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【摘* 要】目的：研究人白介素 $+（?NJ#$+）在体外诱导宫颈

癌 L4 OP5 细胞凋亡及其作用机制- 方法：! 以脂质体包裹重

组真核表达质粒 B<AST)- !（ U ）#?NJ#$+ 转染 L4 OP5 细胞；"
利用 Y.#WLY 技术检测处理后 L4 OP5 细胞中 VWX ’: 癌基因

的 3YST 水平变化；# Z/8D/C: E09D 分析处理后 L4 OP5 细胞

中抑癌蛋白 W() 水平的变化；$ 流式细胞仪分析处理后的

L4 OP5 细胞凋亡情况- 结果：处理后 L4 OP5 细胞中 VWX ’: 癌

基因的 3YST 水平下降，抑癌蛋白 W() 水平增加，细胞凋亡率

升高- 结论：真核表达载体介导的 ?NJ#$+ 基因体外转染宫颈

癌 L4 OP5 细胞后，能抑制 L4 OP5 细胞中 VWX ’: 癌基因的表

达，使抑癌蛋白 W() 恢复活性，促使宫颈癌 L4 OP5 细胞凋亡-
【关键词】人白细胞介素 $+；L4 OP5 细胞；乳头状瘤病毒，人；

’: 基因；蛋白质 W()；细胞凋亡
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IJ 引言

人白介素 $+（?NJ#$+）是 NJ#!" 细胞因子家族中

的新成员［!］- ?NJ#$+ 对肿瘤细胞有特异性的抑制和

杀伤作用，如诱导凋亡、抑制生长和抑制肿瘤血管生

长，而对正常细胞没有影响，其显著的抗肿瘤特性使

之成为肿瘤治疗的新热点［$ ] )］- 子宫颈癌是危害广

大妇女健康最常见的恶性肿瘤之一，仅次于乳腺癌而

位居第二- 近年来，年轻妇女中宫颈癌的发病率呈明

显上升的趋势［+］，宫颈癌越来越引起人们广泛的关

注- 本实验我们采用 ?NJ#$+ 基因的真核表达载体转

染宫颈癌 L4 OP5 细胞，以探讨 ?NJ#$+ 对宫颈癌的治

疗效果-

KJ 材料和方法

K- KJ 材料J 重组真核表达质粒 B<AST)- !（ U ）#?NJ#
$+，空 质 粒 B<AST)- !（ U ），表 达 绿 色 荧 光 蛋 白

（^[W）的质粒 B2^[W#L! 与人宫颈癌 L4 OP5 细胞株

均为本室保存- .C5790、逆转录试剂盒和 ATE 显色试

剂盒购自北京鼎国公司；所有的抗体购自 O4:D4 <C@7
公司；脂质体 05B96/<D435:/$""" 购自 5:M5DC9;/: 公司；

寡核苷酸引物合成由上海生工完成，质粒抽提试剂盒

购自 \NT^2S 公司，T::/R5:#X _ [N.L 染色试剂盒购

自晶美公司-
K- !J 方法

!- $- !* 细胞培养 * 人宫颈癌 L4 OP5 细胞于含 !""
3J _ J 小 牛 血 清 的 YWHN!’+" 培 养 基 中，)%‘，("
3J _ J La$ 条件下培养-
!- $- $* 质粒抽提与定量* 使用 \NT^2S 公司的质粒

抽提试剂盒分别抽提重组真核表达质粒 B<AST)- !
（ U ）#?NJ#$+，空质粒 B<AST)- !（ U ）与表达绿色荧光

蛋白的质粒 B2^[W#L!- 使用紫外分光光度计测定质

粒的浓度-
!- $- )* 转染与转染效率观测 * 将 L4 OP5 细胞传代
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为 ! 瓶（即分为 ! 组：! 未处理组；" 对照组；# 实

验组），使之次日融合率大约为 "#$ % 第 & 瓶不作处

理；第 ’ 瓶对照组细胞按照 ()*+,-./01)2-’### 试剂盒

操作规程［ 质粒 3 脂质体为 & 4’（5 3 (）］转染入 *.67
89!% &（ : ）空质粒；第 ! 瓶实验组细胞转染入 *.67
89!% &（ : ）7;<(7’= 重组质粒% 以相同条件转染 *>?7
@A7B&，=" ; 后用荧光倒置显微镜观察表达绿色荧光

蛋白的细胞比率以帮助判定转染效率%
&% ’% =C 细胞总 D89 的提取 C 用 EF)G+H 试剂分别抽

提处理 =" ; 后的 ! 组 B0 IJ) 细胞的总 D89%
&% ’% KC !" 癌基因引物设计与合成 C 上游引物：KL7
9BEEE?BEEEEB???9EEE9E?B7!L；下 游 引 物：KL7
9??9B9B9?E??BEEEE?9B9?EE7!L；ABD 产 物 长

度：’#K M*%
&% ’% NC B0 IJ) 细胞中人乳头瘤病毒（;O102 *0*)HH+7
10P)FOQ，RAS）!N 癌基因的 1D89 水平变化C 按照

常规两 步 法 进 行 DE7ABD% 第 一 步 DE：提 取 的 总

D89 取 ’ $( 作为 DE 反应模板，反应体系为 ’# $(：

随机引物（’K $1+H 3 (）& $(，T8EA（各 &# 11+H 3 ( ）’
$(，逆转录酶 &N% NU 2J0/；反应参数为：!#V &# 1)2，

=’V ’# 1)2，WWV K 1)2，=V K 1)2：第二步 ABD：取

DE 反应产物 K $( 作为 ABD 反应模板，反应体系为

K# $(：!" 基因上、下游引物（&# $1+H 3 (）各 & $(，

?9A6R 基因（ 内参）上、下游引物（&# $1+H 3 (）各 &
$(，T8EA（各 &# 11+H 3 (）& $(，E0X 酶 &N% NU 2J0/；反

应参数为：WKV K 1)2，& 个循环；W=V !# Q，K=V =#
Q，U’V =# Q，!# 个循环；U’V &# 1)2，& 个循环% ABD
产物进行琼脂糖凝胶电泳，使用 <10Y-/++H 图像分析

软件计算 !" 基因条带与内参条带 # 比值，以其表示

!" 1D89 含量的相对强度% 重复 ! 次%
&% ’% UC B0 IJ) 细胞中抑癌蛋白 AK! 水平的变化C 由

于 >N 蛋白的含量极低且降解迅速，所以采用 AK! 蛋

白水平的变化来间接反映 >N 蛋白水平的变化（AK!
是 >N 直接作用的下游靶分子）% 分别收集处理 =" ;
后的 ! 组 B0 IJ) 细胞的细胞裂解液，进行 Z-Q/-F2
[H+/，以 0./)2 为内参% 使用 <10Y-/++H 图像分析软件计

算 AK! 蛋白条带与内参条带 # 比值，以其表示 AK! 蛋

白表达的相对强度% 重复 ! 次%
&% ’% "C B0 IJ) 细胞凋亡情况C 采用 922-\)27S 3 @<EB
与 A< 双标进行流式细胞仪分析% 重复 ! 次%

统计学处理：先对样本进行方差齐性检验，方差

齐时组间比较采用方差分析及 (I67$ 检验，方差不齐

时组间比较采用 ]FOQJ0H7Z0HH)Q % 检验及 8-1-2^) 检

验，& _ #% #K 时认为差异有统计学意义%

!" 结果

!% #" 转染效率判定" 转染质粒 =" ; 后，荧光显微镜

观察表达绿色荧光蛋白的细胞比率大约为 K#$ % 初

步判定转染效率为 K#$左右（图 &）%

图 &C 转染质粒 =" ; 后 B0 IJ) 细胞表达绿色荧光蛋白的情

况（ ‘ &##）

!$ !" %&’()% 检测处理后 )* +,- 细胞中 .(/ !"
癌基因的 0%12 水平变化 " 未处理组和对照组 B0
IJ) 细胞中 RAS !" 癌基因的 1D89 水平无统计学差

异（& a #% #K），而实验组 B0 IJ) 细胞中 RAS !" 癌基

因的 1D89 水平与前两组比较均下降（& _ #% #K，表

&，图 ’）%

表 &C 三组 B0 IJ) 细胞的 !" 1D89 水平、AK! 蛋白水平和细

胞凋亡率 （’ ( !，) * +）

组别 !"1D89 水平 AK! 蛋白水平 细胞凋亡率（$ ）

未处理 &% UN b #% #’ &% #’ b #% #K &% &W b #% #K

对照 &% U= b #% #’ &% #= b #% #’ &% ’& b #% #K

实验0. #% U& b #% #’ &% U" b #% #= &"% ’" b #% =!

0& _ #% #K ,+ 未处理；.& _ #% #K ,+ 对照%

5：10FJ-F 6’###；&：未处理组；’：对照组；!：处理组；?9A6R：内参%

图 ’C !" 基因 DE7ABD 产物的琼脂糖电泳图

!$ 3" 4567589 :;<7 分析处理后 )* +,- 细胞中抑癌

蛋白 (=3 水平的变化" 未处理组与对照组 B0 IJ) 细

胞中抑癌蛋白 AK! 水平无统计学差异（& a #% #K），而

实验组 B0 IJ) 细胞中抑癌蛋白 AK! 水平与前两组比

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



较均增加（! ! "# "$，表 %，图 &）#

%：未处理组；’：对照组；&：处理组#

图 &( 蛋白印迹检测 )* +,- 细胞中 .$& 蛋白水平

!" #$ 流式细胞仪分析处理后的 %& ’() 细胞凋亡情

况$ 未处理组与对照组 )* +,- 细胞无明显凋亡发

生，两组间无统计学差异（! / "# "$）# 而实验组 )*
+,- 细胞的凋亡率与前两组比较均升高（! ! "# "$，表

%，图 0）#

1：未处理组；2：对照组；)：处理组#

图 0( 流式细胞仪分析处理后的 )* +,- 细胞凋亡情况

*$ 讨论

345’0 是由 6-*78 等于 %99$ 年用 3:;5! 和 <=>
诱导黑素瘤细胞终末分化时，利用消减杂交克隆得

到，其后鉴定为 345%" 家族的新成员# 一系列研究证

实 345’0 具有广谱抗肿瘤活性，对多种组织起源的肿

瘤细胞如黑素瘤［$］、前列腺癌、乳腺癌、鼻咽癌、卵巢

癌、结肠癌、皮肤癌、胰腺癌、肺癌、骨肉瘤细胞均有显

著的生长抑制效应和诱导凋亡作用，但对正常细胞无

明显毒副作用# 而且，它还能在肿瘤组织内促进血管

内皮细胞分化从而抑制血管形成# 345’0 是一个分泌

型细胞 因 子，可 对 周 围 癌 细 胞 行“ 旁 观 者 杀 灭 效

应”［? @ A］，具有刺激免疫系统的功能，还能使某些癌细

胞对射线更加敏感［B］# 目前的研究显示，345’0 基因

很可能是第一个既抑制肿瘤生长又表达刺激免疫系

统的蛋白基因，是目前发现的唯一一个细胞因子类的

抑癌基因# 目前有 *C5D$&，*C5E*F 等应用于肿瘤的基

因治疗研究中，但大多数的应用由于临床治疗潜力差

和对正常组织的毒性高且不具有通过刺激免疫应答

来杀伤肿瘤细胞的特性而受限# 而 345’0 就以它上述

的优点成为目前最理想的肿瘤基因治疗的候选基因#
我国每年子宫颈癌新发病例有 %&# $ 万# 近年来

发现，年轻妇女中宫颈癌的发病率呈明显上升的趋

势，发病以每年 ’G H&G的速度增长# 宫颈癌越来越

引起人们广泛的关注#
I.J 被认为是一个强力的人类致肿瘤因子# 国

内外一系列研究证明，高危型 I.J 感染是子宫颈癌

的主要危害因素［9］，其中以 I.J5%?，%B 型与子宫颈

癌发病的关系最为密切，其相关性高达 B$G以上# 目

前的研究认为，宫颈癌的发生主要与 I.J 的 "# 和

"$ 基因有关# 其致癌的关键是："# 癌基因编码合成

的 =? 蛋白可以与细胞内野生型抑癌基因产物 .$&
蛋白相结合，在 =? 相关蛋白的作用下使 .$& 经泛素

介导的途径降解，从而使 .$& 抑制细胞生长及促进凋

亡的作用丧失，使细胞中 K;1 损伤累积，从而诱导宫

颈组织癌变#
在多种组织起源的肿瘤细胞中，345’0 的抗肿瘤

效应与 %&’，()，%*#，+,-，.,/ 和 0,-%,-12’ 的突变状

态无关，所以对 .$& 失活的子宫颈癌细胞系特别适

用# 所以我们选择含有高拷贝（ 约 ?"" LMDN）I.J5%?
病毒的宫颈癌 )* +,- 细胞作为研究 345’0 抑癌效应

的对象#
本实验我们采用 O345’0 基因的真核表达载体转

染人宫颈癌 )* +,- 细胞，发现实验组 )* +,- 细胞中

I.J "# 癌基因的 PQ;1 水平明显下降，抑癌蛋白

.$& 水平显著增加，促进宫颈癌 )* +,- 细胞凋亡# 以

上结果表明以真核表达载体介导的 O345’0 基因在体

外能显著促进人宫颈癌 )* +,- 细胞的凋亡，为将来

O345’0 应用于临床提供了实验基础#
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