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【摘* 要】目的：观察重组反义 0,120 腺病毒（VH#VG0,120）对

急性早幼粒白血病 DO#0" 细胞周期及增殖的影响，探讨其作

用的分子机制, 方法：将 VH#VG0,120 与鱼精蛋白硫酸盐（SB=#
C3247. G?/@3C.）混合后转染 DO#0" 细胞，I-- 法观察细胞生长

曲线，流式细胞仪检测细胞增殖周期，X-#SLX 检测 0,120 转

录变化，免疫细胞化学检测 0,120 及增殖细胞核抗原（SLNV）

表达变化, 结果：VH#VG0,120 转染 DO#0" 细胞后，细胞生长受

抑，细胞周期呈现 Y! 期延长、E 期缩短，增殖指数逐渐下降，

出现大量凋亡细胞, 0,120 基因转录及表达下降，SLNV 表达

降低, 结论：VH#VG5#2<5 可使 DO#0" 细胞的生长减缓，增殖能

力降低，凋亡细胞增加, 其生物学活性与 DO#0" 细胞 0,120 和

SLNV 表达受抑有关,
【关键词】重组反义 0,120 腺病毒；0,120 基因；DO#0" 细胞；

细胞周期

【中图号】X%((, %!* * * 【文献标识码】V

%G 引言

在人急性早幼粒白血病 DO#0" 细胞中 0,120 基

因异常高表达是恶性肿瘤细胞维持生长的重要原因，

与急性早幼粒白血病的发展及预后关系密切［!］, 其

表达产物 0,120 通过对细胞周期素及生长相关靶基

因的调控使细胞持续增殖、分化障碍、凋亡受阻［$］,
我们利用重组反义 0,120 腺病毒转染 DO#0" 细胞，观

察细胞增殖及周期的变化，为重组反义 0,120 腺病毒

（3H.7=K4B?G .75=H47> 37C4G.7G. 0,120，VH#VG0,120）基

因治疗急性早幼粒白血病提供实验依据,

HG 材料和方法

H, HG 材料 G 鱼精蛋白硫酸盐为 O<296=2.H 公司产

品, VH#VG0,120，重组 %30,4 腺病毒（ B.5=2P4737C 3H.#
7=K4B?G .75=H47> %30,4，VH#%304）由 1! 和 1( 区缺失

的复制缺陷型腺病毒构建而成，分别为编码反义 0,
120 基因及 %304 基因的重组腺病毒载体，由中国医

学科学院肿瘤研究所分子肿瘤学国家重点实验室构

建, D1Z$&( 细胞（LXO#!’&%），为转化有腺病毒 1!
区的人胚肾细胞系，培养条件为 AI1I 高糖培养液，

含 !"" 2O [ O 胎牛血清, DO#0" 细胞为人急性早幼粒

白血病细胞，培养条件为 XSIR !0+" 培养液，含 !""
2O [ O 胎牛血清, 两者均在 (%\，’" 2O [ O LQ$ 饱和

湿度环境中培养,
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!! "# 方法

"! #! " $ 重组腺病毒的扩增、滴度测定及鉴定 $ 在

%&’#() 细胞中进行扩增! 将扩增后病毒以倍比法稀

释后，用 %&’#() 细胞进行滴度测定，取接近 "**+
细胞病变的病毒稀释度，按公式计算! 采用酚,氯仿

法在病毒液中提取病毒 -./，用反义 !"#$! 基因引物

及腺病毒基因 &#0 区引物进行 123 鉴定!
"! #! #$ 重组腺病毒对 %4,5* 转染效率的测定$ 转染

效率的检测采用重组腺病毒 /6,%&!’（ 含报告基因

%&!’）按感染强度（789:;<9;=;:> ?@ ;A@B=:;?A，CDE）："**
感染细胞，F* !4 无血清培养液中加入病毒液及鱼精

蛋白硫酸盐 )** 7G H 4 混合，室温下放置 "F 7;A 后，

加入 %4,5* 细胞中，)IJ，F* 74 H 4 2D# 培养 " K，加

入含 "** 74 H 4 胎牛血清 31CE "5L* 培养液继续培

养! LM K 后用 "* G H 4 多聚甲醛固定转染细胞! 加入

N,GO9 染液置于 )IJ 孵箱 # P L K，弃去上清，用 1QR
洗 # 次，显微镜下随机选 ) 个高倍视野，每视野计数

细胞，蓝染的细胞即 %&!’ 基因阳性细胞! 分别计算

蓝染细胞的百分率!
"! #! )$ /6,/S!"#$! 对转染 %4,5* 细胞 !"#$! 转录及

表达的影响$ 取转染后第 "，)，F 日细胞，提取并纯化

细胞系的总 3./，3./ 提取按 TU;<8UB（罗氏公司）试

剂说明! 3T,123 按 1U?7BGO 公司 /==BSS 3T,123 C,
C4V 逆转录试剂盒说明! 3T,123 条件：LMJ，LF 7;A
一个循环；(LJ，# 7;A 一个循环；(LJ )* S，F5J "
7;A，5MJ # 7;A L* 个循环；5MJ I 7;A 一个循环! "L
G H 4 琼脂糖凝胶电泳! 采用 ",:8089;A 为内参照!

123 引物序列：!"#$!（#F* 0<）：上游：FW,2T2T,
2//2X/2/X2/X222X,)W；下游：FW,22/XT2T2/X,
/22T/XTXX/,)W；",:8089;A（L"* 0<）：上游：FW,2T,
2/T2/2/XX2//XX//X/T,)W；下游：FW,TT//XXT,
//XTXT/XXTTXXX,)W! 转染后 )5 和 I# K 细胞涂

片，用丙酮固定! !"#$! 7/0（ 北京中山）的稀释度

"Y"**，对照组设为 /6,%&!’ 组，免疫细胞化学染色!
阳性判断采用常规标准!
"! #! L $ /6,/R!"#$! 对 %4,5* 细胞生长的抑制作用

$ 采用圆底 (5 孔板，每孔接种细胞 F*** 个，重组腺

病毒按 CDE："** 混合鱼精蛋白硫酸盐 )** 7G H 4 转

染细胞! 于不同时间点每孔加入噻唑蓝（CTT）溶液，

L K 后离心弃上清，另加入二甲基亚砜（-CRD）"F*
!4 振荡数分钟后酶标仪检测每孔吸光度（(）! 根据

时间及 ( 值绘制生长曲线!
"! #! F$ 流式细胞仪检测 /6,/S!"#$! 对 %4,5* 细胞

周期的影响$ 重组病毒转染细胞，分别取转染后 #，L
和 5 6 细胞，1QR 清洗，I** 74 H 4 乙醇固定，离心弃乙

醇后 1QR 清洗，加入 3./ 酶 )IJ作用 # K，加入碘化

丙啶（"** 7G H 4）"** !4 混匀置冰上 )* 7;A 后流式

细胞仪检测! 根据所得各周期细胞百分率代入下面

公式得出增殖指数（<U?9;@BUO:;?A ;A6BZ，1E）!

1E（+）[ R \ X#C
X* H X" \ X#C ]"**+

R，X*，X"，X#，C：2B99 <BU=BA:OGB ?@ R，X*，X"，X#，C
<KOSB UBS<B=:;^B9>!
"! #! 5 $ /6,/S!"#$! 对 %4,5* 细胞胞核增殖抗原的

影响$ 转染后 )5 和 I# K 细胞涂片，用丙酮固定! 小

鼠抗人 12./ 抗 体 EGX（ 武 汉 博 士 德）的 稀 释 度

"Y"**，对照组设为 /6,%&!’ 转染组，阳性判断采用常

规标准!
统计学处理：采用 R1RR M! * 统计软件对不同时

间点测得数据用重复测量方差分析进行总体分析，用

) 检验对各时间点的差别进行探索性分析!

"# 结果

"! !# 重组腺病毒滴度及鉴定# /6,/S!"#$!，/6,%&!’
重组腺病毒，经 #() 细胞繁殖后制备成病毒储存液!
倍比稀 释 法 测 定 重 组 腺 病 毒 滴 度 分 别 为 /6,/S!"
#$!：#! ) ] "*"# <@8 H 4，/6,%&!’："! ) ] "*") <@8 H 4! 提

取各重组腺病毒 -./，分别以腺病毒及反义 !"#$! 引

物进 行 123 鉴 定，/6,/S!"#$! 可 见 腺 病 毒 及 反 义

!"#$! 5*M 0< 扩增条带，/6,%&!’ 可见腺病毒 M** 0<
扩增条带!
"! "# 重组腺病毒的转染效率# 采用插入 %&!’ 报告

基因 /6,%&!’ 加入鱼精蛋白硫酸盐辅助转染，以 /6,
%&!’ CDE："** 分别转染 %4,5* 细胞! LM K 后进行 N,
GO9 染色，单独使用 /6,%&!’ 转染 %4,5* 细胞，转染效

率为（)F! ( _ )! )）+，/6,%&!’ \ 鱼精蛋白硫酸盐时

重组腺病毒对 %45* 细胞的转染效率（I(! M _F! I）+，

‘;G "$ /A:;,<U?9;@BUO:;^B B@@B=: ?@ /6,/S!"#$! ?A %4,5* =B99S
（* [ L，+ , -）
图 "$ /6,/S!"#$! 对 %4,5* 细胞增殖的抑制作用
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鱼精蛋白硫酸盐辅助转染可明显提高重组腺病毒对

!"#$% 细胞的转染效率（ ! & ’() (，" * %) %+，# & ’）)
!" #$ %&’%(!"#$! )*’+, 细胞生长的抑制$ ,,- 法

对 ./#$%&’，./#.0&()*& 感染 !"#$% 细胞生长情况进

行检 测，./#$%&’，./#.0&()*& 在 ,12：+%% 下 转 染

!"#$% 细 胞 第 3 4 $ 日，第 5 日 ./#$%&’ 与 ./#.0

&()*&组 + 值相差显著（ ! & +%) %6，" * %) %+）) 最大细

胞生长抑制率约为 5+7（89: +）)
!) -$ 细胞周期变化$ ;+ 期延长、< 期缩短，细胞阻

滞于 ;+ 期，增殖指数逐渐下降，出现大量凋亡细胞

（89: 3，-=> +）)

.：./#$%&’ 3 /；?：./#$%&’ ( /；@：./#$%&’ $ /；A：./#.0&()*& 3 /；B：./#.0&()*& ( /；8：./#.0&()*& $ /) 8CDE FGHDIJHKG =L=CG090 0MDEJ/ HM=H

./#.0&()*& =KKJ0HJ/ !"#$% FJCC0 9L ;% N ;+ OM=0J，KJ/PFJ/ < OM=0J =L/ 9LFKJ=0J/ =ODOHD090 K=HJ)

89: 3Q 8CDE FGHDIJHKG =L=CG090 DR !"#$% FJCC0 9LRJFHJ/ E9HM ./#.0&()*&
图 3Q ./#.0&()*& 转染 !"#$% 细胞后流式细胞仪分析细胞周期变化

表 +Q ./#.0&()*& 转染对 !"#$% 细胞周期分布的影响

-=> +Q @JCC FGFCJ /90HK9>PH9DL DR !"#$% FJCC0 9LRJFHJ/ E9HM ./#
.0&()*&

;KDPO
@JCC FGFCJ

;% N ;+ < ;3 S ,

T2

（7 ）

./#$%&’，3 / 3%) 3 U5) ( () ( ’3() (

./#.0&()*&，3 / (’) + (+) V +’) % VU) 6

./#$%&’，( / 36) U 56) 3 +’) + +U+) +

./#.0&()*&，( / 5+) V (%) $ U) $ 6+) %

./#$%&’，$ / (’) 3 (() 5 +3) ( +%+) 3

./#.0&()*&，$ / 5’) ( (+) + 5) $ UV) 3

<，;%，;+，;3，,：@JCC OJKFJLH=:J DR <，;%，;+，;3，, OM=0J KJ0OJFH9WJCG)

!" .$ %&’%(!"#$! 对 )*’+, 细胞 !"#$! 基因转录及

蛋白表达的的影响 $ 分 别 提 取 ./#.0&()*&（,12：
+%%）处理组 +，’，5 / 及对照组的细胞的总 XY.，进行

X- #T@X 分析，结果显示，在对照组 !"#$% 细胞中

&()*&基因 IXY. 转录水平表达较高，经 ./#.0&()*&
处理后 &()*& 基因 X-#T@X 扩增产物（35% >O）随时间

延长逐渐下降（89: ’）) 细胞免疫细胞化学染色方法

处理 ./#.0&()*&（,12：+%%）转染组及对照组 ’ / 的

细胞，可见对照组胞核及胞质内少量棕黄色颗粒) 多

数细胞 呈 阴 性 或 弱 阳 性 反 应) ./#.0&()*& 处 理 的

!"#$% 细胞胞核、胞质内棕黄色颗粒较对照组明显增

多) 阳性细胞数增加，强阳性细胞多见（89: ( .，?）)

,：AY. I=KZJK；+：@DLHKDC；3：+ /；’：’ /；(：5 /)

89: ’Q X-#T@X =L=CG090 DR J[OKJ009DL DR &()*& :JLJ 9L HMJ !"#$%

FJCC0 9LRJFHJ/ E9HM ./#.0&()*&

图 ’Q X-#T@X 分析 ./#.0&()*& 转染 !"#$% 细胞后 &()*& 基

因表达
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!" #$ %&’%(!"#$! 对 )*’#+ 细胞胞核增殖抗原的影

响$ 免疫细胞化学染色处理 !"#!$!"#$!（%&’：())）

组及对照组转染 * " 的细胞，可见对照组胞核及胞质

内大量棕黄色颗粒，多数细胞呈阳性或强阳性反应+
!"#!,!"#$! 处理的 -.#/) 细胞胞核、胞质内棕黄色颗

粒较对照组明显减少+ 阴性细胞数增加（012 3 !，4）+

!：-.#/) 5677, 18965:6" ;1:< !"#%&!’；4：-.#/) 5677, 18965:6" ;1:< !"#

!,!"#$!+

012 = > ?@AB6,,1C8 C9 !"#$! ABC:618 18 :<6 -.#/) 5677, 18965:6"
;1:< !"#!,!"#$!> D!4 E ()))
图 = > 免 疫 细 胞 化 学 染 色 分 析 !"#!,!"#$! 对 -.#/) 细 胞

!"#$!蛋白表达的影响

!：-.#/) 5677, 18965:6" ;1:< !"#%&!’；4：-.#/) 5677, 18965:6" ;1:< !"#

!,!"#$!+

012 3> ?@AB6,,1C8 C9 FGH! ABC:618 18 :<6 -.#/) 5677, 18965:6"
;1:< !"#!,!"#$!> D!4 E ()))
图 3> 免疫细胞化学染色分析 !"#!,!"#$! 对 -.#/) 细胞 FG#
H! 蛋白表达的影响

,$ 讨论

-.#/) 细 胞 系 的 !"#$! 基 因 通 过 同 源 染 色 区

（-$I）和双微体（D%$）等方式明显扩增，并出现高

水平的转录，其 JIH! 水平增加 (3 K *3 倍+ !"#$! 反

式激活区作用于靶基因特异性 DH! 序列（? 框）激活

细胞周期素基因及生长基因［*］，它还可以通过 ’8B 等

途径抑制生长抑制基因的表达，使细胞渡过 L M $ 期，

免于分化成熟及凋亡，进入无限增殖［=］+
反义核酸技术为抑制 !"#$! 异常高表达提供了

一个良好方法［3］+ 腺病毒载体具有遗传毒性低、宿主

细胞广、滴度高、装载容量大、既可感染增殖期细胞又

可感染静止期细胞等优势，已在临床基因治疗中得到

广泛 使 用［/］+ 本 实 验 重 组 反 义 !"#$! 腺 病 毒 采 用

!"#$!基因含有起始密码子第二外显子及其两侧部分

含内含子序列共 (+ 3* NO 片段与复制缺陷!型腺病

毒构建而成，实验证明具有抑制 !"#$! 表达的作用+
目前将重组反义 !"#$! 腺病毒用于早幼粒白血病细

胞的治疗实验尚未见报道+
多聚阳离子可与细胞表面带负电荷糖蛋白相互

吸引，将多聚阳离子与腺病毒载体混合可提高腺病毒

转染效率［P］+ 我们利用多聚阳离子复合物辅助重组

反义 !"#$! 腺病毒转染早幼粒白血病细胞，提高了载

体的转染效率，克服了腺病毒对早幼粒白血病细胞转

染效率较低的缺点，基因在细胞内表达稳定+ 实验观

察到 !"#$! 基因转录及表达受抑，细胞增殖变缓，出

现 L( M L) 期阻滞，增殖指数与对照组相比明显下降，

凋亡细胞增多+
FGH! 是核内酸性蛋白质，它的出现和细胞增殖

有关，从细胞周期 L( 期开始增加，$ 期 达高峰+ 对

FGH! 的研究表明，FGH! 可以作为细胞增殖的一个

指标［Q］+ 在急性白血病中，白血病细胞的增殖速度并

不快于相应的正常骨髓细胞，白血病细胞数目的增加

在于肿瘤细胞凋亡调节障碍+ FGH! 的表达和患者外

周血白细胞计数无关，而和骨髓中幼稚细胞百分率相

关，它反映的是处于增殖状态的白血病细胞+ 未转染

重组反义 !"#$! 腺病毒 -.#/) 细胞增殖旺盛，大量细

胞处于 $ 期，FGH! 阳性细胞在 R)S 以上，转染后

-.#/) 受抑 FGH! 阳性细胞明显减少，表明细胞增殖

能力降低+ 本实验通过重组腺病毒介导反义 !"#$! 基

因作用于早幼粒 -.#/) 细胞，观察到 !"#$! 基因表达

降低，转染细胞生长、增殖受抑，细胞大量凋亡+ 表明

!"#!,!"#$! 可能在白血病的基因治疗方面有良好的

应用前景+
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’( 实验资料( 逆转录病毒载体、细胞株 QG!EN，WRU!0! 和小

鼠乳腺癌细胞 (GNM> ^ AH7ME?> 由东南大学医学院遗传中心惠

赠/ 按常规方法扩增、抽提、纯化质粒 )WG 片段、回收 UH.74T
片段/ 在 0@ )WG ’5,*1% 的作用下，定向克隆入逆转录病毒载

体 K(WH( 中 H.@? 启动子下游的多克隆位点/ 重组质粒转化

=(E?B 菌后经克隆筛选、鉴定获重组质粒 K(WH74T7(/ 以脂质

体法将上述重组质粒 )WG 转染至逆病毒包装细胞 QG!EN/ 以

含 @?? 8, ^ ’ F@EM 的 )(\( 选择培养基培养 E@ :，获 F@EM 抗

性克隆 QG!EN ^ 4T 细胞 WRU!0! 细胞为靶细胞在 Q#29P&%+% 存

在条件下测定、计算病毒滴度/ 病毒滴度（-S_ ^ 8’）‘ 细胞克

隆平均数 a 病毒液稀释倍数/ 选择高滴度的病毒上清（ 含聚

凝胺 M?? 8,）转 染 (GNM> ^ AH7ME?>/ 以 F@EM 终 浓 度 为 M??
8, ^ ’ 的 )(\( 选择培养 E@ :，获 F@EM 抗性细胞 (GNM> ^ AH7
ME?> ^ 4T/ (GNM> ^ AH7ME?> ^ 4T 和 (GNM> ^ AH7ME?> 各 以 E/ ! a
E?@ 细胞数接种于 BD 孔板，加入 F-.，并使终浓度分别为 ?，

?/ ??E，?/ ?E，?/ E，?/ >A，?/ A，?/ NA，E，A，E?，A? 和 E?? 8, ^ ’，每

组设 ! 个复孔；!Nb，A? 8’ ^ ’ -c> 条件下细胞培养箱内培养，

N> I 后 以 (00 法 测 活 细 胞 数，计 算 各 孔 细 胞 存 活 率 ‘
［4实验组 ^ 4对照组 ］a E??d / 采用脂质体法，将逆转录病毒载体

FRW*4T 导入 QG!EN 细胞，命名为 QG!EN ^ 4T/ 根据 UH.74T 基因

设计的引物 Q-O 扩增产物大小为 @?@ PK/ 经 Q-O 扩增，载体

FRW*4T 和抗性细胞 QG!EN ^ 4T 细胞均出现阳性条带，而 QG!EN

细胞未出现相应条带/ 重组逆转录病毒转染后获 F@EM 抗性

克隆 (GNM> ^ AH7ME?> ^ 4T；体外传代 E? 代以上未见 F@EM 抗性

消失/ Q-O 检测，UH.74T 基因已整合至 (GNM> ^ AH7ME?> 细胞

基因组 )WG 中，有 @?@ PK 阳性条带，(GNM> ^ AH7ME?> 无 4T 条

带/ 当 F-. 浓度为 ?/ ??E 8, ^ ’ 时，(GNM> ^ AH7ME?> ^ 4T 细胞的

生长受到轻度抑制；当 F-. 浓度为 ?/ ?E 8, ^ ’ 时，(GNM> ^ AH7
ME?> ^ 4T 细胞的生长受到明显抑制；随着 F-. 浓度的递增，细

胞生长抑制程度越明显/ 当 F-. 浓度达 E? 8, ^ ’ 时，(GNM> ^
AH7ME?> ^ 4T 细胞生长受到完全抑制/ 而 (GNM> ^ AH7ME?> 细胞

才出现轻微的细胞毒性作用，细胞存活率为 BAd / 二者间差

异非常显著性（< e ?/ ?E）/ 说明 (GNM> ^ AH7ME?> ^ 4T 细胞在

F-. 攻击后生长明显受到抑制/

)( 讨论( 4T 基因是药敏基因疗法所应用的目的基因的一种/
疱疹病毒的 4T 基因与哺乳动物细胞内的 4T 基因不同，它可以

催化一些核苷类似物（+<32%#45:% *+*2#,1，W*1）的磷酸化，如

G-.，F-. 等［E，>］/ 终产物 W*10Q 可干扰、抑制宿主细胞 )WG
的合成，最终导致细胞死亡/ 因此，UH.74T 基因治疗有其独特

的优点/ 将外源基因转入靶细胞是基因治疗的基础和关键步

骤［!］/ 我 们 应 用 逆 转 录 病 毒 载 体 FRW*4T 转 染 包 装 细 胞

QG!EN，逆转录病毒经包装后可达到一定的产病毒滴度/ 在此

基础上如有条件进行超速离心、透析等纯化、浓缩处理，将有

可能提高病毒滴度到较高水平，从而满足今后临床治疗的需

要/ F-. 不仅可以诱导 (GNM> ^ AH7ME?> ^ 4T 细胞本身死亡，还

可诱导其周围的 (GNM> ^ AH7ME?> 细胞死亡，说明 UH.74T ^ F-.
系统存在旁观者效应［!］/
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