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[ 摘　要 ]	 目的：探讨反义脱氧寡核苷酸封闭 HSP70 基因对体外宫颈癌 HeLa 细胞增殖、凋亡及化疗敏感性

的影响。方法：1) 将体外培养的宫颈癌 HeLa 细胞分为正常对照组 (Ctrl 组 )、反义寡核苷酸处理组 (AS

组 )、正义寡核苷酸处理组 (S 组 )、随机寡核苷酸处理组 (R 组 )，每组各 5 例，分别转染体外培

养的宫颈癌 HeLa 细胞，采用 Western 免疫印迹检测各组细胞 HSP70 蛋白表达。2) 将顺铂处理体

外培养的宫颈癌 HeLa 细胞分为正常对照组 (Ctrl 组 )、单纯顺铂处理组 (Cis 组 )、反义寡核苷酸 +

顺铂处理组 (AS +Cis 组 )、正义寡核苷酸 + 顺铂处理组 (S +Cis 组 )、随机寡核苷酸 + 顺铂处理组 

(R +Cis 组 )，每组各 8 例。采用四甲基偶氮唑蓝光吸收法 (methyl thiazolyl tetrazolium，MTT) 法检

测 HeLa 细胞的生长抑制率 ; 流式细胞术检测 HeLa 细胞的凋亡率。结果：1)Ctrl 组、AS 组、S 组、

R 组 HSP70 灰 度 比 值 分 别 为 1.365±0.187，0.379±0.134，1.403±0.163 和 1.410±0.158， 转 染

AS 组 HSP70 灰度比值明显下降 (P<0.01)；2)AS+Cis 组生长抑制率和凋亡率明显高于其它各组，

差异有统计学意义 (P<0.05)，S+Cis 组和 R+Cis 组细胞生长抑制率和凋亡率与 Cis 组相比差异无统

计学意义 (P>0.05)。结论：HSP70 反义脱氧寡核苷酸通过下调 HeLa 细胞中 HSP70 蛋白表达，抑

制细胞增殖并诱导细胞凋亡。HSP70 反义脱氧寡核苷酸与顺铂联合具有协同作用，能提高细胞对

顺铂化学治疗的敏感性。 
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宫颈癌是女性生殖系统最常见的恶性肿瘤，

每年全球新增宫颈癌病例约49万多例，其中80％

在发展中国家 [1-2]。近年来我国宫颈癌的发病率呈

增高趋势，且宫颈腺癌比例增加，发病明显趋于

年轻化[3]。宫颈腺癌易早期发生淋巴结转移，对放

疗的敏感性差，对化学治疗容易产生耐药，故而

治疗难度加大，预后差。寻找一种科学、可行的

途径来增强放射治疗、化学治疗疗效已成为宫颈

癌治疗领域研究的热点问题。

热休克蛋白(heat shock proteins，HSPs)又名

应激蛋白，各种应激刺激可诱导其快速高表达，

具 有 维 持 细 胞 蛋 白 稳 定 、 对 抗 有 害 应 激 、 保 护

细胞生存等功能，其中最重要和最保守的一类是

HSP70家族[4-5]。研究发现HSP70在人类肿瘤细胞和

培养的肿瘤细胞系中均优先大量表达，在宫颈癌

和Ⅲ级宫颈上皮内瘤样病变(cervical intra-epithelial 
neoplasia，CIN)组织中HSP70的表达显著高于正常

宫颈组织  [ 6 ]，而且其表达水平与肿瘤的发生、转

移、耐药、预后等密切相关  [ 7 ]。本研究采用反义

脱氧寡核苷酸技术合成H S P 7 0反义脱氧核糖核酸

序列，以脂质体为载体进行包裹后转染人宫颈癌

HeLa细胞株，观察转染后HSP70蛋白的表达情况，

及对顺铂诱导的HeLa细胞的增殖及凋亡的影响，

进一步了解  HSP70 在宫颈癌发生、发展过程中的

作用，及对肿瘤化学治疗敏感性的影响，为临床宫

颈癌基因治疗提供理论基础和体外实验依据。

1  材料与方法

1.1   材料

人宫颈癌HeLa细胞株购自中南大学湘雅医学

院细胞中心。顺铂购自美国 S i g m a 公司，反义等

寡核苷酸探针购自上海博亚生物技术公司，鼠抗

H SP 7 0单克隆抗体购自美国St re s s ge n公司，兔抗

β - ac t i n和Tu b u l i n多克隆抗体购自美国Santa  Cr u z
公司，辣根过氧化物酶(horse radish perox idase，

H R P)标记的羊抗鼠、羊抗兔Ig G购自武汉博士德

公司。LipofectamineTM 2000转染试剂盒购自美国

Inv itrogen公司，DAB显色试剂盒购自武汉博士德

生命技术公司。

1.2  方法

1.2.1  HSP70 反义寡核苷酸的设计  
依据王慷慨等 [ 8 ]的报道设计H S P 7 0反义核酸

序 列 ， 并 同 时 设 计 相 应 的 正 义 和 随 机 核 酸 序 列

( 表 1 ) ， 正 义 寡 核 苷 酸 序 列 来 自 于 人 H S P 7 0 基 因

m R N A 序 列 ( B C 0 0 2 4 5 3 ) 。 所 有 核 酸 序 列 均 由 上

海 博 雅 生 物 技 术 有 限 公 司 加 以 合 成 。 所 有 三 条
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寡 核 苷 酸 碱 基 全 部 进 行 硫 代 修 饰 ， 并 在 反 义 核

酸序列 5 ' 端加上荧光标记物，以便观察其导入细

胞情况。

1.2.2  细胞培养及分组  
HeL a 细胞用含10%小牛血清、100 μg/mL链

霉素、100 U/mL氨苄青霉素的DMEM培养基调整

为1×10 6 /mL后接种于细胞培养瓶，24 h后用于实

验。将培养的HeL a细胞随机分为四组：1)正常对

照组(Ctrl组)，细胞中加入2 mL无血清DMEM培养

基，置于37 ℃，5% CO2培养箱中培养6 h后，再加

入等体积的含2 0 %小牛血清的D M E M培养基，培

养24或48 h；2)正义寡核苷酸处理组(S组)，细胞

中加入2 mL含脂质体包裹的正义寡核苷酸，无血

清DME M培养基，6 h后加入等体积的含20%小牛

血清的DMEM培养基，培养24 或48 h；3)反义寡

核苷酸处理组(A S组)，细胞中加入2 mL含脂质体

包裹的反义寡核苷酸，其余处理同2 )；4 )随机寡

核苷酸处理组(R组)，细胞中加入2 mL含脂质体包

裹的随机寡核苷酸，其余处理同2 )。随后加入终

浓度为8 mmol/L顺铂处理12 h，分为五组：正常

对照组(Ctrl组)、单纯顺铂处理组(Cis组)、反义寡

核苷酸+顺铂处理组(A S+Cis组)、正义寡核苷酸+
顺铂处理组(S + Ci s组)、随机寡核苷酸+顺铂处理

组(R+Cis组)。

表1  HSP70反义寡核苷酸与其相应正义与随机寡核苷酸序列

Tabel 1  Sequence of HSP70 antisense and its sense and random oligonucleotides

名称 碱基序列 修饰

反义寡核苷酸 5'-X-CTC CGC TGC TGC CGC AGA CGC CAT-3' 硫代修饰

正义寡核苷酸 5'-ATG GCG TCT GCG GCA GCA GCG GAG-3' 硫代修饰

随机寡核苷酸 5'- TCG CTG CCA GCA TGC CGA CCG TCC-3' 硫代修饰

X：绿色荧光

1.2.3  脂质体转染

根据生命技术公司提供的转染操作说明书进

行。用0.25 mL不含血清及抗生素(下同)的DMEM
培养基溶解 8  μ g 合成的寡核苷酸，并将其与 0 . 2 5 
mL含15 μL 脂质体的DMEM培养基充分混匀，室温

放置20 min。细胞用DMEM培养基洗涤3遍后，  加
入1.5 mL DMEM培养基，然后加入上述寡核苷酸

与脂质体的混合物，37 ℃，5 %的CO2培养箱中培

养，6 h后置于荧光显微镜下观察，确认全细胞有

荧光发出后拍照记录，再加入2 mL含20 %小牛血

清的DMEM培养基，于24 h后收集细胞，进行后续

实验。

1.2.4  Western 免疫印迹检测 HSP70 蛋白表达  
分 别 收 集 转 染 后 的 各 组 细 胞 ， 用 预 冷 的 

P BS  洗涤，加入蛋白裂解液，提取总蛋白，采用

Brad ford  法测定蛋白质浓度。制备好的蛋白样品

置–80 ℃冰箱保存备用。每泳道以30 μg蛋白上样，

经SDS-PAGE电泳后，电转膜至硝酸纤维膜。封闭

3 h后加入一抗，室温孵育1 h，加入HRP标记的二

抗孵育3 0  m i n，DA B显色，拍摄照片，记录实验

结果。同时检测β-act in或Tubulin作为内对照。用

Bandleader软件对Western 免疫印迹条带进行灰度

扫描，按下述公式计算蛋白的相对含量：蛋白相

对含量=(该蛋白条带的灰度值–背景的灰度值)/(上

样对照条带的灰度值–背景的灰度值)。

1.2.5  MTT 法检测细胞生长抑制率  
将 对 数 生 长 期 的 H e L a 细 胞 制 备 成 单 细 胞 悬

液，以每孔1×10 4密度接种于96孔培养板内，在含

10%新生小牛血清的条件下培养24 h，分别转染反

义、正义及随机寡核苷酸2 μg/孔，于24及48 h向每

孔中加入5 mg/mL MTT 溶液20 μL，继续培养4 h，

弃去孔内培养液，每孔加入二甲基亚砜100 μL，于

37 ℃振荡10 min，使紫色的甲肷结晶完全溶解，将

96孔板放入酶标仪，测量570 nm处吸光值。统计

分析以正常对照组光密度值为1，其余各组分别与

之相比后再计算均数与标准差。

1.2.6  流式细胞仪检测细胞凋亡率 
本实验由北京鼎国生物技术公司协助完成。

在转染反义寡核苷酸等24 h后，刮下细胞并收集于

10 mL离心管中，1000 r/min常温下离心8 min，弃

上清，预冷  PBS 洗涤  2 次，离心去  PBS；用预冷

的 8 0 % 乙醇重悬并固定细胞，离心去固定液；预

冷的PBS液重悬细胞，加50 μg/L碘丙锭、20 μg/L 
RNA酶、1 mg/L枸橼酸钠、1% Triton X-100，避光

孵育，上流式细胞仪检测细胞凋亡情况。

1.3  统计学处理  
采用“简明医学统计学处理系统1.0”软件进
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行统计学分析。数据以均数±标准差( x±s)表示，

两组间比较用t检验，多组间比较用单因素方差分

析。以P<0.05为差异有统计学意义。

2  结   果

2.1  反义寡核苷酸对 HeLa 细胞中 HSP70 蛋白表

达的影响

在同一激发光下，仅用脂质体转染组细胞没

有任何荧光，而导入脂质体包裹的反义寡核苷酸

组细胞可见明显的绿色荧光，弥散分布于细胞浆

和细胞核(图1)。转染24 h后，检测HSP70蛋白的

表达显示：正常对照组、A S组、S组、R组HSP70
灰 度 比 值 分 别 为 1 . 3 6 5 ± 0 . 1 8 7 ， 0 . 3 7 9 ± 0 . 1 3 4 ， 
1 . 4 0 3 ± 0 . 1 6 3 和 1 . 4 1 0 ± 0 . 1 5 8 ，反义寡核苷酸显著

抑 制 了 H S P 7 0 的 表 达 ， 可 使 其 表 达 水 平 下 调 约

75%(P<0.01)，而正义与随机寡核苷酸则对HSP70
的表达无明显影响，S组与R组条带灰度值与正常

对照组比较，差异无统计学意义(P>0.05；图2)。

图1   用荧光显微镜检测HeLa细胞摄取HSP70反义寡核苷酸(×200)。 A：正常对照组 ；B：AS组。 

Figure 1   Uptake of HSP70 antisense oligonucleotides by HeLa cells under fluorescent microscope(×200). A: Normal control group;  

B: AS group.

图2   Western免疫印迹检测反义寡核苷酸对HSP70蛋白表

达的影响。Ctrl：正常对照组；AS，S， R：分别为转染反

义、正义及随机寡核苷酸组。

Figure 2   Western blot shows the effects of antisense 

oligonucleotides on the expression of HSP70 protein in HeLa 

cells. Ctrl: Normal control group; AS, S, R: HeLa cell groups 

transfected with antisense, senese, and random oligonucleotides of 

HSP70, respectively. 

A B

Ctrl                       AS                     S                      R

HSP70

β-actin

2.2  HSP70 表达下调对顺铂诱导 HeLa 细胞生长抑

制的影响

C i s 组：以未行任何处理的 He L a 细胞的增殖

活力为100%，顺铂处理12 h后，HeLa细胞的增殖

能力下降了18%，为82.3%±5.6%(P<0.05)；AS+Cis
组：在HSP70反义寡核苷酸处理24 h后，再加入顺

铂处理12 h，此时HeLa细胞生长即受到了显著的抑

制，增殖能力在单纯顺铂处理的基础上又下降了

约20%，为62.8%± 3.2%，仅相当于正常生长HeLa
细胞增殖能力的60%，与Cis组和Ctrl组比较，差异

具有统计学意义(P<0.01)。S+Ci s组，R+Ci s组：

采用HSP70正义寡核苷酸和随机寡核苷酸处理24 h
后，再加入顺铂处理12 h，此时HeLa细胞增殖能力

与Cis组基本相当，差异无统计学意义(P>0.05)。
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2.3  HSP70 反义寡核苷酸对顺铂诱导 HeLa 细胞凋

亡的影响

正常对照组HeLa细胞凋亡核百分率为4.3%，

Ci s组细胞凋亡核百分率为1 4 . 9 %，两者相比具有

统计学意义 ( P < 0 . 0 5 ) 。 A S + C i s 组 H e L a 细胞凋亡

核 百 分 率 为 2 4 . 6 % ， S + C i s 组 细 胞 凋 亡 核 百 分 率

为 1 6 . 6 % ，两者相比具有统计学意义 ( P < 0 . 0 5 ) ，

A S + C i s 组 与 C i s 组 相 比 差 异 具 有 统 计 学 意 义

(P<0.05)，与正常对照组相比差异具有统计学意义

(P<0.01)。S+Cis组、R+Cis组与Cis组相比差异无

统计学意义(P>0.05；图3)。

图3   流式细胞术检测HSP70 反义寡核苷酸对顺铂诱导HeLa细胞凋亡的影响。Ctrl：正常细胞组；Cis: 单纯顺铂处理组；

AS+Cis：HSP70反义寡核苷酸+顺铂处理组；S+Cis：正义寡核苷酸+顺铂处理组；R+Cis：随机寡核苷酸+顺铂处理组。

Figure 3   FCM assay shows the effect of antisense oligonucleotides of HSP70 on apoptosis of HeLa cells inhibition-mediated by 

cisplatin. Ctrl: Normal control group;  Cis: Cisplatin treatment group; AS+Cis: Antisense oligodeoxynucleotides + cisplatin treatment 

group; S+Cis: Sense oligodeoxynucleotides + cisplatin treatment group; R+Cis: Random oligodeoxynucleotides + cisplatin treatment group.
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3  讨   论

HSPs之所以被称作热休克蛋白，是因为它们

首先在处于高温环境的细胞中被发现，但是后来

研究证实它们的合成受很多因素的影响，感染、

氧自由基、缺血、中毒以及恶变等状况下均可诱

导 细 胞 表 达 H S P s 。 在 肿 瘤 形 成 过 程 中 ， 肿 瘤 细

胞不断增殖，合成代谢增强，产生大量的异常蛋

白，这些变性或不正常的蛋白质的存在刺激  HSPs

大量合成，使其呈现持续的高诱导表达[9]。HSP70 
的高表达能与多种原癌基因相互作用，与癌基因

产物结合形成  H S P 7 0 - 癌蛋白复合物，介导癌蛋

白构象成熟及转运，维持癌蛋白结构与功能的完

整。宫颈癌既是女性最常见恶性肿瘤之一，同时

又是HSP70高表达的肿瘤。大量研究表明：HSP70
在宫颈癌和宫颈原位癌组织中的表达比其在癌旁

组织及正常组织中的表达显著增多，与细胞的转

化和恶变过程密切相关[10-11]。
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反义寡核苷酸技术即反义DNA技术，就是用

一段人工合成的能与  R N A或  D N A互补结合的特

异寡核苷酸，使其专一性地抑制基因的表达。反

义寡核苷酸技术作用原理有二：一方面设计合成

脱氧寡核苷酸，掺入基因组特异区域形成三股螺

旋  DNA( triplex DNA)、  D环  (D loop)或对转录因

子的套圈作用，从而在复制或转录水平上抑制或

封闭靶基因的表达；另一方面反义寡核苷酸能与

m R N A 形成  D N A -R N A 双链结构激活细胞内固有

的核糖核酸酶  H(Rnase H)，特异降解杂交体中的 
mRNA从而十分有效地阻滞 mRNA的翻译[12]。1978 
年Zameeni k首次将反义技术应用于抑制病毒基因

表达研究并获得成功，此后随着研究的进展，反

义技术日趋成熟，反义脱氧寡核苷酸作为一种治

疗药物用于抗肿瘤治疗，是目前最有可能应用于

临床的基因疗法。福米韦生  ( fomivirsen)通过美国  
FDA批准为第一个进入市场的反义脱氧寡核苷酸类

药物[13]。

本实验将人工合成的H SP 7 0反义脱氧寡核苷

酸 以 脂 质 体 为 介 导 转 染 宫 颈 癌 H e L a 细 胞 ， 应 用

Western 免疫印迹及免疫荧光技术检测，结果显示

HSP70蛋白的表达呈显著下调。这表明HSP70反义

脱氧寡核苷酸进入细胞后作用于靶基因，能特异

地抑制宫颈癌HeLa细胞HSP70的表达。

在 确 认 H S P 7 0 反 义 脱 氧 寡 核 苷 酸 之 有 效 性

后，本实验将HSP70反义脱氧寡核苷酸对细胞增殖

活性的影响进行了检测，发现HSP70反义寡核苷酸

能明显促进顺铂诱导的HeLa细胞增殖抑制作用，

而HSP70正义及随机寡核苷酸则没有影响。进一步

采用流式细胞术检测了HeLa细胞凋亡情况。结果

显示：HSP70反义寡核苷酸能明显增强顺铂诱导的

HeLa细胞凋亡的发生，细胞凋亡百分率显著高于

单纯顺铂处理组，而HSP70正义及随机寡核苷酸则

同样对顺铂诱导的HeLa细胞凋亡没有任何影响。

化学药物治疗己经作为宫颈癌主要的辅助治

疗，对肿瘤的治疗、预防复发有明显疗效。顺铂广

泛应用于恶性肿瘤的治疗，是宫颈癌化学治疗中

的一线药物[14]。而多药耐药(multidrugresistance，

MDR)是肿瘤进行化学药物治疗时的一大障碍，联

合反义脱氧寡核苷酸和化学治疗药物成为目前肿瘤

研究中较为常见的策略。

许多研究表明：诱导恶性肿瘤细胞凋亡是化

学治疗药物发挥杀伤作用的重要机制之一，而凋

亡抑制基因的过度表达使肿瘤细胞对化学治疗药

物敏感性下降 [ 1 5 - 1 6 ]。H S P作为一种抗凋亡蛋白，

其 表 达 随 着 重 复 刺 激 次 数 的 增 加 ( 如 反 复 给 予 抗

肿瘤药)而增加，而HSP的增加则可能使肿瘤细胞

对抗肿瘤药的敏感性降低，产生耐药性。研究发

现对化学治疗药物敏感的  K562细胞系，若高表达 
HSP70，无论在体内还是在体外，都对化学治疗药

物产生耐受[17]。而Lee 等[18]在鼠脑细胞瘤中发现：

经热处理的肿瘤细胞有HSP70表达，产生对长春新

碱、  柔红霉素的耐药性，HSP70表达水平的高低

与耐药性有很强的相关性。因此应用抗  HSP试剂

或阻断HSP基因的方法，有可能解决某些抗癌药物

的耐药性难题。

作者的研究证实，将顺铂联合H SP 7 0反义脱

氧寡核苷酸，发现HSP70反义脱氧寡核苷酸具有协

同和增效作用，可增加顺铂化学治疗诱导的细胞

凋亡，增强顺铂化学治疗对肿瘤的生长抑制，显

著提高肿瘤对化学治疗的敏感性。因此，HSP70可

成为宫颈癌基因治疗的靶标，HSP70反义脱氧寡核

苷酸联合化学治疗药物可以作为宫颈癌治疗的新

途径。
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