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［摘要］　目的：探讨腺病毒介导的单纯疱疹病毒１型胸苷激酶（ＴＫ）基因联合αＩＦＮ对肾癌生长的抑制作用。方法：含ＴＫ
基因的重组腺病毒感染人肾癌细胞株７８６０，加用无环鸟苷（ＧＣＶ）或联用αＩＦＮ，用噻唑蓝（ＭＴＴ）方法观察杀伤效应。建立

７８６０裸鼠皮下移植瘤模型，瘤内注射腺病毒及腹腔注射ＧＣＶ（５０ｍｇ／ｋｇ），联合αＩＦＮ时行瘤内注射，用药后观察肿瘤生长情

况。结果：在对感染腺病毒的７８６０细胞的体外杀伤实验中，ＴＫ＋ＧＣＶ组的细胞存活率为（６８．５７±１．４１）％，αＩＦＮ组的细胞

存活率为（６８．６５±１．４５）％，ＴＫ＋ＧＣＶ＋αＩＦＮ组细胞存活率为（３５．０７±１．４３）％（Ｐ＝０．０００），两者之间有协同效应。在７８６

０裸鼠移植瘤模型中，ＴＫ＋ＧＣＶ联合αＩＦＮ能够显著抑制肿瘤的生长。结论：腺病毒为载体的自杀基因ＴＫ加前体药ＧＣＶ
联合αＩＦＮ应用对人肾癌细胞的体内、外治疗效果明显。
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　　肾癌是常见的泌尿系统肿瘤，其发病率仅次于
膀胱肿瘤。国外肾癌的发病率呈上升趋势，每年死
于肾癌者近１万例［１］，在我国也有逐年增加趋势。
对于早期无转移性肾癌，根治性手术是首选方案，但
术后仍有复发和转移的可能，大约４０％～７０％的患
者术后会出现肿瘤远处转移［２］。晚期肾癌对放疗及
化疗均不敏感，自杀基因及细胞因子治疗作为晚期

肾癌的一种治疗方法，在肾癌的综合治疗中发挥了
重要作用。单纯疱疹病毒胸苷激酶（ｈｅｒｐｅｓｓｉｍｐｌｅｘ
ｖｉｒｕｓｔｈｙｍｉｄｉｎｅｋｉｎａｓｅ，ＨＳＶＴＫ）基因／无环鸟苷
（ＧＣＶ）治疗系统是应用最为广泛、进展最快的自杀
基因，同时细胞因子在实体肿瘤治疗中的应用也有
广泛的研究。本研究旨在探讨ＴＫ／ＧＣＶ系统及细
胞因子在肾癌治疗中的价值。
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１　材料和方法

１．１　实验动物、肿瘤细胞及试剂　人肾透明细胞癌
株７８６０来源于中山大学生物学教研室；ＨＥＫ２９３
细胞（南方医科大学泌尿外科保存）；含有ＴＫ基因
和绿色荧光蛋白（ｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎ，ＧＦＰ）
基因的复制缺陷腺病毒（ＡｄＣＭＶＴＫ，Ａｄｖ，美国洛
杉矶儿童医院惠赠）。５周龄、雌性ＢＡＬＢ／ｃ裸鼠购
自广 州 中 医 药 大 学 实 验 动 物 中 心 （许 可 证

ＳＣｘＫ＜粤＞２００３０００１）。噻唑蓝（ＭＴＴ）、ＧＣＶ 、α
ＩＦＮ购于Ｓｉｇｍａ公司；逆转录聚合酶链反应（ＲＴ
ＰＣＲ）ｋｉｔ购于大连宝生物公司；ＤＭＥＭ、胎牛血清
为Ｇｉｂｃｏ公司产品；绵羊抗 ＴＫ 多克隆抗体购于

ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司，ＨＲＰ兔抗绵羊二抗及ＥＣＬ发光
试剂盒购于北京中山生物技术有限公司。ＴＫ基因
和腺病毒Ｅ１基因的引物合成由上海英骏生物技术
有限公司完成。ＴＵＮＥＬ凋亡试剂盒ＡｐｏｐｔａｇＰｅｒ
ｏｘｉｄａｓｅＩｎＳｉｔｕＡｐｏｐｔｏｓｉｓＤｅｔｅｃｔｉｏｎＫｉｔＳ７１００购自

ＣｈｅｍｉｃｏｎＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ（加拿大）。

１．２　重组腺病毒扩增及滴度的测定　用２９３细胞
扩增腺病毒。将７８６０按２×１０４接种于９６孔板，每
孔１００μｌ，第２天加入待检病毒悬液６０μｌ，预稀释

１０倍，按２倍倍比稀释，继续培养，４８ｈ后观察细胞
病变情况，并按下列公式计算病毒滴度：病毒滴度
（ｐｆｕ／ｍｌ）＝（细胞接种数×预稀释倍数×病变稀释
倍数×ＭＯＩ）／病毒接种体积（ｍｌ）。

１．３　腺病毒 ＴＫ基因ＰＣＲ鉴定　取病毒上清５０

μｌ，煮沸１０ｍｉｎ后立即置冰水中１５ｍｉｎ备用。ＰＣＲ
反应采用２５μｌ体系：腺病毒ＤＮＡ１μｌ，１０倍缓冲
液２．５μｌ，上、下引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）１μｌ，Ｔａｑ酶（５
Ｕ／μｌ）１μｌ，ｄＮＴＰ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）１μｌ，最后加去离
子水到２５μｌ。ＴＫ 基因上游引物：５′ＣＣＡ ＡＴＡ
ＣＧＧＴＧＣＧＧＴＡＴＣＴＧ３′；下游引物：５′ＣＡＧＧＡＴ
ＡＡＡＧＡＣＧＴＧＣＡＴＧＧＡ３′。腺病毒Ｅ１基因上游
引物：５′ＴＣＧＡＴＣＴＴＡＣＣＴＴＧＣＣＡＣＧＣ３′；下游
引物：５′ＧＡＧＴＣＡＣＡＧＣＴＡ ＴＣＣＧＴＡ ＧＡＣ３′。
反应条件为：９４℃预变性５ｍｉｎ，然后９４℃４０ｓ，６１℃
４０ｓ，７２℃４０ｓ，３０个循环；７２℃再延伸１０ｍｉｎ。扩增
产物在１％琼脂糖凝胶中电泳鉴定。

１．４　ＲＴＰＣＲ检测腺病毒感染的７８６０细胞ＴＫ基
因ｍＲＮＡ表达　经腺病毒感染的７８６０细胞培养２ｄ
后，ＴＲＩｚｏｌ提取总ＲＮＡ，逆转录反应按试剂盒说明书
操作，４２℃反应６０ｍｉｎ。ＰＣＲ反应采用１００μｌ体系：
模板ｃＤＮＡ２０μｌ，１０倍缓冲液８μｌ，２５ｍｍｏｌ／Ｌ
ＭｇＣｌ２１０μｌ，上、下引物（１０ｐｍｏｌ／Ｌ）２μｌ，ＬＡＴａｑ 酶

１μｌ，１０ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ２μｌ。ＴＫ基因上游引物：５′
ＣＣＡＡＴＡ ＣＧＧＴＧＣＧＧＴＡＴＣＴＧ３′；下游引物：５′
ＣＡＧＧＡＴＡＡＡＧＡＣＧＴＧＣＡＴＧＧＡ３′。反应条件
为：９４℃１ｍｉｎ，５０℃１ｍｉｎ，７２℃２ｍｉｎ，３０个循环。扩
增产物在１％琼脂糖凝胶电泳鉴定。

１．５　ＭＴＴ法测定细胞存活率　以每孔２×１０４７８６０
细胞接种９６孔板，实验分组：（１）空白对照；（２）αＩＦＮ
组；（３）Ａｄｖ＋ＧＣＶ组；（４）Ａｄｖ＋ＧＣＶ＋αＩＦＮ组。每
组设３个复孔，于３７℃、体积分数为５％ＣＯ２条件下培
养。以未行任何处理的７８６０为（１）组。１２ｈ后换液，
（２）、（４）组加入αＩＦＮ（１０４Ｕ／Ｌ）；（３）、（４）组加入２０

μｌＡｄｖ感染１ｈ，然后加入完全培养液１８０μｌ，２４ｈ后
各加入前体药物ＧＣＶ（１０ｍｇ／Ｌ）；继续培养４ｄ后，每
孔加入 ＭＴＴ溶液（５ｇ／Ｌ）２０μｌ，孵箱中继续培养４
ｈ，弃去培养液，每孔加入ＤＭＳＯ１５０μｌ，室温避光振
荡１０ｍｉｎ，酶联免疫检测仪在５７０ｎｍ处测各孔光密
度（Ｄ）值。计算公式为：细胞存活率（％）＝（实验组Ｄ
值／空白对照组Ｄ值）×１００％。

１．６　ＴＫ基因联合ＧＣＶ及αＩＦＮ对７８６０移植瘤
模型的治疗作用　将７８６０细胞以２×１０７接种于裸
鼠皮下，待肿瘤体积生长至１００ｍｍ３，选取肿瘤大小
均一成瘤鼠，随机分为４组，同体外分组。（１）组仅
用ＰＢＳ；（２）、（４）组瘤内多点注射αＩＦＮ（１００μｌ），
隔日１次，共１０ｄ；（３）、（４）组将腺病毒１００μｌ多点
注射入瘤内，每只１次／ｄ，连续３ｄ，第４～１４天给予
腹腔注射ＧＣＶ （５０ｍｇ／ｋｇ），其余注射ＰＢＳ。注射
完毕后继续观察２ｄ，测量瘤体大小，肿瘤体积
（ｍｍ３）＝Ａ×Ｂ２／２（Ａ：长径；Ｂ：短径），结束实验，取
各组鼠肿瘤进行病理学检查。

１．７　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１３．０统计软件，数据
用珚ｘ±ｓ表示，采用完全随机设计方差分析（ｏｎｅｗａｙ
ＡＮＯＶＡ），组间比较采用ＬＳＤ法，以Ｐ＜０．０５为具
有统计学意义。

２　结　果

２．１　腺病毒扩增及滴度测定　２９３细胞加入腺病
毒２４ｈ后，在荧光显微镜下可见ＧＦＰ表达的２９３细
胞，７２ｈ时几乎都表达ＧＦＰ（图１）。收集细胞，经过
反复冻融、离心、过滤后收集腺病毒悬液，测得腺病
毒滴度为２×１０８ｐｆｕ／ｍｌ。

２．２　腺病毒 ＴＫ基因的ＰＣＲ鉴定　重组腺病毒

ＤＮＡＰＣＲ扩增产物电泳后可见大小为２３４ｂｐ的

ＴＫ特异性片段，未见Ｅ１扩增片段。说明腺病毒含
有所需ＴＫ，而不存在病毒复制所需Ｅ１基因，该病
毒是含ＴＫ基因复制缺陷性病毒。
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图１　扩增腺病毒２９３细胞ＧＦＰ表达

Ｆｉｇ１　ＧＦＰｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＨＥＫ２９３ｃｅｌｌｓ
Ａ：Ｕｎｄｅｒｎａｔｕｒａｌｌｉｇｈｔ；Ｂ：Ｕｎｄｅｒｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｌｉｇｈｔ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉ

ｃａｔｉｏｎ：×２００

２．３　感染腺病毒的７８６０细胞ＴＫ基因 ｍＲＮＡ表
达　从腺病毒感染的７８６０细胞中扩增出大小为

２３４ｂｐ的ＴＫ基因片段，与腺病毒一致，而未转染腺
病毒的７８６０细胞未扩增出相应片段（图２），说明感
染腺病毒７８６０细胞中有ＴＫ基因 ｍＲＮＡ表达，证
实了自杀基因ＴＫ转入肿瘤细胞，并成功表达。

图２　ＲＴＰＣＲ产物电泳图

Ｆｉｇ２　ＡｇａｒｏｓｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆＲＴＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓ
Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；１：Ｉｎｆｅｃｔｅｄ７８６０ｃｅｌｌｓ；２：Ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ；３：Ｕｎｉｎ

ｆｅｃｔｅｄ７８６０ｃｅｌｌｓ

２．４　ＧＣＶ对转染ＴＫ基因的细胞及联合αＩＦＮ对

肾癌细胞７８６０杀伤作用　Ａｄｖ易于感染７８６０细

胞株，当以１００ＭＯＩ感染时，感染效率可达９２％。

结果显示，感染Ａｄｖ的７８６０细胞用前体药物ＧＣＶ
和联用αＩＦＮ７２ｈ后，细胞存活率分别为（６８．５７±

１．４１）％、（３５．０７±１．４３）％，单用αＩＦＮ为（６８．６５±

１．４４）％，都低于对照组（９８．２５±０．５３）％，Ｐ＝

０．０００。各组间比较，Ａｄｖ＋ＧＣＶ和αＩＦＮ组无统计

学差异（Ｐ＝０．８９９），其余各组均有显著统计学差异

（Ｐ＝０．０００）。以上说明ＴＫ基因在细胞内成功地将

ＧＣＶ转化成细胞毒性物质，导致细胞死亡，联合使

用αＩＦＮ后效果增强。

２．５　ＴＫ基因与前药ＧＣＶ及联合αＩＦＮ抑制７８６

０裸鼠移植瘤生长　结果显示，治疗组裸鼠移植瘤

体积与对照组［（９７２．３５±９１．１２）ｍｍ３］之间的差异

有统计学意义（Ｆ＝２８９．５６３，Ｐ＝０．０００），联合治疗

组实验结束时的肿瘤体积为（３３．５４±６．２３）ｍｍ３，

较单用αＩＦＮ组的（３６６．８５±４５．４３）ｍｍ３、Ａｄｖ＋

ＧＣＶ组的（３２４．４６±２２．７７）ｍｍ３明显减小，除α

ＩＦＮ组、Ａｄｖ＋ＧＣＶ组间差异无统计学意义外（Ｐ＝

０．２１８），其余各组差异均有统计学意义 （Ｐ＝

０．０００）。结果与体外杀伤实验相符。

２．６　裸鼠肾癌的组织病理学改变　各组裸鼠未出

现致死等不良反应，光镜下对照组见细胞排列紧密，

异型性明显，可见核分裂相，治疗组可见肿瘤呈现不

同程度的坏死，用ＴＵＮＥＬ法检测细胞凋亡程度，自

杀基因组凋亡细胞增多，联合αＩＦＮ后肿瘤凋亡现

象更加明显；电镜下观察可见凋亡小体的形成

（图３）。

图３　基因治疗７８６０前后比病理变化比较

Ｆｉｇ３　Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆ７８６０ｃｅｌｌｓｂｅｆｏｒｅａｎｄａｆｔｅｒｇｅｎｅｔｈｅｒａｐｙ
Ａ：ＴＵＮＥＬｓｔａｉｎｉｎｇｏｆ７８６０ｃｅｌｌｓ（ＨＥ）；Ｂ：ＴＵＮＥＬｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｉｎｆｅｃｔｅｄ７８６０ｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｂｙＧＣＶ（ＨＥ）；Ｃ：ＴＵＮＥＬｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｉｎｆｅｃｔｅｄ７８６

０ｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｂｙＧＣＶａｎｄαＩＦＮ（ＨＥ）：ＴｈｅｃｅｌｌｓｗｉｔｈＢｕｆｆｙｃｅｌｌｎｕｃｌｅｉ，ｉｎｔｈｅｓｈａｐｅｏｆｐａｔｃｈｏｒｗｉｔｈｉｒｒｅｇｕｌａｒｓｈａｐｅ，ａｒｅａｐｏｐｔｏｔｉｃｃｅｌｌｓ；Ｄ：Ｔｈｅ

ａｐｏｐｔｏｔｉｃｂｏｄｙｏｆｉｎｆｅｃｔｅｄ７８６０ｃｅｌｌｓａｆｔｅｒｔｒｅａｔｅｄｂｙＧＣＶａｎｄαＩＦＮ（ＴＥＭ）．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００（ＡＣ），×２００００（Ｄ）
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３　讨　论

　　基因治疗是当今医学研究热点，自杀基因治疗
作为肿瘤基因治疗的主要策略之一，已在肝癌［３］、乳
腺癌［４］、膀胱癌［５］、恶性胸膜间皮瘤［６］等恶性肿瘤治

疗研究中取得了令人满意的结果，显现出良好的临
床应用前景。目前研究比较多的是ＴＫ基因，随着
研究的不断深入，人们发现单用自杀基因的治疗效
果和临床适用范围受到了限制，而应用自杀基因治
疗联合细胞因子或细胞因子基因治疗，则克服了单
基因治疗的缺陷，表现出协同作用［７］。我们采用自
杀基因ＴＫ联合αＩＦＮ对肾癌进行了体内外杀伤性
研究。

　　实现自杀基因治疗肿瘤必须将自杀基因导入肿
瘤细胞中并表达，本研究采用复制缺陷性腺病毒作
为载体，用 Ｅ１基因引物对所用的病毒 ＤＮＡ 进行

ＰＣＲ反应，结果并没有出现大小相当的ＤＮＡ片段，
说明该腺病毒不含Ｅ１基因，是复制缺陷性腺病毒。
即使感染了正常组织细胞，病毒也不会复制，因此该
病毒载体是安全的。此外，我们所用的腺病毒还携
带有ＧＦＰ基因，感染７８６０细胞２４ｈ后通过荧光显
微镜就可见发绿色荧光的细胞，表明目的基因已在

７８６０细胞中表达，具有简便、快速、灵敏等优点［８］。
同时提取转染腺病毒７８６０细胞的 ＲＮＡ，经 ＲＴ
ＰＣＲ检测，结果证明转染病毒的细胞中含有ＴＫ基
因的相应片段，未转染的没有，与荧光显微镜观察结
果一致。ＴＫ／ＧＣＶ通过表达胸苷激酶将无毒前药

ＧＣＶ磷酸化，掺入细胞ＤＮＡ链并抑制ＤＮＡ聚合
酶，使细胞ＤＮＡ合成终止，导致细胞死亡。国内外
研究表明，在恶性肿瘤的治疗中，免疫因素的作用越
来越明显。ＩＬ２、ＬＡＫ等生物治疗技术发展很快，
但临床有效率与αＩＦＮ相比并无明显提高［１０］。国
内石明等［１１］对４５例术后患者应用ＩＦＮ治疗，早期
肾癌患者５年生存率无显著性差异，而对晚期肾癌
患者可延长生存期，提高长期生存率，５年生存率治
疗组明显高于对照组。

　　本实验将 ＴＫ／ＧＣＶ自杀基因系统联合αＩＦＮ
应用到肾癌的治疗中，发现在体外杀伤试验中，ＴＫ／

ＧＣＶ或αＩＦＮ单独应用时，即能产生明显的杀伤作
用，而联合αＩＦＮ后杀伤效果更为显著。在体内杀
伤试验中，αＩＦＮ和ＴＫ／ＧＣＶ自杀基因系统的联合
应用的肿瘤体积比各自单独使用的肿瘤体积缩小８
倍，提示联合治疗有明显协同作用。

　　本实验将自杀基因及细胞因子应用于肾癌的治
疗中，显示自杀基因ＴＫ 联合αＩＦＮ治疗优于单自

杀基因系统治疗，但是实验结果也显示进一步提高
自杀基因的杀伤效率是必要的，因为本实验肿瘤的
生长未完全受到抑制。进一步的研究方向是，设计
高效靶向的基因转运载体，实现安全可控的基因表
达以及多基因联合应用等［１２］。可以相信，随着分子
生物学及相关技术的不断发展完善，自杀基因及细
胞因子、细胞因子基因的治疗终将成为攻克肾癌的
有力武器。
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