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［摘要］　目的：构建携带活化Ｔ细胞表达和分泌调节因子（ｒｅｇｕｌａｔｅｄｕｐｏｎａｃｔｉｖａｔｉｏｎｎｏｒｍａｌＴｃｅｌｌｅｘｐｒｅｓｓｅｄａｎｄｓｅｃｒｅｔｅｄ，

ＲＡＮＴＥＳ／ＣＣＬ５）基因及氧依赖性降解结构域（ｏｘｙｇｅｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｄｏｍａｉｎ，ＯＤＤ）融合基因的重组腺病毒，并观察其

体外趋化活性。方法：ＰＣＲ法将人ＲＡＮＴＥＳ基因与ＯＤＤ融合，构建携带该融合基因的重组腺病毒ＳＧ５１１ＣＣＬ５ＯＤＤ；增殖

实验观察重组腺病毒增殖特性，ＥＬＩＳＡ法观察常氧和缺氧条件下ＲＡＮＴＥＳ蛋白的表达；趋化试验观察重组腺病毒感染肝癌细

胞后的趋化活性。结果：成功构建携带人ＲＡＮＴＥＳＯＤＤ融合基因的重组腺病毒ＳＧ５１１ＣＣＬ５ＯＤＤ；增殖实验表明重组腺病

毒具有肿瘤选择性复制的特性；缺氧条件下重组病毒转染肝癌细胞后ＲＡＮＴＥＳ蛋白表达量均比常氧条件下高（Ｐ＜０．０５），显

示ＯＤＤ可有效调节ＲＡＮＴＥＳ蛋白表达；趋化试验表明重组腺病毒感染肝癌细胞具有趋化ＮＫ９２细胞的作用。结论：重组腺

病毒ＳＧ５１１ＣＣＬ５ＯＤＤ体外能有效感染肝癌细胞株 ＨｅｐＧ２和 Ｈｅｐ３Ｂ，并在ＯＤＤ调控下表达ＲＡＮＴＥＳ蛋白，有效发挥体外

趋化ＮＫ９２细胞的活性。
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　　机体整个或局部的免疫功能障碍是肿瘤细胞免

疫逃逸的重要原因之一，因此打破机体免疫抑制是

肿瘤生物治疗领域的重要研究思路。活化Ｔ细胞表

达和分泌调节因子（ｒｅｇｕｌａｔｅｄｕｐｏｎａｃｔｉｖａｔｉｏｎｎｏｒ

ｍａｌ Ｔｃｅｌｌ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ａｎｄ ｓｅｃｒｅｔｅｄ，ＲＡＮＴＥＳ／

ＣＣＬ５）对各种免疫细胞均具有强大的趋化作用［１２］，

可趋化大量免疫细胞到肿瘤组织局部，达到杀伤肿

瘤细胞的目的。氧依赖性降解结构域（ｏｘｙｇｅｎｄｅ

ｐｅｎｄｅｎｔｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｄｏｍａｉｎ，ＯＤＤ）与胞内蛋白快速

降解密切相关，含有该结构域的蛋白可在肿瘤内部

缺氧环境下稳定存在，而在有氧环境下会被快速降

解［３］。实体瘤内部为缺氧环境，ＯＤＤ可以作为一种

翻译后调控元件使特定蛋白在实体瘤内达到特异性

高浓度。因此，本研究尝试构建携带 ＲＡＮＴＥＳ

ＯＤＤ 融合基因的 Ａｄ５／Ｆ１１ 嵌合型增殖腺病毒

ＳＧ５１１ＣＣＬ５ＯＤＤ，观察体外缺氧条件下ＲＡＮＴＥＳ
蛋白表达情况，并将其感染肝癌细胞，初步观察其体

外趋化活性，为后续研究奠定基础。

１　材料和方法

１．１　主要材料及试剂　人ＲＡＮＴＥＳ基因购自武汉

三鹰生物技术有限公司，Ａｄ５／Ｆ１１嵌合型腺病毒骨

架质粒ｐＰＥ３Ｆ１１ＢＲＣ（＋）、ｐＳＧ５００、ｐＰＥ３Ｆ１１Ｂ质

粒均由第二军医大学东方肝胆外科医院病毒基因治

疗实验室构建。ｐＤＣ３１５质粒购自 Ｍｉｃｒｏｂｉｘ公司，

ｐＥＮＴＲ１２购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。实验用限制性内

切酶均购自ＴａＫａＲａ公司。Ｇａｔｅｗａｙ重组试剂盒购

自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。ＱＩＡａｍｐＤＮＡＢｌｏｏｄＭｉｎｉＫｉｔ
试剂盒购自Ｑｉａｇｅｎ公司。人肝癌细胞株 ＨｅｐＧ２和

Ｈｅｐ３Ｂ、人正常皮肤成纤维细胞株ＢＪ、人淋巴细胞癌

细胞株ＮＫ９２均由第二军医大学东方肝胆外科医院

病毒基因治疗实验室保存。细胞用培养基均购自

Ｇｉｂｃｏ公司。ＲＡＮＴＥＳＥＬＩＳＡ检测试剂盒及标准

品购自Ｒ＆Ｄ公司。孔径为５μｍ的２４孔板 Ｍｉｌｌｉ

ｃｅｌｌ悬挂式培养小室购自 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司。

１．２　引物设计与合成　根据ＰＣＧＥＮＥ软件中的

ＰＣＲＰＬＡＮ程序，并在ＲＡＮＴＥＳ基因序列３′端加入

ＯＤＤ序列，具体序列如下：引物１（含有ＥｃｏＲⅠ酶切
位点）为５′ＣＧＧＡＡＴＴＣＡＣＣＡＴＧＡＡＧＧＴＣＴ

ＣＣＧＣＧＧＣＡＧ３′；引物２为５′ＧＣＴＡＡＣＡＴＣ

ＴＣＣＡＡＧＴＣＴＡＡＧＣＴＣＡＴＣＴＣＣＡＡＡＧＡＧ

３′；引物３为５′ＧＴＣＡＴＣＡＴＣＣＡＴＴＧＧＧＡＴ

ＡＴＡＧＧＧＡＧＣＴＡＡＣＡＴＣＴＣＣＡＡＧ３′；引物

４（含有ＢａｍＨⅠ酶切位点）为５′ＣＧＧＧＡＴＣＣＣ

ＴＡＴＡＡＣＴＧＧＡＡＧＴＣＡＴＣＡＴＣＣＡＴＴＧ３′。

所有引物均由Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司合成。

１．３　携带ＲＡＮＴＥＳＯＤＤ融合基因腺病毒质粒的

构建　应用引物１～４，采用定点突变重叠ＰＣＲ技

术，将ＲＡＮＴＥＳ基因与ＯＤＤ融合，并在融合基因的

５′端引入酶切位点 ＥｃｏＲⅠ，３′端引入酶切位点

ＢａｍＨⅠ，将 ＰＣＲ产物片段分别插入ｐＥＮＴＲ１２、

ｐＤＣ３１５载体中，测序正确命名为ｐＥＮＴＲ１２ＣＣＬ５

ＯＤＤ、ｐＤＣ３１５ＣＣＬ５ＯＤＤ。ｐＥＮＴＲ１２ＣＣＬ５ＯＤＤ
与嵌合型腺病毒骨架质粒ｐＰＥ３Ｆ１１ＢＲＣ（＋）进行

Ｇａｔｅｗａｙ重组，重组产物进行酶切鉴定，鉴定正确的

命名为ｐＰＥ３Ｆ１１ＢＣＣＬ５ＯＤＤ。

１．４　 重组腺病毒的包装及鉴定 　 利用 Ｌｉｐｏ

ｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００ 试剂盒，将穿梭质粒 ｐＳＧ５００ 和

Ａｄ５／Ｆ１１ 嵌 合 型 腺 病 毒 骨 架 载 体 ｐＰＥ３Ｆ１１Ｂ

ＣＣＬ５ＯＤＤ共转染至 ＨＥＫ２９３细胞包装条件增殖

型腺病 毒 ＳＧ５１１ＣＣＬ５ＯＤＤ。将 ｐＤＣ３１５ＣＣＬ５

ＯＤＤ与ｐＰＥ３Ｆ１１Ｂ共转染至 ＨＥＫ２９３细胞包装增

殖缺陷型病毒 ＡＤ５／１１ＣＣＬ５ＯＤＤ。当观察到大部

分 ＨＥＫ２９３细胞中出现病毒空斑并发生细胞病变

（ＣＰＥ）时，收集病变细胞悬浮于２ｍｌＰＢＳ中。通过

－８０℃／３７℃水浴反复冻融，使细胞充分释放病毒颗

粒。经过３次病毒空斑纯化，得到不含有野生型腺

病毒的重组腺病毒。参考 Ｑｉａｇｅｎ公司操作说明应

用ＱＩＡａｍｐＤＮＡＢｌｏｏｄＭｉｎｉＫｉｔ试剂盒提取腺病

毒ＤＮＡ。应用ＣＣＬ５ＯＤＤ特异性引物１与４进行

ＰＣＲ扩增，ＰＣＲ产物在１％琼脂糖凝胶上进行电泳

分析。将重组腺病毒在 ＨＥＫ２９３细胞中反复大量扩

增，通过氯化铯密度梯度离心法进行纯化，并用

ＴＣＩＤ５０法测得重组腺病毒ＳＧ５１１ＣＣＬ５ＯＤＤ 和

ＡＤ５／１１ＣＣＬ５ＯＤＤ的滴度。

１．５　重组增殖腺病毒在肝癌细胞中增殖能力分

析　取对数生长期细胞，消化、重悬、稀释；细胞计

数，铺６孔板，肿瘤细胞密度５×１０５／孔，正常细胞密

度１×１０６／孔，３７℃、５％ＣＯ２孵箱２４ｈ；换无血清培

养液，按 ＭＯＩ＝５加入ＳＧ５１１ＣＣＬ５ＯＤＤ，十字法摇

匀；轻摇，２ｈ后换含５％血清培养液；收集病毒感染

０、４８、９６ｈ的细胞及上清液，－８０℃冻存；ＴＣＩＤ５０法

检测病毒滴度。

１．６　ＥＬＩＳＡ法检测常氧、缺氧条件下ＲＡＮＴＥＳ蛋

白的表达 　 对数生长期细胞，消化，重悬稀释；



·９９６　　 · 第二军医大学学报　２００９年９月，第３０卷

ＨｅｐＧ２、Ｈｅｐ３Ｂ 肝癌细胞５×１０５／孔，铺６孔板，

３７℃、５％ＣＯ２、１８％Ｏ２和３７℃、５％ＣＯ２、１％Ｏ２两种

氧浓度条件下分别培养２４ｈ；换无血清培养液，按

ＭＯＩ＝５感染细胞；３７℃、５％ＣＯ２、１８％Ｏ２和３７℃、

５％ＣＯ２、１％Ｏ２两种氧浓度条件下分别培养７２ｈ后

取上清检测。检测方法依照试剂盒说明书进行。实

验重复３次。根据标准品的光密度（Ｄ）值，建立

ＥＬＩＳＡ标准曲线。

１．７　重组增殖腺病毒感染肝癌细胞后对 ＮＫ９２细

胞体外趋化效应分析　使用 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司的孔径

为５μｍ的２４孔板 Ｍｉｌｌｉｃｅｌｌ悬挂式培养小室，根据

说明书在２４孔板中分别加入１．２５ｍｌ收集的１．６项

下部分细胞上清、标准品、对照品，在 Ｍｉｌｌｉｃｅｌｌ悬挂

式培养小室中按每孔１×１０５／２００μｌ加入 ＮＫ９２细

胞，８ｈ后收集下室细胞计数。实验重复３次。

１．８　统计学处理　计量数据以珚ｘ±ｓ表示，应用方

差分析检验各因素的作用效果，进一步应用独立样

本ｔ检验比较不同组别相同时段目的基因表达水平

的差异性，应用单因素方差分析比较感染病毒后细

胞上清对ＮＫ９２细胞趋化作用的差异性。Ｐ＜０．０５
表示差异具有统计学意义。

２　结　果

２．１　重组腺病毒的鉴定　应用ＣＣＬ５ＯＤＤ特异性

引物１与４进行ＰＣＲ扩增，ＰＣＲ产物在琼脂糖凝胶

上进行电泳分析。结果（图１）显示，重组腺病毒均能

扩增出３５０ｂｐ条带，与阳性对照一致，说明重组腺

病毒均含有ＣＣＬ５ＯＤＤ融合基因。

图１　重组腺病毒的酶切鉴定

Ｆｉｇ１　Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ

ｖｅｃｔｏｒｂｙＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ
Ａ：ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＳＧ５１１ＣＣＬ５ＯＤＤｇｅｎｅｂｙＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ．Ｍ：

１００ｂｐＤＮＡＬａｄｄｅｒ；Ｎ：Ｎｅｇａｔｉｖｅ；Ｐ：Ｐｏｓｉｔｉｖｅ（ｐＥＮＴＲ１２ＣＣＬ５ＯＤＤ

ｐｌａｓｍｉｄ）；１４：ＳＧ５１１ＣＣＬ５ＯＤＤｖｉｒａｌｇｅｎｏｍｅ．Ｂ：Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆ

ＡＤ５／１１ＣＣＬ５ＯＤＤｇｅｎｅｂｙＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ．Ｍ：１００ｂｐＤＮＡＬａｄ

ｄｅｒ；Ｎ：Ｎｅｇａｔｉｖｅ；Ｐ：Ｐｏｓｉｔｉｖｅ （ｐＤＣ３１５ＣＣＬ５ＯＤＤｐｌａｓｍｉｄ）；１４：

ＡＤ５／１１ＣＣＬ５ＯＤＤｖｉｒａｌｇｅｎｏｍｅ

２．２　重组增殖型腺病毒的增殖特性分析结果　增
殖实验结果（图２）显示：Ａｄ５／Ｆ１１嵌合型增殖腺病
毒ＳＧ５１１ＣＣＬ５ＯＤＤ在肝癌细胞株中随着时间呈
几何倍数增殖，特别是在Ｈｅｐ３Ｂ细胞中９６ｈ的增殖
倍数达到３１６０００倍，显示病毒具有良好的增殖能
力；ＳＧ５１１ＣＣＬ５ＯＤＤ在正常细胞株ＢＪ中的增殖倍
数很低，说明ＳＧ５１１ＣＣＬ５ＯＤＤ在正常细胞的增殖
能力较弱。

图２　重组腺病毒ＳＧ５１１ＣＣＬ５ＯＤＤ增殖实验

Ｆｉｇ２　ＳｅｌｅｃｔｉｖｅｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎａｂｉｌｉｔｙｏｆＳＧ５１１ＣＣＬ５ＯＤＤ

２．３　不同条件下ＲＡＮＴＥＳ蛋白的表达水平　结果
（图３）表明：Ａｄ５／Ｆ１１嵌合型腺病毒能在肝癌细胞

Ｈｅｐ３Ｂ与 ＨｅｐＧ２内大量表达ＲＡＮＴＥＳ蛋白，缺氧
条件下在 ＨｅｐＧ２中表达量达到６８１７５ｐｇ／ｍｌ。且
无论是 Ａｄ５／Ｆ１１嵌合型增殖腺病毒ＳＧ５１１ＣＣＬ５
ＯＤＤ还是非增殖型腺病毒 ＡＤ５／１１ＣＣＬ５ＯＤＤ在
缺氧条件下的ＲＡＮＴＥＳ表达量均比常氧条件下高，
显示 ＯＤＤ 可有效地调节 ＲＡＮＴＥＳ蛋白的表达
（Ｐ＜０．０５）。

图３　不同条件下ＲＡＮＴＥＳ蛋白的表达水平

Ｆｉｇ３　ＰｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＲＡＮＴＥＳｇｅｎｅ

ｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｏｆｏｘｙｇｅｎ
１：ＨｅｐＧ２ＳＧ５１１ＣＣＬ５ＯＤＤ；２：Ｈｅｐ３ＢＳＧ５１１ＣＣＬ５ＯＤＤ；３：ＨｅｐＧ２

Ａｄ５／１１ＣＣＬ５ＯＤＤ；４：Ｈｅｐ３ＢＡｄ５／１１ＣＣＬ５ＯＤＤ．Ｐ＜０．０５ｖｓｅｘ

ｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｎｏｒｍｏｘｉａｇｒｏｕｐ；ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

２．４　体外对 ＮＫ９２细胞的趋化效应分析结果　趋
化试验结果（图４）表明：与对照组及标准组相比，

Ａｄ５／Ｆ１１嵌合型腺病毒表达的 ＲＡＮＴＥＳ对 ＮＫ９２
细胞具有趋化活性（Ｐ＜０．０１），且在缺氧条件下的趋
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化效应高于常氧条件（Ｐ＜０．０５），说明其趋化效应与

ＲＡＮＴＥＳ的含量成正比。

图４　体外趋化试验结果

Ｆｉｇ４　ＣｈｅｍｏｔａｘｉｓｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｏｆＣＣＬ５
１：Ｂｌａｎｋ；２：Ｓｔａｎｄａｒｄ；３：Ｈｅｐ３Ｂｎｏｒｍｏｘｉａ；４：ＨｅｐＧ２ｎｏｒｍｏｘｉａ；５：

Ｈｅｐ３Ｂｈｙｐｏｘｉａ；６：ＨｅｐＧ２ｈｙｐｏｘｉａ．Ｐ＜０．０５ｖｓ Ｈｅｐ３Ｂｎｏｒｍｏｘｉａ；
▲Ｐ＜０．０５ｖｓＨｅｐＧ２ｎｏｒｍｏｘｉａ；△△Ｐ＜０．０１ｖｓＢｌａｎｋ；ｎ＝３，珔ｘ±ｓ

３　讨　论

　　ＲＡＮＴＥＳ（ＣＣＬ５）因子［４］是一种相对分子质量

为８０００的细胞因子，对参与免疫／炎症反应的细胞，
如淋巴细胞、单核／巨噬细胞具有明显的趋化活性，
并能调节效应细胞的功能［１２］。本研究成功构建了
携带 ＣＣＬ５ＯＤＤ 融合基因的条件增殖型腺病毒

ＳＧ５１１ＣＣＬ５ＯＤＤ，采 用 人 端 粒 酶 逆 转 录 酶
（ｈＴＥＲＴ）启动子及重组的缺氧反应元件（ＨＲＥ）启
动子来分别调控腺病毒的Ｅ１Ａ及Ｅ１Ｂ基因，使病毒
在肿瘤细胞中特异性复制，从而达到广谱、特异、安
全、高效的抗癌效果［５］。因为重组腺病毒具有１１型
腺病毒的纤毛，与５型腺病毒相比能有效逃脱免疫
系统的监控［６］，更好地靶向肿瘤细胞甚至肿瘤干细
胞［７８］。

　　通过病毒增殖曲线可以说明病毒在肿瘤细胞中
的增殖能力。本研究结果表明，ＳＧ５１１ＣＣＬ５ＯＤＤ
在多种实体瘤细胞中均有良好的增殖能力，特别在

Ｈｅｐ３Ｂ中，增殖倍数高达３１６０００倍，但在人正常皮
肤成纤维细胞ＢＪ中增殖较少（９６ｈ的增殖倍数为

２４６倍），证明该病毒ｈＴＥＲＴ启动子及ＨＲＥ启动子
可有效发挥调控作用，使之具有良好的肿瘤靶向性
及安全性。

　　本研究应用ＥＬＩＳＡ法检测不同肿瘤细胞感染

ＳＧ５１１ＣＣＬ５ＯＤＤ和ＡＤ５／１１ＣＣＬ５ＯＤＤ后ＲＡＮ
ＴＥＳ蛋白的表达量，发现在常氧与缺氧两种条件下
相同 ＭＯＩ值及相同时间段ＳＧ５１１ＣＣＬ５ＯＤＤ病毒

ＲＡＮＴＥＳ蛋白的表达量均显著高于ＡＤ５／１１ＣＣＬ５
ＯＤＤ（Ｐ＜０．０５），证实增殖型腺病毒ＳＧ５１１ＣＣＬ５

ＯＤＤ比非增殖型 ＡＤ５／１１ＣＣＬ５ＯＤＤ具有更强的
特异性增殖和表达基因的能力。而无论是增殖型腺
病毒还是非增殖型腺病毒在缺氧条件下 ＲＡＮＴＥＳ
蛋白表达量均高于常氧条件，证明在ＯＤＤ基因的调
控下，ＲＡＮＴＥＳ蛋白在常氧条件下被部分降解，达
到了调控的目的。

　　趋化试验是一种证明趋化因子趋化效应的有效
方法，本研究通过与标准的ＲＡＮＴＥＳ及空白对照进
行比较，可以发现病毒在肝癌细胞中能高效表达

ＲＡＮＴＥＳ蛋白并且对 ＮＫ９２细胞具有较强的趋化
效应。同时由于 ＲＡＮＴＥＳ基因受 ＯＤＤ基因的调
控，在缺氧条件下感染ＳＧ５１１ＣＣＬ５ＯＤＤ的肝癌细
胞上清可以更有效地趋化 ＮＫ９２细胞。结果证实

ＲＡＮＴＥＳ蛋白是 ＮＫ９２细胞的强趋化剂。肿瘤局
部高浓度的ＲＡＮＴＥＳ蛋白可趋化免疫细胞向肿瘤
组织局部浸润，使肿瘤组织周围保持有高浓度的免
疫细胞，这对于肿瘤的生物治疗极为重要。
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