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【摘) 要】目的：观察含小鼠 PQ#!$ 全长基因的质粒转染到 MN#
=L( 人卵巢癌细胞中，在脾细胞存在的情况下对肿瘤细胞的影

响及相关细胞因子的表达/ 方法：脂质体转染技术将基因转

染至 MN=L( 人卵巢癌细胞中，3QPMT 方法检测 PQ#!$ 及 PRS#!

的表达，I00 方法检测对 MN=L( 卵巢癌细胞增殖的影响/ 结

果：转染后 +, < 检测到 PQ#!$ 的高表达，约（+%( U (,）9E V Q；

而未转染组约 !( [ !% 9E V Q，两者比较差异有统计学意义（5 X
"/ "*）/ 在脾细胞作用下产生 PRS#!，以作用后 $+ < 表达量

高，约（!%( U !,）9E V Q，较未转染组高，比较有统计学意义

（5 X "/ "*）/ 转染后癌细胞免疫组化可见 PQ#!$ 表达，在脾细

胞的作用下，PQ#!$ 对 MN=L( 卵巢癌细胞有抑制其增殖的作用

（5 X "/ "*）/ 结论：可以将 PQ#!$ 基因转染至 MN=L( 人卵巢癌

细胞中并表达 PQ#!$，脾细胞检测其活性并有相应的细胞因子

产生，对 MN=L( 细胞有抑制其增殖作用，从而杀伤卵巢癌细

胞，具有抗肿瘤作用/
【关键词】白细胞介素#!$；卵巢肿瘤；基因治疗

【中图号】\%(%/ %!) ) ) 【文献标识码】T

KL 引言

肿瘤生物学治疗的许多细胞因子中 PQ#!$ 是最

有效的［!］/ 它具有明显的抗原发和转移瘤的作用，且

毒性远比 PQ#$ 低，成为广大学者研究的热点之一/ 卵

巢恶性肿瘤在盆腔内生长，易于转移而广泛播散，复

发率、转移率均较高/ 杨红等［$］将 "#葡萄糖醛酸苷酶

基因转入卵巢癌细胞以探索卵巢癌临床基因治疗/
我们将含有小鼠 PQ#!$ 全长基因的质粒转染至 MN=L(
人卵巢癌细胞中，观察其表达情况及其相关细胞因子

的表达，评价其抗肿瘤效果，探讨临床应用的可行性/

$L 材料和方法

$/ $L 材料L 人卵巢浆液性乳头状囊腺癌 MN=L( 细胞

株（美国 I14=B652 M2=59 ]5CC1B69E .59>1B .19C1B）用含

!"" 4Q V Q 小牛血清的 \^IP !’+"（-6H>= 公司产品）

培养液，在 (%_，*" 4Q V Q .Y$ 条件下培养，隔天换

液，细胞长满单层后用 $/ * E V Q 胰蛋白酶消化传代/
含有全长小鼠 PQ#!$ 质粒［^.T--M#PQ#!$（%/ ! NH）

［^.T--M#PQ#!$^(*#0\3M#PQ#!$^+"］的大肠杆菌（ 哈

尔滨医科大学微生物教研室）；成年 ]I 小鼠 $ 只，购

于黑龙江省肿瘤研究所实验动物中心；脂质体转染试

剂盒 \=><1 公司产品/
$/ %L 方法 L 将已经转化质粒［^.T--M#PQ#!$（%/ !
NH）［^.T--M#PQ#!$^(*#0\3M#PQ#!$^+"］的大肠杆菌

菌株加入 Q‘ 培养基 * 4Q 中，置于 (%_摇床中 $+ <，
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传代过夜，见培养基较浑浊后进行提取，! "#$保存

并取 "% !& 质粒溶液加入蒸馏水 ’ (& 中，分光光度

计 ")#，"*# +( 下观察 ! 值，得到质粒的浓度和纯度,
-./ 浓度公式："（(0 1 &）2 !")# +( 1 #, "#；-./ 纯度公

式：!")# +( 1 !"*# +(, 将 34567 细胞制成单细胞悬液，以

’ 8 ’#) 接种于 ) 孔板中, 贴壁后，用不含血清和抗生

素的 9:;< ’)=# 培养液洗板 7 次，将含有质粒和脂质

体的混合液（"% !& > %# !& 2 ?% !&）轻轻混匀放置

’# (@+ 后将混合液加入 ) 孔板中，设无小鼠 <&A’" 基

因的空白质粒为对照, 置 7?$，%# (& 1 & BC" 孵箱

中培养，) D 后更换含 ’## (& 1 & 胎牛血清的培养液，

于孵箱中继续培养进行转染, 收获不同时间（"=，=*，

?" D）的培养上清按小鼠 <&A’" E&<3/ 试剂盒说明建

立标准曲线，于转染后 "=，=*，)# D 检测上清 <&A’" 表

达水平, 以未转染的 34567 为对照,
取成年 F; 小鼠脾脏，制备脾细胞悬液，加 9:;<

’)=# 培养液 7 (& 混匀培养，稀释 ’# 倍后细胞记数

器记数：B（个 1 (&）2（/ > G > B > -）1 = 8 ’# 8 ’#= , 吸取

转染后 =* D 的上清，加入脾细胞悬液中（约含 ’, # 8
’#) 脾细胞），培养 #，"=，=* D，分别检测 <.HA" 表达；

收集转染后的 34567 卵巢癌细胞，将脾细胞悬液（ 约

含 ’, # 8 ’#) 脾细胞）加入其中，共同培养 "=，=* D
后，收集上清，检测 <.HA" 表达,

以未转染的 34567 ! 值为对照 ;II 法检测 34567
卵巢癌细胞抑制率 2［（ !对照组 ! !实验组 ）1 !对照组 ］8
’##J

统计学处理：全部数据经统计软件 3:33 ’#, ’ 处

理，组间比较用方差分析，# K#, #% 为有统计学意义,

!" 结果

质粒 浓 度 2 #, %= !0 1 &；-./ 纯 度：!")# +( 1
!"*# +( 2 #, ’*, 转染后 34567 细胞光镜下形态未见明

显变化（图 ’）,
!# $" 小鼠 %&’$! 的表达" 转染后 "=，=* 及 )# D <&A
’" 表达水平（!0 1 &）分别为 ?% L M，=?7 L 7*，%"" L
7"；而未转染组分别为 ’7 L =，’) L =，’? L ), 转染后

组 <&A’" 表达水平较未转染组明显增高，=* 和 )# D
的表达有统计学差异（# K #, #%）,
!# !" %()’! 的表达" 转染后 =* D 上清与脾细胞悬

液共 同 培 养 作 用 #，"=，=* D，E&<3/ 方 法 检 测 得

<.HA" 的 表 达 水 平（ !0 1 &）分 别 为：7", # L ", ’，

*", # L 7, "，7#, # L ’, #，其中共同作用 "= D <.HA" 表

达水平较高；转染 =* D 后 34567 卵巢癌细胞中加入脾

细胞悬液（约 ’, # 8 ’#)），共同培养 "=，=* D 后，收集

上清检测 <.HA" 的表达，测得 <.HA" 表达水平（!0 1
&）分别为：’*%, # L ’?, )，’%?, # L ?, ", 转染后的 34A
567 卵巢癌细胞与脾细胞共同作用 "= D 后可测得高

水平 <.HA" 的表达, 提示转染后 34567 的卵巢癌细胞

持续分泌的 <&A’" 能促进效应细胞（脾细胞）产生持

续高水平的 <.HA" 表达, 脾细胞与转染后 34567 的卵

巢癌细胞（IA 34567 > 3）共同作用 "= D 后，!=M# +( 为

#, ?7% L #, #7)，与未转染的 34567 卵巢癌细胞 !=M# +(

", #=# L #, ’"= 比较有差异（# K #, #%）；与未转染的

34567 > 3 作用后的 !=M# +(值 ", #7* L #, ""* 比较差异

有统计学意义（# K #, #%）, 而 IA34567，34567，34567 >
3，34567 组比较差异无统计学意义, 转染后的 34567
卵巢癌细胞与脾细胞共同作用 "= D 后，对卵巢癌的

抑制率为 )=, #J，表明在脾细胞存在共同作用下小

鼠 <&A’" 对 34567 卵巢癌细胞的增殖有明显的抑制

作用,

/：正常生长的 34567 卵巢癌细胞；G：转染后 =* D；B：转染后 =* D 加

入脾细胞 # D；-：转染后 =* D 与脾细胞共同作用 "= D,

图 ’N 转染前后人卵巢癌 34567 细胞光镜下形态 N 3/GB 8
=##

*" 讨论

细胞因子疗法是肿瘤生物疗法之一, OP(PQP4@
等［7］将含有鼠 <&A’" 基因的质粒转导到 GBR 中，发

现能够检测到 <&A’"，<.HA" 的高表达并且增加了
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!"# 的肿瘤杀伤效应$ 王克敏等［%］将含有小鼠 &’()*
基因与 +,"& 基因的质粒采用脂质体转染法转染到

肝癌细胞株中，用 -’&./ 方法测得上清中小鼠 &’()*
表达为 %0 12 3 ’$ 我们以脂质体转染技术将含有鼠全

长 &’()* 基因的质粒转染到 .4567 卵巢癌细胞中，脂

质体作为治疗基因载体较病毒载体的优点是安全、操

作简单、转染成功率较高，但转染率较低，因此 &’()*
表达水平不是特别高，较相关文献报道水平低$

&89(! 具有较强的抗肿瘤作用［: ; <］，能够抑制肿

瘤生长，并能抑制机制转移蛋白酶，从而抑制肿瘤转

移$ &’()* 通过诱导 &89(! 的产生，抑制肿瘤$
本实验结果显示在部分效应细胞脾细胞的存在

下，小鼠 &’()* 对卵巢癌细胞的抑制杀伤作用，并检

测了相应的效应因子的表达，初步探讨了其在卵巢癌

细胞中的抗肿瘤作用$ 由于细胞因子间相互作用是

一个复杂的网络，本研究中的细胞因子种类有限，不

能全面解释 &’()* 的抗卵巢癌作用，尚需继续完善$
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!" 对象和方法" 本组中枢神经细胞瘤（"8.）<（ 男 7，女 7）

例，年龄 )0 ] %*（ 平均 7)$ *）岁，病程 * B4 ] )) K5$ 临床表

现，头疼 7 例，呕吐、视力下降 * 例，双颞部隐痛、突发昏阙 )
例$ 本组 < 例术前经 "Y、+E& 检查均诊断错误，% 例诊断为室

管膜瘤，* 例诊断为胼胝体胶质瘤$ "Y 检查 % 例，其中 7 例作

增强 扫 描，+E& 检 查 : 例，.- 序 列，Y)^&%:P 3 ): KD，
Y*^&*:PP 3 ZP KD，其中 7 例亦作增强扫描$

#" 结果" 本组 < 例中 7 例生长在侧脑室联合部，* 例累及胼

胝体，) 例向下突入三脑室$ 肿瘤边缘不规整，最大径约 <$ *
IK$ +E& 显示 Y)^& 肿瘤呈等、低混杂信号，边缘似有厚薄不

均的包膜样结构，信号强度与脑白质相近，Y*^& 肿瘤主要呈

高信号，间杂以等信号或更高信号区，肿瘤中心或边缘区可见

流空的血管结构$ 增强后 ) 例表现较为均匀的显著性强化，*
例肿瘤实质强化不均，瘤体内可见多发斑块状异常强化区，瘤

内坏死囊变区无强化$ "Y 平扫检查，肿瘤表现为非均质性稍

高密度影$ 本组 ) 例肿瘤向下突入三脑室、鞍上池并脑膜广

泛转移$

$" 讨论" "8" 好发于青壮年，生长缓慢，肿瘤常发于侧脑室、

透明隔，长的很大时阻塞 +51=5 孔，引起梗阻性脑积水［)］$
"8" 的诊断与鉴别诊断还必须从影像学出发，探讨其特殊性$
7$ )R "8" 影像学特征R "Y："Y 显示肿瘤为位于侧脑室体部

邻近 +51=5 孔的等或稍高密度肿块$ 典型的表现为以广基与

侧脑室透明隔相连的肿物$ 大多数可以见到肿瘤钙化；增强

扫描为轻度到中度强化；由于常伴有 +51=5 孔阻塞，一般均能

见到单侧或双侧侧脑室扩张$ +E：+E 可以更好地确定 "8"
的范围，大多数的 "8" 在 Y)^& 为不均匀的等信号，其中可以

见到代表囊变、钙化灶或肿瘤血管的低信号或无信号的区域；

在 Y*^& 肿瘤的信号不一，一些呈相对等信号，而其他的主要

为高信号，这些高信号可能代表坏死或囊变$ 造影强化程度

不一，从无强化到中度强化，可以见到肿瘤内有肿瘤血管的流

空现象$ 有报道认为，位于脑室内的信号不一以及匍行性流

空是 "8" +E 的特征表现$ 笔者认为肿瘤边缘呈绳索状改变

是 "8" 的一个较为特征的影像学表现$
7$ *R "8" 的鉴别诊断［*］R 本组 < 例 "8" 术前均误诊：$ 误

诊为室管膜瘤 % 例，室管膜瘤是起源于室管膜或室管膜残余

部分的肿瘤$ 其在儿童的发病率是成人的 % ] < 倍，<P_ 位于

后颅凹，其中 ZP_ 位于第%脑室；%P_ 位于幕上，而幕上的室

管膜瘤 * 3 7 ] 7 3 % 位于脑室外$ "Y 平扫呈等密度，大多数有钙

化$ +E& 诊断主要靠肿瘤位置和形态的改变，而不是肿瘤的

信号特征$ 脑室内室管膜瘤有向室旁脑实质内生长的倾向，

我们认为这一点对两者的鉴别有一定的价值$ & 误诊为胶质

瘤 * 例，胶质细胞瘤可发生在脑室任何部位，肿瘤形态不规

则，边界不清，常侵入脑实质伴有瘤周水肿，易发生坏死囊变$

【参考文献】

［)］马振宇，隋大立，罗世祺，等$ 侧脑室神经细胞瘤［O］$ 中华神经外

科杂志，)ZZ*，0（*）：)Z) ; )Z7$
［*］金行薄，石群立，孟R 奎，等$ 中枢神经细胞瘤 Q 例临床与病理观

察［O］$ 临床与实验病理学杂志，*PPP，)<（:）：7<) ; 7<%$
编辑R 井晓梅

!"#!第四军医大学学报（$ %&’()* +,- +./ 01,2）3445；36（3!）7 *))8：9 9 :&’(1;-< =>>’< ./’< ?1


