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　　Abstract:Ob jective 　Toevaluatetheeffectsofantisenseoli gonucleotidesofBRCA1 geneinhumanos 2
teosarcomacellsSOSP 29607. Methods　TheSOSP 29607celllinewascultured,thentheeffectsoftheantisense

oligonucleotiedsofBRCA1 geneinthecellwasobservedb ycloneformattin g,cell growthline,andcellc ycle.

Results　Facilitateeffectswereobservedb ythe growthlineandcloneformattin gwhileitis10 μmol/Lantisense

oligonucleotidesofBRCA1 gene.Theresultofflowc ytometershowedanauxo 2actiontothecell proliferationb y

cellc ycle. Conclusion　Therearetrans parenteffectsofantisenseoli gonucleotidesofBRCA1 geneinhumanos 2
teosarcomacellsSOSP 29607,itsu ggestedthattheBRCA1 gene playarolein progressionofhumanosteosarco 2
ma.
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　　摘　要 :目的　探索抑癌基因 BRCA1 基因反义寡核苷酸对人骨肉瘤细胞 SOSP29607 的影响。方法　

通过细胞培养 ,测量细胞生长曲线、计算细胞集落形成率、检测细胞周期等 ,观察 BRCA1 基因反义寡核苷酸

对人骨肉瘤细胞系 SOSP29607 的影响。结果　BRCA1 基因反义寡核苷酸浓度为 10μmol/L 时 ,骨肉瘤细胞

的生长速度变快 ,集落形成率明显增高 ;流式细胞仪检测发现其引起细胞周期变化 ,细胞增殖活性提高。结

论　BRCA1 基因反义寡核苷酸对人骨肉瘤细胞 SOSP29607 有明显的影响 ,使得骨肉瘤细胞恶性生物学特

性更加显著 ,提示 BRCA1 基因在人骨肉瘤发展过程中起作用。
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0　引言

骨肉瘤是临床常见高度恶性骨肿瘤 ,其转移是造

成患者死亡的主要原因。对骨肉瘤发生和发展相关

基因的研究 ,有助于提高对肿瘤转移机制的认识 ,促

进诊断和治疗研究的深入。诸多研究表明 ,BRCA1

基因作为一种抑癌基因 ,与多种恶性肿瘤的发展密切

相关[1] 。在研究骨肉瘤转移相关基因的过程中 ,我

们发现 BRCA1 基因在骨肉瘤转移过程中表达水平

下降。该基因在骨肉瘤中的表达、与骨肉瘤转移的关

系等 ,尚未见报道。为了探讨该基因在骨肉瘤转移过

程中的作用 ,本研究用 BRCA1 基因经硫代修饰反义

寡核苷酸 ,作用于人骨肉瘤细胞 SOSP29607, 观察其

对细胞生存、集落形成和细胞周期的影响。

1　材料与方法

1.1 　反义寡核苷酸的合成和纯化

反义寡核苷酸由上海博亚生物技术有限公司合

成与纯化 ,合成序列主要根据 BRCA1cDNA 设计[2] ,

与 BRCA1 转录起始位点互补并给予全程抗核酸酶

硫代 修 饰 , 反 义 寡 脱 氧 核 糖 核 酸 ( antisense

oligodeoxynuleotides,ASODNs )序列为 5’2CGAAGA

GCAGATAAATCCATTTCT 23’,正义寡脱氧核糖

核酸 (senseoli godeoxynucleotides,SODNs )序列为 5’2
AGAAATGGATTTATCTGCTCTTCG 23’,使用

前用无菌 RPMI21640 培养液配制所需浓度 ,加入培

养体系中。

1.2 　细胞系的培养和传代

人骨肉瘤细胞系 SOSP29607 由本实验室建

立[3] 。在含 10% 灭活小牛血清 RPMI21640 完全培

养体系中接种细胞 ,倒置显微镜下观察细胞生长情

况 ,每 2～3d 传代 ,置 37℃、饱和湿度、体积分数为

5%CO 2培养箱中培养。

1.3 　BRCA1ASODNs 对人骨肉瘤细胞生长曲线的
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影响

分组 :①对照组 ;②Sense (S)组 ;③Antisense (AS)

组。S和 AS分别取浓度为 10μmol/L 。实验步骤 :取

对数生长期细胞 ,1000 rpm ×5min 离心弃上清 ,RP 2
MI21640 洗 1次。配制细胞起始浓度 2 ×104/ml, 取

24孔板 ,每孔加细胞悬液 400μl, 置 37℃饱和湿度 ,

5%CO 2培养箱中培养。24h 后按分组浓度分别加 S

和 AS40μl, 再加 360μl 含 10%灭活小牛血清 RPMI2
1640 培养液 ;对照组加 400μl 含 10% 灭活小牛血清

RPMI21640 培养液 ,每组 8孔 ,置 37℃饱和湿度 ,5%

CO2细胞培养箱中培养。第 1、2、3、4、5、6、7d 分别取

1孔细胞计数 ,绘制细胞生长曲线。

1.4 　BRCA1ASODNs 对人骨肉瘤细胞集落形成的

影响

分组 : ①对照组 ; ②10μmol/LS 组 ; ③10μmol/L

AS组。取对数生长期细胞 400cell/孔 ,接种于 6 孔

板 ,每组 2 孔 ,摇匀 ,置 37℃饱和湿度 ,5%CO2 培养

箱中培养。24h 后加药 ,2～3d 换液 1次 ,14～21d 后

在低倍镜下计数结果 ,大于 50 个细胞为 1 集落。实

验重复 3 次 ,求均值。统计学处理 :测定值以 �x ±s

表示 ,统计学处理采用成组设计的样本均数比较的

Student t 检验。

1.5 　BRCA1ASODNs 对人骨肉瘤细胞周期的影响

分组 : ①对照组 ; ②10μmol/LS 组 ; ③10μmol/L

AS组。取对数生长期细胞 105/孔 ,接种于 6孔板 ,每

组 2 孔 ,置 37℃饱和湿度 ,5%CO 2 培养箱中培养。

24h 后分别加药 ,再过 24h 后收集细胞 ,95% 酒精固

定 ,流式细胞仪测量细胞周期。

2　结果

2.1 　BRCA1ASODNs 对细胞生长曲线的影响 ,见图

1

图 1　SOSP29607 生长曲线

　　从图 1 曲线可以看出 ,当 BRCA1ASODN 剂量

为 10μmol/L 时细胞生长速度加快 ,自第 4d 起 ,对细

胞存活率产生显著的影响 ,细胞比较早进入对数生长

期并很快达到平台期。同时期内 ,对照组及 S组 BR2

CA1SODN 组则无此作用 ,均未达到对数生长期。

2.2 　BRCA1ASODNs 对人骨肉瘤细胞集落形成的

影响

BRCA1ASODN 组的集落数为 87 ±7, 而空白对

照组和 BRCA1SODN 组分别为 52 ±6 和 54 ±7,A 2
SODN组与空白对照组及 SODN组集落数间比较 ,有

明显差别 ( P < 0.001 ) ,而空白对照与 SODN 间差别

无显著性 ( P > 0.05 ) 。

2.3 　BRCA1ASODNs 对人骨肉瘤细胞周期的影响

流式细胞仪检测细胞周期结果表明 ,BRCA1

10μmol/LAS 组 G1 期63.8% ,S 期21.5 %,PI 指数

36.2 %,与对照组 ( G1期67.8 %,S 期17.0 %,PI 指数

32.2 %)相比 ,PI 指数、S期上调 ,细胞增殖活性提高。

对照组与 10μmol/LS 组 ( G期66.8% ,S 期17.8% ,

PI指数33.2% )相比 ,细胞增殖活性未见明显变化

(图略) 。

3　讨论

在肿瘤发生发展过程中起变化的基因很多 ,许多

基因相互作用、影响。有的表达水平上升 ,有的表达

水平下降 ,基因调控机制非常复杂。反义核酸技术的

发展 ,为肿瘤研究提供了有力的手段 ,使得研究者可

以有针对性地调节目的基因表达水平[4] 。反义核酸

作为基因表达的反义和反基因抑制剂 ,直接以基因为

靶位点阻止基因转录和翻译 ,或直接导致靶基因失

活 ,抑制某些基因表达 ,达到治疗目的。反义寡核苷

酸能与特定 DNA、RNA 以碱基互补配对的方式结

合 ,阻止其转录与翻译。通常 ,研究者选择表达水平

提高的基因为靶基因 ,使之下调 ,观察相应的指标变

化情况。如研究发现 IGF2I反义寡核苷酸能使人肺

癌细胞 NCIH460 和 SCC5细胞软琼脂集落形成能力

下降 84%;IGF 2IR反义寡核苷酸在裸鼠腹腔内应用

治疗 NCIH460 肿瘤 ,能显著延长裸鼠生存时间[5] 。

我们前期研究发现 ,与骨肉瘤原位细胞系相比 ,

BRCA1 在人骨肉瘤高转移亚系中表达水平下降。本

研究选择靶基因 BRCA1, 利用反义技术 ,作用于骨肉

瘤原位细胞系的靶基因 ,使之下调 ,观察其对细胞的

影响。通过模拟 BRCA1 基因表达变化趋势 ,研究

BRCA1 基因是否与骨肉瘤转移相关。

BRCA1 即乳腺癌易患基因 ,是 1994 年发现的一

个抑癌基因 ,编码有7.5 kb (1865 个氨基酸) mRNA,

以常染色体显性遗传的方式传递[2] 。BRCA1 在细胞

增殖时表达 ,其功能是细胞增殖和组织分化所必需

的。它所编码的蛋白质与 RDAI 蛋白质 (一种和双链

DNA 损伤修复有关的蛋白)有关。BRCA1 蛋白在控

制细胞增殖速度也具有特殊的作用 ,可能是通过细胞
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周期依赖激酶抑制因子 p21 调节细胞周期。有认为

其突变与 p53 突变有相关性。功能研究表明其参加

了转录调节和 DNA 损伤修复 ,提示这种抑癌基因在

维持基因稳定性和调节细胞生长和分化中起作用 ,保

证 DNA 分裂的精确性、维持基因组的完整性和防止

受损 DNA 的复制[1,6] 。本研究发现 ,BRCA1 反义寡

核苷酸对人骨肉瘤细胞 SOSP29607 的影响表现为促

进细胞生长 ,细胞生长速度加快 ,集落形成能力增强 ,

增殖活性提高。这与 BRCA1 的功能有一定关系 ,说

明 BRCA1 蛋白控制细胞增殖速度。

国外研究者将 BRCA1 转导入人类结肠癌细胞 ,

发现 BRCA1 可抑制 S期进展而负性调控细胞周期。

这种作用至少部分通过诱导 p21 而抑制细胞周期进

展[7] 。我们应用 BRCA1 反义寡核苷酸抑制 BRCA1

基因转录和翻译或直接导致靶基因失活 ,使基因表达

水平下降 ,对细胞增殖速度调控减弱 ,细胞的恶性生

物学特征性行为表现出一定的变化 ,如生长速度变

快、克隆形成率增高、增殖活性增强等 ,与我们的推测

相一致。这也从另一角度证明了抑癌基因 BRCA1

基因的功能。

本研究发现 BRCA1 基因在骨肉瘤发展过程中

起着相当的调节作用 ,与骨肉瘤转移相关的恶性生物

学行为有一定的关系 ,为后续研究提供了理论和实验

基础。其参与骨肉瘤转移的具体机制值得深入研究。
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