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　　摘要：目的　观察胞嘧啶脱氨酶基因（ＣＤ）和单纯疱疹病毒胸苷激酶基因（ＨＳＶｔｋ）双杀基因对
胆管癌细胞和裸鼠胆管癌移植瘤的抑制作用。方法　在脂质体介导下将质粒 ｐＷＺＬｎｅｏＣＤｇｌｙｔｋ转入胆

管癌 ＱＢＣ９３９细胞，经 Ｇ４１８筛选获得稳定表达双自杀基因的 ＱＢＣ９３９／ＣＤ＋ｔｋ细胞株，ＲＴＰＣＲ法鉴

定 ＣＤ和 ｔｋ基因的表达。体外给予前体药物 ５－氟胞嘧啶（５Ｆｃ）和／或丙氧鸟苷（ＧＣＶ），作用于

ＱＢＣ９３９／ＣＤ＋ｔｋ细胞，ＭＴＴ法测定细胞抑制率。裸鼠皮下注射 ＱＢＣ９３９／ＣＤ＋ｔｋ细胞，成瘤后腹腔注

射前体药物，用药前后测量移植瘤的大小判断疗效。结果　ＣＤ和 ｔｋ基因在 ＱＢＣ９３９／ＣＤ＋ｔｋ细胞中

获得稳定表达。联合 ５Ｆｃ和 ＧＣＶ与任何单一药物相比，在较小剂量下可产生较强的抑制作用。随

着药物浓度的提高，对细胞生长的抑制作用也相应地提高。前体药物对 ＱＢＣ９３９／ＣＤ＋ｔｋ细胞早期生

成的移植瘤抑制作用明显，肿瘤可完全消失，并观察到明显的局部旁观者效应。结论　双自杀基因

系统在体内外对胆管癌细胞和裸鼠移植瘤均有明显的抑制效果，旁观者效应也很明显。
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　　自杀基因治疗成为近年来肿瘤基因治疗的热

点，研究显示双自杀基因比单自杀基因对肿瘤有更

好的疗效。本研究采用脂质体将双自杀基因胞嘧

啶脱氨酶基因（ｃｙｔｏｓｉｎｅｄｅａｍｉｎａｓｅ，ＣＤ）和单纯疱疹

病毒胸苷激酶基因（ｈｅｒｐｅｓｓｉｍｐｌｅｘｖｉｒｕｓｔｈｙｍｉｄｉｎｅｋｉ

ｎａｓｅ，ＨＳＶｔｋ）导入胆管癌细胞，并将稳定转染后的

胆管癌细胞注射裸鼠皮下，建立移植瘤模型，应用

两种前药 ５－氟胞嘧啶（５ｆｌｕｏｒｏｃｙｔｏｓｉｎｅ，５Ｆｃ）和丙

氧鸟苷（Ｇａｎｃｉｃｌｏｖｉｒ，ＧＣＶ）进行干预，观察双自杀基

因系统在体内外对胆管癌的抑制作用。

１　材料和方法

１．１　材料

ｐＷＺＬｎｅｏＣＤｇｌｙｔｋ质粒为山东大学齐鲁医院肿瘤

中心保存，ＱＢＣ９３９细胞由第三军医大学王曙光教

授赠送，脂质体为 Ｒｏｃｈｅ公司产品，胎牛血清、ＲＰＭＩ

１６４０培 养 基 和 Ｔｒｉｚｏｌ试 剂 为 ＧＩＢＣＯ公 司 产 品，

ＭＴＴ，Ｇ４１８和前体药物 ５Ｆｃ为 Ｓｉｇｍａ公司产品，前

体药物 ＧＣＶ为 ＲｏｃｈＳｙｎｔｅｘ公司产品，各种限制性核

酸内切酶、聚合酶为 ＴＯＹＯＢＯ公司产品，ＰＣＲ引物

由上海生工生物技术公司合成。

１．２　质粒提取及酶切鉴定

用 Ｐｒｏｍｇａ质粒大提试剂盒提取质粒 ｐＷＺＬｎｅｏＣ

Ｄｇｌｙｔｋ，分别用 ＢａｍＨＩ和 ＥｃｏＲＩ双酶切和 ＢａｍＨＩ单

酶切鉴定，酶切产物进行 １％的凝胶电泳。

１．３　脂质体转染 ＱＢＣ９３９细胞，筛选及鉴定

使用 脂质体 ＤＯＳＰＥＲ ＬｉｐｏｓｏｍａｌＴｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎＲｅａ

ｇｅｎｔ，按照说明书进行转染。转染 ４８ｈ后，在 ＲＰＭＩ

１６４０培养液中加入含 Ｇ４１８８００μｇ／ｍＬ的 １０％胎

牛血清进行筛选培养，出现 ＱＢＣ９３９／ＣＤ＋ｔｋ细胞

克隆后扩大培养。ＰＣＲ鉴定：应用 Ｔｒｉｚｏｌ试剂提取

ＱＢＣ９３９／ＣＤ＋ｔｋ细 胞 的 ＲＮＡ，用 ＲｅｖｅｒｔＡｉｄＴＭ Ｆｉｒｓｔ

ＳｔｒａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ试剂盒（Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司）进

行逆转录反应，再进行 ＰＣＲ扩增，扩增产物进行

１％凝胶电泳。

１．４　前体药物 ＧＣＶ和／或 ５Ｆｃ对 ＱＢＣ９３９／ＣＤ＋

ｔｋ细胞和 ＱＢＣ９３９细胞的抑制作用

１．４．１　ＭＴＴ法测定细胞抑制率　分别取 １０４个

ＱＢＣ９３９／ＣＤ＋ｔｋ细胞和 ＱＢＣ９３９细胞接种于 ９６孔

板，ＱＢＣ９３９／ＣＤ＋ｔｋ细胞和 ＱＢＣ９３９细 胞各分 ３

组：ＧＣＶ组，５Ｆｃ组和 ＧＣＶ＋５Ｆｃ组。给予不同浓

度的药物（ＧＣＶ０．０１，０．１，１，１０，５０，１００μｇ／ｍＬ；

５Ｆｃ２０，４０，６０，８０，１００，１２０μｇ／ｍＬ），以不加药物

的 ＱＢＣ９３９细胞为空白对照孔。ＭＴＴ法测定吸光

度（ＯＤ值）。细胞抑制率 ＝（对照孔 ＯＤ值 －实验

孔 ＯＤ值）×１００％／对照孔 ＯＤ值。

１．４．２　旁观者效应的检测　按每孔 １０４个细胞，

将 ＱＢＣ９３９／ＣＤ＋ｔｋ细胞／ＱＢＣ９３９细胞按以下比率

混合（０∶１００，５∶９５，１０∶９０，２０∶８０，３０∶７０，４０∶

６０，５０∶５０，７０∶３０，１００∶０），然后分 ３组加药：

ＧＣＶ（０．０１μｇ／ｍＬ）＋５Ｆｃ（２０μｇ／ｍＬ）组、ＧＣＶ

（１μｇ／ｍＬ）＋５Ｆｃ（６０μｇ／ｍＬ）组，ＧＣＶ（１００μｇ／

ｍＬ）＋５Ｆｃ（１２０μｇ／ｍＬ）组。ＭＴＴ法测定吸光度。

１．５　前体药物 ＧＣＶ和 ５Ｆｃ对裸鼠胆管癌移植瘤

的抑制作用及旁观者效应

１．５．１　前体药物 ＧＣＶ和 ５Ｆｃ对裸鼠胆管癌移植

瘤的抑 制 作 用 　 每 只 裸 鼠 皮 下 注 射 ２×１０６ 个

ＱＢＣ９３９／ＣＤ＋ｔｋ细胞，共 １２只，接种后 ４周，分 ３

组加药：ＧＣＶ（２０ｍｇ／ｋｇ体重）＋５Ｆｃ（１５０ｍｇ／ｋｇ体

重）组，ＧＣＶ（５０ｍｇ／ｋｇ体重）＋５Ｆｃ（３００ｍｇ／ｋｇ体

重）组，ＧＣＶ（１００ｍｇ／ｋｇ体重）＋５Ｆｃ（６００ｍｇ／ｋｇ

体重）组。对照组每只裸鼠皮下注射 ２×１０６个

ＱＢＣ９３９细 胞，共 ４只，接 种 后 ４周 给 予 ＧＣＶ

（５０ｍｇ／ｋｇ体重）和 ５Ｆｃ（３００ｍｇ／ｋｇ体重）。４组

裸鼠均为腹腔注射，连续 ２１ｄ，停药 ７ｄ观察肿瘤大

小。

１．５．２　前体药物 ＧＣＶ和 ５Ｆｃ对裸鼠胆管癌移植

瘤的抑制作用的旁观者效应　将 ２０只裸鼠分 ５

组：Ａ组和 Ｄ组（对照组）为 ２×１０６个 ＱＢＣ９３９／ＣＤ

＋ｔｋ细胞接种裸鼠右侧背部皮下；Ｂ组为 １×１０６

３４８
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个 ＱＢＣ９３９／ＣＤ＋ｔｋ细胞和 １×１０６个 ＱＢＣ９３９细胞

混合接种裸鼠右侧背部皮下；Ｃ组为 ２×１０６ 个

ＱＢＣ９３９／ＣＤ＋ｔｋ细胞接种裸鼠左侧背部皮下，２×

１０６个 ＱＢＣ９３９细胞接种裸鼠右侧背部皮下；Ｅ组

为 ２×１０６个 ＱＢＣ９３９细胞接种裸鼠右侧背部皮

下。接种后 ２周，Ａ，Ｂ，Ｃ，Ｅ组均给予腹腔注射

ＧＣＶ（５０ｍｇ／ｋｇ体重）和 ５Ｆｃ（３００ｍｇ／ｋｇ体重）共

０．２ｍＬ，Ｄ组注射生理盐水 ０．２ｍＬ。连续 ２１ｄ，停药

７ｄ观察肿瘤大小。

１．６　统计学处理

采用 ＳＰＳＳ１０．０软件包进行统计学处理，组间

数据比较采用析因设计的双因素方差分析及非参

数检验。

２　结　果

２．１　质粒的酶切鉴定

提取纯化的质粒 ｐＷＺＬｎｅｏＣＤｇｌｙｔｋ用 ＢａｍＨ Ｉ和

ＥｃｏＲＩ双酶切，酶切产物电泳结果有 ３个条带，第 １

条带约 ５．６８ｋｂ（双酶切后的质粒片段），第 ２条带

约 １．２８ｋｂ（ＣＤ基因），第 ３条带约 １．１３ｋｂ（ｔｋ基

因）；用 ＢａｍＨＩ单酶切所得产物电泳结果有 ２个条

带，第 １条带约 ６．８１ｋｂ（单酶切后的质粒片段），第

２条带约 １．２８ｋｂ（ＣＤ基因），与双酶切电泳图的第

２条带平行（见图 １），结果证明质粒提取纯化正

确。

　　Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ（ＤＬ２０００）；１：ＢａｍＨＩ和 ＥｃｏＲＩ双酶切产物，双

酶切后的质粒片段、ＣＤ基因和 ｔｋ基因；２：ＢａｍＨ Ｉ单酶切产

物，单酶切后的质粒片段和 ＣＤ基因

图 １　ｐＷＺＬｎｅｏＣＤｇｌｙｔｋ的 ＢａｍＨＩ和 ＥｃｏＲＩ双酶切和 ＢａｍＨＩ

单酶切电泳图

２．２　目的基因的整合及鉴定

提取转染有双自杀基因的 ＱＢＣ９３９／ＣＤ＋ｔｋ细

胞的 ＲＮＡ，经 ＲＴＰＣＲ反应扩增，产物进行 １％凝胶

电泳，βａｃｔｉｎ内参条带清晰，证明 ＲＴＰＣＲ全过程

操作正确，１．２８ｋｂ（ＣＤ基因）和 １．１３ｋｂ（ｔｋ基因）

处各有一阳性条带（图 ２），说明目的基因已整合入

ＱＢＣ９３９／ＣＤ＋ｔｋ细胞并稳定表达。

　　Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ（ＭａｒｋｅｒＩＩ）；１：ｔｋ基因，βａｃｔｉｎ（内参）；２：ＣＤ基

因，βａｃｔｉｎ（内参）

图 ２　ＲＴＰＣＲ鉴定 ＣＤ和 ｔｋ基因在 ＱＢＣ９３９／ＣＤ＋ｔｋ细胞

中的表达

２．３　前体药物 ＧＣＶ和／或 ５Ｆｃ对 ＱＢＣ９３９／ＣＤ

＋ｔｋ细胞和 ＱＢＣ９３９细胞的抑制作用

前体药物对于 ３组 ＱＢＣ９３９细胞均无明显抑制

作用。ＱＢＣ９３９／ＣＤ＋ｔｋ细胞组中，单独使用 ＧＣＶ

组，在 １μｇ／ｍＬ的剂量下细胞抑制率为 ５１％，当剂

量增加到 １００μｇ／ｍＬ时，抑制率为 ９１％；单独使用

５Ｆｃ组，６０μｇ／ｍＬ剂量时，抑制率为 ４４％，剂量增

加到 １２０μｇ／ｍＬ时，抑制率升到 ９０％；联合用药组

的抑制作用明显增强，在低浓度 ＧＣＶ（０．０１μｇ／

ｍＬ）＋５Ｆｃ（２０μｇ／ｍＬ）的条件下有 ５９％的细胞被

抑制，在中浓度 ＧＣＶ（１μｇ／ｍＬ）＋５Ｆｃ（６０μｇ／ｍＬ）

的条件下有高达 ８６％的细胞被抑制。ＱＢＣ９３９／ＣＤ

＋ｔｋ细胞组中，联合用药组与两个单独用药组比

较，细胞抑 制 率 明 显 升 高，差 别 有 显 著 性 （Ｐ ＜

０．０５）。ＱＢＣ９３９／ＣＤ＋ｔｋ细胞组中，单独使用 ＧＣＶ

组和单独使用 ５Ｆｃ组的细胞抑制率相比较，差别

无显著性（Ｐ＞０．０５）。

２．４　前体药物 ＧＣＶ和／或 ５Ｆｃ对 ＱＢＣ９３９／ＣＤ＋

ｔｋ细胞的抑制作用的旁观者效应

对于同一比例混合的细胞，低浓度 ＧＣＶ（０．０１

μｇ／ｍＬ）＋５Ｆｃ（２０μｇ／ｍＬ）组与中浓度 ＧＣＶ（１μｇ／

ｍＬ）＋５Ｆｃ（６０μｇ／ｍＬ）组和高浓度 ＧＣＶ（１００μｇ／

４４８
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ｍＬ）＋５Ｆｃ（１２０μｇ／ｍＬ）组相比，前体药物的抑制

作用明显减低（Ｐ＜０．０１）。而中浓度和高浓度两

组之间 相 比，抑 制 作 用 的 差 别 无 显 著 性 （Ｐ ＞

０．０５）。从中浓度组看，当 ＱＢＣ９３９／ＣＤ＋ｔｋ细胞在

混合细胞中所占比例为 ５％时，前体药物对混合细

胞的抑制率为 １５％；比例达 ２０％时，有 ４０％的混

合细 胞 被 抑 制；当 比 例 达 ５０％ 时，抑 制 率 可 到

８５％；但是当比例超过 ５０％以后，前体药物对各组

细胞的抑制作用无明显差别。

２．５　前体药物 ＧＣＶ和 ５Ｆｃ对裸鼠胆管癌移植瘤

的抑制作用

实验组和对照组成瘤时间均为 １周左右，４周

后肿瘤体积约达 ４００ｍｍ３，在给予前体药物后，实验

组生长速度明显减慢，但均未完全消失；而对照组

继续生长。治疗结束后 １周（第 ８周）与治疗前

（第 ４周）相比较，低剂量组与中剂量组和高剂量

组相比，差别有显著性（Ｐ＜０．０５）；中剂量和高剂

量组瘤体有不同程度的减小，但两组之间差别无显

著性（Ｐ＞０．０５）。

２．６　前体药物 ＧＣＶ和 ５Ｆｃ对裸鼠胆管癌移植瘤

的抑制作用的旁观者效应

Ａ组（ＱＢＣ９３９／ＣＤ ＋ｔｋ细胞）用药后肿瘤逐渐

缩小，消失，停药后未见复发，与对照 Ｄ组（停药 １

周体积 １３４８ｍｍ３）和 Ｅ组（停药 １周体积 １３０７

ｍｍ３）均有显著差别（Ｐ ＜０．０１）。局部旁观者效

应组 Ｂ组在治疗期间生长非常缓慢，停药 １周的体

积为 １４５ｍｍ３，与 Ａ组和 Ｄ，Ｅ组相比差别有显著性

（Ｐ＜０．０１）；远处旁观者效应组 Ｃ组左侧肿瘤缩

小，消失；右 侧 继 续 生 长，停 药 １周 体 积 （１２８１

ｍｍ３）与对照组差别无显著性（Ｐ＞０．０５）。

３　讨　论

胆管癌术前早期确诊率低，手术切除率较低，

放、化疗的治疗效果不佳，迫切需要新的治疗方法，

基因治疗就成为关注的热点。基因治疗常见方法

之一就是自杀基因治疗（ｓｕｉｃｉｄｅｇｅｎｅｔｈｅｒａｐｙ），又称

前药敏感基因疗法（ｐｒｏｄｒｕｇｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｇｅｎｅｔｈｅｒａｐｙ），

是将自杀基因导入肿瘤细胞，由自杀基因所编码的

酶可以将无毒或低毒的前体药物在肿瘤细胞内代

谢为毒性代谢产物，进而抑制肿瘤细胞［１，２］。

目前发现的自杀基因中，研究较多的是胞嘧啶

脱氨酶基因（ｃｙｔｏｓｉｎｅｄｅａｍｉｎａｓｅ，ＣＤ）和单纯疱疹病

毒胸苷 激 酶基 因 （ｈｅｒｐｅｓｓｉｍｐｌｅｘｖｉｒｕｓｔｈｙｍｉｄｉｎｅｋｉ

ｎａｓｅ，ＨＳＶｔｋ）［３，４］。ＣＤ基因编码的胞嘧啶脱氨酶

将胞嘧啶代谢为尿嘧啶，使 ５Ｆｃ转化为细胞毒性

代谢产物 ５Ｆｕ，而发挥细胞毒作用［５］。ＨＳＶｔｋ基

因编码的胸苷激酶，可以催化核酸类似物代谢为二

磷酸核苷衍生物，后者在体内进一步转化为对细胞

有明显毒性的三磷酸核苷［６］。

本研究用脂质体将双自杀基因转入 ＱＢＣ９３９细

胞，经过长期筛选获得 ＱＢＣ９３９／ＣＤ＋ｔｋ细胞。经

ＲＴＰＣＲ 鉴 定，双 自 杀 基 因 ＣＤ 和 ＨＳＶｔｋ 在

ＱＢＣ９３９／ＣＤ＋ｔｋ细胞中稳定表达。证明用阳离子

脂质体做载体将外源基因转导入肿瘤细胞是安全

有效的。

本研究结果显示，在体外实验中，对于未转染

自杀基因的 ＱＢＣ９３９胆管癌细胞，使用前药 ＧＣＶ和

／或 ５Ｆｃ无明显治疗效果；而对于转染自杀基因后

的 ＱＢＣ９３９／ＣＤ＋ｔｋ细胞，单独应用 ＧＣＶ或 ５Ｆｃ即

可以产生明显的抑制作用；随着药物浓度的增加，

抑制作用也增强。自杀基因的联合应用，对于不同

的自杀基因系统来说，不同的酶 －前药系统各有特

点，ＨＳＶｔｋ／ＧＣＶ系统直接抑瘤作用明显，ＣＤ／５Ｆｃ

系统旁观者效应突出［７］，利用其互补性联合应用，

可达到最佳抑瘤效果。Ｈａｊｒｉ等［８］联合 ＣＤ和 ｔｋ双

自杀基因用与胰腺癌的治疗，比单一用药可明显提

高治疗效果。本研究的体外实验也显示，联合使用

ＧＣＶ和 ５Ｆｃ组比单独使用 ＧＣＶ组或 ５Ｆｃ组的细

胞抑制率明显提高；联合使用 ＧＣＶ和 ５Ｆｃ组只需

要很小的剂量就能达到明显的抑瘤效果；联合使用

ＧＣＶ和 ５Ｆｃ组可以产生明显的旁观者效应。其意

义在于只需要将双自杀基因转染少量的胆管癌细

胞，就会对临近的胆管癌细胞产生广泛抑制作用，

明显扩大双自杀基因的作用，在一定程度上弥补了

脂质体转染效率低的缺点。

本研究的体内实验显示，对于 ＱＢＣ９３９／ＣＤ＋ｔｋ

细胞接种 ２周所生成的肿瘤，联合应用 ＧＣＶ和 ５

Ｆｃ连续 ３周腹腔内注射，肿瘤可以完全被抑制甚至

消失，停药后无复发，说明双自杀基因体系体内治

疗的有效性。但是对于 ＱＢＣ９３９／ＣＤ＋ｔｋ细胞接种

５４８
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４周所生成的肿瘤，在相同剂量和时间的前药治疗

下，虽然使肿瘤的生长受到抑制，但没有使肿瘤完

全消失，考虑可能是治疗开始时瘤体已经较大，体

内情况较体外复杂，可能存在肿瘤间质细胞的影响

等其他因素，前药不能完全作用于全部肿瘤细胞。

本实验中，尽管 Ｂ组肿瘤未完全消失，但生长非常

缓慢，说明即使是在免疫缺陷的裸鼠体内，也存在

较明显的局部旁观者效应。Ｃ组显示对侧（右侧）

转染阴性的肿瘤虽然较对照组稍小，但生长减缓并

不明显，说明裸鼠体内的远处旁观者效应并不明

显。

从体内外实验可以看出 ＣＤ和 ＨＳＶｔｋ双自杀基

因共表达系统对 ＱＢＣ９３９胆管癌细胞及其裸鼠移

植瘤有较强的抑制作用和明显的局部旁观者效应，

双自杀基因系统与单自杀基因系统相比，前体药物

的用量明显减少，大大降低了前体药物的毒副作

用，同时也减少了肿瘤细胞对治疗药物的耐药性，

为进一步的临床应用奠定一定的实验基础。
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２００６中国实验外科暨肿瘤外科论坛征文通知

为展示我国外科各专业领域近年来的新进展、新成果，中华医学会外科学分会实验外科学组定于 ２００６年 ４月在

石家庄召开中华医学会 ２００６中国实验外科暨肿瘤外科论坛。本次会议将邀请外科学界院士和知名专家作专题演

讲。凡参会者均颁发国家继续教育学分证书和中华医学会论文证书。现将征集论文的有关事宜通知如下：

１．征文内容：（１）外科基础（休克、感染、创伤、移植、营养、监护等）研究；（２）肿瘤外科的临床研究、实验研究；

（３）血管、甲状腺、乳腺、肝胆胰脾胃肠、腹壁等的临床研究、实验研究；（４）外科各专业领域的新理论、新技术、新方

法；（５）实验动物和动物模型；（６）其他。

２．征文要求：（１）论文请寄全文及 ８００字以内的摘要各 １份（自留底稿）。摘要应包括文题，作者单位，邮编，姓

名及论文目的、方法、结果、结论等。无摘要者恕不受理。（２）论文要求科学性强、数据可靠、重点突出、文字精练。

论文须由作者所在单位审查盖章同意，并请在信封正面注明“会议征文”字样；（３）欢迎在基层医院临床一线工作的

外科医师踊跃投稿，介绍解决临床疑难问题的工作经验；（４）征文截稿日期：２００５年 １２月 ２０日；（５）来稿请寄：石

家庄市和平西路 ２１５号河北医科大学附属第二医院外科吕海涛、张建生医生收；邮政编码：０５００００，电话：０３１１－

８７２２２２８３。

中华医学会外科学分会实验外科学组

２００５年 １０月

６４８




