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[摘要 ]  目的 :通过构建含 CD/ TK 双自杀基因的重组腺病毒 , 探讨治疗肝细胞癌的途径。方法 : 目的基因 CD/ T K ,自真核载

体 pCEA-CD/ TK 中切出 , 亚克隆至腺病毒穿梭质粒中 , 构建成转移质粒 pAdtrack-CMV-CD/ T K , 经 Pme Ⅰ酶切后与

pAdeasy-1 质粒混匀共转化细菌 BJ5183 ,挑选克隆 pA d-CD/ TK ,经 PacⅠ酶切后转染 293 细胞 , PCR 鉴定后 ,在人肝癌细胞中

测定其感染效率并观察其体外对人肝癌细胞的作用。结果 : pAdtrack-CMV-CD/ TK 和 pAd-CD/ T K 经酶切鉴定正确 , pAd-

CD/ TK 转染 293 细胞 ,制备腺病毒后 ,发现其对人肝癌细胞有较高的感染效率 , 给予氟胞嘧啶后 ,发现被感染细胞能够被杀

死 ,并具有很高的旁观者效应。结论 :构建的含 CD/ TK 双自杀基因的重组腺病毒对人肝癌细胞有较高的感染效率 ,在体外观

察到对人肝癌细胞有较好的杀灭作用。
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ABSTRACT  Objective: To investiga te gene- therapy for human hepatocellular carcinoma with adenovirus vectors by double sui-

cide gene CD/ TK . Methods: Double suicide gene CD/ TK was libera ted from eukaryotic vectors pCEA-CD/ TK and subcloned

in to shut tle vectors , and the t ransfer plasmid pAdtrack-CMV-CD/ TK was formed afte r linear izing with Pac 1 . I t was recombi-

nated with pAdeasy-1 in bacteria BJ5183 . The identified adenovi rus p lasmid was digested by Pac1 and was t ransfected into 293

cells to pack the adenoviruses . After PCR determination , its tit re was measured , and the infection rate and efficacy were tested

in human hepatocellular carcinoma cells . Results: pAdtrack-CMV-CD/ TK and pAd-CD/ TK were tested by endonuclease diges-

tion . A d-CD/ TK was produced in 293 cells , and the human hepatocellula r carcinoma cells ( SMMC7721 ) infected by Ad-CD/

T K were killed af ter 5-FC was used , and bystander effects were observed . Conclusion: Recombinant adenoviruses with CD/ TK

fusion suicide gene have a high infection rate and efficacy for human hepatocellu la r carcinoma cells .
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①  原发性肝癌是最为难治的恶性肿瘤之一 , 手术

后复发和转移是治疗失败的主要原因。目前尚缺乏

有效的解决手段。我们探索用中药联合双自杀基因

胞嘧啶脱氨酶/ 单纯疱疹病毒 1 型胸腺嘧啶激酶基

因 ( CD/ TK ) ,并以缺陷型病毒为载体治疗原发性肝

癌。本实验进行重组腺病毒 Ad-CD/ TK 的构建 , 并

观察其体外对人肝癌细胞的杀灭作用。

1  材料与方法

1 .1  材料  293 细胞引自 ATCC 中心 ; 人肝癌细胞

SMMC7721 引自上海细胞生物学研究所细胞库 ;

BJ5183 菌株、穿梭质粒 pAdtrack-CMV 及腺病毒基

因组 pAdeasy-1 由 John Hopkins 肿瘤研究 中心

Ber t Vogelstein 教授惠赠 ; 含 CD/ T K 双自杀基因

的真核表达载体 pCEA-CD/ TK 引自中山大学医学

院法医学系 ; PacⅠ、PmeⅠ购于 NEB 公司 ; 氟胞嘧

啶 (5-FC)、氯化铯购于 Sigma 公司 ; HindⅢ和 EcoR

Ⅰ为 Boehringer Mannheim 公司产品 ; Lipofect A-
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MINE、DMEM 培养基为 Gibco 产品 ; 小牛血清、胎

牛血清购于四季青公司。

1 .2  方法

1 .2 .1  细胞培养  293 细胞用含 10% 胎牛血清的

DMEM 培养基在 37℃、5% CO2 条件下培养。人肝

癌 SMMC7721 细 胞用 含 10 % 小 牛 血 清 的 PR-

BI1640 培养基培养。

1 .2 .2  转移质粒 pAdtrack-CMV-CD/ TK 的构建

 目的基因 CD/ TK 自真核载体双酶切后 , 回收

2 .5 kb片段 , 与经同样酶切的穿梭质粒 pAdtrack-

CMV 加 T4 连接酶连接后 , 再加入 Klenow 大片段

补齐末端 ,加入 T4 连接酶连接后转化感受态细菌 ,

挑选克隆 ,酶切鉴定后抽提质粒备用。

1 .2 .3  重组腺病毒质粒 pAd-CD/ TK 质粒的构建

及鉴定  取 0 .1 μg 左右的 pAdtrack-CMV-CD/ TK

质粒 , PmeⅠ酶切后与 0 .1 μg 的 pAdeasy-1 质粒混

匀加入化学法制作的感受态细菌 BJ5183 中混合。

挑选克隆 ,根据琼脂糖电泳来比较质粒大小 , 选择合

适大小的重组腺病毒质粒 DNA , 经 PacⅠ酶切鉴定

正确后 ,再经 PCR 鉴定后 , 抽提 pAd-CD/ TK 质粒

DNA 备用。

1 .2 .4  重组腺病毒 Ad-CD/ TK 的包装、扩增和纯

化  重组腺病毒质粒载体 pAd-CD/ TK 质粒 DN A

经酶切后采用脂质体 Lipofect AMINE 介导 293 细

胞。于转染后不同时间在荧光显微镜下观察绿色荧

光蛋白 ( green fluorescent protein , GF P ) 表达状况 ,

了解腺病毒包装过程。待广泛的病毒蚀斑形成后 ,

将 293 细胞从培养瓶刮下 , - 20℃及 37℃反复冻融

3 次裂解细胞 , 离心后将含病毒的上清液重新感染

293 细胞 ,大量扩增病毒。

1 .2 .5  PCR 对重组腺病毒 Ad-CD/ T K 的鉴定  从

高滴度病毒原液中提取重组腺病毒 Ad-CD/ TK 基

因组 DN A 作为模板 ,用可扩增目的基因 CD 的引物

进行 PCR 反应 , 对腺病毒进行鉴定 , 扩增 CD 基因

的 引 物。 上 游 引 物 : GGGAA GCT TACCAT -

GTCG AATA ACGC TT TAC ; 下 游 引 物 : GGGG -

GAT CC TCCACGT T TGTTA AT CGATGGC。

1 .2 .6  重组腺病毒 Ad-CD/ T K 滴度测定  将病毒

原液按不同比例稀释 , 取 400 μl 稀释液加至 293 细

胞培养液中感染 4～6 h ,更换培养液后继续培养 18

～24 h , 于荧光显微镜下观察计数 GFP 阳性细胞

数 ,按下列公式计算病毒滴度 : 病毒滴度 = ( G FP 阳

性细胞数×病毒上清稀释倍数 )/ 0 .4。

1 .2 .7  重组腺病毒感染效率测定及体外对人肝癌

细胞的作用  人肝癌细胞按 2×106 接种于 6 孔板 ,

用感染强度为 0、1、10、50、100 pfu/ 细胞来感染人肝

癌细胞 , 24 h 后加入 100 μg/ ml 的 5-FC , 以不加前

药为空白对照 ,观察 GF P 阳性细胞数 , 4 h 后台盼蓝

染色 ,观察活细胞数目。

2  结  果

2 .1  转移质粒 pAdt rack-CMV-CD/ TK 的构建  

目的基因 CD/ TK 自真核载体 H indⅢ和 EcoRⅠ双

酶切后 , 回收 2 .5 kb 的片段 , 克隆到 pAdtrack-

CMV 的多克隆位点 , 经酶切鉴定正确。见图 1。

图 1  穿梭质粒 pAdtrack-CMV-CD/ TK 酶切电泳图

Fig 1  Electrophoresis identification of shuttle

plasmid pAdtrack-CMV-CD/ TK
1: pCE A-CD/ T K ; 2 : pCE A-CD/ T K H indⅢ/ Ec oRⅠ double dig es tion

( includ ing 2 .5 kb fragme nt of aime d ge nes a nd 5 .4 kb fra gment of

car rie r ) ; 3 : pCE A-CD/ T K Hind Ⅲ/ Bam H Ⅰ double d iges tion ( inclu-

ding a bout 1 . 3 kb fragme nt of CD a nd 6 . 6 kb fra gme nt ) ; 4 :

pAdt rac k-CMV-CD/ T K Bam H Ⅰ dig es tion ( 12 kb ) ; 5 : pAdtrac k-

CMV-CD/ T K HindⅢ/ Bam HⅠdouble digest ion( 6 kb , 5 kb , 1 .3 kb) ;

M : DN A mark er

2 .2  重组腺病毒质粒载体 pAd-CD/ TK 质粒的构

建和鉴定  转移质粒 pAdt rack-CMV-CD/ TK 经

Pme Ⅰ 酶 切 后 与 pAdeasy-1 质 粒 共 转 化 细 菌

BJ5183。挑选克隆 , 根据琼脂糖电泳来比较质粒大

小 ,选择合适大小质粒经 PacⅠ酶切出 1 个约 30 k b

的大片段和 4 .5 kb 片段得以鉴定 , 再经 CD 基因引

物 PCR 鉴定。见图 2。

2 .3  重组腺病毒 AD-CD/ TK 的包装、扩增和纯化

重组腺病毒质粒载体 pAd-CD/ TK 经脂质体 Lipo-

fect AMINE 介导转染 293 细胞。24 h 后一些细胞

发出绿色荧光 ,随着时间的延长 , 周围的细胞也发出

绿色荧光 ,形成集落。7～10 d 后大部分细胞都发出

绿色荧光 ,并变圆脱落。收集病毒 , 反复冻融 3 次 ,

取含病毒的上清液重新感染 293 细胞 , 大量扩增病

毒 ,最后经氯化铯超速离心纯化病毒。见图 3、图 4。

2 .4  重组腺病毒 Ad-CD/ TK 滴度测定  根据 GFP

计数测得的腺病毒滴度为 1×10
12

pfu/ L。
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图 2  重组腺病毒质粒 pAd-CD/ TK酶切电泳图

Fig 2  Electrophoresis identification of rAd

plasmid pAd-CD/ TK
1: pAdtrack-CM V-CD/ T K HindⅢ/ Bam H Ⅰdoubl e d iges tion ( 6 kb ,

5 kb , 1 .3 kb ) ; 2 : pAd-CD/ T K PacⅠdigest ion ( 30 kb and 4 .5 kb ) ;

3 : pAdeasy-1 PacⅠdiges tion (33 kb ) ; 4 : pAd-CD/ T K HindⅢ/ Bam H

Ⅰdoubl e dig estion ( including 1 .3 kb fragment of CD) ; M : DNA mark er

图 3  重组腺病毒质粒 Ad-CD/ TK 的 PCR 鉴定图

Fig 3  PCR identification of rAd plasmid Ad-CD/ TK
1: n eg at ive control ; 2 : r Ad ( 1 .3 kb ) ; M : D NA marker

图 4  重组腺病毒 Ad-CD/ TK 转染 293

细胞后的荧光相片

Fig 4  Fluorescence photo of 293 cells after

Ad-CD/ TK infection

2 .5  重组腺病毒感染效率的测定及体外对人肝癌

细胞的杀灭作用  Ad-CD/ TK ( 感染强度为 50 ) 感

染人肝癌 SMMC7721 细胞 24 h 后 , 60 % 的人肝癌

细胞表达绿色荧光 , 加入 5- FC ( 100 μg/ ml ) , 6 h 后

可见表达绿色荧光的人肝癌细胞被杀死。未加 5-

FC 组及未转染加 5- FC 组细胞未见杀死。将转染

CD/ TK基因的人肝癌细胞与亲代细胞按 5∶5 的比

例混合培养 , 不仅转染了 CD/ T K 基因的细胞被杀

死 ,而且亲代细胞也全部被杀死。

3  讨  论

1997 年 Freytag 等[ 1 ] 首先进行了 TK/ CD 融合

基因治疗脑胶质瘤的研究。体外实验产生了 3 倍的

协同效应 ,体内应用则治愈了 40% 的动物 , 残余肿

瘤的体积也大大缩小。 Ucker t 等
[ 2 ]

采用联合转染

H SK- TK 和 CD 基因的方法治疗肿瘤 , 产生全身性

免疫反应 ,说明 H SK-TK 和 CD 基因联合转染也能

产生协同效应。利用 TK/ CD 融合基因和放射治疗

大肠癌可取得满意疗效。黑色素瘤、小细胞肺癌、转

移性肝癌、脑胶质瘤等的研究证实双自杀基因的作

用 ,并发现双自杀基因对肿瘤细胞的有效杀伤作用

对于激活 T 细胞免疫至关重要。双自杀基因治疗

的放射增敏作用更强 , CD/ TK 基因治疗联合放疗

可选择性地增强对脑胶质瘤的杀伤作用。许道松

等
[ 3 ]

构建了由 H SK-TK 和 CD 基因组成的融合基

因表达载体 pCEA-CD/ TK , 体外实验显示由 CEA

启动子驱动 CD/ TK 基因表达可特异性杀死 CEA

阳性肿瘤细胞 ,其作用比单一自杀基因更强烈 , 并且

产生明显的旁观者效应。在本实验中 , 将转染 CD/

TK 基因的人肝癌细胞与亲代细胞按 5∶5 的比例

混合培养 ,不仅转染了 CD/ TK 基因的细胞被杀死 ,

而且亲代细胞也全部被杀死 , 显示了很强的旁观者

效应。

腺病毒载体通常由转移载体和腺病毒基因组载

体经同源重组产生 ,转移载体较小 , 可克隆入目的基

因 ,腺病毒基因组载体较大 , 依同源重组的方式不

同 ,腺病毒制备方法多种多样。传统的制备方法是

在 293 细胞内发生同源重组而产生病毒 , 重组效率

低 ,包装形成病毒克隆须经多轮筛选、鉴定和纯化 ,

费时费力。以后有许多改进方法。H e 等
[ 4 ]

的方法

是同源基因在细菌 BJ5183 内进行 , 使同源重组效率

提高 ,时间缩短 , 并且在病毒基因组中引入 GF P 报

告基因 ,方便病毒包装过程、病毒滴度及感染效率的

检测。Danthinne 等
[ 5 , 6 ]

则利用质粒非常适合克隆

36 kb 长的腺病毒基因组的特性 , 而使产生病毒的

速度大大提高 , 但成功率不高。Graham 等
[ 7 ]

最新
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的方法中 ,同源重组仍是在 293 细胞内进行 , 但引入

了重组蛋白 Cre-lox 体系 ,极大地提高了效率。

我们运用 H e 等 [ 4 ] 的方法 , 3 d 左右在荧光显微

镜下就能够知道病毒是否包装成功 , 病毒滴度的测

定仅需 1 d 时间 ,但也有缺点 , 因为同源重组是随机

进行的 ,所以克隆的挑选较费时。我们发现腺病毒

对人肝癌细胞有较高感染率 ,感染强度为 50 的情况

下可以感染 60%的人肝癌细胞 , 这就为以腺病毒为

载体治疗肝癌奠定了基础。

载体和基因是基因治疗的两根支柱。基因治疗

成功的前提是要有一种定向载体 , 能特异地通过其

受体与肿瘤细胞结合而感染肿瘤细胞。在完善的定

向载体出现之前 , 需要寻找更有效的策略弥补载体

转染效率不高的不足 , 如将几个基因构建在一个载

体里转染细胞以产生协同效应。为此我们以腺病毒

为载体 ,将 CD/ TK 联合转染 ,体外对人肝癌细胞显

示出较好的杀瘤作用 ,且表现出很强的旁观者效应。

重组腺病毒 Ad-CD/ TK 值得进一步研究。
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[收稿日期 ]  2003-06-18  [本文编辑 ]  黄文华  周庆辉

第五次全国中西医结合中青年学术研讨会征文通知

培养和造就中医、中西医结合科技人才 , 促进优秀青年科技人员成长是关系到我国中西医结合事业长远

发展的重大战略任务。为此中国中西医结合学会青年工作委员会定于 2004 年 7 月中旬在贵阳举办第五次

全国中西医结合中青年学术研讨会暨青年工作委员会工作会议。会议将安排特邀报告、大会报告和专题讨

论 ,并进行优秀论文评奖。现将会议征文有关事宜通知如下。

1  征文内容  ( 1) 中西医结合理论研究 ; ( 2) 中西医结合临床研究及进展 ; ( 3) 中西医结合基础及实验研

究 ; ( 4) 中西医结合临床、基础研究思路与方法 ; (5 )中药新药研究与开发 ; (6 )其他与中西医结合相关的内容 ;

(7 )全国中西医结合临床与药学研究学术研讨会征文仍然有效 , 并继续征文。

2  征文要求  ( 1) 来稿寄全文 (3 000 字以内 ) 和摘要 (800～1 000 字 )各 1 份。摘要应包括“目的、方法、

结果、结论”四部分 ,如属于综述、总结报告、理论探讨等方面的文章 , 其摘要应将主要内容表达清楚。无摘要

的论文恕不受理。 (2 )来稿请打印 , 并附软盘。如手抄 , 须字迹工整。稿件须加盖单位公章 , 并请自留底稿 ,

会议不负责退稿。 (3 )来稿请注明作者姓名、单位、邮编 ,如属国家或省部级课题者请注明。 ( 4) 来稿请寄北

京市海淀区西苑医院宋军收 ,邮政编码 : 100091。信封请注明“中青年学术会议征文”。也可发送电子邮件 ,

E-mai: junsong86@ sohu .com

3  截稿日期  2004 年 5 月 30 日 (以邮戳为准 )。本次会议可授予国家级继续教育学分 ,会议具体时间

及地点另行通知。

中国中西医结合学会

2003 年 10 月 28 日
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