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转染人肿瘤坏死因子!!、白介素!" 基因对肺癌
细胞耐药基因#$%&、’%(表达的影响

苏雷! 李泽坚! 丁芳! 张恒! 张志庸! 戈烽! 骆爱萍! 王秀琴! 刘芝华! 吴旻

【摘要】! 目的! 研究转染人体肿瘤坏死因子"!（#$%&’"!）、白介素"(（#)*"(）基因对肺癌细胞耐药基因
+,-.、*-/表达的影响，探讨基因治疗逆转肺癌多药耐药的可行性。方法 ! 通过阳离子脂质体将克隆的
#$%&’"!和 #)*"( 基因导入肺癌细胞系 0123、4*5"6(、7228、7289，经筛选阳性单克隆，用半定量 -%"/5- 方
法检测转染目的基因前后肺癌细胞系 +,-.、*-/ 基因在 :-&0 水平的表达情况。结果 ! +,-. 在 0123、
4*5"6(、7228、7289，*-/在 0123、4*5"6(、7289 中均呈阳性表达；转染 #$%&’"! 目的基因后各肺癌细胞系
+,-.、*-/基因的表达无影响，而转染 #)*"( 目的基因能够明显抑制 0123、7228、7289 细胞系 +,-. 的表
达。结论! +,-.、*-/基因在肺癌细胞系中的阳性表达与肺癌的固有耐药性有关；#$%&’"!、#)*"( 目的基因
能够在被转染细胞中获得表达，而且转染 #)*"( 目的基因能够明显抑制 +,-. 在 0123、7228、7289 的表达。
该结果不仅为探讨肺癌多药耐药性的病理机制提供了一个新的线索，而且为基因治疗逆转肺癌的多药耐药

性提供了一个新的实验依据。
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! ! 肺癌是世界上最为常见的恶性肿瘤之一，其发病
率有逐年上升的趋势。虽然以手术治疗为主的综合治

疗措施在不断地加强，但是肺癌患者的 1 年生存率仍
不足 (9W［.］。这种“治疗性瓶颈”的出现与肺癌的多
药耐药性密切相关［(］。我们通过检测肺腺癌细胞系
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!"#$、%&’()*、小细胞肺癌细胞系 +##,、大细胞肺癌
细胞系 +#,- 细胞膜糖蛋白（.(/0）编码基因 1234 和
肺耐药相关蛋白（ 567/ 89:;:<=7>9 895=<9? 08@<9;7，&3.）
基因的表达，并采用细胞转染技术，研究人体肿瘤坏死

因子(!（A6BCD(!）及白介素(*（AE&(*）基因对肺癌细
胞系 1234、&3.基因表达的影响。

!F 材料及方法

!G !F 肺癌细胞系F 肺癌细胞系 !"#$、%&’()* 由医科
院肿瘤研究所细胞生物室林晨教授惠赠。小细胞肺癌

细胞系 +##,、大细胞肺癌细胞系 +#,- 购自上海生化
所细胞室。

!G " F +6BCD(!、AE&(* 基因 F +6BCD(!、AE&(* 基因由
医科院肿瘤研究所细胞生物室刘芝华教授惠赠。转化

感受态细胞，提取 A6BCD(!、AE&(* 质粒 2C!，存于 H
*-I冰箱。测定 A6BCD(!、AE&(* 质粒 2C! 的浓度分
别为：J #4#G , K/ L &和 J **)G - K/ L &。
!G #F 肺癌细胞系细胞总 3C! 的提取F 用 B8;M@5 试剂
提取肺癌细胞系细胞的总 3C!，用紫外分光光度仪测
定 3C!浓度，!*,- L *)- N 4G )，将 3C! 冻存于 H )-I
冰箱。分别取总 3C!各 " "/，行逆转录，合成对应的
互补 2C!（>2C!），H *-I保存。
!G $ F 目的引物的设计 F 用 .8;K98J 软件设计
A6BCD(!、AE&(* 及 1234、&3. 基因的目的引物，内对
照引物 %!.2+、#(=><;7由上海生工公司合成。
A6BCD(! D@8O=8? "P (’’B%%!!!%%!B’’’!B%!%’(JP，

39Q98:9 "P (%%!!!%B’B!%!B%BB’%B’’(JP，R-* S0 温度 "*I
AE&(* D@8O=8? "P (’!!%B!’B’%%%’!!!%!%%(JP，

39Q98:9 "P (’BB’’B%%%’B%’BB!B’B%(JP，*"- S0 温度 ""I
1234 D@8O=8? "P (!’B%!%’’B%%!%%B%!!%!(JP，

39Q98:9 "P (’’!’’!%!%!%’B%!%BB’’(JP，J$, S0 温度 ")I
&3. D@8O=8? "P (’!B’!BB’%’!’B%’B%B’B(JP，

39Q98:9 "P (BBB’B’%%’BB’B%!’B%%B(JP，*"R S0 温度 ")I
%!.2+ D@8O=8? "P (!’’!’!%B’’!B%’’!B’!’(JP，

39Q98:9 "P (B’’!’’!’’’B%BB%’B%B!(JP，"-- S0
#(=><;7 D@8O=8? "P (!’!’B%B%’’’!B’B!’%!’’(JP，

39Q98:9 "P(!%%%%’’%%!’B’%B’!B!%!(JP，*#* S0

!G %F 检测 1234、&3.、A6BCD(!、AE&(* 基因的表达F
.’3 反应体系：4- T .’3 缓冲液 *G " "5，"- KK@5 L &
1/’E* -G R" "5，*G " KK@5 L & ?CB. * "5，* "K@5 L & %!.(
2+ 4 "5，4- "K@5 L & 目的引物 * "5，>2C! 4 "5，B=/ 酶
（" U L "5）-G *" "5，+*V 4"G " "5，总体积 *" "5。在 .’3
仪预变性 $#I，* K;7，进入循环：变性 $#I，J- :，退火
（A6BCD(! "*I，AE&(* ""I，1234、&3. ")I），J- :，
延伸 R*I，4 K;7，共 J- 个循环，最后延伸 R*I，4-
K;7，获取 1234、&3. 基因的目的片段。将扩增产物
在 4G "W（含 -G "W XY）的琼脂糖凝胶电泳，用 165<;(
!7=5Z<;:<显像系统进行定量测定并分析 .’3结果。
!G & F 细胞转染 F 参照 E7Q;<8@/97? 公司 &E.VDX’BEC

39/97<阳性脂质体转染细胞的操作程序。
!G &G ! F 细胞培养 F 复苏肺癌细胞系 !"#$、%&’()*、
+##,、+#,-，次日更换培养液。分别用 14$$、3.1E(
4,#- [ 4-W胎牛血清 [ 4-- U L K5青霉素、-G 4 / L &链霉
素培养液，置于 "W ’V*、JRI恒温箱内培养，# \ , 天
传代一次，进入对数生长期后，分别接种于 *# 孔板，细
胞数：J T 4-" L孔。在细胞融合程度为 #-W \ ,-W时，
进行细胞转染。

!G &G "F 溶液配置F 无菌条件下配置不含血清的质粒
2C!溶液（!溶液）和不含血清的脂质体 &;0@]9><;7K;7
溶液（Y溶液）。静置 J- K;7后，将 !、Y两种溶液轻轻
混匀，静置 4" K;7。设置 0>2C!JG 4 空白对照。
!G &G #F 细胞转染F 将配置好的 !、Y 溶液移入接种细
胞的 *# 孔板中，每孔加入不含血清和抗菌素的培养液
4 K5。继续培养 #) \ R* A。
!G &G $ F %#4)（%EY’VY3& 公司提供）筛选 F 在 *# 孔
板中加入浓度为 )-- K/ L & 的 %#4)，留置对照，调整
%#4) 的浓度。) 周后调至 #-- K/ L &，维持该浓度继续
培养。

!G &G %F 单克隆细胞的挑选和冻存F 挑选白色点状细
胞克隆（约 *-- 个细胞），局部消化，吹打均匀后移入
无菌培养瓶中培养。J \ # 周后，克隆形成，传代后置
于 "W’V*、JRI恒温箱内培养，, \ ) 天传代，%#4) 保
持在 #-- K/ L &。提取挑选细胞的 3C!，3B(.’3 验证
转染效果，准备下一步实验。

!G ’F 转染 A6BCD(! 及 AE&(* 基因的验证 F 按照 4G J
步骤提取转染目的基因后 !"#$、%&’()*、+##,、+#,-
细胞的总 3C!，分别用 A6BCD(! 及 AE&(* 基因的目的
引物行 3B(.’3，验证目的基因的转染结果。
!G (F 检测转染目的基因后肺癌细胞系 1234、&3. 基
因的表达F 按照 4G J 步骤提取转染目的基因后 !"#$、
%&’()*、+##,、+#,- 细胞的总 3C!，分别用 1234、
&3.基因的目的引物行 3B(.’3，检测 1234、&3. 基
因的表达情况。

"F 结果

"G !F 1234、&3.基因在肺癌细胞系中的表达情况F
1234 在 !"#$、%&’()*、+##,、+#,- 四个肺癌细胞系
中均有不同程度的阳性表达，其中在 +##, 中表达最
强，在 %&’()* 呈弱阳性表达（图 4）。

&3.基因在 !"#$、%&’()*、+#,- 三个肺癌细胞系
中呈现阳性表达，在小细胞肺癌细胞系 +##, 中无表
达（图 *）。
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图 !! "#$% 基因在肺癌细胞系中的表达（琼脂糖凝胶电泳结果）

"#$ !! "#$% &’(’ ’)*+’,,-.( -( /0(& 12(1’+ 1’// /-(’,（3&2+ &/01.,’ ’/’14

5+.*6.+’,-,）

图 %! 7$8基因在肺癌细胞系中的表达

"#$ %! 7$8 &’(’ ’)*+’,,-.( -( /0(& 12(1’+ 1’// /-(’,

%9 %! 转染 60:;<4! 及 6=74> 基因的验证 ! 验证和筛
选转染目的基因后的四个肺癌细胞系 3?@A、B7C4D>、
E@@F、E@FG 中均呈现 60:;<4!及 6=74> 的阳性表达的
克隆（图 H、@）。

图 &! 转染目的基因后肺癌细胞系中 60:;<4!的阳性表达

"#$ &! 604:;< &’(’ ’)*+’,,-.( -( 56’ 5+2(,I’15’J /0(& 12(1’+ 1’// /-(’,

图 ’! 转染目的基因后肺癌细胞系 6=74> 的阳性克隆表达

% K A 分别为：3?@A、3?@A L =74>、3?@A L *1#;3H9 %、B7C4D> L =74>、B7C4D> L

*1#;3H9 %、E@@F L =74>、E@@F L *1#;3H9 %、E@FG L =74>、E@FG L *1#;3H9 %。

% K H、? K M 为阴性克隆，@、D 为阳性克隆。"：8NC "2+O’+ D

"#$ ’! 6=74> &’(’ ’)*+’,,-.( -( 56’ 5+2(,I’15’J /0(& 12(1’+ 1’// /-(’,

%9 &! 8C$ 检测转染目的基因后肺癌细胞系 "#$%、
7$8基因的表达! 提取转染目的基因后肺癌细胞系细
胞的 $;3，行 $:48C$，60:;<4!基因对所研究的肺癌
细胞系中 "#$%、7$8基因的表达未见明显影响；6=74>
基因对肺癌细胞系中 7$8 基因的表达也无影响（图
?），但 6=74> 基因能够明显抑制 "#$% 基因在肺癌细

胞系 3?@A、E@@F、E@FG 的表达（图 F）。

图 (! 转染 6=74> 基因前后对肺癌细胞系 7$8基因表达无明显影响

% K F 分别为：3?@A L *1#;3H9 %、B7C4D> L *1#;3H9 %、E@FG L *1#;3H9 %、

3?@A L =74>、B7C4D> L =74>、E@FG L =74>。"：8NC "2+O’+ D

"#$ (! 7$8 &’(’ ’)*+’,,-.( -( 56’ =74> 5+2(,I’15’J /0(& 12(1’+ 1’// /-(’,

图 )! 转染 6=74> 基因前后对肺癌细胞系 "#$% 基因表达的影响

% K D 分别为：3?@A L *1#;3H9 %、B7C4D> L *1#;3H9 %、E@FG L *1#;3H9 %、

E@FG L *1#;3H9 %、3?@A L =74>、B7C4D> L =74>、E@@F L =74>、E@FG L =74>。"：

8NC "2+O’+ D

"#$ )! "#$% &’(’ ’)*+’,,-.( -( 56’ =74> 5+2(,I’15’J /0(& 12(1’+ 1’// /-(’,

&! 讨论

随着卫生宣教工作和临床诊断手段（如螺旋 C:、
"$=、8P:、肿瘤标记物等）的不断加强和改善，肺癌患
者的“三早率”（早发现、早诊断、早治疗）有明显的提

高，新型化疗药物的出现使得以手术治疗为主的综合

治疗措施不断地加强。但令人遗憾的是，肺癌患者总

的 ? 年生存率仍徘徊在 >GQ左右，死亡原因主要是肺
癌的局部复发和远处转移［%］。肺癌多药耐药性（R0/4
5-J+0& +’,-,52(1’，"#$）是阻碍提高肺癌患者综合治疗
有效率、导致目前肺癌“治疗性瓶颈”的主要原

因［> K ?］。

在肺癌的多药耐药机制中，不仅表现为接受化疗

之后产生的获得性耐药（ 21S0-+’J J+0& +’,-,52(1’），而
且某些肺癌细胞本身就存在固有性耐药（ -(5+-(,-1 J+0&
+’,-,52(1’）［?］。相关研究表明，膜糖蛋白（84&*）的编
码基因 "#$% 和肺耐药相关蛋白的编码基因 7$8 基
因，分别定位于人体第 M 号和 %F 号染色体，并且在肺
组织、支气管上皮等组织有较高程度的表达。"#$%
主要参与对亲脂性抗肿瘤药物如阿霉素、长春新碱等

的耐药，7$8 主要介导铂类、烷化剂等药物的耐
药［>，? K M］。由此可见，"#$%、7$8 基因的表达是肺癌
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患者多药耐药性的基础，对 !"#$、%#&基因的研究有
着重要的临床意义。

我们用 #’(&)# 技术检测了四个肺癌细胞系，
!"#$ 基因在肺癌细胞系 *+,-、.%)(/0、1,,2、1,23，
%#&在 *+,-、.%)(/0、1,23 呈阳性表达。研究文献报
告，!"#$、%#& 基因不仅介导肺癌细胞的固有性耐
药，而且通过对化疗前后耐药指数测定结果的比较，发

现在接受化疗以后的肺癌患者，其耐药指数明显增高，

同时检测肺癌患者 !"#$、%#& 基因的阳性表达率成
倍上升［0，+，2，/］，提示 !"#$、%#& 基因还与肺癌的获得
性耐药有关，说明 !"#$、%#&基因在肺癌的多药耐药
机制中发挥着重要作用。

有作者提出，针对化疗药物不同的作用机制和药

物代谢特点选择最佳组合的联合化疗，可以提高化疗

疗效，并成功应用多西紫杉醇 4双氟去氧胞苷 4顺铂
治疗了一位由于对卡铂 4足叶乙甙耐药而复发的非小
细胞肺癌患者［-］。这种联合化疗在理论上可以最大

可能地减少由于化疗而产生的获得性耐药，但缺乏针

对性，而且对肺癌本身的固有性耐药无能为力。

我们通过基因工程技术构建人体肿瘤坏死因子(!
（56’78(!）、白介素(0（ 59%(0）质粒，用基因转染技术
将目的基因成功转染肺癌细胞系 *+,-、.%)(/0、
1,,2、1,23。转染 56’78(! 基因后对肺癌细胞
!"#$、%#&基因的表达无明显影响，转染 59%(0 基因
后肺癌细胞系其 %#& 基因的表达也无明显改变，但
!"#$ 基因在 *+,-、1,,2、1,23 细胞系中的表达受到
明显抑制。说明转染 59%(0 基因能够抑制 !"#$ 基因
在这三种肺癌细胞系 :#7* 水平的表达。虽然肺癌
多药耐药性是多基因、多因素相互作用的结果，但

!"#$ 基因已经被认定是与肺癌耐药密切相关的重要
基因之一，而且已有研究报告显示，用反义基因逆转

!"#$ 的表达，可以降低耐药细胞的耐药指数，并提高
肿瘤细胞对长春新碱的敏感性［,，+］。

56’78(!和 59%(0 作为机体体液免疫和细胞免疫
的有效激活剂，在机体的免疫功能中发挥着多种生物

学功能，也是机体肿瘤免疫机制中重要的细胞因子。

但在临床应用时几乎很难观察到令人满意的疗效，而

且会引发机体出现高热、寒战、肺水肿、低血压、体液潴

留、肾功能损害等严重不良反应，从而限制了 59%(0 的
应用［$3，$$］。转基因技术为 56’78(!、59%(0 的免疫抗
肿瘤应用开辟了一条新的途径［+，-］。转染的 56’78(
!、59%(0 目的基因可以在宿主细胞中随着细胞的分

裂、传代而获得稳定性表达，通过细胞局部分泌释放

56’78(!、59%(0 而发挥其抗肿瘤作用。
总之，!"#$、%#& 基因在肺癌细胞系中的表达，

说明肺癌自身（无论是鳞癌、腺癌）都存在着对化疗的

固有性耐药，并具有一定的普遍性；转染 56’78(!、
59%(0 目的基因能够在被转染的肺癌细胞中成功表达，
并且 59%(0 目的基因能够明显抑制 !"#$ 在肺癌细胞
系 *+,-、1,,2、1,23 中的表达，为逆转肺癌的多药耐
药性开辟了一条新的途径，有助于突破肺癌的“治疗

性瓶颈”，延长肺癌患者的生存期。
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