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构建 ｈＴＮＦα／２９３基因细胞对人结肠癌细胞增殖影响的实验研究

高宇红１，薛毅珑２，潘静坤１　（解放军总医院：１．南楼老年医学研究所；２．老年医学研究所细胞生物学研究室，北京１００８５３）

　　［摘　要］　目的　通过体外实验研究观察稳定转染ｈＴＮＦα／２９３基因细胞对人结肠癌（ＬＯＶＯ）细胞生长增殖影响。方法　采
用ＲＴＰＣＲ和ＥＬＩＳＡ检测稳定转染ｈＴＮＦα／２９３基因细胞和Ｈｅｋ２９３细胞 ｍＲＮＡ和蛋白表达水平。观察体外培养中，ｈＴＮＦα／２９３
基因细胞与ＬＯＶＯ细胞共同培养，于不同的时间点，采用噻唑蓝 ＭＴＴ法检测 ＬＯＶＯ肿瘤细胞增殖的活性。结果　重组质粒转染
Ｈｅｋ２９３细胞后，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测到了ｈＴＮＦα蛋白体外表达，检测表明ｈＴＮＦα／２９３细胞组和ｈＴＮＦα阳性组对共培养的ＬＯＶＯ细胞
的增殖具有明显的抑制作用，且具有良好的量效关系。结论　提示稳定转染ｈＴＮＦα／２９３对ＬＯＶＯ细胞增殖有明显抑制效应，且呈
现出良好的数量依赖关系。由于ＴＮＦα／２９３基因细胞可有效分泌ｈＴＮＦα蛋白，并能分泌到细胞外。
　　［关键词］人结肠癌细胞ＬＯＶＯ；人肿瘤坏死因子α；人胚胎肾细胞Ｈｅｋ２９３
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ａｎｄＥＬＩＳＡ．ＴｈｅｐｏｓｉｔｉｖｅｇｒｏｕｐｗａｓａｄｄｅｄｈＴＮＦαｆａｃｔｏｒ，ａｎｄＭＴＴａｓｓａｙｗａｓａｐｐｌｉｅｄｕｎｄｅｒｔｈｅｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ４９０ｎｍ．Ｔｈｒｏｕｇｈｈｕｍａｎｔｕｍｏｒ
ｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ，ｔｈｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｓｏｎｃｏｌｏｎｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ（ＬＯＶＯ）ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｗｅｒｅｏｂｓｅｒｖｅｄ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ｈＴＮＦα／
２９３ｃｅｌｌｓａｎｄｈＴＮＦαｐｏｓｉｔｉｖｅｇｒｏｕｐｓｈｏｗｅｄａｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｏｗｅｒＡ，ｗｈｉｃｈｓｕｇｇｅｓｔｅｄｔｈａｔｈＴＮＦα／２９３ｃｅｌｌｓａｎｄｈＴＮＦαｐｏｓｉｔｉｖｅｇｒｏｕｐｈａｄ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｎｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆｃｏｌｏｎｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＴｈｅｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆｈＴＮＦαｓｅｃｒｅｔｅｄｂｙｈＴＮＦα／２９３ｃｅｌｌｓｏｎｃｏ
ｌｏｎｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｓｈｏｗｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｏｓｅｅｆｆｅｃｔｄｅｐｅｎｄｅｎｃｙ，ａｎｄｈＴＮＦαｅｘｐｒｅｓｓｅｓａｃｏｎｓｉｄｅｒａｂｌｅｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｎｔｈｅｃｏｌｏｎｃａｎｃｅｒｃｅｌｌ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｓｐｏｓｉｔｉｖｅｄｒｕｇ．
　　Ｋｅｙｗｏｒｄ：ＬＯＶＯｃｅｌｌｓ；ｈｕｍａｎｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒα；ｈｕｍａｎｅｍｂｒｙｏｎｉｃｋｉｄｎｅｙｃｅｌｌ

　　近年来，结肠癌的发病率呈明显上升趋势，全球结
肠癌发病率仍呈上升趋势［１２］，我国结肠癌发病率和死

亡率分别为２８．０８／１０万和１３．４／１０万，占恶性肿瘤发
病率和死亡率的第３位和第５位［３］，已成为严重影响

人类健康的疾病之一。目前的外科手术及化疗、放疗

手段不能有效地治愈结肠癌。因此，随着肿瘤免疫学

和分子生物学研究的进展，积极探索结肠癌相关基因

及抑癌基因已成为新的研究热点［４６］。临床实验研究

表明人肿瘤坏死因子 α（ｈｕｍａｎｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒα，
ｈＴＮＦα），作为新一代生物反应调节剂之一的肿瘤坏
死因子，由于其在体内外对多种肿瘤均有明显的抑制

和杀伤作用，因而日益受到世界各国的重视。本文拟

通过体外实验探讨 ｈＴＮＦα对人结肠癌（ＬＯＶＯ）细胞
生长增殖的影响。

１　材料与方法　

１．１　材料
　　ＤＭＥＭ细胞培养粉、Ｇ４１８购自 Ｇｉｂｃｏ公司；实验用癌细胞
株人结肠癌（ＬＯＶＯ）是由北大医学部馈赠；ｈＴＮＦα因子购自美
国Ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ公司。ＲＴＰＣＲ购自 ＴＯＹＯＢＯ公司；Ｅｒａｓｏｌ购自北
京天来生物医学有限公司；人肿瘤坏死因子αＥＬＩＳＡ试剂盒购
自博士德生物公司，其它试剂均为国产或进口分析纯。

１．２　细胞系
　　Ｈｅｋ－２９３细胞由解放军军事医学科学院王嘉宁博士提
供；实验用癌细胞株人结肠癌 ＬＯＶＯ是本实验室传代保存；
ｈＴＮＦα／２９３细胞和０／２９３细胞是本实验室转染构成的；胎牛
血清购自Ｇｉｂｃｏ公司，加强型小牛血清购自 ＰＡＡ公司，酶标仪
购自美国伯乐公司。

１．３　方法
１．３．１　细胞培养　　ｈＴＮＦα／２９３细胞和０／２９３细胞株分别添
加１５％的胎牛血清的 ＤＭＥＭ培养液中生长，置于 ３７℃，５％
ＣＯ２中培养。
１．３．２　ＲＮＡ的提取和 ＲＴＰＣＲ鉴定　　收集筛选的
ｈＴＮＦα／２９３细胞，用 ＴｒｉｚｏｌＲｅａｇｅｎｔ提取 ｈＴＮＦα／２９３细胞总
ＲＮＡ，吸取培养细胞上清液保存备用。ＰＣＲ反应条件为：９０℃
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３０ｓｅｃ变性，ＲＴ６０℃３０ｍｉｎ、然后９４℃１ｍｉｎ、７２℃３０ｓｅｃ进
行４０个循环。ＲＴＰＣＲ产物进行 １．５％琼脂糖凝胶电泳，８０
ｖ／ｃｍ进行电泳。
１．３．３　ｈＴＮＦα／２９３单克隆细胞 ＥＬＩＳＡ方法检测培养上清中
ｈＴＮＦα含量　　试剂准备，取检测板，将 １０００ｐｇ／ｍＬ、５００
ｐｇ／ｍＬ、２５１ｐｇ／ｍＬ、１２５ｐｇ／ｍＬ、６２．５ｐｇ／ｍＬ、３１．３ｐｇ／ｍＬ、１５．６
ｐｇ／ｍＬ的标准品各０．１ｍＬ１～７号标准品加入测定板微孔内，１
孔只加样品稀释液的作为零孔。取每一待测样品１００μｌ加入
测定板中。每孔做一复孔，３７℃反应 ９０ｍｉｎ。吸弃溶液，用
０．０１ＭＰＢＳ洗涤液３００μｌ，洗脱３次。每孔加入１００μｌ准备好
的工作液，３７℃反应３０ｍｉｎ。吸弃溶液，０．０１ＭＰＢＳ洗涤液３００
μｌ，洗脱３次。每孔加入９０μｌＴＭＢ显色液，３７℃避光反应２５
ｍｉｎ，每孔加入１００μｌＴＭＢ终止液，迅速在酶标仪４５０ｎｍ测定
ＯＤ值，计算ｈＴＮＦα浓度。取生长状态良好的待测细胞 ＬＯＶＯ
细胞，０．２５％胰酶消化，ＰＢＳ清洗２次，显微镜下计数。接种９６
孔板（２×１０３个细胞／孔），每种肿瘤细胞接种４块板，培养２４ｈ
后，吸弃培养上清，分别加入 ｈＴＮＦα／２９３细胞、ｈＴＮＦα因子阳
性对照组、０／２９３细胞和 Ｈｅｋ－２９３细胞浓缩培养上清１００μｌ，
３７℃ ５％ＣＯ２培养箱培养２ｈ。取出培养板，吸弃上清，加入正
常培养液。立即取出一板做 ＭＴＴ，每孔加入５ｍｇ／ｍＬＭＴＴ２０
μｌ，温育４ｈ后弃上清液，加入 ＤＭＳＯ１５０μｌ，振荡１０ｍｉｎ溶解
结晶沉淀。于不同时间各取出一板做 ＭＴＴ。于酶标仪上４９０
ｎｍ处测定吸光度（Ａ）值。

１．４　统计学分析
　　所有数据均以均数和标准差（珋ｘ±ｓ）表示，统计处理采用统
计软件ＳＰＳＳ１７．０，组间比较用单因素方差分析，Ｐ＜０．０５表示
组间差别具有显著的统计学意义。

２　结果

２．１　体外培养下ｈＴＮＦ／２９３细胞的形态特征
　　倒置荧光生物显微镜下观察，ｈＴＮＦ／２９３细胞为贴壁生长
细胞，细胞形态和正常 Ｈｅｋ２９３细胞相似，细胞贴壁，透光性
好。细胞贴壁培养３ｄ以后，细胞体变为梭形，伪足伸展，细胞
浆内颗粒少，见图１。

ａ：Ｈｅｋ／２９３细胞；ｂ：ｈＴＮＦ／２９３细胞
图１　ｈＴＮＦ／２９３和Ｈｅｋ／２９３细胞形态（０／２９３）（倒置荧光生物

显微镜 ×２００）

２．２　ｈＴＮＦα／２９３细胞的ＲＴＰＣＲ鉴定
　　收集 ｈＴＮＦα／２９３细胞，提取 ＲＮＡ后 ＲＴＰＣＲ鉴定，结果
可以扩增出约４７７ｂｐ左右大小的片段（图２），表明ｈＴＮＦα／２９３
细胞中ｈＴＮＦα基因已被成功转染，并在ＲＮＡ水平表达。

２．３　ｈＴＮＦα／２９３单克隆细胞的ＥＬＩＳＡ结果
　　筛选出分泌活性最高的一株１×１０６个细胞分泌 ｈＴＮＦ蛋
白量为５．２９ｎｇ／ｍＬ／７２ｈ，将其命名为ｈＴＮＦα／２９３细胞。
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图２　ＲＡＡＶｈＴＮＦα转染 Ｈｅｋ２９３细胞后 ｈＴＮＦαｍＲＮＡ
ＲＴＰＣＲ扩增结果

２．４　ｈＴＮＦα／２９３细胞对人结肠癌细胞增殖的抑制
　　０／２９３细胞组、Ｈｅｋ２９３细胞组和 ｈＴＮＦα／２９３细胞组培养
液经过浓缩处理后，加入 ＬＯＶＯ细胞培养板中，于不同时间点
用ＭＴＴ法检测４９０ｎｍ处的吸光度（Ａ）值。结果从表１可以看
出体外培养的Ｈｅｋ２９３细胞组和０／２９３细胞组（阴性组）对ＬＯ
ＶＯ细胞增殖无抑制作用，两组之间差异无显著性；ｈＴＮＦα／２９３
细胞和ｈＴＮＦα因子（阳性组）对照不同时间点吸光度值低于
０／２９３细胞组和 Ｈｅｋ２９３细胞组，差异有显著性，说明
ｈＴＮＦα／２９３细胞组对ＬＯＶＯ细胞的增殖有显著的抑制作用。
表１　在不同的时间点ＭＴＴ检测４９０ｎｍ下的吸光度值（珔ｘ±ｓ，Ａ）

组别 ０ｈ ２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ

对照组　　 ０．０５１±０．０１２ ０．０５６±０．０１０ ０．１２０±０．０４８＃ ０．１３７±０．０１７＃

０／２９３组　 ０．０５１±０．０１２ ０．０７４±０．０２３ ０．１９８±０．０６７ ０．４８５±０．０８６

Ｈｅｋ２９３组　 ０．０４５±０．０２４ ０．０７６±０．０１０ ０．２４６±０．０４１ ０．４６４±０．０６９

ＴＮＦ／２９３组 ０．０３８±０．０２０ ０．０４５±０．０１５ ０．１８５±０．０２７ ０．１７８±０．０１１＃

：与０／２９３组比较，Ｐ＜０．０５；＃：与０／２９３组比较，Ｐ＜０．０１

３　讨论

　　结肠癌是消化道系统较为常见的恶性肿瘤之一，
其并发症多以肠梗阻常见，表现为不全性或完全性低

位肠梗阻症状［７８］，结肠癌治疗遵循早期诊断明确，选

择手术方案要合理，手术当中严格遵循无瘤原则，这对

于减少并发症是非常重要的。当然，治疗结肠癌最终

须通过手术、放疗、化疗以及生物靶向治疗等多种治疗

方法，方可提高疗效［９１０］。本研究结果表明，基因工程

细胞治疗恶性肿瘤的实验已经取得一些进展。选择有

肯定疗效并且对人体毒副作用小的抗肿瘤活性因子；

ｈＴＮＦα因能引起肿瘤组织出血坏死、诱导敏感细胞凋

·２９５·
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亡及抑制肿瘤细胞生长，从而用于抗肿瘤治疗［１１１２］，

ｈＴＮＦα具有广泛的生物学作用，包括细胞的增殖、分
化、凋亡以及介导免疫反应，在肿瘤的发生与发展过程

中起重要作用。许多具有抗瘤活性的生物制剂与

ＴＮＦα合用也产生协同作用，如白细胞介素Ⅱ与
ＴＮＦα合用，对杀伤肿瘤细胞起相辅相成的作用。鉴
于肿瘤坏死因子在体内外对多种肿瘤有明显的抑制和

杀伤作用，国内外学者通过大量的实验和临床研究证

明，应用ｈＴＮＦα治疗肿瘤是对临床手术和化疗等常
规治疗手段的有效补充［１３］。综上所述ｈＴＮＦα细胞能
抑制结肠癌细胞的增殖，为结肠癌基因治疗和化学药

物联合治疗提供了理论基础，从而对结肠癌在临床上

生物治疗具有潜在的应用价值。
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步研究。本研究结果能为植物黄酮类抗氧化性肝损伤

药物的开发提供有效数据和理论依据。
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［１３］孙雅煊，刘　婷，戴雪伶，等．高山离子芥水提物对四氯化碳诱导的

急性肝损伤的影响［Ｊ］．时珍国医国药，２０１１，２２（４）：８６４－８６６．

（编辑：余汇洋）
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