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【摘* 要】目的：观察 !#干扰素（ ENG#!）基因脂质体 MST$ENG#

! 转染人胶质瘤细胞系 SLU)) 及其转染后对 SLU)) 细胞的

凋亡诱导作用+ 方法：应用 O,, 比色法检测脂质体 MST$ENG#

! 转染后转染组与对照组 SLU)) 细胞增殖的差异；细胞免疫

荧光染色检测脂质体 MST$ENG#! 转染后，SLU)) 细胞 ENG#!
的表 达 情 况+ 应 用 流 式 细 胞 仪 D88-548 法 检 测 脂 质 体

MST$ENG#! 转染后 SLU)) 细胞的凋亡情况，采用透射电镜观

察肿瘤细 胞 凋 亡 的 形 态 学 改 变+ 结 果：ENG#! 基 因 脂 质 体

MST$ENG#! 转染 SLU)) 胶质瘤细胞系后 ) = 和 0 = 时，对肿瘤

细胞具有 明 显 的 增 殖 抑 制 作 用，抑 制 率 分 别 为 !0+ %V 和

($+ %V + 细胞免疫荧光法检测表明转染后胶质瘤细胞具有显

著的 ENG#! 表达，流式细胞仪 D88-548 法检测表明转染组与对

照组的凋亡率分别为 00+ /V 与 !&+ /V ，两组相比具有显著差

异（7 W "+ "!）；透射电镜观察，发现有凋亡细胞存在，表现为

细胞皱缩，染色质边集+ 结论：ENG#! 基因脂质体 MST$ENG#!
可转染 SLU)) 胶质瘤细胞系，并对胶质瘤细胞的凋亡具有明

显的诱导作用+
【关键词】!#干扰素；脂质体；转染；胶质瘤细胞；凋亡
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HI 引言

人脑恶性胶质瘤是常见的中枢神经系统肿瘤，肿

瘤的死亡率高，治疗效果很不理想+ 基因治疗研究已

越来越引起人们的重视+ 我们探讨了 人 干 扰 素#!
（ ENG#!）基因脂质体 MST$EGN#! 转染人脑胶质瘤细

胞系 SLU))，观察其对人脑胶质瘤细胞的凋亡诱导

作用如下+

JI 材料和方法

J+ JI 材料I 胶质瘤 SLU)) 细胞系由本研究所冻存+
人 ENG#! 基因脂质体 MST$EGN#!（!’ 82@. 脂质体包

含 "+ ( "9 YGD）由日本名古屋大学医学院神经外科

惠赠；YO1O 培养基和消化用胰酶均购自 U4Z>@ 公

司；即用型 NE,A 免疫荧光试剂盒购自武汉博士德公

司；兔抗人 ENG#! 2DZ 为英国 B-MH@F->7 1A 公司产

品；O,, 购自 S4923 公司；免疫荧光显微镜为德国

C-4A3 O4>H@?I?F-2? 公司的 YOEX[ 型；流式细胞仪为

[->\238 A@<.F-H 公司产品；透射电子显微镜为 ]1O#
1J$""" 型+
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!! "# 方法 # 细胞用含 "## $% & % 灭活胎牛血清的

’()( 培养液在 *+,，-# $% & % ./0 培养箱中培养，

0! - 1 & % 胰酶消化传代! 取对数期生长状态良好的

23455 胶质瘤细胞，分为 0 组，一组进行脂质体转

染，一组作为阴性对照! 用 ’()( 培养液稀释细胞

并记数，调整细胞数至 " 6 "#- & %，移入 0- $% 玻璃培

养瓶中，加入含 "## $% & % 灭活胎牛血清的 ’()( 培

养液 5 $%，*+,，-# $% & % ./0 培养箱中培养 "0 7，使

细胞贴壁! 次日弃去原培养液，用无血清的培养液洗

涤细胞 " 次，并加入等量无血清培养液 5 $% 和 89:;
! 基因脂质体 <2=089:;! "># "% 并混匀，*+,，-#
$% & % ./0 培养箱中培养 05 7 后，更换含 "## $% & %
胎牛血清的培养液，同时进行细胞爬片，继续 ./0 培

养箱中培养 +0 7! 取出细胞爬片用 5# 1 & % 多聚甲醛

固定!
"! 0! "? 脂质体 <2=089:;! 转染后对 23455 细胞增

殖的影响? 取脂质体 <2=089:;! 转染后的 23455 胶

质瘤细胞，调整细胞数至 " 6 "#@ & %，培养于 @> 孔板，

"## "% & 孔，同时设立对照组，对照组除用空载体和

AB2 代替脂质体转染外，其余条件完全一致! 每组设

"0 个复孔! 在 *+,，-# $% & % ./0 培养箱中分别培养

0，5 和 > C 后每孔加 - 1 & % (DD 0# "%，培养 5 7 后吸

去培养液，每孔加二甲基亚砜（’(2/）"-# "%，混匀

#! - 7 后，用酶标仪测定 !-+# E$ 值以间接反映存活细

胞数量，据此绘制出细胞的生长曲线! 计算 23455
细胞 增 殖 的 抑 制 率 F（ !对照组 G !转染组 ）& !对照组 6
"##H !
"! 0! 0? 间接细胞免疫荧光染色检测 7I89:;! 表达?
取固定好的转染组和对照组细胞爬片，放入盖玻片染

色缸，用 AB2 振 洗 - $JE，取 出，吹 干! 加 入 * 1 & %
DKJLME;N"## 进行膜穿孔，室温中作用 "# $JE，AB2 洗

涤后，滴加一抗（ 兔抗人 89:;! $OP，稀释 " Q "##）!
5,冰箱孵育过夜! 再用 AB2 振洗 * 次，每次 - $JE，

吹干! 滴加生物素化的二抗（ 羊抗兔 814）用 AB2 以

"Q>##稀释，细胞爬片在二抗中室温孵育 ># $JE，AB2
洗 * 遍! 将荧光素 98D. 标记的兔抗羊 814 按 "Q0##
稀释后滴加至细胞爬片上，置湿盒中，*+, 孵育 >#
$JE! AB2 振洗 * 次，每次 - $JE，然后用蒸馏水振洗 "
次! 滴一滴 AB2 在载玻片中央，小心取出盖玻片，细

胞面朝下轻轻置于载玻片液滴上，荧光显微镜下观察

并照相! 同时以正常兔血清和 AB2 代替一抗作为阴

性对照!
"! 0! *? 脂质体 <2=089:;! 转染后 23455 细胞凋亡

? 用 05 孔板每孔 -## "% 培养 23455 细胞，细胞分

为转染组和对照组 0 组，每组 "0 孔! 转染组和对照

组分别用脂质体 <2=089:;! 和 AB2 作用 +0 7，加入

OEERSJE #;98D. - "% 于含 "! - $$MT .U.T0 的培养液

中，*+,孵育 "# $JE! 用含 "! - $$MT & % .U.T0 的培养

液洗涤细胞 0 次，VIPPRK AMTJWR$UE 收集细胞! 用 " 6
的结合缓冲液（"# $$MT & % 3)A)2 & :U/3，<3 +! 5，

"5# $$MT & % :U.T，0! - $$MT & % .U.T0 ）重悬细胞! 加

入终浓度为 0! - $1 & % 的碘化丙啶（A8），轻轻混匀，

置冰上孵育 "- $JE 后流式细胞仪检测! 另用 5, 预

冷的 *# $% & % 戊二醛固定脂质体 <2=089:;! 转染后

的 23455 胶质瘤细胞，电镜制片并观察照相!
统计学处理：实验结果以 " # $ 表示，组间比较用

单因素方差分析，两两比较使用 ’IEERLL;% 检验!

"# 结果

"$ !# 脂质体 %&’"()*+! 转染后对 &,-.. 细胞增殖

的影响# 转染组于转染前以及转染后 0，5 和 > C 时

(DD 的 !-+# E$值见 DUP "! 转染组细胞的增殖明显抑

制，经统计学分析，脂质体 <2=089:;! 转染后的 > C
时 !-+# E$值与空载体转染对照组和 AB2 对照组相比

较，有显著的差异（& X #! #"）!

表 "? <2=089:;! 转染后 23455 细胞的 !-+# E$值

DUP "? !-+# E$ MY 23455 WRTTZ UYLRK LKUEZYRWLJME [JL7 <2=089:;!

（’ F "0，" # $）

4KMI<
!-+# E$

# C 0 C 5 C > C

DKUEZYRWLJME #! 00> \ #! #00 #! 05] \ #! #00 #! 0@> \ #! #"+ #! *0> \ #! #00

)$<L^
? TJ<MZM$RZ

#! 0*" \ #! #0* #! 0>> \ #! #05 #! *>5 \ #! #0" #! 5@0 \ #! #0"U

AB2 #! 0*0 \ #! #0* #! 0+@ \ #! #00 #! *+- \ #! #0* #! -#@ \ #! #0*U

U& X#! #" ($ LKUEZYRWLJME!

"$ "# 间接免疫荧光染色法检测 /0()*+! 表达阳性

细胞# 用荧光显微镜镜下观察可见脂质体 <2=089:;
! 转染后 23455 细胞呈现分布均匀、质感细腻的特

异性的强绿色荧光，而 AB2 对照组的肿瘤细胞未见

特异性荧光（9J1 "）! 每组取 - 张切片，每张切片用

%UZRKZ7UK< 图像分析软件随机选取 5 个视野中的细

胞，通过测量每个细胞中象素的相对数及荧光强度，

计算其平均荧光道数（表示荧光强度的专用单位）作

为免疫荧光定量分析的指标，转染组为 05 \ "#，对照

组为 ] \ -（ 两 组 ’ F 0#）! 统 计 结 果 表 明 脂 质 体

<2=089:;! 转染组与 AB2 对照组荧光强度差别有统

计学 意 义（ & X #! #"）! 以 上 结 果 表 明，脂 质 体

<2=089:;! 转染后，23455 细胞有明显的 7I89:;! 的

表达!
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!："#$%&#’ ()*" + ,--；.：*&/$0123%4#$ ()*" + ,5-6

(47 89 :#04%4;2 2<=&2004#$ #1 >?)(@A! 4$ BCD,, 32’’0
图 89 >?)(@A! 表达阳性细胞

!" #$ 脂质体 %&’!()*+! 转染后对 &,-.. 细胞凋亡

的影响$ 使用流式细胞仪技术检测脂质体 =BEF)(@A
! 转染后 BCD,, 细胞凋亡，结果对照样品组凋亡细

胞百分率为 8G6 HI，而 转 染 组 凋 亡 细 胞 百 分 率 为

JJ6 HI 6 表明脂质体 =BEF)(@A! 转染后对 BCD,, 细

胞的凋亡具有显著的诱导作用6 脂质体 =BEF)(@A!
转染后 BCD,, 细胞显示典型的凋亡细胞形态学特

征，核仁消失，核内异染色质明显增多，并沿核膜边

集、浓缩、成块6 胞质内充满大小不等的空泡，并可见

典型的凋亡小体（(47 F）6

#$ 讨论

)(@A! 具有抗病毒、抗肿瘤及免疫调节等多种功

能，但其抗肿瘤机制尚未完全阐明6 既往研究资料表

明［8 K L］，)(@A! 可以通过调节机体的免疫功能、抑制

肿瘤血管增生、激活体内的多种肿瘤杀伤细胞如细胞

毒性 * 淋巴细胞及自然杀伤细胞等间接发挥抗肿瘤

活性，此外，)(@A! 也可直接抑制肿瘤细胞的增殖与

分化，杀伤肿瘤细胞，这种作用机制可通过瘤体内直

接注射干扰素而得以证实6 最近资料显示，)(@A! 可

以通过诱导多种肿瘤细胞发生凋亡而发挥其抗肿瘤

作用［,］6 在开展 )(@A! 对肿瘤治疗作用研究的同时，

!：@#&M/’ BCD,, 32’’09 *NO +L---；.：P/%2 /=#=%#%43 BCD,, 32’’09
*NO +8F ---；"：!=#=%#%43 Q#RS9 *NO +5---6

(47 F 9 O#&=>#’#7S #1 BCD,, 32’’0 /1%2& %&/$0123%4#$ T4%>
=BEF)(@A!
图 F9 =BEF)(@A! 转染后透射电镜下 BCD,, 细胞形态

研究者开始尝试 )(@A! 的 基 因 治 疗6 陆 续 开 展 了

=BEF)(@A! 脂质体转染多种肿瘤细胞的相关研究［5］6
我们首次在国内应用了 =BEF)(@A! 脂质体转染人脑

胶质瘤细胞系 BCD,,，并应用间接免疫荧光染色法

检测到转染后的 BCD,, 细胞有显著的 )(@A! 的表

达，流式细胞仪 !$$2<4$ 法检测脂质体 =BEF)(@A! 转

染后对 BCD,, 细胞的凋亡具有显著的诱导作用6 同

时观察了 =BEF)(@A! 脂质体转染后对 BCD,, 细胞增

殖的影响，发现在转染后 , R 和 J R 转染组较对照组

有明显的增殖抑制作用6 透射电镜结果显示典型的

凋亡细胞形态学特征，核仁消失，核内异染色质明显
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增多，并沿核膜边集、浓缩、成块! 胞质内充满大小不

等的空泡，并可见典型的凋亡小体! 因而，"#$%&’()!
脂质体转染对人脑胶质瘤 #*+,, 细胞具有明显的增

殖抑制和促进凋亡的作用!
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!" 病例报告" 女，%F 岁! 因下腹痛伴腰痛 - O2，查体发现盆

腔肿物入院! . 超：盆腔实性占位，异常低回声! L7：盆腔多发

实性占位! 血 *L+ ]-% ^ _ ‘! 血 N’a GFFF "> _ ‘! 术中见右卵

巢肿物，-% D? b -- D? b I D?，界 限 清 楚，质 硬，蒂 部 扭 转

H,Fc! 右输卵管水肿! 左卵巢及输卵管未见异常! 肿物及部

分左卵巢送病理检查! 肉眼所见：右卵巢肿物大小同术中所

见，表面略呈结节状，包膜完整! 切面多彩状，有出血，坏死，

大部分为实性，夹有多个小囊腔（ 直径 - D?），腔内含有清亮

液体及黏液! 镜下所见：瘤组织结构复杂、多样，有大片出血

及坏死! 并可见以下病变：# 疏松网状结构! 瘤细胞胞质互

相交织成网状，形如迷路，网眼内可见黏液样基质（ 图 -）；$
嗜酸性透明小球及基膜样物质（图 %）；%腺泡状结构；&血管

上皮套! 血管周围围绕单层或多层瘤细胞（ 图 -）；’#)K 小

体! 瘤细胞形成乳头状突起突入囊腔内，似肾小球结构；(大

小不等的囊腔，有的呈葫芦样外观；)部分区域瘤细胞成团片

状! 左卵巢未见明显病变! 病理诊断：右卵巢恶性卵黄囊瘤!

#" 讨论" 恶性卵黄囊瘤为高度恶性肿瘤，术后复发转移，预

后很差［-］! 常为单侧发生，多见于右卵巢，多见于婴儿及青少

年，年龄 % d GH 岁，平均 -I 岁，肿瘤一般较大，多数超过 -F
D?［%］! 本例发生于右卵巢，年龄 %F 岁，瘤体 -% D? b -- D? b
I D?，与文献［%］报道相符! 本病病理诊断应以疏松网状结

构，透明小球，基膜样物质，腺泡状或囊状结构为主要依据［%］!
本例病理变化均有上述改变! 患者血清中甲胎蛋白（N’a）增

高，这种免疫反应可作为本病早期诊断及判断术后复发的免

图 -X 血管上皮套及疏松网状结构X *Z b -FF

图 %X 嗜酸性透明小球X *Z b ,FF

疫学指标［%］! 结合临床表现、年龄、部位、病理变化及血 N’a
增高，本例可确诊为恶性卵黄囊瘤! 本例血 *L+ 明显升高，

胚胎性癌及绒癌可出现 *L+ 升高，但本例可除外上述疾病!
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