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　　摘 　要 :目的　观察腺病毒载体对肝癌细胞的转染效率及其介导的人野生型 p53 、GM2CSF 和 B721 基

因在肝癌细胞中的表达。方法 　不同 MOI 的 Ad2GFP 感染肝癌细胞 ,48h 后计算感染效率 ;BB 2102 以

50MOI 感染肝癌细胞 ,48h 后免疫组化法及 westernblot 检测 p53 表达 ,ELISA 检测 GM2CSF 的含量 ,FACS

测定 B721 的表达。结果 　MOI 为 50pfu/ 细胞时对肝癌细胞的转染效率达 80% 以上 ,目的基因均可在肝癌

细胞中高效表达。结论 　腺病毒载体对肝癌细胞具有较高的转染效率 ,目的基因均可在肝癌细胞中高效表

达 ,为进一步研究 BB 2102 在肝癌治疗中的应用奠定了基础。
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　　Abstract:Objective 　Toevaluatethetransferrin gefficienc yofrecombinantadenoviralvector (BB2102) ex2
pressin gthehumanwildt ype p53,GM 2CSFandB7 21 genesintohe patocellularcarcinoma ( HCC) celllinesinvit 2
ro. Methods　HCCcelllinesweretransferredwithmockadenoviralvectorex pressin g greenfluorescent protein

(Ad2GFP) ataseriesconcentrationsofMOI. p53,GM 2CSF,andB7 21ex pressin ginHCCcellsweredeter 2
minedb ywesternblot,ELISAmethodandflow 2cytometricanal ysesres pectively. Results　When50MOIofre 2
combinantadenoviralvectorswasused,over80%oftar gettumorcellscouldbeefficientl ytransferred.Hi ghlev 2
elsof p53,GM 2CSF,andB7 21ex pressedinHCCcellstransferredwithBB 2102. Conclusion　Adenoviralvectors

expressin ghumanwildt ype p53,GM 2CSFandB7 21 genescouldbeusedasanefficientvectortoex pressin g gene
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inclinical genethera pya gainstHCC.
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　　腺病毒是目前基因治疗中最常用的载体之

一[1,2] 。本实验用的腺病毒载体为 E1、E3 区和包装

信号缺失的复制缺陷型 5 型腺病毒载体 ,携带人野生

型 p53 、GM2CSF 和 B721 基因 (简称 BB 2102) [3] 。构

建方式为首先构建以串联方式携带人野生型 p53 、

GM2CSF 和 B721 基因的重组质粒 pBB 2102, 同时克

隆 5 型腺病毒基因组 ( E1、E3 区和包装信号缺失) 的

质粒 GT4050, 通过共转染 293 细胞获得较高滴度的

BB 2102 。评价基因治疗中载体有效性包括载体的转

染效率、目的基因表达的持续时间和表达水平等几个

方面 ,它直接影响基因治疗的效果[4] 。BB 2102 在肺

癌[5] 和喉癌[6] 的实验性治疗中已取得较好的效果 ,

本实验目的是观察 BB 2102 对肝癌细胞的转染效率
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及目的基因的表达 ,为进一步研究利用此载体治疗肝

癌提供依据。

1 　材料与方法

1.1 　材料 Ad2GFP

　　由美国百特医疗用品公司基因治疗部提供 ,BB 2
102 由邱兆华博士构建。p53 基因野生型肝癌细胞系

BEL27402 由军事医学科学院放射医学研究所提供 ,

p53 基因突变肝癌细胞系 HLE 及 HuH27 由日本

Okayama 大学 MasayoshiNamba 博士惠赠。细胞培

养条件为高糖 DMEM,10% 胎牛血清 ;细胞消化条件

为 0.2% 胰蛋白酶 +0.02%EDTA 。主要试剂 :免疫

组织化学检测试剂盒 ( Ultrasensitive TM S 2PKit )

(MaximBiotech,Inc ) , 鼠抗人 p53 单克隆抗体

PAb1801 (Labvision ) ,Westernblotdetections ystem

ECL+ plus 试剂盒 (Amersham ) ,GM2CSFELISA 试

剂盒 ( Endogen) 。

1.2 　实验方法

1.2.1 　Ad2GFP 感染肝癌细胞系的效率

　　分别将BEL27402 、HLE 及 HuH27 三株肝癌细胞

接种于 12 孔板 ,1 ×105细胞/ 孔 ;12h 后将培养液吸

出 ,各孔分别加入不同 MOI 的 Ad2GFP,MOI 分别为

0、12.5 、25、50、100 和 200pfu/ 细胞 ;感染后 48h 计数

GFP 表达阳性的细胞数占该视野内的全部细胞数的

百分比。每种细胞的不同 MOI 做 4 个复孔 ,计算其

平均转染率。

1.2.2 　BB 2102 中的 p53 基因在肝癌细胞中的表达

　　免疫组化法 :三种肝癌细胞各以 1 ×105的量接

种于 6 孔培养板 ,底部加一盖玻片 ;12h 后分别以 Ad2
GFP 或 BB2102 感染细胞 ,MOI 均为 50pfu/ 细胞 ,以

DMEM 为对照 ; 感染病毒后 48h 取出玻片 , 用

PAb1801 试剂盒检测 p53 基因的表达。

　　蛋白印迹杂交 (westernblot ) :相同数量 (1 ×106)

的三种肝癌细胞分别感染 Ad2GFP 或 BB 2102,MOI

均为 50pfu/ 细胞 ,以 DMEM 为对照 ;48h 后收集细胞

制成蛋白样品。参照分子克隆实验指南方法进行蛋

白印迹杂交[7] ,ECL 试剂盒进行显色 ,曝光 10min, 显

影 5min, 定影 5min 。

1.2.3 　GM2CSF 基因在肝癌细胞中的表达

　　细胞以 3 ×104/ 孔接种于 6 孔板中 ,以 BB 2102

感染细胞 ,MOI 为 50pfu/ 细胞 ,以 DMEM 为对照。

2h 后吸去病毒液 ,加入新鲜培养液 2ml。此后每 24h

收集上清液 ,更换新鲜培养液 ,连续收集 12d, 用

ELISA 试剂盒测定样品中 GM2CSF 的含量。

1.2.4 　B721 在肝癌细胞中的表达

　　细胞以 1 ×106接种于 50ml 的培养瓶中 ,用 BB 2
102 感染细胞 ,MOI 为 50pfu/ 细胞 ,以 DMEM 为对

照。48h 后消化、离心细胞 ,加入 15μlFITC 标记的

B721 单抗 ,4 ℃温育 30min,1% 多聚甲醛固定 ,FACS

测定。

2 　结果

2.1 　腺病毒载体对三株肝癌细胞系的转染效率

　　腺病毒对肝癌细胞系具有较高的感染效率 ,存在

量效关系。当 MOI 为 50pfu/ 细胞时 ,对 BEL27402

及 HLE 的转染效率达 90% 以上 ,对 HuH27 细胞的转

染率也达 80% 以上 ;当 MOI 为 100pfu/ 细胞时 ,转染

率几乎均达 100% 。本实验选择 MOI 为 50pfu/ 细胞

作为病毒的最佳感染强度。

2.2 　p53 基因在三个肝癌细胞中高效表达

　　免疫组化结果 ,BEL27402 细胞的对照组 p53 蛋

白微量表达 ,转染 Ad2GFP 后结果相似 ;而转染 BB 2
102 后 ,p53 蛋白表达量明显增多 ,细胞核出现深浅不

一的棕黄色。HLE 和 HuH27 的对照组及 Ad2GFP

组 ,可测出 p53 弱的表达 ,转染 BB 2102 后 ,p53 蛋白

表达明显增强 ,细胞核染成深棕色。Westernblot 结

果与免疫组化的结果相似 ,转染 BB 2102 后 p53 蛋白

明显增多 ,而对照组及 Ad2GFP 组 p53 蛋白表达极

少 ,见图 1。

图 1 　westernblot 法检测 BB 2102 中 p53

基因在肝癌细胞中的表达

(1:BEL 27402 细胞对照组 ;2:HLE 细胞对照组 ;3:HuH 27 细

胞对照组 4:BEL 27402 细胞转染 Ad2GFP;5:HLE 细胞转染

Ad2GFP;6:HuH 27 细胞转染 Ad\|GFP7:BEL 27402 细胞转

染 BB 2102;8:HLE 细胞转染 BB 2102;9:HuH 27 细胞转染

BB102)

2.3 　GM2CSF 在肝癌细胞中的表达

　　GM2CSF 的标准曲线的回归方程为 Y=0.

1033820+0.004602X, 相关系数 r=0.999376, 接近

1, 说明用 ELISA 法测定 GM2CSF 的表达量与 OD 值

的线性关系较好。BEL27402 和 HLE 细胞染毒后 2

天 GM2CSF 表达量达最高水平 ,分别为 137.1 和

213.2 pg/ml, 以后逐渐下降。对于 HuH27 细胞感染

病毒后第 3 天 GM2CSF 表达量达最高水平 ,为 318.

3pg/ml, 以后又逐渐下降。说明不同细胞系 ,感染 BB

2102 后 GM2CSF 表达的最高水平及到达最高水平的

时间也不尽相同 ,见图 2。

2.4 　B721 在肝癌细胞中的表达
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　　FACS 测定结果 :细胞表面 B721 表达水平在染

毒后 2 天有显著提高。BEL27402 细胞 B721 表达的

阳性百分率由未转染BB 2102 的 6.9% 提高到转染后

的 99.8%, 荧光强度由 22.5 提高到 95;HLE 细胞的

阳性百分率由未转染 BB 2102 的 12.3% 提高到转染

后的 34.1%, 荧光强度由 14.8 提高到 31.7;HuH 27

细胞的阳性百分率由未转染 BB 2102 的 17.1% 提高

到转染 BB 2102 后的 64.6%, 荧光强度由 17.5 提高

到 52.9 。

图 2 　BB 2102 中 GM2CSF 基因在肝癌细胞中的表达

3 　讨论

　　腺病毒的宿主细胞广泛 ,对除血细胞外的多种细

胞均具有较高的转染率。用人类腺病毒制备的载体

有许多优点 :如容易复制、可获得较高的滴度、安全性

好、基因毒性低、载体容量大、宿主范围广等特点 ,已

广泛应用于各种肿瘤的基因治疗。我们实验以 GFP

为报告基因 ,观察到了腺病毒对肝癌细胞 BEL27402 、

HLE 及 HuH27 均有很高的转染率 ,这为以腺病毒为

载体将目的基因导入肝癌细胞提供了前提。已知腺

病毒无需整合进宿主细胞基因组中 ,目的基因在宿主

细胞基因组外游离状态下瞬时表达 ,表达高峰期为转

染后 2～4d, 因此选择腺病毒感染后 48h 作为检测

p53 基因表达的时间。结果表明 ,腺病毒能有效地将

目的基因导入肝癌细胞中并高效表达。

　　BEL27402 细胞 p53 基因为野生型 ,HLE 及 HuH

-7 p53 基因为突变型[8] ,野生型 p53 基因产物 p53

蛋白半衰期较短 ,为 20～30min, 难以检测 ,突变型

p53 基因的产物 p53 蛋白由于空间构象的改变 ,使其

半衰期延长而易于检测。因此 BEL27402 细胞的对

照组及 Ad2GFP 组难以检测出 p53 蛋白的表达 ;转染

BB2102 后 ,由于 p53 蛋白表达的增多 ,通过免疫组化

或蛋白印迹杂交能检测出 p53 蛋白的表达。HLE

及 HuH27 细胞的对照组及 GFP 组通过免疫组化检

测可见细胞核被染成棕色 ,转染 BB 2102 后 ,随着外

源野生型 p53 基因的表达 ,p53 蛋白增多 ,细胞核被

染成深棕色 ,westernblot 检测结果与此相似。细胞

株本身的不同 ,腺病毒对其转染效率也可能存在一定

差别 ,如 MOI 为 50pfu/ 细胞时 ,对 BE27402 及 HLE

的转染效率可达 90%, 而对 HuH27 只为 80%; 此种

不同还表现在 GM2CSF 和 B721 的表达状态方面 ,如

HuH27 细胞表达 GM2CSF 的最高水平为 318.3 pg/

ml, 大大高于 BEL27402 细胞 (137.1 pg/ml ) 和 HLE

细胞 (213.2 pg/ml ) 表达水平 ;达最高水平时间 BEL2
7402 细胞及 HLE 细胞均为染毒后 2 天 ,而 HuH27 细

胞却为染毒后 3 天 ;B721 表达的阳性率及强度亦不

一致 ,这与三种细胞不同的生长状态及调控三基因表

达的启动子不同有关 ,可能是多种因素综合影响的结

果。总之 ,腺病毒载体对肝癌细胞较高的感染效率及

目的基因的高效表达 ,为进一步探讨 BB 2102 在肝癌

基因治疗中的应用奠定了基础。
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