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放射性核素标记的Ｋｕ７０反义寡核苷酸对甲状腺癌荷瘤小鼠疗效研究

王奇金，邹大进

第二军医大学长海医院内分泌科，上海２００４３３

　　［摘要］　目的　研究放射性核素标记的Ｋｕ７０反义寡核苷酸（ＡＳＯＤＮｓ）对甲状腺癌荷瘤小鼠的放疗疗效及其作用机制。
方法　采用１３１Ｉ标记Ｋｕ７０ＡＳＯＤＮｓ，建立甲状腺癌ＴＴ细胞荷瘤小鼠模型，通过Ｋｕ７０ＡＳＯＤＮｓ和（或）放射处理，观察小鼠
成瘤率、死亡率和肿瘤生长情况。利用ＡｎｎｅｘｉｎⅤ／ＰＩ染色后流式细胞术（ＦＣＭ）检测肿瘤细胞凋亡水平。蛋白质印迹分析检

测不同处理后小鼠肿瘤组织 Ｋｕ７０蛋白的表达以及细胞增殖（ＰＣＮＡ）和凋亡指标（Ｂｃｌ２）的表达。结果　经１３１Ｉ标记 Ｋｕ７０
ＡＳＯＤＮｓ处理后，肿瘤组织Ｋｕ７０蛋白表达下调；肿瘤细胞生长抑制，与对照组相比肿瘤体积降低，而且小鼠成瘤率下降，死亡

率亦降低（Ｐ＜０．０１）；并且１３１ＩＡＳＯＤＮｓ组肿瘤体积与单纯１３１ＩＮａ处理组相比也有降低（Ｐ＜０．０５）。细胞凋亡检测发现
１３１ＩＡＳＯＤＮｓ组肿瘤细胞的凋亡率（３５．６％）高于 ＡＳＯＤＮｓ组（１０．４％）和生理盐水组（９．２％），与１３１ＩＮａ组（２６．６％）相比也有

统计学差异（Ｐ＜０．０５）。进一步检测发现１３１ＩＡＳＯＤＮｓ组肿瘤组织细胞中的ＰＣＮＡ和Ｂｃｌ２表达与对照组和ＡＳＯＤＮｓ组相比

都降低。结论　１３１Ｉ标记Ｋｕ７０ＡＳＯＤＮｓ能显著抑制甲状腺癌肿瘤细胞的生长，促进肿瘤细胞凋亡，其作用机制与Ｋｕ７０表达

抑制和ＰＣＮＡ及Ｂｃｌ２信号通路相关。

　　［关键词］　甲状腺肿瘤；放射性核素；反义寡核苷酸类；Ｋｕ７０；增殖细胞核抗原；ｂｃｌ２
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　　甲状腺癌的治疗主要是以手术治疗和放疗为
主。各种类型的甲状腺癌对放射线的敏感性差异很

大，几乎与甲状腺癌的分化程度成正比，分化越好敏
感性越差，分化越差敏感性越高。未分化癌的治疗
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主要是放射治疗。甲状腺髓样癌对辐射不敏感，因
而寻找一种有效、适用的方法增强甲状腺髓样癌对
辐射的敏感性成为内分泌科恶性肿瘤治疗领域亟待

解决的任务。

　　ＤＮＡ双链断裂（ＤＳＢ）是电离辐射所致的与细
胞死亡关系最密切的一种损伤，Ｋｕ７０／８０异二聚体
是ＤＮＡＤＳＢ修复的关键酶ＤＮＡ依赖性蛋白激酶
（ＤＮＡＰＫ）的调节亚基，为ＤＮＡＰＫ发挥正常功能
所必需。研究表明，Ｋｕ７０与肿瘤细胞的化学药物
敏感性、肿瘤的发生与进展、细胞凋亡、病毒感染及
衰老均有关［１］。

　　研究报道，Ｋｕ７０的表达与一些肿瘤细胞的辐
射敏感性相关，有可能成为辐射增敏治疗的一个新
分子靶点［２４］。反义 Ｋｕ７０ＲＮＡ能降低某些肿瘤细
胞Ｋｕ７０蛋白水平，并且有反义Ｋｕ７０表达的肿瘤细
胞对辐射更为敏感［５６］。本研究在前期证明Ｋｕ７０反
义寡核苷酸（ＡＳＯＤＮｓ）能提高甲状腺癌细胞的辐射
敏感性［７］的基础上，建立甲状腺癌 ＴＴ细胞荷瘤小
鼠模型，通过放射性核素标记的 Ｋｕ７０ＡＳＯＤＮｓ处
理，观察小鼠的成瘤率、死亡率，以及细胞增殖和凋
亡指标，探究动物整体实验证明ＡＳＯＤＮｓ对肿瘤放
疗疗效的影响。

１　材料和方法

１．１　细胞培养　人甲状腺癌ＴＴ细胞（购自中国科
学院上海细胞生物学研究所）用含１０％胎牛血清的

Ｆ１２培养液（Ｇｉｂｃｏ公司），于５％ ＣＯ２ 孵箱３７℃、饱
和湿度条件下培养。

１．２　试剂与材料　ＢＡＬＢ／ｃ裸鼠，雄性，４～６周龄，
购自第二军医大学实验动物中心［许可证号：ＳＣＸＫ
（沪）２００７０００３］。细胞总蛋白裂解液购自Ｐｉｅｃｅ公
司，０．４５μｍ ＮＣ膜购自Ｐｈａｒｍａｃｉａ公司；Ｋｕ７０抗
体、ＰＣＮＡ抗体、βａｃｔｉｎ抗体购自ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司；

Ｂｃｌ２抗体购自Ｓｉｇｍａ公司。Ｋｕ７０ＡＳＯＤＮ由上海
生工生物工程技术服务有限公司合成。

１．３　１３１ＩＡＳＯＤＮｓ标记、纯化及准备 　１３１Ｉ标记

ＡＳＯＤＮｓ由中国原子能研究院同位素研究所完成，
采用氯胺酮法。１００μｌ０．１ｍｏｌ／Ｌ（ｐＨ８．０）磷酸盐
缓冲液中加入氯胺Ｔ０．１ｍｇ、待标记的 ＡＳＯＤＮｓ、
１３１Ｉ７．４ＭＢｑ，４５℃保温２ｈ。然后用ＳｅｐｈａｄｅｘＧ５０
层析柱纯化，０．０６ｍｏｌ／Ｌ磷酸盐缓冲液洗脱。测定
比活度为２．７３ＭＢｑ／μｇ，标记率＞９５％，纯度大于

９５％。以１１脂质体包装１ｎｍｏｌＡＳＯＤＮｓ的比
例，将脂质体和ＡＳＯＤＮｓ、１３１ＩＡＳＯＤＮｓ分别用不含
血清的培养液稀释，混匀，室温放置４５ｍｉｎ，生成

ＡＳＯＤＮｓ（１３１ＩＡＳＯＤＮｓ）脂质体复合物，待用。

１．４　甲状腺癌移植瘤小鼠模型建立及分组处
理　０．１ｍｌ（约５×１０６个）ＴＴ细胞注入ＢＡＬＢ／ｃ裸
鼠皮下，６～７周后成瘤。处死裸鼠，将瘤体剪成０．１
ｃｍ的小块后种植至皮下。待肿瘤长至直径０．５ｃｍ
大小时，每天瘤体注射连续４ｄ。（１）１３１ＩＡＳＯＤＮｓ治
疗组（ｎ＝１０）：０．１ｍｌ１３１ＩＡＳＯＤＮｓ（７．４ＭＢｑ／Ｌ、１０
ｎｍｏｌ）；（２）ＡＳＯＤＮｓ治疗组 （ｎ＝１０）：０．１ ｍｌ
ＡＳＯＤＮｓ（１０ｎｍｏｌ）；（３）１３１ＩＮａ处理组（ｎ＝１０）：

０．１ｍｌ１３１ＩＮａ（７．４ＭＢｑ／Ｌ、１０ｎｍｏｌ）；（４）生理盐
水对照组（ｎ＝１０）：０．１ｍｌ生理盐水。药物处理后第

６天处死一批小鼠，取瘤组织待测。另外剩余小鼠继
续饲养，第３０天时观察并计算小鼠最后成瘤率（瘤
体直径大于０．５ｃｍ）、死亡率。

１．５　原位肿瘤生长　裸鼠肿瘤接种和（或）随后的
不同处理后，每周３次观察接种肿瘤的生长并采用
游标卡尺测量肿瘤结节的最长径ａ和最短径ｂ，根据
公式计算肿瘤体积：Ｖ（ｍｍ３）＝１／６π（ａｂ２）。

１．６　蛋白质印迹分析检测蛋白表达　收集不同处
理后的肿瘤组织细胞，用细胞蛋白裂解液提取总蛋
白，经１％ＳＤＳＰＡＧＥ后，半干转移法转至硝酸纤维
素膜，以５％脱脂奶粉／ＴＢＳＴ封闭后，加入 Ｋｕ７０、

ＰＣＮＡ、Ｂｃｌ２、βａｃｔｉｎ一抗（１１０００），以及相应辣
根过氧化物酶标记的二抗（１２０００），ＥＣＬ显色。

Ｓｍａｒｔｓｃｒａｐｅ软件分析蛋白条带灰度值，比较各组目
标蛋白的表达水平。

１．７　流式细胞仪（ＦＣＭ）检测细胞凋亡率　收集处
理后的细胞，按照凋亡试剂盒说明每１００μｌ细胞悬
液加入ＡｎｎｅｘｉｎⅤ／ＰＩ工作液。将细胞在室温下孵
育１５ｍｉｎ后，向标本中加入４００μｌＡｎｎｅｘｉｎ结合缓
冲液，冰上轻轻混匀。立即将标本用ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ
流式细胞仪（美国ＢＤ公司）检测。每批实验取５个
培养孔的细胞进行检测，统计３批次的实验结果。

１．８　统计学处理　数据以珚ｘ±ｓ表示，用ＳＰＳＳ１１．０
软件进行单因素方差分析和χ

２检验分析，检验水平
（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　荷瘤小鼠放疗疗效分析　采用组织块接种法
制作ＢＡＬＢ／ｃ裸鼠皮下移植瘤模型，对荷瘤小鼠按
上述方法进行分组不同处理后，以生理盐水注射为
对照，在不同时间点观察肿瘤生长情况，统计肿瘤体
积和成瘤率以及小鼠死亡情况，研究Ｋｕ７０ＡＳＯＤＮｓ
表达水平对肿瘤放疗疗效的影响。结果发现，１３１Ｉ
ＡＳＯＤＮｓ治疗组与生理盐水对照组、ＡＳＯＤＮｓ组相
比成瘤率和死亡率降低，平均肿瘤体积亦降低（Ｐ＜
０．０１）。 而 且 与 单 纯 对 照 １３１ＩＮａ 组 相 比，
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１３１ＩＡＳＯＤＮｓ组的疗效也有明显改善（Ｐ＜０．０５）。
单纯的 ＡＳＯＤＮｓ组处理与生理盐水对照组相比各
项指标差异无统计学意义（表１）。

表１　１３１ＩＡＳＯＤＮｓ对荷瘤小鼠放疗疗效分析

Ｔａｂ１　Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｅｆｆｅｃｔｓｏｆ１３１ＩＡＳＯＤＮｓ

ｏｎｔｕｍｏｒｂｅａｒｉｎｇｎｕｄｅｍｉｃｅ
（Ｎ＝１０）

Ｇｒｏｕｐ Ｔｕｍｏｒｆｏｒｍｉｎｇ
ｎ（％）

Ｍｏｒｔａｌｉｔｙ
ｎ（％）

Ｔｕｍｏｒｖｏｌｕｍｅ
Ｖ／ｍｍ３

ＮＳ １０（１００） ８（８０） ３２８．６±３４．４５
ＡＳＯＤＮｓ ９（９０） ６（６０） ２６２．９±２６．４８
１３１ＩＮａ ６（６０） ３（３０） ９２．８±１８．４３
１３１ＩＡＳＯＤＮｓ ２（２０）△ １（１０） ４６．４±１２．３４△

　ＮＳ：Ｎｏｒｍａｌｓａｌｉｎｅ；ＡＳＯＤＮ：Ａｎｔｉｓｅｎｓｅｏｌｉｇｏｄｅｏｘｙｎｕｃｌｅｃｏｔｉｄｅ．
Ｐ＜０．０１ｖｓＮＳａｎｄＡＳＯＤＮｓｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５ｖｓ１３１ＩＮａｇｒｏｕｐ

２．２　１３１ＩＡＳＯＤＮｓ对Ｋｕ７０蛋白表达影响　蛋白质
印迹分析表明，Ｋｕ７０蛋白在生理盐水对照组和１３１Ｉ
Ｎａ组 均 有 较 高 水 平 表 达，转 染 ＡＳＯＤＮｓ／１３１Ｉ
ＡＳＯＤＮｓ后表达水平下降，见图１。

图１　ＡＳＯＤＮｓ对甲状腺癌移植瘤
组织细胞中Ｋｕ７０蛋白表达的影响

Ｆｉｇ１　ＥｆｆｅｃｔｏｆＡＳＯＤＮｓｏｎＫｕ７０ｐｒｏｔｅｉｎ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｉｎｔｒａｎｓｐｌａｎｔｅｄｔｈｙｒｏｉｄｃａｎｃｅｒ

ＮＳ：Ｎｏｒｍａｌｓａｌｉｎｅ；ＡＳＯＤＮ：Ａｎｔｉｓｅｎｓｅｏｌｉｇｏｄｅｏｘｙｎｕｃｌｅｃｏｔｉｄｅ

２．３　１３１ＩＡＳＯＤＮｓ处理对移植瘤细胞凋亡的影
响　ＴＴ细胞裸鼠移植瘤经不同处理后６ｄ，分离肿
瘤组织，制备细胞悬液，按照 ＡｎｎｅｘｉｎⅤ／ＰＩ试剂盒
说明进行细胞凋亡检测。结果表明：１３１ＩＡＳＯＤＮｓ
组的细胞凋亡率（３５．６％）高于生理盐水对照组
（９．２％，Ｐ＜０．０１）；１３１ＩＮａ组细胞凋亡率（２６．６％）
也高于生理盐水对照组，但比１３１ＩＡＳＯＤＮｓ组低
（Ｐ＜０．０５）；ＡＳＯＤＮｓ组细胞凋亡率（１０．４％）与生
理盐水对照组相比，差异没有统计学意义（Ｐ＞
０．０５），见图２。

图２　流式细胞术检测１３１ＩＡＳＯＤＮｓ诱发甲状腺癌ＴＴ细胞凋亡

Ｆｉｇ２　１３１ＩＡＳＯＤＮｓｉｎｄｕｃｅｄｔｈｙｒｏｉｄｃａｎｃｅｒＴＴｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓａｓｓｈｏｗｅｄｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ
ＮＳ：Ｎｏｒｍａｌｓａｌｉｎｅ；ＡＳＯＤＮ：Ａｎｔｉｓｅｎｓｅｏｌｉｇｏｄｅｏｘｙｎｕｃｌｅｃｏｔｉｄｅ．Ａ：１３１ＩＡＳＯＤＮ；Ｂ：１３１ＩＮａ；Ｃ：ＡＳＯＤＮ；Ｄ：ＮＳ

２．４　１３１ＩＡＳＯＤＮｓ处理对瘤组织ＰＣＮＡ 和Ｂｃｌ２
蛋白表达的影响　结果发现１３１ＩＡＳＯＤＮｓ组与生理
盐水组、ＡＳＯＤＮｓ组相比ＰＣＮＡ和Ｂｃｌ２表达水平
降低，提示１３１ＩＡＳＯＤＮｓ处理可能抑制细胞增殖，并

诱导细胞凋亡。而 ＡＳＯＤＮｓ组处理后 ＰＣＮＡ 和

Ｂｃｌ２蛋白表达水平与生理盐水对照组相比差异无
统计学意义（图３）。

图３　１３１ＩＡＳＯＤＮｓ处理后瘤组织ＰＣＮＡ和Ｂｃｌ２蛋白的表达

Ｆｉｇ３　Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆ１３１ＩＡＳＯＤＮｓｏｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＣＮＡａｎｄＢｃｌ２
ＮＳ：Ｎｏｒｍａｌｓａｌｉｎｅ；ＡＳＯＤＮ：Ａｎｔｉｓｅｎｓｅｏｌｉｇｏｄｅｏｘｙｎｕｃｌｅｃｏｔｉｄｅ
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３　讨　论

　　甲状腺癌的治疗首先是手术切除。即使发现已

有转移，也需把原发病灶切除。如果甲状腺癌已转

移，针对不同类型的甲状腺癌转移灶应采取不同的

方法治疗。乳头状癌和滤泡状癌采用放射性核素
１３１碘（１３１Ｉ）治疗疗效显著。１３１Ｉ可发射出一种β射线，

当１３１Ｉ聚集在转移灶内时，癌细胞不断受到射线的照

射后死亡，从而达到治愈的目的。目前髓样癌治疗

尚无特别有效的方法，因此需要寻找一种新的治疗

方法。

　　近年来已有多项反义基因治疗研究进入肿瘤临

床Ⅰ期试验，但由于反义寡核苷酸在体内不断降解

而肿瘤ｍＲＮＡ不断合成，因此效果并不令人满意。

有鉴于此，人们设想出基因放射技术，即将反义寡核

苷酸偶联放射性核素转染肿瘤细胞，使其既能抑制

靶基因表达，又能放射损伤靶基因，从而提高治疗效

果。Ｗａｔａｎａｂｅ等［８］以３３Ｐ偶联癌基因 ＥＴＳ１反义

寡核苷酸体外转染人黑素瘤细胞，取得肯定治疗效

果。Ｓｅｄｅｌｎｉｋｏｖａ等［９］将１２５Ｉ偶联的反义核酸导入人

纤维肉瘤 ＨＴ１０８０细胞，结果肿瘤细胞生长明显受

抑。这些研究证实了基因放射治疗的有效性，但国

内有关研究尚少。

　　本研究采用１３１Ｉ标记 Ｋｕ７０反义核酸（１３１Ｉ

ＡＳＯＤＮｓ）转染体外培养的甲状腺癌细胞，动物实验

证明 １３１ＩＡＳＯＤＮｓ具有更强的抑制甲状腺癌肿瘤

生长、促进凋亡作用，从而对裸鼠甲状腺癌细胞移植

瘤具有较好的治疗作用。

　　基因放射治疗效果的产生依赖于１３１Ｉ衰变发出

的Ａｕｇｅｒ电子。Ａｕｇｅｒ电子射程仅为１０ｎｍ，因此

对核内其他基因影响较小。其具有的高线性能量可

引起靶基因ＤＮＡ断裂，１３１Ｉ平均衰变一次即可产生

一个ＤＮＡ断裂［１０］。同时 Ａｕｇｅｒ电子只能使ＤＮＡ
双链间的氢键断裂，而不破坏磷酸二酯键，因此与其

偶联的反义核酸不会受损［１１］；同时联用的 Ｋｕ７０反

义核酸可以抑制射线造成的ＤＮＡ的损伤修复，进

一步促进肿瘤细胞的凋亡。

　　肿瘤细胞增殖由多种信号通路介导，本研究发

现在放射性核素标记的Ｋｕ７０ＡＳＯＤＮｓ作用下能抑

制细胞增殖相关基因ＰＣＮＡ的表达。曾甫清等［１２］

报道也证实，ＰＣＮＡ基因表达下调可阻断多种信号

诱导的膀胱癌细胞增殖。另外，凋亡抑制相关基因

Ｂｃｌ２的表达在放射性核素标记的 Ｋｕ７０ＡＳＯＤＮｓ
作用条件下显著降低，说明 Ｋｕ７０作为靶基因的有

效性。以Ｋｕ７０基因为靶基因的放射核素反义治疗

比单独反义治疗具有更好的治疗效果，有望给甲状

腺癌治疗带来新的突破。
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