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白介素#!" 抑制胶质瘤细胞生长的体内外实验研究

王跃红!，赵文清!，&，李文玲&，潘宝根(，梁传栋!，赵晓云% * * （ !河北医科大学神经外科教研室，石家庄 "$""(!；河北省人
民医院：&功能神经外科，(神经外科，%临床研究中心，石家庄 "$""+!）

* * 摘* 要：目的* 探讨白介素#&% 基因转染对胶质瘤生长的影响。方法* 将载有人白介素#&% ,-./的新型重组腺病毒
（/0$1($#23&%）感染人胶质瘤细胞系 4&$!，体外观察 /0$1($#23&% 对该细胞系生长的影响；建立人胶质瘤动物模型，瘤内
注射 /0$1($#23&%，观察肿瘤生长情况；用流式细胞仪检测其凋亡和 567 8 5,9#& 的表达情况。结果 * /0$1($#23&% 感染
4&$! 细胞和肿瘤组织后，23#&% 蛋白高表达，4&$! 细胞和组织的生长受到明显抑制，其凋亡率明显升高，567 8 5,9#& 也明显
升高。结论* 白介素#&% 具有抑制人胶质瘤细胞系 4&$! 生长和诱导凋亡作用。/0$1($#23&% 转导白介素#&% 基因可能是
一种有效的胶质瘤基因治疗途径。
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* * 78,%’45%：!"#$%&’($* [C A7O9CPA QBA OCQADQJ69 @TA 6D0 QBA ASSA,Q CS 60ADCWJP@T#RA0J6QA0 JDQAP9A@\JD &%
EADA（/0$1($#23&%）QBAP6ON SCP R69JED6DQ E9JCR6< )$&*+,-* /SQAP /0$1($#23&% ]6T QP6DTSA,QA0 JDQC B@R6D
R69JED6DQ E9JCR6 ,A99 9JDA 4&$!，]A CUTAPWA0 QBA EPC]QB CS 4&$! ,A99T< /0$1($#23&% ]6T JDYA,QA0 JDQC Q@RCP
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OPCQAJDT ]APA A7OPATTA0 BJEB9N 6SQAP QP6DTSA,QJCD CS /0$1($#23&%< [BA EPC]QB CS 4&$! ,A99T 6D0 7ADCEP6SQ
Q@RCPT ]6T T@OOPATTA0 CUWJC@T9N，6D0 QBAJP 6OCOQCTJT 6D0 567 8 5,9#& A7OPATTJCD ]APA TJEDJSJ,6DQ9N A9AW6QA0<
1+2%0/-’+2* 23#&% JD0@,AT EPC]QB T@OOPATTJCD 6D0 6OCOQCTJT JD B@R6D E9JCR6 ,A99T 4&$!< /0ADCWJP@T#RA0J6#
QA0 23#&% EADA QBAP6ON JT 6 OCQADQJ69 ASSA,QJWA 6OOPC6,B JD QBA QPA6QRADQ CS R69JED6DQ E9JCR6<
* * 9&: 10’6,：23#&%；EADA QBAP6ON；E9JCR6；60ADCWJP@T JDSA,QJCD

* * 恶性胶质瘤是一种最常见的中枢神经系统恶性肿
瘤，常规治疗的效果均不理想，目前还没有有效的治疗

方法。近年来，随着分子生物学、分子遗传学的发展，

基因治疗的研究发展较快，为恶性胶质瘤的治疗开辟

了新的道路。白介素#&%（ JDQAP9A@\JD#&%，23#&%）是白介
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素#!" 细胞因子家族中的新成员，最初发现 23#&% 基因
在终末分化的人类黑色素瘤中高度表达，因此也被称

为黑色素瘤分化相关因子#+（RA96DCR6 0JSSAPADQJ6QJCD#
6TTC,J6QA0 EADA#+，R06#+）基因［!］。有研究表明，23#&%
对人多种肿瘤细胞（如肺癌、前列腺癌、乳腺癌、卵巢

癌、胰腺癌等）均有选择性抑制作用［& ‘ )］，因此，23#&%
成为基因治疗的候选基因。

* * 本研究应用载有 23#&% 基因的新型重组腺病毒
（/0$1($#23&%）感染人胶质瘤细胞系 4&$!，观察 23#&%
基因对胶质瘤细胞在裸鼠体外和体内的影响，探讨

23#&%基因对胶质瘤细胞的治疗作用及其可能的作用
机制。
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!" 材料与方法

!" !# 材料
# # 载有 $%&’( 基因的重组腺病毒（)*+,-+&$%’(）及对照病毒
)*+,-+&./,0 由北京市本元正阳基因技术有限公司提供，
)*+,-+&$%’( 病毒滴度为 ’" 1 2 !34 0,5 6 78，)*+,-+&./,0病毒
滴度为 +" 1 2 !34 0,5 6 78；人胶质瘤细胞株 5’+! 购自中国科学
院上海细胞生物学研究所，细胞在 9:.:培养基传代培养。鼠
抗人 /,)0 抗体、;&0 免疫组化试剂盒及显色剂购自美国
<=:.9公司，噻唑蓝（:>>）、9:.:和 ,!’&9:.:培养基购自
;?@7A公司，BAC、BD8&’ 和 $%&’( 抗体购自美国 ;AEFA GHIJ公司。
# # 实验动物：B)%B 6 D裸鼠，共 !1 只，雄性，( 周龄，体质量 !(
K !1 @，购于北京大学实验动物学部，许可证编号：;$LM（京）
’33N&’331。裸鼠饲养于白求恩国际和平医院动物饲养室，动物
实验时严格执行无菌操作。

!" ’# 方法
!" ’" !# 星形胶质细胞的原代培养、纯化、鉴定# # 人星形胶质
细胞原代培养的胎脑取自河北省人民医院妇产科引产的胎儿

（胎龄 + 个月），引产后征得产妇同意（已签知情同意书），于胚
胎死亡 ! O内取材。无菌条件下于胚胎前囟对应的大脑皮质内
取材，经漂洗、消化、过滤、离心等一系列步骤后，于孵箱中进行

培养。’( O后换液继续培养。培养 1 *后，以 3" ’+P胰酶消化
并重新贴壁，’ O后弃去悬浮细胞；之后每隔 - K ( *重复上述消
化步骤 ! 次，约 !( *［!3］。
# # 以星形胶质细胞特异性标志胶质纤维酸性蛋白（ @8?A8 Q?&
RH?88AHS AD?*?D THUFV?E，/,)0）表达与否作为鉴定指标之一。免
疫组化采用 ;&0法，按说明书进行操作，以 0B; 代替一抗作为
阴性对照，以细胞质内出现明确棕黄色反应判定为阳性结果。

!" ’" ’# $%&’( 转染 5’+! 及人脑星形胶质细胞 # # 用 0B; 和
)*+,-+&./,0作空白和阴性对照，转染时间都在细胞传代后
N O，细胞贴壁生长后加入病毒感染液，继续孵育 ’ O 后弃去病
毒感染液，接着加入新鲜培养基继续培养。在培养的第 ’、-、(
天用 WVXFVHE R8UF检测 $%&’( 蛋白在细胞中的表达。
!" ’" -# :>>法检测病毒滴度与细胞存活的关系# # 将常规培
养 (1 O呈指数生长期的 5’+! 胶质瘤细胞制成单细胞悬液，计
数并调整细胞数为 ! 2 !3+ 78 Y!，以 !33 !8 6孔接种于 4N 孔板，
培养 N O，当细胞贴壁生长后，吸去培养液，分别加入 0B;、含
)*+,-+&$%’( 分别为 !3+、+ 2 !3+、!3N、’ 2 !3N、+ 2 !3N、!3Z

0,5 6 78的 0B;各 !33 !8，继续孵育 ’ O 后弃去病毒感染液，加
入新鲜培养基，继续培养 Z’ O 后加入 :>>（+ 7@ 6 78）’3 !8，接
着再培养 ( O，随后在 +N3 E7 波长下测定各孔的吸光度值
［!（+N3）］，最后以抑制率为纵坐标，以时间（*）为横坐标绘制
生长抑制曲线图，并计算抑制率：抑制率（P）[［空白对照组
!（+N3）Y实验组 !（+N3）］6空白对照组 !（+N3）2 !33P。实
验均重复 - 次。
!" ’" (# 台盼蓝染色绘制细胞生长曲线# # 将常规培养 Z’ O呈
指数生长期的 5’+! 和人胎脑星形胶质细胞，制成单细胞悬液，
计数并调整细胞数分别为 N 2 !3(78 Y!和 ’ 2 !3(78 Y!，以 +33 !8
接种于 ’( 孔板，培养 N O。当细胞贴壁生长后，吸去培养液，分
别加入 0B;（空白对照）、含 )*+,-+&$%’(（ !3N 0,5 6 78）、

)*+,-+&./,0（!3N 0,5 6 78）的 0B;各 +33 !8 ，继续孵育 ’ O后，
弃去病毒感染液，加入新鲜培养基，继续培养 ’( K 4N O，每天计
数 ! 次，每次每组计数 ( 孔，到感染后第 + 天为止，绘制生长曲
线。细胞计数用台盼蓝 \冰醋酸活细胞计数法。实验均重复 -
次。

!" ’" +# 流式细胞仪检测细胞凋亡率# # 分别取按 !" ’" ( 方法
处理 Z’ O的 0B; 组、)*+,-+&$%’( 组、)*+,-+&./,0 组的 5’+!
细胞和人胎脑星形胶质细胞，用 3" ’+P的胰蛋白酶消化收集细
胞，0B;洗涤 ’ 次，各加入 ! 78的 0B;重新悬浮细胞并计数，制
成约 ! 2 !3N78 Y!的单细胞悬液 3" + 78，迅速加入到 ( 78 Z3P的
冷乙醇中，充分混匀，( ]下固定 ’( O，用流式细胞仪检测凋亡
率。

!" ’" N# 流式细胞仪检测各组 5’+! 细胞中 BD8&’ 和 BAC蛋白的
表达# # 同 !" ’" + 处理细胞，然后加入鼠抗人 BD8&’ 或 BAC 单
克隆抗体工作液 3" ! 78，室温孵育 -3 7?E，0B; 洗涤 ! 次，再加
入羊抗鼠 ,$>G&$@/二抗工作液 !33 !8，避光室温孵育 -3 7?E，
加入 0B;离心洗涤，然后上机检测。以荧光指数（,$）表示蛋白
表达的相对含量，,$ [样品蛋白表达的平均荧光强度 6正常对
照样品的平均荧光强度。如果 ,$ ^ !" 3 为阳性表达，,$!!" 3
为阴性表达。

!" ’" Z# 裸鼠人胶质瘤模型的建立 # # 将处于对数生长期的
5’+! 细胞用 3" ’+P胰蛋白酶消化，用无菌 0B; 液重悬制成
+ 2 !3Z78 Y!的单细胞悬液，每只裸小鼠于右侧背部皮下接种
3_ ’ 78细胞悬液，每天观察各注射点有无红肿、破溃并测量肿
瘤大小，约 (3 *肿瘤生长至 ’33 77-大小。

!" ’" 1# )*+,-+&$%’( 对裸鼠荷瘤的生长抑制作用# # 荷瘤裸
鼠的肿瘤生长至约 ’33 77-时，分为 - 组，于肿瘤内分别注射
3" 3’ 78 的 0B; 液、含有 + 2 !3Z 0,5 6 78 的 )*+,-+&$%’( 或
)*+,-+&./,0)的 0B;。每隔 ’ *注射 ! 次，共注射 - 次，每天
测量肿瘤体积并计算抑瘤率。抑瘤率 [（阴性对照组相对体积
Y实验组相对体积）6阴性对照组相对体积 2 !33P。取瘤组织
用 WVXFVHE R8UF方法检测各组 $%&’( 蛋白表达情况。
!" ’" 4# 流式细胞仪检测各组肿瘤组织中 BD8&’ 和 BAC 蛋白的
表达# # 将组织剪碎后，轻搓组织块，边搓边用生理盐水冲洗，
然后过滤，离心制成单细胞悬液，接着同 !" ’" N 处理细胞，然后
上机检测。

!" -# 统计学处理
# # 采用 ;0;; !-" 3 统计软件，对肿瘤体积、细胞数和 BD8&’ 6
BAC值进行单因素方差分析；对细胞凋亡率进行 "’ 检验，对

BD8&’ 和 BAC的 ,$值进行两独立样本 "检验。

#" 结果

’" !# 人胎脑星形胶质细胞形态学观察
# # 倒置显微镜下观察，细胞于 ’( O 开始贴壁并伸出突起，以
梭形或多角形细胞为主，有的体积大。反复消化贴壁筛选之

后，细胞形态逐渐变得较单一，呈梭形或星形，突起较长，细胞

质丰富，核大，境界清楚。染色质浅、均匀，有 ! K ’ 个核仁，居
于核中央。

’" ’# 胶质细胞免疫细胞化学染色
# # /,)0是星形胶质细胞的骨架蛋白，为星形胶质细胞所特
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有，可作为成熟星形胶质细胞的标志物。对培养的胶质细胞

进行 ’()* 免疫荧光检测显示绝大多数细胞为 ’()* 阳性，说
明培养的细胞是星形胶质细胞。见图 +。

图 !" 培养的星形胶质细胞 #$%&免疫组化观察"（,$* - %..）

%# !" /012034 5672法检测各组细胞 89$%&蛋白表达情况
" " 在 ):;(!;$89%&感染的人胎脑星形胶质细胞、<%;+细胞中都
有 89$%&蛋白高表达，而用 *=,液和 ):;(!;$>’(*感染的各组细
胞中都缺乏 89$%&蛋白的表达。而且，在用 ):;(!;$89%&感染 <%;+
细胞的 %、!、& :时，89$%&蛋白的表达逐渐增加，见图 %、!。
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#,-!,#"
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+：空白对照组；%：):;(!;$>’(*组；!：):;(!;$89%& 组
图 ’" ()*+),- ./0+法检测人胎脑星形胶质细胞 123’4 蛋白的表达

!!"!#$

!%&’()

* # + $ ,

+-.*-+"
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+：空白对照组；%：):;(!;$>’(* 组；! ? ;：分别为 ):;(!;$89%& 组
转染 %、!、& :
图 5" ()*+),- ./0+法检测 6’7! 细胞 123’4 蛋白的表达

%# &" 病毒滴度与细胞存活的关系
" " 与 *=,组相比，):;(!;$89%& 对 <%;+ 细胞有明显抑制作
用，且随着病毒滴度的增加，外源性 89%& 蛋白对细胞的抑制作
用逐渐增强（当病毒滴度为 +.;、+.@、+.A *(< B C6 时，其细胞杀
伤率为 @# AD、%E# !D、A%# .D）。

%# ;" 胶质细胞和 <%;+ 细胞生长曲线
" " 从图 & 我们观察到：):;(!;$89%& 对人胎脑星形胶质细胞
的生长曲线影响不大（! F .G .;），但在 <%;+ 细胞则有明显的
抑制作用（! H .# .+）。

%# @" 流式细胞仪检测细胞凋亡率
" " 人胎脑星形胶质细胞的各组凋亡率（*=,、):;(!;$>’(*
和 ):;(!;$89%& 分别为 +# A+D、+# I;D和 +# %AD）间的差别不
显著（ ! F .G .;），而在 <%;+ 细胞的各组凋亡率中（ *=,、
):;(!;$>’(*和 ):;(!;$89%& 的凋亡率分别为 .# E;D、.# A.D
和 A# @&D），):;(!;$89%& 组凋亡率明显升高（! H .# .;）。
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J：! H .G .+，与 ):;(!;$>’(*组比较
)：原代人胎脑星形胶质细胞；=：<%;+ 细胞

图 4" &89、%:7$573;#$&和 %:7$57312’4 对原代人胶质细胞
和人胶质瘤细胞 6’7! 增殖曲线的影响

%# A" 流式细胞仪检测各组 <%;+ 细胞中 =K6$% 和 =JL
蛋白的表达

" " ):;(!;$89%& 组的 =K6$% 的荧光指数（(8）值（.# A&）明显低
于 ):;(!;$>’(*组（(8）值（+# .&）（! H .# .;）。而且，):;(!;$
89%& 组的 =JL B =K6$% 值（+# ;I）明显高于 ):;(!;$>’(*（+# +A）
（! H .# .;）。
%# I" ):;(!;$89%& 对裸鼠荷瘤生长的抑制作用
" " 荷瘤裸鼠的瘤体内注射 *=, 和 ):;(!;$>’(* 后，体积仍
持续增大；相反，注射 ):;(!;$89%& 后肿瘤的生长即受到十分
明显的抑制（表 +）。

表 !" %:7$57312’4 对 6’7! 裸鼠荷瘤的生长抑制作用

组别 肿瘤数 最终肿瘤体积（# B CC!，"$ M %） 抑瘤率
*=, ; @!.# &. M &!# !;

):;(!;$>’(* ; @I;# A& M !I# !%
):;(!;$89%& ; %!@# &+ M &@# %&J " @;# ;D

J：! H .# .+，与 ):;(!;$>’(*组比较

%# E" /012034 5672法检测各组 89$%& 蛋白表达情况
" " 只有 ):;(!;$89%& 组的肿瘤组织有 89$%& 蛋白的表达。见
图 ;。
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图 7" ()*+),- ./0+法检测 123’4 蛋白在肿瘤组织中的表达

%# +." 流式细胞仪检测各组肿瘤组织中 =K6$% 和 =JL
蛋白的表达

" " ):;(!;$89%& 组的 =JL的荧光指数（(8）值（+# %%）明显高于

+!%



!"#$%#&’($)组（*+ ,-）（! . *+ *#）。而且，!"#$%#&/01- 组的
234 5 267&1 值（ 8+ %#）明显高于 !"#$%#&’($) 组（ *+ ,9）
（! . *: *#）。

!" 讨论

; ; 在成年人中，恶性胶质瘤是最主要的原发脑肿瘤，
尽管近几年，手术、放疗和化疗取得了很大的进步，但

恶性胶质瘤的预后还是没有很大的改善，迫切需要新

的治疗方式来改善它的预后。近几年，基因治疗有了

很大的进展，特别是对于恶性胶质瘤，因为它常常是局

部复发，而很少转移到其他器官，这使得基因治疗有更

大的应用前景。然而，为了使得基因治疗更有效，更有

针对性，我们必须选取一种能选择性杀伤癌细胞，而不

损伤其他正常细胞的基因。近几年，/0&1- 基因脱颖而
出，研究者们陆续发现它对许多肿瘤细胞有选择性杀

伤作用，同时关于其抗癌机制的探讨也成了研究的热

点。/0&1- 基因的抗癌机制有的研究认为是通过
<%9=!)>途径激活生长抑制和 ?@!损伤基因家族中
基因实现的［88，81］；有的研究则认为是诱导并活化双链

A@!依赖性蛋白激酶，从而诱导凋亡［8%］；还有的研究
认为是抑制并减少肿瘤的新生血管［%］。

; ; 本实验通过应用增殖能力缺陷的新型重组腺病毒
作载体，介导 /0&1- 基因，对裸鼠胶质瘤细胞进行了体
外和体内的研究，新型重组腺病毒载体不仅出毒快、稳

定性好、产率高，而且感染细胞的范围更广、感染效率

更高、外源基因表达量更多，包装系统高效且稳定，是

目前最方便快捷的腺病毒（!"#$%#）包装系统。通过
BCDECFG H7IE 法检测也证实，!"#$%#&/01- 感染 J1#8
细胞和肿瘤组织后 /0&1- 蛋白可高表达。我们观察到
/0&1- 对人胎脑星形胶质细胞的增殖影响较轻，但对
J1#8 细胞的增殖则在体外和体内的抑制都很明显，经
!"#$%#&/01- 注射的肿瘤结节生长受到了明显的抑
制，肿瘤抑制率达 K1+ #L。通过流式细胞仪的分析，
我们看到 /0&1- 作用后的 J1#8 细胞的凋亡率明显高
于相应的 !"#$%#&’($)组和 )2M组，而对于人胎脑星
形胶质细胞，则其各组凋亡率之间没有明显差别，说明

/0&1- 有选择性抑制人胶质瘤细胞系 J1#8 生长的作
用。通过免疫荧光标记 234 和 267&1，我们看到：/0&1-
作用后的 J1#8 细胞和肿瘤组织其促凋亡蛋白 234 的
表达明显上升，而抗凋亡蛋白 267&1 的表达则是明显
下降，故其 234 5 267&1 明显升高。考虑其促凋亡作用
显然与 234 5 267&1 的升高有关。因此我们有理由认
为：/0&1- 很可能是通过诱导 234 5 267&1 升高而介导凋
亡，从而抑制 J1#8 细胞的生长。体内实验还显示：
!"#$%#&/01- 确实能将 /0&1- 基因转染入肿瘤组织内，
并能产生明显的治疗效果，说明 !"#$%#&/01- 实体瘤

局部注射是可取的治疗方案。

; ; 本实验经裸鼠体外和体内实验初步证实：白介
素&1-具有选择性抑制人胶质瘤细胞系 J1#8 生长和诱
导凋亡作用，其诱导凋亡作用又与促凋亡蛋白和抗凋

亡蛋白的比例升高有关。!"#$%#&/01- 转导白介素&1-
基因可能是一种有效的胶质瘤基因治疗途径。
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