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ＴｅｔＯｎ调控自杀基因治疗系统对
乳腺癌细胞的 ＤＮＡ损伤效应
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［摘要］　目的：研究重组腺相关性病毒（ｒＡＡＶ）介导的含有 ＴｅｔＯｎ调控元件的 ＨＳＶＴＫ／ＧＣＶ自杀基因
调控治疗系统对人类乳腺癌细胞株 ＭＣＦ７ＤＮＡ损伤的影响及损伤应答的分子机制。方法：彗星实验检测
ＨＳＶＴＫ／ＧＣＶ自杀基因治疗系统对ＭＣＦ７ＤＮＡ损伤的影响，并对主要的ＤＮＡ损伤应答的相关活性基因和表
达蛋白进行ＲＴＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检测，分析其表达变化情况。结果：与各对照组相比，实验组ＭＣＦ７细胞
的彗星实验结果有明显的彗星拖尾现象，ＤＮＡ损伤应答的相关活性基因和活性蛋白（如ＡＴＭ，ｐ５３和ｐ２７）的
表达水平产生了明显的差异，而ＣｙｃｌｉｎＥ和ＣＤＫ２的表达水平没有明显变化。结论：ＨＳＶＴＫ／ＧＣＶ自杀基因治
疗系统可以导致ＭＣＦ７的ＤＮＡ损伤反应，这种损伤反应可能是通过一种ｐ５３依赖的信号通路引起细胞阻滞
导致死亡。
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ＴｅｔＯｎ调控自杀基因治疗系统对乳腺癌细胞的ＤＮＡ损伤效应　李弘德，等

　　乳腺癌是人类常见的一种恶性肿瘤，也是女性
主要恶性肿瘤之一。自杀基因治疗作为一种新的

肿瘤治疗方法，受到了许多研究人员的关注。在多

种不同的自杀基因治疗系统中，目前研究最深入且

与肿瘤治疗关系最密切的是单纯疱疹病毒胸苷激

酶／丙氧鸟苷（ｈｅｒｐｅｓｓｉｍｐｌｅｘｖｉｒｕｓｔｈｙｍｉｄｉｎｅｋｉｎａｓｅ，
ＨＳＶＴＫ／ｇａｎｃｉｃｌｏｖｉｒ，ＧＣＶ）和胞嘧啶脱氨酶／氟胞
嘧啶（ＣＤ／ＦＣ）［１］。以 ＨＳＶＴＫ／ＧＣＶ为例，ＨＳＶＴＫ
引入肿瘤细胞后，ＴＫ编码的胸苷激酶将无毒的
ＧＣＶ磷酸化成有毒的三磷酸化 ＧＣＶ（ＧＣＶＴＰ），进
而掺入正在复制的 ＤＮＡ链中，导致复制提前终止，
杀灭癌细胞［２］。这种治疗方法的优点是具有“旁

观者效应”，通过这种效应，未被转导自杀基因

ＨＳＶＴＫ的肿瘤细胞也可以被杀死［３］。彗星实验

即单细胞凝胶电泳技术，是由 Ｏｓｔｌｉｎｇ和 Ｊｏｈｎｓｏｎ［４］

于１９８４年发明的，它可以灵敏地检测 ＤＮＡ单链断
裂，双链断裂，ＤＮＡ链内交联和碱性易变位点［５］，

是用于判断在单个细胞中 ＤＮＡ损伤程度和修复能
力的一种实验方法［６８］。彗星实验至今已经形成了

２种模式：Ｓｉｎｇｈ等［９］提出的碱性彗星实验用于检

测 ＤＮＡ单链断裂片段；Ｏｌｉｖｅ等［１０］将改进的中性彗

星实验用于检测 ＤＮＡ双链断裂片段。彗星实验的
工作原理是：真核细胞的生物膜在细胞裂解液的作

用下被破坏，细胞内的 ＤＮＡ、蛋白质及其他成分进
入凝胶，继而扩散到裂解液中，唯有核 ＤＮＡ仍附着
在剩余的核骨架上而留在原位。如果细胞未受损

伤，电泳中核 ＤＮＡ停留在核基质中，经荧光染色后
呈现圆形的荧光团，无拖尾现象。若细胞受到损

伤，在碱性 ｐＨ＞１３电泳液中，ＤＮＡ双链解螺旋且
碱变性为单链。单链断裂的碎片离开核 ＤＮＡ向阳
极迁移，形成拖尾。细胞核 ＤＮＡ受损伤越严重，产
生的断链或碱变性碎片就越多，电泳表现为彗星拖

尾现象越明显。通过荧光倒置显微镜观察有无彗

星，并用 ＣＡＳＰ彗星分析软件和 ＭｉｃｒｏｓｏｆｔＥｘｃｅｌ软
件获取和统计分析彗星数据来判断细胞 ＤＮＡ有无
受到损伤及损伤程度。近３０年来，在彗星实验技
术不断探索改进的过程中，人们对肿瘤细胞 ＤＮＡ
损伤和修复也开展了不少的研究，通过量化突变引

起的 ＤＮＡ损伤和修复，彗星实验已经用于评估癌
症发生的风险［１１］。本研究旨在用重组腺相关病毒

（ｒＡＡＶ）介导的含 ＴｅｔＯｎ调控元件 ＨＳＶＴＫ／ＧＣＶ
自杀基因调控治疗系统处理乳腺癌细胞 ＭＣＦ７，以
碱性彗星实验检测该系统是否造成 ＭＣＦ７细胞的
ＤＮＡ损伤。并结合ＲＴＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹等实验

技术，初步分析该系统导致 ＤＮＡ损伤的分子机制
及细胞周期调控通路，为 ＤＮＡ损伤反应的研究提
供相关的实验证据。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　细胞培养

人乳腺癌细胞株 ＭＣＦ７细胞来源于１位６９岁
高加索妇女乳腺癌（腺癌）患者胸膜渗出液中的癌细

胞，该细胞株由中南大学分子生物学研究中心保存。

培养体系为含 １０％小牛血清的 ＤＭＥＭ培养基，在
３７℃，５％ＣＯ２孵箱中培养。
１．１．２　主要试剂

正常熔点琼脂糖、低熔点琼脂糖和碘化丙啶 ＰＩ
购于美国 Ｓｉｇｍａ公司；ＤＭＥＭ干粉和小牛血清购于
美国 Ｇｉｂｃｏ公司；ｒＴａｑＤＮＡ聚合酶、ｄＮＴＰ和 λＤＮＡ
ＨｉｎｄⅢ Ｍａｒｋｅｒ购于中国大连宝生物工程有限公司
（ＴａＫａＲａ）；ｒＡＡＶ／ＴＲＥ／ＴｅｔＯｎ／ＨＳＶＴＫ为本实验
中 心 构 建；细 胞 裂 解 液 （２．５ ｍｏｌ／Ｌ ＮａＣｌ，
１００ｍｍｏｌ／ＬＮａ２ＥＤＴＡ，１％十二烷基肌氨酸钠，
１０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓｐＨ１０．０，使用前加 １％ ＴｒｉｔｏｎＸ
１００，１％ ＤＭＳＯ）；解 旋 液 （１ ｍｍｏｌ／Ｌ ＥＤＴＡ，
３００ｍｍｏｌ／ＬＮａＯＨ，ｐＨ＞１３）；中和液（０．４ｍｏｌ／Ｌ
ＴｒｉｓＣｌ，ｐＨ７．５）。
１．１．３　抗体及引物

鼠抗人 ＡＴＭ和 ｐ２７单克隆抗体购于美国 Ａｂ
ｃａｍ公司；兔抗人磷酸化 ｐ５３（ｓｅｒ６）单克隆抗体、鼠
抗人ｐ５３单克隆抗体、山羊抗兔 ＩｇＧ和山羊抗鼠ＩｇＧ
均购于中国北京中杉金桥生物有限公司；兔抗人

ＣＤＫ２和ＣｙｃｌｉｎＥ单克隆抗体购于中国北京博奥森生
物技术有限公司。各蛋白编码基因引物由上海英俊

生物技术有限公司合成，引物序列见表１。
１．２　彗星实验

把待处理的 ＭＣＦ７细胞分为实验组和对照组，
实验组即ｒＡＡＶ＋Ｄｏｘ＋ＧＣＶ组，对照组包括ｒＡＡＶ＋
Ｄｏｘ组、ｒＡＡＶ＋ＧＣＶ组、ｒＡＡＶ组以及阴性对照（ＮＣ）
组；将乳腺癌细胞 ＭＣＦ７以４×１０４／ｍＬ的密度接种
于６孔板中，待细胞生长至对数期，用ｒＡＡＶ（病毒感
染滴度为 １．７×１０５／ｃｅｌｌ）感染乳腺癌细胞 ＭＣＦ７，
１２ｈ后加入终浓度为１μｇ／ｍＬ的ＴｅｔＯｎ调控元件的
诱导物ＤＯＸ，１２ｈ后再加入终浓度为４μｇ／ｍＬ的前
体药物ＧＣＶ，此后培养细胞４８ｈ。
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表１　各蛋白编码基因引物序列

Ｔａｂ．１　Ｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆｐｒｏｔｅｉｎｃｏｄｉｎｇｇｅｎｅｐｒｉｍｅｒｓ

蛋白 引物 退火温度／℃

ＡＴＭ 上游５′ＣＧＧＧＡＴＣＣＡＧＣＴＡＴＴＴＧＧＴＴＴＧ３′ ５７

下游５′ＣＧＧＡＡＴＴＣＡＣＡＣＣＴＴＣＡＡＣＡＣＣＣＧＴＡＡＴ３′

Ｐ５３ 上游５′ＴＣＣＣＴＧＴＴＧＧＴＣＧＧ３′ ５９

下游５′ＧＧＧＡＧＧＣＡＡＡＧＧＣＴ３′

Ｐ２７ 上游５′ＣＧＡＣＴＧＡＧＡＴＧＧＧＣＴＡＡＴＧＧ３′ ４６

下游５′ＴＧＧＴＡＧＡＡＡＴＣＴＧＴＣＡＴＧＣＴＧＧＴ３′

ＣＤＫ２ 上游５′ＧＡＴＧＣＴＧＴＴＧＴＡＡＴＴＴＣＣＴＧ３′ ４９

下游５′ＣＡＴＡＣＴＧＡＧＴＧＴＣＡＣＣＧＴＴＧ３′

ＣｙｃｌｉｎＥ 上游５′ＧＧＧＴＡＴＣＡＧＴＧＧＴＧＣＧＡＣＡＴ３ ４７

下游５′ＡＣＴＴＴＧＣＣＴＧＴＴＴＧＡＴＧＣＣＡ３′

βａｃｔｉｎ 上游５′ＡＧＴＴＧＣＧＴＴＡＣＡＣＣＣＴＴＴＣ３′ ５５

下游５′ＡＧＴＧＧＧＧＴＧＧＣＴＴＴＴＡＧＧＡ３′

彗星实验根据 Ｏｌｉｖｅ等［１２］描述方法并适当改进

后进行。１）制备单细胞悬液。４℃胰酶消化处理各
组的 ＭＣＦ７细胞，用 ４℃的 ＰＢＳ冲洗下来收集于
１．５ｍＬＥｐｐｅｎｄｏｒｆ管，并轻轻吹打；１５００ｒ／ｍｉｎ离心
５ｍｉｎ，离心后用 ４℃的 ＰＢＳ洗 ３次，每次洗后以
９００ｒ／ｍｉｎ短时低速离心去除细胞碎片，重悬 ＭＣＦ７
细胞；细胞计数并调整细胞浓度为 ５×１０５／ｍＬ。整
个过程尽量在 ４℃进行。２）制胶板。取 １００μＬ
０．５％普通熔点琼脂糖凝胶滴于 ４℃预冷的特制载
玻片上，用盖玻片压平胶面，制备第１层胶；将３７℃
０．７％ 的低熔点琼脂糖凝胶与制备好的单细胞悬液
混匀，细胞密度为 ５×１０４／ｍＬ，取 ８０μＬ混合液滴于
第１层胶上，迅速用盖玻片压平，于４℃冷却１５ｍｉｎ
后小心移除盖玻片制备第２层胶（本实验采用２层
胶，而非传统的“三明治式”胶板）。３）裂解。胶板
于 ４℃的细胞裂解液避光裂解 ２～１２ｈ。４）解旋。
胶板于４℃的解旋液中解旋３０ｍｉｎ。５）电泳。胶板
于４℃的新鲜配置电泳缓冲液（即解旋液）中２５Ｖ，
１５０ｍＡ下电泳 ２０ｍｉｎ。６）中和。胶板于中和液
（０．４ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ，ｐＨ７．５）中和１５ｍｉｎ。７）染色。待
胶板自然晾干，用１００μｇ／ｍＬ的 ＰＩ滴于胶板上，并
用干净的盖玻片封片，避光染色 ２～１６ｈ。８）观察。
用倒置荧光显微镜绿色激发光（激发波长５６７ｎｍ，
阻挡波长５９０ｎｍ）激发 ＰＩ显色，于镜下观察并摄取
图像。

１．３　彗星实验结果分析
每样本随机选取１００个细胞，用 ＣＡＳＰ软件处

理彗星实验图片，得出各处理组的实验数据。彗距

为彗星头部中心距彗尾末端的距离，彗尾面积百分

率为彗尾面积／（头部面积 ＋彗尾面积），彗距、彗尾
面积百分率越大表明ＤＮＡ损伤水平越高。
１．４　半定量ＲＴＰＣＲ

将培养的ＭＣＦ７细胞以４×１０４／ｍＬ的密度接种
于细胞培养瓶中，按照１．２中所述进行实验分组及处
理细胞后，分别提取 ｒＡＡＶ＋Ｄｏｘ＋ＧＣＶ组、ｒＡＡＶ＋
ＧＣＶ组、ｒＡＡＶ＋Ｄｏｘ组、ｒＡＡＶ组及阴性对照（ＮＣ）组
的总ＲＮＡ。测定浓度后，取等量的总ＲＮＡ在４２℃反
转录１ｈ，生成 ｃＤＮＡ；之后，根据不同的引物的退火温
度按照９４℃，５ｍｉｎ预变性；９４℃变性３０ｓ，退火３０ｓ，
７２℃延伸６０ｓ（３２个循环）；７２℃总延伸１０ｍｉｎ，进行
ＰＣＲ反应。得到的 ＰＣＲ产物进行琼脂糖凝胶电泳，
在凝胶成像系统中观察并摄取图像。

１．５　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹
将培养的ＭＣＦ７细胞以４×１０４／ｍＬ的密度接种

于细胞培养瓶中，按照１．２中所述进行实验分组及
处理细胞后，提取各组细胞总蛋白质。Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹
具体步骤如下：取等质量的各组蛋白质与５×ＳＤＳ混
匀，热变性５ｍｉｎ后点样；用 ＢｉｏＲａｄ电泳仪在６０Ｖ
和浓缩胶中电泳１ｈ，之后在１００Ｖ和分离胶中电泳
２～４ｈ（ＡＴＭ蛋白分子质量为３５０ｋＤ，ＳＤＳＰＡＧＥ凝
胶电泳采用 ７．５％ 的分离胶，同样的电压下电泳
６ｈ）；ＢｉｏＲａｄ湿转膜仪在８０Ｖ，２００ｍＡ条件下转膜
２～３ｈ（ＡＴＭ蛋白转膜 ６ｈ）；用含３％ 脱脂奶粉的
ＴＢＳＴ溶液４℃封闭２～１６ｈ；用含３％ 脱脂奶粉的
ＴＢＳＴ溶液适当稀释一抗，４℃ 孵育过夜；用含３％ 脱
脂奶粉的ＴＢＳＴ溶液适当稀释二抗，室温孵育１．５ｈ；
用 ＥＣＬ发光试剂盒对 ＰＶＤＦ膜蛋白信号曝光显色，
ＩｍａｇｅＱｕａｎｔ３５０化学发光系统照像保存实验图片。
１．６　统计学处理

用ＭｉｃｒｏｓｏｆｔＥｘｃｅｌ软件进行单因素多变量方差
分析，得出各处理组的彗矩（μｍ，ｃｏｍｅｔｍｏｍｅｎｔ，ＣＭ）
和彗尾面积百分率（％，ｔａｉｌａｒｅａ／ｃｏｍｅｔａｒｅａ）的统计
学分析结果，比较各组变量之间的差别；用 Ｍｉｃｒｏｓｏｆｔ
Ｅｘｃｅｌ软件对ＤＮＡ损伤反应相关的基因和蛋白表达
的情况进行计量资料的单因素多变量方差分析；Ｐ＜
０．０５表示差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　彗星实验结果
ｒＡＡＶ＋ＤＯＸ＋ＧＣＶ组产生了明显的拖尾现象
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（图１Ａ），而ｒＡＡＶ＋ＤＯＸ组，ｒＡＡＶ＋ＧＣＶ组，ｒＡＡＶ
组和阴性对照（ＮＣ）组基本不出现彗星拖尾现象；

ｒＡＡＶ＋ＤＯＸ＋ＧＣＶ组的彗矩和彗尾面积百分率远
大于各对照组（Ｐ＜０．０５，图１Ｂ）。
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图１　彗星实验示ＤＯＸ诱导下ＧＣＶ处理ＭＣＦ７细胞引起的ＤＮＡ损伤情况。Ａ：彗星实验结果图（×４００）；Ｂ：彗矩和

彗尾面积百分率数据统计分析直方图（ｘ±ｓ，ｎ＝１００）。与各对照组比较，Ｐ＜０．０５。

Ｆｉｇ．１　ＣｏｍｅｔａｓｓａｙｓｈｏｗｉｎｇｌｅｖｅｌｓｏｆＤＮＡｄａｍａｇｅｏｆＭＣＦ７ｃｅｌｌａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｅｄｗｉｔｈＧＣＶｕｎｄｅｒｔｈｅｉｎｄｕｃｔｉｏｎｏｆ

ＤＯＸ．Ａ：Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｃｏｍｅｔａｓｓａｙ（×４００）；Ｂ：Ｂａｒｓｏｆｄａｔａｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌａｎａｌｙｓｉｓｏｆｃｏｍｅｔｍｏｍｅｎｔａｎｄｃｏｍｅｔｔａｉｌａｒｅａｐｅｒ

ｃｅｎｔａｇｅ（ｘ±ｓ，ｎ＝１００）．Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｓ，Ｐ＜０．０５．

２．２　半定量ＲＴＰＣＲ结果
实验组 ｒＡＡＶ＋Ｄｏｘ＋ＧＣＶ组与各对照组相比，

ＡＴＭ，ｐ２７和 ｐ５３基因的表达水平明显上调（Ｐ＜
０．０５，图２），而ＣｙｃｌｉｎＥ和 ＣＤＫ２基因的表达水平基
本维持不变（Ｐ＞０．０５，图２）。
２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹结果

乳腺癌细胞株 ＭＣＦ７经ｒＡＡＶ介导的含ＴｅｔＯｎ
调控元件的自杀基因治疗系统 ＨＳＶＴＫ／ＧＣＶ处理

后，与各对照组相比，损伤相关活性蛋白 ＡＴＭ，Ｐ５３
和Ｐ２７表达水平明显上调，ＣＤＫ２和 ＣｙｃｌｉｎＥ的表达
水平没有明显的变化（图３）；统计分析结果显示：实
验组与各对照组相比，ＡＴＭ蛋白、ｐｈｏｓｐｈｏＰ５３蛋白
和Ｐ２７蛋白表达明显上调，差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０５）；蛋白ＣＤＫ２和 ＣｙｃｌｉｎＥ表达水平没有明显的
变化（Ｐ＞０．０５，图４）。
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图２　ＲＴＰＣＲ示ＤＮＡ损伤相关基因的表达水平。经βａｃｔｉｎ校正分析后，ＲＴＰＣＲ结果数据分析直方图（ｘ±ｓ）。与各
对照组比较，Ｐ＜０．０５。

Ｆｉｇ．２　ＲＴＰＣＲｓｈｏｗｉｎｇｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＤＮＡｄａｍａｇｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｇｅｎｅｓ．ＢａｒｓｏｆｄａｔａａｎａｌｙｓｉｓｏｆＲＴＰＣＲｒｅｓｕｌｔｓｂｙ
ｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆβａｃｔｉｎ（ｘ±ｓ）．Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｓ，Ｐ＜０．０５．
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图３　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹示ＤＮＡ损伤相关蛋白的表达水平。
Ｆｉｇ．３　ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｓｈｏｗｉｎｇｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＤＮＡｄａｍａｇｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓ．
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图４　经βａｃｔｉｎ校正分析后，Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹结果统计直方图示 ＤＮＡ损伤相关蛋白的表达水平（ｘ±ｓ）。与各对照组比
较，Ｐ＜０．０５。

Ｆｉｇ．４　ＢａｒｓｏｆｄａｔａａｎａｌｙｓｉｓｏｆＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｂｙｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆβａｃｔｉｎ（ｘ±ｓ）．Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｓ，Ｐ＜
０．０５．

３　讨　　论

自杀基因疗法是基因治疗的策略之一，它通过

转基因的方法将哺乳动物不含有的药物酶基因转入

肿瘤细胞内，其表达产物可将无毒性的药物前体转

化为有毒性的代谢产物，影响细胞的生物合成，最终

导致细胞死亡。有效地控制外源基因的表达是基因

治疗应用于临床医疗工作面临的重大难题，Ｇｏｓｓｅｎ
等［１３１４］人建立和完善了用四环素（ｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅ，Ｔｃ）
来严密控制基因表达的一种高效、稳定、无毒的基因

表达调控系统，称为 ＴｅｔＯｎ基因表达调控系统。该
系统的特征是：利用原核调控元件在真核细胞中特

异的定量控制外源基因的表达。在 ＴｅｔＯｎ调控系
统中，当 ＤＯＸ存在时，可诱导目的基因的表达；当
ＤＯＸ从系统中除去后，目的基因转录关闭。本课题

组在前期工作中，利用 ｒＡＡＶ介导的含 ＴｅｔＯｎ调控
元件的 ＨＳＶＴＫ／ＧＣＶ自杀基因系统对乳腺癌移植
瘤裸鼠进行体外调控性治疗，通过 ＭＴＴ检测、裸鼠
荷瘤实验等方法证实了该自杀基因系统能够有效地

杀死乳腺癌细胞［１５１６］。通过进一步实验研究还发

现：该系统中治疗组肿瘤细胞大量阻滞于Ｓ期，同时
ｐ２１的表达上调，导致增殖细胞核抗原（ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｇ
ｃｅｌｌｎｕｃｌｅａｒａｎｔｉｇｅｎ，ＰＣＮＡ），ＣｙｃｌｉｎＢ和 ＣＤＫ１等在
细胞内的含量降低，使细胞周期进一步受阻。利用

全基因芯片检测该调控系统对乳腺癌细胞基因表达

谱的影响，结果显示：ｒＡＡＶ＋ＤＯＸ＋ＧＣＶ处理组细
胞相较于其他各处理组细胞２４６个基因表达上调，
６４个基因表达下调，其中与 ＤＮＡ复制、ＤＮＡ损伤与
修复相关的基因比较多，以及很多锌指结构蛋白（数

据未发表）。在本研究中，笔者结合基因芯片的结

果，采用彗星实验检测 ＨＳＶＴＫ自杀基因调控治疗
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系统对乳腺癌细胞 ＭＣＦ７ＤＮＡ损伤的影响。结果
发现：ｒＡＡＶ＋ＤＯＸ＋ＧＣＶ组处理的ＭＣＦ７细胞产生
了明显的拖尾现象，而其他４个对照组基本没有拖
尾现象产生。这表明在体外培养条件下，ＨＳＶＴＫ／
ＧＣＶ自杀基因 ＴｅｔＯｎ调控治疗系统会造成 ＭＣＦ７
细胞的ＤＮＡ损伤。彗星实验中的拖尾现象根据其
原理解释为检测出的 ＤＮＡ单链和双链断裂片段的
水平，研究证明 ＤＮＡ双链断裂是导致不可逆转的
ＤＮＡ损伤和细胞死亡的最危险的 ＤＮＡ损伤形
式［１７１８］。ＤＮＡ双链断裂片段能激活一系列 ＤＮＡ修
复相关的分子，包括 ＡＴＭ，ＡＴＲ和 ＤＮＡＰＫＣｓ［１７１９］。
之后ＡＴＭ和 ＡＴＲ分别磷酸化 ＣＨＫ１和 ＣＨＨＫ２，从
而激活被损伤的ＤＮＡ检测点通路，导致细胞周期阻
滞和ＤＮＡ损伤的修复［２０］。经过基因毒性或非基因

毒性应力信号如 ＤＮＡ损伤、异常生长信号的表达、
化学治疗性药物、紫外光等的作用，蛋白激酶 ＡＴＭ，
ＣＫ１，ＣＨＫ２等可分别使 Ｐ５３的 Ｎ端（Ｓｅｒ６，Ｓｅｒ９，
Ｓｅｒ１５，Ｓｅｒ２０，Ｓｅｒ２８等）及 Ｃ端一些氨基酸发生磷酸
化，并最终引起细胞生长阻滞、凋亡，或适应ＤＮＡ损
伤的存活［２１］。

通过选取基因芯片中的有关 ＤＮＡ损伤修复的
相关基因和表达蛋白进行 ＲＴＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹
检测和分析，发现与ＤＮＡ损伤有关的基因和蛋白表
达明显增高，如ＡＴＭ，ｐｈｏｓｐｈｏｐ５３和ｐ２７，而ＣｙｃｌｉｎＥ
和ＣＤＫ２的表达水平则基本没有变化。野生型 ｐ５３
基因是一种肿瘤抑制基因，对细胞的生长呈负调节

作用，其编码的蛋白是一种核磷酸蛋白质———Ｐ５３。
研究发现，Ｐ５３蛋白作为一种肿瘤抑制因子，可以通
过转录激活作用上调下游的信号蛋白，引起细胞周

期阻滞。通常情况下，ｐ５３是 ｐ２１主要的转录激活
者，ｐ２１的表达水平在Ｇ１期ＤＮＡ损伤的情况下会以
一种ｐ５３依赖的方式增加。Ｐ２７是一种与 Ｐ２１相关
的蛋白，作为一种 Ｇ１期转换的负调节因子，人们认
为Ｐ２７介导了ＴＧＦβ诱导Ｇ１期阻滞，而Ｐ２７在一定

程度上可与ＣｙｃｌｉｎＥ和 ＣＤＫ２结合相互作用［２２］。我

们知道，细胞周期的进程是通过一系列细胞周期蛋

白依赖性激酶（包括被称作 ＣＤＫｓ的催化亚基和被
称作Ｃｙｃｌｉｎｓ的激活亚基）进行调节的，有序的细胞
周期进程需要不同的周期蛋白及其依赖性激酶的组

合在适当的时间激活和失活。还有一系列的蛋白被

描述成细胞分裂的抑制因子，其中包括 Ｐ２１和 Ｐ２７，
它们可以通过与 ＣｙｃｌｉｎＣＤＫ复合物的结合起到抑
制细胞周期转换作用的功能。据此推测，自杀基因

系统ＨＳＶＴＫ／ＧＣＶ导致乳腺癌细胞损伤效应的机
制可能是ＤＮＡ损伤激活损伤起始信号蛋白ＡＴＭ，进

而通过ＡＴＭ的磷酸化作用激活 ｐ５３的功能，并以一
种ｐ５３依赖的级联反应影响下游相关基因的表达水
平，即ｐ５３作为转录因子上调 ｐ２７的表达，ｐ２７通过
结合ＣｙｃｌｉｎＥＣＤＫ２复合物发挥抑制作用，从而导致
了由损伤应答引起的细胞周期阻滞，使细胞周期阻

滞于Ｇ１／Ｓ，从而杀灭乳腺癌细胞。这一分子机制的
研究从一个新的角度阐明了自杀基因治疗杀伤肿瘤

细胞的原理，也为我们寻找肿瘤治疗新途径提供了

一个新的思路和方法。
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欢迎订阅２０１２年《中南大学学报（医学版）》

《中南大学学报（医学版）》原名《湖南医科大学学报》，创刊于１９５８年，为教育部主管、中南大学主

办的医药卫生类综合性学术期刊。该刊已被美国医学文献分析和联机检索系统（Ｍｅｄｌｉｎｅ，Ｐｕｂｍｅｄ）及

其《医学索引》（ＩＭ）、荷兰《医学文摘》（ＥＭ）、美国《化学文摘》（ＣＡ）、ＷＨＯ西太平洋地区医学索引

（ＷＰＲＩＭ）、中国科学引文数据库（核心库）（ＣＳＣＤ）等国内外多家重要数据库和权威文摘期刊收录；是

中国科技论文统计源期刊、中文核心期刊及中国期刊方阵“双效”期刊；为“第２届、第３届中国高校精

品科技期刊”、“２００８年中国精品科技期刊”和湖南省“十佳科技期刊”。

本刊为月刊，国际标准开本（Ａ４幅面），每月月末出版。内芯采用进口亚光铜版纸印刷，图片彩色

印刷。定价２０元／册，全年２４０元。国内外公开发行。国内统一刊号：ＣＮ４３１４２７／Ｒ，国际标准刊号：

ＩＳＳＮ１６７２７３４７；国内邮发代号：４２１０，国外邮发代号：ＢＭ４２２；欢迎新老用户向当地邮局（所）订阅，漏

订或需增订者也可直接与本刊编辑部联系订阅。
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