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摘
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要!研究携带
8TK_Q

和
5G,6

的双基因溶瘤腺病毒!

/VBB78TK_Q7_F8V75G,6

"联合化疗药物
B7

氟尿嘧啶

!

B7b9

"对肺癌细胞的体外杀伤作用%通过
8̀8

法检测细胞抑制率#流式细胞术检测细胞凋亡率#

n1;<1*+W-(<

检

测杀伤性基因表达与凋亡相关蛋白表达%结果显示
/VBB78TK_Q7_F8V75G,6

与
B7b9

联合应用能有效地抑制肺癌

细胞的增殖#并通过激活
U,;

N

,;1

通路诱导肺癌细胞产生凋亡#表明#

B7b9

能够显著增强携带
8TK_Q

和
5G,6

的双

基因溶瘤腺病毒对肺癌细胞的杀伤作用#为肺癌的临床应用提供了参考%

关键词!

/VBB78TK_Q7_F8V75G,6

$

B7b9

$肺癌$凋亡
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引
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肺癌是最为常见的恶性肿瘤之一$尤其在城市$

其高发病率与死亡率都居于恶性肿瘤之首$严重威

胁着人类的健康%目前$肺癌治疗仍然以传统的手

术放疗(化疗为主$然而其治疗后
B

年生存率仅为

"BY

$随着人类对癌症发病机制的深入研究$人们把

关注的目光投向了生物治疗&

"7$

'

%中国科学院刘新

垣院士在提出癌症靶向基因
7

病毒治疗的策略&

!

'

"

6,+61*<,*

4

1<3+

44

1+17:3*(<01*,

N=

$

U8e?8

#后又

提出了癌症的靶向双基因治疗策略&

#7B

'

"

U,+61*
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1<3+

4

I),-

4

1+17:3*(<01*,

N=

#$其基本理念是利

用肿瘤细胞与正常细胞在基因表达谱上的差异$人

为改造病毒$使病毒能特异性地在肿瘤细胞中复制

与增殖$最终裂解细胞$而在正常细胞中几乎不复

制$对正常细胞安全%同时以这种肿瘤特异性的病

毒为载体$将外源抑癌基因克隆到病毒基因组中$随

着病毒不断扩增$使得抗癌基因得到高表达$病毒与

抑癌基因两者协同作用达到抗肿瘤的作用%

以
/VBB7

4

1+1

系统构建的溶瘤腺病毒具有仅特

异地在肿瘤细胞内复制增殖$从而杀死癌细胞$而不

影响正常细胞的特性%双基因溶瘤腺病毒
/VBB7

8TK_Q7_F8V75G,6

治疗肝癌移植瘤的研究显示$

/VBB78TK_Q7_F8V75G,6

能在体外(体内抑制肝癌

细胞的增殖&

C

'

$但治疗肺癌的研究未见报道%

B7b9

是一种抗肿瘤的化疗药物$抑制脱氧胸苷酸合成酶$

阻止脱氧尿苷酸"

I9 P̀

#甲基化转变为脱氧胸苷酸

"

I8̀ P

#$从而影响
V>K

的合成%尽管
B7b9

单独

治疗并不能显著改善患者的生存率$然而通过与溶

瘤腺病毒联合治疗$

B7b9

通常有不错的协同治疗效

果$研究表明
/VBB7̀ +5hV

联合
B7b9

具有协同作

用$可以显著提高对结肠癌的疗效&

&

'

$

B7b9

与
KI7

I1-7F"WBB

联合治疗可以减少单独治疗时的用药

量$治疗效果却要高于单独用药的疗效&

E

'

%

KI7

;085

与
B7b9

联合治疗有效地抑制了
VQV7"

)

Bb9

$

R̀ "$U

)

Bb9

和
>

2

eU7!

)

Bb9

三种耐药癌

细胞的增殖&

D

'

%

B7b9

与
08TK_Q

联合治疗能显著

提高
08TK_Q

诱导多种癌细胞的凋亡&

"%7"$

'

$而且这

种协同作用在一些多药耐药细胞系以及
8TK_Q

耐

药癌细胞系都有所发现&

"!7"#

'

%因此$基因治疗和化

疗联合治疗可以作为癌症治疗的新思路%

8TK_Q

基因属于
8>b

超家族$由于其具有特

异性地诱导多种肿瘤细胞凋亡且不影响正常细胞的

特性而备受青睐%

8TK_Q

基因主要通过结合于肿



瘤细胞表面的死亡受体$促使依赖于线粒体信号途

径的细胞凋亡&

"B7"C

'

%尽管
8TK_Q

可通过与死亡受

体
VT#

或
VTB

特异地结合并诱导癌细胞凋

亡&

"&7"E

'

$然而许多癌细胞对
8TK_Q

诱导的凋亡高

度钝化&

"D7$"

'

%

5G,6

基因可以通过
U

=

<(60*(G16

)

K

N

,.7"
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U,;

N

,;17D

信号通路$激活
U,;

N

,;1

级联反

应$主要通过抑制
_KP;

$促进细胞凋亡&

$$

'

%

5G,6

过表达可以有效增加细胞对凋亡刺激的敏感

性&

$!7$#

'

*因此$笔者联合双基因溶瘤腺病毒
/VBB7

8TK_Q7_F8V75G,6

与
B7b9

体外作用于肺癌细胞$

其效果远远强于基因治疗或化疗分别单独作用肺癌

细胞时的效果%本研究主要探讨了
/VBB78TK_Q7

_F8V75G,6

联合
B7b9

对于肺癌细胞增殖的抑制以

及其诱导细胞凋亡的机制%

!
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材料与方法

"@"

!

材料

人肺癌细胞株
O"$DD

(

>U_7O#C%

和
KB#D

由本

实验室保存$细胞均培养于体积分数为
BY Uh

$

(

!&M

的培养箱中$细胞培养液为含
"%Y bW5

的

V̀ F̀

"

V)-J166(; G(I3.31I F,

4

-1 G1I3)G

#$

V̀ F̀

购自杭州吉诺生物技术有限公司$

bW5

购自

e_WUh

公司*

8̀8

染料购自
53

4

G,

公司*

U,;

N

,;17

!

$

U,;

N

,;17E

抗体购自
U1--53

4

+,-3+

4

8160+(-(

4=

公司*

8TK_Q

(

5G,6

(

F"K

(

N

(-

=

"

KVP7*3J(;1

#

N

(-

=

7

G1*,;1

"

PKTP

#和
eKPVO

抗体均购自
5,+<,U*)H

公司*

WUK

法蛋白定量试剂盒购自
801*G(b3;01*

公司*

_TV

=

1

5

CE%V(+d1

=

K+<37e(,<_

4

e

$

_TV

=

1

5

CE%V(+d1

=

K+<37̀ ();1_

4

e

$

_TV

=

1

5

E%%V(+d1

=

K+<37T,JJ3<_

4

e

均购自
Q_7UhT

公司%

"@$

!

方法

"@$@"

!

8̀8

染色检测细胞增殖

取生长状态良好的对数生长期细胞$收集细胞$

用含
BYbW5

的
V̀ F̀

重悬细胞$计数$将细胞稀

释至需要的密度$以每孔
"%%

#

Q

接种于
DC

孔板中$

使细胞密度为
"]"%

# 个)孔%

BYUh

$

(

!&M

培养

"$0

分别在相应孔中加病毒
/VBB78TK_Q7_F8V7

5G,6

$

B7b9

$病毒
/VBB78TK_Q7_F8V75G,6fB7

b9

$实验组与对照组分别设
B

个复孔%孵育
&$0

后$每孔加入
$%

#

Q 8̀8

溶液"

B

4

)

Q

$即
%@BY

8̀8

#$继续培养
#0

后终止培养$小心吸去孔内配

养液$每孔加入
"B%

#

Q

二甲基亚砜$置摇床上低速

振荡
"%G3+

$使结晶物充分溶解$酶联免疫检测仪

测量各孔的
hV#D%+G

吸光值$同时设置调零孔%

细胞生存率
\

"处理组吸光值
A

调零孔吸光值#)"对

照孔吸光值
A

调零孔吸光值#

]"%%Y

%

"@$@$

!

流式细胞术检测细胞凋亡率

在
C

孔板中以每孔
B]"%

B 个细胞接种细胞$

!&M

(

BY Uh

$

贴壁培养
"$0

后$在处理组细胞中

分别加入
%@E

#

4

)

GQB7b9

$

#̀ h_

病毒
/VBB7

8TK_Q7_F8V75G,6

$

%@E

#

4

)

GQB7b9f#̀ h_

病

毒
/VBB78TK_Q7_F8V75G,6

$对照组中加入相同体

积的
PW5

$

!&M

(

BYUh

$

继续培养
#E0

后$吸去培

养基$按细胞传代方法收集细胞$参照
K++1S3+

)

)

P_

双染细胞凋亡检测试剂盒操作说明$用预冷的
PW5

洗涤收集的细胞
$

遍$然后用
"%%

#

Q

的
"]

结合缓冲

液重悬细胞$每孔中分别加入
B

#

Q

的
"]K++1S3+7

)

和
B

#

Q

的
"]P_

$室温下避光摇床上低速孵育
"BG3+

后$加入
#%%

#

Q"]

结合缓冲液$流式细胞仪分析%

"@$@!

!

n1;<1*+J-(<

检测目的基因及细胞凋亡信

号通路中关键蛋白的表达

!!

将
B]"%

B 个细胞接种到
C

孔板中$

!&M

(

BY

Uh

$

贴壁培养
"$0

后$在处理组细胞中分别加入

%̂E

#

4

)

GQB7b9

$

#̀ h_

病毒
/VBB78TK_Q7_F8V7

5G,6

$

%@E

#

4

)

GQB7b9f#̀ h_

病毒
/VBB78TK_Q7

_F8V75G,6

$设立加入等量
PW5

为对照组$

!&M

(

BY

Uh

$

$继续培养
#E0

后按
n1;<1*+J-(<

操作裂解细

胞收集上清总蛋白%按
801*G(b3;01*

公司
WUK

蛋白定量试剂盒操作说明定量收集的蛋白浓度%将

定量蛋白以每孔加入
"%

#

4

总蛋白样加入
5V57

PKeF

电泳$电泳结束后按半干转膜法转膜"

>U

膜#$

BY

的脱脂奶粉中封闭
$0

$一抗孵育$按抗体

说明书上的最佳稀释浓度稀释加一抗"

"X"%%%

稀

释#$室温下于摇床孵育
$0

$

8W58

洗膜
!

次$每次

"%G3+

$加入稀释好的荧光二抗"

"X"B%%%

稀释#$

室温下摇床孵育
#B

"

C%G3+

$

8W58

洗膜
!

次$每次

"%G3+

$用
Q_7UhT

扫膜仪扫膜$红外激光成像系统

对待测蛋白进行分析%

"@$@#

!

统计学分析

所有实验数据均采用
5P55

统计软件进行方差

分析$全部结果用"均值
l

标准差#表示%

'

!

结
!

果

$@"

!

8̀8

分析检测
B7b9

与病毒联用对肺癌细胞

的抑制作用

!!

本实验分别利用目的病毒
/VBB78TK_Q7

_F8V75G,6

$

B7b9

$

/VBB78TK_Q7_F8V75G,6

与
B7

b9

联用处理
O"$DD

(

>U_7O#C%

和
KB#D

肺癌细

C##
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胞%细胞处理分别设
/VBB78TK_Q7_F8V75G,6"

(

$

(

#

(

E h̀_

的
#

个梯度$设
B7b9%@$

(

%@#

(

%@E

(

"@C

#

4

)

GQ

的
#

个梯度%如图
"

所示$

/VBB78TK_Q7

_F8V75G,6

单独处理
O"$DD

$

>U_7O#C%

和
KB#D

肺癌细胞时$其抑制率分别为
"@#Y

"

!&@"Y

$

B̂#Y

"

#&@DY

$

C@DY

"

#&@DY

%

B7b9

单独处理

O"$DD

$

>U_7O#C%

和
KB#D

肺癌细胞时$其抑制率

分别为
C@CY

"

#C@EY

$

B@"Y

"

##@BY

$

!@CY

"

##@DY

%

/VBB78TK_Q7_F8V75G,6

与
B7b9

联用

其抑制率分别达到
"&@DY

"

&#@EY

$

"D@&Y

"

&"̂!Y

$

"&@"Y

"

&B@BY

%从图
$

上可以看出$二者

的联用有效地抑制了肺癌细胞的增殖$联用的作用

效果不是简单地二者单独作用效果的叠加$二者具

有一定的协同作用%

图
"

!

8̀8

法检测细胞存活率

注!分别以图中所示浓度的
/VBB78TK_Q7_F8V75G,6

$

B7b9

或
/VBB78TK_Q7_F8V75G,6fB7b9

处理肺

癌细胞
KB#D

(

>U_7O#C%

和
O7"$DD

$

#E0

后$

8̀8

法检测细胞存活率%

"

$

/VBB78TK_Q7_F8V75G,6

*

$

$

B7

b9

*

!

$

/VBB78TK_Q7_F8V75G,6fB7b9

%

图
$

!

流式细胞术检测细胞凋亡

注!

/VBB78TK_Q7_F8V75G,6

$

B7b9

$

/VBB78TK_Q7_F8V75G,6

与
B7b9

联用分别处理肺癌细胞

O"$DD

$

>U_7O#C%

$

K++1S3+

)

)

P_

双染后流式细胞仪检测细胞凋亡

$@$

!

流式细胞术检测细胞凋亡率

/VBB78TK_Q7_F8V75G,6

$

B7b9

$

/VBB78TK_Q7

_F8V75G,6

与
B7b9

联用分别处理
O"$DD

$

>U_7

O#C%

肺癌细胞$处理剂量分别为
#̀ h_

$

%@E

#

4

)

GQ

$

#̀ h_f%@E

#

4

)

GQ

$设立加等量
PW5

的对照

组$

!&M

(

BYUh

$

继续培养
#E0

后收集细胞$

K+7

+1S3+

)

)

P_

双染后流式细胞仪检测细胞凋亡%如图

$

在
i#

区
K++1S3+

)

高阳性$

P_

低阳性的区域为

早期凋亡细胞%实验结果表明对照组$

/VBB7

8TK_Q7_F8V75G,6

$

B7b9

$

/VBB78TK_Q7_F8V7

5G,6

与
B7b9

联用分别处理
O"$DD

$

>U_7O#C%

细

胞$

O"$DD

细胞早期凋亡率依次为
$@$Y

(

$@&Y

(

D̂BY

(

$$@$Y

*

>U_7O#C%

细胞早期凋亡率依次为

$@DY

(

$@EY

(

C@#Y

(

$&@"Y

%说明
/VBB78TK_Q7

_F8V75G,6

与
B7b9

联用起到了很好地诱导肺癌细

胞凋亡的作用%

$@!

!

n1;<1*+J-(<

检测抑癌基因及凋亡相关蛋白

的表达变化

!!

/VBB78TK_Q7_F8V75G,6

$

B7b9

$

/VBB78TK_Q7

_F8V75G,6

与
B7b9

联用处理
>U_7O#C%

细胞$剂

量为
#̀ h_f%@E

#

4

)

GQ

$设立加等量
PW5

的对照

组$

!&M

(

BYUh$

培养
#E0

$

n1;<1*+J-(<

检测目

&##

第
#
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的基因
8TK_Q

(

5G,6

的表达及凋亡相关蛋白的变

化%结果如图
!

$在
/VBB78TK_Q7_F8V75G,6

$

/VBB78TK_Q7_F8V75G,6

与
B7b9

联用处理
KB#D

细胞中$

8TK_Q

和
5G,6

都有很高的表达%在未处

理 组$

/VBB78TK_Q7_F8V75G,6

$

B7b9

$

/VBB7

8TK_Q7_F8V75G,6

与
B7b9

联用处理组中凋亡相

关蛋白
6,;

N

,;17E

的前体及激活的
U,;

N

,;17E

表达

量都有显著升高%同时我们检测到相应组细胞中

U,;

N

,;17!

及其活化形式呈现显著变化$

/VBB7

8TK_Q7_F8V75G,6

$

/VBB78TK_Q7_F8V75G,6

与

B7b9

联用处理组细胞
U,;

N

,;17!

活化的增强$继而

剪切凋亡底物
PKTP

相应增加$图
#

进一步有力地

说明了
/VBB78TK_Q7_F8V75G,6

与
B7b9

联用可

以有效地诱导肺癌细胞凋亡%

图
!

!

n1;<1*+J-(<

检测目的基因的表达

注!

/VBB78TK_Q7_F8V75G,6

$

B7b9

$

/VBB78TK_Q7_F8V7

5G,6fB7b9

联用处理
>U_7O#C%

细胞后$

n1;<1*+J-(<

检

测目的蛋白
8TK_Q

和
5G,6

的表达水平%

图
#

!

n1;<1*+J-(<

检测凋亡相关蛋白的表达

注!

/VBB78TK_Q7_F8V75G,6

$

B7b9

$

/VBB78TK_Q7

_F8V75G,6fB7b9

联用处理
>U_7O#C%

细胞后$

n1;<7

1*+J-(<

检测凋亡通路相关蛋白
U,;

N

,;17E

$

U,;

N

,;17!

和
PKTP

的表达水平%

$

!

讨
!

论

笔者成功地进行了溶瘤腺病毒
/VBB78TK_Q7

_F8V75G,6

联合
B7b9

抗癌药物抑制肺癌细胞增殖

和诱导其凋亡的体外研究%

8̀8

实验结果显示$

/VBB78TK_Q7_F8V75G,6

联合
B7b9

在处理剂量

为
È h_f"@C

#

4

)

GQ

时效果最为明显$其对

O"$DD

(

>U_7O#C%

和
KB#D

细胞的抑制率分别达到

了
&#@EY

(

&"@!Y

(

&B@BY

$表明二者联合对细胞的

抑制效果明显强于
/VBB78TK_Q7_F8V75G,6

和
B7

b9

分别单独对细胞的抑制作用%流式细胞术用来

检测
/VBB78TK_Q7_F8V75G,6

联合
B7b9

诱导细

胞凋亡的情况$实验结果表明二者联合处理细胞时

强有力地诱导了肺癌细胞的凋亡$其在处理
O"$DD

和
>U_7O#C%

两种癌细胞系时都有很好地体现$二

者在处理剂量为
#̀ h_f%@E

#

4

)

GQ

$时间为
#E0

时$诱导
O"$DD

$

>U_7O#C%

细胞凋亡率分别达到了

$$@$Y

(

$&@"Y

%有研究表明
/VBB75G,6

与
B7b9

联用能起到强有力的协同效果&

$$

'

$这一点我们的实

验结果与前人的实验结果相符%

n1;<1*+J-(<

实验

结果表明$用连接子
_F8V

连接的
8TK_Q

和
5G,6

两段抑癌基因得到了很好地表达$而且其在细胞中

能被正确的切割$同时起到了协同抑制肺癌细胞的

作用%

/VBB78TK_Q7_F8V75G,6

联合
B7b9

有效

地刺激了胞内凋亡相关蛋白
U,;

N

,;17!

(

U,;

N

,;17E

和
PKTP

的表达与激活$最终使肺癌细胞凋亡&

$!

'

%

如何提高溶瘤腺病毒的靶向性及安全性是溶瘤

腺病毒治疗癌症走向临床首要解决的问题%目前主

要通过以下几点对溶瘤腺病毒进行改造&

$B7$C

'

!

,

#在

溶瘤腺病毒的纤维蛋白结节上插入外源多肽$使得

溶瘤腺病毒能特异的靶向某一类高表达特异抗原决

定簇的癌细胞*

J

#通过嵌合修饰使溶瘤腺病毒能特

异靶向于癌细胞表面的多个靶点*

6

#通过融合表达

融合蛋白在一些缺少腺病毒结合受体"

UKT

#的癌

细胞与溶瘤腺病毒之间架起桥梁$使一些难于被溶

瘤腺病毒侵染的癌症得到治疗*

I

#利用癌症组织特

异性启动子控制溶瘤腺病毒复制所需早期基因$使

得溶瘤腺病毒仅在表达特异蛋白的癌细胞里大量复

制(增殖$而对正常细胞无影响%

伴随着分子生物学$细胞生物学$免疫学$生物

信息学的发展$可以筛选更为有效地目的基因作为

溶瘤腺病毒攻克癌症的利器%一些植物凝集素$海

洋肽内毒素$以及中草药中有用的抗癌成分可装载

在溶瘤腺病毒上进行表达$使溶瘤腺病毒成为恶性
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