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生存素反义寡核苷酸在胃癌化疗中对表阿霉素的增敏性 

及其信号转导途径研究 

侯 俊，张才全，彭 洪，马国栋 

(重庆医科大学附属第一医院普外科，重庆 400016) 

【摘 要】目的：通过构建survivin反义寡核苷酸，研究其在胃癌化疗中对表阿霉素(Epirubicin，EPI)的增敏作用及作用机制。方 

法：构建 survivin反义寡核苷酸链(Antiscnse RNA，ASODN)及正义寡核苷酸对照链(SODN)，脂质体法转染胃癌 SGC一7901细 

胞，M1Tr法检测转染组细胞抑制率并筛选出适宜浓度，不同浓度表阿霉素处理胃癌 SGC一7901细胞，MTI"法检查表阿霉素对其生 

长抑制作用并筛选出4组浓度做为待测浓度 ，将 2种因素联合作用于 SGC一7901细胞，Western—blot法检查 survivin蛋白表达情 

况，M1Tr法检查表阿霉素对其抑制率，流式细胞仪检查细胞周期，Annexin V—FITC法检查细胞凋亡情况，RT—PCR法检查 bcl一2、 

SMac mRNA表达情况。结果：经 200 nmol／L survivin反义寡核苷酸处理后的 SGC一7901细胞对表阿霉素的敏感性明显增加：MTr 

法示转染后细胞经表阿霉素作用24 h后，抑制率较单独使用表阿霉素的未转染组明显提高(P<O．05，q>1．15)，流式细胞仪检查 

示联合作用组使细胞 GJM期细胞数较单独使用表阿霉素组明显增多：Western—blot检查示转染后 survivin蛋白表达水平显著 

降低 ，AnnexinV—FITC检查示转染组细胞凋亡明显增加，RT—PCR检查示 ：SMacmRNA在联合作用组较空白对照组表达上调。 

结论：Survivin反义寡核苷酸能够增强 SGC一7901细胞对表阿霉素的敏感性，其作用可能是通过上调 SMac的表达实现的。 
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Enhancement of cytotoxic effect of epirubicin on gastric carcinoma cellline 

SGC-7901 by survivin antisense RNA and signaling pathway 

日DUJun，et al 
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【Abstract】Objective：To investigate whether interfering survivin has the potential to sensitize stomach cancer cells to Epirubicin． 

Methods：By the method of liposome transfection，survivin antisense 0ligode0xynuck0tide was transfected into human stomach cancer 

SGC-7901 cell line．Treat cells with different concentrations of survivin ASODN and Epirubicin respectively to select the best combination 

trough assessing the growth of cells by MTT assay．Cells were randomly divided into control group，ASODN group，Epirubicin and 

combination group．Western blot analysis was used to check the survivin protein expression：inhibitive rate were detected by MTT assay； 

Flow eytometric analysis was used to detect the cycle status of SGC一7901 ceils．The apoptosis was screened according to the result of 

Annexin V—FITC．Reverse transcription polymerase chain reaction(RT—PCR)were applied to detect the expression of bcl-2、SMac mRNA． 

Results：MTT assay showed the proliferation of SGC-790l cells was retarded obviously contrasting to control group．The level of survivin 

protein expression in ASODN group are lower than control group according to Western blot analysis．Annexin V-FITC show that the 

apoptosis rate of ASODN group cells increases．Th e level of SMac mRNA expression in ASODN group are higher than control group 

according to RT—PCR analysis．Conclusion：Survivin siRNA can sensitize stomach cancer cells to Epirubicin．Up-regulating the SMac 

expression might be one of mechanisms． 
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胃癌是发病率居于我国消化道肿瘤中第二位 

的恶性肿瘤，其化疗方案国际上尚未有统一标准。表 

阿霉素(Epirubicin，EPI)是胃癌化疗中常用药物，可 
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能通过调节 P53，B细胞淋巴瘤／白血病一2蛋白等发 

挥作用，但经体外诱导胃癌细胞凋亡的实验证实． 

其对胃癌细胞的生长抑制率并不十分令人满意【1]． 

Survivin是 1997年发现的结构独特的凋亡蛋白抑制 

因子(Inhibitor of apoptosis protein，IAP)家族的新成 

员 ，是一种凋亡抑制蛋白，其高表达可能与恶性肿 
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瘤 对 化 疗 的 敏 感 性 及 耐 药 性 有 密 切 关 系 [2 1
， 反 义 寡

核 苷 酸 技 术 利 用 其 能 与 特 定 m R N A 精 确 互 补 ， 特 异

阻 断 其 翻 译 的 R N A 或 D N A 分 子 封 闭 某 些 基 因 ， 使

之 低 表 达 或 不 表 达 ， 本 研 究 即 采 用 反 义 核 酸 技 术 封

闭 S u r v i v i n 基 因 以 研 究 其 对 表 阿 霉 素 作 用 于 胃癌 细

胞 的 敏 感 性 的 影 响 及 其 可 能 的 信 号 转 导 途 径 。

1 材 料 与 方 法

1 ． 1 主 要 材 料

人 胃癌 细 胞 株 S G C 一 7 9 0 1 购 自 中 国 科 学 院上 海 细 胞 生

物 研 究 所 ， 由重 庆 医 科 大 学 基 础 医 学 研 究 所 长 期 保 存 ， 胎 牛

血 清 购 自美 国 H Y C L O N E 公 司 ， R M P l l 6 4 0 培 养 基 及 胰 蛋 白

酶 购 自美 国 G I B C O 公 司 ， L i p o f e c t a m i n e 2 0 0 0 购 自 I n v i t r o g e n

公 司 ， s u r v i v i n 反 义 寡核 苷 酸 由上 海 生 工 合 成 ， 兔抗 人 s u r v i v i n

抗 体 及 羊抗 兔 抗 体 购 自武 汉 博 士 德 公 司 ， S D S — P A G E 胶 及 蛋

白裂 解 液 、 E C L 发 光 试 剂 盒 及 A n n e x i n V — F I T C 凋 亡 检 测 试

剂 盒 均 购 自碧 云 天 生 物 技 术 公 司 ， R T — P C R 试 剂 盒 及 T r i z o l

购 自 T a k a r a 公 司 。

1 ． 2 方 法

1 ． 2 ． 1 胃癌 细 胞 株 S G C 一 7 9 0 1 的 培养 胃癌 细 胞 置 于 3 7 ℃ ，

饱 和 湿 度 ， 含 5 ％ C 0 2 的孵 箱 中培养 ， 培养 液 R P M l l 6 4 0 含 1 0 0

m l ／L 胎牛 血 清 ， 1 0 0 k u 几 青霉素和 1 0 0 m g ／L 链 霉素 ， 每 4 8 h 换

液 1 次 ， 实验取 对 数 生 长 期 细 胞 。

1 ． 2 ． 2 A S O D N 、 S O D N 的合 成 及 脂 质 体 一 反 义 寡核 苷 酸 转 染

复 合 物 的 制 备 采 用 人 类 s u r v i v i n 基 因 序 列 2 3 2 ～ 2 5 1 ( 来 自

G e n B a n k )设 计 反义 寡核苷酸序列 ( A S O D N ) ， 其 5
’

到 3
’

为 5
’

一

C C C A G C C
‘

r r C C A G C T C C T T G 一 3
’

( 部 分 5
’

一 端 采 用 F A M

荧 光 标 记 ) ， 正 义 对 照 序 列 ( S O D N ) 为 ：5
’

一 C A A G G A G C T G —

G A A G G C T G G G 一 3
’

， 2 条 序 列 均 使 用 B L A S T 筛 查 无 明 显 同

源性 ， 以 上 序 列 由上 海 生 T 合 成 。 根 据 L i p o f e c t a m i n e 2 0 0 0 使

用 说 明书稀 释 A S O D N ／脂 质体 。

1 ． 2 _3 转 染 细 胞 及 转 染 率 的检 测 胰 酶 消 化 并 调 整 细 胞 至

5 0 0 0 0 个 ／m l ， 按 每孑L 10 0 ¨ 】接 种 于 9 6 孑L板 中 ， 待生 长 至 约

6 0 ％ 时 进 行 转 染 ；将 A S O D N 与 不 含 血 清 及 抗 生 素 的 R P —

M 1 1 6 4 0 培 养 基 混 合 ， 调 整 其 浓 度 为 2 0 0 n m 0 1]L 、 4 0 0 n m 0 1] L
、

8 0 0 n m 0 1／L 、 1 2 0 0 n m o l ／L
、 1 6 0 0 n m o ~ L ， 将 脂 质 体 与 培 养 基 混

合 ；室 温 静 置 5 m i n ；混 合 2 种 溶 液 ， 室 温 静 置 3 0 m i n ， 转 染 复

合 物 最 终 浓 度 为 1 0 0 n m o l／L 、 2 0 0 n m o l／L 、 4 0 0 n m o l ／L
、 6 0 0

n m o ]／L 、 8 0 0 n m o l ／L
， 将 转 染 复 合 物 与细 胞 作 用 5 h 后 更 换 完

全 培 养 液 ， 培养 4 8 h 后 检查 转 染 效 率 ， S O D N 转 染 与效 率 检

查 同 A S O D N 。

1 ． 2 ． 4 M 1丫r 法 筛 选 A S O D N 及 表 阿 霉 素适 宜 浓 度 取 对 数

生 长 期 的 S G C 一 7 9 0 1 细 胞 制 成 单 细 胞 悬 液 ， 按 每孑L 5 0 0 0 个

细胞 接 种 于 9 6 孑L板 中 ， 贴 壁 培 养 2 4 h 后 ， 分 别 加 入 终 浓 度

为 0 ． 1 、 0 ． 5 、 1 、 2 ． 5 、 5 、 1 0 、 2 0 、 4 0 、 6 0 “ g ／m l 的表 阿 霉 素 ， 每 一 浓

度设 5 个 复孔 ， 以 不 含 药物 的细 胞 作 为 阴性 对 照 ， 以 空 白孔

调零 。 继 续 培 养 2 4 、 4 8 、 7 2 h 后 ， 每孔 加 M rr r 2 0 斗 1 ，
4 h 后 弃

上 清液 ， 每孑L加 二 甲基 亚 砜 ( D M S O )2 0 0 ¨ l ， 震 荡 1 0 m i n ，
4 9 0

n r n 处 测 定 吸 光 度 值 ( A 值 ) 。 按 下 列 公式计 算 抑制率 ：抑 制 率

( ％ )= ( 对 照 组 平 均 A 值 一 实 验 组 平 均 A 值／对 照 组 平 均 A

值 ) × 1 0 0 ％ 。 用 统计 分 析 软 件进 行 方 差 分 析 ， 按 抑 制 率 筛选

出对 细 胞 抑 制 作 用 较 小 的 4 组 浓 度 ， 作 为实 验 浓 度 ， 按 同样

方 法 筛 选 出 1 组 A S O D N 浓 度

1 ． 2 ． 5 M 1Tr 检 查 s u r v i v i n 反 义 寡 核 苷 酸 对 表 阿 霉 素 的增 敏

性 该 实验 分 为 空 白 、 A S O D N 、 S O D N 、 表 阿 霉 素 、 表 阿 霉 素联

合 A S O D N 5 组 ， 每组 设 5 个 复孑L ， 取 对 数 生 长 期 的细 胞 制 成

单 细 胞 悬 液 ， 按 每 孑L 5 0 0 0 个 细 胞 接 种 于 9 6 孑L板 中 ， 贴 壁 培

养 2 4 h 后 ， A S O D N 、 S O D N 及 A S O D N 联 合 表 阿 霉 素组 按 2 0 0

n m o l／L 进 行 转 染 ， 继 续 培 养 2 4 h 后 ， 0 ． 5 、 1 、 2 ． 5 、 5 ¨ g ／m 1 表 阿

霉 素 处 理 实 验 组 细 胞 ， 继 续 培 养 1 2 、 2 4 、 3 6 、 4 8 、 7 2 h 后 ， 每 孔

加 M 1 Tr 2 0 ¨ l ， 4 h 后 弃 上 清 液 ， 每孑L加 二 甲基 亚 砜 ( D M S O )

2 0 0 “ l ， 震 荡 1 0 ra i n ， 4 9 0 n m 处 测 定 吸 光 度值 ( A 值 ) 。 按 下 列

公 式 计 算 抑 制 率 ：抑 制 率 ( ％ )= ( 1 一 实 验 组 平 均 A 值／对 照 组

平 均 A 值 ) × 10 0 ％ ， 该 实 验 重 复 3 次 ， 用 统 计 分 析 软 件 进 行

方 差 分 析 ， 并 通 过 公 式 q
= E e a ／[E A + ( 1 一 E A )X E S ]计算 A S O D N

与 表 阿 霉 素合用 的效 果 ， 其 中 E e a 为 A S O D N 与 表 阿 霉 素 合

用 时 的增 殖 抑 制 率 ， E A 和 E S 分 别 为 A S O D N 和 表 阿 霉 素 单

用 时 的增 殖 抑 制 率 ， q
= 0 ． 8 5 ～ 1 ． 1 5 表 示 两 者作 用 相 加 ， q > 1 ． 1 5

表示 两 者具 有协 同作用 ， 口 < 0 ． 8 5 表 示 两 者相互 拈 抗 l引
。

1 ． 2 ． 6 W e s t e r n
— b l o t 法 检 查 各 组 s u r v i v i n 蛋 白表 达 情 况 该

实 验 分 为 空 白 、 A S O D N 、 S O D N 、 表 阿 霉 素 、 表 阿 霉 素 联 合 A —

S O D N 5 组 ，2 0 0 n m o l／L A S O D N 转染 S G C 一 7 9 0 1 细咆后 ，培养 2 4 h
，

0 ． 1 ¨ g ／m l 表 阿 霉 素处 理 实验 组 细 胞 并继 续 培 养 2 4 h ， 细 胞 裂

解 液 裂 解 细 胞 ， 提 取 蛋 白后 上 样 ， S D S — P A G E 分 离 后 电 转 移

至 P V D F 膜 上 ， 5 ％ 脱 脂 奶 粉 封 闭 1 h ， 加 一 抗 ( 兔 抗 人 s u r —

v i v i n ， 丁 作 浓 度 为 1 ：4 0 0 ) ， 4
~

C 孵 育过 夜 ， 洗 膜 ， 3 7 ℃ 孵 育 二 抗

1 h ( 羊抗 兔 ， 工 作 浓 度 为 1 ：8 0 0 ) ， E C L 化 学 发 光 显 色 。 图像 存

入 计 算机 ， W e s t e r n 条带 用 Qu a n t i t y O n e 图像 分 析 软件进 行 吸

光 度 计算 ， 重 复测 量 3 次后 进 行方 差 分 析 。

1 ． 2 ． 7 流 式 细 胞 仪 检 查 细 胞 周 期 取 2 0 0 n m o l／L A S O D N 转

染 及 表 阿 霉 素处 理 后 的 实验 及 空 白对 照 组 细胞 P B S 洗涤 后 ，

加 入 7 0 ％ 冷 乙 醇 固定 单 细 胞 悬 液 1 8 h 以 上 ；离 心 后 P I 染 液

4
~

C 染 色 3 0 m i n ， 用 流 式 细 胞 仪进 行 细 胞 周期 分 析 ， 得 出细胞

各 周期 的百 分 率 ， 该 实 验 重 复 3 次 。

1 ． 2 ． 8 A n n e x i n V — F I T C 法 检查 细 胞 凋 亡 情 况 取 各 实 验 组

细 胞 ， 消 化 并 P B S 重 悬 细 胞 ， 取 5 — 1 0 万 重 悬 的 细 胞 ， 1 0 0 0 g

离 心 5 m i n ， 弃 上 清 ， 加 入 19 5 “ 1 A n n e x i n V — F I T C 结 合 液 重

悬 细胞 ， 再 加入 5 “ l A n n e x i n V — F I T C 轻混 匀 并 2 5
~

C 避 光 孵 育

10 ra i n ， 孵 育 完成后 1 0 0 0 g 离 心 5 m i n ， 加 入 1 9 0 I, z l A n n e x i n

V — F I T C 结 合液 及 1 0 ¨ l 碘 化 丙 啶染 色液 ， 流 式 细 胞 仪 检测

结 果 。

1 ． 2 ． 9 R T — P C R 法检查 b e l 一 2 及 S M A C 表达情况 将 S G C 7 9 0 1

细 胞 分 为 空 白 、 A S O D N 、 E P I 、 E P I + A S O D N 共 4 组 ， 培 养 4 8 h

时后 ， 按 各组 实验 条件 进 行 预 处 理 ， 提取 细胞 总 R N A ， 调 整 各

组 总 R N A 浓 度 至 4 0 0 n g ／̈ l 。 取 4 0 0 n g 总 R N A 逆 转 录 成

c D N A 进 行 聚 合链 式 反 应 ， 设 计 b c l 一 2 、 S M a c ( 基 因库 序列 号 ：
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N M 一 1 3 8 9 2 9 ) 13 一 a c t i n 引物 ( 基 因库序列 号 N M
一

0 0 1 1 0 1 )序列 ，

b e l 一 2 引物 ：正 义链 5
’

一 T C A C A A A T G G A C C A C G A G A 一 3 ， a n t i 正

义 链 5
’

一 G A G A A G A G G C G G C A G A T C 一 3
’

， 扩 增 片 段 4 4 5 b p ；

S M a c 弓I物 ：正 义链 5
’

一 G A C G A T T G G c T
‘

IT G G A G T 一 3
’

，a n t i s e n s e ：

5
’

一 C G G A T G G A C G C A C T C C T A 一 3
’

， 扩增片段 4 6 9 b p ； B — a c t i n

引物 ：正 义链 ：5
'

- C c A c G A A A C T A C C T T c A A c T C C 一 3
’

，反 义链 ：

5
’

一 A C T C G T c A T A c T C C T G C
‘

I T G c T 一 3
’

， 扩 增 片 段 2 7 2 b p 。

S M a c 预 变 性 9 4 ℃ 5 ra i n ， 变性 9 4 ℃ 3 0 S ， 退 火 5 4 ． 5 ℃ 3 0 S ， 延 伸

7 2 ℃ 1 m i n ， 3 2 个 循 环 ， 再 延 伸 7 2 ℃ 1 0 ra i n ； b c l 一 2 预 变 性 9 4 。c

5 m i n ， 变性 9 4 ℃ 3 0 S ， 退 火 5 3 ℃ 3 0 s ， 延 伸 7 2 ℃ l m i n ， 3 0 个

循 环 ， 再 延 伸 7 2 ℃ 10 ra i n ；8 一 a c t i n 预 变 性 9 4 ℃ 5 m i n ， 变 性

9 4 ℃ 3 0 s ， 退 火 5 7 ℃ 3 0 s ， 延 伸 7 2 ℃ 1 m i n ， 3 5 个 循 环 ， 再 延

伸 7 2 ℃ 1 0 m i n 。 产物 经 电泳 ， 结果 用 凝 胶 自动成像 系统扫描 ，

以 每 组 样 本 目的基 因 与 B — a c t i n m R N A 光 密度 的 比值 计 算

相对 表达 强 度 ( R e l a t i v e o p t ic a l d e n s i t y ， R O D ) 。

2 结 果

2 ． 1 转 染 效 率 的 检 测

L i p o f e c t a m i n e 2 0 0 0 与 A S O D N 按 1 ：2 ． 5 比 例 稀

释 转 染 后 ， 荧 光 物 质 均 匀 进 入 细 胞 ， 荧 光 显 微 镜 检

查 转 染 效 率 达 到 7 0 ％ 以 上 ( 图 1 ) 。

图 1 转染效 率 ， 倒 置 荧 光 显 微 镜 ( x 1 0 0 )

2 -2 M T T 法 筛选 A S O D N 及 表 阿 霉素适 宜 浓 度

作 用 4 8 h 后 ， 低 浓 度 的 表 阿 霉 素 对 S G C 一 7 9 0 1 细

胞 的 生 长 抑 制 作 用 不 明 显 (P > 0 ． 0 5 ) ，
0 ． 5 斗g／m 1 的 表

阿 霉 素 即 能 对 S G C 一 7 9 0 1 细 胞 增 殖 起 到 较 低 的 抑 制

作 用 (P < 0 ． 0 5 ) ， 强 度 随 表 阿 霉 素 浓 度 增 加 而 增 强 ， 当

浓 度 > 2 0 ¨g ／m l 后 ， 其 抑 制 作 用 达 到 到 一 个 平 台 ( 图

2 ) ， 故 筛 选 出 0 ． 5 、 1 、 2 ． 5 、 5 Ix g ／m l 4 组 作 为 实 验 浓 度 ；

A S O D N 按 1 0 0 n m o ]／L
、 2 0 0 n m o l／L

、4 0 0 n m o l／L
、6 0 0 n m o l／

L 、 8 0 0 n m o l ／L 转 染 S G C 一 7 9 0 1 细 胞 后 并 培 养 4 8 h

后 ， 各 浓 度 均 对 S G C 一 7 9 0 1 细 胞 具 有 一 定 增 殖 抑 制

作 用 (P < O． 0 5 ) ， 其 强 度 随 A S O D N 浓 度 而 增 加 ( 图

3 ) ． 选 用 2 0 0 n m o l ／L A S O D N 作 为 实 验 浓 度 。

2 ． 3 M 1 丫r 法 检 查 2 种 因 素 联 合 作 用 后 S G C 一 7 9 0 1

细 胞 抑 制 率

与 空 白对 照 及 表 阿 霉 素 、 A S O D N 单 独 作 用 组 相
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图 2 不 同浓 度 表 阿 霉 素对 S G C 一 7 9 0 1 细 胞 增 殖 的影 响
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图 3 A S O D N 转染后 4 8 h 对 S G C 一 7 9 0 1 细 胞 增 殖 的影 响

比 ， 联 合作 用 组 细 胞 抑 制 率提 高 ， 可 协 同 抑 制 S G C 一

7 9 0 1 细 胞 的 增 殖 (g > 1 ． 1 5 ) ， 其 抑 制 作 用 与 表 阿 霉 素

剂 量 呈 正 相 关 ． 低 至 2 ~ g ／m l 的 表 阿 霉 素 即 可 对

S G C 一 7 9 0 1 的增 殖 起 到 明 显 抑 制 作 用 ( 图 4 ) 。 ┏━━
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图 4 s u r v l

‘

v i n 反 义 寡核 苷 酸 与不 同浓 度 表 阿 霉素

联 合应 用 对 S G C 一 7 9 0 1 细 胞 增 殖 的影 响

2 ． 4 W e s t e r n — b 10 t 法 检 查 各 组 s u r v i v i n 蛋 白 表 达 情

况

S G C 一 7 9 0 1 细 胞 经 转 染 生 存 素反 义 寡 核 苷 酸 4 8 h

后 ， s u r v i v i n 蛋 白表 达 量 降低 ， 目 的 条 带 颜 色 变 淡 ( 图

6 ) 。 W e s t e rn 条 带 中 阴 性 对 照 组 、 正 义 核 酸 组 、 表 阿

霉 素 组 、 反 义 核 酸 组 及 联 合 用 药 组 其 光 密 度 比 值 分

别 为 2 2 ． 6 2 ％ ±0 ． 5 1％ 、 2 1 ． 9 2 ％ ±0 ．7 8 ％ 、 2 2 -4 4 ％ ±0 -3 8 ％ 、

1 7 ．0 1 ％ ±0 ． 6 2 ％ 、 1 6 ． 2 3 ％ ±0 -4 2 ％ ， 经 反 义 核 酸 转 染 组

与对 照 组 相 比均 表 现 出 统 计 学 意 义 (P < 0 ． 0 5 。 而 正 义

核 酸 组 及 单 纯 用 药 组 与 对 照 组 比较 则 无 显 著性 差 异

(P > 0 ． 0 5 ) ， 见 图 5 。

2 ． 5 流 式 细 胞 仪 检 查 细 胞 周 期 变 化

各 实 验 组 ( 空 白对 照 、 S O D N 、 A S O D N 、 E P I 、 E P I +

A S O D N ) 处 理 后 经 周 期 分 析 ， 其 G 。 期 细 胞 分 别 为 ：

∞ ∞ 鲫 加 ∞ ∞ 加 ∞ 加 m O
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5 7 3 一

空 白 表 阿 霉 素 正 义 核 酸 联 合 用 药 反 义 核 酸

图 5 转 染后 s u r v i v i n 蛋 白表 达 情 况

7 0 ． 2 9 ％ ， 6 9 ． 7 l ％ ， 6 2 ． 9 8 ％ ， 6 1 ． 4 l ％ 及 5 0 ． 4 2 ％ ， G ，／M 期

细 胞 分 别 为 ：5 ． 7 9 ％ ， 6 ． 2 1 ％ ，
1 3 ． 8 8 ％ ，

14 ． 3 6 ％ ，
2 0 ． 2 8 ％ ，

采 用 单 因 素 方 差 分 析 统 计 结 果 ， 与 空 白X,／N 及 正 义

寡 核 酸 组 比 较 ， 反 义 核 酸 、 E P I 及 联 合 作 用 组 均 出 现

了 G ， 期 细 胞 数 减 少 ，
C ： 期 细 胞 数 增 多 ) ， 差 异 有 统

计 学 意 义 (P < 0 ． 0 5 ) ， 而 反 义 核 酸 、 E P l 分 别 与 联 合 作

用 组 比 较 ， 联 合作 用 组 C ： 期 细 胞 数 增 加 比 例 明 显 大

于 前 二 组 ( P < 0 ． 0 1 ) ， 见 表 1 ，、

2 ． 6 A n n e x i n V — F I T C 法 检 查 细 胞 凋 亡 情 况

空 白对 照 、 转 染 组 、 表 阿 霉 素 组 、 联 合 作 用 组 凋

亡 率 分 别 为 ：0 ． 0 9 ％ ，
7 ． 4 2 ％ ，

1 5 ． 2 6 ％ ， 3 4 ． 1 5 ％ ， 联 合 作

用 组 凋 亡 率 较 其 他 各 组 明显 提 高 (P < O． 0 5 ) ， 见 图 6 ～ 9 。

2 ． 7 生 存 素反 义 核 酸 与 表 阿 霉素联 合 作 用 对 b c l 一 2

和 S M a c 的 影 响

采 用 单 因 素 方 差 分 析 ，
R T — P C R 扩 增 产 物 结 果

显 示 ， 联 合 作 用 组 、 反 义 核 酸 组 、 表 阿 霉 素 组 及 空 白

对 照 组 光 密 度 比 值 分 别 为 ： S M a c ：1 8 ． 3 5 ％ ± 1 ． 2 3 ％ 、

1 7 ． 9 8 ％ ±0 ． 4 4 ％ 、 7 ． 2 6 ％ ±0 ． 3 5 ％ 、 7 ． 8 1 ％ ±0 ． 4 7 ％ ， 其 中 联

合 用 药 组 及 反 义 核 酸 组 与 空 白组 及 表 阿 霉 素 组 比 较 ，

差 异 有 统 计 学 意 义 (P < O． 0 5 ) 。 b c l 一 2 ：1 9 ． 7 1 ％ ±0 ． 7 4 ％ 、

2 0 ． 2 3 ％ ± 1 ． 1 8 ％ 、 2 5 ． 8 5 ％ ±0 ． 6 6 ％ 、 2 6 -4 9 ％ ±0 ． 9 3 ％ ， 其 中

联 合 用 药 组 及 表 阿 霉 素 组 与 空 白对 照 组 比 较 ． 差 异

有 显 著 性 意 义 (P < 0 ． 0 5 ) ， 但 联 合 用 药 组 与 表 阿 霉 素

组 比 较 ， 差 异 无 统 计 学 意 义 (P > 0 ． 0 5 ) ， 见 图 1 0 、 1 1 。

表 ’ 反 义 寡

芝芝竺芝2 苎凳拿
作
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图 6 空 白对 照 组

图 8 单 纯 表 阿 霉 素 组

现 行 消 化 道 恶 性 肿 瘤 治 疗 方 式 以 手 术 联 合 术

后 化 疗 为 主 ， 其 中 表 阿 霉 素 为 其 中 重 要 组 分 ， 但 表

阿 霉 素 的 体 外 抗 肿 瘤 作 用 并 不 十 分 令 人 满 意 ， 且 静

脉 使 用 大 剂 量 的 表 阿 霉 素 可 导 致 浅 表 静 脉 炎 ，
S u r —

v i v i n 是 一 种 凋 亡 抑 制 蛋 白 ， 在 绝 大 多 数 分 化 成 熟 的

组 织 中 无 表 达 ， 而 表 达 于 大 多 数 肿 瘤 组 织 中H
， 这 种

组 织 分 布使 得 特 异 性 抑 制 s u r v i v i n 的 表 达 不 会 影 响
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图 9 联 合作 用 组
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S M a c

13 -

a c t i n

图 1 0 线 粒体 促 凋 亡 蛋 白

图 1 1 B 细 胞 淋 巴 瘤 ／白血 病 一 2 蛋 白( b c l 一 2 )

其 他 组 织 的 正 常 生 理 机 能 151
， 有 研 究 证 实 ， s u r v i v i n 在

实 体 瘤 中 的 高 表 达 预 示 着 5 年 生 存 率 下 降 ， 复 发 率

高16 ]
， Z a f f a r o n i N 等17] 的 研 究 证 实 ， 经 相 同 的 化 疗 过 程

后 ， s u r v i v i n 表 达 阴性 的 患 者 临 床 症 状 及 病 理 表 现 缓

解 率 均 高 于 s u r v i v i n 表 达 阳 性 的 患 者 。

传 统 理 论 认 为 表 阿 霉 素 通 过 调 节 P 5 3 、 b c l 一 2 等

发挥作用 。 本研 究 也 证 实 了 表 阿 霉 素 对 b c l 一 2 的作 用 ，

但 与 单 独 应 用 表 阿 霉 素 组 相 比 较 ， 封 闭 了 s u r v i v i n 基

因 的 反 义 寡 核 酸 组 b c l 一 2 表 达 水 平 并 无 明 显 差 异 ，

故 其 对 表 阿 霉 素 的 增 敏 作 用 可 能 并 不 是 籍 由 传 统

途 径 实 现 的 。 S M a s 是 2 0 0 0 年 在 线 粒 体 中发 现 的 一

种 蛋 白 ， 是 重 要 的 促 凋 亡 因 子 ， 其 作 用 机 制 尚 不 清

楚 ， 可 能 是 通 过 解 除 l A P S 的 凋 亡 抑 制 作 用 I8 _和 通 过

非 依 赖 b c l 一 2 、 C Y T — C 的 途 径 调 节 如 c a s p a s e s 3 等 凹

实 现 的 ， 而 表 阿 霉 素 对 肿 瘤 的 生 长 抑 制 及 促 凋 亡 作

用 可 能 也 与 c a s p a s e s 3 有 关 【】o l
， 根 据 R T — P C R 检 测 的

结 果 ， 在 胃癌 S G C 一 7 9 0 1 细 胞 中 ， S M a c 表 达 较 低 ， 封

闭 s u r v i v i n 基 因 后 ， S M a c 表 达 上 调 ， 有 研 究 证 实 Ⅲ 啭

染 S M a c 后 能 增 强 化 疗 药 物 的诱 导 凋 亡 作 用 。 因 此 我

们 推 测 。 封 闭 s u r v i v i n 基 因后 对 表 阿 霉 素 的增 敏 作 用

可 能 是 通 过 对 S M a c 的调 节 实 现 的 ， 其 可 能机 制 如下 ：

肿 瘤 细 胞 在 接 受 小 剂 量 表 阿 霉 素 凋 亡 信 号 刺 激 后 ，

激 活 I A P S 系 统 产 生 拮 抗 作 用 ， 导 致 药 物 诱 导 的 凋

亡 刺 激 作 用 降低 ， 转 染 反 义 核 酸 封 闭 生 存 素 基 因 后 ，

直 接解 除 了 I A P S 对 肿 瘤 细 胞 的 凋 亡 抑 制 作 用 ， 同 时

刺 激 了 线 粒 体 释 放 S M a c ， 进 一 步 解 除 了 因 药 物 刺 激

引 起 的 凋 亡 抑 制 作 用 ， 而 使 药 物 对 肿 瘤 细 胞 的 抑 制

作 用 增 加 ， 本 实 验 中 M
’

n ’筛选 证 实 了 低 浓 度 转 染 条

件 下 ， 封 闭 生 存 素 基 因 对 细 胞 造 成 的 促 凋 亡 作 用 并

不 明 显 ， 故 这 种 增 敏 效 果 可 能 由 S M a c 水 平 升 高 引

起 ， 其 具 体 分 子 机 制 尚需 进 一 步 实 验 证 实 。

总 的 来 说 ， 本 研 究 结 果 证 实 了 采 用 反 义 寡 核 苷

酸技 术 封 闭生 存 素 基 因 后 ， 胃癌 S G C 一 7 9 0 1 细 胞 对 表

阿 霉 素 的 敏 感 性 有 较 大 增 强 ， 这 种 作 用 可 能 是 通 过

藉 由上 调 S M a c 水 平 实 现 的 ， 故 本 研 究 结 果 不 仅 有 助

于 降低 化 疗 药 物 使 用 剂 量 ， 同 时 也 为 难 治 性 或 复 发

性 胃癌 的 化 疗 方 案 提 供 了 新 的 思 路 。
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