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肿瘤特异性溶瘤腺病毒载体的构建及其在肿瘤

细胞中特异性的表达
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[摘要 ] � 为构建一种由人端粒酶逆转录酶启动子 ( hTERTp)调控的能够在肿瘤细胞中特异性增殖的新型肿瘤

基因治疗溶瘤腺病毒载体系统,利用基因重组技术将 hTERTp插入 5型腺病毒 E1A基因上游, 构建肿瘤特异性

增殖腺病毒 AdSU, 使其携带绿色荧光蛋白报告基因. 同时构建增殖缺陷型腺病毒 Ad - EGFP作为对照. 通过

W estern blot分析表明该特异性增殖腺病毒 AdSU - EGFP在肿瘤细胞中特异性表达 E IA. 而通过荧光显微镜观察

两者增殖实验发现, AdSU - EGFP在正常成纤维细胞株 BJ及原代子宫成纤维细胞中无增殖, 在肝癌细胞株 MH-

CC和肺癌细胞株 A549中,则可见病毒增殖并裂解细胞的现象. 由此可认为成功构建了肿瘤基因治疗的特异性

溶瘤腺病毒载体系统 AdSU, 该系统能够在肿瘤细胞中特异性增殖并表达所携带的外源基因, 这对肿瘤的定向基

因治疗有着重要意义.
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Construction of Tumor-specific Oncolytic Adenovirus Vector and its Prim ary

Study on Selective Expression in Tumor Cells

Pu Y ingyan, Fang L in, Shen Quan, Sun L ijun, Hu X iaocu,i W ang Yan,

Cao X iangrong, Su Changq ing

( School of L ife Science, N an jing Norm alUn iversity, The Jiangsu Key Laboratory ofM olecu lar

andM ed ical B iotechnology, Nan jing 210046, Ch in a)

Abstrac t: To develop a nove l gene therapeu tic onco lytic adenov irus in wh ich the hTERT promo ter w as introduced and

used to regulate adenov iral E1A gene. A nove l cancer- spec ific rep lication-com pe tent adenov irus nam ed AdSU w as con-

structed by em ploy ing the human te lom erase reverse transcr iptase ( hTERT ) promo ter to dr ive the expression of adenov-i

rus E1A gene and by c loning the EGFP repo rter gene into the adenov irus genom e. The non-rep licative adenov irus nam ed

Ad-EGFP w as constructed as the con tro l at the sam e tim e. The se lective replication o f AdSU-EGFP in tumo r cells w as

investigated by v irus pro liferative test andW estern b lo t assay. By w este rn b lot assay, E1A prote in w as pos itive in cancer

ce lls (MH CC, A549) infected w ith AdSU-EGFP, but negative in norm a l ce lls ( BJ, uter ine fibroblast). Under the fluo-

rescent m icroscope, a few norm a l cells expressed EGFP and em itted fluo rescence, and no phagocy tic p lagues appeared

from 3- 10 days after infected w ith AdSU-EGFP. H ow ever, when a few cance r cells w ere infected w ith AdSU - EGFP

and em itted fluo rescence afte r 3 days, the fluorescence em ission ce lls spread w ithin a large area after 7 days. Sow e can

m ake a conc lusion that a nove l cancer-selective gene therapeutic onco lytic adenov irus vec to r sy stem nam ed AdSU, w hich

can se lective replicate and express the rapeutic genes in cancer ce lls, was constructed. It is a prom ising system for targe-

ted cancer gene therapy.

K ey words: gene therapy, onco ly tic adenov irus, tum or, te lom erase prom o ter

� � 目前治疗肿瘤的传统方案主要是手术、放疗和化疗等,在攻击肿瘤细胞的同时也给人体正常细胞带来
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了严重的损伤,因此有必要探索新的治疗方法.定向基因治疗的溶瘤腺病毒载体系统就是一种新型的肿瘤

治疗系统,通过基因重组技术改造腺病毒基因,使其在肿瘤细胞中特异性增殖,实现溶解肿瘤细胞的目的,

同时腺病毒对肿瘤细胞还具有增敏作用, 可增强肿瘤细胞对放、化疗药物的敏感性.而当其它治疗方案无

效时, 溶瘤腺病毒仍能杀伤肿瘤细胞,表明其抗肿瘤机制与经典治疗方案是互补或截然不同的,因此受到

越来越多的关注.

端粒酶阳性表达是人类实体瘤的重要特性之一,在 85%以上的肿瘤细胞中端粒酶表达阳性, 而在绝

大多数的正常体细胞中为阴性
[ 1, 2 ]

.利用这一特性,我们构建了一种肿瘤选择性增殖型腺病毒 AdSU, 用人

端粒酶逆转录酶启动子 ( hTERTp)调控腺病毒的 E1A基因, 为肿瘤的基因治疗提供了一种新的策略.

1� 材料和方法

1�1� 实验材料
� � 腺病毒 E1区转化的人胚胎肾细胞株 HEK293、人肺癌细胞株 A549、人肝癌细胞株 MHCC、正常成纤维

细胞株 BJ购于中国科学院上海细胞研究所,人原代子宫成纤维细胞由本室培养保存. 胎牛血清购自 G ibco

BRL公司,各种细胞株培养液、培养血清及抗生素参照供应商推荐, 质粒 pDC312、pDC315、pXC1、pUC19、

携带 EGFP报告基因的腺病毒载体质粒 pAd- EGFP、含有 5型腺病毒右臂并缺失 E1 /E3区的腺病毒骨架

质粒 pBHGE3由本室保存.反转录试剂盒购自 Promega公司, 转染试剂 L ipo fectam ine 2000购自 Invitrogen

公司, 限制性内切酶、T4连接酶购自 TAKARA公司, E1A抗体购自 Upstate公司.

1�2� hTERT mRNA表达检测
取对数生长期 HEK293细胞株 (阳性对照 )、人肺癌细胞株 A549、人肝癌细胞株 MHCC、正常成纤维细

胞株 BJ、人原代子宫成纤维细胞, 提取细胞总 RNA后采用 hTERT上游引物 ( 5� CTGCCGTCTTCACTTC-
CCCAC3� )和 hTERT下游引物 ( 5� TTACTCCCACAGCACCTCCCC3� )进行 RT - PCR检测 hTERT mRNA

表达, 扩增产物 ( 283 bp)进行琼脂糖凝胶电泳.

1�3� 腺病毒载体的构建
全基因合成 hTERTp启动子 TP352,克隆到 pMD18T中,得到质粒 pMD18T- hTERTp.以 pXC1为模板

进行 E1A基因 PCR扩增,引物为 P1: 5� - GCTCTAGAACCATGAGACATATTATC- 3� (含 XbaI酶切位点 ) ,

P2: 5� - GCGTCGACTTATGGCCTGGGGCG - 3� (含 SalI酶切位点 ) . NheI+ XhoI双酶切 pMD18T - hTER-

Tp,得到含 hTERTp的片段; PCR扩增的 E1A产物经 XbaI+ Sa lI酶切后回收;分别插入穿梭质粒 pDC315

相应位点,鉴定正确后命名为 pAdSU (图 1) .

1�4� 携带 EGFP报告基因的腺病毒载体

pA d- EGFP经 Bg lII酶切, 得到含有 CMV启动子 + EGFP基因 + SV40po lyA加尾信号的片段, 插入

pA dSU,鉴定正确后命名为 pA dSU - EGFP (图 1 ). 同时, pAd - EGFP的 Bg lII酶切片段插入穿梭质粒

pDC312, 鉴定正确后命名为 pDC312- EGFP(图 1) .
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1�5� 重组腺病毒的获得及其鉴定
将质粒 pDC312- EGFP、pAdSU - EGFP分别与含有 5型腺病毒右臂的骨架质粒 pBHGE3共转染

HEK293细胞,通过同源重组的方法获得重组病毒.约 8 d开始出现噬斑,吸取单个噬斑进行小量扩增后将

培养液及细胞收起, 37� ~ - 80� 反复冻融 3次后,即可用于重组腺病毒的鉴定及大量扩增.取反复冻融

后的细胞培养液 10 uL加等量蛋白酶 K( 20mg /mL), 55� 处理 1 h后 100� 灭活 5m in, 取 2 uL作为模板用

于 PCR进行鉴定 (分别用引物 P1 /P2鉴定 E1A, 用 EGFP基因引物 P3: 5�- GCTCTAGAGAATTCACCATG-
GTGAGCAAGGGC- 3�, P4: 5�- CGGGATCCGTCGACTTATTACCTAGATCCGGTGG - 3�鉴定 EGFP),正确者

分别命名为 Ad- EGFP、AdSU - EGFP.重组腺病毒采用 HEK293细胞扩增,病毒纯化采用氯化铯梯度离心

纯化法,滴度测定采用 TC ID50方法.

1�6� W estern印迹分析及病毒增殖的荧光观察

将肿瘤细胞和正常细胞置 6孔板中培养, 2 � 105个细胞 /孔,第二天去除培养基, 每孔加入 1mL无血

清 DMEM和 MOI= 3的病毒 Ad- EGFP或 AdSU - EGFP, 37� 5% CO2孵育箱中孵育 90m in( 45m in时摇

匀一次 ) ,吸去无血清培养液,加入 5%胎牛血清培养液 2mL,继续培养. 在病毒感染细胞后 3、7 d时裂解

细胞用于 E1A表达的W estern B lot检测.同时在病毒感染后 3、7、10 d,荧光显微镜下观察细胞内荧光反应

的强度并照相.

2� 结果

2�1� hTERT mRNA表达检测
� � 检测结果显示 HEK293, MHCC, A549细胞株 hTERT mRNA表达均为阳性,而 B J正常成纤维细胞株及

人原代子宫成纤维细胞为阴性 (图 2)

2�2� 重组腺病毒的鉴定及扩增
挑取噬斑,扩增后用 PCR引物 P1 /P2扩增 E1A基因鉴定重组病毒 (图 3). AdSU - EGFP扩增出约 740

bp和 860 bp的目的片段,证实重组病毒中携带 E1A243和 E1A289剪接体, 而 A d- EGFP无 E1A基因扩

增条带.用引物 P3 /P4扩增 Ad- EGFP及 AdSU- EGFP的 EGFP基因 (图 4) ,两者均有 760 bp目的条带,

证实重组腺病毒 AdSU - EGFP、Ad- EGFP构建成功.对重组病毒进行扩增、纯化, TC ID50方法测定病毒 Ad

- EGFP及 AdSU - EGFP滴度分别为 1�5 � 1010 pfu /mL、1�0 � 109 pfu /mL.

2�3� W estern blot检测

增殖型病毒 AdSU - EGFP感染肿瘤细胞 MH-

CC、A549后,其细胞裂解样品含有相对分子质量为

36 000- 50 000的 E1A蛋白,感染正常成纤维细胞株

BJ及子宫成纤维细胞后则没有 E1A表达. 增殖缺陷

型病毒 Ad- EGFP感染肿瘤细胞及正常细胞后都没

有 E1A蛋白表达 (图 5).

2�4� 病毒增殖的荧光观察
荧光显微镜下可直接观察 Ad- EGFP及 AdSU

- EGFP病毒在肿瘤细胞和正常细胞中的增殖情
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况. AdSU - EGFP在正常成纤维细胞株 BJ及原代子宫成纤维细胞中没有增殖, 在感染后第 7、10 d仍只可

见孤立的发荧光细胞,无病毒裂解细胞的现象.在肝癌细胞株 MHCC及肺癌细胞株 A549中,感染后 3 d可

见孤立的荧光细胞,而在第 7 d则已经形成成片的荧光阳性细胞, 说明病毒增殖明显, 裂解细胞后可继续

感染邻近的肿瘤细胞,至第 10 d可见噬斑中央多数细胞已经死亡,甚至出现荧光强度减弱的现象 (图 6) .

而 A d- EGFP在正常细胞及肿瘤细胞中均无荧光增多现象, 说明无明显的病毒增殖发生 (图 7).

3� 讨论

癌症已经成为威胁人类健康的重大疾病之一, 传统的治疗方法主要是手术、放疗和化疗等,在攻击肿

瘤细胞的同时也给人体正常细胞带来了严重的损伤,具有肿瘤特异性定向能力的溶瘤病毒载体作为一种

新的肿瘤治疗手段受到了愈来愈多的关注.目前国内外已有多种溶瘤病毒进入临床试验
[ 3-6]

.同传统的肿

瘤治疗方案相比,利用溶瘤腺病毒治疗肿瘤具有以下优势
[ 7 ]
:第一, 溶瘤腺病毒具有在肿瘤细胞中特异性

增殖的特性,它的复制、增殖仅限于肿瘤细胞, 避免了对正常宿主细胞的影响,从而提高了安全性;第二,溶

瘤腺病毒可利用病毒本身的特性裂解细胞,同时释放出来的病毒可以进一步感染周围的肿瘤细胞,再次复

制、增殖、溶解周围的肿瘤细胞,疗效进一步放大;第三, 病毒蛋白尤其是 E1A蛋白, 可引起免疫反应, 达到

提高机体抗肿瘤的目的.

缺失 E1B55K的腺病毒 ONYX - 015( d l1520)是最成功的肿瘤增殖腺病毒之一, 它能够在 p53异常的

肿瘤细胞中特异性增殖
[ 8]
.但是有研究者发现, ONYX - 015能在某些 p53功能正常的肿瘤细胞中增殖,而

在某些 p53功能缺陷的细胞中却不能增殖
[ 9]
,因此需要对腺病毒做进一步改造,增强其肿瘤靶向性.

目前有许多研究者选择肿瘤特异性启动子来调控腺病毒靶向性. 例如,增殖型腺病毒 CN706是利用

前列腺特异性抗原 ( PSA )启动子 /增强子调控 E1A的表达,使其在 PSA阳性的细胞内特异性增殖
[ 10]
.另

外还有 AFP启动子用于肝癌
[ 11 ]
, MUC1启动子用于乳腺癌等

[ 12]
的治疗方案.但是这些启动子均存在肿瘤

类型的局限性,只能在特定组织来源的肿瘤中起作用,因此选择一个广泛的肿瘤特异性启动子将是更好的

选择. 人端粒酶逆转录酶 ( hTERT)启动子正符合了这个条件.

近年研究表明,在 85%以上的人肿瘤细胞中 hTERT活性很高
[ 1, 2]

,而在除造血细胞和胚胎干细胞以

外的正常细胞中却没有活性,提示 hTERT启动子可以作为广泛性的肿瘤特异性启动子来调控腺病毒必需

基因, 使腺病毒在端粒酶阳性的肿瘤细胞中特异性复制、增殖, 从而裂解肿瘤细胞
[ 13-15]

. 利用 5型腺病毒

对造血细胞和胚胎干细胞感染能力差的特点, 同时避免了病毒对端粒酶弱阳性的造血细胞和胚胎干细胞

的影响.

本研究将腺病毒 E1A基因置于 hTERT启动子的控制之下, 同时缺失腺病毒 E1B55K功能,构建成一
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种新的基因治疗病毒载体系统 AdSU.实验结果显示, 我们所构建的 AdSU能在肿瘤细胞中有效增殖, 而在

正常细胞中不增殖,证明该病毒载体系统具有良好的肿瘤靶向性. 同时该病毒载体携带外源报告基因,可

以在肿瘤细胞中特异性高表达,为临床肿瘤的基因治疗提供了一种新的载体和新的策略.
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