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Abstract
AIM: To investigate the killing effect of cytosine deami-
nase/5-fluorocytosine on colorectal carcinoma when com-
bined with gastrin receptor antagonist.

METHODS: Plasmid G1CEACDNa was transferred into the
LoVo cell line using liposomes method. The growth curve
of cells was observed when cultured with 5-FC (1 mmol/L)
or/and CI-988 (1×10-8mmol/L) in RPMI-1 640+100 ml/L
fatal bovine serum. The killing efficiency was measured
by MTT method. The submicroscopic structure of cells was
observed by electron microscope, apoptosis was verified
by a flow cytometer . CD+ LoVo cells were were. inoculated
s.c. in athymic nude mice followed by 5-fluorocysine or/
and CI-988 treatment for 20 d. these nude mice were killed
with their tumor weight determined. Then tumor tissue
was stained with hematoxylin and eosin, the submicroscopic
structure of cells was observed by electron microscope.

RESULTS: After treated with 5-FC or CI-988,the inhibition
rate of CD+ LoVo cells was 90 % and 50 %, respectively.
When c these two reagents were used in combination, the
inhibition rate was 40 % and 97 % on 3 d and 6 d, respectively.
By MTT method, combination of CD/5-FC and CI-988 possessed
superior killing effect in comparison to single therapy (0.53±0.05
vs 0.49±0.02, 0.38±0.06, F =29.5536, n =5, P <0.01). Elec-
tron microscope and flow cytometer verified that cells were
apoptosized after exposed to 5-FC (1 mmol/L) and CI-988
(1×10-8 mmol/L) 72 h. Significant anti-tumor effect was
observed in nude mice bearing CD+ LoVo cells followed

with 5-FC(500mg/kg body weight i.p. injection per day) or
CI-988 (10 mg/kg per day orally), the inhibition rate were
69.4% and 49.5%,respectively. When these two reagents
were used in combination, the inhibition rate was 81.5 %
that was higher compared to single therapy (0.42±0.12 vs
0.69±0.11, 1.22±0.22, F =33.1709, n =5, P <0.05).There
were apoptosis bodies in submicroscopic structure.

CONCLUSION: Gastrin receptor antagonist canelevate the
killing effect of CD/5-FC on colorectal carcinoma. Apoptosis
is possibly one of the reasons of the synergistic action.
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摘要

目的: 研究联合应用胃泌素拮抗剂和胞嘧啶脱氨酶(CD)的基

因治疗对结肠癌细胞的杀伤作用.

方法: 脂质体法转染 G1CEACDNa 至 LoVo 细胞. 用含

1 mmol/L 5-FC 或 和 1  10-8 mmol/L CI-988 的 100 ml/L

胎牛血清的 RPMI1640 培养基培养细胞 测生长曲线;

MTT法测细胞杀伤率; 透射电镜观察细胞的超微结构; 流式

细胞仪annexin 和PI双重染色行凋亡相关检查; Balb/c裸

鼠背部皮下接种 CD+ LoVo 细胞 5-FC (500 mg/kg)腹腔

注射或 和CI-988 (10 mg/kg)灌胃处理20 d 处死裸鼠后

肿瘤称重 病理切片 HE 染色 瘤组织透射电镜检查.

结果: 用5-FC或 和CI-988处理 d后CD+ LoVo细胞抑

制率分别为 90 % 和 50 % 二者合用于 d 和 d 抑制率

分别为40 %和97 %; MTT法检测联合应用5-FC和CI-988

较单用任何一种处理对 CD+ LoVo 细胞杀伤作用更强 有

统计学差异(0.53 0.05 vs 0.49 0.02 0.38 0.06

F =29.5536 n=5 P <0.01); 电镜和流式细胞仪分别显示

CD/5-FC 和 CI-988 结合处理 72 h 后细胞有凋亡现象; 用

5-FC (500 mg/kg)腹腔注射和CI-988 (10 mg/kg)灌胃处理

荷瘤裸鼠均可出现明显的抑瘤作用 抑瘤率分别为69.4 %和

49.5 % 二者合用抑瘤较单用任一种处理更明显 有统计学

意义(0.42 0.12 vs 0.69 0.11  1.22 0.22 F =33.1 709

n =5 P <0.05) 抑瘤率达 81.5 % 电镜下见瘤组织内

有凋亡小体.

结论: 联合应用胃泌素拮抗剂CI-988可以提高CD/5-FC对
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结肠癌细胞的杀伤作用. 凋亡相关过程可能是这种协同作用

的原因.
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0   引言

细胞内转染胞嘧啶脱氨酶(cytosine deaminase CD)基

因 随后给予 5- 氟胞嘧啶(5-FC) 是近年来发展起

来的肿瘤的自杀基因疗法中研究较为广泛的一种方案.

大量基础和临床实验[1-5]已经证明 CD/5-FC 对结直肠癌

治疗有效. 但是 基因治疗普遍存在转染效率低的问题

限制了其应用前景 胃泌素有刺激肠道上皮增生的能

力[6-9] 胃泌素及其受体在结肠肿瘤细胞生长调节中起

着重要作用 胃泌素拮抗剂对结肠癌的生长及转移有

明显抑制作用. 我们联合应用CD/5-FC和胃泌素拮抗剂

对结肠癌细胞生长的影响

1   材料和方法

1.1 材料  CEA 启动子调控 CD 基因表达的逆转录病毒

载体G1CEACDNa由第二军医大学长海医院崔龙教授惠

赠; 大肠癌LoVo细胞株由上海医科大学瑞金消化外科研

究所提供; Balb/c 裸鼠由第四军医大学实验动物中心提

供; 脂质体 lipofectamineTM 2000 (LF 2000)为 Invitrogen 公

司产品; G 418 为 Gibco 公司产品; 5- 氟胞嘧啶(5-FC)

胃泌素拮抗剂CI-988 MTT为Sigma公司产品; RPMI1640

培养基 胎牛血清为 Promega 公司产品.

1.2 方法  大肠癌细胞的转染在 6 孔培养板中分别接种

106 个 LoVo 细胞 待细胞生长至 80 % 融合时 用无

血清 RPMI1640 培养基轻洗细胞并置换原来的培养液

再加入含 4 µg 质粒 DNA250 µL 和 LF2000 的无血清

RPMI1640 培养基 10 µL 培养 24 h 以含 400 mg/L-1 G

418 及 100 mL/L-1 胎牛血清的 RPMI1640 培养基传代培

养转染细胞 选择培养 14 d 筛选抗性克隆并扩增. 将

CD+ LoVo 分别接种至 4 块 24 孔板中 (108/L) 依次分为

4 组. 实验组 1 用含 1 mmol/L 5-FC 的 100 ml/L 胎牛血清的

RPMI1640 培养基培养; 实验组 2 用含 1 10-8 mmol/L CI-

988的100 ml/L胎牛血清的RPMI1640培养基培养; 实验

组 3 用含 1 mmol/L 5-FC 和 1 10-8 mmol/L CI-988 的

100 ml/L 胎牛血清的 RPMI1640 培养基培养; 对照组用

100 ml/L 胎牛血清的 RPMI1640 培养基正常培养. 每天

胰酶消化法计数每组4孔 绘制细胞在不同条件下的生

长曲线 计算生长抑制率 =(1- 实验组细胞计数平均值 /

对照组同期细胞计数平均值) 100 %. 将CD+ LoVo接种

至 24 孔板中(108/L) 细胞分为 4 组(分组情况同前) 每

组设 5 个复孔. 于培养 72 h 行 MTT 法检测 490 nm 处吸

光度 A 值 各组 A 值进行方差分析. 计算细胞存活率

A 实验组均数 /A对照组均数 100 %.

        CD+ LoVo 培养至对数生长期 加入含 1 mmol/L 5-

FC 和 1 10-8 mmol/L CI-988 的 100 ml/L 胎牛血清的

RPMI1640 培养基 治疗 72 h 后 收集细胞 1 107

2.5 % 胰蛋白酶消化 用无血清 RPMI1640 培养基洗涤

2 次 2 000 r/min-1 离心 10 min 贴壁加入固定液

送电镜室包埋 切片 透射电镜下检查. 用 60 mL 培

养瓶 2 个将 CD+ LoVo 细胞培养至对数生长期 实验组加

入含 1 mmol/L 5-FC 和 1 10-8 mmol/L CI-988 的 100 ml/L

胎牛血清的 RPMI1640 培养基 培养 72 h 后用橡皮刮

收集细胞 离心(300 g 5 min)去上清后 重新悬浮

于 1 mL 的 annexin -FITC 染色液 室温下染色 5 min.

在细胞悬液中加入 PI 保存液 10 µL 室温下染色 5 min

后上机检测.

        取 8-12 周龄 Balb/c 裸鼠 20 只 背部皮下接种 CD+

LoVo 细胞(5 106cell in 0.2 mL PBS) 成瘤后按体重大

小编号 随机化分为 4 组. 实验组 1 给予 5-FC (500 mg/kg)

腹腔注射 实验组 2 给予 CI-988 (10 mg/kg)灌胃 实验

组 3 给予 5-FC (500 mg/kg)腹腔注射并 CI-988 (10 mg/kg)

灌胃 对照组未给任何处理. 给药均为1次/d 连续20 d

处死裸鼠分离出肿瘤组织分别称重 然后用 40 g/L 甲醛

固定 二期行组织切片 HE 染色. 其中实验组 3 处死裸

鼠后立即取微量肿瘤组织戊二醛固定 二期行透射电

镜检测. 计算抑瘤率 = (1- 实验组瘤重平均值 /对照组瘤

重平均值) 100 %.

        统计学处理  应用 SPLM 统计软件行方差分析统计

学处理.

2   结果

2.1 LoVo 细胞生长  实验组 1 于处理后 3 d 细胞开始出

现死亡 6 d 时生长抑制率达 90 % 以上; 实验组 2 于处

理后 3 d 细胞出现形态变化活性降低 4 d 可见部分细

胞开始死亡 6 d 时细胞生长抑制率达 50 %; 实验组 3

于处理后 2 d 即表现为细胞变形 空泡 折光性差 3 d

可见明显死亡现象 抑制率达 40 % 6 d 抑制率达 97 %

(图 1). 实验组 1 实验组 3 细胞杀伤作用明显 细胞

杀伤率分别为 28.7 % 和 47.1 % A 值较对照组行方差分

析有显著性差异(P <0.01); 实验组2(7.8 %)未见明显杀伤细

胞效应; 与对照组A值(0.53 0.05)无显著性差异(P >0.05);

实验组 3 (0.28 0.04)较实验组 1 (0.38 0.06) 实验组

2 (0.49 0.02)杀伤作用更明显 方差分析 A 值有显著

性差异(P <0.01).

2.2 细胞透射电镜检测  电镜下见细胞普遍脂滴较多

可见细胞膜微绒毛消失 边缘变平直 细胞核皱缩 染

色质聚集在核模下等典型凋亡征象(图 2A); 同时可见细

胞器溶解 核碎裂等坏死征象(图 2B).

2.3 流式细胞仪  FCM 图像可见实验组细胞群坏死比例

为 30.7 % 凋亡细胞占 21.1 %. 而对照组仅有坏死细胞

0.1 % 凋亡细胞 1.9 %. 结果说明凋亡相关过程在细胞

死亡机制中起重要作用.
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图 1  细胞生长曲线.

图 2  培养细胞透射电镜照片 3 000.

图 3  实验组 3 肿瘤组织电镜照片 6 000.

2.4 裸鼠抑瘤实验肿瘤组织  接种后 10 d 所有裸鼠均

成瘤 依分组情况分别给予处理. 处死裸鼠行瘤组织称

重. SPLM 软件行方差分析结果示 3 个实验组肿瘤较对照

组均明显重量减轻(0.69 0.11 1.22 0.22 0.42

0.12 vs 2.26 0.23 P <0.01) 说明 3 个实验组均产

生明显的抑瘤效果; 实验组 3 较实验组 1 (P <0.05) 实

验组 2 (P <0.01)减轻更明显; 抑瘤率明显增加(81.5 % vs

69.4 %  45.9 %) ; 实验组2较实验组1有显著差异(P <0.01)

说明实验组 2 的抑瘤作用较实验组 1 弱.

2.5 移植瘤组织病理学检查  光学显微镜下 HE 染色: 实

验组肿瘤组织均有明显的坏死征象和周围炎症细胞浸

润. 肿瘤组织超微结构: 实验组3肿瘤组织电镜下可见细

胞大片坏死 结构不清 可见明显的核碎裂 核溶解及

细胞器碎裂(图 3A); 同时可见部分细胞呈染色体边集成

块 核模清楚完整 细胞边界清楚等凋亡征象及凋亡小

体(图 3B).

3   讨论

CD/5-FC 系统是近年来研究较多的一种基因导向的酶 /

前体药物治疗(GDEPT)策略 其应用于结直肠癌的研

究目前已经进入 期临床阶段[10, 11]. 5-FU作为结直肠癌

的一线化疗药其全身给药毒副作用较大. CD/5-FC系统

应用有效的载体使肿瘤组织特异性表达 CD 基因 其

编码的酶能将对哺乳动物本身相对无毒的5-FC转化为

细胞毒性的 5-FU 从而表现出杀细胞效应 同时 CD/

5-FC 系统还具有强大的旁观者效应. 另一方面 胃泌

素前体和甘胺酸胃泌素明显刺激结直肠癌细胞生长. 在

过表达胃泌素前体和甘胺酸胃泌素的转基因鼠和结肠

癌细胞系均能观察到这种作用. 胃泌素通过多种机制促

进结肠癌细胞生长[12-14]. 多种胃泌素拮抗剂对结肠癌生

长有轻度抑制作用已经得到证实[15]. CI-988抑制肠癌LoVo

细胞生长已在体外培养和动物实验中得到证实. 本结果显

示 体外培养 6 d 时 1 mmol/L 5-FC 和 1 10-8mmol/L

CI-988 分别可致转染了 CD 基因的 LoVo 细胞生长抑制

率达 90 % 和 50 % 与文献报导一致 二者联合使用

杀伤作用更明显 于培养 3 d 和 6 d 时抑瘤率达 40 % 和

97 %. MTT 法检测杀伤率 联合应用 1 mmol/L 5-FC 和

1 10-8 mmol/L CI-988 较单用任何一种杀细胞作用更

明显 有统计学差异(P <0.05). 动物模型抑瘤实验结果

证明 单独使用 5-FC(500 mg/kg)腹腔注射或 CI-988

(10 mg/kg)灌胃均可产生明显抑瘤效果 有统计学差异

(P <0.01) 抑瘤率分别为 69.4 % 和 45.9 % 与文献

报导一致 联合应用二者抑瘤效果较单用任何一种措

施更明显 有统计学差异(P <0.05). 透射电镜下体外培

养及动物模型中均可见兼有凋亡与坏死征象 这种现

象同时也在体外细胞培养的流式细胞仪检测中得到证

实. 笔者前期实验已经证实 CD/5-FC 系统引起结肠癌

LoVo 细胞死亡的过程中有凋亡机制参与 认为 胃泌

素拮抗剂可能通过提高结肠癌细胞对凋亡刺激的敏感

性而与CD/5-FC产生协同治疗作用. 本结果再次验证了

CD/5-FC 系统和胃泌素拮抗剂 CI-988 对结肠癌在体外

细胞培养和动物模型中的杀伤作用 同时证明联合应

用胃泌素拮抗剂 CI-988 可以提高 CD/5-FC 对结肠癌细

胞的杀伤作用.
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