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【摘* 要】目的：采用 -AIH7H7: 反义寡核苷酸（.-UKV）复合

物抑制 @AIH7H7: 的表达，研究其对槲皮素诱导肝癌 --CB#%%$!
细胞凋亡的影响0 方法：体外培养人肝癌 --CB#%%$! 细胞，取

对数生长期细胞进行实验0 实验分!，"两部分：!分为空白

对照组（ 设平行组）、等量脂质体 E7L9M28J657:21C$""" 对照组、

)"" #593 Z E -UKV 复合物组、)"" #593 Z E .-UKV 复合物组

（设平行组），转染 )’ =；"弃掉!部分各组培养液，换新指定

培养液，分为空白对照组、)" #593 Z E 槲皮素组、脂质体 E7L9#
M28J657:21C$"""组、-UKV 复合物组、.-UKV 复合物组、.-UKV
复合物 ^ )" #593 Z E 槲皮素组（联合组），孵育细胞 $) = 后检

测0 !结 束 时 采 用 [1#OB[、细 胞 免 疫 组 化 染 色 检 测 各 组

--CB#%%$! 细胞 @AIH7H7: 表达变化；"结束时用吖啶橙染色法

观察细胞凋亡时形态变化，C11 法检测 --CB#%%$! 细胞生长

抑制率，.::2S7#\ Z OX 双染流式细胞仪检测 --CB#%%$! 细胞凋

亡率0 结果：.-UKV 复合物作用肝癌 --CB#%%$! 细胞 )’ = 后

能下调 @AIH7H7: 5[V. 及 -AIH7H7: 蛋白的表达（9 ] "0 "!）；与

其他组比较，联合组 .U 染色图片可观察到凋亡小体等典型

的细胞凋亡形态特征变化且凋亡细胞数量明显增多，并用

C11 法、.::2S7:#\ Z OX 双染流式细胞仪检测显示联合组细胞

的生长抑制率增高（9 ] "0 "!）、细胞凋亡率提高（9 ] "0 "!）0
结论：.-UKV 复合物可有效抑制肝癌 --CB#%%$! 细胞 @AI#
H7H7: 基因的表达；.-UKV 复合物能增强槲皮素对 --CB#%%$!
细胞增殖抑制及诱导凋亡的作用即二者具有协同作用，该作

用可能与抑制 @AIH7H7: 基因的表达有关0
【关键词】反义寡核苷酸；槲皮素；肝肿瘤；细胞凋亡；细胞

周期；-AIH7H7:
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!" 引言

肝癌（!"#$%&’ ’$(’&)*+$，,--）是世界范围内发

病率较高的恶性肿瘤之一，对于大多数肝癌患者，经

肝动脉化学药物栓塞治疗和全身化疗仍是最常用的

治疗方法. 近年来抗凋亡机制在肿瘤细胞耐药性发

生中的作用倍受关注［/］. 01(2&2&) 是 /334 年由 5+6
7(*0&)& 等［8］发现，9%* 等［:］报道 ;1(2&2&) 蛋白对破坏

肝癌细胞增生凋亡平衡、促进肝癌细胞快速增生具有

重要作用. 槲皮素（<1"(’"%&)，=1’）是广泛分布于蔬

菜、水果、中草药等的一种天然的黄酮类化合物，化学

名为 :，:>，?>，@，46五羟基黄酮. A*#"B6A$B$(* 等 ［?］研

究表明，=1’ 没有毒副作用. 近年来的研究表明 =1’
在体外、动物实验模型中均显示出抗癌活性［? C D］. 本

实验旨在研究反义抑制 01(2&2&) 的表达，检测其对

=1’ 抑制肝癌 ;;E-6448/ 生长和诱导细胞凋亡的影

响，探讨反义抑制 01(2&2&) 的表达是否在体外可增强

=1’ 抗癌作用及可能的机制，为其进一步动物实验和

临床应用提供新的实验依据.

#" 材料和方法

#. #" 材料 " 人肝癌细胞株 ;;E-6448/ 兰州大学医

学实验中心提供. FGE96/D?H（;&I+$ 公司），小牛血

清（杭州四季清公司），槲皮素（;&I+$ 公司，用前以少

量 JE;K 溶 解，用 时 加 FGE96/D?H 稀 释 至 使 用 浓

度），ELL（ ;&I+$ 公司），L(&B*M（NN9 公司），;1(2&2&)
蛋白一抗兔抗人抗体、二抗羊抗兔抗体（北京中山公

司），L$O$F$ 试剂盒（宝生物工程公司），5))"P&6Q R G9
试剂盒（宝灵试剂公司），阳离子脂质体 A&#*S"’%$+&6
)"LE8HHH（ 9)2&%(*I") 公司）. 寡核苷酸（KJT0）6脂质体

（A&#）转染复合物 01(2&2&) 正、反义寡核苷酸的设计、

合成：根据 01(2&2&) 的基因序列（U")N$)V 5’’"00&*)
T1+7"( W4@8X@），应用 G(&+"(@. H 软件设计互补于

01(2&2&) +FT5 的 8:8 C 8@/ 序列的 8H 个碱基组成的

5;KJT 链：@> -- - 5U--LL--5U-L--LLU :>，同时

合成正义链：@> -U-5UL5U-LU-U-LU5LLU :>，两条

链均采用硫代磷酸化修饰. 在 U")N$)V 中证实反义

寡核苷酸（5;KJT）及正义寡核苷酸（;KJT）与任何

已知哺乳动物基因无匹配，上海生工公司合成. 用

A&#*S"’%$+&)"LE8HHH输送 KJT0，依文献［4］KJT0 R A&6
#*LE8HHH Y ? I R A 配置 KJT06 A&#*LE8HHH 转染复合物，按

质脂体转染试剂盒说明书进行操作.
#. $ " 方法 " 取对数生长期的 ;;E-6448/ 细胞，消

化、收集、计数并接种于 3D 孔或 D 孔培养板或 /HH
+A 细胞培养瓶.
/. 8. /Z 分组Z 实验分!，"两部分：!分为空白对照

组（设平行组）、等量脂质体 A&#*S"’%$+&)"LE8HHH 对照

组、?HH #+*M R A ;KJT 复合物组、?HH #+*M R A 5;KJT
复合物组（设平行组），转染 ?X !；"弃掉!部分培养

液，换新指定培养液，分为空白对照组、?H #+*M R A 槲

皮素组、脂质体 A&#*S"’%$+&)"LE8HHH 组、;KJT 复合物

组、5;KJT 复合物组、5;KJT 复合物 [ ?H #+*M R A 槲

皮素组，孵育细胞 8? ! 后检测.
/. 8. 8Z FL6G-F 检测 ;;E-6448/ 细胞 01(2&2&) +FT5
表达变化Z 在实验!部分结束时，按 L$V$($ 试剂盒

操作说明书进行，收集各组细胞，L(&B*M 提取总 FT5，

用紫外分光光度计检验纯度并定量. 设 $6$’%&) 为内

参照，对样品模板用量标准化，01(2&2&) 和 $6$’%&) 分

管扩增，引物由上海生工公司合成. 其序列如下：

01(2&2&) 引 物 序 列 @> 555U5U--55U55-5555LL6
U- :>（\）和 @> U5U5U5U55U-5U--5-LULL5- :>

（F），::X 7#；$6$’%&) 引 物 序 列 @> -LL-L5-55L6
U5U-LU-ULU :>（\）和 @> L-5LU5UUL5 UL-5UL6
-5UU :>（F），8?: 7#. /H #A 逆转录体系用于逆转

录合 成 ’JT5，:H] /H +&)，?8] :H +&)，33] @
+&)，@] @ +&) 完成逆转录. /H #A ’JT5 用于 G-F
反应，分别单独加入相应上下游引物等在 @H #A G-F
反应体系进行 G-F 反应. 3?] 预变性 8 +&) 后进入

G-F 循环，条件：01(2&2&) 和 $6$’%&)，3?] 变性 :H 0，
@?]复性 :H 0，48]延伸 :H 0，共 :@ 个循环；FL6G-F
产物 X #A 在 /X I R A 琼脂糖凝胶上电泳，经凝胶图像

分析仪分析结果，以 01(2&2&) 与 $6$’%&) 的比值作为

01(2&2&) +FT5 表达的相对含量.
/. 8. :Z 细胞免疫组化染色检测 ;;E-6448/ 细胞 ;1(6
2&2&) 蛋白表达变化Z 取对数生长期细胞于预先置入

盖玻片 D 孔板进行细胞爬片，在实验!部分处理结束

时，取出各组爬片细胞，GN; 液轻轻漂洗，4@H +A R A
乙醇固定，按试剂盒操作步骤进行细胞免疫染色. 以

正常鼠血清和磷酸盐缓冲液分别代替一抗行替代对

照和空白对照. 于普通光学显微镜下观察，以细胞核

或细胞质出现棕褐色或棕黄色颗粒为阳性，随机选取

@ 个高倍视野进行计数，每个高倍视野计数 /HH 个细

胞，共 @HH 个细胞，计算细胞 ;1(2&2&) 蛋白阳性表达

率.
/. 8. ?Z 吖啶橙（5K）染色法观察细胞凋亡时形态变

化Z 消化、收集实验!，"两部分处理的各组细胞，用

磷酸盐缓冲液（GN;）洗 8 遍，制成单细胞悬液，浓度

/H/H个 R A，4@H +A R A 乙醇固定 ? !，离心弃乙醇，加入

X. @ +I R A 的 5K 8 +A 工作液，室温染 /H +&) 后，滴

几滴在载玻片，加缓冲甘油封片. 在荧光显微镜下用

吸收波长 ?H@ )+，发射波长 @@H ^ D:H )+ 观察，并随
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机拍照!
"! #! $% &’’ 法检测细胞增殖变化 % 取对数生长期

的 ((&)*++#" 细胞，消化、收集、计数并接种于 ,- 孔

板，每孔 # . "/0 个，并设 0 个复孔! 实验设数个平行

板，分!，"两部分；到实验预定点前 1 2 加 $ 3 4 5 的

&’’ "/ #5，0+6反应 1 2，弃掉 &’’，加 #// #5 7&*
(8，轻轻振荡 "/ 9:;，使结晶溶解，酶标仪检测 $+/
;9 波长 ! 值! 计算细胞生长抑制率（ :;2:<:=>?@ ?A=B，

CD）! 重 复 # 次，取 平 均 值! CD（E）F（ !对照组 G
!实验组）4 !对照组 . "//E !
"! #! -% 流式细胞仪检测细胞凋亡率% 消化、收集经

实验!，"两部分各处理组细胞，按 H;;BI:;*J 细胞

凋亡检测试剂盒说明书操作，磷酸盐缓冲液（KL(）漂

洗，加入 L:;M:;3 <NOOB? 缓冲液 #// #5、H;;BI:;*J 4
PC’)（#/ 93 4 5）"/ #5 和 KC 液（$/ 93 4 5）$ #5，室

温避光孵育 0/ 9:; 后加入 L:;M:;3 <NOOB? 缓冲液 0//
#5，立即用流式细胞仪 PH)(QA;（LBQR>; 7:QS:T>; 公

司）测定，经计算机软件处理，计算凋亡细胞百分率，

实验重复 # 遍!
统计 学 处 理：实 验 数 据 以 " # $ 表 示；应 用

(K(("0! / 统计软件进行分析，采用单因素方差分析，

并进行两两比较（% 检验）! 以 & U /! /$ 认为差异有

统计学意义!

!" 结果

!# $ " %&’() 反 义 复 合 物 对 肝 癌 &&*+,,! 细 胞

-./01012 34)% 表达的影响 " D’*K)D 检测 TN?V:V:;
9DWH 水平显示 1// ;9>R 4 5 H(87W 反义复合物组

（/! #" X /! /0）较空白对照组（/! ,, X /! /#）、等量脂

质体 5:Y>OBQ=A9:;B’&#/// 对照组（/! ,1 X /! /0），1//
;9>R 4 5 (87W 复合物组（/! ,1 X /! /0）D’*K)D 扩增

的条带减弱（& U /! /"）! 通过计算机图像分析结果

表明，1// ;9>R 4 5 H(87W 反义复合物组与空白对照

组、等量脂质体 5:Y>OBQ=A9:;B’&#///对照组、1// ;9>R 4 5
(87W 复 合 物 组 相 比 较 差 异 有 统 计 学 意 义（ & U
/! /"），其他各组间相比较差异无统计学意义!
!# ! " %&’() 反 义 复 合 物 对 肝 癌 &&*+,,! 细 胞

&./01012 蛋白表达的影响" 细胞免疫组化染色结果

显示，1// ;9>R 4 5 H(87W 反 义 复 合 物 组（",! + X
0! +）E较空白对照组（+-! $ X Z! +）E、等量脂质体

5:Y>OBQ=A9:;B’&#///对照组（+1! $ X Z! #）E，1// ;9>R 4 5
(87W 复合物组（+0! , X +! ,）E (N?V:V:; 蛋白表达明

显下调，差异有统计学意义（& U /! /"）!
!! 5" 细胞凋亡形态学变化 " H(87W 反义复合物联

合槲皮素组凋亡细胞数量明显较空白对照组、等量脂

质 体 5:Y>OBQ=A9:;B’&#/// 对 照 组、(87W 复 合 物 组、

H(87W 复合物组及槲皮素组增加，活细胞核呈黄绿

色荧光，胞质成红色荧光! 凋亡细胞核染色质呈黄绿

色浓聚在核膜内侧，可见细胞膜呈泡状膨出及凋亡小

体等典型改变（图 "）!

H：空白对照；L：H(87W [ 槲皮素!

图 "% 细胞凋亡情况% H8 . 1/

!# 6 " *77 法 检 测 &&*+8,,!$ 细 胞 增 殖 变 化 "
H(87W 复合物组（#Z! 1E）或槲皮素组（10! "E）可

抑 ((&)*++#" 细胞增殖（& U /! /"），而 脂 质 体 组

（"! +E）则无此效，H(87W 反义复合物联合槲皮素时

表现出协同抑制细胞增殖作用（-,! ZE），两药联合

对细胞的增殖抑制效果高于单用 H(87W 复合物组

（#Z! 1E，& U /! /"）和槲皮素组（10! "E，& U /! /"）!
!! 9" 细胞凋亡率的变化" 与空白对照组、脂质体对

照组相比，H(87W 复合物组、槲皮素组、H(87W 复合

物 [ 槲皮素组均能诱导细胞凋亡，且其诱导细胞凋亡

率（H;;BV:I（ [ ）KC（ G ））分别是脂质体组的 0! " 倍、

1! 0 倍、"Z! # 倍，差 异 有 统 计 学 意 义（& U /! /"），

H(87W 复合物联合槲皮素组与 H(87W 复合物组、槲

皮素组比较，其诱导细胞凋亡率分别是他们的 $! ,
倍、1! # 倍，差异有统计学意义（& U /! /"），并且各组

间流式细胞仪检测时损伤率（H;;BI:;（ [ ）KC（ [ ））

无统计学意义（表 "）!

表 "% 各组细胞凋亡率变化 （’ F 0，" # $）

组别
H;;BI:;（ [ ）

KC（ G ）

H;;BI:;（ [ ）

KC（ [ ）

空白对照 /! 0# X /! /"M #! 0, X /! #"

脂质体 /! 0" X /! /#M #! "Z X /! ",

(87W 复合物 /! 00 X /! /0M #! "+ X /! ",

H(87W 复合物 #1! # X /! Z$<M #! /, X /! "1

槲皮素 0+! $ X /! ,$<M #! /$ X /! "#

H(87W 复合物 [ 槲皮素 -+! Z X "! 0-M #! "# X /! "-
<& U /! /" ($ 空白；M& U /! /" 其他 ($ H(87W 复合物 [ 槲皮素!
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!" 讨论

!"#$%$%& 的组织分布特征具有明显的选择性，其

表达于胚胎和发育的胎儿组织，但不见于终末分化的

成人组织（胸腺、生殖腺除外），而表达于大多数肿瘤

组织中［’ ( )］，使它成为一个癌的分子标志和治疗靶

点* 研究发现，!"#$%$%& 能够通过杆状病毒 +,- 重复

序列（.+/）作用于 012312456，012312457 来抑制凋亡

蛋白酶活性，阻止多种凋亡信号诱导的细胞凋亡，而

且能在细胞有丝分裂前期通过与纺锤体微管发生特

异性结合反应，使肿瘤细胞逃避细胞周期 89 : ; 期检

测点的监控，抵抗因 <=, 损伤或突变自身诱导的细

胞凋亡，从而导致肿瘤细胞异常分裂增殖［>?］，另外

!"#$%$%& 蛋白亦可通过 39> 蛋白间接抑制 @123124 酶

而起作用，阻断细胞的凋亡过程，其抑制细胞凋亡的

作用远远大于 A@B59 家族成员，是迄今发现的最强的

凋亡抑制因子* !"#$%$%& 的高表达可以使肿瘤细胞免

受各种凋亡信号的刺激而帮助细胞存活［>> ( >9］* 槲皮

素（C"4#@4D%&）是具有多种生物活性的黄酮类化合物，

其维生素 - 样的作用已应用于临床* 国内外已有研

究显示，槲皮素是目前已知的最强的抗癌剂之一，能

够诱导多种肿瘤细胞凋亡［>6］，同时槲皮素还有抗炎、

抗过敏、抗氧化、降血脂、降压等生理活性* 本实验应

用反义核酸技术，用脂质体 E%3FG4@D1H%&4I;9??? 介导人

工合成的特定 <=, 片段 ,!J<= 分 子 转 染 !!;05
779> 细胞，人工合成的特定 <=, 片段 ,!J<= 分子

与进入细胞质的 2"#$%$%& H/=, 上的特定位点相结

合，形成 <=,5/=, 复合物，抑制 2"#$%$%& H/=, 与核

糖体结合，同时激活 /=, 降解酶 K，降 解 2"#$%$%&
H/=,，从而抑制或封闭基因的表达，干扰 2"#$%$%& 致

病蛋白的产生［>L］* 实验结果显示，,!J<= 复合物作

用于肝癌 !!;05779> 细胞 L’ M 后，采用 /I5-0/ 和

细胞免疫组化检测示与空白对照组比较，,!J<= 复

合物组 2"#$%$%& H/=,、!"#$%$%& 蛋白表达明显下调，

而等量脂 质 体 组、!J<= 复 合 物 组 2"#$%$%& H/=,、

!"#$%$%& 蛋白表达变化差异则无统计学意义，实验证

明了 ,!J<= 复合物可有效抑制 2"#$%$%& 基因的表

达* 实验进一步用等剂量的槲皮素（ 亚致死浓度）处

理实验!部分各实验组肝癌 !!;05779> 细胞 9L M
后，实验结果显示，与其它组比较，,!J<= 复合物 N
L? "HFB : E 槲皮素组（ 联合组）,J 染色法观察在相

同条件联合组满视野见典型细胞凋亡形态学变化且

凋亡细胞数量明显增加，;II 法、,&&4O%&5P : -+ 双染

流式细胞仪检测示在同等条件联合组细胞生长抑制

率和细胞凋亡率明显高于其它组，差异有统计学意

义* 也就是有效封闭肝癌 !!;05779> 细胞 2"#$%$%& 基

因的表达能增强槲皮素对该细胞的增殖抑制和诱导

凋亡作用即 ,!J<= 反义复合物联合槲皮素对肝癌

!!;05779> 细胞的增殖抑制和诱导凋亡作用具有协

同效应* 实验结果还表明，!!;05779> 细胞 2"#$%$%&
基因表达降低后，其抗凋亡能力被有效抑制了，推测

联合组对肝癌细胞的协同细胞毒性导致的凋亡可能

是通过两个凋亡途径的共同通路［>Q］即激活 0123124
效应子而实现的* 至于是通过死亡受体途径还是通

过线立体途径介导的凋亡有待进一步研究*
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