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　　【摘要】　目的　构建荷人宫颈鳞癌裸鼠移植瘤模型，探讨干扰 ｍｉＲ唱２１ 表达对移植瘤生长、凋亡的影
响。 方法　将人工合成的反义寡核苷酸 ＡＳＯＤＮ（ＡＳ唱ｍｉＲ唱２１）转染 ＳｉＨａ细胞（抑制组），同时设阴性对照组和
空白对照组，对数生长期的 ＳｉＨａ细胞分别接种于裸鼠皮下，绘制肿瘤生长曲线并计算肿瘤生长率。 当肿瘤
体积达 ０畅２ ｃｍ３ 时采用 ＡＳ唱ｍｉＲ唱２１多点瘤周注射，观察其对移植瘤的影响。 应用免疫组化技术、荧光 ＴＵＮＥＬ
检测移植瘤细胞增殖活性和凋亡情况。 结果　（１）成功构建人宫颈鳞癌裸鼠皮下移植瘤模型，抑制组、阴性
对照组及空白对照组成瘤率分别为 ３７畅５％、７５畅０％、１００畅０％，瘤体平均体积为（７３２畅８０ ±５６畅３２ ） ｍｍ３ 、
（１２２８畅４６ ±７８畅５３）ｍｍ３ 、（１３０１畅２６ ±８０畅６３）ｍｍ３ ，平均生长率为 １８畅３２％、３０畅７１％和 ３２畅５３％，瘤重为（０畅７３ ±
０畅０５）ｇ、（１畅２６ ±０畅１２）ｇ和（１畅３５ ±０畅２５）ｇ，抑制组与阴性、空白对照组比较差异均有统计学意义（P ＜０畅０５）；
（２）免疫组化显示抑制组裸鼠瘤体 Ｋｉ６７表达显著下降；荧光 ＴＵＮＥＬ凋亡检测显示抑制组裸鼠肿瘤细胞凋亡
率明显增多；（３）注射治疗剂量 ＡＳ唱ｍｉＲ唱２１两周后观察肿瘤组织局部坏死严重，胞核裂解、消失，凋亡明显增
加。 结论　ＡＳ唱ｍｉＲ唱２１可下调裸鼠人宫颈鳞癌移植瘤中 ｍｉＲ唱２１的表达，抑制移植瘤生长和促进其凋亡。
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【Abstract】　Objective　Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｗｈｅｔｈｅｒ ｍｉＲ唱２１ ａｎｔｉｓｅｎｓｅ ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｃａｎ ｄｅｃｒｅａｓｅ ｔｈｅ ｃｅｒｖｉｃａｌ
ｃａｒｃｉｎｏｍａ ｘｅｎｏｇｒａｆｔ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｒａｔｅ ａｎｄ ｉｎｈｉｂｉｔ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ ｘｅｎｏｇｒａｆｔ ｉｎ ｎｕｄｅ ｍｉｃｅ ．Methods　 Ｈｕｍａｎ ｃｅｒｖｉｃａｌ
ｓｑｕａｍｏｕｓ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ ＳｉＨａ ｃｅｌｌｓ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ａｎｔｉｓｅｎｓｅ ｍｉＲ唱２１ ｗｅｒｅ ｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓｌｙ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｂａｃｋ ｏｆ
ｎｕｄｅ ｍｉｃｅ ａｎｄ ｇｒｅｗ ｔｏ ｔｕｍｏｒ ｎｏｄｕｌｅｓ．Ｔｈｅ Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ａｎｄ ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌ ｗｅｒｅ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ａｓ ｗｅｌｌ．Ｔｈｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ
ｒａｔｅ ａｎｄ ｖｏｌｕｍｅ ｏｆ ｔｈｅ ｔｕｍｏｒｓ ｗｅｒｅ ｍｅａｓｕｒｅｄ ａｎｄ ｔｈｅ ｔｕｍｏｒ ｇｒｏｗｔｈ ｒａｔｅｓ ｗｅｒｅ ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ ．Ａｒｏｕｎｄｉｎｇ ｔｕｍｏｒ ｍｕｌｔｉｐｏｉｎｔ
ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ａｎｔｉｓｅｎｓｅ ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ．Ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｉＲ唱２１ ａｎｔｉｓｅｎｓｅ ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｏｎ
ｔｕｍｏｒ ｇｒｏｗｔｈ ｗａｓ ｅｖａｌｕａｔｅｄ ｂｙ ｔｕｍｏｒ ｇｒｏｗｔｈ ｃｕｒｖｅｓ ａｎｄ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ （ ＩＨＣ）．ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｓｅｅ
ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｔｕｍｏｒ ｔｉｓｓｕｅｓ ，ａｎｄ Ｆｌｕｏｒｏｍｅｔｒｉｃ ＴＵＮＥＬ Ｓｙｓｔｅｍ ｆｏｒ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｔｉｓｓｕｅｓ．Results　Ｔｈｅ ｎｕｄｅ ｍｏｕｓｅ
ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｃｅｒｖｉｃａｌ ｃａｎｃｅｒ ｘｅｎｏｇｒａｆｔ ｔｕｍｏｒ ｗａｓ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ．Ｔｈｅ ｔｕｍｏｒ ｇｒｏｗｔｈ ｃｕｒｖｅｓ ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄ
ｔｈａｔ ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ａｎｔｉｓｅｎｓｅ ｍｉＲ唱２１ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ．Ｔｈｅ ａｖｅｒａｇｅ ｔｕｍｏｒ ｗｅｉｇｈｔ ｉｎ
ｍｉＲ唱２１ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｇｒｏｕｐ，ｍｉＲ唱２１ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ＳｉＨａ ｃｅｌｌ ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ （０畅７３ ±０畅０５） ｇ，
（１畅２６ ±０畅１２）ｇ ａｎｄ（１畅３５ ±０畅２５） ｇ．Ｔｈｅ ｘｅｎｏｇｒａｆｔ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｗａｓ ３７畅５％，７５％ ａｎｄ １００％，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｔｈｅ
ａｖｅｒａｇｅ ｔｕｍｏｒ ｖｏｌｕｍｅ ｗａｓ（７３２畅８ ±５６畅３２）ｍｍ３ ，（１２２８畅４６ ±７８畅５３ ）ｍｍ３ ａｎｄ（１３０１畅２６ ±８０畅６３ ）ｍｍ３．Ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ
ｒａｔｅ ｗａｓ １８畅３２％，３０畅７１％ ａｎｄ ３２畅５３％．ｍｉＲ唱２１ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ，ａｎｄ ｔｈｅ ｖｏｌｕｍｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ
ｔｕｍｏｒ ｗａｓ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ ｓｍａｌｌｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐｓ （P ＜０畅０５）．ＩＨＣ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｋｉ６７
ｗｅｒｅ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｏｔｈｅｒ ｇｒｏｕｐｓ．Ｅｘｔｅｎｓｉｖｅ ｄｅａｄ ｔｕｍｏｒ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｓｅｅｎ ｉｎ ｔｈｅ ｍｉＲ唱２１
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｇｒｏｕｐ，ａｎｄ ｒｅｍａｒｋａｂｌｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｗａｓ ｓｈｏｗｎ ｂｙ Ｆｌｕｏｒｏｍｅｔｒｉｃ ＴＵＮＥＬ Ｓｙｓｔｅｍ．Conclusions　Ｓｔｕｄｉｅｓ ｏｆ in
vivo ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅ ｔｈａｔ ａｎｔｉｓｅｎｓｅ ｍｉＲ唱２１ ｉｎｈｉｂｉｔｅｓ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ唱２１， ｉｎｃｒｅａｓｅｓ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ
ｔｕｍｏｒ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｉｎｈｉｂｉｔｅｓ ｔｈｅ ｔｕｍｏｒ ｇｒｏｗｔｈ．
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【Key words】 　ＭｉｃｒｏＲＮＡｓ；　Ｕｔｅｒｉｎｅ ｃｅｒｖｉｃａｌ ｎｅｏｐｌａｓｍｓ；　Ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ， ａｎｔｉｓｅｎｓｅ；　 ＳｉＨａ ｃｅｌｌ；　
Ｎｕｄｅ ｍｉｃｅ

　　近年研究表明，ｍｉＲＮＡｓ异常表达与恶性肿瘤发生
密切相关，为肿瘤发生机制研究提供了新思路［１］ 。 宫
颈癌是女性常见生殖道恶性肿瘤之一，随着人类乳头
状瘤病毒（ｈｕｍａｎ ｐａｐｉｌｌｏｍａｖｉｒｕｓ，ＨＰＶ）感染率上升和社
会生活水平的提高，宫颈癌发病率呈逐年增高趋势，且
明显趋于年轻化。 运用基因芯片技术研究发现 ｍｉＲ唱２１
在多种肿瘤组织中呈高表达，高 ＨＰＶ１６ 感染与 ｍｉＲ唱２１
基因位点高度相关，在宫颈癌中的作用机制尚不清楚。
本课题组前期研究工作已经证实，ｍｉＲ唱２１ 反义寡核苷
酸在体外具有抑制宫颈鳞癌 ＳｉＨａ 细胞增殖活性和诱
导凋亡的作用。 为进一步探讨 ｍｉＲ唱２１ 在生物体内的
生物学效应，本研究应用反义寡核苷酸技术敲低宫颈
癌 ＳｉＨａ细胞中 ｍｉＲ唱２１表达，建立人宫颈癌荷瘤裸鼠模
型观察成瘤情况，探讨移植瘤的生长、细胞凋亡状况，
为 ｍｉＲ唱２１ 反义寡核苷酸应用于宫颈癌基因治疗提供
理论依据。

材料与方法

一、材料
１．细胞系：人宫颈鳞癌细胞株由本研究室提供，细

胞培养用含 １０％ ＦＢＳ ＲＰＭＩ唱１６４０ 于 ３７ ℃，５％ＣＯ２ 培

养箱中培养传代。
２．实验动物来源和饲养条件：４ ～５ 周龄 ＢＬＢＡ／ｃ唱

ｎｕ／ｎｕ雌性裸小鼠购自广东省实验动物中心，实验动物
质量合格证号：ＳＣＸＫ（粤）２００８唱０００２，每只体重约 １７ ｇ，
共 ２４只，饲养于深圳市人民医院 ＳＰＦ级动物实验室。

３．主要试剂：新生胎牛血清（杭州四季青生物公
司），ＲＰＭＩ唱１６４０ 培养基（Ｇｉｂｃｏ），０畅２５％胰蛋白酶、Ｌｉ唱
ｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００ 和 ＯＰＴＩ唱ＭＥＭＩ无血清培养基（ Ｉｎｖｉｔｒｏ唱
ｇｅｎ公司），荧光 ＴＵＮＥＬ检测试剂盒（Ｐｒｏｍｅｇａ）；免疫组
化 ＭａｘＶｉｓｉｏｎＴＭ试剂盒、苏木精、核固红（ＭＡＩＸＩＮ ＢｉＯ）。

二、方法
１．构建荷人宫颈癌裸鼠皮下移植瘤模型：将宫颈

癌 ＳｉＨａ细胞株接种于 ６孔板内，每孔细胞数约 ５ ×１０４

个，培养过夜使细胞至 ７０％融合度，每孔转染剂量为：
５ μｌ ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ２０００， １００ ｐｍｏｌ ｍｉＲ唱２１ 抑制剂
ＡＳＯＤＮ，严格按照 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ２０００ 说明书操作方
法和步骤用无血清 ＯＰＴＩ唱ＭＥＭＩ 稀释混匀，孵化后转染
于 ＳｉＨａ细胞 ６ ｈ后，ＰＢＳ洗 １遍，更换含 １０％胎牛血清
的 ＲＰＭＩ唱１６４０ 培养基继续培养 ４８ ｈ。 ＢＡＬＢ／ｃ唱ｎｕ／ｎｕ
裸鼠２４ 只，随机数表法分为３ 组，每组 ８只。 取对数生
长期的 ｍｉＲ唱２１ 抑制组、ｍｉＲ唱２１ 阴性对照组和未转染组

ＳｉＨａ 细胞，经 ０畅２５％的胰酶消化，ＰＢＳ 洗细胞两次，
１０００ ｒ／ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ 并计数，重悬于 ＯＰＴＩ唱ＭＥＭＩ 无
血清培养基中，调整细胞浓度为 １ ×１０８ 细胞／ｍｌ，按
０畅２ ｍｌ／只分别接种于裸鼠背部皮下，构建人宫颈癌裸
鼠皮下移植瘤模型。

２．ｍｉＲ唱２１ 反义寡核苷酸对人宫颈癌裸鼠皮下移
植瘤生长的影响：每天观察裸鼠一般状况，每 ３ ｄ用游
标卡尺测量肿瘤短径（ａ）及长径（ｂ），取各组长短径平
均值，按公式 ａ２ｂ／２计算肿瘤体积（Ｖ）。 并将成瘤裸鼠
再分为 ２个组进行后续实验。 Ａ 组：观察 ｍｉＲ唱２１ 抑制
剂 ＡＳＯＤＮ对人宫颈癌裸鼠皮下移植瘤生长和凋亡的
影响，６０ ｄ后处死裸鼠，取出肿瘤称重，并取肝、肺、脾、
肾等组织观察肿瘤转移情况；Ｂ组：待瘤体长至０畅２ ｃｍ３

时瘤周多点注射 ｍｉＲ唱２１ 抑制剂 ＡＳＯＤＮ，每隔 ２ 日 １
次，共 ３ 次，１４ ｄ后观察对肿瘤的影响，治疗结束后颈
椎脱臼法处死裸鼠观察并取出移植瘤称其瘤重，绘制
肿瘤生长曲线并计算肿瘤生长抑制率，肿瘤生长抑制
率＝１ －（实验组平均瘤重／空白对照组平均瘤重） ×
　１００％。

３．移植瘤的组织形态学观察：各组肿瘤组织经
４％多聚甲醛固定，石蜡包埋、切片，常规二甲苯脱蜡，
ＰＢＳ 浸洗３ ｍｉｎ，苏木精染色１０ ｍｉｎ，自来水冲洗１ ｍｉｎ，
０畅５％盐酸酒精液分化１０ ｓ，自来水冲洗 ５ ｍｉｎ，１％伊红
液染色 １０ ｍｉｎ，自来水冲洗 １５ ｍｉｎ。 常规梯度酒精脱
水，二甲苯透明，中性树胶封片，显微镜下观察并拍照。

４．移植瘤细胞的增殖活性与结果判断：按照免疫
组化 ＭａｘＶｉｓｉｏｎＴＭ试剂盒说明书操作，取正常非瘤组织
作对照。 各组裸鼠移植瘤组织石蜡切片常规脱蜡至
水，３％双氧水 ５０ μｌ 滴加于组织上孵育 １０ ｍｉｎ，
０畅０１ ｍｏｌ／Ｌ枸橼酸盐缓冲液（ｐＨ ６畅０）进行抗原修复，
室温下孵育一抗鼠抗人 Ｋｉ６７ 单克隆抗体，稀释比例为
１∶８００，二抗为羊抗鼠 ＩｇＧ。 实验过程中以无关抗体代
替一抗作阴性对照，以 ０畅０１ ｍｏｌ／Ｌ ＰＢＳ 代替一抗作空
白对照，以已知阳性染色作阳性对照。 免疫组化 Ｋｉ６７
阳性结果判定标准：阳性细胞为肿瘤细胞核呈棕黄色
颗粒的阳性反应产物，每张切片随机选 ５ 个高倍视野，
计数 １００个肿瘤细胞，计算阳性表达细胞数占全部细
胞总数的百分率，即阳性表达百分率。 Ｋｉ６７ 阳性细胞
数所占比例分为＜３０％（ －）；３０％～４０％（ ＋）；４１％ ～
５０％（ ＋＋）； ＞５１％（ ＋ ＋ ＋）。

５．移植瘤细胞的凋亡检测与判定标准：石蜡切片
常规脱蜡至水，蒸馏水洗，蛋白酶 Ｋ 消化，按荧光
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ＴＵＮＥＬ检测试剂盒说明书进行操作。 用 ＤＮａｓｅ Ⅰ处理
过的肿瘤组织切片作为阳性对照，用不含末端脱氧核
苷酸转移酶（ｒＴｄＴ Ｅｎｚｙｍｅ）试剂２（脱氧核苷酸混合物）
代替 ＴＵＮＥＬ反应混合物作为阴性对照。

结果判定是以核阳性为判定标准，荧光显微镜下
观察 ＤＡＰＩ使细胞核呈现蓝色，Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ唱１２唱ｄＵＴＰ 使
肿瘤组织中发生凋亡的细胞在 ５６０ ｎｍ 激发光下呈现
绿色荧光。 结合 ＨＥ 染色，排除严重坏死区域，对 ＨＥ
染色证实为坏死的细胞不计数，随机观察 １０ 个高倍视
野，每个视野连续计数 １００ 个细胞的凋亡细胞数，以平
均数为凋亡指数（ａｐｏｐｔｏｔｉｃ ｉｎｄｅｘ，ＡＩ）。

６．统计学分析：实验数据以均数±标准差（珋x ±s）
表示，采用 ＳＰＳＳ １３畅０ 统计软件分析数据，多组间差异
采用单因素方差分析，两组间比较采用 ＬＳＤ法，计数资
料用卡方检验，P ＜０畅０５ 为差异有显著性。

结　　果

１．宫颈鳞癌 ＳｉＨａ细胞裸鼠皮下移植情况：以皮下
瘤结节体积达 １００ ｍｍ３ 为成瘤标准，成功构建荷人宫
颈鳞癌裸鼠皮下移植瘤模型，观察裸鼠一般状况良好，
平均 ７ ｄ 后裸鼠背部皮下出现瘤结节，直径 ０畅２ ～
０畅３ ｃｍ，ｍｉＲ唱２１ 抑制组（８只）裸鼠皮下注射肿瘤细胞 ４
周后，３只裸鼠成瘤；阴性对照组（８ 只）中有 ６ 只成瘤，
空白对照组 ８ 只均成瘤，成瘤率分别为 ３７畅５％、
７５畅０％、１００畅０％，８ 周左右肿瘤平均长至约 ０畅８ ｃｍ 大
小，接种点无红肿破溃，且随时间增加而增大，无自发
消退现象。 ｍｉＲ唱２１ 抑制组肿瘤生长缓慢，４０ ｄ 后肿瘤
体积明显小于对照组（P ＜０畅０５），在每个时间检测点均
明显小于空白对照组和阴性对照组，空白对照组与阴性
对照组相比，裸鼠体积差异无显著性（P ＞０畅０５，图 １）。

２．ＡＳ唱ｍｉＲ唱２１ 抑制裸鼠皮下移植瘤的生长：ｍｉＲ唱
２１抑制组肿瘤平均体积、平均生长率、平均重量均明显
小于 ＳｉＨａ空白对照组和阴性对照组，且差异有统计学
意义（P ＜０畅０５，表 １），而空白对照组和阴性对照组比
较差异无统计学意义（P ＞０畅０５）。 注射治疗剂量 ｍｉＲ唱
２１反义寡核苷酸两周后部分裸鼠瘤体出现溃烂坏死，
裸鼠无死亡。 结果说明 ｍｉＲ唱２１ 反义寡核苷酸可抑制
人宫颈癌裸鼠皮下移植瘤的生长。

表 1　各组瘤体的平均体积、平均生长率和平均瘤体重量比较

组别
肿瘤平均体积

（ｍｍ３ ，珋x ±s）
肿瘤平均

生长率（％）

肿瘤平均重量

（ ｇ，珋x ±s）

ｍｉＲ唱２１ 抑制组 ７３２ 滗滗畅８０ ±５６ �畅３２ １８ 噜噜畅３２ ０ ��畅７３ ±０ 　畅０５

阴性对照组 １２２８ 腚腚畅４６ ±７８  畅５３ ３０ 噜噜畅７１ １ ��畅２６ ±０ 　畅１２

空白对照组 １３０１ 腚腚畅２６ ±８０  畅６３ ３２ 噜噜畅５３ １ ��畅３５ ±０ 　畅２５

　　注：抑制组与两对照组相比，P 均 ＜０畅０５

　　光学显微镜下观察肿瘤细胞异形性明显，细胞大
小不一，形状各异，核大、质少，核浆比例失调，核仁清
楚，核膜清晰，核染色较深，可见大量病理性核分裂象，
呈低分化鳞癌表现。 成瘤组肿瘤经 ＡＳ唱ｍｉＲ唱２１ 治疗两
周后，镜下观察可见肿瘤组织中有大片状坏死区，细胞
形态结构模糊不清，胞核裂解、消失（图 ２）。

３．移植瘤增殖活性和凋亡状态观察：免疫组化 ＳＰ
法染色后观察发现，肿瘤细胞核呈深棕黄色，Ｋｉ６７ 增殖
指数高，各组移植瘤均呈现高的增殖活性，提示肿瘤恶
性程度高。 Ｋｉ６７ 阳性表达百分率 ｍｉＲ唱２１ 抑制组
（４２％， ＋ ＋）和 ｍｉＲ唱２１ 反义寡核苷酸治疗组（３３％，
＋）均明显低于 ＳｉＨａ空白对照组（９５％，＋ ＋ ＋）和阴
性对照组（９０％， ＋ ＋ ＋）（P ＜０畅０５，图 ３）。

荧光显微镜下观察结果表明，肿瘤组织切片中肿
瘤细胞核被 ＤＡＰＩ 染色呈蓝色荧光，凋亡细胞 ＴＵＮＥＬ
阳性信号为黄绿色，位于胞核，呈圆形；在正常组织中，
阳性细胞少见，在肿瘤组织中，阳性细胞呈散在分布或
成簇分布；ＤＮａｓｅ Ⅰ处理的阳性对照片为阳性，阴性对
照为阴性；进行连续切片对照 ＨＥ 染色，ＴＵＮＥＬ阳性细
胞在形态学上表现为凋亡的细胞。

ｍｉＲ唱２１抑制组 ＡＩ值（１８畅２９ ±０畅９７）明显高于空白
对照组 ＡＩ值（２畅５６ ±０畅６２），差异有统计学意义（P ＜
０畅０５，图 ４）。

讨　　论

ＭｉｃｒｏＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）作为真核生物体内一种小分子
非编码 ＲＮＡ，其成熟体在细胞核中参与 ＲＮＡ诱导的基
因沉默复合物（ＲＮＡ唱ｉｎｄｕｃｅｄ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ｃｏｍｐｌｅｘ，ＲＩＳＣ）
的形成，与靶 ｍＲＮＡ 结合，降解靶 ｍＲＮＡ 或抑制翻译，
从而在转录后水平调控基因表达

［２］ 。 研究发现 ｍｉＲ唱
ＮＡｓ可直接参与人类肿瘤如肺癌、乳腺癌、卵巢癌、宫
颈癌、神经肿瘤、结直肠癌及淋巴瘤等的形成。 在癌组
织和正常组织之间的表达有明显差异，有证据显示
ｍｉＲＮＡ可作为癌基因或抑癌基因发挥功能，参与肿瘤
细胞增殖和凋亡过程

［３唱４］ 。 宫颈癌是女性生殖系统的
高发恶性肿瘤，其发生机制仍不十分清楚，研究最多的
是其与 ＨＰＶ的相关性，最近研究报道的 ｍｉＲＮＡ与高危
型 ＨＰＶ１６ 感染的宫颈癌发生机制上存在高度相关位
点。 ｍｉＲ唱２１在不同肿瘤中呈差异性表达，可作为癌基
因在肿瘤发生机制上起关键作用［５唱７］ 。 研究发现 ｍｉＲ唱
２１ 基因位点位于脆性位点 ＦＢＡ１７Ｂ 区域，此区域正好
为 ＨＰＶ１６ 在 １７ｑ２３畅２ 处的整合位点［８］ 。 ＨＰＶ 整合进
入宿主细胞可导致多种遗传学改变，并可以引起表观
遗传学改变，我们可以推测细胞内位于 ＨＰＶ整合位点
或邻近 ＨＰＶ整合位点处的 ｍｉＲＮＡ基因表达异常可能
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会导致细胞的表型发生改变，从而参与肿瘤的生成。
本实验采用 ＢＡＬＢ／ｃ 裸鼠能使移植瘤在动物体内

较短时间内成瘤，保持与人肿瘤高度相似的形态和功
能。 有研究将与胆固醇结合的合成反义寡核苷酸注入
小鼠体内可以有效抑制多种器官内的 ｍｉＲＮＡｓ 活性。
针对 ｍＲＮＡ 特定区段的反义寡核苷酸（ ａｎｔｉｓｅｎｓｅ ｏｌｉ唱

ｇｏｄｅｏｘｙｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ，ＡＳＯＤＮ）在生物体内发挥有效的抑
制作用实现其在肿瘤分子生物学技术方面的应用

［９唱１２］ 。
本课题组前期研究工作中应用 ｍｉＲＮＡ 检测技术

筛查了 １２例 ＨＰＶ阳性宫颈鳞癌组织与癌旁正常组织
的 ｍｉＲ唱２１表达情况，提示在 ＨＰＶ阳性宫颈鳞癌组织中
ｍｉＲ唱２１呈现高表达状态；本研究选择在宫颈癌组织和
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宫颈癌细胞中高表达且上调最多的 ｍｉＲ唱２１，通过合成
其反义寡核苷酸转染敲低细胞中 ｍｉＲ唱２１ 的表达，在体
外细胞实验中发现人工合成的 ｍｉＲ唱２１ 反义寡核苷酸
具有体外抑制宫颈鳞癌 ＳｉＨａ 细胞的增殖并诱导凋亡
的作用，提示 ｍｉＲ唱２１ 可能在宫颈癌发生中发挥癌基因
作用，为将来通过调控 ｍｉＲＮＡｓ的表达治疗肿瘤提供新
思路。 研究首先用培养的细胞分别建立了荷人宫颈癌
裸鼠皮下移植瘤模型观察各组裸鼠成瘤情况，检测和
比较各组移植瘤增殖活性及肿瘤细胞凋亡状况，观察
ＡＳ唱ｍｉＲ唱２１ 对人宫颈癌裸鼠皮下移植瘤的影响，了解
ｍｉＲ唱２１ 在体内的生物学效应。
由实验显示接种 ＡＳ唱ｍｉＲ唱２１ 于裸鼠，能够使裸鼠

皮下的人宫颈鳞癌瘤体明显小于阴性对照组和 ＳｉＨａ
空白组，三组成瘤率分别为 ３７畅５％、７５畅０％和 １００畅０％，
说明 ＡＳ唱ｍｉＲ唱２１ 对肿瘤生长有明显抑制作用。 测量三
组裸鼠瘤重，ｍｉＲ唱２１ 抑制组明显小于阴性对照组和 Ｓｉ唱
ｈａ 空白组的瘤重，分别为（０畅７３ ±０畅０５ ） ｇ，（１畅２６ ±
０畅１２） ｇ 和 （１畅３５ ±０畅２５ ） ｇ，差异有显著意义 （P ＜
０畅０５），空白对照组和阴性对照组间无明显差异（P ＞
０畅０５），病理组织学显示：肿瘤细胞呈低分化鳞癌形态，
部分区域有坏死。 免疫组化 Ｋｉ６７（ ＋）主要用于判断细
胞的增殖活性，其增殖指数高低与肿瘤分化程度、浸润
转移以及预后有关，ｍｉＲ唱２１ 抑制组和反义寡核苷酸裸
鼠瘤体 Ｋｉ６７较其他两组相比显著下降，说明增殖活性
降低。 瘤周注射反义寡核苷酸的裸鼠在观察期均未见
消瘦、出血、食欲缺乏等副作用，对药物耐受良好。 荧
光标记 ＴＵＮＥＬ检测系统结合形态学方法，对石蜡包埋
组织切片进行原位染色，在荧光显微镜下准确反映肿
瘤细胞凋亡特征，显示：ｍｉＲ唱２１ 抑制组移植瘤发生凋亡
数量明显增多。 观察注射治疗剂量 ＡＳ唱ｍｉＲ唱２１ 两周后
肿瘤局部坏死严重，胞核裂解、消失，凋亡明显增加。
综上所述，本研究揭示 ｍｉＲ唱２１ 反义寡核苷酸对荷

人宫颈癌裸鼠移植瘤的生长具有抑制作用，能在一定

程度上诱导肿瘤细胞凋亡。
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