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C -  Myc /  Fas 基因转染对人颊癌细胞移植瘤的影响
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摘 要 : 【目的】探讨 C- Myc/Fas 基因 BcaCD885 细胞裸鼠移植瘤内转染的抑瘤效果 , 了解分子机制。

【方法】构建人颊癌 BcaCD885 细胞裸鼠移植瘤模型 , 实验动物分 3 组 , 每组 16 只。分别瘤内注射脂质体、脂质

体/ pBK- fas、以及脂质体/pBK- Fas/pcDNA3- C- Myc 共聚物 , 观测移植瘤增殖 , 绘制生长曲线。转染 72 h 后每

组处死 6 只动物 , RT- PCR 检测移植瘤细胞 Fas mRNA 表达。流式细胞术 ( Flow cytometry, FCM)检测 Fas 蛋白

表达和移植瘤细胞凋亡、增殖水平。【结果】Fas 转染、C- Myc/Fas 共转染抑制肿瘤增殖 , 生长抑制率分别为

47.33%±2.29%和 49.93%±5.15%, 差异无显著性 ( P >0.05)。Fas 转染、C- Myc/Fas 共转染增强移植瘤细胞 Fas

mRNA表达 , 提高 Fas 蛋白阳性表达率、阳性表达强度和凋亡指数。共转染组增殖指数为 65.45%±7.11%,

高于对照组和 Fas 组 ( 53.26%±6.37%和 51.93%±7.51%) , 差异有显著性 (P < 0.01)。对照组和 Fas 组差异无

显著性 ( P >0.05)。 【结论】 Fas、C- Myc/Fas 转染抑制人颊癌细胞裸鼠移植瘤增殖与增强 Fas 表达、促进

细胞凋亡有关。
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Effect on Transplanted Tumor of Human Buccal Carcinoma Cells by Transfection

of C- myc and Fas Gene

HOU Jing-song 1, HUANG Hong-zhang 2, WANG Jian-guang2, PAN Chao-bin2, TANG Hai-kuo1

( 1. Department of Oral and Maxillofacial Surgery, Guanghua School of Stomatology, SUN Yat- sen University, Guangzhou

510055, China; 2. Department of Oral and Maxillofacial Surgery, The Second Affiliated Hospital of

SUN Yat- sen University, Guangzhou 510120, China)

Abstract:【Objective】 To investigate the effect of c - myc and fas gene transfection on proliferation of

transplanted tumor in nude mice of BcaCD885 cells and the possible mechanism.【Methods】 Model of transplanted

tumor of BcaCD885 cell was built. Nude mice were divided into three groups (each of 16 animals). Lipofectamine,

mixture of lipofectamine and plasmid pBK- fas, mixture of lipofectamine and plasmid pBK- fas and pcDNA3- c- myc

were transfected into transplanted tumor respectively.Growth of neoplasm were observed and recorded regularly.

Sacrificed 6 animals in each group and harvested tumor samples after 72 hours of transfection. Fas mRNA

expression in neoplasm cells was assessed by reverse transcription polymerase chain reaction (RT- PCR). Expression

of fas protein and apoptosis and proliferation of the tumor cells were measured by flow cytometry (FCM).【Resutls】

Growth suppression of transplanted tumor was found in fas transfection group (47.33%±2.29%) and in c- myc and

fas cotransfection group (49.93%±5.15%). But no significant difference of growth suppression rate between them was

showed (P >0.05). RT- PCR and FCM suggested that fas - transfection and c - myc/fas cotransfection enhanced

expression of fas mRNA and protein and increased apoptosis index (AI), especially demonstrated in c- myc and fas

cotransfection tumors. Proliferation index (PI) in cotransfection group was 65.45%±7.11%. It was significantly higher

than fas transfection group with the PI of 53.26%±6.37% (P >0.05) and control group with the PI of 51.93%±

7.51% (P >0.05). But no difference was released significantly between control group and fas transfection group (P >

0.05). 【Conclusion】Growth suppression in transplanted tumor in nude mice caused by fas- transfection or c- myc

and fas cotransfection might be associated with increasing of expression of fas gene and enhancement of apoptosis in
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凋亡不足和增殖过度是肿瘤发生发展的基本

原因。在凋亡调控过程中 ,跨膜蛋白 Fas 及其配体

FasL构成的凋亡系统发挥重要作用。Fas 表达下

调或缺失是肿瘤细胞逃避凋亡的主要方式 [1, 2]。提

高肿瘤细胞 Fas 表达水平可以抑制移植瘤形成 [3]。

对于 C- myc 基因 , 过去多着眼促增殖和转化研

究。后来证实 , 在营养不足或乏氧状态下 , C- myc

也能介导肿瘤上皮细胞凋亡 , 且 C- myc 介导凋亡

与上调细胞 Fas 表达有关[4]。我们的前期研究证实

C- myc 可以介导口腔鳞癌细胞凋亡 [5]。但 C- myc

和 Fas 转染对口腔实体瘤的治疗效果如何 , 目前

尚无报道。特别是考虑 C- myc 凋亡机制与 Fas 凋

亡信号的联系 , 本实验首次研究 C- myc 和 Fas 基

因瘤内共转染是否具有协同抑瘤效应 , 并对相关

机制进行探讨。

1 材料和方法

1.1 实验材料

含 Fas 基因的真核表达重组质粒 pBK- Fas 由

日本 Ivon 教授惠赠 ;含 C- myc 基因的真核表达重

组质粒 pcDNA3- C- myc 由王建广博士构建 ; 培养

液 RPMI - 1640 和 胎 牛 血 清 为 Hyclone 产 品 ;

LipofectamineTM Reagent、TRIzol Reagent 为 GIBCO

BRL产品 ; Access RT- PCR System为 Promega 产

品; BALB/c 裸鼠由中山大学动物实验中心提供 ;

引物由上海生工合成 :β- actin 上游引物 5′-

CTCTTTGATGTCACGCACGATTTC - 3′, 下游引物

5′- GTGGGCCGCTCTAGG CACCAA - 3′, 扩增产

物 162 bp; Fas 上游引物 5′- AGCTCT TTCACTTC

GGAGGATT - 3′, 下游引物 5′- TGGCAAAAGAA

GAAGACAAAGC - 3′, 扩增产物 581 bp。

1.2 细胞培养及移植瘤模型的建立

人颊癌 BcaCD885 细胞(引自四川大学华西口

腔医学院 )置 37 ℃、体积分数 5 %CO2 孵箱 , 用含

100 mL/L 胎牛血清、105 U/L 青霉素和链霉素的

RPMI- 1640 培养。胰蛋白酶法收集细胞。皮下接种

6- 8 周龄裸鼠 48 只 , 细胞量 6×106 /每只。移植瘤

直径约 8 mm时开始干预实验。

1.3 Fas 和 C- myc 质粒瘤内转染

参照 LipofectamineTM Reagent 说明进行。对照

组、Fas 组、共转染组各 16 只 , 分别瘤内注射脂质

体、脂质体/pBK- Fas、脂质体/ pBK- Fas / pcDNA3-

C- myc。每只裸鼠用 Fas 质粒 240 !g、c- myc 质粒
180 !g、脂质体 300 !L。首次注射后 8 d 和 16 d
同法同量重复一次。

1.4 移植瘤常规检测

转染后 4 d 一次记录肿瘤体积 ,共 6 次。根据

体积变化移植瘤绘制生长曲线 , 体积差异计算生

长抑制率。肿瘤体积=π×长径×短径 2/6;生长抑制

率=(对照组肿瘤体积增长量- 实验组肿瘤体积增

长量) /对照组肿瘤体积增长量×100%。

1.5 Fas mRNA 表达检测

首次转染 72 d 后 , 每组处死 6 只裸鼠 , 采集

移植瘤标本 , TRIzolTM Reagent 提取移植瘤细胞总

RNA。 Access RT- PCR System 检测移植瘤细胞

Fas mRNA表达 : 反应体系含 1 !g RNA模板 , 10
!L AMV/Tfl 5×反应缓冲液 , 1 !L dNTP 混合物 ,
上游和下游引物各 1 !L ( 50 pmol) , 25 mmol/L
MgSO4 2 !L, AMV 逆转录酶和 Tfl DNA 聚合酶
各 1 !L,加水至 50 !L。48 ℃ 60 min 合成第一条
cDNA链, 94 ℃ 2 min 失活 AMV逆转录酶。随后

94 ℃变性 30 s, 55 ℃退火 1 min, 70 ℃延伸 2

min, 40 个循环 ,最后延伸 7 min。扩增产物 4 ℃保

存。取 10 !L PCR 产物行琼脂糖凝胶电泳 ,观察目
的 DNA和内参照 DNA条带 , 图像分析系统分析

灰度值。以 Fas 和 β- actin 条带灰度值比值代表

Fas 基因表达水平。

1.6 移植瘤细胞 Fas 蛋白表达和凋亡、增殖的流

式细胞检测

制备移植瘤细胞悬液 , 400 目筛网过滤 , 离心

纯化。预冷体积分数 70%乙醇固定过夜 ,细胞经荧

光素标记的抗 Fas 单克隆抗体冰上处理 4 h, 流式

细胞仪检测移植瘤细胞 Fas 蛋白阳性表达率和表

达强度。PI 染色 ,流式细胞仪检测移植瘤细胞的凋

亡指数和增殖指数 (增殖指数=[S+G2]/[G0/G1+S+

G2])。

1.7 统计分析

采用统计软件 SPSS 11.0, 行单因素方差分析

或 t 检验。

tumor cells.

Key words: carcinoma, squamous cell; C- myc; fas; apoptosis

[ J SUN Yat-sen Univ(Med Sci), 2006, 27(1):72- 75]

侯劲松 ,等. C-Myc/Fas基因转染对人颊癌细胞移植瘤的影响第 1 期 73



2 结 果

2.1 移植瘤增殖状况和生长曲线

生长曲线显示 (图 1) , 对照组移植瘤生长快 ,

Fas 组和共转染组增殖状态相似 ,生长较慢。统计

检验表明 , 转染 4 d, Fas 组、共转染组与对照组体

积差异无显著性( F=0.44, P >0.05)。转染第 8 天开

始 , Fas 组、共转染组移植瘤体积始终小于对照组

( P < 0.05 和 P < 0.01)。但整个观察期内 Fas 组和

共转染组移植瘤体积差异不明显( P >0.05)。实验

期间 , 各组均见少量移植瘤出现局部缺血坏死现

象 ,坏死瘤体直径均超过 12 mm。

2.2 移植瘤生长抑制率

Fas 组肿瘤生长抑制率 47.33%±2.29%, 共转

染组生长抑制率 49.93%±5.15%, 差异无统计学意

义( t=1.13, P >0.05)。

2.3 移植瘤细胞 Fas mRNA 表达检测

分析凝胶电泳条带灰度值(图 2) , 对照组、Fas

组、共转染组灰度值分别是 0.201±0.013、0.245±

0.014 和 0.287±0.028, 组间差异有统计学意义 ( F=

42.705, P < 0.01)。表明 Fas 转染增强移植瘤 Fas

mRNA表达 , Fas/C- Myc 共转染增强作用最明显。

2.4 Fas 蛋白的流式细胞检测

Fas 蛋白阳性表达率和阳性强度检测见表 1。

单因素方差分析显示 , 阳性表达率组间差异有显

著性 ( F=84.97, P <0.01) , Fas 组和共转染组高于

对照组 , 但 Fas 组和共转染组阳性率差异不显著

( P >0.05)。三组移植瘤细胞 Fas 阳性表达强度差

异显著( F=351.42, P <0.01)。说明 Fas 转染和 C-

myc/Fas 共转染均提高 Fas 蛋白阳性强度 , 共转染

组提高最明显。

2.5 细胞凋亡和增殖的流式细胞检测

见图 3。对照组、Fas 组和共转染组凋亡指数

分别为 6.25%±0.87%、11.59%±1.07%和 19.51%±

2.39%, 统计表明 , 组间差异有统计学意义 ( F=

352.07, P < 0.01) , 共转染组凋亡指数最高。细胞

周期分析显示 , 3 组增殖指数依次为 53.26%±

6.37%、51.93%±7.51%和 65.45%±7.11%, 组间差

图 1 移植瘤生长曲线

Fig .1 Growth curve of transplanted neoplasm

图 2 各移植瘤 Fas mRNA 表达的 RT- PCR 检测

Fig.2 RT - PCR detection for Fas mRNA expression in

transplanted tumors

表 1 移植瘤 Fas 蛋白阳性表达率和阳性强度

Table 1 Positive expression rate and intensity of Fas protein

in transplanted tumors

Groups

Control

Fas

Fas /C-myc

Positive expression rate

83.25%±4.38%

95.88%±5.12%

96.46%±6.36%

Positive expression intensity

41.26±3.33

61.58±6.01

77.95±4.82

图 3 移植瘤细胞凋亡和增殖的流式细胞检测

Fig.3 FCM analysis for apoptosis and proliferation in transplanted tumors

A: Control group; B: Fas group; C: Co-transfection group

A B C
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异有统计学意义( F=54.34, P <0.01) ,共转染组高于

其它两组。但对照组和 Fas组增殖指数差异无统计

学意义 ( P >0.05) , 说明单一 Fas 转染不影响增殖

指数。

3 讨 论

C- myc的促增殖和转化功能已有广泛的研究。

上世纪 90 年代后期 , C- myc 的凋亡诱导功能开始

受到重视。目前认为,促进增殖转化和介导凋亡都

是 C- myc 的基本功能,在正常条件下 , C- myc 发挥

促增殖功能 ,若细胞环境生长因子缺乏、营养不足

或处于乏氧状态, C- myc则诱导细胞向凋亡发展[4]。

由于人体肿瘤普遍存在 C- myc 扩增和过表达 , 设

法利用其固有的凋亡诱导潜能 , 激活肿瘤细胞凋

亡,是值得探讨的方向。我们前期研究证实, C- myc

转染可以介导口腔癌细胞凋亡[5]。但 C- myc转染对

实体瘤的抑制作用如何,尚未得到实验验证。由于

范围较大的晚期肿瘤瘤体中部多处于缺血乏氧状

态, 这种细胞环境为 C- myc 介导的凋亡基因治疗

提供了可能。另一方面,虽然前期研究显示 Fas转

染可以抑制口腔癌移植瘤形成,但实体瘤治疗效果

同样有待证实。本研究的另一个目的,是想探讨 C-

myc/Fas 共转染 , 是否能通过 C- myc 上调 Fas 表

达,进一步提高单纯 Fas转染的抑瘤效应。

由于脂质体介导的基因转染在细胞内表达有

一定的时限性 , 为克服瞬时表达对实验结果的影

响 , 本研究采用了瘤内多次注射的方法 , 以企获得

更高的转染效率和更长的表达时间。本研究发现,

Fas 转染、C- myc/Fas 共转染抑制人颊癌 BcaCD885

细胞移植瘤生长, 增强瘤体细胞 Fas mRNA表达 ,

提高 Fas蛋白阳性表达强度和凋亡指数。三者间共

转染组各项指标最高 , 说明 C- myc 基因移植瘤内

转染有增强 Fas 表达、促进细胞凋亡的作用 , 结果

与体外实验一致[6]。本研究还发现, Fas组和 C- myc/

Fas共转染组移植瘤 Fas蛋白阳性表达率差异不明

显,可能与 Fas 转染后细胞 Fas 阳性表达率已达较

高水平有关。

有趣的是,尽管实验中 C- myc/Fas 共转染组瘤

体细胞 Fas mRNA 表达水平、蛋白表达水平和凋亡

指数均高于单纯 Fas转染组,但两组移植瘤生长抑

制率差异却无统计学意义。分析各组移植瘤细胞增

殖状态 , 我们发现 , 单纯 Fas 转染后移植瘤细胞增

殖水平没有改变,但 C- myc/Fas共转染组瘤体细胞

增殖水平上升,增殖指数显著高于 Fas 转染组和对

照组。由于肿瘤生长是细胞增殖和凋亡共同作用的

结果 , C- myc/Fas 转染后 , 虽然移植瘤细胞凋亡水

平高于 Fas 组 , 但由于增殖水平提高 , 肿瘤抑制作

用必然受到一定程度的削弱[7]。上述检测为两组移

植瘤体积差异不明显提供了可能的解释。关于共转

染提高移植瘤细胞增殖指数的原因,初步推断可能

与部分营养状态良好的外层肿瘤细胞单纯转染 C-

myc基因有关。

本研究结果提示,尽管 C- myc/Fas 共转染有一

定的抑制肿瘤作用, 但疗效与理论期望仍有差距,

其抑瘤效应并没有较单纯 Fas 转染显著提高 ,提示

有两方面的工作要做。一方面,尽管本研究已采用

多次注射来提高转染效率,但转染时间间隔和转染

方法本身仍可能对结果造成影响,改变转染手段或

给药时间是否能达到预期效果有待深入。另一方

面 ,根据以上实验结果 ,如何避免 C- myc 基因对外

层实体瘤细胞的单一转染, 也是后续工作的重点。

作为改进,构建 C- myc/Fas融合基因值得探讨。
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