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重组人肿瘤坏死因子对人结肠癌 SW
一

4 80 细胞在体外的杀伤作用研究
’

张胜本 周晓武 张连阳 黄显凯 (第三军医大学大坪医院普通外科 ) 6 3 00 4 2

提 要 文中报道了重组人肿瘤坏死 因子 ( r 卜T N F )对人结肠癌细胞株 SW 一 4 80 的克隆抑制和细胞毒作

用
.

改良唾哇兰 (M T T )法表明 T N F 在 60 0 00 u/ ml 时才有明显的细胞毒作用说明 S w
一
4 8。 对 T N F 低度敏

感
,

而且无剂量依赖关系
.

但克隆抑制试验表明 10 u/ ml 就可明显抑制 S w
一
4 80 集落的生长

,

并有剂量依赖

性
,

且在剂量 150 u/ m l 以上时抑制作用 随时间而增强
. ’
H

一

T d R 掺入测定的 T N F 抑制 S w
一
4 80 细胞 D N A 合

成和 M T T 法测定的细胞毒曲线一致说明 T N F 对 S W
一
4 80 的主要作用是抑制 D N A 合成

。

T N F 对 s w
一
4 80 抑

制后超微结构变化
;

最初是胞膜出现微孔
,

然后细胞内线粒体变性
,

溶解
,

核固缩
,

溶解
,

最后细胞溶解
。

这些

结果与 M T T 法细胞毒试验及
, H

一

T d R 掺入试验相结合说明 T N F 对 S w
一

48 。 杀伤作 用主要针对细胞核 内外

染色体的 D N A 合成上
。

关键词 肿瘤坏死 因子
,
结肠肿瘤

;
S w

一

48 。 细胞

中图法分类号 R 730
·

51

肿瘤坏死因子具有杀伤多种肿瘤细胞而不损伤正

常细胞的特性
〔’一 3二,

为肿瘤治疗提供 了新手段
。

通过生

物工程方法生产了重组人肿瘤坏死因子 ( r e 。。 m b i n a
nt

h
u m a n t u m o r n e c r o s is f a 。 t o r , r h T N F ) [卜

`二。

本文研究

r h T N F 对 SW
一

4 8 0 结肠癌细胞株的体外作用并探讨

作用机制
。

1 材料和方法

1
.

1 癌细胞株

引进美国凯特林癌症中心结肠癌 S w
一

48 。 细胞
。

1
.

2 主要试荆

1
.

2
.

1 重组肿瘤坏死因子 ( hr T N F )
:

由本院野战外科研究所

二室提供
。

比活性 2
.

5 又 10
,

/ m g (L
, 2 ,

靶细胞法 )
.

纯度> 95 %

( SD S
一

P A G E )
。

1
.

2
.

2 R P M I一6 4 0 培养液
。

以 R P M I
,

H
e p e 。

(美国 ) 及 N a
H C O

。

配成
.

用前加入青
、

链霉素各 10 0 u/ ml 及 10 %小牛血清
。

1
.

2
.

5 0
.

2 5 %胰蛋白酶 ( S ig m a )
。

1
.

2
.

4 0
.

0 1 rn
o l / L 磷 酸盐 缓 冲 生 理 盐 水 ( P B S ) L

, J
。

以

加入二 甲苯 l o 00 m l
,

分装备用
。

1
.

3 方法

1
.

3
.

1 r h T N F 细胞克隆抑制试验
` , ’ ;

将 S W
一

48 0细胞置 37 ℃二

氧化碳孵箱过夜
,

细胞贴壁后更换培养液
,

再培养 24 ~ 48 h
,

细

胞呈指数生长 旺盛期
,

吸去 上清
,

加胰蛋白酶消化 5 m in 后弃

去
,

用培养液将 S W
一

48 q l次打为单细胞悬液
,

离心
,

再用培养液

将细胞悬液浓度调至 1 又 1少个 / m l
。

将上述悬液加入 2 4孔培养板 1 m l/ 孔
,

孵箱培养 24 h
,

细胞

贴壁后吸去上 清
,

加培养液 l m l
。

第二孔加 T N F 4 s o o u
/ m l z

m】
。

混合后吸出 1 m l 加入第二孔
,

依次倍 比稀释到 s u /m l
。

设对

照 组 8个孔
。

稀释完成后置二氧化碳孵箱
,

于 2 4
、
4 8

、
7 2

、

9 6 h 取

出在倒置显 微镜下计算集落数
。

大于 5个细胞为一集落
。

每孔集

落数为上下左右及中心五个视野集落的均数
。

计算
:

克隆抑制率 (% ,一 (卜黯耀纂
) 又 l 。。%

N a
H

ZP O
;

及 N
a Z

H P O
.

配成
。

1
.

2
.

5 唾 哇蓝 ( M T T
,

美国 )
。

M T T m g 溶于 0
.

0 1 m
o l /

L P B S

1
.

2
.

10 m l 配成0
.

5 m g / m l 浓度
.

+ 二烷基硫酸钠 ( S D S )
。

S D S 2 0 9 溶于 5 0%二 甲基甲

一 3
.

2 r
h T N F 细胞 毒性试验 [ , J :

S w
一
4 8 0 1火 1 0 ,

个 / m l 接种在

40 孔板 上每行第二孔起
,

100 川 /孔
。

第一孔以培养液作对照
,

第

二孔为细胞对 照
。

第三孔始 加 T N F 4 5 0 o o o u
/m l 1 0 0 拜1/孔

,

曝匀后 吸 1。 。川入第 4孔
,

依次倍 比稀释到 T N F 1 87 5 u /m l
,

于

孵箱 内培 养 4 d
.

结束前 Z h 加 M T T 10 川 /孔
,

结束 时加入

S D S 1 0 0 川/孔
,

培养过夜
。

次 日在酶标仪上选 590
n
m 波长处测

每孔光密度 (O D )
。

算出
:

杀伤率 (% ) 一 (l
实验组 O D

对照组 O D
) 火 1 0 0 %

酞胺
,

总量 2 0 0 m l
,

用 1 n
m

o
l / L H C I

,
8 0 %醋酸调 p H 至 4

.

7
。

1
.

2
.

7 氖
一

胸腺咤吮核 普 (
3
H

一
T d R )

。

配成放射性浓 度 1 m ic

m l
。

用时随需要稀释
。

1
.

3
.

3
’
H

一

T d R 掺入率测定 L, 。」:
S W

一
4 8 0 1 又 1 0

5

个 /m l 接种在

4。孔板 上
,

1 00 川 /孔
。

培 养 24 h 后 吸去上 清
,

加培养液 1 00 川 /

孔
。

每行第一孔 为对照
。

二 孔起加 T N F 4吕0 o o o u /m l 1 0 0 拜 l /

2
.

8 闪烁液 ( P p O 及 P O p o p )
。

P P O 5
.

0 9
,

P O P O p 0
.

5 9
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细胞

贴壁后吸去上 清
,

加培养液 l m l
。

第二孔加 T N F 4 s o o u
/ m l z

m】
。

混合后吸出 1 m l 加入第二孔
,

依次倍 比稀释到 s u /m l
。

设对

照 组 8个孔
。

稀释完成后置二氧化碳孵箱
,

于 2 4
、
4 8

、
7 2

、

9 6 h 取

出在倒置显 微镜下计算集落数
。

大于 5个细胞为一集落
。

每孔集

落数为上下左右及中心五个视野集落的均数
。

计算
:

克隆抑制率 (% ,一 (卜黯耀纂
) 又 l 。。%

N a
H

ZP O
;

及 N
a Z

H P O
.

配成
。

1
.

2
.

5 唾 哇蓝 ( M T T
,

美国 )
。

M T T m g 溶于 0
.

0 1 m
o l /

L P B S

1
.

2
.

10 m l 配成0
.

5 m g / m l 浓度
.

+ 二烷基硫酸钠 ( S D S )
。

S D S 2 0 9 溶于 5 0%二 甲基甲

一 3
.

2 r
h T N F 细胞 毒性试验 [ , J :

S w
一
4 8 0 1火 1 0 ,

个 / m l 接种在

40 孔板 上每行第二孔起
,

100 川 /孔
。

第一孔以培养液作对照
,

第

二孔为细胞对 照
。

第三孔始 加 T N F 4 5 0 o o o u
/m l 1 0 0 拜1/孔

,

曝匀后 吸 1。 。川入第 4孔
,

依次倍 比稀释到 T N F 1 87 5 u /m l
,

于

孵箱 内培 养 4 d
.

结束前 Z h 加 M T T 10 川 /孔
,

结束 时加入

S D S 1 0 0 川/孔
,

培养过夜
。

次 日在酶标仪上选 590
n
m 波长处测

每孔光密度 (O D )
。

算出
:

杀伤率 (% ) 一 (l
实验组 O D

对照组 O D
) 火 1 0 0 %

酞胺
,

总量 2 0 0 m l
,

用 1 n
m

o
l / L H C I

,
8 0 %醋酸调 p H 至 4

.

7
。

1
.

2
.

7 氖
一

胸腺咤吮核 普 (
3
H

一
T d R )

。

配成放射性浓 度 1 m ic

m l
。

用时随需要稀释
。

1
.

3
.

3
’
H

一

T d R 掺入率测定 L, 。」:
S W

一
4 8 0 1 又 1 0

5

个 /m l 接种在

4。孔板 上
,

1 00 川 /孔
。

培 养 24 h 后 吸去上 清
,

加培养液 1 00 川 /

孔
。

每行第一孔 为对照
。

二 孔起加 T N F 4吕0 o o o u /m l 1 0 0 拜 l /

2
.

8 闪烁液 ( P p O 及 P O p o p )
。

P P O 5
.

0 9
,

P O P O p 0
.

5 9

国家自然科学基金资助 项 目
,

N o
.

3 9 2 7 0 6 5 6
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代谢成蓝紫色的 甲腾
,

沉积于细胞周围
,

它可被 20 %

S D S 完全溶解
。

故甲攒的量和活细胞成正 比
,

被 T N F

杀死的细胞 则无此作 用
。

故 可用酶标仪 测定光密度

( O D ) 判定活细 胞量决定 T N F 杀伤力
。

本 实验发现

T N F 杀死 s w
一

48 0的浓度到 6 x l 。` u / m l 才 明显增加
,

井且无剂量依赖 (图2 )
。

以上结果说明
:
( 1 )S W

一

48 0细胞对 T N F 属于低敏

感 细 胞
,

较 之 乳癌
、

黑 色素瘤
、

宫颈癌 的敏 感 性 为

差 [ ` 5三。

( 2 ) T N F 对 S
一

4 8 0杀伤力虽较差
,

但对该细胞集

落生长抑制作用却很强
,

T N F 10 u / m l 就有显著的抑

制作用
。

实验证明在 2 40 0 u/ m l 浓度时 SW
一

48 。杀伤率

在 5%以下 (图 2 )
,

但对细胞克隆的抑制作用则非常显

著 (图 1 )
。

故在 S W
一

48 。被 T N F 杀死前有一细胞生长

被抑制过程
,

该过程与 T N F 剂 量有关
,

可能是 T N F

被降解消耗的过程
,

只有达到一定浓度 ( 1 50 u/ m l) 才

能对 S W
一

48 0细胞 1。`

个 / m l 有持续的抑制作用 (图 1 )
。

( 3) 利用 T N F 细胞毒性作用治疗癌 肿
,

需用大剂量
,

大剂量除价格 昂贵外
,

还有较多副作用
,

故利用其克隆

抑制作用与其它化疗药配伍应是今后的方向
。

3
.

2 r h T N F 杀伤 作用 与 D N A 抑制作用 的关来

胸腺啼睫核昔 ( T d R )
,

是合成 D N A 的前体
。

利用

同 位 素
3

H
一

T d R 掺 入 可 反 映 D N A 合成 受 抑 制 情

况
。 3

H
一

T d R 掺入可得到定量的概念
,

药物对核酸前体

掺入的程度可定量地反映肿瘤细胞对所测药物的敏感

性 L’ “三。

本组所测结果与 M T T 法所测杀伤力一致
。

这说

明 D N A 合成障碍是 T N F 杀伤 SW
一

48 。细胞 主要环

卫
。

3
.

3 r h T N F 在体外对 SW
一

4 8 0细 胞作用机理推 .N]

3
.

3
.

1 受体问题
:

国外不少学者做了很多工作
,

他们

证 明不通过胞膜把 T N F 注入胞浆无杀伤作用
; 蛋 白

酶 破坏 和 T N F 抗 体 阻断 受体 也 使 T N F 无杀伤 作

用 ` ’
,

`二。

扫描 电镜发 现 12 h T N F 使 S W
一

48 0 胞膜 出现

微孔后
,

以后外表变化不大
;后期在两种电镜照片中都

可见细胞裂解
。

扫描 电镜所 见胞膜微孔是否为受体与

T N F 结合后进入细胞部位还有待进一步证明
。

本实验

说 明抑制过程为 T N F 消耗过程
,

但也还需其它实验

进一步证实
。

3
.

3
.

2 关于
: h T N F 导致 的胞 内变化

。

以 上 已证 明

D N A 合成障碍 是 T N F 杀伤 S W
一

4 80 细 胞的主要 环

节
。

在扫描电镜下未见变化 时
,

透射 电镜下可见胞内细

胞器一系列变化
,

直到两种镜 下都见到细胞裂解
; 这

与
3
H

一

T dR 掺入试验和 M T T 法试验的结果一致
,

都证

明 T N F 是在核内染 色体和核外染色体 (如线粒体 )的

D N A 上影响 S W
一

4 8 0细胞生存与代谢的
。

但试验发现

对 SW
一

4 8 0细胞杀伤和 D N A 抑制在 1
.

2 只 l o s u / m l 时

达到顶峰
,

浓度增加作用反而下降
。

R u g gl e or 「3二
认为是

“

保护因子
”

与杀伤作用同时存在的双 向性
,

但还有等

进一步的证明
。
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SW
一
4 8 0 e e l l

s

原发性肝癌 P
5 3

基因 2 49 编码区点突变的研究

S t u d y o f t h e P 5 3 g e n e m u t a t i o n a t c o d o n 2 4 9 i n p r im a r y h e p a t o c e l l u l a r c a r -

C l n o ll l a

肖文 华 刘 为纹 罗元辉 普 荣 (第三军医大学西南医院消化内科 ) 6 3 0 0 3 8

本文采 用 P C R 一 R F L P 法对原发性肝细胞癌 sP
’

基因 第

24 9编码 区的点突变进行分析
,

探讨其在肝癌发生中的作用
。

1 材料和方法

25 例肝癌组织 为我院手术切 除标本
,

均经病理证实
。

手术

切下肿瘤后立即收集 癌组织
,

剔 除 出血坏死部分后置液氮中
,

一 7 0℃贮存
。

按文献提取基因组 D N A
仁’ 」。

P C R 引物由中国科学院上 海细胞生物所合成
,

上游引物序

列
:
5
`
一 C A C A G T C T T T A T T C T T C A G C G 一 3

, ;
下游 引物序

列
:
5

,

一 C G A A G A G T G A A G T G C A C A G G 一 3
, 。

取约 z 拌 g 组织

D N A 溶于 4 0 尸 1 P C R 缓冲液 中 ( 1 0 m rn
o
l / L T r i s 一 H C I

,

5 0

m m o l /L K C I
,

1
.

5 m m o
l /L M g C I

: ,

2 0 0 卜m
o
l / L d N T P

,
l

拜m
o
l / L 引物

,

2~ 3。 T a q D N A 多聚 酶 )
,

P C R 扩 增仪 ( P e r
k i n

E lm
e r

C
e t u s ) 上操作

:
9 3

一

C变性 3 5 5 ,

5 5 C退火 4 0 5
.

7 2 ℃延伸 l

m i n .

循环 3 5次后
,

7 2
.

C 延伸 1 0 m i n
。

取 7 拜 1扩增产物在 2% 琼脂

糖 凝胶电泳上确定扩增 效果
。

P C R 扩增产 物用酚 /氯 仿抽 提
,

乙醇沉 淀
,

真 空抽干
,

去 离

子水溶解
,

加 H
a e l 消化

,

3 7
一

C过夜
。

酶解产物 8 %聚 丙烯酞胺

电泳分离
,

E B 染色
,

紫外光下观察并照像
。

结果判定
:
D N A 经 P C R 扩增后

,

扩增片段长 1 64 b p
,

用

H ae l 酶切后野生型被切为 90
,

46 和 27 bp 三个片段
,

突变型则

为 1 3 6
,

2 7 b p 两个片段 [ , 〕 。

2 结果

在 2 5例肝癌中有 5例出现 13 6 b p带
,

即 2 49 位密码子发生突变
。

3 讨论

抗癌基因 P ”
与细胞增殖分化的调节有关

,

因其蛋 白产物

对几种细胞生长负调控基因有调节作用
,

它的失活将导致细胞

的异常增殖
。

而 P 53

基因突变是其失活的主要途径之一
,

也是许

多肿瘤发生的一个共同现象 2[J
。

尤其是位于高度保守 区的24 9

位密码子突变是当今肝癌 sP
,

基 因突变研究的热点所在
。

在黄

曲霉毒素 B
,

( A F B
:

)污染严重的地区
,

如我 国的启东 以及南非

地区
,

该位点在肝细胞癌的突变率可高达 50 %
,

并认为 P
S ’

基因

第 24 9位 密码子为 A F B
I

作用 的靶位点 .3[
`」

。

最近 A g 。 il ar
s “

在体

外 实验也 证实 A F B
,

作用 的特异位点为 P
S ,

基因第 24 9位 密码

子
。

然而
,

肝癌的发生是受多因素影响的
,

不 同地 区的肝癌因病

( 下转 6 0 页 )


