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摘要　目的 :探讨人肿瘤坏死因子-α(hTNF-α)基因转染对舌癌细胞生长的影响。方法 :制备和纯化含 hTNF-α基因

的穿梭质粒 ,用 DOSPER阳离子脂质体介导转染 Tca8113舌癌细胞 ,对照组只给予等量的脂质体 ,不加入质粒 ;转染

基因 24、48、72、92 h后用 ELISA法检测细胞培养上清液中 hTNF-α的浓度 ,并用MTT法检测细胞的存活率。结果 :基

因转染 24、48、72、96 h后转染组与对照组细胞培养上清液中 hTNF-α浓度之间的差异均有显著性 ( P < 0105) ,转染组

各个时期浓度均高于对照组 ;MTT法检测相应各时期转染组与对照组平均 OD值之间的差异均有显著性 ( P <

0105) ,转染组各个时期平均 OD值均低于对照组 ,转染细胞的存活率降低 ,生长受抑制。结论 :阳离子脂质体介导

的 hTNF-α基因体外转染可在 Tca8113舌癌细胞中高表达并抑制舌癌细胞的生长。
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Abstract
Objective : The aim of this study was to investigate suppression effects of the transfection of human tumor necrosis factor-α

(hTNF-α) gene on tongue carcinoma cells. Methods : The shuttle plasmid containing hTNF-α gene was extracted and purified ,

then it was transferred into Tca8113 tongue carcinoma cells with cationic liposome DOSPER. The control group was only given

equivalent liposomes , except the plasmid. After culturing for 24 , 48 , 72 and 96 hours , the expression of hTNF-αgene in Tca8113

cells was analyzed by ELISA and , the survival rate of transferred cells was assayed by MTT enzymatic labeling technique.Results :

The transferred Tca8113 cells displayed significantly overexpression of hTNF-α ( P < 0. 05) . The survival rate of the transferred

Tca8113 cells was decreased significantly ( P < 0. 05) . Conclusion : Transfection of hTNF-αgene in vitro mediated by cationic li2
posomes can induce the overexpression of hTNF-αand inhibit the growth of tongue carcinoma cells.
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　　1975 年 ,Carswell 等[1 ]首先在小鼠血清中发现

了一种可诱导肿瘤细胞坏死的细胞因子 ,并命名为

肿瘤坏死因子 (tumor necrosis factor , TNF) 。但是 ,给

肿瘤患者全身使用人肿瘤坏死因子 ( human TNF ,

hTNF)却引起严重的毒副作用 ,以至临床实际使用

剂量远远不能达到所需的抗瘤治疗剂量[2 ]。口腔

鳞癌是口腔颌面部最为常见的恶性肿瘤 ,占口腔恶

性肿瘤发病率的 90 %以上 ,其中尤以舌部鳞癌最为

多见 ,居口腔鳞癌发病率的第一位。然而 ,目前以

手术切除、化学治疗和放射治疗为主的传统治疗效

果仍不能令人满意。自 1990年美国第一例用腺苷

脱氨酶 (adenosine deaminase ,ADA)基因治疗 ADA缺

陷综合征获得成功以来 ,基因治疗在遗传病、肿瘤、

心血管疾病等方面取得了飞速的发展 ,本文通过应
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用 hTNF-α基因转染舌癌细胞 ,观察其对舌癌细胞

的影响 ,探索其应用于舌癌治疗的可能性。

1　材料和方法

1. 1　主要材料和仪器

含 hTNF-α基因的 pSV23SHTNF穿梭质粒转化的 E. coli

K12 MC 1061大肠杆菌株 (比利时根特大学分子生物学系

W. Fiers教授惠赠)。Tca8113人舌粘膜鳞癌细胞株 (四川大

学华西医院肿瘤研究所提供)。

RPMI 1640培养基 ( GIBCO BRL公司 ,美国) ,DOSPER阳

离子脂质体转染试剂 (Boehringer Mannheim公司 ,德国) ,

hTNF-αELISA试剂盒 (晶美生物工程有限公司) ,MTT试剂

(SERVI公司 ,德国) ,二甲基亚砜 (DMSO ,辽宁盘锦新兴化工

厂)。

SANYO MCO-17AI型自控式 CO2 孵箱 ( Sanyo 公司 ,日

本) ,NUAIRE超净工作台 (Nuaire公司 ,美国) ,Bio- Rad550酶

标测定仪 (Bio Rad公司 ,美国) ,倒置相差显微镜 (Olympus公

司 ,日本)。

1. 2　实验方法

1. 2. 1 　质粒的制备和纯化 　采用碱裂解法 [3 ]从 E. coli

K12 MC 1061大肠杆菌株中大量制备质粒 pSV23SHTNF ,用

聚乙二醇沉淀法 [3 ] 进行纯化 ,紫外分光光度计测定

OD260ΠOD280在 118～210之间 ,即可用于细胞转染。

1. 2. 2　细胞培养 　Tca8113舌癌细胞解冻复苏 ,于含 10 %

小牛血清、100 UΠml 青霉素、100μgΠml 链霉素的 RPMI1640

培养基、37℃、含 5 %CO2 的细胞培养箱中密闭培养 ,取处于

对数生长期的细胞 ,调整细胞浓度为 3×105个Πml ,按实验

分组、分期和拟研究方法 ,分别接种于培养板中 ,培养至细

胞贴壁长满底面积的 70 %～80 %时进行转染实验。

1. 2. 3　转染基因　按照脂质体转染试剂 DOSPER说明书中

贴壁细胞转染法 ,按 4μl DOSPER Π115μgDNA的脂质体Π

DNA复合物比例转染 Tca8113舌癌细胞 ,对照组只加入等量

的脂质体 DOSPER ,不加入 DNA质粒。

1. 2. 4　ELISA法测定细胞培养上清液中 hTNF-α浓度 　接

种上述细胞于 6孔板 ,分别于转染基因 24、48、72、96 h后 ,

取细胞培养上清液 100μl ,ELISA一步法测定其中的 hTNF-α

浓度。每组每个时期设 3个样本进行测量。

1. 2. 5　MTT法测定转染基因后对舌癌细胞的抑制作用 接

种上述细胞于 96孔板 ,转染基因 24、48、72、96 h后 ,用 PBS

配制 5 mgΠml的MTT溶液 ,另设单纯 RPMI1640培养基孔 ,用

于机器调零 ,每个待测孔中加入 20μl MTT溶液 ,37℃、5 %

CO2 条件下继续培养 4 h ,吸出孔内的培养液 ,每孔内加入

150μl的二甲基亚砜 ,振荡 10 min ,用Bio- Rad 550酶标仪 ,选

择 570 nm波长测定 OD值 ,细胞存活率用 (转染基因组平均

OD值Π同一时期对照组平均 OD值) ×100 %来表示 [4 ]。每

组每个时期设 3个样本进行测量。

1. 3　统计学分析

比较转染组与对照组各时期细胞培养上清液中 hTNF-α

浓度有无差别采用单因素方差分析。比较转染组与对照组

各时期 OD值有无差异采用 t检验。

2　结　　果

2. 1　细胞培养上清液中 hTNF-α浓度

ELISA法测定转染组与对照组各时期 Tca8113

细胞培养上清液中 hTNF-α浓度见表 1 ,单因素方差

分析表明基因转染 24、48、72、96 h后转染组与对照

组细胞培养上清液中 hTNF-α浓度间均具有显著性

差异 ( P < 0105) ,转染组各时期浓度均高于对照组 ,

尤以转染基因 48 h后最高 ,达 24810 pgΠml。
表 1　转染基因后各个时期细胞培养上清液中

hTNF-α浓度( �x±s , pgΠml ,n = 3)

检测时期 (h) 对照组 转染组 F值 P值

24 27. 6±5. 5 65. 6±15. 5 15. 94 0. 0162

48 33. 0±9. 2 248. 0±82. 1 20. 30 0. 0108

72 30. 3±8. 1 174. 3±65. 2 14. 40 0. 0191

96 32. 0±13. 1 137. 7±28. 7 33. 68 0. 00438

2. 2　转染 hTNF-α基因对舌癌细胞的抑制作用

MTT法检测转染组与对照组转染基因后各时

期 Tca8113 舌癌细胞的 OD 值及存活率见表 2。 t

检验显示基因转染 24、48、72、96 h后转染组与对照

组平均 OD 值之间的差异均具有显著性 ( P <

0105) ,转染组各个时期平均 OD值均低于对照组。

转染基因 48 h时 Tca8113细胞的存活率最低 ,达到

5813 %。
表 2　转染基因后各个时期 MTT法检测舌癌细胞的 OD值

及存活率( �x±s ,n = 3)

检测时期 (h) 对照组 OD值 转染组 OD值 P值 存活率( %)

24 0. 663±0. 021 0. 506±0. 065 0. 016 76. 3

48 1. 174±0. 062 0. 685±0. 022 0. 0002 58. 3

72 1. 211±0. 046 0. 760±0. 043 0. 0002 62. 8

96 1. 263±0. 054 1. 093±0. 083 0. 041 86. 5

3　讨　　论

TNF-α是由激活的单核细胞和巨噬细胞产生的

一种细胞因子 ,由于最初发现其具有诱导某些类型

的恶性肿瘤细胞坏死的能力而被命名为肿瘤坏死
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因子[1 ]
,TNF-α抑瘤作用的机理现在还不完全清楚。

体外实验[5 ]证明 TNF-α对多种肿瘤细胞有杀伤作

用 ,体内实验也证明给荷瘤小鼠注射 TNF-α可诱导

小鼠体内肿瘤细胞显著的选择性凋亡 ,但是在人类

肿瘤治疗中效果却不甚理想 ,原因是人与鼠对

TNF-α的耐受量有很大差别 ,小鼠的耐受剂量是人

的 50倍。在临床治疗中 ,如果全身给予患者足够

的抗瘤剂量常发生头痛、寒战、发热、心动过速和呕

吐等严重毒副作用[2 ]。尽管 Alexander等[6 ]报道解

剖隔离肢体或肝脏后 ,灌注 hTNF-α治疗四肢的黑

色素瘤、肉瘤以及无法切除的肝脏肿瘤 ,取得了良

好的治疗效果 ,但是 ,对于无法进行解剖隔离的器

官或部位 (包括口腔颌面部) ,局部灌注 TNF-α的治

疗方法仍然有其应用的局限性。

应用基因治疗的方法 ,以 hTNF-α基因转染细

胞 ,则能够在肿瘤局灶持续地产生高浓度的细胞因

子 hTNF-α,达到治疗肿瘤的目的 ,并能够避免对全

身的毒副作用[7 ,8 ]。基因转移的靶向性是决定基因

治疗获得成功的关键性问题。由于舌部鳞癌肿瘤

的部位比较表浅 ,通过局部注射或气雾剂喷射的方

法可以比较容易地将目的基因特异地导入靶细胞 ,

因此 ,在目前还未构建出靶向可控性基因治疗载体

的情况下 ,舌癌是最适合进行基因治疗研究的恶性

肿瘤之一。

在本实验中 , ELISA检测证明阳离子脂质体介

导 hTNF-α基因在 Tca8113舌癌细胞中高水平表达。

MTT法检测表明转染 hTNF-α基因显著抑制了

Tca8113细胞生长。这些结果反映了 hTNF-α基因

作为舌癌基因治疗的靶基因将具有良好的应用前

景。

将 hTNF-α基因高效率地转移到肿瘤细胞中 ,

是实现 hTNF-α基因抑瘤作用的一个重要环节。由

于 hTNF-α介导的肿瘤基因治疗最终要采用体内转

移基因策略 ,因此需要有一个转导效率高和安全的

载体系统。研究证实 ,逆转录病毒载体系统只能感

染处于分裂期的细胞 ,但由于它进入细胞核后整合

入染色体 DNA的部位有不确定性 ,所以安全性差。

腺病毒虽然整合入染色体 DNA的部位较确定、较

安全 ,但它却能感染非增殖细胞 ,对正常细胞或组

织会产生影响[9 ]。非病毒载体系统为基因治疗提

供较病毒载体更安全的基因转染方式 ,阳离子脂质

体是近年发展起来的最有前途的非病毒载体之一 ,

阳离子脂质体介导的基因转染对细胞增殖有依赖

性 ,增殖速度越快、处于分裂期 ( G2ΠM)的细胞数目

越多的肿瘤细胞 ,阳离子脂质体的转染效率越高 ,

提示今后通过控制目标细胞的细胞周期 ,还可提高

阳离子脂质体的转染效率和质粒进入细胞核的机

会[10 ]。本实验也证实阳离子脂质体能达到很高的

转导效率和目的基因的高水平表达。总之 ,阳离子

脂质体具有安全、转染效率高和免疫原性低的特

点 ,比较适合用于人体的肿瘤基因治疗。
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