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·基础研究·
MDM2 反义寡核苷酸联合紫杉醇对乳腺癌 MCF-7 细胞株的作用 *

田国梅 赵长久△ 付 鹏 栾 厦 张月红 吴 琼
（哈尔滨医科大学附属第四医院核医学科 黑龙江 哈尔滨 150001）

摘要 目的：探讨靶向 MDM2 反义寡核苷酸（ASON）联合紫杉醇对乳腺癌 MCF-7 细胞株的影响。方法：合成一段与 MDM2 mRNA
特异性结合的反义寡核苷酸和与反义寡核苷酸有 4 个碱基不同的的错义寡核苷酸（MON），脂质体 2000 介导不同浓度的 MDM2
ASON 转染 MCF-7 乳腺癌细胞系，转染的乳腺癌细胞通过 1 μmol/L 紫杉醇药物处理后，采用 RT-PCR 和 Western Blot 方法检测

MDM2 ASON 联合紫杉醇的协同作用及对乳腺癌 MCF-7 细胞株的抑制效率，MTT 观察给药后 MCF-7 细胞的增殖能力和药物敏

感性。结果：MDM2 反义寡核苷酸联合紫杉醇明显下调 MDM2 mRNA 及 MDM2 蛋白表达水平，抑制 MCF-7 细胞的生长，随着

MDM2 ASON 浓度的增加，MDM2 表达越来越低，协同作用越来越强，呈剂量依赖关系，A500 联合紫杉醇的协同作用最明显，

MTT 显示紫杉醇处理的转染 MCF-7 细胞增殖抑制率明显增高，A500 抑制增殖作用最明显，抑制率达（13.0±0.84）%。结论：不同

浓度 MDM2 ASON 转染后的乳腺癌 MCF-7 细胞，等浓度紫杉醇处理后，乳腺癌 MCF-7 细胞 MDM2 表达明显降低，细胞凋亡增

加，，MDM2 ASON 联合紫杉醇对 MCF-7 细胞有协同作用，提高了乳腺癌 MCF-7 细胞对紫杉醇的药物敏感性。
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Effects of MDM2 Antisense Oligonucleotide Combined with Paclitaxel
on Human Breast Cancer Cells MCF-7*
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ABSTRACT Objective: To investigate the effects of the MDM2 antisense oligonucleotide (ASON) combined with Paclitaxel on hu-
man breast cancer cells MCF-7. Methods: The synthesis of antisense oligonucleotides specific binding of MDM2 mRNA and missense
oligonucleotides(MON) different from four bases, different concentrations of MDM2 ASON mediated by Lipofectamine 2000 transfected
MCF-7 breast cancer cell lines, breast cancer cells transfected by 1 μmol/L paclitaxel treatment.The expression of MDM2 mRNA and
protein was determined by RT-PCR and Western blotting, To detect synergies of MDM2 ASON combined with paclitaxel and the inhibi-
tion efficiency of breast cancer cells MCF-7, the proliferation of MCF-7 cell to paclitaxe and chemosensitivity were observed by MTT as-
say. Results: The antisense oligonucleotide combined with Paclitaxel efficiently down-regulated MDM2 mRNA and protein expression,
inhibit the growth of MCF-7 cells. MDM2 expression was getting lower and lower with the increase of the concentration of MDM2 ASON
growing in a dose dependent relationship, the synergy of the A500 combined with paclitaxel was the most obvious. MTT showed that
proliferation inhibition rate of MCF-7 cell transfected to paclitaxel increased significantly, A500 was the most significant effect, inhibi-
tion rate was (13.0 ± 0.84)%. Conclusion: Human breast cancer cell MCF-7 transfected was treated by a concentration of paclitaxel,
MDM2 expression was significantly decreased, increased apoptosis, MDM2 ASON combined with paclitaxel on MCF-7 cells had a syn-
ergistic effect, improved the sensitivity of breast cancer MCF-7 cells to paclitaxel.
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前言

乳腺癌占女性所有肿瘤的 18 %，治疗后复发转移的患者

约占 50 %，随着发病率逐年不断地升高，已成为危害女性健康

的主要恶性肿瘤。目前，乳腺癌的治疗趋向于多种手段的联合

使用，其中基因治疗是近年来研究的热点，乳腺癌耐药是导致

化疗失败的主要原因，如何提高药物的敏感性已成为迫切需要

解决的问题。癌基因 MDM2（小鼠双微体扩增基因）是 Cahilly
等在 1987 年从转化小鼠细胞系的双微染色体上基因扩增中发

现的一个基因，在鼠和人的很多组织中都有表达[1]。近年来研究

认为 MDM2 高度表达与形成肿瘤有关[2,3]，已证实 MDM2 基因

是一种癌基因，与多种肿瘤的发生，增殖及侵袭有关[4-6]。本实验
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依据乳腺癌高表达 MDM2 基因和反义寡核苷酸（ASON）与目

的基因特异性结合并抑制其表达的特点，针对 MDM2 基因合

成一段 ASON 和 MON，转染乳腺癌细胞后，给予紫杉醇处理，

以研究 ASON 及紫杉醇对乳腺癌细胞株的作用，探讨乳腺癌

治疗的新途径。

1 材料与方法

1.1 实验仪器及试剂

1.1.1 实验仪器 二氧化碳培养箱（HF240）由上海力申科技仪

器有限公司提供；PCR 仪（MyCyclerTM Thermal Cycler）由美国

Authorized Thermal Cycler 公司提供；水平摇床由太仓市实验

设备厂提供；超速低温离心机（TGL-16M）由长沙湘仪公司提

供；聚丙稀酰胺凝胶电泳转膜装置由上海天能生物公司提供。
1.1.2 实验试剂 乳腺癌细胞株 MCF-7；哈尔滨医科大学肿瘤

研究所提供。反义寡核苷酸、错义寡核苷酸及引物由上海生工

合成；小牛血清由 Sigma 公司提供；脂质体 2000 由美国 Invit-
rogen 公司提供；抗 MDM2 单克隆抗体（鼠抗人）美国 SANTA
公司提供；Trizol 试剂、dNTPs、DNA Marker（DL2000） 由大连

TaKaRa 公司提供。
1.2 实验方法和步骤

1.2.1 MCF-7 细胞培养 加入 10 %胎牛血清的 RPMI-1640（青

霉素 100 U/mL，链霉素 100 μg/mL），吸管轻轻吹打成细胞悬液

后，放入细胞培养瓶中，置于 37℃、5 % CO2 的饱和湿度条件

下培养，隔天换液，2～3 d 传代，实验采用对数生长期细胞。
1.2.2 反义、错义寡核苷酸转染 反义、错义寡核苷酸行全硫代

修饰，5' 端氨基与骨架之间以直链的己基（CH2）6 连接。反义序

列 ASON：5'GATCACTCCCACCTTCAAGG3'， 错 义 序 列

MON：5'GATGACTCACACCATCATGG3'，实验取对数生长期

细胞，用 0.25 %胰蛋白酶消化，吹打成细胞悬液，每孔 4×106

个细胞接种于 6 孔板内，加 2000μL 培养液，置于 5 % CO2 培

养箱中培养 24 h，密度达到 80％用于实验。取 10 μL 脂质体

2000 与 490 μL无血清 RPMI-1640 培养液混合 5 分钟；16.4 μL
（10 μg）反义、错义 MDM2 与 483.6 μL无血清 RPMI-1640 培养

液混合 5 分钟；然后两者混合二十分钟后备用，把脂质体 2000
包裹的反义探针及错义探针加入到铺好的乳腺癌细胞的 6 孔

板中，反义探针分别设 100，200，500 nmol/L 组，错义探针设

500 nmol/L 组，正常对照组及脂质体组 6 组，每个浓度级设 5
个孔。培养 6 h 后，换 10 %胎牛血清的 RPMI-1640 培养液，培

养 24 h 收集细胞用于实验。
1.2.3 紫杉醇对转染细胞 MDM2 mRNA 表达的影响 将转染各

组、正常细胞组及脂质体组 24 h 后存活的细胞分别吹打成单

细胞悬液，接种密度为 4×105/ 孔分别接种于 6 孔板中，待细胞

贴壁后，给予 1 μmol/L 浓度的紫杉醇培养 24 h，不加药组为对

照组，收集细胞，通过 RT-PCR 检测各组 MDM2 mRNA 的表达

水 平 ， 实 验 重 复 5 次。MDM2 上 游 引 物 序 列 ：5'AAGAC-
TATTCTCAGCCATCA3' 下 游 引 物 序 列 ：5'CAT-
ACTGGGCAGGGCATT3'GAPDH 上 游 引 物 序 列 ：5'GGT-
GAAGGTCGGAGTCAACGG3' 下 游 引 物 序 列 ：5'CCTGGAA-
GATGGTGATGGGATT3'MDM2 扩增片段 259 bp，GAPDH 扩

增片段 186 bp。用 Trizol 提取细胞总 RNA，PCR 反应条件：95

℃ 5 min→94 ℃ 30 s→51 ℃ 30 s→72 ℃ 30 s →72 ℃ 7 min。
PCR 产物用含溴化乙锭（EB）的 2 %琼脂糖凝胶电泳观察结果

并拍照。
1.2.4 紫杉醇对转染细胞 MDM2 蛋白表达的影响 依次加入

200 μL细胞裂解液，5 μL蛋白酶，5 μL RNA 酶，1.5 μL DNA 酶

提取细胞总蛋白，配制 10 %的分离胶，30 %聚丙烯酰胺凝胶电

泳后，半干转将蛋白转移到 PVDF 膜，0.5 g 脱脂牛奶溶液中过

夜，依次加入一抗 1：800（鼠抗人）和二抗 1：1000（羊抗鼠），加

入显色剂后观察结果，用凝胶成像分析系统进行灰度分析。
1.2.5 MTT 法检测细胞的增殖能力 转染 24 h 后的 6 组细胞，

按 4×104 个 / 孔细胞接种于 96 孔板上，每组设 10 个复孔，周

边加 PBS。细胞贴壁后，每组的 5 个复孔加入 1 μmol/L 浓度的

紫杉醇，其余不加药作为对照组，培养 20 h 后，每孔加入浓度

为 5 g/L 新鲜配制的 MTT 溶液 20 μL，4h 后弃去上清液，每孔

加入 DMSO 150 μL，溶解震荡 10 min，酶标仪测定 490 nm 波

长处的 OD 值。细胞生长抑制率（%）=（1- 加药组平均 OD 值 /
空白对照组平均 OD 值）×100 % ，实验重复 5 次。
1.3 统计学处理

采用数值（x±s）表示，用 SPSS13.0 统计软件处理，两组间

计量资料比较采用两样本 t 检验，多组间计量资料比较采用方

差分析，以 P<0.05 为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 ASON 联合紫杉醇对 MCF-7 细胞 MDM2 mRNA 表达的影

响

紫杉醇处理后，空白对照组，脂质体组，错义组细胞

MDM2 mRNA 表达较强，组间无明显差异，A100 细胞 MDM2
mRNA 表达较弱，A200，A500 组细胞 MDM2 mRNA 表达明显

下调，随着 ASON 浓度的增高 MDM2 mRNA 表达减弱，呈剂

量依赖关系（图 1）。因此，MDM2 ASON 与紫杉醇联合有协同

作用。

2.2 ASON 联合紫杉醇对 MCF-7 细胞 MDM2 蛋白表达的影响

空白组，脂质体组和错义组之间相比较无明显差别。与空

图 1 ASON 联合紫杉醇对 MCF-7 细胞 MDM2 mRNA 表达的影响

Fig.1 Expression of MDM2 mRNA treated by antisense oligonucleotide

combined with Paclitaxel

1：空白组；2：脂质体组；3：反义组（500nmol/L）；4：反义组（200nmol/L）；

5：反义组（100nmol/L）；6：错义组（500nmol/L）
LaneM:Marker;Lane1:Control;Lane2:Liposome;Lane3:A500;Lane4:A200;

Lane5:A100;Lane6:M500
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白组相比较，A100，A200，A500 不加药组细胞 MDM2 蛋白表

达明显下调，差异有统计学意义（P < 0.01）；自身加药与不加药

组比较，加药组 MDM2 蛋白表达显著降低，差异有统计学意义

（P < 0.01），其中，随着 ASON 浓度的增加，MDM2 蛋白量表达

减少越明显，给药组的反义组跟空白组差异有统计学意义（P <
0.01）见图 2，可见 ASON 能够提高紫杉醇的药物疗效。
2.3 MTT 法检测细胞抑制率

ASON 转染细胞的生长抑制率，随着 ASON 浓度的增加抑

制作用显著增高，A500 抑制率达（13.0±0.84）%，与空白对照

组 （1.11±0.19）%相比，差异有统计学意义 （t = 30.80，P < 0.
01）。错义组（1.62±0.26）%和脂质体组（1.58±0.24）%与空白

对照比，无明显差异，见表 1。

图 2 ASON 联合紫杉醇对 MCF-7 细胞 MDM2 蛋白表达的影响

Fig.2 Expression of MDM2 protein treated by antisense oligonucleotide

combined with Paclitaxel

表 1 MTT 分析法检测 MCF-7 细胞的生长抑制率

Table 1 Growth inhibition rate of MCF-7 cell determined by MTT analytical method

Group Repeat count OD value
Growth inhibition rate of MCF-7

cell(%)

Control 5 1.26±0.150 1.11±0.19

Liposome cells 5 1.23±0.130 1.58±0.24

M500 cells 5 1.19±0.120 1.62±0.26

A100 cells 5 1.09±0.108 4.27±0.53

A200 cells 5 1.01±0.101 7.50±0.68

A500 cells 5 0.08±0.092 13.0±0.84

3 讨论

目前研究表明：MDM2 在体内最重要的功能被认为与多

种肿瘤的发生、发展有关。MDM2 在许多肿瘤中过度表达，在

23％的乳腺癌中有扩增，MDM2 联合 P53 可能有助于评估女

性乳腺癌的危险性[7]。化疗是乳腺癌治疗的重要方法，术前及术

后化疗在治疗浸润性癌过程中尤为重要，术前化疗能使控制原

发灶转移，缩小病灶及降低术后复发率，术后化疗能改善患者

生活质量，提高生存率，因此如何提高药物化疗的疗效及降低

副作用成为医学界备受关注的热点。
本实验我们所选择的 MDM2 反义寡核苷酸与 MDM2 基

因能否特异性结合是成败的关键，在国内外研究中，利用

MDM2 mRNA 的反义寡核苷酸进行基因治疗已取得了显著效

果，赵长久[8]等对乳腺癌的反义核酸显像治疗进行研究，发现

ASON 能抑制 MDM2 mRNA 和蛋白表达，观察到了显著的肿

瘤抑制效应。Wang 等[9,10]对胶质细胞瘤和结肠癌的反义核酸治

疗进行研究，发现 ASON 能抑制 MDM2 mRNA 表达，抑制肿

瘤生长，与化疗药物的协同作用。彭志平等[11]发现了 c-erbB2 反

义寡核苷酸提高紫杉醇对乳腺癌 SK-Br-3 化疗敏感性，本研究

选取的反义寡核苷酸已经证明能够与 MDM2 mRNA 特异性结

合[12]，能够特异性抑制 MDM2 mRNA 的表达，本研究结果也证

实了上述结果。
紫杉醇是红豆杉属植物中的一种复杂的次生代谢产物，是

一种天然抗癌药物。1971 年 Wain 等[13]通过射线分析确定了活

性成分的结构为复杂的二萜类化合物，一种四环二萜化合物，

并证实了它为抗肿瘤作用的有效成份。本实验选紫杉醇有如下

理由：（1）90 年代，紫杉类药物的问世是肿瘤化疗中一重要突

破，研究表明紫杉类治疗乳腺癌效果较好[14]，代表药为紫杉醇、
多西紫杉醇，开始用于乳腺癌术后辅助化疗。（2）2000 年，确定

了紫杉醇在早期乳腺癌辅助治疗中的地位[15]，成为治疗复发转

移乳腺癌的一线用药。（3）国外研究表明紫杉醇是治疗复发转

移乳腺癌有效率的药物之一，紫杉醇加蒽环类药物是目前最有

效的化疗方案。（4）单药和联合用药在晚期乳腺癌解救治疗中

均显示很好的疗效，是最有效的药物之一。
乳腺癌化疗中紫杉醇虽有显著作用，但常造成呈剂量相关

的毒副作用，如骨髓抑制，常见中性白细胞减少，贫血等，使其

应用受到了局限。ASON 联合化疗药物能够产生协同作用[16]，

减少化疗药物用量从而避免药物的毒副作用，是抗肿瘤治疗的

新方向。但 ASON 与紫杉醇联合作用于乳腺癌是否有协同作

用及能否通过减少紫杉醇药量而减少毒副作用的报道还少见。
实验采用脂质体介导 MDM2 ASON 转染 MCF-7 乳腺癌细胞

系，RT-PCR 和 Western Blot 方法检测其抑制效率，MTT 观察

细胞的增殖能力，研究反义寡核苷酸对紫杉醇药物的协同作用

及化疗敏感性，更进一步了解紫杉醇对乳腺癌治疗的重大意

义，有望使它在治疗中发挥更大的作用。
本实验结果显示，MDM2 ASON 转染乳腺癌 MCF-7 细胞

后，与空白、脂质体、错义对照组相比，不同浓度的寡核苷酸都

能抑制体内 MDM2 基因的表达并且呈浓度依赖关系，在紫杉
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醇药物处理后，MDM2 mRNA 和 MDM2 蛋白的表达下降要比

未加药组更加明显，这表明 ASON 与紫杉醇联合具有协同效

应，提高了紫杉醇对 MCF-7 细胞的化疗敏感性，细胞增殖抑制

率明显提高，随着反义寡核苷酸浓度的增加，紫杉醇的抗肿瘤

作用增加。目前，乳腺癌的综合治疗有多种手段，如：手术、放
疗、化疗等，但肿瘤的本质是细胞无法控制的生长和过度的细

胞异型性，有研究报道，ASON 可以干扰原癌基因表达，减缓了

乳腺癌细胞的增殖、浸润和迁移[17]；抑癌基因导入乳腺癌细胞

能促进凋亡，抑制增殖[18,19]；反义 RNA 技术与化疗相结合，能增

加肿瘤细胞对化疗药物的敏感性[20]，因此，与单一手段相比较，

基因治疗与化疗等传统手段相联合可能取得更好的疗效。本实

验结果提示，MDM2 基因是一个肿瘤基因治疗可利用的靶点，

通过 ASON 与 MDM2 基因特异性的结合，促进细胞凋亡，抑制

细胞增殖，下调 MDM2 mRNA 和蛋白的表达，提高乳腺癌细胞

对紫杉醇药物的敏感性，紫杉醇有望在乳腺癌治疗中发挥更大

作用，地位更加突出，ASON 联合紫杉醇作用于乳腺癌 MCF-7
细胞，与单独紫杉醇作用相比较，起到了增敏作用，疗效明显増

强，两者联合使用有望减少紫杉醇用药量，从而减轻毒副作用，

使其治疗效果更加显著，但其联合用药在体内的疗效及毒副作

用的评价还需进一步研究。
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