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Abstract :Objective　To investigation the effect s of the t reatment on the osteosarcoma by antisense T GF2
β1 gene in vivo. Methods　L M8 were t ransfected with antisense T GF2β1 gene through lipofectamine vec2
tor and selected by G418 . The model of osteosarcoma was established by C3h mice which were inoculated

with L M8 lines. The model tumor was t reated by inactivated t ransduced and untransduced L M8 by way

of original site and different site , and the t reatment of PBS was applied in the group of comparison. Re2
sults　The significant therapeutic effect s was achieved by the t reatment of the inactivated t ransduced

L M8 . The st rong inhibition to generation rate and growth speed was exhibited. A better antitumor effect

was achieved in the original site tumor compared with the different site. Conclusion 　The way of gene

therapy for osteosarcoma by antisense T GF2β1 gene was feasible and effective , which provided the foun2
dation of gene therapy for human osteosarcma.
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摘　要 :目的　探讨反义转化生长因子β1基因治疗骨肉瘤的价值。方法　用转基因技术将反义转化生

长因子基因导入骨肉瘤细胞 L M8 ,构建转基因细胞株。用骨肉瘤细胞株 L M8 皮下注射 C3 H雄性小鼠

建立小鼠骨肉瘤移植瘤模型。应用灭活的转基因骨肉瘤细胞、灭活的未转基因骨肉瘤细胞分原位和异

位进行治疗。结果　两种治疗措施都可表现出一定程度的抑瘤作用 ,其中以灭活的转基因骨肉瘤细胞

治疗效果最佳 ,原位治疗效果优于异位治疗。结论　灭活的骨肉瘤细胞也有一定的免疫治疗作用 ;反义

转化生长因子基因对小鼠移植性骨肉瘤有较好的实验治疗效果 ,为人骨肉瘤进行反义转化生长因子基

因治疗提供了一定的依据。
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0　引言

转化生长因子β1 是肿瘤细胞分泌的最主要的

免疫抑制因子 ,在骨肉瘤中有很高的表达 ,通过自分

泌和旁分泌机制促进骨肉瘤生长。体外实验表明 ,

阻断转化生长因子自分泌环 ,可有效抑制骨肉瘤细

胞的生长。本实验利用反义转化生长因子β1 基因 ,

对小鼠移植性骨肉瘤进行治疗 ,探讨反义转化生长

因子β1基因的利用价值。

1　材料和方法

1 . 1 　材料 　反义转化生长因子β1 表达载体 pcD2
NA32anti2T GFβ1 由本室构建[ 1 ] ;骨肉瘤细胞株

L M8由叶树楠博士保存 ; C3 H 小鼠购自北京维通

利华实验动物有限公司 ,雄性 ,4～5 周龄 ;DM EM2
高糖培养基、新生牛血清、胰蛋白酶、G418、Lipo2
fectamine均购自 Gibco公司 ,丝裂霉素购自华北制

药厂 ,鼠 T GFβ1 EL ISA 检测试剂盒购自 Bender 公

司。

1 . 2　方法

1 . 2 . 1 　反义转化生长因子β1 基因转染 　按 lipo2
fectamine说明书进行。将对数生长期的骨肉瘤细

胞传至 6 孔板 ,使每孔细胞数在 1 ×106左右。将

2μL 的质粒 (对照组为空载体 pcDNA3 ,以及未进

行转染的细胞)用无血清培养基稀释至 100μL ,将

6μL 脂质体亦用无血清培养基稀释至 100μL ,二者

混合后室温下静置 45 min ,用此混合物转染细胞 ,

6 h后加入 20 %血清培养基 ,18 h后换 10 %培养基

培养。

1 . 2 . 2　G418筛选　待细胞生长接近融合时按 1∶4

传代 ,继续培养至汇合 70 %时换入含 400mg/
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L G418 的培养基开始筛选 , 3～ 5 天后换入含

200mg/ L G418 的培养基维持筛选 ,12 天后终止筛

选 ,更换含 20 %血清培养基扩大培养 2周。

1 . 2 . 3 　骨肉瘤移植瘤模型的制备　用 PBS将对数

生长期的 L M8细胞稀释成 5 ×10 7 / mL 浓度 ,于每

只小鼠左侧腋窝皮下注射0 . 3mL ,第 3 日注射部位

可触及硬结 ,第 5日肉眼可见明显肿瘤结节 ,每 2日

测量一次并作记录。

1 . 2 . 4 　骨肉瘤移植瘤的基因治疗及观察 　于第 7

日将 30只小鼠随机分组 : ①对照组 6 只 ; ②转染骨

肉瘤细胞治疗组 12只 :分原位治疗和异位治疗各 6

只 ,将转染骨肉瘤细胞用丝裂霉素 (100μL/ mL )灭

活 1小时后 ,用 PBS将转染细胞稀释成 5×10 7 / mL

浓度 ,第 9日开始每次注射0 . 3mL ,每隔 3日注射一

次 ;连续注射 5次。③未转染骨肉瘤细胞治疗组 12

只 :处理同②。每 3日测量肿瘤大小并记录一次 ;观

察期间小鼠死亡时记录生存时间 ,切除肿瘤测量瘤

体大小及质量 ;第 50 日将所有小鼠杀死 ,切除肿瘤

并测量大小及质量 ,见表 1。

表 1　小鼠实验分组和治疗方法

分组 组别 n
每次注
射剂量

注射
次数
持续治疗
时间 (天)

转基因骨肉瘤 原位治疗 6 1 . 5×107 5 15

细胞组 异位治疗 6 1 . 5×107 5 15

未转基因骨肉瘤 原位治疗 6 1 . 5×107 5 15

细胞组 异位治疗 6 1 . 5×107 5 15

对照组 ( PBS) 6 0 . 3mL 5 15

1 . 2 . 5 　转染骨肉瘤细胞和未转染骨肉瘤细胞致瘤

性的比较　随机选取 6 只小鼠 ,用 PBS将对数生长

期的 pcDNA32anti2T GFβ1基因转染的 L M8细胞稀

释成 5×10 7 / mL 浓度 ,于每只小鼠左侧腋窝皮下

注射0 . 3mL。与上述对照组小鼠进行比较。

1 . 2 . 6　灭活的未转染骨肉瘤细胞的免疫作用　随

机选取 6只小鼠 ,将未转染的骨肉瘤细胞用前述方

法灭活后 ,用 PBS将其稀释成 5 ×10 7 / mL 浓度 ,于

每只小鼠左侧腋窝皮下注射0 . 3m ,每日 1 次 ,连续

注射 5次 ,3日后用前述方法制作肿瘤模型。

1 . 2 . 7 　T GFβ1 在体外、体内的表达 　采用双抗体

夹心 EL ISA法进行检测。体外培养转染细胞在 2

天、14天、21天和 35天四个时间点分别取 5个复孔

进行检测 ; 荷瘤鼠死亡和杀死时取肿瘤组织

(100mg)进行检测。方法参照说明书进行。

1 . 2 . 8　数据处理及统计学分析　检测数据用 �x ±s

表示。生存时间以日为单位 ,自骨肉瘤细胞注射日

起 ,至死亡或处死日止 ;肿瘤体积大小按 a ×b2 ×

0 . 4计算 ,a 为长径 ,b为短径。数据分析采用 SPSS

11 . 0软件在计算机上进行 ,采用 t检验和方差分析。

2　结果

2 . 1　G418筛选　实验组细胞在 2周左右形成团簇

样生长的抗性克隆 ,而对照组细胞则在 3～5天左右

全部死亡。

2 . 2　反义转化生长因子基因对肿瘤生成无明显抑

制作用 ,L M8骨肉瘤细胞对 C3 H 雄性小鼠肿瘤生

成率为 100 % ,转基因细胞肿瘤生成率亦为 100 % ,

但后者的生存时间 (38 . 5 ±6 . 9)较前者 (34 ±6 . 1)有

明显延长 ( P < 0 . 05) ,后者的肿瘤生长速度也明显

减缓 ,后者的肿瘤体积 (1 . 324 ±0 . 319) cm3 ,肿瘤质

量 (1 . 614±0 . 717) g ,较前者的 (2 . 525 ±0 . 982) cm3

和 (2 . 730 ±1 . 039) g明显减少 ( P < 0 . 05) 。这说明

反义转化生长因子基因对骨肉瘤移植瘤的生长有明

显的抑制作用 ,见表 2。

表 2　不同治疗对骨肉瘤移植瘤模型生存时间、肿瘤大小及肿瘤质量的影响

组别
原位治疗 异位治疗

生存时间 (天) 体积 (cm3 ) 瘤重 (g) 生存时间 (天) 体积 (cm3 ) 瘤重 (g)

转基因骨肉瘤细胞 48 . 5±2 . 0 0 . 734±0 . 138 0 . 796±0 . 155 45 . 5±2 . 3 1 . 029±0 . 161 1 . 119±0 . 167

未转基因骨肉瘤细胞 40 . 0±2 . 2 1 . 576±0 . 185 1 . 724±0 . 193 37 . 5±2 . 8 1 . 728±0 . 260 1 . 905±0 . 264

对照组 ( PBS) 34 . 0±3 . 1 2 . 525±0 . 501 2 . 730±0 . 530

2 . 3　灭活的未转染细胞对肿瘤生成无明显抑制作

用 ,经其免疫后的 C3 H 小鼠肿瘤生成率仍为

100 % ,但肿瘤的生成时间 (从种植骨肉瘤细胞到肿

瘤直径达 5mm)明显延长 ,肿瘤的生长速度有所减

缓 (2 . 210±0 . 642) cm3。这表明灭活的未转染肿瘤

细胞可以提高肿瘤组织的免疫原性 ,对肿瘤生长有

一定的抑制作用。

2 . 4　治疗组的平均生存时间均较对照组延长 ,肿瘤

体积、肿瘤质量则均低于对照组 ,而原位治疗又明显

优于异位治疗。治疗组间有差异性 ( P < 0 . 05) ,其

中用灭活的转染细胞进行原位治疗效果最好。治疗

组间的差异也很好地说明了反义转化生长因子基因

对移植瘤生长的抑制作用。

2 . 5 　体外培养骨肉瘤细胞 T GFβ1 的表达量为

(16 . 24 ±3 . 25) ng/ mL ,转染反义转化生长因子基因

后 T GFβ1的表达明显下降 ,四个时间点检测值分别
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为 (9 . 71 ±2 . 94 ) 、( 8 . 86 ±3 . 52 ) 、( 8 . 07 ±2 . 09 ) 、

(8 . 56 ±1 . 98 ) ng/ mL ,见图 1 ;移植瘤原位治疗后

T GFβ1表达与异位治疗后表达有明显差异 ,与对照

组比较均有明显差异 ,见表 3。

2 . 6　取出的肿瘤组织经切片 H E染色证实为恶性

肿瘤组织。

图 1　TGFβ1在骨肉瘤细胞中的表达曲线

表 3　移植瘤 TGFβ1含量变化

组　　别 含量 ( �x ±s ,pg/ mg)

转基因骨肉瘤细胞 原位治疗 46 . 73±7 . 86

　　　治疗组 异位治疗 70 . 83±9 . 21

未转基因骨肉瘤细胞 原位治疗 66 . 29±6 . 84

　　　治疗组 异位治疗 98 . 52±8 . 34

对照组 ( PBS) 137 . 62±7 . 53

3　讨论

3 . 1　转化生长因子β1作为肿瘤组织分泌的最主要

的免疫抑制因子 ,在骨肉瘤的生长、转移过程中发挥

着重要作用。转化生长因子β1 不但可抑制 T 细

胞、B细胞、L A K细胞 ,而且还可以抑制免疫细胞产

生免疫刺激因子如 IFN2γ、TN F2α等。转化生长因
子β1还能抑制肿瘤特异性 T细胞 (CTL)的产生和

细胞毒作用 ,从而使肿瘤细胞逃避免疫杀伤[ 1 ]。体

外实验表明 ,采用反义转化生长因子β1 基因技术 ,

可以阻断骨肉瘤细胞自分泌环 ,明显抑制骨肉瘤细

胞的增殖活性[ 2 ]。本实验则进一步证实反义转化生

长因子β1基因在体内同样可以对骨肉瘤细胞的生

长增殖产生抑制作用 ,并对致瘤动物的生存时间产

生影响[ 3 ]。在两种治疗方法中 ,转基因组要优于未

转基因组 ,主要是反义转化生长因子β1基因发挥了

重要作用。

3 . 2　靶向治疗是反义转化生长因子β1基因发挥作

用的关键。本实验中原位治疗组要优于异位治疗

组 ,这些结果提示靶向治疗是骨肉瘤基因治疗的关

键问题之一。

3 . 3　肿瘤免疫原性低从而逃避机体的免疫监视是

肿瘤形成发展的重要原因。本实验通过灭活骨肉瘤

细胞增加骨肉瘤组织的免疫原性 ,达到一定程度上

抑制肿瘤形成发展的目的。这种免疫治疗方法是肿

瘤治疗研究中的热点之一。

3 . 4　应用反义转化生长因子β1基因进行骨肉瘤基

因治疗存在的问题 :骨肉瘤细胞转染反义转化生长

因子β1基因后肿瘤生成率仍高达 100 % ,尽管后期

肿瘤生长有所减缓。在已生成的所有肿瘤中 ,均表

现出不同程度的持续生长 ,未观察到 1 例肿瘤生长

明显停滞、缩小或消失。通过 EL ISA 检测发现 ,无

论是在体外还是在体内 , T GFβ1 的表达都仅仅表现

为一定程度的下降 ,而非完全无表达。本实验仅仅

证明应用反义转化生长因子β1 基因进行骨肉瘤基

因治疗存在可行性和有效性 ,但对骨肉瘤病人的基

因治疗及反义转化生长因子β1 基因如何在人体内

发挥作用尚待进一步研究。
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