
收稿日期 :2004204219 ;修回日期 :2004207214
作者单位 :430022 武汉 ,华中科技大学同济医学院附属
协和医院骨科

肿瘤靶向性载体介导的 IL212基因增强裸鼠
抗骨肉瘤免疫
叶树楠 ,杨述华 ,杨　操 ,许伟华
A Tumor2targeted Vector for Interleukin212 Gene Therapy to Enhance the Anti2osteosarco2
ma Immunity in Nude Mouse
YE Shu2nan , YAN G Shu2hua , YAN G Chao , XU Wei2hua

Department of orthopaedics , X iehe Hos pital , Tong j i Medical Col lege , H uaz hong Universit y of Sci2
ence and Technology , W uhan 430022 , China

Abstract :Objective 　To determine whether t ransferrin2 polyethylenimine ( Tf2PEI) , a tumor2targeted

DNA carrier , can be used to deliver the IL212 gene into the nude mouse model of human osteosarcoma ,

and to observe the effect of gene therapy. Methods　Using Tf2PEI as the vector , deliver murine interleu2
kin212 (mIL212) gene into human osteosarcoma cells. Free t ransferrin was used to inhibit Tf2PEI , and

the influence was observed. Tf2PEI2IL12 plasmid complexes were int roduced into the nude mouse model

of human osteosarcoma by direct int ratumor gene injection. Lactic dehydrogenase (LD H) assay was used

to evaluate the activity of natural killer (N K) cells. Results　Tf2PEI can effectively and specifically deliv2
er murine interleukin212 gene into human osteosarcoma. We also demonst rated that t reatment using Tf2
PEI2IL212 plasmid complexes resulted in significant IL212 expression in the tumor. Greater activity of

N K was also observed in the therapy group as compared with the controls. Conclusion　Tf2PEI is a high

efficiency and low cytotoxicity tumor2targeted vector. It can successfully int roduce mIL212 gene into nude

mouse model of human osteosarcoma , and IL212 gene therapy is able to induce the host antitumor im2
mune response efficiently.
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摘　要 :目的　观察以转铁蛋白2多聚乙烯亚胺 ( Transferrin2 polyethylenimine , Tf2PEI)为靶向性载体 ,

体内转染小鼠白细胞介素 12 (murine interleukin212 ,mIL212)基因 ,治疗裸鼠骨肉瘤模型的疗效。方法

以 Tf2PEI为载体 ,体外转染 mIL212基因入人骨肉瘤细胞 ,并以游离转铁蛋白竞争性拮抗 Tf2PEI ,观察

基因表达情况。将 Tf2PEI包裹 mIL212基因直接注入荷瘤裸鼠的肿瘤局部 ,检测此基因在肿瘤细胞中

的表达情况和小鼠脾脏自然杀伤细胞 (N K)活性。结果　Tf2PEI可以靶向性的将 mIL212 基因导入人

骨肉瘤细胞。在 Tf2PEI/ DNA治疗组小鼠的肿瘤局部 ,mIL212 蛋白水平明显升高 ,小鼠脾细胞 N K活

性增强。结论　Tf2PEI是一种高效率的肿瘤靶向性基因转染载体 ,它可以成功的将 mIL212 基因导入

裸鼠骨肉瘤模型 ,mIL212基因治疗可提高机体的抗肿瘤免疫应答。
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0　引言

转铁蛋白2多聚乙烯亚胺 ( Transferrin2 polyeth2
ylenimine , Tf2PEI)是多聚乙烯亚胺 (polyet hyleni2
mine , PEI)与转铁蛋白 ( Transferrin , Tf)偶联形成

的复合物。它通过转铁蛋白与恶性肿瘤细胞表面过

度表达的转铁蛋白受体结合 ,可特异性的将外源基

因导入靶细胞 ,从而明显增强 PEI针对恶性肿瘤细

胞的转染效率和靶向性 ,增强恶性肿瘤基因治疗的

疗效。我们使用 Tf2PEI介导 mIL212 基因治疗裸

鼠骨肉瘤模型。以了解 Tf2PEI靶向性介导基因转

染的作用 ,以及 IL212 在裸鼠骨肉瘤中的基因表达

和免疫功能增强情况。

1　材料和方法

1 . 1　主要试剂 　PEI分子量 25 KD 购自 Sigma 公

司 ( Aldrich , Milwaukee , WI) 。将 PEI 溶于 PBS

中 ,制成4 . 3 mg/ mL 的储存液 (含有0 . 1 M 的氮原

子) ,用 1mol/ L 的 HCL 调 p H 值至7 . 0 ,经0 . 2μm

的微孔滤膜除菌 ,4 ℃保存备用[ 1 ]。Tf2PEI购于美

国 Bender Medsystems公司。人转铁蛋白、焦碳酸

二乙酯 ( diethyl pyrocarbonate ,DEPC)购于 Sigma
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公司。DM EM培养基、新生牛血清、TRIZOL 试剂

盒、两步法逆转录2聚合酶链反应试剂盒均为 GIB2
CO BRL 公司产品。DNA marker、重组 TaqDNA

聚合酶、T4DNA 连接酶均为 Takara 宝生物工程有

限公司产品。mIL212 p70 的 EL ISA 蛋白定量检测

试剂盒购于 Endogen 公司。大鼠抗小鼠 mIL212

p70单克隆抗体为 Biosource 公司产品。广谱即用

型 SP免疫组化试剂盒及 DAB 显色试剂盒均购于

北京中山生物技术有限公司。

1 . 2　质粒　质粒 pORF2mIL212elasti (4 . 8 Kb)购于

Invivogen公司。按照常规碱裂解法提取 DNA ,制

成 1g/ L 的水溶液 , - 20 ℃保存备用。

1 . 3　细胞系及实验动物 　人骨肉瘤细胞系 M G63

(来源于 A TCC)购于武汉大学典型培养物保藏中

心。YAC21 细胞为 N K敏感细胞株 ,用于检测 N K

活性 ,来源于中国科学院上海细胞生物学研究所。

BALB/ cA2nude裸鼠 30只 ,为 7～8周龄的雄性 ,体

重 18～24g ,购于华中科技大学同济医学院实验动

物中心。

1 . 4　试验方法

1 . 4 . 1 　基因转染及竞争拮抗试验 　转染复合物的

N/ P比值对转染效率的影响很大。N/ P 比值指的

是转染复合物中 PEI分子所含的 N原子与 DNA分

子中所含的 P原子的摩尔比[ 2 ]。1μg的 DNA 分子

中含有 3nmol的 P原子。按照不同的 N/ P比值调

整 PEI溶液 (4 . 3 mg/ ml)及 Tf2PEI的使用量 ,见表

1。

表 1　不同 N/ P比值的 PEI及 Tf2PEI溶液的使用量

溶液 N/ P = 4 N/ P = 5 N/ P = 6

DNA (μg) 5 5 5

PEI(μL) 0 . 6 0 . 8 0 . 9

Tf2PEI(μL) 2 . 5 3 . 1 3 . 8

　　注 :上表指的是转染六孔板中一个孔所需要试剂量。

　　使用质粒 pORF2mIL212elasti进行转染。⑴将

5μgDNA溶于 200μL 的 HBS缓冲液中 ,并将溶液

混匀 ,此为溶液 A ; ⑵将相应体积的 PEI及 Tf2PEI

溶于 200μL 的 HBS缓冲液中 ,并将溶液混匀 ,此为

溶液 B ; ⑶将溶液 B 加入到溶液 A 中 ,混匀后室温

静置 20～30min ,此为溶液 C ; ⑷在溶液 C中加入

1mL 无血清 DM EM 培养基 ,并将其移入单层培养

M G63细胞的六孔板内 ,置于 CO2培养箱内 4～6 小

时 ;⑸更换培养基 ,加入含 10 %小牛血清的 DM EM

完全培养液 2mL ,继续培养 48h [ 3 ]。

竞争拮抗试验方法同体外转染实验 ,只是在加

入转染试剂之前 ,先加入 100μL 50mg/ mL 人转铁

蛋白 ,混匀后再加入 DNA复合物[ 4 ]。

1 . 4 . 2 　逆转录2 聚合酶链反应 ( reverset ranscrip2
tion PCR , R T2PCR) 按照 TRIZOL 总 RNA 提取

试剂盒说明书步骤提取转染 mIL212 基因 M G63 细

胞的总 RNA ,根据试剂盒说明书步骤 ,以此为模板

进行两步法逆转录2聚合酶链反应。10μL 逆转录产

物用于 PCR。mIL212 p35正义引物 :5’2ACACGG2
GACCAAACCA GCACA T ; 反义引物 : 5’2GCT2
GAA GGCGT GAA GCA GGA T G。mIL212 p40 正

义引物 : 5’2 CA GGGACA TCA TCAAACCA GAC ;

反义引物 : 5’2 ACT T GCT GCA T GA GGAA T T G2
TA。PCR反应条件 : 95 ℃预变性 5min、94 ℃变性

50 s、扩增 p35于 65 ℃退火 60s ,扩增 p40 于 59℃退

火 60 s、72℃延伸 70 s ,循环 35 次 , 72℃总延伸

7min。反应完毕后各取 10μL 扩增产物进行琼脂糖

凝胶电泳 ,紫外光凝胶成像系统分析。

1 . 4 . 3 　mIL212 p70 蛋白的表达鉴定 　按照 mIL2
12 p70的 EL ISA蛋白定量检测试剂盒说明操作 ,测

定培养液上清中 mIL212 p70蛋白的含量。

1 . 4 . 4　免疫组化　免疫组化染色用 SP法 ,操作方

法按照 SP试剂盒说明书进行 ,DAB染色 ,普通显微

镜下观察。

1 . 4 . 5　裸鼠骨肉瘤模型的建立及治疗观察 　将生

长旺盛的细胞经消化后 , PBS洗 3 次 ,制成 5 ×106 /

mL 细胞悬液 ,给每只小鼠左侧腋下接种0 . 2 mL。

当肿瘤结节长至 5×5 ×5mm 时 (接种后第 15 天) ,

将小鼠随机分成 3 组进行治疗 : ①Tf2PEI治疗组 :

按 N/ P = 5 ,将 120μg DNA 溶于 300μL HBS缓冲

液中 ,将74 . 4μL Tf2PEI 溶于 226μL HBS 缓冲液

中 ,然后将两者混合 ,静置 30min ,每只小鼠肿瘤内

注射 100μL Tf2PEI/ DNA混合液 ;②Tf2PEI空载体

对照组 :将74 . 4μL Tf2PEI溶于 526μL HBS缓冲液

中 ,每只小鼠肿瘤内注射 100μL Tf2PEI空白对照

液 ;③空白对照组 :不予治疗[ 5 ]。

每周注射 2 次 ,剂量同上 ,连续治疗 4 周。第

45天处死小鼠 ,取肿瘤及脾脏标本。

1 . 4 . 6　体内基因表达的检测 　将肿瘤组织制成细

胞悬液培养 ,取其上清用 EL ISA 法检测 IL212 蛋白

水平。

1 . 4 . 7　细胞杀伤活性检测 　采用 LD H 乳酸脱氢

酶法测定。即荷瘤小鼠经不同治疗后 ,切除小鼠脾

脏 ,制成单细胞悬液作为效应细胞 ,靶细胞用 YAC2
1 ( (测定 N K细胞) 。将效应细胞和靶细胞在 96 孔

培养板中按不同比例混合 ,置于 37 ℃、5 %CO2孵箱

中过夜 ,取每孔上清 100μL 置入平底 96 孔板中 ,加

入 LD H 基质液 100μL ,室温 10min ,加 0 . 1mol/ L
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柠檬酸 50μL/孔终止反应 ,用酶联检测仪于 570nm

测定各孔吸光度值 ( A 值) 。N K细胞杀伤活性计算

公式如下 :细胞杀伤率 ( %) = (样品释放 A 值 - 靶

细胞自然释放 A 值) / (最大释放 A 值 - 靶细胞自然

释放 A 值) ×100 %

2　结果

2 . 1　R T2PCR结果　如图 1 所示 ,转染后的 M G63

细胞可检测到 p35mRNA 片段及 p40mRNA 片段 ,

空载体的 M G63 细胞阴性对照均未检测到

p35mRNA片段及 p40mRNA片段。

图 1　RT2 PCR分析 mIL212基因修饰的

MG63细胞中基因的表达

1为 mIL212p40产物 , 295bp ;2 为 mIL212p35 产物 , 386bp ;3 为

DNA marker

2 . 2　 EL ISA 法检测体外转染及竞争性拮抗的结

果　由图 2 可以看出 , Tf2PEI转染组 mIL212 蛋白

表达效率显著高于 PEI。同时 ,在竞争性拮抗的试

验中 ,由于游离的转铁蛋白的存在 , Tf2PEI转染组

的表达效率显著降低。当 N/ P = 5 时 , Tf2PEI的转

染效率最高 ,mIL212的表达量为 783ng/ mL。

图 2　转染 48小时后 mIL212的表达量

2 . 3　免疫组化法检测 mIL212 p70蛋白的表达　如

图 3所示 ,在 400 ×普通光镜视野下可见细胞浆中

存在大量粗大棕褐色颗粒的阳性细胞。

2 . 4　肿瘤组织 mIL212 的表达　由上表可见 ,在裸

鼠骨肉瘤模型基因治疗的试验中 , Tf2PEI/ DNA 治

疗组 mIL212蛋白水平明显升高 ;而未注射基因者 ,

则相应的 mIL212蛋白水平很低 ( < 30pg/ mL) 。

表 2　肿瘤组织 mIL212的表达量

组别 mIL212表达量 (pg/ mL)

空白对照组 27±2 . 9

Tf2PEI对照组 23±3 . 2

Tf2PEI/ DNA治疗组 81±3 . 4

2 . 5　N K细胞杀伤活性 　由图 4可见 ,空载体和空

白对照组小鼠 N K活性均较低 , Tf2PEI/ DNA 治疗

组其 N K杀伤活性明显升高。

图 4　NK细胞杀伤活性

3　讨论

PEI是一种新的多聚阳离子型的 DNA 载体 ,

PEI偶联上配体 , 通过受体介导的内吞途径进入靶

细胞 , 可以显著增加转染效率和靶向性[ 5 ]。Kir2
cheis 等针对恶性肿瘤细胞表面过度表达转铁蛋白

受体的特点 ,使用 Tf2PEI为载体 ,将 DNA 传递到

皮下生长肿瘤 ,并发现用 Tf2PEI在肿瘤中的基因表

达约是裸 DNA 的 10～100 倍 ,应用空间稳定的

PEG接枝的 Tf2PEI/ DNA复合物 ,经全身系统给药

后 ,能将目的基因转运到皮下生长瘤体[ 6 ]。在体外

转染实验中 , Tf2PEI转染组 mIL212 蛋白表达效率

显著高于 PEI。同时 ,由于游离的转铁蛋白的存在 ,

Tf2PEI转染组的表达效率显著降低。这说明 PEI

与转铁蛋白偶联 ,通过转铁蛋白与细胞表面表达的

转铁蛋白受体结合 ,可特异性和高效地将外源基因

导入靶细胞。而游离的转铁蛋白竞争性地封闭了骨

肉瘤细胞表面的转铁蛋白受体 ,从而拮抗了 Tf2PEI

与骨肉瘤细胞表面的转铁蛋白受体特异性的结合 ,

显著地降低了 Tf2PEI的转染效率。在体内转染实

验中 , Tf2PEI/ DNA 治疗组肿瘤局部 mIL212 蛋白

水平明显升高 ,而 Tf2PEI对照组和空白对照组相应

的 mIL212蛋白水平则很低 ,提示 Tf2PEI将 mIL212

基因高效地、靶向性地转入到体内骨肉瘤组织。

细胞因子基因疗法是目前肿瘤基因治疗研究中

的重要方法之一。本实验将 mIL212 基因直接导入

肿瘤组织 ,使其自行分泌mIL212 ,并在肿瘤局部形
(下转第 310页)
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小 ,同时具备这三个因素的 24 例患者非 SLN 均无

转移。

总之 ,SL N活检的应用使我们用微创的方法就

可以了解腋窝淋巴结的转移状况 ,对于转移仅局限

于 SL N的患者 ,虽然找到了一些指标与这类患者相

关 ,但尚需寻找更好的预测方法 ,从而使治疗更加有

的放矢。
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成高浓度聚积 ,不仅可避免全身应用 mIL212 带来

的毒副作用 ,又可使 mIL212 在局部获得持久表达 ,

有利于免疫反应的激发和维持。另外 ,经 mIL212

基因修饰的肿瘤细胞 ,其免疫原性增强 ,细胞表面某

些黏附分子和 M HC抗原的表达也增强 ,可以诱导

机体产生较强的免疫应答。本试验中 ,在注射 Tf2
PEI/ DNA的治疗组 ,其小鼠脾脏 N K细胞活性明

显高于空载体对照组和空白对照组。提示 mIL212

可有效提高 N K细胞活性 ,增强机体的抗肿瘤免疫

功能。

所以我们得出结论 : Tf2PEI可以高效的、向性

地将 mIL212基因导入裸鼠骨肉瘤模型 ,mIL212 可

以显著地提高裸鼠脾 N K细胞的抗肿瘤活性。

(本文图 3见 324页)
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