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人成纤维细胞生长因子受体 2IIIc 及其突变型重组腺病

毒的获得和在乳腺癌细胞中的表达 

张勇仓 1，李丽玲 1,2，陈小佳 1，秦丽 1，郭淑军 1，刘兰 1，徐丽慧 1，洪岸 1 
1 暨南大学生物工程研究所基因工程药物国家工程研究中心 广东省生物工程药物重点实验室，广州 510632 
2 深圳市南山区慢性病防治院，深圳 518000 

摘   要 : 获得人成纤维细胞生长因子受体 2IIIc (FGFR2IIIc) 及其 S252W 突变型重组腺病毒，感染乳腺癌细胞

MDA-MB-231，为下一步研究 FGFR2IIIc 基因的功能和作用机制奠定基础。以本实验室保存的含 FGFR2IIIc 基因的质

粒为模板，PCR 扩增得到 FGFR2IIIc 基因，重叠延伸法 PCR 获得 FGFR2 IIIcS252W 突变型基因；分别将上述野生型和

突变型基因克隆至腺病毒穿梭质粒 pAdTrack-CMV 上，得到重组穿梭质粒 pAdTrack-FGFR2IIIc 和 pAdTrack- 

FGFR2IIIcS252W， DNA 测序证实。Pme I 酶切后分别与腺病毒骨架质粒 pAdEasy-1 共转化 BJ-5183 感受态细菌同源

重组，得到的重组表达质粒 Ad-FGFR2IIIc 和 Ad-FGFR2IIIcS252W Pac I 酶切线性化后转染 HEK293A 细胞进行重组腺

病毒的包装和扩增，通过 GFP 报告基因观察病毒表达情况。收集重组病毒颗粒并测定滴度，进一步感染乳腺癌细胞

MDA-MB-231，RT-PCR 和 Western blotting 方法检测目的基因的表达，3-(4,5-二甲基噻唑-2)-2，5-二苯基四氮唑溴盐(MTT)

法和流式细胞术分析细胞增殖情况。结果表明，成功构建了人 FGFR2IIIc 及其 S252W 突变型基因的重组腺病毒表达载

体，获得的重组腺病毒颗粒能高效感染 MDA-MB-231 细胞，并表达目的基因。MTT 结果显示 FGFR2IIIc 和 S252W 均

能抑制 MDA-MB-231 细胞增殖，S252W 抑制效果更加明显。流式细胞术表明 FGFR2IIIc 和 S252W 均能使 MDA-MB-231

细胞周期停滞于 G0/G1 期，抑制细胞增殖。 

关键词 : FGFR2IIIc，S252W 突变，腺病毒载体，MDA-MB-231 细胞  

Experssion of human FGFR2IIIc and its S252W mutant in  
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Abstract:  To study the functions of human Fibroblast growth factor receptor 2IIIc(FGFR2IIIc) gene in cancer cells, breast cancer 
cells MDA-MB-231 were infected by recombinant adenoviruses containing FGFR2IIIc and its S252W mutant, respectively. 
FGFR2IIIc gene was amplified from an existing plasmid and its S252W mutant was obtained by overlapping extension PCR. These 
two genes were separately cloned into the adenoviral shuttle plasmid pAdTrack-CMV, confivmed by DNA sequencing linearized, 
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and co-transformed into Escherichia coli BJ-5183 with the adenoviral vector pAdEasy-1. The resulting recombinant expression 
vectors Ad-FGFR2IIIc and Ad-FGFR2IIIcS252W were linearized and transfected into HEK293A cells to get adenoviral particles. 
GFP was used to verify the gene expression. The recombinant adenoviral particles were harvested, titrated, and then infected 
MDA-MB-231 cells. The expression of FGFR2IIIc and its S252W mutant were examined by RT-PCR and Western blotting, and the 
effect of these recombinant adenoviruses on MDA-MB-231 cell proliferation was analyzed by 3-(4,5-Dimethylthiazol-2- 
yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) and flow cytometry. The results showed the recombinant adenoviral particles could 
infect MDA-MB-231 cells and express the target proteins. MTT showed that both FGFR2IIIc and its S252W mutant inhibited 
MDA-MB-231 cell proliferation, but the mutant was more effective. Flow cytometry showed that both FGFR2IIIc and its S252W 
mutant arrested MDA-MB-231 cell cycle at G0 /G1 phase, resulting in low cell proliferation. 

Keywords:  FGFR2IIIc, S252W mutation, adenovirus vector, MDA-MB-231 

人成纤维细胞生长因子受体 (Fibroblast growth 

factor receptors，FGFRs) 是一类具有自身磷酸化活

性的酪氨酸激酶受体，目前已知有 5 种成员，它们

基本结构包括由 3 个免疫球蛋白(Ig)功能区 (分别命

名为 D1，D2 和 D3) 组成的胞外区、疏水跨膜区及

酪氨酸激酶的胞内区[1]。由于 mRNA 剪切方式的不

同，每种成员都有不同的亚型。其中，FGFR2 的 D3

区由 3 个外显子编码，其 mRNA 的选择性剪接使

D3 区的 C 端成为高度可变区，产生具有跨膜结构的

高亲和力 FGFR2IIIb 或 FGFR2IIIc 两种亚型[2]。 

FGFR2IIIc 能与 FGF1、FGF2、FGF4、FGF6、

FGF9、FGF16、FGF20 等结合[3-4]，进而激活受体胞

内区的酪氨酸激酶，导致细胞内一系列的变化，对

细胞的增殖、迁移、分化有关键作用，并在胚胎发

育、组织生长中扮演着极其重要的角色[5]。 

FGFR2IIIc Ser252Trp 点突变能造成 Apert 尖头

并指 (趾) 畸形综合症，该突变位于高度保守的免疫

球蛋白样功能区 D2 和 D3 的连接部分，属于功能获

得性突变 (Gain-of-function mutation)[6-7]。通过对该

S252W突变体和 FGF2两者复合体晶体结构的分析，

发现较野生型该突变与 FGF2 有更强的亲和力[8-9]。

而有报道称 FGF-2 对乳腺癌细胞有抑制作用，其通过

与高亲和力受体结合来介导[10]。另有研究发现，过表

达 FGFR2能够促进原代培养的小鼠乳腺癌上皮细胞

的凋亡，抑制 EMT (Epithelia-mesenchymal-transition) 

过程，而 EMT 与乳腺癌的发生有密切关系[11]。 

为了研究 FGFR2IIIc 及其与配体有更高亲和力

的 S252W 突变型对肿瘤细胞生长的影响，本实验构

建了两者的重组腺病毒表达载体，转染 HEK293A

细胞获得重组腺病毒颗粒，然后感染 MDA-MB-231

乳腺癌细胞进行表达及检测。本研究为进一步研究

FGFR2IIIc 及其 S252W 突变型在肿瘤细胞中的功能

和作用机制奠定了基础。 

1  材料和方法 

1.1  材料、细胞株和质粒及主要试剂 
腺 病 毒 载 体 系 统 质 粒 pAdtrack-CMV 、

pAdEasy-1，大肠杆菌 BJ-5183，HEK293A 细胞购自

美国 Biogene 公司。LipofectamineTM2000 脂质体转

染试剂购自美国 Invitrogen 公司。Kpn I、Hind III、

Taq DNA 聚合酶均购自日本 TaKaRa 公司。Pme I 及

Pac I 购自美国 NEB 公司。质粒提取试剂盒、胶回

收试剂盒及 PCR 产物回收试剂盒均购买于 Omega

公司。细胞周期检测试剂盒购自南京凯基生物科技

发展有限公司。 

DMEM、胎牛血清购自美国 Gibco 公司。兔抗

人 FGFR2IIIc 多克隆抗体购自美国 Santa Cruz 

biotechnology 公司，羊抗兔-HRP 抗体购自美国 Pierce

公司。大肠杆菌 DH5α 由本实验室保存。引物合成

和测序送由上海英骏生物技术有限责任公司完成。 

1.2  重组腺病毒质粒 Ad-FGFR2IIIc 和 Ad- 
FGFR2IIIcS252W 的构建 

以本研究所保存的含有人的 FGFR2 III c 全长

基因的质粒为模板，PCR 扩增得到人 FGFR2IIIc 基

因，为与内源性 FGFR2IIIc 区别，在外源基因 C 端

加入 myc 标签序列，扩增模板的上下游引物分别含

Kpn I 酶切位点和 Hind III 酶切位点，引物序列为：
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F-IIIc:5′-CATGGGTACCTCAGTGGGGGCGCTTCA
TCTGCCTGGTCTTGGTCACAATGGCAACCTT-3′；

R-IIIc:5′-CCGAAGCTTTCATGTTTTAACACTGCCG
TTTATGTG-3′。同样以本研究所保存的含有人的

FGFR2 III c 全长基因的质粒为模板，采用重叠延伸

法 PCR，用上述扩增所用引物和突变引物扩增获

得 FGFR2 IIIcS252W 突变型基因，突变引物序列

如下：F-S252W:5′-GGAGCGATGGCCTCACCGG-3′；

R-S252W: 5′-CCGGTGAGGCCATCGCTCC-3′。PCR

产物以 0.8％琼脂糖凝胶电泳鉴定后，切胶回收目的

基因片段。 

目的基因 FGFR2IIIc 和 FGFR2 IIIcS252W 经

Kpn I 和 Hind III 双酶切并纯化后克隆至穿梭质粒

pAdtrack-CMV 中，分别转化 DH5α 感受态细菌，卡

那霉素筛选阳性克隆，Kpn I 和 Hind III 双酶切鉴定

重组成功并测序正确的质粒命名为 pAdTrack- 

FGFR2IIIc 和 pAdTrack-FGFR2IIIcS252W。下一步

各重组穿梭质粒用 Pme I 酶切线性化，分别与腺病

毒骨架质粒 pAdEasy-1 共转化 BJ-5183 细菌进行同

源重组，卡那霉素筛选阳性克隆得到重组腺病毒表

达质粒 Ad-FGFR2IIIc 和 Ad-FGFR2IIIcS252W，

Pac I 酶切鉴定。 

1.3  重组腺病毒Ad-FGFR2IIIc和Ad-FGFR2IIIc 
S252W 的包装，扩增和滴度测定 

重 组 腺 病 毒 质 粒 Ad-FGFR2IIIc 和 Ad- 

FGFR2IIIcS252W 经 Pac I 酶切使其线性化后，乙醇

沉淀，然后用 LipofectamineTM2000 脂质体介导将

Ad-FGFR2IIIc 和 Ad-FGFR2IIIcS252W 分别转染

50％~60％融合的 HEK293A 细胞，转染 6 h 后更换

为含 10％胎牛血清的 DMEM，24 h 后观察细胞形态

变化及绿色荧光表达情况。10~12 d 后，当 90％以

上细胞出现病变时，收集细胞，用无血清 DMEM 重

悬，−70℃和 37℃反复冻融 4 次裂解细胞，离心收

集上清即为病毒上清， –70℃保存或再次感染

HEK293A 细胞，大量扩增腺病毒。 

病毒滴度按 AdEasyTM vector system user manual 

的说明进行测定，将 HEK293A 细胞悬液  (1× 

104/孔 ) 加入 96 孔板中，培养至融合度 70％~80％

时去掉细胞培养液，用新鲜的 2％胎牛血清的维持

细胞培养液将病毒先作 1∶1000 稀释，然后将其依

次以 1∶10 倍比稀释直到 10−10，将稀释的病毒加入

到 96 孔板中，每个稀释度同时做 10 个复孔和 2 个

无病毒感染阴性对照孔，每孔培养液各 200 μL。然

后将 96 孔板置于 37℃、5％ CO2 的培养箱中培养至

少 1 周，计数每个稀释度细胞发生 CPE 的孔数，从

而计数每个稀释度的 CPE 百分率。用公式 Titer＝

101+d(s-0.5)+1TCID50/mL=101+d(s-0.5)+1-0.7PFU/mL 计算病

毒的滴度，d = Log 10 稀释倍数 (当 10 倍稀释时=1)，

s = 每个稀释度的 CPE 百分率之和 (通常从 10−1 稀

释开始计算)。 

1.4  重组腺病毒感染 MDA-MB-231 细胞 
取 1×105 个 MDA-MB-231 细胞接种到直径

3.5 cm 的培养皿中，当细胞生长到 60％~70％时，

去除完全培养基，换上含有不同浓度病毒颗粒的无

血清培养基，37℃、5％ CO2 条件下培养 2 h，期间

每 0.5 h 轻微摇晃数次混匀，然后加入等量的双倍完

全培养基继续培养。48 h 后观察绿色荧光蛋白表达

情况，选择感染效率约 80％~95％所需要的最小 MOI

值作为后续实验使用的病毒浓度。 

1.5  RT-PCR 及 Western blotting 检测目的基因

表达 
MDA-MB-231 细胞以 1×105 个每孔培养在 6 孔

板中，设计无腺病毒感染的对照组、Ad 感染组、

Ad-FGFR2IIIc 感染组和 Ad-FGFR2IIIcS252W 感染

组，每组 4 个复孔。在病毒感染 48 h 后，去除培养

基用冰冷的 PBS 溶液润洗 2 遍，使用细胞刮刀收集

细胞。各组中 2 个复孔的细胞使用 Trizol 细胞裂解

液室温裂解 10 min，收集的裂解液进一步抽提 RNA，

采用 RT-PCR 反转录成 cDNA 后，用含 myc 标签序

列的特异性引物检测 FGFR2IIIc 的表达，引物序列

如下：F-5′-CTTCGGGGTGTTAATGTG-3′；R-5′-ATC 

CTCTTCTGCGATGAGTTT-3′。各组另外 2 个复孔的

细胞用蛋白质裂解液在冰上裂解 30 min，4℃高速离

心收集上清制样，取适量蛋白样品经过 SDS-PAGE

胶分离后进行常规的 Western blotting 实验，具体的

操作参照文献[12]进行。 
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1.6  重组腺病毒感染 MDA-MB-231 细胞后的

MTT 法分析 
将 MDA-MB-231 细胞以 1×104 个每孔接种于 96

孔板，培养细胞密度至 70％时，换成饥饿培养基继

续培养 24 h 后，设计无腺病毒感染的对照组、Ad

感 染 组 、 Ad-FGFR2IIIc 感 染 组 、 Ad-FGFR2IIIc 

S252W 感染组，腺病毒孵育 48 h 后，弃去培养基，

加入 MTT 液 50 μL 继续培养 4 h。甩干孔内培养液

后，加入 150 μL DMSO 微孔板振荡器上振荡 10 min。

酶标仪检测各孔 OD 值 (检测波长 570 nm，参考波

长 630 nm)。计算重组腺病毒对 MDA-MB-231 细胞

增殖的抑制率＝(1−腺病毒组平均 OD/对照组平均

OD)×100％。 

1.7  流式细胞仪检测 MDA-MB-231 细胞周期 
MDA-MB-231 细胞以 1×105 个/孔培养在 6 孔板

中，设计无腺病毒感染的对照组、Ad 感染组、Ad- 

FGFR2IIIc 感染组和 Ad-FGFR2IIIcS252W 感染组，

每组 2 个复孔。在病毒感染 48 h 后，分别收集各组 

MDA-MB-231 细胞，离心弃上清。用 PBS 平衡液洗

涤 1 次后，离心去上清。加入预冷的 70％乙醇，–20℃

固定 12 h，离心弃上清。用南京凯基 PI 单染试剂盒

bufferA 液洗涤 1 次后，离心去上清，300 μL bufferA

液重悬细胞，加入 RNaseA 至终浓度 250 µg/mL，

加入 3 μL PI 染液，室温避光保存 30 min。筛网过

滤细胞悬液。流式细胞仪检测细胞周期变化。 

实验数据采用 SPSS13.0统计软件方差分析的方

法处理分析，P < 0.05 为有统计学意义。 

2  结果 

2.1  重组腺病毒质粒 Ad-FGFR2IIIc 和 Ad- 
FGFR2IIIcS252W 的构建 

以人 FGFR2IIIc 基因 (大小约为 2675 bp) 为模

板通过重叠延伸法获得 FGFR2 IIIcS252W 突变型基

因 (图 1)。重组穿梭质粒 pAdTrack-FGFR2IIIc 和

pAdTrack -FGFR2 IIIcS252W，经限制性内切酶 Kpn I 

和 Hind III 消化处理后，得到目的片段 2675 bp 和线

性化质粒 9200 bp，由于酶切不够充分可见 9875 bp

的转移质粒条带 (图 2)。进一步经 DNA 测序证实，

FGFR2 IIIcS252W 基因突变成功 (结果未显示)，重

组 穿 梭 质 粒 pAdTrack-FGFR2IIIc 和 pAdTrack- 

FGFR2 IIIcS252W 均构建成功。 

本实验所用腺病毒系统骨架质粒与穿梭质粒可产生

两种情况：1) 左右臂重组；2) 右臂与左臂上游的复

制起始位点重组。因此当使用 Pac I 酶切时，就可能

出现：1) 左右臂发生重组时，酶切出 30 kb 和 3 kb

的条带；2) 右臂与左臂上游的复制起始位点发生重

组时，酶切出 30 kb 和 4.5 kb 的条带 (Qbiogene 
Inc.AdEasyTM vector system application manual version 
1.4)。图 3 为重组腺病毒表达质粒 Ad-FGFR2IIIc 和

Ad-FGFR2IIIcS252W，经 Pac I 酶切后可见 30 000 bp

和 4500 bp 的特征性的电泳条带，表明重组发生在

右臂与左臂上游的复制起始位点之间，证明同源重

组成功。 

 

图 1  构建 FGFR2IIIcS252W PCR 定点突变图 
Fig. 1  Construction of site-specific mutagenesis FGFR2IIIcS252W 
M: DNA marker λDNA/Hind III; 1: FGFR2IIIc S252W gene; 2: 
upstream of FGFR2IIIc S252W gene; 3: downstream of 
FGFR2IIIc S252W gene; m: DNA marker DL2000. 

 

图 2  穿梭质粒 pAdTrack-FGFR2IIIc 和 pAdTrack- 
FGFR2IIIcS252W 的酶切鉴定 
Fig. 2  Identification of shuttle plasmids pAdTrack- 
FGFR2IIIc and pAdTrack-FGFR2IIIcS252W by restriction 
enzyme digestion 1: pAdTrack-FGFR2IIIc/Kpn I+Hind III; 2: 
pAdTrack-FGFR2IIIc S252W/Kpn I+Hind III; M: DNA marker 
λDNA/Hind III. 
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图 3  重组质粒 Ad-FGFR2IIIc 和 Ad-FGFR2IIIcS252W
的酶切鉴定 
Fig. 3  Identification of recombinant plasmids Ad-FGFR2IIIc 
and Ad-FGFR2IIIcS252W by restriction enzyme digestion. M: 
DNA marker λDNA/Hind III; 1: Ad-FGFR2IIIc/Pac I; 2: Ad- 
FGFR2IIIc S252W/Pac I. 
 

2.2  病毒颗粒的包装、扩增和滴定 
Ad-FGFR2IIIc和Ad-FGFR2IIIcS252W经过Pac I

线性化之后，分别转染 HEK293A 细胞，3 d 后荧光

显微镜下见 GFP 表达，随时间延长 GFP 表达逐渐增

多增强，培养 12 d 后，细胞出现肿胀、圆缩，呈葡

萄串样等典型细胞病变 (CPE) (图 4)，收获病毒，并

进行 3 代扩增。  

用 TCID50 法测定病毒滴度，第 4 代重组腺病毒

Ad 的滴度为 6.31×108 PFU/mL，Ad-FGFR2IIIc 的滴

度为 1.26×109 PFU/ mL，Ad-FGFR2IIIcS252W 的滴

度为 3.16×108 PFU/ mL。 

2.3  重组腺病毒在 MDA-MB-231 细胞中的表达 
用第 4 代重组腺病毒悬液感染 MDA-MB-231 细

胞，当 MOI=60 时已经可以达到较高的感染效率，

48 h 后 GFP 的表达见图 5。 

2.4  RT-PCR 及 Western blotting 检测外源目的

基因表达 
以 MOI=60 感染 MDA-MB-231 细胞 48 h 后，

抽提总 RNA，用带 myc 标签的特异引物扩增出约

498 bp 的特异性条带 (图 6)，而 Ad 组和未感染对照

组未检测到目的条带，证明外源基因在转录水平有

表达。Western blotting 进一步鉴定，结果显示病毒

感染组能检测到目的蛋白 (图 7)，而 Ad 组和未感

染 对 照 组 不 能 检 测 到 目 的 蛋 白 的 表 达 ， 证 明

FGFR2IIIc 和 FGFR2IIIcS252W 能在 MDA-MB-231

中特异性表达。 
 

 

 

图 4  重组腺病毒感染 HEK293A 细胞 12 d 后 GFP 的表

达情况 
Fig. 4  Expression of GFP in HEK293A cells infected by 
recombinant adenoviruses. (A) HEK293A cells infected by 
recombinant adenoviruses (bar=200 µm). (B) Fluorescent image 
of HEK293A cells infected by recombinant adenoviruses. 

 

图 5  感染后 MDA-MB-231 细胞的形态学观察  
Fig. 5  Morphology of infected MDA-MB-231 cells. (A) 
Non-infected MDA-MB-231 cells (bar=200 µm). (B) 
Fluorescent image of non-infected MDA-MB-231 cells. (C) 
MDA-MB-231 cells infected by Ad. (D) Fluorescent image of 
MDA-MB-231 cells infected by Ad. (E) MDA-MB-231 cells 
infected by Ad-FGFR2IIIc. (F) Fluorescent image of 
MDA-MB-231 cells infected by Ad-FGFR2IIIc. (G) 
MDA-MB-231 cells infected by Ad-FGFR2IIIcS252W. (H) 
Fluorescent image of MDA-MB-231 cells infected by 
Ad-FGFR2IIIcS252W. 
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图 6  感染后 MDA-MB-231 细胞中 FGFR2IIIc 和

FGFR2IIIcS252W mRNA 的表达 
Fig. 6  RT-PCR detection of FGFR2IIIc and FGFR2IIIcS252W 
mRNA expression in infected MDA-MB-231 cells. M: 100 bp 
marker; 1: MDA-MB-231 cells infected by Ad-FGFR2IIIc; 2: 
MDA-MB-231 cells infected by Ad-FGFR2IIIcS252W; 3: 
MDA-MB-231 cells infected by Ad; 4: non-infected 
MDA-MB-231 cells. 

 

图 7  Western blotting 检 测 FGFR2IIIc 和

FGFR2IIIcS252W 的表达 
Fig. 7  Detection of FGFR2IIIc and FGFR2IIIcS252W 
expression in infected MDA-MB-231 cells by Western blotting. 
(A) 1: MDA-MB-231 cells infected by Ad-FGFR2IIIc; 2: 
MDA-MB-231 cells infected by Ad-FGFR2IIIcS252W; 3: 
MDA-MB-231 cells infected by Ad; 4: non-infected 
MDA-MB-231 cells. (B) β-actin. 

 
2.5  Ad-FGFR2IIIc 和 Ad-FGFR2IIIcS252W 对

MDA-MB-231 细胞增殖的影响 
MTT 结果显示 (图 8)，与对照组比较，感染

MDA-MB-231 细胞 48 h 后，Ad 对细胞增殖的抑制率

仅为 0.55％，Ad-FGFR2IIIc 对细胞增殖的抑制率为

8.79％，而 Ad-FGFR2IIIcS252W 对细胞增殖的抑制

率高达 66.04％，说明 FGFR2IIIc 及 FGFR2IIIcS252W

都能抑制乳腺癌细 胞 MDA-MB-231 的增殖，

FGFR2IIIcS252W 抑制效果更加明显。 

而流式细胞结果 (表 1) 进一步表明，感染 MDA- 

MB-231 细胞 48 h 后，对照组和 Ad 组各期细胞比例

均无显著差异。Ad-FGFR2IIIc 组 G0/G1 期细胞比例

较对照组和 Ad 组显著增加，G2/M 期细胞比例明显

减少。同时，Ad-FGFR2IIIcS252W 组与对照组和 Ad

组比较，G0/G1 期细胞比例明显增加，S 期和 G2/M

期细胞比例明显减少；与 Ad-FGFR2IIIc 组相比，

G0/G1 期细胞亦明显增加，S 期细胞比例明显减少。

说 明 FGFR2IIIc 和 FGFR2IIIcS252W 均 能 使

MDA-MB-231 细胞出现 G0/G1 期阻滞，从而抑制细

胞增殖，而 FGFR2IIIcS252W 抑制细胞增殖的效果

更加明显。 

 

图 8  重组腺病毒对 MDA-MB-231 细胞增殖的影响 (n = 3) 
Fig. 8  Effects of recombinant adenoviruses on the proliferation 
of MDA-MB-231 cells (n = 3). 

 
表 1  重组腺病毒对 MDA-MB-231 细胞周期的影响 (n=3) 
Table 1  The effect of recombinant adenoviruses on cell 
cycle in MDA-MB-231 cells (n=3) 

Groups G0G1 (%) S-Phase (%) G2M (%) 

Control 14.52±0.55 81.21±2.23 4.27±0.88 

Ad 14.79±0.23 81.25±0.45 3.96±0.37 

Ad-FGFR2IIIc 17.13±1.66 
*& 82.12±1.65 0.75±0.15 

*& 

Ad-FGFR2IIIc 
S252W 

24.23±1.09 
*&^ 

75.13±4.23 
*&^ 

0.65±0.16 
*& 

*: P < 0. 05, Ad-FGFR2IIIc or Ad-FGFR2IIIcS252W vs control; &: 
P < 0. 05, Ad-FGFR2IIIc or Ad-FGFR2IIIcS252W vs Ad; ^: P < 
0.05, Ad-FGFR2IIIcS252W vs Ad-FGFR2IIIc.  

3  讨论 

本 研 究 成 功 构 建 了 重 组 腺 病 毒 载 体 Ad- 

FGFR2IIIc 和 Ad-FGFR2 IIIcM252，并感染了乳腺癌

细胞 MDA-MB-231，为这两种受体在肿瘤细胞中的

功能研究提供了很好的工作基础。本研究中之所以

选择 MDA-MB-231 细胞作为一种研究模型，是因为

Chandler 等通过灵敏的 RNA 探针检测 60 种不同组

织来源的肿瘤细胞中各种 FGFR 的 mRNA 表达，发

现几乎检测不到 MDA-MB-231 中 FGFR2 的表达 [13]，
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该结果也被 McLeskey 等验证 [14]，而本研究用

Western blotting 实验亦未检测到内源 FGFR2 蛋白的

表达。因此，采用该模型可以避免内源 FGFR2 的干

扰，对这两个受体的后期功能研究有重要意义。 

对于膜蛋白受体的功能研究，在显微镜下观察

其在细胞膜上的定位及其与相关蛋白的相互作用就

非常重要。有文献采用重组人 FGFR2 质粒转染

HEK293 细胞来研究，这是因为 HEK293 细胞本身

能表达出足够大量的外源 FGFR2 而又无内源的干

扰 [17] 。但是对于本课题在乳腺癌细胞中研究

FGFR2IIIc 及其突变型的功能而言，常用的重组质粒

转染法无法在乳腺癌细胞中获得足够量的膜蛋白

表达，而腺病毒表达系统由于其宿主范围广，能同

时高水平介导多个外源基因表达，侵染之后不会整

合到宿主细胞的基因组中，从而可以避免引发新的

基因突变等风险，相比逆转录病毒等载体有明显优

势[15-16]，加上其同时携带有 GFP 标记，在重组腺病

毒质粒转化包装细胞后能直接通过荧光显微镜观察

转染是否成功及其对靶细胞的感染效率，为实验研

究提供了方便，故成为该研究首选的表达系统。 

从 MTT 和流式细胞术的结果来分析，过表达

FGFR2IIIc 和 FGFR2IIIcS252W 均能使 MDA-MB- 

231 细胞出现 G0/G1 期阻滞，从而抑制细胞增殖，

而 FGFR2IIIcS252W 的抑制效果更明显，说明这两

个受体虽然只有一个碱基的差异，但引起胞内的变

化是不一样的。有文献指出，这两个受体与配体的

亲和力不同，突变型显著增强[7]；Ahmed 等也对这

两个受体在膜上停靠时间以及与膜内蛋白结合的时

间进行了研究，发现有显著差别[17]，以上实验数据

和文献结果均为进一步对该两受体在肿瘤细胞中的

功能研究提供了很好的基础。 
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