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　　提　要　目的:评价人 IL4 cDN A转染胃癌细胞株分泌 IL4的可行性和γ射线照射的安全性。方法: 用脂

质体转染法将人 IL4 cDN A转入 SGC-7910人胃癌细胞株 ,并检测细胞分泌的 IL4和 50Gyγ射线照射对肿瘤

细胞分泌的影响。结果 :人 IL4cDN A可以转染入人胃癌细胞 ,并表达有活性 IL4。基因转染可以明显增强 IL2

激活的 LAK细胞的肿瘤杀伤作用。用大剂量的 γ射线照射后 ,转染细胞仍可以持续分泌 IL4 3-4周。结论: 人

IL4 cDN A转染不改变胃癌细胞的体外生长特性 ,但可以明显增强抗肿瘤免疫反应。大剂量γ射线照射可能

是 IL4基因治疗的安全措施。
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　　局部给予 IL4可以产生有效的抗肿瘤免疫反应 ,

将 IL4基因转染到肿瘤细胞 ,可以避免全身应用 IL4所

产生的副作用 ,并诱导产生抗肿瘤免疫反应。这些研究

结果 ,使人们想到将 IL4基因转染到人肿瘤细胞 ,免疫

治疗人类肿瘤 ,并寻找可靠的安全措施 ,以保证将基因

修饰的肿瘤细胞回输给病人时的安全性 [1 ]。我们研究

了将人 IL4cDN A转染到人胃癌细胞的可行性 ,并观察

了大剂量γ射线照射的安全作用。

1　材料与方法

1. 1　细胞及培养
　　 SGC-7910胃癌细胞株 ,由第四军医大学樊代明教授惠赠 ,

亲本胃癌细胞株及 IL4基因转染的胃癌细胞株均培养于 10%小

牛血清的 RPM I 1640培养基。

1. 2　 IL4cDN A真核表达载体构建
　　 cDN A真核表达载体 BMGNeo由瑞士巴塞尔免疫研究所

Karasuyama博士惠赠 [2 ] ,人 IL4 cDNA由美国 Podack教授惠

赠 [3]。质粒提取 ,酶切 ,连接按《分子克隆》有关章节进行 [4]。人

IL4 cDN A插入到 BMGNeo的 Xho I位点。提取 BM GNeo -

hIL4 ,酶切后 , 0. 8%琼脂糖凝胶电泳鉴定。

1. 3　 IL4 cDN A转染人胃癌细胞株 SGC-7910细胞

　　应用脂质体转染法 (试剂盒购于美国 Life Techo lo gic,

Inc) ,将 BM GNeo-IL4转染入人胃癌细胞株 SGC-7910细胞 (操

作按试剂盒说明书进行 )。以 G418 500μg /ml选择培养后 ,用有限

稀释法进行克隆化培养。

1. 4　人 IL4活性测定

　　随机挑选 8个阳性克隆 ,用 ELISA检测法测定 IL4含量 (人

IL4 ELISA检测试剂盒 ,购于北京医科大学免疫系 ,操作按试

剂说明书进行 )。

1. 5　 Southern blo t
　　 BM GNeo-h IL4扩增提取得到 548bp的人 IL4 cDN A探针。

提取细胞 DNA, Hind酶切后 ,电泳 ,转膜 ,预杂交 ,杂交 ,放射自

显影判断结果。

1. 6　细胞 HLA-ABC, HLA-DR抗原表达

　　应用 S P方法 (试剂盒购于福州迈新公司 )检测人 HLA-

ABC, HLA-DR抗原表达 (鼠抗人 HLA-ABC, HLA-DR单抗

购于军事医学科学院 )。用流式细胞仪定量检测胃癌细胞的

HLA-ABC抗原表达。

1. 7　 LAK细胞的细胞毒作用
　　外周血淋巴细胞分离 ,诱导产生 LAK细胞 ,按效应细胞和

靶细胞比率为 5: 1,加入 LAK细胞和胃癌细胞 ,以 M TT法测

LAK细胞的肿瘤杀伤作用。

1. 8　培养细胞γ射线照射
　　亲本肿瘤细胞和转染 IL4 cDN A胃癌细胞株 ,接种于多孔

培养板 ,用 Co60照射 50 Gy ,照射后继续培养 ,每 3 d换液 1次 ,收

集 3、 9、 15、 21 d的培养上清 ,冻存于 - 20℃ ,用于检测 IL4 ,以 0.

25%胰酶消化细胞 ,台盼蓝染色 ,显微镜下计数活细胞数 ,计算

活细胞百分率。

2　结果

2. 1　 IL4 cDN A的转染与表达
　　以脂质体转染法 ,将人 BM GNeo-h IL4 , BM GNeo载体转染

入 SGC-7910胃癌细胞株。经 G418选择后 ,随机挑选 8个阳性克

隆 ,以 ELISA测定法检测各克隆培养 ( 1× 106个细胞 , 24 h)上

清中人 IL4水平为 20. 01～ 60. 12μg /L,其中 3G-IL4分泌 IL4水

平最高 ,而 G及 G-Neo胃癌细胞株 ,均未检测到分泌的 IL4。扩

增 3G-IL4克隆 ,用于进一步实验 ,见表 1。
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表 1　 IL4 cDNA转染胃癌细胞株表达 IL4水平

Tab 1　 Expression level of IL4 in gastric cancer cells after

transf ect ing IL4 cDNA

Gas tric cancer cell IL4μg /L

SGC-7901( G) -

SGC-7901-Neo( G-Neo) -

1 -IL4( 1G-IL4 ) 38. 85

2 -IL4( 2G-IL4 ) 20. 01

3 -IL4( 3G-IL4 ) 60. 12

4 -IL4( 4G-IL4 ) 51. 52

5 -IL4( 5G-IL4 ) 20. 57

6 -IL4( 6G-IL4 ) 41. 14

7 -IL4( 7G-IL4 ) 55. 2

8 -IL4( 8G-IL4 ) 28. 5

2. 2　 Southern blo t结果
　　以 P标记的人 IL4 cDNA( 548 bp)为探针 ,进行 Southern

blo t印迹分析 ,结果 , G, G-Neo在 11. 5 kb处有一阳性信号。G-

IL4除 11. 5 kb处有一阳性信号 ,在 5. 0 kb处还有一阳性信号 ,

表明外源性 IL4cDN A已转入人胃癌细胞株 ,见图 1。

图 1　 IL4 cDNA转染胃癌细胞株 Southern blot印迹分析

Fig 1　 Southern blot analysis for gastric cancer cells

af ter transf ecting IL4 cDNA

No te: Using a probe o f h uman IL4 cDNA

a: G-IL2+ 4　 b: G-IL2+ 4　 c: G-Neo　 d: G

2. 3　胃癌细胞体外生长情况
　　显微镜下观察细胞体外生长情况 , G-IL4和 G-Neo胃癌细

胞株的生长形态无明显差异。以 M TT法测细胞增殖能力 ,结

果 G, G-Neo和 G-IL4细胞的增殖能力均无明显差异。表明载体

及 IL4cDN A转染 ,并不影响胃癌细胞的体外生长特性。

2. 4　细胞 HLA-ABC, HLA-DR抗原表达
　　应用 SP免疫组织化学方法和流式细胞仪检测胃癌细胞株

表面 HLA-ABC和 HLA-DR抗原表达 ,结果表明 , IL4 cDN A转

染胃癌细胞株 ,并不改变胃癌细胞表面 HL A-ABC和 HLA-DR

抗原表达 ,见表 2。

表 2　 IL4 cDNA转染胃癌细胞株的

HLA-ABC,HLA-DR抗原表达

Tab 2　 Expression of HLA-ABC and HLA-DR antigen in gastric

cancer cells after transfecting IL4 cDNA

Cancer Cel l HL A-ABC HLA-DR

G a  -

b 76. 3± 21. 8

G-Neo a  -

b 72. 8± 22. 5

G-IL4 a  -

b 71. 6± 22. 3

a. Immunohisto chemica l analysis　 b. M ean fluor escence

2. 5　 LAK细胞肿瘤杀伤作用
　　以 M T T比色法测 LAK细胞的肿瘤杀伤作用 ,结果 G-IL4

组 LAK细胞的杀伤率为 57. 33%± 6. 5% , G-Neo组为 33. 86%

± 3. 5% , G组为 34. 30%± 3. 65% ,说明 IL4 cDN A转染人胃癌

细胞株后 ,分泌的 IL4可以明显增强 LAK细胞的肿瘤杀伤作

用。

2. 6　γ射线照射培养细胞
　　我们观察了 γ射线照射作为安全措施 ,对胃癌细胞株生长

能力和分泌细胞因子的影响 ,结果表明 ,照射 50 Gy的 γ射线

后 ,基因转染胃癌细胞仍可持续分泌 IL4 ,照射后 3～ 15 d , IL4

分泌增加 ,随后减少直至 21 d。培养过程中活细胞数减少 ,照射

后 21 d,仅有 10%的细胞存活 ,表明胃癌细胞株已经失去生长

能力 ,见图 2, 3。

图 2　 射线照射后存活的 IL4基因转染细胞

Fig 2　 Survival of G-IL4 cells following

gamma-irradiation with 50 Gy
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图 3　 射线照射后胃癌细胞株的 IL4表达水平

Fig 3　 Ef fect of gamma-irradiation on the release

of IL4 f rom G-IL4 cells

3　讨论

　　细胞因子在抗肿瘤免疫反应中具有重要作用。但

是全身给予细胞因子不符合细胞因子的作用机理 ,由

于它们在远离肿瘤的血管中常为高浓度 ,且表现为严

重的毒副作用 ,而在肿瘤局部 ,则达不到有效的治疗浓

度 ,无明显的治疗作用。细胞因子在肿瘤局部与抗原递

呈信号一起才能诱导产生强烈的抗肿瘤免疫反应 [5 ]。

一些实验已表明 ,在肿瘤局部注射细胞因子可产生明

显的抗肿瘤作用 ,将细胞因子基因转染到肿瘤细胞 ,可

以持续在肿瘤局部表达细胞因子 ,直到肿瘤被排斥 ,而

全身血液中的细胞因子浓度低于作用于受体的有效浓

度 ,因而可以避免产生严重的毒副作用
[6 ]
。这些实验结

果促使人们研究将细胞因子基因转染到人类肿瘤细

胞 ,治疗人类肿瘤的可行性。

　　我们应用脂质体转染法 ,将人 IL4cDN A转染到人

胃癌细胞株 SGC-7910,结果表明 ,转染细胞可以表达

有活性的 IL4。基因转染与表达并不改变胃癌细胞的

体外生长特性和表面抗原表达 ,但可以明显增强免疫

效应细胞 ,如 IL2激活的 LAK细胞的肿瘤杀伤作用。

在人体内进行转细胞因子基因免疫治疗肿瘤时 ,应该

完全消除转基因细胞的致瘤性 ,以保证临床应用的安

全性 ,同时所用的方法 ,不能消除细胞分泌 IL4的能力

和它的免疫原性。大剂量的γ射线照射转基因细胞是

安全有效、简单易行的方法
[7 ]
。体外以 50 Gyγ射线照

射 G-IL4细胞后 ,失去增殖能力的存活细胞 ,仍保持一

定的代谢能力 ,并持续分泌 IL4 2～ 3周。这对于避免将

有致瘤能力的细胞输入病人体内和在肿瘤局部持续分

泌细胞因子有重要意义。

　　本实验结果表明 ,人 IL4cDN A可以转入人胃癌细

胞株 ,并表达有活性 IL4;大剂量 γ射线照射可能是消

除转基因细胞致癌性 ,并维持其分泌作用的可行方法。
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Human IL4 gene transfers into gastric cancer cells and its expression in

v itro
Zhou Zhiqiang, Liu Weiw en, Chen Wensheng, Sun Guiying ( Depar tment of Ga stro entero lo gy , Southw est Hospital,

Third M ili ta ry Medica l Univ er sity , Chongqing , 630038)

　　 Abstract　Objective: To eva luate th e po ssibility of continuous production of IL4 by a human IL4 gene-

tr ansfected human gastric cancer cell line ( GCC) and the safety o fγ-ray ir radiation. Methods: After the hu-

man IL4 cDNA w as transfected into th e SGC-7901 line with the plasmid vecto r , the effects of IL4 secreted by

the cells andγ-ray ir radiation on the secr eting function of th e cancer cells w ere detected. Results: The pro-
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ductiv e insertion o f IL4 gene w as achiev ed. Gene transfection ma rkedly enhanced the tumor-killing

effects of LAK cells activ ated by IL4 . Afterγ-ray ir radiation, the transfected cells continued to secr ete IL4 fo r

about 3 to 4 weeks. Conclusion: Tr ansfection of human IL4cDNA can no t change the in vitro g row th cha rac-

teristics of cancer cells, but it can significantly enhance antitumor immune response. γ-ray ir radiation might

be a sa fe measure in the tr eatment o f g astric cancer with IL4 gene.

　　 Key words　 gastric neoplasm; g ene therapy; cy tokine

脑创伤早期炎性损伤机理与继发性脑肺损伤关系的实验研究
 

Experimental studies on the relationship between the mechanism of in-

f lammatory injury and secondary injury of the brain and lung in the ear-

ly stage of cerebral trauma
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　　白细胞介素-I ( IL-1)是炎性细胞因子中的关键因子之一 ,

在炎症反应调节中起重要作用。近年的研究发现在正常情况

下 ,脑组织中 IL-1的表达分泌很少 ,但在多种病理条件下 ,脑内

IL-1的表达分泌可大量增加 ,提示 IL-1在原发脑损伤后脑细胞

继发性损伤中可能起重要作用。细胞间粘附分子-1( ICAM-1) ,

血管细胞粘附分子 -1( V CAM-1)是粘附分子超家族的重要成

员和炎症反应调节的重要因子。近年来发现脑组织细胞 ,尤其

是组成血脑屏障 ( BBB)的细胞 ,如脑血管内皮细胞、星形胶质

细胞上也有 ICAM-1, VCAM -1分布。目前 ,对 IL-1及 ICAM-1,

VCAM-1在脑内分布的病理生理意义尚认识不足。有关脑创伤

后伤侧脑组织内 IL-1及 ICAM-1, VCAM-1的变化及其介导的

炎性损伤在继发性脑损伤 ( SBI)发病机理中的作用还不够了

解。

　　急性肺损伤 ( AL I)是严重颅脑外伤常见的并发症和增加伤

员死残率的重要原因。 ALI的发病原因较多且复杂 ,有关机理

仍不清楚。近年 ,炎性细胞因子、粘附分子介导的炎性损伤在

ALI发病过程中的作用越来越受到重视。在多种病理生理情况

下 ,细胞大量表达分泌炎性细胞因子 ,并上调粘附分子的表达

分泌 ,进而引发一系列瀑布样炎症反应过程可能是 ALI发生发

展的重要机理之一。目前 ,有关颅脑外伤后肺内 IL-1β、 ICAM-1

和 VCAM-1变化及其意义的研究较少。

　　本研究通过大鼠脑撞击伤模型 ,观察了脑创伤早期 ,伤侧

脑组织含水量及 IL-1β、 ICAM-1、 VCAM-1、髓过氧化物酶

( MPO )、丙二醛 ( MDA)和超氧歧化酶 ( SOD)的含量及活性变

化 ;以及 rh IL-1β、 IL-1β多克隆抗体和 N-乙酰半胱氨酸 ( N AC)

对上述指标的影响。用原位杂交、免疫细胞化学和病理学方法

观察了脑创伤后 IL-1β、 ICAM-1、 VCAM-1在伤侧脑组织内和

肺内的表达分泌及分布情况 ,以及 rh IL-1β、 IL-1β多克隆抗体

和粘附分子抑制剂 N AC的影响。结果显示 ,脑创伤后伤侧脑组

织出现以 IL-1β、 ICAM-1、 VCAM-1表达分必增加、 BBB通透性

增加及多形核粒细胞 ( PMN )侵入、聚集伤侧脑组织为特征的

急性炎症反应。IL-1β多克隆抗体和 NAC显著抑制脑创伤后脑

组织 IL-1、 ICAM-1、 VCAM-1的表达分泌、减轻脑水肿和 PMN

在脑组织内侵入和聚集。研究发现 IL-1可显著上调 ICAM-1、

VCAM-1的表达分泌 ;引起脑内胶质细胞及炎性细胞释放各种

自由基引起炎症反应和脑损伤。侵入并聚集脑组织中的 PMN

可引起脑微血管“无灌流”现象 ,加重脑组织缺血缺氧 ;同时 ,

PMN释放大量炎性介质和自由基 ,导致脑组织瀑布样炎性损

伤。脑创伤后 ,肺组织 IL-1β、及 ICAM-1和 V CAM-1表达分泌

增加可能与脑创伤后肺损伤机理有关。因此 ,脑创伤后脑肺组

织 IL-1β、 IC AM-1、 V CAM-1的表达分泌增加 ,以及 PMN入侵

并滞留于伤侧脑实质是脑创伤后脑、肺组织炎性损伤的基础和

继发性脑、肺损伤发病的重要原因之一。抗炎治疗是颅脑外伤

及其肺部并发症治疗的有益途径。

　　关键词　脑损伤 ;白细胞介素 -1;细胞间粘附分子 -1;血管

粘附分子 -1;血脑屏障 ;急性肺损伤
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