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［摘要］　目的：利用沙门菌作为真核质粒携带载体，在体内外观察肿瘤坏死因子相关凋亡诱导配体（ＴＲＡＩＬ）和鸡贫血病毒ＶＰ３

基因对胃癌细胞的生长抑制作用。方法：将重组质粒ｐＢｕｄＴＲＡＩＬ、ｐＢｕｄＶＰ３、ｐＢｕｄＴＲＡＩＬＶＰ３电转化减毒沙门菌ＳＬ７２０７，经

稳定性鉴定后直接转染胃癌细胞株ＳＧＣ７９０１，２４ｈ后利用荧光显微镜观察有无融合绿色荧光蛋白表达，ＭＴＴ法检测表达载体对

胃癌细胞的生长作用，流式细胞仪检测细胞凋亡率及周期变化，并用免疫组织化学方法检测该载体对胃癌细胞Ｃａｓｐａｓｅ３、

Ｃａｓｐａｓｅ９表达的影响。荷瘤小鼠口服携带重组质粒的减毒沙门菌，８周后通过ＲＴＰＣＲ检测肿瘤组织内真核载体的表达状况，

并测量荷瘤瘤体大小。结果：重组质粒能够在减毒沙门菌中稳定存在，经减毒沙门菌介导转染胃癌细胞后能够较好的表达，转染

４８ｈ后可见到ＴＲＡＩＬ和ＶＰ３对胃癌细胞生长有抑制作用，流式细胞仪观察到ｐＢｕｄＴＲＡＩＬＶＰ３能使胃癌细胞的凋亡率明显增

高，ＴＲＡＩＬ和ＶＰ３能够协同促进胃癌细胞Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｃａｓｐａｓｅ９的表达。体内实验提示ｐＢｕｄＴＲＡＩＬＶＰ３沙门菌载体能够在肿瘤

组织中表达并能抑制肿瘤生长（Ｐ＜０．０５）。结论：减毒沙门菌将外源基因ＶＰ３和ＴＲＡＩＬ基因导入胃癌细胞后，体内外实验证实

该载体对胃癌细胞的生长起明显抑制作用，ＴＲＡＩＬ和ＶＰ３联合作用机制与促进Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｃａｓｐａｓｅ９的表达有关。
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第１１期．曹红丹，等．减毒沙门菌介导的ＴＲＡＩＬ和ＶＰ３对胃癌细胞的生长抑制作用及其机制 ·１２８５　 ·

　　自从１８９０年发现癌症患者术后感染厌氧菌能
够使这些人病情好转以来，厌氧菌在肿瘤治疗中逐
渐引起研究者的兴趣［１２］。沙门菌是一种较常见的
肠道兼性厌氧菌，它可以在人体组织内选择性地聚
集在实体肿瘤中并对肿瘤细胞的生长起抑制作用，
据研究它在肿瘤组织中复制水平比正常组织高

１０００至１００００倍［３］。此外，沙门菌作为一种细胞内
寄生菌，以其为载体可以直接将外源ＤＮＡ运送至
真核细胞并在其中表达［４］。

　　肿瘤坏死因子相关凋亡诱导配体（ＴＲＡＩＬ）是近
年来发现的一个凋亡促进基因，由于它可以特异性地
作用于肿瘤细胞而对正常组织没有毒副作用，在肿瘤
的基因治疗方面备受研究者的关注［５］。但研究发现，
并非所有肿瘤细胞对ＴＲＡＩＬ敏感，有的肿瘤细胞对

ＴＲＡＩＬ不敏感甚至不耐受［６］。鸡贫血病毒ＶＰ３基因
编码蛋白即凋亡素也可以特异性地作用于肿瘤细胞，
并且其作用方式有别于ＴＲＡＩＬ，它主要通过线粒体途
径促进细胞凋亡。如果在治疗肿瘤时联合应用

ＴＲＡＩＬ和ＶＰ３基因，将会弥补单一应用ＴＲＡＩＬ基因
的缺点而对肿瘤细胞的凋亡起到联合作用。

　　本研究将带有促进凋亡的基因ＴＲＡＩＬ和 ＶＰ３
真核表达质粒经减毒沙门菌携带进入胃癌细胞，观
察其对肿瘤细胞的影响作用，为肿瘤的预防和治疗
探索一条简便、有效的新途径。

１　材料和方法

１．１　材料　限制性内切酶ＳａｌⅠ、ＳｃａⅠ、ＴａｑＤＮＡ
聚合酶、逆转录酶、核酸相对分子质量 ｍａｒｋｅｒ，均购
自大连宝生物公司。质粒提取试剂盒购自上海生工
生物工程技术有限公司。ＲＰＭＩ１６４０培养液、庆大
霉素、Ｚｅｒｏｎ购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，ｐＢｕｄＴＲＡＩＬ［７］、ｐＢｕｄ
ＶＰ３、ｐＢｕｄＴＲＡＩＬＶＰ３质粒（含有ＥＧＦＰ基因）均
由本实验室构建［８］。减毒沙门菌ＳＬ７２０７（Ｓ．ｔｙｐｈｉ
ｍｕｒｉｕｍ ２３３７６５ ｄｅｒｉｖａｔｉｖｅ ｈｉｓＧ４６， ＤＥＬ４０７
［ａｒｏＡ：：Ｔｎ１０５Ｔｃｓ６］）由美国Ｓｃｒｉｐｐｓ研究中心向
荣教授惠赠。Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｃａｓｐａｓｅ９免疫组织化学试
剂盒购自北京中杉生物科技公司。ＢＡＬＢ／ｃ小鼠购
自重庆医科大学动物实验中心，胃癌细胞株ＳＧＣ
７９０１及其他常用试剂均由本室保存。

１．２　ｐＢｕｄＴＲＡＩＬＶＰ３质粒载体电转化沙门菌及
稳定性分析　采用电转化法将ｐＢｕｄＴＲＡＩＬＶＰ３
转化减毒沙门菌体ＳＬ７２０７，利用碱裂解法从沙门菌
中抽提质粒，抽提的质粒分别用酶切，１％琼脂糖凝
胶电泳及测序鉴定。按照以上方法培养细菌２０代
后重复鉴定。最后命名携带ＶＰ３和ＴＲＡＩＬ基因的

沙 门 菌 为 ｐＢｕｄＴＲＡＩＬＶＰ３／ＳＬ７２０７。ｐＢｕｄ
ＴＲＡＩＬ、ｐＢｕｄＶＰ３分别经同样方法转化入减毒沙
门菌，分别命名为ｐＢｕｄＴＲＡＩＬ／ＳＬ７２０７及ｐＢｕｄ
ＶＰ３／ＳＬ７２０７。

１．３　ＶＰ３和ＴＲＡＩＬ基因转染胃癌细胞　取对数
生长期的ＳＧＣ７９０１细胞，传代接种于６孔板，调整
细胞密度，使每孔的细胞数为１×１０５个，培养２４ｈ
后，将培养至对数生长中期的 ＳＬ７２０７空菌液及

ｐＢｕｄＴＲＡＩＬＶＰ３／ＳＬ７２０７以沙门菌数／细胞数＝
５０／１的比例侵袭胃癌细胞［９］，４０ｍｉｎ后弃去菌液，

ＰＢＳ洗涤３次，并于倒置显微镜下观察细胞形态变
化，更换含有１００μｇ／ｍｌ庆大霉素的ＲＰＭＩ１６４０培
养液（不含血清），２ｈ后ＰＢＳ洗涤３次，改用含１０
ｍｇ／Ｌ庆大霉素的ＲＰＭＩ１６４０完全培养液培养。

１．４　沙门菌及其携带载体对胃癌细胞的生长作
用　以上细胞培养２４ｈ后，于荧光显微镜下观察有
无融合绿色荧光表达。以同样方法转染 ｐＢｕｄ
ＴＲＡＩＬ和ｐＢｕｄＶＰ３，于２４、４８、７２ｈ采用 ＭＴＴ法
检测各组细胞在４９０ｎｍ波长处的光密度值（Ｄ），并
计算细胞抑制率。细胞抑制率＝（１－实验组Ｄ 值／
细胞对照组Ｄ值）×１００％。

１．５　流式细胞仪检测细胞凋亡率及细胞周期　上
述方法转染细胞，４８ｈ后收集单细胞悬液，ＰＢＳ洗涤

２次后用７０％冰乙醇４℃固定过夜，离心除去乙醇，

ＰＢＳ洗涤，加入１０ｍｇ／ｍｌＲＮＡ酶溶液１５０μｌ，３７℃
水浴３０ｍｉｎ，加入碘化丙啶混匀，４℃放置３０ｍｉｎ，
流式细胞仪检测各组细胞凋亡率及周期的变化。

１．６　 免疫组织化学检测胃癌细胞 Ｃａｓｐａｓｅ３、

Ｃａｓｐａｓｅ９的表达　ＳＧＣ７９０１细胞爬片后，按以上
方法将沙门菌感染胃癌细胞，４８ｈ后弃去培养液，

ＰＢＳ洗涤细胞３次，９５％乙醇固定３０ｍｉｎ，取出盖玻
片，常规ＳＰ法免疫化学染色，ＤＡＢ显色后光镜下观
察。结果分析：排除爬片边缘细胞，１０×１０低倍镜
下随机选取１０个细胞均匀分布的视野，１０×２０中
倍镜下每个视野随机选５０个细胞。细胞质着色强
弱分为４个等级：无着色０分，淡黄色１分，棕黄色２
分，棕褐色３分。按公式 ＨＳＣＯＲＥ＝ΣＰｉ（ｉ＋１）（ｉ＝
０，１，２，３；Ｐｉ表示评分为ｉ的比例）计算各组细胞

ＨＳＣＯＲＥ得分。

１．７　小鼠体内抑瘤实验　选择生长状态良好的

ＳＧＣ７９０１胃癌细胞，用胰酶消化瘤细胞，调整细胞
浓度为１×１０７个／ｍｌ，以每只小鼠１００μｌ瘤细胞悬
液移植于小鼠腋下部皮下，待肿瘤结节直径长到

０．３ｃｍ３大小后，将小鼠随机分成６组，每组８只，分
别是对照组 （Ｂｌａｎｋ）、ＳＬ７２０７ 组、ｐＢｕｄＴＲＡＩＬ／
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ＳＬ７２０７组、ｐＢｕｄＶＰ３／ＳＬ７２０７组和ｐＢｕｄＴＲＡＩＬ
ＶＰ３／ＳＬ７２０７组。将ＳＬ７２０７及携带质粒的ＳＬ７２０７
接种于含Ｚｅｒｏｎ的ＬＢ培养液中培养，至对数生长晚
期时，收集菌体，生理盐水洗涤后，调整细菌数为

１×１０９／ｍｌ。各实验组小鼠用３％碳酸氢钠中和胃酸
后，利用胃管饲服相应细菌０．１ｍｌ，对照组饲服等量
生理盐水，２周１次，共服３次。口服治疗后８周，脱
颈处死以上各组小鼠，剥离瘤块称量，并按以下公式
计算抑瘤率：抑瘤率＝（对照组平均瘤质量－治疗组
平均瘤质量）／对照组平均瘤质量。提取肿瘤组织

ＲＮＡ，分 别 以 ＴＲＡＩＬ 和 ＶＰ３ 引 物 进 行 ＰＣＲ
反应。　　　　
１．８　统计学处理　数据用珚ｘ±ｓ表示，应用ＳＰＳＳ
统计学软件对各组数据进行单因素方差分析。

２　结　果

２．１　ｐＢｕｄＴＲＡＩＬＶＰ３质粒在沙门菌中的稳定
性　ｐＢｕｄＴＲＡＩＬＶＰ３质粒转化沙门菌，提取质粒
后经酶切及序列鉴定，证实为ｐＢｕｄＴＲＡＩＬＶＰ３。
重复上述步骤２０次后，发现各组质粒经酶切后得到
相应分子量大小的目的基因，说明它们能够在沙门
菌中稳定存在（图１）。

图１　质粒在沙门菌中酶切鉴定

Ｆｉｇ１　Ｅｎｚｙｍｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ｏｆｐｌａｓｍｉｄｓｉｎＳａｌｍｏｎｅｌｌａｔｙｐｈｉｍｕｒｉｕｍ
１：ｐＢｕｄＴＲＡＩＬ；２：ｐＢｕｄＶＰ３；３：ｐＢｕｄＴＲＡＩＬＶＰ３；Ｍ：ＤＬ２０００

ｍａｒｋｅｒ

２．２　沙门菌及ｐＢｕｄＴＲＡＩＬＶＰ３对胃癌细胞的生
长作用　减毒沙门菌在侵袭胃癌细胞１ｈ后，发现
胃癌细胞收缩变圆，胞膜增厚（图２）。在沙门菌侵
袭胃癌细胞２４ｈ，荧光镜下观察到ｐＢｕｄＴＲＡＩＬ
ＶＰ３在胃癌细胞内有绿色荧光蛋白表达（图３）。各
转染组均对细胞生长有抑制作用。４８ｈ后ｐＢｕｄ
ＴＲＡＩＬＶＰ３／ＳＬ７２０７组比其他各组对胃癌细胞的
生长有明显抑制作用（图４）。

图２　沙门菌的侵袭对胃癌细胞形态的影响

Ｆｉｇ２　Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｃｈａｎｇｅｓｏｆｇａｓｔｒｉｃ

ｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓｃａｕｓｅｄｂｙＳ．ｔｙｐｈｉｍｕｒｉｕｍ
Ａ：Ｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ；Ｂ：ＧａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓｉｎｖａｄｅｄｂｙＳ．ｔｙｐｈｉ

ｍｕｒｉｕｍ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００

图３　绿色荧光蛋白在胃癌细胞内的表达

Ｆｉｇ３　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎｉｎｇａｓｔｒｉｃｃｅｌｌｓ
Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００

图４　沙门菌载体对胃癌细胞生长抑制率的影响

Ｆｉｇ４　ＥｆｆｅｃｔｏｆＳ．ｔｙｐｈｉｍｕｒｉｕｍｃａｒｒｉｅｒｓ
ｏｎｇｒｏｗｔｈｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｒａｔｅｓｏｆｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ

２．３　流式细胞仪观察ＴＲＡＩＬ和 ＶＰ３对胃癌细胞
的作用　胃癌细胞转染４８ｈ后，流式细胞仪分析各
组细胞凋亡率及细胞周期分布，可见减毒沙门菌

ＳＬ７２０７对胃癌细胞凋亡率及细胞周期没有影响，各
质粒组胃癌细胞可见有凋亡峰出现，以 ｐＢｕｄ
ＴＲＡＩＬＶＰ３／ＳＬ７２０７ 最 为 明 显。ｐＢｕｄＶＰ３／

ＳＬ７２０７组可见 Ｓ期和 Ｇ２Ｍ 期细胞比率增加，

ｐＢｕｄＴＲＡＩＬＶＰ３／ＳＬ７２０７及其他组对细胞周期分
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布没有影响（图５）。

２．４　ＶＰ３ 和 ＴＲＡＩＬ 对 胃 癌 细 胞 Ｃａｓｐａｓｅ３、

Ｃａｓｐａｓｅ９蛋白表达的影响　沙门菌介导 ＶＰ３和

ＴＲＡＩＬ对胃癌细胞ＳＧＣ７９０１作用后７２ｈ，ＳＧＣ
７９０１细胞Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｃａｓｐａｓｅ９蛋白的表达较对照
组和其他各组明显增加（表１）。

图５　沙门菌载体对胃癌细胞细胞周期及凋亡率的影响

Ｆｉｇ５　ＥｆｆｅｃｔｏｆＳ．ｔｙｐｈｉｍｕｒｉｕｍｃａｒｒｉｅｒｓｏｎｃｅｌｌｃｙｃｌｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｓｏｆｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ
Ａ：ＳＬ７２０７；Ｂ：ｐＢｕｄＴＲＡＩＬ／ＳＬ７２０７；Ｃ：ｐＢｕｄＶＰ３／ＳＬ７２０７；Ｄ：ｐＢｕｄＴＲＡＩＬＶＰ３／ＳＬ７２０７；Ｅ：Ｂｌａｎｋ

表１　胃癌细胞Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｃａｓｐａｓｅ９蛋白表达的ＨＳＣＯＲＥ得分

Ｔａｂ１　ＨＳＣＯＲＥｓｃｏｒｅｓｏｆＣａｓｐａｓｅ３ａｎｄＣａｓｐａｓｅ９ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ
（ｎ＝５，珚ｘ±ｓ）

Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｂｌａｎｋ ＳＬ７２０７ ｐＢｕｄＴＲＡＩＬ／
ＳＬ７２０７

ｐＢｕｄＶＰ３／
ＳＬ７２０７

ｐＢｕｄＴＲＡＩＬＶＰ３／
ＳＬ７２０７

Ｃａｓｐａｓｅ３ １．５５±０．１３ １．５８±０．０９ ２．２６±０．２４ ２．４５±０．１８ ３．３７±０．２２

Ｃａｓｐａｓｅ９ １．４３±０．１１ １．４１±０．１１ ２．１９±０．２ ２．３５±０．２１ ３．２９±０．１８

　Ｐ＜０．０５ｖｓｏｔｈｅｒｇｒｏｕｐｓ

２．５　沙门菌载体对肿瘤组织的生长抑制作用　提

取肿瘤组织ＲＮＡ进行ＲＴＰＣＲ后，可以扩增出５６０

ｂｐ或３６３ｂｐ的目的条带，与ＴＲＡＩＬ或ＶＰ３分子大

小相符（图６）。ＳＬ７２０７组、ｐＢｕｄＶＰ３／ＳＬ７２０７组、

ｐＢｕｄＴＲＡＩＬ／ＳＬ７２０７ 组 和 ｐＢｕｄＴＲＡＩＬＶＰ３／

ＳＬ７２０７组各载体菌液对肿瘤细胞的抑制率分别为

０．５１±０．０２、０．６９±０．０２、０．７２±０．０１９、０．８２±

０．０２，ｐＢｕｄＴＲＡＩＬＶＰ３／ＳＬ７２０７组比其他各组的

抑瘤率高（Ｐ＜０．０５）。

３　讨　论

　　近年来减毒沙门菌被发现可将克隆有异源基因

的真核表达质粒携带入细胞，使异源基因在真核环

境中进行表达［１０］，尽管目前其传递真核质粒的机制

还不太明确，减毒沙门菌在核酸疫苗和基因治疗方

面的有效性和安全性已被研究者所认可，并在临床

上得到了试用［１１］。本实验中，我们应用减毒沙门菌

作为携带载体将ＴＲＡＩＬ和 ＶＰ３导入胃癌细胞，２４

ｈ后发现有融合绿色荧光蛋白表达，体内实验也证

实减毒沙门菌确实可以将外源基因携带进入小鼠体

内，并进一步在肿瘤组织内表达。

图６　ＲＴＰＣＲ检测ＴＲＡＩＬ和ＶＰ３

Ｆｉｇ６　ＡｎａｌｙｓｉｓｏｆＴＲＡＩＬａｎｄＶＰ３ｇｅｎｅｓｂｙＲＴＰＣＲ

１：ＴＲＡＩＬｇｅｎｅ；２：ＶＰ３ｇｅｎｅ；Ｍ：ＤＬ２０００ｍａｒｋｅｒ

　　减毒沙门菌载体侵袭胃癌细胞２４ｈ，胃癌细胞
的生长受到抑制，但各组之间没有差别，说明对胃癌
细胞的生长抑制现象是由减毒沙门菌的侵袭造成

的。尽管应用的是减毒菌株，在体外培养的最初２４
ｈ内，细胞的生长还是受到细菌的干扰，随后细胞的
生长趋近正常。４８ｈ后重组质粒组胃癌细胞的生长
受到抑制，与ＴＲＡＩＬ和 ＶＰ３基因开始发挥作用有
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关。流式细胞检测发现减毒沙门菌对胃癌细胞没有
促进凋亡作用，ＴＲＡＩＬ和 ＶＰ３联合作用于肿瘤细
胞后凋亡率明显增加，细胞周期结果提示，ＶＰ３主要
作用于细胞的 Ｇ２／Ｍ 和Ｓ期，而 ＴＲＡＩＬ对细胞周
期没有影响，两者联合作用不是通过细胞周期调节
来发挥作用的。关于ＴＲＡＩＬ和ＶＰ３协同诱导细胞
凋亡的机制，我们认为与共同促进Ｃａｓｐａｓｅ３及其
上游的Ｃａｓｐａｓｅ９的表达有关。尽管 ＴＲＡＩＬ是通
过膜受体而发挥凋亡作用，ＶＰ３主要通过线粒体途
径触发细胞色素Ｃ的释放而导致细胞凋亡［１２］，但两
者最终都能通过Ｃａｓｐａｓｅ传导凋亡信号［１３１４］，它们
可能在信号通路中存在交叉点而共同发挥凋亡促进

作用。

　　减毒沙门菌不但能将外源基因导入宿主肿瘤细
胞表达，而且还可以将外源基因靶向传送到肿瘤细
胞［１５］。Ｚｈａｏ等［１６］利用减毒沙门菌口服或静脉注射

后，发现它们能够优先富集到肿瘤组织中，并对肿瘤
的生长起抑制作用。沙门菌是一种兼性厌氧菌，它
既可以在需氧条件下生长也可以在微需氧或厌氧条

件下生长，而肿瘤组织特有的环境恰恰可提供它生
存的环境。把沙门菌应用到肿瘤基因治疗方面，可
以克服以往传统治疗方法靶向性不强、副作用大的
问题。实验中发现沙门菌可以将ＴＲＡＩＬ和ＶＰ３传
送到肿瘤组织并抑制肿瘤组织的生长。减毒沙门菌
为什么能够抑制肿瘤生长？这可能与肿瘤组织内的

缺氧环境能够为沙门菌提供生长定居而与肿瘤组织

竞争营养有关，而Ｂａｎｎｅｒｍａｎ等［１７］认为减毒沙门

菌在体内抑瘤效应与细菌脂多糖成分激发细胞免疫

有关。有关沙门菌及其携带载体在体内发挥作用的
机制及其安全性、有效性，我们下一步还将继续研
究。
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