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自杀基因引导的旁观者效应对鼠膀胱癌的作用

叶　钢 ,刘为池 ,张荣贵　　(第三军医大学新桥医院泌尿外科 , 全军肾脏病中心 , 重庆 400037)

　　提　要:目的　研究单纯疱疹病毒胸腺嘧啶核苷激酶(herpes simplex virus thymidine kinase , HSVtk)基因联合丙氧鸟苷

(ganciclovir , GCV)治疗对膀胱癌的旁观者效应。方法　用逆转录病毒载体 HSVtk 转染鼠源性膀胱癌细胞株 T739 , 体外检

测其对GCV的敏感性。将不同比例的 T739 和 T739TK细胞共培养观察体外旁观者效应。在同基因鼠 ,将不同比例的 T739

和 T739TK细胞混合建立膀胱癌腹腔肿瘤模型。当肿瘤 B超显示 0.5 ～ 0.8 cm ,腹腔 GCV给药 6 d , 然后观察肿瘤大小变化

及动物存活时间。结果　转染 HSVtk 基因的T739 细胞对GCV的敏感性 , RT-PCR分析证实TK基因mRNA 的表达。细胞混

合培养发现 ,当 T739TK细胞占 10%强时就可显示出明显的旁观者效应。在GCV 的作用下 ,动物体内肿瘤生长受到显著抑

制 ,动物存活时间明显延长 , 证明存在体内旁观者效应。 结论　转染 HSVtk 基因的鼠膀胱癌细胞可引导产生体内外旁观

者效应 ,这种效应有助于加强 HSVtk/GCV系统对膀胱肿瘤的抗癌作用。
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Bystander effect induced by suicide gene on mouse bladder cancer
YE Gang , LIU Wei-chi , ZHANG Rong-gui (Renal Diseases Research Center , Department of Urology , Xinqiao Hospital , Third Military

Medical University , Chongqing 400037 , China)

　　Abstract:Objective　To determine the bystander effect of therapy with herpes simplex virus thymidine kinase

(HSVtk)gene combined with ganciclovir (GCV)on mouse bladder cancer.Methods　Mouse bladder cancer cell
line(T739)was transfected with retroviral vector HSVtk gene.The sensitivity of T739TK cells to GCV was detected

in vitro.Bystander effect in vitro in co-cultured mixtures of T739TK and T739 cells at different ratios or at the same

ratio in culture bottles of different size was determined.In the mouse model of bladder tumor , mixtures of T739 and
T739TK cells were implanted beneath the peritonea of syngeneic mice.When tumors grew to the size of 0.5-0.8

cm , intraperitoneal administration of GCV was carried out for 6 d.Changes of tumor size and survival rate of mice

were observed.Results　T739 cells retrovirally transfected with the HSVtk gene became sensitive to low concentra-

tions of GCV.Analysis by RT-PCR confirmed HSVtk expression in the transfected T739TK cells.An absolute by-
stander effect was observed in the mixed culture of cells in vitro when the HSVtk gene transferred cells were at the ra-

tio of above 10%.The tumor growth in the animal model was significantly inhibited by GCV , demonstrating the exis-
tence of bystander effect in vivo.The survival time of mice was prolonged after administration of GCV.Conclusion　

The in vitro and in vivo bystander effects exist in mouse bladder cancer transfected with HSVtk gene , enhancing the
role of HSVtk/GCV system for the treatment of bladder carcinoma.

　　Key words:bladder cancer;retrovirus;bystander effect;HSVtk ;ganciclovir

　　转染单纯疱疹病毒胸腺嘧啶核苷激酶(herpes sim-

plex virus thymidine kinase , HSVtk)基因的肿瘤细胞可获
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得对丙氧乌苷(ganciclovir , GCV)的杀伤敏感性 ,此外 ,

HSVtk/GCV系统通过旁观者效应(bystander effect)杀伤

周围没有转染 HSVtk 的癌细胞。这已在多种癌症体外

体内实验中观察到。本研究将逆转录病毒载体 TK基

因转入鼠膀胱癌细胞 , 通过体内 、体外实验观测

HSVtk/GCV的旁观者效应。

1　材料和方法

1.1　材料
　　重组逆转录病毒质粒PL(HyTK)SN由新桥医院脑外科黄其

287
第 26 卷第 4期

2004 年2 月
　　　　

第　三　军　医　大　学　学　报
ACTA　ACADEMIAE　MEDICINAE　MILITARIS　TERTIAE

　　　　
Vol.26 , No.4

Feb.2004

DOI :10.16016/j.1000-5404.2004.04.004



林博士惠赠 ,其内含与潮霉素磷酸转移酶基因相融合的 I型单

纯疱疹病毒-胸苷激酶(HSV1-TK)基因。 鼠原性膀胱癌细胞株

T739由第三军医大学西南医院全军泌尿外科中心宋波赠送。

PA317 , NIH3T3 细胞均为本科实验室冻存。T739 同基因鼠购自

学校实验动物中心。 GCV 购自罗氏公司。引物:P1 5′-CCGGC-

CCTCACCCTCATCTT , P2 5′-CCGATTGACTTTGTGCCTTCCT , 由上海

肿瘤研究所设计合成。

1.2　重组载体对T739细胞的转染与筛选

　　脂质体法将重组质粒转入 PA317 包装细胞 , 在含潮霉素 B

(400 mg/ L)培养液中筛选 3 周 , 扩增阳性克隆细胞 , 收集过滤

(0.45μm)后获得逆转录病毒上清。用病毒上清感染 T739 细

胞 ,在 37 ℃, 5%CO2 的培养箱中吸附 20 h;第 2 天于含潮霉素

B(400 mg/ L)的培养筛选培养 3 ～ 4 周 , 扩增阳性克隆获得转染

HSV-TK基因膀胱癌细胞 , 命名为 T739-TK 细胞。 RT-PCR检测

T739TK 细胞中 TK基因的转入和表达。

1.3　T739-TK细胞对GCV的杀伤敏感性

　　将对数期生长的 T739TK 和 T739 细胞分别制成 1×105/ml

的细胞悬液 , 按 1×105 个细胞加入 24 孔培养板内 , 24 h 后 , 加

入含不同浓度 GCV(0.25、0.5 、1.0、2.0、4.0 、8.0 μg/ml)的培养

液 ,各浓度设 3 个平衡孔 , 每 2 天更换 1 次含 GCV 的培养液。

96 h 后 , 0.2%台盼蓝染色 , 计算每一浓度下三孔 T739TK 及

T739 活细胞平均数占对照组细胞总数的百分比。

1.4　旁观者效应的体外实验
　　将 T739 和 T739-TK细胞制成 1×105/ml的细胞悬液 , 然后

将T739-TK细胞按不同比例与 T739 细胞混合 , 接种于 24 孔板

共同培养 ,每孔细胞总数 2×105 个。T739TK 细胞所占比例为

0%、10%、20%、30%……90%、100%, 各比例设 3 个平衡孔。

混合培养24 h 后 ,换用含GCV 4μg/ ml的培养液。每2 天更换1

次含GCV的培养液。于 96 h 后胰酶消化各孔细胞 , 制备单细

胞悬液 ,加入 0.2%台盼蓝 ,在血细胞计数板上计数。计算三孔

活细胞平均数占各自对照组活细胞总数的百分比。

1.5　旁观者效应与细胞间距离的关系
　　将 T739 和T739TK 细胞制成 1×105/ml的细胞悬液 , 然后

将其按各 50%混合 , 均匀接种于 96(7 mm)孔板 、24(16 mm)孔

板 、6(35 mm)孔板 、直径 65 mm的培养皿 ,各设 3 个复孔。每孔

细胞总数 1×10
5
个 , 但细胞培养液量不同。 24 h 后换用含 GCV

4 μg/ml 的培养液 , 96 h 后胰酶消化各孔细胞 , 制备单细胞悬

液 ,加入 0.2%台盼蓝染色计数。

1.6　旁观者效应的体内实验
　　T739 同基因鼠 ,雌雄不限 , 4～ 6周龄 , 体质量 30 ～ 60 g。 动

物随机分为 5组。 3%戊巴比妥钠(30 mg/kg)腹腔麻醉。常规

备皮消毒 ,打开腹腔 , 将 T739 TK细胞与 T739 亲代细胞按不同

比例混合 ,以总量为 2×105 细胞数 , 注射于壁层腹膜下 ,缝合皮

肤。B 超监测成瘤情况。各组中 T739TK 细胞所占比例分别

为:0%、10%、30%、50%、100%。 当肿瘤直径达到 0.5 ～ 0.8

cm , 各组动物(n=6)均给予 GCV 40 mg·kg-1·d-1 GCV 腹腔注

射 ,共 6 d。 B 超测量肿瘤长短径 ,公式计算肿瘤体积(V), V=

短径
2
×长径×0.523 6。同时动态观测记录动物存活情况。 濒

死时处死动物 ,取肿瘤 、肝脏等做病检。濒死判断标准:不能走

动 ,不吃不喝 , 仅有呼吸心跳。

1.7　计算抑瘤率 、生存延长率
　　抑瘤率(inhibited rate)=(对照组治疗前后体积变化值-处

理组治疗前后体积变化值)/对照组治疗前后体积变化值×

100%。生存延长率(survival rate)=(处理组平均存活天数-对

照组平均存活天数)/对照组平均存活天数×100%。

1.8　统计学分析
　　所有数据均以 x±s表示 ,应用 Excel统计软件进行 t 检验。

2　结果

2.1　T739TK细胞对 GCV的敏感性
　　T739TK 细胞分别以 0.25～ 8.0 μg/ ml的 GCV 处理 4 d 后 ,

均表现出对GCV 的杀伤敏感性。随着浓度的增大 , 杀伤作用逐

渐增强 ,当浓度大于 4.0 μg/ ml时其作用趋于稳定(图 1)。 而

T739 细胞在各个剂量的 GCV作用下生长均良好。

图 1　不同浓度 GCV 作用对细胞生长的影响(4 d 时)

Fig 1　Effects of different concentrations of GCV on cell growth(4 d)

2.2　体外旁观者效应(图 2)
　　将 T739TK细胞按不同比例与 T739 细胞混合后 , 在含 GCV

4 μg/ml的培养液作用下 , 4 d时发现:含有 10%的 T739TK细胞

就可杀伤近 40%左右的细胞 , 当 T739TK 细胞占 50%时 , 则有

75%左右的细胞被杀伤 , T739TK细胞占 90%时 , 细胞几乎全部

死亡。在T739TK细胞所占比例为 0%的对照实验组 ,同样浓度

的GCV则不出现细胞毒作用。

图 2　GCV(4μg/ml)对不同比例的 T739TK与 T739细胞混合培养

的杀伤作用

Fig 2　Killing effect of GCV(4μg/ml)on different ratios of T739TK

and T739 cell s

2.3　旁观者效应与培养细胞密度的关系
　　实验各组细胞经处理 ,发现 96孔培养板中活细胞最少 , 直

径65 mm 培养皿中活细胞数最多 ,说明旁观者效应除与T739TK
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细胞比例成正相关外 ,还与细胞密度相关(图 2)。

2.4　体内旁观者效应(表 1)
　　注射肿瘤细胞后约一周 , 腹部 B 超探测动物 100%成瘤。

GCV治疗前各组肿瘤平均体积无明显差异 , 治疗后腹腔肿瘤生

长明显受到抑制 ,即使 T739TK 细胞只有 10%亦显示出显著的

抑瘤作用(P <0.01), 随着 T739TK 细胞比例增高 , 抑制作用越

明显。而且 ,动物存活时间明显延长(表 2)。

表 1　不同比例转染细胞腹腔肿瘤体积变化表( x±s , mm3)

Tab 1　Changes of tumor volume in abdominal cavity induced by

different ratios of T739TK cells( x±s , mm3)

Group(n=6) Pre-treatment Post-treatment Inhibition rate(%)

0%TK 90.16±28.80 621.88±125.99 00.00

10%TK 90.11±12.74 378.98±59.41＊ 46.67

30%TK 77.60±26.97 320.26±55.96＊ 54.36

50%TK 74.79±12.76 243.99±82.06＊ 68.18

100%TK 89.6±28.73 104.75±18.75＊ 97.15

＊:P<0.01 , vs 0%TK group

表 2　不同基因转移效率动物存活时间表

Tab 2　Animal survival time after treatment with different ratios

of T739TK cells

Group(n=6) Average survival day( x±s) Survival rate(%)

0%TK 18.83±1.83 0.00

10%TK 23.67±2.07＊ 25.70

30%TK 28.33±3.14＊＊ 50.45

50%TK 34.17±2.04＊＊ 81.47

100%TK 39.33±4.18＊＊ 108.87

＊:P<0.05 , ＊＊:P<0.01 , vs 0%TK group

2.5　肿瘤病理
　　混合有 T739TK 细胞的腹腔肿瘤 , 在光镜下可见点 、片状坏

死 ,并有炎性细胞浸润 , 主要为淋巴细胞浸润。 而且 , 随着

T739TK 细胞比例增高而更加明显(图3)。

图 3　病理分析显示肿瘤片状坏死伴淋巴细胞浸润　(HE×400)

Fig 3　Extensive necrosis of tumor with lymphocyte infiltration　(HE×400)

3　讨论

　　本实验将逆转录病毒载体 HSVtk 基因成功导入

T739细胞 。提取 T739TK 细胞 RNA , RT-PCR证实 TK

基因插入和 mRNA 的表达。体外实验表明 ,GCV 对

T739TK细胞具有显著杀伤作用 ,而 T739细胞的生长

却不受 GCV的影响 。表明 GCV 对肿瘤细胞的毒性作

用是 HSVtk 基因特异表达的结果 。

　　自杀基因抗癌治疗的特点在于 ,不但能杀伤转入目

的基因的肿瘤细胞 ,而且这种杀伤作用能波及周围不含

自杀基因的细胞 ,这就是“旁观者效应” 。本研究体外实

验显示:GCV不仅导致T739TK细胞死亡 ,而且与其混合

培养的T739细胞也出现死亡。当 T739TK细胞占混合

细胞的10%时 ,低浓度的 GCV就可使 40%的以上的细

胞死亡 ,提高 T739TK细胞的比例 ,杀伤效应增高 。这与

文献[ 1～ 3]报道的膀胱癌体外实验结果一致。

　　自杀基因引导的体内旁观者效应已在脑胶质瘤 、

肺癌 、肝癌 、结肠癌 、卵巢癌 、骨肉瘤 、前列腺癌 、黑色素

瘤等[ 4～ 7]的动物模型中得到证实 。不过 ,对膀胱癌的

体内研究不多见。Sutton 等[ 8] 用人膀胱癌细胞(MBT-

2)鼠皮下致瘤 ,局部注射腺病毒载体 TK 基因加 GCV

治疗 ,发现肿瘤生长被显著抑制 、体积明显缩小 ,动物

存活时间明显延长 。Akasaka 等[ 9]建立鼠膀胱癌原位

模型 ,经尿道灌注腺病毒载体HSV-TK基因 ,GCV治疗

后 ,肿瘤生长显著抑制。不过 ,他们的研究没有涉及体

内旁观者效应 。本实验发现含有 T739TK 细胞成瘤

后 ,在 GCV攻击下 ,肿瘤生长被显著抑制或停止生长 ,

动物存活时间较对照组明显延长。表明自杀基因引导

的旁观者效应能显著抑制体内膀胱肿瘤的生长。一般

认为 ,含 HSVtk 基因的细胞至少占要 10%左右才能引

导体内旁观者效应 ,本实验结果与之吻合 ,当 T739TK

细胞只有 10%就显示出了显著的抑瘤作用。赵亚刚

等
[ 10]
用肝癌实验 ,含 TK 基因细胞占 20%的情况下却

没有出现旁观者效应 。结果的差异可能与所用癌细胞

不同有关 。

　　目前 ,对“旁观者”效应的机制还没搞清楚 ,研究者

提出了如下几种解释:①细胞间的密切接触 ,通过缝隙

连接传递毒性物质或临近细胞吞噬死亡细胞碎片而引

起死亡 。②免疫因素 ,尤其是体内旁观者效应。 ③诱

导细胞的凋亡。 ④血管因素 ,肿瘤血管内皮坏死 ,缺血

导致细胞死亡。本研究用不同体积的培养皿做 T739

和T739TK细胞混合培养 ,人为降低细胞密度 、减少细

胞间的接触。结果显示:培养皿体积越小 ,细胞彼此接

触增多 ,活细胞越少;反之 ,细胞存活越多 。提示细胞

间接触是旁观者效应存在的条件 , 因为要产生缝隙连

接 ,细胞得有紧密接触。此外 ,肿瘤病理检查见大量单

核细胞浸润 ,提示免疫因素参与了体内旁观者效应 。

　　T739TK 细胞在体外经 GCV 处理 96 h后 ,95%以
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上的细胞死亡 。但用100%T739 TK细胞体内成瘤后 ,

GCV治疗6 d亦无 1例出现肿瘤缩小或消退。提示TK

基因在体内发挥作用受到多种复杂因素的影响。

Zhang等
[ 11]
发现TK基因转染仅对离体细胞有效 ,而当

细胞接种到活体后敏感性就消失 ,即所谓的基因沉默

(gene silence)。本研究体内外治疗效果的差异可能与

部分细胞丢失 TK基因 ,或处于不同时期 T739TK细胞

不表达或少量表达有关。
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吸机辅助呼吸。

3.3　保持胸腔闭式引流管通畅
以利通气和胸腔引流 ,严防引流管脱落 、扭曲 、阻塞及引流

液逆流。认真观察水柱波动情况及引流液的性质。鼓励病人

深呼吸 , 定时翻身拍背 , 协助排痰 , 促进肺复张 , 预防术后肺部

并发症。

3.4　保持有效的胃肠引流 ,减轻吻合口张力
胃肠减压应持续 3～ 5 d。保持胃管引流通畅 , 持续负压吸

引 ,观察引流液的颜色及量。

3.5　饮食护理
为病人制订详细的饮食计划 ,指导病人正确进食。可先饮

水 ,后逐渐改为全流质 、半流质 、普食。严密观察患者有无呛

咳 、吞咽困难 、胸痛 、胸闷等不适。观察病人的大便性状 , 及时

调整进食量及间隔时间。

4　吻合口瘘的观察及护理

4.1　观察
早期吻合口瘘 ,多有全身症状及术侧局部症状。中期吻合

口瘘 , 多为局限性脓胸或脓气胸。 如出现不明原因的体温升

高 、胸痛 、呼吸急促 ,不能平卧 , 呼氧后呼吸状态不能改善 ,听诊

肺呼吸音减弱等应警惕有无胸内吻合口瘘。

4.2　处理
确诊后需立即重新放置胸腔闭式引流管。患者取半坐卧

位 ,密切观察水柱波动情况 、引流物的性质 、量 , 妥善固定引流

管 ,防止液面过高 , 不利于引流。

4.3　控制感染
根据药敏结果 ,选择对致病菌敏感的抗菌素。

4.4　实施胃肠外营养
病人应禁食水 ,给予静脉营养。必要时中心静脉置管。 也

可空肠造瘘进行管饲流质或半流质饮食 , 但应尽早自主进食以

维持较好的营养。

4.5　做好心理护理
术前解释治疗方案 ,教会病人深呼吸 、有效的咳嗽 、床上排

便 、如何配合插胃管 , 认真讲解持续减压 、禁食 、口腔护理的重

要性。出现吻合口瘘 ,病程延长 , 患者心理负担加重 , 要理解病

人的痛苦 ,耐心开导 , 鼓励病人树立信心 ,积极配合治疗 。

5　体会

　　吻合口瘘死亡率高 , 重在预防。术前加强口腔护理 、改善

营养;术后合理抗感染 , 保持引流通畅 , 防治感染 , 合理进食 , 密

切观察等都将对防治吻合口瘘起到积极的作用。

　　关键词:吻合口瘘;食管癌术后
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