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　　提　要　目的: 观察 TK基因转导 A549细胞后在体外和体内的表达。方法:将已构建的逆转录病毒表达

载体 PLXSN-TK用电穿孔法转化 A549细胞 ,原位杂交检测 TKmRN A在 A549-TK细胞和由它接种裸鼠形

成肿瘤组织中的表达。斑点杂交检测外源基因在细胞中整合。并体外观察 A549-TK细胞对 GCV的敏感性。

结果: 原位杂交表明 A549-TK细胞及由其所形成的肿瘤组织中 TKm RNA表达阳性 ,对照细胞无表达 ,斑点

杂交证明 A549-TK细胞中有 TK基因整合。A549-TK细胞对 GCV的敏感性是亲代细胞的 46倍。结论: TK

基因在 A549-TK细胞中表达阳性 ,转基因细胞对 GCV敏感。

　　关键词　肺肿瘤 ;基因转移 ;基因表达 ;丙氧鸟苷

　　中图法分类号　 R734. 2

　　 HSV1 -TK基因是一个药敏基因 ,已被广泛用于多

种肿瘤的治疗研究 ,我们将该基因导入人肺腺癌 A549

细胞 ,观察了体内外转基因细胞对 TK的表达情况 ,并

观察了对抗病毒药 GCV (丙氧鸟苷 )的敏感性 ,现报告

如下。

1　材料与方法

　　主要试剂及来源: 重组逆转录病毒表达载体 PLXSN-TK

由本人构建 , A549肺癌细胞由呼吸所保存 , G418购自 Sigma公

司 , GCV购自瑞士 Reche公司。

　　 TKCDN A探针用地高辛标记 ,裸小鼠购自学校动物中心。

电穿孔仪 Bio-Red公司产品。

　　 5× 106培养细胞悬液 0. 8 ml+ 10μg PLXSN-TK质粒混

匀 ,电击条件 1250 v , 25μF, 0. 7 ms,电击前后冰浴 10 min,然后

培养 , G418筛选数周得到抗性克隆。另外按相同条件电转化空

载体作为对照。

　　 A549、 A549-PLXSN、 A549-TK 3种细胞与 TK探针原位

杂交检测 TKm RN A表达 ,参照姜伯等 [1]方法 ; 3种细胞常法提

取 DNA后与探针作斑点杂交。

　　设 GCV ( 0, 0. 1, 1, 10, 100, 1 000, 2 000, 4500μmo l /L 8个

浓度点 ) , A549、 A549-PLXSN、 A549-TK 3种细胞接种在 96孔

板上 , 2500 cell /孔 ,每个浓度点每种细胞设三复孔 ,细胞贴壁

后培养 1～ 2 d,然后加入不同浓度 GCV , 2 d换一次液作用 5 d

用 M T T法测活细胞数。

　　 A549-TK、 A549二种细胞分别接种于裸鼠腹部皮下左右

侧 ,共 3只裸鼠 ,每点接种细胞数为 107 /0. 2 ml, 2周后取瘤组织

低温冰冻切片 ,用 TK探针检测两种组织片中 TKm RN A

表达。

2　结果

　　电击结果见表 1。

　　 　何祥梁 ,男 , 36岁 ,主治医师 ,博士研究生

表 1　 PLXSN-TK、 PLXSN电击转化 A549细胞效率

Tab 1　 The ef f iciency of transformation of plamsids

PLXSN-TK、 PLXSN into A549 cells by elec-

troporat ion resistant colony number

Numb er of resi s tant colony
Condition of elect ro-transfor mation

A549-TK A-PLXSN

800 v 25μF 0. 8 ms 0 0

1 250 v 25μF 0. 8 ms 14 11

1 650 v 25μF 0. 7 ms 10 9

2 200 v 25μF 0. 7 ms 6 7

　　 A549、 A549-PLXSN、 A549-TK对 GCV敏感性用 IC50表

示 , 分 别 为 4157. 24、 4 176. 17、 90. 82 μmo l /L , 从 IC50看

A549TK细胞比 A549细胞对 GCV敏感性提高 46倍。每个浓度

点对细胞生长抑制率见图 1。

图 1　 GCV对三种细胞生长抑制率

Fig 1　 Inhibition of prolif eration rate of

three k inds of cells by GCV
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　　原位杂交结果表明 A549-TK细胞及由其形成肿瘤组织杂

交均呈强阳性 ,对照细胞及组织均阴性 ,见图 2、 3。斑点杂交 ,

A549-T K细胞中有 TKCN A整合 ,对照细胞无整合 ,见图 4。

图 2　 A549-TK细胞原位杂交　 ( NB T染色× 400)

Fig 2　 In situ hyhridization in A549-TK cell　 ( NBT stain× 400)

图 3　 A549-TK细胞接种裸鼠肿瘤组织原位杂交　 ( NBT染色× 400)

Fig 3　 In situ hyhridization in tumor tissue formed by inoclulat ion A549-TK cells　 ( NBT stain× 400)

图 4　三种细胞 DNA与 TK基因特异探针斑点杂交

1A: 50μg A549-TK细胞 DNA; 1B: 3μg PLXSN-TK

质粒 DNA阳性对照 ; 2、 3: 为 A549、 A549-PLX SN细

胞 DNA

Fig 4　 Dot blot hybridizat ion of DNA from three

k inds of cells with TK gene specif ic probe

1A: 50μg A549-TK cells DNA; 1B: 3μg PLXSN-TK

plasmids DNA positiv e contro l; 2、 3: A459, A549-

PLXSN cells DN A

3　讨论

　　自从 1986年 Moo lten
[2 ]首先研究用 TK基因转导

纤维肉瘤并使之获得 GCV敏感性后 ,国内外许多学

者用 TK基因对几乎遍及各系统的肿瘤都进行了广泛

的研究 ,都不同程度地获得了对 GCV的敏感性
[3, 4 ]
。

HSV1 -TK基因治疗肿瘤机理为该基因表达产物 TK

酶能将 GCV磷酸化为一磷丙氧鸟苷 ,后者被体内磷

酸酶继续磷酸化为二、三磷酸核苷 ,后者为细胞毒药

物 ,能抑制细胞 DN A聚合酶活性 ,使 DN A合成受阻 ,

导致细胞死亡 ,因此 TK基因被称为自杀基因。哺乳动

物也存在 TK基因 ,但序列和表达产物完全不同。我们

用 HSV1-TK转导 A549肺腺癌细胞 ,不但转导成功 ,

也获得了对 GCV的敏感性 ,虽然与 Osaki等
[ 5]报道提

高 1 000倍 , Kumgai
[6 ]
报道提高 500倍有差距 ,但比亲代

细胞提高了 46倍。本试验也提示电转化效率并不随电

压增高而增高 ,每种细胞有适合自己的最适电转化电

压。G418筛选抗性克隆一般对照细胞 5 d全部死亡 ,而

抗性细胞经过全量筛选 7～ 9 d后改维持量 ,维持了二

周细胞既不增长又不死亡 ,然后撤去 G418改为普通培

养基细胞增殖很快 ,这种细胞再加 G418就不再被杀

死 ,也就是得到了抗性克隆。从细胞和组织原位杂交

看 , A549-TK细胞有强阳性表达 ,对照细胞无表达 ,这

说明外源基因已稳定整合入细胞基因组中 , Zhang

等
[7 ]
发现 TK基因转染仅对离体细胞有效 ,而当细胞

接种到了活体后敏感性就丢失 ,所谓基因沉默 ( Gene

si lence)。我们的结果与大多数作者一样 TK基因在体

外都有表达 ,这为以后进行动物实验和进入临床试验

提供了证据。
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Studies on the expression of HSV1-TK gene in vitro and in v ivo after trans-

duction into human pulmonary carcinoma cell line A549
He Xiang liang , Guo Xianjian, Huang Gui jun ( Depa rtm ent of Respira to ry Diseases, Xinqiao Hospital, Third M ilitar y M edi-

ca l Univ er sity , Chongqing , 400037)

　　 Abstract　Objecti ve: T o observ e the expression of TK gene in v itro and in v ivo a fter it being t ransduced

into A549 cells. Methods: The constr ucted r etrov iral v ec tor PLXSN-TK w as tr ansduced into A549 cells by

elec tro-tr ansfo rma tion. The T K mRNA expression in A549-TK cells and tumo r tissue formed by itself in

nude mice was determined with in situ h ybridiza tion. Recombina tion o f TK gene into cells is ex amined with

blo t hybridiza tion. Sensitivity o f A549-TK cells to GCV w as also observ ed in vitro. Results: In situ hy-

bridization showed tha t A549-TK cells and tumo r tissue positiv ely expressed TK mRN A w hile th e cont ro l

cells did no t. Blo t hybridization show ed tha t TK gene was recombined in A549-TK cells. The sensitivity of

A549-TK cells to GCV w as 46 tim es high er than tha t o f par enta l cells. Conclusion: TK gene is positiv ely ex-

pressed in A549-TK cells and the sensitivity to GCV is a lso obtained by A549-TK cells.

　　 Key words　 pulmonary tumo r; g ene transfer; g ene expression; ganciclovir
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心内膜弹力纤维增生症可与其他先天性心脏病并存 ,如主动脉

缩窄。单纯性心内膜弹力纤维增生症多无特征性改变 ,临床诊

断主要依据以下几个方面:①有急性或反复充血性心力衰竭发

作 ,特别是 6个月以下的婴儿 ;②心脏增大而无杂音 ;③ X线示

心脏中度至高度增大 ,伴左或右心缘局限性搏动减弱 ;④心电

图示心室肥厚和 ST-T改变 ;⑤超声心动图示心腔扩大 ,心内

膜增厚 [2, 3]。由此可见 ,其诊断指标缺乏特异性 ,尤其当合并其

他先天性心脏病时 ,其表现可相互影响或被掩盖 ,使诊断更为

困难。如本组例 2患者 ,其临床特征虽与以上几点部分相符 ,但

因合并预激综合征 ,心电图有继发性 ST-T改变 ,使本病的心

电图改变不明显 ;同时由于阵发性室上性心动过速反复发作 ,

其心脏增大尚不能除外心动过速性心肌病 ,故需要更特异的诊

断方法确诊。

　　 EM B作为一种检查诊断方法 ,可为 65% ～ 85%的心肌病

患者提供病理学诊断证据 ,并可用于病因学研究 ,尤其适用于

心内膜心肌病变 [4 ];本组 2例患者 ,经 EM B均作出了病理学诊

断 ,表明 EM B对确诊心内膜弹力纤维增生症具有重要价值 ,故

对临床上怀疑本病者应争取做 EM B,以便明确诊断 ,及早给予

相应治疗。根据对此 2例患者 EM B的体会 ,我们认为 ,在对心内

膜弹力纤维增生症行 EM B时 ,应特别注意本病心内膜结构上

的特殊性 ,即心内膜增厚、表面光滑而硬 ,在钳取组织时应根据

手感适当用力 ,既保证取出心内膜心肌组织 ,又不至于发生心

脏穿孔。此外 , EM B也有一定的局限性 ,其取材体积小、数量

少 ,当病变呈局灶性或不均匀分布时 ,易得出假阴性结果 ,故在

分析结果时应引起注意。

　　关键词　心内膜心肌活检 ;心内膜弹力纤维增生症

　　中图法分类号　 R446. 8; R542. 43
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