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　　［摘要］　目的　构建携带人硫酸酯酶１基因（ｈＳｕｌｆ１）的腺病毒载体，研究其对于人脐静脉内皮细胞ＥＣＶ３０４增殖、迁移
能力的影响。方法　通过基因操作技术将ｈＳｕｌｆ１基因插入到腺病毒基因组中，构建重组腺病毒 Ａｄ５ｈＳｕｌｆ１；应用蛋白质免
疫印迹法检测ｈＳｕｌｆ１蛋白在ＥＣＶ３０４细胞中的表达及细胞内磷酸化 Ａｋｔ、ＥＲＫ的表达变化；ＭＴＴ实验检测ｈＳｕｌｆ１过表达

对于ＥＣＶ３０４细胞增殖的影响；采用划痕实验研究ｈＳｕｌｆ１过表达对于ＥＣＶ３０４细胞迁移的影响。结果　成功构建携带目
的基因ｈＳｕｌｆ１的腺病毒载体；免疫印迹结果表明ｈＳｕｌｆ１基因过表达会下调ＥＣＶ３０４细胞Ａｋｔ和ＥＲＫ信号分子的磷酸化水

平；细胞增殖实验结果表明ｈＳｕｌｆ１基因过表达抑制了ＥＣＶ３０４细胞增殖，感染复数为５０、１００时细胞存活率下降至（６８．４９±

０．０５）％以及（６７．７８±０．０６）％（Ｐ＜０．０５）；划痕实验结果表明ｈＳｕｌｆ１基因过表达能够抑制细胞的迁移，相比于对照组细胞迁移

能力减弱（Ｐ＜０．０１）。结论　重组腺病毒Ａｄ５ｈＳｕｌｆ１介导的ｈＳｕｌｆ１基因在ＥＣＶ３０４细胞中的过表达明显抑制细胞增殖及
迁移，为ｈＳｕｌｆ１用于肿瘤及血管生长相关疾病的基因治疗奠定了基础。

　　［关键词］　腺病毒；ｈＳｕｌｆ１基因；血管；内皮细胞；细胞增殖；细胞运动
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　　人硫酸酯酶１（ｈＳｕｌｆ１）是一个细胞生长的负向 调控因子，在人体正常组织中恒定表达，而在绝大多



·２４８　　 · 第二军医大学学报　２０１２年３月，第３３卷

数的肿瘤细胞系和肿瘤组织中（如乳腺癌、胰腺癌、
肾脏癌、肝细胞癌等）表达水平下调［１３］。因此，

ｈＳｕｌｆ１基因在肿瘤治疗中是一个很有潜力的分子
靶点。已有研究证明，肿瘤细胞中ｈＳｕｌｆ１基因的再
表达会导致细胞增殖、迁移、侵袭能力有所减弱，同
时促进药物诱导的肿瘤细胞的凋亡，抑制肿瘤发生
和血管形成［４］。血管新生和个体发育及器官组织形
成、组织损伤与修复、肿瘤发生与转移等很多疾病关
系非常密切。血管内皮细胞增殖与迁移的变化直接
影响到毛细血管结构的形成［５６］。因此，血管内皮细
胞增殖及迁移在血管新生、肿瘤形成与发展中具有
重要的理论意义与研究价值。本研究通过构建

ｈＳｕｌｆ１基因腺病毒表达载体，研究其对血管内皮细
胞ＥＣＶ３０４增殖与迁移能力的影响。

１　材料和方法

１．１　材料　人血管内皮细胞系ＥＣＶ３０４购自中国
科学院上海细胞研究所细胞库，携带ｈＳｕｌｆ１全长

ｃＤＮＡ的质粒ｐｃＤＮＡ３．１ｈＳｕｌｆ１由ＶｉｊｉＳｈｒｉｄｈａｒ教
授（美国明尼苏达州罗切斯特市梅奥医学中心实验
病理学实验室）赠予，腺病毒质粒ｐＤＣ３１５、包装质粒

ｐＢＨＧｌｏｘｄｅｌＥ１３ｃｒｅ、ＨＥＫ２９３细胞均购自加拿大

Ｍｉｃｒｏｂｉｘ生物技术公司，转染试剂 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
２０００购自美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，限制性内切酶、Ｔ４
连接酶系 ＮＥＢ公司产品，四甲基偶氮唑盐（ＭＴＴ）
为Ｓｉｇｍａ公司产品，胎牛血清、ＤＭＥＭ 培养基为

Ｇｉｂｃｏ公司产品，兔抗ｈＳｕｌｆ１抗体为美国Ａｂｃａｍ公
司产品，ｔＡｋｔ、ｔＥＲＫ、ｐＡｋｔ、ｐＥＲＫ抗体购自美国

ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司，携带绿色荧光蛋白
报告基因（ＥＧＦＰ）的腺病毒 Ａｄ５ＥＧＦＰ由第二军医
大学东方肝胆外科医院分子肿瘤研究室构建并保

存。

１．２　腺病毒载体构建　以ｐｃＤＮＡ３．１ｈＳｕｌｆ１为模
板，以目的基因 ｈＳｕｌｆ１引物（Ｐ１：５′ＣＧＧ ＧＡＴ
ＣＣＡＣＣＡＴＧＡＡＧＴＡＴＴＣＴＴＧＣ３′，Ｐ２：５′
ＧＣＧＴＣＧＡＣＴＴＡＡＣＣＴＴＣＣＣＡＴＣＣＣＡＴＡ
ＡＣ３′）扩增ｈＳｕｌｆ１ｃＤＮＡ，反应条件：９４℃变性２
ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，５６℃３０ｓ，７２℃６０ｓ，３５个循环；

７２℃延伸５ｍｉｎ。ＰＣＲ产物行ＢａｍＨⅠ＋ＳａｌⅠ双
酶切，插入到腺病毒质粒载体ｐＤＣ３１５的多克隆位
点区，构 建 ｐＤＣ３１５ｈＳｕｌｆ１。利 用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
２０００转染试剂，将ｐＤＣ３１５ｈＳｕｌｆ１与腺病毒包装质
粒ｐＢＨＧｌｏｘｄｅｌＥ１３ｃｒｅ一起转入 ＨＥＫ２９３细胞中，
几天后出现肉眼可见腺病毒噬斑，吸取单个噬斑至

２４孔板中，一孔一斑，小量扩增后将细胞和培养液一
同回收，３７℃／－８０℃反复冻融３次后，９６７０×ｇ离

心１５ｍｉｎ，弃去细胞碎片，取上清液用于重组腺病毒

Ａｄ５ｈＳｕｌｆ１的鉴定及大量扩增。取１０μｌ病毒悬液
加等量蛋白酶Ｋ（２０ｍｇ／ｍｌ），５５℃处理１ｈ，１００℃灭
活５ｍｉｎ。取２μｌ作为模板进行ＰＣＲ鉴定。用引物

Ｐ１／Ｐ２鉴定ｈＳｕｌｆ１，同时进行ＤＮＡ测序确认。鉴定
正确后，用 ＨＥＫ２９３细胞进行大量扩增，氯化铯梯度
离心法纯化病毒。得到纯的重组腺病毒 Ａｄ５
ｈＳｕｌｆ１，ＴＣＩＤ５０法测定病毒滴度［７］。　　　　　
１．３　蛋白质免疫印迹分析　取对数生长期的ＥＣＶ
３０４细胞接种于６孔板，２×１０５细胞／孔。过夜培养
后，分别以感染强度（ＭＯＩ）＝５０、１００加入 Ａｄ５
ｈＳｕｌｆ１进行感染，设 ＭＯＩ＝１００的 Ａｄ５ＥＧＦＰ阴性
病毒对照组和无病毒感染的的空白对照组。感染后

２ｈ换成培养液，置３７℃、５％ＣＯ２培养箱中继续培养

４８ｈ，回收并裂解细胞，采用蛋白质免疫印迹检测

ｈＳｕｌｆ１、Ａｋｔ、ＥＲＫ蛋白的表达。

１．４　细胞增殖实验（ＭＴＴ法）　收集对数生长期

ＥＣＶ３０４细胞，用含１０％血清的培养液配制成单细
胞悬液，铺９６孔板，每孔１００μｌ（１×１０

４个细胞），置
于３７℃、５％ＣＯ２孵箱中培养过夜。以无血清培养液
稀释病毒，以 ＭＯＩ＝５０、１００加入 Ａｄ５ｈＳｕｌｆ１进行
感染，设 ＭＯＩ＝１００的 Ａｄ５ＥＧＦＰ阴性病毒对照组
和无病毒感染的的空白对照组，每组设５个复孔。

３７℃、５％ＣＯ２孵箱培养４８ｈ，加入５ｍｇ／ｍｌ的 ＭＴＴ
试剂２０μｌ／孔，置于３７℃、５％ ＣＯ２孵箱继续培养４
ｈ，吸去孔内的培养液，每孔加入１５０μｌＤＭＳＯ，在摇
床上低速振荡１０ｍｉｎ，酶联免疫检测仪上测定５７０
ｎｍ波长处光密度（Ｄ）值，校正波长为６５５ｎｍ。计算
公式：细胞生存率（％）＝（实验孔Ｄ５７０／空白对照组

Ｄ５７０）×１００％。

１．５　细胞划痕实验　将基质胶与无血清培养液以

１９混匀后铺６孔板，每孔３００μｌ铺匀，４℃过夜。
吸弃剩余液体，加入基底膜水化剂（无血清培养液＋
１０ｍｇ／ｍｌＢＳＡ），置３７℃孵箱中。１ｈ后铺细胞，在
每个孔中加入相同体积的细胞悬液（２×１０５细胞／
孔，６０％ ～７０％ 汇合度）。待细胞贴壁之后，按

ＭＯＩ＝５０、１００加入Ａｄ５ｈＳｕｌｆ１进行感染，设ＭＯＩ＝
１００的Ａｄ５ＥＧＦＰ阴性病毒对照组和无病毒感染的
的空白对照组。培养４ｈ后吸去培养液，ＰＢＳ洗细
胞２～３次，加入含血清的培养液继续培养至细胞长
满。用小枪头划痕，ＰＢＳ洗细胞３次，除去划下的细
胞，加入血清培养液，置３７℃、５％ＣＯ２培养箱中培
养，０、１２、２４、３６、４８ｈ时间点拍照，直尺测量５次，
以０ｈ和４８ｈ两个时间点之间的细胞迁移距离的平
均值进行统计分析。

１．６　统计学处理　实验重复３次，数据以珚ｘ±ｓ表
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示，数据两两比较采用配对资料ｔ检验，采用ＳＰＳＳ
１３．０软件包，检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　重组腺病毒的鉴定和扩增　挑取４个重组腺
病毒克隆进行ＰＣＲ鉴定，琼脂糖凝胶电泳结果（图

１Ａ）显示４个克隆均成功携带ｈＳｕｌｆ１基因，ＤＮＡ测
序结果见图１Ｂ，与插入的ｈＳｕｌｆ１基因基因序列完全
吻合。ＰＣＲ和测序均说明重组腺病毒 Ａｄ５ｈＳｕｌｆ１
构建成功。ＴＣＩＤ５０法测病毒滴度，Ａｄ５ｈＳｕｌｆ１为

１．１５×１０１０ｐｆｕ／ｍｌ，对 照 病 毒 Ａｄ５ＥＧＦＰ 滴 度 为

１．８０×１０８ｐｆｕ／ｍｌ。

图１　携带ｈＳｕｌｆ１基因的腺病毒克隆鉴定

Ｆｉｇ１　Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆａｄｅｎｏｖｉｒｕｓｃｌｏｎｅｓｃａｒｒｙｉｎｇ

ｈＳｕｌｆ１ｇｅｎｅｂｙＰＣＲ（Ａ）ａｎｄＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ（Ｂ）

Ｍ：１ｋｂＤＮＡｌａｄｄｅｒ；Ｐ：ｐＤＣ３１５ｈＳｕｌｆ１ｐｌａｓｍｉｄａｓｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ；

Ｎ：Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ；１４：Ｆｏｕｒａｄｅｎｏｖｉｒｕｓｃｌｏｎｅｓ

２．２　ｈＳｕｌｆ１表达的免疫印迹检测结果　ＥＣＶ３０４
细胞以 ＭＯＩ＝５０、１００感染 Ａｄ５ｈＳｕｌｆ１，培养４８ｈ
后，与感染空载对照病毒Ａｄ５ＥＧＦＰ的ＥＣＶ３０４细

胞以及未感染病毒的ＥＣＶ３０４细胞相比，ｈＳｕｌｆ１蛋

白水平增高（Ｐ＜０．０５），ｔＡｋｔ和ｔＥＲＫ水平不变，

而ｐＡｋｔ和ｐＥＲＫ水平均有所下降（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜
０．０１，图２）。

２．３　细胞增殖实验结果　ＥＣＶ３０４细胞感染Ａｄ５

ｈＳｕｌｆ１后４８ｈ，ＭＴＴ 法测定细胞存活率。Ａｄ５

ｈＳｕｌｆ１感染组 ＭＯＩ＝５０、１００时细胞存活率分别为

（６８．４９±０．０５）％、（６７．７８±０．０６）％，与空白对照组

相比差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），而阴性对照组与

空白对照组差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５，图３），说

明ｈＳｕｌｆ１蛋白过表达能抑制ＥＣＶ３０４细胞增殖。

两个不同 ＭＯＩ的实验组之间细胞存活率变化

不大。　　　　　

图２　ＥＣＶ３０４细胞感染Ａｄ５ｈＳｕｌｆ１后

ｈＳｕｌｆ１及相关信号蛋白的变化

Ｆｉｇ２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｈＳｕｌｆ１ａｎｄｉｔｓｒｅｌａｔｅｄｐａｔｈｗａｙ

ｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎＥＣＶ３０４ｃｅｌｌａｆｔｅｒＡｄ５ｈＳｕｌｆ１ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ
Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇｂａｎｄｉｍａｇｅｓ；Ｂ：Ｒｅｌａｔｉｖｅｂａｎｄｉｎｔｅｎｓｉｔｉｅｓ．１：

ＥＣＶ３０４ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｉｎｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈＡｄ５ｈＳｕｌｆ１ａｔａｎＭＯＩｏｆ５０ｐｆｕ／

ｍｌ；２：ＥＣＶ３０４ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｉｎｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈＡｄ５ｈＳｕｌｆ１ａｔａｎＭＯＩｏｆ

１００ｐｆｕ／ｍｌ；３：Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ（ＥＣＶ３０４ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｉｎｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈ

Ａｄ５ＥＧＦＰ）；４：Ｂｌａｎｋｇｒｏｕｐ．ｎ＝３，珚ｘ±ｓ．Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１

２．４　细胞划痕实验结果　细胞划痕结果显示，Ａｄ５

ｈＳｕｌｆ１感染组 ＭＯＩ＝５０、１００时细胞迁移距离分别

为（０．５５±０．０３）ｃｍ和（０．５０±０．０２）ｃｍ，而阴性对

照组和空白对照组为（１．０５±０．０５）ｃｍ和（１．１０±

０．０５）ｃｍ。阴性对照组与空白对照组之间细胞迁移

距离差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），而两个实验组相

比于空白对照组，细胞迁移能力均减弱（Ｐ＜０．０１）。

两个实验组之间细胞的迁移距离差异无统计学意义

（Ｐ＞０．０５）。实验结果说明，ｈＳｕｌｆ１蛋白过表达在一

定程度上能够抑制ＥＣＶ３０４细胞的迁移。见图４。
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图３　显微镜下观察Ａｄ５ｈＳｕｌｆ１对于ＥＣＶ３０４细胞存活率的影响

Ｆｉｇ３　ＶｉａｂｉｌｉｔｙｏｆＥＣＶ３０４ｃｅｌｌｓａｆｔｅｒＡｄ５ｈＳｕｌｆ１ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ
Ａ：Ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ；Ｂ：Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ；Ｃ：ＭＯＩ＝５０；Ｄ：ＭＯＩ＝１００．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００

图４　ＥＣＶ３０４感染Ａｄ５ｈＳｕｌｆ１后细胞迁移能力的变化

Ｆｉｇ４　ＭｉｇｒａｔｉｏｎａｂｉｌｉｔｙｏｆＥＣＶ３０４ｃｅｌｌｓａｆｔｅｒＡｄ５ｈＳｕｌｆ１ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ
１：ＥＣＶ３０４ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｉｎｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈＡｄ５ｈＳｕｌｆ１ａｔａｎＭＯＩｏｆ５０ｐｆｕ／ｍｌ；２：ＥＣＶ３０４ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｉｎｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈＡｄ５ｈＳｕｌｆ１ａｔａｎＭＯＩｏｆ

１００ｐｆｕ／ｍｌ；３：Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ（ＥＣＶ３０４ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｉｎｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈＡｄ５ＥＧＦＰ）；４：Ｂｌａｎｋｇｒｏｕｐ

３　讨　论

　　ｈＳｕｌｆ１是近年来发现的一种新型肿瘤抑制基
因，人恶性肿瘤中 ｈＳｕｌｆ１常处于失活状态［１３］。

ｈＳｕｌｆ１基因的杂合性丢失、ＣｐＧ岛甲基化以及组蛋
白修饰可能是ｈＳｕｌｆ１基因失活的主要原因［８９］。

ｈＳｕｌｆ１阴性表达的肿瘤细胞导入外源ｈＳｕｌｆ１基因
后，可引起细胞增殖速度的下降，并提高肿瘤细胞对
化疗药物的敏感性，诱导肿瘤细胞凋亡［１］。研究发
现，ｈＳｕｌｆ１基因是通过自身的硫酸酯酶活性而发挥
作用的。细胞表 面的硫酸乙酰肝素蛋白聚糖

（ＨＳＰＧｓ）是细胞与细胞外基质相互作用的关键糖
蛋白，ＨＳＰＧｓ的硫酸化作用对于胞外生长因子和它
们的酪氨酸激酶受体之间的相互作用中十分关

键［１０１１］。ｈＳｕｌｆ１基因能够使细胞表面的 ＨＳＰＧｓ脱
硫酸化，降低了 ＨＳＰＧｓ的硫酸化程度，影响与

ＨＳＰＧｓ密切相关的多种胞外信号分子与其相应受
体结合的过程［１２１３］，从而抑制 ＨＳＰＧｓ介导的酪氨
酸激酶的激活，下调生长因子和细胞因子信号途径，
尤其是肝素结合生长因子的信号通路［３，１４］，如成纤
维细胞生长因子（ＦＧＦ）、表皮生长因子（ＥＧＦ）、肝细
胞生长因子（ＨＧＦ）、血管表皮生长因子（ＶＥＧＦ）等。
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这些生长 因 子 信 号 通 路 （ＭＡＰＫ、ＥＲＫ、ＰＩ３Ｋ／

ＡＫＴ）的下调，促使肿瘤细胞的增殖和迁徙能力显
著减弱。

　　我们之前的一项研究证实，用携带ｈＳｕｌｆ１基因
的腺病毒来治疗小鼠的肝癌和卵巢癌移植瘤，显示

ｈＳｕｌｆ１表达可通过抑制ＶＥＧＦＲ２信号途径使瘤内
血管密度降低、瘤体生长减弱［１］。为进一步研究

ｈＳｕｌｆ１对血管的作用机制，本研究通过腺病毒载体
将目的基因ｈＳｕｌｆ１转染到血管内皮细胞ＥＣＶ３０４
中，使ｈＳｕｌｆ１蛋白在细胞中过表达，观察ｈＳｕｌｆ１对
于血管内皮细胞生长、迁移的影响。细胞学实验结
果显示，Ａｄ５ｈＳｕｌｆ１感染ＥＣＶ３０４细胞后能有效提
高ｈＳｕｌｆ１的表达，并且引起细胞内磷酸化 Ａｋｔ和

ＥＲＫ的水平下调。这与ｈＳｕｌｆ１基因对癌细胞分子
调控的机制一致。肿瘤细胞ｈＳｕｌｆ１基因的表达会
阻止胞外的生长因子和膜上的受体结合，从而抑制
下游Ａｋｔ、ＥＲＫ的活化，导致磷酸化的Ａｋｔ和ＥＲＫ
水平下降。在血管内皮细胞中，正常状态下ｈＳｕｌｆ１
基因恒定表达，当导入外源ｈＳｕｌｆ１基因使其过量表
达时，同样引起 ＨＳＰＧｓ脱硫酸化，使胞外信号分子
与膜上受体结合受阻，下游信号通路无法被激活。
细胞增殖实验结果显示，Ａｄ５ｈＳｕｌｆ１以 ＭＯＩ＝５０、

１００感 染 ＥＣＶ３０４ 细 胞，细 胞 存 活 率 下 降 到
（６８．４９±０．０５）％、（６７．７８±０．０６）％，抑制了细胞的
增殖。细胞划痕实验结果同样显示，过表达ｈＳｕｌｆ１
的血管内皮细胞迁移能力减弱。我们知道，ＥＲＫ、

ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路与细胞的增殖、迁移密切相关，
过表达ｈＳｕｌｆ１导致Ａｋｔ、ＥＲＫ无法被激活，细胞内
一系列信号通路水平下调，细胞最终表现为生长抑
制，细胞运动和侵袭能力减弱。

　　肿瘤的生长是一个依赖于血管的过程，当肿瘤
体积超过１～２ｍｍ３时，维持其生长就离不开新生血
管的生成。肿瘤血管生成是当今肿瘤研究的热点和
前沿领域。本研究发现外源性ｈＳｕｌｆ１基因能够抑
制血管内皮细胞的增殖及迁移，阻止血管新生。另
有大量研究证实，向肿瘤细胞内导入ｈＳｕｌｆ１基因会
抑制 肿 瘤 细 胞 生 长 和 转 移，促 进 肿 瘤 细 胞 凋
亡［８，１５１６］。因此采用靶向ｈＳｕｌｆ１基因的治疗策略，
能同时抑制肿瘤细胞和血管内皮的增殖与迁移，在
一定程度上遏制了肿瘤无限制生长和瘤内血管新

生。由此可见，ｈＳｕｌｆ１基因作为一个很有潜力的抗
癌基因，为临床上肿瘤的基因治疗提供了新的分子
靶标。

４　利益冲突

　　所有作者声明本文不涉及任何利益冲突。
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