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　　【摘要】　目的　将 hNIS基因转染到肝癌细胞使其具备主动吸收碘的功能 , 观察转基因肝癌细胞吸收碘的能力 ,
并进一步观察其介导放射性碘杀伤肝癌细胞的可能性。方法　重组含有 hNIS的载体 , 并转染至肝癌细胞 HepG2,利
用稳定表达的转基因肝癌细胞进行吸碘能力测定 ,并应用 MTT法测定碘 -131杀伤肝癌细胞的效果。 结果　γ计数
仪测定表达 hNIS基因的肝癌细胞吸收碘的能力比对照组高 10倍 , MTT法测定结果显示表达 hNIS基因的肝癌细胞抑
制率明显高于对照组。结论　转基因肝癌细胞具有浓聚碘的能力 , 并且可以介导碘 -131杀伤肝癌细胞。
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【Abstract】　Objective　 Wetransfectedthehumansodium /iodidesymporter(hNIS)geneintoliver-cancercellsto

helpithavetheabilityofiodineuptaketoassesstheeffectofradioactiveiodineuptakebyliver-cancercellsandtheroleofanti
-hepatomabyradioactiveiodine.Methods　RecombinantpCDNA-hNISwastransfectedintoHepG2cells.Thelevelof131Ⅰ
uptakewasassessedusingtransgeniclivercellsstablyexpressinghNISandeffectofanti-hepatomawasdeterminedbyMTT
method.Results　10-fold131ⅠuptakewasobservedinHepG2 cellstransfectedwithpCDNA-hNIScomparedwiththecontrol
groupbyγcounting, correspondingly.Theeffectofanti-hepatomawassignificantlyhigherintransgenicHepG2 cellscompared
withthecontrols.Conclusion　HepG2 cellstransfectedwithpCDNA-hNIScoulduptake131Ⅰ, accordingly, inhibitedby131Ⅰ.
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　　肝癌是威胁人类的常见病 , 也是人类生命的主要 “杀手”
之一。传统的放 、化疗存在抗肿瘤能力低 、杀伤指数过小 、副作
用大等缺点。人钠 /碘同向转运体(humansodium/iodidesym-
porter, hNIS)主要存在于甲状腺滤泡细胞基底膜上 , 是甲状腺
细胞摄取碘的分子基础。 hNIS基因的克隆成功 , 使 hNIS基因
介导放射性核素进行肿瘤的基因治疗成为国内外的研究热点

之一 , 但在肝癌治疗中少有报道。 本研究将 hNIS基因转染到
肝癌细胞 , 使肝癌细胞表达 hNIS这种膜蛋白 ,从而使肝癌细胞
可以浓集放射性碘 , 进而介导放射性碘杀伤肝癌细胞 , 为探索
肝癌治疗新途径提供了实验依据。

1　材料与方法
1.1　材料
1.1.1　菌株 、载体 、细胞和组织　大肠杆菌 DH5α、pCDNA3.1
(-)载体 、肝癌细胞株 HepG2由本实验室保存。甲状腺山东
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省肿瘤医院提供。
1.1.2　主要试剂　TRlzol购自 Invitrogen公司;RT-PCR试剂
盒 , DL2000, PMD18-T载体 , 限制性内切酶 BamHⅠ 、EcoRⅠ ,
T4 DNALigase均购自 TaKaRa公司;Agarose购自 BIOWEST公
司;GelExtractionKit和 PlasmidMiniKit购自 OMEGA公司。
DMEM培养基购自 GIBCO公司 , 胎牛血清购自杭州四季青公
司 ,其他生化试剂均为进口或国产分析纯试剂。
1.2　方法
1.2.1　总 RNA提取　按照 TRlzol说明书提取甲状腺中总
RNA。
1.2.2　引物设计　根据 GenBank人类 hNIS的 cDNA基因序
列 ,利用 PrimerPremier5.0软件设计相应的 PCR扩增引物 , 见
下表 1。其中 , hNIS基因序列的大小为 1913bp, 且为便于后续
定向克隆正反义引物 5'端分别加 EcoRI与 BamHI酶切位点修
饰(下划线)。然后 , 于 GenBank上进行 BLAST比对检测其特
异性。引物为上海博尚公司合成。
1.2.3　RT-PCR扩增　于 DEPC处理过 0.2mlEppendorf管
中 ,以甲状腺提取总 RNA为模板 , 按照 RT-PCR反应试剂盒
说明书 ,反转录克隆 hNIS基因。 PCR产物进行 1%琼脂搪凝胶
电泳检测扩增结果。
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表 1　本实验研究设计的引物

待扩基因 引物序列

hNIS　upper 5′CGGAATTCATGGAGGCCGTGGAGACCG 3′

　　　lower 5′GCGGATCCTCAGAGGTTTGTCTCCTGC3′

1.2.4　真核表达载体的构建　凝胶回收 hNIS的 PCR产物 , 连
入 pMD18-T载体 (命名为 pMD-hNIS)。连接产物转化
DH5α感受态细胞 , 涂布于 100 mg/L氨苄青霉素(Amp)琼脂
LB平板 , 37℃过夜培养。挑取单菌落 , 于 100 mg/LAmp液体
LB培养基 37℃过夜摇菌。 PlasmidMiniKit提取质粒 , 通过
PCR和酶切验证。
1.2.5　hNIS连入 pCDNA3.1(-)载体　用限制性内切酶
EcoRI与 BamHI分别双酶切 pMD-hNIS和 pCDNA3.1(-)
质粒 , 37℃孵育 4h后 , 酶切产物进行 1%琼脂糖凝胶电泳检测
酶切结果。将回收的目的基因 hNIS与线性载体 pCDNA3.1
(-)按摩尔数之比 3∶1混合 , 16℃过夜 , 重组载体命名为 pCD-
NA-hNIS。
1.2.6　重组载体的鉴定　以 pCDNA-hNIS重组载体为模板 ,
利用相对应的引物对扩增 hNIS, 进行 PCR产物电泳鉴定。 用
限制性内切酶 EcoRI与 BamHI双酶切重组载体 , 酶切产物电
泳鉴定。
1.2.7　细胞培养　DMEM加 10%FBS培养 HepG2细胞 , 每 3

天换液 1次 , 0.25%的胰酶消化传代 , 显微镜下观察。
1.2.8　细胞转染　参考脂质体 lipofecamine2000说明书 ,在 24

孔板中进行。每孔用脂质体 2μl, 质粒 pCDNA-hNIS0.8μg,
转染 72h后 , 胰酶消化 1∶10传代 , 加 800μg/mLG418筛选 , 直
至转染细胞克隆的形成 ,并对克隆细胞株进行扩增培养。
1.2.9　稳定转染细胞的鉴定　克隆细胞株扩增培养后用分别
提取总蛋白 , 利用人钠 /碘同向转运体抗体进行 Westernblot鉴
定。
1.2.10　转染细胞摄碘能力的测定　我们把稳定表达人 NIS

的 HepG2细胞和对照组(没有转入人 NIS的 HepG2细胞)分
别用 3.7MBq/ml的 Na-I131的 HBSS溶液培养 7h, 用 HBSS
溶液反复冲洗细胞 3次 ,分别用 γ计数仪测定两组细胞的每分
钟 cpm计数。, 以测定转染细胞吸碘能力。
1.2.11　MTT实验　选取 1×103个稳定表达的细胞接种于 96

孔板 ,加入碘 -131后培养 7h, 用 HBSS溶液清洗 3次 , 继续培
养 1、2、3、4、5d, 用快速翻转法倒掉原培养基 , 每孔加入无血清
的 DMEM培养液 200μl及 5mg/ml的四氮唑蓝盐 [ 3-(4, 5-
dimethylthiazol-2 -yl)-2, 5 -diphenyltetrazoliumbromide,
MTT] 20μl,继续培养 4h,吸出液体 , 每孔加入二甲基亚砜(dim-
ethylsulfoxide, DMSO)150μl, 室温孵育 10min, 微振荡器振荡
15min,用 Bio-Rad酶联免疫检测仪在 570nm测光密度值。
1.2.12　统计学处理　检测结果用 SPSS13.0统计软件 t检验
方法进行统计分析。

2　结果
2.1　总 RNA提取　 从甲状腺提取的总 RNA, 经过微量核酸
定量仪检测 OD

260
/OD

280
=1.85。

2.2　hNIS的克隆　以提取 RNA为模板反转录得到 cDNA, 以
cDNA为模板利用表 1中 hNIS引物对进行 PCR扩增 , PCR产

物进行 1%琼脂搪凝胶电泳检测扩增得到图 1, 得到的片段大
小与已知的一致。
2.3　重组载体 PCR鉴定　以 pCDNA-hNIS重组载体为模板 ,
利用表 1中 hNIS引物对扩增 hNIS片段 , 同时设阴性对照组 ,
PCR产物进行 1%琼脂搪凝胶电泳检测扩增得到图 2, 得到的
片段大小与已知的一致。
2.4　重组载体酶切鉴定　用限制性内切酶 EcoRI与 BamHI
双酶切 pCDNA-hNIS重组载体 , 同时设阴性对照组。切下的
小片段为 hNIS基因(1 913bp), 大片段为载体pCDNA(5.4kb)。
酶切产物电泳鉴定进行 1%琼脂搪凝胶电泳得到图 3, 得到的
片段大小与已知的一致。

　　
泳道 M:DL2000marker;hNIS:hNIS

(1913bp);阴对:阴性对照。
　　　

泳道 M:DL2000marker;样品:hNIS

(1913bp);阴对:阴性对照。
　　　　

泳道 M:DL2000plusmarker;

1:pCDNA-hNIShNIS(1913bp);

2:未酶切 pCDNA-hNIS。

　　　图 1　hNIS的 RT-PCR电泳图　　　　　图 2　重组载体 PCR电泳图　　　　　图 3　重组载体酶切电泳图

2.5　Westernblot　利用 Westernblot进一步验证 hNIS蛋白表
达情况 , 结果显示 hNIS在细胞株中稳定表达(图 4)。
2.6　HepG2细胞吸碘能力的测定　 测定结果转染 NIS的细
胞 γ计数为(4 260±232)min-1 , 对照组 γ计数为(360 ±36)
min-1 , 实验组吸碘能力高于对照组 10倍 , 两者差异具有显著

统计学意义(P<0.001)。
2.7　碘 131对肝癌细胞的杀伤作用　碘 -131细胞作用后 , 与
稳定转染空白载体组相比 , hNIS基因转染组细胞的 1d、2d、3d、
4d抑制率分别为 12.5% 、22.5%、35.1%、54.5% (图 5)。
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HepG2/hNIS细胞;lane2, HepG2/mockcells.细胞

图 4　Westernblot方法鉴定 hNIS的表达

图 5　 MTT法测定碘 131对肝癌的杀伤作用

3　讨论
放射性碘是治疗恶性肿瘤的手段之一 ,但放射性碘发挥杀

伤肿瘤细胞效应的基础是肿瘤细胞必须具有摄取碘的能力。
但是大多数恶性肿瘤摄取碘的能力普遍较低 [ 1-4] , 使放射性碘
治疗难以发挥治疗作用。 hNIS主要存在于甲状腺滤泡细胞基
底膜上 , 属于钠 /葡萄糖协同转运体家族。它对碘的主动运输
使甲状腺内的碘浓度高于血浆 20 ～ 40倍 , 被称为 “碘泵” [ 5, 6] ,
是甲状腺细胞摄取碘的分子基础。 DaiG等 [ 5]于 1996年首先

发表了对大鼠钠 /碘同向转运体(rNIS)基因的克隆结果。在此
基础上 , 同年 , SmanikPA等 [ 6]从 rNIS基因核苷酸序列获得引
物 , 以人滤泡性甲性腺癌细胞的 RNA为模板 ,通过聚合酶链反
应(PCR)法获取了人钠 /碘同向转运体(hNIS)的 cDNA片段 ,
并进而从人甲状腺细胞 cDNA文库中分离出 hNIS基因。

hNIS基因的克隆成功 , 使肿瘤细胞转染 hNIS基因 , 使其具
有摄碘功能 , 进一步通过应用放射性碘杀伤肿瘤细胞成为可

能。相继有文献对放射性碘杀伤肿瘤细胞进行了报道。如用
逆转录病毒 [ 7]或腺病毒 [ 8, 9]为载体将 NIS基因转入黑色素瘤 、
卵巢肿瘤细胞 、人胶质瘤细胞 、结肠癌细胞 ,实验显示转染肿瘤
细胞碘摄取显著增加 , 将转染后的人黑素瘤细胞注射到裸鼠后
肢腹侧 , 经放射性碘治疗后 , 有 56% ～ 69%的肿瘤细胞被杀
死。以上研究提示了通过基因转染的方法治疗肿瘤的可行性。

Spitzweg[ 10]等在体外构建了以前列腺特异性抗原为启动
子指导 NIS基因表达的前列腺癌细胞株(LNCaP), 将其接种于
无胸腺裸鼠皮下 , 建立了表达 NIS基因的前列腺肿瘤细胞模
型 , 碘摄取增加了 25% ～ 30%,为肿瘤的靶向性放射性核素治
疗提供了有力的实验依据。

现有基因治疗载体均难以活体转导肿瘤的全部细胞 ,但是
I131等核素发射的 β 粒子射程可达数毫米 , 使未转导的肿瘤细
胞也得以被杀灭 , 产生 “旁观者效应 ”。因此 ,联合应用 NIS和
放射性核素治疗肿瘤具有明显的优势 [ 11] 。我们的实验构建了
携带 hNIS基因的真核表达载体 , 并转染 HepG2肝癌细胞 , 使肝
癌细胞表达 hNIS基因 ,具备了聚集放射性元素碘的能力 ,然后
给与 I131 , 第四天时杀伤了约 55 %的转基因肝癌细胞。

基因转染技术和放射性碘结合是治疗低摄碘肿瘤的一种

思路 [ 12-15] 。以上研究结果已充分显示了通过基因转染的方法

诱导肿瘤细胞选择性摄取放射性碘的可能性与可行性 , 使一些
本身不能摄取放射性碘的恶性肿瘤可以主动摄取放射性碘 , 从
而使放射性碘浓集在肿瘤细胞内以达到杀伤肿瘤细胞的目的。
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