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摘　要:【目的】探讨自杀基因 pCEAcd- tk/前体药物体系旁观者效应的细胞死亡机制。【方法】提取质粒pCEAcd-tk ,转染

到肺癌细胞株 SPC-A-1 中 , 与未转染的细胞按2∶8 的比例混合后加到 96 孔培养板中(每孔 3×103),加前体药物 5-FC(5μmol/

L)和 GCV(10 μmol/ L)孵育 5 d 后 , MTT 法测定细胞存活率而估计旁观者效应。取处理后的细胞 , 提取 DNA , 琼脂糖凝胶电

泳;Hoechst染色后荧光显微镜观察及碘化丙啶(PI)染色 , 流式细胞仪分析细胞周期。【结果】① SPC-A-1 细胞株在转染了

pCEAcd-tk 体系后加前体药物存在明显的旁观者效应;②处理细胞的基因组 DNA 琼脂糖凝胶电泳呈涂布状;③处理细胞用

荧光显微镜观察到形状变大 , 无凋亡小体形成;④ 流式细胞仪分析到细胞周期发生改变。【结论】SPC-A-1 细胞在转染了

pCEAcd-tk 后存在旁观者效应 , 这种旁观者效应引起的细胞死亡是一种坏死。
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Abstract:【Objective】To study the mechanism of cell death of SPC-A-1 cell line t ransfected w ith pCEAcd-

tk.【Methods】Plasmid pCEAcd-tk w as ext racted and transfered into the SPC-A-1 cell line , then i t was mixed

w ith untransfected cells(2∶8)and seeded onto the 96 well(3×103/well).The prodrugs such as 5-FC (5μmol/

L)and GCV(10 μmol/L)were added and then cultured for 5 days.The survival rate of cells w as measured by

M T T assay , and the bystander ef fect was determined.Genomic DNA from the treated cells w as ext racted and

subject to elect rophoresis in 8 g/L agorose gel.Treated cells were stained by Hoechst 33342 and observed under

the fluorescent microscopy , stained by propidium iodide for analysis w ith flow cy tometry .【Results】①The by-

stander effect of pCEAcd-tk/prodrug system w as observed af ter t ransfecting SPC-A-1 cell line w ith pCEAcd-tk;

②The genomic DNA from the treated cells in elect rophoresis in 8 g/ L agorose gel show ed smearing.③The

treated cells w ere enlarged but no apopto tic body w as observed under fluorescent microscopy when they were

stained by Hoechst 33342.④S stage of treated cells w as longer than that of untreated cells , it show ed that there

w ere some changes of cellular cycle in SPC-A-1 cells transfected w ith pCEAcd-tk.【Conclusion】There w ere by-

stander effect in SPC-A-1 cell t ransfected w ith pCEAcd-tk , and it w as necrosis rather than apoptosis.
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　　自杀基因/前体药物体系的一个显著特点是存 在旁观者效应 。这种旁观者效应是指不仅转染了
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自杀基因的细胞可以被杀死 ,而且周围的未转染自

杀基因的细胞也继之死亡。这种有趣的现象最早

被 Moolten[ 1] 用 HS V-tk 基因实验时发现。后来

Freeman[ 2]等人的实验也证实了旁观者效应的存

在。现将我们前期构建的融合自杀基因[ 3]的旁观

者效应细胞死亡机制的研究结果 ,报道如下。

1　材料与方法

1.1　质粒提取 、纯化与鉴定

按照 QIAGEN Plasmid M idi Kit (100)方法制

备质粒 pCEAcd-tk ,紫外分光光度计测定 A260/

A 280在 1.8 ～ 2.0。分别用 Hin d Ⅲ、 EcoR Ⅰ及

BamH Ⅰ酶切鉴定。

1.2　细胞培养 、转染及筛选

选用 SPC-A-1(肺腺癌)细胞培养(φ=5%

CO2 、37 ℃),选用 RPM I 1640 加 φ=10%灭活小

牛血清做完全培养基 ,用胰酶消化细胞后 ,将 500

×106/L 个细胞接种在 6孔培养板上 ,待细胞的密

度大约为 60%时转染。将 5 μL 质粒 DNA(1 g/

L)、15 μL ESCORT Transfection TM 脂质体(Sig-

ma)及 230 μL DMEM 培养基在体外混合 ,室温放

置15 min ,再加到6孔培养板中 ,37 ℃孵育 6 h 后 ,

弃去 DNA-ESCORT 混合液 ,加入完全培养基继续

培养 ,24 h后加入含 G 418(GIBCO)0.3 g/L 的选

择培养基筛选 ,直至出现阳性克隆 。

1.3　细胞毒性测定

转染细胞大量培养后 ,与未转染细胞按 2∶8比

例加入到 96孔培养板中 ,每孔 3×103 ,加入不同浓

度的前体药物 GCV(0.1 ～ 1 mol/L)和 5-FC(0.5

μmol/L ～ 5 mol/L)孵育 5 ～ 6 d后加入 MTT(2 g/

L)50 μL ,37 ℃孵育 4 h ,再加入溶剂二甲基亚砜

(Sigma)150μL ,以 570 nm为测定波长 , 630 nm 为

参考波长 ,测定吸光度值 。根据下列公式计算细胞

存活率:存活率=实验孔平均吸光度值/对照孔平

均吸光度值(%)。

1.4　琼脂糖凝胶电泳分析 DNA变化

SPC-A-1 及 SPC-A-1/cd-tk 细胞加前体药物

GCV 10μmol/L 和 5-FC 5 μmol/ L孵育 5 ～ 6 d后 ,

收集各 2×106个细胞 。制备染色体 DNA 。

1.5　Hoechst荧光染色法

将培养后的细胞连同培养液收集到试管中 ,加

入2 mg/ L Hoechst 33342 (Sigma), 37 ℃孵育 10

min ,然后滴入载玻片 ,盖上盖玻片 ,在 352 nm光激

发下 ,细胞摄取 Hoechst染料发 460 nm 蓝色荧光 。

1.6　流式细胞仪分析细胞周期的变化

收集 5×105 个细胞 , PBS 洗一次 ,将细胞悬浮

在PBS 中 , φ=70%乙醇固定 , 然后用碘化丙啶

(propidium iodide , PI)染色 ,在 488 nm 激发光的激

发下 ,PI 能发出 610 ～ 620 nm 的红色荧光 。然后

用流式细胞仪分析细胞周期的变化 。

1.7　细胞生长曲线的绘制

转染细胞加前体药物与未转染细胞 ,制成 100

×109/L 悬液 ,接种在 24孔培养板中(每孔 1×104

个细胞),每日取 3孔计数 ,取均值绘制细胞生长曲

线 ,连续 7 d。

2　结　果

2.1　质粒 pCEAcd-tk酶切鉴定结果

用 EcoR Ⅰ和 Hind Ⅲ酶切后的融合基因 cd-

tk长约 2.5 kb;EcoR Ⅰ和 BamH Ⅰ切后的 tk 基

因长约 1.2 kb;BamH Ⅰ和 Hind Ⅲ酶切后的 cd

基因长约 1.3 kb(图 1)。

图 1　核酸内切酶法鉴定 pCEAcd-tk重组质粒

Fig.1　Identification of recombined pCEAcd-tk

cut with endonuclerase

1.λDNA/ EcoR Ⅰ +Hind Ⅲ;2.pCEAcd-tk;3.pCEAcd-tk/

EcoR Ⅰ +Hind Ⅲ , cd-tk gene;4.pCEAcd-tk/ EcoR Ⅰ +BamH

Ⅰ , t k gene;5.pCEAcd-tk/ BamH Ⅰ +Hind Ⅲ , cd gene

2.2　旁观者效应

转染细胞 SPC-A-1/ cd-tk 和未转染细胞 SPC-

A-1按不同比例(0 、20%、40%、60%、80%、100%)

混合后 ,分两种细胞密度(5×103 个细胞/孔和 1×

10
3
个细胞/孔)接种在 96 孔培养板中 ,加入 10
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μmol/L GCV 和 5 μmol/ L 5-FC , 37 ℃孵育 120 h ,

MT T 法测定每孔的吸光度 ,然后计算细胞生长存

活率 。结果显示 ,在转染细胞与未转染细胞的比例

均为 20%时 ,细胞密度为 1×103个细胞/孔时的细

胞存活率为 31%,而细胞密度为 5×103 个细胞/孔

时细胞存率为 43%,由此可见 ,以细胞密度稀疏时

旁观者效应也较为明显 。故可以推测 , cd-tk 的旁

观者效应可能不依赖于缝隙连接 ,而与通过细胞与

细胞之间的介质传导有关 。

2.3　琼脂糖凝胶电泳的分析

转染细胞与未转染细胞按 50%∶50%的比例

混合 ,加前体药物 24 、48和 72 h 后 ,提起细胞基因

组DNA ,琼脂糖电泳 DNA图谱不呈梯状带而呈涂

布状 。

2.4　Hoechst荧光染色

未转染细胞大小均一 ,发弱蓝色荧光;而转染

细胞与未转染细胞(50%∶50%)混合后加前体药物

72 h ,部分细胞体积增大;加前体药物 120 h 后 ,可

见变大的细胞发生崩解。

2.5　流式细胞仪分析细胞周期

转染细胞与未转染细胞以 1∶1混合后加前体

药物孵育 72 h ,细胞周期发生明显变化 , S 期 DNA

合成时间占 41.1%,而未转染细胞为 10.8%。S

期DNA合成时间延长结合后面的细胞生长曲线分

析 ,细胞增殖被阻止在 S 期。另细胞形态发生改

变 ,体积明显较未转染细胞增大。

2.6　细胞生长曲线

未转染细胞 SPC-A-1分裂增殖较快 ,而转染细

胞SPC-A-1/ cd-tk 加前体药物 3 d后 ,细胞开始死

亡;到第 5天 ,转染细胞几乎全部死亡 ,而未转染细

胞正处于对数生长期 。

3　讨　论

Freeman
[ 2]
对 HSV-tk 基因的旁观者效应的机

理进行了研究 ,观察到转染了的 HSV-tk 基因的细

胞染色质浓缩 ,核固缩 ,细胞体积变小 ,所以他提出

了 HS V-tk 基因的旁观者效应是一种凋亡 ,细胞凋

亡之后释放凋亡小体 ,这种凋亡小体可以携带自杀

基因或其表达的 tk酶本身 ,邻近的未转染细胞吞

噬了这种凋亡小体继发凋亡(虽然有许多研究认为

HS V-tk 基因的旁观者效应需要细胞与细胞间的缝

隙连接的介导[ 4])。这种凋亡学说后人未经进一步

研究证实 ,不过从现存的研究结果看来 ,不同的自

杀基因/前体药物体系引起旁观者效应死亡的机制

各不一样[ 5] ,如 cd 基因的旁观者效应是通过介质

传导 , tp 基因的旁观者效应对缝隙连接并非必需。

本实验的结果证明融合基因 cd-tk 的旁观者效应也

通过介质传导 。不论是通过何种方式传递了何种

死亡信号 ,均引起了细胞的死亡。这种死亡是凋亡

还是坏死 ,或者二者兼而有之 ?

从本实验结果看来 ,融合基因 cd-tk 的旁观者

效应引起细胞死亡的机制不是凋亡而是坏死 。从

形态学上看 , Hoechst 荧光染色后细胞体积变大。

当加前体药物孵育 120 h 后 ,细胞发生崩解 ,未找

到凋亡小体 。琼脂糖凝胶电泳分析细胞染色体

DNA结果显示 ,无典型 DNA梯状带 , DNA呈涂片

状 ,且 PI染色后流式细胞仪分析并未见亚二倍体

峰。
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