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转化生长因子 俘
,

基因转染对人肺巨细胞癌细胞体

内外增殖调控机理的研究

_

;

论文摘要
; …

A S t u d y o n r e g u l a t o r y e f f e c t s o f h u m a n l u n g g i a n t e e l l e a r e i n o m a c e l l s b y

t r a n s f e e t i o n o f s e n s e a n d a n t i s e n s e T G F p
l g e n e

杨和平 毛 宝龄 沈寒放
.

陆应麟“ (第三军医大学附属新桥医院呼吸内科研究所 ) 重庆
,
6 3 0 0 3 7

目前认为
,

转化生长因子 日
.

( T G F p
l

)是机体主要的负调控

生长 因子
,

能抑制大多数正常上皮细 胞
、

多种上皮性肿瘤细胞

的生长
。

本研究采用磷酸钙沉淀基因转染万法
,

以人肺巨细胞

癌细胞系 P L A 一 80l D 为靶细胞
,

转染 正义 T G F p
:

基因以增加

细胞 自泌性 T G F p
,

的产 生
,

或转染反 义 T G F p
,

基因以阻断 自

泌性 T G F p
,

产生
,

观察对转染细胞体 内
、

外增殖的影响及在分

子水平的调控机理
,

探索应用 T G F p
,

基因 防治肺癌的可能前

景
。

主要结果如下
:

( z ) N o r t h
e r n

杂交发现
,

转染 T G F p
,

基因的细胞 T G F p
l

m R N A 表达增加 了 2
.

5 倍
;
而 转染反 义 T G F p

l

基 因的 细 胞

T G F p
:
m R N A 表达水平则下降了 3

.

5倍
。

M T T 法测定各组细

胞培养上清 中 T G F日
,

生物活性 (对 C C L 一 64 细胞的生长抑

制 % )表明
,
T G F p

,

基因转染细胞 T G F p
;

生物活性 ( 65 沁 ) 明显

高于对照细胞 (4 6% P < 。
.

00 1 )
,

而转染反义 T G F p
,

基因细胞

T G F p
,

生物活性 ( 33 % )降低 ( 尸 < 。
.

05 )
.

计数法测定细胞体外

增殖速度发现
,

T G F日
,

基因转染细胞增殖速度减慢
,

生长抑 制

率为 37 % ~ 52 % ( 尸 < 。
.

,

00 1 ) ;
而反 义 T G F p

,

基因转染组细胞

的增殖速度增加
,

生长增加率为 18 % 一 33 肠 ( 尸 < 。
.

05 )
。

倒置

显微镜观察
,

对照 细胞呈梭形或多边形
,

呈堆叠性生长
; T G F仇

基因转染细胞多为扁平形
,

少部分呈圆形
,

堆叠性生长不 明显
;

反义 T G F俘
,

基 因转染细胞形态与对照 细胞大致相同
,

但堆叠性

生长更为明显
。

在双层软琼脂培养中
,

对照细胞
、

反义 T G F俘
、

基

因转染细胞生长旺盛
,

一般在 5 ~ 7 d 即形成簇状细胞集落 ,但

后者的细胞集落较大
,

且数目较多 (分别为 1 44 士 1 3
、

23 1士 1 8
,

尸 < 。
.

05 )
。

T G F p
,

基因转染细胞生长速度较缓慢
,

集落小且

形成数 ( 5 4士 6 )减少 ( p < 0
.

0 0 1 )
。

( 2) 流式细胞仪 ( F C M )测定 细胞增 殖周期和 D N A 含量
,

T G F日
,

基 因转染细胞处于 G
。
/G

、

期 比例增加 (由 2 6
.

5 %增 至

54
.

7环 )
、

S / G
:

十 M 期的比例下降 (由 7 3
.

5 %减至 45
.

3% )
.
而

反义 T G F p
l

基因转染细胞处于 G
。

/G
,

期的比例减少 (由 26
.

5写

减至 巧
.

1% )
,

S /G
: + M 期的比例上升 (由73

.

5%增至 84
.

9% ) ;

两组细胞周期 D N A 荧光分布亦有相同变化
。

细胞基因组 D N A

电泳显示
,

T G F p
:

基因转染 (4G
1。

筛选 )的漂浮细胞 D N A
,

每隔

1 80 ~ 20 o bP 出现电泳带
,

呈现典型的
“
D N A 阶梯

”

现象
。

透射

电镜观察发现
,

反义 T G F p
、

基因转染细胞核 /浆比例增大
,

细胞

核异染色质增多
。

T G F p
,

基 因转染细胞则可见到细 胞核内异染

色质凝集
、

紧贴核膜内壁的
“

半月征
”

现象 及细胞崩解形成有完

整胞膜的
“

凋亡小体
”

。

R N A 狭缝杂交或 N or t h er n 杂交表明
,

T G F p
l

基因转染细胞 P ”
、

n m 23 m R N A 表达水平增多
,

分别是

对照细胞的 2
.

0 和 8
.

9 倍
,

而
c 一 m y c m R N A 表达水平降低

,

为

对照组细胞的 l 3/
.

3
。

反义 T G F p
.

基因转染细胞 P ” m R N A 表

达水平下降 5 0环
, e 一 m y e

m R N A 表达水平增加 5 0 %
,

而
n
m Z s

m R N A 表达不明显
。

( 3) 裸鼠体内实验表明
,

与对照组比较
,

T G F p
;

基因转染细

胞 组平均成瘤 时间 ( 25 士 n d )延长
,

肿瘤 平均体积 ( 9 3 1 士

84 5m m 3 )较小 ( P < 。
.

05 )
,

成瘤率 ( 4 / 7) 降低趋势
,

未发现肺及

淋 巴结转移
.

反义 T G F p
,

基因转染细胞组成瘤时间 ( 10 士 4 d)

比对照组 (1 3士 s d) 提前
,

成瘤率与对照组相同 ( 7 / 7 )
,

但肿瘤体

积 ( 5 4 5 7 士 1 7 5 7 m m
’ )较对照 组 ( 3 1 9 4 士 2 5 3 3 m m

, )增大 ( P (

。
.

05 )
。

对照细胞组和反义 T G F户
1

转染细胞组
,

均有 2 只裸鼠发

生肺或淋 巴结转移
.

以上研究结果提示
,

T G F日
;

基因转染不但可使 P L A 一 801

D 细胞增殖 在 G
。

/ G
,

期发生阻滞
、

体 外增殖速度减慢
,

恶性程

度降低
,

并能诱发细胞凋亡
,

其发生机理与 T G F p
,

基因转染细

胞 T G F p
, 、

P 3S 的表达增加
、 C一 m y。 的表达减少有一定关系

。

此

外
,

我们还发现
,
T G F p

,

基因转染细胞 n m 23 m R N A 表达 明显

增加
,

目前国内外未见报道
。

初步认为 T G F p
,

基因转染人肺癌

细胞
n
m 23 基因的转录增加可能与转染细胞体外生长抑制有联

系
,

并可能对转染 细胞在 裸 鼠体 内的成瘤和 转移特性产 生影

口向
。
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