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摘 要 为了研究腺病毒 @QSC!F 抑制 P33<CEE!$ 肝癌细胞裸鼠荷瘤的生长抑制及其作用机制，构建了重组腺病毒载体

872+4=5C$C8A.40TC<3%C@QSC!F（72C@QSC!F），经 ;+05 线性化后转染 UVQC!W67 细胞，多轮感染后收获高效价腺病毒重组病毒子。

用 P33<CEE!$ 肝癌细胞使 $" 只裸鼠致瘤，然后随机 )P 分成干预组、DCR; 组、72 组和 72C@QSC!F 组，进行抗肿瘤试验。四组均

使用瘤体内注射干预用药，$##!SX只：)P 组、72 组（$#E 8Y;）和 72C@QSC!F 组（$#E 8Y;）隔日一次，共注射 D 次；DCR; 组 !#!?XT?，连续

注射 D2。用药前、用药后 $ 周和 ! 周分别测皮下瘤体的长径（S）、短径（J），计算出瘤体体积，治疗开始后第 $D 天，将裸鼠脱颈

处死，摘取瘤体称重，计算出抑瘤率。显微镜观察细胞生长形态、免疫组化法测 04=84=+6 蛋白表达、ZD6 及 Z!E 核内抑癌基因表

达、<[6F 染色标记测定的 3%[ 及 %GKR 蛋白表达。与 )P 组比较，72C@QSC!F 组与 DCR; 组的抑瘤率分别为 "B\D!]（; ^ #\#$）和

"D\"F]（; ^ #\#$）；镜下：72C@QSC!F 组肿瘤组织的 04=84=+6 蛋白表达细胞数较其它 6 组呈显著性升高（; ^ #\#$），Z!E 核内抑

癌基因表达细胞数也较 )P 组明显增高（ ; ^ #\#$），<[6F 染色标记测定的 <[6F 及 %GKR 较 )P 组和 72 组明显减少（ ; ^
#\##$），ZD6 未见明显变化。结论 72C@QSC!F 可以显著抑制裸鼠 P33<CEE!$ 荷瘤的生长，其机制可能通过激活 04=84=+ 途径、上

调 Z!E 抑癌基因表达、抑制血管形成等多途径发挥抑瘤作用。

关键词 构建，72C@QSC!F，P33<CEE!$ 荷瘤，抑瘤，机制
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白 细 胞 介 素 +=（ FGD+=）又 名 0/-D,（0!.-(’0-
/&))!$!(B&-B&’(D-%%’H&-B!/ 3!(!），是人白细胞介素家族

的新成员，也是一种分泌蛋白，它有细胞因子的特

性，如过度表达，则表现为肿瘤生长抑制的作用。如

由腺病毒载体介导（C/DEFGD+=），它能通过多途径发

挥抑瘤作用，如诱导肿瘤免疫及免疫刺激作用［8，+］，

抑制肿瘤细胞生长和血管形成等，能杀伤多种培养

的肿瘤细胞如肺癌、乳腺癌、鼻咽癌及前列腺癌细

胞［<，=］，而且对正常细胞无不利作用［Q］。但应用 C/D
EFGD+= 对肝癌细胞的抑瘤作用研究国外研究不多，

国内也未见报道，本研究旨在探索 C/DEFGD+= 的构建

及其体内抑制肝癌生长作用，并探讨其部分作用机

制。

) 材料和方法

)*) 实验材料

#H;1C<76DEFGD+= 载 体、" 9 #$%& 菌 株 ;OQ!、

RSQ8T<、URFD+V<C 包装细胞、2NN:D,,+8 人肝癌细胞

株为本科室保存，!’#"和 !()"购自 1!M ?(3.-(/
R&’.-I 公司，*’%"、"#$W> 和 P= ;1C 连接酶、NNG>
逆转录酶购自 P-X-W- 公司，+’, ;1C 聚合酶购自上

海申能博彩生物技术有限公司，>?@A、*+,、*Q<、抗

活性型 :-%#-%!< 抗体检测试剂盒购自上海晶美公

司，:;<= 检测试剂盒购自深圳晶美生物公司。NPP
购自 2&30- 公司，引物合成及 W1C 抽提试剂盒由上

海 2-(3’( 完成。携带 @A* 标记基因的 #P$-HYD:N>
转移载体、#C/?-%LD8 腺病毒载体为复旦大学钟江教

授惠赠。EFGD+=［T］由本室保存，QD氟脲嘧啶注射液购

自江苏省南通精华制药有限公司。EFGD+= 基因引物

8 ：上 游：QZD:@:@P:@C:CP@CCPPPP:CC:C@C@@:D
<Z，下游：QZD:@:@CPCP::PC@C@:PP@PC@CCPPP:PD
<Z。EFGD+= 基 因 引 物 +：上 游：CP@@CPCP:CP@:
C@@@::CC@CCPP::C:PP；下 游 *+：@:C:P:@C@P
:C@C@:PP@PC@CCPPP:。细胞培养血清为 Q[小牛

血清 W*NFD8\=6；\ 周龄、体重 8V ] +83^只雄性 RCGR^
HD(4 裸鼠购自中科院上海实验动物中心；免疫组化

由苏州大学医学院病理教研室高年制老师协助完

成。

)*+ 实验方法

)*+*) 腺病毒载体构建：

（8）EFGD+= 转移载体质粒的构建：根据 EFGD+= 序

列合成引物 8，以本室构建的 #H;1C<76DEFGD+= 重组质

粒为模板，*:W 扩增 EFGD+= 基因和带有 @A* 标记基因

的 #C/P$-HYD:N> 经 *’%"、"#$W> 双酶切后，用胶回收

试剂盒回收目的片段，再由 P=;1C 连接酶连接过夜，

氯化钙法转化 ;OQ!感受态细胞，筛选 #P$-HYD:N>D
EFGD+= 基因重组质粒的阳性克隆，测序鉴定。

（+）重组腺病毒载体构建：将测序序列正确的

#P$-HYD:N>DEFGD+= 基因重组质粒用 !()"单酶切

线性化后，胶回收与 #C/?-%LD8 腺病毒载体氯化钙

法共转化 RSQ8T< 感受态，获得重组腺病毒载体，转

化 ;OQ!感受态细胞，C/DEFGD+= 转化子大量扩增。

)*+*+ C/DEFGD+= 病毒子的准备：将本室构建的重

组 C/DEFGD+= 感染单层贴壁的 URFD+V<C 细胞，次日

在荧光显微镜下观察荧光，= ] \/ 收集细胞悬液，

+666$^0&( 离心 Q0&(，细胞沉淀用无菌 12 洗涤 + ] <
次后，将 细 胞 悬 液 反 复 冻 溶 < 次，+666$^0&( 离 心

Q0&(，取上清，可获得高滴度重组病毒子（C/DEFGD+=）

于 _ T6‘保存。同法制备 C/ 病毒子空载体。病毒

效价的测定：将生长良好的 URFD+V<C 细胞经胰酶消

化后 计 数，稀 释 细 胞 浓 度 为 86Q 个^0G，然 后 以

866#G^孔接种于 V\ 孔板上。培养 +=E 后，收获的重

组病毒子再按 86_ =、86_ Q、86_ \、86_ , 稀释，每个稀释

度按每孔 866#G 接种，培养 8TE 后，荧光显微镜下，

对荧光计数，按公式：病毒效价 a（荧光数 b 86）̂相

应稀释度。

)*+*, 2NN:D,,+8 荷瘤裸鼠模型及抗肿瘤试验：将

处于对数生长期的 2NN:D,,+8 用 12 洗涤后经 +[
胰酶消化，并用无血清培养液稀释后以 8Q66$^0&( 的

速度离心 Q0&(，细胞计数后配成 +7Q b 86, ^0G。取

8V ] +83 \ 周龄雄性 RCGR^: 裸鼠，安尔碘消毒其右

前肢腋下，然后皮下注射 67+0G（Q b 86\）̂只，= 周后

肿瘤长至 Q00 左右时，将其随机分成 12 组、QDA4
组、C/ 组和 C/DEFGD+= 组，每组 = 只。三组均使用瘤

体内 注 射 干 预 用 药，866#G^只：12 组、C/ 组（8 b
86,#)4）和 C/DEFGD+= 组（8 b 86,#)4）隔日一次，共注射
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! 次；!"#$ 组 %&$’()’，连续注射 !*。用药前、用药后

+ 周、用药后 % 周分别测皮下瘤的长径（,）、短径

（-），按公式计算瘤体体积（. / , 0 -% (%），治疗开

始后的第 +! 天，将裸鼠脱颈处死，安尔碘消毒肿瘤

局部皮肤后，切开皮肤，摘取瘤体称重，计算出抑瘤

率，抑瘤率（1）/［+ 2 实验组平均瘤重（体积）(对照

组平均瘤重（体积）］0 +&&1。瘤体组织经 +&1福

尔马林固定过夜，常规石蜡包埋待用，做组织 34 染

色及组织免疫组化指标测定。

!"#"$ 治疗后肿瘤 34 染色结果判断：34 染色程

序按常规进行［5］。判断标准：肿瘤细胞如呈现体积

变小、细胞质浓缩、细胞核变小、染色质浓缩并凝结

成块，出现染色质沿核膜内侧排列的核边聚，甚至表

现为细胞核裂解形成凋亡小体（6787989:; <8*:=>），则

判断为肿瘤细胞凋亡。

!"#"% 免疫组化：免疫组化染色程序按免疫组化

?@ 法常规进行［5］。肿瘤 ;6>76>=A 蛋白表达、@!A 及

@%5 基因表达：BCAD 染色标记测定的 E.C 和 .4F#
蛋白表达计数方法：每张切片 D&& 倍光镜下观察 %
G A 个视野，共记数 +& 个视野进行统计分析。

!"& 统计学处理

用 ?@??H++I& 统计学软件包对本研究所有数据

进行多因素方差分析。

# 结 果

#"! 重组腺病毒质粒构建及质粒感染 ’()*#+&, 细

胞和 -../*00#! 细胞的鉴定

将获得的阳性克隆抽提质粒，经 @BJ 鉴定在

K&&<7 附近有目的条带（图 +）（引物 +）。7LM6;)"NO,"
%D 质 粒 和 空 载 体 7LM6;) 经 !"#!线 性 化 后，与

7P*=6>Q"+ 质粒共转化 RS!+TA 大肠杆菌，卡那霉素筛

选阳 性 克 隆。鉴 定 正 确 的 重 组 7P*=6>Q"+"7LM6;)"
BE."NO,"%D（P*"NO,"%D）质 粒，经 !$%!酶 切 后，用

,:78U=;96V:W= 转染 XRO"%YAP 细胞，% 日在倒置荧光显

微镜下可观察到的荧光，D G K* 后，收集细胞，反复

冻溶的重组病毒子经多轮感染后，检测效价达到 +&T

G +&Y7U$(V, 的重组病毒子于 2 T&Z冻存备用。JL"
@BJ 鉴定重组 P*"NO,"%D 质粒感染 XRO"%YAP 细胞情

况，在 !&&<7 附近有目的条带（引物 %）（图 %）。P*"
NO,"%D 感染的 ?EEB"55%+ 细胞经 JL"@BJ 产物琼脂

糖凝胶电泳后显示，在 !&&<7 位置可观测到一条特

异性条带（引物 %），而未感染基因的 ?EEB"55%+ 细

胞对照组中未出现预期条带（图 A），说明 P*"NO,"%D
在 ?EEB"55%+ 细胞已获成功表达。

图 + 7LM6;)"O,"%D 重组质粒的鉴定

#:’[+ 4\7M=>>:8W 8U 7LM6;)"O,"%D
+：@BJ 7LM6;)"O,"%D；E："C]P (&’(*# ^ )%*J! V6M)=M [

图 % JL"@BJ 鉴定重组病毒子转染 XRO"%YAP 细胞

#:’[% 4\7M=>>:8W 8U P*"NO,"%D 8W XRO"%YAP <Q JL"@BJ
+：P*"NO,"%D；%：P*；E：C]P V6M)=M [

图 A JL"@BJ 鉴定 P*"NO,"%D 转染 ?EEB"55%+ 肝癌细胞

#:’[A 4\7M=>>:8W 8U P*"NO,"%D 8W ?EEB"55%+ 3BB <Q JL"@BJ
E：C]P V6M)=M；+：P*"NO,"%D；%：P*[

#"# 抑瘤效应

实验成功建立了裸鼠 ?EEB"55%+ 肝癌实体模

型。研究结果显示：P*"NO,"%D 组和 !"#$ 组与 ]? 组

和 P* 组比较，治疗 + 周、% 周后的肿瘤体积有显著

性差异（! _ &I&+），前两组的抑瘤率明显高于 ]? 组

和 P* 组（! _ &I&+）（表 +）。% 周处死后，取出的肿

瘤重量也得到同样的结果（ ! _ &I&&+）（表 % 和图

D）。P*"NO,"%D 组和 !"#$ 组都有明显抑瘤作用，组间

5%Y汪小华等：腺病毒介导 NO,"%D 抑制裸鼠肝癌荷瘤生长及其机制研究







是导致肿瘤细胞异常增殖的机制之一。!"#$%&#’(
干预后的 )**+#,,’- 肿瘤细胞 .’/* 被抑制，而 !"#
$%&#’( 诱导的 .’/* 抑制与 +01 抑制剂 2’, 的表达

有关［-3］。同时 2’, 一个有效的 .- 期阻断剂，同时

能诱导凋亡的抑癌基因［-(］，本研究结果提示，!"#
$%&#’( 可促进 )**+#,,’- 肝癌细胞 2’, 蛋白的表

达。至于 !" 组的 2’, 蛋白表达增加之原因，本研究

尚未进一步探讨。

!"#$%&#’( 抑制 )**+#,,’- 肝癌血管形成：新生

血管 形 成 是 肿 瘤 细 胞 生 长、侵 袭 和 转 移 的 基 础，

456"789 等［-:］研究认为，实体肿瘤的生长期可分为

无血管的侵袭前期和血管化的侵袭生长期。在侵袭

前期肿瘤细胞呈单克隆性增殖，主要靠扩张取得营

养，当实体肿瘤直径大于 ’77 时，其中心部位和肿

瘤的生长需要由血管来提供氧和营养物质，否则将

发生缺氧和坏死［-;］，为了保持恶性肿瘤无限制侵袭

性生长，肿瘤必须依赖持续和广泛的新血管形成。

近年来，+03( 是血管内皮细胞表面的糖蛋白，也是

肿瘤血管形成重要的调节因子，在实体瘤中表达增

加［-,］，可被用作血管内皮细胞特异性标记物，应用

+03( 抗体通过免疫细胞化学染色方法测量肿瘤内

微血管密度来估计肿瘤患者的预后［-<］。=>.4 对新

生血管的形成也起了重要作用，同时可促进肿癌细

胞向正常组织扩散［-?］。本组研究显示，!"#$%&#’( 可

明显抑制 )**+#,,’- 实体瘤内 +03( 及 =>.4 蛋白

的表达，与 @) 组相比，两者呈现显著性差异。

本研 究 发 现，!"#$%&#’( 可 以 显 著 抑 制 裸 鼠

)**+#,,’- 荷 瘤 的 生 长，其 机 制 可 能 通 过 激 活

A8BC8BD 途径诱导细胞凋亡、促进 2’, 抑癌基因表达、

抑制血管形成等多途径发挥抑瘤作用，有望成为临

床治疗肝癌的基因治疗药物之一。
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