
bcl-2基因表达与小细胞肺癌对抗机体免疫所致细胞凋亡的关系  

    小细胞肺癌中bcl-2基因的表达较高[1]，这可能与其逃避机体的免疫攻击机制有关。我们用bcl-2硫代

反义寡核苷酸对小细胞肺癌细胞系的bcl-2基因表达进行抑制，并与从肺癌组织中分离出来的肿瘤浸润淋巴细

胞(TIL)共同培养，通过JAM试验观察TIL对癌细胞的凋亡诱导作用，以探讨bcl-2表达与小细胞肺癌逃避机体

免疫监控的机制。 

    

1  材料与方法 

    1.1  标本来源 

    小细胞肺癌新鲜标本取自我院接受肺癌切除的病人共10例，其中男5例、女5例，年龄34~62岁。所有病例

术前未接受放疗、化疗等特殊治疗，术后病理检查证实为小细胞肺癌。 

    1.2  TIL的分离及培养 

    每例取肺癌新鲜标本10~30 g，剪成1 mm3碎块，置于RPMI 1640培养液中，加入终浓度为0.05%的Ⅰ型和

Ⅳ型胶原酶、0.001%的Ⅴ型透明质酸酶和Ⅰ型DNA酶(Sigma公司)。室温搅拌4 h，先后用80目和200目滤网滤

过，细胞悬液用RPMI 1640离心洗涤，重悬于含5%小牛血清的RPMI 1640培养液中。用Ficoll不连续密度梯度

离心，分别收取75%与100% Ficoll-Hypaque界面层的TIL细胞，调整细胞浓度为1×109/L，加入IL-2 1000

×103 U/L(军事医学科学院)，每孔1 ml分置于24孔板中。培养板置37 ℃、5% CO
2
培养箱中，每隔3~4 d调

整细胞浓度，并各加入ⅠL-2  1000×103 U/L维持培养浓度。 

    1.3  靶细胞系 

    小细胞肺癌细胞株NCI-H69和NCI-H82均由美国Minnesota州大学谢志东博士赠送，均传代培养于含10%小

牛血清的DMEM培养基中。文献证实NCI-H69为bcl-2基因高表达，而NCI-H82则不表达bcl-2基因[2]。 

    1.4  合成硫代寡核苷酸 

    bcl-2硫代寡核苷酸(SON)的正义链和反义链序列分别为：5'-GGGTGAACTGGGGGAGGATT-3'(正义)；5'- 

AATCCTCCCCCAGTTCACCC -3'(反义)，分别与bcl-2 cDNA前3个密码子及其上游部位3个密码子碱基序列互补

与一致。随机链由20个碱基随机组合，其碱基成分比例与反义链相同，序列为5'-ACACCCCAATTCTTCCTGCCC-

3'，经基因库检索不与已有的已知编码序列相互补。3组寡核苷酸从DNA自动合成仪上由逐步法硫磷修饰合成

SON，由中国科学院北京微生物研究所合成。 

    1.5  脂质体包裹SON转染靶细胞 

    SON/脂质体复合物在聚苯乙稀管中配制，脂质体(Sigma公司)和SON的浓度分别为400 μmol/L和24 μ

mol/L。进行SON转染的靶细胞系NCI-H69培养于低血清的OptiMEM培养基中(Sigma公司)，处于对数生长。吸

去培养液，洗1次，直接在培养细胞上加 SON/脂质体复合物，至终浓度为1.2 μmol/L，37 ℃、CO2培养箱中

孵育5 h，加入1 ml OptiMEM完全培养液继续孵育48 h，弃去OptilMEM/SON/脂质体复合物，加入2 ml新的

DOMEM培养液，继续孵育48 h。对照组为不含SON培养液处理靶细胞系NCI-H69和NCI-H82。 
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    1.6  Western印迹法检测靶细胞bcl-2蛋白 

    裂解经SON转染和对照组的靶细胞，提取细胞溶解液的蛋白质，每例取50 μg样品与等体积加样缓冲液混

和，煮沸5 min，12%SDS-PAGE电泳，然后电转移至NC膜上。用鼠抗人抗bcl-2单克隆抗体(Santa 公司)作Ⅰ

抗体，HRP标记的兔抗鼠IgG(Santa公司)作Ⅱ抗体，ECL(Santa公司)荧光显色。 

    1.7  混合细胞培养DNA片段化检测(JAM试验) 

    用3.7×105 Bq/ml [3H]TdR(Amersham)标记经SON转染和对照组的靶细胞核DNA[3]，PBS洗2次，按5×

103/ml加入平底96孔板中，根据不同的E/T(E：培养的TIL为效应细胞；T：靶细胞系)比率加入效应TIL细

胞。37 ℃、CO2培养箱中孵育5 h，收集细胞行放射性计数，推算靶细胞中片段化DNA百分含量，代表其凋亡

的含量。计算公式为：片段化DNA(%)=100×(不加入效应细胞的完整靶细胞核DNA放射计数-加入效应细胞的完

整靶细胞核DNA放射计数)/不加入效应细胞的完整靶细胞核DNA放射计数。 

    

2  结果 

    2.1  TIL的分离培养效果 

    实验共收集小细胞肺癌手术标本10例，平均每例分离TIL数为6.84×107，每克瘤组织分离TIL数为4.3×

106。分离的TIL中淋巴细胞含量>70%，细胞活性>98%。TIL(IL-2 1000×103 U/L)在培养第3~4天开始聚集成

团，1周左右数目明显增多，3周达到高峰，总数约109×1010。 

    2.2  靶细胞bcl-2蛋白的Western blotting检测结果 

    未经bcl-2 SON转染的对照组小细胞肺癌NCI-H69细胞，经用抗bcl-2单抗Western blotting检测，在

25  000处显示清晰的蛋白带(图1，Lane C)，与文献报道的bcl-2蛋白带位置相符[4]，而NCI-H82细胞和经

bcl-2 SON转染的NCI-H69细胞则未见相应的蛋白带(图1，Lane B和A)，说明应用bcl-2 SON转染NCI-H69细

胞后明显抑制了bcl-2基因的表达。 

    图1  小细胞肺癌细胞株bcl-2单抗Western blot免疫印迹法检测结果 
    Fig.1  Western blotting for bcl-2 expression in lung cancer cell line

    2.3  混合培养的靶细胞DNA片段化含量 

    在不同效应细胞(TIL)与靶细胞比例(E/T)时，各例TIL诱导的靶细胞片段化DNA含量的平均值见表1。结

果表明，随着E/T比例上升，H82细胞(无bcl-2表达)和经bcl-2 SON转染(抑制bcl-2表达)的H69细胞中片段

化DNA含量也不断上升(P<0.01)，而未转染bcl-2 SON(bcl-2高表达)的H69细胞中片段化DNA含量则无显著改

变(P>0.05)。另外，当E/T=1时，未经转染的H69细胞片段化DNA含量与经转染者和H82细胞无显著差异

(P>0.05)，而随着E/T比例升高，前者与后两组片段化DNA含量间则呈明显差异(P<0.01)。 



    

3  讨论 

    TIL是机体抵抗肿瘤的局部防御反应，体外研究证明TIL能通过穿孔素途径及Fas配基介导的途径诱导肿瘤

细胞凋亡[5]。即使如此，TIL仍不能完全控制在体小细胞肺癌的生长，在有大量肿瘤淋巴细胞存在的情况

下，仍不见肿瘤明显消退现象[6]。可见，小细胞肺癌可通过一定的机制逃避机体的免疫功击作用。 

    临床上小细胞肺癌bcl-2蛋白的阳性表达率明显高于其他类型的肺癌，达75%以上[1]。多种体外培养的小

细胞肺癌细胞株也呈bcl-2蛋白的过量表达[2]。bcl-2蛋白的表达被证实可以抑制程序性细胞死亡的过程，它

能阻断细胞凋亡的最后共同通道。bcl-2可以阻断由多种化疗药物以及γ-射线照射造成的肺癌细胞程序性死亡

[7][8]。但是，bcl-2表达与肺癌细胞免疫耐受的关系目前研究尚少。我们把从小细胞肺癌病人的肿瘤中分离

出的浸润淋巴细胞分别与具有高bcl-2表达和无bcl-2表达的小肺癌细胞株进行共同培养，同时用bcl-2 SON

处理高bcl-2表达的细胞株，并通过JAM试验检测不同TIL时各种肺癌细胞凋亡的情况。JAM试验的原理是通过

先标记所要检测的靶细胞(小细胞肺癌细胞株)核DNA，与效应细胞共同培养后由于死亡细胞的片段化DNA被溶

解洗脱，故通过检测剩余核DNA可推算片段化DNA的含量[3]。我们的研究结果发现，不同浓度TIL处理靶细胞

后，具有bcl-2表达的肺癌细胞片段化DNA含量变化不大，也就是说这种肺癌细胞对TIL的免疫攻击不敏感。当

该细胞株经bcl-2 SON处理后，Western免疫印迹法检测证实bcl-2蛋白的表达被明显抑制，此时可观察到随

着共同培养时TIL浓度增加，靶细胞片段化DNA含量也不断上升。在无bcl-2表达的小肺癌细胞株中也有类似现

象。这进一步证实bcl-2蛋白高表达可介导小肺癌细胞对机体免疫攻击的耐受性。研究证明，经bcl-2 SON阻

断bcl-2表达后的肺癌细胞，在应用化疗药物后较易发生凋亡[9]。可见，bcl-2 SON可有效地抑制肺癌细胞

的抗凋亡特性，使其在化疗或免疫攻击下发生凋亡，因而可作为有效的肺癌基因治疗手段。 
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