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　　［摘要］　目的　探讨ｃＦＬＩＰ反义寡核苷酸（ｃＦＬＩＰＡＳＯＤＮ）纳米粒（ＮＰ）对裸鼠体内人眼眶横纹肌肉瘤移植瘤生长的

影响，评估纳米粒作为基因载体的可行性。方法　皮下种植法建立裸鼠人眼眶横纹肌肉瘤动物模型，瘤体内分别注射ｃＦＬＩＰ
反义寡核苷酸纳米粒（ＡＳＯＤＮＮＰ组）、未包裹的ｃＦＬＩＰ反义寡核苷酸（ＡＳＯＤＮ组）及生理盐水（ＮＳ组），观察肿瘤体积、组织

形态学改变；应用蛋白质印迹分析法及免疫组化染色检测各组肿瘤组织ｃＦＬＩＰ的表达情况；应用ＴＵＮＥＬ细胞凋亡检测试剂

盒检测肿瘤组织细胞凋亡情况。结果　与其他两组相比，ＡＳＯＤＮＮＰ组肿瘤的生长受到抑制；蛋白质印迹分析显示ＡＳＯＤＮ
ＮＰ组和ＡＳＯＤＮ组的ｃＦＬＩＰ表达均较ＮＳ组减少（Ｐ＜０．０５）；免疫组化显示ｃＦＬＩＰ表达于胞质，ＡＳＯＤＮＮＰ组ｃＦＬＩＰ阳性

细胞较其余两组减少（Ｐ＜０．０５）；ＡＳＯＤＮＮＰ组及ＡＳＯＤＮ组肿瘤组织凋亡细胞增多，ＡＳＯＤＮＮＰ组更加明显，ＮＳ组仅见个

别细胞凋亡。结论　ｃＦＬＩＰＡＳＯＤＮＮＰ可有效抑制人眼眶横纹肌肉瘤裸鼠移植瘤的生长。ＮＰ可作为一种安全有效的
ＡＳＯＤＮ导入载体。

　　［关键词］　反义寡核苷酸类；纳米粒子；ｃＦＬＩＰ；横纹肌肉瘤；裸小鼠
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　　细胞型Ｆａｓ相关死亡结构域样白介素１β转换

酶抑制蛋白（Ｆａｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｄｅａｔｈｄｏｍａｉｎｌｉｋｅｉｎｔｅｒ

ｌｅｕｋｉｎ１βｃｏｎｖｅｒｔｉｎｇ ｅｎｚｙｍｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｐｒｏｔｅｉｎ，

ｃＦＬＩＰ）是细胞凋亡的抑制蛋白［１］，在 ｍＲＮＡ水平

上存在多种剪接形式，在体内有２种蛋白表达形式，

即２８０００的ｃＦＬＩＰＳ（短型）和５５０００的ｃＦＬＩＰＬ（长

型）［２］。ｃＦＬＩＰ在很多肿瘤组织中高表达，如胆管

癌、结肠癌、恶性黑素瘤、胃癌、肝癌、淋巴瘤等［３８］。

我们的前期研究证实ｃＦＬＩＰ在眼眶横纹肌肉瘤

（ｒｈａｂｄｏｍｙｏｓａｒｃｏｍａ）中高表达，应用ｃＦＬＩＰ反义寡

核苷酸（ａｎｔｉｓｅｎｓｅｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ，ＡＳＯＤＮ）纳米粒

转染人胚胎型横纹肌肉瘤细胞株 ＲＤ后，细胞凋亡

率明显增加［９］；此外，我们还成功建立了裸鼠人眼眶

横纹肌肉瘤的移植瘤模型［１０］。本研究在此模型基础

上进一步采用ｃＦＬＩＰＡＳＯＤＮ纳米粒进行瘤体内注

射，观察其对肿瘤的生长抑制作用，探讨纳米粒作为

新型导入载体的可行性，为后续研究奠定基础。

１　材料和方法

１．１　主要材料及试剂　人胚胎型横纹肌肉瘤细胞

株ＲＤ由中国科学院细胞库提供。ＢＡＬＢ／ｃ裸小鼠

４～６周龄，雌雄各半，体质量１５～２０ｇ，由上海斯莱

克实验动物有限责任公司提供［许可证号：ＦＣＸＫ
（沪）２００３０００３］。在第二军医大学实验动物中心

ＳＰＦ动物实验室饲养及实验。参照文献［１１］，ｃ

ＦＬＩＰＡＳＯＤＮ序列为５′ＡＣＴＴＧＴＣＣＣＴＧＣＴＣＣ

ＴＴＧＡＡ３′，相对分子质量为６０００；由上海赛百胜

生物技术有限公司合成，下划线的部分采用硫代修

饰以提高其稳定性。ＰＡＧＥ纯化。ＡＳＯＤＮ纳米粒

在第 二 军 医 大 学 药 学 院 药 剂 学 实 验 室 制 备。

ＴＵＮＥＬ细胞凋亡检测试剂盒购自大连宝生物工程有

限公司；鼠抗人ｃＦＬＩＰ蛋白多克隆抗体购自美国

ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司；聚乳酸羟基乙酸共聚物（ＰＬＧＡ，

５０５０，相对分子质量为３４０００，ＲＧ５０３Ｈ）购于德国

勃林格殷格翰公司。

１．２　裸鼠移植瘤模型的建立　ＲＤ细胞培养于含

１０％灭活胎牛血清、２ｍｏｌ／Ｌ谷胺酰胺、青霉素（１００

Ｕ／ｍＬ）、链霉素 （１００μｇ／ｍＬ）的ＩＭＥＭ 培养液

（Ｇｉｂｃｏ公司）。接种前１ｄ对裸鼠进行６０Ｃｏ照射，１

Ｇｙ／只；取对数生长期的ＲＤ单细胞制成悬液，重悬

于生理盐水中，裸鼠腋部皮下注射（细胞数为１×

１０７／只，体积０．１ｍＬ）。大约６周后长成绿豆大小肿

瘤，第８周时剥离肿瘤，在ＰＢＳ中切成直径为２ｍｍ

的肿瘤块，移植入实验裸鼠腋部皮下。

１．３　ＡＳＯＤＮ纳米粒的制备　参考文献［１２］制备纳

米粒。ｃＦＬＩＰＡＳＯＤＮ（６００μｇ）冻干粉适量溶于１５０

ｍＬ超纯水中，作为水相；将适量（５０ｍｇ）ＰＬＧＡ溶于

１．５ｍＬ乙酸乙酯中，作为油相；将水相与油相混合，冰

浴条件下超声乳化２０ｓ（功率２０Ｗ），形成初乳；取３

ｍＬ１％ＰＶＡ 溶液加至初乳中，冰浴条件下再次超声

乳化２０ｓ（功率２０Ｗ），形成复乳；将复乳加至３０ｍＬ

０．３％ＰＶＡ 溶液中，３７℃水浴低速搅拌４ｈ，挥发有机

溶剂乙酸乙酯，然后５６００×ｇ离心１０ｍｉｎ，收集沉淀，

超纯水洗涤３次，制成冻干粉备用。在冻干之前加入

支架剂，确保其良好的重分散性及外观。

１．４　ＡＳＯＤＮ纳米粒的体内治疗　将１８只成瘤体

积大体相近的裸鼠随机分成３组：ｃＦＬＩＰＡＳＯＤＮ
纳米 粒 （ＡＳＯＤＮ ＮＰ）组、ｃＦＬＩＰ 单 纯 ＡＳＯＤＮ
（ＡＳＯＤＮ）组及生理盐水（ＮＳ）组，每组６只，雌雄各

半。治疗前经过预实验得出 ＡＳＯＤＮ ＮＰ 组及

ＡＳＯＤＮ组按总量为净含 ＡＳＯＤＮ１ｍｇ／ｋｇ体质量

（第１次注药前体质量）进行瘤内注射，共分５次注

射完毕，第１次注射记为０ｄ，分别在第３、７、１０、１４
天注射１次；ＮＳ组给药时刻同其余两组，每次瘤内

注射与其余两组等量的生理盐水。分别于注药的第

０、３、７、１０、１４、１７、２１天用游标卡尺测量肿瘤的最长径

（ａ）和最短径（ｂ），计算肿瘤体积（Ｖ＝ａ×ｂ２／２），第２１
天处死裸鼠，部分肿瘤组织置１０％甲醛溶液中进行组

织学检测，部分肿瘤组织在５ｍｉｎ内投入液氮进行后

续提取蛋白实验。

１．５　蛋白质印迹分析检测移植瘤组织中ｃＦＬＩＰ蛋

白表达　将各组肿瘤块称质量后按比例加入蛋白裂

解液于玻璃研磨器皿中，提取各组总蛋白，用紫外分

光光度计（ＥｐｐｅｎｄｏｒｆＡＧ２２３３１Ｈａｍｂｕｒｇ）进行蛋

白定量后，安装垂直电泳仪，配制１５％ＳＤＳ分离胶及

浓缩胶，取２０μＬ样本及蛋白标记物上样。电泳后

组装湿式转印夹层，恒压（１００Ｖ）转移蛋白２ｈ后，

取出硝酸纤维素膜，根据标准蛋白条带定位目的蛋

白，再依次用５％脱脂奶粉封闭、ｃＦＬＩＰＬ／Ｓ一抗（１

１０００）室温孵育、ＨＲＰ 偶联的抗小鼠二抗（１

１０００）室温孵育后，滴加显色液作用，压Ｘ线片，定

影，显 影，在 磷 屏 成 像 系 统 （ＢｉｏＲａｄ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ

ＩｍａｇｅｒＦＸ）上扫描结果。洗膜后βａｃｔｉｎ二次检测

作为内对照，并作灰度扫描比较。

１．６　原位免疫组化检测移植瘤组织ｃＦＬＩＰ蛋白表

达　石蜡切片常规脱蜡至水，ＰＢＳ洗涤；０．３％Ｈ２Ｏ２
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抑制内源性过氧化物酶；ＰＢＳ洗涤；加入ｃＦＬＩＰＬ／Ｓ
一抗（１５０）；ＰＢＳ洗涤；加入ＥｎＶｉｓｉｏｎ试剂（鼠抗

人）；ＰＢＳ洗涤；加入ＤＡＢ显色，苏木精衬染，热水蓝

化；树脂封片。阳性表达肿瘤细胞数量平均值由两名

实验者在至少５个随机视野（放大倍数×４００）独立计

数并根据以下标准评定：０分，＜５％；１分，５％～
２５％；２分，２５％～５０％；３分，５０％～７５％；４分，≥
７５％。ｃＦＬＩＰ蛋白免疫组化染色强度可记为：１分，低

表达；２分，中等表达；３分，高表达。ｃＦＬＩＰ阳性表达

肿瘤细胞数量评分和染色强度相乘得到加权分数用

来进行统计分析。

１．７　组织学观察及原位细胞凋亡检测　肿瘤组织

常规石蜡包埋切片，经脱蜡水化、苏木精染液染色、

０．５％～１％盐酸乙醇溶液分化、弱碱性溶液显蓝、水

反复冲洗、伊红复染、脱水透明后树脂封固。肿瘤组

织常规石蜡包埋切片，参照ＴＵＮＥＬ细胞凋亡检测

试剂盒的步骤经阻断、通透（组织切片逐级脱蜡、水

化，蛋白酶Ｋ消化）后，分别与反应混合液及转化剂

３７℃孵育、显色、对比染色、脱水透明后封片观察。

显微镜下观察有蓝紫色颗粒者为阳性。

１．８　统计学处理　肿瘤体积使用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ

５．０软件对重复测量资料进行双因素方差分析，免疫

组化中ｃＦＬＩＰ蛋白表达用 ＫｒｕｓｋａｌＷａｌｌｉｓ等级方

差分析（Ｔｕｋｅｙ事后检验）。检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　各组裸鼠移植瘤体积比较　１８只裸鼠腋部皮下

植入的人横纹肌肉瘤瘤块逐渐增大，成瘤率为１００％。

结果（图１）表明：３组肿瘤体积随着时间延长而增长，

与ＮＳ组相比，ＡＳＯＤＮＮＰ组肿瘤生长受到明显抑

制，组间体积差异有统计学意义（第１７天，Ｐ＜０．０５；

第２１天，Ｐ＜０．０１）；ＡＳＯＤＮ组与ＮＳ组相比，肿瘤体

积差异无统计学意义；ＡＳＯＤＮＮＰ组与ＡＳＯＤＮ组相

比，肿瘤受到更大抑制，组间体积差异有统计学意义

（第２１天，Ｐ＜０．０１）。以ＮＳ组作为对照组，ＡＳＯＤＮ

ＮＰ组和ＡＳＯＤＮ组的抑瘤率在第３、７、１１、１４、１７、２１
天分别为０．１３％、６６．２％、７３．４３％、８１．２５％、８６．９３％、

８４．５２％和０％、１７．７％、２９．４７％、４６．７４％、４６．７２％、

４６．６８％。

２．２　移植瘤组织 ＨＥ染色结果　ＨＥ染色可见各

组移植肿瘤细胞核大深染，分裂相不规则，肿瘤细胞

可见呈腺样生长，ＡＳＯＤＮＮＰ组肿瘤细胞分布较其

他两组稀疏，有变性坏死灶（图２）。

图１　各组裸鼠肿瘤组织体积的比较

Ｆｉｇ１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｔｕｍｏｒ
ｖｏｌｕｍｅｓｉｎｎｕｄｅｍｉｃｅｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ

Ａ：Ｔｕｍｏｒｔｉｓｓｕｅｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓａｔ２１ｄ；Ｂ：Ｔｕｍｏｒｓｉｚｅ
ａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓ．Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓＮＳ；
△△Ｐ＜０．０１ｖｓＡＳＯＤＮ．ｎ＝６，珚ｘ±ｓ

２．３　蛋白质印迹分析检测结果　结果（图３）表明：

ＡＳＯＤＮＮＰ 组ｃＦＬＩＰＳ 蛋白表达较 ＮＳ 组下降

０．７１±０．０３，ＡＳＯＤＮ组下降０．５１±０．０６；ＡＳＯＤＮ

ＮＰ组及ＡＳＯＤＮ组ｃＦＬＩＰＬ蛋白表达较ＮＳ组均下

降０．６２±０．０５（Ｐ＜０．０５）。

２．４　原位免疫组化染色结果　结果（图４）显示：

ｃＦＬＩＰ蛋白表达于胞质；ＮＳ组与 ＡＳＯＤＮ ＮＰ组

ｃＦＬＩＰ蛋白表达差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１），其余

组间差异无统计学意义。

２．５　移植瘤组织原位细胞凋亡检测结果　ＡＳＯＤＮ

ＮＰ组肿瘤组织中检测到多量且有呈片状凋亡细胞，

ＡＳＯＤＮ组有少量凋亡细胞，ＮＳ组只检测到极少的

凋亡细胞（图５）。

３　讨　论

　　横纹肌肉瘤是一种分化程度不同的由横纹肌母

细胞所构成的高度恶性肿瘤，胞质内含有或不全有肌

原纤维及横纹，在人体中发病率较高，占恶性实体肿

瘤的５％～１５％，在眼眶肿瘤中约占２％～５％［１３］。根

据主要细胞成分可分胚胎型、腺泡型和多形性。其中胚

胎型占７５％，多见于１０岁以下的儿童，是儿童时期常见

的眶内恶性肿瘤［１４］；恶性程度高，发展快，如治疗不及

时，多于１年内死亡［１５］。ｃＦＬＩＰ在人眼眶胚胎型、腺泡

型横纹肌肉瘤细胞中较高表达，体外应用ＡＳＯＤＮ转染

人胚胎型横纹肌肉瘤细胞后细胞凋亡增加［９］。
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图２　肿瘤组织ＨＥ染色结果

Ｆｉｇ２　ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｕｍｏｒｔｉｓｓｕｅｓ

Ａ：ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇ；Ｂ：Ｄｅｎａｔｕｒａｌｉｚｅｄｎｅｃｒｏｔｉｃｆｏｃｉ．Ｏｒｉｇｉｎａｌ

ｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４０

图３　蛋白质印迹分析结果

Ｆｉｇ３　ＲｅｓｕｌｔｓｏｆＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓ

１：ＡＳＯＤＮＮＰ；２：ＡＳＯＤＮ；３：ＮＳ

图４　肿瘤组织原位免疫组化染色检测ｃＦＬＩＰ蛋白表达

Ｆｉｇ４　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｃＦＩＬＰｐｒｏｔｅｉｎｏｆｔｕｍｏｒｔｉｓｓｕｅｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｉｎｓｉｔｕｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｓｔａｉｎｉｎｇ
Ａ：ｃＦＬＩＰｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎｔｈｅｅｎｄｏｃｈｙｌｅｍａ；ＢＤ：ｃＦＬＩＰｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＡＳＯＤＮＮＰｇｒｏｕｐ，ＡＳＯＤＮｇｒｏｕｐ，ａｎｄ

ＮＳｇｒｏｕｐ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４０（ＡＤ）．Ｐ＜０．０１ｖｓＡＳＯＤＮＮＰｇｒｏｕｐ；ｎ＝６，珚ｘ±ｓ

图５　肿瘤组织细胞凋亡ＴＵＮＥＬ检测结果

Ｆｉｇ５　ＴｕｍｏｒｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓａｓｅｘａｍｉｎｅｄｂｙＴＵＮＥＬａｓｓａｙ

Ａ：ＡＳＯＤＮ ＮＰ；Ｂ：ＡＳＯＤＮ；Ｃ：ＮＳ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａ

ｔｉｏｎ：×４０

　　ｃＦＬＩＰ是在病毒型ＦＬＩＰ（ｖＦＬＩＰ）基础上最新

克隆的凋亡抑制蛋白［１６］，ｃＦＬＩＰ在体内的２种剪切

形式（ＦＬＩＰＳ、ＦＬＩＰＬ）都能同Ｆａｓ相关死亡结构域蛋

白（ＦＡＤＤ）或半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶８（ｃａｓｐａｓｅ

８）结合，显著抑制 Ｆａｓ和肿瘤坏死因子受体 １
（ＴＮＦＲ１）以及肿瘤坏死因子相关凋亡诱导配体的

受体（ＴＲＡＩＬＲ）和死亡受体３（ＤＲ３）等凋亡受体

诱导的凋亡，主要在肌肉和淋巴组织中表达［３８，１７］。

　　研究表明，死亡受体介导的凋亡信号途径的失

效是细胞摆脱免疫监视、形成肿瘤的一个重要成

因［１８］。目前已知的细胞凋亡抑制蛋白主要分为３
类：ＩＡＰ家族、Ｂｃｌ２家族及ｃＦＬＩＰ。因此希望通过

在靶细胞内植入特定基因，关闭、抑制这些基因的表

达，达到治疗肿瘤的目的。因此本实验设计筛选了

ｃＦＬＩＰＡＳＯＤＮ进行研究。ＡＳＯＤＮ即为人工合成

的长度为１０～３０个碱基的ＤＮＡ分子及其类似物，

通过 ＷａｔｓｏｎＣｒｉｃｋ碱基配对，与靶基因 ｍＲＮＡ上

的特定序列杂交，从而抑制蛋白质的表达。但

ＡＳＯＤＮ的细胞内渗透能力弱，胞内外稳定性差，易

被３′核酸外切酶降解，目前硫代修饰碱基可以提高

ＡＳＯＤＮ的体内稳定性，但过多的修饰增加了毒性。

随着纳米技术的发展，纳米粒将在生物领域广泛应

用。ＡＳＯＤＮ 和 纳 米 粒 结 合 或 混 合 可 以 增 加

ＡＳＯＤＮ对核酸酶降解的抵抗力［１９］，同时可以降低

机体对 ＡＳＯＤＮ的免疫反应［２０］。ＰＬＧＡ可经过生

物降解聚合物在体内通过碳链的水解作用降解为乳

酸和羟基乙酸，对人体基本无毒性。为此，本研究尝

试在实验中引入ＰＬＧＡ，采用二次超声乳化和溶剂

挥发法将 ＰＬＧＡ 制备成纳米粒用于传递ｃＦＬＩＰ

ＡＳＯＤＮ。

　　本实验结果发现，ｃＦＬＩＰＡＳＯＤＮ进入瘤体明
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显抑制了ｃＦＬＩＰ蛋白的合成，使细胞凋亡增加，达

到抑制瘤 体 的目的。但未经包裹修饰的单纯

ＡＳＯＤＮ片段虽经部分碱基硫代修饰，其体内稳定

性及生物膜的通透性较差，实验中抑瘤效果不明显，

与ＮＳ组比较差异无统计学意义。另外，本研究中

纳米粒包裹的ＡＳＯＮＤ的用量较小、时间间隔较长，

裸鼠在实验中生长状况良好、无明显毒性反应，从而

可以证实纳米粒的缓释性以及可作为一种有效、安

全的导入载体应用于ＡＳＯＤＮ治疗中。但本实验中

纳米粒缺少主动靶向性，因此未进行静脉给药，而采

用瘤内和瘤旁注射给药。目前随着纳米技术的不断

发展，可以对纳米粒进行表面修饰，如在其表面偶联

特异性的靶向分子，如特异性的配体、单克隆抗体

等，通过靶向分子与细胞表面特异性受体结合，实现

主动靶向治疗［２１］，具有广阔的应用前景。
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