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　　膀胱移行细胞癌是泌尿系恶性肿瘤之一，其生物

学特性复杂，易复发。肝细胞黏附分子（ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｃｅｌｌ

ａｄｈｅｓｉｏｎｍｏｌｅｃｕｌｅ，ｈｅｐａＣＡＭ）由Ｓｈｅｎ课题组［１］于２００５
年发现，具有抑制肿瘤生长的作用。本课题组的前期

研究结果也表明，外源性ｈｅｐａＣＡＭ 基因导入肾癌细胞

和膀胱癌细胞后，能有效抑制肿瘤的生长［２３］。本研究

欲从分子水平分析ｈｅｐａＣＡＭ 基因对人膀胱移行上皮

细胞癌细胞株生长抑制的作用，拟寻找一种新的基因

治疗方法，并为今后的基础研究与临床治疗提供实验

依据。

１　材料和方法

１．１　材料　人膀胱移行上皮细胞癌株Ｔ２４由重庆医

科大学基础医学院惠赠；人膀胱移行上皮细胞癌株

ＢＩＵ８７购于武汉大学细胞库；腺病毒骨架载体ｐＡｄＨ５
和ｐＡｄＨ５ｈｅｐａＣＡＭ 由重庆医科大学附属第一医院感

染科惠赠；ＴＲＩｚｏｌ、ＲＴｑＰＣＲ、ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅡ定量ＰＣＲ
试剂盒购自 ＴａＫａＲａ公司；引物由Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司合

成；ｈｅｐａＣＡＭ多克隆抗体购于武汉三鹰生物技术有限

公司；ＣｙｃｌｉｎＤ１单克隆抗体、ＨＲＰ标记的二抗山羊抗兔

ＩｇＧ及二抗山羊抗鼠ＩｇＧ购于北京中杉金桥生物技术

有限公司。ＲＰＭＩ１６４０培养液为Ｇｉｂｃｏ公司产品，胎牛

血清为天津ＴＢＤ公司产品。

１．２　细胞培养　人膀胱移行上皮细胞癌株 Ｔ２４和

ＢＩＵ８７培养于含１０％胎牛血清的ＲＰＭＩ１６４０培养液

中，在３７℃、５％ＣＯ２条件的培养箱中培养。

１．３　腺病毒感染与细胞分组　取对数生长期细胞，按

１×１０５个／孔接种于６孔板，每孔加入２ｍＬ培养液，待

细胞长至７０％～８０％融合时，弃旧培养液，加入５００μＬ
无血清培养液，再加入４μＬ－８０°Ｃ保存的腺病毒液，

２ｈ后加入完全培养液。将细胞分为３组：空白组（未感

染组）、空载体组（感染ｐＡｄＨ５组）及实验组（感染腺病

毒ｐＡｄＨ５ｈｅｐａＣＡＭ 组）。

１．４　ＲＴｑＰＣＲ 检 测 外 源 性 ｈｅｐａＣＡＭ ｍＲＮＡ 表

达　腺病毒感染４８ｈ后收集３组细胞，提取总ＲＮＡ，

按ＴａＫａＲａ反转录和ＰＣＲ试剂盒说明书进行。引物序

列：ｈｅｐａＣＡＭ 上 游 ５′ＡＧＣ ＧＧＧ ＡＡＡ ＴＣＧ ＴＧＣ

ＧＴＧ３′，下游５′ＣＴＴＣＴＧＧＴＴＴＣＡＧＧＣＧＧＴＣ

３′，扩增片段长度４６１ｂｐ；βａｃｔｉｎ 上游５′ＣＴＧ ＡＡＧ

ＴＡＣＣＣＣＡＴＣＧＡＧＣＡＣＧＧＣＡ３′，下游５′ＧＧＡ

ＴＡＧＣＡＣＡＧＣＣＴＧＧＡＴＡＧＣＡＡＣＧ３′，扩增片段

长度２２５ｂｐ。ＰＣＲ反应条件为：９５℃３０ｓ；９５℃１０ｓ，
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５５℃２０ｓ，７２℃４０ｓ，反应板读数，共３９个循环；熔解曲

线（６５℃ 加热到９５℃５ｓ，读板）。反应体系为：上游引

物０．８μＬ，下游引物０．８μＬ，ｃＤＮＡ２μＬ，荧光反应试

剂混合物６．４μＬ。用２－ΔΔＣＴ法分析基因相对表达量。

１．５　蛋白质印迹分析检测ｈｅｐａＣＡＭ、ＣｙｃｌｉｎＤ１蛋白

的表达　收集各组细胞，加入细胞裂解液，冰上裂解３０

ｍｉｎ，４℃１３０００×ｇ离心３０ｍｉｎ，吸取上清加上样缓冲

液，１００℃煮沸变性５ｍｉｎ，ＢＣＡ法测定总蛋白浓度。各

组分别取１２０μｇ蛋白上样，经１２％ ＳＤＳＰＡＧＥ后转

ＰＶＤＦ膜，４℃封闭过夜，分别加入ｈｅｐａＣＡＭ一抗（１

１０００）和ＣｙｃｌｉｎＤ１一抗（１２００），４℃过夜，ＴＢＳＴ洗膜

３次后加入二抗（１１０００），室温孵育１～２ｈ，ＴＢＳＴ洗

膜后进行ＥＣＬ化学发光反应，显影拍照后用凝胶成像

仪分析。目的蛋白与βａｃｔｉｎ的灰度比值表示目的蛋白

的相对表达量。

１．６　流式细胞术检测细胞周期分布　将膀胱癌细胞

分为３组：实验组（感染腺病毒ｐＡｄＨ５ｈｅｐａＣＡＭ 组）、

空白组（未感染组）、空载体组（感染ｐＡｄＨ５组），达到

相应处理时间（２４ｈ和４８ｈ）后，将各组细胞制成细胞

悬液，用ＰＢＳ洗涤２次后，加入１ｍＬ预冷的７０％乙醇，

固定细胞１８～２４ｈ。取固定后的细胞与等体积的ＰＩ染

液混合，４℃放置２０～３０ｍｉｎ；样本用３００目尼龙膜过

滤后放入流式细胞仪（ＦＡＣＳＶａｎｔａｇｅＳＥ，ＢＤ公司）的

样品室，以４８８ｎｍ激发波长测定。

１．７　细胞免疫荧光分析ｈｅｐａＣＡＭ 的细胞定位　将

１×１０５个细胞悬液接种于２４孔板中，制作爬片，细胞分

为３组：实验组（感染腺病毒ｐＡｄＨ５ｈｅｐａＣＡＭ 组）、空

白组（未感染组）、空载体组（感染ｐＡｄＨ５组）。４８ｈ
后，用预冷ＰＢＳ洗片３次，每次５ｍｉｎ，４％多聚甲醛固

定细胞２０ｍｉｎ，预冷ＰＢＳ洗片同前，０．１％ＴｒｉｔｏｎＸ１００
透膜１５ｍｉｎ，预冷ＰＢＳ洗片同前，５％正常山羊血清封

闭３０～６０ｍｉｎ，预冷 ＰＢＳ洗片同前，ｈｅｐａＣＡＭ 一抗

（１２５）４℃孵育过夜，预冷ＰＢＳ洗片同前，荧光二抗

（１１００）暗室室温孵育３０～６０ｍｉｎ，预冷ＰＢＳ洗片同

前，ＤＡＰＩ染液复染细胞核２ｍｉｎ，预冷ＰＢＳ洗片同前，

７０％甘油封片，荧光显微镜下观察。

１．８　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１６．０软件进行统计学

分析，所有数据用珚ｘ±ｓ表示，采用单因素方差分析，若

差异显著则采用ＳＮＫ检验进行组间均数比较。检验

水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　ＨｅｐａＣＡＭ的ｍＲＮＡ与蛋白表达　ＲＴｑＰＣＲ结

果显示，实验组２种细胞ｈｅｐａＣＡＭ ｍＲＮＡ（Ｔ２４细胞：

１．１６±０．０９，ＢＩＵ８７细胞：２．３２±０．２３）表达均高于空

白组（２种细胞中ｍＲＮＡ值均为０）和空载体组（２种细

胞中ｍＲＮＡ值均为０），差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。

蛋白质印迹分析结果（图１）与ＲＴｑＰＣＲ结果一致。

图１　ＨｅｐａＣＡＭ的蛋白质印迹分析结果

Ａ：Ｔ２４细胞；Ｂ：ＢＩＵ８７细胞

２．２　细胞免疫荧光分析ｈｅｐａＣＡＭ 的细胞定位结

果　图２显示，ｈｅｐａＣＡＭ 蛋白在单个细胞中主要分布

于胞质、核周；当细胞紧密连接时，主要分布于细胞与

细胞之间。ＨｅｐａＣＡＭ在空白组和空载体组细胞中不

表达。　　　　

２．３　流式细胞术分析细胞周期的变化结果　图３显

示，实验组Ｔ２４细胞和ＢＩＵ８７细胞阻滞于 Ｇ０／Ｇ１期，

与空白组和空载体组比较，差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０５，Ｐ＜０．０１）。

２．４　蛋白质印迹法检测各组细胞ＣｙｃｌｉｎＤ１的表达结

果　图４显示，实验组 Ｔ２４细胞与 ＢＩＵ８７细胞中

ｃｙｃｌｉｎＤ１蛋白的表达低于空白组和空载体组。

３　讨　论

　　Ｂｉｓｃｈｏｆｆ等［４］研究表明，修饰过的腺病毒可在人类

肿瘤细胞内选择性复制。因此肿瘤增殖性腺病毒可直

接杀死肿瘤细胞，这成为近年来新兴的抗肿瘤方法［５］。

已有大量研究报道利用缺陷型腺病毒用于恶性肿瘤的

治疗，如徐瑞华等［６］利用Ｅ１Ｂ缺失腺病毒治疗恶性肿

瘤的Ⅱ期临床试验；陈传本等［７］和张珊文等［８］分别利用

重组人ｐ５３腺病毒注射液结合放射治疗鼻咽癌和头颈

癌；阮冬梅［９］利用重组人ｐ５３腺病毒治疗癌性腹水等

等。另外陈猛等［１０］深入分析了溶瘤腺病毒治疗膀胱癌

的研究进展，表明研究开发具有更好的特异性、靶向性

和安全性的溶瘤腺病毒已取得了一定成果。本课题也

将候选抑癌基因ｈｅｐａＣＡＭ 转入腺病毒中，在体外研究

其杀肿瘤作用。
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图２　细胞免疫荧光分析各组细胞ｈｅｐａＣＡＭ蛋白的分布

图３　流式细胞术分析各组细胞的细胞周期分布

Ａ：Ｔ２４细胞；Ｂ：ＢＩＵ８７细胞．Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１与空白组或处理相同时间的空载体组比较．ｎ＝５，珚ｘ±ｓ

图４　蛋白质印迹法检测

各组细胞ＣｙｃｌｉｎＤ１蛋白的表达

Ａ：Ｔ２４细胞；Ｂ：ＢＩＵ８７细胞

　　膀胱癌为泌尿系统最常见的恶性肿瘤之一，９０％
以上为移行细胞癌［１１１２］，其生物学行为复杂，临床表现

隐匿，早期诊断不易，因此从基因和分子水平出发，找

出新的治疗方法是亟待解决的问题。

　　ＨｅｐａＣＡＭ 因其结构特点，归为免疫超家族成员，

作为候选抑癌基因，国外研究发现其在正常组织中表

达正常，而在肿瘤组织中表达减少甚至缺失［１３１４］。本

课题组前期研究也发现，在膀胱癌组织中ｈｅｐａＣＡＭ表

达减少或缺失，在癌旁组织中表达正常，并对肿瘤细胞

生长具有一定抑制作用［３］。本研究着重从体外实验研

究腺病毒介导的ｈｅｐａＣＡＭ 对膀胱癌细胞Ｔ２４和ＢＩＵ

８７的细胞周期的影响，找到ｈｅｐａＣＡＭ 抑制肿瘤细胞

生长的作用方面。ＣｙｃｌｉｎＤ１在 Ｇ１期与ｐ２１、ＣＤＫ４和

ＣＤＫ６形成复合物，使细胞从Ｇ１期进展到Ｓ期［１５１７］，这

是正常细胞有丝分裂的过程，然而当肿瘤发生发展时，

大量研究报道了ＣｙｃｌｉｎＤ１在很多肿瘤中都明显升高，

如膀胱癌、肺癌、乳腺癌［１８２０］。在本研究中，ＣｙｃｌｉｎＤ１
在实验组细胞中表达降低，通过流式细胞术也同样检

测到在实验组细胞中 Ｇ１期细胞多于空白组和空载体

组细胞（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１），说明ｈｅｐａＣＡＭ有可能通

过降低ＣｙｃｌｉｎＤ１的表达使细胞周期停滞于Ｇ１期，从而

使肿瘤细胞停止生长，但ｈｅｐａＣＡＭ 是否也能影响 Ｇ１
期其他蛋白而改变细胞（如ｐ２１、ＣＤＫ４、ＣＤＫ６）生长，这

有待进一步的深入研究。

　　综上所述，以携带ｈｅｐａＣＡＭ 基因的腺病毒为载

体，能有效抑制膀胱癌细胞的生长，并发现其主要作用
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于细胞的Ｇ１期而达到抑制效果，可为今后临床研究与

治疗提供实验依据。

４　利益冲突
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