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【摘* 要】目的：观察携带野生型 891’ 基因的重组腺病毒
（V=#891’）体外转染高转移卵巢癌 RN#’&!"LG 细胞后的表
达，并研究其对卵巢癌细胞抑制增殖、诱导凋亡和抑制迁移的

作用- 方法：利用 V=#13F6腺病毒载体系统构建 V=#891’，体外
转染高转移卵巢癌 RN#’&!"LG 细胞，荧光显微镜检测 V=#
891’的转染效率- W/FC/B? 印迹检测 891’ 在 RN#’&!"LG 细胞
中的表达；G..实验观察 891’对细胞生长的影响；R1 染色法
观察外源性 891’基因表达对细胞形态学的影响；细胞划痕实
验观察 891’对细胞迁移的抑制作用；R9/>8/FC(($+’ 凋亡染色
检测 891’基因对 RN#’&!"LG细胞凋亡的诱导作用- 结果：外
源性野生型 891’基因经腺病毒介导成功转入 RN#’&!"LG 细
胞，W/FC/B?印迹检测出有 L.1X 蛋白的表达，当感染复数
GNS为 !"" 时，体外转染效率高达 &"Y以上- 891’ 显著抑制
RN#’&!"LG细胞增殖、诱导其凋亡并能抑制其迁移- 结论：
重组腺病毒是高效的基因转移系统，能将 891’ 目的基因高效
地转移到高转移卵巢癌 RN#’&!"LG细胞中，对细胞产生强有
力的生长抑制及凋亡诱导作用，并能抑制其迁移-
【关键词】卵巢肿瘤；基因治疗；891’基因；腺病毒；细胞凋亡；

迁移抑制
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EF 引言
抑癌基因 891’，即第 !" 号染色体缺失的与张力

蛋白同源的基因，是继 @+( 后又一个与多种肿瘤发生
发展密切相关的抑癌基因，其编码具有双重特异磷酸

酶活性的蛋白，可以反向调控磷脂酰肌醇（ #(）激酶
（@89F@83C4=604?9F4C90 (#54?3F/，LS([）\ V[C信号传导途
径，从而抑制细胞生长增殖- 其突变和缺失多发于乳
腺癌、子宫内膜癌、卵巢癌等［! ] (］- 在某些 891’ 基因
突变或缺失的癌细胞中过表达 L.1X 蛋白能抑制细
胞增殖和肿瘤的形成，使其细胞周期停滞在 H! 期并
发生细胞凋亡［) ] +］，而且在某些没有 891’基因突变的
癌细胞中，使 891’ 基因过表达也能抑制这些癌细胞
生长，诱导其发生凋亡［,］；另外，891’基因还能抑制癌
细胞的侵润转移，降低其迁移能力- 这就提示 891’ 基
因用于癌症基因治疗有着重要意义- 而基因治疗载
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体的选择最为重要，当今运用最多最广泛的就是腺病

毒（!"#$%&’()*，+"）载体，其具有在哺乳动物及其他
多种生物细胞上进行基因转移和蛋白表达的高效性

和不整合宿主细胞的性质，是一种比较安全，转染效

率又高的载体［,］- 本研究采用携带野生型 !"#$ 基因
的重组腺病毒（+".!"#$），将 !"#$ 基因导入人高转移
卵巢癌 /0.123456细胞，观察其在卵巢癌细胞中的
表达，研究其对卵巢癌细胞生长抑制、迁移抑制、诱导

凋亡的作用，对卵巢癌的基因治疗进行初步的探索并

提供有意义的参考数据-

!" 材料和方法
!- !" 材料" 人高转移卵巢癌 /0.123456 细胞和人
胚肾细胞 7289购自中国科学院上海细胞生物学研究
所；野生型 !"#$ 表达质粒（:;.!"#$）为美国加州大学
<(!$= <)($!(’教授惠赠；+".>!*? 腺病 毒表达载体系
统由美国休斯霍华德医学院及 @%A$ /%B=’$* 肿瘤中
心 C#(; D%E#F*;#’$教授惠赠，其中穿梭载体 B+"9(!G=.
H6D带有绿色荧光蛋白报告基因（EIB），在表达外源
基因同时也能单独表达 EIB，用于重组腺病毒的快速
筛选以及转染率的测定；抗 59>J 抗体为美国 K!$;!
H()L公司产品；/M5 标记羊抗鼠 NEO 抗体和马抗山
羊 NEO均购自北京生物技术有限公司；699 为美国
+P#(*%$公司产品- /%#GA*;887Q1 细胞凋亡染色试剂
盒购于武汉碧云天生物技术公司-
!- #" 方法
3- 7- 3R 重组腺病毒载体的构建及细胞培养R 应用细
菌内同源重组的方法，构建携带野生型 !"#$ 基因的
重组腺病毒 +".!"#$ 及阴性对照 +".EIB ［1］- /0.
123456细胞培养于含 344 PS T S 小牛血清、344 U T
PS青霉素和 344 PE T S 链霉素的 M56N.3VW4 培养液
中，置 Q4 PS T S H07，8,X孵箱培养-
3- 7- 7R +".!"#$ 转染效率的测定 R 取指数生长期的
高转移卵巢癌 /0.123456细胞，以 Q Y 34W T孔接种于
V 孔培养板中，7W A 后吸弃培养基，换无血清 M56N.
3VW4 培养基，用 7Q，Q4，344 感染复数（P)F;’BF’G’;? %I
’$I#G;’%$，60N Z病毒颗粒数 T转染的细胞数）的腺病
毒感染，培养 V A 后，换完全培养液继续培养- 7W A
后在荧光显微镜下计数 EIB 阳性细胞百分率- 确定
/0.123456细胞转染所需的 60N 值，使得转染效率
[ 24\ -
3- 7- 8 R ]#*;#($ CF%; 检测转染细胞表达的 59>J 蛋
白R 取对数生长期细胞，按 7 Y 34V 接种于 7Q GP7 培

养瓶中- 常规条件培养 7W A后，按 60N Z 344 加入病
毒，设 +".!"#$ 组和 +".EIB 组，培养 V A 后，换完全培

养液继续培养- W1 A 后提取细胞总蛋白；以 C(!"I%("
酶标仪蛋白定量法测定蛋白含量，然后作 K^K.5+O>
（37 E T S），于 WX冰箱中 24 P+ 恒流电转过夜，使目
的蛋白转移至硝酸纤维素膜上，封闭液于 WX封闭过
夜，将膜转至新的封袋中，按 4- 3 PS T GP7 加入适量

的一抗稀释液（小鼠抗人 59>J单抗按 3_844 封闭液
稀释，山羊抗人 +G;’$多抗按 3_Q44 封闭液稀释），封
口后，室温下平缓摇动反应 W A- 9CK 洗涤后加入二
抗稀释液（59>J，+G;’$的二抗均按 3_7444 封闭液稀
释），同条件反应 3 A- 大量 9CK洗涤去除未结合的二
抗- >HS（化学发光）处理，暗箱中以 ‘ 光胶片曝光，
显影、定影-
3- 7- WR 699法测定 /0.123456 细胞增殖抑制率R
取对数生长期细胞，以 Q Y 348 T孔接种于 2V 孔板培
养，常规条件培养 7W A后，吸弃培养基，换无血清 M5.
6N.3VW4 培养基，按 60N Z 344 加入病毒，设 +".!"#$
组，+".EIB组，5CK空白对照组和本底对照组（只加完
全培养液，不种细胞），培养 V A 后，换完全培养液继
续培养- 每个时间点设 V 个平行孔，在指定时间（7W，
W1，,7 A）加入 699（Q PE T PS）74 !S T孔，孵育 W A
后，小心吸弃孔内上清液，加入 ^6K0 3Q4 !S T孔，振
荡 34 P’$，W24 $P作为测定波长，Q,4 $P作为参比波
长，在酶标仪上测定各孔的光吸收值- 细胞增殖抑制
率 Z［ 3 a 实验组（ %Q,4 $P a %W24 $P）T本底对照组
（%Q,4 $P a %W24 $P）］Y 344\ -
3- 7- QR />染色观察细胞形态R 取指数生长期高转
移卵巢癌 /0.123456细胞，以 Q Y 34W 接种于 8Q PP
培养皿中，7W A贴壁后，加入 +".!"#$ 或 +".EIB 感染，
并设加 5CK为空白对照；病毒感染方法同 3- 7- W，7W
A后弃培养基，生理盐水漂洗，2Q4 PS T S乙醇固定 3Q
P’$，苏木素染色 8 b 34 P’$，自来水冲洗 Q b 1 P’$，
Q b 34 PS T S盐酸酒精分化数分钟，自来水冲洗 Q b 1
P’$，然后加温热水 Q b 34 P’$ 显蓝，自来水充分冲
洗，伊红复染 7 P’$，再次用自来水充分冲洗，普通光
学显微镜下观察-
3- 7- VR 细胞划痕试验R 取指数生长期高转移卵巢癌
/0.123456细胞，按 7 Y 34W T孔接种于 V 孔培养板，
用 M56N 3VW4 完全培养基孵育 7W A 后，用移液枪枪
尖在细胞培养基表面划一条痕迹（长约 7 GP），用
5CK洗 8 次后加入无血清 M56N.3VW4 培养基，病毒感
染方法同 3- 7- W，设加 5CK 为空白对照，继续培养 W1
A后镜下观察-
3- 7- ,R /%#GA*;887Q1 凋亡染色R 取对数生长期 /0.
123456细胞 7 Y 34W T孔接种于 V 孔板，病毒感染方
法同 3- 7- W，设加 5CK 为空白对照，W1 A 后用固定液
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固定 !" #$%，&’( 洗 ) 次，*+,-./011)23 染色 2 #$%，
荧光显微镜下观察4
统计学处理：本实验采用 (5( 34 " 统计软件进

行统计分析，用单因素方差分析（56785），! 9 "4 "2
表示差异有统计学意义4

!" 结果
!# $" %&’!"#$ 对 ()’*+$,-. 细胞体外转染效率的
测定 " 5:;"#$% 在体外感染人高转移卵巢癌 *7;
3<!"&=细胞具有较高的转染效率4 在 =7> ? !"" 时
可以达到 <"@以上（图 !）4

5：荧光显微镜观察绿色荧光蛋白的表达；’：同一视野下光学显微镜

观察4

图 !A 5:;"#$%（=7> ? !""）感染 *7;3<!"&= 细胞的效果A B
)""

!# ! " /012034 检测转染后 -567 蛋白的表达 "
C,/0,D% 印迹分析结果表明，5:;EFG 感染后的 *7;
3<!"&=细胞未见特异性条带；而 5:;"#$% 感染后的
*7;3<!"&=细胞，则见到特异性条带，而且 &0,%蛋白
表达量也较高（图 )）4

图 )A C,/0,D% ’H+0检测 &IJ6蛋白的表达

!# 8" %&’!"#$对 ()’*+$,-. 细胞增殖的影响 " 以
=7> ? !"" 病毒感染后 )K，K3，L) .，通过吸光度值计

算，5:;"#$% 的抑制率分别为（ 3<4 LM N !4 K<）@，
（<!4 !! N !4 13）@，（<)4 13 N !4 L3）@，而 5:;EFG 感
染组分别为（34 !K N )4 !M）@，（L4 3) N )4 1)）@，
（M4 !M N )4 3M）@，二者比较，差异有统计学意义（! 9
"4 "!）4
!# 9" %&’!"#$对 ()’*+$,-. 细胞形态的影响 " 重
组腺病毒 5:;"#$% 感染及非病毒感染（对照）的 1 组
*7;3<!"&=细胞，经 *J染色光镜下观察可见，正常
对照及 5:;EFG处理组细胞成片生长，细胞间隙紧密，
胞质舒展，核分裂现象明显4 5:;"#$% 处理组细胞则
细胞间隙变大，胞质红，核固缩，易见凋亡小体（图 1）4

5：&’(对照组；’：5:;EFG处理组；O：5:;"#$%处理组4

图 1A 5:;"#$% 感染对 *7;3<!"&= 细胞形态的影响 A *J B
K""

!# :" %&’!"#$ 对 ()’*+$,-. 细胞迁移能力的影响
" 重组腺病毒 5:;"#$% 感染后的指数生长期高转移
卵巢癌 *7;3<!"&= 细胞与对照组（ &’( 空白组和
5:;EFG组）比较，5:;"#$% 能有效地抑制 *7;3<!"&=
细胞的迁移（图 K）4
!# ;" %&’!"#$ 诱导 ()’*+$,-. 细胞凋亡" *+,-./0
11)23 荧光染色结果显示，重组腺病毒 5:;"#$% 感染
*7;3<!"&=细胞 K3 .后，5:;"#$% 感染组出现典型的
凋亡形态学改变，可见胞体缩小、胞浆浓缩、核染色质

聚集、核固缩，还可见膜包裹的凋亡小体4 而 &’(对照
组和 5:;EFG组的细胞均未发生形态学的改变（图 2）4

8" 讨论
随着分子生物学及分子遗传学的发展，癌基因的

激活和抑癌基因的突变失活，是目前较为公认的肿瘤

发生发展的重要原因之一4 本文研究的抑癌基因
"#$%，其突变和缺失常见于多种恶性肿瘤，与肿瘤的
发生发展有着密切关系4 目前普遍使用的肿瘤的基
因治疗方法是导入外源性野生型抑癌基因补充或替

代突变的抑癌基因4我们选用重组腺病毒载体导入抑
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!"，!#：$%& 对照组；%"，%#：!’()*+ 处理组；,"，,#：!’(!"#$ 处理

组；!"，%"，,"：" -；!#，%#，,#：感染后 ./ -0

图 .1 !’(!"#$ 对 23(/4#"$5细胞迁移能力的影响1 6 #""

!：$%&对照组；%：!’()*+处理组；,：!’(!"#$处理组0

图 71 !’(!"#$感染 ./ -后对 23(/4#"$5 细胞凋亡的影响1

289:-;<==>7/染色 6 >""

癌基因 !"#$，其极少发生插入突变，载体操作方便、宿
主广泛、容易繁殖，并具有携带外源基因容量大，可表

达接近翻译后成熟水平蛋白质等特点，已广泛用于多

种疾病的体内基因治疗0 国外报道的 !’(?@;A 系
统［4］除具有腺病毒载体的一般优点外，还具备以下

优点：!在细菌体内完成同源重组，重组效率高，周期
短；"利用含不同抗生素筛选重组子，简化了筛选工
作；#经重组的腺病毒带有 )*+ 基因，可直接通过荧
光显微镜监测病毒的生成，病毒滴度的测定和对宿主

细胞的转导效率的检测都较传统方法简便易行0 我
们利用 !’(?@;A腺病毒载体系统构建了携带野生型
!"#$ 基因的重组腺病毒，导入人高转移卵巢癌 23(
/4#"$5细胞，证实 !"#$ 基因在 23(/4#"$5 细胞中
能高效地表达0 通过 5BB比色检测，发现 !’(!"#$ 对
23(/4#"$5 细胞具有显著的增殖抑制作用，能有效
地抑制该癌细胞生长0 细胞划痕实验证明 !’(!"#$ 能
有效地抑制该癌细胞的迁移0 289:-;< ==>7/ 凋亡染
色结果也表明 !"#$具有诱导该癌细胞凋亡的作用0
本研究结果表明，携带野生型 !"#$ 基因的重组

腺病毒是一种高效的基因转移系统，能将 !"#$ 目的
基因转移到受体细胞中，对人高转移卵巢癌 23(
/4#"$5细胞产生强有力的生长抑制及凋亡诱导效
应，并能抑制该癌细胞迁移，为进一步的基因治疗卵

巢癌的研究奠定了基础0
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