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摘要

目的: 构建含有融合基因 FCU1 的自杀基 因 系统观察其

对体外培养肝癌细胞的杀伤效应.

方法: 将FCU1基因亚克隆于pEGFP-C1载 体 转化大肠杆

菌 DH5α 阳性重组子转染肝癌细胞 HepG2 绿色荧光

蛋白检测FCU1的 表 达用G418筛选出阳性细胞克隆后

进行体外药物敏感实验观察旁观者效应.

结果: FCU1基因正确插入到pEGFP-C1中 pEGFP-FCU1

转染成功的细胞在荧光显微镜下可见绿色荧光在5-FC作

用下细胞的生长抑制率明显高于未转染细胞且旁观者效

应显著.

结论: 本基因治疗体系具有很好的体外杀肿瘤效果为肝

癌的基因治疗提供了一个新的选择.
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0  引言

自杀基因/前药系统是一种很有效的肿瘤药物敏感基因

疗 法这种方法已在多种肿瘤的治疗中得到应用. 新 型

高效的融合自杀基因FCU1 是由FCY1 和FUR1 两种自

杀基因的编码序列经过特定的酶切连 接定点缺失突

变等过程融合而成[1]. FCY1 和FUR1 基因分别编码胞嘧

啶脱氨酶(CDase)和尿嘧啶磷酸核糖转移酶(UPRTase)

可将 5-FC 直接代谢为 5-FU 的单磷酸化产 物 在肿

瘤自杀基因治疗中可产生双功能杀伤细胞的功效[2-4].

我们将构建好的自杀基因真核细胞表达载体用一定方

式 导入肿 瘤 细 胞获得稳 定 表 达 的 细 胞株并探讨

FCU1/5-FC 自杀基因系统对体外培养肝癌细胞的杀

伤效应.

1  材料和方法

1.1 材料  pCIneoFCU1 由 Transgene S.A.惠 赠 pEGFP-

C1 由 本 实验室保 存宿主菌DH5α 由 本室保 存肝癌

细胞株HepG2 由 本室保 存 在含100 mL/L小牛血清

100 IU/mL青 /链霉素的 DMEM培养基(Gibco公司)中于

37 50 mL/LCO 2培养箱中培养. 限制性内切酶

S ma Xho 购 自 MBI 公 司 DNA 回收试剂盒

质粒提取试剂盒购自上海华舜公司T4DNA ligase购自

MBI公 司 脂质体LipoGen购自 InvivoGen公 司 G418

购自Gibco 公 司 5-FC购自 Sigma 公司.

1.2 方法  用 Sma Xho 分别双酶 切 pEGFP-C1 和

pCIneoFCU1 琼脂糖凝胶电泳检测酶切产物并回收

目 的 基 因片断将载体片段目的基因片段按摩尔比

1 3混 合 用T4DNA连接酶于 4 连接过夜. 取适量

连接产物用低温CaCl2法转化 DH5α  同时用空载体质

粒转化作为阳性对照. 筛选出阳性克隆后提 取 质粒

琼脂糖凝胶电泳鉴定阳性产物即得所需重组体质粒

pEGFP-FCU1. HepG2 细胞培养至对数生长期时转入6

孔 板 每孔5 105个 细 胞重组体质粒pEGFP-FCU1

用LipoGen脂质 体 进 行 转染对照组转染pEGFP-C1空

质 粒 48 h后于荧光显微镜下观察结果. 用 400 mg/L的

G418筛选阳性细胞克隆获得稳定表达的单克隆细胞

记为 HepG2/FCU1 再扩大培养. 检测前药5-FC作用下

的细胞生长抑制率将 HepG2/FCU1 细胞以 2 105个/
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孔接种于6孔 板 中 24 h 后 6 孔细胞分别加不同体

积的 5-FC使其终浓度依次为 0 0.01 0.1 1 10

100 µmol/L 每组设3个 复 孔并用未转染细胞 HepG2

做阴性 对照连续观察培养6 d 后用台盼兰染色排除

法分别计数总细胞数和兰染细胞数计算细胞生长抑

制率. 在 96孔板上将转染的细胞与未转染细胞分别以

0 1 1 9 2 8 3 7 4 6 5 5

6 4 7 3 8 2 9 1 1 0 的 比 例 混 合

每组设3个 复 孔 经 100 µmol/L5-FC 作用 6 d后 用

MTT法检测体外旁观者效应[5].

        统计学处理  实验数据用方差分析法检验组间比

较用LSD检 验 法 以 P<0.05 为差异有显著性.

2  结果

2.1 pEGFP-FCU1质粒构建及转染细胞结果  重组体质粒

经 Sma Xho 双 酶 切 应获得约1 100 bp(目的基

因)和 4 500 bp(载体)的 两条线性片段并与 pCIneoFCU1

双酶切所得目的基因片段大小一致(图1). pEGFP-FCU1

转染HepG2 细胞 48 h 后荧光显微镜下可见绿色荧光

(图 2) 转染效率约 40%. G418 筛选至单细胞克隆呈

集落生长时再进 行荧光观察记为 HepG2/FCU1 细

胞. HepG2 HepG2 /FCU1 及 HepG2/EGFP(转染空质粒

组)细胞的倍增时间分别为(40.4±0.1) h (42.8±0.1 h)

(41.5±0.1 h) 方差分析显示3 组间差异无显著性 (P >

0.05) 表明外源基因的转入与表达不影响细胞的生长

速度.

图 1  重组体质粒酶切鉴定. 1: DNA marker; 2: pCIneoFCU1 双酶切产
物; 3: pCIneoFCU1 质粒; 4:重组体 pEGFP-FCU1 双酶切产物; 5:
pEGFP-C1 质粒.

图 2  pEGFP-FCU1 转染 HepG2 细胞后荧光照片( 400).

2.2 体外药物敏感试验结果  随着前体药物5-FC浓度的

增 加 HepG2/FCU1 细胞的存活率明显降低且与对

照组(未加药)有显著差异 抑制率曲线如图3 所示. 前

体药物 5-FC对混合细 胞 作 用后FCU1/5-FC 系统存

在明显的旁观者效应如图4 所 示 转染细胞 HepG2/

FCU1含量占10%时 混合细胞生长抑制率已达 53%.

图 3  细胞的药物敏感性实验.

图 4  FCU1/5-FC 系统的体外旁观者效应.

3  讨论

肝癌是全球高发肿瘤之一最常见的肝细胞癌一般对

化 疗 高 度耐药目前惟一的治愈方法只有部分肝叶切

除术和肝移植[6-7]. 基因治疗是一种新的有前景的治疗形

式 其基本原理就是将遗传物质导入细胞以产生生物

学的治疗效应. 病毒或细菌中的一些酶可将无毒或低毒

的前药转化为致死性的毒性化合物自杀基因治疗即

是将编码这些酶的基因导入到靶细胞中因此也称为

病毒介导的酶 / 前药治疗(virus-directed enzyme/

prodrug therapy VDEPT) [8]. TK/GCV(thymidine kinase/

ganciclovir)和CD/5-FC系统是目前肝癌基因治疗中应用

最广泛的前药激活系统许多体内和体外实验均证实

有较好的抑制肿瘤细胞生长的作用[9-13]. 自杀基因的一个

显著特点就是所谓的旁观者效应(bystander effect) 即

转染细胞中的毒性药物代谢物可弥散至邻近组织中

增加受作用的瘤细胞数目. 因 此即使仅有部分肿瘤细

胞被转染时也可取得显著的杀瘤效果. 一些双位点模型

研 究 表明同时在肝的两叶内分别接种野生型的结肠

癌细胞和转染有CD 基 因 的结肠癌 细 胞在用 5-FC治

疗 后两个病 灶 均消退这意味着旁观者效应甚至可在
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较远的部位发生作用[14]. 融合基因FCU1既能编码CD基

因 又编码UPRTase 基 因 其表达产物是一个具有双

功能的高效杀伤系统Philippe Erbs et al 的 研 究 表明

FCU1/5-FC系统能显著抑制多种肿瘤细胞的生长转

染了FCU1 基因的肿瘤细胞对前药5-FC的敏感性比单

纯转染FCY1 基因的肿瘤细胞高出100倍 且其旁观者

效应明显强于单独转染FCY1 或FUR1 基 因 亦或是同

时转染两个基因的细胞[1,15-16]. 我们在实验中初步探讨了

FCU1/5-FC系统的体外抗肿瘤作用为进一步研究该自

杀基因在肿瘤基因治疗中的应用奠定了良好的基础.
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摘要

目的: 评价复方二甲基硅油对功能性肠胀气的临床疗效及

安全 性 并探讨其治疗机制.

方法: 功能性肠胀气患者 54 例 采 用随机分 组 平行对

照的实验设计方法在应用复方二甲基硅油和安慰剂治疗

后观察临床症状积分肠管积气量及肠排气次数的改变.

结果: 与安慰剂比较复方二甲基硅油能够明显降低功能

性肠胀气患者临床症状积分肠内胀气指数并增加肠排

气次数(0.65±0.61 vs 1.83±0.49 45±21 vs 117±40 13±4

vs 8±3 P 0.01). 复方二甲基硅油治疗功能性肠胀气的

总有效率为 88.9% 显著高于安慰剂的 29.6% (P 0.01).

结论: 复方二甲基硅油能够减少肠内气体改善临床症

状 且安全性好.
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0  引言

肠胀气系指肠腔内过多的气体积聚导致患者出现腹




