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;+VWG7XWCB@FV融合基因系统对胃癌 )NX7:28 细胞体的外杀伤作用
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摘要!目的 探讨腺病毒介导血管内皮生长因子第二受体，亦即酪氨酸激酶受体（Y.-EH*!+%RE.-7D%-’E.-.-C!>*D*=’%>，VWG）

启动子驱动的 XWCB@FV 融合基因体系对人胃癌细胞株 )NX7:28 的杀伤作用。方法 将质粒 =;+QEH@7VWG7XWCB@FV
在 1P8 细胞内包装、扩增后，体外感染表达 VWG 的 )NX7:28 细胞株，并给予不同浓度的前药 67IX 和 Z 或更昔洛韦，观

察该体系对 )NX7:28 细胞株的杀伤效应及其旁观者效应；并以流式细胞仪检测细胞周期的变化，电镜观察细胞的病

变。结果 所得病毒滴度为 1O2!9291!=J&ZRB。)NX7:28 细胞株感染率随腺病毒滴度的递增而增加。融合基因的疗效优于

任一单自杀基因（![2O229）。将感染腺病毒的细胞与未感染细胞以不同比例混合培养，观察到该体系明显的旁观者效

应。流式细胞术检测表明该体系抑制 )NX7:28 细胞 WK; 的合成，表现为 N9 期细胞比率增多及 $ 期细胞减少（![2O229）。

同时，电镜下可见 )NX7:28 细胞有凋亡和坏死改变。结论 腺病毒介导 VWG 启动子驱动的 XWCB@FV 融合基因体系可

以有效地杀伤人胃癌细胞。

关键词!胃肿瘤；VWG 启动子；自杀基因治疗；腺病毒
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胃癌是影响人类健康的常见恶性肿瘤之一，其早

期诊断困难，治疗不尽如人意。近年来，随着分子生物

学及基因工程的迅速发展，基因治疗已成为恶性肿瘤

的有效治疗手段之一，在众多的基因治疗方法中，自

杀基因疗法引起了许多学者的兴趣，成为近年基因治

疗的研究热点［9f8］。本研究采用了腺病毒介导酪氨酸

激酶受体（Y.-EH*!+%RE.-7D%-’E.-.-C!>*D*=’%>_!VWG）启

动子调控的 XWZFV 融合双自杀基因，观察了该体系

对高表达 VWG 的人胃癌细胞株 )NX7:28 的杀伤作

用，旨在体外水平探讨该自杀基因体系治疗人胃癌的

可能性。

9!!材料与方法

9O9!!材料

质粒 =;+QEH@7VWG7XWCB@FV 为珠江医院普外

科保存，1P8 细胞引自美国 ;FXX 全球生物资源中

心，)NX7:28 细胞购自中山大学细胞库。9352、小牛

血清为 N.?D% 公司产品；转染试剂 L%B@I*D’ 购自

gb;NQK 公司；更昔洛韦"CE-D.DB%/.>，NXh0为 G%D(*!
L(E>RE "$d.’T*>BE-+0 公司产品，67IX 购自 $.CRE 公

司。
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图 "#不同浓度的前药对转基因 $%&’()* 细胞的抑制效应
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图 <A重组腺病毒对 $%&6()* 细胞的
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<Q"AA实验方法

<Q"Q< 重组腺病毒的包装、扩增与纯化，重组腺病毒滴

度测定，重组腺病毒的鉴定 见参考文献［!］。

<Q"Q"A重组腺病毒对 $%&6()* 细胞感染率的测定

$%&6()* 细胞以含 <)R胎牛血清的 S+$IA<>!) 培

养。取对数生长期的上述细胞，以 "!<)5 个细胞数接

种于 > 孔培养板，待细胞丰度达约 ?)=，加入不同感

染复数（$MI）的目的腺病毒，加少许培养基振荡 "T*AN
后，补足培养基继续在 *@!"、5=&M" 孵箱内培养，*A.
后在荧光显微镜下计数绿色荧光蛋白（%7+）阳性细

胞百分比。

<Q"Q*A 不 同 浓 度 的 前 药 对 细 胞 的 杀 伤 效 应 将

$%&6()* 以 <!<)! 个细胞 4 孔接种于 ?> 孔培养板

中，次日丰度达约 ()=，用 $MIU<)) 的重组腺病毒

感染，培养 "!AN 后弃去培养液，分别加入以 5=血清

培 养 基 稀 释 的 不 同 浓 度 的 前 药 %&3 和 567&，设

%&3 组、567& 组、%&3V567& 组、阴性对照及空白对

照组，加药 @"AN 后，以 $WW 法检测细胞生长抑制率。

<Q"Q!AA旁观者效应（OX1GEJ.H,AHKKHLG） 分别取对数生

长期的转基因和未转基因细胞，以不同比例进行混

合，以 <!<)! 个细胞 4 孔接种于 ?> 孔培养板中，

"!T!(AN 后，于不同组分别加入 %&3 以及 567& 的混

合液，%&3 浓度为 <))A904:，567& 浓度为")))A904:。

@"AN 以后以 $WW 法检测细胞存活率。

<Q"Q5AA前药对 $%&6()* 细胞周期的影响 将转基因

$%&6()* 细胞在培养瓶中培养至指数生长期，以每

孔 5!<)5 个细胞接种于 "! 孔培养板中，设未加药对

照组和治疗组（%&3：!)A904:，567&："5)A904:），加药

"!AN 后收集细胞。+YB 洗 " 次，加冷无水乙醇至终浓

度为 @)R，!A"固定过夜，离心去乙醇，+YB 洗 " 次；

加入 SZE1HA"))A!F8<A04:;，*@A" <AN，离心去 SZE1H；

加入碘化丙啶8+I;A())A!F 染色 *)A9DJ；流式细胞仪

8&-/JGH, 公司;检测。

<Q"Q>AA电镜观察药物作用后 $%&6()* 细胞的变化 转

基因细胞接种于 @5A9F 培养瓶，待丰度达 ()R，给以

前药，使其终浓度为 %&3：<))A904:、567&：")))A90A
4:。培养 !(N 后收集细胞，<)))A,49DJ 离心后，立即行

)Q5R戊二醛固定过夜，)Q5A9-F4:+YB 冲洗后，<)A04:
锇酸固定 "AN，丙酮脱水，环氧树脂包埋，超薄切片及

铀铅染色，透射电镜8[$6<)? 型;观察。

<Q*AA统计学处理

应用 B+BB<)Q) 软件进行数据处理，采用两独立样

本 !检验和完全随机设计方差分析。显著性水准为 )Q)5。

"AAA结果

"Q<AA重组腺病毒的包装、扩增、纯化以及滴度测定

重组腺病毒质粒经 "#$"酶切后用 +-FX7HLG 转

染试剂转染 "?* 细胞，"!AN 后可见 %7+ 荧光表达，

*T5A. 表达达到高峰，@T<)A. 可收集细胞，反复扩增

后氯化铯密度梯度离心后所得重组腺病毒滴度为 "!
<)<"\K/49F。
"Q"AA重组腺病毒的感染效率

采用不同 $MI 的重组腺病毒感染 $%&6()* 细

胞，?>AN 后观察发现：细胞的感染率随腺病毒滴度的

增加而递增，当 $MIU< 时，仅少数细胞有荧光；当

$MIU<)) 时，约 ?>R的细胞有 %7+ 表达；$MIU"))
时，几乎所有的细胞均被感染见图 <。

"Q*AA重组腺病毒对 $%&6()* 细胞的体外抑制效应

以 $MIU<)) 的重组腺病毒 P.6]^S6&^0FXW]
感染 $%&6()* 细胞，加入不同浓度的前药培养 ?>AN
后，$WW 法检测细胞生长抑制率。结果发现，随着前

药浓度的增加，细胞存活率呈下降趋势。当联合应用

%&3 和 567& 的浓度分别为 <))A90 和 ")))A90 时，

细胞生存率仅约为 5R。而单用浓度 <))A904: 的

%&3 时，$%&6()* 细胞生存率为 "5R，单用浓度为

")))A904: 的 567&，细胞生存率为 ")R，与联合用药

时相比，均有显著性差异（% 均 _)Q))<）见图 "。

周广军，黄宗海，俞金龙‘等QP.]^S6&^0FXW] 融合基因系统对胃癌 $%&6()* 细胞体的外杀伤作用 !)*· ·
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134!!旁观者效应

将感染腺病毒的 )56789: 细胞与未感染腺病

毒的细胞以不同比例混合培养，加入 56;"<99!=>?@0
以及 A7B6"1999!=>?@0的混合液。结果发现，随着转基

因细胞比例的增加，不仅细胞存活率逐渐下降，而且

可以观察到该体系明显的旁观者效应。当转基因细胞

的比例为 AC、<9D、19D、49D和 89D时，)56789: 细

胞存活率分别为 8:D、44D、1ED、8D和 :D。

13A!!重组腺病毒对 )56789: 细胞周期的影响

转基因 )56789: 细胞给以前药（56;：49!=>?@；

A7B6：1A9!=>?@）处理 14!( 后，流式细胞仪检测发现：

未加药对照组和治疗组处于 $ 期比率分别为 :834D、

2:32D（!F9399<），处于 51 期比率分别为 <A3:D、93<D
（!F9399<）。

132!!前药处理后 )56789: 细胞的电镜观察

细胞体收缩、染色体边聚，并且有染色体固缩于

核的两边，呈电子密度增强，有的胞核形态不规则，核

发生碎裂，胞浆内可见多个电子密度增强的核碎片，

有的可见凋亡小体。

:!!讨论

近些年来，研究者们在如何提高自杀基因针对肿

瘤细胞的基因转移、基因表达效率上做了大量的工

作，并取得了丰硕的成果。为了提高自杀基因的靶向

性，有学者利用肿瘤细胞特异的启动子来调控目的基

因，从而使目的基因在特定的肿瘤组织中表达。目前

较常用的有甲胎白蛋白（GBH）启动子介导自杀基因

治疗肝癌［A］，采用癌胚抗原（6IG）启动子介导自杀基

因治疗大肠癌等［2］。血管内皮生长因子";I5B0是肿瘤

细胞系中的一种新型生长因子，其受体 JKL 在肿瘤

血管及肿瘤组织细胞中均高表达，而正常组织表达甚

微或不表达［M］。有研究证明，;I5B 与其受体 JKL 在

胃癌细胞中广泛表达［8］。基于此，JKL 可作为胃癌基因

治疗的理想启动子。本实验采用的 G+JKL76+>NOPJ
融合基因系统，不仅将 JKL 基因启动子引入该系统

驱动自杀基因的治疗，并且利用了腺病毒载体滴度

高，对上皮来源的细胞具有特殊亲和力的优势。我们

将重组腺病毒感染表达 JKL 的胃癌细胞 )56789:，

发现当 )QRS<99 时，约 E2D的细胞有 5BH 表达；

)QRS199 时，几乎所有的细胞均被感染，证实该系统

对胃癌 )56789: 细胞有较高的感染率。

本研究发现，单用浓度 <99T=>?@ 的 56; 时，转

基因 )56789: 细胞生存率为 1AD，单用浓度为 1999!
=>?@的 A7B6，生存率为 19D，而二者联合时，其生存

率约为 AD（!F9399<）。两种前药联合作用的效果明显

优于任一单一药物，说明双自杀基因的疗效要明显高

于单自杀基因。U$;7’V?56;、6K?A7B6 是目前研究最

多的自杀基因系统。"# 基因通过编码产生胸苷激酶

特异地将核苷类似药物前体（如丙氧鸟苷）磷酸化，进

而在细胞内代谢成三磷酸丙氧鸟苷，后者抑制细胞

KWG 聚合酶的功能或竞争性的渗入细胞 KWG，使其

合成终止，导致细胞死亡［E］。6K 基因通过编码胞嘧啶

脱氨酶将无毒的前体药物 A7B6 代谢成抗 KWG 合成

的药物 A7B,，达到杀死肿瘤细胞的作用［<9］。联合应用

6K?A7B6 和 U$;7’V?56; 系统，前者产生的 A7B, 可

抑制胸苷酸合成酶，减少胸腺嘧啶生成，相应减少在

U$;7’V 活性部位胸腺嘧啶和 56; 的竞争，从 而增

强 U$;7’V?56; 系统的效应。已有学者报道两者的联

合治疗对包括胃肠道肿瘤、乳腺癌及脑胶质瘤等在内

的实体瘤具有明显的协同作用，并能减少肿瘤细胞抗

药性的产生 ［<<X<1］。我们的实验结果也进一步证实了

G+JKL76+>NOPJ 融合基因系统治疗胃癌具有基因

联合治疗的优势。

实验中，我们将感染重组腺病毒的 )56789: 细

胞和未感染的细胞以不同的比例混合培养，经前药治

疗后，观察到该体系具有明显的旁观者效应。当转基

因细胞的比例为 49D时，)56789: 细胞存活率已降

至 8D，即被杀灭的细胞数远超过表达自杀基因的细

胞数。这正体现了自杀基因治疗的优势所在，可以使

其能较好的应用于体内治疗。关于旁观者效应的机制

目前尚不完全清楚。引发旁观者效应的主要原因包

括：可溶性激活的前药"如 A7B,0在细胞 7 细胞之间自

由弥散而产生的单纯弥散作用，56; 的磷酸化产物

经不同细胞之间的裂隙连接形成的“代谢协作”管道

扩散而产生的代谢协作作用，也可能与免疫介导作用

及细胞凋亡有关。

通 过 流 式 细 胞 仪 检 测 ， 我 们 发 现 转 基 因

)56789: 细胞经前药治疗后，细胞 KWG 被阻止于 $
期，提示细胞 KWG 的合成被抑制Y进而引起细胞凋亡

或 ? 和坏死。同时，经透射电镜观察，发现经该体系治

疗后的转基因 )56789: 细胞可见凋亡和坏死的发

生。这些现象提示细胞的凋亡有可能是 G+JKL7!6+>NO
PJ 融合基因系统杀伤胃癌细胞的机制之一。

我们的研究表明，G+JKL76+>NOPJ 融合基因系

统可以有效地杀伤胃癌 )56789: 细胞。但关于其作

用机制，以及最佳前药浓度和用药时机的选择等，仍

有待于进一步深入研究。且该系统治疗胃癌的体内研

究远比体外实验复杂Y也将是我们今后探讨的方向。
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睡眠呼吸暂停综合征简介

李涛平（南方医科大学南方医院呼吸科，广东 广州 !"#!"!）

睡眠医学是一个新兴的综合性学科，涉及到临床呼吸、心血管、消化、血液、泌尿、内分泌、耳鼻喉、口腔、妇

产科、小儿科、精神科等各个学科。睡眠呼吸暂停综合征（$%&$）是引起临床很多疾病的独立始动因素，充分认

识可以改变人们对很多疾病发生、发展的传统观念。

$%&$ 是指在睡眠中反复出现 "# 秒以上的呼吸停止。当这种呼吸暂停频繁发生，可导致间断、频繁发生的

呼吸衰竭，机体严重缺氧通过神经、内分泌、化学等调节系统使全身各器官系统功能及病理改变，从而引发各种

相关疾病，病人表现出一系列的相关症状。如在心血管系统可引起各种心律失常、心衰，严重者可以引起夜间猝

死；呼吸系统可以引起夜间哮喘、肺心病、重叠综合征等；在脑神经系统，是脑中风的主要原因，还可以引起脑白

质变性；可以因严重的低氧导致大脑半球特别是皮层和皮下功能的损害，引起老年痴呆，在儿童可影响智力发

育、反应迟钝、记忆力下降而出现痴呆；在内分泌系统，$%&$ 还可以引起糖、脂肪、蛋白三大代谢紊乱，引起代

谢紊乱综合症、糖尿病等；$%&$ 对血液系统同样有影响，可以导致红细胞增多、血液粘滞度增高，可以引起阵

发性夜间睡眠血红蛋白尿等疾病；临床研究还发现消化系统的胃食道反流征也与 $%&$ 有关；同时，$%&$ 还

是夜间遗尿、失眠多梦、男性性功能、生殖功能障碍的主要原因。很多疾病如脑肿瘤等也可以引起 $%&$ 相互影

响形成恶性循环。因此，及时诊断和治疗 $%&$ 对有效治疗相关疾病是非常重要的。
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