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【摘+ 要】目的：研究 U-)K(*（L$$）I=C 重组腺伴病毒对人

E43K3<3#!胰腺癌细胞杀伤作用, 方法：构建 U-)K(*（L$$）

I=C，将其亚克隆于腺伴病毒载体中，经 $&* 细胞包装、扩增构

成具有感染性的重组腺伴病毒 IIS#U-)K(*（L$$）I=C，转染

人胰腺癌 E43K3<3#!细胞，经光镜下观察、E-- 比色试验、\X
染色实验及乳酸脱氢酶释放检测（AWJ），观察 IIS#U-)K(*

（L$$）I=C 对细胞的杀伤作用, 结果：光镜下可见随 IIS#

U-)K(*（L$$）I=C 感染 E43K3<3#!细胞时间延长，肿瘤细胞数

目明显减少；E-- 实验检测发现细胞存活率明显降低（/ Z
", "(）；流式细胞检测凋亡细胞数目较对照组及空病毒组增加

（/ Z ", "(）；AWJ 检测培养基中 AWJ 只有轻度增加（/ [
", "(）, 结论：重组腺伴病毒 U-)K(*（L$$）I=C 对胰腺癌细胞

有杀伤作用，并且是通过引起细胞凋亡而实现的,
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KL 引言

胰腺癌的发生发展与多种基因异常有关，其中

K(* 基因最受瞩目，这是因为 %"]的胰腺癌患者均有

K(* 的突变, 研究表明，野生型 K(* 基因与细胞周期

生长调节、细胞转化的调节、WUI 复制以及诱导细胞

程序性死亡有密切关系，腺病毒介导的天然 K(* 可以

抑制人胰腺癌肿瘤组织的生长并可诱导发生细胞凋

亡, 在多种肿瘤细胞中，K(* 蛋白由于突变而失活或

由于其他原因而受限，恢复其功能是肿瘤研究中的重

要目标［!］，但是近年来研究者已经阐明直接向肿瘤

细胞内转导野生性 K(* 的抗癌作用是有限的［$］，因

此抑制 K(* 的降解和挽救突变的 K(* 来治疗肿瘤成

为了新的研究热点,

ML 材料和方法

M, ML 材料 L K^1E#- 13?; 质粒购自 \@72.M3 公司；

K_S$$"#U-) 质粒、腺伴病毒载体 KHHJ^#LES 由西

安华广生物工程有限公司提供；$&* 细胞（ 人胚肾细

胞）美国 I-LL 公司产品，西安华广生物公司复苏传

代；>\EX!’)" 培养基购自华美生物工程公司；E43#
K3<3#!细 胞 株 由 吕 毅 教 授 馈 赠；WE1E 购 自 美 国

^4B<7 公司；E-- 试剂购自华美生物工程公司；\X 试

剂购自 H4M23 公司；AWJ 试剂盒购自宝灵曼公司,
M, (L 方法

!, $, !+ 构建 IIS#U-)K(*（L$$）I=C+ " 采用非对

称引物 ‘ 模板法，根据 ^.=_3=R 提供的人 K(* *’!#*0$
位氨基酸 <WUI 序列及果蝇同源框序列 )*#(0 位氨

基酸的 <WUI，设计正、负向引物 ‘ 模板链，\L> 扩增

目的基因片段，回收的目的基因片段连接于 K^1E#-#
.3?; 载体，质粒转化细菌，阳性克隆筛选、酶切鉴定、
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序列测定正确后，大量制备酶切回收 !"#（$%%）&’(
片段；! 连接于 !)*%%+,-./ 质粒，转化细菌，阳性克

隆筛选、酶切鉴定、序列测定分析正确后，大量制备重

组质 粒 !)*%%+ 0 -./!"#（ $%%）&’(，回 收 -./!"#
（$%%）&’( 目的 12-& 片段；" 亚克隆于腺伴病毒载

体中，经 %3# 细胞包装、扩增、纯化及滴度测定构成具

有感染性的重组腺伴病毒 &&*,-./!"#（$%%）&’(4
54 %4 % 6 重组腺伴病毒感染 789!919,#细胞 6 $ 复

苏 789!919,#（!"# 变异）细胞株，挑选 "+:融合的细

胞 5+ 瓶，每瓶细胞数约为 5+ ; 5+" 个，5++ <= 细胞瓶

面积为 #+ 1<%；! 分别以 &&*,-./!"#（$%%）&’(（5
; 5+5+ !>? 0 次），&&*,空病毒（5 ; 5+5+ !>? 0 次）感染

789!919,#细胞；" &&*,-./!"#（$%%）&’( 和 &&*,
空病毒感染的细胞在 #@A "+ <= 0 = $B% 湿化室中孵

育 % C，移去感染液，加入含新鲜血清的 27D7，然后

继续孵育至 3E C，此间每 %/ C 换 5 次培养基4
54 %4 #6 &&*,-./!"#（$%%）&’( 对胰腺癌 789!919,#
细胞的杀伤作用6 $ 于转染 %/，/F，@% C 分别收集

转染后 789!919,#细胞及其培养基，光镜下观察 789,
!919,#细胞的形态变化，连续观察 @% C，记录并拍

片；! 7.. 比色试验：以每孔 5+# G 5+/ 个细胞接种

于 3E 孔培养板中，每孔体积 %++ %=，每孔加入 7..
试剂（" H 0 =）%+ %=，#@A继续培养 / C，终止培养，吸

去上清液，再加入 27IB（ 二甲基亚砜）5"+ %=，摇匀

5" <8’，使反应产物充分溶解，在发射波长为 /3+ ’<
的酶标仪进行测定4 细胞存活率 JK L . 0 $ ; 5++:，

其中 . 为处理孔 !/3+ ’<，$ 为对照孔 !/3+ ’<；" JM 染

色，流式细胞仪检测细胞凋亡、坏死情况；& 乳酸脱

氢酶（=2N）释放的测定，=2N 能催化乳酸生成丙酮

酸，丙酮酸与 %，/ O 二硝基苯肼反应生成丙酮酸二硝

基苯腙，在碱性溶液中呈棕红色，通过比色可求出酶

活力，通过对 =2N 测定可观察 &&*,-./!"#（$%%）

&’( 对细胞的杀伤作用4
统计学处理：实验结果以 " # $ 表示，统计分析

采用 IJII5+4 + 统计软件进行方差分析和 =I2,% 检

验，& P +4 +" 认为有显著性差异4

!" 结果

!# $ " %&’(’)’*!细 胞 的 形 态 变 化 " &&*,-./!"#
（$%%）&’( 感染 789!919,#细胞后 %/ G @% C，光镜下

连续观察到细胞皱缩，细胞间隙增宽，界限模糊，并随

时间延长，肿瘤细胞明显减少4 不处理或用空病毒感

染 789!919,#细胞，发现细胞形态无明显变化（图 5）4
!# !" ++,*-./(01（2!!）+34 对 %&’(’)’*!细胞的

杀伤作用 " &&*,-./!"#（$%%）&’( 感染 789!919,#

细胞 %/，/F，@% C，细胞存活率随作用时间延长逐渐

降低，分别为 %/4 /:，%54 ":，5/4 +:，与 &&*,空病

毒组（#+4 F:，@%4 @:，3"4 #:）及 未 处 理 对 照 组

（#/4 #:，@@4 3:，5++:）比较，/F C 及 @% C 均有统

计学差异（& P +4 +"）4

&：未处理 /F C；)：&&*,-./!"#（$%%）&’( 治疗 /F C；$：未处理 @%

C；2：&&*,-./!"#（$%%）&’( 治疗 @% C4

图 56 &&*,-./!"#（$%%）&’( 感染 789!919,#细胞的形态变

化6 ; %++

!# 1" 56 染色流式细胞仪检测细胞凋亡 56 染色" 流

式细胞仪检测发现 &&*,-./!"#（$%%）&’( 转染 789,
!919,#细胞 %/ C 后，未处理组凋亡细胞占（+4 %5 Q
+4 +%）:，空病毒组凋亡细胞占（+4 %" Q +4 +#）:，治

疗组凋亡细胞占（#4 3# Q +4 %%）:，说明 &&*,-./!"#
（$%%）&’( 治疗 789!919,#细胞 %/ C 后凋亡细胞增

多，与未处理对照组及空病毒组比较有统计学差异

（& P +4 +"）4
!# /" 789 释放的测定 " 随着 &&*,-./!"#（$%%）

&’( 对 789!919,#转染时间的增加，培养基中 =2N 逐

渐增加，但与空病毒组及未处理对照组间无差异（&
R +4 +"，表 5）4

表 56 &&*,-./!"#（$%%）&’( 转染 789!919,#后 =2N 释放量

（’ L /，’S9( 0 =，" # $）

组别
处理时间（C）

%/ /F @%

&&*,!"#$,&’( 治疗 %/+4 +/ Q "+4 F/ /#+4 +3 Q 5"/4 #E "%#4 // Q 5@54 @+

&&*,空病毒 5EF4 +5 Q /@4 5F %#E4 @5 Q F54 F" %#E4 @5 Q F"4 F"

未处理 5+%4 53 Q #/4 #/ 5#E4 E3 Q @+4 +5 5@+4 F@ Q F"4 EF
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!" 讨论

随着对 !"# 蛋白的结构区的研究，发现 !"# 氨基

端肽及 !"# 羧基端肽在体外对人的肿瘤细胞均有明

显抑制作用［#］，但它们的抗肿瘤机制不同$ !"# 氨基

端肽形成的 % 螺旋结构，可直接导致 肿 瘤 细 胞 坏

死［&］；来自 !"# 核心区的结构肽，可以稳定 !"# 的结

构和恢复变异 !"# 诱导肿瘤细胞凋亡的功能$ !"# 羧

基端肽任意的盘绕结构能够穿过细胞膜，捆绑在细胞

内的靶目标上，引起细胞凋亡，它是选择性地诱导细

胞死亡，对正常细胞或非肿瘤细胞没有毒性，并且对

!"# 变异型的肿瘤细胞作用更强，尤其是当 !"# 羧基

端肽和 膜 渗 透 肽 嵌 合 后 可 以 有 效 增 强 抗 肿 瘤 作

用［"］$ !"# 羧基端肽的抗肿瘤作用是 !"# 依赖性的，

它是通过 ’()) * +,-!,-./0 途径特异的导介肿瘤细胞

的凋亡［1 2 0］，故通过转导 !"# 羧基端肽挽救 !"# 的功

能是一种新的方法$ 然而只利用生物短肽治疗肿瘤，

由于肽容易被降解需要反复多次注射，在体内的半衰

期较短，水溶性、稳定性差，生物利用度低，对在体肿

瘤不能达到有效浓度剂量$
细胞穿膜肽可有效将多肽、蛋白质分子及 )3(

片段，通过无受体介导、无耗能的方式，导入多种哺乳

动物细胞，并且细胞膜亲和性高，穿膜速度快，且在一

定浓度范围内不会造成细胞损伤［4］$ 穿膜肽可有效

将目的基因片段导入细胞内［56］，有望解决目前运用

病毒载体进行基因治疗时，转染效率低的主要问题，

具有较高的临床治疗价值，已应用于肿瘤细胞系、动

物移植瘤的治疗，为此我们在表达盒中设计了 (78 穿

膜肽［55］$ 基因转移载体的设计是基因治疗研究中的

一个关键，理想的体内基因转移载体应用有较好的细

胞靶向性、目的基因表达的可控性以及转移方法的简

单易行，以往在基因治疗的研究中，逆转录病毒，腺病

毒等载体应用较多$ 随着研究的深入，人们发现上述

载体由于自身的某些缺陷不能满足研究与治疗的需

要$ ((9 载体则避免了上述载体的缺陷，是近年来使

用的转导效率高的病毒载体，提高了转导效率，并能

感染分裂和非分裂细胞，适合肿瘤基因治疗［5:］$ 为

此本课题成功地将回收的嵌合 3;&!"#（<::）(78 +)/
3( 片段亚克隆于腺伴随病毒穿梭质粒 !%%=>/<?9
中，构建了重组质粒 !%%=>/<?9/3;&!"#（<::）(78$
应用斑点杂交试验检测重组病毒 ((9/3;&!"#（<::）

(78 的滴度为 : @ 5656 * AB$ 为了提高腺伴病毒载体

的转导效率，我们用了神经营养因子（3;&）信号肽，

引导肽与目的短肽相连接$

我们发现，((9/3;&!"#（<::）可导致肿瘤形态

变异，数目减少，证明了 ((9/3;&!"#（<::）(78 重组

腺伴病毒对胰腺癌细胞系 ?C,!,+,/!的杀伤作用；DE
流式细胞检测发现治疗组细胞凋亡较对照组增多；

B)= 检测结果显示随着 ((9/3;&!"#（<::）对 ?C,/
!,+,/!转染时间的增加，培养基中 B)= 逐渐增加，

但与空病毒组与未处理组间无差异$ B)= 测定是检

测细胞坏死情况的指标，表明重组病毒对细胞的杀伤

作用不是引起细胞坏死，而是细胞的凋亡，这同流式

细胞仪检测的结果一致$ 再次证实了 ((9/3;&!"#
（<::）(78 对胰腺癌细胞 ?C,!,+,/!有杀伤作用，并

且是通过引起细胞凋亡而实现的$
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［"］BC [，NI-,M N9，FO,7U8/N,QP DV，.8 ,M$ <IOO.M,8CI7 R.8S..7 LG/

UOI!LIRC+ !OI!.O8C.- ,7U .PPC+C.7+G IP +,OOC.O/A.UC,8.U A.ARO,7.
8O,7-UQ+8CI7 ,7U ,!I!8I-C- IP , !"# </8.OAC7,M !.!8CU.［ K］$ FCI/
+L.A FCI!LG- N.- <IAAQ7，:66:，:40（#）：&#4 2 &&4$

［1］’,MH. )，’C-L.O ?=，KQMC,7I NB$ %.M.+8CJ. 8O,7-+OC!8CI7 IP !"# 8,O/
T.8 T.7.- RG XC7+ PC7T.O/!"# )3( RC7UC7T UIA,C7 +LCA.O,-［ K］$
FCI+LCA FCI!LG- (+8,，:66&，5105（5）：5" 2 :Z$

［Z］;.OQG, W，?QO!LG (<，FQOMC7 ;，.8 ,M$ ’AI+/R,-.U +L.AC+,M -G7/
8L.-C- ,7U -.M.+8CJ. RC7UC7T 8I -Q!.O+ICM.U )3( IP 8L. !"# </8.OAC/
7,M -.TA.78 ,7U C8- !LI-!LIOGM,8.U ,7U ,+.8GM,8.U U.OCJ,8CJ.-［K］$ K
D.!8 %+C，:66&，56（0）：&Z4 2 &4#$

［0］%+LS,OX. %N，=I (，9I+.OI/(HR,7C (，.8 ,M$ E7JCJI !OI8.C7 8O,7-/
UQ+8CI7：U.MCJ.OG IP , RCIMITC+,MMG ,+8CJ. !OI8.C7 C78I 8L. AIQ-.［K］$
%+C.7+.，5444，:0"（#）：5"14 2 5"Z:$

［4］BC7UTO.7 ?\，=,MMROC7H ??，\MA]QC-8 (?，.8 ,M$ D,--,T. IP +.MM/
!.7.8O,8C7T !.!8CU.- ,+OI-- , LQA,7 .!C8L.MC,M +.MM M,G.O C7 JC8OI

［K］$ FCI+L.A K，:66&，#ZZ（5）：14 2 Z1$
［56］>O,88I7 KD，[Q K，>OCPPC8L KV，.8 ,M$ <.MM/!.OA.,RM. !.!8CU.- CA/

!OIJ. +.MMQM,O Q!8,H. ,7U 8L.O,!.Q8C+ T.7. U.MCJ.OG IP O.!MC+,8CI7/U./
PC+C.78 JCOQ-.- C7 +.MM- ,7U C7 JCJI［K］$ 3,8 ?.U，:66#，4（#）：#"Z
2 #1:$

［55］[IAIHC %，%LCOIL ’，?CHC 3，.8 ,M$ DI--CRM. .^C-8.7-. IP +IAAI7
C78.O7,MCX,8CI7 A.+L,7C-A- ,AI7T ,OTC7C7./OC+L !.!8CU.-［K］$ K FCI/
+L.A，:66:，:ZZ（&）：:&#Z 2 :&&#$

［5:］>,I >$ (U.7I/,--I+C,8.U JCOQ-.- Q7U.OTI -QR-8,78C,M .JQMQ8CI7 C7
!OCA,8.- UQOC7T 7,8QO,M C7P.+8CI7-［ K］$ DOI+ 3,8M (+,U %+C _%(，

:66#，566（56）：1605 2 1601$
编辑‘ 许昌泰
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