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Abstract
AIM: To investigate the possible function of Ro 
60 antisense nucleic acid in multidrug resistant 
cell line of gastric cancer.

METHODS: Ro 60 antisense eukaryotic ex-
pression vector was constructed using DNA 
recombination technique, then transfected into 
SGC7901-VCR by LipofectamineTM2000. Drug 
sensitivity assay was performed using MTT 
assay, and IC50 values of gastric cancer cells to 
chemotherapy drugs were calculated. The intra-
cellular accumulation of adriamycin in gastric 
cancer cells was measured using fluorescence-

activated cell sorting.

RESULTS: The expression level of Ro 60 in 
SGC7901-VCR cells was decreased after transfec-
tion with antisense genes. In vitro drug sensitivity 
assay show that SGC7901-VCR cells transfected 
with Ro 60 antisense genes showed significantly 
increased sensitivity to vincristine (IC50: 7.66 ± 
0.45 mg/L vs 19.56 ± 0.38, 17.48 ± 0.85 mg/L, P < 
0.01), mitomycin (IC50: 0.84 ± 0.03 mg/L vs 1.62 
± 0.06, 1.80 ± 0.03 mg/L, P < 0.01), cisplatin (IC50: 
0.51 ± 0.03 mg/L vs 0.87 ± 0.03, 0.88 ± 0.03 mg/L, 
P < 0.01) and adriamycin (IC50: 0.22 ± 0.01 mg/L 
vs 0.52 ± 0.02, 0.43 ± 0.03 mg/L, P < 0.01), as com-
pared with SGC7901-VCR and SGC7901-VCR-
pcDNA3.1 cells. As showed by flow cytometry, 
the intracellular accumulation of adriamycin in 
the cells transfected with Ro 60 antisense gene 
was markedly increased in comparison with that 
in SGC7901-VCR or SGC7901-VCR-pcDNA3.1 
cells (51.94 ± 1.26 mg/L vs 36.27 ± 0.98, 37.01 ± 0.91 
mg/L, P < 0.01).

CONCLUSION: After transfected into multi-
drug resistant cell line of gastric cancer, Ro 60 
antisense nucleic acid can inhibit the multi-
drug resistant phenotype of gastric cancer.
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摘要
目的: 对Ro 60反义核酸在逆转胃癌细胞多
药耐药中作用进行研究. 

方法: 克隆Ro 60编码基因, 构建Ro 60编码基因
的反义真核表达载体, 将其转导入SGC7901细
胞, 应用半定量RT-PCR技术, 对基因转染细胞
进行鉴定, 通过MTT法进行体外药物敏感性分
析, 借助流式细胞仪检测细胞内蓄积的阿霉素. 

■背景资料
肿瘤细胞的多药
耐药(MDR)严重
影响了肿瘤化疗
的效果, 是导致化
疗失败的主要原
因. 因此, 如何逆
转MDR已是肿瘤
研究的热点. 应用
反义RNA, RNAi
等技术在基因水
平阻断MDR相关
分子的表达, 从而
逆转肿瘤细胞的
MDR, 是当前逆
转肿瘤的MDR是
一个方向.
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结果: 成功构建了Ro 60反义真核表达载体, 应
用脂质体介导法将其转导入SGC7901-VCR, 
Ro 60反义真核表达载体转染SGC7901-VCR 
细胞后, Ro 60的表达量明显下降, 体外药物
敏感性实验提示其对长春新碱、丝裂霉素、

顺铂、阿霉素的敏感性增加, 转染反义表达
载体的SGC7901-VCR细胞与未转染和转染空
载体的细胞相比, IC50值(mg/L)有显著的下降
(7.66±0.45 vs  19.56±0.38, 17.48±0.85; 0.84
±0.03 vs  1.62±0.06, 1.80±0.03; 0.51±0.03 
vs 0.87±0.03, 0.88±0.03; 0.22±0.01 vs  0.52
±0.02, 0.43±0.03, 均P <0.01), 细胞内阿霉素
蓄积有显著的增加(51.94±1.26 mg/L vs  36.27
±0.98, 37.01±0.91 mg/L, P <0.01).

结论: Ro 60反义真核表达载体转染 SGC7901 
后能够抑制胃癌细胞的多药耐药表型.

关键词: 胃癌; Ss-A/Ro 60 ku亚单位; 多药耐药; 反

义核酸
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0  引言

肿瘤细胞的多药耐药(mul t id rug res i s tance, 
MDR)[1-4]是导致肿瘤化疗失败的主要原因, 逆转

肿瘤细胞的耐药性是提高肿瘤化疗疗效的关键. 
Ss-A/Ro ribonucleoprotein 60 ku subunit(Ro 60)
是在耐长春新碱的胃癌细胞系SGC7901/VCR与
SGC7901的差示比较中发现在SGC7901/VCR中
高表达的基因[5], 初步研究表明, Ro 60对胃癌的

MDR起到促进的作用[6-7]. 为了深入探讨Ro 60与
MDR的关系, 同时也探讨在基因水平逆转 MDR 
的方法, 我们以SGC7901/VCR耐药细胞株为靶

细胞模型, 设计针对Ro 60 mRNA的反义核酸, 
进行MDR逆转实验. 

1  材料和方法

1.1 材料 人胃癌细胞耐药亚系SGC7901/VCR由
第四军医大学消化病研究所保存; RPMI 1640及
胰蛋白酶购自Hyclone公司; 胎牛血清购自浙江

金华公司; T4 DNA连接酶、IPTG、X-gal及dNTP
购自上海生工公司; DNA胶回收试剂盒购自华

舜公司; Taq酶及各种限制性DNA内切酶购自

TaKaRa公司; 质粒DNA提取试剂盒购自Omega公
司; LipofectamineTM2000购自Gibco 公司. 

1.2 方法

1.2.1 Ss-A/Ro 60的克隆 利用RNA提取试剂盒提

取SGC7901/VCR的总RNA, 逆转录制备cDNA, 
以RT-PCR克隆Ro 60编码基因, 上游引物: 5' ATA 
ACG AGG GAG AGG AGA AAG G 3'; 下游引物: 
5'GTG TCC ACC TGC ACT CCA TGT C 3', 按Taq 
酶说明书中反应体系行PCR反应, PCR产物行

10 g/L琼脂糖凝胶电泳分离, 并以DNA胶回收试

剂盒回收纯化该片段. 
1.2.2 Ro 60反义表达载体的构建及转染 本研

究选取了Ro 60 cDNA中1011位-1733位, 长度

为723 bp的片段作为反义RNA的靶序列, 应用

Eco RⅤ, Bam HⅠ双酶切技术克隆此片段, 然后

将此片段克隆重组至真核表达载体pcDNA3.1/
V5-His中, 使该片段反向连接在pcDNA3.1/V5-
H i s载体C M V启动子的下游 .  按照脂质体说

明书的操作步骤 ,  将R o 60反义表达载体和

pcDNA3.1/V5-His空载体分别转导入对数生长

中期的耐药胃癌细胞SGC7901/VCR中, 并用

300 mg/L G418对转染细胞进行筛选. 
1.2.3 转染细胞Ro 60基因表达的检测 应用半定

量RT-PCR技术, 检测Ro 60在反义基因转染细胞

及对照细胞中的表达. 
1.2.4 体外药物敏感性实验 收获对数生长中期的

基因转染细胞及其对照细胞, 按照每孔103接种入

96孔板, 置于细胞培养箱中按常规培养; 将阿霉

素(ADM)、顺铂(CCDP)、丝裂霉素(MMC)、长

春新碱(VCR)按不同的浓度加入细胞中, 每个浓

度设4个复孔, 继续培养72 h后, 按常规方法加入

MTT及DMSO, 于490 nm处测A值, 计算细胞的

存活率: 细胞存活率 = (实验组A值-空白对照组

A值)/(阴性对照组A值-空白对照A值)×100%; 同
时计算细胞对每种药物的IC50值. 
1.2.5 细胞内ADM蓄积的检测 收获对数生长中期

的细胞, 按照每孔8×103个细胞接种入6孔板中; 
培养过夜后, 每孔加入ADM至终浓度为5 mg/L, 
继续培养1 h, 收获细胞, 以PBS洗涤细胞后, 上流

式细胞仪检测细胞内的ADM荧光强度[8].
统计学处理 应用SPSS 11.0统计软件包, 对

各组均数进行t检验.

2  结果

2.1 Ro 60编码基因的克隆及Ro 60反义表达载

体的构建 通过对SGC7901/VCR细胞的cDNA进

行PCR扩增(图1), PCR产物经与pUCm-T载体连

接、转化感受态细菌, 获得了有阳性cDNA片段

■应用要点
本研究的结果表
明, Ro 60可以作
为逆转胃癌细胞
耐药的候选分子, 
具有一定的临床
应用前景.
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对照细胞中的表达情况, 结果表明, 与SGC7901/
VCR细胞和转染有空载体的SGC7901/VCR细胞

相比, 转染有反义基因的SGC7901/VCR细胞中

的Ro 60的表达量明显降低(图3).
2.4 体外药物敏感性实验 下调Ro 60在耐药细胞

SGC7901/VCR的表达, 可增加耐药细胞对VCR, 
MMC, CDDP和ADM的敏感性, 与SGC7901/
VCR和VCR -pc细胞相比, P <0.01(表1).
2.5 细胞内ADM蓄积的检测 流式细胞仪检测

结果显示 ,  在反义转染细胞中 ,  与S G C7901/
V C R细胞和S G C7901-p c D N A3.1细胞相比 , 
SGC7901-Ro细胞内蓄积的ADM明显减低, 与
SGC7901/VCR和SGC7901-pc DNA3.1细胞相比, 
P <0.01(表1).

3  讨论

MDR是指肿瘤细胞对一种化疗药物产生耐药的

同时, 对其他结构和作用机制不同的化疗药物也

产生交叉耐药的现象, 是导致化疗失败的主要原

因. 因此, 如何逆转MDR已是肿瘤研究的热点. 
近年来, 反义RNA技术逆转 MDR已有较广泛和

深入的实验研究[9-11]. 其基本原理是, 根据碱基

互补配对规律设计出能与靶基因特定区域结合

的RNA或DNA片段, 从而阻抑从DNA到mRNA
的转录或从mRNA 到蛋白质的翻译过程[12-13]. 以
前的研究发现, 在胃癌细胞的MDR中, 除了有

P-gp, MRP, GST等经典的耐药分子参与外[14-18], 
凋亡基因的改变、蛋白激酶C以及某些离子通

→

的重组T载体; 应用EcoRⅤ, Bam HⅠ双酶切技术

克隆Ro 60 cDNA中1011位-1733位的片段, 然后

将此片段克隆重组至真核表达载体pcDNA3.1/
V5-His中, 使该片段反向连接在pcDNA3.1/V5-
His载体CMV启动子的下游, 并通过限制酶切技

术对构建的反义表达载体进行了鉴定(图2). 
2.2 Ro 60反义表达载体的转染 将构建成功的Ro 
60的反义表达载体和pcDNA3.1/V5-His空载体

通过脂质体介导法分别转导入对数生长中期的

耐药胃癌细胞SGC7901/VCR, 经过3 mo的G418
筛选, 获得了稳定转染的抗性细胞, 分别将其命

名为VCR-anti, VCR-pc. 
2.3 转染细胞Ro 60表达的检测 应用半定量RT-
PCR技术, 检测了Ro 60在反义基因转染细胞及

■名词解释
反 义 R N A 技 术 : 
根据碱基互补配
对规律设计出能
与靶基因特定区
域结合的RNA或
DNA片段 ,  从而
阻 抑 从 D N A 到
mRNA的转录或
从mRNA 到蛋白
质的翻译过程.

       

表  1   Ro 60反义表达载体转染细胞及对照细胞对化疗药物的IC50及细胞蓄积的
ADM的平均荧光强度(mean±SD, n  = 4, mg/L)

SGC7901/VCR
VCR-pc
VCR-anti

分组                           VCR	 MMC	    CCDP	         ADM	        荧光强度

bP<0.01 vs  SGC7901/VCR, VCR-pc细胞. 

19.56±0.38
17.48±0.85
7.66±0.45b

0.52±0.02
0.43±0.03
0.22±0.01b

1.62±0.06
1.80±0.03
0.84±0.03b

0.87±0.03
0.88±0.03
0.51±0.03b

36.27±0.98
37.01±0.91
51.94±1.26b

1                M

1700 bp

图  1  PCR产物琼脂糖凝胶电泳结果. 1: PCR产物; M: 
100  bp DNA标记物.

5500 bp

720 bp

M             1

图  2  Ro 60反义表达载体的酶切鉴定结果. M: 100 bp DNA
标记物; 1: pcDNA3.1- Ro 60经EcoRⅤ, BamHⅠ双酶切.

1        2       3       M      4       5        6

Ro60

1700 bp

GAPDH

225 bp

图   3   转 染 细 胞 R o  6 0 表 达 的 半 定 量 R T - P C R 检 测
结果. 1: VCR-anti(Ro 60);  2:  VCR-pc(Ro 60);  3: 
SGC7901/VCR(Ro 60);  M: 100 bp DNA标记物; 4: 
VCR-anti(GAPDH); 5: VCR-pc(GAPDH); 6: SGC7901/
VCR(GAPDH).
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道也参与了胃癌细胞MDR性的形成[19-25]. 为了深

入研究胃癌细胞MDR的发生机制, 我们应用改

良差示PCR技术比较了胃癌长春新碱耐药细胞

SGC7901/VCR与药敏细胞SGC7901基因表达的

差异, 结果表明, 与药敏细胞SGC7901相比, Ro 
60在耐药细胞SGC7901/VCR中的表达明显上

调. 人Ro 60基因定位于1号染色体1q31, cDNA全

长为1890 bp, 编码525个氨基酸残基, 分子量为

60 kDa[26-27]. Ro 60是多种自身免疫性疾病[28], 如
系统性红斑狼疮(SLE)、干燥综合症等疾病的自

身抗原. Ro 60是一种RNA结合蛋白, 目前Ro 60
的功能一直不是很清楚[29-30], 初步研究表明, Ro 
60对胃癌的MDR起到促进的作用. 因此, 我们以

SGC7901/VCR耐药细胞株为靶细胞模型, 设计

针对Ro 60 mRNA 的反义核酸, 进行MDR逆转实

验, 探讨在基因水平逆转 MDR 的方法. 
通过基因克隆、基因重组和转染, 我们获

得了Ro 60反义基因转染的细胞, 应用半定量RT-
PCR技术, 检测了Ro 60在反义基因转染细胞及

对照细胞中的表达, 结果表明, SGC7901/VCR
细胞转染Ro 60反义表达载体后其Ro 60表达

下降, 表明我们成功构建了Ro 60表达下调的

SGC7901/VCR细胞. 体外药敏实验结果表明, 下
调Ro 60在耐药细胞SGC7901/VCR的表达后, 细
胞对VCR, MMC, CDDP及ADM的敏感性明显增

加, 表明Ro 60在SGC7901/VCR细胞表达下调后

SGC7901/VCR对多种化疗药物的耐药性减低. 
流式细胞仪检测结果表明, Ro 60反义基因转染

的细胞后, 其细胞内蓄积的ADM明显增加, 这提

示Ro 60反义核酸可以提高细胞内的药物蓄积, 
使ADM累积增加, 细胞对ADM敏感性升高, 可
能通过恢复MDR细胞的药物蓄积能力而恢复化

疗药物对肿瘤的杀伤能力, 不同程度地使已产生

耐药肿瘤细胞的MDR 表型发生逆转. 
本研究的结果进一步支持了Ro 60基因促进

胃癌细胞的MDR表型这一观点, 同时也表明了

反义核酸是一种对逆转肿瘤细胞MDR有效的特

异性方法, Ro 60可以作为逆转胃癌细胞耐药的

候选分子, 具有一定的临床应用前景. 
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国际肝胆胰协会中国分会第二届全国学术研讨会

暨第三届全国普通外科主任论坛通知

本刊讯  第二届国际肝胆胰协会中国分会学术会议将于2006-10在武汉举行.

在各方面的大力支持下, 国际肝胆胰协会中国分会第一届学术研讨会已于2004-12在武汉成功举办, 与会

代表一千余人, 中国人大副委员长吴阶平院士、国际肝胆胰前主席刘允怡教授、Jim Tooli教授, 国际肝胆胰协

会侯任主席Büechler教授和欧洲肝胆胰协会主席Broelsch教授等亲自到会. 会议受到国内外专家及到会代表的

一致赞赏, 并受到国际肝胆胰协会的通报好评, 会议取得巨大成功.

第二届会议将邀请国内外著名专家做专题讲座, 针对国际国内肝胆胰外科进展及近年来的热点、难点问

题进行讨论; 并交流诊治经验, 推广新理论、新技术、新方法, 了解国内外肝胆胰疾病诊断、治疗发展趋势; 同

时放映手术录像. 大会热烈欢迎全国各地肝胆胰领域的内科、外科、影像科各级医师以及科研人员积极投稿

和报名参加. 

会议同时召开第三届全国普外科主任论坛, 因此也欢迎从事医疗卫生管理的各级医院正、副院长及正、

副主任积极投稿和报名参加.

本次会议已列入2006年国家级继续医学教育项目, 参会代表均授予国家级继续医学教育学分10分.

来稿要求: 寄全文及500-800字论文摘要, 同时寄论文的软盘一份或发电子邮件. 以附件的形式发送至

chenxp@medmail.com.cn, 也可将稿件打印后寄至: 武汉市解放大道1095号, 武汉华中科技大学附属同济医院肝

胆胰外科研究所张志伟、黄志勇副教授(收), 邮编: 430030; 联系电话: 027-83662599.


