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高选择性ＲＮＡ干扰抑制ｓｕｒｖｉｖｉｎ基因对在体结肠癌的治疗作用


王春毅，傅仲学△

（重庆医科大学附属第一医院胃肠外科　４０００１６）

　　摘　要：目的　探讨肿瘤增殖型腺病毒ＡｄｄｅｌＥ１ｂ５５ＫＤｓｈＲＮＡ／ｓｕｒｖｉｖｉｎＥＧＦＰ介导的针对ｓｕｒｖｉｖｉｎ的高选择性ＲＮＡ干扰

对在体结肠癌细胞 ＨＴ２９增殖和凋亡的影响。方法　用携带针对人ｓｕｒｖｉｖｉｎ的ｓｈＲＮＡ的肿瘤增殖型腺病毒 ＡｄｄｅｌＥ１ｂ５５ＫＤ

ｓｈＲＮＡ／ｓｕｒｖｉｖｉｎＥＧＦＰ转染结肠癌细胞ＨＴ２９裸鼠移植瘤模型，以携带相同ｓｈＲＮＡ的复制缺陷型腺病毒和脂质体载体为对照，

检测移植瘤体变化，以及 ＴＵＮＥＬ法检测肿瘤细胞凋亡率。结果　ＡｄｄｅｌＥ１ｂ５５ＫＤｓｈＲＮＡ／ｓｕｒｖｉｖｉｎＥＧＦＰ介导的高选择性

ＲＮＡ干扰使结肠癌裸鼠移植瘤的瘤体减小、移植瘤细胞凋亡率显著增加，且高于目前常用的复制缺陷型腺病毒载体和脂质体载

体（犘＜０．０５）。结论　ＡｄｄｅｌＥ１ｂ５５ＫＤｓｈＲＮＡ／ｓｕｒｖｉｖｉｎＥＧＦＰ介导的高选择性ＲＮＡ干扰能高效地诱导结肠癌细胞凋亡并抑制

其增殖。
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　　目前针对凋亡抑制因子ｓｕｒｖｉｖｉｎ的研究很多，研究证明其

能抑制肿瘤细胞凋亡，还与结直肠癌细胞的增殖密切相关［１２］。

肿瘤增殖型腺病毒仅在肿瘤细胞中增殖，对正常细胞损伤小，

以其为载体可以实现针对结直肠癌细胞的高选择性ＲＮＡ干

扰。在前期工作中，本研究构建了携带针对人ｓｕｒｖｉｖｉｎ的ｓｈＲ

ＮＡ的肿瘤增殖型腺病毒 ＡｄｄｅｌＥ１ｂ５５ＫＤｓｈＲＮＡ／ｓｕｒｖｉｖｉｎ

ＥＧＦＰ，体外实验的结果提示其能高选择性地转染结肠癌细胞

ＨＴ２９并使其携带的外源性基因有效表达并高效抑制细胞中

ｓｕｒｖｉｖｉｎ基因ｍＲＮＡ及蛋白表达
［３］。在此基础上，本研究进行

了在体实验，旨在探讨以肿瘤增殖型腺病毒为载体的高选择性

ＲＮＡ干扰沉默ｓｕｒｖｉｖｉｎ基因对在体结肠癌肿瘤中的治疗作用

和对癌细胞凋亡的影响。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂　人结肠癌细胞株 ＨＴ２９由重庆医科大学

病理生理研究室提供，ＨＥＫ２９３细胞株由本实验室保有。携

带针对人ｓｕｒｖｉｖｉｎ的ｓｈＲＮＡ基因序列的增殖缺陷型腺病毒

ＡｄＳＥＧＦＰ、肿瘤增殖型腺病毒 ＡｄｄｅｌＥ１ｂ５５ＫＤＳＥＧＦＰ；携

带与设计的ｓｈＲＮＡ序列组成相同但序列被打乱的阴性对照

ｓｈＲＮＡ基因的增殖缺陷型腺病毒 ＡｄＥＧＦＰ和肿瘤增殖型腺

病毒 ＡｄｄｅｌＥ１ｂ５５ＫＤＥＧＦＰ均由本实验室构建。Ｔｕｎｅｌ试剂

盒购自晶美公司。无特殊病原（ＳＰＦ）级ＢＡＬＢ／ｃ裸小鼠１５

只，４周龄，雌雄不限，由中国医学科学院肿瘤研究所提供。其

余试剂均为进口分装或国产分析纯。

１．２　方法

１．２．１　人结肠癌裸鼠移植瘤模型的建立和分组　取对数生长

期的人结肠癌细胞株 ＨＴ２９，ＰＢＳ清洗后制成１×１０７／ｍＬ的

细胞悬液，按每只０．１ｍＬ接种于裸鼠皮下，原代生长后在鼠

间传代，取出瘤体，切成０．３ｃｍ×０．３ｃｍ×０．１ｃｍ大小的组织

块，移植入裸鼠皮下。待移植瘤生长到直径０．７ｃｍ左右时，选

取２０只肿瘤体积相近的裸鼠，随机分为４组，每组５只，分别

为：ＡｄｄｅｌＥ１ｂ５５ＫＤｓｈＲＮＡ／ｓｕｒｖｉｖｉｎＥＧＦＰ组（Ａ 组），每只

裸鼠瘤体内注射 ＡｄｄｅｌＥ１ｂ５５ＫＤｓｈＲＮＡ／ｓｕｒｖｉｖｉｎＥＧＦＰ（病

毒浓度１×１０１０ｐｆｕ）；ＡｄｓｈＲＮＡ／ｓｕｒｖｉｖｉｎＥＧＦＰ组（Ｂ组），每

只注射ＡｄｓｈＲＮＡ／ｓｕｒｖｉｖｉｎＥＧＦＰ（病毒水平１×１０１０ｐｆｕ）；脂

质体转染组（Ｃ组），每只注射将ｐＣＡ１３ｓｈＲＮＡ／ｓｕｒｖｉｖｉｎＥＧ

ＦＰ质粒和脂质体按１∶２稀释的溶液０．１ｍＬ，空白对照组（Ｄ

组），每只注射ＰＢＳ０．１ｍＬ，隔日注射１次，共３次。

１．２．２　肿瘤生长抑制率的测定　４周后处死裸鼠，剥离肿瘤

并称取质量。肿瘤生长抑制率＝（对照组肿瘤质量－实验组肿

瘤质量）／对照组肿瘤质量×１００％（Ａ、Ｂ、Ｃ３组为实验组）。
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１．２．３　移植瘤病理检查　肿瘤称取质量后，切取部分肿瘤组

织立即置入１０％中性甲醛中固定２４ｈ，上行乙醇梯度脱水、二

甲苯透明、浸蜡、包埋、石蜡切片、ＨＥ染色，于显微镜下观察，

并评价移植瘤细胞在光学显微镜下的病理变化。

１．２．４　ＴＵＮＥＬ染色法检测移植瘤凋亡　移植瘤取出后选择

周边瘤组织，立即置入液氮中保存，８μｍ切片，置于氨丙基三

氧基硅烷处理的载玻片上，用新制备的４％多聚甲醛溶液固

定，室温３０ｍｉｎ。其余步骤按试剂盒说明书进行。

１．３　统计学处理　采用ＳＡＳ９．２统计分析软件进行分析，计

量资料以狓±狊表示，各组之间差异比较采用方差分析法，检验

水准α＝０．０５，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　肿瘤生长抑制率的测定　４周后，Ａ组的肿瘤质量显著

低于对照组，肿瘤生长移植率达７４．５４％，而Ｂ组和Ｃ组的肿

瘤质量较之对照组略有增加，见图１、表１。

　　Ａ：Ａ组；Ｂ：Ｂ组；Ｃ：Ｃ组；Ｄ：Ｄ组。

图１　　各组人结肠癌裸鼠移植瘤生长抑制情况

表１　　各组人结肠癌裸鼠移植瘤生长抑制情况

组别
肿瘤质量（ｇ）

第１只 第２只 第３只 第４只 第５只

平均质量

（狓±狊）

Ａ组 ０．２９ ０．４２ ０．３６ ０．４５ ０．３７ ０．３８±０．０７

Ｂ组 ０．８８ ０．９４ ０．９７ ０．８２ １．１４ ０．９５±０．１６

Ｃ组 ０．９５ ０．８２ １．２７ １．１５ ０．８６ １．０１±０．１７

Ｄ组 １．２５ １．３７ ０．９８ １．１４ １．３６ １．２２±０．１４

　　：犘＜０．０５，与Ａ组比较。

２．２　移植瘤病理检查结果　镜下可见移植瘤细胞异型性明

显，细胞大小、形态不一，细胞核大小、形态及染色强度不一，核

分裂像易见，证实为低分化腺癌，见图２。

２．３　移植瘤细胞凋亡情况　Ａ组的瘤组织有成片密集的凋亡

细胞，而Ｃ组和Ｄ组的瘤组织中没有或仅有很少量分散的凋亡

细胞，Ｂ组的瘤组织中也仅有少量分散的凋亡细胞（图３）。各

组的凋亡指数分别为：Ａ组（４５．２８±１．３４）％、Ｂ组（１２．５９±

０．５８）％、Ｃ组（９．８１±０．４４）％、Ｄ组（９．３４±０．４１）％。

图２　　移植瘤组织切片（ＨＥ×２００）

　　Ａ：Ａ组；Ｂ：Ｂ组；Ｃ：Ｃ组；Ｄ：Ｄ组。

图３　　各组移植瘤细胞ＴＵＮＥＬ染色

３　讨　　论

ＲＮＡ干扰技术具有高序列特异性和高效性
［４５］。研究证

明，通过对ｓｕｒｖｉｖｉｎ基因的ＲＮＡ干扰，能使人类宫颈癌细胞、

脑胶质瘤细胞及乳腺癌细胞凋亡率显著增高、增殖速度明显减

低［６］。在肝癌细胞株中用 ＲＮＡ技术干扰ｓｕｒｖｉｖｉｎ基因的表

达，能显著促进癌细胞的凋亡［７］。

目前多采用脂质体直接包裹人工合成的改性ｓｉＲＮＡ
［８］或

包裹携带在宿主细胞中表达ｓｉＲＮＡ的前体分子（即ｓｈＲＮＡ）

进行转染［９］。前者由于核酸酶的作用使外源性ｓｉＲＮＡ会逐渐

在细胞中代谢掉；后者的质粒核苷酸会插入宿主细胞ＤＮＡ序

列导致细胞基因的插入激活或灭活，使ＲＮＡ干扰作用十分短

暂和有限［１０］。

利用病毒作为载体进行ＲＮＡ干扰的研究很多
［１１１３］，腺病

毒是其中的热点载体。当细胞受腺病毒感染后，其内的Ｐ５３

蛋白会激活，致细胞凋亡，病毒复制终止。而野生型腺病毒存

在Ｅ１Ｂ５５×１０３ 蛋白，这种蛋白能抑制Ｐ５３的激活，故野生型

腺病毒能在正常细胞内增殖。Ｂｉｓｃｈｏｆｆ等
［１４］研制了一种缺失

Ｅ１Ｂ５５×１０３ 蛋白的腺病毒，这种病毒感染正常细胞时，Ｐ５３被
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激活，细胞很快凋亡，腺病毒不再增殖，使感染终止；而结直肠

癌细胞中Ｐ５３多已突变或失活，病毒感染后，Ｐ５３不能被激活，

故缺乏Ｅ１Ｂ５５ｋＤ蛋白的腺病毒（肿瘤增殖型腺病毒），仍能在

结直肠癌细胞中复制及增殖。实现了对结直肠癌细胞的高选

择性感染。

本研究前期工作通过对５型腺病毒Ｅ１ｂ５５ＫＤ区的缺失突

变构建了肿瘤增殖型腺病毒，在此基础上设计携带外源性基因

的位点，将针对人ｓｕｒｖｉｖｉｎ的ｓｈＲＮＡ携带入肿瘤增殖型腺病

毒，使肿瘤增殖型腺病毒成为了介导ｓｕｒｖｉｖｉｎ高选择性 ＲＮＡ

干扰的载体。体外实验结果提示，其能高选择性转染结肠癌细

胞 ＨＴ２９并使其携带的外源性基因有效表达，高效抑制细胞

中ｓｕｒｖｉｖｉｎ基因ｍＲＮＡ及蛋白表达
［１５］。

本次实验探讨了以肿瘤增殖型腺病毒为载体的高选择性

ＲＮＡ干扰沉默ｓｕｒｖｉｖｉｎ基因对在体结肠癌肿瘤的治疗作用和

对癌细胞凋亡的影响。结果提示，相对脂质体载体和复制缺陷

型腺病毒载体，ＡｄｄｅｌＥ１ｂ５５ＫＤｓｈＲＮＡ／ｓｕｒｖｉｖｉｎＥＧＦＰ能高

效地诱导结肠癌细胞凋亡并抑制体结肠癌肿瘤生长，达到治疗

结肠癌的目的。这种高效的抗肿瘤 能 力 应 该 是 Ａｄｄｅ

ｌＥ１ｂ５５ＫＤｓｈＲＮＡ／ｓｕｒｖｉｖｉｎＥＧＦＰ中针对人ｓｕｒｖｉｖｉｎ的ｓｈＲ

ＮＡ高效表达并发生有效持久ＲＮＡ干扰作用的结果。提示肿

瘤增殖型腺病毒介导ＲＮＡ干扰对结肠癌可能是一种具有光

明前景的新方法。
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