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选用宣威肺腺癌细胞裸鼠移植瘤模型!采用
-HDG;G;24Pb*

的反义寡核苷酸"

*RÛ b

%抑制宣威肺腺癌细胞!

观察其疗效!为进一步临床研究提供实验依据&方法
!

建立宣威肺腺癌细胞
c_5(>'&

裸鼠皮下移植瘤模型!选取
$/

只成瘤裸

鼠!随机分为#对照组(单纯脂质体转染"

58V

%组(

-HDG;G;2

正义寡核苷酸"

RÛ b

%组(

-HDG;G;2*RÛ b

组!通过皮下移植瘤内多点注

射后!观察裸鼠一般情况(移植瘤体积!计算抑瘤率等&病理学检测各组肿瘤的变化以及对心脏(肝脏(肾脏的影响&结果
!

-HD>

G;G;2*RÛ b

组注射
-HDG;G;2*RÛ b

后!裸小鼠表现为生长速度较为缓慢!质量低于其他
"

组"

H

&

'%'&

%!其生长抑制率高于其他

"

组"

H

&

'%'&

%&而对照组(

58V

组(

-HDG;G;2RÛ b

组在肿瘤质量及生长抑制率方面均无明显差异&病理检查见瘤组织中有大量

的细胞坏死灶&各组裸鼠均未出现死亡!病理检查重要脏器未见明显损害&结论
!

-HDG;G;2*RÛ b

能够抑制裸鼠皮下移植瘤的

生长!未对其他脏器产生明显损害&

关键词"

-HDG;G;2

$反义寡核苷酸$移植瘤$抑瘤作用
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宣威地区一直是西南*乃至全国的肺癌高发地区#其发病

率和病死率一直高居不下#肺癌防控面临着严峻的挑战'前期

研究发现宣威地区肺腺癌患者中
-HDG;G;2

高表达#研究人员利

用
-HDG;G;2

反义核苷酸$

*RÛ b

&抑制宣威肺腺癌细胞取得了

较好的效果(

!>#

)

'在前期研究基础上本研究采用体外培养宣威

肺腺癌细胞
c_5(>'&

细胞皮下接种法#在裸鼠体内建立皮下

宣威肺腺癌细胞
c_5(>'&

细胞移植瘤模型'通过皮下移植

瘤内多点注射#观察
-HDG;G;2*RÛ b

对肺癌移植瘤生长影响

的情况#为下一步临床研究提供实验室依据'

>

!

材料与方法

>%>

!

-HDG;G;2*RÛ b

的合成和主要试剂
!

参照文献(

"

)针对

位于
-HDG;G;24Pb*#"#

!

#&!,

K

处的序列#合成
*RÛ b

!

&g>

(((*M( (?? ((* M(? ((? ?M>"g

和 正 义 寡 核 苷 酸

$

RÛ b

&!

&g>(**MM*M(?MM**MM(?MMM>"g

'序列两

端碱基经硫代修饰对抗核酸酶的降解#经计算机网上检索证实

与
-HDG;G;2

以外的己知人类基因无同源性'序列由上海生物

'!=!

重庆医学
#'!#

年
.

月第
$!

卷第
!=

期

"

基金项目"云南省科技厅社会发展科技计划应用基础研究项目$

#''0J(!#'7

&%云南省社会发展重点项目$

#'!'(*'!&

&%云南省自然科学

基金资助项目$
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通讯作者&
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工程公司帮助合成'细胞培养采用
PV78>!.$'

培养基$

M;,@:

公司&%新生小牛血清采用杭州四季青生物公司产品'

>%?

!

细胞培养
!

选取云南宣威肺腺癌细胞株
c_5(>'&

#由昆

明医学院第一附属医院临床医学实验研究中心提供'将其于

S/'T

冰箱中将保存后取出*后培养*传代#最后将处于对数

生长期的细胞进行实验'

>%@

!

移植瘤裸鼠模型的建立
!

$

!

.

周龄
6*56

"

(

裸小鼠#体

质量
!/

!

##

3

#雌*雄均可#购于昆明医学院动物中心#饲养于

RVL

级无菌饲养室#自由摄取食物和水'采用培养细胞皮下接

种移植法'对
c_5(>'&

细胞常规传代培养
!

个月左右#于接

种当日收集大量的培养细胞后#立即接种#接种细胞数量为

#%'h!'

.

$约
'%&45

悬液&#用
!45

注射器将单细胞悬液注

射于裸鼠左前腋侧皮下'

>%C

!

实验分组及
-HDG;G;2*RÛ b

注射
!

将一批实验用裸鼠

接种后至肿瘤最长径达
/

!

!'44

时#随机挑选其中
$/

只#随

机分
$

组#每组
!#

只'对照组!予生理盐水处理%单纯脂质体

转染$

58V

&组!予等量的脂质体转染液处理%

-HDG;G;2RÛ b

组!

予
.''24:B

"

5-HDG;G;2RÛ b

脂质体复合物处理%

-HDG;G;2*>

RÛ b

组!予
.''24:B

"

5-HDG;G;2*RÛ b

脂质体复合物处理'

各组分别于成瘤分组后每隔
$/C

按直接移植瘤内多点注射
!

次#共注射
&

次'

>%D

!

c_5(>'&

裸小鼠皮下移植瘤体积*质量及肿瘤生长抑制

率的测定
!

分别于每次注射前用游标卡尺测量肿瘤最长径和

最短径#并称体质量'于末次
-HDG;G;2*RÛ b

注射后第
#

周

以脱臼法断颈处死所有荷瘤裸鼠#取移植瘤测量肿瘤最长径

$

+

&和最短径$

,

&#按公式
G\+,

#

"

#

计算肿瘤体积#计算肿瘤生

长指数!$

d

治疗后
Sd

治疗前&"
d

治疗前'称取瘤结节质量#以瘤结节

质量计算抑瘤率!抑瘤率$

1

&

\

$对照组质量
S

实验组质量&"

对照组质量
h!''1

'

>%M

!

一般状况观察及组织学检查
!

观察包括裸鼠的饮食*大

小便*精神状况等'处死裸鼠后标本固定后#留取心脏*肝脏*

肾脏和肿瘤组织用
$1

多聚甲醛固定后在光镜下观察肿瘤细

胞坏死*凋亡*炎症反应等改变'

>%N

!

统计学处理
!

采用
RVRR!.%'

统计软件包处理数据'计

量数据均以
F[C

表示'各组间比较应用方差分析最小显著差

法$

D

检验#

)

\'%'&

&#以
H

%

'%'&

为差异有统计学意义'

?

!

结
!!

果

?%>

!

$

组裸鼠一般情况
!

整个实验期间
$

组裸鼠未出现死

亡#大*小便及饮食情况正常#活动度等未出现其他明显的异常

情况'处死后对各组裸鼠心脏*肝脏*肾脏进行病理检查均没

有发现明显变性坏死表现'

?%?

!

裸鼠肿瘤的体积及生长指数变化情况
!

-HDG;G;2*RÛ b

治疗组其肿瘤生长速度较为缓慢#其中部分裸鼠表现为肿瘤停

止生长#甚至其中
"

只出现肿瘤退缩消失'治疗结束后
-HD>

G;G;2*RÛ b

注射组瘤体的肿瘤大小明显低于其他
"

组#而其

他
"

组相似'

-HDG;G;2*RÛ b

治疗组肿瘤生长指数为$

#%=/[

'%#=

&#远远低于对照组$

&%=!['%"!

&*

58V

组$

.%#!['%#"

&和

-HDG;G;2RÛ b

组$

&%.0['%"=

&#见图
!

'

?%@

!

裸鼠肿瘤的质量变化及抑瘤率情况
!

末次
-HDG;G;2*>

RÛ b

注射后第
#

周以脱臼法断颈处死所有荷瘤裸鼠#提取肿

瘤并且称取质量'可以发现
-HDG;G;2*RÛ b

注射组瘤体的肿

瘤质量为$

!%'.['%'$

&

3

#低于对照组$

#%##['%'"

&

3

*

58V

组

$

#%.!['%'$

&

3

和
-HDG;G;2RÛ b

组$

#%.0['%'&

&

3

#

-HDG;G;2

*RÛ b

抑瘤率为$

"=%#.[!%0#

&

1

#见图
#

'

图
!

!!

-HDG;G;2*RÛ b

转染对裸鼠移植瘤肿瘤

生长指数的影响

图
#

!!

-HDG;G;2*RÛ b

转染对裸鼠移植瘤肿瘤质量的影响

?%C

!

-HDG;G;2*RÛ b

转染对裸鼠肿瘤组织的影响
!

对照组*

58V

组和
-HDG;G;2RÛ b

组细胞体积大#大小不等#胞浆丰富#

胞核大#深染#核分裂相多见#偶见瘤巨细胞'而
-HDG;G;2*>

RÛ b

处理组
c_5(>'&

细胞形态与其他
"

组相似#但瘤组织

中有大量的细胞坏死灶#结缔组织增生#炎症细胞浸润明显'

@

!

讨
!!

论

-HDG;G;2

基因是在人类基因组文库中筛选克隆出
8*V

家

族的一个新成员#在多种肿瘤中均有表达(

$>&

)

'前期研究表明#

和其他肿瘤细胞中情况相似(

.>=

)

#通过对特定靶向基因的
-HD>

G;G;2

的反义抑制#可以影响其基因*蛋白的表达#可抑制宣威

肺腺癌细胞
c_5(>'&

增殖并诱发其凋亡#从而抑制其生

长(

/

)

'本研究采用动物实验的方法进一步研究
-HDG;G;2*>

RÛ b

对小鼠宣威肺腺癌转移瘤的干预作用'采用反义技术#

针对
-HDG;G;2

基因
#"#

!

#&!,

K

处的序列#合成反义寡核苷酸#

并且采用脂质体包裹*硫代磷酸修饰后将其直接多点注射于宣

威肺腺癌细胞
c_5(>'&

裸鼠皮下移植瘤内'肉眼观察发现

-HDG;G;2*RÛ b

组的肿瘤生长比较缓慢#其中部分裸鼠表现为

肿瘤生长缓慢或者停止生长#甚至其中
"

只裸鼠出现肿瘤退缩

消失'测量结果也显示
-HDG;G;2*RÛ b

组瘤体生长指数

$

#%=/['%#=

&低于与对照组*

58V

组和
-HDG;G2RÛ b

组'处死

所有荷瘤裸鼠称取其肿瘤质量'可以发现
-HDG;G;2*RÛ b

注

射组瘤体的肿瘤质量为$

!%'.['%'$

&

3

#低于其他
"

组#其抑瘤

率高达$

"=%#.[!%0#

&

1

'显微镜下观察显示#

*RÛ b

组液

化坏死灶增多#凋亡细胞增加'提示#

-HDG;G;2*RÛ b

对宣威

肺腺癌细胞
c_5(>'&

裸鼠移植瘤产生了明显的抑制作用#结

合相关研究和本研究结果推测可能是由于
-HDG;G;2*RÛ b

干

扰
-HDG;G;2

的表达或抑制其功能的发挥#从而抑制有丝分裂并

促进自发细胞凋亡#使肿瘤生长速度延缓#瘤体质量减轻(

0>!'

)

'

整个实验过程中
$

组裸鼠均没有出现死亡#大小便及饮食情况

没有发现明显异常#处死后各组裸鼠心脏*肝脏*肾脏均没有发
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现明显变性*坏死表现'提示脂质体*反义核酸对于裸鼠是安

全的#这可能由于
-HDG;G;2

仅特异性地表达于肿瘤组织(

!!>!#

)

#

而
-HDG;G;2*RÛ b

治疗具有良好的靶向性*特异性#其对正常

组织影响较小'

-HDG;G;2*RÛ b

处理宣威肺腺癌细胞裸鼠肺癌细胞

c_5(>'&

移植瘤后#肿瘤的生长明显受到抑制#未出现明显不

良反应#提示在宣威肺腺癌中采用反义核苷酸治疗是安全*可

行的(

!">!&

)

#为下一步临床治疗提供了思路和实验室资料'

参考文献"

(

!

)

_+2

3

__

#

5;ML

#

W:2

3

JV%?C@@EE@FA:EAC@@ND@--;:2

:ERHDG;G;2+2A;:B;

3

:2HFB@:A;9@:2AC@+

K

:

K

A:-;-:EcH+2>

O@;BH2

3

+9@2:F+D;2:4@F@BB

(

X

)

%(C;2@-@>M@D4+2X:HD2+B

:E(B;2;F+BU2F:B:

I

#

#'!!

#

!'

$

&

&!

#&#>#&&%

(

#

) 王巍炜#李高峰#洪志鹏#等
%

宣威昆明两地区肺腺癌中

-HDG;G;2

表达的比较研究(

X

)

%

医学研究杂志#

#'!'

#

"0

$

=

&!

.!>.#%

(

"

)

!-+Q+?

#

7+DH2: 7

#

b+Q+A+ W

#

@A+B%)EE@@A;G@2@--:E

-

K

D+

I

+

KK

B;F+A;:2:E*(ba;2AC@B:F+B:E4+B;

3

2+2A

3

B;:>

4+-

!

D@

K

:DA:EAO:F+-@

(

X

)

%b@HD:BP@-

#

#''#

#

##

$

#

&!

!/!>

!/$%

(

$

) 邓开#王洪林
%-HDG;G;2

基因在肿瘤中的研究进展(

X

)

%

重

庆医学#

#''/

#

"=

$

!'

&!

!!!!>!!!"%

(

&

) 刘敏#李萍#兰显国#等
%RHDG;G;2

和
d)ML

在涎腺腺样囊

性癌中的表达及临床意义(

X

)

%

重庆医学#

#'!'

#

"0

$

!'

&!

!#"!>!#"#%

(

.

)

R@4@2]+M5%P@

3

HB+A;:2:EUN

I3

@2W:4@:-A+-;-,

I

W

I

>

K

:N;+>829HF;,B@L+FA:D!

(

X

)

%VC

I

-;:B:

3I

#

#''0

#

#$

$

#

&!

0=>

!'.%

(

=

) 李玉华#宫向前#邢建华#等
%RHDG;G;2

反义核酸对大肠癌

W?##0

细胞化疗的影响(

X

)

%

中华肿瘤防治杂志#

#''.

#

!"

$

#!

&!

!.#'>!.##%

(

/

)

RC@2(

#
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