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腺病毒介导多基因对胆管癌细胞凋亡的诱导和肝细胞毒性损害

王征旭 1 ,何振平 1 ,吴祖泽 2 ,刘吉奎 1 ,马宽生 1 ,张维维3　　 (1第三军医大学附属西南医院肝胆外科中心 ,重庆 400038; 2军

事医学科学院百环生物医学研究中心 ,北京 100850; 3美国 Bax ter医疗用品基因治疗部 )

　　【提要】　目的: 研究腺病毒介导的多基因 ( GM-CSF、 B7-1、 p53、 IL-2)对胆管癌细胞系 QBC939凋亡的

诱导作用和对正常肝细胞的作用。 方法:应用 TUN EL细胞凋亡检测法和光镜观察 ,分析同时含 GM-CSF、

B7-1、 p53、 IL-2 4种目的基因的重组腺病毒载体 ( Ad-multig enes)对胆管癌细胞系 QBC939和肝细胞系 L02

的作用以及对大鼠肝脏的毒性损害。结果: Ad-multig enes与化疗药物顺铂协同 ,能诱导 30%左右的 QBC939

发生凋亡 ,并对肝细胞系 L02和大鼠肝细胞无明显毒性损害。 结论: Ad-multig enes能诱导胆管癌细胞

QBC939发生凋亡 ,且与化疗药物顺铂具有协同增强作用。 初步分析对人肝细胞及大鼠肝脏无明显毒性损

害 ,具有一定的临床应用前景。
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　　肿瘤基因治疗作为一种新型的肿瘤治疗途径正在

不断发展 ,业已取得初步的临床疗效 [1, 2 ]。导入野生型

p53抑癌基因治疗恶性肿瘤 ,是肿瘤基因治疗的重要

途径之一 [3, 4 ]。 我们已经构建了同时含人 p53、 B7-1、

GM-CSF、 IL-2基因的重组腺病毒载体 ,并证实能在胆

管癌细胞系 QBC939中表达及抑制其生长 (待发表 )。

本文我们研究该重组腺病毒载体对胆管癌细胞系凋亡

的诱导 ,和初步分析对人肝细胞系 L02和大鼠肝脏的

毒性损害 ,进一步为临床使用该重组腺病毒载体治疗

肝、胆等恶性肿瘤 ,提供实验依据。

1　材料与方法

1. 1　重组腺病毒载体、细胞系、实验动物及主要试剂
　　 E1、 E3区缺失的复制缺陷型 Ad5重组腺病毒载体 Ad-

multig enes,同时含 SV 40启动子驱动的人 B7-1 cDNA和 IL-2

cDN A(两目的基因间靠 EM C-IRES相连 ) ,以及 CMV启动子

驱动的人野生型 p53 cDNA和人 GM-CSF cDN A。含绿色荧光

蛋白 ( Gr een Fluo rescent Pr ot ein, GFP)报告基因的重组腺病毒

载体 Ad-GFP(构建方式及载体的结构与 Ad-multigenes完全

相同 ,仅含有的目的基因不同 ) ,在本实验中作为对照重组腺病

毒载体。 胆管癌细胞系 QBC939由本科王曙光博士建立并惠

赠。 含 5型腺病毒 E1片段的人胚肾细胞系 293细胞 ,由美国

Bax ter医疗用品公司提供。正常人肝细胞系 L02,购自中国科

学院上海细胞生物学研究所。以上细胞均培养于含 10%胎牛血

清的高糖型 DM EM( GIBCO)中。 Wistar雌性大鼠 ,体重 180～

200 g ,购自军事医学科学院实验动物中心。检测细胞凋亡试剂
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盒: Td T Frag ELT M DN A Fragm enta tion Detection kit,购自

Oncogene Science公司 ;顺铂 ( 10 mg /2 ml)由云南个旧生物制

药厂生产。

1. 2　光镜观察 QBC939、 L02细胞的形态变化及分析

L02肝细胞生长曲线改变
　　 QBC939胆管癌细胞和 L02肝细胞 ,以 1× 104 /孔接种于

24孔板 , 8 h后感染不同 MOI( M ultiplicity of infec tion)的 Ad-

multig enes 或 Ad-GFP,培养基作对照。 每日在倒置显微镜

( OLYM PU SⅨ -70)下观察细胞的形态改变 ,连续观察 10 d。

L02肝细胞接种 60 mm平皿后 8 h,感染 100 MOI的 Ad-

multig enes或 Ad-GFP,培养基作对照 ,分别于感染后第 1、 3、 4、

6 d,收集细胞 ,台盼蓝染色 ,进行细胞计数 ,每皿重复 3次 ,取平

均值。

1. 3　 TUNEL法检测细胞凋亡

　　 6孔板内放入载斑片 ,接种 QBC939细胞 5× 105 /孔 , 8 h

后感染 50 MOI Ad-multig enes,或 50 MOI Ad-GFP,培养基作

对照。 感染病毒后 48 h,部分孔加入顺铂 ,使终浓度为 10μg /

ml, 24 h后取出长有细胞的载玻片 ,检测细胞凋亡 ,具体方法按

试剂盒说明书操作 ,并略有改动: 细胞用 T ris缓冲盐溶液

( TBS)清洗→ 4%甲醛室温固定 10 min→ TBS洗→加入 10μg /

ml蛋白酶 K,室温消化 5 min→ TBS洗→ 3% H2O2室温封闭 5

min→ TBS洗→加入末端标记脱氧核酸转移酶 ( TdT )和生物素

化的脱氧核苷酸 ( dUT P)混合物 , 37°C反应 90 min→ TBS洗→

封闭液室温封闭 10 min→加入辣根酶标记的链霉卵白素 ,室温

作用 30 min→ DAB显色 ,甲基绿复染 ,常规脱水、封片。凋亡细

胞的计数方法是:随机选取 5个观测视野 ,每个视野在高倍镜

下计数全部细胞数和凋亡细胞数 ,取平均值。

1. 4　重组腺病毒载体对大鼠肝细胞的毒性作用
　　Wistar大鼠随机分组 ,每组 3只鼠。 乙醚吸入麻醉后无菌

切开腹部 ,显露门静脉 ,分别注入 1× 107、 1× 108或 5× 108的
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Ad-multigenes或 Ad-GFP, PBS做对照 ,缝合腹部 ,观察大鼠生

存情况。 13 d后取大鼠肝脏做常规病理切片分析。

1. 5　统计学处理
　　使用 POM S统计软件 (上海第一医科大学与中山医科大

学合编 )中的 t检验进行统计学处理 , P < 0. 01为差异非常显

著。

2　结果

2. 1　 Ad-multig enes对胆管癌细胞和肝细胞生长的

影响

　　我们已实验证实 , 50 MOI的 Ad-GFP可使 80% 左右的

QBC939细胞受感染 (表达绿色荧光蛋白 ) ,但随着感染重组腺

病毒载体滴度的增加腺病毒本身对靶细胞的毒性损害亦逐渐

出现 ,而腺病毒的转染效率并不进一步增加。 既要使目的基因

在靶细胞中高效表达 ,又不至于引起腺病毒对靶细胞的毒性损

害 ,因此我们选用 50 MOI作为本实验的感染剂量。胆管癌细胞

QBC939转导 50 MOI的 Ad-multigenes后 48 h ,逐渐出现较为

明显的细胞致病变效应: 细胞变圆、空泡化 ,细胞间歇增大等 ,

并逐渐脱落、死亡 ,以感染后第 5天较为明显 ,而转导 50 MOI

Ad-GFP的胆管癌细胞和转染 100 MOI Ad-GFP或 Ad-multi-

genes的 L02肝细胞及培养基对照均无此现象 ,见图 1、 2。转染

100 MOI Ad-GFP或 Ad-multig enes的 L02肝细胞的生长曲

线 ,与未转基因的 L02肝细胞相似 ,提示 L02肝细胞的生长不

受影响。 原代培养的肝成纤维细胞 ,给予 100 MOI Ad-multi-

genes后连续观察 10 d,亦未见明显细胞形态改变。

图 1　导入腺病毒多基因后 5 d倒置显微镜下观察

QBC939细胞形态改变　 (× 400)

左 :细胞对照 ;右:导入 Ad-multig enes

Fig 1　Morphological changes of QBC939 5 days af-

ter transduced with Ad-multigenes　 (× 400)

Left: Contr ol; Right: T ransduced with

Ad-multig enes

图 2　导入腺病毒多基因后 5 d倒置显微镜下观察

L02肝细胞形态改变　 (× 400)

左:细胞对照 ; 右:导入 Ad-multig enes

Fig 2　Morphological changes of hepatocellular cell

line L02 5 days after transduced with Ad-

multigenes　 (× 400)

Left: Contro l; Right: T ransduced with

Ad-multig enes

2. 2　 Ad-multigenes诱导胆管癌细胞发生凋亡
　　根据 TUNEL检测细胞凋亡的设计方法 ,若凋亡细胞出现

DN A断裂 , Td T特异性结合到断裂 DNA的 3′端 ,通过细胞化

学染色 ,在光学显微镜下见凋亡细胞呈棕色。 细胞仅用顺铂处

理 ,或感染 50 MO I Ad-GFP,与培养基对照相似 ,偶可见凋亡

细胞出现 ;当给予 50 MOI的 Ad-multig enes时 ,凋亡细胞明显

增多 ,达 6%左右 ;同时给予 10μg /ml顺铂时 ,凋亡细胞更进一

步增加 ,可见 30%左右的细胞出现凋亡 ,见表 1、图 3,提示腺病

毒介导的多基因与化疗药物具有明显的协同作用 ,进一步诱导

胆管癌细胞发生凋亡。

2. 3　腺病毒对大鼠肝脏的病理损害
　　大鼠术后饲养 13 d,期间各组鼠未见明显异常反应。 剖腹

取肝脏 ,外观未见明显坏死灶 ,行病理检察 ,光镜下各组未见明

显异常 ,见图 4。

表 1　胆管癌细胞系 QBC939导入 Ad-multigenes和

加入顺铂协同诱导细胞凋亡 ( x-± s ,% )

Tab 1　 Apoptosis induced by Ad-multigenes in combi-

nation with c isplatin in cholangiocarcinoma cell

line QBC939(x-± s,% )

Group Cisplatin t reatment Apopto tic Cell s

Cont rol - 1. 04± 0. 21

+ 1. 11± 0. 17

Ad-GFP - 1. 27± 0. 53

+ 1. 47± 0. 37

Ad-mu ltigen es - 6. 31± 1. 08

+ 32. 77± 4. 31
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图 3　导入腺病毒多基因后 72 h用 TUNEL法分析

QBC939细胞发生凋亡　 (× 200)

左: 导入 50 MOI Ad-GFP和加入 10μg /ml顺铂
右: 导入 50 MOI腺病毒多基因和加入 10μg /ml顺铂

Fig 3　 Assay of apoptosis in QBC939 72 hrs af ter

transduced with Ad-multigenes by TUNEL

method　 (× 200)

Left: T ransduced w ith 50 MOI Ad-GFP in combina-

tion with 10μg /ml Cispla tin; Right: Tr ansduced w ith
Ad-multigenes 50 MOI in combination with 10μg /ml
Cispla tin

图 4　大鼠肝细胞病理形态变化　 ( HE× 400)

左: PBS对照 ;右: 门静脉内注入 5× 108 MOI的 Ad-

multig enes

Fig 4　 Morpholgical change of rat hepatocellular

cells　 ( HE× 400)

Lef t: PBS contro l; Right: Injecting 5× 108 MOI Ad-

multig enes into po rtal v ein

3　讨论

　　腺病毒介导的多基因中 , p53基因主要发挥抑制

肿瘤细胞生长 ,诱导肿瘤细胞凋亡的作用 ,用于杀灭大

的实体瘤 ; B7-1、 GM-CSF、 IL-2基因则起免疫增强作

用 ,通过提高肿瘤细胞的免疫原性 ,而刺激机体的抗肿

瘤免疫反应 ,用于杀灭未导入 p53抑癌基因的残余灶

或转移灶 ,这样多基因的联合使用 ,其治疗效果会优于

单独使用某一个治疗基因。 腺病毒载体具有不整合进

入宿主细胞基因组 DNA中、无遗传毒性、表达时间短

暂、转化效率高、感染的靶细胞范围广等特点 ,近年来

越来越受到人们的重视 ,尤其是在肝、胆恶性肿瘤的基

因治疗中 [5, 6 ]。我们已发现导入多基因后 , QBC939细

胞的生长受到一定程度的抑制 (待发表 ) ,其原因主要

是多基因中 p53抑癌基因诱导肿瘤细胞凋亡所至
[7 ]。

光镜检测可见导入 Ad-multig enes后 , QBC939细胞

逐渐出现空泡化 ,细胞变圆、间隙增大 ,并逐渐脱落、死

亡。培养基中单独加入顺铂 ( 10μg /ml) ,与培养基对照

相比 ,出现凋亡细胞数量相似 ,少于 2% ,导入 Ad-

mul tig enes后 ,凋亡细胞数量明显增多 ,达到 6%左

右 ,若顺铂与多基因同时使用 ,则凋亡细胞可达 30%

左右 ( P < 0. 01)。p53基因的异常 ,能导致肿瘤细胞以

化疗药物的抗性增加 ,而导入野生型 p53抑癌基因 ,则

能增加肿瘤细胞对化疗药物的敏感性
[4, 7 ]

,提示临床使

用野生型 p53抑癌基因治疗肿瘤时 ,同时使用化疗药

物 ,抑瘤效果会更佳。目前对于野生型 p53抑癌基因在

细胞信号转导通路中的作用 ,已进行了较多的研究 [8 ] ,

p53基因与化疗药物的协同作用 ,可能与运动失调性

毛细血管扩张症 ( Ataxia telangiecta sia)基因的突变有

关 ,进一步调控细胞周期和促进肿瘤细胞的 DNA损

伤 ,从而达到诱导肿瘤细胞凋亡的作用。

　　重组腺病毒载体的毒性试验包括两部分 ,其一是

检测腺病毒载体本身的毒性 ,其二是检测导入的目的

基因的毒性。 对后一部分的毒性试验主要是观察所导

入的目的基因 ,是否对正常细胞有损害作用 ,因临床使

用重组腺病毒载体治疗肝、胆恶性肿瘤时 ,难以避免腺

病毒载体进入正常肝组织。 本实验所使用的重组腺病

毒载体 ,其多基因能抑制胆管癌和肝癌 (另文发表 )细

胞的生长 ,尤其是其中的 p53抑癌基因 ,是否也能抑制

正常肝细胞的生长 ,是临床十分关注的问题。通过我们

的试验 ,导入 100 MOI的 Ad-multig enes后 ,正常肝细

胞系 L02和肝成纤维细胞 ,形态上未见明显异常改

变 , L02肝细胞的生长也不受影响 ,初步说明该重组腺

病毒载体对正常肝细胞无明显毒性损害 ,支持野生型
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p53抑癌基因作用的靶细胞是存在 DNA损伤的细胞

(如肿瘤细胞 ) ,而对正常细胞不起作用的观点 ,有待进

一步研究。另外临床在使用重组腺病毒载体治疗肝胆

恶性肿瘤时 ,主要考虑两种途径 ,第一是 B超或 CT引

导下肿瘤内直接注射重组腺病毒载体 ,第二是通过肝

动脉或门静脉注射重组腺病毒载体 ,而第二种途径的

治疗可能使更多的肝癌细胞导入目的基因
[9, 10 ]
。 我们

通过大鼠门静脉内直接注射最高达 5× 10
8
MOI的重

组腺病毒载体 ,初步观察未见明显的大鼠肝脏毒性损

害 ,有待进一步研究。

　　实验表明 ,腺病毒介导的多基因能诱导胆管癌细

胞系 QBC939发生凋亡 ,与化疗药物顺铂有明显协同

增强作用 ,初步观察对正常人肝细胞系 L02和大鼠肝

脏无明显毒性损害。
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Effects of adenovirus-mediated multigenes on the induction of apoptosis

of cholangiocarcinoma cell line and the cytotoxicity of hepatocyte l ine
WANG Zheng-xu, HE Zhen-ping , WU Zu-che, LIU Ji-kui , M A Kuan-shen, ZHANG Wei-w ei ( Depa rtment of

hepa tobilia ry Surger y , Southw est Hospital, Third M ilita ry Medica l Univ er sity , Chongqing 400038)

　　 Abstract　Objecti ve: T o study the effects of adenovirus-m edia ted GM-CSF, B7-1, p53 and IL-2 on the

induction of apopto sis of cholang io carcinoma cell line QBC939 and on the cyto tox icity of hepa tocy te line L02.

Methods: Af ter the constr uction o f recombinant adenovirus containing human GM-CSF, B7-1, p53 and IL-2

genes, their effects on apoptosis of human cho langio ca rcinoma cell line QBC939 and on cy to tox icity of hepato-

cyte line L02 and the liv e r of ra ts w er e detected with TUNEL assay and optical micro scopy. Results: Adeno-

v irus-mediat ed multig enes induced nea rly 30% apopto sis o f cho lang io ca rcinoma cell line QBC939 in combina-

tion w ith a chemo therapeutic agent cisplatin and showed no distinct cyto tox icity of h epato cyte line L02 and rat

liv e r. Conclusion: Adenovirus-media ted GM-CSF, B7-1, p53 and IL-2 are able to induce 30% apoptosis of

cho lang io ca rcinoma cell line and show no cyto tox icity o f liv er cells.

　　 Key words　 multigenes; adenovirus; cho langio ca rcinoma cell line; g ene th erapy; apopto sis; cy to to xici-

ty; hepa to cyt e
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