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［摘要］　目的：观察Ｂｃｌ２短发夹状ＲＮＡ（ｓｈｏｒｔｈａｉｒｐｉｎＲＮＡ，ｓｈＲＮＡ）与甲氨喋呤（ｍｅｔｈｏｔｒｅｘａｔｅ，ＭＴＸ）联用后对人淋巴瘤裸

鼠移植瘤生长的抑制作用。方法：４５只裸鼠注射Ｒａｊｉ细胞悬液制备裸鼠人淋巴瘤模型，将聚乙烯亚胺（ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｉｍｉｎｅ，

ＰＥＩ）与Ｂｃｌ２ｓｈＲＮＡ载体质粒（本实验室制备）的混合物及 ＭＴＸ直接注入肿瘤内，观察Ｂｃｌ２ｓｈＲＮＡ及联合 ＭＴＸ对肿瘤生

长的影响。在用药２１ｄ后无痛处死动物，分离皮下肿瘤，称重，计算抑瘤率；ＨＥ染色观察肿瘤组织的病理形态；以ＲＴＰＣＲ

法检测Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ在肿瘤内的表达情况。结果：Ｂｃｌ２ｓｈＲＮＡ与 ＭＴＸ联用组移植瘤的生长最慢，与单用Ｂｃｌ２ｓｈＲＮＡ和

ＭＴＸ相比差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。处理结束后剥离瘤块，Ｂｃｌ２ｓｈＲＮＡ组瘤质量与阴性ｓｈＲＮＡ组、空质粒组相比差异

均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。Ｂｃｌ２ｓｈＲＮＡ与 ＭＴＸ联用对裸鼠移植瘤生长的抑制率最高，高于Ｂｃｌ２ｓｈＲＮＡ和 ＭＴＸ的单用

组（Ｐ＜０．０５）。ＨＥ染色可见使用Ｂｃｌ２ｓｈＲＮＡ组及 ＭＴＸ组出现明显的凋亡和组织坏死。瘤组织的单细胞悬液经ＲＴＰＣＲ

检测显示Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ表达在Ｂｃｌ２ｓｈＲＮＡ组均显著下降（Ｐ＜０．０５），而对照组则无明显变化。结论：Ｂｃｌ２ｓｈＲＮＡ可增强

ＭＴＸ对人淋巴瘤裸鼠移植瘤生长的抑制作用。
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　　ＲＮＡ干扰（ＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ，ＲＮＡｉ）是双链小
干扰ＲＮＡ（ｓｍａｌｌｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇＲＮＡ，ｓｉＲＮＡ）引起特
异性靶ｍＲＮＡ裂解的过程，其在癌症基因治疗方面
具有良好的应用前景。在细胞内表达短发夹状

ＲＮＡ（ｓｈｏｒｔｈａｉｒｐｉｎＲＮＡ，ｓｈＲＮＡ）是产生ＲＮＡｉ的
一种良好方式，与化学合成的双链 ＲＮＡ 作用一
致［１２］。Ｂｃｌ２基因与恶性肿瘤的发生密切相关。聚
乙烯亚胺（ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｉｍｉｎｅ，ＰＥＩ）介导的基因转移
载体在恶性肿瘤基因治疗中的应用得到了大量研

究［３５］，并取得较好效果。本实验室前期在 Ｂｃｌ２
ｍＲＮＡ蛋白编码区发现了１个有效的ＲＮＡ干扰作
用靶点，同时体外证实针对这个靶点的ｓｉＲＮＡ能增
强高表达Ｂｃｌ２蛋白的肿瘤细胞对化疗药物、放射线
的敏感性，并针对这个靶点成功构建了有效的Ｂｃｌ２
ｓｈＲＮＡ表达载体［６８］。

　　本研究采用ＰＥＩ介导的转染方法将Ｂｃｌ２ｓｈＲＮＡ
表达载体作用于裸鼠人淋巴瘤模型，进一步观察Ｂｃｌ２
ｓｈＲＮＡ体内是否可提高化疗药物甲氨喋呤（ｍｅｔｈｏ
ｔｒｅｘａｔｅ，ＭＴＸ）抑制或延缓淋巴瘤生长的作用。

１　材料和方法

１．１　主要试剂及动物　Ｂｃｌ２ｓｈＲＮＡ表达载体质
粒由本实验室前期构建［６］并保存备用。ＰＥＩ购于美
国Ｓｉｇｍａ公司。ＭＴＸ为苏州市尤利特生物医药科
技有限公司产品。４５只ＳＰＦ级ＢＡＬＢ／ｃ裸鼠，４～５
周龄，雌雄各半，体质量１８～２０ｇ，购于广州中医药
大学实验动物部。空质料ｐＧｅｎｅｓｉｌ１购自武汉晶塞
生物技术公司。

１．２　细胞培养　Ｒａｊｉ细胞购于中国科学院上海细
胞库，采用含１０％新生牛血清（６０℃ 灭活３０ｍｉｎ）、

１００Ｕ／ｍｌ青霉素、１００ｍｇ／Ｌ链霉素的ＲＰＭＩ１６４０
培养基，在３７℃、体积分数５％ＣＯ２、饱和湿度条件下
培养，实验选用对数生长期细胞。收集细胞，制成细
胞悬液备用。

１．３　人淋巴瘤裸鼠动物模型的制备　裸鼠在恒温

１８～２２℃，恒湿５０％～８０％，ＳＰＦ饲养室环境下饲
养，自由摄入无菌水和灭菌标准饲料，保持２４ｈ通
风，换气。将生理盐水配好的Ｒａｊｉ细胞悬液０．２ｍｌ
（约２×１０７个细胞）注入鼠右后肢背部皮下。ＰＥＩ与
质粒按Ｎ／Ｐ＝５的比例进行配制，ＭＴＸ的用量为每
次０．１５ｍｇ／ｋｇ。

１．４　实验动物分组及用药　待瘤体直径达到６ｍｍ
时，选择肿瘤生长良好及体质量相差无几的荷瘤鼠

４０只作为实验模型，随机分为８组，每组５只动物。
生理盐水组：生理盐水０．３ｍｌ；阴性ｓｈＲＮＡ组：阴性

ｓｈＲＮＡ（阴性对照的寡核苷酸克隆到ｐＧｅｎｅｓｉｌ１）２０

μｇ＋ＰＥＩ１４μｇ混合液；空质粒组：空质粒２０μｇ＋
ＰＥＩ１４μｇ混合液；Ｂｃｌ２ｓｈＲＮＡ 组：Ｂｃｌ２ｓｈＲＮＡ
２０μｇ＋ＰＥＩ１４μｇ混合液；ＭＴＸ组：ＭＴＸ０．１５ｍｇ／

ｋｇ；阴性ｓｈＲＮＡ＋ ＭＴＸ组：阴性ｓｈＲＮＡ２０μｇ＋
ＰＥＩ１４μｇ混合液＋ＭＴＸ０．１５ｍｇ／ｋｇ；空质粒＋
ＭＴＸ组：空质粒２０μｇ＋ＰＥＩ１４μｇ混合液＋ＭＴＸ
０．１５ｍｇ／ｋｇ；Ｂｃｌ２ｓｈＲＮＡ＋ＭＴＸ组：Ｂｃｌ２ｓｈＲＮＡ
２０μｇ＋ＰＥＩ１４μｇ混合液＋ＭＴＸ０．１５ｍｇ／ｋｇ。每
次对每组每只荷瘤鼠瘤体内同时多点注射用药。３
ｄ注射１次，连续２１ｄ。用药期间每日观察各组裸鼠
的精神、饮食、活动等一般情况；每３ｄ用游标卡尺测
量肿瘤长径和短径，计算肿瘤体积：瘤体积＝０．５ａ×
ｂ２（ａ为长径，ｂ为短径）。在开始用药后的２１ｄ无痛
处死动物，分离皮下肿瘤，并称质量。计算抑瘤率：
抑瘤率＝（对照组平均瘤体质量－实验组平均瘤体
质量）／对照组平均瘤体质量×１００％。部分肿瘤组
织进行固定，脱水，制成冷冻切片。

１．５　组织学观察　标本冰冻切片固定１０～３０ｓ，采
用常规 ＨＥ 染色，苏木精水溶液中染色数分钟，

４１％盐酸乙醇中分色数秒钟；入０．５％伊红染色液染
色１～２ｍｉｎ；脱水，透明，封片；光镜观察，摄像。

１．６　ＲＴＰＣＲ　新鲜肿瘤组织用筛网法制成单细胞
悬液。用 ＴＲＩｚｏｌＲＮＡ 提取试剂盒提取总 ＲＮＡ，

ＲＮＡ定量采用紫外分光光度计，取１μｇ的ＲＮＡ，加
逆转录酶 ＭＭＬＶ（Ｇｉｂｃｏ）２００Ｕ，按随机六聚脱氧
核苷酸引物合成法合成ｃＤＮＡ。对Ｂｃｌ２基因扩增
的引物及内对照ＧＡＰＤＨ引物均由上海生工生物工
程技术服务公司合成，其序列如下。Ｂｃｌ２上游引
物：５′ＣＧＡＣＧＡＣＴＴＣＴＣＣＣＧＣＣＧＣＴＡＣＣＧ
Ｃ３′，下游引物：５′ＣＣＧＣＡＴＧＣＴＧＧＧＧＣＣＧＴＡ
ＣＡＧＴＴＣＣ３′；以ＧＡＰＤＨ为内参照，上游引物为

５′ＧＴＣＡＧＴＧＧＴＧＧＡＣＣＴＧＡＣＣＴ３′，下游引
物为５′ＴＧＡＧＧＡＧＧＧＧＡＧＡＴＴＣＡＧＴＧ３′。

Ｂｃｌ２基因扩增产物为３１８ｂｐ。ＰＣＲ条件：９４℃变性

３０ｓ；６０℃退火１ｍｉｎ；７２℃延伸１ｍｉｎ。循环３０次
后，７２℃延伸５ｍｉｎ，在２％琼脂糖凝胶上进行电泳。

１．７　统计学处理　数据以珚ｘ±ｓ表示，统计学软件
使用ＳＰＳＳ１１．５，采用两两比较的ｔ检验（ｔｗｏｓａｍ
ｐｌｅ／ｇｒｏｕｐｔｔｅｓｔ）进行，以Ｐ＜０．０５为差异有统计学
意义。

２　结　果

２．１　Ｂｃｌ２ｓｈＲＮＡ联用 ＭＴＸ作用后对裸鼠移植瘤
生长的影响
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２．１．１　对移植瘤生长的影响　裸鼠经接种Ｒａｊｉ细
胞５ｄ后肉眼可见皮下肿瘤生长，成瘤率为１００％，
接种后１４ｄ左右肿瘤直径达５～８ｍｍ。此时对裸
鼠进行分组处理。由图１可见，生理盐水组、阴性

ｓｈＲＮＡ组和空质粒组鼠肿瘤呈持续增长状态；经

Ｂｃｌ２ｓｈＲＮＡ或 ＭＴＸ处理过的裸鼠相对生理盐水
组而言，肿瘤生长速度较慢；Ｂｃｌ２ｓｈＲＮＡ 与 ＭＴＸ
联用组肿瘤体积虽未见缩小，但生长速度要缓慢很
多，与其他组相比差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。
实验期间８组动物均无死亡。

图１　各组裸鼠治疗后肿瘤生长情况

Ｆｉｇ１　Ｇｒｏｗｔｈｏｆｔｕｍｏｒｓｉｎｎｕｄｅｍｉｃｅｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐ
ｎ＝５，珚ｘ±ｓ

２．１．２　对移植瘤质量的影响　开始用药２１ｄ后无痛
处死裸鼠，剥瘤称质量。经分析发现，Ｂｃｌ２ｓｈＲＮＡ与

ＭＴＸ联用组肿瘤最轻，抑制率达６５．９５％，低于单用

Ｂｃｌ２ｓｈＲＮＡ或单用 ＭＴＸ的鼠肿瘤质量（Ｐ＜０．０５，
表１）。

表１　各组裸鼠肿瘤质量及抑瘤率的比较

Ｔａｂ１　Ｍｅｄｉａｎｗｅｉｇｈｔｓａｎｄｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ
ｒａｔｅｏｆｔｕｍｏｒｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ

（ｎ＝５，珚ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ Ｍｅｄｉａｎｔｕｍｏｒ
ｗｅｉｇｈｔｍ／ｇ

Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ
ｒａｔｅ（％）

Ｓａｌｉｎｅｓｏｌｕｔｉｏｎ ２．６１１±０．０２３ ０
ＮｅｇａｔｉｖｅｓｈＲＮＡ ２．５９２±０．０９０ ０．９０
Ｐｌａｓｍｉｄｖｅｃｔｏｒ ２．５９５±０．１６０ ０．６１
Ｂｃｌ２ｓｈＲＮＡ ２．００１±０．６３３ ２３．３６

ＭＴＸ １．６２１±０．１９７ ３７．９２

ＮｅｇａｔｉｖｅｓｈＲＮＡ＋ＭＴＸ １．５５２±０．５５０ ４０．５６

Ｐｌａｓｍｉｄｖｅｃｔｏｒ＋ＭＴＸ １．５７９±０．２５９ ３９．５３

Ｂｃｌ２ｓｈＲＮＡ＋ＭＴＸ ０．８８９±０．７９０ ６５．９５△

　Ｐ＜０．０５ｖｓｓａｌｉｎｅｓｏｌｕｔｉｏｎ；△Ｐ＜０．０５ｖｓＢｃｌ２ｓｈＲＮＡ

２．２　病理观察　由图２可见，生理盐水组、阴性

ｓｈＲＮＡ组及空质粒组癌细胞体积较大，密集分布，
有明显而大的胞核，不规则，胞质浅染，量少，病理性
核分裂较多。Ｂｃｌ２ｓｈＲＮＡ处理组细胞体积无明显
变化，但可见到凋亡细胞。在 ＭＴＸ与Ｂｃｌ２ｓｈＲＮＡ
联合处理的组织中可见较多的凋亡细胞及坏死灶，
炎性细胞浸润明显（图２Ｈ）。

图２　ＨＥ染色观察组织病理形态

Ｆｉｇ２　ＨｉｓｔｏｌｏｇｙｏｆＲａｊｉｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｐｌａｎｔｅｄｉｎｔｏｎｕｄｅｍｉｃｅ（ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇ）

Ａ：Ｓａｌｉｎｅｓｏｌｕｔｉｏｎ；Ｂ：ＮｅｇａｔｉｖｅｓｈＲＮＡ；Ｃ：Ｐｌａｓｍｉｄｖｅｃｔｏｒ；Ｄ：Ｂｃｌ２ｓｈＲＮＡ；Ｅ：ＭＴＸ；Ｆ：ＮｅｇａｔｉｖｅｓｈＲＮＡ＋ＭＴＸ；Ｇ：Ｐｌａｓｍｉｄｖｅｃｔｏｒ＋ＭＴＸ；Ｈ：

Ｂｃｌ２ｓｈＲＮＡ＋ＭＴＸ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００
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２．３　Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ 表达水平检测　如图３所示：

Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ扩增产物片段长度为３１８ｂｐ，内对照

ＧＡＰＤＨ基因扩增产物片段长度为４００ｂｐ。用凝胶
图像分析仪定量分析后，以Ｂｃｌ２／ＧＡＰＤＨ 的比值
作为Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ相对表达水平，结果显示：生理盐
水组０．９９６±０．００２；阴性ｓｈＲＮＡ组０．９７０±０．０１０；
空质粒组０．９７２±０．００８；Ｂｃｌ２ｓｈＲＮＡ组值最低，为

０．７４２±０．００６。统计分析显示Ｂｃｌ２ｓｈＲＮＡ组的

Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ 表达量显著低于生理盐水组、阴性

ｓｈＲＮＡ组及空质粒组（Ｐ＜０．０５），而阴性ｓｈＲＮＡ
组、空质粒组与生理盐水组相比差异无统计学意义。
结果表明，Ｂｃｌ２ｓｈＲＮＡ转导入淋巴瘤内后，可以在
体内抑制淋巴瘤中Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ的表达。

图３　半定量ＲＴＰＣＲ测得各组细胞的

Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ表达水平

Ｆｉｇ３　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＢｃｌ２ｍＲＮＡ

ｉｎｔｕｍｏｒｃｅｌｌｓｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐｂｙＲＴＰＣＲ
１：Ｓａｌｉｎｅｓｏｌｕｔｉｏｎ；２：ＮｅｇａｔｉｖｅｓｈＲＮＡ；３：Ｐｌａｓｍｉｄｖｅｃｔｏｒ；４：Ｂｃｌ２

ｓｈＲＮＡ；５：１００ｂｐＤＮＡｌａｄｄｅｒｍａｒｋｅｒ

３　讨　论

　　本课题组［６］先前已针对Ｂｃｌ２基因合成的寡核
苷酸克隆到载体质粒的 Ｕ６启动子下游，使其表达
小发夹状结构的ｓｈＲＮＡ，表达的Ｂｃｌ２ｓｈＲＮＡ质粒
载体具有理想的基因沉默效果。许多化疗药物均是
通过诱导肿瘤细胞发生凋亡而产生抗癌效应的。在

Ｂｃｌ２过度表达的细胞中药物仍能进入细胞内诱导
细胞损伤，但这种损伤不能有效地转换成凋亡信号，
以致肿瘤细胞的生理性凋亡受抑，增加了肿瘤细胞
的生存时间，结果在化疗期间表达Ｂｃｌ２的肿瘤细胞
仍能以较快的速度重新生长［９］。Ｂｃｌ２的过表达在
白血病细胞的凋亡中也起重要作用，Ｂｃｌ２蛋白过度
表达可明显降低肿瘤细胞对阿糖胞苷、ＭＴＸ及环磷
酰胺等多种化疗药物的敏感性。已证实 ＭＴＸ有促
肿瘤细胞凋亡的作用［１０］。ＰＥＩ为非病毒载体，能协
助载体质粒转入组织细胞，具有使用方便、可大规模
生产和无免疫原性等优点。同时，ＰＥＩ具有较强的
缓冲能力，能够避免ＤＮＡ在溶酶体的酸性条件下
水解失活。而且ＰＥＩ还可以抑制溶酶体，在吞噬泡

酸性环境中质子化、正电荷增加，对ＤＮＡ提供更大
的保护作用，有利于质粒逃离吞噬泡［１１］。因此，本
实验选用ＰＥＩ作为介导载体。

　　本研究对成瘤鼠进行处理后发现，单用Ｂｃｌ２
ｓｈＲＮＡ组及单用 ＭＴＸ组，肿瘤的生长快于两者联
用组。处死后的裸鼠肿瘤称重发现Ｂｃｌ２ｓｈＲＮＡ与

ＭＴＸ组的瘤质量最低（Ｐ＜０．０５），显示Ｂｃｌ２ｓｈＲ
ＮＡ及 ＭＴＸ均可部分性抑制裸鼠淋巴瘤的生长，

Ｂｃｌ２ｓｈＲＮＡ与 ＭＴＸ的联用可显著抑制肿瘤的生
长。对肿瘤组织病理观察可见 Ｂｃｌ２ｓｈＲＮＡ 与

ＭＴＸ联合处理组瘤块内出现凋亡细胞及大片变性
坏死灶，炎性细胞浸润明显，而生理盐水处理组瘤体
内癌细胞则呈弥漫性密集分布。制成单细胞悬液后

ＲＴＰＣＲ测得Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ表达量在用Ｂｃｌ２ｓｈＲ
ＮＡ组的值为最低，这显示Ｂｃｌ２ｓｈＲＮＡ经转导进
入体内淋巴瘤组织后可特异性抑制肿瘤细胞中Ｂｃｌ
２基因的表达。从以上的结果可看出，Ｂｃｌ２ｓｈＲＮＡ
能特异下调Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ的表达，即Ｂｃｌ２ｓｈＲＮＡ
能抑制淋巴瘤细胞中的目的基因Ｂｃｌ２的表达，Ｂｃｌ
２的表达下调能明显增加 ＭＴＸ对淋巴瘤的抑制作
用，提高 ＭＴＸ的疗效。Ｗａｃｈｅｃｋ等［１２］研究在体内

用Ｂｃｌ２反义寡核苷酸Ｇ３１３９来下调Ｂｃｌ２的表达，
观察胃癌对化疗药物的敏感性。结果发现，Ｇ３１３９
与顺铂联合应用在人胃癌ＳＣＩＤ鼠模型中，顺铂的
抗瘤效应明显提高，同时伴随更高的凋亡率。

　　综上所述，本实验结果表明，在裸鼠人淋巴瘤模
型中Ｂｃｌ２ｓｈＲＮＡ增强了 ＭＴＸ抑制或延缓淋巴瘤
生长的作用，这将为ＲＮＡ干扰的临床应用提供进
一步的实验依据。
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