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!"#干扰逆转肝细胞癌多药耐药

潘光栋!，严律南&，王新平&，杨家印&，夏庆杰&，闫乃红&，陈清英&，张发强& ) ) （ !广西医科大学第五附属医院肝胆外科，

广西 柳州 $%$""!；& 四川大学华西医院普通外科，成都 *!""%! ）

) ) 摘) 要：目的) 筛选高效 +,-./ 0 1+2!，以备研究 -./干扰逆转肝细胞癌多药耐药之用。方法) 首先根据 ,3-./设
计原则，以多药耐药基因（1+2!）为靶基因，设计并选择 % 4 $ 条 ,3-./ 0 1+2!，经 56/78后体外转录法合成 +,-./ 0 1+2!，
用 9:3;<=>?@A13B>试剂分别转染 C>DE& 0 1+2!，然后从 1-./、蛋白（F#;D）表达水平和细胞功能变化评价 C>DE& 0 1+2! 耐药
性被逆转的程度，比较各个 +,-./ 0 1+2! 的逆转效率，筛选出有效的 ,3-./ 0 1+2!。结果) 成功合成 $ 条 +,-./ 0 1+2!（其
中 ! 条为阴性对照），+,-./ 0 1+2!#% 1-./表达（!’G H( I !G ((）J、蛋白表达变化（HKG ! I !G *）J 4（!*G ’ I "G %）J与其他
各组细胞比较，有显著性差异；细胞内柔红霉素（L.-）累积量也较其他组明显增加（平均荧光强度 HKG $’，阳性率
’%M &$J，! N "G "$）。结论) 体外转录法结合脂质体转染适用于筛选高效 ,3-./，肯定了 ,3-./ 干扰序列能够有效阻抑
1+2! 基因编码蛋白 D!H" 的功能。
) ) 关键词：肝细胞癌；多药耐药；-./干扰
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F/. EOAB;#+<B;!，P/. 6O#BAB&，Q/.E R3B#D3B;&，P/.E S3A#T3B&，RU/ V3B;#W3>&，P/. .A3#X<B;&，YCZ. V3B;#
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) ) #6’.&(3.：!"#$%&’($) 8< ,?2>>B >==>?@3b> +,-./ 0 1+2! =<2 ,@O+T3B; @X> 2>b>2,A: <= 1O:@3+2O; 2>,3,@AB?> <=
X>DA@<?>::O:A2 ?A2?3B<1A（CYY）^T -./ 3B@>2=>2>B?>（-./3）G )$&*+,-) +,-./ 0 1+2! @A2;>@3B; 1O:@3+2O;
2>,3,@AB?> ;>B>（1+2!）dA, +>,3;B>+ AB+ ,TB@X>,3c>+ ^T "# $"%&’ @2AB,?23D@3<BG C>DE& 0 1+2! 3B * ;2<OD, dA,
@2AB,=>?@>+ d3@X @X> ?<1D:>_ <= +3==>2>B@ +,-./ 0 1+2!（ +,-./ 0 1+2!#!，+,-./ 0 1+2!#&，+,-./ 0 1+2!#(，
+,-./ 0 1+2!#%，+,-./ 0 1+2!#$）O,3B; 9:3;<=>?@A13B>G 8X>B @X> ?>::, d>2> ?<::>?@>+ @< 1>A,O2> @X> >_D2>,#
,3<B <= 1-./ 0 1+2!，F#;:T?<D2<@>3B AB+ @X> A??O1O:A@3<B <= L.-G .$-/0&-) \3b> +,-./ 0 1+2! d>2> ,O??>,,#
=O::T ,TB@X>,3c>+ 3B?:O+3B; <B> B>;A@3b>G 8X> >_D2>,,3<B <= 1-./ 0 1+2!［（!’G H( I !G ((）J］ AB+ F#;:T?<#
D2<@>3B［ =2<1（HKG ! I !G *）J ^>=<2> @2AB,=>?@3<B +<dB @<（!*G ’ I "G %）J］3B +,-./ 0 1+2!#% dA, ,3;B3=3?AB@#
:T :<d>2 @XAB @XA@ <= <@X>2 ;2<OD,（! N "G "$）G /??O1O:A@3<B <= L.- 3B +,-./ 0 1+2!#% dA, X3;X>2 @XAB @XA@ 3B
<@X>2 ;2<OD,（! N "G "$）G 1+2%0/-’+2) (# $"%&’ @2AB,?23D@3<B ?<1^3B>+ d3@X :3D<,<1> 3, =3@ @< ,?2>>B @X> >==>?#
@3b> +,-./ 0 1+2!G ,3-./ 0 1+2! ?<O:+ ,ODD2>,, @X> >_D2>,,3<B <= F#;:T?<D2<@>3B ?<+>+ ^T 1+2! ;>B>G
) ) :$7 ;*&0’：X>DA@<?>::O:A2 ?A2?3B<1A；1O:@3+2O; 2>,3,@AB?>；-./ 3B@>2=>2>B?>

) ) -./干扰（-./ 3B@>2=>2>B?>，-./3）是指特定目
的基因被与其互补的小分子干扰 -./ 片段（ ,1A:: 3B#
@>2=>23B; -./，,3-./）特异抑制引起 1-./ 转录后沉
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默，称为转录后基因沉默（D<,@#@2AB,?23D@3<B ;>B> ,3:>B#
?3B;，F8E7）。多药耐药基因 !（1O:@3+2O; 2>,3,@AB?>
;>B>!，1+2!）编码的 F 糖蛋白（F#;:T?<D2<@>3B，F#;D）
是多药耐药肿瘤细胞的跨膜转运蛋白，能将细胞内化

疗药物外排，其过度表达是肿瘤细胞耐药的主要原因，

抑制 F#;D的过度表达可以逆转肿瘤的多药耐药现象。
因而选择特异性和效率强的 ,3-./ 0 1+2! 成为首要条
件。根据文献介绍的 ,3-./ 设计原则，我们合成、筛
选了特异性强、抑制效率高的 ,3-./ 0 1+2!，以供构建
长期表达载体之用。
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!" 材料与方法

!" !# 材料
!" !" !# 细胞株# # $%&’( 和 $%&’()*+,! 用于实验组和对照
组，分别由本实验室提供和本课题组陈永兵［!］博士构建。

!" !" (# 主要试剂和仪器# # -,./01 试剂盒购自 -23242 公司；
51.607%892*.:% 转染试剂购自 ;:<.9,06%: 公司；=.1%:8%, >.4?@
80:>9,A89.0: 试剂盒购自 @*B.0: 公司；C?@ 模板由上海生工公
司合成；4DE;!FGH 培养液购自 ’.B80 I J4K 公司；阿霉素
（@CE）、柔红霉素（C?4）为深圳万乐药业有限公司生产；=A&%,
=8,.&9-E逆转录试剂盒（ ;:<.9,06%: 公司）；CLFGH 全自动核酸 M
蛋白质分析仪（J%8N*2:，L=@）；’%1 C08 全自动凝胶分析仪
（J.0)42+，意大利）；’%:% @*& (GHH DO4 >P>9%*（ &%,1.:%*%,，
L=@）；CQQ)G 型稳压稳流电泳仪（北京 F! 仪器厂）。

!" (# 方法
!" (" !# 搜索 *+,! 全长基因和 (!:9 序列，用 J12>9 比较排除其
同源性序列# # 从 DABE%+ ’%:J2:N 中找到 *+,! 基因（序列号
@RH!FSTS），从其转录本（*4?@）的起始密码子 @L’ 开始，寻
找 @@序列，并记下其 TU端的 !V 个碱基序列，作为潜在的 >.4)
?@靶位点。使用 ?OJ;的 J12>9排除那些和其他编码序列 I W=-
同源的序列。共设计 G 条 >.4?@ I *+,!，同时设计第 S 条序列为
阴性对照。

# # 根据选中的目标序列设计其反义链模板 C?@，一并送上
海生工公司合成。

!" (" ( # +>4?@ I *+,! 的合成 # # 按说明书以 =.1%:8%, >.4?@
80:>9,A89.0: 试剂盒合成 S 个 +>4?@ I *+,!，经纯化后 X (H Y保
存。

!" (" T# 高效 +>4?@ I *+,! 的筛选 # # 将 $%&’()*+,! 细胞复
苏、培养，以 (HH Z GHH *6 I K ’G![和 H" (S Z H" SH *6 I K阿霉素
筛选稳定细胞株并消化传代。同法复苏 $%&’( 细胞，4D)
E;!FGH 完全培养基培养。以倒置相差显微镜观察并记录上述
两种细胞的正常形态。

# # 接种 $%&’( I *+,! 细胞至 VF 孔培养板，待细胞覆盖率达
[H\时，将细胞分 !、(、T、G、S、F组，每组 F 孔，其中第 ! 组为非转
染组，另设 F孔 $%&’(细胞作为对照。用 51.607%892*.:% 转染试
剂，按试剂盒操作说明，优化转染条件，细胞融合达 VH\以上时
分别将 +>4?@)*+,!)!、+>4?@)*+,!)(、+>4?@)*+,!)T、+>4?@)
*+,!)G、+>4?@)*+,!)S（阴性对照）以 !HH :*01 I K 的终浓度加入
相应组别 $%&’( I *+,!细胞，培养 ]( ^后收获细胞进行检测。
!" (" G# 4-)DO4 检测 $%&’( I *+,! *4?@的表达水平
!" (" G" !# 培养细胞总 4?@提取# # 用 -,./01 试剂提取转染后
]( ^的各组细胞的总 4?@，经 !\琼脂糖凝胶电泳，可见 ([=、
![=、S= T 条带，无 C?@ 污染条带，无明显降解条带，表明所提
取的总 4?@纯度较高。
!" (" G" (# 引物设计 # # *+,! 正义链：SU)--@O@O’-’’--’)
’@@’O)TU，反义链 SU)O@-@’@-O@’O@’’@@@’)TU，扩增产物
：(![ B&；’@DC$正义链：SU)-’’’-’-’@@OO@O’@’@@)TU，反
义链：SU)’’O@-’’@O-’-’’-O@-’@)TU，扩增产物：!GT B&。
!" (" G" T # 通过逆转录反应合成 8C?@，4-)DO4 扩增 *+,!

*4?@# # 逆转录反应在 ! 个 SH !1 的反应体系中进行，体系
组成如下：先将总 4?@在 ]H Y变性 !H *.:，冰上冷却 T *.:，混
合反应体系，置 G( Y水浴 ! ^，完成逆转录，置 VS Y水浴中
S *.:，将酶灭活后立即置冰浴中。
!" (" G" G# 电泳与图像分析# # 取 !H !1 DO4 产物进行 !S 6 I K
琼脂糖凝胶电泳检查和照相，以 ’@DC$ 作为内参照，用核酸、
蛋白质分析仪进行半定量检测，E+,! 条带在 (![ B&处，’@DC$
条带在 !GT B&处。
!" (" S# 流式细胞术（ROE）定量测定 D)6&表达# # 取培养]( ^
的 $%&’(、$%&’( I *+,! 细胞，消化液消化后，用培养液终止，滴
管吹散细胞。分别将细胞悬液移入 !H *1 塑料离心管中，以
! HHH , I *.: 离心 S *.:，去上清。再用生理盐水洗 ! 次，以
! HHH , I *.:离心 S *.:，去上清。重悬细胞，分别加 D)6& 单抗
! ^ 后，加 ’RD标记的兔抗鼠 ;6’(，室温避光孵育 ! ^。每管加
! *1 DJ= 洗涤，以 ! HHH , I *.: 离心 S *.:，去上清。每管加
H" S *1 DJ=，重悬细胞并吹散。同法收集各组转染前的细胞，一
并送流式细胞仪检测 D)6&。
!" (" F # 流式细胞术检测细胞内 C?4 积累量 # # 将经 >.4?@
转染 ]( ^后的细胞（$%&’( I *+,!)+>4?@）按 ! _ !HF I *1 细胞浓
度与 ! !6 I *1的 C?4 T] Y 共同孵育 ! ^后，冰浴终止 C?4的
作用，DJ=洗 ( 次，收集细胞，同样处理分设 S 管，另设未经转染
的 $%&’( I *+,! 为对照组，同样收集细胞，用流式细胞仪测定细
胞内荧光强度。用相对荧光强度表示高低和 C?4在细胞内积
累量。

# # 相对荧光强度 ‘（实验组荧光强度 a对照组荧光强度）_
!HH\

!" T# 统计学处理
# # 采用 =D== !H" H 统计软件，配对资料行 !检验

#" 结果

(" !# 根据设计原则选中的序列
# # >.)*+,!)正义链)! ：SU)@@-’@-@O@’’’--O--O@-’OO-)
’-O-O)TU，>.)*+,!)反义链)!：SU)@@O@-’@@’@@OOO-’-@-)
O@OO-’-O-O)TU；>.)*+,!)正义链)(：SU)@@-O-’’@’’@@’@)
O@-’@OOOO-)TU，>.)*+,!)反 义 链)(： SU)@@’’-O@-’-O--O)
O-OO@’@OO-’-O-O)TU；>.)*+,!)正义链)T：SU)@@-’O’@O@’)
’@’@-@’’O-’OO-’-O-O)TU，>.)*+,!)反义链)T：SU)@@O@’O)
O-@-O-OO-’-O’O@OO-’-O-O)TU；>.)*+,!)正义链)G：SU)@@’)
’@-@--@’’@OO@-@@@-OO-’-O-O)TU，>.)*+,!)反义链)G：SU)
@@@---@-’’-OO-@@-@-OOOO-’-O-O)TU；>.)*+,!)正义链)S：
SU)@@@OO’@O’@’-’’-@’’@-’OO-’-O-O )TU，>.)*+,!)反义
链)S：SU)@@O@-OO-@OO@O-O’-O’’-OO-’-O-O)TU。

(" (# 细胞转染前后形态学改变
# # 细胞转染前后形态学上无明显差别，见图 !。

(" T# 4-)DO4检测 *+,! *4?@的表达
# # 各组细胞均检测到不同程度的 *+,! *4?@的表达，而以第
S组细胞 $%&’( I *+,!)>.)G 和敏感株细胞 $%&’( 的 *+,! *4?@
表达最低，其间无显著差异（" b H" HS），与其他各组细胞的表达
水平比较，有显著性差异（" cH" HS），见图 (。
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!!

!"
&：转染前 ’()*+ , -./!；0：转染后 ’()*+ , -./!

图 !" 转染前后 #$%&’ ( )*+! 细胞形态"（倒置显微镜 1 !22）

! " # $ % & ’ (

!")) *+
!!%) *+
!!)) *+

,-.! "!( *+"
/0123 !$% *+"

!：’()*+ , -./34536； +：’()*+ , -./34537； 8： ’()*+ , -./34538；

7：’()*+ , -./3453+；6：’()*+ , -./3453!；9：’()*+ , -./；:：’()*+；
;：标准

图 ’" ,-./0,产物琼脂糖凝胶电泳图

+# 7" 流式细胞术检测 <3=)表达
" " 各组 <3=) 的表达受抑制的阳性率下降不一致，以 45$%&3
-./!37 组明显，由处理前的（:># ! ? !# 9）@降至（!9# ; ? 2A 7）@
（! B 2# 2!）。阴性对照组处理前后 <3=) 表达阳性率分别为
（:;# + ? !# 8）@和（:6# 9 ? !# +）@，无意义链组处理前后 <3=)
表达阳性率分别为（::# 7 ? !# +）@和（:7# + ? !# >）@，差异无统
计学意义（! C 2# 26），见表 !。

表 !" 12,34转染前后 /.5%表达水平变化［（!! 6 "）7］

组别 转染前 转染后 !
’()*+ , -./! :6# 8 ? !# 8 :6# 7# ? !# + !# +6

’()*+ , -./!3453! :6# 8 ? !# 7 :2# ! ? :# 2 2# >9
’()*+ , -./!3453+ :;# ; ? !# 9 :!# 6 ? !# + 2# ;:
’()*+ , -./!34538 :7# + ? !# 9 9;# 8 ? !# 9 2# 6;
’()*+ , -./!34537 :># ! ? !# 9 !9# ; ? 2# 7 2# 22
’()*+ , -./!34536 ::# 7 ? !# + :7# + ? !# > 2# 9>

+# 6" 细胞内 D%$积累量的变化
" " 用 45$%& 处理 :+ E 后，各组 ’()*+ , -./! 细胞内 D%$ 积
累量均有明显增高（表 +），但与敏感株细胞相比，荧光强度和
阳性率仍较低。

表 ’" 12,341处理后细胞内 83,积累量（# 9:）

组别 平均荧光强度 阳性率

’()*+ ;:# 87 >9# 6+
’()*+ , -./! 8;# 9! 8!# +2

’()*+ , -./!3453! 8:# >! +9# ;7
’()*+ , -./!3453+ 78# 98 86# +2
’()*+ , -./!34538 76# >2 8;# :>
’()*+ , -./!34537 :># 6;F ;7# +6F

’()*+ , -./!34536 67# !+G 7:# 96G

G：! B 2# 26，F：! B 2# 2!，与 ’()*+ , -./! 组比较

+# 9" 比较实验结果
" " 选出高效 45$%& 链为第 7 条，序列如下：453-./!3正义链3
7：6H3**&I&II&**&JJ&I&&&IKKJJK*KJKJ38H，453-./!3反
义 链37： 6H3&III&I**IJJI&&I&IJJK*JJK*KJKJ38H。基
因 -./! 靶序列：6H3**&K&KK&**&JJ&K&&&K38H。

;" 讨论

" " $%&干扰（$%& 5LM(/N(/(LO(，$%&5）是指特定的
目的基因被与其互补的双链小 $%& 特异抑制引起其
-$%&转录后沉默，它具有高效性、强特异性。它将与
目的基因同源的含 +! P +8 个核苷酸的 45$%& 转染至
细胞内，与细胞内的内切酶形成诱导沉默复合体

（$%& 5L.QO(. 45R(LO5L= OS-)R(T，$UVJ），$UVJ 以 45$3
%&为模板特异性识别其同源基因 -$%&，并对其进行
递进式剪切，形成强有效的瀑布效应，诱导序列特异的

-$%&降解，从而抑制基因表达［+，8］。经过研究，对
$%&5的机制有了一定的了解，但其具体的作用机制尚
未完全清楚。为了更有效地识别目的基因的 -$%&，
设计、选择 45$%&很重要，同源性越高，效率越好。因
此，必须严格按照 45$%& 序列设计原则设计［7］。在所
选的 45$%&序列中，由于可能存在与其他编码序列或
WVK同源的序列（人或鼠），需在 *(L0GLX 用 0RG4M $(3
4(G/OE 软件进行同源序列搜索，排除那些和其他编码
序列或 WVK同源的序列。在实践中，还有研究者总结
出优化 45$%& 设计的若干规则，比如低 * , J 含量
（76@ P66@），缺乏反向重复序列，正义链 8H端稳定
性低，特殊位置具有优势碱基 I、&、* 等（第 8、!2、!8、
!> 位碱基）的 45$%&，其转染效率会较高［6］。
" " 选中的序列是否高效，还要经过实验证实。据报
道［6］，一般情况下，按照 45$%&设计原则选出的 45$%&
中，每 + P 7 个序列中可能有 ! 个序列是高效或有效
的，但具体是哪一个，必须经过 45$%& 转染抑制实验
筛选。可以从 -$%& 水平，也可以从 <3=) 蛋白水平、
细胞功能水平检测。
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! ! "#$%&的合成有多种方法，各有优缺点［’］。化学
合成法制备 "#$%&是目前最常用的方法，可以合成高
质量的 "#$%&，但费用昂贵。其他方法例如还有长片
段 ("$%& 经 $%& 酶降解，降解过程中 "#$%& 易被其
他因素灭活；"#$%& 表达载体或者病毒载体在细胞中
表达 "#$%&，可用于体外实验，但制作过程较复杂；也
可用 )*$制备 "#$%&。体外转录法利用双链复合体
（(+,-./+"）体外直接转录出特异双链 "#$%&，此方法费
用低、毒性小、效率高，主要用于筛选 "#$%&，尤其当
需要制备多种 "#$%& 或化学合成的价格太高时可选
用。本实验利用此法合成了 0 条 ("$%&，经过实验筛
选出满足进一步研究使用的高效链，达到了实验目的。

! ! 细胞经转染 ("$%& 后特异目的基因的表达和功
能出现变化［1，2］。本实验以合成的 ("$%& 分别转染
3+,45、3+,45 6 7(89 细胞后，从蛋白水平和细胞功能
水平检测其转染效率。我们发现，第 0 个序列的 "#$:
%& 能显著抑制 ):;, 的表达；3+,45 6 7(89 细胞内
<%$积累量不但与阴性对照组相比有显著差异，而且
比转染 "#:7(8:9、5、= 组明显提高。按同样原则设计的
0 条 ("$%& 中，"#:7(89:0 对 7(89 基因的抑制效率明
显高于另外 = 条，显示了 $%&干扰的特异、高效特性，
其具体作用机制尚需进一步研究。本实验所用的转染

试剂 >-#;?@+ABC7#D+为阳离子脂质体，能直接将 "#$%&
转染进入 3+,45 6 7(89 内，不需要其他特殊介质，方法
简单、稳定，转染效率也较高，很适合于筛选有效 "#$:

%&。本实验结果肯定了 "#$%&干扰序列能够有效阻抑
7(89基因编码蛋白 ,91E的功能，并筛选出高效 "#$%&:
7(89，为进一步研究提供了可用的 ("$%& 6 7(89。
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! !（上接 =E 页）
升主动脉根部打孔，然后将静脉桥与升主动脉行端侧吻合，彻底

止血。术后患者血压升至 NE 6 1E 773;，心率约 99E 次 6 7#D，0 M
后心电图 T\段恢复正常，术后次日血压稳定为 NN ]9EE 6 H1 ] 1’
773;。术后多次复查心电图、心肌酶谱和心脏超声均正常，= 周
后患者痊愈出院。术后 =月后复查心电图及超声提示正常。

讨论

! ! 心脏开放性外伤的损伤位置一般为右心室，这与其解剖位
置有关，本例患者损伤位置处于室间沟处，造成横断冠状动脉

前降支，以前病例报道较少。回顾本例患者的救治过程，有以

下几点值得考虑：!手术切口：急诊刀刺伤手术，一般情况采取
从患侧第 0 或第 H 肋间进胸，两次手术或择期手术均采用正中
切口。本例患者，从原创口第 ’ 肋进胸，扩大前胸部外侧切口，
较好的暴露手术视野，同时尽可能的减少对患者的创伤，对患

者的呼吸循环功能的影响降低到最小。"心脏伤口靠近冠状
动脉时，如未损伤冠状血管，一般处理应用血管下潜行缝合，以

保证冠状动脉血管的血流通畅，可以避免心脏愈合后产生创伤

性心肌桥。

! ! 心室裂口肌肉丰富不易钳夹，一般用手指堵住止血后，再
行缝合处理，建议心脏创口较小时可用室缺线直接“2”字缝合
或褥式缝合，较大的创口可使用垫片针褥式缝合，使伤口愈合

合好，不会产生假性室壁瘤。冠状动脉损伤立即行冠状动脉搭

桥术，减少心肌缺血的危险。本例患者损伤冠状动脉，需要马

上行冠脉搭桥术，但当不具有搭桥手术的条件时，给予冠状动

脉缝扎术，为下次手术提供较好的手术机会。但缝扎冠状动

脉，会造成急性心肌梗死，及冠状动脉血管急性血栓的形成，使

患者丧失搭桥的机会。就本例来看，心脏缝扎患者因转送及搭

桥及时，未造成严重后果。急诊冠脉外伤时，非体外循环下行

冠脉搭桥手术常作为首要选择［9］，就其优点是取消了建立体外

循环的步骤，节省时间。但术野出血较多的问题难以解决，本

例患者心肌缺血时间较长，且经过冠状动脉缝扎术后，具有动

脉血栓形成的危险，同时心肌缺血时间较长，选择较为稳妥的

体外循环下行冠状动脉搭桥手术优势较明显［5］。

! ! 总之，急诊冠状动脉搭桥对外伤性冠状动脉损伤造成的急
性心肌缺血具有很好的治疗效果，手术方式的采用往往对患者

生命的救治及术后的愈合影响很大。
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