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的溶瘤腺病毒载体构建及其对

肝癌细胞的体外杀伤效应
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摘
!

要!采用靶向基因
A

病毒治疗策略!通过同源重组的方式构建了携带
_,--3;<,<3+

"

_JR

#的重组溶瘤腺病毒

/]CC7_JR

!并研究其对肝癌细胞的杀伤作用$通过
MUT

方法鉴定病毒构建正确(

N88

法检测病毒对肝癌细胞的

杀伤能力和对正常细胞的安全性(结晶紫染色观察细胞凋亡现象$结果显示&经目的病毒
/]CC7_JR

感染后肝癌细

胞出现明显的病变和生长抑制!而正常细胞未出现病变现象!表明目的病毒具有较高的安全性和对肿瘤细胞的特异

性杀伤能力$此外
/]CC7_JR

感染肝癌细胞后引起凋亡!所携带的治疗基因
_JR

能通过促进肿瘤的凋亡达到抑制

肿瘤细胞生长的效果$

关键词!

/]CC7_JR

(

N88

(结晶紫染色(靶向基因
A

病毒治疗

中图分类号!

I&D"

!!!

文献标识码!

J

!!

目前癌症的治疗主要依赖于手术治疗以及放化

疗$但对中晚期的肿瘤$这些传统方法束手无策%基

因治疗通过载体携带基因来治疗疾病$此概念一经

提出$很快得到全世界的重视$并被应用于肿瘤治

疗%临床研究的结果显示肿瘤的基因治疗是非常安

全的$但其抗肿瘤效应不能充分满足临床治愈肿瘤

患者的需要%刘新垣院士于
!$$%

年首次提出肿瘤

的靶向基因
A

病毒治疗策略&

%

'

$此策略是在基因治

疗的基础上发展起来的$它联合了基因治疗和病毒

治疗的优势并且能使病毒只特异性地在肿瘤中复制

而在正常细胞中不复制$安全性和疗效都有很大的

提高%本研究通过同源重组的手段构建携带
_,-7

-3;<,<3+

"

_JR

#的重组溶瘤腺病毒%

_,--3;<,<3+

是一种丝氨酸蛋白酶抑制剂$可以

与
_,--3a*13+

"血管舒缓素#特异性的结合并抑制其

功能的发挥&

!

'

%近年研究发现$它还具有抑制血管

生成)抗高血压)抗炎和抗肿瘤活性$并且这些功能

的发挥并不依赖其与
_,--3a*13+

的结合&

B

'

%

_,-7

-3;<,<3+

通过与
>W\Z

和
Z̀\Z

等生长因子竞争结

合硫酸肝素糖蛋白"

P5M\;

#受体$因此可阻断这些

生长因子引发的血管生成$产生抗肿瘤活性&

#

'

%在

_,--3;<,<3+

的作用下$肿瘤细胞中作为细胞增殖的

标志物
_37K&

染色降低$显示
_,--3;<,<3+

可以直接

抑制肿瘤细胞增殖&

C

'

%

本实验利用
_JR

具有的抗肿瘤能力$将其构

建到溶瘤腺病毒载体
/]CC

$得到
/]CC7_JR

%该溶

瘤腺病毒由于删除
W%LCC_E

区域后能特异性在肿

瘤细胞中增殖从而具有靶向性$既能利用腺病毒杀

伤肿瘤细胞的特性$又因为腺病毒能大量扩增使得

_JR

基因在肿瘤细胞中大量表达$发挥双重抑制肿

瘤的效果&

%

'

%

!

!

材料和方法

%?%

!

材料

%?%?%

!

细胞$菌株$质粒

大肠杆菌
]PC

(

"

8TJ@5

#$质粒
Y

UJ%B

$



Y

/]CC

$

Y

LP\WB

"中国科学院生物化学与细胞生物

学研究所提供#$肝癌细胞
5NNU7&&!%

和人胚肺纤

维细胞
NTUC

由本实验室细胞库保存%

%?%?!

!

试剂

]@J

小量抽提试剂"捷瑞公司#*

]@J

提取凝

胶试剂盒"爱思进公司#*

]@JMUT

纯化试剂盒"爱

思进公司#*

]@J-3

4

,<3(+a3<

*

]@JR,EE1*N,*a1*

"全式金)天根公司#*四甲基偶氮唑蓝"

N88

#"

53

4

7

G,

公司#*限制性内切酶"

@WL

公司#*

]NWN

培养

基及胎牛血清"

\3̀6(

公司#%

%?%?B

!

仪器

C#%CT61+<*3.)

4

1

"

W

YY

1+E(*.

#$酶标仪"

L3(7

81a

#$

UX

!

培养箱"

801*G(

#$荧光显微镜"

XR̂ N7

M95

#%

%?!

!

方法

%?!?%

!

_JR

基因的克隆

根据
\1+1L,+a

"

@N

5

$$K!%C?!

#公布的
_JR

基因序列设计引物$上游引物为
Cp7\\JJ88UJ87

\UJ8U88J8U\JU8JU7Bp

"下划线为
B[KT

$

酶

切位点#*下游引物为
Cp7\U8U8J\JU8J8\7

\888U\8\\\\8U7Bp

"下划线为
AJ/

$

酶切位

点#%用引物从
6]@J

文库中通过
MUT

扩增得到

_JR

基因"反应参数为!

"CQ CG3+

$

"CQ #C;

$

CCQB$;

$

KDQ#C;

$

B$

个循环#$扩增产物纯化后

分别经
B[KT

$

+

AJ/

$

双酶切后回收%

%?!?!

!

含
_JR

基因的质粒
Y

UJ%B7_JR

的构建

将质粒
Y

UJ%B

用
B[KT

$

+

AJ/

$

双酶切后回

收载体大片段$将其与
%?!?%

酶切回收得到的
_JR

基因经
]@J

连接酶连接并转化$

B&Q

培养
%!0

后

挑取阳性克隆于
RL

液体培养基摇床培养
%!0

后抽

取质粒$

MUT

和双酶切鉴定重组子并测序$将构建

含有
_JR

基因的
Y

UJ%B

质粒命名为
Y

UJ%B7

_JR

%

%?!?B

!

腺病毒穿梭质粒
Y

/]CC7_JR

的构建

将构建得到的
Y

UJ%B7_JR

载体$再利用
D

,

.

%

单酶切$获得携带
_JR

基因的表达框$将其连接

到另一经过
D

,

.

%

酶切的穿梭质粒
Y

/]CC

中$构建

得到
Y

/]CC7_JR

$并经酶切和测序鉴定均正确$至

此$载体构建全部完成%

%?!?#

!

重组腺病毒的包装)鉴定)扩增以及滴度的

测定

!!

将构建的穿梭质粒
Y

/]CC7_JR

与腺病毒的骨

架质粒
Y

LP\WB

共转染
PW_!"B

细胞$挑取空斑$

抽提病毒基因组$利用
MUT

进行鉴定$筛选获得携

带
_JR

基因的重组溶瘤腺病毒%病毒的体外扩增

选用
PW_!"B

细胞$并用分光光度计测定病毒的

滴度%

%?!?C

!

N88

法检测
/]CC7_JR

病毒对肿瘤细胞

的杀伤能力

!!

加病毒前一天分别将生长状态良好的
5NNU7

&&!%

和
NTUC

细胞消化后计数$按
%?$h%$

#

+孔接

种到
"K

孔板中$放至
B&Q

$

CHUX

!

条件下培养%待

细胞贴壁后$加入浓度分别为
C

)

%$

)

!$

)

#$NX[

的

/]CC7_JR%$

)

R

于每列孔中$以不加病毒作为对

照$每组各设
K

个重复$剩余的边缘区域只加培养基

作为空白对照$病毒感染
#E

后$每孔加入
!$

)

R

+

N88

溶液"浓度为
CG

4

+

GR

#%加入
N88

后继续

放至培养箱中培养
#0

$小心倒掉
"K

孔板中的液体$

每孔加
%C$

)

R

的
]N5X

$摇床上振荡
%CG3+

$使结

晶物充分溶解%用酶标仪检测
C"C+G

处每孔的光

密度吸收值"

?*

值#%将测得的
?*

C"C

值代入公式!

细胞存活率
g

"

?*

病毒感染孔
A?*

调零孔#+"

?*

对照孔
A?*

调零孔#

h%$$H

%以病毒浓度为横

轴$细胞存活率为纵坐标轴绘制细胞生长活力曲线%

%?!?K

!

结晶紫染色检测细胞数

将生长状态良好的
5NNU7&&!%

细胞消化后计

数$按"

C?$

"

#?$

#

h%$

C

+孔接种到
!#

孔板中$培养

于含
%$H

胎牛血清的
]NWN

培养基中$

B&Q

$

CH

UX

!

条件下培养%等细胞贴壁后$加入浓度分别为

$

)

%

)

C

)

%$

)

!$

)

#$NX[

的
/]CC7_JR

和
X@̂ V$%C

%$$

)

R

于每列孔中%其中$浓度为
$

的为对照组$

每组做两个重复%病毒感染
#E

后$倒掉上清液$用

ML5

小心洗涤
%

次$每孔加
$?!CGR%$H

甲醇溶液

固定细胞
B$;

$然后小心吸尽甲醇溶液$每孔加

$j!CGR

结晶紫染色液"

!H

结晶紫溶于
!$H

甲

醇#$室温放置
!$G3+

后$轻轻甩去染色液$用蒸馏

水洗涤各孔$将培养板倒置于吸水纸上吸干水分%

B&Q

烘干后拍照记录%

'

!

实验结果

!?%

!

_,--3;<,<3+

基因的克隆

利用
MUT

技术$设计
_JR

基因上下游引物$

以人
6]@J

为模板在
N,*a1*%$$$`

Y

条带出有明

显的目的基因片段条带%该片段有
B[KT

$

和
AJ/

$

酶切位点$见图
%

%

C"C

第
#

期 夏玉龙等!携带
_,--3;<,<3+

的溶瘤腺病毒载体构建及其对肝癌细胞的体外杀伤效应
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!

]%C$$$N,*a1*

$泳道
%

"

B

为
B

个重复的
MUT

产物

图
%

!

MUT

产物
_JR

的电泳分析

!?!

!

携带
_JR

基因的重组腺病毒质粒

Y

UJ%B7_JR

和
Y

/]CC7_JR

的鉴定

!!

重组质粒
Y

UJ%B7_JR

经
B[KT

$

和
AJ/

$

双

酶切鉴定得到大小相符的目的片段$经
D

,

.

%

单酶

切鉴定$结果与预期一样%重组腺病毒质粒

Y

UJ%B7_JR

经
MUT

鉴定也获得与目的片段大小

相同电泳结果%重组质粒
Y

/]CC7_JR

经
D

,

.

%

单

酶切鉴定得到两个大小相符的目的片段$经

D/@P

$

单酶切鉴定也获得预期的目的片段%结

果如图
!

%

J

#

Y

UJ%B7_JR

酶切鉴定结果%

N

!

]@JG,*a1*]%C$$$

*

%

!质粒
Y

UJ%B7_JR

经
W6(T

$

和
AJ/

$

双酶切*

!

!

Y

UJ%B7

_JR

经
D

,

.

%

单酶切%

L

#

Y

UJ%B7_JR

经
MUT

鉴定的结果%

N

!

8*,+;%C_]@JG,*a1*

*

%

!不加模板
Y

UJ%B7_JR

质

粒的对照组*

!

!加模板
Y

UJ%B7_JR

质粒的
MUT

结果%

U

#

Y

/]CC7_JR

分别经
D

,

.

%

和
D/@P

$

单酶切鉴定的结果%

N

!

8*,+;%C_]@JG,*a1*

*

%

!质粒
Y

/]CC7_JR

经
D/@P

$

酶切*

!

!质粒
Y

/]CC7_JR

经
D

,

.

%

单酶切

图
!

!

重组腺病毒质粒
Y

UJ%B7_JR

和
Y

/]CC7_JR

的鉴定结果

!?B

!

包装的重组腺病毒鉴定结果

提取溶瘤腺病毒
X@̂ V$%C

和重组腺病毒

/]CC7_JR

病毒基因组并作为模板$以
_JR

基因

设计的引物进行
MUT

$结果如图
B

%

N

!

]@JN,a1*

2

*

%

!不加模板的对照组*

!

!添加
Y

/]CC7_JR

质粒作为模板的
MUT

结果*

B

!

X@̂ V$%C

病毒基因组作为模板*

#

!

/]CC7_JR

病毒基因组作为模板的
MUT

结果

图
B

!

重组腺病毒
/]CC7_JR

的
MUT

鉴定结果

!?#

!

目的病毒对肝癌细胞增殖的影响

为确定目的病毒
/]CC7_JR

对肝癌细胞增殖

的影响$以不同
NX[

的病毒
/]CC7_JR

与
X@7

V̂$%C

处理肝癌细胞
5NNU7&&!%

和正常细胞

NTUC

$

N88

法检测
&!0

后细胞存活率的变化$结

果如图
#

所示%

/]CC7_JR

对肝癌细胞的杀伤率随

NX[

的增加而增加$存在剂量依赖性$

#$NX[

时细

胞存活率为
#KH

$杀伤效果较好$与对照病毒
X@7

V̂7$%C

相比存在显著性差异"

G

1

$?$C

#$且在
C

)

%$

NX[

时差异极显著"

G

1

$?$%

#"见图
#J

#%同时与肝

癌细胞相比$目的病毒对正常细胞
NTUC

的杀伤率显

著降低"

G

1

$?$C

#$说明其安全性较好"见图
#L

#%

K"C
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图
#

!

N88

法检测目的病毒对肝癌细胞增殖的影响

!?C

!

结晶紫实验分析
/]CC7_JR

对肝癌细胞

5NNU7&&!%

的杀伤能力

!!

为了观察比较不同滴度的
/]CC7_JR

作用肝

癌细胞
5NNU7&&!%

后的不同效果$进行了结晶紫

实验%结果如图
C

所示$随着
/]CC7_JR

浓度的增

加$对
5NNU7&&!%

杀伤效果显著提高%与对照组

相比$其杀伤能力也明显高于没有携带
_JR

基因

的
X@̂ V$%C

病毒%该实验结果证明
/]CC7_JR

处理对
5NNU7&&!%

细胞的杀伤效果随着浓度的增

加明显强于
X@̂ V$%C

的杀伤效果%

图
C

!

不同病毒浓度组对细胞产生的毒性效果

$

!

讨
!

论

肝癌是严重危害人类健康的恶性肿瘤之一$而

化疗作为肝癌综合治疗的重要组成部分$对人体有

一定的副作用%因此临床上迫切需要将放化疗与其

他更好的治疗方式相结合$以延长患者的生存期和

改善患者的生存质量%在众多的治疗方式中$基因

治疗逐渐受到全世界的关注并被广泛研究$其中癌症

的靶向基因(病毒治疗作为近年来新兴的肿瘤新疗

法$备受关注$其理念就是利用病毒在细胞中无限复

制能力与一些抑癌基因的肿瘤杀伤力联合治疗肿瘤%

而本实验中构建了重组溶瘤腺病毒
/]CC7_JR

对肝

癌细胞进行研究$从而特异性地靶向杀伤肝癌细胞%

/]CC7_JR

的载体是溶瘤腺病毒
/]CC

$该溶

瘤腺病毒由于删除
W%LCC_E

区域后能特异性在肿

瘤细胞中增殖从而具有靶向性$其所携带的治疗基

因
_JR

是一种肿瘤抑制基因$其表达的蛋白
_,-7

-3a*13+;

是一类丝氨酸蛋白酶$至今已发现
%&D

种人

类丝氨酸蛋白酶$占人类基因组编码总蛋白水解酶

的
B!H

&

K

'

%可将
_,--3a*13+;

分成两大类!基质型

_,--3a*13+;

和组织型
_,--3a*13+;

%基质型
_,-7

-3a*13+;

是由一个基因编码的$位于人染色体的

#

d

BC

%基质型
_,--3a*13+;

仅专一性地在肝脏中表

达并编码一种能促进缓激肽释放的酶$进而参与血

液的凝固和纤维蛋白的水解%组织型
_,--3a*13+;

是丝氨酸蛋白酶家族的一个亚群$由
%C

个成员组

成%所有成员在基因和蛋白质结构上高度保守$不

仅序列同源性高$且同定位在人染色体
["

d

Bj#

上&

&7D

'

%最近的研究表明$

_,--3a*13+;

可以从不同途

径抑制血管生成$是肿瘤抗血管生成治疗的良好候

选者$又可以直接作用于肿瘤细胞$抑制肿瘤细胞增

殖$是一种广谱的抗肿瘤内源性因子&

"

'

%其抗血管

生成作用与已上市药物内皮抑素"

W+E(;<,<3+

#类

似$可以与
>W\Z

和
Z̀\Z

等生长因子竞争结合硫

酸肝素糖蛋白"

P5M\;

#受体$因此可阻断这些生长

因子引发的血管生成&

%$7%%

'

%由于以上特殊功能使得

_JR

基因成为肿瘤治疗基因的一个重要成员%

本实验将
_JR

基因克隆到溶瘤腺病毒载体

/]CC

上得到重组病毒
/]CC7_JR

$并且将其感染

肝癌细胞和人胚肺纤维正常细胞$检测细胞的存活

率来分析溶瘤腺病毒
/]CC7_JR

的安全性和对肝

癌细胞的杀伤能力%实验结果显示重组溶瘤腺病毒

/]CC7_JR

有效地杀伤肝癌细胞和诱导凋亡$而不

影响正常细胞的生长"如图
#

#%进一步验证的结晶

紫实验显示$携带
_JR

基因的重组溶瘤腺病毒比

溶瘤腺病毒
X@̂ V$%C

对肝癌细胞更具杀伤性"如

图
C

#%总而言之$

/]CC7_JR

同时具备了病毒治疗

和基因治疗两者的优势$在试验过程中
_JR

基因

确实能发挥抑制肿瘤的作用$增强了溶瘤腺病毒抑

制肿瘤增殖效果$为更好地利用
_JR

基因用于靶

向肝癌的基因
A

病毒治疗提供参考$同时也为进一

步研究
_JR

基因的抗肿瘤机理奠定了基础%但是

肝癌是由多基因异常改变导致的$肝癌发病机理相

对复杂$因此单一的治疗基因难以有效弥补其基因

缺陷$需要多方面进行调控$基因
A

基因协同就是很

有效的方面之一%所以
_JR

协同其他基因的多基

因靶向肝癌细胞值得更进一步探讨和研究%
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