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Abstract
AIM: To explore whether an adenoviral vector 
expressing the interleukin-12 (IL-12) gene (Ad-
vIL-12) can induce a strong anti-hepatic carci-
noma effect in vitro.

METHODS: HepG2 cells transfected with Ad-
vIL-12 were cultured as the experimental group, 
and cells transfected with Adv-GFP or non-trans-

fected cells were used as controls. The scratch test 
was used to detect the migration of AdvIL-12-
infected HepG2 cells. The crystal violet staining 
assay was used to examine the survival of HepG2 
cells. MTT assay was used to assess the prolifera-
tion of HepG2 cells. TUNEL assay was used to 
detect the apoptosis of HepG2 cells.

RESULTS: AdvIL-12-infection inhibited the 
migration of HepG2 cells in a dose-dependent 
manner. In the experimental group, the dye 
depth of crystal violet staining deepened with 
the decrease in the concentration of AdvIL-12. 
The killing effect of 10 μL of AdvIL-12 had the 
most obvious killing effect on HepG2 cells. The 
absorbance values differed significantly between 
the AdvIL-12 group, Adv-GFP group and non-
transfected HepG2 group (F1 = 95.7, F2 = 103.6, 
F3 = 165.8, P < 0.01) after culture for 24, 48 or 72 
h. Under an optical microscope, typical apoptotic 
cells were visible. The number of apoptotic cells 
in the experimental group was significantly more 
than those in the two control groups.

CONCLUSION: AdvIL-12 infection can effec-
tively inhibit the ability of HepG2 cells to grow, 
proliferate and migrate and promote the apopto-
sis of HepG2 cells.

© 2013 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved.

Key Words: Adenovirus; Interleukin-12; Hepatocel-
lular carcinoma; TUNEL

Cui QY, Qin WM, Zhang BY, Liu SH, Sun CD. In vitro 
antitumor effect of an adenoviral vector expressing 
IL-12 in HepG2 cells. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2013; 21(30): 3190-3197 URL: http://www.wjgnet.
com/1009-3079/21/3190.asp DOI: http://dx.doi.
org/10.11569/wcjd.v21.i30.3190

摘要
目的: 探讨腺病毒介导的白介素12(interleukin
-12, IL-12 )基因(AdvIL-12)转染能否在体外诱
导出更强的抗(hepatocellular carcinoma, HCC)
免疫效应. 

■背景资料
肝癌(hepatocel-
lular carcinoma, 
HCC)是世界上最
流行的癌症之一, 
在癌症导致死亡
的疾病中居第3位, 
原发性HCC在我
国高发, 目前我国
发病人数约占全
球的55%, 在肿瘤
相关死亡中仅次
于肺癌, 居第2位. 
肝炎病毒感染导
致的HCC估计可
以达到全球HCC
病例的78%. HCC
具有发现较晚, 发
展迅速, 侵袭性强, 
转移早, 预后差的
特点. 由于HCC通
常发现时已晚, 已
丧失最佳手术时
机, 或可切除, 但
可早期出现转移, 
而切除效果不够
理想, 对常规免疫
治疗效果不够理
想, 同时由于其对
目前药物化学治
疗不够敏感, 且不
良反应较大, 所以
开发一种新式, 有
效的治疗方法成
为当务之急.

■同行评议者
郑鹏远, 教授, 主
任医师, 博士生导
师, 副院长, 郑州
大学第二附属医
院消化科
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方法: 在体外, 用AdvIL-12转染HepG2作为实
验组, 以Adv-绿色荧光蛋自(green fluorescent 
protein, GFP)转染的HepG2和未转染的HepG2
作为对照组进行培养. 用划痕试验检测载有
IL-12的腺病毒对HepG2细胞的迁移能力的影
响; 结晶紫法检测对HepG2的生长能力的抑制
和杀伤作用; MTT检测对HepG2细胞增殖能力
的抑制作用的影响; TUNEL法检测对HepG2
细胞的凋亡效应的影响. 

结果: 正常生长的HepG2单层贴壁生长, 生长
旺盛, 镜下观察为梭形, 胞浆均质透明, 折光
性好, 胞间紧密连接, 核质均匀, 核仁清晰可
见. 实验组AdvIL-12作用24 h后HepG2细胞迁
移距离明显受到抑制, 且随浓度增大, HepG2
细胞向划痕区移动的距离越来越小, 细胞数
量越少, 划痕越宽. 实验组AdvIL-12结晶紫染
色深度随浓度梯度减少而逐渐加深. 取10 μL 
AdvIL-12时对HepG2细胞杀伤效果最为明显. 
酶标仪检测AdvIL-12组、Adv-GFP组和HepG2
空白对照组分别培养24、48、72 h后的A 值
(F1 = 95.7, F2 = 103.6, F3 = 165.8, P<0.01)与对
照组相比有统计学意义. 光镜下可见凋亡细胞
明显固缩, 体积变小, 胞质致密, 核浓缩甚至消
失, 形成凋亡小体. 实验组AdvIL-12组凋亡细
胞数量明显多于对照组Adv-GFP组. 

结论: 转染AdvIL-12的HepG2细胞能有效抑制
HepG2细胞的生长, 增殖和迁移能力, 效果随浓
度增大而增强, 并能够促进HepG2细胞的凋亡
效应, 从而在体外达到明显的肿瘤抑制作用. 

© 2013年版权归百世登出版集团有限公司所有.

关键词: 腺病毒; 白介素-12; 肝癌; Tunel

核心提示: 本文采用最新腺病毒作为载体携带白

介素12(interleukin-12, IL-12)在体外研究对肝癌

(hepatocellular carcinoma, HCC)的抗肿瘤效果. 通
过对HCC细胞株HepG2的生长、增殖、迁移以及

凋亡的影响得出腺病毒能够良好的携带IL-12并

通过免疫机制有效的抑制HCC细胞的生长. 在实

际应用中, 可以通过开发相关的免疫疫苗来达到

治疗目的. 
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0  引言

肝癌(hepatocellular carcinoma, HCC)是世界上最

流行的癌症之一, 在癌症导致死亡的疾病中排

名第3[1], 原发性HCC在我国高发, 目前我国发病

人数约占全球的55%, 在肿瘤相关死亡中仅次于

肺癌, 居第2位. 肝炎病毒感染导致的HCC估计

可以达到全球HCC病例的78%[2]. 
HCC具有发现较晚, 发展迅速, 侵袭性强, 

转移早, 预后差的特点. 治疗方法根据肿瘤情况, 
肝脏功能, 全身身体状况和治疗效果而制定, 主
要有经皮穿刺消融、外科切除、肝移植和生物

疗法. 由于HCC通常发现时已晚, 已丧失最佳手

术时机, 或可切除, 但可早期出现转移, 而切除

效果不够理想. 肝脏细胞由于缺乏对肿瘤相关

性抗原(tumor associated antigen, TAA)的识别, 
无法做出有效的免疫反应. 因此对常规免疫治

疗效果不够理想, 同时由于其对目前药物化学

治疗不够敏感, 且不良反应较大, 所以开发一种

新式, 有效的治疗方法成为当务之急[3]. 
白介素12(interleukin-12, IL-12)是一种由

p35和p40组成的异二聚体结构的细胞因子, 又
称为细胞毒淋巴细胞成熟因子(cytotoxic lym-
phocyte maturation factor, CLMF)、NK细胞刺激

因子(natural killer cell stimulatory factor, NKSF), 
主要由抗原递呈细胞产生 ,  其中单核/巨噬细

胞和B细胞是产生IL-12的主要细胞, 有很强的

免疫调节作用. 能诱导NK和T细胞产生干扰素

-γ(interferon-γ, IFN-γ)、IL-2等细胞因子, 促进

初始Th0细胞向Thl细胞分化、增殖和成熟, 抑
制Th2细胞活性, 调节机体细胞免疫反应[4,5]; 能
通过诱导肿瘤细胞凋亡和抑制肿瘤组织新生血

管的生成而直接抑制肿瘤生长[6]; 能诱导并增

强NK细胞和CTL细胞的增殖及细胞不良反应, 
介导其抗肿瘤作用的细胞免疫应答; 并能介导

IFN-γ的分泌增加p53的激活. P53能够通过介导

肿瘤细胞的凋亡来抑制肿瘤的生长[7,8]. 
但是IL-12的全身应用给机体带来的不良反

应较大如发热、恶心、呕吐白细胞减少等[9], 在
小鼠或者猴子等动物模型中全身性使用IL-12可
以产生可逆的、剂量依赖性的对外周血液的抑

制(贫血、白细胞缺乏、血小板减少), 这些情况

与脾大及其能致脾髓质造血功能亢进有关[10]. 在
肾癌肿的IL-12全身性治疗的临床一期试验已经

完成, 二期试验虽然由于明显的不良反应而阻

滞, 但是毒性很快被其他方法所克服[11], 因此无

法全身应用药物. 于是人们尝试在动物模型体

内试验中, 在肿瘤局部皮下接种注射IL-12, 结果

显示可增强局部肿瘤免疫反应使皮下肿瘤消退, 

■创新盘点
本文通过MTT方
法在不同的时间
点 ,  不 同 浓 度 的
病毒证实腺病毒
携带IL-12能够在
不同程度上抑制
HepG2细胞的生
长, 并能够随时间
和浓度呈逐渐升
高趋势, 即在一定
时 间 内 ,  病 毒 对
HepG2细胞增殖
能力的抑制能够
随浓度增加而增
强并用TUNEL方
法来观察HCC细
胞的凋亡取得较
好的效果. 
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同时又不会导致循环血中的IL-12浓度过高. 但
是, 由于肝内局部注射IL-12对操作要求较高, 半
衰期短, 反复给药可致全身不良反应大且疗效

也不够理想[12,13]. 随着分子生物学、免疫学和基

因转移技术的发展, 人们尝试着通过新式的基

因载体如腺病毒、逆转录病毒和疫苗病毒等来

治疗肝脏肿瘤[14]. 因此, IL-12基因治疗的局部应

用成为研究关键和难点. 
本实验应用腺病毒(adenovirus, Adv)作载

体, 将IL-12基因转染到HepG2细胞中, 观察体外

HepG2细胞的生长、增殖、迁移和凋亡的作用. 
并为日后进一步研究腺病毒携带IL-12增强HCC
抗原致敏树突细胞提供理论依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 重组人AdvIL-12和对照腺病毒载体

Adv-绿色荧光蛋自(green fluorescent protein, 
GFP)由上海吉凯基因化学技术有限公司构建; 
HCC HepG2细胞株购自青医附院中心实验室细

胞库; 培养液DMEM为美国Hyclone公司产品; 新
生牛血清(newborn bovine serum, NBS, 杭州四季

青生物工程材料有限公司); TUNEL(terminal de-
oxynucleotidylt ransferase dUTP nick end labelling)
试剂盒购自promega北京生物技术有限公司. 
1.2 方法

1.2.1 细胞培养: (1)选生长良好, 约铺满80%瓶

底的HepG2细胞, 吸弃培养瓶内的旧培养基; (2)
用37 ℃ PBS液3-4 mL, 轻轻漂洗细胞, 以除去

残留的培养基. 加入0.25%胰酶溶液l mL, 消化

2-3 min, 镜下观察消化情况, 发现细胞胞质回

缩, 细胞变圆、间隙增大时终止消化; (3)轻轻

倒掉瓶内的胰酶溶液. 加入含10%FBS的培养

基DMEM培养基10 mL, 用吸管轻轻吹打, 令
细胞悬浮混匀, 制成单细胞悬液. 把此细胞悬

液按1∶3至1∶4分装到无菌培养瓶中继续培养; 
(4)用含10%新生牛血清的DMEM培养液培养, 
在饱和湿度, 37 ℃、5%CO2培养箱中培养, 待细

胞完全帖壁生长后, 更换培养液1次, 以后每1-2 
d换液1次, 视接种的细胞密度不同, 一般3-4 d长
满瓶底80%, 可再次消化传代.
1.2.2 转染: (1)取对数期HepG2细胞用无血清的

培养液将制成悬液, 接种于24孔板, 用感染性滴

度为2×108 PFU/mL的AdvIL-12和Adv-GFP分别

转染HepG2细胞; (2)于饱和湿度, 37 ℃、5%CO2

培养箱中培养4 h后, 去上清液, 用PBS洗细胞

1遍后加入含10%新生牛血清的DMEM培养液

继续培养; (3)分别标记为AdvIL-12/HepG2细胞

和Adv-GFP/HepG2细胞, 未转染的细胞标记为

HepG2细胞. 
1.2.3 细胞划痕试验: (1)先用marker笔在6孔板后

面, 均匀笔直的划3道线. 将对数期HepG2细胞悬

液接种于用marker笔标记过的6孔板中, 每孔约

5×105个细胞, 置于饱和湿度, 37 ℃、5%CO2培

养箱中培养; (2)待细胞覆盖孔底80%以上时, 大
约6 h后在单层细胞表现用1 mL枪头在孔中垂直

于培养板划痕划一直线, 然后用PBS清洗2次以

去除划下的悬浮细胞, 去除上清液, 分别按1、
0.1、0.01浓度将AdvIL-12和Adv-GFP加入6孔板

中形成对照, 加入不含血清的培养基培养; (3)4 h
后去上清液, 用PBS洗细胞1遍后加入含10%新

生牛血清的DMEM培养液继续培养; (4)待12、
24、48 h时分别观察显微镜观察划痕中细胞迁

移情况. 
1.2.4 结晶紫试验: (1)取对数期HepG2细胞悬液

种于24孔板中, 置于饱和湿度, 37 ℃、5%CO2培

养箱中培养; (2)待细胞覆盖孔底80%以上时, 按
浓度10、1、 0.1、00.1、0.001、0.0001无血清

培养液倍比稀释的AdvIL-12、Adv-GFP分别加

入感染; (3)感染4 h后, 加入含血清培养液继续培

养12 h, 倒掉培养液, 用PBS清洗1遍; (4)加入甲

醇与乙酸按3∶1比例混合液固定10 min后倒掉, 
加入结晶紫染色液染10 min, 用吸管洗掉后蒸馏

水清洗3遍, 晾干. 
1.2.5 MTT法检测: (1)取对数生长期的HepG2
细胞消化 ,  方法同上 ,  用计数板技术制成2×
104/mL浓度的细胞悬液; (2)将细胞接种到96孔
板中, 每孔200 μL, 约3×104个/孔的HepG2细胞

分为3组, 感染组AdvIL-12, 感染组Adv-GFP和
未感染组HepG2分别进行感染, 按浓度10、1、
0.1、0.01、0.001无血清培养液倍比稀释培养4 h
后; (3)弃上清, 加入含血清培养液继续培养后在

12、24、48 h分别进行检测; (4)加入无血清培

养基溶解的MTT(终质量浓度5 mg/L事先用PBS
调节pH<7.4), 在37 ℃下孵育4 h, 然后用1 mL针
管洗掉上清(防止将甲臜吸出, 再加入150 μL/孔 
DMSO震荡10 min后使紫色结晶充分溶解; (5)用
酶联免疫检测仪在490 nm处检测吸光度(A )值. 
抑制率计算: 细胞生长抑制率 = [对照组平均A
值-实验组平均A值]/对照组平均A值×100%.
1.2.6 TUNEL法检测: 将对数期HepG2细胞消化

后, 用10%血清DMEM培养基制成1×106个/mL
的细胞悬液, 种到单个25 c m2培养皿中(提前

■同行评价
本文设计合理, 逻
辑性强, 具有一定
的理论意义和潜
在的临床价值.
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画圈), 如上法分3组加入病毒感染4 h后, 去上

清, 加入含血清培养液继续培养12 h, 然后参考

TUNEL试剂盒操作规范进行操作. (1)4%多聚甲

醛固定25 min. 用PBS清洗3遍; (2)加入0.2%Tri-
tonx-100通透细胞5 min, 用PBS清洗3遍; (3)在冰

上加50 μL TUNEL孵育液: 平衡缓冲液44 μL, 核
苷混合物5 μL, rTdT酶(在DNA的3羟基末端掺

入荧光素-12-脱氧三磷酸尿苷即fluorescein-12-
dUTP)重组末端脱氧核苷酸转移酶1 μL; 每组设

阴性对照不加含rTdT的孵育缓冲液; (4)避光下

37 ℃恒温箱内孵育60 min加尾反应; (5)加入柠

檬酸钠缓冲液20×SSC稀释到2×SSC 15 min, 
PBS洗3次以除去掺入的荧光素-12-脱氧三磷酸

尿苷; (6)加碘化丙啶(1 μg/mL)静置15 min; 去离

子水洗3次; (7)在荧光显微镜下观察蓝色荧光和

红色荧光. 
统计学处理 将数据资料输入SPSS11.5统计

软件进行分析, 对数据进行统计及检验. 数据结

果以mean±SD差表示, 单因素方差分析比较有

无显著性差异, P <0.01为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 倒置显微镜下观察正常HepG2细胞的生长 
HepG2单层贴壁生长, 生长旺盛, 细胞轮廓清楚, 
相互排列紧密, 连接成大片, 镜下观察为梭形, 胞
浆均质透明, 折光性好, 胞间连接紧密. 高倍镜下

显示细胞核大, 核质均匀, 核仁清晰可见(图1).  
2.2 细胞划痕试验 加入1 μL AdvIL-12作用24 h, 
与对照试验Adv-GFP相比可见HepG2细胞迁移

距离明显受到抑制, 且随浓度增大, HepG2细胞

向划痕区移动的距离越来越小, 细胞数量越少, 
划痕越宽, 浓度越少, 迁移的距离越大, 划痕越

窄(图2).   
2.3 结晶紫染色观察 实验组AdvIL-12结晶紫染

色深度随浓度梯度减少而逐渐加深, 染色越深

说明HepG2细胞存活越多, 生长越好, 病毒对细

胞的杀伤力越弱. 取10 mL AdvIL-12时对HepG2
细胞杀伤效果最为明显, 基本可完全杀灭HepG2
细胞; 0.01 μL杀伤效果已不明显, 0.001 μL时基

本对效果对HepG2细胞生长无明显影响. 对照实

验Adv-GFP无染色浓度变化, 即对HepG2细胞生

长无明显影响(图3).  
2.4 MTT法检测细胞增殖能力 用酶标仪检测Ad-
vIL-12组、Adv-GFP组和HepG2空白对照组分

别在培养24、48、72 h后的A值如表1, 其在24、
48、72 h各实验组A值(F1 = 95.7, F2 = 103.6, F3 
= 165.8, P <0.01)与对照组相比有统计学意义, 且
结果表明出现不同程度的生长抑制作用, 随时

间和浓度呈逐渐升高趋势, 即在一定时间内, 病
毒对HepG2细胞增殖能力的抑制能够随浓度增

加而增强(图4). 
2.5 TUNEL法检测 光镜下可见凋亡细胞明显

固缩, 体积变小, 胞质致密, 核浓缩以致消失, 形
成凋亡小体. 阳性结果由于凋亡的细胞DNA断

裂而出现缺口, 在脱氧核糖核苷酸末端转移酶

(rTdT)作用下与荧光素-12-脱氧三磷酸尿苷掺

入而呈现出定位的绿色荧光, 聚集在核周边. 非
凋亡, 正常生长的和凋亡但未与荧光素反应的

A B

图  1  正常HepG2细胞. A: ×100; B: ×300.

A B

图  2  24 h不同浓度的AdvIL-12和Adv-GFP对HepG2细胞迁
移能力的影响(×40). A: AdvIL-12; B: AdvIL-GFP.
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HepG2细胞均可被碘化丙啶染色而成红色. 实
验组AdvIL-12组凋亡细胞数量明显多于对照组

Adv-GFP组(图5).   

3  讨论

IL-12又称为细胞毒淋巴细胞成熟因子, 主要由

抗原呈递细胞产生的异二聚体. 其中单核/巨噬

细胞和B细胞是产生IL-12的主要细胞, 有很强的

免疫调节作用[15]. 
首先, IL-12一方面快速磷酸化IFN-γ元件

信号形成核内DNA结合物与转录活化因子3、
4(signal transducers and activators of transduc-
tion, STAT3/4)和活化蛋白1(activator protein, 
A P-1)一起作用于I F N-γ激活位点元件 ,  诱导

I F N-γ的分泌 [16]和促进初始T h0向T h1细胞分

化、增殖、调节机体免疫状态, 另外, 能够阻

碍IL-4对IFN-γ合成的抑制, 间接促进IFN-γ分
泌[17-19]; 其次, 高分泌的IFN-γ能促进NK细胞和

CTL细胞的增殖和细胞不良反应, 使其处于有效

发挥抗肿瘤作用的免疫应答状态[5]; 再次, IL-12
介导的I F N-γ的分泌能够增加p53的激活并能

够通过介导肿瘤细胞的凋亡来抑制肿瘤的生

长能通过诱导肿瘤细胞凋亡[8]. 同时, IFN-γ能

够刺激单核细胞, 内皮细胞和成纤维细胞合成

CxCL10(IP-10)和CxCL9(Mig)等趋化因子, 来抑

制新的血管的生成. 相关的体内IL-12试验结果

表明肿瘤细胞中CxCL10和CxCL9的高表达, 同样

也说明IL-12有促进抗肿瘤血管生成的作用[7,20]. 
此外还能抑制肿瘤组织新生血管的生成对肿瘤

直接抑制上调钙黏着蛋白(E-cadherin)和血管细

胞黏附分子-1(vascular cell adhesion molecule-1, 
VCAM-1)水平, 抑制肿瘤细胞迁移[21]. 

由于全身应用IL-12的基因治疗全身不良反

应大[22], 由于病毒载体具有转染效率高等优点而

应用最多. 特别是腺病毒载体, 其作为载体具备

高度感染性, 易培育出高浓度滴度, 由于E1区域

被删除而无法提呈感染性复制, 并且由于只有

约8 kb大小克隆片段, 而易扩增后插入任何克隆

的细胞因子cDNAs[23], 因此高稳定性、高滴度、

无插入、不整合突变等优点而使腺病毒被作为

首选载体使用. 腺病毒载体发展经历了3代, 第1
代腺病毒载体通过删除E1区域而表现出极强的

免疫原性[24], 从而限制其用药剂量及用药次数. 
第2代腺病毒载体通过降低免疫原性在第1代基

础上发展, 但由于其感染力低所以没有得到广

泛应用. 尽管基因治疗有许多不足, 但是由于他

能够促进细胞因子的表达, 为抗肿瘤免疫治疗

的发展提供辅助性刺激而成为近年所研究的方

向. 近几年无肠腺病毒载体作为第3代腺病毒载

体出现. 无肠腺病毒载体免疫原性大大减弱, 并
且将所有编码病毒基因的序列全部去除, 只保

留末端重复序列, 可携带36000 bp外源基因. 并

Adv-GFP

AdvIL-12

0.0001   0.001     0.01      0.1       1         10

图  3  不同浓度的AdvIL-12对HepG2细胞杀伤效果, 即对其
生长能力的影响.

A

B

图  5  实验组AdvIL-12组凋亡细胞数量明显多于对照组
Adv-GFP组(×40). A: AdvIL-GFP; B: AdvIL-12.
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图  4  实验组AdvIL-12与Adv-GFP组在24 h时测定A 值比较
HepG2细胞增殖能力. 
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已有学者通过H C C体外实验证实通过腺病毒

介导IL-24基因在人HCC细胞中能够高表达, 能
促使细胞增殖阻滞及诱导肿瘤细胞凋亡, 选择

性杀伤HCC细胞[25-27]. Wang等[28]将腺病毒携带

IL-12基因用来治疗小鼠原发性HCC, 其体内表

达较为稳定, 最长可达一年, 显著抑制了HCC的
生长及转移. 

本实验通过用腺病毒携带IL-12转染HepG2
细胞的划痕实验与对照试验Adv-GFP相比可见

HepG2细胞迁移距离明显受到抑制, 且随浓度增

大, HepG2细胞向划痕区移动的距离越来越小, 
细胞数量越少, 划痕越宽, 浓度越少, 迁移的距

离越大, 划痕越窄. 说明腺病毒携带IL-12能够明

显限制HepG2细胞的迁移能力. 实验组AdvIL-12
结晶紫染色深度随浓度梯度减少而逐渐加深, 
染色越深说明HepG2细胞存活越多, 生长较好, 
病毒对细胞的杀伤力越弱. 取10 μL AdvIL-12时对

HepG2细胞杀伤效果最为明显, 基本可完全杀灭

HepG2细胞; 0.01 μL杀伤效果已不明显, 0.001 μL
时基本对效果对HepG2细胞生长无明显影响. 
对照实验Adv-GFP无染色浓度变化, 对HepG2
细胞生长无明显影响. 用酶标仪检测AdvIL-12
组、Adv-GFP组和HepG2空白对照组分别在培

养24、48、72 h后的A值如表1, 其在24、48、72 h
各实验组A值(F1 = 95.7, F2 = 103.6, F3 = 165.8, 
P <0.01)与对照组相比有统计学意义, 且结果表

明出现不同程度的生长抑制作用, 随时间和浓

度呈逐渐升高趋势, 即在一定时间内, 病毒对

HepG2细胞增殖能力的抑制能够随浓度增加而

增强. 光镜下可见凋亡细胞明显固缩, 体积变小, 
胞质致密, 核浓缩以致消失, 形成凋亡小体. 阳
性结果由于凋亡的细胞DNA断裂而出现缺口, 
在脱氧核糖核苷酸末端转移酶(rTdT)作用下与

荧光素-12-脱氧三磷酸尿苷掺入而呈现出定位

的绿色荧光, 聚集在核周边. 非凋亡, 正常生长

的和凋亡但未与荧光素反应的HepG2细胞均可

被碘化丙啶染色而成红色. 实验组AdvIL-12组
凋亡细胞数量明显多于对照组Adv-GFP组. 

上述实验在体外充分说明通过腺病毒携带

IL-12能够对HepG2细胞的迁移能力、增殖、生

长能力起到明显的抑制所用, 对其杀伤力较为

明显; 且能有效促进HepG2细胞的凋亡. 
目前, 大量研究表明IL-12在抗肿瘤免疫反

应中起到重要作用. 但是IL-12在人类临床实验

中作用效果仍然是不够理想的. 并且在晚期肿

瘤中, IL-12在以往的研究中表明可能由于免疫

抑制所支配的微环境而导致的效率低下[29]. 有
关IL-12的新型药物实验的发展主要关注与如何

减少IL-12明显的不良反应. 2011-07美国国家健

康研究所批准了一期新型药物NHS-IL12用于对

实体瘤的治疗. 这种药物通过选择性靶向运输

IL-12作用于肿瘤细胞来减少其不良反应(http://
clinica ltrials.gov/ct2/show/NCT01417546). 新型

的NHS-IL-12由两个IL-12异构体构成, 每一条单

链与NHS76中的H-链相连, 其具有与DNA单双

链亲和的能力. 所以, NHS-IL-12能够靶向性将

IL-12运送到DNA暴露的肿瘤区域. 可以预测这

种药物的诞生将有助于避免IL-12的不良反应. 
虽然肿瘤免疫研究取得了巨大进展, 但对

肿瘤细胞究竟如何诱导免疫耐受并逃避免疫识

别的确切机制尚未充分了解. 此外, 如何有效的

将细胞因子运送到作用靶点, 并尽可能减少不

良反应成为今后基因治疗肿瘤的研究重点之一; 
以IL-12为基础的免疫治疗联合其他抗癌药物包

括小分子靶向抑制剂, 替西罗莫司, 索拉菲尼和

贝伐单抗等单克隆抗体联合应用将有着广泛前

景. 可以预见不久的未来, 随着基因治疗载体、

基因转移技术及基因表达调控系统的不断发展, 
以IL-12为基础的基因治疗一定会为包括HCC在
内的肿瘤治疗提供新的途径. 

表  1  不同浓度的AdvIL-12对HepG2细胞各时间段的A 值 (mean±SD)

     
分组

                                                                       不同时间段

         24 h   F1  P 值         48 h  F2  P 值        72 h    F3  P值

10 μL 0.444±0.005 0.356±0.041 0.501±0.050

1 μL 0.443±0.007 0.445±0.019 0.721±0.028

0.1 μL 0.442±0.006 0.552±0.034 0.968±0.081

0.01 μL 0.447±0.005 0.628±0.028 0.980±0.081

0.001 μL 0.446±0.005 0.651±0.042 1.158±0.085

对照组 0.450±0.006 95.7 <0.01 0.745±0.023 103.6 <0.01 1.324±0.052 165.8 <0.01
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《世界华人消化杂志》被评为中国精品科技期刊 

本刊讯 2011-12-02, 中国科学技术信息研究所在北京发布2010年中国科技论文统计结果, 经过中国精品科技

期刊遴选指标体系综合评价, 《世界华人消化杂志》被评为2011年度中国精品科技期刊. 中国精品科技期刊以

其整体的高质量示范作用, 带动我国科技期刊学术水平的提高. 精品科技期刊的遴选周期为三年. (《世界华人

消化杂志》编辑部)


