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Survivin 介导的条件复制型溶瘤腺病毒表达

IL-24 蛋白对人肝癌细胞 PLC 作用机制探究
蒋海 l 丁鑫鑫 2 刘鸿 3 谢宏霞 1 章康健 1*

('浙江理工大学生命科学学院新元医学与生物技术研究所，杭州 3 10018 ; 2 浙江理工大学生命科学学院生物化学

研究所，杭州13 1001 8; 3 浙江大学医学院病理学与病理生理学系，杭州 3 1005 8)

摘要 条件复制型溶瘤腺病毒 Ad.sp-EIA(t.24)-IL-24对人肝癌细胞林PLC 的作用机制尚不清

楚。 采用流式细胞仪检测 PLC 经 PBS 、 Ad.sp-EIA(t.24)以及 Ad.sp-EIA(t.24)-IL-24 处理 48 h 后细胞周

期的变化;利用 Western blot 检测 PLC 经 PBS 、 Ad . sp-EIA(t.24)以及 Ad.sp-E lA(t.24)-IL-24 处理 24 h 、

48 h 后细胞中凋亡信号相关蛋白表达量的变化。 实验结果表明: Ad.sp-EIA(t.24)和 Ad.sp-EIA(t.24)-IL-

24 能将 PLC 细胞周期阻滞在 S 期，其值分别为 43 .74%::1:6.61 %， 49 .48%::1: 7.60%，两者与未感染病毒

的对照纽(1 8 . 91 %::1:1. 83 %)进行统计学差异分析， P值均<0.05; 同时， W estern blot 检测发现随着处

理时间的增加，病毒处理组中 CHOP 的表达量 、 caspase 12 的剪切水平及 STAT3 、 p38 MAPK 的

磷酸化水平都有明显提高，尤其以 Ad.sp-EIA(t.24)-IL-24 处理组较为明显。 SOCS3 的表达量病毒处

理组与对照组没有显著差异。 上述结果表明重组腺病毒 Ad. sp-EIA(t.24)-且-24 能有效阻滞 PLC 细胞

周期在 S 期，并可能通过内质网压力 、 STAT3 与 MAPK信号通路等多种途径诱发 PLC 细胞凋亡。

关键词 溶瘤腺病毒;人肝癌细胞; IL-24 基因，细胞凋亡;靶向基因 - 病毒治疗

原发性肝细胞癌(HCC) 是最常见的致死性恶性

肿瘤之一，发展中国家原发性肝癌的发病率明显多于

发达国家，我国又是个乙型肝炎高发国家，肝癌发病

率明显偏高[ 1 -3] 。

MDA-7/IL-24(melanoma differentiation associated 

gene-7) 是 Fisher 教授[4 ， 5 ]利用亚减法技术从黑色素瘤

细胞中经人 IFN- ß 和 MEZ (mezerin, PKC 激活剂)诱

生而得，因此得名 MDA汀，后来根据其生物学特性和

染色体定位被命名为 IL-24 。 研究发现该基因对肿

瘤具有选择性杀伤作用能选择性杀伤肿瘤细胞而对

正常细胞无毒副作用， 是一个公认而出色的肿瘤治疗

基因 [6] 0 为此， 我们课题组基于刘新垣院士提出的

"靶向基因 - 病毒治疗癌症策略 "[7l，利用 IL-24 构建

的 survivin 启动子(survivin promoter , sp)调控 El 区

受限(敲除 EIA CR2 区，即 ð24bp)溶瘤腺病毒 Ad.sp­

EIA(t.刊-IL-24 进行了抗癌的应用研究，发现 Ad.sp­

EIA(t.24)-IL-24 对 PLC 肝癌细胞具有较好的肿瘤杀伤

能力I町，但其作用机制却不清楚，尤其在诱导凋亡信

号方面知之甚少，由此本文初步探讨其对人肝癌细胞

(PLC)的杀伤机制，为进一步阐明重组基因-病毒对肿

瘤 PLC 细胞杀伤作用机制提供参考。

1 材料与方法

1.1 材料

重组病毒 Ad. sp-EIA(t.24)-IL-24 与 Ad.sp-EIA(t.24)

为本实验室保存(结构如图 1 ); 人肝癌细胞株 PLC 购

自中国科学院上海细胞库; Propidium Iodide(PI)购自

Sigma 公司; caspase 1 2 抗体购自 Abcam 公司 ; CHOP

抗体购自 Cell Signaling Technolgy 公司; SOCS3 抗体

购自 BioLegeng 公司; STAT3 , p-STAT3 抗体购自

Santa Cruz 公司; p-p38 MAPK 抗体购自碧云天生物

技术研究所; BCA蛋白浓度测定试剂盒购自 Pierce公

司;胎牛血清、 DMEM 购自 Gibco 公司;预染蛋白

Marker 购自 Fermentas 公司。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养 人肝癌细胞株 PLC 用含体积分

数为 10% 的胎牛血清的 DMEM培养基，置 37 'C 、 5%

CO2、饱和湿度的培养箱中培养。实验用细胞为状
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Fig.l Schematic structure of recombinant oncolytic adenovirus Ad.sp-EIA(A2扩IL-24181

况良好的对数生长期细胞 。 每个检测指标均设未加

病毒的对照组。 每组实验所加病毒的量和作用于细

胞的时间根据预实验结果确定 。

1.2.2 流式细胞术检测细胞周期 取对数生长期

的 PLC 细胞， 将 8x l05 个细胞铺于 6cm dish 中 ， 另设

两个重复，过夜培养 。 加入 5 MOI(感染复数)的病

毒 Ad. sp-EIA(ð24)或 Ad.sp-EIA(ð24)-IL-24 ， 并设不加病

毒的对照组， 5% CO2 、 3TC培养箱培养 48 h 后用膜

酶收获细胞制成单细胞悬液 PBS 冲洗 3 遍后 70% 酒

精 -20 "C 固定过夜。 PBS 液洗 1 遍后重悬在 500μl 的

PI 溶液中(内含 50μg/ml PI, 50 μg/ml RNA 酶)，避光

染色列 rrun 后进行流式细胞分析。应用细胞周期分

析软件(WinMDI 2.9 软件) 计算 DNA 组方图 GoIG 1 、
S 、 G/M 期百分比 。 用 SPSS 13.0 分析病毒处理组

与对照组 S 期百分比的差异。

1.2.3 Westem blot 检测 CHOP表达与 caspase 剪切

水平 取对数生长期的 PLC 细胞， 将 加105个细胞

铺于 6cm dish 中，过夜培养 。 加入 1 0 MOI 的病毒

Ad.sp-EIA(ð24)或 Ad . sp-EIA(ð24)-IL-24 ， 井设不加病毒

的对照组， 5 % CO 2 、 3 7 "C培养箱分别培养 24 h 、

48 h 后 ， 按标准 Westem blot 操作方法用蛋白裂解液

预处理细胞井收集细胞及其上清 ， 12 000 rlmin 离心，

收集上清于 1.5 ml 离心管中定量后 -80 "C保存。 将

蛋白样品进行 SDS-PAGE 电泳，每孔上样 20 阳， 电

泳结束后按湿转法将产物转印到 NC 膜上。 5% BSA

室温封闭 2 h，加一抗(1 : 1 000 稀释)， 室温孵育 2 h, 

TBST 洗膜 10 minx 3 次后，加荧光二抗( 1 : 15000 稀

释)，室温 1 h, TBST 洗膜 1 0 minx 3 次后， Odessay 

Infrared Imagi ng S ys tem 扫描检测 CHOP 表达与

caspase 1 2 的剪切水平 。

1.2.4 Westem blot检测 SCOS3 表达与 STAT3 、 p38

MAPK磷酸化水平 取对数生长期的PLC细胞，将

8xl05 个细胞铺于 6cm dish 中 ， 过夜培养 。 分别加

入 lO MOI 的病毒 Ad.sp-E IA(ð24)或 Ad.sp-EIA(剧)-IL-

24 ， 并设不加病毒的对照组， 5% CO2 、 3 7 "C培养箱

分别培养 24 h 、 48 h 后，如 1. 2 . 3 方法 Western blot 

检测 SOCS3 表达与 STAT3 、 p38 MAPK 的磷酸化

水平。

2 结果

2.1 流式细胞术检测细胞周期增殖活性

细胞周期图经软件分析后提示， Ad. sp-EIA(ð甜、

Ad.sp-EIA(ð蚓-IL-24 病毒能诱导 PLC 细胞 S 期阻滞，

显著提高 S 期的比例， Ad.sp-EIA(ð24)-IL-24 病毒的 S

期阻滞较为明显(图 2)。病毒处理 48 h 后 PLC 肝癌

细胞 S 期的比例均明显升高， Ad.sp-E IA(ð24) 、 Ad.sp­

EIA(ð24 ) -IL-24 病毒处理组 S 期比值分别从对照组的

18 .91 %土 1 . 83 % 增加至 43 .74% :t 6 . 61 % 、 49 . 48%士

7.60%, P 值均<0.05 。

2.2 Western blot 检测 CHOP 表达与 caspase 12 

剪切水平

CHOP 与 caspase 1 2 在内质网应激诱导的细胞

凋亡过程中扮演着重要的角色 CHOP 过量表达会导

致细胞凋亡和细胞周期阻滞， caspase 1 2 的激活可以

激活 caspase 9，从而激活 caspase 3 ， 最终诱发凋亡[9， 10) 。

通过Westem blot 分别检测病毒处理组与对照组 24h 、

48 h 后 CHOP表达与 caspase 1 2 剪切水平， 发现处理

组 CHOP表达与 caspase 12 剪切水平均有提高， 48 h 

处理后则提高显著。 值得注意的是，处理组中 ， Ad. sp­

EIA(ð24)-IL-24 病毒处理组较 Ad.sp-EIA(ð24) 病毒处理

组诱导 CHOP 表达与 caspase 12 剪切水平有所提高，

但不显著(图 3 ) 。

2.3 Western blot 检;9)IJ SCOS3 表达与 STAT3 磷

酸化水平
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Fig.2 Effects of Ad.sp-E IA(A24( IL-24 00 PLC cell cycle 

Cells were cultured in 6cm dishes overnight in triplicate and infected with Ad . sp-E IA仙24) or Ad. sp-E 1 A仙24)-IL-24 at 5 MOI, respecti ve ly. Then 

incubation fo r 48 h. Cell cycle distribution was determined by propidium iodide sta ining. Histogram is presented as the percentage of ce ll s 

distri buted at various stages of the cell cycle detected by f1 0w cytometry :!:SD 

24 h 

CHOP 

PLC 

Fig.3 E ffects of Ad呻占lA(剧)-且-24 00 exp ressioo of CHOP 

aod c1eavaged caspase 12 

PLC cells were treated with PBS, Ad.sp-E I A仙24) or Ad.sp-E IA("24)-IL-

24 at 10 MOI , respecti ve ly. At indica ted time points , total cell 

lysates were prepared and Western blot analysis was performed as 

described in Materials and Methods. 

STAT3 的激活对凋亡有调节作用， STAT3 的激

活能促进增殖抑制凋亡，但其持续的激活则可以诱发

凋亡[I I J 。 通过 Western blot 分别检测病毒处理组与

对照组 24 h 、 48 h 后 STAT3 的磷酸化水平，发现病

毒处理组在 48 h 比 24 h 诱导 STAT3 磷酸化水平均

有显著提高，两个处理组中， Ad . sp-EIA(A剖-IL-24 病

毒处理组较 Ad.sp-EIA(A24) 病毒处理组， STAT3 磷酸

化水平有所提高， 但不显著(图的 。

socs3 是 JAK-STAT3 信号通路撒活后的一个靶

基因 ， SOCS3 的表达会反馈抑制 STAT3 的磷酸化[ 1 2J 。

24 h 48 h 

STAT3 

PLC 

F ig.4 Effects of Ad.sp-EIA(A2旷IL-24 00 expressioo of p ­

ST A T3 aod SOCS3 

PLC cells were treated with PBS , Ad.sp-EIA("24) or Ad.sp-E1A("'4)-IL-

24 at 10 MOI , respective ly. At indicated time points, total cell 

1 Y sates were pr巳pared and Western blot analys is was performed as 

described in Materials and Methods 

Wes ter blot 结果显示，处理组与对照组中 SOCS3 在

24 h 、 48 h 表达量都没有明显的变化(图 的，说明

STAT3 磷酸化后并未进一步激活 SOCS 3 基因的表

达， 具体机制值得进一步深入研究。

2 . 4 West ern blot 检测 p38 MAPK 磷酸化水平

p38MAPK主要被应激剌激和病理性损伤信号所

激活，通常在细胞凋亡反应具有明显的介导作用 [I3J 。
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Fig.5 Effects of Ad.sp-EIA(且哟-IL-24 on phosphorylation of 
p38 岛iAPK

PLC cells were treated with PBS , Ad.sp-EIA(ó'4) or Ad.sp-EIA(ó'4)-IL-
24 at 10 MOI , respectively. At indicated time points, total cell 
Iysates were prepared and Western blot analysis was performed as 
described in Materials and Methods 

Western blot 结果显示，处理 24 h 时， 病毒处理组和

对照组p38MAPK磷酸化水平没有显著差别，但 48 h 

时，处理组 p38 MAPK 磷酸化水平较 24 h 有明显的

提高， 对照组则变化不大(图 5) 。 表明重组腺病毒能

引发 p38 MAPK 的磷酸化 。

3 讨论

溶瘤腺病毒又称为肿瘤特异性增殖型病毒， 多用

于肿瘤的治疗研究 。 该载体系统利用肿瘤与正常组

织细胞的各种生理与功能差异， 在这个载体基础上再

搭载有效的治疗基因 ， 就构建成我们平台的靶向基

因 - 病毒。 该靶向基因 - 病毒可以特异性地靶向肿瘤

细胞， 并在细胞内复制 、 增殖， 大量表达目 的基因

并最终杀死肿瘤细胞[ 1 4] 。 我们己通过体外实验证明

Ad.sp- E1A(剧)-IL-24 能诱导肿瘤细胞死亡，表现出很

强的肿瘤杀伤能力，并具有靶向多种肿瘤类型的特点，

如鼻咽癌、肝癌、肺癌 、 宫颈癌等 ， Western blot 

结果表明能很好的诱导 caspase 3 和 PARP 的剪切，

进而导致细胞发生凋亡[坷， 但对其肿瘤杀伤能力的具体

机制不甚清楚， 尤其在诱导细胞死亡信号通路方面 。

IL-24 为且-10 家族中的一种新的细胞因子。 IL-

24 在不同的肿瘤类型中有着不同的凋亡机制 。 IL­

A 的凋亡介质包括 caspase s 、 p53 、 BAX 、 BAK 、

TRAIL 、 Fas 和 DR4 介导的凋亡的信号分子包括

PKR、 p38 MAPK、 PI3K 、 JNK 、 STAT3 丰口 GSK-

3 等 [ 1 5 ， 1 6] 。 以往研究表明该基因对正常表皮细胞、

肺成纤维细胞、 乳腺细胞、前列腺和肺上皮细胞等

正常细胞均无任何毒副作用，却能高效地诱导很多不

同类型的肿瘤细胞死亡， 提示其具备肿瘤特异选择性

杀伤的特点[口， 1 8 ] 。 因此认为 IL-24 是一种具有杀死

肿瘤细胞而对正常细胞无毒性作用的多功能细胞因

子，具有极大的临床抗肿瘤应用价值 。

在己构建重组的溶瘤病毒 Ad. sp-E1A(l>2扩IL-24

的基础上，我们主要研究了该病毒对肝癌PLC细胞周

期的影响及其诱导相关信号进而诱发细胞凋亡的杀

伤机制 。 流式结果显示， 经 Ad.sp-E1A(l>24 )- IL-24 感

染 48 h 后， PLC 的细胞周期明显被阻滞在 S 期， 这一

结果跟以往报道[川0]的 Ad.mda-7 能阻滞肿瘤细胞周

期在 G2爪4 有所不同， 但值得注意的是，以往携带 IL-

24基因的大多为非复制性腺病毒，不是溶瘤复制型腺

病毒，故 Ad.mda-7 在周期阻滞中发挥主要作用的是

正-24，并且已有相关报道[2 1]证明不携带杀伤基因的溶

瘤腺病毒能将肿瘤细胞周期阻滞在 S 期，我们的 Ad.

sp-E1A(l>24)病毒实验结果也与这一报道一致， 且相对

于载体病毒，携带IL-24基因后重组成的基因病毒Ad.

sp-E1A(l>24)-IL-24 能明显地增强这种阻滞，与载体病毒

相比，有显著性差异(P<O.05 ) o Western blot 结果显

示， Ad.sp-E1A(剧)-IL-24 病毒能提高 PLC 细胞中内质

网应激诱导的细胞凋亡相关分子 CHOP 的表达量和

caspase 12 的剪切水平 。 CHOP 过量表达会导致细

胞凋亡和细胞周期阻滞， caspase 12 的激活可以激活

caspase 9，从而激活 caspase 3 凹， l 012] ， 最终诱发凋亡，

提示 PLC 细胞中可能发生了 内质网应激诱导的细胞

凋亡，同时可以发现基因病毒 Ad.sp-E1A(剧)-且-24 对

caspase 12 的剪切水平比载体病毒要高， 这可能与携

带的 IL-24 有关; 同时 48 h 时 PLC 细胞中 STAT3 的

磷酸化水平也显著提高 以前报道[2阳]都认为 STAT3

的磷酸化是肿瘤增殖信号之一，但现在相关报道[11 ， 25]

显示 STAT3 的磷酸化也能促进肿瘤的凋亡， 关键在

于 STAT3 磷酸化后所激活的下游靶基因 。 我们的结

果显示 STAT3 磷酸化后的一个下游反馈调节基因

socs3的表达量并没有上调， 己有文献证明[25] ， 在socs3

缺陷的鼠胚胎成纤维细胞中， STAT3激活后的靶基因

Bcl-2 和 cyclin Dl 的表达没有上调反而下调了 ， 出现

了调节异常， 这可能也是 STAT3 持续激活导致其功

能从抗凋亡向促凋亡转变的一个原因 。 我们的基因

病毒 Ad.sp-E1A(l>刊-IL-24 促细胞死亡机制也可能与

此通路相关;最后我们检测了MAPK信号转导通路中

一个重要信号分子 p38 MAPK 的磷酸化水平 。 p38

MAPK 主要介导细胞受应激剌激和病理性损伤信号
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后的凋亡反应，可以增强 c-myc 、 CHOP 表达，使 p53

磷酸化，参与 Fas/FasL 介导的凋亡，诱导 Bax 转位

等[13坷，实验结果显示经我们的重组病毒Ad.sp-El~ß24)­

IL-24 感染后， PLC 细胞中 p38 MAPK 的磷酸化水平

在 48 h 显著提高， 这也说明 Ad.sp-EIA(血)-IL-24 对

PLC 杀伤机制与 p38 MAPK 的磷酸化水平正相关 。

综上所述，相对于载体病毒， Ad.sp-EIA(A24)-IL-24 病

毒能显著阻滞PLC细胞周期在S 期， 并可能通过上调

CHOP表达量和 caspase 12剪切水平引起的内质网压

力 、 STAT3 与 MAPK信号通路等多种途径诱发 PLC

凋亡。 这为进一步研究其体内外抗肿瘤作用及其分子

机制提供了重要的参考，并奠定了 良好的认识基础。
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Antitumor Mechanism of Survivin Mediated Conditionally Replicative 

Oncolytic Adenoviruse Expressing IL-24 in Human Hepatocellular 

Carcinoma Cell Line PLC 

Hai Jiang I, Xin-Xin Ding2, Hong Liu3, Hong-Xia Xie l , Kang-Jian Zhang l* 
CXin Yuan Institute of Medicine and Biotechnology, College of Life Sciences, Zhejiang Sci-Tech University, 

Hangzhou 310018, China; 21nstitue of Biochemistry, College of Life Sciences, Zhejiang Sci-Tech 

Universiη， Hangzhou 310018, China; 3Department of Pathology and Pathophysiology, 

Zhejiang University School of Medicine, hangzhou 310058, China) 

Abstract Antitumor mechanism in human hepatocellular carcinoma cellline PLC induced by conditionally 

replicative oncolytic adenoviruse (Ad.sp-EIA(ð24)-IL-24) is not clear. PLC was treated with PBS, Ad.sp-EI A(ð24) or 

Ad.sp-EIA(ð24)-IL-24 for 48 h, respectively. The cell cycle was detected by flow cytometry(FCM). Western blot 

detected the changes of apoptosis-related protein expression. FCM confirmed that both Ad.sp-EIA(ð24) and Ad.sp­

EIA(ð24)-IL-24 can block PLC cells in S phase, of which the percentages were 43.74%::1:6.61 % and 49 .48%::1:7.60% 

compared with 18.91 % ::1:1.83% of control (P<0.05). Western blot indicated both Ad.sp-EIA(ð24) and Ad.sp-EIA(ð24)­

IL-24 can increase the expression of CHOP, cleavaged caspase 12, p-STAT3 and p-p38 MAPK. Obviously, the virus 

Ad.sp-EIA(ð24)-IL-24 had the stronger ability of inducing the above proteins, but both of the viruses had no effect on 

inducing expression of SOCS3. In conclusion, the recombinant oncolytic adenovirus blocked PLC cells in S phase 

effectively, and induced apoptosis of PLC cells directly related to endoplasrnic reticulum stress , STAT3 and MAPK 

pathways . 

Key words oncolytic adenoviruse; human hepatocellular carcinoma cell; IL-24 gene; cell apoptosis; 

targeting gene-viro-therapy 
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