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喉癌发生、进展和转归均有关键分子的遗传学

变化及细胞信号转导障碍。然而在这众多分子变化

中，表皮生长因子受体（ epidermal growth factor re-

ceptor，EGFR）基因的改变最为突出。目前发现EGFR

在头颈鳞癌中存在过表达，特别是在喉癌中其过表

达频率高达80%，并且与喉癌的发生发展密切相关。

因此，本研究通过构建EGFR部分cDNA反义序列重

组腺病毒，从干预细胞信号转导和细胞周期调控的

角度来研究在喉癌细胞中EGFR反义cDNA所参加的

各种分子事件，为喉癌的个体化基因治疗研究开辟

一个新的突破点。

1 材料和方法

1.1 主要材料

腺病毒载体AdEasy Vector System（ Stratagen公

司，美国），带有绿色荧光蛋白（ green fluorescent
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[摘要] 目的 探讨表皮生长因子受体（ EGFR）反义cDNA在体外对人喉癌Hep- 2细胞信号转导的干预作用。方法

以缺陷重组腺病毒为载体，构建EGFR正、反义cDNA的重组腺病毒，并在人胚肾母细胞（ HEK293）中包装、纯化。

将已纯化的EGFR cDNA重组腺病毒在体外转染人Hep- 2喉癌细胞，采用MTT法检测重组腺病毒对Hep- 2细胞的生长

抑制作用、流式细胞术检测细胞周期DNA表达的变化、Western blot方法检测Hep- 2细胞内EGFR蛋白的表达。结果

成功地构建并制备了高滴度的EGFR cDNA 1 032 bp片段的正、反义重组腺病毒。同时，它们能被高效地转移到

Hep- 2细胞内，其中反义重组腺病毒能够抑制Hep- 2细胞的增殖和EGFR蛋白的表达。结论 EGFR反义cDNA能有效

地干预人喉癌Hep- 2细胞的细胞周期信号转导机制，从而抑制肿瘤细胞的增殖。
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Study on inter ference therapy induced by epidermal growth factor receptor - antisense cDNA in signal trans-

duction of laryngeal squamous cell carcinoma XIAN Jun- ming, ZHOU Guang- yao, LIANG Chuan- yu, LIU Shi-

xi.（ Dept. of Otolaryngology, West China Hospital, Sichuan University, Chengdu 610041, China）

[ Abstract] Objective To investigate effect of interference therapy induced by epidermal growth factor receptor

（ EGFR）- antisense cDNA in signal transduction of Hep - 2 laryngeal squamous cell carcinoma in vitro. Methods

AdEasy Vector System was used to construct the recombinant adenovirus vector sense/antisense- pAdEasy- EGFR. The

recombinant adenovirus vector introduced EGFR- sense/antisense cDNA fragment into HEK293 cell. The purified re-

combinant adenovirus sense/antisense- pAdEasy- EGFR transfected Hep- 2 cells in vitro. The inhibition of EGFR pro-

tein expression and proliferation of Hep- 2 cells, the changes of cell cycle and DNA content in Hep- 2 cells were

examined by MTT, Western blot analysis, flow cytometry essay, and immunocytochemistry respectively. Results The

higher titre sense and antisense mRNA expression recombinant adenovirus containing 1 032 bp EGFR - cDNA was

constructed and prepared successfully. When antisense- pAdEasy- EGFR was transferred into Hep- 2 cells the inhibi-

tion of cell proliferation and EGFR protein expression in Hep- 2 cells were investigated effectively. Conclusion The

antisense- pAdEasy- EGFR effectively interfere the Hep- 2 signal transduction pathway and induce apoptosis which re-

sults in inhibiting proliferation of laryngeal squamous cell carcinoma.

[Key words] epidermal growth factor receptor； signal transduction； laryngeal squamous cell carcinoma
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protein，GFP）基因的穿梭质粒pAdTrack- CMV（ 卡那

霉素抗性）、大肠杆菌BJ5183（ 成都地奥制药集团

有限公司药物研究所保存），限制性内切酶BglⅡ、

HindⅢ、PmeⅠ、PacⅠ（ 大连TaKaRa生物工程有限

公司），大量质粒纯化试剂盒（ Promega公司，美国），

病毒纯化试剂盒（ BD- Clontech公司，美国）；带人

EGFR基因cDNA的重组质粒pEGFR- CXN（ 由澳大利

亚Danmercola提供），人喉癌Hep- 2细胞株（ 由中国

科学院上海细胞生物研究所提供）。

1.2 EGFR正、反义cDNA重组腺病毒载体的构建、

扩增及纯化

从质粒pEGFR- CXN提取、鉴定及定量1 032 bp

的EGFR cDNA片段。按参考文献[1]提取载体质粒

AdTrack- CMV、pAdEasy- 1 DNA，经酶切鉴定、定

量后，进行1 032 bp的EGFR cDNA片段去磷酸化、

线性化、连接。按腺病毒载体说明方法[2]进行EGFR

cDNA片段同源重组以及PCR、酶切筛选。若HindⅢ

酶切产生单一片段且大于空载体，则判断为重组质

粒；若EcoRⅠ酶切产生一大一小片段（ 3 047 bp与

7 215 bp），则为反向插入（ antisense）；若产生片段

为3 957 bp与6 295 bp，则为正向插入（ sense）。

按参考文献[3]方法在大肠杆菌BJ 5183中构建同

源 重 组 腺 病 毒 质 粒 AdEasy- GFP - sense/antisense -

EGFR，并转染HEK293细胞，荧光显微镜监测GFP

表达，观察细胞病变情况。HEK293细胞中反复扩

增病毒至所需滴度。另设未含sense/antisense- EGFR

基因片段的重组腺病毒AdEasy- GFP作为阴性对照。

同时，蛋白酶K处理重组腺病毒，PCR电泳鉴定。

采用荧光计数检测法检测重组腺病毒的滴度以

确定包装是否成功。按不同稀释度稀释病毒液接种

HEK293细胞，荧光显微镜下计数发绿色荧光的细

胞，通过观察24 h后带绿色荧光细胞的数量以确定

病毒滴度。用病毒纯化试剂盒从收获的病毒上清液

及细胞培养上清液收集纯化的病毒颗粒，1个发光

的细胞即为1个表达单位（ expression- forming units,

efu）。按下列：病毒滴度（ efu/mL）=发绿色荧光的细

胞数×病毒稀释倍数÷0.25计算病毒滴度。

1.3 人喉癌细胞Hep- 2的培养及分组

按参考文献[4]方法常规传代和培养人喉癌细胞

Hep- 2。将细胞分为EGFR正、反义cDNA重组腺病

毒组、重组腺病毒空载体组、PBS阴性对照组4组进

行下面实验的检测。

1.4 重组腺病毒转染Hep- 2细胞的免疫化学检测

常规方法将Hep- 2细胞消化成单细胞，将细胞

以3×105个/孔接种至6孔板，培养24 h，待细胞完全

贴壁后，吸去上清液。4组细胞分别加入EGFR正、

反义cDNA重组腺病毒上清液，重组腺病毒空载体

上清液及PBS阴性对照，24 h后终止作用。固定盖玻

片，对细胞进行免疫化学检测。

1.5 MTT法检测重组腺病毒转染Hep- 2细胞的生长

具体方法参见参考文献[5]。用体积分数为0.25%

的胰蛋白酶常规消化Hep- 2喉癌单层培养细胞，配

成单个细胞悬液，倒置显微镜下计数细胞。以每孔

1×103个细胞，体积100 μL的Hep- 2单个细胞悬液接

种于96孔培养板，常规培养细胞。吸去培养液，待

细胞贴壁后，加入EGFR正、反义cDNA重组腺病毒

上清液、重组腺病毒空载体上清液、PBS阴性对照，

每一组按所需观察的时间分为4组，每天一组，每

组3个副孔。转染培养24 h后，每隔24 h加入MTT

20 μL/孔，37 ℃孵育4 h，加二甲基亚砜 200 μL/孔,

终止作用。避光过夜，置酶标仪测550 nm时的吸光

度值，去除本底光吸收值后，以时间为横轴，吸光

度值为纵轴绘制细胞生长抑制曲线。

1.6 重组腺病毒转染Hep- 2细胞的细胞周期测定

将重组腺病毒转染Hep- 2并制成单细胞悬液，

经体积分数为70%的乙醇- 20 ℃固定过夜。与PI染色

液（ 质量 浓 度 为 33 mg/L PI， 质 量 浓 度 为 0.13 g/L

RNaseA，浓度为10 mmol/L EDTA，体积分数为0.5%

TritonX- 2100）室温孵育30 min，采用流式细胞术对

细胞周期各期细胞的百分比进行检测。

1.7 重组腺病毒转染Hep- 2细胞的Western blot印迹

分析

按照常规方法转染提取Hep- 2细胞蛋白[6]后进行

Western blot印迹分析。一抗（ 兔抗人EGFR多克隆抗

体）稀释为1∶3 000，二抗稀释为1∶2 000，辣根过氧

化物酶标记二抗。

1.8 统计学分析

采用SPSS 10.05统计软件包，对MTT实验结果进

行双侧正态性t检验，检验水准α=0.05。细胞周期分

析采用Multicycle软件进行拟合处理。

2 结果

2.1 pAdEasy- EGFR重组质粒鉴定

pAdEasy- EGFR重组质粒经PacⅠ酶切，可见重

组质粒产生了相对分子质量约为3.3×104和4.5×103的

两个片段，而空质粒载体仅一个大片段（ 图1），表

明重组成功。

2.2 pAdEasy- EGFR重组质粒转染HEK293细胞

重组质粒PacⅠ酶切、纯化后转染HEK293细胞，

4~5 d后可见明显的细胞病变，5 d后GFP表达明显

（ 图2、3）。蛋白酶K处理重组质粒，PCR扩增片段大

小为1 024 bp（ 图4）。
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M1：λ- EcoT14 Digest DNA Marker；1，3：antisense- pAdEasy-

EGFR；2：sense- pAdEasy- EGFR；M2：DL15000 DNA Marker

图 1 PacⅠ酶切鉴定pAdEasy- EGFR重组质粒结果

Fig 1 Identification of pAdEasy- EGFR plasmid with PacⅠinci-

sion enzyme

图 2 反义pAdEasy- EGFR重组质粒转染HEK293细胞后，细胞

内GFP表达 荧光显微镜 ×400

Fig 2 GFP expression in HEK293 after transfection with antisense-

pAdEasy- EGFR fluorescence microscope ×400

图 3 正义pAdEasy- EGFR重组质粒转染HEK293细胞后，细胞

内GFP表达 荧光显微镜 ×400

Fig 3 GFP expression in HEK293 after transfection with sense-

pAdEasy- EGFR fluorescence microscope ×400

2.3 pAdEasy- EGFR重组质粒的滴度值

纯化前正义重组质粒的滴度为1.8×108，反义为

1.6×108。经腺病毒纯化试剂盒纯化浓缩后的正义、

反义重组质粒的滴度分别为2.2×109和2.5×109。

2.4 pAdEasy- EGFR重组质粒转染Hep- 2细胞的免

疫化学分析

EGFR正义cDNA重组腺病毒组转染Hep- 2培养

细胞后，EGFR表达升高，其表达呈现细胞特异性

细胞质、细胞膜棕黄色染色（ 图5），阳性表达高达

87.32%。而EGFR反义cDNA重组腺病毒组、重组腺

病毒空载体组、PBS阴性对照组载玻片细胞均为阴

性（ 图6）。

M： DL2000 DNA Marker； 1： 反 义 pAdEasy- EGFR; 2： 正 义

pAdEasy- EGFR

图 4 pAdEasy- EGFR重组质粒上清液PCR结果

Fig 4 Results of detection of pAdEasy- EGFR

图 5 EGFR正义cDNA重组腺病毒组转染Hep- 2细胞后EGFR蛋

白阳性表达 SP ×200

Fig 5 EGFR positive expression in Hep - 2 cell transfected by

sense- pAdEasy- EGFR SP ×200

图 6 EGFR反义cDNA重组腺病毒组转染Hep- 2细胞后EGFR蛋

白阴性表达 SP ×200

Fig 6 EGFR negative expression in Hep- 2 cell transfected by

antisense- pAdEasy- EGFR SP ×200
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2.5 pAdEasy- EGFR重组质粒转染Hep- 2细胞的生

长抑制分析

与EGFR正义cDNA重组腺病毒组、重组腺病毒

空载体组、PBS阴性对照组比较，EGFR反义cDNA

重组腺病毒组对细胞生长抑制作用明显高于其他组

（ 图7）。

图 7 pAdEasy- EGFR重组质粒转染Hep- 2细胞的生长抑制变化

Fig 7 The inhibition of growth in Hep- 2 cell transfected by pAd-

Easy- EGFR

2.6 pAdEasy- EGFR重组质粒转染Hep- 2细胞的流

式细胞术分析

重组质粒空载体处理细胞后，S期细胞百分比

增加，最高达30.30%，G2 /M期细胞可高达24.60%，

G0 /G1期细胞不同程度下降。EGFR正义cDNA重组腺

病毒组转染细胞后，G1期细胞低达51.50%，S期细

胞高达23.70%，G2 /M期细胞高达26.4%。EGFR反义

cDNA重组腺病毒组转染细胞后，G1期细胞高达

80.30%，S期细胞低达13.90%，G2 /M期细胞低达

5.30%。

2.7 pAdEasy- EGFR 重 组 质 粒 转 染 Hep - 2 细 胞 的

Western blot印迹分析

EGFR正义cDNA重组腺病毒组Hep- 2细胞可见

EGFR蛋白强表达，而EGFR反义cDNA重组腺病毒组

Hep- 2细胞EGFR表达明显减弱（ 图8）。

1，2：EGFR正义cDNA重组腺病毒组；3：EGFR反义cDNA重组

腺病毒组

图 8 Western blot检测Hep- 2细胞EGFR蛋白表达

Fig 8 EGFR protein expression in Hep- 2 cell assayed by West-

ern blot

3 讨论

细胞周期的调控模式显示，不同周期时相之间

的转换存在若干个关卡，它们的调控具有特殊的生

物学意义[7- 8]，它们通过检测细胞分子事件的程序来

确保细胞周期转换的正确性[9]。其中以G1 /S期和G2 /M

期期相转换间的关卡调控最为重要。研究发现，细

胞周期由G1期进入S期存在一个特殊限制点，如果

G1 /S限制点调控功能丧失，此时细胞不发生G1期阻

滞，细胞基因组DNA变异而不能被修复或清除，进

而导致细胞增殖失控，导致肿瘤的发生。

细胞的功能活动受信号转导通路的调控，精细

调节的信号转导是正常生命活动的前提, 而信号转

导的异常可以导致病理过程。大量证据[10-13]显示，许

多肿瘤（ 包括喉癌）的发生与控制细胞生长、增殖和

死亡的信号转导通路发生障碍有关。EGFR与酶联受

体介导的信号转导有关，信号分子通过与相应的受

体结合传递信号。针对信号转导通路中发生异常的

环节来干预这种不正常的信号转导，以逆转肿瘤细

胞恶性表型，可以达到抑制肿瘤生长的目的。

EGFR主要通过Ras/MAPK系统、PI3K/AKT系统

和PLC/PKC系统实现信号传导的级联放大效应，将

有丝分裂信号从细胞外传递到细胞内，调节正常细

胞的生长、分化，调控细胞周期，促进损伤修复。

用单克隆抗体阻止EGFR配体结合，可抑制G1期细胞

周期蛋白依赖激酶的活化，引起细胞阻滞于G1期[14]。

阻断EGFR活性的另一途径是用反义寡核苷酸阻断

EGFR mRNA翻译，本实验基于细胞信号转导理论，

利用EGFR反义寡核苷酸使喉癌细胞阻滞于G1期，抑

制或控制肿瘤细胞的增殖。即该腺病毒将EGFR反义

cDNA基因片段导入人喉癌细胞株后，使其互补结合

EGFR基因的第一个内含子与外显子的连接区域，降

低EGFR蛋白的产生，干预EGFR信号转导途径，抑

制肿瘤细胞生长。

研究发现，转染24 h后细胞生长逐渐被抑制，

并随时间的延长抑制作用明显增强，且随着转染复

数的提高细胞被抑制的程度升高。利用Western blot

技术检测转染细胞内EGFR蛋白表达被明显抑制。采

用流式细胞术检测到转染Hep- 2细胞大部分被阻滞

于G1期，同时诱导Hep- 2细胞的凋亡，从而抑制或

控制肿瘤细胞的增殖，这在单克隆抗体阻断结肠癌

细胞EGFR信号转导通路的实验中得到了证实[15]。未

转染EGFR反义cDNA则出现异倍体Hep- 2细胞，且

具有G2 /M峰，S期DNA表达增加。
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综上所述, 重组腺病毒EGFR反义cDNA可以高

效地转染人喉癌Hep- 2细胞，从而有效地抑制细胞

EGFR的表达，诱导细胞凋亡，将更多的细胞阻滞

在G0～G1期，抑制细胞增殖。因此笔者认为EGFR反

义cDNA引入Hep- 2细胞后，能从细胞信号转导的角

度来阻断肿瘤细胞的无限增殖，实现细胞信号转导

的干预治疗，为肿瘤的基因治疗提供新思路。
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!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!

子被GIC中的聚丙烯酸溶解出来，极大地提高了缺

损区局部的钙、磷离子浓度；同时牙体组织自身的

HAP也能被聚丙烯酸溶解，残缺的晶体可以重新再

矿化；另外，纳米羟磷灰石还可直接封闭牙本质小

管，达到较好的矿化效果。因此，复合nano- HAP的

GIC可以有效地封闭和修复缺损的牙体组织，可用

作牙齿洞衬、垫底或预防性充填材料。
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