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摘

 

要

:

研究化疗药物奥沙利铂

(

Oxali

p

latin

)

联合

AdCN205-IL-24

对人结肠癌细胞的体外杀伤作用

。

实验采

用

MTT

法检测肿瘤特异性增殖腺病毒

AdCN205-IL-24

联合奥沙利铂对两种肿瘤细胞以及正常细胞增殖的抑制作

用

;

Hoechest33342

染色

,

在荧光显微镜对病毒联合化疗诱导的肿瘤细胞凋亡进行形态学观察

。

结果表明

:

AdCN205-IL-24

联合奥沙利铂处理

4d

后对结肠癌细胞株

HT-29

和

SW620

的增殖抑制率达到

23.17%

和

22.98%

,

并且联合化疗并未增加对人正常细胞株

L-02

的毒性

。
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引

 

言

结肠癌是全球常见的消化道肿瘤之一

,

全世界每年有大约

78200

人患结肠癌

[

1

]

,

其发病率逐年上升

。

在欧美等西方国家

,

结肠癌的死亡率居恶性肿瘤死因的第二位

,

在一些曾经的低发区

,

如亚洲

、

拉美等国家

,

结肠癌的发病率和死亡率也有迅速升高的趋势

[

2

]

。

在我国曾为结肠癌的低发区

,

但是随着人们生活水平的

提高

,

生活方式与饮食习惯的改变

,

发病率逐年升高

,

其死亡率已位于恶性肿瘤死亡率的第五位

,

严重危害人

类健康

,

已被列人

2004

～

2010

年我国重点防治的八大癌症之一

[

3-4

]

。

目前

,

对于结肠癌的治疗主要以手术治疗

、

放射治疗和化学治疗为常用的治疗形式

,

且以化疗为主

[

5

]

。

研究表明

,

铂类药物对肿瘤细胞具有抑制细胞增殖并诱发细胞凋亡的能力

[

6

]

,

其作用机理是在体内转化为具

有生物活性的衍生物

,

与

DNA

形成链内和链间的交联

,

抑制

DNA

的复制和转录

,

从而影响肿瘤的生长

。

其

中奥沙利铂作为第三代铂类药物

,

克服了传统铂类药物顺铂

、

卡铂的不足

,

具有高抗癌活性

[

7-8

]

和低毒副作

用

[

9-10

]

,

因此已被广泛应用到晚期结肠癌的临床治疗中

。

肿瘤特异性增殖型腺病毒又称为溶瘤腺病毒

,

该载体利用肿瘤与正常组织及细胞间结构或代谢途径上

的差异

,

使病毒可以特异性地在肿瘤细胞内复制

、

增殖

,

大量表达目的基因并最终裂解肿瘤细胞

。

本课题组

已利用肿瘤特异性启动子人端粒酶逆转录酶

(

humantelomerasereversetranscri

p

tase

,

hTERT

)

来替代腺病

毒

E1A

的基因启动子

,

使外源基因的表达限制在肿瘤细胞中

,

同时删去

E1A

上可以与

Rb

基因产物相结合

的

24b

p

,

从而使病毒能双靶向地在肿瘤细胞中复制

,

而在正常细胞中复制的能力极弱

[

11

]

。

MDA-7

/

IL-24

是一个具有抗肿瘤治疗潜能的热点分子

[

12

]

。

已有很多研究表明

,

高表达

IL-24

能选择性诱导多种肿瘤细胞

凋亡

,

如结肠癌

、

肺癌

、

肝癌等均有明显的抗癌效果

[

13-17

]

,

并且和化疗药物具有互补潜力

[

18-19

]

。

本实验利用

一种双调控双靶向的携带

MDA-7

/

IL-24

基因的肿瘤特异性增殖的腺病毒

AdCN205-IL-24

与奥沙利铂联合

作用

,

讨论它们在癌症中的协同抑制作用

。



1

 

材料与方法

1.1

 

材料

溶瘤腺病毒

AdCN205-IL-24

(

206

)

由本实验室构建完成

,

非复制性腺病毒

Adeas

y

-IL-24

(

Ad-IL-24

)

由

本实验室保存

,

奥沙利铂

(

Oxa

)

购自

Si

g

ma

公司

,

DMEM

培养液和胎牛血清购自

Gibco

公司

,

二甲基亚砜

(

DMSO

)、

3

～

(

4

,

5-

二甲基

-2-

噻唑

)

-2.5-

二苯基溴化四唑

(

MTT

)

购自

Si

g

ma

公司

,

Hoechst33342

细胞凋亡

与坏死检测试剂盒购自上海碧云天公司

,

人正常细胞株

L-02

和人结肠癌细胞株

HT-29

、

SW620

购自中国科

学院上海细胞库

。

1.2

 

方法

1.2.1

 

细胞培养和药物制备

将

HT-29

、

SW620

细胞培养于含

10%FBS

的

DMEM

培养液中

(

内含

4mM

谷氨酰胺

、

50U

/

mL

青霉素

和

50

g

/

mL

链霉素

),

置

37℃

、

5%CO

2

饱和湿度下培养

,

每

2

～

3d

传代

1

次

,

取对数生长期细胞用于实验

。

奥沙利铂用

PBS

缓冲液配制成

5m

g

/

mL

的母液

,

过滤除菌后分装保存在

4℃

冰箱待用

。

1.2.2

 

细胞毒性实验

(

MTT

试验测定

)

取对数生长期细胞

(

贴壁长满

80%

左右

)

按每孔

1×10

4

个细胞铺于

96

孔板内

,

每孔

100

μ

L

培养液

,

培

养过夜

。

培养

12h

后

,

通过前期的预实验确定每孔加人终浓度为

20

μ

g

/

mL

的奥沙利铂和

/

或

5MOI

的

Ad-

IL-24

或溶瘤腺病毒

AdCN205-IL-24

,

即药物

(

Oxa

)

组

、

Ad-IL-24

组

、

Ad-IL-24+

药物

(

Oxa

)

组

、

AdCN205-

IL-24

(

206

)

组

、

和

AdCN205-IL-24

(

206

)

+

药物

(

Oxa

)

组

,

细胞对照组则每孔人

100

μ

L

培养液

,

置

37℃

、

5%

CO

2

培养箱中培养

。

培养

24

、

48

、

72

、

96h

和

120h

后

,

加人

20

μ

LMTT

溶液

(

5m

g

/

mL

),

继续温育

4h

后吸

弃上清

,

加人

150

μ

LDMSO

,

在摇床上摇育

20min

后在波长

590nm

处用酶标仪测定各孔吸光度

A

值

。

按

下式计算肿瘤细胞存活率

,

       

肿瘤细胞存活率

=

实验组

OD

均值

—

空白对照组

OD

均值

细胞对照组

OD

均值

—

空白对照组

OD

均值

×100%

(

1

)

1.2.3

 

荧光显微镜观察细胞形态变化

(

Hoechst33342

荧光检测

)

将

5×10

5

HT-29

,

SW620

细胞接种于

6

孔板

,

每孔

2mL

培养液

,

培养

12h

,

加药组加人

20

μ

g

/

mL

的

Oxa

和

5MOI

的病毒

,

即药物

(

Oxa

)

组

,

Ad-IL-24

组

,

Ad-IL-24+

药物

(

Oxa

)

组

,

AdCN205-IL-24

(

206

)

组

,

AdCN205-IL-24

(

206

)

+

药物

(

Oxa

)

组

,

对照组加等体积的磷酸缓冲液

(

PBS

),

置

37℃

、

5%CO

2

培养箱中培

养

。

培养

48h

后

,

分别弃去培养液

,

加人

PBS

洗细胞

2

次

,

加人

1mL

的固定液

,

固定

10min

后加人

5

μ

L

Hoechst33342

染色液

,

避光冰浴

20min

。

用

PBS

洗

2

次

,

每次

5min

。

然后立刻置荧光显微镜下观察并拍照

。

1.2.4

 

统计学处理

统计学软件采用

Excel2003

,

所有定量实验均重复

3

次

,

各组数据以

“

均值

±

标准差

”

表示

。

2

 

结

 

果

2.1

 

腺病毒与奥沙利铂在抗肿瘤实验中具有协同作用

如图

1

所示

,

溶瘤腺病毒

AdCN205-IL-24

和复制缺陷型

Ad-IL-24

均可以增强奥沙利铂对肿瘤细胞增

殖的抑制作用

,

但

AdCN205-IL-24

联合奥沙利铂对

HT-29

和

SW620

作用后细胞存活率只有

23.17%

和

22.98%

,

杀伤效果最为明显

。

Ad-IL-24

对肿瘤细胞杀伤效果没有溶瘤腺病毒

AdCN205-IL-24

明显

,

因此

说明双靶向溶瘤腺病毒

AdCN205-IL-24

具有很好的杀伤肿瘤细胞的效果

。

实验结果显示

AdCN205-IL-24

在肿瘤细胞杀伤中比

Ad-IL-24

表现出明显的优势

,

这一结果印证了双靶向溶瘤腺病毒具有特异的抑制肿瘤

细胞生长的能力

。

在正常细胞

L-02

的实验中

,

腺病毒并没有表现增强的抑制细胞生长的效应

,

而在联合的

治疗中细胞生长的抑制主要来自于奥沙利铂的作用

。

2.2

 

Hoechst33342

荧光检测

Hoechst33342

染色后在荧光显微镜下观察发现

,

对照组细胞没有明显的凋亡

,

奥沙利铂

、

AdCN205-IL-

24

、

Ad-IL-24

单独处理结肠癌细胞

HT-29

、

SW620

后均使其发生不同程度的细胞凋亡

,

其中双靶向溶瘤腺
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病毒

AdCN205-IL-24

引起的肿瘤细胞凋亡要比非复制性腺病毒

Ad-IL-24

多

,

并且

AdCN205-IL-24

与奥沙

利铂联合使用对肿瘤细胞凋亡现象最为明显

(

图

2

)。

图

1

 

药物

(

Oxa

)、

Ad-IL-24

、

Ad-IL-24+

药物

(

Oxa

)、

AdC205-IL-24

(

206

)、

AdCN205-IL-24

(

206

)

+

药物

(

Oxa

)

对肿瘤细胞及

正常细胞的

MTT

实验

图

2

 

Hoechst

染色检测

HT-29

细胞和

SW620

细胞的凋亡

(

100×

)

3

 

讨

 

论

结肠癌是严重危害人类健康的恶性肿瘤之一

,

而化疗作为结肠癌综合治疗的重要组成部分

,

对人体有一

定的毒副作用

。

因此临床上迫切需要将化疗与其他治疗方式相结合

,

以更好地延长患者的生存期和改善患

者的生存质量

。

在诸多治疗方式中

,

基因治疗逐渐受到全世界的关注并被广泛研究

,

其中溶瘤腺病毒作为近

797

第
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年来新兴的肿瘤基因治疗载体

,

因其具有特异性地靶向和高效杀伤肿瘤细胞的能力而备受亲睐

。

为了增强

溶瘤腺病毒的安全性和有效性

,

构建腺病毒是常用的技术手段

,

是利用肿瘤特异性或组织特异性启动子来调

控病毒的复制所必须的早期基因

(

如

E1A

基因

),

或缺失病毒某些在正常细胞内复制所必须而在肿瘤细胞内

复制所不需要的基因

。

而本实验中我们利用具有双靶向的溶瘤腺病毒

AdCN205-IL-24

与化疗药物奥沙利

铂相结合来对结肠癌细胞进行研究

,

从而能更特异性地靶向杀伤肿瘤细胞

。

AdCN205-IL-24

所携带的治疗基因

MDA-7

/

IL-24

是一种肿瘤抑制基因

,

其表达的蛋白

MDA-7

/

IL-24

是细胞因子

IL-10

家族的新成员

,

其主要作用表现在以下两个方面

:

a

)

MDA-7

/

IL-24

的高表达可抑制癌细

胞的生长和诱导凋亡

,

而且此活性与其他肿瘤抑制基因

(

p

53

,

Rb

,

或

p

16

)

的状态无关

,

因此可以与其他的基

因治疗方法联合应用

;

同时

Mda-7

/

IL-24

在抑制肿瘤的过程中参与信号转导和分子调节

,

激活

PKR

、

p

38

、

STAT3

、

PI3K

、

GSK-3

、

ILK-1

等作用

。

b

)

MDA-7

/

IL-24

具有化学治疗的互补潜力

,

Oida

等联合应用抗炎药

舒林酸

(

sulindac

)

和

MDA-7

/

IL-24

治疗非小细胞肺癌细胞株

,

发现舒林酸能呈剂量依赖性地促进

MDA-7

/

IL-24

对癌细胞的生长抑制和诱导凋亡作用

,

因此联合治疗能更有效地抑制肿瘤生长

[

20

]

,

同时

MDA-7

/

IL-

24

又可以提高放射疗效和增强免疫调节反应

,

能有效参与细胞因子的免疫活化和选择性诱导肿瘤细胞凋

亡

,

使得

MDA-7

/

IL-24

基因成为肿瘤基因治疗的一个重要基因

。

通过实验发现

,

AdCN205-IL-24

比

Ad-IL-24

能更有效地选择杀伤结肠癌细胞和诱导凋亡

,

而不影响正

常细胞的生长

,

并且

AdCN205-IL-24

比

Ad-IL-24

能更有效地增强两种肿瘤细胞对奥沙利铂的敏感性

,

这说

明

AdCN205-IL-24

与奥沙利铂之间的协同更有效

。
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