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ＪＮＫ３重组腺病毒促进表柔比星诱导的人成神经细胞瘤ＳＨＳＹ５Ｙ细胞凋亡
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［摘要］　目的：构建人ＪＮＫ３基因重组腺病毒，检测其对人成神经细胞瘤ＳＨＳＹ５Ｙ细胞增殖的影响；以表柔比星作为凋亡诱导

剂，检测其对细胞凋亡的影响。方法：以ｐＤＢＬｅｕＪＮＫ３质粒为模板ＰＣＲ扩增人ＪＮＫ３基因全长，构建重组穿梭载体ｐＡｄＴｒａｃｋ

ＣＭＶＪＮＫ３，线性化后与骨架载体ｐＡｄＥａｓｙ１在细菌ＢＪ５１８３内同源重组，在 ＨＥＫ２９３细胞中进行病毒包装和扩增，经ＰＣＲ方法

鉴定后，用包装后的病毒上清感染人成神经细胞瘤ＳＨＳＹ５Ｙ细胞，Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹方法检测ＪＮＫ３蛋白的表达；ＭＴＴ实验检测其对

细胞增殖的影响；流式细胞术和琼脂糖凝胶电泳检测表柔比星诱导的细胞凋亡情况。结果：核酸测序和ＰＣＲ鉴定表明成功构建

ＡｄＪＮＫ３，终点稀释试验测定扩增的腺病毒滴度为６．５×１０１０ｐｆｕ／ｍｌ；ＡｄＪＮＫ３在ＳＨＳＹ５Ｙ细胞中表达ＪＮＫ３蛋白；ＭＴＴ检测结

果表明ＡｄＪＮＫ３可抑制ＳＨＳＹ５Ｙ细胞生长，抑制率为２８．０８％；流式细胞术结果表明ＡｄＪＮＫ３可明显促进表柔比星诱导的细胞

凋亡，琼脂糖凝胶电泳可观察到ＤＮＡ梯形条带。结论：重组腺病毒ＡｄＪＮＫ３能显著抑制ＳＨＳＹ５Ｙ细胞增殖，促进表柔比星诱

导的ＳＨＳＹ５Ｙ细胞凋亡，为研究ＪＮＫ３的作用机制及将其用于人成神经细胞瘤的基因治疗提供了条件。
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第１２期．韩　卿，等．ＪＮＫ３重组腺病毒促进表柔比星诱导的人成神经细胞瘤ＳＨＳＹ５Ｙ细胞凋亡 ·１４６１　 ·
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［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２００８，２９（１２）：１４６０１４６５］

　　ｃＪｕｎ氨基末端激酶（ｃＪｕｎＮｔｅｒｍｉｎａｌｋｉｎａｓｅｓ，

ＪＮＫｓ）为丝裂原活化蛋白激酶（ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，ＭＡＰＫ）超家族之一。在脊椎动物，

ＪＮＫ由ｊｎｋ１、ｊｎｋ２、ｊｎｋ３基因编码，表达的ＪＮＫ１、

ＪＮＫ２、ＪＮＫ３蛋白主要位于细胞质，为丝氨酸／苏氨
酸蛋白激酶。在成人大脑中，这３种蛋白激酶的基
因转录产物由于剪切方式的不同有１０种亚型［１］。

ＪＮＫ３与ＪＮＫ１、ＪＮＫ２的不同在于：ＪＮＫ３有１个与
位于ＪＮＫ１、ＪＮＫ２的Ｎ末端保守的甲硫氨酸残基融
合在一起的延长的 Ｎ末端区域［１］；ＪＮＫ１、ＪＮＫ２在
组织内广泛表达，而ＪＮＫ３在脑、心脏、睾丸等组织
特异表达。近年来研究［２］发现ＪＮＫ３参与神经细胞
凋亡的调控，可促进缺血、缺氧、有毒化学物质导致
的神经细胞凋亡。在多数脑瘤细胞内存在ＪＮＫ３的
缺失表达，提示ＪＮＫ３是一个肿瘤抑制基因。由于

ＪＮＫ３在组织表达非常局限，我们利用ＡｄＥａｓｙ系统
构建了ＪＮＫ３载体复制缺陷性腺病毒 ＡｄＪＮＫ３，检
测其对人成神经细胞瘤ＳＨＳＹ５Ｙ细胞增殖的影响，
以表柔比星作为凋亡诱导剂，检测其对细胞凋亡的
影响，为研究ＪＮＫ３的作用机制及将其用于人成神
经细胞瘤的基因治疗提供实验基础。

１　材料和方法

１．１　材料　穿梭质粒ｐＡｄＴｒａｃｋＣＭＶ，骨架质粒

ｐＡｄＥａｓｙ１，仅插入 ＧＦＰ的对照重组腺病毒质粒

ｐＡｄＧＦＰ，ｐＤＢＬｅｕＪＮＫ３质粒，大肠杆菌 ＢＪ５１８３，

ＤＨ５α，ＨＥＫ２９３细胞、ＳＨＳＹ５Ｙ人成神经细胞瘤细
胞由本实验室保存。ＤＭＥＭ 为Ｇｉｂｃｏ公司产品；胎
牛血清为ＬｉｆｅＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ公司产品；ＰＣＲ及酶切
产物纯化试剂盒、质粒ＤＮＡ小量提取试剂盒购自

Ｐｒｏｍｅｇａ公司；ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ、ＤＮＡ 限制性内切酶
（ＸｈｏⅠ，ＥｃｏＲⅤ）、ｐｙｒｏｂｅｓｔＤＮＡｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ、ｒＴａｑ
酶等购自 ＴａＫａＲａ公司；ＤＮＡ限制性内切酶（Ｐｍｅ
Ⅰ，ＰａｃⅠ）、Ｔ４ＤＮＡ连接酶、蛋白预染ｍａｒｋｅｒ购自

ＮｅｗＥｎｇｌａｎｄＢｉｏｌａｂ公司；转染试剂脂质体 Ｌｉｐｏ
ｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；ＰＩ购自Ｓｉｇｍａ
公司；ＪＮＫ３抗体购自 Ｕｐｓｔａｔｅ公司；ＨＲＰ标记的羊
抗兔ＩｇＧ购自ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司；ＥＣＬ检测试剂购自

Ｐｉｅｒｃｅ公司；其余试剂均为国产分析纯。

１．２　引物设计与合成　根据 ＧｅｎＢａｎｋ登录的人

ＪＮＫ３基因序列（序列号为：ＮＭ＿００２７５３）设计引物，上

游引物为：５′ＣＣＧＣＴＣＧＡＧＡＴＧ ＡＧＣＣＴＣＣＡＴ
ＴＴＣＴＴＡ ＴＡＣ３′，下游引物为：５′ＣＣＧＧＡＴ ＡＴＣ
ＴＣＡＣＴＧＣＴＧＣＡＣＣＴＧＴＧＣ３′，分别在上游引物
和下游引物的５′端加入ＸｈｏⅠ和ＥｃｏＲⅤ酶切位点和３
个保护碱基，引物由赛百盛公司合成。

１．３　人ＪＮＫ３全长基因的获取　以ｐＤＢＬｅｕＪＮＫ３
质粒为模板，采用ＰＣＲ的方式扩增人ＪＮＫ３基因，
全长为１２６９ｂｐ。ＰＣＲ５０μｌ反应体系中加ｐＤ
ＢＬｅｕＪＮＫ３质粒模板１μｌ，１０×ＰＣＲＢｕｆｆｅｒ５μｌ，

２．５ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰＭｉｘ４μｌ，１０μｍｏｌ／Ｌ上下游引
物各２μｌ，ｐｙｒｏｂｅｓｔＤＮＡｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ０．２５μｌ，加无
菌水至５０μｌ。反应条件：９４℃ ５ｍｉｎ；９４℃ ３０ｓ，

６２℃３０ｓ，７２℃８０ｓ，３５个循环；７２℃１０ｍｉｎ。ＰＣＲ
产物经１０ｇ／Ｌ琼脂糖凝胶电泳分离鉴定并胶回收
纯化。

１．４　腺病毒穿梭载体ｐＡｄＴｒａｃｋＣＭＶＪＮＫ３的构
建　将上述ＰＣＲ产物和ｐＡｄＴｒａｃｋＣＭＶ质粒分别
用限制性内切酶ＸｈｏⅠ和ＥｃｏＲⅤ酶切后，１０ｇ／Ｌ琼
脂糖凝胶电泳分离、胶回收纯化，经Ｔ４ＤＮＡ连接酶
连接后转化ＤＨ５α感受态，卡那霉素抗性筛选，选取
阳性克隆进行菌落ＰＣＲ和酶切鉴定，阳性克隆经测
序分析后证实并命名为ｐＡｄＴｒａｃｋＣＭＶＪＮＫ３。

１．５　ＪＮＫ３重组腺病毒表达载体的构建　提取

ｐＡｄＴｒａｃｋＣＭＶＪＮＫ３质粒，用ＰｍｅⅠ线性化，胶回
收线性的ｐＡｄＴｒａｃｋＣＭＶＪＮＫ３质粒，取１μｇ线性
化质粒与０．１μｇ超螺旋ｐＡｄＥａｓｙ１质粒在２．５ｋＶ、

２００Ω、２５μＦ条件下电穿孔共转化ＢＪ５１８３感受态细
菌，立即于３７℃摇菌１ｈ，涂卡那霉素抗性的ＬＢ固
体培养板，于３７℃培养１６ｈ后挑取１５个小菌落，小
抽质粒并酶切鉴定，挑选出重组腺病毒质粒ｐＡｄ
ＪＮＫ３，转化ＤＨ５α大量扩增。

１．６　在 ＨＥＫ２９３细胞中制备ＪＮＫ３重组腺病毒　
ＰａｃⅠ线性化ｐＡｄＪＮＫ３，乙醇、醋酸钠沉淀，７００
ｍｌ／Ｌ乙醇漂洗后溶解在２０μｌ灭菌的去离子水中。
配制Ａ液（线性化ｐＡｄＪＮＫ３质粒４μｇ＋２５０μｌ无
血清ＤＭＥＭ）和Ｂ液（１０μｌＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００＋
２５０μｌ无血清 ＤＭＥＭ），Ａ、Ｂ混合，室温静置２０
ｍｉｎ。转染前将６孔板内 ＨＥＫ２９３细胞换为无血清
培养液，将混合物加在培养孔中轻轻混合，继续培养

６ｈ后更换完全培养基，直至９０％以上 ＨＥＫ２９３细
胞出现病变（ｃｙｔｏｐａｔｈｉｃｅｆｆｅｃｔ，ＣＰＥ）。收集上清继
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续感染 ＨＥＫ２９３细胞以扩增病毒。将病毒粗提液进
行对数稀释，通过终点稀释试验计算病毒滴度。终
点稀释试验滴度计算公式：病毒滴度（ｐｆｕ／ｍｌ）＝１０４

（ｘ＋０．８），ｘ为各行阳性率总和。用氯化铯密度梯
度离心法纯化重组腺病毒 ＡｄＪＮＫ３，收集后的病毒
层０．２２μｍ无菌过滤后小份分装，－８０℃保存。

１．７　ＰＣＲ方法鉴定ＪＮＫ３重组腺病毒　收集病毒
感染的 ＨＥＫ２９３细胞上清，提取重组腺病毒基因组

ＤＮＡ，以 ＡｄＪＮＫ３基因组 ＤＮＡ 为模板，用ＪＮＫ３
特异上下游引物进行ＰＣＲ扩增，检测目的基因是否
插入病毒基因组，同时以只表达ＧＦＰ的ＡｄＧＦＰ基
因组ＤＮＡ为模板作阴性对照。取等体积ＰＣＲ产物
进行１０ｇ／Ｌ琼脂糖凝胶电泳分析。

１．８　ＪＮＫ３重组腺病毒感染ＳＨＳＹ５Ｙ细胞的鉴
定　用荧光显微镜观察 ＡｄＪＮＫ３和 ＡｄＧＦＰ感染

４８ｈ后的ＳＨＳＹ５Ｙ细胞，并用ＲＩＰＡ细胞裂解液分
别裂解 ＡｄＪＮＫ３和 ＡｄＧＦＰ感染的ＳＨＳＹ５Ｙ细
胞，４℃，１１２５５×ｇ，离心１０ｍｉｎ，收集上清。用

Ｂｒａｄｆｏｒｄ法进行蛋白定量后，取５０μｇ处理后的蛋
白样品进行ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，电转移至 ＰＶＤＦ膜
上，５０ｇ／Ｌ脱脂奶粉室温振荡封闭２ｈ，与１２０００
稀释后的一抗４℃孵育过夜，ＴＢＳＴ洗膜３次，然后
与１５０００稀释后的 ＨＲＰ标记的二抗室温孵育１
ｈ，ＴＢＳＴ洗膜３次，ＥＣＬ显色系统检测目的蛋白。

１．９　ＪＮＫ３重组腺病毒对ＳＨＳＹ５Ｙ细胞增殖的抑制
作用　将ＳＨＳＹ５Ｙ细胞铺９６孔板（１×１０４／孔），铺板
后２４ｈ内用无血清培养液稀释的滴度为１００ｐｆｕ／ｍｌ
的ＡｄＪＮＫ３和ＡｄＧＦＰ感染细胞，阴性细胞对照组只
加无血清培养液，每组设８个平行孔，２ｈ后，每孔加
入１５０μｌ含１０％血清的培养液，继续培养７２ｈ后进
行ＭＴＴ测定，计算感染ＡｄＪＮＫ３和ＡｄＧＦＰ后细胞
增殖的抑制率。细胞生长抑制率（％）＝［１－（实验组

Ｄ５７０均值／对照组Ｄ５７０均值）］×１００％。

１．１０　ＪＮＫ３重组腺病毒促进表柔比星诱导的ＳＨ
ＳＹ５Ｙ细胞凋亡　收集处于对数生长期的 ＳＨ
ＳＹ５Ｙ细胞，以５×１０５／ｍｌ的密度接种于１０ｃｍ细胞
培养皿上。２４ｈ后的细胞融合度约为４０％～５０％，
换用无血清ＤＭＥＭ培养２４ｈ使同步化。用无血清

ＤＭＥＭ 稀释的滴度为１００ｐｆｕ／ｍｌ的 ＡｄＪＮＫ３和

ＡｄＧＦＰ感染细胞，６ｈ后换为含１０％胎牛血清的

ＤＭＥＭ培养，２４ｈ后加入终浓度为０．５μｇ／ｍｌ的表
柔比星刺激２４ｈ，ＰＢＳ洗涤，加入３ｍｌ乙醇混悬细
胞，４℃放置４ｈ。离心收集细胞，ＰＢＳ洗涤，用５００

μｌＦＡＣＳ缓冲液（ＰＢＳ、０．１％ＢＳＡ、０．０１％ＮａＮ３）混
悬细胞。加入２．５μｌＲＮａｓｅ（１０ｍｇ／ｍｌ），室温放置

１５ｍｉｎ，然后加入２５μｌＰＩ（１ｍｇ／ｍｌ），室温避光放置

１５ｍｉｎ，流式细胞仪上机分析。

　　ＪＮＫ３重组腺病毒感染和表柔比星处理ＳＨ
ＳＹ５Ｙ细胞同上，分别用ＰＢＳ／Ｈａｎｋｓ液洗涤１次，
然后用１００μｌＴＢＥ［（４５ ｍｍｏｌ／Ｌ Ｔｒｉｓｂｏｒａｃｉｃ，１
ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ），ｐＨ８．０，含０．１％ ＮＰ４０，临用时加

０．１％ＲＮａｓｅ］重悬，３７℃孵育３０ｍｉｎ，各加５μｌ的蛋
白酶Ｋ（２０ｍｇ／ｍｌ），３７℃孵育３０ｍｉｎ，在１．５％的琼
脂糖凝胶上８０Ｖ电泳１ｈ，紫外灯观察并摄像。

１．１１　统计学处理　数据均采用珚ｘ±ｓ表示，应用

ＳＰＳＳ１２．０软件包处理，进行单因素方差分析及两
两比较ｔ检验，Ｐ＜０．０５被认为差异有统计学意义。

２　结　果

２．１　人ＪＮＫ３全长的获取　以ｐＤＢＬｅｕＪＮＫ３质粒
为模板，利用ＪＮＫ３特异性的引物进行ＰＣＲ扩增，
产物用１０ｇ／Ｌ琼脂糖凝胶电泳进行鉴定，所得ＰＣＲ
片段约为１２６９ｂｐ，与预期的人ＪＮＫ３ｃＤＮＡ全编码
区的长度相符。

２．２　腺病毒穿梭载体ｐＡｄＴｒａｃｋＣＭＶＪＮＫ３的构
建和鉴定　腺病毒穿梭质粒ｐＡｄＴｒａｃｋＣＭＶＪＮＫ３
阳性克隆，经ＸｈｏⅠ和ＥｃｏＲⅤ酶切后得到两条条
带，１条约为１．３ｋｂ大小的目的条带，１条为８．９ｋｂ
大小的空载体条带（图１）；根据ＪＮＫ３基因序列设计
特异 引 物 进 行 测 序，证 实 腺 病 毒 穿 梭 质 粒

ｐＡｄＴｒａｃｋＣＭＶＪＮＫ３插入片段的序列与人ＪＮＫ３
的ｃＤＮＡ 序列完全一致，表明腺病毒穿梭质粒

ｐＡｄＴｒａｃｋＣＭＶＪＮＫ３构建成功。

图１　腺病毒穿梭质粒ｐＡｄＴｒａｃｋＣＭＶＪＮＫ３的酶切鉴定

Ｆｉｇ１　Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｓｈｕｔｔｌｅｐｌａｓｍｉｄ

ｐＡｄＴｒａｃｋＣＭＶＪＮＫ３ｂｙｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｄｉｇｅｓｔｉｏｎ
１：ＤＮＡｍａｒｋｅｒ（ＤＬ１５０００）；２：ｐＡｄＴｒａｃｋＣＭＶｗａｓｄｉｇｅｓｔｅｄｗｉｔｈＸｈｏ

Ⅰ／ＥｃｏＲⅤ；３：ｐＡｄＴｒａｃｋＣＭＶＪＮＫ３ｗａｓｄｉｇｅｓｔｅｄｗｉｔｈＸｈｏⅠ／ＥｃｏＲⅤ

２．３　ＪＮＫ３重组腺病毒表达载体的构建和鉴定　重
组腺病毒质粒ｐＡｄＪＮＫ３阳性克隆经ＰａｃⅠ酶切
后，可见４．５ｋｂ和２３ｋｂ处各有１个条带（图２）。
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图２　重组腺病毒表达载体的鉴定

Ｆｉｇ２　Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔａｄｅｎｏｖｉｒｕｓｐｌａｓｍｉｄｓ
１：ＤＮＡｍａｒｋｅｒ（λＨｉｎｄⅢ）；２：ＡｄＧＦＰ／ＰａｃⅠ；３：ＡｄＪＮＫ３／ＰａｃⅠ

２．４　ＡｄＪＮＫ３重组腺病毒的包装　脂质体包裹线
性化ＡｄＪＮＫ３重组腺病毒表达质粒转染２９３细胞

１～２ｄ后，光镜下可观察到空斑形成，细胞变圆、肿
胀、脱壁、细胞核变大等病变。１周后荧光显微镜下
可见大约４０％的绿色荧光。第１２日，可见大部分包
装细胞肿胀脱落，荧光显微镜观察视野满布绿色荧
光（图３），重组腺病毒构建成功。重组腺病毒滴度为

６．５×１０１０ｐｆｕ／ｍｌ。

图３　重组腺病毒在２９３细胞表达的绿色荧光蛋白

Ｆｉｇ３　ＧＦＰｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＨＥＫ２９３ｃｅｌｌｓ

ｉｎｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ
Ａ：ＡｄＧＦＰｇｒｏｕｐ；Ｂ：ＡｄＪＮＫ３ｇｒｏｕｐ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００

２．５　ＡｄＪＮＫ３重组腺病毒的ＰＣＲ鉴定　以 Ａｄ
ＪＮＫ３感染细胞提取的病毒上清为模板，ＰＣＲ扩增
出特异性的约１３００ｂｐ大小的片段，而感染 Ａｄ
ＧＦＰ细胞的病毒上清中未扩增到该片段（图４）。

２．６　ＡｄＪＮＫ３重组腺病毒在ＳＨＳＹ５Ｙ细胞中表
达的鉴定　用 ＡｄＪＮＫ３感染ＳＨＳＹ５Ｙ细胞，２４ｈ
后荧光显微镜观察显示ＳＨＳＹ５Ｙ细胞能被病毒感
染，感染效率较高（图５）。用抗ＪＮＫ３单克隆抗体作

Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检测，结果在 ＡｄＪＮＫ３重组腺病毒感
染的ＳＨＳＹ５Ｙ细胞中见相对分子质量约为４６０００
的蛋白条带，与预期值相符，而在 ＡｄＧＦＰ感染的

ＳＨＳＹ５Ｙ细胞的相应位置无特异条带（图６）。

图４　重组腺病毒ＡｄＪＮＫ３的ＰＣＲ鉴定

Ｆｉｇ４　Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ

ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓＡｄＪＮＫ３ｂｙＰＣＲ
１：ＤＮＡｍａｒｋｅｒ（ＤＬ２０００）；２：ＡｄＧＦＰｇｒｏｕｐ；３：ＡｄＪＮＫ３ｇｒｏｕｐ

图５　重组腺病毒在ＳＨＳＹ５Ｙ细胞表达的绿色荧光蛋白

Ｆｉｇ５　ＧＦＰｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＳＨＳＹ５Ｙｃｅｌｌｓ

ｉｎｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ
Ａ：ＡｄＧＦＰｇｒｏｕｐ；Ｂ：ＡｄＪＮＫ３ｇｒｏｕｐ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００

图６　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹鉴定ＪＮＫ３在ＳＨＳＹ５Ｙ细胞中的表达

Ｆｉｇ６　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＪＮＫ３ｐｒｏｔｅｉｎｉｎＳＨＳＹ５Ｙ
ｃｅｌｌｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ
１：ＡｄＧＦＰｇｒｏｕｐ；２：ＡｄＪＮＫ３ｇｒｏｕｐ

２．７　ＡｄＪＮＫ３对 ＳＨＳＹ５Ｙ 细胞增殖的抑制作
用　以无血清培养基处理细胞为对照，ＡｄＪＮＫ３对

ＳＨＳＹ５Ｙ细胞增殖的抑制率为２８．０８％，ＡｄＧＦＰ
为６．３５％，若以ＡｄＧＦＰ感染的细胞为对照，则 Ａｄ
ＪＮＫ３对ＳＨＳＹ５Ｙ细胞的抑制率为２１．３７％，表明
滴度为１００ｐｆｕ／ｍｌ的 ＡｄＪＮＫ３可显著抑制ＳＨ
ＳＹ５Ｙ细胞增殖（Ｐ＜０．０５）。

２．８　流式细胞术检测细胞周期和凋亡　用滴度为

１００ｐｆｕ／ｍｌ的 ＡｄＧＦＰ和 ＡｄＪＮＫ３重组腺病毒感
染ＳＨＳＹ５Ｙ细胞２４ｈ后，加入终浓度为０．５μｇ／ｍｌ
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的表柔比星刺激２４ｈ流式细胞术检测细胞周期和
凋亡。结果在ＡｄＪＮＫ３感染细胞、表柔比星处理的

ＡｄＧＦＰ和 ＡｄＪＮＫ３感染细胞的 Ｇ０／Ｇ１期前可见
凋亡峰（亚二倍体峰），凋亡细胞分别占２８．６６％、

３２．７９％、６０．５９％。与ＡｄＧＦＰ感染细胞相比，表柔
比星能明显促进ＡｄＪＮＫ３感染的ＳＨＳＹ５Ｙ细胞发
生细胞凋亡（Ｐ＜０．０５），而 ＡｄＪＮＫ３对细胞周期的
影响并不明显（表１）。

表１　ＪＮＫ３重组腺病毒对ＳＨＳＹ５Ｙ细胞凋亡的影响

Ｔａｂ１　ＥｆｆｅｃｔｏｆＡｄＪＮＫ３ｏｎＳＨＳＹ５Ｙｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓ
（％）

Ｇｒｏｕｐ Ｇ０／Ｇ１ Ｓ Ｇ２／Ｍ Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ

ＡｄＧＦＰ ６７．１８±３．６８ ２２．６６±３．３３ １０．１６±１．２６ ２．７３
ＡｄＪＮＫ３ ６１．１３±２．５６ ２９．１４±３．４７ ９．３７±１．４５ ２８．６６
ＡｄＧＦＰ＋ｅｐｉｒｕｂｉｃｉｎ ６０．７６±３．２３ ３０．５２±３．７８ ８．７２±０．７６ ３２．７９
ＡｄＪＮＫ３＋ｅｐｉｒｕｂｉｃｉｎ ６４．７０±３．４８ ３４．６４±４．１４ ７．６６±０．６３ ６０．５９

　Ｐ＜０．０５ｖｓＡｄＪＮＫ３ｇｒｏｕｐ

２．９　ＤＮＡ琼脂糖凝胶电泳检测细胞凋亡　从琼脂
糖凝胶电泳结果中可以看出，在 ＡｄＪＮＫ３感染细
胞、表柔比星处理的ＡｄＧＦＰ和ＡｄＪＮＫ３感染细胞
组有较明显的梯状条带，而仅感染 ＡｄＧＦＰ细胞组
则没有条带，与 ＡｄＧＦＰ感染细胞相比，ＡｄＪＮＫ３
感染细胞组有更亮的ＤＮＡ梯状条带，说明表柔比
星能明显促进 ＡｄＪＮＫ３感染的ＳＨＳＹ５Ｙ细胞发
生细胞凋亡（图７）。

图７　ＤＮＡ琼脂糖凝胶电泳检测

ＡｄＪＮＫ３对ＳＨＳＹ５Ｙ细胞凋亡的影响

Ｆｉｇ７　ＥｆｆｅｃｔｏｆＡｄＪＮＫ３ｏｎａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆ
ＳＨＳＹ５Ｙｃｅｌｌｓｂｙａｇａｒｏｓｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ

１：ＤＮＡｍａｒｋｅｒ（ＤＬ２０００）；２：ＡｄＧＦＰ＋ｅｐｉｒｕｂｉｃｉｎ；３：ＡｄＪＮＫ３；４：

ＡｄＪＮＫ３＋ｅｐｉｒｕｂｉｃｉｎ；５：ＡｄＧＦＰ

３　讨　论

　　ＪＮＫ信号通路是 ＭＡＰＫ中的重要通路之一。近
年来研究［３］发现ＪＮＫ３在帕金森病、阿尔茨海默病、脑
卒中等神经系统疾病中发挥重要作用。ＪＮＫ３与神经
细胞凋亡密切相关。稳定转染ＪＮＫ３ｐ５４的ＰＣ１２细

胞，能明显增强 ＵＶ和紫杉醇诱导的细胞凋亡［４］。

ＪＮＫ３和ｐ３８促进亚砷酸钠诱导的皮质神经元凋
亡［５］。ＪＮＫ３信号通路通过活化神经酰胺合酶引发线
粒体功能障碍，导致缺血再灌注后神经细胞的凋
亡［６］。ＪＮＫ３基因敲除小鼠可拮抗兴奋性毒性氨基酸
诱导的海马区神经细胞凋亡［７］，减少局部脑缺血缺氧
导致的神经细胞凋亡［８９］。在多数脑瘤细胞内存在

ＪＮＫ３的缺失表达，提示ＪＮＫ３是一潜在肿瘤抑制基因。

　　复制缺陷型重组腺病毒（ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎｄｅｆｉｃｉｅｎｔ
ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ）是目前基因治疗最常用的
载体之一［１０］。腺病毒能感染分裂期和静止期靶细
胞，致病性低，可高效价介导基因转移和表达，易纯
化并可用于原位注射，病毒基因组不会整合至宿主
细胞基因组中，致癌和致突变概率小，是较理想的基
因转移载体［１１］。我们以人ＪＮＫ３为目的基因，采用
重组腺病毒载体系统成功构建了ＡｄＪＮＫ３，所获病
毒滴度较高，序列测序和ＰＣＲ鉴定结果表明重组腺
病毒构建正确，用 ＡｄＪＮＫ３能高效感染ＳＨＳＹ５Ｙ
细胞并抑制细胞增殖，１００ｐｆｕ／ｍｌ的 ＡｄＪＮＫ３对

ＳＨＳＹ５Ｙ细胞增殖的抑制率为２１．３７％；与感染

ＡｄＧＦＰ的ＳＨＳＹ５Ｙ细胞相比，明显增强表柔比星
诱导的细胞凋亡（Ｐ＜０．０５），使细胞的凋亡率由

３２．７９％增至６０．５９％，而且在 ＡｄＪＮＫ３感染细胞
组有更明显的ＤＮＡ梯状条带。本研究为成神经细
胞瘤的基因治疗和化疗辅助治疗提供了新的思路和

依据，也为我们下一步将ＪＮＫ３基因表达载体直接
注入瘤体内进行体内疗效研究奠定了实验基础。
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