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【摘　要】目的：构建肿瘤坏死因子相关凋亡诱导配体（Ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒｒｅｌａｔｅｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｄｕｃｉｎｇｌｉｇａｎｄ，ＴＲＡＩＬ）基因和白
细胞介素２４（Ｉｎｔｅｒｌｅｕｔｉｎ２４，ＩＬ２４）基因的真核双基因表达载体，并观察其对宫颈癌细胞生长的影响情况。方法：采用分子克隆
技术，将ＩＬ２４基因插入真核表达载体 ｐＢｕｄＴＲＡＩＬ中，构建双表达质粒 ｐＢｕｄＴＲＡＩＬＩＬ２４，经酶切和测序鉴定后，转染宫颈癌
ＨｅＬａ细胞。荧光显微镜和免疫荧光双标技术检测ＴＲＡＩＬ和ＩＬ２４在ＨｅＬａ细胞中的表达。ＭＴＴ法检测重组质粒对ＨｅＬａ细胞
生长状况的影响。结果：成功构建了真核双基因表达载体 ｐＢｕｄＴＲＡＩＬＩＬ２４，并在宫颈癌细胞中表达；转染４８ｈ后可见重组
质粒对宫颈癌细胞生长有明显抑制作用（Ｐ＜０．０５）。结论：构建的双表达载体ｐＢｕｄＴＲＡＩＬＩＬ２４能在宫颈癌细胞中表达，并
可有效抑制宫颈癌ＨｅＬａ细胞增殖，为进一步研究ＴＲＡＩＬ和ＩＬ２４联合应用于宫颈癌的基因治疗奠定了基础。
【关键词】宫颈癌细胞；双表达载体；ＴＲＡＩＬ基因；ＩＬ２４基因
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　　宫颈癌的发病率在女性恶性肿瘤中居第二位，
仅次于乳腺癌。近年来由于人乳头瘤病毒（Ｈｕｍａｎ

ｐａｐｉｌｌｏｍａｖｉｒｕｓ，ＨＰＶ）感染人群的增加，导致宫颈癌
发病率呈现逐渐上升趋势。目前，外科手术、放疗和

化疗是宫颈癌治疗的主要手段，而其治疗效果仍不

是十分理想。随着分子生物学研究的飞速发展，细

胞生长、分化及凋亡的机制逐渐被认识，基因治疗已

经成为研究热点。肿瘤坏死因子相关凋亡诱导配体
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ａｎｄ，ＴＲＡＩＬ）基因是近年来发现的抑癌基因，它可以
特异性地诱导人类多种肿瘤细胞发生凋亡［１，２］，而对

正常细胞没有影响。白细胞介素２４（Ｉｎｔｅｒｌｅｕｔｉｎ２４，
ＩＬ２４）是唯一具有增强机体免疫功能和选择性抑制
肿瘤增生、诱导肿瘤凋亡作用的细胞因子。目前研

究主要着力于单独的ＴＲＡＩＬ或ＩＬ２４对肿瘤细胞的
作用［３］，较少探讨二者协同对肿瘤细胞的作用。

Ｚｈａｏ等［４］研究发现ＩＬ２４能诱导和增强ＴＲＡＩＬ的抗
大肠癌活性。本研究将特异性诱导肿瘤凋亡的

ＴＲＡＩＬ与既抑制肿瘤生长又表达刺激免疫系统的蛋
白基因ＩＬ２４结合起来［５］，将ＩＬ２４基因克隆入真核
表达质粒 ｐＢｕｄＴＲＡＩＬＥＧＦＰ中构建重组质粒并转
染宫颈癌细胞，观察 ＴＲＡＩＬ和 ＩＬ２４基因在宫颈癌
细胞中的表达，为寻找一种新的特异性基因治疗宫

颈癌的方法奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　细胞、菌株与质粒　人胚肾（Ｈｕｍａｎｅｍｂｒｙｏｎｉｃｋｉｄ
ｎｅｙ，ＨＥＫ）２９３细胞，宫颈癌 ＨｅＬａ细胞，Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５ａ菌株和
ｐＢｕｄＴＲＡＩＬＥＧＦＰ质粒为本实验室冻存。腺病毒介导白细
胞介素２４（Ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓｉｎｔｅｒｌｅｕｔｉｎ２４，ＡｄＩＬ２４）由重庆医科大
学附属第一医院实验研究中心向廷秀副研究员惠赠。

１．１．２　主要试剂及来源　总 ＲＮＡ提取试剂盒（Ｔｒｉｚｏｌ）、
Ｔ４ＤＮＡ连接酶、反转录酶、ＴａｑＤＮＡ聚合酶、ＳａｌⅠ、ＨｉｎｄⅢ限
制性内切酶和 ＤＮＡＭａｒｋｅｒ购自 ＴａＫａＲａ公司；ＩＬ２４引物由
上海生工生物工程技术有限公司合成；胶回收试剂盒购自北

京百泰克生物技术有限公司；ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００和 Ｚｅｏｃｉｎ
购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；山羊多抗 ＴＲＡＩＬ和兔多抗 ＩＬ２４购自
ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司；Ｃｙ３标记驴抗山羊ＩｇＧ和ＤｙＬｉｇｈｔ６４９标记山
羊抗兔ＩｇＧ购自碧云天公司。
１．２　方法
１．２．１　细胞培养、感染及总ＲＮＡ的提取　ＨＥＫ２９３细胞培养
于含１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ高糖培养基中，３７℃，５％ＣＯ２孵
箱中培养。感染前１２ｈ取对数生长期的细胞传代，使感染前
的细胞融合度约为４０％～５０％。ＡｄＩＬ２４感染 ＨＥＫ２９３细胞
４８ｈ后收获细胞，总 ＲＮＡ提取试剂盒提取总 ＲＮＡ，－８０℃
保存。

１．２．２　人ＩＬ２４ｃＤＮＡ克隆及鉴定　根据 ＧｅｎｅＢａｎｋ中人 ＩＬ
２４基因序列（ＮＭ００６８５０）通过 ＤＮＡＳｔａｒ软件设计 ＩＬ２４引
物，并在引物的 ５’端引入酶切位点，上游引物 ５’
ＣＧＡＡＧＣＴＴＡＴＧＡＡＴＴＴＴＣＡＡＣＡＧＡＧＧＣＴＧ３’，下游引物 ５’
ＣＧＧＴＣＧＡＣＣＴＡＧＡＣＡＴＴＣＡＧＡＧＣＴＴＧＴＡＧ３’（划线部分分别
为ＳａｌⅠ和 ＨｉｎｄⅢ的酶切位点）。提取感染 ＡｄＩＬ２４的
ＨＥＫ２９３细胞总ＲＮＡ，经逆转录酶逆转录获得ｃＤＮＡ，逆转录
产物进行 ＰＣＲ扩增。ＰＣＲ反应扩增条件：９４℃预变性 ５

ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，６０℃４０ｓ，７２℃１ｍｉｎ，共 ３５个循环；最后
７２℃延伸１０ｍｉｎ。２％琼脂糖凝胶电泳鉴定，胶回收纯化目
的片段。

１．２．３　重组质粒ｐＢｕｄＴＲＡＩＬＩＬ２４的构建及鉴定　构建重
组质粒 ｐＢｕｄＴＲＡＩＬＩＬ２４，如图 １。将纯化的 ＩＬ２４基因和
ｐＢｕｄＴＲＡＩＬＥＧＦＰ质粒分别经 ＳａｌⅠ和 ＨｉｎｄⅢ双酶切，胶回
收试剂盒回收酶切产物。酶切后的 ＩＬ２４基因和 ｐＢｕｄ
ＴＲＡＩＬ质粒按分子比３∶１进行连接反应。用ＣａＣｌ２法转化到
大肠杆菌ＤＨ５ａ感受态细菌中，Ｚｅｏｃｉｎ抗性培养基筛选阳性
克隆，提取重组质粒进行 ＳａｌⅠ和 ＨｉｎｄⅢ双酶切鉴定和序列
分析。

图１　ｐＢｕｄＴＲＡＩＬＩＬ２４图谱
Ｆｉｇ．１　ｐＢｕｄＴＲＡＩＬＩＬ２４ａｔｌａｓ

１．２．４　重组质粒转染宫颈癌细胞　将ＨｅＬａ细胞以每孔１×
１０５个?孔的密度接种于６孔板，待细胞生长融合约达８０％
时，应用ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００将质粒 ｐＢｕｄＴＲＡＩＬＩＬ２４转染
至ＨｅＬａ细胞，同时设无转染的 ＨｅＬａ细胞为空白对照，操作
程序按说明书进行。荧光显微镜下观察细胞中有无增强型

绿色荧光蛋白（Ｅｎｈａｎｃｅｄｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎ，ＥＧＦＰ）的
表达。

１．２．５　激光扫描共聚焦显微镜检测 ＴＲＡＩＬ和 ＩＬ２４的表达
　转染 ｐＢｕｄＴＲＡＩＬＩＬ２４的 ＨｅＬａ细胞爬片培养４８ｈ后进
行免疫荧光双标染色。经４％多聚甲醛固定；应用山羊多抗
ＴＲＡＩＬ和兔多抗ＩＬ２４（１∶２００），４℃孵育过夜。Ｃｙ３标记驴
抗山羊ＩｇＧ和 ＤｙＬｉｇｈｔ６４９标记山羊抗兔 ＩｇＧ３７℃各孵育
１ｈ；防荧光淬灭封片剂封片，阴性对照以ＰＢＳ代替一抗。激
光扫描共聚焦显微镜下观察ＴＲＡＩＬ和ＩＬ２４的表达。
１．２．６　ＭＴＴ法检测 ｐＢｕｄＴＲＡＩＬＩＬ２４对 ＨｅＬａ细胞生长的
影响　按以上方法，以无转染的 ＨｅＬａ细胞为阴性对照，在
９６孔板中将重组质粒 ｐＢｕｄＴＲＡＩＬ、ｐＢｕｄＩＬ２４及 ｐＢｕｄ
ＴＲＡＩＬＩＬ２４转染ＨｅＬａ细胞，２４、４８ｈ和７２ｈ后采用ＭＴＴ法
于４９０ｎｍ波长处检测吸光度值（Ｄ），并计算细胞抑制率。
细胞抑制率＝（１实验组Ｄ值?阴性对照组Ｄ值）×１００％。
１．３　统计学分析

采用ＳＰＳＳ１３．０统计学软件对各组数据进行单因素方差
分析，数据以（珋ｘ±ｓ）表示，以Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　果

２．１　总ＲＮＡ的提取
从感染ＡｄＩＬ２４４８ｈ后的ＨＥＫ２９３细胞中提取总ＲＮＡ，
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经２％琼脂糖凝胶电泳分析可见２８Ｓ、１８Ｓ、５Ｓ３条清晰条带，
见图２。

图２　总ＲＮＡ质量鉴定图
Ｆｉｇ．２　ＱｕａｌｉｔｙｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｔｏｔａｌＲＮＡ

２．２　ＩＬ２４ｃＤＮＡ的克隆及鉴定
以ｃＤＮＡ为模板进行 ＰＣＲ扩增，将所得的 ＰＣＲ产物进

行２％琼脂糖凝胶电泳分析，结果显示：ＰＣＲ扩增产物条带
大小与预期结果一致，为６２３ｂｐ，见图３。

Ｍ．１０００ｂｐＤＮＡ标志物；Ｓ：ＩＬ２４ＰＣＲ扩增产物

图３　 ＩＬ２４基因ＰＣＲ产物电泳图
Ｆｉｇ．３　ＧｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆＩＬ２４ｇｅｎｅＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔ

２．３　重组质粒ｐＢｕｄＴＲＡＩＬＩＬ２４的双酶切鉴定
重组质粒ｐＢｕｄＴＲＡＩＬＩＬ２４ＥＧＦＰ经 ＳａｌⅠ和 ＨｉｎｄⅢ双

酶切后，０．７％琼脂糖凝胶电泳分析，结果表明重组质粒经过
双酶切后能够得到６４３９ｂｐ和６２３ｂｐ的片段，见图４。

Ｍ．１５０００ｂｐＤＮＡ标志物；１．ｐＢｕｄＴＲＡＩＬＩＬ２４；
２．ｐＢｕｄＴＲＡＩＬＩＬ２４双酶切产物

图４　重组质粒ｐＢｕｄＴＲＡＩＬＩＬ２４的双酶切鉴定
Ｆｉｇ．４　ｐＢｕｄＴＲＡＩＬＩＬ２４ｄｏｕｂｌｅｅｎｚｙｍｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ

２．４　测序鉴定
ＤＮＡ测序结果表明，ＩＬ２４基因插入 ｐＢｕｄＴＲＡＩＬＥＧＦＰ

载体中，基因的插入方向及顺序完全正确，ＴＲＡＩＬ及ＩＬ２４基
因序列与ＧｅｎｅＢａｎｋ中所报道的序列比较，同源性为１００％。
２．５　重组质粒 ｐＢｕｄＴＲＡＩＬＩＬ２４在宫颈癌 ＨｅＬａ细胞中的
表达

重组质粒ｐＢｕｄＴＲＡＩＬＩＬ２４转染ＨｅＬａ细胞４８ｈ后，于
荧光显微镜下观察，可见呈ＥＧＦＰ的表达，见图５。激光扫描
共聚焦显微镜下观察，由红色荧光所标记的ＴＲＡＩＬ的蛋白在
细胞膜及细胞质表达，而蓝色荧光标记的 ＩＬ２４的蛋白则表
达于细胞质，见图６。

　　　Ａ．光镜下ＨｅＬａ细胞　　Ｂ．转染４８ｈ后ＨｅＬａ细胞荧光图

图５　荧光显微镜下观察ｐＢｕｄＴＲＡＩＬＩＬ２４
在Ｈｅｌａ细胞中的表达（２００×）

Ｆｉｇ．５　Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎｏｆ
ｐＢｕｄＴＲＡＩＬＩＬ２４ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＨｅｌａｃｅｌｌ（２００×）

Ａ．阴性对照；Ｂ．ＴＲＡＩＬ蛋白在ＨｅＬａ细胞中的表达；
Ｃ．ＩＬ２４蛋白在ＨｅＬａ细胞中的表达；

Ｄ．ＴＲＡＩＬ和ＩＬ２４融合蛋白在ＨｅＬａ细胞中的表达

图６　激光扫描共聚焦显微镜观察ＴＲＡＩＬ
和ＩＬ２４融合蛋白在ＨｅＬａ细胞中的表达

Ｆｉｇ．６　Ｌａｓｅｒｓｃａｎｎｉｎｇｃｏｎｆｏｃａｌｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎｏｆ
ＴＲＡＩＬａｎｄＩＬ２４ｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＨｅＬａｃｅｌｌｓ

２．６　ｐＢｕｄＴＲＡＩＬＩＬ２４对宫颈癌 ＨｅＬａ细胞的生长抑制
作用

重组质粒转染宫颈癌 ＨｅＬａ细胞后，均对细胞生长有不
同程度的抑制作用。２４ｈ时细胞生长抑制率在各实验组间
差异无统计学意义，４８ｈ后ｐＢｕｄＴＲＡＩＬＩＬ２４组与其它两组
比较，其对细胞的生长抑制率明显增大（Ｐ＜０．０５），而 ｐＢｕｄ
ＴＲＡＩＬ组与 ｐＢｕｄＩＬ２４组之间比较则差异无统计学意义。
ＭＴＴ实验结果表明，重组质粒 ｐＢｕｄＴＲＡＩＬＩＬ２４对宫颈癌
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ＨｅＬａ细胞有明显抑制作用，见表１。

表１　ｐＢｕｄＴＲＡＩＬＩＬ２４对ＨｅＬａ细胞的生长抑制作用（％，珔ｘ±ｓ）
Ｔａｂ．１　ｐＢｕｄＴＲＡＩＬＩＬ２４ｉｎｈｉｂｉｔｓｔｈｅｇｒｏｗｔｈｏｆ

ＨｅＬａｃｅｌｌｓ（％，珔ｘ±ｓ）

组别 ２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ
空白组 ３．５８±０．１３ ３．５６±０．１５ ３．６３±０．０６

ｐＢｕｄＴＲＡＩＬ ５．３４±０．２９ １４．２９±０．２１ １４．２１±０．１５
ｐＢｕｄＩＬ２４ ６．２９±０．２２ １６．５７±０．０５ １５．７２±０．１０

ｐＢｕｄＴＲＡＩＬＩＬ２４ ７．４３±０．１７ ２１．７１±０．１８２１．５６±０．０５

 Ｐ＜０．０５，与其他组比较

３　讨　论

宫颈癌是妇女最常见的恶性肿瘤之一，并呈年

轻化趋势。据世界范围统计，每年估计有４６．６万的
宫颈癌新发病例，其中中国估计有近 １０万新发病
例，约占世界新发病例总数的１?５，并且每年约有３
万名妇女死于宫颈癌。目前，宫颈癌的基因治疗主

要包括分子靶向治疗与免疫靶向治疗。分子靶向治

疗即针对癌基因、抑癌基因的基因治疗：抑癌基因通

过凋亡来消除癌细胞，而癌基因能增强肿瘤细胞的

增殖，诱导凋亡及抑癌基因的活化；而免疫靶向治疗

通常是通过增加抗癌效应的细胞，或细胞因子的数

量来实现增强免疫应答效应的目的［６］。

ＴＲＡＩＬ是近年来发现的一个凋亡诱导基因，它
主要是通过与细胞膜表面的 ＤＲ４和 ＤＲ５死亡受体
结合，激活细胞下游凋亡信号而诱导细胞凋亡。

ＴＲＡＩＬ能选择性地、高效地诱导多种肿瘤细胞凋
亡［７］，而对正常细胞没有明显的毒副作用；另外

ＴＲＡＩＬ也能杀伤许多由于ｐ５３基因发生突变而对放
疗和化疗药物耐受的肿瘤细胞。基于以上原因，

ＴＲＡＩＬ成为一种具有开发前景的癌症治疗药物［８］。

本课题组前期研究已证实 ＴＲＡＩＬ具有诱导宫颈癌
细胞凋亡的作用［９］。ＩＬ２４是一个分泌型细胞因子，
它不仅能选择性诱导多种肿瘤细胞凋亡，对正常细

胞无明显毒副作用，而且可通过增强机体免疫作用，

对周围癌细胞行“旁观者杀灭效应”［１０］。并且宫颈

癌发病的中心环节是癌基因 Ｅ６、Ｅ７基因分别捆绑
抑癌基因ｐ５３和ｐＲｂ及机体免疫功能下降，最终形
成瘤［１１，１２］，而 ＩＬ２４对肿瘤的抑制作用可以不依赖
ｐ５３、ｐＲｂ［１３，１４］，并且可以增强机体细胞免疫、体液免
疫和局部免疫，是目前发现的唯一的细胞因子类的

抑癌基因。因此，引入免疫因子 ＩＬ２４，通过提高肿
瘤细胞的免疫原性和机体对肿瘤相关抗原的提呈能

力，并且激活特异性和非特异性免疫细胞，有可能增

强ＴＲＡＩＬ的抗肿瘤效果。在此基础上，本研究考虑
采用ＴＲＡＩＬ和ＩＬ２４基因联合应用于宫颈癌的基因

治疗方法。

目前用于基因治疗的常见载体有真核表达载

体，原核表达载体，腺病毒载体等，它们大多只能携

带并表达一种外源基因。肿瘤的发生机制复杂，受

多基因调控，随着越来越多的基因不断被发现，我们

需要同时研究两个或更多的基因之间的相互作用，

此时一种可以同时携带并表达两种不同外源基因的

载体就变得尤为重要。ｐＢｕｄ是一种双启动子真核
表达载体，通过两个独立的启动子控制两个外源基

因转录成两个ｍＲＮＡ分子并翻译产生各自的抗原蛋
白，克服了一般载体只有一种启动子的缺点，便于多

基因比较分析。本实验通过引入双启动子真核表达

载体ｐＢｕｄ，同时表达ＴＲＡＩＬ和ＩＬ２４两种基因，不仅
使体外实验两种基因的转染更为简便；而且相对于

先前使用病毒载体来研究ＴＲＡＩＬ和 ＩＬ２４基因的协
同作用［４］具有更高的安全性。同时也为以后进行

ＴＲＡＩＬ和ＩＬ２４联合应用对宫颈癌作用机理的研究
提供了极大的便利。

总之，本研究成功构建了真核双基因表达载体

ｐＢｕｄＴＲＡＩＬＩＬ２４，并在宫颈癌细胞内表达。这为
进一步探讨ＴＲＡＩＬ和ＩＬ２４基因在宫颈癌基因治疗
中的作用机制及临床应用奠定了良好的基础。
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ＥＧＣＧ联合紫杉醇对肺癌 Ａ５４９细胞增殖、凋亡的影响
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【摘　要】目的：研究表没食子儿茶素没食子酸酯［（－）Ｅｐｉｇａｌｌｏｃａｔｅｃｈｉｎｇａｌｌａｔｅ，ＥＧＣＧ］及紫杉醇单独使用和联合使用时对肺癌
Ａ５４９细胞的形态、活性、细胞凋亡以及相关信号通路的影响。方法：不同浓度的ＥＧＣＧ、紫杉醇单用及联合应用在不同时间作
用于肺癌Ａ５４９细胞，用细胞集落形成实验检测细胞活力、ＷＳＴ１法检测细胞增殖能力、Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２荧光法检测细胞凋亡的
情况、流式细胞仪检测细胞凋亡率、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测内质网应激标志蛋白 ＧＲＰ７８表达。结果：①ＥＧＣＧ和紫杉醇均能抑制肺
癌Ａ５４９细胞的增殖；ＥＧＣＧ与紫杉醇联合的抑制率高于单用ＥＧＣＧ或紫杉醇组（Ｐ＜０．０５）。②ＥＧＣＧ和紫杉醇均可诱导细胞
凋亡，２种药物联用后，诱导细胞凋亡作用显著增强。③蛋白免疫印迹实验显示 ＥＧＣＧ和紫杉醇联合可能是通过内质网应激
信号通路发挥作用。结论：ＥＧＣＧ、紫杉醇均可抑制人肺癌Ａ５４９细胞的增殖、诱导细胞的凋亡，两者联合应用具有协同作用，
能显著增强细胞凋亡作用。

【关键词】表没食子儿茶素没食子酸酯；紫杉醇；肺癌；凋亡
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