其

余 ２组（Ｐ ＜０．０５）。透射电镜下凋亡的早期特

征为细胞核染色质致密、边集，细胞膜微绒毛消

失、可见出芽现象，胞浆内可见核周池、ＲＥＲ池扩

张，进而细胞核致密、皱缩，最终细胞核崩解为碎

片，并连同其周围的胞浆共同形成许多凋亡小体。

ＡＳＯＤＮ／Ｌｉｐ组肿瘤细胞核内可见大量凋亡小体，

而 ＮＯＤＮ／Ｌｉｐ组则很少见凋亡小体。此结果证实

选择适当的靶基因，采用反义核酸封闭技术可达

到促进肿瘤细胞凋亡，抑制肿瘤生长的目的。本

研究为其临床应用奠定了理论基础。
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