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重组人p53腺病毒注射液 (今又生)
对人肺腺癌细胞生长及化疗敏感性研究

王朝霞　陆彬彬　王腾　德伟　束永前

【摘要】　背景与目的　在肺癌中 ,p53突变是最常见的基因改变之一 ,p53基因的突变常导致细胞对化疗

不敏感。有研究表明导入野生型 p53基因能增加化疗药物的敏感性。本研究的目的是探讨重组人 p53腺病

毒注射液 (Ad2p53 ,今又生 , Gendicine)对人肺腺癌细胞生长及化疗敏感性的影响。方法　将重组腺病毒载体

所携带的野生型 p53基因导入人肺腺癌细胞株 GL C282 (含突变型 p53基因)及 A549 (含野生型 p53基因) ,并

联合应用化疗药物顺铂 (DDP) ,通过 Western blot法分析外源野生型 p53基因在细胞内的表达 ,M TT法和流

式细胞术观察对细胞生长及细胞周期、凋亡的影响。结果 　通过 Western blot 证实了外源 p53 基因能在

GLC282及 A549细胞中高效表达。M TT法观察到 Ad2p53对肺癌细胞的抑制作用呈时间依赖性和剂量依赖

性效应。100 MOI Ad2p53与 0. 5 mg/ L DDP 联合应用后 72 h ,对 A549 细胞的生长抑制率达 43. 13 % ±

0. 72 % ,显著高于单用 Ad2p53组 (23. 44 %±0. 54 % , P < 0. 001)和 DDP组 (14. 17 %±1. 39 % , P < 0. 001) ;对

GLC282细胞生长的抑制率达 63. 73 %±0. 92 % ,显著高于单用 Ad2p53 组 (41. 51 %±0. 59 % , P < 0. 001)和

DDP组 (56. 11 %±1. 12 % , P < 0. 001) 。流式细胞术检测结果显示 ,Ad2p53与 DDP联合应用能使细胞阻滞

于 G02G1 期 ,S期细胞比例明显减少。Ad2p53 + DDP组 A549细胞凋亡率为 28. 99 %±1. 07 % ,显著高于单用

Ad2p53组 (15. 35 %±1. 31 % , P < 0. 001)和 DDP组 (1. 74 %±0. 77 % , P < 0. 001) ;Ad2p53 + DDP组 GLC282

细胞凋亡率为 62. 98 %±2. 43 % ,显著高于单用 Ad2p53组 (20. 88 %±0. 71 % , P < 0. 001)和 DDP组 (6. 91 %

±1. 52 % , P < 0. 001) 。结论　重组人 p53腺病毒注射液能抑制肺腺癌细胞的生长 ,并不受内源性 p53 状态

的影响。它与抗癌药 DDP联用能显著增加肺腺癌细胞的化疗敏感性。
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【Abstract】　Background and objective　p53 gene is the most commonly mutated gene in lung cancer. p53

mutation result s in insensitivity of cells when exposed to chemotherapy. It has been reported that adenovirus2
mediated wild2type p53 gene t ransfection into lung cancer cells can enhance the cytotoxic effect of anti2cancer

drugs. The aim of this study is to evaluate the effect s of domestic recombinant adenovirus2p53 (Ad2p53 , Gen2
dicine) on growth and chemosensitivity of human lung adenocarcinoma cell lines. Methods　Human lung ade2
nocarcinoma cell lines GLC282 (including mutant p53) and A549 (including wild2type p53) were t reated with

Ad2p53 , cisplatin (DDP) or Ad2p53 + DDP respectively. p53 expression was detected by Western blot . The

cell growth inhibition was assessed by M TT , and cell cycle and apoptosis were detected by flow cytometry.

Results　High2level p53 expression was detected in Ad2p53 infected GLC282 and A549 cells by Western blot .

There was a dose2dependent and time2dependent inhibition of cell proliferation by Ad2p53. After combined

treatment with Ad2p53 (100 MOI) and DDP (0. 5 mg/ L) for 72 h , the growth inhibition rate of A549 cells was

43. 13 %±0. 72 % , which was significantly higher than that in Ad2p53 group (23. 44 %±0. 54 % , P < 0. 001)

and DDP group (14. 17 %±1. 39 % , P < 0. 001) ; and the growth inhibition rate of GLC282 cells was 63. 73 %

±0. 92 % , which was significantly higher than that in Ad2p53 group (41. 51 %±0. 59 % , P < 0. 001) and DDP

group (56. 11 % ±1. 12 % , P < 0. 001) . Combined administ ration of Ad2p53 and DDP remarkably arrested

A549 and GLC282 cells in G022G1 , and cells in S phase significantly decreased. Meanwhile the apoptotic
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rate of A549 cells was 28. 99 %±1. 07 % in Ad2p53 + DDP group , which was significantly higher than that in

Ad2p53 group (15. 35 %±1. 31 % , P < 0. 001) and DDP group (1. 74 %±0. 77 % , P < 0. 001) . The apoptotic

rate of GLC282 cells was 62. 98 %±2. 43 % in Ad2p53 + DDP group , which was significantly higher than that

in Ad2p53 group (20. 88 %±0. 71 % , P < 0. 001) and DDP group (6. 91 %±1. 52 % , P < 0. 001) . Conclusion

　Ad2p53 ( Gendicine) can inhibit the growth of human lung adenocarcinoma cell lines irrespective of the status

of endogenous p53 gene. It s combination with DDP may significantly enhance the chemosensitivity of human

lung adenocarcinoma cells to DDP.

【Key words】　L ung neoplasms　　Gene therapy　　p53 gene　　Cisplatin

　　野生型 p53基因是重要的抑癌基因 , 它所编码的

p53蛋白在参与细胞周期调控、诱导细胞凋亡的过程

中发挥着关键性的作用[1、2 ]。p53 基因的突变或缺失

导致细胞遗传不稳定和对化疗及放射治疗不敏感[3 ]。

肺癌中 p53基因的突变率较高 ,在肺癌细胞中导入野

生型 p53基因能增加对多种化疗药物的敏感性[4 ]。虽

然国外重组人 p53腺病毒制剂 ( recombinant adenovi2
rus2p53 ,Ad2p53)在肺癌的研究已有较多的报道 ,但国

内研制的基因治疗药物重组人 p53 腺病毒注射液 (今

又生 , Gendicine)目前只有头颈鳞癌方面的研究报道。

自 2004年 10月～2005年 4月我们应用该 Ad2p53制

剂将重组腺病毒载体所携带的野生型 p53基因导入人

肺腺癌细胞株 GL C282 (含突变型 p53 基因)及 A549

(含野生型 p53基因) ,并联合肺癌常用化疗药物顺铂

(DDP) ,观察对不同内源 p53 基因状态的人肺腺癌细

胞的抑制作用及其化疗敏感性的影响。

1　材料与方法

1 . 1　材料与试剂、仪器　人肺腺癌细胞株 GL C282购

自中科院肿瘤所分子肿瘤学国家重点实验室 ,A549购

自上海细胞所。试剂 :Ad2p53注射液 (今又生)由深圳

市赛百诺基因技术公司提供 ,DDP购自山东齐鲁制药

厂 ,一抗兔抗人 p53 多克隆抗体 ( FL2393 : sc26243)及

羊抗兔二抗购自 Santa Cruz公司 ,一抗羊抗人β2actin

单克隆抗体及兔抗羊二抗购自 Sigma 公司 , RPMI

1640购自 GIBCO 公司 ,新生牛血清购自中美合资兰

州民海生物工程有限公司 ,噻唑蓝 ( M T T) 、DMSO 购

自 Sigma 公司。主要仪器 : EL X800 酶标仪 (美国

BIO2TE K INSTRUM EN TS) 、流式细胞仪 (美国 BD2
FACS Vantage SE)和半干电子转膜仪 (瑞典 L KB) 。

1 . 2　腺病毒滴度测定 　Ad2p53 剂量为 1 ×1012 V P/

(mL ·支) (V P :病毒颗粒 ,virus particle) ,空斑实验确

定其滴度为 1 ×1010 PFU/ (mL ·支) ( PFU :空斑形成

单位 ,plaque2forming unit) ,分装后 - 20℃保存。

1 . 3　细胞培养 　GL C282 及 A549 细胞均接种于含

10 %新生牛血清的 RPMI 1640培养基中 ,置 5 %CO2、

饱和湿度、37℃培养箱中培养。细胞为贴壁生长 ,

0. 125 %的胰蛋白酶消化传代 ,1～2天换液一次。

1 . 4　Western blot 检测　将 1×106 GL C282及 A549

细胞接种于培养瓶中 ,24 h 后换液。Ad2p53 组 :分别

将 Ad2p53按 25、50、100 PFU/细胞的感染复数 ( mul2
tiplicity of infection , MO I)感染细胞 ,继续培养 24、

48、72 h后提取细胞总蛋白质 ; Ad2p53 联合 DDP组 :

先将 100 MOI Ad2p53 感染细胞 ,1 h 后加入含 DDP

终浓度为 0. 5 mg/ L 的 RPMI 1640 完全培养基 ,72 h

后提取细胞总蛋白质 ;DDP组 :加入含 DDP终浓度为

0. 5 mg/ L 的 RPMI 1640 完全培养基 ,72 h 后提取细

胞总蛋白质。用 Bradford 法测定蛋白质浓度。分别

取 30μg蛋白质在 10 %聚丙烯酰胺凝胶 15 mA 电泳

3 h ,30 mA 半干转膜 2 h ,5 %脱脂牛奶室温封闭 1 h ,

接着分别与兔抗人 p53 多克隆抗体 (1 ∶500) 和羊抗

人β2actin单克隆抗体 (1∶2000)室温温育 2 h ,然后分

别与辣根过氧化物酶标记的羊抗兔 Ig G抗体 (1 ∶

1000)和兔抗羊 Ig G抗体 (1∶5000)室温温育 1 h ,应用

发光试剂盒显示蛋白质条带。

1 . 5 　M T T 比色法 　取对数生长期的 GL C282 及

A549细胞按 1 ×104 /孔接种于 96 孔培养板 ,每孔加

液量 200μL。24 h 后换液 ,设空白调零组 (不接种细

胞) 、对照组 (加入等量溶剂生理盐水)及实验组 (Ad2
p53、DDP单药组 :加不同浓度的干预药物 ;联合用药

组 :根据单药对肺癌细胞的生长抑制效应 ,选用 Ad2
p53 100 MO I和 DDP 0. 5 mg/ L 为联合用药浓度 ,加

药方法同上) 。每组设 3 个复孔。分别继续培养 24、

48、72 h后小心吸出培养液 ,加入 M T T试剂 (5 g/ L )

20μL , 空白调零组加入 20μL PBS ,继续培养 4 h 后

吸出上清 ,每孔加 DMSO 150μL ,置水平摇床上摇

15 min后 ,在酶联免疫测定仪上选择波长 490 nm ,空

白孔调零 ,测定各孔吸光度 A。计算细胞生长的抑制

率 :抑制率 = (1 - 实验组 A值/对照组 A值) ×100 %。

根据直线回归法计算 GL C282及 A549细胞的 Ad2p53

及 DDP的 IC50值。

1 . 6　流式细胞术检测细胞周期及凋亡率　取对数生
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长期的 GL C282 及 A549 细胞 ,以 1 ×106 / mL 细胞数

接种于培养瓶中 ,24 h后换液。设对照组 (不加药物) 、

Ad2p53组 (100 MOI) 、DDP组 (0. 5 mg/ L)及 Ad2p53

(100 MOI) + DDP (0. 5 mg/ L)组。每组均重复 3 瓶。

培养 72 h 后收集所有悬浮及贴壁细胞 ,70 %冷乙醇

4℃固定 2 h , - 20℃保存。检测前 PBS洗两次 ,加入

RNA酶 (终浓度为 50 mg/ L )消化 ,37℃水浴 30 min

后冰浴 ,加入碘化丙啶 ( PI ,终浓度为 20 mg/ L ) ,暗处

避光染色 30 min ,上流式细胞仪检测细胞周期及凋亡

率。

1 . 7　统计学方法　采用 SPSS11. 0软件进行分析 ,数

据以 �x ±s表示 ,各组间差异采用 t检验 , P < 0. 05 为

差异有统计学意义。

2　结果

2 . 1　外源性 p53基因在 GL C282及 A549细胞中的表

达　Western blot 分析结果显示 (图 1) ,未经 Ad2p53

转染的 GL C282及 A549细胞内未见明显的 p53 蛋白

表达 ,而腺病毒载体能介导外源野生型 p53 基因在

GL C282及 A549细胞中高效表达 ,表达强度呈时间依

赖性和剂量依赖性。

图 1　Western blot 分析 Ad2p53、DDP和 Ad2p53 + DDP组 GLC282及 A549细胞中 p53蛋白表达的情况

Fig 1　Western blot analysis of p53 expression in GLC282 and A549 cells t reated wit h Ad2p53 , DDP or Ad2p53 + DDP

A : GL C282 cells t reated wit h Ad2p53 : Lane 1 : 0 MOI ; Lane 2 : 25 MOI ; Lane 3 : 50 MOI ; Lane 4 : 100 MOI. B : GLC282 cells t reated wit h 100 MOI

Ad2p53 : Lane 1 : 0 h ; Lane 2 : 24 h ; Lane 3 : 48 h ; Lane 4 : 72 h. C : GLC282 cells t reated for 72 h : Lane 1 : Cont rol ; Lane 2 : 0. 5 mg/ L DDP ; Lane

3 : 100 MOI Ad2p53 ; Lane 4 : 100 MOI Ad2p53 + 0. 5 mg/ L DDP. D : A549 cells t reated wit h Ad2p53 : Lane 1 : 0 MOI ; Lane 2 : 25 MOI ; Lane 3 :

50 MOI ; Lane 4 : 100 MOI. E : A549 cells t reated wit h 100 MOI Ad2p53 : Lane 1 : 0 h ; Lane 2 : 24 h ; Lane 3 : 48 h ; Lane 4 : 72 h. F : A549 cells t rea2
ted for 72 h : Lane 1 : Cont rol ; Lane 2 : 0. 5 mg/ L DDP ; Lane 3 : 100 MOI Ad2p53 ; Lane 4 : 100 MOI Ad2p53 + 0. 5 mg/ L DDP

2 . 2 　Ad2p53 与 DDP单用或联合应用对 GL C282 及

A549细胞生长的抑制作用　不同感染强度的 Ad2p53

感染 GL C282及 A549细胞 24、48、72 h的体外生长抑

制曲线见图 2、3 ,Ad2p53对肺癌细胞的抑制作用呈时

间依赖性和剂量依赖性效应 ,与外源 p53 基因在

GL C282及 A549细胞中的表达情况相一致。Ad2p53

和 DDP 对 A549 细胞作用 72 h 的 IC50 值分别为

184. 6 MO I和 4. 8 mg/ L ,对 GL C282 细胞分别为

120. 2 MO I 和 0. 5 mg/ L。100 MOI Ad2p53 与

0. 5 mg/ L DDP联合应用后 72 h ,对 A549细胞生长的

抑制率为 43. 13 %±0. 72 % ,与两个单药组比较差异

均有统计学意义 ( P < 0 . 001 , P < 0. 001) ;对 GL C282

细胞生长的抑制率为 63. 73 %±0. 92 % ,与两个单药

组比较差异亦均有统计学意义 ( P < 0 . 001 , P < 0. 001)

(表 1) 。

表 1　Ad2p53、DDP、Ad2p53 + DDP对

GLC282及 A549细胞的生长抑制效应

Tab 1　The effect s of Ad2p53 , DDP and Ad2p53 + DDP

on growth inhibition of GLC282 and A549 cells

　　Group Growt h inhibition rate ( %)

GL C282

　Ad2p53 100 MOI 41. 51±0. 59

　DDP 0. 5 mg/ L 56. 11±1. 12

　Ad2p53 100 MOI + DDP 0. 5 mg/ L 63. 73±0. 92 *

A549

　Ad2p53 100 MOI 23. 44±0. 54

　DDP 0. 5 mg/ L 14. 17±1. 39

　Ad2p53 100 MOI + DDP 0. 5 mg/ L 43. 13±0. 72 *

* : P < 0. 001 , compared wit h single agent groups
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2 . 3 　Ad2p53 与 DDP单用或联合应用对 GL C282 及

A549细胞周期及凋亡的影响 　Ad2p53 转染 GL C282

及 A549细胞后能使细胞周期明显阻滞于 G02G1 期 ,S

期细胞比例明显减少 , 细胞凋亡数明显增多。

100 MO I Ad2p53与 0. 5 mg/ L DDP联合应用 72 h后

GL C282细胞凋亡率为 62. 98 %±2. 43 % ,与两个单药

组比较差异均有统计学意义 ( P < 0 . 001 , P < 0. 001) ;

联合用药组 A549细胞凋亡率为 28. 99 %±1. 07 % ,与

两个单药组比较差异均有统计学意义 ( P < 0 . 001 , P <

0. 001) (表 2) 。

图 2　不同感染强度的 Ad2p53感染 GL C282细胞 24、48、72 h的体外生

长抑制曲线

Fig 2　Dose2response curves for proliferation inhibition of GLC282 cells

t reated wit h Ad2p53 by M T T

图 3　不同感染强度的 Ad2p53感染 A549细胞 24、48、72 h的体外生长

抑制曲线

Fig 3 　Dose2response curves for proliferation inhibition of A549 cells

t reated wit h Ad2p53 by M T T

表 2　Ad2p53、DDP、Ad2p53 + DDP对 GLC282及 A549细胞周期及凋亡的影响

Tab 2　The effect s of Ad2p53 , DDP and Ad2p53 + DDP on cell cycle and

apoptosis of GLC282 and A549 cells by flow cytometry

　Group G022G1 ( %) S ( %) G222M ( %) Apoptotic cell ( %)

GLC282

　Cont rol 54. 84±1. 74 39. 78±2. 48 5. 38±0. 98 0. 02±0. 01

　Ad2p53 80. 46±0. 91 * 19. 54±1. 13 * 0. 00±0. 00 20. 88±0. 71 *

　DDP 47. 83±2. 33 39. 86±1. 94 12. 31±1. 31 6. 91±1. 52

　Ad2p53 + DDP 87. 64±1. 53 * * 12. 36±0. 85 * * 0. 00±0. 00 62. 98±2. 43 * *

A549

　Cont rol 74. 30±2. 70 22. 56±2. 32 3. 14±1. 57 0. 45±0. 02

　Ad2p53 92. 59±3. 02 * 7. 40±2. 10 * 0. 01±0. 53 15. 35±1. 31 *

　DDP 65. 46±2. 06 16. 57±3. 17 17. 97±2. 27 1. 74±0. 77

　Ad2p53 + DDP 77. 70±0. 68 * 14. 96±1. 34 * 7. 35±1. 90 28. 99±1. 07 * *

* : P < 0. 001 , compared wit h cont rol group ;

* * : P < 0. 001 , compared wit h cont rol group and single agent groups

3　讨论

野生型 p53基因的突变或缺失是目前发现的各类

肺癌中最常见的基因改变[5 ] ,肺癌中 p53 基因的突变

率达 50 %～70 %。即使在无 p53基因突变的肺癌中 ,

p53基因因为结合了高水平的 MDM2蛋白而无活性 ,

或因其下游基因如抗凋亡基因 Bcl22家族使 p53 基因

功能发生变化或无活性转录而出现功能性失活[6 ]。

p53基因突变、功能失活使肿瘤细胞对化疗及放射治

疗的敏感性下降。Osaki 等[ 4 ]应用 Ad2p53 转染人肺

鳞癌细胞 NCI2H157和 NCI2H1299 ,同时联合应用化

疗药物 DDP、52氟尿嘧啶、伊立替康等观察到 ,Ad2p53

与 DDP、52氟尿嘧啶和伊立替康有明显的协同抗肿瘤
效应 ,体内实验显示 Ad2p53联合 DDP、伊立替康有协

同抑制小鼠移植瘤生长的作用 ,这些抗癌药物可作为

化疗联合基因治疗的代表药物。Horio 等[7 ]研究 Ad2
p53与治疗非小细胞肺癌的常用化疗药物多西紫杉

醇、紫杉醇、DDP、足叶乙甙等对非小细胞肺癌细胞株

A549 (含野生型 p53 基因) 、H322 (含突变型 p53 基

因) 、H1299 (缺失 p53基因)等的联合作用观察到 ,Ad2
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p53能增加肺癌细胞对化疗的敏感性 ,促进细胞凋亡 ,

它与化疗药物的协同抗肿瘤效应不受内源性 p53状况

的影响。Inoue 等[8 ]用 Ad2p53 治疗肺癌也得到了与

Horio等同样的结果 ,能增加 DDP、多西紫杉醇、阿霉

素、足叶乙甙等的化疗敏感性 ,并不受内源性 p53状况

的影响 , Ad2p53 对 A549 细胞作用 72 h 的 IC50 为

255 MO I。徐敏毅等[9 ]采用自己构建的重组腺病毒载

体介导野生型 p53基因联合化疗药物 DDP、As2 O3 对

人肺腺癌细胞株 GL C282 (含突变型 p53 基因)的体

内、外实验观察到 , Ad2p53 与 DDP 或 As2 O3 有显著

的协同抗肿瘤作用 ,Ad2p53能增加 GL C282细胞的化

疗敏感性。

本研究观察到 Ad2p53注射液 (今又生)能介导野

生型 p53基因在人肺腺癌细胞 GL C282 中高效表达 ,

A549细胞中虽然含野生型 p53基因 ,但外源 p53基因

仍能有效表达 ,表达强度呈时间依赖性和剂量依赖性。

A549细胞虽然含内源野生型 p53基因 ,Nort hern blot

法可观测到内源 p53 mRNA有低水平表达[8 ] ,但我们

用 Western blot 法未见明显 p53蛋白的表达 ,这可能

与内源 p53蛋白半衰期短、表达量低有关。Ad2p53抑

制细胞生长的作用与外源 p53基因在细胞中的表达强

度相一致 ,对 A549 及 GL C282 细胞作用 72 h 的 IC50

值分别为 184. 6 MO I和 120. 2 MO I ,它能明显促进细

胞凋亡 ,阻滞细胞周期于 G02G1 期 ,使 S期细胞比例

明显减少 ,与小剂量 DDP联用能显著增强肺腺癌细胞

对 DDP的化疗敏感性 ,作用效应不受内源性 p53状况

的影响。本研究结果显示 ,重组人 p53 腺病毒注射液

可以提高含突变型 p53基因及含野生型 p53基因的肺

腺癌细胞株对抗癌药物 DDP的化疗敏感性。
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