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GLS／IL一12对黑色素瘤细胞 B16的增殖及凋亡的影响 

何永林，杨 春，张 黎，徐 蕾，李 娜，王渝伟 

(重庆医科大学病原生物学教研室与免疫学教研室、神经科学中心，重庆 400016) 

【摘 要】目的：体外检测人GLS活性肽和小鼠IL一12基因的共表达产物对黑色素瘤细胞 B16的增殖及凋亡的影响。方法：用脂 

质体将含 GLS活性肽和小鼠IL一12基因的共表达质粒转染黑色素瘤细胞 B16并用 RT—PCR检测其表达 ，再用 MTT试验、 

Hoechst33258染色、AO／EB染色和AnnexinV--FITC流式细胞分析检测基因表达产物对 B16细胞的增殖抑制与促凋亡作用。结 

果：GLS活性肽和小鼠IL_12基因能在 B16细胞中表达，MTI"法观察到表达产物对 B16有明显的细胞增殖抑制作用，经 

Hoechst33258染色、AO／EB染色和流式细胞分析观察到细胞核浓缩、深染、细胞膜改变等凋亡特征，凋亡指数明显高于对照组。 

结论：GKS活性肽和小鼠IL_12基因的共表达产物对黑色素瘤细胞B16具有明显的增殖抑制作用及促凋亡作用。 
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Effect of granulysin(GLS)and IL-1 2 genes’expression products on 

proliferation and apoptosis of melanoma B1 6 cell 

HE Yong-lin，et al 

(Department ofPathobiology and Immunology，ChongqingMedical University) 

【Abstract]Objective：To dectect the effect of granulysin and IL一12 genes’expression products on proliferation and apoptosis of 

melanoma B16 cell in vitro．Methods：Co—expression plasmid including granulysin peptide and murine interleukin 12 (raiL-12)genes 

was transfeeted into melanoma B16 cell with Lipofectamin~2000 and its expression products were detected by RT—PCR．Grow~ 

suppression was detected with MTr eolorimetric assay，and cell apoptotic alterations were evaluated by Hoechst 33258 staining，AO／EB 

staining，and Annexin V-FITC flow cytometry (FCM)．Results：GLS peptite and IL一12 genes could be expressed in B16 cells． 

Expression products inhibited the proliferation of melanoma cells under MTI"observaton．Cells apoptosis with nuclear chromatin 

condensation，fragmentation and cell membrane change were observed under Hoechst 33258 staining and AO／EB staining．FCM analysis 

showed the apoptotic rates in test group was 21．02％，which was higher than that in control in control group (15．57％)．Conclusion： 

Expression products of granulysin and mlL-12 genes Can not only inhibit proliferation but also induce apoptosis of murine melanoma cell 

line B16 in vitro． 
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GIS是免疫效应细胞一NK细胞、杀伤性 T细胞(CTL细 

胞)合成分泌的一种具有抗菌抗肿瘤的效应蛋白，包含 

Mrl5 000的前体和Mr9 000的活性肽两种形式，由后者发挥 

效应功能l1l。II，12是一种重要的细胞因子，在调节细胞免 

疫，促进机体抗胞内菌感染、抗肿瘤中发挥重要作用。我们 

已成功构建人 GLS活性肽和小鼠 IL一12基因的真核共表达 
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质粒 pBudCE4．1一S9K／mlL-12，并能分泌表达携带分子 。本 

实验旨在考察表达分子在体外对肿瘤细胞增殖和凋亡的影 

响，为后续以合适载体运送到体内抗肿瘤奠定基础。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

Zeocin抗生素、真核转染试剂 LipofeetaminTM 2000购 自 

重庆百瑞公司(美国 Invitrogen公司产品)；MIT购自重庆惠 

利试剂中心(美国Sigma公司产品)；Annexin V—FITc凋亡 
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pBudCE4．1转染组 

pBudCE4．1～S9K／mlL一12转染组 

5．40±1．O7 

32．80±4 83a 

5．10±1．37 

5．30±1．49 

aJ 0．05 VS pBudCE4．1转染组； P>0．05 VS pBudCE4．1转染组 

3 讨 论 

近年来的研究发现 ，颗粒溶素是一种天然的、具有抗肿 

瘤作用的免疫效应分子。在肿瘤患者，尤其是进展期肿瘤颗 

粒溶素的水平大大降低，而在肿瘤消退期其水平上升 1。现 

已把血清颗粒溶素水平作为衡量机体细胞免疫指标和判断 

预后的一个重要指标[5-7]。研究者在 GLS转基因小鼠中发现 ， 

GLS可在多种组织和细胞中表达 ，并能对肿瘤细胞加以排 

斥嘲。颗粒溶素诱导肿瘤细胞的凋亡机制主要通过调节细胞 

膜上鞘磷脂疗申经酰胺的比例、活化半胱天冬酶、损伤线粒体 

尽管在多种肿瘤细胞中看到重组颗粒溶素的促凋亡现象，但 

采用转染质粒在肿瘤细胞中表达颗粒溶素直接促进肿瘤细 

胞的凋亡报道较少。前部分实验已克隆出 GLS的活性肽基 

因，并能在真核细胞中进行表达与分泌，然而其活性仍需验 

证，以利于后续的动物实验。由于 GLS对肿瘤的作用主要是 

凋亡作用，故在体外的抗瘤作用主要通过观察细胞形态与核 

的改变考察GLS凋亡诱导作用，并区分坏死。用于体外肿瘤 

研究肿瘤细胞株有多种，包括人源与鼠源性的，为了和后续 

动物实验的成瘤建模一致，我们选择小鼠黑色素瘤细胞株一 

B16进行转染检测凋亡。 

一 般基因药物主要影响细胞的增殖、凋亡和坏死等方 

面，因此，通过对转染细胞的增殖 、凋亡和坏死检测可反映基 

因药物的效能。细胞增殖抑制的检测方法有多种，M'IT法【-31 

是最常用的一种方法，其法简单、方便、快捷。结果显示共表 

达质粒转染组的增殖抑制率明显高于空质粒转染组 ，这说明 

颗粒溶素与 IL一12基因表达产物具有明显的增殖抑制作用。 

针对细胞凋亡的检测方法有多种。由于细胞的凋亡在不同时 

期出现的表现有所差异，故凋亡的检测很难用一种方法确 

认 ，需要结合多种方法来综合确认。我们结合 Hoechst染色观 

察 ，AO／EB双染观察及 Annexin v—FITc和碘化丙锭双染流 

式细胞仪分析，综合分析细胞形态改变，细胞膜的变化和细 

胞核的异常有利于确立细胞凋亡、区分坏死与正常细胞。与 

对照组相比较 ，转染 pBudCE4．1一S9K／mIL一12实验组的 BI6 

细胞能够表达 GLS。Hoechst染色 ，AO／EB双染及 Annexin 

V—FITc和碘化丙啶双染流式细胞术分析均显示表达产物 

能明显促进肿瘤细胞的凋亡。实验中我们采用 AO／EB同时 

进行凋亡坏死检测，结果显示它主要引起凋亡 ，对坏死影响 

较小。GLS与 IL-12在 B16的成功表达及抑制肿瘤细胞增 

殖、促进肿瘤细胞凋亡的作用，为后续以合适载体运送到体 

内抗肿瘤奠定了基础。 
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