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　　［摘要］　目的　构建携带蛇毒半胱氨酸蛋白酶抑制剂（狊狏犮狔狊狋犪狋犻狀）基因的重组腺病毒载体（Ａｄ／ｓｖｃｙｓｔａｔｉｎ），研究其对人

肝癌细胞 ＭＨＣＣ９７Ｈ在体内、外侵袭转移的影响。方法　构建携带狊狏犮狔狊狋犪狋犻狀的重组腺病毒，体外感染 ＭＨＣＣ９７Ｈ细胞，采

用ＣＣＫ８法检测细胞生长，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室检测细胞侵袭和迁移能力，通过裸鼠皮下肝癌细胞肺转移模型观察 Ａｄ／ｓｖｃｙｓｔａｔｉｎ

瘤内注射对裸鼠的治疗作用。结果　体外实验证实Ａｄ／ｓｖｃｙｓｔａｔｉｎ能够感染 ＭＨＣＣ９７Ｈ细胞。与对照组及空载体组相比，

Ａｄ／ｓｖｃｙｓｔａｔｉｎ对 ＭＨＣＣ９７Ｈ细胞体外生长、侵袭和迁移均具有明显的抑制作用，瘤内注射 Ａｄ／ｓｖｃｙｓｔａｔｉｎ可以显著降低

ＭＨＣＣ９７Ｈ细胞的肺转移。结论　重组腺病毒Ａｄ／ｓｖｃｙｓｔａｔｉｎ具有抑制人肝癌细胞 ＭＨＣＣ９７Ｈ体内外侵袭转移的作用，在

肝癌基因治疗方面具有开发应用潜能。
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第６期．谢　群，等．蛇毒半胱氨酸蛋白酶抑制剂重组腺病毒对人肝癌细胞 ＭＨＣＣ９７Ｈ侵袭转移的影响 ·６６９　　 ·

　　肿瘤基因治疗被认为是除了手术、放疗和化疗

之外的第４种治疗手段
［１］。肝细胞癌（ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕ

ｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＣＣ）是仅次于肺癌和结肠癌的第三

大常见癌症［２］，探讨 ＨＣＣ的基因治疗具有重要意

义。蛇毒半胱氨酸蛋白酶抑制剂（ｓｎａｋｅｖｅｎｏｍｃｙｓ

ｔａｔｉｎ，ｓｖｃｙｓｔａｔｉｎ）是从眼镜蛇（犖犪犼犪狀犪犼犪犪狋狉犪）蛇毒

中分离纯化的一种新型小分子蛋白质。我们前期通

过基因工程合成狊狏犮狔狊狋犪狋犻狀全基因，利用毕氏酵母

系统表达生产ｓｖｃｙｓｔａｔｉｎ重组蛋白，证实了该蛋白

可以抑制肿瘤细胞体内外侵袭转移［３］，并通过基因

转染技术证实ｓｖｃｙｓｔａｔｉｎ能够抑制多种肿瘤细胞侵

袭转移，推测其具有基因治疗潜能［４］。为了进一步探

讨ｓｖｃｙｓｔａｔｉｎ在基因治疗中的作用，本研究拟构建狊狏

犮狔狊狋犪狋犻狀重组腺病毒载体，探讨其对人肝癌细胞 ＭＨ

ＣＣ９７Ｈ体内外侵袭转移的影响，为狊狏犮狔狊狋犪狋犻狀在ＨＣＣ

基因治疗方面的开发应用提供实验依据。

１　材料和方法

１．１　材料及试剂　限制性内切酶犛犪犾Ⅰ、犡犺狅Ⅰ、

犘犿犲Ⅰ和 犘犪犮Ⅰ购自 Ｂｉｏｌａｂ公司；脂质体 Ｌｉｐｏ

ｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。腺病毒纯化

试剂盒 ＡｄＥａｓｙ
ＴＭ ＶｉｒｕｓＰｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ购自 Ｓｔｒａｔａ

ｇｅｎｅ公司。兔抗ｓｖｃｙｓｔａｔｉｎ由上海超世生物科技有

限公司生产。纤维连接蛋白（ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ，ＦＮ）、基底

膜基质胶（ｍａｔｒｉｇｅｌ）、Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭小室（Ｃｏｒｎｉｎｇ

Ｃｏｓｔａｒ３４２２型，孔径８．０μｍ）均购自ＢＤ公司。

１．２　质粒、细胞系和动物　腺病毒载体ｐＳｈｕｔｔｌｅ

ＩＲＥＳｈｒＧＦＰ１和 ＱＢＩ２９３Ａ 细胞购自 Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ

公司，人肝癌细胞 ＭＨＣＣ９７Ｈ购自复旦大学肝癌研

究所，用含１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ 培养液进行培

养。ＳＰＦ级裸鼠２４只，体质量（１８±２）ｇ，雄性，购

自上海斯莱克实验动物有限公司，生产许可证号：

［ＳＣＸＫ（沪）２００７０００５］。

１．３　ｐＡｄｓｖｃｙｓｔａｔｉｎ重组腺病毒ＤＮＡ的构建　从

本室保存的ｐＵＣ１８ｃｙｓｔａｔｉｎ质粒
［５］中扩增狊狏犮狔狊狋犪

狋犻狀基因并克隆入ｐＳｈｕｔｔｌｅＩＲＥＳｈｒＧＦＰ１载体，正

向引物 ＣｙｓｔａｔｉｎＡｄＦ 序列为：５′ＡＣＧ ＣＧＴ ＣＧＡ

ＣＧＣＡＴＧＡＴＣＣＣＡＧＧＴＧＧＴＴＴＧＴＣＴＣ３′

（含犛犪犾Ⅰ酶切位点），反向引物ＣｙｓｔａｔｉｎＡｄＲ序列

为：５′ＣＣＧＣＴＣＧＡＧＣＣＡＡＡＣＴＴＧＧＡＡＡＣＣ

ＡＣＡＣ３′（含犡犺狅Ⅰ酶切位点）。获得的重组载体以

双酶切和测序鉴定，命名为ｐＳｈｕｔｔｌｅＩＲＥＳｈｒＧＦＰ

ｓｖｃｙｓｔａｔｉｎ。以犘犿犲Ⅰ酶切线性化重组载体，产物转

化ＢＪ５１８３Ａｄ１感受态菌，提取质粒，将用犘犪犮Ⅰ酶切鉴

定正确的重组子命名为ｐＡｄｓｖｃｙｓｔａｔｉｎ，转化入感受

态菌ＸＬ１０Ｇｏｌｄ以获得质粒ＤＮＡ。用相同方法以空

载体ｐＳｈｕｔｔｌｅＩＲＥＳｈｒＧＦＰ构建ｐＡｄｎｕｌｌ。

１．４　重组腺病毒 Ａｄ／ｓｖｃｙｓｔａｔｉｎ包装、扩增及滴度

测定　按４×１０
６个／１０ｃｍ直径培养皿接种ＱＢＩ２９３Ａ

细胞，２４ｈ后，采用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００转染线性化

ｐＡｄｓｖｃｙｓｔａｔｉｎ质粒（６μｇ／培养皿）。荧光显微镜下

观察绿色荧光（ＧＦＰ），当５０％细胞变圆漂浮时，回收

所有细胞及培养液，并在３７℃／－８０℃反复冻融３次，

离心后，收集上清获原代病毒，经扩增３代后获取第４

代病毒备用。采用感染复数 ［ｍｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｙｏｆｉｎｆｅｃｔｉｏｎ，

ＭＯＩ］计算病毒滴度。用同样方法制备对照重组腺病

毒Ａｄ／ｎｕｌｌ。获得的重组腺病毒按照ＡｄＥａｓｙ
ＴＭ病毒纯

化试剂盒说明书进行纯化浓缩。

１．５　Ａｄ／ｓｖｃｙｓｔａｔｉｎ感染 ＭＨＣＣ９７Ｈ 细胞　ＭＨ

ＣＣ９７Ｈ细胞以１×１０５个／孔接种于２４孔培养板内，加

入不同 ＭＯＩ值的重组病毒液。以培养３ｄ时所有细

胞均表达ＧＦＰ作为最适感染 ＭＯＩ值。以最适 ＭＯＩ

分别加入Ａｄ／ｓｖｃｙｓｔａｔｉｎ和Ａｄ／ｎｕｌｌ腺病毒，同时设置

未感染对照组，用蛋白质印迹法验证蛋白表达。

１．６　Ａｄ／ｓｖｃｙｓｔａｔｉｎ对 ＭＨＣＣ９７Ｈ 细胞生长能力

的影响　ＭＨＣＣ９７Ｈ细胞以２×１０
３个／孔接种于９６

孔培养板中，待细胞融合后分别加入相应最适 ＭＯＩ

的Ａｄ／ｓｖｃｙｓｔａｔｉｎ和Ａｄ／ｎｕｌｌ腺病毒，设立未感染对

照组。连续３ｄ每隔２４ｈ每孔加１０μＬ的ＣＣＫ８，３０

ｍｉｎ后于ＢｉｏＲａｄ５５０型酶标仪测定，读取４５０ｎｍ波

长处光密度值。

１．７　Ａｄ／ｓｖｃｙｓｔａｔｉｎ对 ＭＨＣＣ９７Ｈ 细胞侵袭迁移

能力的影响　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室聚碳酸酯膜外侧包被

１０μＬ的ＦＮ（０．５ｇ／Ｌ），内侧包被２０μｇ的ｍａｔｒｉｇｅｌ

胶。小室内分别加入１×１０５个 Ａｄ／ｓｖｃｙｓｔａｔｉｎ及

Ａｄ／ｎｕｌｌ感染后的 ＭＨＣＣ９７Ｈ 细胞，设置未感染对

照组，下室加８００μＬ含１０％ ＦＢＳ的细胞培养液，

２４ｈ后用棉签擦尽上室膜面未穿膜的细胞及 ｍａｔｒｉ

ｇｅｌ，未感染对照组行 ＨＥ染色后观察，Ａｄ／ｓｖｃｙｓｔａ

ｔｉｎ及Ａｄ／ｎｕｌｌ组于荧光显微镜下观察，分别计数５

个视野的侵袭细胞数，取其平均值。观察迁移能力

时，小室膜内侧不包被ｍａｔｒｉｇｅｌ胶，余步骤同侵袭能

力测定。侵袭（迁移）抑制率（％）＝［１－实验组侵袭

（迁移）细胞数／对照组侵袭（迁移）细胞数］×１００％。

１．８　Ａｄ／ｓｖｃｙｓｔａｔｉｎ对裸鼠肝癌肺转移的影响　用

生理盐水稀释 ＭＨＣＣ９７Ｈ细胞至５×１０７个／ｍＬ，在

每只裸鼠右上肢腋下皮内注射０．２ｍＬ（细胞数１×

１０７）。１０ｄ后随机分为３组，每组８只，分别在注射瘤

细胞第１０、１３、１６、１９天向瘤体内注射０．９％ＮａＣｌ（对

照组，ＮＳ）、Ａｄ／ｎｕｌｌ空病毒（１×１０８ｐｆｕ）和Ａｄ／ｓｖｃｙｓ
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ｔａｔｉｎ腺病毒（１×１０８ｐｆｕ），每只注射体积为１００μＬ。

造模后６周处死裸鼠，取各组原位瘤组织称量；取各

组肺组织经ＨＥ染色后镜检，计数各组的肺转移灶，

肿瘤转移抑制率（％）＝（对照组平均转移数－治疗组

平均转移数）／对照组平均转移数×１００％。

１．９　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行

数据分析，计量数据以珔狓±狊表示，多组间比较采用

单因素方差分析，两两比较采用ＬＳＤ检验。检验水

准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　获得重组腺病毒　获得的重组质粒ｐＡｄｓｖ

ｃｙｓｔａｔｉｎ及ｐＡｄｎｕｌｌ经犘犪犮Ⅰ酶切后电泳鉴定出现

４．５ｋｂ条带的为正确克隆，表明腺病毒质粒同源重

组成功。Ａｄ／ｎｕｌｌ和 Ａｄ／ｓｖｃｙｓｔａｔｉｎ重组腺病毒感

染 ＭＨＣＣ９７Ｈ细胞３ｄ时均表达ＧＦＰ，ＭＯＩ值分别

为５０、１００；ＭＨＣＣ９７Ｈ细胞对重组腺病毒敏感，１００

ＭＯＩ可实现１００％感染。蛋白质印迹鉴定显示Ａｄ／

ｓｖｃｙｓｔａｔｉｎ感染ＭＨＣＣ９７Ｈ细胞后能表达ｓｖｃｙｓｔａ

ｔｉｎ蛋白。详见图１。

图１　重组腺病毒犃犱／狊狏犮狔狊狋犪狋犻狀感染 犕犎犆犆９７犎细胞的

绿色荧光（犌犉犘）和狊狏犮狔狊狋犪狋犻狀蛋白表达

Ａ：Ａｄ／ｓｖｃｙｓｔａｔｉｎ感染ＭＨＣＣ９７Ｈ细胞ＧＦＰ表达．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉ

ｃａｔｉｏｎ：×１００；Ｂ：Ａｄ／ｓｖｃｙｓｔａｔｉｎ感染 ＭＨＣＣ９７Ｈ细胞后ｓｖｃｙｓｔａｔｉｎ

蛋白的表达

２．２　Ａｄ／ｓｖｃｙｓｔａｔｉｎ对 ＭＨＣＣ９７Ｈ细胞生长的抑制

作用　由图２可见，与未感染组及Ａｄ／ｎｕｌｌ组相比，

Ａｄ／ｓｖｃｙｓｔａｔｉｎ在作用２４、４８、７２ｈ时对ＭＨＣＣ９７Ｈ细

胞生长均具有明显的抑制作用（犘＜０．０５）。

２．３　Ａｄ／ｓｖｃｙｓｔａｔｉｎ对 ＭＨＣＣ９７Ｈ 细胞侵袭和迁

移能力的抑制作用　细胞侵袭实验发现，Ａｄ／ｓｖ

ｃｙｓｔａｔｉｎ作用２４ｈ后穿越ｍａｔｒｉｇｅｌ的ＭＨＣＣ９７Ｈ细

胞数目明显低于未感染对照组和 Ａｄ／ｎｕｌｌ感染组，

抑制率分别是５５％和５２％。细胞迁移实验发现，

Ａｄ／ｓｖｃｙｓｔａｔｉｎ感染组穿过ＦＮ至小室滤膜下表面

的细胞明显低于未感染对照组和 Ａｄ／ｎｕｌｌ感染组，

抑制率分别是２４％和２０％。

图２　重组腺病毒犃犱／狊狏犮狔狊狋犪狋犻狀对 犕犎犆犆９７犎细胞

生长的抑制作用

犘＜０．０５与未感染组和Ａｄ／ｎｕｌｌ组比较．狀＝５，珔狓±狊

２．４　Ａｄ／ｓｖｃｙｓｔａｔｉｎ对裸鼠移植瘤体内转移能力的

抑制作用　造模６周后，Ａｄ／ｎｕｌｌ和生理盐水（ＮＳ）

组裸鼠肺部可见较多较大的肿瘤转移灶，Ａｄ／ｓｖ

ｃｙｓｔａｔｉｎ组肺转移灶数明显减少，与 ＮＳ和Ａｄ／Ｎｕｌｌ

组比较差异均具有统计学意义（犘＜０．０５）；与ＮＳ和

Ａｄ／ｎｕｌｌ组比较，Ａｄ／ｓｖｃｙｓｔａｔｉｎ组的转移抑制率分

别为３０％和２８％。Ａｄ／ｓｖｃｙｓｔａｔｉｎ治疗后的原位瘤

组织质量虽有所下降，但与ＮＳ和Ａｄ／ｎｕｌｌ组相比差

异无统计学意义（犘＞０．０５）。详见图３。

３　讨　论

Ｓｖｃｙｓｔａｔｉｎ是一种新型的Ⅱ型ｃｙｓｔａｔｉｎ，其氨基

酸序列的保守区与Ⅱ型ｃｙｓｔａｔｉｎ（如ｃｙｓｔａｔｉｎＣ）十分

相似，即具有Ｎ端的Ｇｌｙ序列和中部ＧｌｎＸａａＶａｌ

ＸａａＧｌｙ的ｃｙｓｔａｔｉｎ基序
［６］，且都具有对半胱氨酸蛋

白酶活性的调控作用，实验证实ｓｖｃｙｓｔａｔｉｎ具有与

ｃｙｓｔａｔｉｎＣ等相似的抗肿瘤作用
［４，７］。Ｋｏｐｉｔｚ等

［８］采

用携带犮狔狊狋犪狋犻狀犆的腺病毒治疗人纤维肉瘤细胞所

致的肺转移，与空腺病毒相比大大降低了裸鼠的肺

转移。本实验成功构建了携带狊狏犮狔狊狋犪狋犻狀基因的重

组载体，获得重组腺病毒 Ａｄ／ｓｖｃｙｓｔａｔｉｎ，并证实

Ａｄ／ｓｖｃｙｓｔａｔｉｎ具有抗肿瘤作用。

本研究将 Ａｄ／ｓｖｃｙｓｔａｔｉｎ直接感染处理 ＭＨ

ＣＣ９７Ｈ细胞后，细胞的生长、迁移和侵袭等生物学

特性即能受到明显抑制。采用瘤内注射腺病毒来观

察对裸鼠的实验性治疗效果，发现肝癌细胞的肺转

移得到有效抑制，进一步证明了 Ａｄ／ｓｖｃｙｓｔａｔｉｎ对

ＭＨＣＣ９７Ｈ细胞侵袭转移的抑制作用。我们的前期
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图３　重组腺病毒犃犱／狊狏犮狔狊狋犪狋犻狀治疗对荷瘤裸鼠的影响

Ａ：造模结束后的裸鼠和原位肿瘤组织；Ｂ：裸鼠肺转移灶（箭头所示）（ＨＥ染色，Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００）；Ｃ：各组间肺转移灶数量的比

较；Ｄ：各组间原位瘤质量的比较．犘＜０．０５．狀＝８，珔狓±狊

研究曾探讨过ｓｖｃｙｓｔａｔｉｎ抑瘤作用机制的多样性，

可能与抑制肿瘤细胞黏附、血管生成、信号转导、细

胞免疫和细胞凋亡等紧密相关［４，７，９］。瘤内注射若能

抑制肿瘤生长可能与基因作用于肿瘤细胞致使其出

现变性坏死或细胞凋亡等机制有关，本实验中 Ａｄ／

ｓｖｃｙｓｔａｔｉｎ对瘤内肝癌细胞生长的抑制作用不明显

可能与其作用机制较复杂等因素相关，也可能存在

腺病毒表达目的蛋白时效较短等方面的原因。

我们后续研究将着手对现有的腺病毒载体进行

改造，如插入分泌信号肽，利用腺病毒的嗜肝细胞特

性引导ｓｖｃｙｓｔａｔｉｎ蛋白从感染的肝细胞分泌；或是

改变重组 Ａｄ／ｓｖｃｙｓｔａｔｉｎ腺病毒载体的启动子为

ＡＦＰ组织特异启动子，使ｓｖｃｙｓｔａｔｉｎ蛋白只能靶向

于分泌ＡＦＰ的肝癌细胞，以期达到更为贴近临床试

验的目的；同时也将尝试增加瘤内给药的次数、或是

采用瘤内和静脉同时注射的方式来进一步提高治疗

效果；当然，还将对Ａｄ／ｓｖｃｙｓｔａｔｉｎ抑瘤作用机制进

行深入探讨以期寻找ｓｖｃｙｓｔａｔｉｎ抗肿瘤作用的新靶

点，为开发应用提供更丰富的实验依据。
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