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$摘 要% 背景与目的#利用小干扰 789 !&:+,, #$;%*-%*#$< 789# &#789"抑制哺

乳动物基因表达已成为研究基因功能的一种有效方法( 本研究探讨人胰岛素样

生长因子 = 类受体!#$&),#$>,#?% <*(@;" -+/;(* = *%/%A;(*# BCD=7"的短发夹环 789
对人肝癌细胞株 EFF.220= 裸鼠移植瘤的抑制作用( 方法#设计并合成特异性靶
向 BCG=7 的 &#789 片段 # 构建 EFF.220=>BHD=7>&#789 表达质粒 # 将其转入

EFF.220= 细胞( 通过 HI=6 筛选出稳定株#移植裸鼠成瘤( 同时设立对照组( 根
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牛 坚!等! 靶向 "#$%& 的 ’(&)* 抑制人肝癌细胞 +,,-../% 裸鼠移植瘤的实验研究

在细胞周期中!一旦细胞进入 0%期!在其他生
长因子缺乏的情况下 ! 胰岛素样生长因子 %
"(1’23(1 3(45 6789:; <=>:87 %! "0$%#可促使细胞增
殖周期完成 $%%& 双链 &)?’@82A35 ’:7=1@5@ &)B!
@’&)B( 可以特异性地诱导与之同源的内源信使
&)B)C5’’51657 &)B! C&)B(降解!从而特异性地
使相应基因表达沉默 ! 这一现象称为 &)B 干涉
"&)B (1:57<5751>5! &)B((& 小干扰 &)B "’C=33
(1:57<57(16 &)B! ’(&)B(为研究未知功能的基因提
供了新的反向遗传学手段! 同时在人类基因治疗
方面具有潜在应用价值&

"0$%& 蛋白在原发性肝癌中具有选择性表达的
特性!有望成为肝癌基因治疗的合理靶点$D!E%& 人肝
癌细胞系 +,,FGGDH 为上海第二军医大学建株!
其 "0$I& 蛋白为阳性& 为了观察 "0$I&J’(&)B 在
动物体内的作用!我们在 KBLK M > 裸鼠体内建立皮
下荷人肝癌小鼠模型! 观察皮下移植瘤的生长*
"0$"& 蛋白表达*细胞凋亡和肿瘤微血管的形成等
指标! 以期在整体水平对 "0$I&J’(&)B 的作用做
出评价&

! 材料与方法

!"! 实验动物
IN 只 KBLK M > 裸小鼠由中国科学院上海实验

动物中心提供 $实验动物合格证号为 +FOP "沪(
QRRSJRRIR%!鼠龄 TUS 周 !体重 INUQV 6!雌雄共
用!+W$"’X5>(<(>JX=:;8651 <755(条件下饲养&
!"# 主要试剂
兔抗人 "0$I& 多克隆抗体购自 +=1:= F72Y 公

司!兔抗人!因子相关抗原抗体购自 ZBP[ 公司!
\(’:8’:=(1],J+W"链霉卵白素J过氧化物酶(免疫组化
试剂盒购自北京中山生物技术有限公司 !]^)_L
试剂盒购自福州迈新生物技术有限公司&
!"$ %&’!( 的设计与合成
通 过 ;::X+ M M 999‘@;=7C=>81 ’(@5’(61 >51:57a

>8C M网站的 ’(&)B 设计软件设计针对 "0$I& 的特
异性 ’(&)B 片段! 一条为 bcJB]BF00B]!BFBB0
]]0B0JEc!另一条为 bcJF]FBBF]]0]0B]FF0]B
]JEc&同时使其中的一个碱基发生突变作为阴性对
照!一条为 bcJB]BF00B]!B]BB0]]0B0JEc!另一
条为 bcJF]FBBF]]B]0B]FF0]B]JEc! 阴影为突
变的碱基& 上述片段由上海赛百胜生物工程公司
合成 ! 分别命名为 +,,FGGQIJ"0$I&J’(&)B 和
+,,FGGQIJ"0$I&JC2:=:(81&

+,,FGGQIJ"0$I&J’(&)B 质粒*人肝癌细胞株
+,,FGGQI 由国家人类基因组南方研究中心提供&
质粒构建及稳定株的建立参照文献$T%&
!") 移植瘤裸鼠模型的建立
将 IN 只 KBLK M > 裸小鼠随机分为 E 组! 每组

b 只!每组另留 I 只以备意外死亡时补充& B 组为
+,,FGGQI 空白对照组!K 组为 +,,FGGQIJ"0$I&J
C2:=:(81 组!F 组为 +,,FGGQIJ"0$I&J’(&)B 组&

+,,FGGQI 细胞接种于含 IVd胎牛血清的
Z,_, 培养基中!在含 bd F[Q 的 EGe培养箱中连
续培养 & 待细胞长至对数生长期 "fRdU.Rd面
积 (时 !用 Hd胰酶消化 !收集 fgHR. 个培养的细
胞 !H RRR 7 M C(1 离心 f C(1! 弃上清 ! 无血清
Z,_, 洗细胞!再次离心!加少许无血清 Z,_, 洗
液将细胞混匀!总体积至 HaR C3& 分别取上述制备
好的细胞悬液各 RaH C3"约 fgHRh 个细胞(!用微量
注射器注入到裸鼠前肢的腹部皮下! 形成直径 i
CC 左右的皮下隆起&
!"* 肿瘤生长曲线测绘
种植完成后!每天观察注射部位有无感染及肿

瘤生长后有无自然消退& 待肿瘤出现后!观察并记
录各组裸鼠的肿瘤重量""(&于接种细胞后 Eb天处
死荷瘤裸鼠!肉眼观察移植瘤的大体形态!拍照& 处
死动物后!进行解剖学检查!大体观察移植瘤的生长

据体积的均数值绘制肿瘤生长曲线! 以 \_ 染色法观察质
粒处理后瘤组织的病理改变!j5’:571 A38: 检测肿瘤组织中
"0$H& 的表达变化!免疫组化 +W 法检测检测瘤组织内微血
管密度!原位末端标记法"]^)_L 法(检测肿瘤细胞的凋亡

情 况 & 结 果 !+,,F../HJ"0$H&J’(&)? 组 肿 瘤 体 积 与
+,,F../HJ"0$H&JC2:=:(81 组 *+,,F../H 组相比差异有统
计学意义 "# k RaRb(& 病理学检查及 ]^)_L 检测发现 !

+,,FGGDHJ"0$H&J’(&)B 组肿瘤生长受到抑制! 细胞凋亡

指数 $"bRaDlSaT(d% 明显高于 +,,FGGQ%J"0$%&JC2:=:(81
组 $"baTl%aR(d%和 +,,FGGQ% 组 $"SaRlQa%(d% "$ m RaRb(&
+,,FGGQ%J"0$%&J’(&)B 组 与 +,,FGGQ%J"0$%&JC2:=:(81
组 *+,,FGGQ% 相比 ! 瘤内 "0$"& 蛋白表达明显下调 &

+,,FGGQ%J"0$%&J’(&)B 组 微 血 管 密 度 "%%aE lTaT( 与
+,,FGGQ%J"0$%&JC2:=:(81 组 "ESaG lGaS(*+,,FGGQ% 组
"QNaT lSab( 相比明显下降 "$ m RaRb(& 结论 ! 构建的

+,,FGGQ%J"0$%&J’(&)B 具 有 &)B 干 扰 作 用 ! 能 抑 制

+,,FGGQ% 细胞裸鼠移植瘤的生长&
关键词!&)B 干扰, 人胰岛素样生长因子 % 类受体, 微血

管密度, 基因表达, +,,FGGQ% 细胞, 移植瘤, 裸鼠
中图分类号!&GEbaGR 文献标识码!B
文章编号!%RRRnTSGO)QRRG(RGnRGREnRS
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状况及周围脏器受累情况! 取出肿瘤后用双面刀片
将肿瘤切成 !"# $% & !’( $% 大小的组织块 " 浸入
)*多聚甲醛内固定 +) ,"备用!根据公式抑瘤率 -
!.//011+! 23 .//011+!4567584%9:;:<2= >!.//011+!4567584?<8@A B!.//011+! &
!((*"计算抑瘤率并绘制时间>抑瘤率曲线!
!"# 瘤组织 $% 染色
上述处理后的标本经脱水 #透明#浸蜡#包埋

后" C !% 厚切片$切片二甲苯脱蜡%!( %<=&+&$置
入无水乙醇 !( %<=$浸入苏木精 CD!( %<=$自来水
浸洗$稀盐酸 E 乙醇溶液分色数秒$自来水浸洗$
淡氨水中胞核蓝化 FDC %<=$1(G#H(*#I(*乙醇
!( %<= 浸洗各一次$ 伊红 !( %<=$IC*乙醇 + 次"
!((*乙醇 ! 次"各 C %<=$二甲苯 !( %<=JF 次$树
脂封片"常规 KL 染色"封片显微镜下观察瘤组织!
!"& ’()*(+, -./*检测肿瘤组织中 012!3的表达
称取约 +( %M 新鲜瘤组织"提取蛋白质"进行

.N.4聚丙烯酰胺凝胶电泳 ! 电泳条件 ’O( P F(
%<="!O( P !QC ,! 电泳结束后"电转移法将蛋白从
凝胶中转移到 RPN7 膜上" 甲醇固定 RPN7 膜后"
用含 C*脱脂奶粉的封闭液 )S孵育过夜!一抗%兔
抗人 567!8 多克隆抗体&!( %T%!U! ((( 稀释&室温
孵育 + ,"二抗%鼠抗兔多克隆抗体&!( %T%!UC (((
稀释& 室温孵育 + , 后"RPN7 膜用 L0V 化学发光
试剂盒处理并在暗室显影! 用紫外分光光度计与
可见分析装置 %784+((&%复日科技公司" 自带软
件&行灰度扫描!
!"4 免疫组织化学 567 法检测瘤组织内微血管
密度

参照 WX<Y=X3 等 (C)的方法"用免疫组化法抗"
因子相关抗原单克隆抗体染色标记血管内皮细

胞"计算肿瘤内着色的毛细血管和微血管! 用计算
机辅助的图像分析系统" 以 C 个随机 +(( 倍视野
血管的均数表示该组织的微血管密度%%<$32ZX??XT
YX=?<:[" /PN&!
!"8 原位末端标记法 !9:;%<"检测移植瘤的凋
亡

冰冻切片采用新鲜配置的 )*多聚甲醛溶液
固定"室温下 F( %<=! R\. 洗片后"(QF*过氧化氢
甲醇溶液室温下孵育 F( %<=$R\. 洗片后 "(Q!*
]3<:2=^4!## 枸橼酸钠溶液冰上作用 + %<=$R\. 洗
片后"擦干周围的水分"滴加 C# !T ]_@LV 反应混
合液"在湿盒中 F1S孵育 O# %<=$R\. 洗片"擦干
周围水分"加入 C# !T 转化剂4R‘N"在湿盒中 F1S
孵育 F# %<=$R\. 洗片后" 加入 H# !T NA\ 溶液"

室温下孵育"显微镜下观察着色后"立即用 R\. 冲
洗停止反应!常规复染"脱水"封片保存!在 !## 倍
视野下随机选取 C 个视野" 计算凋亡细胞在全部
细胞中所占的比例! 凋亡指数 %;a2a:2?<? <=YXb"
A5& -阳性染色细胞数 c总细胞数 J !((*!
!"!= 统计学处理
测定值以均数 d标准差表示" 采用 7<?,X3e? 确

切概率法#方差分析进行假设检验" " f (Q(C 认为
差异具有统计学意义!

> 结 果

>"! 荷瘤裸鼠模型的潜伏期
.//011+!4567!84?<8@A 组裸鼠成瘤的潜伏

期为%+CQ( d !QH&天 ".//011+!4567!84%9:;:<2= 组
和 .//011+! 组成瘤的潜伏期分别为%!FQC d FQ!&
天#%!)Q1 d +QC&天"实验组成瘤时间明显被推迟%"
f (Q(C&!
>"> 荷瘤裸鼠模型的肿瘤生长
对照组第 !F 天左右接种部位开始出现扁平结

节"并逐渐长大! .//011+!4567!84?<8@A 组裸鼠
皮下移植瘤的生长慢于对照组! 在实验结束时"
.//011+!4567!84?<8@A 组抑瘤率为 C)QH*"显著
高于 .//011+!4567!84%9:;:<2= 组和 .//011+!
组%" f (Q(C&! 表明 567584?<8@A 转染具有一定的
抑制肿瘤生长的作用! 实验组中无自然死亡动物!
见图 !!

>"? 移植瘤大体观察
实验结束后处死裸鼠"取出皮下肿瘤组织"肉

眼观察见移植瘤外观呈粉红色"表面凸凹不平"结

图 ! 各组裸鼠时间4抑瘤率曲线
7<M93X ! 5=,<g<:23[ XhhX$: 2h 567!8 ?<8@A 2= :,X M32i:, 2h
,9%;= T<ZX3 $;=$X3 .//011+! $XTT bX=2M3;h: <= =9YX %<$X

牛 坚!等Q 靶向 567!8 的 ?<8@A 抑制人肝癌细胞 .//011+! 裸鼠移植瘤的实验研究 !"#
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! " #

节状或分叶状!质中"切面中心为灰白色!瘤组织
质脆且易碎# $%%#&&’()*+,(-)./-0! 组肿瘤组织
表面有较完整的纤维包膜!包膜完整易分离"而对
照组包膜常欠完整! 与周围组织有一定程度的粘
连#其他组织和器官未见转移的肿瘤病灶#见图 ’#

!"# 肿瘤组织病理学特点
在 12 染色切片上!对照组肿瘤细胞体积大$

胞浆丰富$核 3浆比例大$染色深!可见巨核细胞!
有丝分裂相多见 !癌巢大 $细胞丰富 $排列紧密 $
间质稀少 $血窦丰富 !结节外部分有极薄的结缔
组织被膜与周围的正常组织分隔!但包膜多不完
整#相反!$%%#&&’()*+,(-)./-0! 组肿瘤细胞较
少$细胞分界清$癌巢小$间质丰富$血窦稀少!并
可见散在的部分细胞核与胞浆呈固缩坏死样改

变!不伴炎症反应!结节的纤维包裹明显且完整#
见图 4#
!"$ 肿瘤组织中 %&’() 的表达
如图 5 所示 !$%%#&&’()*+,(-)./-0! 组肿

瘤组织中 *+,(- 的表达明显低于对照组# 经灰度
扫描分析 ! 其蛋白表达量为 $%%#&&’( 组的
(6789和 $%%#&&’()*+,(-):;<=</>? 组 的 (&789
%! @ 878A&#

图 ’ 各组移植瘤的大体观察
,/B;CD ’ +C>.. >E.DCF=</>? >G $%%#&&’( HDII JD?>BC=G<

/? ?;KD :/HD
,/EDC H=L.;ID. >G <MD JD?>BC=G< <;:>C. /? $%%#&&’()*+,(-)./-0!
BC>;L =CD H>:LID<D! NM/ID G/EDC H=L.;ID. >G <MD JD?>BC=G< <;:>C. /?
$%%#&&’()*+,(-):;<=</>? BC>;L =?K $%%#&&’( BC>;L =CD
/?H>:LID<D =?K =KMDCD <> .;CC>;?K/?B </..;D.7

图 4 裸鼠皮下移植瘤组织形态!12 O’88"
,/B;CD 4 %>CLM>I>BP >G <MD JD?>BC=G< <;:>C. /? ?;KD :/HD %12 O’88&

%>CD ?DHC>./. <;:>C HDII.! ID.. H=?HDC ?D.<. =?K ID.. EI>>K ./?;.D. =CD LCD.D?<DK /? $%%#&&’()*+,(-)./-0! BC>;L %!&" NM/ID <;:>C HDII.
BC>N NDII! =?K :>CD H=?HDC ?D.<. =?K :>CD EI>>K ./?;.D. =CD LCD.D?<DK /? $%%#&&’()*+,(-):;<=</>? BC>;L %"& =?K $%%#&&’( BC>;L %#&7

图 5 QD.<DC? EI><检测各组移植瘤组织中 *+,(-蛋白的表达
,/B;CD 5 2JLCD../>? >G *+,(- LC><D/? /? <MD JD?>BC=G< <;:>C.
=?=IPRDK EP QD.<DC? EI><
S=?D (’ $%%#&&’( HDII." I=?D ’’ $%%#&&’()*+,(-):;<=</>?
HDII." I=?D 4’ $%%#&&’()*+,(-)./-0! HDII.7

!"* 肿瘤组织中的 +,-
不同区域的微血管计数不同! 形态不规则!部

分血管无明显管腔! 部分呈发芽状! $%%#&&’()
*+,(-):;<=</>? 组 %4T7& U&7T& 和 $%%#&&’( 组
%’675UT7A&的 %VW 值明显高于 $%%#&&’()*+,(-)
./-0! 组%((74U574&# 组间比较差异有统计学意义
%!@878A&!见图 A#

牛 坚!等7 靶向 *+,(- 的 ./-0! 抑制人肝癌细胞 $%%#&&’( 裸鼠移植瘤的实验研究!"#
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! " #

! " #

图 $ 各组移植瘤组织中 %&’ !() *+,,"
-./012 $ %.314526627 8296.:; !%&’" .9 :<2 =294/1>?: :0@416 .9 9082 @.32 !() *+,,"

%&’ .6 74A21 .9 (%%#BB+CDEF-CGD6.GH! /140I !!" :<>9 .9 (%%#BB+CDEF-CGD@0:>:.49 /140I !"" >98 (%%#BB+C /140I !#"#

>114A6 .98.3>:2 I07@49>1; 3>I.77>1; 2984:<27.>7 32776J

!"# 移植瘤组织的凋亡指数
(%%#BB+CDEF-CGD6.GH! 组部分细胞出现阳

性反应 $!E 为 !$,K+LMJN"O % (%%#BB+CDEF-CGD

@0:>:.49 和 (%%#BB+C 组的 !E 分别为!$KNLCK,"O
和 !MK,L+KC"O $与 (%%#DEF-CGD6.GH! 组相比差
异有统计学意义!! P ,K,$"% 见图 M%

图 M 荷瘤裸鼠瘤体内肿瘤细胞凋亡情况!QRHST *C,,"
-./012 M Q<2 :0@41 3277 >I4I:46.6 .9 :<2 =294/1>?: :0@416 .9 9082 @.32 !QRHST *C,,"

(3>::2128 >I4I:46.6 32776 A.:< 0@U21 I>1:.3726 .9 90372. >12 I12629:28 .9 (%%#BB+CDEF-CGD6.GH! /140I !!"# A<.72 @03< 726621 >I4I:46.6 :0@41
32776 >12 I12629:28 .9 (%%#BB+CDEF-CGD@0:>:.49 /140I !"" >98 (%%#BB+C /140I !#"# >114A6 .98.3>:2 >I4I:46.6 32776K
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$ 讨 论

裸鼠皮下移植瘤模型是常用的一种肿瘤实验

研究模型$具有移植方法简便&肿瘤移植后潜伏期
短&易于直接观察等优点$且肿瘤生长的不同时间
测量同一动物肿瘤体积也极方便$ 因而在肿瘤研

!"!
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究中得到了广泛的应用! 所以"本实验中我们选择
了裸小鼠皮下移植瘤模型来研究体内 !"#$%&
’(%)* 转染阻断 !"#+% 表达对肿瘤细胞一般生物
学特性的影响!
在本研究中发现 "!"#$%&’(%), 阻断 !"#$%

表达后"-../012+ 细胞移植瘤在裸鼠皮下的生长
受到了显著抑制#不仅如此"与对照组相比"其瘤
组织纤维包裹显著而完整$间质丰富!
本研究还发现"!"#+%&’(%), 组的瘤组织中"

血窦形成明显少于对照组" 表明 !"#+%&’(%), 转
染可能还与抑制肿瘤血管生成相关! 正常情况下
的血管形成是一个有序$ 受到严格控制并自限的
过程#相反"在病理情况下血管形成显著增加"不
再自限"+34的血管内皮细胞呈活跃增生! 病理性
血管形成在肿瘤的生长和转移过程中是一个非常

重要的事件" 与肿瘤发展的阶段和血管侵袭密切
相关"在临床上是反映预后和死亡的重要指标! 血
管生成不仅是原位瘤生长所必需的" 也是肿瘤转
移灶形成的前提! 实体肿瘤的发展可分为血管形
成前期和血管形成期"在血管形成前期"肿瘤无诱
导血管形成的能力"且肿瘤的体积也有限! 肿瘤细
胞会分泌一些血管形成因子来诱发新血管的形

成" 从而满足肿瘤继续增殖所需的氧气和营养物
质! 新生血管形成是肿瘤迅速增殖和侵袭转移的
重要条件和病理基础" 肿瘤组织新生血管形成往
往与转移癌转移程度呈正相关! 肿瘤组织石蜡切
片的 .56 值是反映肿瘤血管形成的一项有效方
法"并且可作为反映预后的独立指标! 其方法就是
在最活跃的肿瘤血管形成区域测定每单位面积被

免疫染色的微血管数"由此反映血管形成热点%789
’:89&区的血管形成情况! 本研究以免疫组化法检
测 .56 值"结果表明 !"#;%&’(%), 转染对肿瘤血
管形成起着显著的抑制作用!!"#$%&’(%), 转染的
-../112$ 细胞在裸鼠皮下生长显著受到抑制"与
肿瘤细胞侵袭性密切相关的 .56 显著降低"表明
!"#$% 表达阻断使肝癌细胞在体内的侵袭能力受
到明显抑制!

!"#$% 在恶性肿瘤中有选择性表达的特性 "
使其可望成为肿瘤治疗的有效靶点 ’<"=(! %>’?(@8AA
等 ’1(认为"体内细胞凋亡程度与 !"#;% 数量减少

有关" 在裸鼠中肿瘤的发生严格依赖于细胞逃逸
凋亡的数量"!"#;% 数量减少可诱导细胞凋亡! 实
验显示" 在将成纤维细胞置于大鼠皮下的生物扩
散时"细胞逐渐凋亡"而过表达 !"#;% 的成纤维细
胞及受体表达增加的肿瘤起源细胞存活时间显著

延长! 此外研究还表明"!"#;% 的数量水平在细胞
存活中起着决定性作用"只有达到某一水平"才能
将细胞由不进行有丝分裂的模式转化为有丝分裂

模式 ’1(! 这些都表明"以 !"#;% 为靶点是合理而
行之有效的 ! 我们在前文中也证实了在体外用
!"#;%&’(%), 转染 !"#;% 阳性的 -../112; 细胞
后"抑制细胞增殖 ’B(! 本文在裸鼠体内建立皮下移
植肝癌模型" 结果证实 !"#!%&’(%), 可下调肿瘤
组织 !"#;% 蛋白表达"抑制肿瘤生长! 理想的人类
肿瘤动物移植模型的建立是研究肿瘤生物学和抗

肿瘤实验治疗的重要工具" 本实验模型的成功率
达 ;334"为后续原位肿瘤模型实验奠定了良好的
基础!
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