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[ 摘　要 ] 　目的　以脂质 体为载体, 探 讨靶向诱骗受体 3(decoy recep tor 3, D cR3) 的 siRNA 对 人结

肠癌SW 480 细胞裸鼠皮下移植瘤生长的抑制作用。方法　裸鼠背部皮下种植结肠癌SW 480 细胞, 建

立结肠癌SW 480 细胞裸鼠皮下移植瘤模型。针对靶标D cR3 基因, 利用D harmacon 公司软件设计并合

成 siRNA 序列, 通过瘤体局部多点注射脂质体与D cR3 siRNA 混合 物, 将DcR3 siRNA 转染到裸鼠背

部皮下移植瘤内。同时设立阴性对照组和空白对照组。观察肿瘤治疗前后体积变化, 评价D cR3 siRNA

对肿瘤的抑制作用; 比较 肿瘤 治疗 前后 的细 胞形 态学改变; 免疫 组织化学及RT 2PCR 检测D cR3 基因

表达; 原位 细胞 凋亡 检测 肿瘤 的凋 亡情 况。 结果　治疗组肿瘤体积明显小于对照组, 肿瘤 组织 内坏 死

面积增大, 细胞 凋亡 率显 著增 高, DcR3 蛋白表达水平降低。治疗过程中裸鼠生长良好, 无明显毒性反

应。结论　脂质体介导的D cR3 siRNA 对裸 鼠皮 下结 肠癌SW 480 细胞移植瘤有明显抑制、杀伤作用,

细胞凋亡是D cR3 siRNA 所致 肿瘤 细胞 死亡 的重 要形 式。
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[Abstract ] 　O bject ive　To investigate the effect of D cR32siRNA mediated by l iposome vecto r in

inhibi ting the grow th of human cul tu red cancer cell SW 480 subcutaneously inoculated in nude m ice.

M ethods　A thymic m ice w ere subcutaneously transp lanted w ith human colon carcinoma SW 480 cel ls

to establ ish a transp lanted tumo r model. To directly aim at target gene—DcR3, siRNA w as

synthesized by D harmaco n company and t ransfected into tumors subcu taneously transp lanted in

athym ic mice. T he negative and blank control s w ere establ ished as w el l. T he inhibit ive effect of

DcR3 siRNA to tumor w as estimated. The changes on mo rphocyto lo gy and tumor vo lume w ere

compared befo re and after therapy. The genetic exp ression of DcR3 w as detected by

immunoh istochem ist ry and reverse transcriptase polym erase chain reaction. T he tumor apopto sisw as

detected by TUM EL method. Resu lts　DcR32siRNA can inh ibit the grow th of human co lon cancer

cel l SW 480. The exp ressio n of D cR32mRNA in human cultured cancer cel l SW 480 was decreased

significantly in the gene transfected group compared to that of control g roup. Conclusion 　DcR3

siRNA m ediated by l iposome distinctly inhibi ts the grow th o r kil l s SW 480 cell s subcutaneously

transp lanted in athym ic m ice.

[K ey words]　Co lorectal carcinom a; Gene therapy; SW 480 cel l; DcR3; SiRNA ; N nude m ice

　　结肠癌是常见的恶性肿瘤之一, 近年来发病率

呈明显上升趋势 [1 ]。 虽然近年来传统的治疗方式如

手术、放疗、化疗等有了很大的改进, 但手术对结肠

功能的破坏以及放、化疗的严重副作用仍使以上治

疗方式受到极大限制。诱骗受体3(decoy recep tor 3,

D cR3) 作为一种新的肿瘤抑制基因越来越引起人们
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的研究兴趣, 其在肿瘤发生、发展和治疗方面的作用

正不断被发现, 在 T 细胞和D C 细胞的功能调节、免

疫黏附、肿瘤血管生成及转移等方面发挥重要的作

用 [122]。易浔飞等 [3 ] 在体外实验中发现,DcR3 基因的

表达能抑制结肠癌SW 480 细胞的增殖, 使该细胞生

长停滞, 并诱导细胞凋亡。

RNA 干扰 (RNA interference, RNA i) 是近年

来基因治疗与研究领域的热点, 其原理是将外源性

的小的 双链RNA (doub le2st randed RNA , dsRNA )

分子通过一定的方法转入细胞内, 形成酶切复合体,

并 与其互补的目的mRNA 结合, 使之降解, 从而无

法合成相应的蛋白质, 在mRNA 水平特异地下调该

基因的表达, 这就是所谓的序列特异性的转录后基

因 沉 默 ( post2transcrip tional gene silencing,

PT GS)。 本实 验利用 RNA 干 扰技术 抑制 结肠癌

SW 480 细胞裸鼠皮下移植瘤中D cR 3 的表达, 试图

为结肠癌靶向基因治疗提供可能。

1　材料与方法

1. 1　材料

1. 1. 1　实验动物　BAL B �C 裸鼠 48 只, 由上海西

普尔2必凯实验动物公司提供。鼠龄 4～ 6 周, 体重18

～ 20 g, 雌雄 共 用, 在无 特 殊 病原 (SPF, sp ecif ic2
Pathogen f ree) 条件下饲养。

1. 1. 2　主要试剂　D cR32siRNA , 上海吉玛公司合

成; 脂质体DOTA P, 购于福州迈新公司; 结肠癌细

胞株SW 480, 购自南京凯基生物公司; Purif ied an ti2
hum an D cR3 抗体, 美国 Biolegend 公司; 鼠抗人 Β2
act in 多 克隆 抗体 (作 为 内参照) , 福州 迈新 公司;

Superscrip t I I I 逆转录酶试剂盒, Invit rogen 公司。

1. 2　方法

1. 2. 1　结肠癌SW 480 细胞皮下移植模型的制备　

以 10% FCS�R PM I 1640 培养液培养结肠癌 SW 480

细胞, 反复传代扩增对数生长期细胞, 至需要量 (2×

106�只鼠) , 计数, 以无血清培养液调整细胞浓度为 1

×107�m l, 每只小鼠注射 200 Λl , 即 2×106 个细胞�
只。

随机选取 10 只裸鼠, 接种前 3 天起每只腹腔注

射环磷酰胺 100 m g�kg ( 10 m g�m l 环磷 酰胺�生理

盐水 (N S) , 200Λl) , 连续2 d[ 4 ]。接种时, 裸鼠右侧背

部以 75% 酒精消毒后, 暴露皮肤作为肿瘤细胞接种

点。 5% 酒精消毒暴露皮肤, 眼科镊提起皮肤, 应用

Λ 微量注射器, 确保进针至皮下。

另选裸鼠3 只, 接种前处理同前。 待初代移植

肿瘤长至直径 1～ 2 cm 时, 脱颈处死裸鼠, 取移植肿

瘤在 75% 酒精中浸泡 2～ 3 m in 后, 将瘤体移人培养

皿中, 清除外周血块及结缔组织, 剪成小块之后用匀

浆器稍微磨碎, 以 1∶20 与完全培养基混合, 单层纱

布过滤, 滤过的液体与等量的M etrigel (10 m g�m l)

混合, 皮下注射0. 2 m l 于裸鼠背部皮下 [5 ]。M etr igel

胶低温为液体状, 高温则为胶状, 可弥补具有流动性

的细胞悬液在裸鼠皮下不易成型或成型的形状不规

则这一缺陷, 为肿瘤细胞的生长营造良好的环境, 操

作时, 需将M etrigel 置于冰上。 以皮下结节直径>

015 cm 为成瘤标准。

1. 2. 2　实验动物分组　取第二代种植成瘤后的裸

鼠 24 只, 称重量后根据体重随机分成 3 组: 治疗组、

阴性对照组与空载体组, 每组 8 只, 均对肿瘤局部多

点给药。治疗情况如下:

治疗 组 (A ) : 脂质体 DOTA P 300 Λg+ D cR32
siRNA 100 Λg+ N S 100 Λl

阴性对照组(B ): 脂质体DOTA P 300 Λg+ 对照

2siRNA 100 Λg+ N S 100 Λl

空白对照组 (C) : 脂质体DOTA P 300 Λg+ N S

100 Λl

三组均每天给予治疗1 次, 连续治疗 5 天。治疗

结 束后第 1 天起, 用游标卡尺隔日测量肿瘤大小 1

次, 按下面公式:

肿瘤体积 (mm 3) =
1
2 肿瘤长径 (mm ) ×肿瘤短

径 (mm) 2

1. 2. 3　肿瘤模型一般情况观察　治疗期间每天观

察裸鼠接种点有无破溃红肿及种植瘤的生长情况,

观察裸鼠体重变化。于治疗结束21 d 后断颈处死裸

鼠, 取出肿瘤, 称重后部分瘤组织于- 70 ℃保存, 部

分肿瘤组织用福尔马林固定, 连续 4 Λm 切片。以下

面公式计算肿瘤生长抑制率:

抑制率= 〔1- (治疗组瘤重量�对照组瘤重量)

×100%〕

1. 2. 4　荧光实时定量检测肿瘤组织中D cR3 表达

　PCR 检测活体动物模型肿瘤组织中D cR32mRNA

的含 量 检 索 N CB I 数 据 库 查 到 人 类 D cR3 基 因

mRNA 全长序列, 登录号为 GI4106877, 上游引物:

5′2CTT CT T CGC GCA CGC TG23′, 下 游引 物:

5′2A TC ACG CCG GCA CCA G23′。 以 Prim er

x 5 软件设计引物。引物G 比例为3 %～

%; 避免连续出现相同的核苷酸, 特别避免连续出

现 个或以上 G, T 值介于 5 ～ 6 , 3′2端的 5 个核
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苷酸中不能存在超过两个以上的G 或 C。 看家基因

选用GA PDH 基因。引物设计好后通过BL A ST 分析

(www. ncb i. nlm. nih. gov�BL A ST) 避免扩增的

序列存在非特异性, 设计好的引物交上海吉玛公司

合 成。 反 应 体 系 在 AB I Prism 7900 Sequence

Detector 进行, 采集待测基因及内参照 GA PDH 扩

增各循环荧光信号, 以 SDS2. 1 软件 (A pp lied B io2
system s) 进行荧光收集和资料分析。

1. 2. 5　免疫组织化学检测 (SP 法) 　将肿瘤组织切

片置于枸橼酸�枸橼酸钠抗原修复液中, 在 720W 微

波炉中预热至 95 ℃以上, 再间断加热 30 m in, 每加

热10m in 间歇 2m in; 进行组织抗原修复。依次滴加

正常羊血清及D cR3 单克隆抗体, 4 ℃冰箱中过夜,

PBS 洗 涤后 按 免疫 组 化 SP 法 完 成, DAB 显 色,

M ayer 苏木精复染。阴性对照: 用PBS 液代替DcR3

单克隆抗体抗作为每次染色的阴性对照; 阳性对照:

用公司提供阳性切片作为对照。D cR3 为一种分泌

蛋白, 主要表达于细胞浆内, 蛋白染色信号呈现淡黄

色、棕色或褐色。

1. 2. 6　透射电镜观察　三组裸鼠处死后立即切除

肿瘤, 切取大小为 1 mm 3 的标本, 经 3% 戊二醛 4 ℃

固定 2 h, 磷酸盐缓冲液洗涤 2 次, 1%锇酸后固定 2

h, 丙酮梯度脱水, 环氧树脂包埋, 超薄切片, 醋酸铀2
枸橼酸铅染色, 日立H 600 型透射电镜下观察。

1. 3　 统 计 学 处 理　 实 验 数 据 用 x ± s 表 示, 用

SPSS11. 0 统计软件对相关数据进行 t 检验分析, P

< 0. 05 有统计学意义。

2　结　果

2. 1　结肠癌 SW 480 细胞裸鼠皮下移植模型情况

2. 1. 1　裸鼠生长情况　第一批选取的 10 只裸鼠,

皮下注射肿瘤细胞 4 周后, 有 6 只裸鼠成瘤, 6 周左

右, 肿瘤长至约0. 8 cm 大小, 接种点无红肿破溃。取

其肿瘤组织块种植于第二批 30 只裸鼠背部皮下, 有

28 只裸鼠成瘤, 第6 周形成 1. 8～ 2. 0 cm 大小肿块,

成瘤率 93. 3%。

2. 1. 2　DcR32siRNA 对裸鼠结肠癌皮下种植瘤生

长的影响　经过瘤体内多点注射治疗, 各组裸鼠均

存活。 处死后取肿瘤称重量空白对照组、阴性对照

组、D cR32siRN A 治疗组的平均瘤重见表 1。可见经

DcR32siRNA 治疗的裸鼠肿瘤重量明显小于空白对

照组( < ) , 而阴性对照组无明显效果。D R32
RN 治疗组抑瘤率为 5 66% , 显著高于阴性 对

照组。

表 1　各组大肠癌裸鼠皮下移植瘤生长的变化

组别
裸鼠数量

( 只)

瘤重量

( x±s, g )

平均抑瘤率
(% )

治　 疗　 组 8 0. 58±0. 14 57. 66

阴性 对照 组 8 1. 28±0. 17 6. 67

空白 对照 组 8 1. 37±0. 15

2. 2 　 荧 光 实 时 定 量 检 测 移 植 瘤 组 织 内 D cR3

mRNA 的表达　把肿瘤组织样本提取RNA 后同时

进 行 荧光 实时 定量 PCR , 各组 裸鼠 肿 瘤组 织的

D cR3 mRNA 含量差别有统计学意义, 治疗组肿瘤

组织吸光度值 (0. 12±0. 02) 明显低于阴性对照组

(0. 28±0. 08) 和空白对照组吸光度值 (0. 27±0. 05)

(P < 0. 05) , 而阴性对照组和空白对照组相对光密

度值无差异(P > 0. 05)。

2. 3　光学显微镜观察　阴性对照组与空白对照组

肿瘤病理切片可见肿瘤细胞排列紧密, 瘤细胞生长

活跃, 大小相对一 致, 核深染, 染色 质粗, 核浆比例

大, 部分区域可见腺腔形成, 肿瘤细胞分泌黏液, 并

侵犯周边结缔组织, 无大范围细胞损伤现象。治疗组

肿瘤细胞排列疏松, 肿瘤细胞片状或大块状坏死, 核

碎片明显可见, 细胞结构破坏严重, 坏死区炎症细胞

浸润。坏死的肿瘤细胞形成无固定结构的粉染物。部

分肿胀的细胞其细胞核消失, 形成空泡 状结构 (图

1)。

2. 4　免疫组织化学检测　治疗组细胞浆内着色颗

粒明显少于对照组, 免疫组化染色后见对照组D cR3

蛋白主要位于结肠癌细胞浆, 表达较强, 呈棕黄色颗

粒, 癌周组织无表达。而治疗组则可见D cR3 蛋白表

达 明 显 降 低, 数 量 减 少, 颜 色 变 淡, 表 明 D cR32
siRNA 抑制了D cR3 蛋白的表达。 将胞浆内棕黄色

颗粒超过肿瘤细胞浆体积的 1�4 者计为阳性细胞,

统计 500 个细胞中阳性细胞数, 计算阳性细胞百分

比。 治疗组阳性细胞率 (10. 73±3. 32) % , 阴性对照

组为 (51. 90 ± 4. 90) % , 空 白 对 照 组 为 ( 65106±

4157) % , 治疗组与阴性对照组和空白对照组相比

有显著差异 (P < 0. 01) , 而阴性对照组与空白对照

组相比无明显差异 (P> 0. 05) (图 2)。

2. 5　透射电镜观察　透射电镜下观察, 治疗组肿瘤

细胞明显凋亡, 结构严重破坏, 细胞器数目明显减

少, 细胞器完整性差, 胞浆内仍可见分泌小泡, 核膜

断裂, 有凋亡小体形成。而阴性对照组和空白对照组

肿瘤细胞虽不规则, 但核浆比例大, 核染色质较深,

细胞器数量较多, 线粒体丰富, 胞浆内可见大小不等

的分泌小泡, 核膜完整 (图3)。

—3—
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3　讨　论

结肠癌作为人类常见的恶性肿瘤之一, 在世界

范围内属于四大最常见恶性肿瘤。 临床研究表明,

DcR3 在结肠癌[ 627 ] 等多数肿瘤存在高表达。 肿瘤的

发生与癌基因的突变、扩增、过度表达或抑癌基因的

突变、失活有关, 传统的肿瘤基因治疗技术, 通过对

单个癌基因的阻断往往不能完全抑制或逆转肿瘤细

胞的增殖, 因此很难达到预期的治疗效果。

近 年来 的研 究 发 现, 干 扰性 小 RNA ( small

f RN , RN ) 是RN 干扰赖以发生的

重 要的 中间效 应分 子。RN 干扰主 要通 过双链

RN A (double2st randed RNA , dsRNA ) 被核酸酶切

成 21～ 25 nt 的干 扰性小 RNA ( sm all in terfer ing

RN A 或sho rt interfering RN A s, siRNA ) , 由干扰性

小RNA ( sm all interfering RNA 或 sho rt in terfer ing

RN A s, siRNA ) 介 导 识 别 并 靶 向 切 割 同 源 性 靶

mRNA 分子而产生效应。RNA i 技术不仅可同时抑

制多个不同的基因, 其抑制效果互不干扰, 而且还可

根据基因家族中多个基因具有一段同源性很高的保

守序 列 这 一 特 性, 针 对 该 保 守 序 列设 计 相 应 的

dsRNA 片段, 可通过体外人工化学法合成dsRNA ,

亦 可通 过构 建在体 内表 达 RN 的质 粒而实 现

RN 作用 [ ]。RN 可使突变基因稳定静默, 而不

——
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影响正常基因的表达, 且具有简易性、特异性及高效

性的特点, 在肿瘤的研究及治疗上有着无可比拟的

优势。RNA i 技术的发展将为人类研究基因功能、抗

病毒和治疗恶性肿瘤提供一种新的方法。

本实验采用的DOTA P 是一种多价阳离子脂质

体, 表面带四个正电荷, 可以与带负电荷的DNA 、

RNA 等阴离子物质自发而迅速地形成复合体, 介导

基因的转移。脂质体介导的基因转移具有方法简单、

可携带较大的核酸分子; 能转染多种细胞, 与细胞分

裂状态无关; 低毒、无免疫原性、安全性高等特点。其

性质比较稳定, 能保护被包裹的核酸分子免受降解。

Chae 等[ 9 ] 将 siRNA 和脂质体按照适合比例混合稀

释后, 注入肿瘤的不同部位, 稳定地抑制了目的基因

的表达。 直接导入的方法简单, 容易操作, 在容易转

染的细胞中更具有优势。 有学者在腹腔肿瘤模型中

反复注射DNA 脂质体复合物, 治疗后取得与逆转录

病毒介导同样的效果 [10 ]。

基于以上 理论, 利用 RNA 干扰 技术, 以 DcR3

为靶点, 关闭肿瘤细胞中的D cR3 基因的表达, 就有

可能高效抑制结肠癌肿瘤细胞的增殖。

本课题 组于 2005 年 成功 以脂 质体 为载 体将

DcR3 siRNA 导入结肠癌 SW 480 细胞中, 在体外细

胞实验中证实了D cR3 siRN A 对DcR3 表达的干扰

作用[ 3 ]。 本实验进一步利用将D cR3 siRNA 应用于

活体结肠癌 SW 480 细胞动物模型, 观察其在活体中

对肿瘤组织中D cR3 的干扰作用。 实验中采用荧光

实时定量 PCR 方法检测活体动物模型肿瘤组织中

DcR3 mRN A 的含量, 该方法较RT 2PCR 法更为可

靠和客观。本试验结果显示治疗组肿瘤组织DcR3

mRNA 明 显低于阴性 对照组和空 白对照组 DcR3

mRNA 值 (P < 0. 05) , 而阴性对照组和空白对照组

相对D cR3 mRNA 值 无差异 (P > 0. 05)。 这 说明

DcR3 siRNA 应用于活体治疗能够降解肿瘤组织中

DcR3 mRNA 的含量, 从而可以 抑制肿瘤DcR 3 的

表达。通过该实验我们发现DcR 3 siRNA 对结肠癌

动物模型体内肿瘤具有显著的抑制作用, 提示D cR3

siRNA 可作为治疗基因用于结肠癌及其他肿瘤的

治疗, 为肿瘤的治疗提供一个新的治疗途径。
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