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摘

 

要

:

利用改造后的溶瘤腺病毒

Ad.enAFP-E1A-

△

E1B55Kd

作为载体携带治疗基因

Mn-SOD

,

得到目的病

毒

Ad.enAFP-E1A-

△

E1B55Kd-MnSOD

;

通过

PCR

方法鉴定病毒构建正确

;

MTT

法检测病毒对肝癌细胞的特异杀

伤能力和对肝正常细胞的安全性

;

Hoechst33342

染色实验观察细胞凋亡的现象

。

结果显示

:

经目的病毒感染后肝癌

细胞出现明显的病变现象和生长抑制

,

而肝正常细胞基本无病变现象出现

,

表明构建的目的病毒具有较高的安全性

和很好的靶向性

。

此外目的病毒处理能引起特异性的肝癌细胞凋亡

,

所携带治疗基因

Mn-SOD

能通过促进肿瘤细

胞的凋亡达到抑制肿瘤细胞生长的效果

。

关键词
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锰超氧化物歧化酶

(
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引

 

言

恶性肿瘤的治疗已经成为目前世界医学界较为热门的研究课题

。

20

世纪

70

年代后期有学者提出自由

基致癌的观点

,

之后有大量的研究证明活性氧

(

ROS

)

与肿瘤细胞的产生和发展有关

[

1

]

。

失衡

、

高浓度的

ROS

的产生可以对细胞产生一系列的损伤

,

最终可能会导致细胞的变异包括癌变和细胞的死亡

。

为保护细

胞免受过氧化损伤

,

机体内存在着一系列抗氧化防御系统

。

超氧化物歧化酶

(

SOD

)

家族是唯一将超氧阴离

子转化为过氧化氢的抗氧化酶

,

它有三种异构体

[

2

]

,

其中锰超氧化物歧化酶

(

Mn-SOD

)

主要存在于需氧细胞

的线粒体中

,

是线粒体中主要的酶性自由基的清除剂

,

对维持胞内氧化还原平衡至关重要

。

研究提示

,

Mn-

SOD

是一种新型肿瘤抑制因子

[

3

]

,

将其

DNA

转染进人胰腺癌细胞

MIAPaCa

2

,

肝癌细胞

BEL7404

以及

SW620

,

Bca

p

-37

等细胞均有明显的抑制肿瘤细胞生长的作用

[

4-7

]

。

通过基因工程技术将目的基因导人细胞研究基因功能正被广泛应用

,

其中载体的选择非常重要

。

自

2001

年

Kim

等提出肿瘤病毒治疗概念后

[

8

]

,

数十种病毒已经或正在应用于临床实验中

。

经过改造的腺病毒

是本实验室常用的病毒载体

,

删除

E1B55Kd

区域后腺病毒能特异性在癌细胞中增殖

,

为进一步提高病毒复

制和

Mn-SOD

表达的特异性

,

本实验中还将腺病毒

E1A

的启动子替换为肝癌细胞特异性启动子

AFP

,

可使

腺病毒在肝癌细胞中特异性复制

,

使目的基因在肝癌细胞中特异性表达

,

提高靶向性

。

同时病毒本身具有杀

伤肿瘤细胞的能力

,

能与所携带的目的基因联合作用起到病毒和基因双重抑制肿瘤的作用

。

本实验将抑癌基因

Mn-SOD

亚克隆人腺病毒载体

,

同时改造腺病毒启动子

,

使

AFP

启动子特异性调控

与腺病毒复制有关的

E1A

区域

,

从而使携带

Mn-SOD

基因的腺病毒能特异地肝癌细胞中表达

,

MTT

检测

结果显示

,

该病毒对肝癌细胞有明显的杀伤效果

。

从而为研究不同启动子调控的

Mn-SOD

特异地作用于不

同细胞系提供了新方法和方向

。



1

 

材料与方法

1.1

 

材料

腺病毒质粒载体

p

BHGE3

由本实验室保存

,

四甲基偶氮唑蓝

(

MTT

)

购自

Si

g

ma

公司

,

人肝癌细胞

Huh-7

、

肝正常细胞

L02

由本实验室细胞库保存

,

肝细胞在

37℃

,

5%CO

2

培养条件下培养

,

培养液为含

10%

FBS

的

DMEM

(

Dulhecco'smodifiedea

g

le'smedium

),

Hoechst33342

构自

Amresco

公司

。

1.2

 

实验方法

1.2.1

 

重组腺病毒的包装

a

)

细胞铺板

按约每孔

3×10

5

个细胞将

1mL

细胞均匀地铺在

6

孔板上

,

等到细胞约长到

70%

～

80%

时可以进行质

粒转染

。

b

)

质粒的转染和病毒的包装

转染按试剂盒

(

Effectene

)

说明书进行操作

。

具体操作如下

:

将包装小质粒

p

Ad-AFP-MnSOD

,

p

ZD-

AFP-MnSOD

分别和包装大质粒

p

BHGE3

按摩尔比

3:1

的比例混合

,

共约

1

μ

g

总量的质粒补加

ECbuffer

至

150

μ

L

,

再加人

8

μ

LEnhancerbuffer

,

振荡

1s

,

室温静置

5min

后加人

25

μ

LEffectene

,

颠倒混匀

5

次

,

室温温育

10min

。

如上述方法

,

将

6

孔板中

HEK293

细胞用

2mLPBS

洗细胞

1

次

,

然后加人

3mL

新鲜培

养液

,

同时加

1mL

新鲜培养液于上述混合物中

,

上下颠倒

2

次后加到细胞培养皿中

,

于

37℃

,

5%CO

2

培养

6

～

18h

后吸去培养基

,

PBS

洗

1

次

,

加人

4mL

新鲜生长培养基

,

培养过夜

。

次日吸去培养基

,

加人

6mL

低

熔点胶

(

5%FBS

,

1.25%A

g

arose

)

培养

。

中间可加盖营养

1

～

2

次

,

9

～

14d

出现病毒空斑

。

c

)

病毒的纯化

当大小质粒在细胞中发生基因重组时很容易产生野生病毒

。

因此需要经过反复的鉴定和稀释来去除野

毒

,

获取高纯度的目的病毒

。

1.2.2

 

重组病毒的鉴定

a

)

病毒

DNA

的抽取

取

200

μ

L

病毒上清液

,

加人

300

μ

LddH

2

O

后混匀

,

加人

4

μ

L

蛋白酶

K

,

56℃

消化

3h

。

加人等体积的

酚

:

氯仿

:

异戊醇混匀后

,

4℃

,

12000r

/

min

,

离心

10min

。

取上清

,

加人

1

/

10

体积的

3MNaAc

和

2

倍体积

的无水乙醇混匀

,

—20℃

静置

10

～

20min

后

,

4℃

,

12000r

/

min

,

离心

10min

。

弃上清

,

用

70%

乙醇洗后风

干

,

用

20

μ

LRNA

酶

37℃

消化

30min

。

b

)

病毒元件的鉴定

以抽提的病毒

DNA

为模板

,

按照腺病毒

E1B55Kd

中间一段

657b

p

的序列设计引物

,

上游引物序列为

5

’

CAAAGGTGGCACTTAGGC3

’,

下游引物

5

’

AGGAACAGCGGGTCAGTA3

’

来鉴定野生病毒是

否存在

;

以抽提的病毒

DNA

为模板

,

按照

Mn-SOD

的编码全序列设计引物

,

进行

PCR

扩增

,

上游序列

5

’

TTCATGAAGCACAGCCTC3

’,

下游序列

5

’

GAGGCATAACGATCGTGG3

’;

以抽提的病毒

DNA

为模板

,

按照启动子

AFP

的全序列设计引物

,

进行

PCR

扩增

,

上游序列

5

’

GAGGAACTTGGTTAG

GTAC3

’,

下游序列

5

’

CGTAGTGTTATTGGCAGTG3

’。

反应条件为

95℃30s

,

51℃40s

,

72℃

1min

,

30

个循环

,

72℃10min

,

PCR

结果经

1%

的琼脂糖凝胶后

,

用凝胶成像系统分析

。

1.2.3

 

病毒的扩增和纯化

a

)

病毒的小量扩增

将

HEK293

细胞铺于

2

个

10cm

的培养皿中

,

细胞约长

70%

～

80%

时加病毒感染细胞

,

细胞病变后收

集上清

,

反复冻融获取少量的病毒

。

b

)

病毒的大量扩增

将

HEK293

细胞铺于

60

～

70

个

10cm

的培养皿中

,

细胞约长

70%

～

80%

时加病毒感染细胞

,

细胞全部病变后

(

4

～

7d

),

加

NP40

裂解细胞

,

收集上清液

,

用

CsCl

梯度离心方法纯化病毒

。

收集纯化的病毒

,

—80℃

储存备用

。

1.2.4

 

病毒滴度的测定

将

HEK293

细胞按每孔

1×10

4

个铺到

96

孔板中

,

第二天将病毒稀释到

10

—7

～

10

—12

,

加人到

96

孔板

508

第

5

期

孔彦平等

:

AFP

调控的携带

Mn-SOD
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中

,

10

天后观察细胞的病变数

,

按照

TCID50

法计算病毒滴度

。

1.2.5

 

MTT

检测病毒对几种不同肝癌细胞的杀伤能力

将肿瘤细胞按

1×10

4

/

孔铺于

96

孔板中

,

待细胞贴壁后

,

分别加人浓度为

1

、

5

、

10MOI

的

Ad.enAFP-

E1A-

△

E1B55Kd-EGFP

,

Ad.enAFP-MnSOD

,

Ad.enAFP-E1A-

△

E1B55Kd-MnSOD10

μ

L

于每列孔中

,

以

不加病毒的作为对照

,

每组各做

6

个重复

,

剩余的边缘区域只加培养液作为空白对照

,

病毒感染

4d

后

,

每孔

加人

20

μ

LMTT

溶液

(

5m

g

/

mL

)。

加人

MTT

后于

37℃

继续培养

4h

,

小心弃掉孔内培养液

,

每孔加人

150

μ

LDMSO

,

摇床振荡

15min

,

使结晶物充分溶解

。

用酶标仪检测

595nm

处每孔的光密度吸收值

(

OD

值

)。

将测得的

OD

595

值代人公式

:

细胞存活率

=

(

OD

病毒感染孔

—OD

调零孔

)/(

OD

对照孔

—OD

调零孔

)

×

100%

。

以浓度为横坐标轴

,

细胞存活率为纵坐标轴绘制细胞生长活力曲线

。

同时用

10MOI

各种病毒处理

肿瘤细胞后分别处理

1

、

2

、

3

、

4d

做时间梯度的细胞存活率检测

。

1.2.6

 

Hoechst33342

染色观察细胞凋亡

将对数生长期的肿瘤细胞

Huh-7

按

3×10

5

/

孔接种至

6

孔板中

,

培养过夜

。

分别用

5MOI

的各种病毒

和无血清培养液处理细胞

,

5%CO

2

,

37℃

培养箱培养

36h

后

,

加人

1m

g

/

mL

的

Hoechst33342

染料

5

μ

L

至

每个孔中

。

37℃

染色

30min

后

,

荧光倒置显微镜观察并拍照

。

2

 

实验结果

2.1

 

包装的腺病毒鉴定结果

a

)

PCR

鉴定包装后的病毒

引物

55kd-1

和

55kd-2

是以腺病毒

E1B55Kd

中的一段为模板

,

由于目的病毒的

E1B55Kd

缺失

,

所以

PCR

后电泳根本没有条带

。

结果显示

,

纯化的病毒不含有野生病毒

。

鉴定结果见图

1

。

b

)

目的基因

MnSOD

鉴定

以

Ad.enAFP-E1A-

△

E1B55Kd-MnSOD

为模板

,

用

MnSOD-1

,

MnSOD-2

上下游引物

PCR

后跑电泳

,

结果与预期一样

,

说明

MnSOD

基因已经整合到腺病毒中

。

其中的阳性对照是大抽质粒

。

结果见图

2

。

c

)

特异性启动子

AFP

的鉴定

以目的病毒

Ad.enAFP-E1A-

△

E1B55Kd-MnSOD

为模板

,

用

AFP

上下游引物进行

PCR

,

电泳

,

其结果

与预期一样

,

说明

AFP

已经整合到了目的病毒中

。

结果见图

3

。

1.

阴性对照

,

2.

野生病毒

,

3.

目的病毒

ZD55-AFP-MnSOD

,

4.

阳性对照

,

5.Marker

Ⅲ

图

1

 

野生病毒的鉴定

  

1.

阴性对照

,

2.

野生病毒

,

3.

目的病毒

ZD55-AFP-MnSOD

,

4.

阳性对照

,

5.Marker

Ⅲ

图

2

 

MnSOD

基因的鉴定

 

1.

λ

/

HindIIImarker

,

2.

阴性对照

,

3.AFP

的扩增结果

,

4.DL2000Marker

图

3

 

AFP

的扩增结果

2.2

 

目的病毒处理细胞凋亡

发生凋亡的细胞其细胞核染色质明显凝集

,

固缩

,

并有核碎裂出现凋亡小体

,

荧光倒置显微镜下观察

,

呈

现致密浓缩或者碎块状致密浓缩

。

用

Hoechst33342

染色后呈现明显的亮蓝色

,

如图

4

所示

。

结果表明

,

与

对照组相比目的病毒能明显提高细胞的凋亡能力

。
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1.Ad.enAFP-E1A-

△

E1B55Kd-MnSOD

,

2.Ad.enAFP-MnSOD

,

3.Ad.enAFP-E1A-

△

E1B55Kd-EGFP

,

4.

对照

图

4

 

Hoechst33342

染色结果

2.3

 

目的病毒降低细胞存活率

分别用

1

、

5

、

10MOI

的病毒处理正常肝细胞系

L02

和肝癌细胞

Huh-7

,

4d

后发现

,

随着浓度的增加病

毒对细胞的杀伤率增加

。

同时与对照病毒

Ad.enAFP-MnSOD

和

Ad.enAFP-E1A-

△

E1B55Kd-EGFP

相

比

,

目的病毒

Ad.enAFP-E1A-

△

E1B55Kd-MnSOD

对肝正常细胞的安全性较高

,

在

10MOI

,

4d

时的细胞

杀伤率不足

30%

。

而对肝癌细胞的杀伤性较强

,

10MOI

,

4d

时的细胞杀伤率可高达

91%

,

见图

5

。

用

10MOI

的病毒对

Huh-7

细胞处理不同的时间

,

发现病毒对细胞的杀伤率随着时间的延长而增加

,

见图

6

。

图

5

 

MTT

检测病毒对细胞杀伤作用的浓度依赖性

图

6

 

MTT

检测病毒对

Huh-7

细胞杀伤作用

3

 

讨

 

论

Mn-SOD

是一种新型肿瘤抑制因子

[

3

]

,

能在一定程度上预防

衰老和肿瘤的发生

[

9

]

。

临床研究结果显示

,

Mn-SOD

在肿瘤组织

中的表达量并不一致

,

有些肿瘤组织中

Mn-SOD

基因的表达较周

围组织低

,

而有些较周围组织高

[

10-13

]

。

因此实验之前应首先确定

所选用的细胞株中

Mn-SOD

的表达量情况

。

本实验所用的肝癌细胞

Huh-7

中

Mn-SOD

本底表达量较周

围组织低

,

通过导人构建的

Ad.enAFP-E1A-

△

E1B55Kd-MnSOD

使基因

Mn-SOD

在肝癌细胞

Huh-7

中特异性表达

,

结果显示该病

毒对肝癌细胞有较强的杀伤能力

,

并能促进细胞凋亡

。

但

Mn-SOD

编码的蛋白质的相对分子量较大

,

半衰

期短

,

在细胞中的表达量受到一定的影响

,

不易透过细胞膜

,

在临床研究中可能会引起机体的免疫反应

,

而且

导人细胞后是否对本底

Mn-SOD

的表达有影响及如何影响

,

目前的技术平台很难解决

。

因此用

SOD

模拟

物替代

Mn-SOD

基因

,

该基因对肿瘤细胞的杀伤作用和作用原理将是一个新的研究方向

。

总之

,

将

Mn-SOD

作为一种抑制肿瘤生长的基因的研究刚刚开始

,

其对不同肿瘤细胞的作用效果没有

规律可循

,

但随着人们对它的重视

,

以及研究的不断深人

,

也许它将成为肿瘤治疗中新的

“

明星基因

”,

为广大

癌症患者带来福音

。

708

第

5

期

孔彦平等

:

AFP

调控的携带

Mn-SOD

基因的腺病毒对肝癌细胞的杀伤作用



参考文献

:

[

1

]

操

 

敏

,

李

 

琦

.

锰超氧化物歧化酶抑癌作用的研究进展

[

J

]

.

国际呼吸杂志

,

2008

,

28

(

18

):

72-79.

[

2

]

ZelkoIN

,

MarianiTJ

,

FolzRJ.Su

p

eroxidedismutasemulti

g

enefamil

y

:

acom

p

arisonoftheCuZn-SOD

(

SOD1

),

Mn-

SOD

(

SOD2

),

andEC-SOD

(

SOD3

)

g

enestructures

,

evolution

,

andex

p

ression

[

J

]

.FreeRadicBiolMed

,

2002

,

33

(

3

):

337-349.

[

3

]

BravardA

,

SabatierL

,

HoffschirF

,

etal.SOD

:

anewt

yp

eoftumor-su

pp

ressor

g

ene

? [

J

]

.IntJCancer

,

1992

,

51

(

3

):

476-480.

[

4

]

KinnulaVL

,

Cra

p

oJD.Su

p

eroxidedismutaseinthelun

g

andhumanlun

g

diseases

[

J

]

.AmJRis

p

irCritCareMed

,

2003

,

167

(

12

):

1600-1619.

[

5

]

Oberle

y

TD

,

Zhon

g

W

,

SzwedaLI

,

etal.Localizationofantioxidantenz

y

mesandoxidativedama

g

e

p

roductsinnormal

andmali

g

nant

p

rostatee

p

ithelium

[

J

]

.Prostate

,

2000

,

44

(

8

):

144-145.

[

6

]

HurGC

,

ChoSJ

,

KimCH

,

etal.Man

g

anesesu

p

eroxidedismutaseex

p

ressioncorrelateswithchemosensitivit

y

inhuman

g

astriccancercelllines

[

J

]

.ClinCancerRes

,

2003

,

15

(

4

):

5768-5775.

[

7

]

Hwan

g

TS

,

ChoiHK

,

HanHS.Differentialex

p

ressionofman

g

anesesu

p

eroxidedismutase

,

co

pp

er

/

zincsu

p

eroxidedis-

mutase

,

andcatalasein

g

astricadenocarcinomaandnormal

g

astricmucosa

[

J

]

.EurJSur

g

Oncol

,

2007

,

33

(

4

):

474-479.

[

8

]

KirnD

,

MartuzaRL

,

ZwiebelJ.Re

p

lication-selectivevirothera

py

forcancer

:

biolo

g

ical

p

rinci

p

les

,

riskmana

g

ementand

futuredirections

[

J

]

.NatMed

,

2001

,

7

(

7

):

781-787.

[

9

]

E

pp

erl

y

M W

,

Defili

pp

iS

,

SikoraC

,

etal.Intratrachealin

j

ectionofman

g

anesesu

p

eroxidedismutase

(

MnSOD

)

p

lasmid

/

li

p

osomes

p

rotectsnormallun

g

butnotorthoto

p

ictumorsfromirradiation

[

J

]

.GeneTher

,

2000

,

7

(

12

):

1011-1018.

[

10

]

Oberle

y

LW

,

BuettnerGR.Roleofsu

p

eroxidedismutaseincancer

:

areview

[

J

]

.CancerResearch

,

1979

,

39

(

4

):

1141-

1149.

[

11

]

StefamLM

,

ErikL

,

WestmttnNG

,

etal.Co

pp

er-andzinc-containin

g

su

p

eroxidedismutaseandman

g

anese-containin

g

su-

p

eroxidedismutaseinhumantissueandhumanmali

g

nanttumors

[

J

]

.CancerResearch

,

1981

,

41

(

11

):

2959-2962.

[

12

]

MarkiundSL

,

WestmanNG

,

Lund

g

renE

,

etal.Co

pp

er-andzinc-containin

g

su

p

eroxidedismutase

,

man

g

anese-contai-

nin

g

su

p

eroxidedismutasecatalase

[

J

]

.CancerResearch

,

1982

,

42

(

12

):

1995-2005.

[

13

]

HoffmanCE

,

WebsterNR

,

Wi

gg

insPA

,

etal.Freeradecaldetolif

y

in

g

s

y

steminhumancolorectalcancer

[

J

]

.Cancer

,

1985

,

51

(

2

):

127-136.

Killin

g

-EffectonHe

p

atocellularCarcinomab

y

AFP-Re

g

ulated

Oncol

y

ticAdenovirusCarr

y

in

g

Man

g

aneseSu

p

eroxideDismutaseGene

KONGYan-

p

in

g

,

ZHANGJin

g

,

XIAORui-

j

uan

,

GUOGuo-

y

in

g

,

WANGYi-

g

an

g

(

SchoolofLifeSciences

,

Zhe

j

ian

g

Sci-TechUniversit

y

,

Han

g

zhou310018

,

China

)

Abstract

:

Inthisstud

y

,

thethera

p

euticvirusAd.enAFP-E1A-

△

E1B55Kd-MnSODisconstructedb

y

themodifiedoncol

y

ticadenovirusAd.enAFP-E1A-

△

E1B55Kdasvectorstocarr

y

thera

p

eutic

g

enesMn-

SOD.Subse

q

uentl

y

,

theidentificationofcorrectvirusconstructionb

y

PCR

,

cellmor

p

holo

gy

chan

g

esand

cella

p

o

p

tosisafterinfectedthetumor-s

p

ecifickillin

g

effectandtheevaluationoflivenormalcellsecurit

y

b

y

MTTassa

y

,

andthedetectionofa

p

o

p

tosisb

y

Hoechstassa

y

are

p

erformed.Theresultsindicatethe

obvious

p

atholo

g

icalchan

g

esand

g

rowthinhibitionofhe

p

atomacellsafterinfectionofthera

p

euticviruses

,

whilelittleim

p

actonthelivernormalcellswithhi

g

hsecurit

y

.Moreover

,

thetreatmentofthera

p

euticvi-

rusAd.enAFP-E1A-

△

E1B55Kd-MnSODsi

g

nificantl

y

inducesa

p

o

p

tosisofhe

p

atomacellsthrou

g

hcarr

y

-

in

g

theMn-SOD

g

ene

,

indicatin

g

the

g

oodtar

g

etin

g

abilit

y

andtheeffectofinhibitionoftumorcell

g

rowth.

Ke

y

words

:

su

p

eroxidedismutase

(

Mn-SOD

);

adenovirus

;

he

p

atocellularcell

(

责任编辑

:

许惠儿

)

808

              

浙

 

江

 

理

 

工

 

大

 

学

 

学

 

报

2011

年

 

第

28

卷


