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要"通过
MBX

抑制剂
5>57$!#

联合
RB""7R

b

(

b

<3+

处理肝癌
O)07F

细胞#以探究两者联合作用的体外抗

癌作用&采用
A88

法分别检测
5>57$!#

)

RB""7R

b

(

b

<3+

以及
5>57$!#

与
RB""7R

b

(

b

<3+

联合对肝癌细胞株
O)07F

生长的抑制作用(利用
O(160;<!!!I#

染色观察所处理细胞的凋亡形态学变化#采用流式细胞术对凋亡进行量化#
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检测凋亡相关蛋白表达情况&结果表明$

%$ACD

的
RB""7R

b

(

b

<3+

联合
%$$+

4

%

\J

的
5>57$!#

处理

E&0

后#

O)07F

细胞的存活率仅为
IP

#而
%$ACD

的
RB""7R

b
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和
%$$+
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\J5>57$!#

分别单独处理后细胞存

活率为
&$P

和
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!
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染色)流式检测及
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结果表明#联合处理组细胞凋亡现象更

明显&实验结果证明
5>57$!#

联合
RB""7R

b

(

b

<3+

能有效的抑制肝癌细胞
O)07F

生长#并诱导其凋亡&

关键词"
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抗肿瘤研究的难点是如何找到一种治疗手段%

在杀伤癌症细胞的同时%对正常组织产生的影响尽

量小'然而%常用的放化疗手段都会对正常机体产

生很大的毒副反应%因此%新的治疗手段成为癌症治

疗方向的研究热门(

%

)

'近年来%中科院刘新垣院士

提出的肿瘤的靶向基因
7

病毒治疗策略"
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1+17:3*(7<01*,

b=

#已经成为一个研究热

点(
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'该课题组利用基因工程技术%对
"

型腺病毒

进行改造%得到的病毒称作
/B""

(
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'本课题所使

用的病毒由
/0,+
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等提供%其将
/B""

的
Y%R

区启

动子改造为肝癌特异性启动子甲胎蛋白启动子

RWQ

%并由其启动插在
Y%L

处外源基因
R

b
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的表

达%成为产物
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*
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*
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%改造后的病毒简称为
RB""7R

b

(

b

<3+

'体内

实验及体外实验结果均表明%携带抑癌基因的重组腺

病毒
RB""7R

b
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b

<3+

具有更高的抗肿瘤效应和更低的

毒副作用'

R

b

(

b

<3+

是一种可以特异性诱导肿瘤细胞凋亡

而对正常细胞不产生影响的蛋白(

"

)

%其通过在细胞

中定位不同来诱导细胞凋亡'

R

b

(

b

<3+

蛋白主要定

位于肿瘤细胞的细胞核中%正常细胞的细胞质中(

&

)

'
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b

(

b

<3+

可不依赖于
=

"!

基因诱导肿瘤细胞凋

亡(

F

)

%并且其诱导肿瘤细胞的凋亡不受
L6-7#

家族

影响%而是受线粒体释放的细胞色素
6

和激活的

6,;

b

,;17!

和
6,;

b

,;17F

影响(

G

)

%有研究认为该机制

是通过调节鞘磷脂
7

神经酰胺的作用来实现的(

E

)

'

尽管
R

b

(

b

<3+

诱导细胞凋亡的机制还不是完全清

楚%但其自身特性和低毒性使其成为理想的肿瘤基

因治疗药物(

%$

)

'一些研究表明%
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b

<3+

有良好的

抗癌效果和安全性(

%%7%I

)

'

5>57$!#

是一种对细胞周期蛋白依赖性蛋白激

酶"

MBX

#有抑制作用的新型胺噻唑化合物%其主要

通过抑制
MBX#

&

F

&

E

发挥作用(

%"

)

'这种化合物因

其选择性抑制
MTS#

活性及较低的蛋白结合能力而

进入临床研究(

%&

)

'在恶性血液细胞中%其通过抑制



血小板源生长因子受体而发挥作用(

%F

)

'

5>57$!#

可通过同时抑制
6W-3

b

和
A6-7%

来克服
8VRDJ

抗

性(

%G

)

'
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可用于多种肿瘤的治疗%包括急性

粒细胞性白血病"
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1+();-1)S1\3,

%

RAJ

#&慢性淋巴性白血病"

60*(+36-
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=
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-1)S1\3,

%

MJJ

#&多 发 性 骨 髓 瘤 "

\)-<3

b
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AA

#&结肠癌&非小细胞肺癌"

+(+7;\,--

61---)+

4

6,+61*

%

>5MJM

#

(

%E7#$

)等的治疗%目前该药

物已处于
MJJ

&

AA

及其转移性难治性实体瘤的
+

期临床试验阶段(

#%7##

)

'

癌症细胞由于其代谢信号纷繁复杂且具有多基

因遗传特性%因此%单一药物对其治疗效果有限%药

物联用可以取得更好的治疗效果%一直是抗癌研究

的热点'本课题组之前的研究表明%
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b

(

b

<3+

相对于
/B""

%

RB""

有更好的安全性以及对肝癌不

同细胞株的杀伤能力%且
5>57$!#

对部分肿瘤细胞

有良好的抑制生长作用%将两者联合期待达到更好

的对
O)07F

细胞的杀伤作用'本研究证明
5>57

$!#

联合
RB""7R

b

(

b

<3+

%对肝癌细胞株
O)07F

具有

更强的杀伤作用%为病毒基因治疗药物与化疗药物

联合治疗癌症的进一步研究提供参考'
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材料与方法
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材料
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凋亡试剂购于
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4
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公

司%

Q?BW

膜购自
A3--3

b
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公司%二甲基亚砜

"

BA5C

#购自上海国药%病毒
RB""7R

b
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b

<3+

为本

实验室所有%

OYX#E!

细胞&肝癌
O)07F

细胞&肝正

常
J7$#

细胞&肺癌
R"IE

细胞&乳腺癌
AMW7F

细

胞&胰腺癌
QR>M7%

细胞&结肠癌
5̀ &#$

细胞都来

自于中国科学院上海生命科学研究院生物化学与细

胞生物学研究所细胞库%

M,;

b

,;17!

&

F

&

G

以及

QRVQ

&

gDRQ

&

cRQBO

抗体均购自
M58

公司%二

抗购自
5,+<,M*)U

'蛋白胶配制相关溶液均购自碧

云天公司%

801*\(

超净台%

BX7GB

型电热恒温水槽

"上海一恒科技有限公司#%

gB57%L

倒置生物显微

镜"
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=

\

b

);

公司#%

LBR66)*3M&

型号的流式细胞

仪"
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公司#'
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方法
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细胞培养

OYX#E!

细胞&

O)07F

细胞&

J7$#

细胞&

R"IE

细胞&

AMW7F

细胞&

QR>M7%

细胞&

5̀ &#$

细胞用含

%$P

胎牛血清的高糖
BAYA

完全培养基于
!F]

&

"PMC

#

培养箱中进行培养%

#

"

!T

传代%取对数生

长期细胞进行实验'

%@#@#

!

RB""7R

b

(

b

<3+

的靶向复制能力分析

将对数生长期的肝正常细胞
J7$#

及肝癌细胞

O)07F

按
%a%$

"

+孔密度接种到
#I

孔板中%待细胞

贴壁后加入
%$ACD

鉴定好的溶瘤腺病毒
RB""7

R

b

(

b

<3+

%

F#0

后用移液器将细胞吹打下来%之后收

集培液与细胞于离心管中%反复冻融
!

次彻底裂解

细胞%

#$$$*

+

\3+

离心
!\3+

%取上清'

8MDB"$

法测

量病毒滴度'

%@#@!

!

RB""7R

b

(

b

<3+

的安全性分析

向
E&

孔板中按照
"a%$

!

+孔的密度接种肝正

常细胞
J7$#

%待其贴壁后分别加入
$@% ACD

&

%

ACD

&

%$ACD

溶瘤腺病毒
RB""7R

b

(

b

<3+

%每组设

置
&

个复孔'不加细胞组为调零组%不加
RB""7

R

b

(

b

<3+

组为对照组%按照上述培养条件培养
E&0

'

向每个孔中加入预先配置好的
A88

"

"\

4

+

\J

#溶

液
#$

#

J

%继续培养
I0

'用真空泵小心吸去上清%每

孔加入
%"$

#

J

的
BA5C

溶液%摇床震荡
%"\3+

%甲

瓒晶体完全溶解后%利用酶标仪测
"F$+\

吸光值

"

$

"F$

#'按照公式计算细胞存活率%重复
!

次'

%@#@I

!

A88

法分析不同处理组对肝癌细胞株

O)07F

的体外抑制作用

!!

向
E&

孔板中按照
"a%$

!

+孔的密度接种肝癌

细胞
O)07F

%待其贴壁后分别加入不同浓度待测药

物%每组设置
&

个复孔'不加细胞组为调零组%不加

药物组为对照组%按照上述培养条件培养
#I

&

IG

&

F#

&

E&0

'向每个孔中加入预先配置好的
A88

"

"

\

4

+

\J

#溶液
#$

#

J

%继续培养
I0

'用真空泵小心

吸去上清%每孔加入
%"$

#

J

的
BA5C

溶液%摇床震

荡
%"\3+

%甲瓒晶体完全溶解后%利用酶标仪测
"F$

+\

吸光值"

$

"F$

#'按照公式计算细胞存活率%重复

!

次'

%@#@"

!

A88

法分析不同处理组对不同肿瘤细胞系

的体外抑制作用

!!

向
E&

孔板中按照
"a%$

!

+孔的密度接种对数

生长期的肺癌细胞
R"IE

%乳腺癌细胞
AMW7F

%胰腺

癌细胞
QR>M7%

%结肠癌细胞
5̀ &#$

%肝癌细胞

O)07F

%待其贴壁后分别加入不同浓度待测药物%每

组设置
&

个复孔'不加细胞组为调零组%不加药物

组为对照组%按照上述培养条件培养
#I

&

IG

&

F#

&

E&0

'向每个孔中加入预先配置好的
A88

"

"\

4

+

\J

#溶液
#$

#

J

%继续培养
I0

'用真空泵小心吸去

上清%每孔加入
%"$

#

J

的
BA5C

溶液%摇床震荡
%"

\3+

%甲瓒晶体完全溶解后%利用酶标仪测
"F$+\

%E#

第
#

期 孙笑竹等!

MBX

抑制剂
5>57$!#

联合
RB""7R

b

(

b

<3+

对肝癌细胞
O)07F

的体外抗癌作用



吸光值"

$

"F$

#'按照公式计算细胞存活率%重复
!

次%计算各组对不同细胞系的抑制作用'

%@#@&

!

O(160;<!!!I#

染色荧光显微镜下观察细胞形态

向
#I

孔板中按照
%a%$

"

+孔的密度接种对数

生长期的
O)07F

细胞%细胞贴壁后%加入
%$$+

4

+

\J

的
5>57$!#

或+和
%$ACDRB""7RQCQ8D>

%按

照上述条件培养
IG0

后%加入
"

#

JO(160;<!!!I#

"

%\

4

+

\J

#染料%避光孵育
!$\3+

%荧光显微镜下检

测细胞核变化'

%@#@F

!

流式细胞术检测肿瘤细胞凋亡率

&

孔板以
"a%$

" 的密度接种
O)07F

细胞%

!F

]

&

"PMC

#

培养
#I0

后%加药组加入
%$$+

4

+

\J

的
5>57$!#

或+和
%$ACDRB""7RQCQ8D>

%对照

组中加入等体积的
QL5

%继续培养
IG0

'之后按照

凯基流式凋亡试剂盒说明书操作'

%@#@G

!

1̀;<1*+L-(<

检测凋亡相关蛋白

&

孔板以
"a%$

" 的密度接种
O)07F

细胞%

!F

]

&

"PMC

#

培养
#I0

后%加药组加入
%$$+

4

+

\J

的
5>57$!#

或+和
%$ACDRB""7RQCQ8D>

%对照

组中加入等体积的
QL5

%继续培养'

IG0

后将
&

孔

板置于冰上%吸去培养基%用预冷的
QL5

洗两次%每

组加入
%$$

#

J

含
QA5W

的
DQ

裂解液%冰上静置
!$

\3+

%用细胞刮将其收集起来%

%#$$$*

+

\3+

%

I]

离

心
%$\3+

%取上清%加入
"a

上样缓冲液%

%$$]

煮

沸
%$\3+

'用
LMR

试剂盒定量上述蛋白%之后每

孔加入
#"\

4

总蛋白进行
%"P

聚丙烯酰胺凝胶电

泳'电泳结束后利用半干转将蛋白转移到
Q?BW

膜上%

"P

脱脂奶粉封闭
#0

%

8L58

洗膜
!

次%每次

%"\3+

'按照说明书稀释一抗%一抗孵育过夜%

8L58

洗膜
!

次%每次
%"\3+

%加入稀释好的二抗%

避光孵育
#0

%

8L58

洗膜
!

次%每次
%"\3+

%加入显

色液%扫膜%检测目的蛋白的表达'

%@#@E

!

统计学处理

所有实验数据使用
A36*(;(.<(..361#$$F

及

c*,

b

0Q,TQ*3;\"@$

处理%以
F;$(j.A

表示%

?

(

$@$"

为显著性差异'

#

!

结
!

果

#@%

!

RB""7R

b

(

b

<3+

的靶向复制能力分析

肝正常细胞株
J7$#

和肝癌细胞株
O)07F

经

%$ACD

溶瘤腺病毒
RB""7R

b

(

b

<3+

感染
F#0

后%收

集培液和细胞%反复冻融
!

次%

#$$$*

+

\3+

离心
!\3+

取上清%

8MDB"$

法测病毒滴度"图
%

#'如图
%

所

示%改造后的溶瘤病毒在肿瘤细胞株
O)07F

中的复

制能力远远大于在肝正常株
J7$#

中的复制能力%这

说明启动子
RWQ

的改造可增强其对
O)07F

细胞株

的靶向性'

图
%

!

RB7R

b

(

b

<3+

的靶向复制能力分析

#@#

!

RB""7R

b

(

b

<3+

的安全性分析

分别用
$@%

&

%@$

&

%$@$ACDRB""7R

b

(

b

<3+

感染

J7$#

细胞或
O)07F

细胞
E&0

%根据测量出的
CB

值计

算细胞存活率%结果如图
#

'图
#

显示%

RB""7

R

b

(

b

<3+

对肿瘤细胞株
O)07F

的杀伤效果明显高于

正常细胞株
J7$#

%说明其安全性良好'

图
#

!

RB""7R

b

(

b

<3+

的安全性分析

#@!

!

A88

分析不同处理组对肝癌细胞株
O)07F

的体外抑制作用

!!

分别用
"

&

#"

&

"$

&

%$$+

4

+

\J

的
5>57$!#

处理

O)07F

细胞%

IG

&

F#

&

E&0

检测细胞存活率'分别用

$@%

&

%@$

&

%$@$ACD

的病毒感染细胞%

#I

&

IG

&

F#

&

E&

0

后测量细胞存活率'根据两者单独作用的实验结

果%选用
%$ACD

的病毒与
%$$+

4

+

\J

的化疗药物

5>57$!#

联合处理
O)07F

细胞%结果如图
!

'图
!

显示%

5>57$!#

对肿瘤细胞的杀伤效果不是时间依

赖而是剂量依赖的%选择合适的用药量%

5>57$!#

可

明显增强
RB""7R

b

(

b

<3+

对肝癌细胞株
O)07F

的杀

伤作用'

#E#
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图
!

!

A88

分析细胞存活率

注!

,

#分别用浓度为
"

&

#"

&

"$

&

%$$+

4

+

\J

的
5>57$!#

处理
IG

&

F#

&

E&0

后
O)07F

细胞的存活率$

Z

#分别用
$@%

&

%

&

%$ACD

的
RB""7

R

b

(

b

<3+

处理
#I

&

IG

&

F#

&

E&0

后
O)07F

细胞的存活率$

6

#

%$$+

4

+

\J

的
5>57$!#

或+和
%$ACD

的
RB""7R

b

(

b

<3+

处理
#I

&

IG

&

F#

&

E&0

后

O)07F

细胞的存活率%

=

?

(

$@$"

'

#@I

!

A88

分析不同处理组对不同肿瘤细胞系的

体外抑制作用

!!

用
%$ACD

的病毒或+和
%$$+

4

+

\J

的化疗药

物
5>57$!#

联合处理肺癌细胞
R"IE

%乳腺癌细胞

AMW7F

%胰腺癌细胞
QR>M7%

%结肠癌细胞
5̀ &#$

及
O)07F

细胞
E&0

'结果如图
I

所示%

5>57$!#

对

不同癌细胞均可不同程度增强
RB""7R

b

(

b

<3+

的抗

癌作用%说明其对癌症治疗具有普遍意义'

图
I

!

特异性分析

#@"

!

O(160;<!!!I#

染色观察各处理组细胞核形态

各组处理
O)07F

细胞
IG0

后%加入
O(160;<

!!!I#

避光染色
!$\3+

%之后在荧光显微镜下观察

各组细胞核形态'从图
"

可以看出%单独用药组与

联合用药组的
O)07F

细胞都有不同程度的凋亡'

图
"

!

O(160;<

染色检测各处理组导致的
O)07F

细胞凋亡

注!箭头表示凋亡细胞%标尺为
#$$

#

\

'

#@&

!

R++1d3+?

+

QD

法检测
O)07F

细胞早晚期凋亡

根据凋亡检测试剂盒说明%对
O)07F

细胞的凋

亡情况进行检测%检测结果见图
&

%图
&

"

,

#中右上象限

与右下象限分别代表晚期凋亡与早期凋亡'将两象限

显示的百分比加和即为发生凋亡的细胞比率%见图
&

"

Z

#%结果显示%

5>57$!#

或
RB""7R

b

(

b

<3+

单独用药组

凋亡率分别为
%$@"P

和
%E@IP

%联合用药组凋亡率为

#&@!P

%与单独用药组相比有明显的提高'

!E#

第
#

期 孙笑竹等!

MBX

抑制剂
5>57$!#

联合
RB""7R

b

(

b

<3+

对肝癌细胞
O)07F

的体外抗癌作用



图
&

!

流式细胞术检测
O)07F

细胞凋亡率

#@F

!

1̀;<1*+L-(<

检测凋亡相关蛋白

为进一步研究
5>57$!#

联合
RB""7R

b

(

b

<3+

是如

何在分子水平上诱导
O)07F

细胞凋亡的%本实验检

测了凋亡相关蛋白的表达水平'如图
F

所示%联合用

药组
M,;

b

,;17!

&

G

的表达量比各单独处理组明显增

加%各单独处理组
M,;

b

,;17!

&

G

的表达量比
A(6S

组

明显增加$

M,;

b

,;17F

表达量与
RB""7R

b

(

b

<3+

单独处

理变化不明显%

5>57$!#

单独处理组
M,;

b

,;17F

表达

量与
A(6S

组相差也不明显$这说明
5>57$!#

主要通

过增加
M,;

b

,;17G

的表达量来促进肿瘤细胞凋亡%

RB""7R

b

(

b

<3+

主要通过增加
M,;

b

,;17F

%

G

的表达量

来促进肿瘤细胞凋亡%二者联合使得下游
M,;

b

,;17!

表达量明显增加'此外%

5>57$!#

联合
RB""7R

b

(

b

<3+

可显著增强
QRVQ

前体的剪切%下调抗凋亡蛋白

gDRQ

的表达量%证明联合处理组可增强
O)07F

细胞

的凋亡%且具有更好的抗癌作用'

图
F

!

1̀;<1*+L-(<

检测凋亡相关蛋白

*

!

讨
!

论

目前溶瘤病毒治疗肿瘤的研究已重视携带抗癌

基因%以进一步提高其抗癌效果%并希望增强其安全

性'癌症的靶向基因
7

病毒治疗策略是指通过生物

技术手段改造病毒%增强其在肿瘤细胞内的靶向复

制能力从而使肿瘤细胞裂解对其产生杀伤作用%且

随着病毒的复制%其携带的抗癌基因也在肿瘤细胞

内成千上万倍的复制%从而数百倍乃至上万倍提高

抗癌基因的表达量(

#!

)

'本课题所用的
RB""7

R

b

(

b

<3+

是本课题组在
/B""

的基础上%将其天然

Y%R

的启动子改造成肝癌特异性启动子
RWQ

%从而

提高其对肝癌的靶向性和安全性(

#I

)

%携带的抗癌基

因
R

b

(

b

<3+

%可特异性引起肿瘤细胞凋亡%而不影响

正常细胞'

化疗药物治疗作为目前肿瘤治疗中最有效的疗

法之一%其优点是可以通过血液循环作用于全身%对

扩散到全身各处的肿瘤细胞都有作用'若肿瘤细胞

对该药物敏感%则其能取得良好的疗效'但在实际

应用中发现%对所有肿瘤细胞都有良好治疗效果的

化疗药物并不多%很多肿瘤细胞对化疗药物敏感度

不高%在这种情况下%即使加大药量%延长用药时间%

治疗效果并不理想%甚至会对人体产生强烈的毒副

作用(

#"

)

'此外化疗效果有限%不能从根本上治愈且

具有强烈的副作用%临床上应用的化疗药物常使癌

症病人痛苦不堪'实验过程中我们观察到
5>57$!#

能明显抑制
O)07F

细胞生长并诱导其凋亡%且这种

杀伤作用是剂量依赖的'

本实验利用
MBX

抑制剂
5>57$!#

联合癌症的

靶向基因
7

病毒治疗药物
RB""7R

b

(

b

<3+

处理肝癌

细胞株
O)07F

'携带
R

b

(

b

<3+

基因的溶瘤腺病毒

IE#
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RB""7R

b

(

b

<3+

具有良好的靶向肿瘤细胞的能力%

良好的生物安全性%

A88

实验结果表明%联合用药

对肝癌
O)07F

细胞株的抑制作用要强于
5>57$!#

或
RB""7R

b

(

b

<3+

单独用药%即使是对
RB""7

R

b

(

b

<3+

不敏感的细胞株%联合用药组都在一定程

度上强于单独用药组%流式结果表明
5>57$!#

联合

RB""7R

b

(

b

<3+

可在更大程度上促进
O)07F

细胞的

凋亡'

1̀;<1*+L-(<

实验从分子水平上证明了联合

处理组可增强
O)07F

细胞的凋亡%且具有更好的抗

癌作用'本实验结果证明%

5>57$!#

联合
RB""7

R

b

(

b

<3+

具有更强的抗癌效果%且这种增强效应具

有一定的广谱性%理论上可在降低用药剂量的同时

达到相同甚至更好的效果%为病毒基因治疗药物与

化疗药物联合治疗癌症奠定基础'
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