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摘要 :目的 :观察转人 TNFα基因对肾细胞癌细胞 ( RCC) 致瘤性的影响 ,为进一步对 RCC 的基因治疗打下基础。方法 :将人

TNFα基因构建入逆转录病毒载体 ,经包装、鉴定后 ,感染 RCC 细胞株 78620 , EL ISA 法测转人 TNFα基因 78620 细胞上清中

TNFα的活性 ,同时 ,将转人 TNFα基因的 78620 细胞接种裸鼠 ,观测转 TNFα前后 RCC 细胞致瘤性的变化。结果 :转人

TNFα78620 细胞上清 TNFα的浓度平均为 (5 004 ±624) pg/ ml ,接种裸鼠后无肿瘤长出。结论 :转人 TNFα基因使建株 RCC失

去了致瘤性。
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交联 ( DNA2DNA2interst rand crosslinks) 5 。本研究

结果显示 ,MMC 只有在高浓度 (5. 0μg/ ml) 下才可

诱导 T K6 细胞的 DNA 断裂 ;从表 3 可见 ,随着 MMC

剂量的增加 ,由 H2O2 诱导的 DNA 迁移减小 ,说明

MMC 既具有断裂作用又有交联作用 ,但其交联作用

不如甲醛强。

对甲醛作用的时间效应研究发现 :在断裂剂浓度

一定时 ,交联作用随交联剂作用时间的延长而增加 ;

当作用时间一定时 ,交联作用又随交联剂浓度的增加

而加强。为了获得较好的交联效果 ,染毒时间大约为

1. 5 h 为佳。

综上所述 ,甲醛不能诱导 DNA 断裂 ,但具有很

强的 DNA 交联作用 ; MMC 亦具有 DNA 交联作用 ,

同时在高剂量下还具有轻微的 DNA 断裂作用。彗

星试验可同时检测 DNA 断裂和 DNA 交联。在检测

DNA 交联时 ,既可检测 DNA 蛋白质交联 ,又可检测

DNA2DNA 交联 ,且对 DNA 蛋白质交联的检测更敏

感。
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Abstract : Purpose : To study the influence on the tumorigenicity of the human renal cell carcinoma (RCC) cells

by transfection of human TNFαgene. Methods : h TNFαcDNA was inserted into retroviral vector to construct

recombinant vector pL ( TNFα) SN. The packaged and confirmed retrovirus were infected to RCC cell line.

Then , nude mice were injected by 78620 cell infected with the h TNFαgene or not , and the tumorigenecity of

RCC was observed. Results : The mean expression level of TNFαin the supernatant of TNFα2t ransfected 78620

cell2culture medium was (5 004 ±624) pg/ ml. And the nude mice injected with TNFα gene engineered RCC

cells had no tumor growth. Conclusion : The TNFαgene engineered human RCC cells lost tumorigenicity.

Key words : TNFα; renal cell carcinoma ; tumorigenicity

　　肾细胞癌 (renal cell carcinoma ,RCC)是第三种常

见的泌尿系统恶性肿瘤 ,大约占成人恶性肿瘤的

3 %。近年来 ,随着吸烟、肥胖、高蛋白饮食等因素的

增加 ,RCC 的发病率也有增加趋势 1 。大多数 RCC

患者对放疗、化疗不敏感。

文献报道 ,肿瘤坏死因子 ( TNF) 作为生物反应

调节剂全身给药有一定的抑制肿瘤生长作用 2 ,大

剂量给药才能达到治疗作用。而大剂量给药往往产

生机体不能耐受的毒副作用 ,这限制了其治疗肿瘤的

临床应用。本研究将人 TNFα基因构建入逆转录病

毒载体 ,经包装、鉴定后 ,感染建株 RCC 细胞 78620 ,

EL ISA 法测转人 TNFα基因的 78620 细胞的 TNFα

的表达 ,同时 ,将转人 TNFα基因的 78620 细胞接种

裸鼠 ,观测转人 TNFα基因前后 RCC 细胞致瘤性的

变化 ,为转人 TNFα基因治疗肾细胞癌的临床应用打

下了基础。

1 　材料与方法

1. 1 　质粒、菌株和细胞株 　含 TNFα基因的质粒

p E4 和 N IH3 T3 细胞购自 A TCC ;过渡质粒 pSP72 购

自 Promega 公司 ,逆转录病毒载体 pL XSN 由美国

Fred Huchinson 癌病研究中心 A. Dusty Miller 博士惠

赠 ,大肠杆菌 DH5α、WEHI21640 细胞、包装细胞

pA317 及Ψ2 为本室保存。

1. 2 　常用酶类、试剂及动物 　限制性内切酶 EcoR

Ⅰ、Hpa Ⅰ及 T4 DNA 连接酶、碱性磷酸酶、Klenow

等分 别 购 自 上 海 华 美、Promega 和 Boehringer

Mannheim 公司 ,其他化学试剂为国产分析纯。4 周

龄 BALB/ c 裸鼠购自中科院上海药物研究所 ,为一级

动物 ,合格证号 :沪动合证字 122 号。

1. 3 　分子生物学常规方法 　质粒 DNA 的抽提、酶

切、连接、转化参见文献 3 。

1. 4 　质粒转染、病毒包装及滴度测定 4 　常规复苏

包装细胞 PA317 和Ψ2 ,培养于 RPM I1640 培养基 ,

每 2～3 d 换液 1 次。用脂质体转染法将质粒转染包

装细胞 Ψ2 , 并将收集后的病毒上清交叉感染

PA317。具体方法为 :转染前 1 d 传代 ,加入 25 cm2

细胞瓶或 6 孔板内 ,使细胞达 70 %～80 % ;配制 A 液

(质粒 1～2μg 加入 100μl 无血清 1640 培养基中) 、B

液 (lipofectamine 6～8μl 加入 100μl 无血清 1640 培

养基中) ,各自混匀后 ,再将 A、B 液混匀 ,放置 30 min

后 ,加入 0. 8 ml 无血清 1640 培养基 ,混匀后 ,缓慢滴

加入包装细胞 (Ψ2) 瓶中 ,培养 5 h 后 ,加 1 ml 含

20 %牛血清的 1640 培养基 ,24 h 后 ,换为无双抗的

1640 培养基 ,继续培养 ;用 0. 45μm 的滤器过滤转染

质粒后的病毒上清 , 取 1 ml 感染另一包装细胞

PA317 ,加入终浓度为 8μg/ ml 的 polybrene , 3 h 后 ,

加入无双抗的 1640 ,长满后传代。同时加入 400μg/

ml 的 G418 进行筛选 ,阳性克隆转移至 6 孔板内 ,长

满后再转移至培养瓶。将交叉感染所收集的各代病

毒上清作 102 、103 、104 倍稀释作滴度测定 ,方法为 :

倒去 N IH3 T3 细胞培养瓶内液体 ,分别吸取 1 ml 稀

释的病毒液 ,加入培养瓶 ,使病毒吸附 2. 5 h ,补加 3

ml 含 400μg/ ml 的 G418 的 1640 培养基 ,培养 3 d 后

换液 ;用含 300μg/ ml 的 G418 的 1640 培养基继续培

养 ,3～4 d 换液 1 次 ,约 12 d 后克隆形成 ,计数其数

目 ,并求出其滴度。

1. 5 　TNFα的 EL ISA 测定法 　从已平衡至室温的

密封袋中取出所需板条 ,加入标准品稀释液 100μl

至空白孔和零孔 ;加入标本和已稀释的不同浓度的标
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准品各 100μl 至相应孔中 ,37 ℃,2 h ;洗板中 ,加第

一抗体 100μl ,37 ℃,1 h 后 ,洗板 ;加酶标抗体 100

μl ,37 ℃,0. 5 h ,洗板 ;加底物 A 和 B 各 50μl ,避光 ,

37 ℃,5～10 min ,加终止液 50μl ;混匀 ,在 450 nm 处

读数 ,绘制标准曲线 ,通过标本的 OD 值在标准曲线

上查出浓度。

1. 6 　接种裸鼠 　用胰酶消化细胞 ,台盼蓝染色 ,计

数 ,使活细胞浓度达 108 个/ ml ,离心 500 r/ min , 5

min ,弃上清 ,加葡萄糖生理盐水洗一次 ,用葡萄糖生

理盐水重悬细胞 ,取 0. 4 ml 接种于 4 周龄雄裸鼠前

腋窝边一侧 ,每隔 1 d ,观察裸鼠成瘤情况 ,用游标卡

尺测量瘤体大小。

2 　结 　果

2. 1 　TNF 逆转录病毒载体 pL ( TNFα) SN 的构建

用 Pst I 从 p E4 中切下人 TNFα的 cDNA ,经 Klenow

补平后 , 插入经 HpaI 酶切后碱性磷酸酶处理的

pL XSN 载体上 ,构建成 pL ( TNFα) SN ,构建过程见图

1。

2.2 　病毒滴度测定 　用脂质体转染法将质粒 pL

( TNFα) SN 转入 Ψ2 ,取其上清再感染 PA317 ,经

G418 筛选 ,克隆长满瓶底后 ,收集上清测其滴度。

pL ( TNFα) SN 转染者 ,其病毒上清滴度平均为 1. 5 ×

106CFU/ ml ,对照的空载体转染者 ,其病毒上清滴度

平均为 9. 2 ×10 \ + 6CFU/ ml。

2. 3 　RCC 细胞的感染及其 TNFα的检测 　取经鉴

定的重组逆转录病毒上清感染建株 RCC 细胞 78620

细胞 ,扩大培养 (以 1 :3 传代约培养 3 d) ,各长至约

106 细胞 ,用 EL ISA 法测其上清 ,求其平均值。结果

重组逆转录病毒感染 78620 细胞者 ,其上清 TNFα的

浓度平均为 (5 004 ±624) pg/ ( ml·3d) 。提示重组逆

转录病毒有效感染 78620 细胞 ,并表达了 TNFα。

图 11 质粒 pL( TNFα) SN的构建

Figure 1. Construction of pL ( TNFα) SN

2. 4 　转 TNFα的 78620 细胞接种裸鼠情况 　将感染

重组逆转录病毒 pL ( TNFα) SN 前后的 78620 细胞 ,

分别接种裸鼠 ,每组各 4 只。结果显示 ,接种转 TNF

的 78620 的裸鼠无肿瘤长出 ,而未转基因的 RCC 和

转空载体 RCC 接种裸鼠在约 12 d 后均长出肿瘤 ;将

转 TNFα后的 78620 细胞和未感染的 78620 细胞接种

于裸鼠同一部位 ,无肿瘤长出 ,将转 TNFα前后的

78620 细胞 ,分别接种于裸鼠两侧 ,除接种转 TNF 基

因侧无肿瘤长出外 ,对侧未感染的 78620 细胞生长受

到抑制 ,肿瘤长出时间较晚 ,且瘤体较小 ,有较显著的

差异 ( P < 0 . 05) 见图 2 ,表 1。
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表 11 皮下注射裸鼠 12 d 后长出的瘤体大小

Table 1. Size of tumor( 12 d after inoculation) in the nude mice

Group

　

mean size of tumor

(length ×width)

78620 2. 0 cm ×1. 8 cm

786202TNF 2
78620 (right) + 786202TNF(left) 1. 1 cm ×0. 9 cm

3 　讨 　论

近年来 ,肿瘤的基因治疗研究越来越热。RCC

大多对放疗和化疗有抗性 ,因而 ,一些包括基因治疗

在内的治疗策略正在研究之中 ,并取得了一定的进

展 5 。例如 ,有文献报道 6 ,7 ,将 TNFα基因导入其

他肿瘤细胞 ,有一定的抗肿瘤生长作用。基因转移是

基因治疗的关键和基础。用于基因治疗的主要是病

毒介导的基因转移 ,其中较先应用的是逆转录病毒。

逆转录病毒基因组较小 ,可较容易地插入外源基因 ,

基因转移效率也较高 ,且可整合入宿主染色体 ,稳定

地表达外源基因。因此 ,本研究利用了逆转录病毒作

载体将 TNF 转移入原代 RCC 细胞。

本研究表明 ,在裸鼠体内接种感染有空载体逆转

录病毒的 RCC 和未转基因的 RCC 后 ,长出了肿瘤 ,

而接种感染有重组逆转录病毒的 RCC 后 ,则无肿瘤

长出 ,即失去了致瘤性。其原因可能是在接种位点局

部持续产生较高水平的 TNF。TNF 一方面可促进

N K等细胞的增殖以及增强它们的杀伤活性来抗肿

瘤 ;另一方面 , TNF 也可能促进 B 细胞的增殖以及促

进合成和分泌抗体 ,而达到抗肿瘤的效果。这一结果

与 Sato 等 8 将 TNF 基因转移到自身肿瘤细胞治疗

人胃肠肿瘤的结果相似。在免疫原性上 ,胃肠肿瘤比

RCC 要低。他们在成功建立了 12 个病人的原代培

养的肿瘤细胞的基础上 ,将 TNF 用逆转录病毒作载

体转入肿瘤细胞 ,其中 10 个有 TNF 表达 ,其他 2 个

约有 1 个 TNF 基因拷贝。12 个病人中 7 位检测到

杀伤细胞与转基因的细胞共育对非转基因的自身肿

瘤细胞有细胞毒活性 ,这一活性可被抗 HLA2Ⅰ类抗

体所阻止 ,提示杀伤细胞是 CTL ,其肿瘤抗原由 Ⅰ类

HLA 分子提供。通过荧光活化细胞分类 ( FACS) 分

析 ,在转 TNF 基因的肿瘤细胞表面 Ⅰ类 HLA 分子是

表达增强的 ,而且 N K和 LA K细胞的活性 ,当它们与

转基因细胞共育时 ,也是增强的。这些发现提示用转

TNF 的肿瘤细胞作疫苗治疗胃肠道肿瘤是可行的。

本研究结果的获得为临床应用转入 TNF 基因治疗肾

细胞癌打下了一定的基础。

图 21 各组 RCC细胞在裸鼠体内的致瘤性(皮下注射 12 d 后)

Figure 21 Tumorigenecity of RCC in the nude mice( 12 d after inocula2

tion)

A 　nude mice injected with 78620

B 　nude mice injected with TNFα2t ransduced 78620

C 　nude mice injected with 78620 on the right side ,

　and TNFα2t ransduced 78620 on the left side

—08—

癌变·畸变·突变　　2001 年 4 月第 13 卷第 2 期　　　　　　　　　Carcinogenesis Teratogenesis and Mutagenesis Vol 13 No 2 Apr. , 2001
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珍香胶囊对裸鼠原位移植的人胃癌的抗癌作用
①

许锦阶1 ,徐小虎1 ,杨善民2 ,陈 　福2

(1. 汕头大学医学院病理学和病理生理学系 ,广东 　汕头 　515031 ;21 厦门大学抗癌研究中心 ,福建 　厦门 　361005)

摘要 :目的 :了解珍香胶囊对裸鼠原位移植的人胃癌的疗效 ,为临床试验提供科学依据。方法 :用珍香胶囊分别对人胃低分化腺

癌 SGC27901 以及人胃高分化腺癌 M KN228 裸鼠原位移植模型进行治疗。实验分 5 组 :珍香胶囊高浓度组 (4 800 mg/ kg·

bw) 、中浓度组 (2 400 mg/ kg·bw) 、低浓度组 (1 200 mg/ kg·bw)以及阳性对照组 (丝裂霉素 C 1 mg/ kg·bw)和阴性对照组 (生理

盐水) 。珍香胶囊灌胃给药 ,每天 2 次 ,连续给药 40 次 ,丝裂霉素 C 皮下注射给药 ,每 2 天 1 次 ,共给药 10 次。实验以荷人胃

癌裸鼠的生命延长率、胃指数、血清唾液酸 (SA)含量作为疗效评价指标。实验重复 3 次。结果 : ①珍香胶囊高、中、低三剂量对

荷人胃癌 SGC27901 裸鼠生命延长率分别为 57. 78 %～72. 03 %( P < 0. 01) ,42. 22 %～56. 59 % ( P < 0 . 01) 、28. 13 %～33. 79 %

( P < 0. 01) ,阳性对照丝裂霉素 C 对荷人胃癌 SGC27901 裸鼠生命延长率为 52. 58 %～60. 02 % ( P < 0 . 01) ; ②经珍香胶囊高、

中剂量治疗后 ,荷人胃癌 M KN228 裸鼠的胃指数、血清 SA 含量显著减少 ( P < 0. 01 或 P < 0. 05) 。结论 :在裸鼠可耐受的剂量

下 ,珍香胶囊对裸鼠原位移植的人胃低分化腺癌 SGC27901 以及人胃高分化腺癌 M KN228 均有明显的抗癌作用 ,且随着剂量

增加 ,其抗癌疗效增强。

关键词 :珍香胶囊 ;胃癌 ;动物疾病模型 ;裸鼠
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