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重组 p 16 腺病毒的构建及其
对人白血病细胞的抑制作用
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(军事医学科学院微生物流行病研究所, 北京　100071)

摘要　为了探讨腺病毒载体用于基因治疗的可行性及野生型 p 16 基因的抗肿瘤特性, 构建了复制

缺陷型重组 p 16 腺病毒Λ 首先将 p 16 全长 cDNA 插入穿梭质粒 pA dCM V 产生重组质粒 pA d2
CM V 2p 16, 然后通过脂质体介导与 pJM 17 共转染 293 细胞, 经同源重组产生 E1 区缺失的重组腺

病毒空斑Λ 用纯化后的腺病毒感染人白血病细胞株HL 260 后, PCR 及W estern b lo t 分析显示在感

染细胞中有外源性 p 16 cDNA 存在和 p 16 蛋白表达; 被感染的 HL 260 细胞的生长受到明显抑制,

而未感染细胞及对照腺病毒感染的细胞没有受到抑制Λ结果表明, 腺病毒作为一种新型基因转移载

体, 可有效地介导肿瘤抑制基因 p 16 的表达, 在肿瘤基因治疗方面具有很大的应用前景Λ
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Con struction of Recom binan t p 16 Adenov irus and its

Suppress ive Role in the Growth of Human L eukem ia Cells

BA I Xue2yuan,M EN G L ing2ying, ZHOU Yu, J IAN G L i,LU J ian2cun,L I Jun2bao, CH E Feng2x iang
( Institu te of M icrobiology & Ep id em iology , A cad emy of M ilita ry M ed ica l S ciences, B eij ing 100071)

Abstract　To exp lo re the supp ressive funct ion of w ild type p 16 gene in the grow th of tum o r cells
and the po ten t ia l of adenoviru s vecto r in gene therapy, an E12deficien t and rep lica t ion2defect ive
recom b inan t p 16 adenoviru s w as genera ted. T he viru s, A d2p 16, carried hum an CM V p rom o to r,
p 16 cDNA and SV 40 po lyadenyla t ion signa l. F irst, p 16 cDNA w as cloned in to shu t t le p lasm id
pA dCM V to con struct recom b inan t p lasm id pA dCM V 2p 16, w h ich w as co tran sfected w ith pJM 17
in to the 293 packaging cells by lipofect ine2m edia ted tran sfect ion. T he p repared recom b inan t aden2
oviru s w as iden t if ied by do t b lo t hyb rid iza t ion and pu rif ied by C sC l2grad ien t u lt racen trifuge. T he
leukem ia cell line HL 260, w h ich had a hem izygou s delet ion and po in t m u ta t ion of p 16 gene, w as
infected w ith recom b inan t adenoviru s a t a m u lt ip licity of infect ion (M. O. I. ) of 502100 p laque2
fo rm ing2un it (p fu) öcell. PCR and W estern b lo t ind ica ted tha t the p resence of p 16 cDNA and p 16
p ro tein w as exp ressed in the infected HL 260; Grow th of the A d2p 16 viru s2infected HL 260 w as in2
h ib ited m arkedly, w hereas tha t of non infected cells and the cells infected w ith the con tro l viru s
A d2L acZ w as no t inh ib ited. T hese resu lts suggest tha t adenoviru s is an efficien t vecto r fo r m edia t2
ing tran sfer and exp ression of tum ou r supp resso r gene in hum an tum o r cells and the p repared re2
com b inan t p 16 adenoviru s cou ld be u sed fo r cancer gene therapy.
Key words　R ecom b inan t adenoviru s, p 16 gene, Gene therapy

　　基因治疗的关键之一是如何将外源基因有效地

转移到靶细胞内Λ由于腺病毒载体具有转移效率高、

病毒滴度高、安全性好及宿主细胞广泛等优点, 故日

益引起重视, 已被广泛用于多种疾病的基因治疗研

究[ 1 ]Λp 16 是近年发现的一种新型肿瘤抑制基因, 其

编码的 p 16 蛋白是细胞周期蛋白依赖性激酶24 (cy2



clin dependen t k inase24, CD K4) 的抑制因子, 与

CD K4 结合后可阻止后者与D 型细胞周期蛋白 (cy2
clin D )结合, 从而使细胞周期停滞在 G1 期[ 2 ]Λ 已在

多种肿瘤细胞中发现 p 16 基因缺失、重排、突变及

不表达[ 3, 4 ] , 故 p 16 被认为是重要的肿瘤抑制基因Λ
为了研究腺病毒载体的基因转移能力及探讨 p 16

基因的肿瘤抑制功能, 我们构建了携带野生型 p 16

基因的重组腺病毒载体并观察了其对白血病细胞

HL 260 的生长抑制作用Λ

1　材料与方法

111　主要试剂、质粒和细胞系

限制性内切酶、缺口翻译试剂盒和W izard 质粒

提取试剂盒购自美国 P rom ega 公司ΛM EM 培养基、

脂质体 L ipofect ine 及 T 4 DNA 连接酶购自美国

Gibco 公司Λ [Α232P ]dCT P 购自北京亚辉公司Λ
人 p 16 cDNA 基因系用逆转录 PCR 从正常人

外周血淋巴细胞中扩增获得, 并克隆到 pB luescrip t

SK 质粒的 E coR Í 位点, 得到重组质粒 pB lue2
scrip t2p 16, 序列测定证明与 GenBank 库收录的

p 16 cDNA 顺序一致Λ 含有L acZ 报告基因的质粒

pCM V Β由本室保存Λ腺病毒穿梭质粒pA dCM V 由

美国宾州大学 Guo 博士转赠Λ
含有腺病毒基因组的 pJM 17 大质粒及腺病毒

包装细胞 293 由本所杨佩英教授赠送Λ 白血病细胞

株HL 260 来自A TCC, 其 p 16 基因杂合性缺失Λ 上

述两种细胞分别培养在含有 10% FBS、2 mm o löL
谷氨酰胺、100 U öm l 青霉素及 100 Λgöm l 链霉素的

M EM 及R P IM 21640 培养基中Λ
112　腺病毒穿梭质粒 pAdCM V-p 16 的构建

用 H ind Ë + S p e É 分别双酶切 pB luescrip t2
p 16 和 pA dCM V , 电泳后用玻璃奶分别回收 p 16

cDNA 片段及 pA dCM V 载体骨架, 用 T 4 DNA 连

接酶将两者连接, 然后转化大肠杆菌DH 5Α感受态Λ
挑选转化菌落, 小量快速提取质粒, 双酶切鉴定重组

质粒 pA dCM V 2p 16Λ 同样地将 pCM V Β中的L acZ

基因插入 pA dCM V 中构建 pA dCM V 2L acZ Λ
113　重组 p 16 腺病毒的产生

将 1 Λg pA dCM V 2p 16 与 2 Λg 氯化铯 (C sC l)密

度梯度超速离心纯化的 pJM 17 质粒混合后, 由脂质

体L ipofect ine 介导共转染 80% 成片的 293 细胞Λ转
染 5 h 后, 在细胞上覆盖含 5% 马血清的M EM 营养

琼脂, 放 37°培养约 12 d, 出现细胞病变 (cytopa th ic

effects, CPE ) , 表现为贴壁细胞变圆, 出现病毒空

斑Λ 挑取单个病毒空斑加到含 10% 甘油的 PBS 中,

- 70°保存, 所得到的重组腺病毒命名为A d2p 16Λ以
同样方式制备含有L acZ 基因的重组腺病毒作为对

照载体, 命名为A d2L acZ Λ
114　重组 p 16 腺病毒的繁殖、鉴定、纯化和滴度测

定

用平头毛吸管挑出单个病毒空斑, 置于 015 m l

PBS 中捣碎, 取 012 m l 接种到 293 细胞培养瓶中进

行病毒的小量增殖Λ当镜下观察到 90% 以上细胞出

现病变后, 离心收集上清, 并将细胞于 - 70℃及

37℃反复冻融 3 次, 3 000 g 离心收集上清, 按 H irt

法提取病毒DNA [ 5 ] , 以 [ Α232 P ]2dCT P 标记的 p 16

cDNA 作探针, 通过斑点杂交筛选出阳性病毒空斑Λ
重组腺病毒大量繁殖后用 C sC l 密度梯度超离心法

进行纯化, 然后将纯化的病毒经 1∶10 系列稀释后,

用空斑形成实验测定病毒滴度Λ
115　用重组 p 16 腺病毒感染白血病细胞 HL -60

取对数生长期的 HL 260 细胞, 按 50～ 100 pfuö

cell 的感染量 (M. O. I. )将A d2p 16 病毒加入到细胞

瓶中, 室温感染 60 m in, 然后加入含 10% FBS 的

R P IM 21640 培养基 37℃培养; 对照组则加入同样量

的A d2L ac Z Λ
116　细胞内外源 p 16 cD NA 的检测

分别从A d2p 16、A d2L acZ 病毒感染后 2 d 及未

感染的HL 260 细胞中提取总DNA , 用 PCR 检测外

源性 p 16 cDNA Λ 根据 GenBank 中收录的 p 16 cD 2
NA 序列及O kam o to 修正后的 p 16 基因序列[ 2, 6 ] ,

设计一对扩增 p 16 cDNA 的 PCR 引物, 上下游引物

分别位于 p 16 基因的第 1 及第 3 外显子, 因此可以

区分外源性 p 16 cDNA 与含有内含子的内源性 p 16

基因 1 因为两者的分子量明显不同, 外源性 p 16

cDNA 产物的长度应当是 520 bp , 内源性基因组

p 16 基因含有两个大内含子, 其长度是 814 kbΛ用于

扩增 p 16 基因的上下游引物顺序分别为 5′2A T G2
GA GCCGGCGGGGA G23′和 5′2T T T CCC GA G

GT T TCT CA G A G23′ΛPCR 扩增条件是 95℃变性

60 s, 55℃退火 30 s, 72℃延伸 60 s, 30 次循环后,

72℃继续延伸 10 m inΛ
117　细胞内外源 p16 蛋白的检测

用A d2p 16 及A d2L acZ 感染 HL 260 细胞 24～

48 h 后, 提取细胞总蛋白质, 用W estern b lo t 检测

胞内 p 16 蛋白的表达, 检测抗体为抗 p 16 单克隆抗

体 (美国 San ta cruz 公司) , 检测方法用DAB 直接显

色或用Am ersham 公司的增强型化学发光 (ECL )
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W estern b lo t t ing 检测试剂盒以增强灵敏度Λ首先将

细胞总蛋白质转移到尼龙膜上, 然后取膜依次与

p 16 单抗和辣根过氧化物酶标记的羊抗鼠 IgG 反

应, 再于暗室中将化学发光液涂于尼龙膜上, 压 X

光片曝光 20～ 180 sΛ
118　细胞生长曲线测定

将 5×104 个 HL 260 细胞接种于细胞培养瓶中

培养 24 h 后, 加入 50～ 100 pfuöcell 的A d2p 16 感

染 HL 260 细胞, 对照组包括不加病毒组及加A d2
L acZ 组Λ 从感染后第 1～ 6 d, 每天每组各取 3 瓶细

胞进行细胞计数, 按平均数绘制细胞生长曲线Λ

2　结　　果

211　重组穿梭质粒 pAdCM V-p 16 的构建

F ig. 1　Schem e fo r construction of pA dCM V 2p 16

如 F ig. 1 所示, 穿梭质粒pA dCM V 含有部分腺

病毒序列 (0～ 1 及 9～ 16 m. u. ) , 可与腺病毒基因

组DNA 进行同源重组; 它还具有真核表达元件如

CM V 启动子、内含子及 Po ly A 信号Λ 将 p 16 基因

定向插入 pA dCM V 的 H ind Ë 与 S p e É 位点之间

即得到重组质粒 pA dCM V 2p 16Λ
212　重组 p 16 腺病毒的产生

如 F ig. 2 所示, pA dCM V 2p 16 和 pJM 17 共转

染 293 细胞后约 11 d, 培养的细胞开始出现 CPE,

表现为胞膜收缩变圆、细胞成片脱落并出现多个病

毒空斑, 到转染后 14 d 病变达到完全 (F ig. 3) Λ表明

两者已发生重组并在 293 细胞中包装成病毒颗粒Λ

F ig. 2　Schem e fo r generation of recom binant p 16 aden2

ovirus

F ig. 3　O bservation of CPE on 293 cells by recom binant

adenovirus (m agnification×400)

(A )N egative contro l 293 on day 12 po st2t ransfection

(B)O nset of the CPE (adenovirus p laques) on day 12 po st2

t ransfection

213　重组 p 16 腺病毒的鉴定、纯化和滴度测定

挑选 3 个病毒空斑再感染 293 细胞, 提取病毒

DNA , 用同位素标记的 p 16 cDNA 作探针进行斑点

杂交鉴定Λ结果有 2 个病毒空斑显示阳性, 表明有外

源 p 16 cDNA 插入Λ 取一个空斑, 大量繁殖后用

C sC l 密度梯度离心法纯化病毒, 经空斑形成试验测

得病毒滴度为 319×109 pfuöm lΛ
214　HL -60 细胞中外源 p 16 cD NA 的检测

用A d2p 16 感染后的 HL 260 细胞总DNA 进行

PCR , 可扩增出长 520 bp 的 p 16 cDNA 编码序列,

说明外源性野生型 p 16 cDNA 已稳定地转移到HL 2
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60 细胞中; 而用未感染的细胞及A d2L acZ 感染的

细胞DNA 作模板进行 PCR 扩增, 未能扩出 520 bp

的外源 p 16 cDNA ; 也没有扩增出内源性 p 16 DNA

(F ig. 4) ΛN akam ak i 报道, HL 260 细胞本身存在 p 16

基因杂合性缺失[ 7 ] , 用 PCR 应当能扩增出内源性基

因组 p 16 基因Λ 但由于基因组 p 16 基因长达 814

kb, 加之在 p 16 基因的上游启动子区存在 CpG 岛,

编码区的 GC 碱基含量也高达 70% , 易形成二级结

构, 使扩增该基因变得更加困难, 故我们未能扩增出

内源性 p 16 基因Λ虽然国外一些厂商宣称能用 PCR

扩增出 10 kb 以上的长DNA 片段, 但技术尚远未完

善, 以复杂的基因组DNA 为模板扩增DNA 长片段

仍然并非易事Λ目前国内用 PCR 技术能扩出的最长

DNA 片段为 615 kb [ 8 ]Λ

F ig. 4　E lectropho retic analysis fo r PCR p roduct of p 16

cDNA

1: DNA m arker pGEM 27Zf (+ ) öH ae Ë ;

2: Po sit ive contro l pB luescrip t2p 16 p lasm id;

3: PCR p roduct from A d2p 16 infected HL 260 cell;

4: PCR p roduct from A d2L acZ infected HL 260 cell;

5: PCR p roduct from non2infected HL 260 cell

215　HL -60 细胞中外源 p16 蛋白表达的检测

W estern b lo t 结果表明, 未感染细胞及 A d2
L acZ 感染的细胞均无 p 16 蛋白表达, 而A d2p 16 感

染的细胞有 p 16 蛋白表达 (F ig. 5) Λ

F ig. 5　W estern b lo t analysis of exp ressed p16 p ro tein

1: N on2infected HL 260 cell;

2: A d2L acZ infected HL 260 cell;

3: A d2p 16 infected HL 260 cell

216　外源 p 16 基因对 HL - 60 细胞生长的影响

细胞生长曲线表明,A d2p 16 腺病毒可显著抑制

HL 260 细胞生长, 而A d2L acZ 并未明显影响细胞生

长, 表明细胞生长受到抑制不是由于腺病毒本身所

致, 而是由于 p 16 基因表达后发挥了抑制作用 (F ig.

6) Λ

F ig. 6　Cell grow th curve of A d2p 16 infected HL 260 cell

·- · Contro l; ■- ■A d2L acZ ; ▲2▲ A d2p 16

3　讨　　论

重组腺病毒作为一种高效基因转移载体被广泛

用于将外源基因导入哺乳细胞, 原因是腺病毒本身

分子稳定, 基因组不会发生重排, 插入的外源基因也

相当稳定Λ 腺病毒允许插入的外源基因容量可达

715 kbΛ 病毒易于增殖与纯化, 滴度高达 1011 pfuö

m lΛ 不仅能感染分裂期细胞, 也可感染静止期细胞,

感染率几乎 100% [ 1 ]Λ 另外, 它不与宿主基因组整

合, 没有基因毒性, 比较安全Λ 腺病毒的上述优点是

逆转录病毒所不具备的, 因此在基因治疗与基因免

疫中具有极大的应用前景[ 9 ]Λ美国N IH 已批准用腺

病毒载体进行多项基因治疗试验Λ
腺病毒的 E1 区基因 (early reg ion 1, 早期区 1)

是复制所必需的Λ根据 E1 区是否缺失, 腺病毒载体

分为复制缺陷型和非缺陷型两类, 前者只能在含有

E1 基因的互补细胞系 (如 293 细胞) 中才能生长繁

殖Λ293 细胞是用腺病毒 E1 区基因转化的人胚肾细

胞系Λ
我们将含有外源基因 p 16 的穿梭质粒与含有

腺病毒基因组的大质粒 pJM 17 通过脂质体介导共

转染 293 细胞, 经同源重组成功地得到了具有感染

活力的复制缺陷型重组腺病毒, 其中的 E1 区基因

缺失, 被外源基因 p 16 取代Λ由于 293 细胞能通过提

供 E1 蛋白进行反式互补, 故这种缺陷型病毒可在

其中大量复制繁殖, 但它并不能在其他细胞如靶细

胞中复制, 故用于基因治疗是非常安全的Λ随后我们

用得到的重组病毒感染 p 16 基因杂合性缺失的

HL 260 细胞, 结果在感染细胞中检测到了外源性

p 16 蛋白表达, 并发现 p 16 蛋白恢复表达后, 可使

HL 260 细胞的生长受到明显抑制, 而未感染细胞以

及用A d2L acZ 感染的细胞则无生长抑制现象, 说明

抑制作用是由外源性 p 16 引起的, 不是由腺病毒本
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身造成的Λ
但是Q uesnel 用携带 p 16 基因的逆转录病毒感

染白血病细胞株HL 260 和 K562 后, K562 的生长受

到明显抑制, 而 HL 260 的生长没有明显受到抑制;

软琼脂集落形成实验显示 p 16 可明显抑制 K562 集

落形成, 仅中度抑制HL 260 集落形成[ 10 ]Λ 对于这种

实验结果的差别, 我们推测可能与这两种白血病细

胞株对腺病毒和逆转录病毒感染的敏感性不同有

关, 也可能与感染效率不同有关Λ Q uesnel 用重组

p 16 逆转录病毒感染 HL 260 细胞时, 并非完全不能

抑制其生长, 只是抑制作用不如 K562 明显Λ当用腺

病毒载体感染HL 260 细胞时, 由于腺病毒的感染效

率高, 可将较多的 p 16 基因转移到细胞中, 使抑制

作用得到增强Λ 我们后来又用重组 p 16 腺病毒对

p 16 基因纯合缺失的肺癌细胞A 549 进行了细胞生

长抑制实验及体内致瘤率抑制实验, 结果表明 p 16

基因可明显抑制A 549 的生长及在裸鼠体内形成肿

瘤Λ

p 16 基因抑制肿瘤细胞生长的机理与其细胞周

期阻滞作用有关Λ 正常情况下 p 16 蛋白是CD K4 的

抑制剂, 与CD K4 结合后阻止后者与D 型细胞周期

蛋白结合, 从而使细胞周期阻滞在 G1 期[ 2 ]Λ 当 p 16

缺失后, CD K4 活性增强, 促使细胞提前从 G1 期进

入 S 期, 细胞分裂加快, 使DNA 损伤修复不完全,

容易导致肿瘤发生Λ 如将丢失的 p 16 基因重新导入

肿瘤细胞中发挥作用, 即可抑制细胞过快地分

裂[ 11 ]Λ 总之, 本研究表明复制缺陷型腺病毒作为一

种新型基因转移载体, 能有效地介导肿瘤抑制基因

p 16 在肿瘤细胞中表达, 重组 p 16 腺病毒可用于肿

瘤的替代性基因治疗Λ
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