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Abstract
AIM: To estimate the tumor-suppressive activity 
of interleukin-24 (IL-24) in gastric cancer cells in 
vitro and the regulation of tetracycline in a single 
plasmid pCEP4-tetR-IL-24.

METHODS: A single plasmid pCEP4-tetR-IL-24 
was constructed which contained the TetR and 
TetO. The cells were transfected with pCEP4-
tetR-IL-24 using lipofectamine 2000. The expres-
sion of IL-24 was detected by Western blotting. 
The suppression of cellular growth was deter-
mined by MTT assay and trypan blue rejection. 
The induction of apoptosis was analyzed by An-
nexin Ⅴ staining�.

RESULTS: IL-24 protein was induced to express 
in gastric cancer cells (MGC803 and BGC823) 
and normal cells (GES-1) after transfection with 
pCEP4-tetR-IL-24. In the MGC803 and BGC823 

cells, cellular growth was inhibited more effi-
ciently (P < 0.01, 0.001-0.006), and the percentage 
of apoptosis cells was higher after doxycline in-
duction (23.5%/25.6%→33.8%/36.7%, P < 0.01). 
However, there were no differences observed in 
GES-1 cells among the groups (P > 0.05).

CONCLUSION: The plasmid-mediated tranfec-
tion of IL-24 selectively induces the suppression 
of cell growth and apoptosis in gastric cancer 
cells. Tetracycline can regulate the expression of 
IL-24 in gastric cancer cells and normal epithelial 
cells.
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摘要
目的: 通过构建单一质粒四环素调控载体
pCEP4-tetR-IL-24, 将其转染胃癌细胞系后, 探
讨IL-24对胃癌细胞的初步作用以及此系统能
否发挥四环素的调控作用. 

方法: 将hIL-24基因片段从pORF9-hIL-24定
向克隆至pcDNA4-TO-Xpress中, 再亚克隆到
pCEP4-tetR中构建pCEP4-tetR-IL-24; 利用脂
质体转染法转染细胞; Western blotting检测蛋
白表达; MTT法与台盘蓝拒染法检测细胞增
殖; annexinⅤ法检测细胞的凋亡. 

结果: p C E P4-t e t R-I L-24转染胃癌细胞系
MGC803, BGC823与正常胃黏膜细胞系GES-1
后, 在强力霉素诱导下均可表达IL-24蛋白; 
MGC803, BGC823细胞中, 强力霉素诱导组
的增殖较未诱导组、空载体组与对照组明显
受抑制(P <0.01, 0.001-0.006); 强力霉素诱导
组与未诱导组相比, 凋亡细胞比例明显增多
(23.5%/25.6%→33.8%/36.7%, P <0.01); GES-1
中, 诱导组与未诱导组、空载体组及对照组的
差异无统计学意义(P >0.05).

■背景资料
I L - 2 4 的 发 现 仅
10 a, 已经明确其
是一种多功能的
细胞因子. 目前的
研究多利用复制
缺陷型腺病毒载
体携带IL-24基因
转染多种肿瘤细
胞, 发现其具有广
谱的肿瘤细胞抑
制活性 .  IL-24已
成为肿瘤基因治
疗中的热点基因
之一, 但其在生理
状态下仅微量表
达, 发挥免疫调节
作用, 对于基因治
疗中外源导入后
的大量表达是否
会对机体产生严
重的毒副作用尚
不清楚. 如果能对
IL-24导入细胞后
实施有效调控, 无
疑将会增加基因
治疗的安全性.
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结论: IL-24可以抑制胃癌细胞增殖, 诱导胃
癌细胞凋亡, 对正常胃黏膜上皮细胞无明显毒
性; 构建的单一质粒四环素调控系统pCEP4-
tetR-IL-24可以发挥四环素的调控作用.
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0  引言

黑 色 素 瘤 分 化 相 关 蛋 白 7 ( m e l a n o m a 
differentiation-associated protein 7, mda-7)基因

编码的蛋白质由206个氨基酸残基组成, 理论编

码蛋白质分子质量为23.8 kDa[1-2]. 由于mda-7在
基因结构和序列上与IL-10家族中的其他成员

(IL-10, IL-19, IL-20, IL-22)有同源性[1,3-4], 并具有

其他的一些共同特征, 包括mda-7在染色体上的

位置, 存在分泌信号, 内源性表达与免疫系统有

关, 其免疫调节因子的特点[5-7], 又被命名为白细

胞介素24(Interleukin 24, IL-24). IL-24是一种多

功能的细胞因子, 他不仅参与免疫调节, 还能抑

制肿瘤细胞生长, 诱导肿瘤细胞凋亡. 利用复制

缺陷型腺病毒载体携带IL-24基因感染多种肿瘤

细胞后, 可抑制肿瘤细胞增殖, 诱导凋亡; 而对

相应的正常细胞影响甚微, 提示IL-24具有肿瘤

特异性作用[8-15]. IL-24治疗肿瘤已进入临床Ⅰ期

试验[16-17]. 
对外源基因进行调控, 使之安全有效地表

达, 是基因治疗的核心问题之一. 对目的基因在

空间和时间上进行有效调控, 不仅能提高基因

治疗的安全性, 而且能使基因表达控制在有效

作用浓度范围内, 从而避免较大的全身毒性[18]. 
如果能对IL-24的作用进行调控, 则无疑会增加

肿瘤基因治疗的安全性. 四环素调控系统是目

前最常用的基因表达调控系统之一, T-REx系
统[19-20]直接模拟大肠杆菌四环素调控系统, TetR
与TetO结合, 抑制下游基因表达. 在有四环素或

强力霉素时, 其与TetR结合, TetR对下游基因的

抑制作用解除, 下游基因表达. 目前IL-24尚无

对胃癌的研究报道. 我们利用已建立的单一质

粒四环素调控基因表达的载体体系[21], 构建表

达IL-24基因的单质粒四环素调控载体(pCEP4-
tetR-IL-24), 将其转染胃癌细胞系后, 研究IL-24
对胃癌细胞系的作用, 以及此单质粒四环素调

控载体能否发挥四环素的调控作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 p O R F9-h I L-24, I n v i v o g e n公司 ; 
pcDNA4-TO-Xpress, 从pcDNA3.1-HisA用Hin d 
Ⅲ和Xho lⅠ酶切, 克隆到pcDNA4/TO, 北京市

肿瘤防治研究所遗传室柯杨教授惠赠; pCEP4-
tetR, 由哈佛医学院Dr. Yao惠赠[19], TetR插入在

pCEP4质粒(Invitrogen公司)的KpnⅠ/Bam HⅠ

位点; pEGFP-N1, Clontech公司. 人胃癌细胞系

BGC823, MGC803和SV40转化胎儿胃黏膜上皮

细胞系GES-1均为国内所建, 由北京市肿瘤防治

研究所遗传室柯杨教授惠赠. 内切酶及Buffer, 
T4 DNA连接酶, Biolabs公司; DMEM培养基, 强
力霉素, Invitrogen公司; 台盼蓝(Trypan blue)及
MTT, Sigma公司. 鼠抗Xpress抗体, Invitrogen公
司; 羊抗β-actin抗体, 羊抗鼠HRP, 兔抗羊HRP, 
Santa Cruz公司; Qiagen Endofree® Plasmid Maxi 
Kit, Qiagen公司; Annexin-Ⅴ FITC细胞凋亡检测

试剂盒, 南京凯基.
1.2 方法 引物: IL-24-1: GAT AGG ATC CCA 
GGG GCC CAG GGC CAA G;           Bam HⅠ

IL-24-2: GAC TCT CGA GCC TGG TCT AGA 
CAT TCA GAG;       XhoⅠ
CMV-271: F: GAC TTG TAC AAC ATC TAC 
GTA TTA GTC ATC;       Bsr GⅠ

CMV-PA: R: GAC TTG TAC ACA GAA GCC 
ATA GAG CCC AC.        Bsr GⅠ 
PCR反应条件: 94℃预变性2 min, 94℃变性

45 s, 58℃复性45 s, 72℃延伸45 s, 共30个循

环, 然后72℃再延伸10 min. PCR产物酶切后

克隆到pcDNA4-TO-Xpress中, 经酶切鉴定正确

后, 亚克隆到pCEP4-tetR中, 酶切鉴定后, 阳性

克隆送北京三博远志生物技术有限公司测序鉴

定. 采用Qiagen Endofree® Plasmid Maxi Kit大
量提取及纯化符合转染要求的质粒. BGC823, 
MGC803和GES-1细胞维持在含100 mL/L胎牛

血清的DMEM培养基中. 采用Invitrogen公司的

Lipofectamine 2000试剂盒进行基因转染. 实验

设4组, 分别为强力霉素诱导组(dox[+]组): 将
pCEP4-tetR-IL-24与pEGFP-N1以10∶1比例共转

染, 转染24 h后加入强力霉素(1 mg/L)诱导. 强
力霉素未诱导组(dox[-]组): 将pCEP4-tetR-IL-24
与pEGFP-N1以10∶1比例共转染, 转染24 h后不

加入强力霉素诱导. 空载体组(vector组): 即转染

空载体pCEP4-tetR. 阴性对照组(control组): 未转

■研发前沿
四环素调控系统
是目前研究中最
常用的基因调控
系统, 分为Tet-off/
Tet-on和T-REx两
种 .  现 在 使 用 的
四环素调控系统
还存在需要完善
的 地 方 ,  如 常 规
的双质粒系统操
作费时 ,  效率低 ; 
对细胞毒性大等. 
pCEP4质粒是一
能随细胞染色体
的复制而复制, 并
在染色体外游离
存在的载体系统. 

↑

↑

↑

↑
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染组. 
1.2.1 Western blotting检测蛋白质表达 转染前

1 d, 在6孔板内接种2×105细胞; 转染相应质粒

2 μg/孔; 24 h后用强力霉素(1 mg/L)诱导蛋白

表达; 诱导48 h后收集细胞行Western blotting
检测. 
1.2.2 MTT法检测细胞增殖 每组设5个复孔; 转
染前1 d, 在96孔板内接种1.5×103细胞; 转染相

应质粒0.1 μg/孔; 诱导96 h后弃上清, 各孔加

入0.5 g/L噻唑蓝溶液(MTT) 200 μL, 37℃孵育

4 h; 弃上清, 各孔中加入DMSO 150 μL, 微震

荡, 37℃放置30 min, 使紫蓝色沉淀溶解; 用酶

标仪测定492 nm波长吸光度值. 
1.2.3 细胞活性检测(台盼蓝拒染法) 每组设3复
孔. 转染前1 d, 在24孔板内接种2×104细胞; 转
染相应质粒0.4 μg/孔; 诱导24, 48, 72, 96 h后用

2 g/L胰酶消化, 并收集全部细胞; 各孔细胞按一

定比例稀释后, 稀释液中加入等体积4 g/L台盼

蓝计数, 并绘制生长曲线. 
1.2.4 细胞凋亡检测 转染前1 d, 在6孔板内接种

1×105细胞; 转染相应质粒2 μg/孔; 诱导72 h
后用2 g/L胰酶消化, 收集细胞; 按Annexin-Ⅴ 
FITC细胞凋亡检测试剂盒(南京凯基)要求进行

检测.
统计学处理 用SPSS 11.5软件包进行统计学

处理, 数据采用各组的平均值±标准误表示; 各
组间比较采用Student t检验, P <0.05差异有统计

学意义.

2  结果

以带有hIL-24 cDNA全长的质粒(pORF9-hIL-24)
为模板, 用引物IL-24-1和IL-24-2进行PCR扩

增, 扩增产物包括hIL-24全长, 但去除IL-24的信

号肽序列. 扩增产物定向克隆至pcDNA4-TO-
Xpress中, 克隆后的载体命名为pTO-Xpress-
IL-24. pTO-Xpress-IL-24是受四环素调控的

hIL-24质粒, hIL-24前有含TetO的CMV启动子. 
将含有TetO的hIL-24片段从pTO-Xpress-IL-24中
亚克隆到pCEP4-tetR中, 构建单质粒四环素调控

IL-24基因表达的载体体系. 以pTO-Xpress-IL-24
为模板, CMV-271和CMV-PA为引物, 构建的质

粒命名为pCEP4-tetR-IL-24, 经酶切鉴定后, 测
序表明hIL-24已插入到载体中(图1). 将pCEP4-
tetR-IL-24分别转染BGC823, MGC803和GES-1
细胞, 24 h后用强力霉素(四环素家族成员, 较四

环素半衰期长)诱导蛋白表达. 为摸索最佳的转

染效率, 转染时将pCEP4-tetR-IL-24与pEGFP-N1
以10∶1比例共转染, 转染48 h后在荧光显微

镜下观察荧光细胞所占的比例. 3种细胞系在

细胞密度50%-60%时, 质粒用量2 μg(6孔板)时, 
转染效率最高, BGC823和MGC803细胞可达

70%-80%, GES-1细胞可达50%-60%. BGC823, 
MGC803和GES-1细胞在dox[+]组可见IL-24表
达, 融合蛋白分子质量在20-30 kDa, 而dox[-]组, 
空载体组和对照组均未见IL-24表达(图2). 
2.1 诱导表达的IL-24抑制人胃癌细胞系增殖 诱
导后1 d即可见MGC803和BGC823在dox[+]组
增殖受抑制, 4 d抑制效应最明显; 而GES-1细
胞的增殖未见明显影响(图3). 诱导后4 d, 用

图  1  pCEP4-tetR-IL-24载体示意图及融合蛋白Xpress-
IL-24的氨基酸序列. A: pCEP4-tetR-IL-24载体示意图; B: 

融合蛋白Xpress-IL-24的氨基酸序列.

■相关报道
目前IL-24的研究
主要集中于其抗
肿瘤作用机制的
研究, 改善载体系
统以提高转染的
效率和靶向性, 与
放化疗、单克隆
抗体的增敏作用
等. 

图  2  pCEP4-tetR－IL-24转染胃癌细胞及正常胃黏膜上皮
细胞可诱导表达IL-24.
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M T T法检测细胞的增殖 ,  可以发现M G C803
和BGC823在dox[+]组增殖受抑制, 与dox[-]
组、v e c t o r组和c o n t r o l组差别明显(P <0.01, 
0.001-0.006), 而GES-1细胞的增殖未见明显影响

(P >0.05, 图4)
2.2 IL-24诱导胃癌细胞凋亡 实验分组同前, 每
组设3复孔. 在MGC803与BGC823细胞中dox[+]
组凋亡幅度最大, 高达35%左右, 强力霉素诱

导前后凋亡细胞比例明显升高(23.5%/25.6%
→33.8%/36.7%, P <0.01); dox[+]组与dox[-]
组、v e c t o r组、c o n t r o l组差别明显(P <0.01, 
0.001-0.002); 而GES-1细胞dox[+]组、dox[-]
组、vector组差别不明显(P >0.05, 图5).

3  讨论

目前研究IL-24的抗肿瘤机制多采用复制缺陷

型腺病毒载体, 他具有较高的转染效率, 但也存

在如重组后产生有复制能力的病毒, 具有较强

的免疫反应及过敏反应以及可能的插入突变等

安全性问题. 而质粒等非病毒类载体不存在病

毒复制, 因不含蛋白, 故免疫原性低[22]. 我们采

用以pCEP4为骨架的质粒, 其能随宿主细胞复

制而复制, 故可作为体内体外研究基因治疗很

好的载体系统. 四环素调控系统是目前最常用

的基因表达调控系统之一, 可随四环素浓度的

变化调控目的基因的表达. 我们设想利用前期

工作已建立的单质粒四环素调控基因表达的载

体体系[21], 构建表达IL-24基因的单质粒四环素

调控载体(pCEP4-tetR-IL-24), 将其分别转染胃

癌细胞系与胃黏膜上皮细胞后, 研究IL-24对胃

癌细胞系的作用, 了解此单质粒四环素调控载

体能否发挥四环素的调控作用. 本实验需构建

图  3  IL-24抑制胃癌细胞增殖. A: 胃癌细胞MGC803; B: 胃

癌细胞BGC823; C: 胃黏膜上皮细胞GES-1.

图   4   表 达 的 I L - 2 4 抑 制 胃 癌 细 胞 增 殖 .  A:  胃癌细胞

MGC803; B: 胃癌细胞BGC823; C: 胃黏膜上皮细胞GES-1.

■创新盘点
本文首次利用单
质粒四环素调控
系统研究IL-24在
胃癌细胞中的可
调控表达, 证实诱
导表达的IL-24可
以抑制胃癌细胞
的增殖, 诱导胃癌
细胞的凋亡.
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受四环素调控的IL-24质粒, 利用pcDNA4/TO-
Xpress中含有的在CMV启动子控制下的TetO元

件, 将pORF9-hIL-24中的IL-24片段插入到TetO
元件的下游, 合成的新质粒pTO-Xpress-IL-24的
插入片段前有TetO元件、Xpress序列, 插入片段

后有BGH polyA, 能够在真核细胞中四环素调

控下表达Xpress-IL-24融合蛋白. 将pTO-Xpress-
IL-24中含有pCMV、TetO的IL-24片段亚克隆

到pCEP4-tetR载体中. 新载体pCEP4-tetR-IL-24
含有四环素调控系统的两大元件, TetR和TetO, 
在缺乏四环素的条件下, TetR和TetO结合, 抑制

了下游IL-24基因的表达; 加入四环素后, 四环

素和TetR结合, 对下游基因的抑制作用解除, 下
游基因表达. 此单质粒调控系统有如下特点[21]: 
(1)当EBNA和OriP存在时, 保证质粒能随细胞

染色体复制而复制; (2)TetR和TetO在同一载体

中, 使操作过程大大简化; (3)应用T-REx系统, 而
不是VP16融合蛋白作为转录激活因子, 使载体

的细胞毒性较前明显降低. 为了便于实验中检

测, 我们构建的pCEP4-tetR-IL-24表达Xpress-
IL-24融合蛋白, 通过检测Xpress的存在, 即可代

表Xpress-IL-24融合蛋白被诱导表达. 既往文献

报道GST-IL-24融合蛋白对肿瘤细胞有抑制作

用, I L-24可以胞内形式或分泌蛋白形式发挥

作用[11-12,23-25], 因此我们推测转染后细胞内合成

的融合蛋白Xpress-IL-24对肿瘤细胞也有作用. 
胃癌细胞(M G C803, B G C823)和胃黏膜

上皮细胞(GES-1)在强力霉素诱导组均能表达

Xpress-IL-24融合蛋白, 在未诱导组、空载体

组及对照组无蛋白表达 ,  证实强力霉素的诱

导作用. 强力霉素诱导后, 我们发现MGC803, 
BGC823的增殖与未诱导组、空载体组及对照

组相比明显受抑制(P <0.01, 0.001-0.006), 未诱

导组、空载体组的增殖与对照组相比亦受抑

制, 这与质粒本身EBNA[26]的毒性, 该四环素调

控系统的背景表达或转染试剂对细胞的毒性有

关. MGC803和BGC823中, 强力霉素诱导组的凋

亡细胞的比例远高于对照组及未诱导组(P <0.01, 
0.001-0.002), IL-24可以诱导胃癌细胞的凋亡. 未
诱导组亦可见凋亡细胞比例增加, 这与此质粒

系统的背景表达有关. 正常胃黏膜细胞GES-1的
增殖, 在诱导组、未诱导组、空载体组及阴性

对照组间无明显差异(P >0.05); 用AnnexinⅤ法

检测凋亡的发生, 诱导组、未诱导组及空载体

组之间无明显差别(P >0.05), 上述3组与阴性对

照组之间的差别有统计学意义(P <0.01), 考虑这

与IL-24的作用无关, 可能是载体本身或转染试

剂的毒性作用. Western blotting证实, GES-1细
胞能表达IL-24融合蛋白, 且GES-1的转染效率

能达50%-60%, 因此可以排除IL-24对3种细胞

系的效应不同与转染效率、蛋白表达与否无关, 
IL-24可以抑制BGC823、MGC803胃癌细胞的

增殖, 但对正常胃黏膜上皮细胞GES-1无明显影

响, IL-24的作用具有肿瘤细胞特异性. 
我们构建的单一质粒四环素调控系统

pCEP4-tetR-IL-24, 转染BGC823, MGC803胃癌

细胞后, 用强力霉素诱导前后, 细胞的增殖及凋

亡存在明显差异, 此系统在细胞内能被诱导表

达IL-24, 从而发挥强力霉素调控IL-24的作用. 
异位表达的IL-24可以抑制胃癌细胞增殖, 诱导

其凋亡, 当然这是体外实验的结果, 尚待体内实

验进一步证实. 本文构建的表达IL-24的单一质

粒四环素调控系统为今后研究IL-24在时间、空

间上的有效调控, 探索最佳药物作用浓度及药

图  5  IL-24诱导胃癌细胞的凋亡. A: 胃癌细胞MGC803; B: 

胃癌细胞BGC823; C: 胃黏膜上皮细胞GES-1.

■应用要点
利用四环素调控
系统对IL-24的表
达进行调控, 将有
可能提高基因治
疗的安全性, 为今
后IL-24在时间上
的有效调控, 探索
最佳药物作用浓
度及药物浓度的
个性化奠定了基
础.
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物浓度的个性化奠定了基础. 
致谢: 北京市肿瘤防治研究所遗传室宁涛, 潘雅

琪老师, 郑丽, 丁慧荣博士在实验中给予的指导

及帮助.
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2006年第十二届华北区消化学术会议征文通知

本刊讯 为了进一步推动华北地区(北京、天津、河北、山西和内蒙)的消化学术交流与发展、帮助广大消化

专业工作者全面了解国内外消化基础和临床研究进展, 提高消化疾病诊治和研究水平. 第十二届华北地区消化

学术会议, 将于2006-10-27/29在河北省石家庄举办. 会议由北京、天津、河北、山西和内蒙医学会消化病学分

会联合主办, 河北省医学会消化病学分会承办. 本次会议将就近年来国内外消化领域的研究进展、诊断和治疗

方面的新技术、新方法进行广泛的学术交流, 大会将邀请国内著名消化病学专家作专题学术报告. 欢迎消化界

各位专家和同仁积极投稿参会, 参会者可获得国家级Ⅰ类继续教育学分. 

1 征文内容

会议征集的论文内容包括: (1)消化系统疾病流行病学、发病机制、诊断和治疗的研究进展; (2)消化系统肿瘤

的发病机制、诊断和治疗以及预防的进展; (3)消化内镜的应用现状及内镜下诊断和治疗的操作表演; (4)慢性

肝病及肝癌近年来的发病情况治疗研究进展; (5)当前医源性疾病在消化疾病方面的表现与现状; (6)消化疾病

在当前临床研究中热点、难点, 需要解决的问题.

 

2 征稿要求

来稿要求是未在国内外刊物上公开发表过的论文, 800字摘要一份, 摘要应包括: 目的、材料和方法、结果和结

论4个部分. 来稿一律使用A4纸打印、WORD格式, 并附软盘或发电子邮件至: huabeixiaohua@yahoo.com.cn. 

截稿日期: 2006-08-30, 以当地邮戳为准. 请务必在信封右上角注明“华北区消化会议”字样. 

会议地址: 河北医科大学第二医院图书馆楼三楼会议室.

联系人: 河北省医学会学术会务部(邮政编码050011)  徐辉  电话: 0311-85988457; 河北医科大学第二医院 

(邮政编码050000)蒋树林  电话: 0311-87222301; 0311-87222951.


