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Abstract :Objective 　Toex ploretheinhibitor yeffectofli posome2C2erbB22antisense phosphorothioateoli 2
godeoxynucleotides (c2erbB22ASODN ) onthehumanovariane pithelialcancertrans plantedsubcutaneousl yin

nudemice. Methods　Humanovariane pithelialcancercelllinesSKOV 3 weretreatedwithli posome 2c2erbB22

ASODN,andthentrans plantedsubcutaneousl yinnudemice.Thechan gesoftumorvolumewereobservedand

thetumor growthinhibitor yratewascalculated. Results　Thetumori genicabilit yofthetreatedcelllinesb yc 2
erbB22ASODNwasreduced,themaximumtumor growthinhibitor yratewas40.0% ( P <0.05 ) ;Thefirsttime

thattumorcanbedetectedwasraisedu pto9.6da ys ( P <0.05 ) . Conclusion Thestudiesshowedthatc 2erbB22

ASODNtransfectioncaninhibitthetumori gentsisofovariane pithelialcarcinomacelllinesinnudemice,itma y

beavaluable genethera pyfortheovariane pithelialcarcinoma.
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摘　要 :目的 　探讨经脂质体 —硫代磷酸化修饰的 c2erbB22 反义寡脱氧核苷酸 (ASODN) 作用后的卵巢

上皮癌细胞株 SKOV3 在裸鼠皮下的成瘤能力。方法 　利用脂质体将经硫代磷酸化修饰的寡核苷酸导入

SKOV3 细胞内 ,然后将这种被转染的细胞接种于裸鼠皮下 ,观察肿瘤体积的变化 ,并计算抑瘤率。结果 　经

脂质体2c2erbB22ASODN 作用后的卵巢上皮癌细胞在裸鼠皮下成瘤能力降低 ,最大抑瘤率达 40.0%

( P <0.05 ) 。首次出现目检可见肿瘤的平均时间延长为 9.6 天 ( P <0.05 ) 。结论 　c2erbB22 癌基因的反义

调控能降低卵巢上皮癌细胞的成瘤能力 ,抑制肿瘤生长 ,在卵巢上皮癌的基因治疗中有一定价值。
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0 　引言

肿瘤的综合治疗原则已成为肿瘤治疗的最根本

治疗模式 ,基因治疗作为肿瘤综合治疗的重要组成部

份已广受人们重视[1,2]
,近年来卵巢癌的反义基因治

疗研究取得了可喜的效果[3] 。我们采用离体途径将

硫代磷酸修饰的 c2erbB22ASODN 经脂质体介导转

染入 c2erbB22 高表达的人卵巢皮癌细胞株 SKOV3

内[4]
,然后移植到裸鼠皮下 ,以研究 c2erbB22ASODN

对卵巢癌细胞裸鼠皮下成瘤的抑制作用。

1 　材料与方法

1.1 　材料

SKOV3 细胞株购自我校基础医学院肿瘤研究

室。阳离子脂质体 ( lipofectin ) 购自 Sigma 公司。

BALBΠC 遗传背景的裸鼠购自四川抗生素研究所并

由我校动物实验中心代养。c2erbB22 正义寡核苷酸

(c2erbB22SODN ) 序列号为 5′2GGTTCACACGTG 2
GCC23′;c2erbB22ASODN 序列为 5′2CCAAGTGTG 2
CACCGG23′[5] 。所有寡核苷酸由上海生物工业公司

按要求合成并全部经硫代磷酸化修饰。RPMI21640
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培养基、小牛血清、胰酶为 Hyclone 公司产品。细胞

培养室由我校动物中心实验室提供。

1.2 　细胞培养与脂质体转染 SKOV3 细胞在 37 ℃、

5%CO 2 条件下 ,在含 10% 小牛血清的 RPMI2640 培

养基中培养。将处于对数生长期的细胞用 0.25% 胰

酶消化后 ,接种到 100ml 玻璃培养瓶内 ,每瓶接种细

胞数为 6 ×105 个 ,加普通培养液培养 20h 。融合率

达到 50% 左右后倾去培养液 ,用无血清无抗生素培

养液 (本文称转染液) 3ml 清洗细胞表面 2 次 ,按不同

组进行脂质体转染。脂质体先溶于转染液中室温静

置 45min 再与寡核苷酸混合包裹并室温静置 15min

以上。按以下分组转染 :第 1 组 ,正常对照组 ,lipofec2
tin6 μg+ 转染液总量 2000μl; 第 2 组 ,正义观察组 ,li2
pofectin6 μg+c 2erbB22SODN6 μg+ 转染液总量

2000μl; 第 3 组 ,反义观察组 ,lipofectin6 μg+c 2erbB22

ASODN6μg+ 转染液总量 2000μl。转染 18h 后倾去

培养液 ,加普通培养液 6ml 培养 48h 后换新鲜普通培

养液 4ml, 再培养 2h 后用 0.25% 胰酶消化并收集细

胞 ,制成 1 ×10
7Πml 的细胞悬液备用。

1.3 　裸鼠皮下移植瘤形成

本研究选用裸鼠共 15 只 (每组 5 只) 均为 4～6

周龄雌鼠 ,平均体重 20.5 克 ,每只裸鼠两个接种点

(每组 10 个接种点即 10 个移植瘤) ,分别位于背侧靠

左右后肢处。每点接种细胞数 3 ×10
6 个。接种后注

意每天观察裸鼠情况。

1.4 　瘤体测量

皮下接种后第 10d 、15d 、20d 、25d 、30d 用游标卡

尺测量瘤体最长径 ( a) 与最短径 ( b) ,肿瘤体积 V

(mm
3 ) =πab

2Π6, 抑瘤率 = (V对 -V 观 )ΠV对 ×100%
[6] 。

测量肿瘤体积时称裸鼠体重。

1.5 统计处理

采用 t 检验和χ2 检验。

2 结果

2.1 　全部 15 只裸鼠均成活并形成单一皮下移植瘤 ,

接种点无红肿破溃。

2.2 　各组第一次出现目检可见肿瘤的平均时间不

同 ,反义观察组与正义观察组和正常对照组相比 ,均

有显著性差异。见表 1, 图 1。
表 1 首次出现目检可见肿瘤的平均时间比较

分组 移植瘤数 平均时间 (天) t 值 P 值

正常对照组 10 6.2 ±1.2 — —

正义观察组 10 6.7 ±0.9 0.804 >0 .05

反义观察组 10 9.6 ±1.1 2.782 <0 .05

图 1 　首次出现目检可见肿瘤平均时间比较

2.3 各组形成皮下移植瘤的体积随时间变化而不同 ,

反义观察组出现肿瘤生长延迟现象 ,在第 20 天时差

别最大。抑瘤率差别在 20 天后又趋下降 ,见表 2、表

3、图 2。

表 2 　 不同时间肿瘤体积比较

组别
肿瘤体积 (mm3 )

10d 15d 20d 25d 30d

正常时间组 40.6 ±5.7 103 .0 ±22.5 150 .7 ±30.8 205 .1 ±51.1 301.4 ±67.1

正义观察组 35.2 ±4.6 3 96.3 ±20.6 3 146.5 ±31.2 3 199 .0 ±50.3 3 297 .1 ±59.8 3

反义观察组 70.7 ±9.1 3 3 90.3 ±19.6 3 3 146 .3 ±31.5 3 3 253 .5 ±49.8 3

　　注 : 3 P >0.05 　　3 3 P <0.05

表 3 　 不同时间抑瘤率比较

组别
抑瘤率 %

10d 15d 20d 25d 30d

正常对照组 — — — — —

正义观察组 13.3 6.5 6.7 2.9 1.5

反义观察组 31.3 40.0 28.7 15.9
图 2 　不同时间抑瘤率变化趋势

2.4 　不同时间裸鼠体重无变化 ,见表 4。
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表 4 　 皮下接种后不同时间裸鼠体重比较

组别
体重 (g)

10d 20d 30d

正常对照组 20.1 ±1.2 21.2 ±1.1 21.5 ±1.3

正义观察组 19.9 ±1.1 20.7 ±1.2 21.3 ±1.3

反义观察组 18.6 ±0.9 19.6 ±0.7 20.1 ±1.1

3 　讨论

3.1c 2erbB22 癌基因在许多恶性肿瘤中呈高表表达 ,

以 SKOV3 细胞株最突出[4]
,它与肿瘤的发生、发展、

转移、预后密切相关[7] 。因而 c2erbB22 是基因治疗的

理想靶点。寡核苷酸经硫代磷酸修饰后可保持对核

酶的稳定性。阳离子脂质体与寡核苷酸通过静电吸

引力结合 ,使其包裹率达 100%, 大大提高了寡核苷

酸在细胞内的浓度并进一步增强了对核酶的稳定

性[6] 。

3.2 本组资料选用的 c2erbB22ASODN, 它与 c2erbB22

mRNA5, 端编码区互补 ,具有很强的反义抑制效

应[5] 。本研究中表现在经 c2erbB22ASODN 处理后

的细胞在裸鼠皮下形成移植瘤的时间延长 ,具有较高

的肿瘤抑制率。抑瘤率在 20 天前呈上升趋势 ,至 20

天时达最大值 ,之后又逐渐下降 ,与对照组的差别逐

渐缩小 ,可能是导入细胞内的 ASODN 逐渐降解而失

去活性 ,癌基因又重新活跃所致 ,提示反义基因治疗

需连续给药或加用其它治疗才能达到最佳效果。根

据肿瘤发生的多基因学说 ,采用多基因联合技术可能

会取得更好的疗效 ,笔者也在开展这方面的研究。正

义观察组对皮下移植瘤的形成也有轻微的抑制作用 ,

这可能是由于寡核苷酸本身具有的非特异性非反义

抑制效应所致[8] 。

3.3 本组资料显示 ,各组裸鼠在相同时间体重没有统

计学差异 ,表明在一定剂量限度内 ,ASODN 治疗具

有一定安全性。这可能是 ASODN 治疗本身不涉及

到外源基因的导入以及它本身就具有一定的靶向性 ,

因此 c2erbB22 异常高表达往往只有肿瘤细胞才具有。

参考文献 :

[1] GuhaC,GuhaU,TribiusS,etal.AntisenseATM genethera py:a

strate gytoincreasetheradiosensitivit yofhumantumor[J].Gene

Ther,2000,7 (10) :8522858.

[2] PietrasK,OstmanA,S joquistM,etal.Inhibitionof platelet2de2

rivedGrowthFactorRece ptorreducesinterstitialh ypertensionand

increasetransca pillarytrans portintumor[J].CancerRes,2001,61

(7) :292922934.

[3] SkiuingJS,S quatritoRC,connorJP,etal. p53 genemutationanal y2

sisandantisense 2mediated growthinhibitionofhumanoveriancarci 2

nomacelllines[J].G ynecolOncol,1996,60 (1) :72278.

[4] KingBl,CarterD,FoellmerHG,etal.Neu proto2oncogeneam plifi2

cationandex pressioninoverianadenocarcinomacelllines[J].AmJ

pathol,1992,140 (1) :23 231.

[5] FunatoT,KozawaK,Fu jimakiS,etal.Increasedsensitivit ytocis 2

platinin gastriccancerb yAntisenselnhibitionoftheHER 22ΠneuC 2

erbB22Gene[J].Chemothera py,2001,47 (4) :297 2303.

[6] O’DwyerPJ,StevensonJP,Galla gherM,etal.C 2raf21de pletion

andTumorRes ponsesinPatientsTreatedwiththeC 2raf21Antisense

oligodeoxynucleotideIsIs5132 (CGP68936A ) [J].ClinicalCancer

Research,1999,5 (12) :397723982.

[7] Eppenber gerCastoriS,Kuen gW,BenzC,etal.Pro gnosticand

predictivesi gnificanceoferbB 22breasttumorlevelsmeasuredb yenz 2

ymeimmunoassa y[J].JClinOncol,2001,19 (3) :6452656.

[8] MarcussonEG, yacyshynBR,shanahanWJ,etal.Preclinicaland

clinical pharmacolgyofantisenseoli gonuleotides[J].MolBiotechnol,

1999,12 (1) :1 211.

(贺 　文校对)

·78·肿瘤防治研究 2003 年第 30 卷第 2 期


