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新城疫病毒
: )0;3*1<+0 =/10*10 >/('1

!

9?7

"属 于溶瘤病毒!该病毒能特异性地杀伤肿瘤细胞!而对

正常细胞没有损伤或损伤较小#

9?7

应用于临床将

是一种极具潜力的肿瘤治疗新方法 $

@

%

# 血凝素神经

氨酸酶&

.0A*44+'</)/)!)0'(*A/)/=*10

!

B9

"位于
9?7

9?7!B9致人肺腺癌 CDEF细胞凋亡的
实验研究

田雯钰!林宇宁!梁 莹!黄娟娟!李 瑞!樊晓晖

&广西医科大学基础医学院微生物学教研室!广西 南宁
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"

摘 要!$目的% 探讨
9?7!B9

诱导人肺腺癌
CDEF

细胞凋亡的相关机制#$方法% &

@

"构建包
含绿色荧光素蛋白&

GHI

"及
9?7!B9

的慢病毒
1,GHI!B9

载体!用
!F$7

细胞包装慢病毒
J>!

1,GHI!B9

!用
!F$7

细胞进行空载质粒转染组&空载组"慢病毒包装!命名为
J>!1,GHI

'&

!

"以
空载组

CDEF!1,GHI

细胞和空白组
CDEF

为对照! 用慢病毒转染方法建立稳定表达
9?7!B9

蛋白的
CDEF

细胞株!即
CDEF!1,GHI!B9

细胞株!

KLMI-K

(

N01<0() O+&<

检测
CDEF

细胞
9?7!

B9

蛋白的表达'&

$

"分别在
CDEF!1,GHI!B9

和
CDEF

两组细胞中加入顺铂!流式细胞术检测
细胞凋亡'&

E

"在基因水平和蛋白水平上分别用
KLMI-K

和
N01<0() O+&<

检测各组细胞凋亡相
关蛋白

P3+!!

的表达# $结果% &

@

"

J>!1,GHI!B9

和
J>!1,GHI

慢病毒分别转染
CDEF

细胞后!只
在转染组

CDEF!1,GHI!B9

细胞检测到
9?7!B9

蛋白#&

!

"转染组
CDEF!1,GHI!B9

细胞凋亡率
明显高于空白组

CDEF

细胞
:I""8"@Q

!转染组
CDEF!1,GHI!B9

细胞加入顺铂后!其细胞凋亡率
明显增加#&

$

"转染组
CDEF!1,GHI!B9

细胞与空载质粒转染组
CDEF

细胞和空白组
CDEF

细胞相
比!凋亡相关蛋白

P3+!!

表达量明显下调
:I""8"@Q

# $结论% 慢病毒转染
9?7!B9

到
CDEF

细胞
后导致

CDEF!1,GHI!B9

细胞出现凋亡!且与
P3+!!

下调有关# 转染
9?7!B9

的肺癌细胞联合
使用抗癌药物顺铂!增加了肺癌细胞凋亡率#
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包膜上!是主要的抗肿瘤蛋白"

!

#

!

%&'

很多抗肿瘤基

础研究都是基于
(%

进行的$ 本文拟通过构建稳定表

达
(%

蛋白的人肺腺癌
)*+,

细胞株!初步探索
%&'!

(%

蛋白诱导肺腺癌
)*+,

细胞凋亡的相关机制$

-

材料与方法

!"!

主要细胞株!试剂及耗材

人肺腺癌
)*+,

细胞株%简称
)*+,

细胞&!由本

实验室保存!

!,$'

细胞购自英茂盛业有限公司 '

./&%)$0-!(%

质粒 ! 由本课题组前期保存 '

&%)

123453

购自生物工程%上海&股份有限公司'嘌呤霉

素购自索莱宝公司'

6/7!!

一抗购自
)8/29

公司 '

:;8;7<=

内参一抗购自天津三剑生物公司' 凋亡检测

试剂盒购自
6&

公司' 各种规格细胞板购自康宁公

司'

>!-!?

完全培养基购自
@<8/A

生物有限公司$

!!#

实验方法

-"!0-

质粒构建及慢病毒包装!

$

"

由本实验室保存的带有
%&'!(%

基因全长的

质粒
./&%)$0-!(%

! 送公司构建
BC@>D!(%

质粒载

体$ 将
BC@>D!(%

质粒和辅助质粒
D(-

(

D(!

共转染

!,$'

细胞进行慢病毒包装! 得到慢病毒
EF!BC@>D!

(%

!空载质粒%

BC@>D

&转染细胞得到的慢病毒
EF!

BC@>D

为对照$

-"!0! )*+,!BC@>D!(%

稳定转染细胞株的建立

)*+,

细胞复苏和传代培养 # 从液氮中取出

)*+,

细胞! 迅速解冻后加入
>!-!?

完全培养基!离

心弃上清! 重悬细胞沉淀! 将重悬的细胞加入到

!*/9

! 培养瓶中!补充
*97

培养基!置
$G#

(

*HIJ

!

细胞培养箱!培养至对数期进行细胞传代!待细胞长

至
G"HKL"H

后用胰蛋白酶消化!于显微镜下进行细

胞计数!根据计算得到细胞浓度!在六孔细胞培养板内

每孔铺
!$-"

* 个
)*+,

细胞!

$G#

(

*HIJ

!

培养过夜$

慢病毒感染
)*+,

细胞# 取方法
!0-

制备的
EF!

BC@>D!(%

和
EF!BC@>D

慢病毒浓缩颗粒各
!""!7

!分

别加入
!97 >!-!?

完全培养基!再加入
!"!7

浓度为

#""9MN97 DA7O835=5

! 配制成 )感染混合液*$ 吸掉

)*+,

细胞
#

孔板中旧的培养基!将上述配制的两种

)感染混合液*分别加入到细胞板中!各设置
$

个复

孔 ! 做好标记 ! 即
)*+,!BC@>D!(%

细胞和
)*+,!

BC@>D

细胞!置
$G#

(

*HIJ

!

细胞培养箱培养$

-0!0$

稳定转染细胞株的筛选

EF!BC@> D!(%

和
EF!BC@>D

慢 病 毒 感 染 后 的

)*+,

细胞在培养箱中培养
+LP

后!在荧光显微镜下

观察
@>D

的表达情况$ 用胰蛋白酶将细胞消化下

来!

-"""3.9

离心
$9<=

!弃去上清液!用含
$!MN97

嘌

呤霉素的
>-!!?

筛选培养基重悬!将各组细胞分别

平均分到
!+

孔板中 ! 每孔用筛选培养基 补至

*""!7

!做好标记!置
$G#

(

*HIJ

!

细胞培养箱培养$

-0!0+

流 式 细 胞 仪 检 测
)*+,!BC@>D!(%

细 胞 和

)*+,!BC@>D

细胞转染率

用胰酶消化不低于
-$-"

G 个细胞!取
#""!7 D6Q

重悬!设置
$

个复孔!通过一次性流式细胞仪专用滤

膜!然后上样至流式细胞仪检测转染率$

-0!0* )*+,!BC@>D!(%

细胞内
(%

蛋白检测

R:SDIR

检测
(% 9R%)

# 采用
:24232

有限公

司生产的柱式法
R%)

提取试剂盒提取!用紫外分光

光度计对提取的总
R%)

进行浓度和质量的检测$将

总
R%)

按照逆转录试剂盒说明书逆转录成
/&%)

!

取
/&%)

采用荧光定量
DIR

仪进行
R:SDIR

检测!

每个样本设置
$

个复孔!所得结果用
!

S""IT 法计算得

到$

引物序列如下+

%&'GG,$!(%!>%

+

@@:@:@@@@!

I)II:)):I)

$

%&'GG,$!(%!R%

+

::@@))I@I)@)!

@@@):)@))

$ 预计产物片段大小
-"G8.

$

(A9A!

)I:6!>%

+

:@@I)III)@I)I)):@))

$

(A9A!)I:6!

R%

+

I:))@:I):)@:II@II:)@))@I)

$ 预计产物

片段大小
-L# 8.

$

-0!0# U5BT53= 87AT

检测
(%

蛋白表达

各组转染细胞培养
+LP

! 胰酶消化收集各组的

细胞!蛋白裂解液处理并制备蛋白样品$检测蛋白浓

度!根据蛋白定量结果调整每孔上样量!每组样本设

置
$

个复孔!将蛋白样品在
-"H Q&Q!D)@V

胶中进

行电泳! 电泳结束后用湿转法将蛋白转到
D'&>

膜

上!

*H

脱脂奶粉室温震荡封闭
!P

!

:6Q:

洗膜后分别

加入一抗!

+#

冰箱孵育过夜$

:6Q:

洗膜后!加入二

抗室温孵育
-P

!用
:6Q:

快速先洗
$

次!再在摇床上

摇荡洗
!

次 %

*9<=$!

&! 注意尽量避光进行$ 最后!

JWOBB5O

扫描仪进行扫膜$

-0!"G

流式细胞仪检测
)*+,!BC@>D!(%

和
)*+,

细

胞凋亡

取适量
)*+,

细胞和
)*+,!BC@>D!(%

细胞分别

-,,
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均匀铺到
!:3;

! 细胞培养瓶中! 待细胞生长至融合

度
<"=>?"=

左右!用胰酶消化细胞!按照凋亡试剂

盒说明书进行后续的染色实验! 实验全程注意避光

进行"同时设置阳性对照组
@:ABC!";4DE

顺铂!以及

@:AB!1,FGH!I9J!";4DE

顺铂! 观察顺铂单独作用于

@:AB

和
9K7!I9

# 顺铂联合作用于
@:AB

细胞
!A.

和
A?.

细胞凋亡率的差异"

L"!8? M3+!!

检测

NOPH-N

检测
M3+!!

蛋白的
;N9@

步骤同
L8!8:

" 引物序列如下$

M3+!!!G#

$

OFF@-@@--@OF@-!-OOFF@-

"

M3+!!!

N#

$

FOF-O-@F-OOFFO@OF-@F@@

" 预

计产物片段大小
L<" QR

"

I&;&!!!*3S/)!

G#

$

OFF-@---@F-@-@@OF@@

"

I&;&!

!!*3S/)!N#

$

-O@@FO-@O@FO--F--O@!

F@@F-@

" 预计产物片段大小
L?#QR

"

T01S0() Q+&S

检测
M3+!!

蛋白表达步

骤同
L8!8#

"

!"#

统计学处理

采用
UHUU L#8"

对数据进行分析 "

实验数据以均数
$

标准差%

!$1

&表示!两

组比较采用独立样本
"

检验! 三组比较

采用方差分析"

H%"8":

为差异有统计学

意义"

!

结 果

$"! @:AB!1,FGH!I9

和
@:AB!1,FGH

细胞

荧光显微镜下观察结果

通过显微镜分别在荧光和白光视野

下对细胞进行观察 ! 可以发现
@:AB!

1,FGH!I9

细胞和
@:AB!1,FGH

细胞中可

见绿色荧光蛋白
FGH

表达! 而
@:AB

细

胞则无
FGH

表达%

G/4'(0 L

&!说明稳定

转染细胞株构建成功"

$"$

流式细胞仪检测转染效率

@:AB!1,FGH!I9

的 转 染 率 达 到

B<V

!且平均荧光强度达到
$:?8L<WG/4'0

!X

"

@:AB!1,FGH

细胞的转染率达到
B?=

WG/4'0 $X

! 且 平 均 荧 光 强 度 达 到

LL<"8!?

" 转染效率高!荧光表达强度好!

有利于后续实验的进行"

$"# NOPH-N

检测细胞中
I9;N9@

表达

在
@:AB!1,FGH!I9

实验组细胞中有
I9

基因的

;N9@

表达!而空载组
@:AB!1,FGH

组中无表达
WG/4!

'(0 AX

"

$"% T01S0() Q+&S

检测细胞
I9

蛋白表达

@:AB!1,FGH!I9

细 胞 中 有
I9

蛋 白 表 达 !而

@:AB!1,FGH

细胞中无表达
WG/4'(0 :X

"

&'()*+ $ ,*-./0+12'3. *-2+ 30 45%6!/07&8!9: 1+;;/

K*S*8"": K*S*8"":

" !"" A"" #"" ?"" L"""
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L"""

?""

#""

A""

!""

"

U
/
Y
0
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3
*
S
S
0
(

L"

"

L"

L

L"

!

L"

$

L"

A

G/+0

$

K*S*8"": F*S0ZFL

F*S0Y 0[0)S1

$

B<#" O&S*+

$

\[0)S1

$

L""""

N04/&) \[0)S1 =F*S0Y =O&S*+ ] ^0*)

NL B<#" L""8"" B<8#" $:?8L<

N! BA$# B#8#? BA8$# $#B8?!

NL

L"""

?""

#""

A""

!""

"

G
&
(
*
(
Y
1
3
*
S
S
0
(
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流式细胞仪检测
%&'(!)*+,-!./

细胞和
%&'(

细胞凋亡

%&'(!)*+,-!./

细胞 凋 亡 率 大 于

%&'(

细胞!差异有统计学意义"

-0"1""'

#!

与阳性对照
%&'(2!"3456

顺铂 "

77-

$

组的趋势一致! 并且发现!

%&'(!)*+,-!

./

细胞组在加入顺铂后
!'8

和
'98

!细

胞凋亡率更高%

-:"1";"

$

<,=4>?@ #A

&

!"$ BCD-EB

检测细胞
FGH!!3B/%

表达

%&'(!)*+,-!./

细 胞 中 的
FGH!!

3B/%

相对表达量与对照组
%&'(

相比

下调! 差异有统计学意义 "

-0"1""(

$'

%&'(!)*+,-!./

细胞中的
FGH!! 3B/%

相对表达量与空载对照组
%&'(!)*+,-

相比下调!差异有统计学意义"

-0"1";!

$

<,=4>?@ IJ

&

!"% K@)L@?M NHOL

检测细胞
FGH!!

蛋白

表达

%&'(!)*+,-!./

细胞中的
FGH!!

蛋

白表达明显低于对照
%&'(

组! 差异有

统计学意义 "

-0"1"!!

$' 与空载对照组

%&'(!)*+,-

相比 !

%&'(!)*+,-!./

显著

性下调"

-""1";

$"

,=4>?@ 9

$&

$

讨 论

/7P

抗瘤特性决定于病毒包膜表面

的血凝素(神经氨酸酶"

./

$!其抗瘤作

用与
./

密切相关& 孙迎春等 )

'

*研究发现!转染有

/7P!./

基因的肝癌细胞能发生凋亡! 表明
./

具

有促进癌细胞凋亡的作用'李雪梅等 )

&

*发现重组有

./

的 鸡 痘 病 毒 在 体 外 能 有 效 杀 伤 人 肝 癌

QRREII!;

细胞! 并对
E&IF65#

小鼠肝癌移植瘤有

一定抑制作用'季慧范等)

#

*研究发现!通过构建表达

/7P!./

的溶瘤腺病毒
%S!./

! 可以诱导人胃癌

Q+EI(";

细胞发生凋亡!表明
/7P!./

能有效延缓

肿瘤的生长速度! 并且能延长模型动物平均生存时

间+

./

蛋白抗肿瘤的基础研究!不但为研制有效的

新型药物提供必要的科学依据! 而且促进了
/7P

作

为溶瘤病毒的临床应用研究&

我们课题组
!""#

年开始
/7P

溶瘤病毒的基础

研究!对
/7P

体内外杀伤肺癌,肝癌细胞及体内抑

瘤机制进行研究)

ID9

*

!并且用原核细胞表达系统和昆

虫细胞表达系统表达
./

蛋白 )

(D;"

*

!然后用纯化的
./

蛋白进行
/T

细胞激活及杀伤肿瘤细胞的研究 )

;;

*

+

本文通过构建稳定表达
./

蛋白的人肺腺癌
%&'(

细胞! 初步探索
/7P!./

蛋白诱导肺腺癌
%&'(

细

胞凋亡的相关机制!

6U!)*+,-!./

慢病毒转染
%&'(

细胞后!在
%&'(!)*+,-!./

细胞内检测到
/7P!./

蛋白!而且
%&'(!)*+,-!./

细胞的凋亡率明显高于

未转染
/7P!./

的
%&'(

细胞+

顺铂是经典的铂类制剂! 是临床常用的化疗药

物之一! 主要通过促进肿瘤细胞凋亡和抑制增殖来

达到抗肿瘤效果)

;!D;$

*

+ 顺铂是肺癌治疗的主要化疗
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%&'()*+ &, -./)010 2)3&+&456!"!"67&+8!#69&8$

药物!但在临床应用过程中!临床发

现顺铂耐药现象频发! 削弱了治疗效

果!制约了化疗方案的开展"

:;

#

!而且研

究发现! 联合用药或者与溶瘤病毒联

合使用能达到更好的抗癌效果"

:<

#

$ 本

研究发现! 体外实验在
=<;>!1,?@A!

B9

细胞中加入顺铂后! 细胞凋亡率

得到明显提高! 支持了临床上联合使

用化疗药物和生物治疗能提高抗瘤效

果这一观点! 但体内实验有待进一步

研究证实$

C3+!!

为最早发现的抑制细胞凋

亡的基因! 该基因的表达与细胞抵抗

力密切相关! 通过抑制细胞凋亡实现

延长细胞存活时间$

D/

等"

:#

#在结肠癌

中发现高表达的
C3+!!

能发挥抑制癌

细胞凋亡的作用$本文通过检测
C3+!!

表达来验证
9E7!B9

蛋白对肺腺癌

=<;>

细胞凋亡的影响 ! 结果表明

=<;>!1,?@A!B9

细胞与空载质粒转染

组和空白组
=<;>

细胞相比! 凋亡相

关蛋白
C3+!!

表达量明显下调! 结合

转染
B9

的
=<;>!1,?@A!B9

细胞的凋

亡实验! 说明肺癌细胞凋亡与
C3+!!

有关! 提示
B9

可能通过下调
C3+!!

的表达来促进癌细胞的凋亡$

综上所述!

9E7!B9

能通过下调

C3+!!

表达! 诱导
=<;>

细胞凋亡!并

且加入顺铂后凋亡率增高! 说明转染

9E7!B9

的肺癌细胞联合使用抗癌药

物顺铂!可以增加肺癌细胞的凋亡率$

研究对临床上使用化疗联合溶瘤病毒

生物治疗肺癌有一定的指导作用$
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