
重组腺病毒驱动KDR-CDglyTK融合基因系统对MCF-7细胞及血管内皮细胞的靶向
杀伤作用  

    乳腺癌是威胁女性健康的主要恶性肿瘤之一，其发病率呈逐年上升趋势，且发病年龄逐渐下降[1]，传统的治疗

方法有其自身的局限性，因此，乳腺癌的基因治疗逐渐成为近几年研究热点，其中自杀基因治疗即是一颇具临床应用

潜力的治疗策略。同时针对肿瘤细胞及肿瘤血管的联合基因治疗，既克服了肿瘤细胞耐药性又放大了基因治疗的效

果。文献报道[2][3]血管内皮生长因子受体(kinase domain-containing receptor, KDR)特异地高表达于肿瘤新生

血管内皮细胞及部分恶性程度较高的实体瘤细胞，本研究即探讨KDR启动子介导的CD、TK融合双自杀基因对表达KDR的

乳腺癌细胞系MCF-7的体外抑制作用，并结合其对血管内皮细胞系ECV304的杀伤作用，阐述其在乳腺肿瘤治疗中的应

用价值。 

    

1  材料与方法 

    1.1  材料与试剂 

    质粒pAdEasy-KDR-CDglyTK为珠江医院普外科构建[4]，293细胞引自美国ATCC全球生物资源中心，MCF-7细胞引

自中山大学细胞库，ECV304细胞由全军休克微循环重点实验室提供，LS174T来源于中科院上海细胞库。DMEM、

1640、小牛血清为Gibco公司产品；转染试剂PolyFect购自QIAGEN公司；GCV为Roche Pharma(Switzerland)公司产

品，5-FC购子Sigma公司；KDR启动子、CD及TK基因引物合成以及DNA测序由上海申友生物技术有限公司完成。 

    1.2  方法 

    1.2.1 重组腺病毒的制备 

    1.2.1.1  重组腺病毒的包装、扩增与纯化   鉴定正确的重组腺病毒质粒pAdEasy-KDR-CDglyTK经PacⅠ酶切后

用PolyFect Reagent介导转染293细胞，于转染后不同时期在荧光显微镜下观察细胞GFP的表达状况，待有较明显的

病毒克隆斑或蚀斑形成后，将293细胞自培养瓶中刮下，-70 ℃/+37 ℃反复冻融3次裂解细胞。10 000 r/min离心后

取含病毒上清液，重新感染293细胞大量扩增之，3 d后收集细胞，PBS重悬，反复冻融3次。为得到滴度更高的腺病

毒，重复“感染-收集-冻融”3次，最后以CsCl密度梯度离心法进行病毒的纯化。所得病毒命名为Ad-KDR-CDglyTK。 

    1.2.1.2  重组腺病毒滴度测定   将浓缩后的病毒储存液作不同比例的稀释。取400 μl稀释液加至293细胞培养

瓶中，于37 ℃吸附30 min，更换新鲜培养基继续培养24 h，于荧光显微镜下计数绿色荧光蛋白(GFP)阳性细胞数(同

一视野将荧光与可见光切换，即可方便地计数阳性细胞)，按以下公式计算病毒滴度：病毒滴度(pfu/ml)=GFP阳性细

胞数×病毒上清稀释倍数/0.4 ml[5]。 

    1.2.1.3  重组腺病毒的鉴定   通过PCR方法，以病毒基因组DNA为模板，应用CD基因的上游引物和TK基因的下

游引物扩增CDglyTK融合基因；以KDR启动子的上下游引物进行PCR反应，鉴定KDR启动子。 

    1.2.2 重组腺病毒对MCF-7、ECV304和LS174T细胞感染率的测定   MCF-7细胞以含10%小牛血清的1640培养，

ECV304细胞及LS174T细胞以含10%胎牛血清的DMEM培养。取对数生长期的上述细胞，以2×105个细胞数接种于6孔培

养板，待细胞丰度达约90%，加入不同感染复数(multiplicity of infection, MOI)的目的腺病毒，加少许培养基

振荡2~3 h后，补足培养基继续在37 ℃、5% CO
2
孵箱内培养，3 d后在荧光显微镜下计数GFP阳性细胞百分比。 

    1.2.3  不同浓度的前药对细胞的杀伤效应   将MCF-7、ECV304和LS174T细胞以1×104个细胞/孔接种于96孔培

养板中，次日丰度达约80%，用100MOI的重组腺病毒感染之，培养24 h后弃去培养液，分别加入以5%血清培养基稀释

的不同浓度的前药GCV和5-FC，设GCV组、5-FC组、 GCV+5-FC组、阴性对照及空白对照组，加药72 h后加入四甲基偶
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氮唑盐(MTT)，4 h后弃去MTT液，用酶联免疫检测仪在570 nm波长下测定吸光度值(D值)。计算方法为：细胞生长抑

制率=[1-(实验组D值/阴性对照组D值)]×100%。 

    1.2.4  旁观者效应(bystander effect, BSE)   分别取对数生长期的转基因和未转基因细胞，以不同比例进

行混合，以1×104个细胞/孔接种于96孔培养板中，24~48 h后，于不同组分别加入GCV、5-FC以及二者的混合液，

GCV浓度为100 mg/L，5-FC浓度为2.0 g/L，联合组前药浓度同上。72 h以后以MTT法检测细胞存活率(同上)。 

    1.2.5  前药对MCF-7细胞周期的影响   将转基因MCF-7细胞在培养瓶中培养至对数生长期，以每孔5×105个细

胞接种于24孔培养板中，设未加药对照组和治疗组，加药24 h后收集细胞。PBS洗2次，加冷无水乙醇至终浓度为

70%，4 ℃固定过夜，离心去乙醇，PBS洗2次；加入RNase 200 μl(1 g/L)，37 ℃1 h，离心去RNase；加入碘化丙

啶(PI) 800 μl，染色30 min；流式细胞仪(Counter公司)检测。 

    1.3  统计学处理 

    应用SPSS10.0软件进行数据处理，采用配对样本t检验和单向方差分析(组间多重比较应用LSD法)。 

    

2  结果 

    2.1  重组腺病毒的包装、扩增、纯化以及滴度测定 

    重组腺病毒质粒经PacⅠ酶切后用PolyFect转染试剂转染293细胞，24 h后可见GFP表达，3~5 d表达到高峰，

7~10 d可收集细胞，反复扩增后CsCl密度梯度离心后所得重组腺病毒滴度为2×1012 pfu/ml。重组腺病毒的PCR鉴定

扩增出目的片段(图1)。 

    图1  PCR鉴定重组腺病毒电泳图 
    Fig.1  Agarose gel electrophoresis of PCR-amplified CDglyTK and KDR promoter gene from 

adenovirus DNA
    M: 1 kb DNA marker; Lane 1: PCR product of CDglyTK gene in recombinant adenovirous DNA; Lane 

2: PCR product of KDR promoter from recombinant adenovirous DNA

    2.2  重组腺病毒的感染效率 

    采用不同MOI的重组腺病毒分别感染MCF-7、ECV304及LS174T细胞，96 h后观察发现：细胞的感染率随腺病毒滴

度的增加而递增，当MOI=1时，仅少数细胞有荧光；当MOI=100时，95%以上的GFP表达；MOI=200时，几乎所有的细胞

均被感染，重组腺病毒对3种细胞具有相似的感染效率(图2、3)。 



    图2  重组腺病毒感染细胞表达GFP 
    Fig.2  Green fluorescence protein (GFP) expression of cells visualized 2 d after infection 

by the recombinant adenovirous
    A: 293 cells; B: ECV304 cells; C: MCF-7 cells; D: LS174T cells

    图3  重组腺病毒对各细胞的感染率 
    Fig.3  Infection rate of the recombinant Ad-KDR-CDglyTK in different cells

    2.3  重组腺病毒对各细胞的体外抑制效应 

    以MOI=100的重组腺病毒Ad-KDR-CDglyTK感染各细胞株，加入不同浓度的前药培养96 h后MTT法检测细胞生长抑

制率。结果：感染腺病毒的MCF-7及ECV304细胞对前药的具有较高的敏感性，且其敏感性无明显差异(P=1.00)；而感

染腺病毒的LS174T细胞对前药不敏感，前药浓度为GCV =100 mg/L，5-FC=2.0 g/L时，其存活率仍有95%，与前两种

细胞相比差异有显著性意义(P<0.001)。单用浓度100 mg/L的GCV时，各细胞生存率在25%~32%，单用浓度为2.0 g/L

的5-FC，生存率为20%~31%，二者联合时，各细胞生存率皆在5%左右(P<0.001)(图4、5)。 



    图4  AdKDR-CDglyTK体系对转基因细胞的杀伤效应 
    Fig.4  Survival rate of the transgenic cells after prodrug treatment

    图5  不同疗法对转基因细胞的作用 
    Fig.5  Effect of different treatments on the infected cells

    The concentration was 100 mg/L for GCV and 2 000 mg/L for 5-FC.

    2.4  BSE

    将感染腺病毒的细胞与未感染细胞以不同混合培养，观察到该体系明显的旁观者效应(图6)。当转基因细胞的比

率为40%时，MCF-7和ECV304细胞分别有11%、10%的存活(P=0.075)，而LS174T细胞存活率仍在99%，与前2者比较差

异均有显著性意义(P<0.001)。 

    图6  AdKDR-CDglyTK体系对细胞杀伤的旁观者效应 
    Fig.6  Bystander effect of AdKDR-CDglyTK/ prodrugs in the cells

    GCV+5-FC: 100 mg/L+ 2 000 mg/L



    2.5  重组腺病毒对MCF-7细胞周期的影响 

    转基因MCF-7细胞给以前药(GCV：40 mg/L；5-FC：250 mg/L)处理24 h后，流式细胞仪检测发现：未加药对照

组和治疗组处于G
1
期比率分别为60.0%、76.3%(P<0.001)，处于S期比率分别为30.4%、23.7%(P<0.001)。3  讨论 

    基于腺病毒载体滴度高，且对上皮来源的细胞具有特殊的亲和力的特性[6][7][8]。本实验利用He等[9]设计

pAdEasy系统，构建了含KDR启动子介导的CD/TK融合双自杀基因的重组腺病毒(其携带的GFP可以直接观察转染与感染

的效率，含抗菌素的平板筛选含重组子BJ5183细菌而大大简化了筛选过程，无须传统的空斑纯化)[10]。将该自杀基

因体系作用于高表达KDR的乳腺癌细胞系MCF-7及血管内皮细胞系ECV304和不表达KDR的大肠癌细胞株LS174T，结果发

现：重组腺病毒对各细胞株具有较强的感染率，其感染率随病毒MOI的递增而增高。将转基因细胞给以不同浓度的前药

5-FD和/或GCV，发现MCF-7及ECV304细胞的存活率随前药浓度的递增而显著下降，且CDglyTK基因的疗效优于任一单

自杀基因。而LS174T对前药不敏感，表明KDR基因启动子调控的自杀基因体系的细胞特异性。 

    该治疗体系的具体作用机制为：TK基因通过编码产生胸苷激酶特异地将核苷类似药物前体(GCV)磷酸化，进而在

细胞内代谢成三磷酸丙氧鸟苷，后者抑制细胞DNA聚合酶的功能或竞争性的渗入细胞DNA，使其合成终止，导致细胞死

亡。CD基因通过编码胞嘧啶脱氨酶将无毒的前体药物5-FC代谢成抗DNA合成的药物5-FU，达到杀死肿瘤细胞的作用。

我们将对数期生长良好的细胞转基因后给以前药治疗，通过流式细胞仪检测，发现转基因细胞DNA被阻止于G
1
期，提示

细胞DNA的合成被抑制。同时，该体系具有的旁观者效应大大提到了其对肿瘤细胞的杀伤效果，其可能的机制为GCV的

磷酸化产物通过细胞间的缝隙连接(gaprjunction)从TK+细胞传递到TK-细胞，导致后者死亡，也有认为“凋谢小体”

(apoptoticvesicle)的转移引起，凋谢小体由TK+细胞传递到TK-细胞，导致后者死亡。而CD自杀基因系统所诱导的

旁观者效应在机理上则较为明确，为其产物5-氟尿嘧啶(5-FU)的易化扩散，从CD+细胞传递到CD-细胞，造成后者死

亡，旁观者效应的发生并不要求CD-细胞与CD+细胞相接触。自杀基因对靶细胞杀伤的旁观者效应是该治疗策略所特有

的优势，本实验进一步证实了其这一作用，该作用特点正好可以弥补体内转基因不足的缺点，以保证该基因治疗的效

果。 

    本研究实验过程中，发现转基因细胞随传代次数的增多，细胞内荧光强度有减弱现象，并且状态不好及分裂慢的

细胞内绿色荧光较强，提示腺病毒由于未整合到细胞染色体上而随细胞传代有滴度减低的现象。这虽不利于体外多次

传代，但其在体内治疗应用中基因表达的时间已可以满足基因治疗的需要，同时又可避免病毒长期表达所致的不测后

果。 

    可见，本研究构建的双自杀基因重组腺病毒可高效感染目的细胞并能杀伤目的细胞，CDglyTK基因的应用避免了

单自杀基因的不足[11]，KDR基因启动子的引入保证了该治疗的靶向性。因此，该实验为自杀基因靶向治疗策略的进

一步应用提供了实验依据。 
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