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LIGHT-Fc基因转染对食管癌细胞株 Eca109抑制作用的初步研究
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　　提　要:目的　探讨 LIGHT对人食管癌细胞的体外抑制效应。方法　以 DOTAP脂质体介导 LIGHT-Fc基因转染人食

管癌细胞株 Eca109 ,通过绘制细胞生长曲线及MTT 比色法观察 LIGHT-Fc转染对 Eca109 细胞生长的影响 ,用 RT-PCR法检

测 LIGHT 受体在 Eca109 细胞上的表达。结果　LIGHT-Fc 基因的表达可以抑制 Eca109 细胞的生长。在低血清培养时 ,

Eca109 LIGHT细胞的生长曲线较对照组明显降低;MTT比色显示 Eca109 LIGHT的细胞活力与对照组相比有显著性差异(P

<0.05)。结论　LIGHT-Fc基因转染对人食管癌 Eca109细胞具有体外抑制作用 , 但全面评价有待进一步的研究。
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Inhibitory effect of LIGHT-Fc gene transfection on human esophageal squamous carci-
noma cell line Eca109
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　　Abstract:Objective　To investigate the in vitro inhibitory effect of LIGHT on human esophageal carcinoma

cells.Methods　LIGHT-Fc expression vector was transfected into human esophageal squamous carcinoma cell line ,

Eca109.The inhibitory effect of LIGHT gene on cell growth was detected by MTT and cell growth curve.The expres-

sions of LTβR and HVEM were detected by RT-PCR.Results　Expression of LIGHT-Fc gene could inhibit Eca109

cell proliferation.The growth curve of Eca109 LIGHT was significantly lower than that of the control group in the cul-

ture medium containing 1% FCS.MTT test showed that there was significant difference in cell viability between

Eca109 LIGHT and the control group(P <0.05).Conclusion　LIGHT-Fc gene transfection can inhibit the growth

of esophageal squamous carcinoma cell line Eca109 in vitro , but further studies should be conducted for the compre-

hensive evaluation.
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　　LIGHT 是一种新近被发现的肿瘤坏死因子超家族

(Tumor necrosis factor super-family , TNFSF)的成员 ,一种

主要表达在活化的T 细胞和幼稚的树突状细胞上的Ⅱ

型跨膜糖蛋白。研究显示 ,LIGHT在 T 细胞的活化 、增

殖和效应过程中有重要的共刺激作用 ,并且具有较强

的肿瘤抑制效应
[ 1 ～ 6]

。本研究以 LIGHT-Fc 融合蛋白

基因转染人食管鳞癌细胞株 Eca109 ,观察其对食管癌

细胞生长的影响 ,并探讨用 LIGHT对食管癌进行基因

治疗的可能性。

1　材料与方法

1.1　材料
　　LIGHT-Fc基因的真核表达载体 hLIGHT-Fc-pCI-neo 由第三
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军医大学基础医学部分子遗传教研室黄钢博士构建;高纯度质

粒抽提试剂盒购自 Omega公司(美国);G418 及脂质体 DOTAP

购自 Roche公司(德国);RPMI1640 培养液及新生牛血清购自

GIBCO公司(美国);MTT 购自 Sigma 公司(美国);两步法 RT-

PCR试剂盒购自上海生工(Sangon);24 孔 、96 孔细胞培养板购

自 Costar公司(美国)。

1.2　细胞株与细胞培养
　　人食管鳞癌细胞株 Eca109 购自中国科学院上海生物所细

胞库(编号:TRL1-TCHu11)。细胞贴壁生长在含 10%的新生牛

血清(FCS)及青霉素 、链霉素双抗的 RPMI1640 培养基中。本研

究的扩大培养 、抗性克隆的筛选以及细胞生长速度和MTT 试验

均在 5%CO2 浓度 、饱和湿度及 37 ℃培养条件下进行。

1.3　基因转染及抗性克隆的筛选
　　未转染的 Eca109 为对照组(称为 Eca109 Wt), 转染空载体

的为 pCI-neo 组(称为 Eca109 neo)和转染真核表达载体的为

hLIGHT-Fc-pCI-neo组(称为 Eca109 LIGHT)。转染按照 Roche 公

司的 DOTAP脂质体转染试剂说明书进行。 转染 48 h 后 , 在培
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养基中加入初始浓度为 200 μg ml的 G418 进行筛选 , 转染后第

3 天 G418加大到 400 μg ml , 第 5 天加大到 800 μg ml , 4 周后筛

出抗性克隆并扩大培养。

1.4　夹心 ELISA法检测 LIGHT-Fc的表达
　　本实验针对融合蛋白 hLIGHT-Fc中 Fc段的表位 , 以夹心

ELISA 法检测 Eca109 LIGHT细胞无血清培养时上清中 hLIGHT-

Fc的表达。以未转染的 Eca109 Wt细胞培养上清为阴性对照 ,

以纯化的人 IgG为阳性对照。测 490 nm 处的 D490 , 以大于阴性

对照 D490值的 2.1倍为阳性。

1.5　细胞生长曲线的绘制
　　将 Eca109 Wt、Eca109 neo 和 Eca109 LIGHT 3 种细胞分别培

养在 24 孔细胞培养板中 , 每孔接种 2×104 个细胞 , 并分成两

组 ,一组培养基中含 10%FCS , 一组培养基中含 1%FCS。隔天

取 3孔行细胞计数 , 计数至第 7 天 , 以每天的平均细胞数绘制

细胞生长曲线。

1.6　MTT 法检测细胞生长活力
　　收集处于对数生长期的 Eca109 Wt、Eca109 neo 和 Eca109 

LIGHT 3种细胞 , 按每孔 0.5×104 个接种于 96 孔细胞培养板 ,

每孔作3 个复孔。第 2天更换 200μl含不同浓度新生牛血清的

RPMI1640培养基 , 培养 72 h。离心 ,加入终浓度为 0.5 mg ml的

MTT 20μl , 继续培养 4 h。吸出培养液 , 加入等体积的 DMSO , 震

荡后比色 ,测 D490来表示细胞的代谢水平。

1.7　RT-PCR法检测 LIGHT 受体在 Eca109 细胞上的

表达

　　在 GenBank 上查 出 LIGHT 受 体 的序 列 全 长:LTβR

(NM002342)和 HVEM(NM003820),用 Primer Premier5.00 软件根据

引物设计原则设计引物如下:LTβR 上游引物:5′-GCCGAGAAT-

TCCTACAACGAGC-3′, 下 游 引 物: 5′-ACATCTCCAGAAAT-

GGGTAGCAG-3′, 产 物长 度 653 bp;HVEM 上 游引 物:5′-

GGAGATCCACCCCCAGAACCGAC-3′, 下 游 引 物:5′-AGCAAA-

CAATGACGATGACGAGG-3′,产物长度 615 bp。所设计的引物交

上海生工(Sangon)合成。培养 、收集 Eca109 细胞 , 按照 RT-PCR

试剂盒说明书行 RT-PCR检测 LTβR和 HVEM 的表达。(以既表

达 LTβR又表达 HVEM 的人乳腺癌细胞株 MCF-7 为阳性参照)

PCR产物行琼脂糖凝胶电泳。

1.8　统计学处理
　　数据以 x±s表示 , 采用 SPSS10.0 统计软件包中方差分析

进行数据分析。

2　结果

2.1　夹心 ELISA检测融合蛋白的表达

　　运用夹心 ELISA 法检测两次收集的 Eca109 LIGHT 培养上

清的 D490 为 1.382 和 1.267 , Eca109 neo 培养上清的 D490 为

0.551 ,空白对照为0.063 , 阳性对照为 2.879。 Eca109 LIGHT 培

养上清的 D490约为 Eca109 neo的 2.4 倍(>2.1),有阳性意义 ,

可证明转染 LIGHT-Fc基因后 , Eca109 LIGHT 的培养上清中有融

合蛋白的表达 ,说明所筛选的抗性细胞克隆带有目的基因。

2.2　细胞生长曲线
　　当使用含 10%FCS 的培养基时 , Eca109 LIGHT 的生长较

Eca109 Wt和 Eca109 neo慢(图 1)。而当使用含 1%FCS 的培养

基时 , Eca109 LIGHT的生长明显受到抑制 , 于培养的第 5 天起

出现负增长 , 与 Eca109 Wt 和 Eca109 neo 相比有一定差异

(图 2)。

图 1　用含 10%FCS培养基培养时的细胞生长曲线

Fig 1　Cell growth curve in culture medium containing 10% FCS

图 2　用含 1%FCS培养基培养时的细胞生长曲线

Fig 2　Cell growth curve in medium containing 1% FCS

2.3　MTT 比色试验
　　MTT比色实验显示 , LIGHT基因转染对 Eca109 的生长有明

显的抑制作用 , 方差分析表明 Eca109 LIGHT 与 Eca109 Wt 和

Eca109 neo相比 ,差异显著(P <0.05)。 同时不同培养条件下

(培养基中血清浓度不同), 细胞生长的差异也是显著的(P <

0.05)。测得的 D490如表 1 所示。

表 1　LIGHT基因转染对 Eca109细胞生长的影响( x±s)

Tab 1　Inhibitory effect of LIGHT gene transfection on cell l ine

Eca109( x±s)

D490
Condition n Total

Eca109 Wt Eca109 neo Eca109 LIGHT

10%FCS 3 0.95±0.081 0.89±0.141 0.73±0.105 0.86±0.138

1%FCS 3 0.69±0.041 0.74±0.244 0.50±0.046＊ 0.64±0.168＊＊

＊:P<0.05 , vs Eca109 Wt and Eca109 neo;＊＊:P<0.05, vs 10% FCS

2.4　RT-PCR检测
　　经 RT-PCR检测证实在 Eca109 细胞上有 LTβR 和 HVEM 的

表达(图 3、4)。
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1:DL-2000 Markers;2:β-action;3:LTβR expression on Eca109 cells;

4:LTβR expression on MCF-7 cells

图 3　RT-PCR检测 Eca109上 LTβR基因的表达

Fig 3　RT-PCR analysis of LTβR expression on Eca109 cells

1:DL-2 000 Markers;2:HVEM expression on MCF-7 cells;3:HVEM

expression on Eca109 cells;4:β-action

图 4　RT-PCR检测 Eca109上 HVEM基因的表达

Fig 4　RT-PCR analysi s of HVEM expression on Eca109 cells

3　讨论

　　食管癌是一种长期困扰临床医务工作者的顽症 ,

它的确切病因和发病机制尚不清楚 ,发病率与死亡率

却居高不下 ,严重威胁人民的健康 。目前 ,针对恶性肿

瘤的生物治疗已经成为继手术 、放疗和化疗之后的又

一种主要的治疗手段 。这种治疗的理想机制主要包

括:①诱导肿瘤细胞自身生长停滞或凋亡;②提高肿瘤

的免疫原性 ,诱导机体产生肿瘤特异性的 CTL 反应。

基因转移利用分子生物学技术 ,把目的基因导入肿瘤

细胞 ,通过目的基因的表达以抑制肿瘤细胞的生长或

增强其免疫原性 ,是肿瘤的基因治疗中一种行之有效

的方法。

　　LIGHT 是一个多功能 、多效应的免疫分子 ,它的抗

肿瘤作用是其最早被揭示的生物效应之一。Zhai等
[ 1]

首先报道了 LIGHT基因转染对人乳腺癌细胞株 MDA-

MB-231的抑制作用。此外 ,更多的研究还显示 ,LIGHT

对人结肠腺癌 HT29 细胞
[ 1 ～ 3]

、鼠肥大细胞瘤 P815细

胞
[ 4]
、人肝癌 Hep3BT2 细胞

[ 5]
、人黑色素瘤 A375 细

胞
[ 6]
都有明显的抑制作用。LIGHT 的抗肿瘤效应主要

表现在以下几个方面:与静止 T 细胞上的受体 HVEM

结合 ,为T 细胞的活化和增殖提供一个非 CD28依赖

的共刺激信号 ,激活肿瘤特异的 CTL 反应;在 T 细胞

活化和增殖阶段 ,诱导分泌 IFN-γ、GM-CSF 等 Thl型细

胞因子;与受体 LTβR结合 ,通过募集活化TRAF3 ,传递

死亡信号 ,发挥直接的细胞毒作用并激活 caspase 诱导

肿瘤细胞凋亡。因此 ,本研究选择 LIGHT 作为目的基

因 ,通过用重组的 hLIGHT 的胞外区和 hIgG1Fc 定向克

隆构建的真核表达载体转染食管鳞癌细胞株 Eca109 ,

以观察其对食管癌细胞生长的影响 。

　　本实验结果显示 ,通过基因转染 ,Eca109 LIGHT细

胞可以表达 hLIGHT-Fc 融合蛋白 ,并对肿瘤细胞的生

长产生抑制作用 。在实验中我们通过 RT-PCR首次证
实了 Eca109细胞上存在 LIGHT 的受体 LTβR和 HVEM

的表达 ,并由此推断 LIGHT 基因转染的体外抑瘤效应

可能主要经由 LIGHT-LTβR信号途径 ,通过细胞毒作用

和诱导肿瘤细胞凋亡来实现的。文献 [ 1 , 3] 报道 ,

LIGHT对细胞表面同时表达其膜受体 HVEM 和 LTβR

的肿瘤细胞有明显的细胞毒效应 ,而这些肿瘤多为上

皮来源 。在本实验中 , 培养基的血清浓度对 Eca109 
LIGHT 细胞的生长抑制有很大的影响 ,这与 Zhai等

[ 1]

的研究相一致 。此外 ,从细胞的生长曲线可以看出 ,

LIGHT 基因转染的抑瘤作用需要一个较长的时间来发

挥(约 5 d 以上),这说明 LIGHT 通过其下游分子以实

现其生物学效应需要一个时间过程 。从另外一个角度

来看 ,单独转染 LIGHT 基因来对肿瘤进行免疫治疗的

效果可能是有限的 ,最好采用与 IFN-γ联合治疗的方

案。因为作为配伍剂 , IFNγ可能是一个最佳的候选

者。研究发现 , LIGHT 与 IFN-γ在抗肿瘤方面有明显

的协同作用 ,一方面 IFNγ可以明显增强 LIGHT对肿瘤

细胞的凋亡诱导 ,另一方面 LIGHT基因的表达也可以

促进 IFNγ的分泌
[ 1]
。 LIGHT 与 IFN-γ协同可通过

caspases依赖和非依赖两种方式来诱导细胞凋亡
[ 5]
。

新近的研究还显示 , LIGHT 基因转染可以上调肿瘤细

胞上 ICAM-1的表达水平 ,而且 LIGHT 可依照一个计

量依从关系增强 IFN-γ对肿瘤细胞表达 ICAM-1的刺

激
[ 7]
;同时 ,研究还表明由 LIGHT 致敏的 、IFNγ介导

的 、对肿瘤细胞的凋亡诱导可能是通过下调抗凋亡的

Bcl-2家族成员的表达来实现的
[ 8]
。

　　总之 ,要全面评价 LIGHT 基因转染对 Eca109的抑

瘤效应 ,尚需对其效应阶段与其受体间的信号转导进

行深入的研究 ,考察它在肿瘤模型中的共刺激 T 细胞

活化并激活肿瘤特异性的 CTL 反应以及细胞毒效应 ,

并进一步探索其用于临床基因治疗的可能性 。
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文章编号:1000-5404(2004)08-0689-01　 个案与短篇

上颌牙合垫式矫治器中牙合堤的制作体会

A new method to make upper removable appliance for anterior cross bite

李雨轩 ,周继祥 ,冉光亮 ,汪　欣　　(第三军医大学西南医院口腔科 ,重庆 400038)

　　乳牙列期和混合牙列早期的前牙反牙合对青少年正常的颅

颌面部生长发育危害较大 ,因而需要尽早矫治[ 1] 。上颌牙合垫式

活动矫治器是临床上最为常用的治疗手段 , 适合多数前牙反

牙合病例的矫治。其基本的工作原理为:矫治器以固位体的作

用而相对固定在上颌牙弓;牙合堤的作用是使反牙合的前牙脱离

咬合锁结;然后逐步调节加力弹簧缓慢地推上前牙向唇侧移

动 ,最终解除上颌前牙的反牙合[2] 。

　　实际工作中我们发现 , 上颌牙合垫式矫治器中牙合提的制作

具有一定的难度 , 特别是牙合堤的双侧均衡和戴入后的完善咬

合接触方面 ,常常需要耗费较多的临床调磨时间。为此 , 我们

对常规的牙合堤制作规程进行了一些调整 , 取得了良好的临床

效果 ,现报告如下:

　　我们将矫治器的制作分为矫治器部分制作和牙合堤制作两

个部分 ,亦即是通常所说的两步法。

1　矫治器部分的制作

　　①制矫治器的固位体和加力弹簧 , 仔细封蜡将其固定在工

作模型上;②调和适量的自凝塑料 , 进行常规的基托铺塑 ,各部

分的边缘伸展一定要彻底;③用蘸水玻璃纸仔细摩擦基托表

面 ,用于调节基托厚度并使其表面光滑;④用雕刻刀修整基托

边缘 ,并切除多余的自凝塑料;⑤静置至自凝塑料完全固化 , 基

本完成矫治器部分的制作。

2　牙合堤的制作

　　①待基托完全固化之后 ,先用甲基丙烯酸甲酯单体溶涨基

　　作者简介:李雨轩(1975-),女 ,天津市人 ,医师 ,主要从事口腔正畸修复方面

的研究。电话:(023)68754439

　　收稿日期:2003-08-27;修回日期:2003-11-24

托之牙合堤部位的表面;②调和适量的自凝塑料至丝状期 ,并以

二长条状铺塑于牙合堤部位;③用甲基丙烯酸甲酯单体棉签修

饰基托与牙合堤的内外连接缝处 , 使之浑然一体;④迅速将工作

模翻转 , 放置于光滑的玻璃板上;⑤充分利用丝状期自凝塑料

的可塑性 , 以前高后低的方式轻轻挤压工作模 , 用以调节牙合堤

的高度和斜度 ,并保持左右两侧均衡一致;⑥牙合堤前段近尖牙

处的高度约为患者反覆牙合的深度再加 2 mm , 以利解除前牙锁

结 ,便于推上前牙唇向 , 纠正前牙反牙合;⑦后段磨牙处的牙合堤

高度约为前段的 1 3 , 这样能基本保证咬合时下颌后牙均与牙合

垫有咬合接触;⑧待牙合堤完全固化之后 , 从玻璃板上取下模

型 ,分离矫治器 , 磨出颊侧和腭侧多余的自凝胶 , 彻底打磨抛

光 ,完成矫治器的最后制作。

　　经此法制作完成的上颌牙合垫式矫治器 , 牙合堤高度合适并

且双侧易于达到平衡与稳定 ,因而大大节省了临床的椅旁工作

时间 ,提高了临床工作效率 , 这是本方法最大的长处和优势。

另外 ,经此法制作的矫治器还完全可以在早期就进行非常仔细

的精加工处理 ,以至在给患者戴用时 , 矫治器的外观已经非常

精美 ,有利于正畸临床服务水平的提高 , 值得推广和介绍。

　　关键词:反牙合;矫治器;牙合堤

　　中图法分类号:R783.2　　　文献标识码:B
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