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ＰＧＬ３ＤＦ３ＤＴＡ在 ＤＦ３阳性人乳腺癌细胞
移植瘤中的表达和作用

张杨，黄文广，黄汉菊，杨琰

（华中科技大学同济医学院协和医院 普通外科，湖北 武汉 ４３００２２）

　　摘要：目的　探讨含人乳癌 ＤＦ３／ＭＵＣ１启动子转录调控序列的 ＤＴＡ重组表达载体 ＰＧＬ３ＤＦ３
ＤＴＡ对乳腺癌 ＤＦ３阳性癌细胞的选择性表达和杀伤作用。方法　将乳腺癌的两种细胞株 ＭＣＦ７和

ＭＤＡＭＢ２３１分别接种于裸鼠背侧皮下，７ｄ后开始用重组的质粒进行活体内瘤注射治疗。肿瘤接种

后第 ２９天脱颈椎处死裸鼠，测量移植瘤的体积和质量；并采用逆转录 －聚合酶链反应法（ＲＴＰＣＲ）检

测裸鼠移植瘤内 ＤＴＡ的表达情况。结果　重组表达载体 ＰＧＬ３ＤＦ３ＤＴＡ在 ＭＣＦ７细胞株移植瘤中表

达，明显抑制肿瘤生长。结论　重组表达载体 ＰＧＬ３ＤＦ３ＤＴＡ对乳腺癌 ＤＦ３阳性的癌细胞起到了选择

性表达和杀伤作用。 ［中国普通外科杂志，２００８，１７（５）：４５４－４５７］
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第５期 张杨，等：ＰＧＬ３ＤＦ３ＤＴＡ在ＤＦ３阳性人乳腺癌细胞移植瘤中的表达和作用

　　目前乳腺癌的治疗方法主要是手术切除、化
疗、放疗及内分泌治疗，但对于有远处转移的患

者，尚无特殊的治疗方法。随着分子生物学及免

疫学的发展，基因治疗已成为一种较为有效和具

有临床应用潜力的治疗策略。本实验通过建立裸

鼠人乳腺癌移植瘤动物模型，利用已经构建的含

人乳腺癌 ＤＦ３／ＭＵＣ１启动子转录调控序列的 ＤＴＡ
表达载体 ＰＧＬ３ＤＦ３ＤＴＡ，探讨 ＰＧＬ３ＤＦ３ＤＴＡ在
体内对乳腺癌细胞的特异性杀伤作用，为乳腺癌

的基因治疗提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料
重组表达载体 ＰＧＬ３ＤＦ３ＤＴＡ由本实验小组

自行构建［１］。人乳腺癌 ＭＣＦ７细胞株和 ＭＤＡＭＢ
２３１细胞株由本院普外实验室保存。４周龄雌性
裸鼠购自湖北省实验动物研究中心；１６４０培养基
购自 ＧＩＢＩＣＯ生物公司；逆转录酶，ＯｌｉｇｏｄＴ，Ｔａｑ
ＤＮＡ聚合酶，ｄＮＴＰｓ购自 Ｐｒｏｍｅｇａ生物技术公司；
聚合酶链反应（ＰＣＲ）引物购自北京赛百盛基因技
术有限公司；胎牛血清购自杭州四季青公司。其

他试剂为国产分析纯。

１．２　实验方法
１．２．１　细胞培养　乳腺癌 ＭＣＦ７和 ＭＤＡＭＢ
２３１细胞用含 １０％胎牛血清的 １６４０培养基，另
添加 ＮａＨＣＯ３和羟乙基呱嗪乙硫磺酸（ＨＥＰＥＳ），置
于 ３７℃，５％ ＣＯ２培养箱中培养。细胞换液时间
为 １～２ｄ，３～４ｄ传代；待其贴壁生长至 ７０％ ～
８０％汇合时，用 ０．２５％的胰酶消化传代培养。
１．２．２　裸鼠皮下移植瘤模型的建立　将对数生
长期的 ＭＣＦ７和 ＭＤＡＭＢ２３１细胞分别与磷酸
盐缓冲液（ＰＢＳ）混合，制成单细胞悬液。将 １３只
裸鼠随机分为 ３组，即 ＭＣＦ７组，ＭＤＡＭＢ２３１
组，空白对照组。前两组每组 ５只，按每鼠分别接
种 ＭＣＦ７细胞和 ＭＤＡＭＢ２３１细胞，１×１０７ 个
０．２ｍＬ于右后腿外侧皮下注射；对照组 ３只不做
任何处理。约７ｄ后，待肿瘤体积达到１５０～２００ｍｍ３

时，开始向 ＭＣＦ７细胞和 ＭＤＡＭＢ２３１细胞移植
瘤内分别多点注射重组质粒 ５０μｇＰＧＬ３ＤＦ３ＤＴＡ
（５０μｇＰＧＬ３ＤＦ３ＤＴＡ＋５０μＬｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎ＋４５０μＬ
无血清 １６４０培养基）／只。注射后针头应保留在
肿瘤组织内 ３０ｓ，以防止注射物反向扩散［２］。间

隔 ２ｄ注射 １次，共 ７次。为了确定 ＰＬ３ＤＦ３ＤＴＡ
对正常组织是否有损害作用，空白对照组动物于

相同部位注射相同剂量的重组质粒。定期观察小

鼠的精神状态、饮食及排便情况。用游标卡尺测

量肿瘤结节的长度（ａ）和宽度（ｂ），按公式［３］Ｖ＝
ａｂ２／２计算肿瘤体积。绘制肿瘤生长曲线。在第
７次注射 ３ｄ后（肿瘤接种后第 ２９天）处死裸鼠，
解剖并观察肺、肝、肾、心、脾及腹腔的转移以及

损害情况。手术切除肿瘤组织，称其湿重。将各

组肿瘤组织做好标记，各组分别取 ２００ｍｇ以 ４％
甲醛溶液固定常规石蜡包埋。其余肿瘤组织置液

氮中储存，以备 ＲＮＡ抽提，并观察每组动物各脏
器的组织病理学改变。

１．２．３　逆转录 －聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）检测
移植瘤中 ＤＴＡｍＲＮＡ表达

（１）用 ｔｒｉｚｏｌ试剂提取细胞总 ＲＮＡ。
（２）ｃＤＮＡ的合成 取总 ＲＮＡ８μｇ、Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）

１μＬ，用 ＤＥＰＣ处理水补充反应体积至 １５μＬ，混
匀。７５℃变性 １０ｍｉｎ后置冰上冷却 ２ｍｉｎ；加入
５×缓冲液 ５μＬ，１０ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ３μＬ，逆 转录酶
２μＬ；４２℃反应 ６０ｍｉｎ后，９５℃变性 ５ｍｉｎ灭活
逆转录酶，置 －２０℃保存。

（３）ＰＣＲ扩 增 ＤＴＡ引 物 序 列 为 ｓｅｎｓｅ：５′
ＴＴＣＧＴＡＣＣＡＣＧＧＧＡＣＴＡＡＡＣＣＴＧＧ３′， Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ：
５′ＣＣＡＣＧＴＴＴＴＣＣＡＣＧＧＧＴＴＴＣＡＡ３′，扩增片段大小
为 ４６８ｂｐ。小鼠 βａｃｔｉｎ为内对照，其引物序列：
正义为 ５′ＴＧＡＧＡＣＣＴＴＣＡＡＣＡＣＣＣＣＡＧ３′；反义为
５′ＧＣＣＡＴＣＴＣＴＴＧＣＴＣＧＡＡＧＴＣ３′；产 物 大 小 为

３１６ｂｐ。
（４）扩 增 体 系 ２５ μＬ体 系。ｃＤＮＡ２ μＬ，

ｄＮＴＰ１μＬ（２０ｍｍｏｌ／Ｌ），Ｍｇｃｌ２２μＬ，１０×缓冲液
２．５μＬ，正反义引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）各 １．５μＬ，Ｔａｑ
酶 １μＬ，三蒸水补足反应体积至 ２５μＬ。ＰＣＲ条
件：９４℃变性 ５ｍｉｎ，９４℃变性 ３０ｓ，５１℃复性
４５ｓ，７２℃延伸 ４５ｓ，循环 ３０次；末次循环 ７２℃
延伸 １０ｍｉｎ。ＰＣＲ产物经 ２．０％琼脂糖凝胶电
泳，溴化乙啶染色，紫外灯下照相。

１．３　统计学处理
实验数据以 ｘ±ｓ表示。计量资料采用 ｔ检

验，Ｐ＜０．０５为有统计学差异，Ｐ＜０．０１为差异
非常显著。

２　结　果

２．１　ＰＧＬ３ＤＦ３ＤＴＡ对裸鼠移植瘤生长的影响
及两组治疗后一般情况比较

ＭＣＦ７组和ＭＤＡＭＢ２３１组，１０只裸鼠均存活，
并有肿瘤形成，成瘤率 １００％。ＭＣＦ７组和 ＭＤＡ
ＭＢ２３１组肿瘤体积分别为（１５９．４４±５．２６）ｍｍ３和

５５４
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（１６７．６２±９．４８）ｍｍ３，差异无显著性（Ｐ＞０．０５）。
随着 ＰＧＬ３ＤＦ３ＤＴＡ注射后时间的延长，两组移
植瘤体积开始出现差异，第 ２９天，ＭＣＦ７组和
ＭＤＡＭＢ２３１组 肿 瘤 体 积 分 别 为 （２７３．４４±
２９．１９）ｍｍ３和（６１７．５８±７５．１５）ｍｍ３，差异有极
显著性（Ｐ＜０．０１）。ＭＣＦ７组和 ＭＤＡＭＢ２３１
组瘤重分别为（０．２４±０．０５）ｇ和（０．６０±０．１１）
ｇ，差异有显著性（Ｐ＜０．０１）。ＭＤＡＭＢ２３１组肿
瘤生长呈明显递增，ＭＣＦ７组生长曲线较为低平
（图１）。重组质粒 ＰＧＬ３ＤＦ３ＤＴＡ，治疗后 ＭＣＦ７
组的肿瘤体积及重量均显著低于 ＭＤＡＭＢ２３１组
（Ｐ＜０．０１）（表 １）。ＭＣＦ７组裸鼠精神及进食状
态较好，ＭＤＡＭＢ２３１组皮肤较粗糙，精神状态
差，进食欠佳，体型消瘦。两组动物均无腹腔、

肺、肝、脾、肾等脏器的改变及转移和腹水形成。

空白对照组动物精神及进食状态良好，肉眼未见

任何组织异常。病理检查显示两组肿瘤坏死程度

无明显差异。
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图１　两组裸鼠肿瘤生长曲线图

表１　重组质粒ＰＧＬ３ＤＦ３ＤＴＡ对人乳腺癌ＭＣＦ７裸鼠移植
肿瘤的抑制作用

分组
肿瘤重量（ｇ）

治疗后

肿瘤体积（ｍｍ３）

治疗前 治疗后

ＭＣＦ７ ０．２４±０．０５ １５８．８４±５．２６ ２７３．４４±２９．１９

ＭＤＡＭＢ２３１ ０．６０±０．１１１） １６７．６２±９．０５ ６１７．５８±７５．１５１）

　　注：１）与ＭＣＦ７组比较，Ｐ＜０．０１

２．２　裸鼠移植瘤内 ＤＴＡ的表达
ＭＣＦ７组和 ＭＤＡＭＢ２３１组移植瘤组织内均

有内对照 βａｃｔｉｎ条带出现。ＭＣＦ７组移植瘤组
织 内 可 检 测 到 ＤＴＡ ｍＲＮＡ的 表 达，条 带 长 约
４６８ｂｐ，特异性好；ＭＤＡＭＢ２３１组移植瘤组织内
未见 ＤＴＡｍＲＮＡ的表达条带 （图 ２）。
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图 ２　重组质粒 ＰＧＬ３ＤＦ３ＤＴＡ治疗两组裸鼠移植瘤
ＤＴＡｍＲＮＡ的表达　１，２，３：ＭＤＡＭＢ２３１组；
４，５，６：ＭＣＦ７组；７：阴性对照；８：阳性对照
（ＰＧＬ３ＤＦ３ＤＴＡ质粒）；Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒ

３　讨　论

在活体肿瘤的基因治疗中，利用肿瘤杀伤基

因对肿瘤细胞进行目的性特异性杀伤极为关键。

非特异性的肿瘤杀伤基因可损害正常的肝、骨髓、

肾、肠等重要器官，最终导致患者死亡。因此，识

别和发展具有特异性的启动子十分重要。

本研究利用在正常细胞与肿瘤细胞中存在差

异性表达的基因调控序列，使毒素基因仅表达在

肿瘤细胞中，构建一种含人乳腺癌 ＤＦ３启动子转
录调控序列的 ＤＴＡ重组表达载体，由 ＤＴＡ毒素
的表达导致肿瘤生长进行性减慢，使之选择性地

表达和杀伤乳腺癌 ＤＦ３阳性的肿瘤细胞。本实验
结果显示，ＭＣＦ７组治疗后肿瘤的平均重量和体
积明显低于与 ＭＤＡＭＢ２３组，差异有显著性；而
且 ＭＤＡＭＢ２３组动物皮肤粗糙，一般情况均较
ＭＣＦ７组动物差。说明 ＤＴＡ对乳腺癌 ＤＦ３阳性
的肿瘤细胞有选择性抑制及杀伤作用。人乳腺癌

细胞 ＭＣＦ７正是过度表达 ＤＦ３／ＭＵＣ１的乳腺癌
细胞之一。已有研究证实，直接注射 ＤＮＡ至肿瘤
组织中能导致肿瘤细胞的转导，利用组织特异性

的启动子能获得注射目的基因的特异性表达［４］。

在以往的实验中，对仅使用 １次毒素质粒注射者
并未观察到其对肿瘤生长的实质效应［５］。这说

明，基因治疗所需要的转染效率是必须通过多次

注射 ＤＮＡ重组体才能获得的。Ｇｏｔｏ等［６］指 出，

ＤＴＡ杀伤的肿瘤细胞在停止注射质粒后出现再次
生长的现象，这是由于用重组体进行治疗后，活性

的肿瘤细胞仍然在一定范围内存在，它们是肿瘤

再次生长的根源。Ｏｈａｎａ等［２］提出，重复生长肿瘤

的问题可通过反复多次注射含杀伤基因的重组体

６５４
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而得以解决。本研究组织学检查显示，ＭＣＦ７组
肿瘤和 ＭＤＡＭＢ２３组肿 瘤在多次注射 ＰＧＬ３
ＤＦ３ＤＴＡ后，其坏死程度并无明显不同。因为通
过皮下注射肿瘤细胞株形成的肿瘤，不同于自然

形成的肿瘤，缺乏间质和血管的支持；当这些皮下

肿瘤组织的生长超过其周围组织提供的营养时，

它们才开始出现大范围的坏死。

本实验在 ＭＣＦ７组治疗后的肿瘤样本中检测
到 ＤＴＡｍＲＮＡ的表达，条带长约 ４６８ｂｐ，特异性
好；而在 ＭＤＡＭＢ２３１组治疗后的肿瘤样本中未
见 ＤＴＡ ｍＲＮＡ的 表 达。在 体 外 实 验 中，ＰＧＬ３
ＤＦ３ＤＴＡ转染 ＭＣＦ７细胞后能够检测到 ＤＴＡｍＲ
ＮＡ的表达［７］。这与活体实验结果也是一致的。

其它活体实验中 ＰＧＬ３ＤＦ３ＤＴＡ的特异性杀伤作
用也得到了相关证实［８］。因此，可以得出如下结

论：含人乳癌 ＤＦ３／ＭＵＣ１启动子转录调控序列的
ＤＴＡ可选择性表达在乳腺癌 ＤＦ３阳性的肿瘤中，
并对肿瘤的生长起到抑制和杀伤的作用。本实验

结果为研究 ＤＦ３阳性肿瘤的靶向性基因治疗提供
了理论基础。
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