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ＰＧＬ３ＤＦ３ＤＴＡ特异性杀伤移植瘤
裸鼠人乳腺癌细胞的实验研究

蔡明，黄文广，潘晟

（华中科技大学同济医学院附属协和医院 普通外科，湖北 武汉 ４３００２２）

　　摘要：目的　研究新构建的含人乳腺癌 ＤＦ３启动子和白喉毒素 Ａ片段的重组表达载体 ＰＧＬ３
ＤＦ３ＤＴＡ对裸鼠人乳腺癌移植瘤的特异性杀伤作用。方法　建立人乳腺癌移植瘤裸鼠动物模型，将 ４
周龄裸鼠 ３６只随机分为实验组、空载体组、空白对照组、阴性对照组 ４组，每组 ９只。将 ＤＦ３阳性和
阴性的人乳腺癌细胞 ＭＣＦ７和 ＭＤＡＭＢ２３１分别接种于相应的裸鼠皮下。待成瘤后，将重组表达载
体 ＰＧＬ３ＤＦ３ＤＴＡ和 ＰＧＬ３ＤＦ３多次、多位点注射入相应裸鼠移植瘤内。连续测量瘤体大小，计算瘤
体体积。在不同时间点分批处死部分动物，行形态学观察、检测肿瘤细胞的凋亡，检测 Ｋｉ６７，Ｂａｘ及
Ｂｃｌ２蛋白的表达。结果　裸鼠人乳腺癌动物模型建立成功，经重组表达载体 ＰＧＬ３ＤＦ３ＤＴＡ作用后
的人乳腺癌细胞出现明显的凋亡现象，Ｋｉ６７及 Ｂｃｌ２基因表达水平降低，Ｂａｘ基因表达水平升高。结
论　重组表达载体 ＰＧＬ３ＤＦ３ＤＴＡ能对 ＤＦ３阳性的乳腺癌细胞产生特异性杀伤作用。
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　　靶向性基因治疗是近年来治疗肿瘤的新思

路。目前将配体与杀伤基因偶联成复合物，通过

配体与受体结合的内吞效应转导自杀基因，同时

采用组织特异性的转录调控序列控制自杀基因在

肿瘤组织中的特异性表达这一方法已成为当今肿

瘤治疗研究的热点。笔者等构建了含人乳腺癌

ＤＦ３启动子转录调控序列和白喉毒素 Ａ片段

（ＤＴＡ）的重组表达载体 ＰＧＬ３ＤＦ３ＤＴＡ，使 ＤＴＡ

能选择性地在 ＤＦ３阳性的乳腺癌细胞中表达，并

证实重组表达载体 ＰＧＬ３ＤＦ３ＤＴＡ在体外能对

ＤＦ３阳性的人乳腺癌细胞产生特异性杀伤作

用［１－２］）。本实验通过建立裸鼠人乳腺癌移植瘤

动物模型，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　材料和方法

１．１　材料

重组表达载体 ＰＧＬ３ＤＦ３ＤＴＡ由本实验小组

自行构建［１２］。人乳腺癌 ＭＣＦ７细胞株、ＭＤＡＭＢ

２３１细胞株由本院普外实验室保存。４周龄雌性

裸鼠购于本校实验动物中心。ＩｎＳｉｔｕＣｅｌｌＤｅａｔｈ

Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ试剂盒购于 Ｒｏｃｈｅ德国分公司。兔抗鼠

Ｂａｘ，Ｂｃｌ２（１∶１００）ＩｇＧ购于武汉博士德公司。

兔抗鼠 Ｋｉ６７（１∶１００）ＩｇＧ购于 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司。

ＳＰ试剂盒购于北京中山公司。

１．２　实验方法

１．２．１　建立裸鼠动物模型　４周龄雌性裸鼠 ３６

只随机分为 ４组，每组 ９只。将对数生长期的人

乳腺癌细胞 ＭＣＦ７和 ＭＤＡＭＢ２３１分别制成 １０７

个／ｍＬ的细胞悬液，并大量提取重组质粒 ＰＧＬ３

ＤＦ３ＤＴＡ和 ＰＧＬ３ＤＦ３。（１）实验组：将 ＭＣＦ７细

胞接种于裸鼠皮下。成瘤后，将重组表达载体

ＰＧＬ３ＤＦ３ＤＴＡ多位点注射于移植瘤内。（２）空

载体组：将 ＭＣＦ７细胞接种于裸鼠皮下。成瘤

后，将空载体 ＰＧＬ３ＤＦ３多位点注射于移植瘤内。

（３）阴性对照组：将 ＭＤＡＭＢ２３１细胞接种于裸

鼠皮下。成瘤后，将 ＰＧＬ３ＤＦ３ＤＴＡ多位点注射

于移植瘤内。（４）空白对照组：将 ＭＣＦ７细胞接

种于裸鼠皮下，不予任何处理。每次注射质粒量

为 １００μｇ，每周 １次，连续 ５次。

１．２．２　观测裸鼠移植瘤的大小和一般情况　用

游标卡尺测量瘤体长径（ａ）、短径（ｂ）。按公式

Ｖ＝（１／２）×ａｂ２计算移植瘤的体积。重组表达载

体 ＰＧＬ３ＤＦ３ＤＴＡ对移植瘤生长的抑制率（ＩＲ％）

＝（１－实验组移植瘤体积／阴性对照组移植瘤体

积）×１００％。另外，在裸鼠成瘤后（注射质粒之

前）、连续注射质粒 ３周后、连续注射质粒 ５周后

３个时间点分别每组处死 ３只动物，检测其生物

学特性，观察重组表达载体 ＰＧＬ３ＤＦ３ＤＴＡ在体

内对人乳腺癌细胞的特异性杀伤作用。

１．２．３　光镜形态学观察　取出各组动物移植瘤

组织，用 １０％中性缓冲福尔马林固定 ２４ｈ，常规

脱水、透明、石蜡包埋，制成 ４μｍ厚的石蜡切片。

作常规 ＨＥ染色，光镜下观察。

１．２．４　凋亡原位检测方法（ＴＵＮＥＬ）检测细胞凋

亡　将石蜡切片脱蜡、水化。切片经磷酸盐缓冲

液（ＰＢＳ）冲洗，加 ３％ Ｈ２Ｏ２ －甲醇液，置于室温

１０ｍｉｎ，以阻断内源性过氧化物酶。加 ２０μｇ／ｍＬ

的蛋白酶 Ｋ消化 １５～２０ｍｉｎ。ＰＢＳ冲洗 ３×５ｍｉｎ

后，滴加 ＴＵＮＥＬ反应混合液（Ａ液∶Ｂ液按 １∶９

混合），置 ３７℃湿盒温育 ２ｈ。ＰＢＳ冲洗 ３×５ｍｉｎ

后，用正常山羊血清，３７℃ 湿盒 孵育 ２０ｍｉｎ，防止

ＰＯＤ转换剂的非特异性结合。甩干后滴加 ＰＯＤ

转换剂，３７℃ 湿 盒 孵 育 ３０～４０ｍｉｎ。ＰＢＳ冲 洗

３×５ｍｉｎ后，ＤＡＢ显色。苏木素复染细胞核 ３０ｓ，常

规脱水、透明、封片。

１．２．５　免疫组织化学技术检测 Ｋｉ６７，Ｂａｘ及

Ｂｃｌ２基因编码蛋白的表达　石蜡切片脱蜡、水

化、Ｈ２Ｏ２－甲醇处理方法同 １．２．４。抗原修复处

理：９０℃，８０％功率，微波，２×５ｍｉｎ。充分水洗，

ＰＢＳ冲洗。加正常山羊血清，室温 ２０ｍｉｎ。滴加特

异性 的 一 抗 ５０μＬ，４℃ 过 夜。ＰＢＳ冲 洗，滴 加

Ｂｉｏｔｉｎ－羊抗兔 ＩｇＧ，３７℃，３０ｍｉｎ。ＰＢＳ冲洗，滴加

４７
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ＨＲＰ标记链霉亲和素（ＳＰ复合物），３７℃３０ｍｉｎ。

ＰＢＳ冲洗 ３×５ｍｉｎ后，ＤＡＢ显色；苏木素复染细胞

核 ３０ｓ，常规脱水、透明、封片。

１．２．６　结果分析　１．２．３～１．２．５３项的阳性染

色结果呈棕黄色，不同生物学指标在细胞中的着

色部位不同。染色结果用 ＴＪＴＹ３００型全自动图

像分析仪对检测结果进行分析。连续观察 １０个

高倍视野，每高倍视野下随机观察 １００个细胞，计

算阳性细胞数。

１．３　统计学处理

实验结果均采用 ｔ检验或方差分析，数据用

ｘ±ｓ表示。

２　结　果

２．１　裸鼠移植瘤的生长的情况

各组裸鼠于接种 ２周后均可见皮下肿瘤形

成，且肿瘤生长很迅速，各组裸鼠之间移植瘤体积

无明显差异。在裸鼠移植瘤内多位点注射质粒

后，实验组裸鼠移植瘤生长明显延迟，其他 ３组的

移植瘤生长仍然很旺盛。至第 ７周，实验组裸鼠

的移植瘤体积明显小于其他 ３组，空载体组、空白

对照组、阴性对照组裸鼠的平均瘤体体积约为实

验组的 ２倍，但空载体组、空白对照组、阴性对照

组之间瘤体体积无明显差别（表 １）。

表１　移植瘤体积Ｖ（ｃｍ３）和 ＰＧＬ３ＤＦ３ＤＴＡ对移植瘤生长的抑制率ＩＲ（％）（ｘ±ｓ）

组别 ｎ
２周

Ｖ（ｃｍ３） ＩＲ（％）

３周

Ｖ（ｃｍ３） ＩＲ（％）

４周

Ｖ（ｃｍ３） ＩＲ（％）

５周

Ｖ（ｃｍ３） ＩＲ（％）

６周

Ｖ（ｃｍ３） ＩＲ（％）

７周

Ｖ（ｃｍ３） ＩＲ（％）

实验组 ９ ０．２８３±０．００８ － ０．２９３±０．０１６ １２．０１ ０．３３９±０．０１４ ３０．８２ ０．３９９±０．０１９ ３５．３３ ０．４４１±０．０１７ ４２．８８ ０．５０６±０．０２１ ５１．９５

空载体组 ９ ０．２９２±０．０１７ － ０．３５６±０．０２０ － ０．５０６±０．０１７ － ０．６２２±０．０２３ － ０．７７６±０．０２０ － １．０８８±０．０２３ －

空白对照组 ９ ０．２７６±０．０１４ － ０．３２１±０．０１９ － ０．４８４±０．０１８ － ０．６２６±０．０１７ － ０．７５５±０．０１６ － １．０２９±０．０２１ －

阴性对照组 ９ ０．２７７±０．０１２ － ０．３３３±０．０１８ － ０．４９０±０．０１６ － ０．６１７±０．０２１ － ０．７７１±０．０１８ － １．０５３±０．０２２ －

　　　 注：与阴性对照组比较，Ｐ＜０．０５

２．２　形态学观察

ＨＥ染色，阴性对照组可见肿瘤细胞生长旺

盛，瘤细胞体积大、数量多；肿瘤细胞核浆比例失

调，细胞浆较少、细胞核较大、核仁明显、核分裂像

多见；还可见瘤巨细胞。随着肿瘤生长时间的延

长，阴性对照组可见肿瘤中央部位因生长过快而

导致组织缺血、缺氧形成的坏死区。实验组早期

可看到较为典型的肿瘤细胞凋亡形态学变化，如

胞质浓缩，胞核固缩、深染等；随着 ＰＧＬ３ＤＦ３ＤＴＡ

的持续作用，实验组肿瘤细胞凋亡现象更明显，凋

亡细胞数量明显增多（图 １）。

２．３　ＴＵＮＥＬ标记检测结果

ＴＵＮＥＬ染色阳性物质位于细胞核，凋亡细胞核

呈棕黄色。实验组早期阳性染色的细胞数略微比

阴性对照组多；随着 ＰＧＬ３ＤＦ３ＤＴＡ的连续注射，

实验组的凋亡细胞数目逐渐增多，明显多于阴性

对照组（图 ２）。

２．４　免疫组化检测结果

２．４．１　Ｋｉ６７表达　Ｋｉ６７阳性染色结果为细胞

核内出现棕黄色细颗粒状物质。免疫组化结果表

明实验组早期阳性染色细胞数目略少于阴性对照

组；多次注射 ＰＧＬ３ＤＦ３ＤＴＡ后，实验组中阳性染

色细胞数明显少于阴性对照组（图 ３）。

２．４．２　Ｂｃｌ２表达　Ｂｃｌ２定位于细胞浆，其阳性

染色结果为细胞浆内出现棕黄色颗粒状沉淀。染

色结果显示，实验组早期肿瘤组织中 Ｂｃｌ２基因表

达水平略低于阴性对照组；连续注射 ＰＧＬ３ＤＦ３

ＤＴＡ后，实验组肿瘤组织中 Ｂｃｌ２基因表达水平明

显低于阴性对照组。Ｂａｘ定位于细胞浆，其阳性染

色结果为细胞浆内出现棕黄色颗粒状沉淀。实验

组早期 Ｂａｘ基因表达水平略高于阴性对照组；连

续注射 ＰＧＬ３ＤＦ３ＤＴＡ后，实验组 Ｂａｘ基因表达水

平明显高于阴性对照组（图 ４）。
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　　　　图１　实验组与阴性对照组早期ＨＥ染色（ＨＥ×４００）　Ａ：阴性对照组；Ｂ：实验组

　　　　图２　实验组与阴性对照组晚期ＴＵＮＥＬ染色（ＴＵＮＥＬ×４００）　 Ａ：阴性对照组；Ｂ：实验组

　　　　　图３　实验组与阴性对照组晚期Ｋｉ６７染色（ＳＰ×４００）　 Ａ：阴性对照组；Ｂ：实验组

　　　　图４　实验组与阴性对照组晚期Ｂａｘ染色（ＳＰ×４００）　Ａ：阴性对照组；Ｂ：实验组
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　第１期 蔡明，等：ＰＧＬ３ＤＦ３ＤＴＡ特异性杀伤移植瘤裸鼠人乳腺癌细胞的实验研究

３　讨　论

细胞的增殖与肿瘤的发生、浸润和转移有着

密切的关系。核增殖抗原 Ｋｉ６７是一种与细胞

有丝分裂密切相关、能反映细胞增殖状态的核抗

原，近年来被认为是一种能有效评估肿瘤增殖活

性的标记物。Ｋｉ６７的表达出现于 Ｇ１中期至晚

期，Ｓ期和 Ｇ２ 期逐渐增加，有丝分裂期达到高

峰，分裂后迅速降解或丢失抗原决定簇，至 Ｇ０期

则不表达，半衰期为１ｈ或更短。众多研究表明，

Ｋｉ６７的表达能准确可靠地反映恶性肿瘤的增

殖率，与多种肿瘤的发展、转移和预后有关。因

此 Ｋｉ６７对恶性肿瘤的早期诊断、早期治疗和疗

效评 估 起 重 要 作 用［３－４］。实 验 发 现，经 ＰＧＬ３

ＤＦ３ＤＴＡ作用后，Ｋｉ６７基因的表达水平明显下

降。这说明 ＰＧＬ３ＤＦ３ＤＴＡ能阻止肿瘤细胞的

生长、增殖，延缓肿瘤细胞的发展。

肿瘤细胞的发生、发展及退化与细胞凋亡有

着密切的关系。肿瘤细胞凋亡受凋亡抑制基因

Ｂｃｌ２和凋亡促进基因 Ｂａｘ的双向调节。Ｂｃｌ２

是目前公认的抗凋亡基因。众多研究表明 Ｂｃｌ２

能抑制各种因素（包括物理、化学、生物等因素）

对细胞凋亡的诱导作用。这导致了 ＤＮＡ受损的

细胞持续生存，突变产物聚集，从而促进了肿瘤

的发生、发展。此外，也有研究报道 Ｂｃｌ２蛋白

的表达与肿瘤的组织学分级、淋巴转移、术后局

部复发呈正相关。因此，目前认为 Ｂｃｌ２是抑制

细胞凋亡的重要因素，是决定肿瘤预后的重要指

标，也是判断肿瘤细胞是否多耐药的一个客观指

标［５－７］。Ｂｃｌ２相 关 Ｘ 蛋 白 Ｂａｘ与 Ｂｃｌ２具 有

４０％的同源性，其功能与 Ｂｃｌ２相反。Ｂｃｌ２和

Ｂａｘ形成了对细胞凋亡的正负调控。目前普遍认

为 Ｂｃｌ２与 Ｂａｘ的比例决定了细胞的发展趋势：

如 Ｂｃｌ２表达增加，则形成 Ｂｃｌ２同源二聚体，细

胞凋亡被抑制，细胞得以存活；如 Ｂａｘ表达增加，

则形成 Ｂａｘ同源二聚体，加速细胞凋亡；如 Ｂｃｌ２

与 Ｂａｘ表达水平相当时，则形成 Ｂｃｌ２／Ｂａｘ异源

二聚 体，终 止 细 胞 凋 亡［８］。 实 验 表 明，随 着

ＰＧＬ３ＤＦ３ＤＴＡ的持续作用，Ｂｃｌ２基因表达水

平明显下降，Ｂａｘ基因表达水平明显上升，这说

明 ＰＧＬ３ＤＦ３ＤＴＡ能促进肿瘤细胞的凋亡。

高效、特异的杀伤肿瘤细胞是肿瘤治疗的关

键。导向性治疗药物可以特异性地杀伤肿瘤细

胞，具有高效、低毒等特点，所以近年来成为肿

瘤治疗研究的热点［９－１０］。本文通过构建含人乳

腺癌 ＤＦ３启动子转录调控序列和白喉毒素 Ａ片

段的重组表达载体 ＰＧＬ３ＤＦ３ＤＴＡ，研究白喉毒

素对乳腺癌细胞的影响。为使 ＤＴＡ基因能选择

性地在 ＤＦ３阳性的乳腺癌细胞中表达，本实验

在该重组表达载体的上游构建了人乳腺癌特异

性 ＤＦ３启动子，在其下游插入 ＤＴＡ片段，从而提

高了该质粒用于基因治疗的效率及安全性。实

验证明，用新构建的重组表达载体 ＰＧＬ３ＤＦ３

ＤＴＡ治疗乳腺癌动物模型，可以在很大程度上提

高肿瘤治疗的特异性及靶向性，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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