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摘要　目的 :探讨干扰素-γ( IFN-γ)与人肿瘤坏死因子-α(hTNF-α)基因转染联合应用对舌癌细胞生长的影响。方法 :

将培养细胞分为 2组 ,其中一组转染 hTNF-α基因 ,另一组不转染 ;再将每一组又分为 5个小组 ,每一小组分别加入

IFN-γ,使其终浓度分别为 0、1、10、100、1000 U/ ml ,培养 48 h后 ,用MTT法测定 Tca8113细胞的存活率 ,用免疫细胞化

学染色法观察 hTNF-α的表达。结果 :单纯加入 IFN-γ对舌癌细胞的活性无影响 ;hTNF-α基因转染与 IFN-γ联合应用

时 ,不同浓度的 IFN-γ均有协同 hTNF-α基因转染杀伤舌癌细胞的作用 ,而且其抑瘤效应与 IFN-γ的浓度呈正相关

( r = 01867 , P < 0101) ;与未转染组相比 ,转染组细胞 hTNF-α呈明显的高表达。结论 :联合应用 IFN-γ能增强 hTNF-α

基因转染对 Tca8113舌癌细胞的抑制作用。
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Abstract
Objective : The purpose of this study is to investigate the synergistic effects of human tumor necrosis factor-α (hTNF-α) trans2

fection and interferon-γ ( IFN-γ) on the growth of tongue carcinoma cells. Methods : The cultured Tca8113 tongue carcinoma cells

was divided into 2 groups , one group was transferred with hTNF-αgene. Each of the 2 groups was then divided into 5 subgroups ,

and the subgroups were added IFN-γuntil the final IFN-γconcentrations respectively were 0 , 10 , 100 , and 1000 UΠml. After cul2
turing for 48 hours , the survival rates of the all groups of cells were assayed by MTT enzymatic labeling technique , and the expres2
sion of hTNF-αin Tca8113 cells was observed with immunocytochemistry. Results : IFN-γdid not affect the growth of Tca8113 cells

without hTNF-α, however , the transfection of hTNF-αwith the above different concentrations of IFN-γ synergistically inhibited the

growth of Tca8113 cells , the concentrations of IFN-γwere positively correlated with the inhibition effects ( r = 0. 733 , P < 0. 01) ,

the transferred Tca8113 cells displayed remarkable overexpression of hTNF-α, compared with the non-transferred. Conclusion :

IFN-γcan enhance the inhibition effects of hTNF-αtransfection on the tongue carcinoma cells.
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　　肿瘤坏死因子-α(tumor necrosis factor-α,TNF-α)

是由激活的单核细胞和巨噬细胞产生的一种细胞

因子 ,在体内和体外均能有效地杀伤多种肿瘤细

胞[1 ,2 ]。作者前期的体外实验研究已证明阳离子脂

质体介导的人肿瘤坏死因子-α( hTNF-α)基因转染

可诱导 Tca8113舌癌细胞的凋亡 ,并具有毒副作用

少、安全、转染效率高、作用持久的特点。干扰素

(interferon ,IFN)是由多种细胞分泌的一种糖蛋白 ,

目前已分离鉴定的有二十余种。一些学者[4～8 ]的

研究证实 IFN-γ有协同促进 TNF-α杀伤肿瘤细胞的

功能 ,本研究拟对 hTNF-α的基因转染与 IFN-γ的联

合应用对舌癌细胞生物学活性的影响作一探讨。
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1　材料和方法

1. 1　主要试剂和仪器

主要试剂和仪器的来源均见参考文献[9 ]。

1. 2　实验方法

质粒的制备和纯化、细胞培养、质粒转染、MTT细胞活

性测定的方法均见参考文献[9 ]。

1. 2. 1　实验分组 　采用组内分组设计。先将培养细胞分

为 2组 ,其中一组转染 hTNF-α基因 ,另一组不转染 ;再将转

染组和不转染组每一组又分为 5个小组 ,每一小组分别加

入 IFN-γ,使其终浓度分别为 0、1、10、100、1000 U/ ml ,每一浓

度重复 3个孔。加入 IFN-γ继续培养 48 h后 ,用 MTT法测

定细胞活性 ,并用免疫细胞化学染色观察 hTNF-α基因表

达。

1. 2. 2　免疫细胞化学染色 　预先放置一张盖玻片于 6孔

板中 ,接种细胞制成细胞爬片 ,转染基因并加入 IFN-γ 48 h

后 ,取出盖玻片 ,用丙酮固定 10 min ,用 LsAB免疫组织化学

染色法染色 ,第一抗体为 hTNF-α羊抗人多克隆抗体 ,第二

抗体为生物素标记兔抗羊抗体 ,在显微镜下进行观察并照

相记录 ,染色阳性细胞中有棕黄色物质。

1. 3　统计学分析处理

组间差异分析采用 t 检验 ,相关分析采用直线相关分

析 ,计算相关系数 r。

2　结　　果

2. 1　IFN-γ对 Tca8113舌癌细胞活性的影响

单纯加入 IFN-γ,继续培养 48 h后 ,MTT法检测

Tca8113舌癌细胞活性所得OD值见表 1 ,与IFN-γ浓

度为 0 U/ ml 的对照组比较均无显著性差异

( P > 0105) ,说明单纯加入 IFN-γ对舌癌细胞无直

接杀伤抑制作用。
表 1　单纯使用 IFN-γ对 Tca8113舌癌

细胞活性的影响( �x ±s ,n = 3)

IFN-γ浓度 (UΠml) 　　　　OD值 P值

0(对照组) 　　1. 278±0. 113

1 1. 263±0. 054 0. 844

10 1. 262±0. 058 0. 833

100 1. 245±0. 178 0. 799

1000 1. 216±0. 124 0. 559

2. 2　hTNF-α基因转染与 IFN-γ联合应用对舌癌细

胞活性的影响

hTNF-α基因转染与 IFN-γ联合应用 48 h 后 ,

MTT法检测舌癌细胞活性所得 OD值见表 2。与单

纯脂质体对照组比较 ,不同浓度的 IFN-γ均有协同

hTNF-α基因转染杀伤 Tca8113 细胞的作用 ( P <

0. 01) ;与 IFN-γ浓度为 0 U/ ml组比较 ,各组细胞存

活率随 IFN-γ浓度的升高依次降低 ,说明 hTNF-α基

因转染与 IFN-γ联合应用后其杀伤舌癌细胞的作

用得到了增强。用 IFN-γ浓度与舌癌细胞存活率

进行相关分析 ,相关系数 r = -01867 , P < 0101 ,说明

IFN-γ的浓度与舌癌细胞活性呈负相关关系 ,与抑

瘤效率呈正相关关系。
表 2　hTNF-α基因转染与 INF-γ联合应用对

舌癌细胞活性的影响( �x±s ,n = 3)

IFN-γ浓度
(U/ ml) 　　　　OD值 P值 存活率 ( %)

单纯脂质体
(对照组) 　　1. 174±0. 062

0 0. 685±0. 022 0. 0017 58. 3

1 0. 666±0. 103 0. 0019 56. 7

10 0. 595±0. 026 0. 0001 50. 6

100 0. 542±0. 096 0. 0007 46. 2

1000 0. 438±0. 086 0. 0003 37. 2

2. 3　hTNF-α基因表达

免疫细胞化学染色观察 ,未转染组的细胞胞浆

和胞膜均未见棕黄色产物 (图 1) 。转染组见被转染

细胞胞浆和胞膜出现了棕黄色产物 ,转染成功细胞

分布较为广泛、均匀 ;与未转染组相比 ,hTNF-α呈明

显的高表达 (图 2) 。

图 1　Tca8113细胞经单纯脂质体处理 72 h后 ,细胞胞浆和胞膜均

未见棕黄色产物　LsAB法　×30

3　讨　　论

舌癌是头颈部最常见的恶性肿瘤之一 ,其发病

率占口腔癌的首位 ,因其涉及语言、吞咽功能 ,且易

发生早期转移 ,给临床治疗带来很大困难 ,虽经严

格的放疗、化疗和严密的手术设计 ,其五年生存率

和生存质量都远未达到满意的效果。TNF-α可诱导
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小鼠体内肿瘤细胞明显的凋亡 ,而不影响正常细胞

的生长 ,但由于严重的毒副作用无法用于人体肿瘤

的治疗[3 ]
;为避免全身的毒副作用 ,采用局部注射

或气雾剂喷射的方法转染 hTNF-α基因的方法可在

癌瘤局灶持续产生高浓度的 hTNF-α,从而达到诱导

舌癌细胞的凋亡的目的。

图 2　Tca8113细胞转染 hTNF-α基因 72 h后 ,可见被转染细胞胞浆

和胞膜出现了棕黄色产物 ,分布较为广泛、均匀　LsAB法　

×30

一些学者[4～7 ]的研究证实 IFN-γ与 TNF有较明

显的协同抗肿瘤作用。为进一步增强 hTNF-α基因

转染杀伤肿瘤细胞的效果 ,在本实验中作者又联合

应用 IFN-γ。关于 IFN-γ协同 TNF-α对肿瘤的杀伤

效应的机理 ,目前有研究认为 IFN-γ能上行性调节

靶细胞表面的 TNF受体的数量 ,使靶细胞对 TNF

的敏感性增加[8 ]。TNF-α和 IFN-γ所作用细胞周期

不同也增强了对靶细胞的杀伤[10 ]。还有研究[11 ]发

现肿瘤衍生识别因子 (tumor-derived recognition fac2
tor ,TDRF) 与 IFN-γ协同诱导小鼠巨噬细胞产生

TNF-α,并与白细胞介素-2 (interleukin-2 , IL-2)联合

诱导小鼠巨噬细胞产生一氧化氮合成酶 ,再由一氧

化氮来介导对肿瘤的细胞毒作用。近年来又有学

者[12 ]报道 TNF-α和 IFN-γ联合应用诱导肿瘤细胞

凋亡的作用依赖于 c-myc癌基因的表达 ,而 p53基

因的表达高低对其作用无影响。

本实验研究结果显示 :单独应用 IFN-γ对舌癌

细胞生物学活性无影响 ;hTNF-α基因转染与 IFN-γ

联合应用时 ,不同浓度的 IFN-γ均可协同 hTNF-α基

因转染增强杀伤舌癌细胞的效果 ,且抑瘤效应与

IFN-γ的浓度呈正相关。提示联合应用 IFN-γ能增

强 hTNF-α基因转染对舌癌细胞的生长抑制作用 ,

提高了 hTNF-α基因转染的抗癌疗效。但其作用机

制还有待今后进一步研究探讨。
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