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Abstract
AIM: To investigate the anticancer effect of the 
CD/5-FC suicide gene system on carcinoma 
cells of liver (Bel7402), bililary duct (QBC) and 
pancreas (Bxpc3), and to explore the possible 
anticancer mechanism.

METHODS: The growth curve and multiplica-
tion time of Bel-7402 QBC and Bxpc-3 were mon-
itored by MTT; the transfection efficiency of the 
three kinds of carcinoma cells were detected by 
FACS after instant transfection. The anticancer 
efficiency of cation lipofectin-mediated CD/5-
FC suicide gene system were monitored by MTT 
in vitro. Then, we analyzed the relation among 

multiplication time, transfection efficiency and 
anticancer effect; the apoptosis of CD/5-FC 
on the three cell lines were analyzed by FAM, 
and the apoptosis cells were stained by Hoch-
est33342.

RESULTS: The multiplication time of Bel-7402, 
QBC and Bxpc-3 was 34.48, 64.94 and 26.29 h 
respectively, and difference between QBC and 
BEL-7402, BXPC-3 was significant (P < 0.05); the 
transfection efficiency of the three cell line were 
26.99%, 2.25% and 30.36%, and the difference be-
tween QBC, and BEL-7402 and BXPC-3 was sig-
nificant (P < 0.05); the anticancer efficiency was 
83.24%, 16.97% and 92.32%, respectively. The 
apoptosis rates of the three kinds of carcinoma 
cells induced by CD/5-FC suicide gene system 
were 27.8%, 5.49% and 36.5%, respectively.

CONCLUSION: Carcinoma cells with shorter 
growth cycle and less multiplication time have 
higher instant transfection efficiency, and are 
more responsive to CD/5-FC suicide gene ther-
apy. This suicide gene therapy may be a promis-
ing method for later malignant tumor in clinic. 
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摘要
目的:  通 过 C D / 5 - F C 自 杀 基 因 体 系 对 肝
BEL-7402、胆QBC、胰BXPC-3三系肿瘤细
胞杀伤效率的比较, 探讨影响这种杀伤差异的
可能机制. 

方法: 测定BEL-7402、QBC、BXPC-3三系肿
瘤细胞的生长周期及倍增时间. FACS测定阳
离子脂质体介导的三系肿瘤细胞瞬时转染效
率. MTT法测定阳离子脂质体介导CD/5-FC自

®

■背景资料
自杀基因又称化
疗 敏 感 基 因 ,  化
疗药物前体活化
基因, 是存在于细
菌或真菌中的一
类基因, 哺乳动物
体内缺乏. 他通过
编码特异的酶而
转化低毒的或无
毒的前体药物为
具有毒性的代谢
产物而发挥很强
的抗肿瘤活性. 

■同行评议者
沈柏用 ,  副教授 ,
上海市交通大学
医学院瑞金医院
肝胆胰外科中心
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杀基因体系对瞬时转染的肝胆胰三系肿瘤细
胞体外杀伤效率. 观察细胞倍增时间与转染效
率与杀伤效率之间的关系. FACS对三系肿瘤
细胞瞬时转染自杀基因后凋亡进行比较, 并用
Hochest33342染色后进行观察.  

结果: BEL-7402、QBC、BXPC-3的倍增时
间分别是34.48、64.94、26.29 h. QBC细胞
同B E L-7402及B X P C-3相比差异有显著性
(P <0.05); BEL-7402、QBC、BXPC3三系细胞
阳离子脂质体介导的转染率分别为26.99%、

2.25%、30.36%. BEL-7402和BXPC-3同QBC
细胞有显著差异(P <0.05); 瞬时转染自杀基因
后抑制效率分别为83.24%, 16.97%, 92.32%; 
在C D/5-F C杀伤三系细胞可能的机制-凋亡
的研究中, 三者凋亡率分别为27.8%, 5.49%, 
36.5%. 

结论: 生长周期短, 倍增时间快的细胞系瞬时
转染率高, 对CD/5-FC自杀基因疗法比较敏感, 
该自杀基因疗法可能对临床晚期消化系恶性
肿瘤是一种很有前景的治疗方法. 

关键词: 自杀基因; 五氟胞嘧啶; 胞嘧啶脱氨酶; 瞬

时转染; 肝; 胆管; 胰腺; 肿瘤
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0  引言

自杀基因(suicide gene)[1-3]又称化疗敏感基因

(chemosensitive gene)[4], 化疗药物前体活化基

因(prodrug activation gene)[5], 是存在于细菌或

真菌中的一类基因, 哺乳动物体内缺乏. 他通过

编码特异的酶而转化低毒的或无毒的前体药物

为具有毒性的代谢产物而发挥很强的抗肿瘤活

性[6], 其中CD/5-FC[7-8]自杀基因体系杀伤效果

好、旁观者效应(bystander effect)[9]显著, 目前逐

渐成了研究的热点. 本工作通过对消化系三种

不同器官来源细胞系的体外杀伤比较研究阳离

子脂质体介导CD/5-FC自杀基因体系, 以期为临

床应用提供更多的依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 细胞: 肝癌BEL-7402、胆管癌QBC为北

京军事医学科学院王玉芝研究员惠赠, 胰腺癌

BXPC-3为本课题组保存; 绿色荧光蛋白的真核

表达质粒pEGFP-N1为北京军事医学科学院王玉

芝教授惠赠. MTT购自Sigma公司, Hochest33342
购自Sigma公司, RNA酶购自Gibco公司, 阳离

子脂质体LipofectamineTM购自Invetrogeon, 胎牛

血清购自北京军马所, RPMI 1640培养基购自

Hyclone公司. 流式细胞仪(FCM)BD公司FACS 
tar, America, 荧光显微成像系统Olympus os701. 
1.2 方法 
1.2.1 细胞生长曲线及倍增时间: 将指数生长期

的三系细胞2×103、0.1 mL接种于96孔板, 37℃, 
CO2恒温箱中培育4 h, 将第一组加入MTT液15 
mL, 再恒温箱中培养5 h, 取出加入0.1 mL、100 
mL/L SDS继续恒温培养, 此组细胞数为起点, 计
为时间0 h, 后在12、24、36、48、60、72、84、
96、108 h分别加入MTT液15 mL及100 mL/L 
SDS、0.1 mL, 每组重复4孔. 最后在酶标仪492 
nm上测定吸收值(A ). 将A值连起绘制细胞生长

曲线, 按照公式: TD = t×log2/(logN-logN0) 计算

各细胞倍增时间.  
1.2.2 三细胞系瞬时转染效率的比较: 将指数生

长期细胞各1×105接种于6孔板中, 37℃恒温

CO2孵箱中培育12 h, 取出生理盐水洗两次, 加入

配制好的转染液(脂质体∶质粒PEGFP-N1 = 10 
L∶2 g), 再37℃恒温培养5 h, 去掉转染液, 加入

含200 mL/L胎牛血清RPMI 1640培养液同上培

养12 h, 换100 mL/L胎牛血清RPMI 1640培养基

培养36 h, 去掉培养液, 胰酶消化制成单细胞悬

液, FACS测定各细胞系转染率. 设定同样的条件

下无脂质体介导的裸质粒转染为对照.  
1.2.3 脂质体介导瞬时转染CD基因表达的检测: 
将三系细胞各5×105个接种于90 mm培养皿中, 
转染方法同“1.2.2”, 脂质体∶质粒 = 30 L∶6 g, 
培养48 h, RNA提取试剂盒(Sigama公司试剂盒)
提取RNA, 设计引物序列进行RT-PCR反应. CD
基因引物上游序列: 5'-GTGAATTCAGGCTAG
CAATGTCGAATAACGCT-3', 下游序列: 5'-GTG
GATCCTCAACGTTTGTAATCGATGGCTTC-3'. 
看家基因为GAPDH, CD基因的PCR条件为: 94℃
变性40 s, 55℃退火40 s, 72℃延长1 min, 32个循

环, PCR产物经10 g/L琼脂糖凝胶电泳(80 V、1 h)
鉴定结果. 
1.2.4 5-FC对细胞瞬时转染CD基因杀伤及抑制

的比较: 将指数生长期细胞5×103接种于96孔
板, 每组重复4孔, 培养12 h, 去掉培养液, 生理

盐水洗过2次, 加入瞬时转染液(方法同2)37℃培

养5 h, 换200 mL/L胎牛血清培养液, 加入5-FC(5 
mmol/L的终浓度)37℃恒温培养, MTT法(方法同

■研发前沿
CD/5-FC自杀基
因体系杀伤效果
好、旁观者效应
显著, 目前逐渐成
了研究的热点.
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1.2.1)检测24、48、72 h杀伤及抑制效率, 每组

重复4孔, 绘制杀伤及抑制曲线. 生长抑制率(%) 
= (对照组A值-实验组A值)/对照组A值, 杀伤率

(%) = (起点A值-实验组A值)/起点A值. 
1.2.5 细胞凋亡的比较: 将指数生长期细胞5×
105个接种于90 mm培养皿, 100 mL/L胎牛血清

RMPI 1640培养12 h, 加入配置好的瞬时转染液

(脂质体∶pCDNA3-CD = 30 L∶6 g), 培养5 h, 
换成200 mL/L胎牛血清RMPI 1640培养基培养

12 h, 换成100 mL/L胎牛血清RMPI培养并加入

5-FC(终浓度5 mmol/L), 分别取4、12、24、48 h
四个时间点, 胰酶消化制成单细胞悬液, 取出0.1 
mL用于Hochest33342染色镜下观察. 余下700 
mL/L乙醇固定, RNA酶处理30 min后FACS检测

细胞凋亡. 

2  结果

2.1 细胞倍增时间 按MTT值绘制三种细胞的生

长曲线图, 由各增长最快时间段计算BEL-7402、
QBC、BXPC-3细胞的倍增时间 (计算公式: TD = 
t×log2/(logN-logN0)分别是: 34.48、64.94、26.29 
h. BEL-7402和BXPC-3同QBC相比倍增时间差异

有显著性意义(P<0.05), 而BEL-7402和BXPC-3之
间差异没有显著性(图1). 
2.2 细胞瞬时转染率的比较 阳离子脂质体介导

的BEL-7402, QBC, BXPC-3的瞬时转染率分别

为26.99%、2.2%、30.3%, BEL-7402和BXPC-3
同QBC相比差异有显著性; 三种细胞裸质粒的

转染率分别为0.22%、0.29%、0.18%, 三者差异

没有显著性(图2). 这表明阳离子脂质体介导的

转染同前面细胞的倍增时间有很好的相关性, 
倍增时间快的细胞, 脂质体有更高的转染效率. 
而裸质粒的转染则与这关系不大. 
2.3 阳离子脂质体介导瞬时转染的表达 采用RT-
P C R法检测, 设脂质体介导的不带C D基因的

PCDNA3.1质粒为对照. 10 mL/L琼脂糖凝胶(80 V, 
1 h)电泳检测. 结果显示CD基因表达很好(图3-4). 
2.4 CD/5-FC对瞬时转染细胞的杀伤抑制 MTT
法测细胞的相对数量. 红线为对照组细胞, 瞬时

转染后不加入5-FC, 蓝线为实验组细胞, 加入

5-FC(终浓度5 mmol/L), 均每组重复四孔. CD/5-
FC对BEL-7402细胞的杀伤率72 h为55.08%, 对
其生长的抑制率为83.24%; C D/5-F C对Q B C
细胞的杀伤率为10.02%, 对其生长的抑制率

为16.97%, CD/5-FC对BXPC3的杀伤率72 h为
68.14%, 生长抑制率为92.32%, 比较CD/5-FC

对BEL-7402细胞、QBC、BXPC3的杀伤和抑

制, BEL7402、BXPC3均和QBC有显著差异

(P <0.05), 而BEL7402和BXPC3没有显著差异

(P >0.05, 图5).
2.5 CD/5-FC诱导细胞的凋亡 BEL-7402细胞凋

亡高峰在48 h, 凋亡率为27.8%, QBC细胞凋亡

高峰在48 h, 凋亡率为5.49%, BXPC3细胞凋亡

高峰在24 h, 凋亡率为36.5%. 按4、12、24、
48 h时间点B E L-7402凋亡率分别为: 4.88%, 
7.27%. 19.8%和27.8%; QBC细胞凋亡率分别为: 
2.82%, 3.98%, 3.55%, 5.44%和5.49%; BXPC3凋
亡率分别为: 5.30%、8.82%、8.86%、36.5%和

16.7%(图6). 
2.6 细胞凋亡的Hochest33342染色 BEL7402凋亡

染色可见有典型的凋亡出现, 且凋亡的细胞较

多; QBE中凋亡细胞少. BXPC3中凋亡细胞较多

(图7). 

3  讨论

随着分子生物学技术的迅猛发展, 基因治疗迅

速成为肿瘤治疗领域极有希望的一种治疗措施, 
已成为包括肝癌、胰腺癌、胆管癌在内的肿瘤

治疗研究领域的一大热点[10-12]. 基因治疗临床具

体实现的方法之一就是利用载体在肿瘤所在的

部位瞬时转染治疗基因, 本课题则就瞬时转染

后的自杀基因治疗做一系列研究. 当前的转染

载体都存在一个转染率低和安全的问题. 脂质

体(liposome)以无毒、无免疫源性、使用方便、

重复性好、能携带大片段DNA. 同时, 作为基因

或核酸载体脂质体可以抵御核酸酶的水解, 延
缓基因内含物的降解, 安全可靠等优点, 现已被

美国癌症协会批准为临床基因治疗的首选方案,
并且已有商品化的脂质体用于临床应用. 

细胞分裂在阳离子脂质体介导的基因转染

中有促进的作用[13], Mortimer et al [13]表明: 当SK-
OV-3细胞aphidiodin处理, 同步化在G1期则不能

■相关报道
刘国彦 e t al 针对
有免疫力动物的
体内C D/5-F C实
验研究中表明: 正
常免疫力可有效
增强C D/5-F C的
旁观者效益, 且在
配合使用γ-IFN条
件下旁观者效益
进一步增强.
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图  1  三细胞系生长曲线. BEL-7402和BXPC-3生长速度均

明显较QBC细胞快, 生长旺盛, 而BEL-7402和BXPC-3在高

峰期几乎一致, 生长曲线也有交叉重叠, 差异不显著.
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被有效转染, 而当细胞重新通过细胞周期时, 特
别是在使用阳离子转染试剂之后, 细胞即时已

具有分裂活性, 则转染效率最高. Wilke et al [14]

研究表明: 生长在无血清培养基中增殖受阻的

LLC-PK1细胞, 当用Lipofectin进行转染时, 其转

染效率低于生长在有血清的对照增殖细胞. 此
外当NIH3T3细胞暴露于胸腺嘧啶中而被阻止在

S期时, 不能被脂质体有效转染, 而当阻止剂被
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图  2  细胞的瞬时转染率. A, D: S7402; B, E: BXPC-3; C, F: QBC, 0: 阳离子脂质体介导的转染; 1: 裸质粒的转染.
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图  4  CD基因表达的RT-PCR结果. 1: Marker条带; 2: 

GAPDH-BXPC3-PCDNA3; 3: GAPDH-QBC-PCDNA3;   

4: GAPDH-BEL7402-PCDNA3; 5: GAPDH-BXPC3 

-CD; 6: GAPDH-QBC-CD; 7: GAPDH-BEL7402-CD; 

8: BXPC3-PCDNA3; 9: QBC-PCDNA3; 10: BEL7402-

PCDNA3; 11: BXPC3-CD; 12: QBC-CD; 13: BEL7402-

CD.
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图  5  CD/5-FC的生长抑制效果. A: BEL-7402; B: QBC; C: 

BXPC3.
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■应用要点
脂质体介导瞬时
转染下的特异性
的启动子、多自
杀基因联合及辅
助免疫增强生物
因子将很大的提
高了自杀基因的
应用前景, 对高度
恶性实体肿瘤的
治疗提供有效的
帮助.
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去掉, 细胞恢复通过细胞周期时, 则被转染的能

力又恢复.
不同的细胞类型有着自己不同的细胞特

性, 不同的细胞周期、生长曲线、倍增时间, 阳
离子脂质体介导的转染效率可能有显著的差别, 
CD/5-FC自杀基因治疗的结果则有显著的差异. 
在机体内一般细胞处于分裂期的细胞数小于

20%. 通常肿瘤组织和那些生长旺盛的细胞分裂

期的细胞比例较高, 这实际上就形成了一定的

阳离子脂质体介导转染的定向导向性, 当脂质

体介导CD/5-FC用于高度恶性肿瘤的基因治疗

时, 阳离子脂质体定向的介导转染那些生长旺

盛的恶性肿瘤组织细胞, 导致被CD/5-FC自杀基

因体系定向杀伤, 且治疗效果较好, 而当用于低

度恶性肿瘤的治疗时则效果不理想, 这有很重

要的临床意义: 临床上, 高度恶性肿瘤细胞生长

旺盛, 倍增时间短, 容易早期就有转移和远处的

转移, 临床手术的效果不理想. 该项自杀基因研

究表明: 高度恶性实体肿瘤的CD/5-FC治疗方法

脂质体瞬时转染效率高、肿瘤抑杀效果好, 可
能成为手术治疗的较好补充, 为提高该类疾病

的治疗提出了新的思路; 而低度恶性肿瘤细胞

生长周期长, 倍增时间要长, 转移及远处转移发

生晚, 手术为治疗的首选, 且效果也比较好, 该
类型脂质体转染效率差, 自杀基因疗法效果差, 
且也无需基因治疗来作为补充.

CD/5-FC体系治疗肿瘤时可产生具有临床

应用实际价值的BE[15-16], 即肿瘤细胞少量的转

染可导致更多的肿瘤细胞被抑杀, 为高度恶性

肿瘤细胞的“根治性抑杀”带来希望. 谭宇蕙 
et al [17]构建的大鼠肝癌细胞HSV-tk/GCV自杀基

因系统体外旁观者效应的研究中, 当转染率为

5%-10%就已有较低的BE. 陈海金 et al [18]研究

慢病毒介导的KDR启动子驱动CD/TK双自杀基

因系统对大肠肿瘤细胞选择性杀伤作用, 观察

到双自杀基因在体外的显著的BE. 张雷 et al [19]

研究比较了CD/5-FC系统和HSV-tk/GCV系统对

人胰腺癌细胞的疗效, 发现两者都有很好的抗

肿瘤活性, 但前者BE要显著大于后者. 其良好

的BE与以下一些机制有关: (1)细胞间缝隙连接

(gap junctional intercellular communication, GJIC)
介导的细胞毒性药物或(和)凋亡小体传递[21-23]. 
多数学者认为GJIC是自杀基因表达产物前药代

谢为细胞毒性产物5-FU的良好通道. Kuriyama 
et al和Huber et al认为CD/5-FC的BE是由于5-FC
的代谢产物5-FU通过非易化扩散自由进出细胞, 
并不仅仅依靠GJIC[24-25]. BE使靶细胞内基因表

达产物通过GJIC传递到周围细胞, 在杀伤周围

细胞同时延长了自杀基因的表达和其自身的存

活时间, 这无疑增强了BE[26]. (2)激活免疫机制. 
肿瘤细胞被自杀基因杀伤后, 其残余碎片含有

肽类物质, 这些肽类物质被浸润的巨嗜细胞等
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C

图  7  细胞凋亡. A: BEL-7402; B: QBC; C: BXPC-3.
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■同行评价
本研究选题符合
该领域的研究热
点, 设计科学、合
理, 作者掌握了相
关的实验基础理
论和专门实验技
术, 统计处理符合
统计学方法, 结论
可靠, 但讨论不够
深入、全面, 若结
合实验结果做出
相关分析, 提出自
己的见解则更好.
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抗原递呈细胞摄取加工, 然后递呈给CD4+ T淋巴

细胞, 进而激活CD8+ T淋巴细胞, 并使其增殖, 扩
大其肿瘤杀伤作用及产生杀灭机体远处部位接

种的肿瘤细胞. 具有弱免疫原性的靶细胞转入

CD基因后, 能被5-FC抑杀, 而且能够产生免疫记

忆, 故经5-FC抑杀后的肿瘤细胞可作为抗瘤疫

苗[27-28]. CD/5-FC自杀基因体系良好的旁观者效

益, 结合该脂质体介导瞬时转染肿瘤抑杀研究, 
对高度恶性实体肿瘤的手术疗效不足可能可起

到较好的补充. 拓展了新的思路.
许多研究表明自杀基因导致肿瘤细胞死亡

以及旁观者效应可能的机制为细胞凋亡, 本实

验研究表明, 凋亡是导致细胞死亡的可能途径

之一. 目前在自杀基因的研究中, 针对驱动子选

择性的双自杀基因的研究则成了该研究领域的

热点. 如利用肿瘤特异性基因调控元件调控自

杀基因表达, erbB-2, α-人乳白蛋白(hALA)启动

子驱动自杀基因进行乳腺癌基因治疗, 甲胎蛋

白(AFP)基因启动子用于肝癌自杀基因疗法, 癌
胚抗原(CEA)基因启动子用于肠道肿瘤自杀基

因疗法. 又如李强 et al [29]的研究表明: KDR启

动子驱动双自杀基因靶向选择性地杀伤人胃癌

SCG7901细胞, 并存在BE, 且较单自杀基因有

更好的抑杀效果. Rogulski et al [30]实验表明转

导CD/HSV-1TK融合基因的神经胶质瘤细胞易

被杀灭, 该基因表达具有双重作用的融合蛋白

(CDglyTK), 他导致的协同细胞毒作用是单用的

2-3倍, 且可使表达细胞有更好的放射敏感性, 是
单用CD/5-FC体系的2.44倍. Rogulski et al [31]的研

究表明, 双自杀基因(CD-HSV-TK)治疗对大的肿

瘤组织更加有效, 可使其体积减少99%, 显著降

低肿瘤的压迫效应. 在刘国彦 et al [32]针对有免疫

力动物的体内CD/5-FC实验研究中表明: 正常免

疫力可有效增强CD/5-FC的旁观者效益, 且在配

合使用γ-IFN条件下旁观者效益进一步增强. 将
来脂质体介导瞬时转染下的特异性的启动子、

多自杀基因联合及辅助免疫增强生物因子将很

大的提高了自杀基因的应用前景, 对高度恶性

实体肿瘤的治疗提供有效的帮助. 
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