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　　［摘要］　目的　构建携带Ａｋｔ基因的重组腺病毒载体，初步研究其对肝癌细胞生存的影响。方法　分别将 Ａｋｔｗｔ及
Ａｋｔｄｎ基因亚克隆至穿梭质粒ｐａｃＡｄ５ＣＭＶＫＮｐＡ，采用ＲＡＰＡｄＲ○ ＣＭＶ腺病毒表达系统构建重组腺病毒并用ＰＣＲ鉴定，

以蛋白质印迹检测Ａｋｔ及其下游ＧＳＫ３β、ｐＧＳＫ３β的表达，后将Ａｋｔ重组腺病毒感染肝癌ＳＫＨＥＰ１细胞，检测血清饥饿２４

ｈ后细胞存活情况。结果　酶切ｐａｃＡｄ５ＣＭＶＡｋｔｗｔ和ｐａｃＡｄ５ＣＭＶＡｋｔｄｎ均获得大小为６ｋｂ和１．４４ｋｂ（Ａｋｔ）的两个片
段。ＰＣＲ扩增得到１．４４ｋｂ左右的条带。蛋白质印迹结果显示两组中ｐＧＳＫ３β表达有明显差别，肝癌ＳＫＨＥＰ１细胞存活率

在感染ｐａｃＡｄ５ＣＭＶＡｋｔｄｎ组较感染Ａｋｔｗｔ腺病毒组明显降低。结论　成功构建了Ａｋｔｗｔ及Ａｋｔｄｎ基因重组腺病毒载
体，并初步发现其有促进肝癌细胞死亡作用，为体内外进一步研究Ａｋｔ基因及其相关信号通路在肝癌发生发展中的作用奠定

了基础。
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　　近年来的研究表明，肌醇三磷酸激酶（ｐｈｏｓｐｈｏｉｎｏｓｉｔｉｄｅ３

ｋｉｎａｓｅ，ＰＩ３Ｋ）／Ａｋｔ信号通路是肿瘤生物信息网络中最重要

的信息通路之一，其过度激活可引起正常细胞过度增殖，使

细胞存活失去抑制，进而促使正常细胞恶性转化为肿瘤细

胞［１２］。同时，该通路有促进肿瘤进一步发展的能力，可通过

提高肿瘤细胞的运动能力、调节生长因子受体的激活、降低

细胞间的黏附力，对恶性肿瘤浸润、转移发挥重要作用［３］。

Ａｋｔ又称为蛋白激酶Ｂ（ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＢ，ＰＫＢ），磷脂酰肌醇

依赖性激酶１（ｐｈｏｓｐｈｏｉｎｏｓｉｔｉｄｅｄｅｐｅｎｄｅｎｔｋｉｎａｓｅ１，ＰＤＫ１）

和哺乳动物雷帕霉素靶蛋白复合物２（ｍａｍｍａｌｉａｎｔａｒｇｅｔｏｆ

ｒａｐａｍｙｃｉｎｃｏｍｐｌｅｘ２，ｍＴＯＲＣ２）可分别使其第３０８位上的

苏氨酸位点（Ｔｈｒ３０８）和第４７３位上的丝氨酸位点（Ｓｅｒ４７３）

发生磷酸化而被激活。Ａｋｔ可通过磷酸化多种底物如

ｍＴＯＲ、Ｐ２１Ｃｉｐ１／ＷＡＦ１、ＧＳＫ３、Ｆｏｘｏ等，进而促进肿瘤细胞

生长增殖并抑制肿瘤细胞凋亡［４］。Ａｋｔ的第４７３位丝氨酸突

变后（Ｓ４７３Ａ）无活性，且可竞争性地抑制内源性性 Ａｋｔ的活

性。因此 Ａｋｔ（Ｓ４７３Ａ）突变体可作为 ｄｏｍｉｎａｎｔｎｅｇａｔｉｖｅ
（ＤＮ）用于研究Ａｋｔ的功能［５］。腺病毒载体是重要的转基因

病毒载体，具有转染效率高、感染细胞范围广、病毒滴度高、

可感染细胞周期中静止期和分裂期细胞、可高效介导基因的

体内外转移等优点［６７］。本研究采用ＣｅｌｌＢｉｏＬａｂｓ公司的复

制缺陷型腺病毒作为基因表达载体，构建携带野生型Ａｋｔｗｔ
及抑制型 Ａｋｔｄｎ的腺病毒，将其作用于人肝癌ＳＫＨＥＰ１
细胞株，观察其感染能力、下游蛋白表达及肝癌细胞死亡情

况，为将来研究Ａｋｔ基因对肝癌细胞的作用提供更为方便的

工具。

１　材料和方法

１．１　质粒、菌株与细胞株　大肠杆菌ＴＯＰ１０感受态细胞及

携带 Ａｋｔｗｔ及 Ａｋｔｄｎ基因的原始质粒 ｐＣＤＮＡ３．１ｆｌａｇ

Ａｋｔｗｔ和ｐＣＤＮＡ３．１ｆｌａｇＡｋｔｄｎ（南方医科大学基础医学

院细胞生物学教研室保存）；穿梭质粒ｐａｃＡｄ５ＣＭＶＫＮｐＡ、

重组穿梭质粒ｐａｃＡｄ５ＣＭＶＧＦＰ、腺病毒骨架载体ｐａｃＡｄ５

９．２１００（ＮｅｗＥｎｇｌａｎｄＢｉｏｌａｂｓ公司）；肝癌ＳＫＨＥＰ１细胞

株、病毒包装细胞 ＨＥＫ２９３ＡＤ（南方医科大学基础医学院

细胞生物学教研室保存）；人乳腺癌 ＭＣＦ７细胞株（中国科

学院上海细胞库）。

１．２　酶及其他生化试剂　限制性内切酶ＥｃｏＲⅠ、ＨｉｎｄⅢ和

ＰａｃⅠ（ＮｅｗＥｎｇｌａｎｄＢｉｏｌａｂｓ公司）；Ｔ４ＤＮＡ连接酶、ＤＮＡ
纯化回收试剂盒、２５０ｂｐＤＮＡＬａｄｄｅｒＭａｒｋｅｒ（ＴａＫａＲａ公

司）；１ｋｂｐｌｕｓＤＮＡＬａｄｄｅｒ［天根生化科技（北京）有限公

司］；质粒ＤＮＡ小／中量提取试剂盒（深圳市易瑞生物技术有

限公司）；脂质体 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ２０００（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）；

ＤＭＥＭ高糖细胞培养基［赛默飞世尔生物化学制品（北京）

有限公司］；胎牛血清（Ｇｉｂｃｏ公司）；病毒纯化试剂盒（ＣｅｌｌＢｉ

ｏＬａｂｓ公司）；Ａｋｔ（ｃａｔ＃ ２９６６）、βａｃｔｉｎ（ｃａｔ
３＃ ４９７０）与 ｐ

ＧＳＫ３β（Ｓ９）（ｃａｔ＃９３２３）抗体购自ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏ

ｇｙ；硝酸纤维素膜（ＮＣ膜，ＢｉｏＲａｄ公司）；ＥＣＬ试剂、ＨＲＰ兔

二抗（ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司）。ＰＣＲ引物合成及测序由上海生工

生物工程技术服务有限公司完成，其他试剂均为进口或国产

分析纯产品。

１．３　重组质粒ｐａｃＡｄ５ＣＭＶＡｋｔ的构建与鉴定　分别取

ｐａｃＡｄ５ＣＭＶＫＮｐＡ 和 ｐＣＤＮＡ３．１ｆｌａｇＡｋｔｗｔ质 粒，用

ＨｉｎｄⅢ／ＥｃｏＲⅠ双酶切后，琼脂糖凝胶电泳回收、纯化，Ｔ４

ＤＮＡ连接酶１６℃定向连接１２ｈ，取１０μｌ连接产物转化

ＴＯＰ１０感受态细胞，涂布到 Ａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ抗性固体培养基平

皿，挑取若干单克隆菌落，接种到Ａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ抗性液体培养基

中，培养１２ｈ，随机挑选Ａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ抗性菌落扩增后小量提取

质粒，用ＨｉｎｄⅢ／ＥｃｏＲⅠ双酶切鉴定，得到６ｋｂ和１．４４ｋｂ
大小的条带。同样的方法获得ｐａｃＡｄ５ＣＭＶＡｋｔｄｎ。

１．４　ｐａｃＡｄ５ＧＦＰ和ｐａｃＡｄ５Ａｋｔ重组腺病毒的包装、扩增

与纯化　转染前一天将 ＨＥＫ２９３ＡＤ细胞接种于６０ｍｍ培

养皿中，置于３７℃、５％ ＣＯ２ 的培养箱中过夜。分别取ｐａｃ

Ａｄ５ＣＭＶＧＦＰ和经ＰａｃⅠ酶切线性化的ｐａｃＡｄ５９．２１００质

粒，去除ｐａｃＡｄ５９．２１００质粒中的ｏｒｉ和 Ａｍｐ抗性基因等

质粒构件，１６～２４ｈ后待培养皿中细胞覆盖７０％～８０％时，

ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００脂质体共转染 ＨＥＫ２９３ＡＤ细胞，当

ＨＥＫ２９３ＡＤ细胞出现完全细胞病变效应（ｃｙｔｏｐａｔｈｉｃｅｆｆｅｃｔ，

ＣＰＥ）时，收获 ＨＥＫ２９３ＡＤ细胞，－８０℃与３７℃反复冻融

３次获得ｐａｃＡｄ５ＧＦＰ第一代腺病毒。按上述方法将第一代

腺病毒反复感染 ＨＥＫ２９３ＡＤ细胞进行腺病毒扩增、纯化，

－７０℃冻存备用。同样的方法获得ｐａｃＡｄ５Ａｋｔｗｔ和ｐａｃ

Ａｄ５Ａｋｔｄｎ腺病毒。

１．５　ｐａｃＡｄ５Ａｋｔ重组腺病毒的 ＰＣＲ扩增及鉴定　纯化

ｐａｃＡｄ５Ａｋｔ病毒上清液５μｌ，与１μｌ蛋白酶 Ｋ（２０ｇ／Ｌ）在

５５℃的温水中水浴１ｈ，１００℃煮沸５ｍｉｎ，高速离心后取１μｌ
上清稀释液为模板，ＰＣＲ扩增 ＡｋｔＤＮＡ：上、下游引物为

ｐａｃＡｄ５ＣＭＶ ｍｙｒＡｋｔ１５′ＨｉｎｄⅢｃｃｇ ＡＡＧ ＣＴＴ ＡＴＧ

ＧＧＧ ＡＧＣ ＡＧＣ ＡＡＧ ＡＧＣ ＡＡＧ ＣＣＣ ＡＡＧ 和 ｐａｃＡｄ５

ＣＭＶｍｙｒＡｋｔ１３′ＥｃｏＲⅠＡｇｃａｔｔＧＡＡ ＴＴＣ ＴＣＡ ＧＧＣ

ＴＧＴＧＣＣＡＣＴＧＧＣＴＧＡＧＴ。扩增产物为１．４４ｋｂ，反应

条件为９４℃预变性５ｍｉｎ，９４℃变性１ｍｉｎ，５８℃退火１ｍｉｎ，

７２℃延伸１ｍｉｎ，３０个循环，最后在７２℃延伸１０ｍｉｎ，ＰＣＲ
扩增产物经１％琼脂糖凝胶电泳鉴定。

１．６　Ａｋｔ及其下游蛋白的表达及免疫印迹鉴定　ＭＣＦ７细

胞接种于６孔板中，５×１０６／孔，细胞铺至８０％～９０％，加入

上述制备好的重组腺病毒 （包括对照病毒及ＰＢＳ），转染后

４８ｈ荧光显微镜下观察 ＧＦＰ的表达。培养４８ｈ后收集细

胞，细胞裂解液处理细胞，离心后取上清，ＢＣＡ法测定蛋白质

含量，１０％ＳＤＳ聚丙烯酰胺凝胶电泳，将蛋白电转至 ＮＣ膜

上，封闭液封闭后，加入Ａｋｔ单克隆抗体结合（或βａｃｔｉｎ多克

隆抗体），之后用 ＨＲＰ标记的二抗结合，ＥＣＬ法显色后照相。

１．７　Ａｋｔ重组腺病毒感染肝癌ＳＫＨＥＰ１细胞后肝癌细胞

存活情况观察　ＳＫＨＥＰ１细胞接种于１２孔板中，接种密度

为３０％，待细胞贴壁后，分别加入ｐａｃＡｄ５ＣＭＶＡｋｔｗｔ、ｐａｃ

Ａｄ５ＣＭＶＡｋｔｄｎ、ｐａｃＡｄ５ＣＭＶＧＦＰ重组腺病毒，待培养皿
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中细胞覆盖６０％～７０％时，去除培养基，用不含血清的

ＤＭＥＭ培养基漂洗２～３遍后，加入不含血清的ＤＭＥＭ 培

养，饥饿处理２４ｈ后，倒置荧光显微镜下观察细胞死亡情况。

２　结　果

２．１　 重组质粒 ｐａｃＡｄ５ＣＭＶＡｋｔ的鉴定 　 重组质粒

ｐａｃＡｄ５ＣＭＶＡｋｔｗｔ和 ｐａｃＡｄ５ＣＭＶＡｋｔｄｎ经 ＨｉｎｄⅢ／

ＥｃｏＲⅠ双酶切后均获得大小约为６ｋｂ和１．４４ｂｐ（Ａｋｔ）的两

个片段（图１）。

图１　重组质粒载体ＨｉｎｄⅢ／ＥｃｏＲⅠ双酶切后鉴定

Ｍ：标记物；１：ｐａｃＡｄ５ＣＭＶＡｋｔｗｔ；２：ｐａｃＡｄ５ＣＭＶＡｋｔｄｎ

２．２　ｐａｃＡｄ５Ａｋｔ重组腺病毒 ＰＣＲ鉴定　重组腺病毒经

ＰＣＲ扩增，均获得约１．４４ｋｂ的特异性扩增条带（图２）。

图２　ＰＣＲ法鉴定重组腺病毒

Ｍ：标记物；１：ｐａｃＡｄ５ＣＭＶＡｋｔｗｔ；２：ｐａｃＡｄ５ＣＭＶＡｋｔｄｎ

２．３　ｐａｃＡｄ５Ａｋｔ重组腺病毒的包装与扩增　转染２ｄ后，

普通光源与倒置荧光显微镜下显示：ＨＥＫ２９３ＡＤ细胞中有

ＧＦＰ表达，并随时间逐渐增多（图３）。４８ｈ后细胞呈现明显

的ＣＰＥ现象，表现为：细胞变圆，脱壁、变大，出现明显噬斑

（图４）。

２．４　重组腺病毒 ｐａｃＡｄ５Ａｋｔ感染 ＭＣＦ７细胞后 Ａｋｔ、

ＧＳＫ３β及ｐＧＳＫ３β的表达　蛋白质印迹结果显示，ｐａｃＡｄ５

Ａｋｔｗｔ和ｐａｃＡｄ５Ａｋｔｄｎ组 Ａｋｔ、ＧＳＫ３β表达无明显差异；

ｐａｃＡｄ５Ａｋｔｗｔ组中ｐＧＳＫ３β表达量明显高于ｐａｃＡｄ５Ａｋｔ

ｄｎ组（图５）。

图３　腺病毒转染４８ｈ后

ＨＥＫ２９３ＡＤ细胞ＧＦＰ表达

Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００

图４　病毒感染细胞后出现的细胞病变效应

Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００

图５　Ａｋｔ重组腺病毒转染 ＭＣＦ７细胞后

Ａｋｔ、ＧＳＫ３β、ｐＧＳＫ３β的表达

１：ｐａｃＡｄ５ＣＭＶＡｋｔｗｔ；２：ｐａｃＡｄ５ＣＭＶＡｋｔｄｎ

２．５　Ａｋｔ重组腺病毒感染肝癌ＳＫＨＥＰ１细胞，饥饿处理

２４ｈ后细胞死亡观察　在倒置荧光显微镜下对ｐａｃＡｄ５Ａｋｔ

ｄｎ、ｐａｃＡｄ５ＧＦＰ及ｐａｃＡｄ５Ａｋｔｗｔ存活细胞（图６）进行计

数，３组细胞存活率分别为３０％、９０％，７０％、结果表明ｐａｃ

Ａｄ５Ａｋｔｄｎ腺病毒可明显促进肝癌细胞的死亡。
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图６　肝癌ＳＫＨＥＰ１细胞感染重组腺病毒后存活情况

Ａ：ｐａｃＡｄ５Ａｋｔｄｎ；Ｂ：ｐａｃＡｄ５ＧＦＰ；Ｃ：ｐａｃＡｄ５Ａｋｔｗｔ．Ｏｒｉｇｉｎａｌ

ｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００

３　讨　论

　　本研究中使用的复制缺陷型腺病毒载体相比其他载体

有许多优点：宿主细胞范围广，包括分裂细胞和非分裂细胞；

感染效率比较高，可以制备出高滴度的病毒颗粒；产生的重

组蛋白不会裂解细胞；通过重组腺病毒导入细胞的目的基因

还会整合到宿主细胞的染色体中。因此，该类型载体在基因

治疗和临床研究中应用比较广泛［６］。ＣｅｌｌＢｉｏＬａｂｓ公司的

ＲＡＰＡｄＲ○腺病毒表达系统提供了一种更加快速、安全的方

法，可高滴度地扩增复制缺陷型重组腺病毒。该系统使用一

个左边ＩＴＲ、包装信号和Ｅ１序列缺陷的新 Ａｄ骨架载体，它

不需要在细菌中进行同源重组，而且也不需要多板分离，可

以２周内扩增重组病毒［８１０］。

　　ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路与多种恶性肿瘤的发生与发展有密

切关系［４，１１１３］。因此，ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路是癌症治疗中的重

要靶点。多种靶向该信号通路的抑制剂已在临床中应用或

在临床试验阶段。我们的研究结果初步显示，携带抑制型

Ａｋｔ（ＤＮ）的腺病毒感染肝癌细胞ＳＫＨＥＰ１后，可明显促进

血清饥饿引起的ＳＫＨＥＰ１细胞死亡。相反，携带野生型

Ａｋｔ（ｗｔ）的腺病毒感染该细胞后可明显抑制ＳＫＨＥＰ１细胞

的死亡。这些结果进一步证明了 Ａｋｔ在肿瘤细胞存活中的

关键作用，为后续对其参与调控细胞凋亡的相关机制提供了

重要线索。本研究中蛋白质印迹结果发现，与 Ａｋｔｗｔ相比，

Ａｋｔｄｎ对其下游的ｐＧＳＫ３β有明显的抑制作用，这与以前

的多数报道一致［１４１５］。这一结果也表明我们构建的这一抑

制型Ａｋｔ突变体（Ａｋｔｄｎ）腺病毒具有功能活性，这为我们利

用这 一 病 毒 研 究 Ａｋｔ／ｐＧＳＫ３β 通 路 及 其 功 能 奠 定 了

基础。　　
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