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反义肽核酸阻抑线粒体基因表达诱导肺癌 SPC 

细胞凋亡的实验研究 
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【摘 要】目的：探讨以反义肽核酸(Anti～sense peptide nucleic acid，asPNA)封闭肺癌SPC—A1细胞线粒体 DNA(Mitochondrial 

DNA，mtDNA)转录启动子后，对其生物学特性的影响。方法：合成针对mtDNA重链转录启动子区的asPNA，构建 asPNA一三苯 

磷复合物并鉴定 ，以该复合物转染人肺腺癌 SPC～A1细胞系，激光共聚焦显微镜确定该复合物的亚细胞定位，RT—PCR检测转 

染 48 h后对 mtDNA编码基因转录的影响，流式细胞术评估细胞周期分布及凋亡／坏死情况，自发光荧光仪检测细胞内 ATP浓 

度，以未转染asPNA一三苯磷复合物的肺腺癌SPC—A1细胞为对照。结果：成功获得asPNA一三苯磷复合物，激光共聚焦显微镜 

显示该复合物顺利进入 SPC—A1细胞线粒体；同未转染组相比，转染组 SPC—A1细胞 mtDNA编码基因的转录水平有所下降，而 

细胞内ATP浓度明显降低(尸<O．01)；同时，细胞周期分析显示，转染组出现明显的亚二倍体峰，而Annexin V—PI双标结果进一 

步证实，转染组肺癌细胞凋亡率明显增加。结论：asPNA在电子移位亲脂性阳离子 一三苯磷的运载下，能够进入 SPC—A1细胞线 

粒体并阻抑其 mtDNA编码基因的转录，进而影响肺癌细胞的能量合成并诱导其凋亡。 
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The effect of blocking the expression of mtDNA on lung cancer SPC-A1 cell by 

antisense peptide n ucleic acid 
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(Institute ofRespiratory Disease，Xinqiao Hospital，the Military Medcial University) 

【Abstract]Objective：To study the change of the physiological characteristic of lung cancer SPC—A 1 after its mtDNA transcript promoter 

was blocked by antisense peptide nucleic acid (asPNA)．Methods：asPNA to the transcript promoter region on the heavy chain of mtDNA 

was synthesized，then asPNA-triphenyl phosphate complex was constructed and identified．This complex was transfeeted into SPC-A1． 

1aser confocal microscope was used to detect the location of asPNA—triphenyl phosphate complex in SPC-A1．At 48 h behind transfeetion， 

the transcription of the gene encoded by mtDNA was detected by RT-PCR．Cell cycle and apoptosis／necrosis of SPC-A1 were detected by 

flow cytometry．The concentration of ATP in SPC—A 1 was examined by spontaneous fluorescence analyzer．All of those results were 

compared with those of untransfected SPC—A1．Results：asPNA —triphenyl phosphate complex was successfully obtained．Confocal laser 

scanning microscope discovered that antisense peptide nucleic acid—triphenyl phosphate complex had been successfully transfected into 

the mitoehondrion of SPC—A 1．The transcriptional level of the gene encoded by mtDNA and concentration of ATP in the transfected 

SPC-A1 were lower significantly than the untransfected SPC-A1(P<O．01)．The analysis of Cell cycle displayed that noticeable sbu—G1 

peak appeared in the transfeeted group．Annexin V-PI double labeling confirmed the apoptosis rate of lung cancer cell in the transfected 

group significantly increased．Conclusion：Carried by electronic shift lipophilic ca【ion—tripheny1 phosphate，asPNA can enter the 

mitochondrion of SPC-A1 and block the transcript of gene encoded by mtDNA to impact the synthesis of energy and induce apoptosis of 

SPC-A1． 
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肺癌是最常见的恶性肿瘤之一。由于不良生活 

习惯和环境污染等因素，其发病率不断上升(近 3O 

年来我国肺癌发病率上升了 465％)，已成为我国发 

病率、死亡率第一的恶性肿瘤【1]。然而。目前临床肺 
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癌综 合治疗措施 的效 果 尚不理 想 ，患者 5年生存 

率<15％口l。因此，寻找新的治疗靶点和新的治疗方 

法，显得尤为迫切。越来越多的证据表明，线粒体结 

构和功能的改变，不仅会干扰肿瘤细胞的生长、能 

量代谢和增殖等过程 ，最终还会触发肿瘤细胞凋亡 

及坏死[31。因此，以肺癌细胞线粒体作为治疗靶点是 
一 个值得探索的方向。线粒体 DNA(Mitochondrial 

DNA，mtDNA)作为真核细胞唯一的核外遗传物质。 

编码 13个与能量代谢相关的多肽，其损伤和转录 

障碍将导致所编码的多肽表达减少，电子传递链效 

率下降，渗透性转换孑L开放，细胞凋亡嘲；同时，观察 

发现肺癌细胞线粒体膜电位远高于正常呼吸道上 

皮细胞【4l，而电子移位亲脂性阳离子类物质 (Delocali 

zed lipophilic cations，DLCs)在高线粒体膜电位的推 

动下，能够选择性地进入并积聚于肺癌细胞线粒体 

内l 5l。 

利用上述特性 ，本研究拟以 DLCs一三苯磷作为 

载体，将针对 mtDNA转录启动子区的反义肽核酸 

(Anti sense peptide nucleic acid，asPNA)靶向性地运 

载到肺癌细胞线粒体内，通过 asPNA与 mtDNA转 

录启动子区域的特异性结合，抑制 mtDNA编码基 

因的转录，观察其对肺癌细胞能量产生、凋亡／坏死 

等生物学特性的影响，从而为提高肺癌的综合治疗 

效果提供新的理论依据和实验基础。 

1 材料和方法 

1．1 材料 

人肺腺癌 SPC—A1细胞系引 自美国典型培养物保藏中 

心(American type culture collection)，RPMI1640培养基、胎牛 

血清均购 自美国 Hyclone公司，ATP检测试剂盒购 自美 国 

Promega公司，RT—PCR试剂盒购自博大泰克公司(北京)。2一 

巯基乙醇、三氯乙酸、IBTP、乙腈购 自上海生工生物工程公 

司 ，asPNA序列为 FAM—O0一TCTVFGGGGT，由韩 国 PANA— 

GENE公司合成。AnnexinV—PI凋亡检测试剂盒购 自浙江碧 

云天公司。 

1．2 asPNA一三苯磷复合物的构建 

根据文献[2】所述，将 50nmolasPNA溶人 5O l含 l mmol／L 

EDTA的 10mmol／LHEPES中，和2一巯基乙醇40℃共孵育 1 h， 

然后加入到 200 1含 500 nmol IBTP的 HEPES液中 40％共 

孵育 4 h。以2一巯基乙醇骤冷，反应产物通过分析柱用反相 

高压液相层析法进行分离。线性梯度开始浓度为：含0．1％三 

氯乙酸的纯水 ，结束浓度为：含 90％的乙腈和 0．1％三氯乙 

酸。层析 30 min后获得反应产物。以高压液相色谱及质谱鉴 

定。 

1．3 细胞培养及实验分组 

将 SPC—A1细胞培养于含有 10％胎牛血清 、青霉素 100 

U／ml、链霉素 100 U／ml的 RPMI1640培养基中，培养条件为： 

37℃、5％CO 、饱和湿度 ，待细胞长满培养瓶瓶底后 ，用 

0．25％的胰酶消化传代。实验分为asPNA-- 苯磷复合物转 

染组和未转染组。 

1．4 asPNA一三苯磷复合物转染 SPC—A1细胞 

将处于对数生长期的 SPC—A1细胞以 0．25％的胰酶消 

化传代 ，按照 1×10 密度接种到 6孔板 ，用含 10％胎牛血清 

的 RPMI1640培养基，在 37℃、5％C0 条件下培养至细胞密 

度为 85％～90％，用无血清 RPMI1640培养基换液，24 h后弃 

去培养基 ，加入 1 ml含 25 nmol／ml asPNA一三苯磷复合物的 

无血清 RPMI1640培养基孵育 4 h，激光共聚焦显微镜(TCS 

SP5，Leica公司，德国)下观察转染效果，激发光 488 nm，发射 

光 525 nrn。未转染组不含 asPNA一三苯磷复合物。 

1．5 RT—PCR检测 SPC—Al细胞 mtDNA重链编码基 因A11P 

合酶 8(ATPase8)的表达 

待 SPC—A1细胞至 80％融合度，更换无血清 RPMI1640 

培养基 ，24 h后弃去培养基，加入 1 ml含 25 nmol／ml asPNA一 

三苯磷复合物的无血清 RPMI1640培养基孵育48 h，收集细 

胞。未转染组不含 asPNA一三苯磷复合物。以Trizol(Invit— 

rogen公司，美国)提取总 RNA(具体步骤参见说明书)。DNA 

扩增仪( c一200，MJ公司，美国)逆转录合成cDNA，然后行 

PCR反应。针对重链编码基因 ATPase8设计引物，序列为：上 

游 5’一ATI'CTAACCTGAATCGGAGG一3’，下游 5’一GATGCTr 

GcATGTGTAATcT一3’，产物长度为 1 528 bp，反应条件：94℃ 

预变性 5 min，94％变性 1 min、54oC退火 1 min、72℃延伸 1．5 

min，35个循环后 72℃延伸 8 min。以 GAPDH为内参照，引物 

序列 ：上游 5’一ACCACAGTCCATGCCATCAC一3’，下游 5’一TC 

CAccACCCTG1TrGcTG rA一3’，产物长度 ：450 bp，反应条件 

同前。反应结束后，各取 10 lPCR产物，以含 0．5 g／ml溴 

乙锭的 1．5％琼脂糖凝胶进行电泳 ，Alphalmager TM2200型成 

像系统(美国)成像，AlphaEaseFC软件分析电泳结果，进行图 

像分析和半定量分析。 

1．6 复合物转染对细胞内ATP浓度的影响 

加入 1 ml含 25 nmol／ml asPNA一三苯磷复合物的无血清 

RPMII 640培养基孵育 SPC—A1细胞 48 h，未转染组单用无 

血清 RPMI1640培养基，收集细胞。根据 ATP检测试剂盒说 

明书，裂解细胞 ，绘制ATP标准曲线，并根据白发荧光仪 

(Berthold公司，德国)检测结果 ，利用检测试剂盒中的标准品 

绘制标准曲线，并计算样品中ATP浓度 ，以样品中蛋白质浓 

度进行校正。 

1．7 对 SPC—A1细胞细胞周期的影响 

加入 1 ml含 25 nmol／ml asPNA一三苯磷复合物的无血 

清RPMI1640培养基孵育SPC—A1细胞 48 h，未转染组单用 

无血清 RPMI1640培养基 ，收集细胞 ，调整细胞浓度为 1 X 

1O 个 ／ml。PBS洗涤 3次，70％ 预冷的乙醇固定 24 h以上， 

1 mg／mlRNaseA消化，离心，碘化丙啶(PI)染色，200目尼龙 
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网筛滤，流式细胞仪(CouherEpicsXL，美 国Beckman公司) 

分析细胞周期。 

1．8 复合物转染对肺癌细胞细胞凋亡的影响 

加入 1 ml含 25 nmol／ml asPNA一三苯磷复合物的无血 

清 RPMI1640培养基孵育 SPC—A1细胞 48 h，未转染组单用 

无血清 RPMI1640培养基，收集细胞 ，根据凋亡检测试剂盒 

的说明书进行离心、清洗，加入 Annexin V—FITC及 PI孵育 

后，流式细胞仪(CoulterEpicsXL，美国 Beckman公司)检测。 

1．9 统计学分析 

计量资料数据以均数 ±标准差表示，SPSS12．0软件包 

进行统计处理，组问变量 比较采用配对 t检验，P≤0．05为差 

异具有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 asPNA一三苯磷复合物的鉴定 

合成的asPNA_三苯磷复合物，其分子量为3979．9， 

高压液相色谱鉴定结果显示 ，在 22．1 min处可见一 

单峰，未见明显的杂质峰，与标准品一致(如图 1A)； 

添加电荷后，质谱分析，复合物分子量为 3 982．2(如 

图 lB)。以上结果表明：asPNA一三苯磷复合物符合 

设计要求。 

2．2 asPNA一三苯磷复合物进入细胞线粒体内 

激光共聚焦显微镜观察 ．可见 asPNA一三苯磷 

(绿色)分布于细胞质中，形态和空间分布同线粒体 

基本一致 (图 2)，提示 asPNA～三苯磷成功进入细胞 

线粒体 内。 

2．3 SPC—A1细胞 mtDNA重链 编码基 因 ATPase8 

转录水平下降 

电泳结果如图 3所示 ，于 1 500、400 bp附近分 

别可见 ATPase8、GAPDH的扩增产物，长度分别为 

1 528、450 bp。同未转染组相比，asPNA一三苯磷复合 

物转染后 ，SPC—AI细胞 ATPase8的 mRNA水平明 

DAD1B，Sig=260，16Ref~ff(070806X0244)801 D 

显降低 ，仅为未转染组的 56．01％。提示 ，实验组 

mtDNA重链的转录受到明显抑制。 

2．4 SPC—A1细胞内ATP浓度降低 

asPNA一三苯磷复合物转染组细胞内A rP浓度 

为(1．20_+0．11)nmol／mg蛋白，空白未转染组细胞内 

ATP浓度 为(2．19_+0．15)nmol／mg蛋 白 ，转染组明显 

低于空 白未转染组(t：7．280，P=0．002<0．05)。 

2．5 SPC—A1细胞 出现亚二倍体峰 

如图4所示 ，处于 G 期的细胞分别为 ：51．0％ 

(未转染组)，49．50％(复合物转染组)；增殖指数(S+ 

GJM)分别为：42．03％(未转染组)；50．45％(复合物 

转染组)。而asPNA一三苯磷复合物转染组可见明显 

的亚二倍体峰(8．81％)，提示，部分细胞发生了凋亡／ 

坏死 。 

2．6 SPC—A1细胞凋亡增加 

复合物转染组细胞凋亡率为 11．83％±O．66％， 

明显 高 于未 转 染 组 2．56％±0．71％(t=13．463，P= 

0．001<0．05)(图5)。提示 ：asPNA一三苯磷复合物转 

染后 ，部分 SPC—A1细胞发生凋亡 。 

3 讨 论 

线粒体是维持细胞生存的“动力工厂”。正常情 

况下，通过氧化磷酸化为细胞提供绝大部分 ATP， 

其功能障碍 ，将导致细胞能量产生效率下降，并引 

起活性氧簇(Reactive oxygen species，ROS)生成增 

多，从而对细胞的生存和正常功能的维持产生严重 

的影响【6】。而参与氧化磷酸化作用的蛋白质中，有 13 

个 由 mtDNA编码 。抑制肿瘤细胞 mtDNA基因的表 

达 ，则可导致其线粒体蛋白质合成系统障碍，氧化 

磷酸化作用受抑制，能量产生效率下降；并引起 

ROS生成增多，进而严重干扰肿瘤细胞的生存和正 

3 982 2 
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5 20 25 rain 

A．高压液相色谱鉴定 

图 1 asPNA一三苯磷复合物的鉴定结果 

Mas h 

B．质谱鉴定 
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常 功 能 的 维 持 ． 诱 导 其 凋 亡 I’1
。 要 达 到 以 上 目 的 ， 导

人 针 对 m t D N A 的 外 源 性 反 义 物 质 是 一 种 可 行 的 选

择 【71
。

a s P N A 是 一 种 人 工 合 成 的 D N A 类 似 物 ， 由 氮 2

( 氨 基 乙 基 ) 甘 氨 酸 通 过 酰 胺 连 接 组 成 骨 架 ， 核 酸 碱

基 通 过 亚 甲基 羰 基 连 在 氮 原 子 上 ， 空 间 大 小 与 天 然

核 酸 相 近 ， 除 具 备 核 酸 的 基 本 特 性 以 外 ， 还 具 有 高

水 溶 性 ， 对 各 种 酶 活 性 抑 制 力 强 ， 碱 基 配 对 的 特 异

性 高 ， 容 易 被 细 胞 吸 收 等 优 点 ， 是 目前 较 有 前 途 的

反 义 物 质 之 一 ㈣
。 但 由 于 a s P N A 对 脂 质 膜 的 穿 透 能

力 差 ， 难 以 直 接 进 入 线 粒 体 内 。 以 往 的 研 究 通 过 抗
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B ． a s P N A -- i 苯磷 复合物转 染组

原 、 抗 体 、 配 体 、 受 体 、 磷 脂 键 连 接 以 及 核 定 位 信 号

肽 ( N u c l e a r l o c a l i z a t i o n s i g n a l p e p t i d e ， N L S ) 连 接 等 机

制 ， 提 高 细 胞 对 P N A 的 摄 入 量 ⋯ ”

。 还 有 一 些 体 外 研

究 通 过 显 微 注 射 和 电 穿 孑L 术 等 方 法 ， 直 接 提 高 P N A

在 细 胞 内 的 浓 度 1” 1
。 而 近 来 的 研 究 发 现 ，

D L C s 类 物

质 能 够 在 细 胞 线 粒 体 跨 膜 电位 的推 动 下 ． 选 择 性 地

聚 集 于 肿 瘤 细 胞 线 粒 体 内 ， 可 作 为 a s P N A 等 反 义 物

质 的 载 体 【13I
， 因 此 ， 本 研 究 构 建 了 a s P N A 一 三 苯 磷 复

合 物 ， 利 用 D L C s 类 物 质 能 够 在 肿 瘤 细 胞 高 线 粒 体

膜 电 位 的 推 动 下 ， 选 择 性 积 聚 于 肺 癌 细 胞 线 粒 体 的

特 性 【5J
， 激 光 共 聚 焦 显 微 镜 结 果 初 步 显 示 ( 图 2 ) ， 成
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功地将 asPNA运载至肺癌细胞细胞线粒体内。 

要达 到抑制 mtDNA编码基 因表达 的 目的 ，设 

计 的 asPNA应针对 mtDNA哪个环节 以及靶序列 ， 

也是值得探索的问题。既往有研究者合成了针对 

mtDNA复制过程的 asPNA，试 图治疗 因为 mtDNA 

的 A8344G处点突变引起的疾病一肌 阵孪癫痫破碎 

红纤维综合症，尽管实验证实，这些 asPNA成功地 

进入线粒体并同 mtDNA相结合，然而却未能抑制 

细胞 mtDNA的复制 ，同时 ，包括 A8344G处突变片 

断的表达量也未 出现 明显的变 。本研究改变思 

路 ，设计 了直接针对肺癌细胞 mtDNA转 录过程 的 

asPNA。同时，大量研究表明，由于缺乏组蛋白的保 

护，肿瘤细胞mtDNA突变发生率很高 ，也就是说， 

外源性反义物质很有可能因为突变的发生 而失 去 

作用；我们在分析已有研究结果的基础上，发现位 

于肺癌细胞 mtDNA D—loop区的 2个转录启动子区 

域 (531-568 bp、424～445 bp)很稳定 ，没有检测到突 

变的发生IJ 例。因此，我们设计了针对肺癌 mtDNA 

重链转录启动子区域的asPNA。结果表明，复合物 

转染后 ，mtDNA重链编码基 因 的转 录受到 明显抑 

制，重链编码基因ATPase8的mRNA水平显著下降。 

综上，本研究利用肺癌细胞线粒体膜电位高于 

正常上皮细胞这一特性，以 DLCs(三苯磷)作为载 

体，将 asPNA靶向性地运载到肺癌细胞线粒体内， 

通过与 mtDNA重链转录启动子的特异性结合 ，抑 

制 mtDNA编码基因的转录 ，成功地诱导 了肺癌细 

胞的凋亡，为提高肺癌的综合治疗效果提供了新的 

理论依据和实验基础 。 
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