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Abstract :Objective 　To study the effect s of interferon2β( IFN2β) gene inducing human gliomas apoptosis

and to observe whether interferon2βcan induce up2regulating of Fas expression. The relationship between

cell apoptosis inducing by IFN2β gene and up2regulating of Fas expression was discussed. Methods 　To

establish the SH G44 glioma model of nude mice. Eukaryonic expression vector (p SV2 IFNβ) for IFN2β

packaged by liposome was injected into SH G44 glioma of nude mice ;and observe the glioma growth and

calculate tumor size. The effect s of IFN2β gene inducing human gliomas apoptosis and Fas expression

were realized by immunohistochemist ry and tunel. Results 　The expression of IFN2β gene in the glioma

nude mice were determined. The glioma growth of nude mice was inhibited. IFN2βcan induce glioma cell

SH G44 apoptosis. Fas expression of glioma cell is significantly higher than that of the control group .

Conclusion 　IFN2βgene can inhibit the growth of human gliomas and induce the apoptosis of human glio2
ma cells. The apoptosis inducing by IFN2βgene may depend on the up2regulating of Fas expression.

Key words :Interferon2β; Glioma ; Apoptosis ; Fas

摘　要 :目的 　研究β干扰素基因对人脑胶质瘤的诱导凋亡作用 ,以及能否诱导胶质瘤细胞 Fas 表达上

调 ,并探讨了β干扰素基因诱导细胞凋亡及 Fas 表达上调之间的联系。方法 　建立裸鼠 SH G44 胶质瘤

模型 ,用脂质体包埋法将 IFN2β基因的真核表达载体 pSV2 IFNβ注入裸鼠皮下 SH G44 脑胶质瘤 ,观察

肿瘤生长情况并计算肿瘤体积 ,通过免疫组化、TUN EL 染色 ,了解 IFN2β基因诱导人脑胶质瘤细胞凋

亡的作用以及胶质瘤细胞 Fas 表达情况。结果 　IFN2β在荷瘤裸鼠瘤体内获得表达 ,裸鼠皮下胶质瘤生

长受到抑制 ,并诱导 SH G44 胶质瘤细胞凋亡 ,胶质瘤细胞 Fas 表达明显高于对照组。结论 　IFN2β基因

能够抑制人脑胶质瘤生长 ,并诱导胶质瘤细胞凋亡 ; IFN2β基因诱导胶质瘤细胞凋亡可能是 Fas 表达上

调的结果。
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0 　引言

诱导肿瘤细胞的凋亡是当前肿瘤治疗的主要机

制之一 ,而 Fas 信号系统在启动细胞凋亡的通路中

起重要作用。本实验采用脂质体包埋法将 IFN2β基

因的真核表达载体 p SV2 IFNβ 注入裸鼠皮下

SH G44 脑胶质瘤 ,观察它对脑胶质瘤的生长抑制及

诱导凋亡的作用 ,并检测胶质瘤细胞 Fas 表达情况 ,

探讨β干扰素基因诱导胶质瘤细胞凋亡及 Fas 表达

之间的联系。

1 　材料和方法

1 . 1 　材料

IFN2β真核表达载体 p SV2 IFNβ由日本名古屋

大学医学部 Yo shida J 教授惠赠 ;胶质瘤细胞株

SH G44 由本校全军神经外科研究所提供 ;裸鼠由本

校动物中心提供 ;脂质体、兔抗人 IFN2β单抗 (英国

Peprotech 公司) ;DM EM ( Gibco 公司) ;兔抗人 Fas

单抗、免疫组化试剂盒、TUN EL 试剂盒 (博士德公

司) 。

1 . 2 　方法

1 . 2 . 1 　裸鼠 SH G44 胶质瘤模型 　15 只成年裸鼠

分为实验组 A、空载体组 B 和对照组 C ,每组 5 只。

裸鼠每只右腿上部皮下注射 100μl 无血清培养液含

3 ×106 个 SH G44 胶质瘤细胞 ,接种后严密观察肿

瘤生长情况。肿瘤形成后 ,每日测量肿瘤大小并计

算肿瘤体积 : V (cm3 ) =πD3 / 6 ,D 为肿瘤最长及最

短径的平均值。

·691· 肿瘤防治研究 2005 年第 32 卷第 4 期



1 . 2 . 2 　外源性 DNA 注射治疗 　接种 SH G44 细胞

后的第 2 周 ,裸鼠分别进行如下治疗 :A 组瘤体内注

射 20μl 脂质体包裹的 10μg p SV2 IFNβ质粒 ;B 组

瘤体内注射 20μl 空脂质体 ; C 组瘤体内注射 20μl

无菌生理盐水。3 天后重复注射 1 次。每天定时观

察肿瘤生长情况 ,计算肿瘤体积。

1 . 2 . 3 　组织标本的处理与检测 　接种 40 日后 ,取

肿瘤标本 ,经常规处理制成 5μm 石蜡切片 ,进行常

规 H E 染色。IFN2β以及 Fas 免疫组化检测 :切片

经脱蜡、入水 ,10 mg/ L 过氧化氢/ PBS、3mg/ L Tri2
tonX2100/ PBS 处理后 ,滴加正常羊血清 37 ℃温育

30min ,弃去血清后分别滴加兔抗人 IFN2β单抗 Ig G

及兔抗人 Fas 单抗 ,4 ℃过夜。滴加生物素化的羊抗

兔 Ig G ,37 ℃温育 30min ,滴加 ABC 复合物 37 ℃温

育 30min ,上述各步之间均以 PBS 充分振洗 ,最后

浸入新鲜配制的 DAB 显色液 ,室温 10min ,蒸馏水

洗终止反应 ,苏木精衬染 ,逐级酒精脱水后二甲苯透

明 ,中性树胶封片。IFN2β染色阳性标准为 :细胞浆

内呈棕黄色。Fas 染色阳性信号为棕黄色颗粒 ,分

布于细胞膜和细胞浆内。记数方法 :在光镜下随机

选取 4 个高倍视野 ( ×400) ,计算 4 个视野内阳性细

胞数占总细胞数百分率的平均值。

1 . 2 . 4 　TUN EL 染色检测胶质瘤凋亡 　裸鼠实体

瘤切片经脱蜡、入水 ,3 %H2 O2 封闭 30min ,20mg/ L

蛋白酶 K 消化液 20min ,加 TUN EL 反应液 ,37 ℃

孵育 60min ,过氧化物酶连接的抗荧光素抗体 ,37 ℃

孵育 30min ,PBS 振洗 5min ×3 次 ,DAB 显色 ,苏木

素复染 ,脱水透明 ,封片. 以 PBS 替代 TUN EL 反

应液作阴性对照 ,阳性标准为 :细胞核内呈棕黄色。

1 . 3 　统计学处理

应用 SPSS 11 . 0软件对数据进行统计分析 ,采

用 t 检验。

2 　结果

2 . 1 　IFN2β对胶质瘤的抑制作用

接种后 20 天以内 ,A、B 和 C 组肿瘤大小基本

相同 ,在第 20 天后 ,B 和 C 组肿瘤呈现快速生长 ,A

组肿瘤仍呈缓慢生长 ,至第 5 周实验结束 ,A、B 和 C

组肿瘤平均体积分别为 (4 . 326 ±1 . 52) cm3 , (7 . 918

±1 . 76) cm3 和 (8 . 043 ±1 . 68) cm3 ,A 与 B 或 C 组

肿瘤生长速率相比差异有显著性意义 ( P < 0 . 01) ,B

和 C 组肿瘤生长速率相比差异无显著性意义 ( P >

0 . 05) 。

2 . 2 　裸鼠 SH G44 胶质瘤免疫组化检测

裸鼠 SH G44 胶质瘤 H E 染色 (见图 1) 。免疫

组化检测 , IFN2β免疫组化显示 A 组肿瘤切片中肿

瘤细胞浆内呈棕黄色 ,提示有较高的 IFN2β蛋白表

达 (见图 2) ,而 B、C 组染色成阴性 ,无 IFN2β蛋白表

达 (见图 3) 。Fas 免疫组化检测显示 A 组肿瘤切片

中有较高的 Fas 蛋白表达 (见图 4) ,阳性细胞数占

总细胞数的百分率为 42 % ,B、C 组仅有少量表达 ,

百分率分别为 11 %和 9 % ,A 与 B 或 C 组肿瘤 Fas

蛋白表达相比差异显著 ( P < 0 . 01) ,B 和 C 组差异

无显著性意义 ( P > 0 . 05) ,提示 IFN2β基因可能诱

导裸鼠 SH G44 胶质瘤 Fas 表达上调。

2 . 3 　TUN EL 染色检测胶质瘤凋亡

A 组部分肿瘤细胞核质呈现均匀的染色 ,B 和

C 组肿瘤细胞呈阴性 ,提示转染了人β干扰素基因

的 SH G44 胶质瘤细胞呈现出明显的凋亡改变 (见

图 5) 。

3 　讨论

目前认为干扰素主要通过两种途径对肿瘤细胞

的生长发挥作用 ,一是动员机体自身的免疫系统去

攻击肿瘤 ,Nakahara、Nat sume[ 123 ] 等研究发现β干

扰素能提高系统性的细胞免疫 ,抑制胶质瘤细胞增

殖。其次是对肿瘤细胞的直接作用。体外干扰素的

细胞悬液培养发现 ,干扰素可直接影响有丝分裂的

不同阶段 ,通常使细胞生长停滞于 G1 期 ,有时则延

迟了 S 期或整个细胞周期。Zhang 等[ 4 ] 用干扰素作

用于体外培养的膀胱肿瘤细胞株 ,在所培养的上清

液中检测到 TN F 的表达 ,干扰素可以阻止肿瘤细

胞从 S 期进入 G2 期 ,其细胞毒性及抗增殖活性可

能与 TN F 有关。干扰素还可通过诱导 C2myc 表达

的改变调节细胞凋亡的敏感性。诱导肿瘤细胞凋亡

的过程有赖于细胞中多种信号传导通路的开放、功

能基因的转录和相互协同作用[ 5 ] 。同时 ,利用干扰

素的诱导凋亡作用协同其他治疗 ,例如与放疗、化疗

同时进行 ,可达到提高疗效的目的 ;β干扰素和 AC2
NU 、MCNU 等化疗药联合应用 ,以及和放疗联合作

用 ,能提高化疗药对胶质瘤的毒性作用和放疗效

果[ 6 ,7 ] 。

恶性肿瘤细胞发生凋亡和坏死通常有细胞周期

调节基因的突变 ,导致过量表达生长启动蛋白 ,细胞

周期失控 ,相应的各种 DNA 损伤得不到及时修复 ,

各种突变积累 ,形成恶性循环。Tohma[ 8 ] 对胶质母

细胞瘤进行 Fas 表达研究 ,发现原发性胶质母细胞

瘤均有缺血坏死灶 ,且 Fas 表达阳性区集中在缺血

坏死灶周围。而由于继发性胶质母细胞瘤的坏死灶

较少 ,Fas 表达阳性率亦较低。中枢神经系统的组

织一般无表达。研究发现当 FasL 与细胞膜上的

Fas 结合后 ,能将胞外的凋亡信号传导入胞内 ,启动
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表达 Fas 细胞的凋亡进程。Fas/ FasL 信号系统与

机体淋巴细胞的克隆删除、免疫耐受的建立、活化的

T 细胞凋亡、免疫反应的终止等密切相关 ,也是介导

CTL 细胞识别和杀死肿瘤细胞的主要途径之一[ 9 ] 。

本实验利用脂质体包埋法将 IFN2β基因的真核

表达载体 p SV2 IFN2β注入裸鼠皮下 SH G44 脑胶质

瘤 ,观察肿瘤生长情况并计算肿瘤体积 ,结果显示 A

组胶质瘤生长受到明显抑制 ,与 B 或 C 组肿瘤体积

相比差异有显著性意义。免疫组化证明人 IFN2β基

因在 SH G44 胶质瘤中得到表达。TUN EL 试验显

示转染了人β干扰素基因的 SH G44 胶质瘤细胞发

生明显的凋亡。干扰素对胶质瘤细胞有抑制增殖和

促凋亡作用 ,可能是干扰素开放信号传导通路以及

引起细胞周期调节相关基因表达所造成的。实验提

示 A 组肿瘤切片中有较高的 Fas 蛋白表达 ,A 与 B

或 C 组肿瘤 Fas 蛋白表达相比差异显著 ( P <

0 . 01) ,说明 IFN2β基因可能诱导裸鼠 SH G44 胶质

瘤 Fas 表达上调 ,调节 Fas/ FasL 信号系统诱导裸

鼠 SH G44 胶质瘤细胞发生凋亡。关于β干扰素对

Fas/ FasL 信号系统的具体作用机制还需进一步的

研究。

(本文图见封 2)
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