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［摘要］　目的：研究携带ｐ５３基因增殖性腺病毒ＣＮＨＫ６００ｐ５３载体能否增加肝癌细胞株对化疗药物的敏感性。方法：构建

携带ｐ５３基因增殖性腺病毒ＣＮＨＫ６００ｐ５３载体，采用四甲基偶氮唑盐法（ｍｅｔｈｙｌｔｈｉａｚｏｌｙｌｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍａｓｓａｙ，ＭＴＴ），观察并比

较单用化疗药物［５氟尿嘧啶（ｆｌｕｏｒｏｕｒａｃｉｌ，５Ｆｕ）、丝裂霉素（ｍｉｔｏｍｙｃｉｎ，ＭＭＣ）和表柔比星（ｅｐｉｒｕｂｉｃｉｎ，ＥＰＩ）］、单用ＣＮＨＫ６００

ｐ５３和ＣＮＨＫ６００ｐ５３联合上述化疗药物对肝癌细胞株ＢＥＬ７４０４的杀伤效应。结果：肝癌细胞株ＢＥＬ７４０４在５Ｆｕ浓度为

１００μｇ／ｍｌ时细胞抑制率为（４７±３）％，ＭＭＣ浓度为１μｇ／ｍｌ时细胞抑制率为（２０±４）％，ＥＰＩ浓度为２．５μｇ／ｍｌ时细胞抑制率

为（７３±２）％，联合ＣＮＨＫ６００ｐ５３（ＭＯＩ＝１０）后上述浓度的化疗药物细胞抑制率分别增高为（５９±４）％、（４４±４）％和（８６±

２）％（率的Ｕ 检验，Ｐ＜０．０１）。结论：携带ｐ５３基因的ＣＮＨＫ６００ｐ５３能提高肝癌细胞株ＢＥＬ７４０４对化疗药物的敏感性，

ＣＮＨＫ６００ｐ５３联合化疗药物治疗可望开辟克服肝癌耐药的新途径。

［关键词］　ｐ５３基因；肝肿瘤；抗药性，肿瘤；基因疗法
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Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ．Ｅｍａｉｌ：ｊｈｙａｎｇ＠ｅｈｂｈ．ｃｎ

　　ｐ５３基因是重要的肿瘤抑制基因，与肿瘤的发
生、发展以及预后关系密切。已证明超过５０％以上
的肿瘤存在ｐ５３基因的异常，且发现ｐ５３基因的突
变可能与肿瘤的耐药性密切相关［１］，因而ｐ５３基因
导入成为重要的肿瘤基因治疗手段，也可能是解决
肿瘤耐药性的方法之一。本实验构建携带ｐ５３基因
增殖性腺病毒ＣＮＨＫ６００ｐ５３载体，研究其是否增
加肝癌细胞株对化疗药物的敏感性。

１　材料和方法

１．１　材料　２９３细胞、腺病毒载体ｐＵＣ１９购自加

拿大 ＭＩＣＲＯＢＩＸＢＩＯＳＹＳＴＥＭＳ公司；腺病毒载体

ｐＣｌｏｎ１７、腺病毒载体ＣＮＨＫ６００、腺病毒载体ｐｐＥ３
为本室构建；限制性内切酶、胎牛血清、ＤＭＥＭ 和

Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００试剂盒购自 Ｇｉｂｃｏ公司；Ｔａｑ
酶、Ｐｆｕ 酶购自 ＭＢＩ公司；Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶购自

ＰＲＯＭＥＧＡ公司；琼脂糖、溴化乙锭购自ＧＥＮＥ公
司；胶回收试剂盒、ＰＣＲ 产物回收试剂盒、质粒

ＤＮＡ制备试剂盒和病毒 ＤＮＡ 提取试剂盒购自
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ＱＩＡＧＥＮ公司；人肝癌细胞株ＢＥＬ７４０４购自中国
科学院上海细胞生物学研究所；化疗药５氟尿嘧啶
（５Ｆｕ）、丝裂霉素（ＭＭＣ）和表柔比星（ＥＰＩ）由本院
药房惠赠。

１．２　增殖性腺病毒载体ＣＮＨＫ６００ｐ５３的构建　
上游引物：５′ＣＣＧ ＧＡＡ ＴＴＣ ＧＣＣ ＡＴＧ ＧＡＧ
ＧＡＧＣＣＧ ＣＡＧ Ｔ３′；下游引物：５′ＣＧＣ ＧＧＡ
ＴＣＣＴＴＡＴＣＡＧＴＣＴＧＡＧＴＣＡＧＧＣＣＣＴＴＣ
ＴＧ３′，ＰＣＲ方法扩增ｐ５３基因，用胶回收试剂盒回
收大小为 １１７９ｂｐ的 ＤＮＡ 片段，回收片段及

ｐＵＣ１９载体分别用ＥｃｏＲⅠ和ＸｂａⅠ酶切，将酶切
后的ｐ５３目的基因片段与酶切后的ｐＵＣ１９载体连
接，连接产物转化ＤＨ５α大肠杆菌感受态，挑取生长
的细菌单克隆，ＰＣＲ法筛选阳性克隆。抽提阳性克
隆的质粒ＤＮＡ，酶切鉴定并测序（ＴａＫａＲａ）正确后
命名为 ｐＵＣ１９ｐ５３，将 ｐＵＣ１９ｐ５３用 ＥｃｏＲⅠ 和

ＸｂａⅠ酶切，ｐＣｌｏｎ１７载体用ＥｃｏＲⅠ和ＮｈｅⅠ酶切，
将酶切后ｐ５３目的基因片段与酶切后的ｐＣｌｏｎ１７载
体连接，转化ＤＨ５α大肠杆菌感受态，挑取生长的细
菌单克隆，ＰＣＲ法筛选阳性克隆。抽提阳性克隆的
质粒 ＤＮＡ，ＰＣＲ及酶切鉴定，鉴定正确后命名为

ｐＣｌｏｎ１７ｐ５３，将 ｐＣｌｏｎ１７ｐ５３用 ＡｇｅⅠ、ＮｏｔⅠ和

ＳｃａⅠ酶切，ＣＮＨＫ６００用ＡｇｅⅠ、ＮｏｔⅠ酶切，３７℃
水浴４ｈ，分别电泳切胶回收２４６９ｋｂ和１０３５ｋｂ
的片段，将酶切后含 ＣＭＶ 启动子＋ｐ５３基因＋
ＳＶ４０ｐｏｌｙＡ 加尾信号的目的片段与酶切后的

ＣＮＨＫ６００载体连接，转化、挑克隆、抽提质粒，ＰＣＲ
及酶切鉴定。

１．３　增殖性腺病毒 ＣＮＨＫ６００ｐ５３的包装及鉴
定　利 用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００ 试 剂 盒，将 质 粒

ＣＮＨＫ６００ｐ５３和５型腺病毒骨架载体ｐｐＥ３共转
染至２９３细胞。转染后９～１４ｄ细胞出现病毒空
斑，经过３次病毒空斑纯化，应用 ＱＩＡａｍｐＤＮＡ
ＢｌｏｏｄＭｉｎｉＫｉｔ试剂盒提取腺病毒ＤＮＡ（其具体方
法参见ＱＩＡＧＥＮ公司操作说明）。一组引物（见构
建部分）检测ｐ５３基因的存在，另一组引物（上游引
物：５′ＣＴＧＧＣＣＡＡＴＡＣＣＡＡＣＣＴＴＡ３′；下游
引物：５′ＡＴＡＴＧＡＧＣＴＣＡＣＡＡＴＧＣＴＴＣ３′）
用来排除野生型腺病毒的存在。对病毒重组体进行

ＰＣＲ鉴定正确者命名为ＣＮＨＫ６００ｐ５３，即携带ｐ５３
基因的双调控增殖型腺病毒，氯化铯密度梯度离心
法纯化病毒，ＴＣＩＤ５０方法测得病毒滴度１．９９×１０１０

Ｐｆｕ／ｍｌ，－８０℃保存。

１．４　化疗药物对肝癌细胞株ＢＥＬ７４０４增殖的影
响　实验分 ３ 大组：（１）单纯化疗药物组；（２）

ＣＮＨＫ６００ｐ５３组；（２）ＣＮＨＫ６００ｐ５３联合化疗药
物组。取对数生长期的肝癌细胞株ＢＥＬ７４０４接种
于３板９６孔细胞培养板（约１×１０４／孔），培养２４ｈ，
待细胞贴壁生长良好后吸去培养基。ＣＮＨＫ６００
ｐ５３组：加入病毒１００μｌ／孔（ＭＯＩ＝０．３１２、０．６２５、

１．２５、２．５、５、１０、１００）；ＣＮＨＫ６００ｐ５３联合化疗药物
组：除 空 白 对 照 孔 外 每 孔 加 入 ＣＮＨＫ６００ｐ５３
（ＭＯＩ＝１０）病毒１００μｌ／孔，然后置于３７℃５％ＣＯ２
孵箱培养７２ｈ。ＣＮＨＫ６００ｐ５３联合化疗药物组加
入含５Ｆｕ（３．１２５、６．２５、１２．５、２５、５０、１００μｇ／ｍｌ）、

ＭＭＣ（０．０６２、０．１２５、０．２５、０．５、１、１０μｇ／ｍｌ）、ＥＰＩ
（０．３１２、０．６２５、１．２５、２．５、５、１０μｇ／ｍｌ）的培养基；单
纯化疗药物组：于铺板９６ｈ后加入含上述相同浓度
梯度的化疗药物５Ｆｕ、ＭＭＣ、ＥＰＩ的培养基。每个
浓度设４个复孔，置于５％ＣＯ２培养箱培养７２ｈ，弃
去培养液，加入无血清培养液１００μｌ／孔，加 ＭＴＴ
１０μｌ／孔，轻拍９６孔板边缘５ｍｉｎ，置于３７℃５％
ＣＯ２孵箱内４～６ｈ；加１０％ＳＤＳ＋０．０１ｍｏｌ／ＬＨＣｌ
１００μｌ／孔，轻拍９６孔板边缘５ｍｉｎ，置于３７℃５％
ＣＯ２孵箱内，过夜；ＥＬＩＳＡ仪测定５７０ｎｍ波长光密
度值（Ｄ）。以上实验均重复３次。

１．５　统计学处理　数据以珚ｘ±ｓ表示，细胞抑制
率＝（对照孔Ｄ５７０值－实验孔Ｄ５７０值）／对照孔Ｄ５７０
值×１００％，统计分析采用率的Ｕ 检验分析。

２　结　果

　　 单用 ＣＮＨＫ６００ｐ５３组，当 ＭＯＩ为 ０．３１２、

０．６２５、１．２５、２．５、５、１０、１００时，ＢＥＬ７４０４细胞的

Ｄ５７０值及细胞抑制率相应分别为１．９２２±０．１６０、

１．８８７±０．１３２、１．８３０±０．１４３、１．７３３±０．１０１、

１．６９５±０．０２５、１．６１８±０．０３４、０．２３５±０．００４和

１％、２％、５％、１０％、１２％、１６％、８８％，提示单用

ＣＮＨＫ６００ｐ５３时效果一般，只有当ＭＯＩ＝１００时才
有较强的抑制作用；单用化疗药组和ＣＮＨＫ６００ｐ５３
联合化疗药物组Ｄ５７０值和细胞抑制率详见表１，可见
随着浓度的增高化疗药物杀伤ＢＥＬ７４０４细胞能力
也增强；ＣＮＨＫ６００ｐ５３联合化疗药物５Ｆｕ、ＭＭＣ
和ＥＰＩ时可明显提高肝癌细胞对化疗药物的敏感性
（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１），但当单用化疗药的细胞抑制
率达到８５％左右时，ＣＮＨＫ６００ｐ５３转入与否无明
显统计学意义。

３　讨　论

　　１９９６年美国ＯＮＹＸ药物公司研究的Ｅ１Ｂ５５ＫＤ
缺陷的增殖型腺病毒（ＯＮＹＸ０１５），它利用肿瘤细
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表１　单用化疗药和化疗药联合ＣＮＨＫ６００ｐ５３
时细胞的Ｄ５７０值及细胞抑制率

Ｔａｂ１　Ｄ５７０ｖａｌｕｅａｎｄｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｒａｔｅｏｆｌｉｖｅｒｃｅｌｌ

ｌｉｎｅＢＥＬ７４０４ｉｎｓｉｎｇｌｅｃｈｅｍｏｄｒｕｇｇｒｏｕｐｏｒ

ｉｎｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｗｉｔｈＣＮＨＫ６００ｐ５３

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
（ρＢ／μｇ·ｍｌ－１）

ＭＯＩ＝０

Ｄ５７０ Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ
ｒａｔｅ（％）

ＭＯＩ＝１０

Ｄ５７０ Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ
ｒａｔｅ（％）

５ＦＵ
３．１２５ １．４３２±０．１３２ ６±２ ０．９８３±０．００７ ２８±３

６．２５ １．２８０±０．１１７ １６±３ ０．８８７±０．００５ ３５±３

　１２．５ １．２７９±０．１２０ １６±２ ０．８４６±０．００４ ３８±２

　２５ １．２６４±０．０８３ １７±３ ０．８３３±０．００６ ３９±２

　５０ １．２６３±０．０７６ １７±４ ０．７１０±０．００２ ４８±５

１００ ０．８０７±０．０３４ ４７±３ ０．６０１±０．００３ ５９±４

ＭＭＣ
０．０６２ １．３３２±０．１２３ １３±３ ０．９９７±０．００５ ３３±３

０．１２５ １．３１７±０．１０７ １４±２ ０．９９６±０．００４ ３３±２

０．２５ １．２４０±０．１１２ １９±２ ０．８９３±０．００３ ４０±２

０．５ １．２２５±０．０６３ ２０±３ ０．８９２±０．００８ ４０±４

１ １．２２４±０．０５６ ２０±４ ０．８３３±０．００１ ４４±４

　１０ ０．１６８±０．０３１ ８９±５ ０．１４３±０．００４ ９０±５
ＥＰＩ
０．３１２ １．４３７±０．１１８ ８±３ ０．９７６±０．０１０ ２８±３

０．６２５ １．０９３±０．０９７ ３０±２ ０．７５９±０．００４ ４４±２

１．２５ ０．８７５±０．１０２ ４４±２ ０．５６９±０．００４ ５８±２

２．５ ０．４２２±０．０３３ ７３±２ ０．１９０±０．００５ ８６±２

５ ０．２０３±０．０２６ ８７±５ ０．１６３±０．００３ ８８±５

　１０ ０．１８７±０．０２１ ８８±４ ０．１４９±０．００４ ８９±４

　Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓＭＯＩ＝０ｇｒｏｕｐ

胞中ｐ５３基因突变而正常细胞中ｐ５３正常的差异使
病毒在肿瘤细胞中特异性增殖。目前该病毒已进入

Ⅲ期临床试验。但是，单用该病毒疗效甚微，有效率
低于２０％，所以必须与放化疗联合应用才能有效的
杀伤肿瘤［２］。同时ＯＮＹＸ０１５存在着诸多不足，如
在体内半衰期短，需要反复注射等。为此我们设想
应用上面介绍的肿瘤特异性增殖型腺病毒携带某种

对肿瘤治疗有明确疗效的抗癌基因，利用这类病毒
在肿瘤细胞内特异性增殖及复制，而在正常细胞内
不增殖的特点，从而使包括ｐ５３在内的抗癌基因在
肿瘤细胞内特异性高效表达，这种结合病毒治疗与
基因治疗优点的新型治疗方案称为基因病毒治疗

法。

　　在前期的研究中，本实验室构建了肿瘤特异性
增殖腺病毒ＣＮＨＫ５００，体内及体外实验结果均表
明ＣＮＨＫ５００在选择性增殖和抗肿瘤疗效上明显优
于ＯＮＹＸ０１５，且在静脉大剂量用药的情况下未观
测到明显的肝细胞毒性［３，４］。为了进一步降低病毒
对正常细胞的毒性作用，提高安全性，我们利用正常
细胞和肿瘤细胞的另一大差异———Ｒｂ基因，在

ＣＮＨＫ５００的基础上构建了ＣＮＨＫ６００。最近国外
研究发现导入野生型ｐ５３基因联合化疗或放疗，可

取得较好的治疗效果［５］；ｐ５３基因的缺失或突变在
肿瘤是非常常见的基因异常，ｐ５３基因突变影响肿
瘤细胞对化疗和放疗的敏感性［６］。本实验将ｐ５３基
因插入增殖型腺病毒ＣＮＨＫ６００，构建携带ｐ５３基
因的增殖性腺病毒 ＣＮＨＫ６００ｐ５３，该病毒缺失

Ｅ１Ａ中与Ｒｂ蛋白结合的基因序列，保留使腺病毒
有效逃避宿主免疫监视及有效裂解宿主细胞而释放

子代病毒的Ｅ３区，用人端粒酶逆转录酶（ｈＴＥＲＴ）
启动子及缺氧反应（ＨＲＥ）启动子来分别调控腺病
毒的Ｅ１Ａ及Ｅ１Ｂ基因，从而使病毒的复制更准确地
靶向肿瘤细胞，力图达到广谱、特异、安全、高效的抗
癌效果。通过体外实验对ＣＮＨＫ６００ｐ５３选择性杀
伤肿瘤细胞的能力进行评估。本研究发现转入

ＣＮＨＫ６００ｐ５３基因后再联合应用上述浓度范围的
化疗药物，在原本不敏感的药物浓度作用下肝癌细
胞ＢＥＬ７４０４的生长出现了明显的杀伤效应，我们
还发现当单用化疗药的细胞抑制率达到８５％左右
时，ＣＮＨＫ６００ｐ５３转入与否无明显统计学意义，这
可能与大部分细胞被抑制有关；实验结果不仅肯定
了以上的推测，也表明了恢复ｐ５３基因的功能可以
提高肝癌细胞株ＢＥＬ７４０４对化疗药物的敏感性。
可见，ＣＮＨＫ６００ｐ５３基因联合化疗药物对某些肝癌
的治疗是一种安全、可行、有效的治疗手段。同时本
实验也显示单纯导入ＣＮＨＫ６００ｐ５３基因并不能显
著抑制ＢＥＬ７４０４细胞的生长，如 ＭＯＩ＝１０时其细
胞抑制率为１６％，只有当 ＭＯＩ＝１００时其细胞抑制
率为８８％，其具体原因值得进一步深入研究。
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