
明 ＨＥＴＴＥ及其各化学部位对小鼠 Ｓ180肿瘤细胞的
增殖均有抑制作用。对抑制作用最强的甲醇部位来
说,低剂量组和中剂量组的抑制率高于 5-ＦＵ组 (Ｐ
<0.01),提示 Ｆ004为小连翘抗肿瘤的主要活性部
位。

从初步抗肿瘤试验结果的量效关系可见,几乎
每个样品高剂量组的肿瘤细胞增殖抑制率普遍较

低,原因可能在于本实验所用样品为 ＨＥＴＴＥ及其各
化学部位,其中均含有多种化学成分,既有一些能促
进肿瘤细胞增殖的物质,也存在抑制肿瘤细胞增殖
的物质。当样品浓度增加时,促进肿瘤生长的物质
和抑制肿瘤生长的物质含量均增大,此时,促进肿瘤
生长占有较大的优势,因此其肿瘤细胞增殖抑制率
反而降低,这是中草药起双向调节作用的一种体现。
再者,本实验所用样品是一种包合物,当浓度增大
时,溶液黏度过大,溶解度降低,影响肿瘤细胞对药
物的摄取,因此抑制作用反而降低。

小连翘属藤黄科金丝桃属植物,该属植物有抗
抑郁、抑制中枢神经、抗病毒、抗肿瘤、抗菌等作
用 [4-5]。特别是本属植物贯叶连翘,以其良好的抗
抑郁、抗 ＨＩＶ病毒、抗肿瘤等作用引起了普遍关

注 [6]。由于近年来世界范围内的大规模开发应用,
贯叶连翘药源十分紧张,资源已近枯竭。本研究根
据植物亲缘关系,对同属植物小连翘的乙醇总提取
物及其各化学部位进行了体外抗肿瘤作用的初步研

究,以期为进一步深入研究小连翘成为贯叶连翘的
替代物种奠定实验基础。
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基因放射性核素反义治疗肾癌的体内外实验研究
∗
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摘要：目的　探讨 Ｋｉ67基因放射性核素反义治疗对人肾癌细胞生长及凋亡的影响。方法　人工合成 Ｋｉ67
基因反义核酸 (ＡＳＯＤＮｓ),氯胺 -Ｔ法125Ｉ标记 ＡＳＯＤＮｓ(125Ｉ-ＡＳＯＤＮｓ)。①体外实验：125Ｉ-ＡＳＯＤＮｓ(10.0μｍｏｌ/
Ｌ、2.59ＭＢｑ/Ｌ)转染人肾癌 786-0细胞,采用免疫组化、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 Ｋｉ67表达；免疫组化 ＴＵＮＥＬ法检测细
胞凋亡。以 ＡＳＯＤＮｓ(10.0μｍｏｌ/Ｌ)为对照。②动物实验：建立 786-0细胞 ＢＡＬＢ/Ｃ-ｎｕ裸鼠模型,125Ｉ-
ＡＳＯＤＮｓ治疗组瘤体注射 0.1ｍｌ125Ｉ-ＡＳＯＤＮｓ(7.4ＭＢｑ/Ｌ、10ｎｍｏｌ),ＡＳＯＤＮｓ治疗组瘤体注射 0.1ｍｌＡＳＯＤＮｓ
(10ｎｍｏｌ),连续 4天。药物处理后第 6天取瘤组织检测肿瘤体积、Ｋｉ67表达、细胞凋亡。结果　①体外实验：125Ｉ
-ＡＳＯＤＮｓ治疗组肾癌细胞 Ｋｉ67表达阳性率 [(21.5±1.2)% ]降低,Ｋｉ67蛋白 [(49.9±4.5)% ]降低,细胞凋亡
率 [(28.9±1.3)% ]升高,与 ＡＳＯＤＮｓ治疗组 [(29.9±0.4)%、(82.1±1.9)%、(15.7±0.5)% ]比较差异有显
著性 (Ｐ<0.01)。②动物实验：125Ｉ-ＡＳＯＤＮｓ治疗组小鼠肿瘤体积 (ｍｍ3)(76.1±22.9)减小,Ｋｉ-67表达率 [
(20.8±1.0)% ]下降,Ｋｉ-67蛋白量 [ (58.6±2.9)% ]降低,肿瘤细胞凋亡率 [(24.9±2.0)% ]升高,与
ＡＳＯＤＮｓ治疗组 [(185.7±37.7)、(29.2±1)% 、(79.7±3.4)% 、(17.8±1.9)% ]比较差异有显著性 (Ｐ<
0.01)。结论　Ｋｉ67基因放射性核素反义治疗较单纯反义治疗具有更强的阻抑肾癌细胞 Ｋｉ67基因表达、抑制增
殖、促进凋亡作用。
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ｔｈｅｖｏｌｕｍｅｏｆｔｈｅｔｕｍｏｒｂｙｍｅａｓｕｒｉｎｇｉｔｓｉｚｅｓ.Ｒｅｓｕｌｔｓ　1.Ｉｎｖｉｔｒｏ：ＷｈｅｎｃｏｍｐａｒｅｄｔｏｔｈａｔｏｆｔｈｅＡＳＯＤＮｔｒｅａｔｅｄｃｅｌｌｓ,
ｔｈｅＫｉ67ｐｏｓｉｔｉｖｅｒａｔｅ(% )ｏｆ786-0ｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ125Ｉ-ＡＳＯＤＮｗａｓｌｏｗｅｒ(29.9±0.4ｖｓ.21.5±1.2,Ｐ<
0.01).ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｒａｔｅｏｆＫｉ67ｐｒｏｔｅｉｎｗａｓｌｏｗｅｒ(82.1±1.9ｖｓ.49.9±4.5,Ｐ<0.01),ｗｈｉｌｅｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅ
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Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｒｅｎａｌｃａｒｃｉｎｏｍａ；ａｎｔｉｓｅｎｓｅｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ；ｒａｄｉｏｉｓｏｔｏｐｅｓ；Ｋｉ67ｇｅｎｅ

　　基因放射性核素反义治疗是一项新兴的肿瘤治

疗技术,它将反义核酸阻抑癌基因与放射性核素靶
向损伤癌基因有机结合,目前研究刚刚起步。本实
验以肿瘤增殖基因 Ｋｉ67为靶基因,在体外及动物体
内对比研究125Ｉ耦联反义寡核苷酸、反义寡核苷酸
对肾癌细胞增殖及凋亡的影响。
1　材料和方法
1.1　材料　人肾癌透明细胞株 786-0购自中国科
学院上海细胞研究所。ＢＡＬＢ/Ｃ-ｎｕ裸鼠购自中国
医学科学院实验动物研究所。Ｋｉ67免疫组化试剂
盒,Ｋｉ67一抗、二抗,原位末端凋亡检测试剂盒购自
ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司。125Ｉ购自中国原子能研究院,脂质
体 ＬｉｐｏｆｅｃｔｉｎＡＭＩＮＥ购自 ＧＩＢＣＯ公司。
1.2　Ｋｉ67反义核酸合成　根据 Ｋｉ67ｃＤＮＡ197～
214位置的碱基序列,设计出阻断 Ｋｉ67基因翻译起
始端的 基 因 反 义 核 酸 (ＡＳＯＤＮｓ),序 列 为 5′-
ＧＣＧＴＣＴＣＧＴＧＧＧＣＣＡＣＡＴ-3′,经基因库检索与其

他基因序列无同源性,由北京奥科生物技术公司合
成,ＨＰＬＣ纯化。
1.3　125Ｉ-ＡＳＯＤＮｓ标记、纯化及鉴定　125Ｉ标记
ＡＳＯＤＮｓ由中国原子能院同位素研究所完成,采用
氯胺 -Ｔ法。100μｌ0.1ｍｏｌ/Ｌ(ｐＨ值 8.0)磷酸缓
冲液中加入氯胺 -Ｔ0.1ｍｇ、待标记的 ＡＳＯＤＮｓ、125Ｉ
7.4ＭＢｑ,45℃保温 2ｈ。然后用 ＳｅｐｈａｄｅｘＧ50层析
柱纯化,0.06ｍｏｌ/Ｌ磷酸缓冲液洗脱。测定比活度
为 2.73ＭＢｑ/μｇ,标记率 >95%,放化纯 >95%。
1.4　脂质体包装　以 1μｌ脂质体 ＬｉｐｏｆｅｃｔｉｎＡＭＩＮＥ
包装 1ｎｍｏｌ反义核酸的比例将二者分别用不含血
清的培养基稀释,混匀,室温放置 45ｍｉｎ,即可生成
ＡＳＯＤＮｓ(125Ｉ-ＡＳＯＤＮｓ)脂质体复合物,待用。
1.5　细胞培养及实验分组　2×105/ｍｌ肾癌 786-
0细胞于含 10%ＦＣＳ的 ＲＰＭＩ-1640中培养 24～48
ｈ,待细胞覆盖培养瓶 90%以上时,0.25%胰酶消化
计数接种到培养板或瓶内,然后分对照组 (培养基
+脂质体 )、125Ｉ-Ｎａ处理组 (2.59ＭＢｑ/Ｌ125Ｉ-
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Ｎａ)、ＡＳＯＤＮｓ治疗组 (10.0μｍｏｌ/Ｌ)、125Ｉ-ＡＳＯＤＮｓ
治疗组 (2.59ＭＢｑ/Ｌ、10.0μｍｏｌ/Ｌ)。各组均设 3
个复孔。
1.6　肾癌移植瘤小鼠模型建立及其分组处理　雄
性 ＢＡＬＢ/Ｃ-ｎｕ裸鼠,鼠龄 4～8周,体重 18～22ｇ。
0.1ｍｌ(约5×106个 )肾癌786-0细胞注射入裸鼠左
前肢皱折处皮下。6～7周后瘤块出现。处死裸鼠,
无菌条件下将瘤体剪成 0.1ｃｍ×0.1ｃｍ×0.1ｃｍ的
小块后吸入套管针,将瘤块穿刺至皮下。接种 1周后
即可出现皮下肿瘤结节。待肿瘤长至直径0.5ｃｍ大
小时,每天瘤体注射连续 4天：125Ｉ-ＡＳＯＤＮｓ治疗组
注射 0.1ｍｌ125Ｉ-ＡＳＯＤＮｓ(7.4ＭＢｑ/Ｌ、10ｎｍｏｌ),
ＡＳＯＤＮｓ治疗组注射 0.1ｍｌＡＳＯＤＮｓ(10ｎｍｏｌ)。药
物处理后于第6天处死小鼠,取瘤组织待测。
1.7　小鼠肿瘤体积测定　小鼠处死后,用游标卡尺
测量瘤体最长径 (ａ)与最短径 (ｂ),计算肿瘤体积：Ｖ
(ｍｍ3)=1/6πａｂ2。
1.8　免疫组化标本制备及结果判定　①每孔接种
786-0细胞 3×104个,培养 48ｈ,分别加药 (板中
内置小玻片以爬片 ),继续培养 48ｈ,取出玻片固
定、洗片后待测。②瘤块用 10%中性缓冲福尔马林
固定液固定 24～48ｈ,石蜡包埋、切片,脱蜡,封闭,
微波修复抗原,待测。③在高倍镜下计数 5个视野,
细胞核内含棕色颗粒为阳性细胞,计算所占百分比。
1.9　免疫组化 Ｋｉ67抗原检测　按参考文献 [1]。
1.10　免疫组化细胞凋亡检测　采用 ＴＵＮＥＬ法。
按参考文献 [1]。
1.11　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检测 Ｋｉ67蛋白　①每孔接种
786-0细胞 3×104/ｍｌ,培养 48ｈ,分别加药 (板中
内置小玻片以爬片 ),继续培养 72ｈ,离心收集细胞
待测；②瘤体洗后切成 5～10ｍｍ3的小块,置入
1ｍｍ孔径不锈钢筛网上挤压,培养基冲洗后于
20μｍ筛网滤过,形成单细胞悬液,离心收集细胞待
测；③采用快速制备法提取核蛋白 [2],经电泳、转膜
后杂交,依次加入一抗、二抗后显色。结果以图像处
理仪分析处理。
1.12　统计学处理　Ｓｔａｔｅｓ统计软件处理,采用成组
设计 ｔ检验。检验水准：α=0.05。
2　结　果
2.1　125Ｉ-ＡＳＯＤＮｓ对 786-0细胞 Ｋｉ67表达的影
响 　 与 对 照 组 及125Ｉ-Ｎａ处 理 组 比 较,125Ｉ-
ＡＳＯＤＮｓ、ＡＳＯＤＮｓ均能明显抑制 786-0细胞 Ｋｉ67
表达 (Ｐ<0.01,Ｐ<0.01),而125Ｉ-ＡＳＯＤＮｓ较之

ＡＳＯＤＮｓ抑制作用更强 (Ｐ<0.01)(表 1,图 1)。
表 1　125Ｉ-ＡＳＯＤＮ、ＡＳＯＤＮ对

786-0细胞 Ｋｉ67表达的影响 (ｎ=3)
　组　别 免疫组化

Ｋｉ67阳性率 (% ) Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
Ｋｉ67蛋白量比 (% )

对照组 　39.4±0.8 　　　100
125Ｉ-Ｎａ组 　37.3±0.9 　96.9±3.3
ＡＳＯＤＮｓ组 　29.9±0.4∗∗ 　82.1±1.9∗∗
125Ｉ-ＡＳＯＤＮｓ组 　21.5±1.2## 　49.9±4.5##
　　与对照组比较：∗∗Ｐ<0.01；与 ＡＳＯＤＮ组比较：##Ｐ<
0.01

图 1　125Ｉ-ＡＳＯＤＮ、ＡＳＯＤＮ对
786-0细胞 Ｋｉ67蛋白表达的影响

2.2　125Ｉ-ＡＳＯＤＮｓ对 786-0细胞凋亡的影响
　125Ｉ-ＡＳＯＤＮｓ及 ＡＳＯＤＮｓ均能促进 786-0细胞
凋亡。与对照组比较,2组细胞凋亡率差异均有显
著性 (Ｐ<0.01,Ｐ<0.01)。125Ｉ-ＡＳＯＤＮｓ治疗组要
高于 ＡＳＯＤＮ治疗组 (Ｐ<0.01)(表 1)。
2.3　125Ｉ-ＡＳＯＤＮｓ对肾癌移植瘤小鼠肿瘤生长、
Ｋｉ67表达、细胞凋亡的影响　125Ｉ-ＡＳＯＤＮｓ治疗组
小鼠肿瘤体积减小、Ｋｉ-67抗原表达率降低、Ｋｉ-
67蛋白量降低、肿瘤细胞凋亡率升高,与 ＡＳＯＤＮｓ
治疗组比较差异显著 (Ｐ<0.01)(表 1)。
3　讨　论

肾癌对放疗、化疗、免疫治疗均不敏感,因此迫
切需要寻找新的治疗方法。随着分子生物学的发
展,近年来已有多项肿瘤基因反义治疗研究进入临
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,因此反义治疗抗肿瘤效果
并不令人满意。有鉴于此,人们设想出基因放射技
术,即将反义寡核苷酸耦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。根据这一设想,Ｋａｉｒｅｍｏ[3]
以33Ｐ耦联癌基因 ｅｔｓ-1反义寡核苷酸体外转染人
黑色素瘤细胞,取得肯定治疗效果。Ｓｅｄｅｌｎｉｋｏｖａ
等 [4]将125Ｉ耦联的特异序列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125Ｉ标记 Ｋｉ67反义核酸
(125Ｉ-ＡＳＯＤＮｓ)转染体外培养的肾癌细胞,发现其
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阻抑 Ｋｉ67基因表达、促进凋亡作用优于 ＡＳＯＤＮｓ。
动物实验进一步证实125Ｉ-ＡＳＯＤＮｓ对裸鼠肾癌细胞
移植瘤的治疗作用,结果发现125Ｉ-ＡＳＯＤＮｓ较之
ＡＳＯＤＮｓ具有更强的抑制移植瘤 Ｋｉ67基因表达,进
而抑制肿瘤生长、促进凋亡作用。

基因放射治疗常采用放射性核素125Ｉ,所用125Ｉ
放射剂量较小,对正常细胞的非特异放射损害作用
不大。基因放射治疗作用依赖于125Ｉ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,125Ｉ平均衰变 1次即可产生 1个
ＤＮＡ断裂 [5]。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,因此与其耦联的
反义核酸不会受损 [6]。

靶基因的选择是基因放射治疗的关键。肿瘤细
胞增殖由多种信号途径介导,因此阻断某个癌基因
效果并不理想,若能直接阻断肿瘤细胞增殖相关基
因更为合理。曾甫清等报道 [7],增殖细胞核抗原
(ＰＣＮＡ)基因的反义寡核苷酸可阻断多种信号诱导
的膀胱癌细胞增殖,但 ＰＣＮＡ仅在肿瘤细胞 Ｓ期表
达。Ｋｉ67为一 ＤＮＡ结合蛋白,其在 Ｇ1、Ｇ2、Ｓ、Ｍ期
均有表达,是肿瘤细胞增殖的必需组分,与肿瘤细胞
增殖关系较之 ＰＣＮＡ更为密切,因此阻断 Ｋｉ67基因
更有意义 [8]。

Ｍａｎｇｉｌｉ等 [9]报道正常肾组织无 Ｋｉ67表达,肾
癌组织 Ｋｉ67表达阳性率 93.5%。我们既往研究发
现,肾癌组织 Ｋｉ67表达增强,且与肾癌分期、分级、
预后密切相关,肾癌 Ｋｉ67表达与其免疫逃避关系密
切 [1,10]。本研究发现采用基因放射治疗、反义治疗
封闭 Ｋｉ67基因后,肿瘤细胞增殖下降,凋亡增加。
证实了 Ｋｉ67作为靶基因的有效性。

综上所述,以 Ｋｉ67基因为靶基因的基因放射核

素反义治疗较之单纯反义治疗具有更好的阻抑靶基

因及治疗效应,该疗法有望给肾癌治疗带来新的突
破。
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盆腔脂肪增多症2例诊治
王军起,董秉政,李　望,朱海涛,薛　松,陈仁富,温儒民,郑骏年,陈家存,孙晓青

(徐州医学院附属医院泌尿外科,江苏 徐州 221002)

　　摘要：目的　提高对盆腔脂肪增多症的认识。方法　回顾性分析 2例盆腔脂肪增多症患者诊断和治疗的临
床资料,并复习文献就本病的临床特点进行分析。结果　2例患者经影像学和病理检查诊断。1例行盆腔脂肪剔
除术,1例行口服药物保守治疗,随访 4个月和 15个月,目前病情稳定,效果良好。结论　Ｘ线、ＣＴ、ＭＲＩ等影像
学检查是诊断盆腔脂肪增多症的主要依据。手术彻底清除异常增多的脂肪是理想的治疗方法,但根据不同的患
者及病情,可采用不同的方法。

关键词：盆腔脂肪过多症；诊断；治疗
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