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靶向于ＳＷ１９９０细胞Ｋｒａｓｅｘｏｎ１反义ＲＮＡ腺病毒的构建

吕纯业，邵成浩，胡先贵
（第二军医大学长海医院普通外科，上海２００４３３）

［摘要］　目的：构建靶向于ＳＷ１９９０细胞Ｋｒａｓｅｘｏｎ１序列的反义ＲＮＡ腺病毒，观察其对ＳＷ１９９０细胞的增殖和凋亡的影

响。方法：将Ｋｒａｓｅｘｏｎ１ｃＤＮＡ克隆至穿梭质粒ｐＳｈｕｔｔｌｅＣＭＶ，筛选出反向插入的克隆，与腺病毒骨架质粒ｐＡｄＥａｓｙ１共

转染大肠杆菌ＢＪ５１８３，同源重组产生腺病毒重组质粒。腺病毒重组质粒转染２９３细胞进行包装，产生重组腺病毒。腺病毒载

体ＡｄＬａｃＺ转染ＳＷ１９９０细胞，Ｘｇａｌ染色观察感染效率。重组腺病毒感染体外培养的ＳＷ１９９０细胞，ＭＴＴ法检测ＳＷ１９９０

细胞增殖，ＡｎｎｅｘｉｎⅤ／ＰＩ流式细胞术检测ＳＷ１９９０细胞凋亡。结果：所构建的重组腺病毒ＰＣＲ扩增出２８２ｂｐ的目的基因片

段；制备出了高滴度重组病毒，ＣｓＣｌ２密度梯度纯化前后病毒滴度分别为７．６×１０８ｐｆｕ／ｍｌ和５．０×１０１０ｐｆｕ／ｍｌ，当 ＭＯＩ＝１００时

对ＳＷ１９９０的感染效率接近１００％；重组腺病毒体外转染能抑制ＳＷ１９９０细胞增殖（Ｐ＜０．０５），转染后４～５ｄ，抑制效应达到最

高峰，抑制率约为４０．５％，也能促进ＳＷ１９９０细胞凋亡，转染后７２ｈ，凋亡率为 （２２．５４±５．３８）％ （Ｐ＜０．０１）。结论：成功构建

了靶向于ＳＷ１９９０细胞Ｋｒａｓｅｘｏｎ１序列的反义ＲＮＡ腺病毒，为进一步探讨胰腺癌以Ｋｒａｓ为靶点的反义基因治疗奠定了基

础。
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　　迄今为止，胰腺癌仍然是临床治疗最为困难的
消化道恶性肿瘤之一，外科手术仅仅能使极少数的
患者获得临床治愈的可能，大多数患者是外科手术
不能治愈的，３年生存率不足１０％，５年生存率低于

５％［１］。胰腺癌对目前使用的化疗和放疗等治疗方
法具有高度的抵抗性，新的药物如 Ｇｅｍｃｉｔａｂｉｎｅ，虽
然已经成为中晚期胰腺癌治疗的首选用药，但并不
能显著延长患者的中位生存时间［２］，因此需要探索

新的胰腺癌治疗方法。本研究成功构建了靶向于

ＳＷ１９９０细胞Ｋｒａｓｅｘｏｎ１序列的反义ＲＮＡ腺病
毒载体，为进一步研究胰腺癌以 Ｋｒａｓ为靶点的反
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义基因治疗奠定了基础。

１　材料和方法

１．１　材料和仪器　ｐＧＥＭＴＫｒａｓｅｘｏｎ１质粒由
第二军医大学东方肝胆外科研究所薛惠斌博士构建

（Ｋｒａｓｅｘｏｎ１ｃＤＮＡ通过ＰＣＲ反应扩增ＳＷ１９９０
细胞的Ｋｒａｓｅｘｏｎ１序列获取，并经测序验证，第１２
密码子ＧＧＴ突变为ＧＴＴ，无第１３和６１密码子突
变），ＡｄＥａｓｙＴＭ载体系统试剂盒为Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ公司
产品，ＢＪ５１８３、ＤＨ５α菌株和２９３细胞为腺病毒载体
试剂盒所带。Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ质粒转染试剂盒购自

Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。胰腺癌细胞系ＳＷ１９９０由第二军
医大学长海医院消化内科屠振兴教授惠赠，电穿孔
仪 ＧｅｎｅＰｕｌｓｅｒＥｌｅｃｔｒｏｐｏｒａｔｏｒ购自 ＢＩＯＲＡＤ 公
司，小牛血清、ＤＭＥＭ 为 Ｇｉｂｃｏ公司产品，ＤＮＡ 限
制性内切酶、Ｔ４ＤＮＡ 连接酶为ＢｉｏＬａｂｓ公司产品，
柱离心式小量胶回收试剂盒、ＤＮＡ抽提纯化试剂盒
为Ｑｉａｇｅｎ公司产品，ＰＣＲ试剂为上海闪晶生物公
司产品。

１．２　引物设计　根据目的基因序列设计ＰＣＲ反应
引物，Ｋｒａｓｅｘｏｎ１引物 Ｐ１：５′ＣＴＣ ＡＣＴ ＧＧＴ
ＧＧＡ ＧＴＡ ＧＡＴ ＡＧ３′，引 物 Ｐ２：５′ＣＴＣ ＧＧＴ
ＣＡＧＡＧＡＡＡＣＣＴＴＴＡＴＣＴＧ３′，ｐＳｈｕｔｔｌｅ载体
序列引物Ｐ０：５′ＴＡＧＴＧＡＡＣＣＧＴＣＡＧＡＴＣＣ
ＧＣＴＡＧＡ３′。引物合成由上海闪晶生物公司完
成。

１．３　反义 Ｋｒａｓ重组腺病毒质粒载体的构建 　
ＮｏｔⅠ酶切经测序验证的ｐＧＥＭＴＫｒａｓｅｘｏｎ１质
粒，回收２８２ｂｐ大小的目的基因片段。ＮｏｔⅠ线性
化ｐＳｈｕｔｔｌｅＣＭＶ，与Ｋｒａｓｅｘｏｎ１ｃＤＮＡ片段１６℃
下连接反应。取２μｌ连接反应物转化感受态细胞，
卡那霉素抗性筛选。小量扩增抽提重组质粒，分别
用ＮｏｔⅠ酶切和ＨｉｎｄⅢ、ＫｐｎⅠ双酶切鉴定。以重
组质粒为模板，以Ｐ１Ｐ２为引物，ＰＣＲ鉴定是否有目
的基因插入；以Ｐ０Ｐ１、Ｐ０Ｐ２为引物进行ＰＣＲ扩增，
鉴定目的基因插入方向。选择反向插入的克隆，

ＰｍｅⅠ 酶 切，用 电 穿 孔 法 与 腺 病 毒 骨 架 质 粒

ｐＡｄＥａｓｙ１共转染感受态ＢＪ５１８３，进行体外重组。
重组腺病毒质粒经卡那霉素抗性筛选，ＰａｃⅠ酶切鉴
定，鉴定正确的克隆电击转化至ＤＨ５α感受态细胞
中扩增，大量抽提质粒备用。

１．４　反义Ｋｒａｓ重组腺病毒载体的制备　ＰａｃⅠ酶
切腺病毒重组质粒，按Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ转染试剂盒说
明书转染２９３细胞进行包装，７～１０ｄ后，收集细
胞，－２０℃、３７℃反复冻融３次，最大速度离心１０

ｍｉｎ，收集上清，重复感染２９３细胞，扩增重组腺病毒
至第４代。抽提病毒 ＤＮＡ，以Ｐ１Ｐ２为引物ＰＣＲ
鉴定。鉴定正确的克隆命名为 ＡｄａＫｒａｓ。测定病
毒滴度，结果以 ＴＣＩＤ５０（５０％组织培养感染量）表
示，按照 Ｋａｒｂｅｒ公式计算，ＴＣＩＤ５０＝第一排稀释
度×稀释度∑－０．５，∑＝出现病态反应孔的数目／每个
稀释度的标本数。

１．５　反义 Ｋｒａｓ重组腺病毒对ＳＷ１９９０细胞的感
染效率　对数生长期ＳＷ１９９０细胞消化重悬制成单
细胞悬液，１０５／孔接种于６孔板，贴壁后按感染复数
（ＭＯＩ）分别为０、２０、４０、６０、８０、１００、２００转染，４８ｈ
后Ｘｇａｌ染色，显微镜下观察，计数５００个细胞中蓝
染细胞个数，以蓝染细胞百分比代表转染效率。每
个 ＭＯＩ值重复检测３次，取平均值作为重组腺病毒
的转染效率。

１．６　反义 Ｋｒａｓ重组腺病毒转染对ＳＷ１９９０细胞
增殖的影响　同法制备携带报告基因的重组腺病毒
载体ＡｄＬａｃＺ。对数生长期的ＳＷ１９９０细胞消化重
悬后按１０３／孔接种于７块９６孔板，按最适 ＭＯＩ分
别用ＡｄａＫｒａｓ、ＡｄＬａｃＺ进行转染，用含１０％ＦＢＳ
的ＤＭＥＭ培养液作对照组。每板每组做８个复孔。

４ｈ后弃上清，加入新鲜完全培养液，终体积１５０μｌ。
第３、５日更换培养液。于转染后１～７ｄ，每天取１
板，每孔加入 ＭＴＴ（５ｍｇ／ｍｌ）５０μｌ，继续培养４ｈ，
弃上清，每孔加入ＤＭＳＯ１５０μｌ，在酶联免疫检测仪
上测定各孔４９０ｎｍ波长光密度值（Ｄ）。以培养天
数为横轴，Ｄ４９０值为纵轴，绘制生长曲线。

１．７　反义 Ｋｒａｓ重组腺病毒转染对ＳＷ１９９０细胞
凋亡的影响　对数生长期的ＳＷ１９９０细胞按最适

ＭＯＩ分别用 ＡｄａＫｒａｓ、ＡｄＬａｃＺ进行转染，用含

１０％ＦＢＳ的ＤＭＥＭ 培养液作对照组。４ｈ后弃上
清，加入新鲜完全培养液继续培养７２ｈ。消化收集
细胞，移入离心管中，调细胞数为每个样本１０６，

１０００ｒ／ｍｉｎ（ｒ＝６ｃｍ）离心５ｍｉｎ弃去培养液，洗
涤、离心，标记溶液重悬细胞，室温下避光孵育１０～
１５ｍｉｎ，再次离心洗涤，加入ＡｎｎｅｘｉｎⅤ和ＰＩ至终浓
度１μｇ／ｍｌ。４℃下避光孵育２０ｍｉｎ，４００目尼龙筛
网过滤，加样入流式细胞分析仪样品室，进行细胞凋
亡检测。实验重复３次，取平均值作为该组的细胞
凋亡率。

１．８　统计学处理　实验所得数据均以珚ｘ±ｓ表示，
用ＳＰＳＳ１３．０统计软件对各组数据进行统计学处
理，方差分析比较各组相应数据之间有无显著性差
异，两样本ｔ检验分别比较实验组和对照组有无显
著性差异，检验水准均定为０．０５。
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２　结　果

２．１　反义 Ｋｒａｓ重组腺病毒质粒载体的构建　重
组穿梭质粒ｐＳｈｕｔｔｌｅＣＭＶ 分别用 ＮｏｔⅠ酶切和

ＨｉｎｄⅢ、ＫｐｎⅠ双酶切，均切出大小约２８２ｂｐ的清
晰条带，以Ｐ１Ｐ２为引物ＰＣＲ扩增出２８２ｂｐ的目的
基因片段。分别以Ｐ０Ｐ１、Ｐ０Ｐ２为引物进行ＰＣＲ反
应，以Ｐ０Ｐ１为引物扩增出２８２ｂｐ的片段、以Ｐ０Ｐ２
为引物未扩增出ＤＮＡ片段的为反向插入克隆，反之
为正向插入克隆。重组质粒用ＰａｃⅠ酶切获得３５ｋｂ、

４．５ｋｂ左右的目标片段（图１）。

图１　ｐＡｄＥａｓｙ重组腺病毒质粒的酶切鉴定

Ｆｉｇ１　Ｅｎｚｙｍａｔｉｃｄｉｇｅｓｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆ

ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔａｄｅｎｏｖｉｒｕｓｐｌａｓｍｉｄ
１，２：ｐＡｄＥａｓｙａＫｒａｓｄｉｇｅｓｔｅｄｂｙＰａｃⅠ；３：ＬａｍｄａＥｃｏＲⅠ ａｎｄ

ＨｉｎｄⅢ ｍａｒｋｅｒ

２．２　反义 Ｋｒａｓ重组腺病毒载体的鉴定及滴度测
定　以病毒ＤＮＡ为模板，以Ｐ１Ｐ２为引物ＰＣＲ反应扩
增出２８２ｂｐ大小的目的基因片段（图２）。按照Ｋａｒｂｅｒ
公式计算第４代重组腺病毒的滴度，ＣｓＣｌ２密度梯度纯
化前后分别为７．６×１０８ｐｆｕ／ｍｌ和５．０×１０１０ｐｆｕ／ｍｌ。

图２　反义Ｋｒａｓ重组腺病毒的ＰＣＲ鉴定

Ｆｉｇ２　ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔａｄｅｎｏｖｉｒｕｓｂｙＰＣＲ
１：ＬａｍｄａＥｃｏＲⅠａｎｄＨｉｎｄⅢ ｍａｒｋｅｒ；２４：ＰＣＲｗｉｔｈＰ１Ｐ２ｏｆｄｉｆｆｅｒ

ｅｎｔａｄｅｎｏｖｉｒｕｓｃｌｏｎｅｓ

２．３　重组腺病毒对ＳＷ１９９０细胞的感染效率测
定　当 ＭＯＩ值 为 ０、２０、４０、６０、８０、１００、２００ 时

ＳＷ１９９０细胞感染率分别为０、（５６．３±５．０）％、
（６８．９±４．４）％、（８８．３±７．５）％、（９４．６±２．３）％、
（９９．２±０．８）％、１００％。随着 ＭＯＩ值增加，重组腺
病毒载体对ＳＷ１９９０细胞的转染效率逐渐上升，当

ＭＯＩ＝１００时，近于１００％的肿瘤细胞被转染，表明
重组腺病毒体外能有效地介导目的基因向ＳＷ１９９０
细胞的转移，因此确定 ＭＯＩ＝１００为最适感染值。

２．４　反义 Ｋｒａｓ重组腺病毒转染对ＳＷ１９９０细胞
增殖的影响　ＭＴＴ法检测转染后１～７ｄ各组细胞
的Ｄ４９０值，绘制生长曲线（图３）。对各组细胞同一检
测点的Ｄ４９０值进行统计分析，ＡｄＬａｃＺ组与对照组
在７个检测点上的差异均无显著意义；ＡｄａＫｒａｓ
组与ＡｄＬａｃＺ组及对照组相比，其第２～７日的Ｄ４９０
值差异具有显著意义（Ｐ＜０．０５）。实验结果表明，

ＡｄａＫｒａｓ对ＳＷ１９９０细胞的增殖具有抑制作用，
转染后第４～５日，抑制效应达到最高峰，ＡｄＬａｃＺ
则无此作用。

图３　ＳＷ１９９０细胞生长曲线

Ｆｉｇ５　ＧｒｏｗｔｈｃｕｒｖｅｏｆＳＷ１９９０ｃｅｌｌｌｉｎｅ

２．５　ＳＷ１９９０细胞的凋亡检测　流式细胞仪检测
转染后７２ｈＡｄａＫｒａｓ组、ＡｄＬａｃＺ组和对照组

ＳＷ１９９０细胞的凋亡率分别为（２２．５４±５．３８）％、
（６．３６±１．６２）％、（７．０２±１．８８）％。对各组细胞凋
亡率进行统计分析，ＡｄＬａｃＺ组与对照组差异无统
计学意义；ＡｄａＫｒａｓ组与对照组相比，差异具有统
计学意义（Ｐ＜０．０１）。实验结果表明，ＡｄａＫｒａｓ能
诱导 ＳＷ１９９０ 细胞 的 凋 亡，ＡｄＬａｃＺ 则 无 此 作
用。　　　　　

３　讨　论

　　选择在肿瘤发生发展过程起重要作用的基因作
为靶点，是基因治疗的关键之一。随着对胰腺癌发
生、发展分子生物学机制的研究深入，已发现在胰腺
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癌的发病过程中涉及到多个癌基因的过度表达、抑
癌基因的失活以及生长因子的异常表达，其中最重
要的是Ｋｒａｓ突变。Ｋｒａｓ基因点突变在胰腺癌中
的发生率约７０％～９０％，并且９５％的点突变发生于

Ｋｒａｓ基因的第１２密码子，其余５％发生于第１３或

６１密码子。突变的 Ｋｒａｓ蛋白仅有微弱的ＧＴＰ酶
活性，不能迅速分解ＧＴＰ，处于ＧＴＰ结合的状态，
信号转导增加，细胞处于无限制增殖状态。在胰腺
癌发生发展的不同时期，Ｋｒａｓ基因的突变率无显著
变化［３］，因此Ｋｒａｓ基因是胰腺癌基因治疗非常理
想的靶点之一，可应用于胰腺癌发生发展的各个时
期。以突变Ｋｒａｓ基因为靶点的反义基因治疗不仅
能抑制肿瘤的生长［４］，而且能抑制肿瘤的浸润和转
移［５６］。

　　反义基因疗法是肿瘤基因治疗重要组成部分，
其基本原理是根据核酸碱基互补配对规律设计出能

与靶基因特定区域结合的ＲＮＡ或ＤＮＡ，影响靶基
因的表达，抑制其功能。常用的有两条途径：一是利
用质粒载体或病毒载体转化或转染肿瘤细胞，在细
胞内转录出能与目的基因正义ＲＮＡ相互补的反义

ＲＮＡ，从而阻断目的基因蛋白质的表达；二是体外
人工合成反义寡核苷酸。但只有与Ｋｒａｓ基因突变
相匹配的反义基因才能有效抑制胰腺癌的生长。针
对基因非翻译区、翻译起始区、剪切区或第１２密码
子的反义序列是反义Ｋｒａｓ基因抑制胰腺癌所必需
的，如果是寡核苷酸则其长度要≥１７个碱基［７］。本
实验所用腺病毒载体携带的反义基因序列靶向于

Ｋｒａｓ基因ｅｘｏｎ１及其侧翼序列，同时覆盖了非翻
译区、翻译起始区、剪切区和突变的１２密码子４个
有效区域，理论上可能最大程度阻断 Ｋｒａｓ基因的
表达，在体内通过表达反义 ＲＮＡ 阻断突变 Ｋｒａｓ
ｍＲＮＡ的表达，因此属于反义ＲＮＡ。

　　有效的基因转移方法和转移基因的高效表达是
基因治疗的又一关键。和其他基因载体系统相比，
腺病毒载体病毒滴度高，宿主范围广，能同时感染休
止期和增殖期细胞，本身分子稳定，不与宿主基因组
整合，插入的外源基因也相当稳定，安全性高，是目
前最常用的基因治疗载体之一［８］。但某些因素限制

了腺病毒作为基因转移载体在基因功能研究中的应

用，尤其是在２９３细胞中进行同源重组产生重组腺
病毒效率较低，技术要求高。ＡｄＥａｓｙ载体系统使得
腺病毒载体的构建变得容易掌握和实施［９］。本实验
应用ＡｄＥａｓｙ系统成功构建了反义 Ｋｒａｓ重组腺病
毒，体外对ＳＷ１９９０细胞的感染效率可达１００％，转
染后显著抑制肿瘤细胞的增殖，促进凋亡，证明反义
基因在肿瘤细胞内得到有效的表达，为进一步探讨
胰腺癌以Ｋｒａｓ基因为靶点的反义基因治疗奠定了
基础。
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