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!"#"$反义寡核苷酸诱导人肾癌细胞凋亡及其机制的研究

刘* 川!，吴小候&，张唯力!，唐* 伟&，尹志康&，何云锋&，杜 * 虎& * * （重庆医科大学：!附属第二医院泌尿外科，重庆

%"""!"，&附属第一医院泌尿外科，重庆 %"""!)）

* * 摘* 要：目的* 探讨 +,-,.反义寡核苷酸（/0123）对人肾癌细胞株 (’)#1 +,-,. 453/及蛋白表达的抑制作用以及对
细胞凋亡的影响。方法* 设计合成全硫代磷酸化修饰的 +,-,. /0123，脂质体辅助转染至 (’)#1细胞内。采用 56#785检
测转染后 +,-,. 453/的变化，细胞免疫化学、激光扫描共聚焦显微镜观察 +,-,.蛋白在细胞内的分布、转染后表达的变化
及细胞形态的变化，流式细胞仪检测细胞凋亡率的变化，激酶法测定 89:;9:<= 活性的变化。结果* 转染 +,-,. /0123后，
56#785显示 (’)#1细胞表达 +,-,. 453/减少（! > "? "!），激光扫描共聚焦显微镜下见细胞表达 +,-,.蛋白减少、细胞形
态发生变化，流式细胞仪检测细胞凋亡率显著增加（! > "? "!），89:;9:<= 活性明显增加（! > "? "!）。结论* +,-,. /0123
能明显下调 (’)#1细胞 +,-,.基因的表达，诱导细胞凋亡。抑制 89:;9:<= 活性是 +,-,.抑制细胞凋亡的途径之一。
* * 关键词：+,-,.；寡核苷酸类，反义；细胞凋亡；肾肿瘤
* * 中图法分类号：5=@%? &；5(=#=)&；5(=(? !!* * * 文献标识码：/
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* * %:’&0/-&：!"#$%&’($* 6G ,.-<:R,N9R< RC< <PP<TR GP 9.R,:<.:< GK,NG.DTK<GR,U<:（/0123）R9QN<R,.N K,-,. G.
RC< ,.C,X,R,G. GP K,-,. 453/ 9.U ;QGR<,. <Y;Q<::,G. 9.U RC< 9;G;RG:,: GP CD49. Q<.9K T9QT,.G49 T<KK K,.< (’)#1
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:,N.9K GP K,-,. ;QGR<,. GX:<Q-<U XS 8+0V Z9: :,N.,P,T9.RKS U<TQ<9:<U，RC< 9;G;RG:,: Q9R<: U<R<TR<U XS PKGZ TSRG4#
<RQS Z<Q< :,N.,P,T9.RKS ,.TQ<9:<U（! > "? "!），9.U RC< T9:;9:<#= 9TR,-,RS Z9: <.C9.T<U（! > "? "!）? 1+2%0/3
-’+2* +,-,. /0123 TGDKU Q<49QM9XKS UGZ.#Q<NDK9R< RC< <Y;Q<::,G. GP K,-,. N<.< ,. (’)#1 T<KK: K,.< 9.U ,.UDT<
RD4GQ T<KK 9;G;RG:,:? 6C<:< <-<.R: 9Q< K,.M<U RG RC< 9TR,-9R,G. GP T9:;9:<#=?
* * ;(< =)0.’：K,-,.；GK,NG.DTK<GR,U<:，9.R,:<.:<；9;G;RG:,:；Q<.9K RD4GQ

* * 凋亡受到抑制是许多肿瘤细胞恶性生长的原因，
其中凋亡抑制蛋白（ ,.C,X,RGQ: GP 9;G;RG:,: ;QGR<,.:，
A/7:）扮演了重要角色。A/7: 是近年凋亡研究领域的

* * 基金项目：重庆市卫生局课题（"%#&#!=!）

* * * * * * 0D;;GQR<U XS RC< 7QG\<TR GP 8CG.NW,.N I<9KRC ]DQ<9D（"%#&#!=!）

* * 作者简介：刘* 川，男，重庆市南川区人，博士研究生，副主任医师，主要从事

泌尿系统肿瘤方面的研究。电话：（ "&=）)=)@=$()，O#49,K：

K,DTCD9.!""^ !&)? TG4

* * 通信作者：吴小候，电话：（"&=）’@"!!!&&

* * 收稿日期：&""’#"=#")；修回日期：&""’#"%#&%

热点，它是一类新的独立于 ]TK#& 的抗凋亡蛋白家族。
+,-,.是最近新发现的 A/7: 家族新成员，主要在一些
肿瘤组织细胞中高表达而正常组织少有表达，可能成

为肿瘤治疗的新靶点［!，&］。&""( 年，_<4;M<.:R<P#
P<.［=］、_,R94DQ9 等［%］先后报道肾癌组织表达 +,-,.，而
癌旁组织及正常肾脏无表达。因此，我们以 +,-,. 为靶
基因，设计、合成其反义脱氧寡核苷酸（9.R,:<.:< GK,NG#
.DTK<GR,U<，/0123）及对照错义寡核苷酸（4,::<.:< GK,#
NG.DTK<GR,U<:，V0123），并观察它们对人肾癌细胞株
(’)#1的影响，以探讨 +,-,. 作为肾癌治疗靶点的可能
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性。

!" 材料与方法

!$ !# 主要试剂
# # 阳离子脂质体 %&)*+,-./0&(,12 3444 购自 5(’&.6*7,( 公司；
89:+/;.344 总 89: 极速抽提试剂盒购自上海飞捷生物技术有
限公司；81<=>8试剂盒（89: =>8 ?&. :2@ @,6$ A$ 4）为宝生
物（大连）有限公司产品；山羊抗人 %&’&(抗体为 8! B公司产
品；小牛血清为杭州四季青生物工程公司产品；>/;)/;,<A 活性
测定（激酶法）试剂盒为 C&*@&;&*( 公司产品；:((,D&( !<E51>
细胞凋亡检测试剂盒购自南京凯基生物科技发展有限公司。

!$ 3# 细胞培养
# # 人肾癌细胞株 "FG<H 购自中国医学科学院上海细胞生物
研究所。常规培养于含 !4I的小牛血清，!44 J K 0L 青霉素，
!44 J K 0L链霉素的 8=25!GM4 培养液中，置于 A" N、OI >H3、

湿度 POI的 >H3 孵箱中培养。

!$ A# 反义寡核苷酸的合成
# # %&’&(反义及错义寡核苷酸序列由大连宝生物有限公司以
全硫代磷酸寡核苷酸的形式合成，用无血清无抗生素 8=<
25!GM4 培养基稀释为 34 "0*! K % 原液，经微孔滤膜过滤，
Q 34N 保存备用。
# # 反义序列：OR<:>>:1>:>>SS>1S>>>:S1<AR，
# # 靶序列：OR<:>JSSS>:S>>SSJS:JSSJ<AR，
# # 错义序列：OR<S1>:SS:1>11>>>:>SS:S<AR。
!$ M# 反义寡核苷酸包裹体制备及细胞转染
# # 细胞在 3M 孔培养板中培养，进入对数生长期后，按照 %&)*<
+,-./0&(,12 3444 说明书，将脂质体分别与反义及错义寡核苷酸
在无血清培养基中混合，制成脂质体<寡核苷酸复合物，分别加
入培养板中，寡核苷酸终浓度为 M44 (0*L K %。转染后 "3 T收集
细胞，进行下一步试验。

!$ O# 细胞分组
# # 根据向培养细胞中加入的成分不同，分为：#反义组：加入
反义寡核苷酸；$错义组：加入错义的寡核苷酸；%脂质体组：
只加入等量稀释的脂质体；&=CU（磷酸缓冲液）组：只加入等
量的 =CU。每组设 A 个平行复孔。
!$ G# 转染细胞 %&’&( 089:表达的检测
# # 于转染后 "3 T收集细胞，以 89:+/;.344 总 89:极速抽提
试剂盒提取总 89:。采用 :2@两步法检测 %&’&( 089: 的表
达。%&’&(及 S:=BV扩增引物序列由宝生物（大连）有限公司
合成。%&’&(引物及 81<=>8 反应条件参考文献［O］。S:=BV
引物：上游引物：OR<:1S:>:1>::S::SS1SS1S<AR，下游引
物：OR< >:1:>>:SS:::1S:S>11S <AR，扩增片段 !"" W)。
=>8产物经 3I琼脂糖电泳鉴定，图像采集。用 C/(XL,/X,6 软
件定量分析基因表达量（以 %&’&( K S:=BV 灰度比值表示目的
基因089: 的相对表达水平）。
!$ "# 细胞免疫化学、激光扫描共聚焦显微镜（%U>2）
观察 %&’&(蛋白表达的变化

# # 细胞加入载有血盖片的 3M 孔培养板中，贴壁，转染结束后
吸弃培养液，用 4$ 4! 0*L K % =CU 漂洗，MI多聚甲醛室温下固
定，4$ MI 16&.*(<Y!44 室温下作用 34 0&(，加兔封闭血清室温下
作用 A4 0&(，加一抗（山羊抗人 %&’&(），置湿盒内 M N过夜，4$ 4!

0*L K % =CU漂洗，加 E51>标记的二抗（兔抗山羊），置湿盒内室
温下 ! T，4$ 4! 0*L K % =CU漂洗，滴加 !44 "7 K 0L =5，室温下暗处
O 0&(，4$ 4! 0*L K % =CU漂洗，O4I的甘油封片。激光扫描共聚
焦显微镜（%,&-/ 1-; U)3）观察、成像。
!$ F# :((,D&( ! K =5（碘化丙啶）法流式细胞仪检测凋
亡细胞

# # 按照 :((,D&( !<E51>细胞凋亡检测试剂盒说明书收集上
述经相应处理的各组细胞，:((,D&( !<E51>、=5 染色，! T 内流
式细胞仪检测细胞早期凋亡率。

!$ P# 激酶法测定 >/;)/;,A 活性
# # 按试剂盒（C&*@&;&*(公司）提供的操作说明书进行实验：收
集细胞，加入细胞裂解液，冰上孵育 !4 0&(，离心，取上清液，加
反应缓冲液和偶联底物，A"N水浴 ! T，于酶联检测仪上测定
M4O (0波长的吸光度值，以此值代表 >/;)/;,<A的相对活性。
!$ !4# 统计学处理
# # 数据以 !! Z "表示，应用 U=UU !A$ 4 统计学软件进行方差分
析、独立样本的 #检验、’3检验。

#" 结果

3$ !# 转染细胞 %&’&( 089:表达的检测
# # 各组细胞总 89:抽提后琼脂糖凝胶电泳结果显示出 !FU
和 3FU 3 条电泳条带（图 !），在紫外光栅分光光度计测定
$（3G4）、$（3F4），计算 $（3G4）K $（3G4）值，均在 !$ P [ 3$ 4。
说明提取的细胞总 89:的完整性和纯度可以满足后续实验要
求。经 81<=>8扩增后，可见 S:=BV扩增片段大小为 !"" W)，
各组电泳条带无明显变化。%&’&(扩增后可见两个片段，大小分
别为 AGF W)和 A!M W)，分别是 %&’&(( 和 %&’&()。%&’&( :UHB9
作用 "3 T 后，%&’&( 两个片段的 089: 相对表达量（4\ GA Z
4\ 4G）较错义组（4$ FO Z 4$ 4"）、脂质体组（4$ FF Z 4$ 4O）、=CU组
（4$ P! Z 4$ 4O）明显减弱（% ] 4$ 4!）；而错义组、脂质体组及 =CU
组间比较无显著性差异（% ^ 4$ 4O，图 3）。
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!：反义组；3：错义组；A：脂质体组；M ：=CU组
图 !" 各组细胞总 $%&抽提后电泳结果
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图 #" 转染后各组细胞 ’()(* +$%&表达的变化

A3G!



!" !# 细胞免疫化学、激光共聚焦显微镜观察 $%&%’ 蛋
白在 ()*+,细胞定位及表达的变化

# # 从本实验的 $-./图像可观察到各对照组 $%&%’ 蛋白呈现
绿色荧光，分布于细胞质和细胞核，以细胞核为主（红色荧光为

碘化丙啶所染色的细胞核内 012），见图 3。而转染 $%&%’
2-,01后，标记 $%&%’ 的绿色荧光明显减弱，且见有的细胞体
积明显缩小，完全无绿色荧光。

!! !"#$ !% #$ !%

2：对照组；4：反义组
图 !" 激光共聚焦显微镜显示 #$%$&蛋白在 ’()*+细胞内
分布的变化

!" 3# 2’’56%’ ! 7 89（碘化丙啶）法流式细胞仪检测各
组细胞凋亡率

# # :;; ’<=> 7 $的 $%&%’ 2-,01作用 (! ?后，细胞早期凋亡率
为（3@" 3)A B*" C;A），同错义组（:" @;A B;" )!A）、脂质体组
（:" 3@A BD" D3A）及 84- 组（:" !)A B ;" *DA）比较差异显著
（! E ;" ;D），而后 3 组之间比较差异无显著性（! F ;" ;@）。

!" :# 各组细胞 .GHIGH53 活性的检测
# # 激酶法检测 .GHIGH53 活性显示，()*+, 细胞转染 $%&%’
2-,01后，其 .GHIGH53活性明显增加，其相对活性为（;" ;C( B
;J ;D*），同错义组（;" ;@) B ;" ;D@）、脂质体组（;" ;@! B ;" ;D*）
及 84-组（;" ;:( B ;" ;DD）比较差异显著（! E ;" ;D），而后 3 组
之间比较差异无显著性（! F ;" ;@）。

!" 讨论

# # 近年 KLM%M［*］、NGH=O 等［(］根据 928H 同源序列，用
含有 49P序列的 Q-R 克隆，在人的胎肾 M012 文库中
发现了该基因家族的新成员 $%&%’。它在正常成人的
大多数组织中（除胎盘）均不表达。在一些癌细胞系

中高表达，如黑色素瘤细胞系（S3*D 和 -N+/5>!C）、淋
巴瘤、TG.GU细胞、/.V( 乳腺癌细胞［@］等。近年来，临
床发现 $%&%’在许多肿瘤组织中高表达，如膀胱癌［)］、
淋巴瘤［(］、肺癌［C，D;］等。!;;( 年，N5<IW5’HU5OO5’ 等［3］

报道运用 PR+8.P、X5HU5Y’ Z>=U 方法检测 D@! 例肾癌
患者肿瘤组织及癌旁组织的 $%&%’ 表达情况，结果有
@C 例表达阳性（阳性率 3)" )A），而癌旁组织及正常
患者无表达。作者认为 $%&%’ 可作为肾癌治疗的新的
靶基因。

# # 反义核酸是天然存在或人工合成的核苷酸序列，
它通过 XGUH=’ .Y%MW碱基互补原则，与目的基因杂交，
从而阻止基因的表达，抑制细胞的增殖，促进细胞的凋

亡，达到预防或治疗肿瘤的目的。天然寡核苷酸容易

被核酶降解，而经过硫代修饰后可以提高其耐受核酸

水解的能力，并有良好的溶解性和杂交性能，是迄今为

止研究最深入、应用最广泛的寡核苷酸类似物［DD］。目

前已有多种反义抗肿瘤药物进入临床试验阶段［D!，D3］。

本实验以全硫代磷酸化修饰 $%&%’ 2-,01，以增强其
抗核酶的活性，同时采用阳离子脂质体 $%I=O5MUG<%+
’5R/ !;;; 将其包裹，使其更容易被细胞摄取。$%&%’
2-,01 转染细胞后，通过 PR+8.P、细胞免疫荧光
$-./观察，发现细胞表达 $%&%’ <P12 及蛋白均明显
低于各对照组。2’’56%’ ! 7 89 法流式细胞仪检测各
组细胞凋亡率，发现 $%&%’ 2-,01 组细胞凋亡率明显
高于各对照组（! E ;" ;D）。说明 $%&%’ 2-,01 能特异
性抑制 $%&%’的表达，诱导细胞凋亡。
# # $%&%’在转录过程中因剪接方式的不同，产生两种
<P12 亚型，分别有 D 3@D 个和 D !C( 个碱基。两者除
相差一段 @: ZI 以外，其他完全一致，分别命名为
$%&%’"和 $%&%’#［@］。两种蛋白质的功能在不同的肿瘤
中有所不同。SG[[G’%\G 8等［)］运用 PR+8.P技术研究
$%&%’在膀胱癌组织中的表达时发现，$%&%’ 在正常膀
胱组织中不表达，但其 " 亚型在膀胱癌组织中表达
（不表达 $%&%’#），尤其在膀胱癌早期复发标本高表
达。作者认为对初发的浅表性膀胱癌，$%&%’" 的表达
能预示早期复发。我们采用与 2H??GZ ]［@］和 SG[[G’+
%\G［)］相同的扩增引物（能区分 $%&%’" 和 $%&%’#），经
PR+8.P扩增后，可见两个片段，大小分别为 3*) ZI 和
3D: ZI，说明 ()*+, 细胞同时表达 $%&%’" 和 $%&%’#。
转染 $%&%’ 2-,01后，两个片段的 <P12 相对表达量
明显减弱，细胞凋亡率明显增加。表明 $%&%’ 2-,01
能同时抑制 $%&%’"和 $%&%’# 的表达，二者在 ()*+, 细
胞中具有抑制细胞凋亡的作用。

# # 有研究表明 $%&%’ 通过其 49P 结构域选择性地与
.GHIGH5（半胱天冬酶）蛋白的多个成员相互作用（如
.GHIGH5+3、.GHIGH5+(、.GHIGH5+C 等），阻止 .GHIGH5蛋白
在细胞凋亡时执行蛋白切除功能，从而抑制凋亡的执

行过程［(］。本研究结果显示 $%&%’ 2-,01 抑制 $%&%’
表达后，MGHIGH5+3 活性显著增强，细胞凋亡也明显增
多。提示抑制 MGHIGH5+3 活性是 $%&%’ 执行凋亡抑制功
能的重要机制之一。

# # 本研究结果表明，人肾癌细胞株 ()*+, 表达
$%&%’，$%&%’ 在其中具有抑制细胞凋亡的作用。以
$%&%’为靶基因的 2-,01能特异性抑制 $%&%’ 的表达，
诱导细胞凋亡。
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手术治疗髁状突骨折 !" 例临床疗效

刘家武0，傅成扬0，刘b 磊, b b （ 0南京医科大学附属淮安第一人民医院口腔科，江苏 淮安 ,,33--；,四川大学华西口腔医院口
腔颌面外科，成都 /0--10）

b b 髁状突骨折是最常见的下颌骨骨折。常见致伤原因有交
通事故、坠跌、击打等，不同的致伤力、致伤方向、致伤性质对髁

状突骨折的严重程度、移位程度以及骨折的方向、部位等影响

较大，导致髁状突骨折差异较大，治疗的方法也不尽相同。迄

今为止，临床上对髁状突骨折的治疗方法选择仍有较大争议。

我们采用手术治疗 3- 例髁状突骨折，效果满意，现报告如下。

#$ 资料与方法

04 0b 临床资料
b b 入选病例为 ,--I 年 W 月至 ,--. 年 , 月四川大学华西口腔
医院口腔颌面外科及江苏省淮安市第一人民医院口腔科收治

的髁状突骨折并进行手术治疗的患者，共 3- 例。其中男性 ,0
例，女性 W例，平均年龄为 ,W4 J岁。本组病例中双侧髁状突骨折
0J例，单侧髁状突骨折 0,例，共有髁状突骨折 1J 侧。所有骨折
均为中、低位骨折且有移位，成角大于 3-c，无粉碎性骨折情况。
04 ,b 治疗方法
b b 3- 例（1J 侧）均采用髁状突骨折切开复位内固定术进行

b b 基金项目：四川省杰出青年学科带头人培养基金（-/de-,/?--J）
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b b 作者简介：刘家武，男，江苏省灌南县人，硕士，讲师，主要从事颌面部创伤诊
治方面的研究，发表论文 . 篇。P?H%6#：#^6%D7f 0/34 ’"H
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b b 收稿日期：,--.?0-?-J；修回日期：,--J?-,?,W

治疗，常规采用耳前切口或颌后切口作为手术入路，其中 / 侧
采用颌后切口，1, 侧采用耳前切口。解剖复位后采用小型接骨
板或定位螺钉进行固定，术后颌间牵引固定 0 周，随访 / 个月
至 , 年。

%$ 结果

b b ,J 例患者术后面容和咬合关系恢复满意，张口度 34 - g
3h . ’H，不影响咀嚼等生理功能，未出现开牙合等并发症，颞颌关
节功能基本恢复正常；, 例患者出现术后尖窝关系不协调情况，
经过调牙合处理后咬合关系满意。所有患者术后在三维空间平

面运动良好（图 0 g 3）。

!$ 讨论

34 0b 髁状突骨折手术适应证
b b 国外的临床统计学研究结果显示，髁状突的保守治疗和手
术治疗可取得类似的功能性预后，但手术治疗髁状突运动灵活

性更大，适应范围更为广泛［0，,］。作者认为，高位囊内髁状突骨

折、不完全骨折（如青枝骨折）、无明显移位的髁状突骨折均可

采取保守治疗；但对于髁状突中、低位骨折，有明显移位，保守

治疗不能获得良好咬合关系、成角畸形大于 3-c、髁状突骨折片
向颅中窝移位、髁状突外侧移位并突破关节囊者均属手术适应

证，应及时进行手术治疗。
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