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　　摘要：目的　探讨 ｂｃｌ２反义寡核苷酸（ＡＳＯＤＮ）对 ＶＰ１６抑制人胆管癌 ＱＢＣ９３９细胞生长和诱导
细胞凋亡的影响。方法　合成特异性靶向 Ｂｃｌ２ＡＳＯＤＮ，并将其转染 ＱＢＣ９３９细胞；四甲基噻唑蓝

（ＭＴＴ）试验检测 Ｂｃｌ２ＡＳＯＤＮ对 ＶＰ１６抑制 ＱＢＣ９３９细胞增殖的影响；流式细胞术观察 Ｂｃｌ２ＡＳＯＤＮ

对 ＶＰ１６诱导 ＱＢＣ９３９细胞凋亡的影响。结果　ＡＳＯＤＮ组细胞的存活率显著低于无义寡核苷酸

（ＮＳＯＤＮ）组（Ｐ＜０．０５）；ＡＳＯＤＮ＋ＶＰ１６组细胞存活率显著低于 ＡＳＯＤＮ组及 ＶＰ１６组（Ｐ＜０．０５）；

ＡＳＯＤＮ组、ＡＳＯＤＮ＋ＶＰ１６组和 ＶＰ１６组细胞凋亡率显著高于对照组和 ＮＳＯＤＮ组（Ｐ＜０．０５）；ＡＳＯＤＮ

＋ＶＰ１６组细胞凋亡率显著高于 ＡＳＯＤＮ组及 ＶＰ１６组（Ｐ＜０．０５）。结论　Ｂｃｌ２ＡＳＯＤＮ对 ＶＰ１６抑

制人胆管癌 ＱＢＣ９３９细胞生长和诱导细胞凋亡有促进作用。
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　　化疗药物治疗胆管癌效果不佳，主要是由于

其对化疗剂存在多药耐药性（ＭＤＲ）。如能克服

其耐药性，有望提高胆管癌化疗效果［１－２］。文献

报道［３］，ｂｃｌ２反义寡核苷酸 （ＡＳＯＤＮ）能增强某

些恶性肿瘤对化疗药物的敏感性，作者既往的实

验［４］显示，人胆管癌细胞株 ＱＢＣ９３９可高表达

ｂｃｌ２。本研究将 ｂｃｌ２ＡＳＯＤＮ作用于 ＱＢＣ９３９细

胞株，旨在探讨反义抑制 ｂｃｌ２表达对足叶乙甙

（ＶＰ１６）抑制人胆管癌细胞株 ＱＢＣ９３９生长和诱

导凋亡的影响。

１　材料与方法

１．１　ｂｃｌ２ＡＳＯＤＮ的设计与合成

反义 寡 核 苷 酸 ５＇ＴＣＴＣＣＣ ＡＧＣ ＧＴＧ ＣＧＣ

ＣＡＴ３＇是针对 ｂｃｌ２ｍＲＮＡ开放阅读框架起始６个

密码子的序列，自行设计无义寡核苷酸（ＮＳＯＤＮ）

作 为 反 义 序 列 特 异 性 对 照，序 列 为

５＇ＴＡＣＣＧＴＣＴＧＣＧＡＣＧＣＣＣＴ３＇。经检索证实其与

ｂｃｌ２基因以外的已知人类基因无同源性。设计

合成的寡核苷酸均经硫代磷酸化修饰。由上海生

工生物技术公司合成、修饰、纯化、分装，－２０℃

保存备用。使用前以 ＲＰＭＩ１６４０培养基配制所需

浓度。

１．２　细胞培养、分组与转染

人胆管癌细胞株 ＱＢＣ９３９由第三军医大学西

南医院王曙光等建株、北京大学附一院普外科惠

赠。该细胞株用含１０％灭活小牛血清 ＲＰＭＩ１６４０

培养液，于 ３７℃，５％ＣＯ２培养箱中培养，０．２５％

的胰蛋白酶 ＋０．０２％的 ＥＤＴＡ（北京中杉生物技

术有限公司）消化传代。实验设 ６组：（１）ＡＳＯＤＮ

组，以 １μｍｏｌ／Ｌ ＡＳＯＤＮ 转 染 ＱＢＣ９３９ 细 胞；

（２）ＮＳＯＤＮ组，以 １μｍｏｌ／ＬＮＳＯＤＮ转染 ＱＢＣ９３９细

胞；（３）ＶＰ１６组，ＶＰ１６终 浓 度 为 ５μｇ／ｍＬ；

（４）ＮＳＯＤＮ＋ＶＰ１６组；（５） ＡＳＯＤＮ ＋ＶＰ１６组；

（６）对照组，加等量无血清 ＲＰＭＩ１６４０培养液。

按 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００转染试剂盒（美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ

公司）说明进行细胞转染，每隔 ６ｈ在倒置显微镜

下观察细胞形态，２４ｈ后收集各组细胞用于后续实验。

１．３　ＭＴＴ法检测化疗药物对各组细胞的生长抑

制率

根据文献［５］选择化疗药物 ＶＰ１６终浓度为

５μｇ／ｍＬ；调整细胞浓度为 １×１０４／ｍＬ；各组细胞

接种于 ９６孔板内，均设药物实验孔和空白对照

孔，每组设置 ５个复孔，每孔总体积为 ２００μＬ（对

照组加等体积无血清无抗生素的 ＲＰＭＩ１６４０）；

常规条件下培养 ４４ｈ后，每孔加入 ２０μＬ的 ＭＴＴ，

浓度为 ５ｍｇ／ｍＬ；继续培养 ４ｈ，倾尽上清液；每孔

加入二甲基亚砜 １００μＬ摇床上摇动 １５ｍｉｎ充分

溶解甲瓒；酶标仪波长 ５７０ｎｍ处检测各孔光浓度

值（ＯＤ值）。根据下列公式计算细胞存活率。存

活率 ＝（实验组 ＯＤ值／对照组 ＯＤ值）×１００％。

实验重复 ３次。

１．４　流式细胞术检测细胞凋亡率

以１×１０６／ｗｅｌｌ将细胞分别接种于６孔板，实

验分组与转染同 １．２。加终浓度为 ５μｇ／ｍＬ的

ＶＰ１６，继 续 孵 育 ２４ｈ，收 集 细 胞、离 心

（１０００ｒ／ｍｉｎ×５ｍｉｎ），用预冷磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）

液重悬细胞、离心，洗涤 ２次；收集细胞用 ４℃预冷

的 ７０％乙醇固定，冰盒送检。样本上机前作如下

处理：洗涤、加 ＲＮＡ酶、加碘化丙啶（ＰＩ），３００目尼

龙网滤过。上机检测，计数１００００个细胞，进行细

胞凋亡分析。根据形态观察，低于Ｇ１期ＤＮＡ含量

的细胞为亚二倍体细胞，属于凋亡细胞。

１．５　统计学处理

数据以 ｘ±ｓ表示，用 ＳＰＳＳ１３．０软件进行统

计分析。组间比较用单因素方差分析。Ｐ＜０．０５

为差异有统计学意义。

２　结　果

２．１　ｂｃｌ２ＡＳＯＤＮ对 ＶＰ１６抑制 ＱＢＣ９３９细胞

增殖的影响

ＡＳＯＤＮ组细胞的存活率较 ＮＳＯＤＮ组有显著

下降（Ｐ＜０．０５），ＡＳＯＤＮ＋ＶＰ１６组与 ＡＳＯＤＮ组

及 ＶＰ１６组比较，细胞存活率显著下降（Ｐ＜０．０５）

（表 １）。
表 １　ＭＴＴ法检测细胞的存活率

分组 ＯＤ比值（ｘ±ｓ）

ＮＳＯＤＮ ０．８９４±０．０８４

ＡＳＯＤＮ ０．５５３±０．０４７１）

ＶＰ１６ ０．７３５±０．０６０

ＮＳＯＤＮ＋ＶＰ１６ ０．７２５±０．０３９

ＡＳＯＤＮ＋ＶＰ１６ ０．２７２±０．０３２２）

　　注：１与ＮＳＯＤＮ组比较，Ｐ＜０．０５；２分别与 ＡＳＯＤＮ组和 ＶＰ１６

组比较，Ｐ＜０．０５

６２１
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２．２　ｂｃｌ２ＡＳＯＤＮ对 ＶＰ１６诱导 ＱＢＣ９３９细胞凋亡

的影响

ＡＳＯＤＮ组细胞凋亡率较对照组和 ＮＳＯＤＮ组均有

显著升高（Ｐ＜０．０５），ＡＳＯＤＮ＋ＶＰ１６组细胞凋亡率与

ＡＳＯＤＮ组及 ＶＰ１６组比较，有显著上升（Ｐ＜０．０５）

（表２）（附图）。

表２　流式细胞术检测细胞凋亡率

分组 凋亡率（％）

对照 １．０８±０．４３１）

ＮＳＯＤＮ １．５１±０．６２１）

ＡＳＯＤＮ ６．７５±１．３１２）

ＶＰ１６ １１．８１±２．０７２）

ＮＳＯＤＮ＋ＶＰ１６ １２．２５±２．２３

ＡＳＯＤＮ＋ＶＰ１６ ２０．３８±２．６５

　　注：１）与 ＡＳＯＤＮ组比较，Ｐ＜０．０５；２）与 ＡＳＯＤＮ＋ＶＰ１６组比

较，Ｐ＜０．０５
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附图　流式细胞术检测细胞凋亡率　Ａ：对照组；Ｂ：ＡＳＯＤＮ组；Ｃ：ＶＰ１６组；Ｄ：ＡＳＯＤＮ＋ＶＰ１６组

３　讨　论

肿瘤细胞对化疗药物产生耐药性是化疗失败

的主要原因。不同肿瘤细胞对化疗敏感性的差

异，主要由于各种肿瘤细胞凋亡的阈值不同。修

复凋亡机制，可望能克服耐药性、诱导肿瘤细胞

凋亡和增强化疗药物的敏感性。文献报道［６］，

ｂｃｌ２基因通过抑制细胞凋亡，诱导肿瘤细胞产生

对化疗药物的耐药性，是一种耐药基因。而胆管

癌细胞中 ｂｃｌ２高表达，因此设想能否通过抑制

抗凋亡基因 ｂｃｌ２的表达，增加细胞凋亡，从而提

高胆管癌化疗效果。

ＶＰ１６为拓扑异构酶Ⅱ抑制剂的一种，直接

作用于拓扑异构酶Ⅱ；当其药物与 ＤＮＡ酶共价中

间物结合时，干扰拓扑异构酶Ⅱ解旋功能而发挥

抗肿瘤效应，包括启动凋亡［７］。Ｎａｈｔａ等［８］研究显

示，ｂｃｌ２ＡＳＯＤＮ可下调乳腺癌细胞 ｂｃｌ２蛋白表

达，诱导乳腺癌细胞凋亡，增加其对化疗药物的

敏感性。本实验用 ＭＴＴ法分析 ＶＰ１６与 ｂｃｌ２

ＡＳＯＤＮ联合应用对人胆管癌细胞株 ＱＢＣ９３９生长

的影响，根据细胞存活率判断两种药物的相互作

用。结果显示，ＡＳＯＤＮ组细胞存活率较 ＮＳＯＤＮ组

显著降低（Ｐ＜０．０５），且 ＡＳＯＤＮ＋ＶＰ１６组细胞

存活率较之 ＡＳＯＤＮ组及 ＶＰ１６组亦显著降低

（Ｐ＜０．０５），可见 Ｂｃｌ２ＡＳＯＤＮ可能通过降低Ｂｃｌ２

蛋白表达，降低细胞凋亡阈值，从而提高 ＱＢＣ９３９

细胞对化疗药物 ＶＰ１６的敏感性。国内也有学

者［９－１０］报告，通过反义抑制 ｂｃｌ２表达能增强

白血病、乳腺癌等恶性肿瘤细胞对化疗药物的敏

感性，而不增加化疗的副作用。推测 ｂｃｌ２蛋白
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高表达所引起的肿瘤细胞凋亡机制的缺陷，可能

参与了胆管癌细胞对化疗药物耐药性的产生；而

转染 ｂｃｌ２ＡＳＯＤＮ部分封闭 ｂｃｌ２表达，在一定程

度上使细胞耐药性逆转。

从细胞动力学角度上分析，其作用原理可能

是：由于 ｂｃｌ２蛋白高表达使细胞隐退于 Ｇ０期，

ｂｃｌ２ＡＳＯＤＮ降低 ｂｃｌ２表达时，细胞从 Ｇ０期进

入增殖期，与影响细胞增殖期的 ＶＰ１６联合产生

协同作用［１１－１２］。本实验显示：ＡＳＯＤＮ组细胞凋亡

率显著高于对照组和 ＮＳＯＤＮ组（Ｐ＜０．０５），且

ＡＳＯＤＮ＋ＶＰ１６组细胞凋亡率又显著高于 ＡＳＯＤＮ

组及 ＶＰ１６组比较显著上升（Ｐ＜０．０５）。提示

经 ｂｃｌ２ＡＳＯＤＮ能诱导人胆管癌细胞株 ＱＢＣ９３９

凋亡，并能增强 ＶＰ１６诱导细胞凋亡的作用，其

机制可能与细胞周期调节有关。随着研究的深

入，如将化疗药物的作用机制，同药物敏感性及

癌基因表达状态改变所引起的细胞凋亡联系起

来，可能对提高胆管癌的化疗药物疗效有一定意义。
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