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腺病毒介导多基因在胆管癌细胞中的表达

王征旭
’

4 0 0 0 3 8

何振平 吴祖泽
“ “

马宽生 刘 吉奎 张维维
.

” (第 三军医大学附属 西南医院肝胆外科 中心 ) 重庆
,

提 要 目的
:

研 究腺病 毒介导 的多基因 ( G M
一

C S F
、

B 7
一
l

、

5P 3
、

IL
一

2) 在胆 管癌 细胞 系 Q B C 939 中的表

达及 对其 生长 的影 响
。

方法
:

构 建 同时含 G M
一

C S F
、

B 7
一
1

、

1,5 3
、

I L
一
2 连种 目 的基 因 的重 组腺 病毒 载体 A d

-

m lu it g e n e s ,

应用流式细胞仪
、
E L ls A

、

免疫 组化等方法
,

分 析该重组腺 病毒体包 含的 目的基 因在 靶细胞 中的

表达
,

并绘制细胞 的生长 曲线
。

结果
:

腺病毒介 导的多基 因在 胆管癌 细胞系 Q B C 9 39 中高效表 达 ( I L
一
2 不表

达 ), 并能抑制胆管癌细胞 的生 长
。

结论
:

腺病毒介导 的多种基因能在胆 管癌细胞 Q B C 93 9 中表 达
,

并 抑制肿

瘤细胞的生长
。
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A

由于人们 目前对肿瘤发病机制和免疫逃避机制认

识的局限性
,

尚无公认的肿瘤基因治疗模式 lj[
。

在肿瘤

基因治疗中既要考虑导人的目的基因对肿瘤细胞生长

的抑制或诱导细胞凋亡的作用
,

又要考虑到有利于提

高肿瘤细胞 的免疫原性
,

从而调动和增强机体对肿瘤

的免疫能力
。

从这一 目的出发
,

本文 以 E l
、

E 3 区缺失

的血清 5 型腺病毒为载体
,

构建了同时含人 p 5 3
、

B 7
一

1
、

G M
一

C S P
、

n
J 一

2 基因的重组腺病毒载体
,

研究该腺病毒

体在胆管癌细胞系中的表达 和对其生长的影响
。

g e n e s
,

见图 l
。

含绿 色荧光蛋 白 ( G r e e n
f l

u o r e s e e n t p r o t e in ) [ 3〕基

因的 重组 腺病毒载 体 A d
一

G F P
,

作 为对 照
,

导人 该重组 腺病毒

体 的靶细胞
,

在荧光显微镜 下呈绿色
。

材料与方法
GGGM

一

CS FFF IRESSS P5 333 CMVVV IL ZZZ IRESSS B7
一

lll

犷
、

1
.

1 构建复制缺 陷型重组腺病毒载体

乙分 别 构建重 组 质 粒
,

包 含
:

① p s “ / G M
一

C S F 表 达 框
:

含

C M V 始动子
、

野生型人 p 5 3 e
D N A

、

E M C
一

IR E S (脑心肌炎病毒
、

内 部核糖体进 人位 点笋
2〕 、

卜G M
一

C S F c
D N A 和 S v 4 0 聚腺昔

酸 化 信 号 ; ② B 7
一
l I/ L

一
2 表 达 框

:

含 人 S V 4 O 早 期 始 动 子
、

人

B 7
一
l e D N A

、
E M C

一

IR E S
、

人 1 1
_ 一

2 。 D N A
、

B H G 聚 腺 昔酸 化 信

号
。

将 2 个表达框分别克隆到质粒 p X C儿 l( 长 7
.

0 k b) 上
,

形成

同时含 p 53
、

G M
一
C S F

、
B 7

一
1

、

I L
一
2 的表达载体

。

该表达载体再与

重组质粒 PJ M 1 7( 长 4 0
.

3 kb )形 成同源重组
,

以脂 质体 D O T A P

( p r o
m

e g a
) 介 导

,

共转染 进 人 乏9 3 细胞
,

通 过 P C R 法 筛选
、

鉴

定
,

得 到含 4个 目的基 因 的复制缺 陷型 重组 腺病毒 A d
一

m ul it
-

图 1 含绿 色荧光蛋 白基 因和 多基因的复制

缺陷型重组腺病毒体结构示意图

F i g S t r u c t u r a l a n a l y s i s fo
r r e P l ie a ti o n 一 in e o m P e -

t e n t a d e n o v i r a l g e n e t h e r a P y v e c t o r s e n e o d
-

in g G F P ( A d
一
G F P )

,

B 7
一
1 a n d I L

`
2 a n d P 53

a n d G M
一
C S F (A d

一

m
u l t i g e n e s )

宋 米

带米 水

王征旭
,

男
,

34 岁
,

主治医师
,

博 士
,

现在第二军 医大学

东方肝胆外科 医 院 上海
,

2 0 0 4 3 8

军事 医学 科学院放射 医学研究 所百环 生物 医 学研究

中心 北京
,

1 0 0 0 0 0

美 国 B a xt e r 医 疗用品公司基因治疗部

1
.

2 细胞培养及主要试剂

胆 管癌 细胞系 Q B C 93 9 由本 科王曙光博士建立并惠赠
。

含

5 型腺 病毒 E l 片段 的人 胚肾细 胞系 2 93 细胞
,

由美 国 B
a
xt er

医疗用 品公 司提 供
。

以上细胞均 培养于含 10 %胎 牛血清 (中国

医 学科学 院血液制品研究所 )的高糖型 D M E M (G BI C O B R L )

中
,

并 补 加 H E P E S
、

谷胺 酞 氨
、

青链 酶素等
。

定量检 测 IL忍
、

G M
一

C S F 的 E I
J

I S A 试剂 盒 购 自 G e n z y m e
公 司 ; F IT C 标 记 的

B 7
一
1 (C D 8 o )鼠抗 人单 克 隆抗体 购 自 P h a r n , i n g e n ; p 5 3 鼠抗人

单 克隆抗 体 ( P A b l s o l ) 购 自 P h
a r m in g e n ;

低熔 点琼 脂糖 (用 于

空斑 实验 ) 购 自 iS g m a
公司

;
氯化艳购 自 G I B C O 公 司

。
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图 3 Q B C 9 3 9细胞导入多基 因后 4 8 h F A C S

分 析 B 7
一

1的表达

A
:

W
a
l k

e r 2 5 6细胞 系
; B

:

W
a lk e r 2 5 6细胞 系 (… … )和

Q B C 9 3 9细胞 系 (一 )
; C

:

Q B C 9 3 9细胞 系转 导 2 0 M O I

Ad
一

m
u
l ti g

e n e s ; D
:

Q Be 9 3 9细 胞 系 转 导 5 0 M O I Ad
-

m
u l ti g e n e s

Fi g 3 F AC S a n a l y si s o f B 7
一

1 e x P r e s si o n o f QB C 9 3 9 e e l l s

4 8 h a f te r t r a n s d u e e d w i th Ad
一

m
u l t i g e n e s

A
:

W
a
l k

e r
2 5 6

e e
l l li

n e ; B
:

W
a
lk e r 2 5 6 e e l l li

n e (… … )

a n d Q B C 9 3 9 e e
ll li n e (一 ) ; C

:

Q B C 9 3 9 e e
ll li

n e t r a n s -

d
u e e

d w i th 2 0 M O I Ad
一

m
u
l t i g

e n e s ; D
:

Q B C 9 3 9 e e
ll li

n e

t r a n s
d

u e e
d w i th 5 0 M O I Ad

一

m
u
l ti g e n e s

基 因治疗
,

其应用范 围会 十分局限
。

当今国际上肿瘤基

因治疗 的发展趋势是多基因协同
,

进行联合基因治疗
。

我们将 4 种 目的基 因构建在 同一个 腺病 毒载体

上
,

可保证将几种 目的基 因 同时导人 同一个肿瘤细胞

(而不是导人不 同 目的基因 的肿瘤细胞的混合物 )
,

这

样可在肿瘤免疫的不同环节发挥免疫增强作用
。

4 种

目的基因 由 2 个 启动子启动
,

其 中 2 个 目的基 因间靠

脑 心肌炎病毒 ( E M C ) 的内部 核糖 体进人位点 (I nt
e r -

n a l r i b o s o n l e e n t r y s i t e ) 相连
,

可保 证从一条 m R N A

上 同时翻译 2 个开放阅读框 z[,
4口

。

通过 C cs l密度梯度

离心法
,

得到高滴度的复制缺陷型重组腺病毒载体
。

虽

然腺病 毒的天然靶宿主是上 呼吸道
,

实验证实胆管癌

细胞系 Q B C 93 9 也对腺病 毒易感
,

50 M O I 可使 80 %

左 右 的细胞 受 感 染
。

目 的基 因 可在 胆 管 癌细 胞 系

Q B C 9 39 中表达
,

每 1 K 10
6

细胞经 24 h 孵育后
,

可表

达约 IG n g 的 G M
一

C S F
,

且可持续表达 n d 以上
,

这

样 就为 G M
一

C S F 的免疫基因治疗奠定 了基础
。

B 7
一

1

也可在胆管癌细胞 中表达高于亲本瘤细胞 6 倍以上
。

以大 鼠 W al k e r 2 5 6 细胞作 为阴性 对照
,

可见 Q B C 93 9

细胞弱表达 B 7
一

1 分子 sj[
,

但导人多基因后
,

B 7
一

1 的表

达水平 明显增加
。

导人多基因后 Q B C 9 39 细胞的生长受到一定程度

的抑制
,

其原因主要是多基因中野生型 p 53 抑癌基因

诱 导肿瘤细胞发生凋亡所致圈
。

腺病毒介导的多基 因中
,

野生型 p 53 基因主要发

挥 抑制肿瘤细胞 生长
,

诱 导肿瘤细胞凋 亡的作用
,

而

B7
一

1
、

G M
一

c女 基 因则起免疫增强作甩通过 提高肿

瘤细胞的免疫原性
,

而刺撤椰体的抗肿瘤免疫反应
。

本

究柯建!的多基画腺病 毒中
,

.II
一

2 基 因 未见正 常表
,

因 此起 免疫增强作 用的主要是 B 7
一

1 和
_

G M
、

C SF

研达

~~~ 川卜尹 O B C 9 3999

`̀ . 卜 Q B C 9 3 9 IA d毛 I下 卜卜
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多基 因腺病毒 中

,

B 7寸
`

和 G M
一

C S F 的联合
,

会更进一

步增强 Q B C 93 9 细胞 的免疫原性
,

提高免疫治疗效果
。
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胃壁结节状恶性间皮瘤 1 例报告

R e P o r t o f a e a s e o f g a s t r i c m a l i g n a n t n o d u l a r m e s o t h e l i o m a

肖桃元
`

柳风轩

吕银惠

闰晓初

(第三军医大学基础 医学部中心实验室 ) 重庆
,
4 0 0 0 3 8

(第三军医大学附属西南 医院病理科 ) 重 庆
,

4 0 0 0 3 8

腹腔 间皮瘤较 为少见
,

我们 诊断 1 例 胃壁结 节状恶性 间皮 2 病理资料

瘤
,

具有特殊的大体和病理 组织学形态
,

现报告如下
。

1 临床资料

患者女性
,

34 岁
。
4 年前始有上 腹部胀痛不适

。

入院前 12 d

疼痛加重并发 现包块 而于 1 9 8 8 年 9 月 23 日人住第三军 医大

学附属西南 医院
。

查体们及剑 突下包块
,

B 超示肝脏 占位
。

1 9 8 8

年 9 月 2 8 日剖腹探查
,

见 胃小弯丫 堆肿块
,

内散 在米粒大小 结

节
。

术中冰冻切片诊 断
“

上 皮样平 滑肌瘤
” ,

遂行 胃大部切除
。

大体观察
:

次全 切除 胃
,

小 弯壁 内见 一 堆结节状 肿块共 8

个
,

直径 1
.

0 ~ 6
.

0 c m
,

表面光滑 突出于浆膜面
,

拱起于 胃腔 面
,

该处粘膜有糜烂
。

切面肿块无包膜
,

但 界限清楚
,

灰红 色
,

质细

嫩
,

部分结节 内有 出血坏死
。

光 镜观察
:

瘤 细胞小至 中等大小
,

圆形
、

椭 圆形或梭形
。

核

轻度异 型性
,

无 明显核仁
,

偶见分裂像
。

胞浆丰富红染
。

瘤细胞

呈弥漫一致 小巢结 构
,

小巢间 为梭形细胞索
,

二者 有过度
,

整个

形态酷似合体细胞 型脑膜瘤
,

但无砂粒体
。

瘤组织在 胃壁中浸

润生长
。

免疫组化瘤 细胞 C K 阳性
、

V im
e n t i 阳性

、
a e t in 阴性

、

S
-

1 0 0 阴性
。

.
肖桃元

,

女
,

47 岁
,

副教授
,

博士
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