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脂质体 一C—raf—l反义寡核苷酸治疗人卵巢癌裸鼠皮下移植瘤 

吴永忠 ，任庆兰 ，李少林 

(1．重庆医科大学临床学院肿瘤科，重庆 400016；2．重庆医科大学核医学教研室．重庆 400016) 

【摘 要】目的：探讨C—raf一1反义寡脱氧核苷酸(AS~DN)对人卵巢癌裸鼠皮下移植瘤的治疗作用：方法：将 l5只裸鼠建立 

人卵巢癌裸鼠皮下移植瘤模型，然后随机分成 3组予以不同条件处理：对照组(腹腔注射转染液和脂质体)，正义治疗组(腹腔 

注射脂质体一C—raf一1一 )，反义治疗组(腹腔注射脂质体 一C—raf—l—ASODN)。治疗期间定期观测裸鼠体重并测量 

肿瘤体积，计算抑瘤率及肿瘤缩小率。结果：反义治疗组与正义治疗组的抑瘤率分别为 68．1％和6．8％，反义治疗组肿瘤缩小 

率为 16．7％，与正义治疗组相比较有明显的差别。各组裸鼠体重变化无明显差别。结论：脂质体 一c—raf—l—ASODN对人 

卵巢癌裸鼠皮下移植瘤有一定的治疗价值，可能成为日后基因治疗的重要方向。 
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Effect of l iposome—C—raf一1 antisense OIigOdeOxynucIeOtides 

on human ovarian carcinoma transplanted SubCutaneOuSIV in nude mice 

W 己，Yongzhong．el al 

(Department ofOncology，College ofClinical Medicine，ChongqingMedical University) 

【Abstract】Objective：To explore the effect of C—raf一1 antisense oligodeoxynucleotides(ASODN)treatment in the human ovarian 

epithelial cancer transplan ted subcutaneously in nude mice．M ethods：The models of human ovarian epithelial cancer transplanted sub— 

cutan eously were established in 1 5 nude mice，then divided randomly into 3 groups and different treatment were given respectively 

(control group，senseexperimental group and antisense experimental group)．The weight of nude mice and tumor volume were ob— 

served，the tum or growth inhibitory rate and the tum or response rate calculated ，tOO．Results：The growt h inhibitory rate in sense ex— 

perimental group and antisense experimental group were 6．8％ and 68．1％ ，respectively，the tum or response rate of antisense experi— 

mental group was 16．7％ ．There was No statistical difference in nude mice we!ght among the 3 groups．Conclusion： Fhe results sug— 

gest that there is a positive value in the human ovarian epithelial cancer transplanted subcutaneouslyin nude mice treated by C——raf——1 anti— 

Smse oligodeoxynudeotides．which will be an important gene therapeutic strategy for the ovarian epithdlal carcinoma in the future． 

【Key words】Antisense oligodeoxynucleotides；C—raf一1 gene；Ovarian epithelial carcinoma；Tumor transplanted subcutaneously in 
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卵巢癌是严重威胁妇女健康的恶性肿瘤，据报 

道美国每年新发病例达到23，000例左右，5年生存 

率不到30％[ ，有作者指出生物学治疗在卵巢癌的 

治疗中将起到关键性的作用I3j，而肿瘤反义基因治 

疗技术又成为其中的热点之一l4 J。选用靶向于表 

皮生长因子受体(epidermal growth factor receptor， 

EGFR)介导的肿瘤信号转导系统(signal transdUC— 

tion system)上的其中的一个关键基因 C—raf一1的 

反义寡脱氧核苷酸(antisense oligodeoxynucleotide， 

作者介绍：吴永忠(1968一 )，男，副教授，博士， 

主要研究方向：肿瘤放疗敏感性与基因治疗研 究。 

ASODN)治疗 EGFR高表达的人卵巢上皮癌细胞株 

SKOV3[6]的裸 鼠皮下移植瘤 ，以观察其对皮下移植 

瘤治疗作用。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

SKOV3细胞株购自重庆医科大学基础医学院肿瘤研究 

室。阳离子脂质体 (Lipofectin)购 自Sigma公司。BALB／C 

遗传背景的裸鼠购自四川抗生素研究所并由重庆医科大学 

实验动物中心饲养。C—raf一 (正义寡脱氧核苷酸)序 

列为 5’一AA1 A1 ACAGGCGGGA一3’，C—raf— 
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1ASODN 序 列 为 5’一TC(：C( ℃TGACATGCATF一 

3’。 -)。所有 SOI)N与 AS~)DN均由上海生物工业公司合成 

并全部经硫代磷酸化修饰。RPM1—1640培养基、小牛血清 

为 Hyclone产品。 

1．2 细胞培养与裸鼠皮下移植瘤模型建立 

SKOV3细胞在 37℃、5％o：32条件下，在含 10％小牛血 

清的RPMl1640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，制成 2×10 ／ml的细胞悬液备用。本 

研究选用裸鼠共 15只(每组 5只)均为4～6周龄雌鼠，体重 

17．5～22，5g，每只裸 鼠 1个注射点位于背侧靠左后肢处： 

每点接种细胞数 4．0×10 个。接种后每天观察注射点有无 

破溃红肿，按规定时间测量肿瘤体积大小和裸鼠体重 

1．3 腹腔注射 

皮下接种 15天后，15只荷瘤裸鼠被随机分成 3组，每 

组 5只。称重并测量瘤体大小，然后根据不同组别进行腹腔 

注射：I组，正常对照组，lipofectin 10 g+转染液(无血清无 

抗生素培养液)总量 600ul：Ⅱ组，C—raf一1 SK)DN 40gg+ 

lipofectinl0ptg+转染液总量 600ul；Ⅲ组，C—raf一1 ASV．)DN 

40~g+lipofectin 10t~g+转染液总量 600ul。以后每隔 5天注 

射 1次共 3次。腹腔注射前，脂质体先溶于转染液中室温静 

置 45rain再与寡核苷酸混合包裹并室温静置 15rain。 

1、4 瘤体测量 

用游标卡尺测量瘤体最长径(a)与最短径(b)，肿瘤体积 

为 v(n11113)： ，抑瘤率： ×100％：8 肿瘤缩 
n V 

、 r 、 r 

小率= 二鳖 ×100％
。 第 1次腹腔注射第 0天、第 

治疗 前 

5天、第 10天、第 15天均要称重并测量瘤体大小。 

1．5 统计分析 

采用 t检验和 检验 

2 结 果 

所有 15只裸鼠均成活并有肿瘤形成 ，接种点无 

红肿破溃表现。治疗前各组裸 鼠体重及肿瘤体积无 

差别。 

随着治疗时间的延长 ，各组肿瘤体积及抑瘤率 

的差别逐渐显现出来。从表 1可以看出，I与 Ⅱ组 

的肿瘤体积进行性长大 ，Ⅲ组的肿瘤体积进行性缩 

小 ，与对照组有明显的区别。反义组疗效较好 ，在治 

疗结束后，抑瘤率 与肿瘤缩 小率分别为 68．1％与 

16．7％，差异有极显著性(P<0．01)，见表 1～3。 

不同时间裸鼠体重 比较无差别 ，见表 4。 

表 1 不同治疗时间肿瘤体积(n1n1 )比较 

aP< 0、05 bp< 0
，01 cP >0、05 

表 2 不同不治疗时间抑瘤率比较 

表 3 各观察组治疗前后抑瘤缩小率比较 

表 4 治疗前后裸鼠体重变化 

组别 —  

3 讨 论 

3．1 研究表明l 9_，表皮生长因子受体(EGFR)在许 

多恶性肿瘤中呈高表达 ，并与肿瘤 的发生 、转移、预 

后等有密切关系。通过反义调控技术 ，封闭有害基 

因，使其不表达或低表达 ，以干预 EGFR介导的信 

号转导系统上的不正常的信号转导，逆转肿瘤恶性 

表型，从而达到抑制肿瘤生长的目的。C—raf一1可 

被 ms基因激活之外还存在独立 的激活途径 ：可被 

酪氨酸激酶 src与 JAK1、蛋 白激酶 C。、神经酰胺活 

化的蛋白激酶等激活。因而 C—raf一1是 EGFR介 

导的信号转导系统上的关系基 因之一 7 J，c—raf一1 

是理想的基因治疗靶点。C～raf一1在信号转导系 

统上的位置见图 1。 

本文首次针对 C—mf一1基因采用反义调控技 

术 ，在体内观察 它对人卵巢癌 SKOV3细胞 裸鼠皮 

下移植瘤的治疗作用。寡核苷酸经硫代磷酸化修饰 

后可明显增强其核酶稳定性。阳离子脂质体与寡核 
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苷酸片段通过静电吸引力结合，使其包裹率达 

100％，脂质体通过与细胞的融合和内吞作用将寡核 

苷酸导人细胞内，大大提高了细胞内的浓度。脂质 

体包裹的寡核苷酸避免了与核酶的直接接触进一步 

提高了寡核苷酸的稳定性。 

Fig1．Raf一1 in the Ras—Mapkinase signaling pathway【 J 

3．2 反义寡核苷酸的作用机制，目前还未完全明 

确。可能有三方面的作用l10]：ASODN与翻译起始 

位点杂交形成稳 定的双链结构阻碍翻译起 始；A— 

SODN与 RNA通过碱基互补形成 RNA—DNA双 

链 ，其中 RNA部分可被 RNaseH酶切割降解 ；非特 

异性与非反义效应。目前对于反义机制研究的热点 

是 RNA干扰(RNAi)。 

研究中选用的 C—raf一1ASODN是与 C—raf— 

lmRNA 3’端非编译区互补”l7 J。本组资料显示，反 

义治疗组与正义治疗组的抑瘤率及肿瘤缩小率有显 

著性差异，反义治疗组治疗效果更好，SODN对皮下 

移植瘤也有轻微的治疗作用，这是由于寡核苷酸本 

身具有的非特异性非反义效应所致l1 。所用 阳离 

子脂质体 lipofectin与脱氧寡核苷酸的比例为 1：4， 

是经过反复的摸索而得出的结论 ，与最近 Kiml̈J的 

报道相符。本研究采用 C—raf一1ASODN经阳离子 

脂质体lipofectin包裹采用腹腔注射治疗人卵巢癌 

裸鼠皮下移植瘤的方法尚未有相关的文献报道。 

3．3 ASODN抑制异常表达基因的同时，不存在外 

源基因整合到宿主细胞 DNA分子中的过程；往往 

只有肿瘤细胞才有这种异常基因的高表达，故反义 

基因治疗本身就有一定的靶向性；脂质体用量小对 

细胞的毒副作用小，为了排除脂质体的干扰，对照组 

也给予了等剂量的脂质体。本组资料中各组裸鼠体 

重没有明显减轻 ，表明 ASODN治疗具有一定的安 

全性。 
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