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肿瘤坏死因子-α（tumor necrosis factor-α，TNF- α）基因转导肿瘤引流淋巴结细胞（drainage node of
lymphocytes，DNL）后发现其外缘性基因能够表达，

分泌高活性的TNF，在体外具有强大的抗肿瘤活性[1]。
TNF-α基因转导的舌鳞癌DNL瘤周注射比静脉输注

到达瘤体的浓度高 [2-3]。但体内是一个复杂的环境，

转肿瘤坏死因子-α基因的肿瘤引流淋巴结细胞
对人舌鳞癌SCID鼠移植瘤的生长抑制作用
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[摘要] 目的 探讨在体外具有强大抗瘤活性的经肿瘤坏死因子-α（TNF-α）基因转导的肿瘤引流淋巴结细胞

（DNL）在体内的抑瘤效果以及与平阳星（PYC）联合应用的可行性。方法 将舌鳞癌细胞系Tca8113细胞注入SCID鼠

背部皮下建立移植瘤模型，取经TNF-α基因转导的DNL细胞在肿瘤区局部注射，联合应用低剂量PYC，观察肿瘤生

长情况。至第8周以瘤重计算抑瘤率，并取瘤体标本经处理后作电镜和TUNEL检查，观察细胞凋亡情况。结果

TNF/DNL加重组白细胞介素-2（rIL-2）组和TNF/DNL加rIL-2加PYC组抑瘤率均较高，2组间差异有统计学意义（P<
0.05）；TNF/DNL加rIL-2组超微电镜及TUNEL检测均见凋亡细胞，与对照组相比，凋亡指数（AI）较高（P<0.05）。结

论 经TNF-α基因转导的DNL局部应用具有明显的抑瘤效果，与PYC联合应用抑瘤效果更大。诱导肿瘤细胞凋亡可

能是TNF/DNL抗人舌鳞癌的重要机制之一。
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Inhibition effects of tumor necrosis factor-α gene transduced tumor drainage node of lymphocytes from
tongue cancer on SCID mice transplanted tumor established with human tongue carcinoma cell lines
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[Abstract] Objective To observe the in vivo inhibition effects of tumor necrosis factor-α（TNF-α） gene trans-
duced tumor drainage node of lymphocytes（DNL） from tongue cancer on SCID mice transplanted tumor. Methods
15 human tongue carcinoma models were established in SCID mice by subcutaneously injection of squamous cell car-
cinoma line Tca8113. TNF-α gene introduced DNL, combined with low dose Pinyancin（PYC）, were locally injected
into tumor site. The inhibition rate was determined by the weights at the 8th week after tumor dissection and fresh
specimens were prepared and subject to histopathologic examination under transmission electron microscope, and in
situ TUNEL was used to detect apoptosis. Results The TNF/DNL and rIL-2 group, and the TNF/DNL and rIL-2
and PYC group both exerted a strong inhibition effect on the implanted tumor. Treated tumors of the TNF/DNL and
rIL-2 and PYC group were significantly reduced in comparison with those of the TNF/DNL and rIL-2 group（P<
0.05）. The apoptosis of tumor in the TNF/DNL and rIL -2 group was evidenced based on transmission electron
microscope and TUNEL analysis, and the apoptosis index was higher than that of control group（P<0.05）. Conclusion
Local injection of DNL modified with TNF-α gene, combined with low dose PYC, exert a synergistic antitumor effect.
Apoptosis may be an important mechanism of squamous cell carcinoma killed by TNF/DNL.
[Key words] squamous cell carcinoma； lymphocytes； tumor necrosis factor
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体内抑瘤效果尚不清楚。本实验在建立人舌鳞癌

SCID鼠移植瘤模型的基础上，观察局部应用TNF-α
基因转导的DNL以及联合应用低剂量平阳星（Pinyan-
cin，PYC）对人舌鳞癌的抑瘤效果，并对其机制进

行探讨，以期为临床免疫化疗提供参考。

1 材料和方法

1.1 实验动物

选取由上海市肿瘤研究所动物房提供的SCID鼠

15只，4～6周龄，体重18～24 g，在SPF条件下饲养。
1.2 制备舌鳞癌TNF/DNL

制备舌鳞癌TNF/DNL的方法见参考文献[1]。
1.3 荷瘤SCID鼠模型的建立

人舌鳞癌Tca8113细胞株（上海交通大学医学院

附属第九人民医院口腔颌面外科）解冻复苏，37 ℃、
5%CO2条件下于含10％小牛血清的RPMI1640培养基

中培养。取对数生长期贴壁生长的细胞，经0.25%
胰蛋白酶消化后，用PBS缓冲液洗涤3次，计数后配

成浓度为每升1×1010个的肿瘤细胞悬液，给SCID鼠

皮下注射0.2 mL。
1.4 实验分组

将15只实验动物随机分为3组，即对照组、TNF/
DNL加重组白细胞介素-2（recombinant interleukin-
2，rIL-2）组和TNF/DNL加rIL-2加PYC组，每组5只。
对照组在SCID鼠皮下注射等量生理盐水。TNF/DNL
加rIL-2组：在肿瘤接种12 h后于肿瘤部位注射浓度

为每升5×1010个的TNF/DNL 0.2 mL，腹腔注射1×
104 U·mL-1 rIL-2 0.2 mL。TNF/DNL加rIL-2加PYC
组：肿瘤接种12 h后腹腔注射0.5 g·L-1的PYC 0.2 mL，

12 h后接种部位注射浓度为每升5×1010个的TNF/DNL
0.2 mL，腹腔注射1×104 U·mL-1 rIL-2 0.2 mL。
1.5 移植瘤生长情况及抑瘤作用评价

荷瘤SCID鼠饲养在SPF环境中，每周观测瘤体

大小，第8周测量体积后处死，解剖称重，按下列

公式计算抑瘤率：抑瘤率（%）=（1-实验组平均瘤重/
对照组平均瘤重）×100%。
1.6 细胞凋亡超微结构的观察

1.6.1 电镜检查 TNF/DNL加rIL-2组移植瘤在4 ℃
条件下将标本置于3%戊二醛固定液中浸泡24 h，用

0.1 mol·L-1二甲砷酸钠缓冲液漂洗72 h后用1%四氧

化锇固定2 h，乙醇逐级脱水后用环氧树脂618定向

包埋，切0.5 μm的中薄切片，甲苯胺蓝染色后作光

镜定位观察，根据光镜定位制备70 μm超薄切片，

经醋酸双氧锂及柠檬酸铅双重电子染色后，用Hi－
tachi-600透射电镜观察。
1.6.2 TUNEL法凋亡细胞原位标记 切片常规脱蜡

至水，室温下20 mg·L-1蛋白酶K消化25 min；置

0.3%H2O2甲醇溶液处理1 h；0.1% TritonX-100溶液

4 ℃ 2 min；加5 μL平衡液和45 μL含TDT酶的反应

液共50 μL（TUNEL试剂盒）37 ℃反应1 h；滴加抗生

素碱性磷酸酶抗体置于湿盒中37 ℃孵育30 min；

DAB显色，苏木苏复染，梯度乙醇脱水、二甲苯透

明，封蜡。未加脱氧核糖转移酶TdT的dUTP作阴性

对照。结果判定标准：细胞核深棕褐色者为凋亡阳

性细胞，计算凋亡细胞占总计数的百分比为凋亡指

数（apoptosis index，AI）, 每份标本于40×10视野下

随机检测10个视野。
1.7 统计学处理

采用SAS 10.0软件包对每组的抑瘤率作两两比

较；各组的AI用x±s表示，对组间均数进行t检验比

较组间差异。统计的显著性水平设定为α=0.05。

2 结果

2.1 各组肿瘤的生长情况

对照组接种后第2周移植瘤体积开始增大，第3
周体积增大迅速，第8周平均体积已达3.771 cm3；

TNF/DNL加rIL-2组、TNF/DNL加rIL-2加PYC组接种

后肿瘤体积增长缓慢，第8周时二者瘤体平均体积

分别为1.422、0.334 cm3。对照组、TNF/DNL加rIL-2
组 和TNF/DNL加 rIL -2加PYC组 肿 瘤 重 量 分 别 为

（2.988±0.454）、（1.086±0.407）、（0.272±0.097）g。第

8周末TNF/DNL加rIL-2组和TNF/DNL加rIL-2加PYC
组抑瘤率分别为63.65%、90.90%，二者间差异有统

计学意义（P<0.05）。
2.2 电镜观察结果

TNF/DNL加rIL-2组看到典型的凋亡细胞，表现

为胞核染色质固缩，聚集在核的边缘，呈半球状，

也可均匀平铺于核膜下形成半月状或块状，并可见

凋亡小体，细胞浆内各种细胞器基本正常（图1、2）。

图 1 TNF/DNL加rIL-2组凋亡细胞胞核染色质固缩，呈块状

TEM × 4 800
Fig 1 Apoptotic chromatin condensation nuclei into a block in

the TNF/DNL and rIL-2 group TEM × 4 800

26· ·

26· ·



华西口腔医学杂志 第 28 卷 第 1 期 2010 年 2 月

West China Journal of Stomatology Vol．28 No.1 Feb.2010 http：//www.hxkqyxzz.net

图 2 TNF/DNL加rIL-2组凋亡细胞胞核染色质固缩，并可见凋

亡小体 TEM × 3 810
Fig 2 Apoptotic chromatin condensation nuclei with apoptotic

bodies in the TNF/DNL and rIL-2 group TEM × 3 810

2.3 TUNEL法检测结果

TNF/DNL加rIL-2组和对照组的AI（每100个细胞

中）分别为（10.06±2.62）、（3.26±1.51）个。TNF/DNL
加rIL-2组与对照组相比，细胞核内有明显的标记物

出现，AI明显升高，与对照组间差异有统计学意义

（P<0.05）（图3～5）。

图 3 对照组鳞癌组织中有散在的凋亡细胞，胞核染色质固缩

积聚在核的边缘，呈半球状 TUNEL × 200
Fig 3 Squamous cell carcinoma with scattered apoptotic cells in

control group, and chromatin condensation nuclei in the
nuclear accumulation of the edge into a hemispherical
shape TUNEL × 200

图 4 TNF/DNL加rIL-2组凋亡细胞数量较多 TUNEL × 200
Fig 4 More apoptotic cells in the TNF/DNL and rIL -2 group

TUNEL × 200

图 5 TNF/DNL加rIL-2组凋亡细胞胞体缩小，细胞核深重褐色

TUNEL × 400

Fig 5 Bodies of apoptotic cells shrinked and nucleus were deep

brown in the TNF/DNL and rIL-2 group TUNEL × 400

3 讨论

近年来，由于肿瘤免疫学、分子生物学和基因

工程的飞速发展，免疫效应细胞和细胞因子在肿瘤

治疗中的作用越来越显示出其重要性 [4-6]。其中，

TNF是目前抗肿瘤作用较肯定的细胞因子[5]。TNF具

有多种免疫生物活性和很强的抗肿瘤作用，但人体

因无法耐受常规治疗剂量的TNF而限制其临床应用，

利用细胞因子转基因手段可将TNF基因通过TIL细胞

的运载而达到肿瘤局部产生高浓度TNF因子，不仅

可以解决机体耐受性问题，而且可显著提高疗效。
Rosenberg[7]从1例恶性黑色素瘤的患者中分离出TIL，

利用逆转录病毒载体转染TNF基因，然后回输给患

者，这些TIL细胞可以聚集在肿瘤区域，产生TNF，

对恶性黑色素瘤有一定的治疗作用。白细胞介素-2
激活的DNL细胞已被证实与肿瘤浸润淋巴细胞具有

相似的抗瘤效应[8]。动物实验表明，口腔癌DNL与低

剂量的平阳霉素联合应用可增强其抗肿瘤作用 [9]。
TNF-α基因转导的DNL比未转导组在体外具有更强

大的杀瘤活性，研究结果提示TNF-α基因转导的

DNL局部注射比静脉输注到达瘤体的浓度高。基于

此，本实验采用肿瘤接种部位注射TNF/DNL，取得

了较好的体内抑瘤效果；腹腔应用低剂量的平阳

星，12 h后局部应用TNF/DNL抑瘤效果更显著。本

实验说明，TNF/DNL与平阳星联合应用在动物体内

能够有效抑制舌鳞癌生长，提示TNF/DNL和平阳星

联合应用可以对微小的肿瘤灶或残留肿瘤起到有效

的杀伤作用。
本实验表明，TNF/DNL与低剂量的平阳星联合

应用抗肿瘤作用增强，其主要机制可能是：平阳星

为细胞周期非特异性药物，对机体的免疫功能和造

血功能无明显影响，抗癌作用较强，不良反应小。
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平阳星直接作用于瘤体，杀伤肿瘤细胞，减轻肿瘤

负荷，使过继免疫基因治疗对较小肿瘤发挥有效的

抗瘤作用。化疗药物不仅对肿瘤细胞杀伤，还可能

对免疫效应细胞产生杀伤，影响疗效。平阳星经静

脉注射半衰期为6～12 h，腹腔应用低剂量的平阳星，

12 h后注射TNF/DNL，则平阳星对TNF/DNL的活性

较少抑制。提示临床可以采用序贯给药，即先通过

肿瘤敏感性化疗药物大量杀伤肿瘤细胞，然后应用

免疫基因治疗消灭残存的癌细胞，加强其抑瘤效

果。另一方面，某些化疗药物可使免疫效应细胞聚

集到肿瘤部位，其机制可能是化疗药物对肿瘤细胞

表面抗原进行修饰，使LAK细胞容易攻击[10]。
实验证明[5，8，11]口腔癌DNL细胞可以诱发Tca8113

细胞凋亡，而且TNF本身可以直接杀伤肿瘤细胞，

也可诱导肿瘤细胞凋亡。从细胞凋亡角度来分析

TNF/DNL的治疗作用，对进一步揭示其作用机制，

提高疗效具有重要意义。透射电镜观察显示，TNF/
DNL加rIL-2组肿瘤细胞有典型的凋亡细胞出现，其

特征是细胞核体积缩小，染色质浓缩致密，并沿核

膜分布形成新月体状和块状，细胞膜微绒毛消失，

但细胞浆内的各种细胞器基本正常，也可见较多的

肿瘤细胞坏死。而且，TUNEL法检测结果显示TNF/
DNL加rIL-2组细胞核内有明显的标记产物出现。
TNF/DNL组比对照组AI增高（P<0.05），说明除了通

过直接杀伤和介导免疫反应致肿瘤细胞坏死外，诱

导肿瘤细胞凋亡可能是TNF/DNL抗肿瘤作用的重要

机制之一，但其中的调节机制尚需进一步研究。
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