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【摘要】 目的 研究含人 IL － 21 基因的重组腺病毒( Ad － IL － 21) 联合 γ射线照射对子宫颈癌 Hela细胞生长的
抑制作用。方法 重组腺病毒 Ad － IL － 21 于体外转染子宫颈癌 Hela细胞，转染后 6 h进行 6Gy 137Cs γ射线照射，用
MTT方法和流式细胞仪测定 Hela细胞的生长曲线、抑制率及细胞周期。结果 Ad － IL － 21 基因组、照射组和基因联
合照射组对 Hela细胞生长均具有抑制作用，联合照射组的抑制效应最强( 44% ) ，明显高于 Ad － IL － 21 组和照射组。
联合照射组 Hela细胞出现明显的 G1 期阻滞，G1 期细胞所占比例最高，达到 88． 9%，S 期细胞最少( 1% ) 。结论 IL
－ 21 基因联合 γ射线照射对子宫颈癌的抑瘤作用具有协同效应，有效地抑制肿瘤细胞的生长。
【关键词】 IL － 21 基因; 子宫颈癌; 腺病毒; 照射
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【Abstract】 Objective To study the effect of inhibition on the growth of cervical carcinoma cells by introduction of

foreign IL － 21 gene vector with γ － ray． Methods The recombinant IL － 21 gene adenovirus vector was transfected into cer-
vical carcinoma cell line Hela ． Hela cells were irradiated with 6Gy 137Cs γ － ray after 6 hours transfection The cells growth
curve and cells cycle of Hela cells were detected by MTT assay and flow cytometry respectively． Results The growth of Hela
cells transfected with Ad － IL － 21，radiation and Ad － IL － 21 combined with radiation group was all inhibited． The group of
Ad － IL － 21 combined with radiation resulted in greater inhibition of cells growth，reaching 44%，compared with Ad － IL －
21 infection and radiation group． Cells of G1 phases of Hela cells for Ad － IL － 21 combined with radiation group were the
highest，reaching 88． 9%，while those of S phases were the lowest，reaching 1% ． Conclusion Ad － IL － 21 gene transfer
combined with radiation show synergism for the inhibition of cervical cancer Hela cells growth．
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宫颈癌是最常见的妇科恶性肿瘤之一，治疗方法以手术、
化疗、放疗为主，但是 5 年生存率仍然较低。放射治疗是临床
上应用最广泛和最重要的治疗手段之一，但由于肿瘤临近部位
的正常组织受到放射损伤和某些肿瘤的辐射抗拒性等问题，影
响着放疗的疗效和应用。肿瘤的基因治疗是近年来的研究热
点，它是将对肿瘤有直接和间接杀伤作用的基因经载体转入体
内，以期在肿瘤生长部位进行表达，杀伤肿瘤，但其临床疗效并
不令人满意。利用辐射来实现对转移基因体内表达的时空调
控，可以提高基因靶向转移的效率，同时基因能够提高肿瘤对
放射治疗的敏感性，有效地将基因治疗与放射治疗有机结合起
来，发挥协同效应，这种新治疗模式称为基因放疗( genetic － ra-
diotherapy) ［1］，已成为肿瘤治疗研究的重要方向之一。本研究
用含人 IL － 21 基因的重组腺病毒表达载体( Ad － IL － 21) 感染
宫颈癌 Hela细胞，并进行 γ射线照射，观察 IL － 21 基因联合放
射对宫颈癌细胞生长作用的影响，探讨其联合抑瘤作用，为临
床上进行 IL － 21 基因 －放射治疗肿瘤奠定实验基础。

1 材料与方法
1． 1 细胞系及培养条件 人子宫颈癌 Hela细胞由中国医学科
学院放射医学研究所惠赠，用含 10%小牛血清的 RPMI1640 培
养基，置 5%CO2、饱和湿度、37℃培养箱中培养。
1． 2 主要试剂和仪器 RPMI1640 培养基( 北京赛默飞世尔) ，
MTT( 天津华大欣源) ，分析纯二甲基亚砜( 天津市江天化工科

技) ，小牛血清( 北京索莱宝科技有限公司) ，Ad － IL － 21 及对
照腺病毒 Ad － lacZ由中国医学科学院放射医学研究所构建保
存［2］。137Cs γ 射线照射源( USD，加拿大) ，酶标仪( 美国 Thermo
公司) ，流式细胞仪( 美国 Beckman公司，AltraⅡ) 。
1． 3 分组 数字随机表法分为空白对照组( 不做任何处理) 、
Ad － LacZ 对照组( 含 lacZ基因但不含 IL － 21 基因的对照腺病
毒) 、照射组( 137Csγ射线照射源 6 Gy 照射，剂量率为 0． 75 Gy /
min) 和 Ad － IL － 21 联合照射组( Ad － IL － 21 转染后进行 6 Gy
照射)
1． 4 MTT法检测 Hela细胞生长情况于转染前 1 天取对数生
长期的 Hela 细胞，按每孔 2 × 103 个细胞接种 96 孔板中，转染
当天按上述分组处理，每组做 6 个复孔，每孔加 100ul Ad － IL －
21( 病毒滴度为 9 × 1011 PFU /ml) 。每组分别于处理后培养 0、
24、48、72、96h后加入 0． 5%MTT液 20 μl，孵育 4 h后酶标仪测
定 492nm吸光度( A) 值。绘制细胞生长曲线图，并计算细胞生
长的抑制率: 抑制率( % ) = ( 1 －实验组 A值 /对照组 A值) ×
100%。
1． 5 流式细胞术检测 Hela细胞周期 于转染前 1 天取对数生
长期的 Hela细胞按 3 × 105 个细胞 /孔接种于 6 孔培养板，转
染当天按上述分组处理，每孔加 200μl Ad － IL － 21 ( 病毒滴度
为 9 × 1011pfu /ml) ，每组设 2 孔。培养 48 h后收集所有悬浮及
贴壁细胞，每组用冷 PBS 液洗涤 2 次，70%冰乙醇 4℃固定 1
h，－ 20 ℃保存。检测前用冷 PBS 液洗 2 次，加入 500μl 碘化
丙啶，轻轻混匀，暗处避光反应 30 min，上流式细胞仪 488 nm
波长检测细胞周期。
1． 6 统计学分析 采用 SPSS13． 0软件包进行统计分析，显著
性检验采用单因素方差分析，P ＜0． 05表示差异有统计学意义。

2 结果
2． 1 Ad － IL － 21 联合照射对 Hela 细胞生长的影响 空白对
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照组和 Ad － lacZ组 Hela细胞数量随培养时间延长呈增加的趋
势，Ad － IL － 21 基因组于转染后 96h肿瘤细胞出现明显的抑制
作用，与空白对照组和 Ad － lacZ 组比较差异有统计学意义( F
= 7． 181，P ＜ 0． 05) ，而空白对照组与 Ad － lacZ 组比较无明显
差异( P ＞ 0． 05) 。照射组和 Ad － IL － 21 基因联合照射组 Hela
细胞于转染后 48h出现较明显的抑制作用，与 Ad － lacZ 组和
Ad － IL － 21 基因组比较差异有统计学意义( F = 249． 88，P ＜
0． 05) ，尤其在转染后 96 h联合组与照射组和 Ad － IL － 21 基因
组比较，细胞生长抑制作用明显( F =42． 981，P ＜0． 05) ，见图 1。

图 1 Ad － IL － 21 联合照射作用于 Hela细胞的生长抑制曲线
2． 2 Ad － IL － 21 联合照射对 Hela 细胞生长抑制率的比较
IL － 21 基因转染 Hela细胞后观察 24 h、48 h、72 h、96 h细胞的
生长抑制情况，Ad － IL － 21 基因联合照射组于转染后 96 h 抑
制率最高，达 44%，与 Ad － IL － 21 基因组和单独照射组比较
差异有统计学意义( P ＜ 0． 05 ) ，而 Ad － IL － 21 基因组 Hela 细
胞生长抑制率与单独照射组比较无明显差异( P ＞ 0． 05 ) ，见表
1。结果提示 IL － 21 基因对 Hela细胞的生长具有抑制作用，而
IL － 21 基因与放射治疗联合应用具有协同效应，能更有效地
抑制肿瘤细胞的生长。
表 1 Ad － IL － 21 联合照射对 Hela细胞的生长抑制效应
分组 A值 抑制率( % ) ( 珋x ± s)

空白对照组 0． 334 ± 0． 195 －
A d － LacZ 组
Ad － IL － 21 基因组
单独照射组
Ad － IL － 21 +照射组

0． 294 ± 0． 170
0． 263 ± 0． 141
0． 244 ± 0． 114
0． 173 ± 0． 049

13% ±2． 65
21% ±4． 92
27% ±7． 37
44% ±20． 2

2． 3 Ad － IL － 21 联合照射对宫颈癌 Hela 细胞周期的影响
从流式细胞术分析结果可见，与 Ad － lacZ 组和空白对照组相
比，Ad － IL － 21 组、照射组及 Ad － IL － 21 联合照射组 Hela 细
胞停留在 G1 期的细胞增加，S 期细胞数量减少。其中以联合
照射组 G1 期细胞所占比例最高，达到 88． 9%，S 期细胞最少，
1%，见表 2。结果表明 Ad － IL － 21 联合照射使 Hela 细胞主要
阻滞在 G1 期。
表 2 Ad － IL － 21 转染后 Hela细胞的细胞周期
分组 G1( % )G2( % ) S( % )

空白对照组 76． 9 15． 9 7． 2
Ad － LacZ组 73． 1 5． 7 21． 2
Ad － IL － 21 基因组 84． 4 10． 8 4． 8
单独照射组 83． 8 11． 6 4． 6
Ad － IL － 21 基因联合照射组 88． 9 11． 0 1． 0

3 讨论
IL － 21 是近年来发现的一种细胞因子，在早期临床研究发

现 IL － 21 在各种动物模型中具有抗肿瘤活性。Sondergaard［3］

等研究发现，在两种同基因肿瘤模型中( B16 黑色素瘤和 Renca
肾脏细胞癌) 检测到 IL － 21 蛋白的抗肿瘤活性，且影响肿瘤浸
润 T细胞( 主要为 CD8 + T细胞) 密度。IL － 21［4］主要由 CD4 +

Th2细胞和 NKT细胞合成和分泌，与 IL － 2、IL － 4、IL － 7、IL －
9、IL － 15 高度同源，都属于 r链家族细胞成员。IL － 21 受体分
布广泛，包括脾、胸腺、PBLs 和淋巴结等淋巴器官和组织分布。
Dimitra［5］等发现 IL － 21 通过 B细胞内在机制可直接刺激生发
中心 B细胞增殖与分化。IL － 21 也可以与抗 CD40 抗体协同
刺激 B细胞增殖，与抗 CD3 抗体协同刺激 T 细胞增殖，增强抗
CD3 抗体活化的 T细胞的抗肿瘤活性［6］，并能促进骨髓 NK 细
胞增殖与分化并表达 CD16 分子，从而完成 NK 细胞的成熟分
化，使 NK细胞具有细胞毒活性。Ugai［7］等发现，将 IL － 21 和
IL － 23 基因转导到人胰腺癌细胞，能产生自然杀伤细胞依赖
性和非依赖性抗肿瘤效应。国内有研究报道［8］，将人 IL － 21
基因转染卵巢癌细胞，对细胞的生长有明显的抑制作用。
本实验采用我们成功构建的 Ad － IL － 21 重组腺病毒载体

转染宫颈癌细胞，结合 γ射线照射，观察 IL － 21 基因与放射两
者协同抑制肿瘤的作用。为了确定腺病毒表达载体上基因的
作用，本研究以 Ad － lacZ 作为阳性对照，说明此抑制作用来
自 IL － 21 基因的表达，而不是腺病毒本身。结果表明 Ad －
lacZ和空白对照组比较差异均无统计学意义，提示腺病毒本身
对肿瘤生长无影响。
本结果显示，腺病毒载体可有效的将外源性 IL － 21 基因

转入 Hela细胞，且进行 γ射线照射，IL － 21 基因联合照射的细
胞生长最为明显缓慢，说明腺病毒介导的 IL － 21 基因联合照
射可显著抑制 Hela细胞的生长。有研究指出基因治疗使肿瘤
细胞阻滞于 G1 期，减少进入 G2 期和 S期的细胞，而 G1 后期对
放疗比较敏感，从而提高肿瘤细胞的敏感性［9］。从理论上讲，
放疗和基因治疗两者相互加强，可以取得比单一方法效果更好
的抑瘤效果。从本实验的研究结果可以得知转染 IL － 21 基因
联合 γ射线照射作用于宫颈癌 Hela细胞后的效果要比单独 IL
－ 21 基因组、单独照射组效果更好，单独 IL － 21 基因组和单独
照射组两者之间没有明显的差别，这为宫颈癌的进一步基因放
疗研究提供了理论基础和实验依据。
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