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　　提　要　目的: 研究重组 RA538腺病毒对胃癌细胞的体内外生物学作用。 方法: 采用 LacZ基因 X-gal

染色、 M TT、克隆形成试验、 DN A梯度降解试验、原位末端标记、流式细胞仪、裸鼠致瘤性、裸鼠皮下移植瘤

模型实验等方法 ,对 RA538重组腺病毒在人胃癌 SGC7901细胞系中的作用进行体内外研究。 结果: Ad-

RA538对 SGC7901细胞产生明显的生长抑制作用 , M T T显示生长抑制率为 76. 3%。 DN A梯度降解试验、

原位末端标记、流式细胞仪显示 Ad-RA538诱导了 SGC7901细胞凋亡。经 Ad-RA538处理的 SGC7901细胞

裸鼠致瘤性消失。 Ad-ASc-myc对裸鼠皮下移植瘤模型瘤内注射能有效降低肿瘤的生长速度 ,生长抑制率为

60. 66%。 结论: Ad-RA538对胃癌细胞具有显著的体内外生长抑制及凋亡诱导作用。
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　　胃癌为常见恶性肿瘤 ,发病率及死亡率均居我国

各种恶性肿瘤的前列。 探索胃癌发生发展过程中基因

变异规律 ,寻找有效的针对肿瘤细胞的目的基因 ,无疑

对临床胃癌的防治具有重要意义 [1, 2 ]。 抑癌基因

RA538为维甲酸 ( Retinoic acid, RA)诱导基因
[3 ]。 该

基因能诱导肿瘤细胞终末分化、凋亡及下调 c-myc基

因表达
[4 ]
。腺病毒载体的发展使基因治疗付诸于临床

应用成为可能 ,它以遗传毒性低、致病性小、宿主范围

广、滴度高、装载容量大等优势已广泛用于基因治

疗
[5 ]
。 本课题研究腺病毒 ( Adenov irus, Ad )介导

RA538对人胃癌细胞生物学行为的影响 ,探索腺病毒

介导 RA538治疗胃癌的可行性 ,为胃癌的基因治疗提

供候选基因。

1　材料与方法

1. 1　细胞系
　　 293细胞:为腺病毒 E1基因转化的人胚肾细胞系。培养条

件为高糖 DMEM培养基 ,含 10%胎牛血清 , 37℃ , 5% CO2。

SGC7901细胞: 为人胃腺癌细胞系。培养条件为 M199培养基 ,

含 10%胎牛血清 , 37℃ , 5% CO2。

1. 2　重组体腺病毒的制备 [6 ]

　　为 E1和 E3区缺失的复制缺陷型 5型腺病毒载体。 重组

RA538及 LacZ腺病毒 ( Ad-RA538及 Ad-LacZ)均为中国医学

科学院肿瘤研究所细胞生物室构建。 采用 Ad-RA538及 Ad-

LacZ经鉴定为阳性的重组体腺病毒 ,在 293细胞进行繁殖及

滴度测定。 提取腺病毒 DNA ,用一对 RA538基因引物及一对

腺病毒基因组引物进行 PCR扩增鉴定。
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1. 3　腺病毒转导效率测定
　　用重组腺病毒 Ad-LacZ(含报告基因 LacZ ) ,按 25、 50、

100、 200感染强度 ( Multiplicity o f infection, M OI)感染细胞。X-

ga l染色后显微镜下观察蓝染的细胞即 LacZ基因表达的阳性

细胞。 分别计算蓝染细胞的百分率。

1. 4　细胞生长曲线—— MT T法

　　采用 96孔板 ,每孔接种细胞 5 000～ 8 000个 , 37℃ , CO2

孵箱中培养 12～ 24 h后用病毒感染细胞。取不同时间点 ,弃去

培养基 ,每孔加入 M TT溶液。 37℃孵育 3～ 4 h,弃去 M TT溶

液。每孔加入 DM SD,将 96孔板置水平摇床上摇动后以酶标仪

在 525 nm波长下测定每孔 Dλ值。

1. 5　平板克隆形成实验
　　每组取 1个 35 mm培养皿 ,接种细胞 50万个 /皿。按不同

滴度感染病毒 ,培养 24 h后收获细胞。按 500个 /皿接种至新的

60 mm平皿中 ,每种接种 3个平皿。 置 CO2孵箱中培养 2～ 3

周。 结晶紫染色 ,显微镜下计数大于 50个细胞的克隆数。

1. 6　细胞 DNA梯度降解 ( DN A ladder)的检测

　　分别收集病毒感染组及对照组细胞。加裂解液 400μl混

匀。离心收集上清。加入 SDS至终浓度 1% ,加 RN A酶 56℃作

用 2 h。加入蛋白酶 K 37℃ 2 h。乙醇沉淀 DN A。干燥后加 TE

20μl溶解 DN A沉淀。 琼脂糖凝胶电泳 ,长波紫外灯下观察并

照相。

1. 7　细胞凋亡原位检测 ( TUN EL试验 )

　　将细胞悬液滴于用多聚赖氨酸处理过的玻片上 ,涂匀 ,干

燥后用多聚甲醇固定 30 min,取出自然干燥后按以下步骤进

行: PBS洗 3次 ,每次 5 min。 穿透液冰上 2 min。 PBS洗 3次 ,

每次 5 min。 加 10μl Tunel反应混合液 ,置湿盒中 , 37℃ , 1 h。

PBS洗 3次 ,每次 5 min。荧光显微镜下观察并照相。 PBS洗 3

次 ,每次 5 min。 AP覆盖液 10μl, 37℃ 1 h。 PBS洗 3次 ,每次

5 min。底物缓冲液 50μl,室温下 10～ 15 min,苏木素复染 ,树

脂封片。
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1. 8　流式细胞仪检测细胞周期及细胞凋亡
　　 P I染色法: 病毒感染细胞后分别于不同的时间点收集细

胞 , PBS清洗一遍。注入 70%乙醇 ,固定 18 h。离心弃乙醇后用

PBS洗 1次。加入 RNA酶 37℃作用 1～ 2 h。加入 PI( 100μg /

ml) 100μl混匀置冰上 30 min后在流式细胞仪上检测。

1. 9　 PCR分析

　　 PCR条件: 25 μl反应体系中含 DN A 2μl, 10× PCR

buffer, 15 mmo l / L Mg Cl2 , 4种 dN TPs各 25μmo l /L ,加目的基

因引物 50 pmol /L及 1单位 Taq DN A多聚酶 ,反应在 PCR仪

中进行。 95℃预变性 5 min, 95℃ 1 min, 56℃ 1 min, 72℃ 1

min, 28～ 30个循环后 72℃延伸 7 min。PCR产物鉴定及定量分

析: PCR产物用琼脂糖凝胶电泳检测 ,在长波紫外灯下观察并

照相。

1. 10　裸鼠皮下致瘤实验
　　裸小鼠 ,品系为 Balb /C, 5～ 6周龄 ,雌雄不限 ,由中国医学

科学院肿瘤研究所动物室提供。 接种 SGC7901细胞于 60mm

培养皿中 , 106 细胞 /皿 ,按 100的感染强度分别感染 Ad-

RA538, Ad-LacZ及 PBS, 24 h内消化细胞 ,制成 106细胞 /0. 1

ml的细胞悬液。 5周龄雄性裸鼠 12只 ,随机分为 4组 ,每组 3

只 ,分别注射 Ad-RA538, Ad-LacZ及 PBS各 0. 1 ml。 连续观

察肿瘤出现时间和体积 ,时间为 1个月。

1. 11　裸鼠皮下移植瘤模型治疗实验
　　收集对数生长期 SGC 7901细胞 ,制成细胞悬液 ,按 100

μl /只量接种于裸鼠皮下。裸鼠均为 5周龄鼠 ,共 23只。雌雄各

半。待肿瘤长至 5 mm左右时 ,取其中 20只肿瘤体积较为均一

的裸鼠 ,随机分为 4组 ,每组 5只。瘤体内注射腺病毒液或 PBS

0. 1 ml,病毒液含量为 109 pfu /只 ,隔日注射 1次 ,共 3次 ,连续

观察肿瘤大小 ,持续 1月。

1. 12　统计学分析
　　采用计算机统计程序进行 χ2检验及 t检验。

2　结果

2. 1　重组体腺病毒的制备
　　 Ad-RA538及 Ad-LacZ重组体腺病毒 ,经 293细胞繁殖后

制备成病毒贮存液 ,于 - 70℃冰箱中备用。 各重组体腺病毒滴

度测定为 Ad-RA538 3. 0× 109 , Ad-LacZ 3. 0× 1011。 提取各重

组体腺病毒 DN A,分别以腺病毒及 RA538的引物进行 PCR鉴

定 ,结果 Ad-LacZ可见腺病毒阳性扩增条带 , Ad-RA538可见

腺病毒及 RA538阳性扩增条带。

2. 2　重组体腺病毒的转导效率
　　采用插入 LacZ报告基因的重组体腺病毒 ,进行重组体腺

病毒对不同细胞转导效率的检测。以 Ad-LacZ按 M OI 25、 50、

100、 200的量分别感染 SGC 7901细胞 , 48 h后进行 X-gal染色

显示转染效率分别为 90、 100、 100、 100。

2. 3　腺病毒介导 Ad-RA538对胃癌细胞的生物学作用

2. 3. 1　 Ad-RA538感染后胃癌细胞的形态学变化　　以 Ad-

RA538 MOI 100的感染强度感染 SGC7901细胞 ,第 1～ 3天细

胞聚集 ,变圆 ,胞浆内空泡增多 , 4～ 5天后逐渐浮起悬浮于培养

基中。 对照组细胞形态无明显变化。

2. 3. 2　 Ad-RA538对胃癌细胞生长的抑制作用　　① M T T

试验: 用 M T T法对 Ad-RA538、 Ad-LacZ感染的 SGC7901细

胞生长情况进行检测 ,结果 ,见图 1。 Ad-RA538对 SGC7901细

胞生长抑制率可达 76. 3% ( MOI 200, 8 d)。与 Ad-LacZ组比 P

< 0. 01。 ②克隆形成试验: 按不同 MOI 25、 50、 100、 200的量以

Ad-LacZ感 染 SGC7901 细胞 其存活 率分别 为 89. 5% ,

109. 0% , 95. 8% , 117. 5% , Ad-RA538 为 88. 8% , 70. 6% ,

39. 9% , 16. 1% 。说明 Ad-RA538可以明显抑制 SGC7901细胞

的克隆形成能力及存活率。

图 1　 Ad-RA538对 SGC7901细胞生长的抑制作用 ( 8 d)

Fig 1　 Anti-prolif erative ef fect of Ad-RA538

on SGC7901 cells( 8 d)

2. 3. 3　 Ad-RA538对 SGC7901细胞的诱导凋亡作用　　

① DN A梯度降解试验:提取细胞染色体 DNA进行琼脂糖凝胶

电泳结果发现 , SGC7901细胞经 Ad-RA538处理 2 d后染色体

DN A发生断裂 , 2、 4、 6 d电泳可见 180～ 200 bp不同倍体梯状

DN A( DN A Ladder ) , DNA Ladde r的出现有一定的时间效应 ,

以 6d时明显 , Ad-LacZ处理组染色体 DN A未见明显的 DN A

Ladder。 ②细胞凋亡原位末端标记 ( TUNEL ): 细胞发生凋亡

时 ,染色体 DN A在核小体之间发生断裂 ,形成以核小体为单位

的不同长度的 DNA片断 ,同时产生多个 3-O H末端 ,使用末端

转移酶可将标记的 dU TP连接在 DNA片段的 3-O H末端上 ,

进行显色 ,从而显示凋亡细胞。 Tunel检测法发现 Ad-RA538

可以使 SGC7901细胞出现明显凋亡。 Ad-LacZ处理的细胞未

见凋亡。 ③流式细胞仪分析: SGC7901细胞分为 Ad-RA538、

Ad-LacZ及细胞对照组 ,以 MOI100的感染强度感染腺病毒 ,

分别于 6、 12、 24 h、 2、 4、 6 d收集各组细胞 ,经 70%乙醇固定 , PI

染色等处理后 ,经 FCM检测显示: Ad-RA538组 12 h G1期阻

滞 , 4、 6 d S期及 G2期阻滞 , 2 d开始出现凋亡高峰 , 2、 4、 6 d的

凋亡峰分别为 34. 2% 、 18. 2% 、 22%。 Ad-LacZ组未见相应变

化。 结果见图 2。

2. 4　腺病毒介导 RA538对胃癌细胞生长抑制作用的

体内研究

2. 4. 1　裸鼠皮下致瘤实验　　将经 Ad-RA538及 Ad-LacZ以
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MOI100的感染强度处理的 SGC7901细胞 ,分别注射于 3组裸

鼠皮下 ,每组 3只 ,每只注射 107细胞 /ml的细胞悬液 100μl,

另 1组 3只各注射 PBS 100μl,结果显示 , 1月后 Ad-RA538处

理的 SGC7901细胞裸鼠成瘤率为零 ,而 Ad-LacZ及 PBS处理

组成瘤率为 100% ,见表 1。

2. 4. 2　裸鼠皮下移植瘤模型的治疗实验　　将 SGC 7901细

胞制成 107细胞 /ml的细胞悬液 ,以每只 0. 1 ml的量分别注射

于裸鼠皮下。待肿瘤长至 5 mm左右时取瘤体较为均一的 20只

裸鼠 ,随机分为 4组 ,每组 5只。 分别瘤体内注射 100μl Ad-

RRA538、 Ad-LacZ及 PBS( Mock )。 每 4 d用卡尺测量瘤体大

小 ,持续 1月 ,根据公式计算肿瘤体积 ,见表 2。 Ad-RA538对裸

鼠皮下移植瘤模型的治疗结果显示 , 1月后肿瘤小于对照组。

对肿瘤生长的抑制率 Ad-RA538为 60. 66%。

图 2　 Ad-RA538感染后 SGC7901细胞流式细胞仪分析

Fig 2　 Flow cytometry analysis of SGC7901 cell in-

f ected with Ad-RA538　 ( A, B, C: Ad-LacZ o r

Ad-RA538 2d, 4d, 6d)

表 1　 Ad-RA538对 SGC7901细胞裸鼠皮下致瘤实验结果

Tab 1　 Tumorigenicity assay in nude mice follow

Ad-RA538 and Ad-ASc-myc

Type of
virus infected

Tumorigenici ty /mice
Tum orig enici ty

(% )
Weigh t of
tumors (g )

Ad-RA538 0 /3 0 0

Ad-LacZ 3 /3 100 0. 947

M ock 3 /3 100 0. 580

表 2　 Ad-RA538对 SGC7901细胞裸鼠皮下移植瘤

模型的治疗实验结果

Tab 2　 In v ivo experimental therapy of Ad-RA538

on SGC7901 tumors in nude mice

Tumor si ze ( cm3 ) on dif ferent days
Type of

virus infected
0 4 8 12 16 20 24 28

Ad-RA538 0. 47 0. 48 0. 73* 2. 24* 2. 75** 6. 34** 7. 34** 9. 84**

Ad-LacZ 0. 39 0. 95 2. 76 5. 89 9. 73 14. 25 17. 65 20. 60

M ock 0. 36 0. 86 2. 12 5. 87 10. 25 14. 89 17. 90 25. 01

* : P < 0. 05,** : P < 0. 01 vs Ad-LacZ or Mock

3　讨论

　　在肿瘤的基因治疗中 ,由于基因的转移主要采取

将目的基因直接转移至宿主体内的方式 ,这就要求选

择的载体具有高效转导、高效表达及安全等特点 ,只有

这样才能满足临床肿瘤基因治疗的需要。为此 ,我们选

择了腺病毒作为 RA538基因的载体系统。在研究中发

现 ,腺病毒转导效率高 ,能将目的基因转移到几乎

100%的肿瘤细胞 , M OI 25时 ,培养细胞的转导效率

即高达 90%以上。 我们的实验显示 Ad-RA538对

SGC7901细胞有明显的生长抑制及凋亡诱导作用 ,原

因之一可能与 Ad-RA538对 SGC7901细胞的高效转

导有关。由于基因治疗所采用的体内方式要求采用的

重组腺病毒需有较高的滴度 ,才能达到体内治疗对用

药体积的要求。我们采取收集 293细胞 ,反复冻融的方

法 ,收集到的重组腺病毒滴度高达 1011pfu /ml ,使我们

对裸鼠体内实体瘤的使用得以在有限的容积内达到病

毒的有效治疗量 ,取得了较为满意的治疗效果。

　　胃癌的发生是多因素、多阶段及多基因变异的综

合病变过程。 多种癌基因及抑癌基因的异常累积是癌

变过程中的重要机制 [1, 2 ]。据此重建抑癌基因功能成为

目前胃癌基因治疗所追求的基本目标。基因治疗不同

于单基因遗传病 ,除基因载体及导入手段外 ,目的基因

的选择极为关键。选用抑癌基因 RA538进行胃癌基因

治疗的研究 ,主要基于如下考虑:① RA538是采用全

反式维甲酸 ( RA)诱导人食管癌细胞系 ,经消减杂交法

得到的抑癌基因 ,已有的研究表明 RA538对恶性细胞

具有广谱抑制作用 [ 3, 4 ]。②维甲酸对肿瘤细胞具有抑

制生长及诱导凋亡作用 [7, 8 ] ,而 RA538具有与维甲酸

类似的作用。 ③胃癌细胞中 c-myc基因高表达 ,而

RA538具有降调节 c-myc的作用。 我们将 RA538基

因以重组腺病毒介导 ,导入胃癌 SGC7901细胞中 ,对

细胞的生长、致瘤性及肿瘤生长均有十分明显的抑制

作用。 实验结果显示: Ad-RA538对 SGC7901生长抑

制率达 76. 3% ,克隆形成率为 4. 6% 。 并 能使
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SGC7901细胞形成明显的 DNA Ladder,原位末端标

记及流式细胞仪检测均显示 SGC7901细胞凋亡。体内

实验显示 ,经 Ad-RA538处理的胃癌细胞对裸鼠无致

瘤性。裸鼠皮下肿瘤模型治疗实验显示 Ad-RA538具

有显著抑制肿瘤生长作用。以上结果表明 Ad-RA538

具有显著的抑制胃癌细胞恶性表达及诱导凋亡作用 ,

导入关键的抑癌基因有可能通过阻止肿瘤细胞生长 ,

诱导凋亡 ,从而达到治疗肿瘤的目的。采用抑癌基因进

行胃癌基因治疗的探索 ,国内外文献报告体外试验显

示 BCL-X S, Rb, p16, p53基因对胃癌细胞恶性增殖具

有抑制作用 [9, 10 ] , Bouillet等 [11 ]报道使用消减杂交技

术在 p16胚胎细胞中发现了一个新的 RA诱导基因

Stra6,它在体外可以诱导肿瘤细胞凋亡 ,与 RA538基

因的作用一致。这些均表明抑癌基因的导入对胃癌细

胞的生长具有一定的抑制作用。 采用腺病毒介导

RA538基因进行胃癌的基因治疗在国内外属首次尝

试 ,体内与体外试验均取得了令人满意的效果。

　　本实验结果表明 , Ad-RA538对 c-myc基因高表

达的 SGC7901细胞生长有很强的抑制作用。 Ad-

RA538在用于胃癌基因治疗的方面具有良好的应用

价值。 Ad-RA538替代维甲酸用于肿瘤的分化治疗 ,可

以避免维甲酸的临床毒副作用。 由于腺病毒对人致病

性小 ,宿主细胞广泛、滴度高等优点 , Ad-RA538可望

成为一种非常有前途的基因治疗药物用于肿瘤的临床

治疗。
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Studies on the therapeutic effects of recombinant adenovirus RA538 on

human gastric cancer cells in vivo and in vitro
 

Chen Jieping , Lin Cheng , Xu Caipu, Zhang Xueyan, Fu Ming , Deng Youping , Cheng Jinke, Wu Min ( Depar t-

ment of Gastro entero lo g y, Southwest Hospita l, Third Milita ry Medical Univ ersity, Chongqing , 400038)

　　 Abstract　Objective: To investiga te the bio lo gical effects of recombinant adenov irus RA538 on human

ga stric cancer cell line in v ivo and in vitro. Methods: Ad-LacZ X-gal staining , M TT , cloning , DNA ladder ,

Tunel, FCM , tumo rig enicity in nude mice and model o f subcutaneously transplanted tumo r in nude mice w ere

used in this st udy. Results: Ad-RA538 st rong ly inhibited cell g row th and induced apoptosis o f SGC7901
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