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携带TRAIL基因的P28启动子溶瘤腺病毒的

抗肝癌研究
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摘要      P28(也被称为PSMD10、P28GANK或gankyrin)在肝癌中高表达(96.9%)而在正常细胞

中不表达, 因此利用P28启动子设计了具有肝癌靶向性的新型溶瘤病毒载体并在此基础上设计了

携带肿瘤坏死因子(tumor necrosis factor, TNF)相关凋亡诱导配体(TNF related apoptosis inducing li-
gand, TRAIL)基因的溶瘤腺病毒(OncoAd-P28-E1A-∆E1B-TRAIL)。通过OncoAd-P28-TRAIL感染肝癌

细胞显示TRAIL蛋白可以在肝癌细胞中高效表达。结晶紫染色显示该病毒可以选择性靶向杀伤肝

癌细胞, 且10 MOI对人正常肝细胞没有明显毒性。体外细胞水平杀伤及凋亡研究显示OncoAd-P28-
TRAIL对肝癌细胞Huh-7和Hep-3B均有抑制作用, 且呈时间和剂量依赖性, 可以显著促进肝癌细胞

凋亡。皮下移植瘤CDX药效显示该溶瘤腺病毒可以促进肿瘤细胞的凋亡及免疫细胞的浸润从而显

著抑制肝癌细胞皮下瘤的生长。这些结果提示溶瘤腺病毒OncoAd-P28-TRAIL能有效抑制肝癌的发

展, 是一种具有临床应用潜力的肝癌治疗候选药物。
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Abstract       P28 (also known as PSMD10, P28GANK or gankyrin) is highly expressed (96.9%) in HCC (he-
patocarcinoma) but not in normal cells. Therefore, P28 promoter was used to design a novel oncolytic virus vector 
with liver cancer targeting. On this basis, OncoAd-P28-E1A-∆E1B-TRAIL, a novel oncolytic adenovirus carrying  
TRAIL (TNF related apoptosis inducing ligand gene) was designed for HCC therapy. The infection of HCC cells 
with OncoAd-P28-TRAIL showed that TRAIL protein could be highly expressed in hepatoma cells. Crystal violet 
staining showed that the virus could selectively target hepatoma cells and had no obvious toxicity to normal human 
hepatocytes at 10 MOI. In vitro level killing and apoptosis studies showed that OncoAd-P28-TRAIL inhibited both 
Huh-7 and Hep-3B hepatoma cells in a time- and dose-dependent manner, and could significantly promote apopto-
sis of HCC cells. In vivo, the nude mice HCC-CDX therapy showed that the oncolytic adenovirus could promote the 
apoptosis of tumor cells and infiltration of immune cells, thus significantly inhibiting the growth of subcutaneous 
tumor of HCC cells. These results fully indicate that OncoAd-P28-TRAIL can effectively inhibit the development of 
HCC and is a potential candidate drug for the treatment of HCC.

Keywords       P28 promoter; TRAIL; oncolytic adenovirus; hepatocarcinoma

原发性肝癌 (primary liver cancer, PLC)是中国

第四大常见恶性肿瘤 , 并且是第二位肿瘤致死病

因 [1-2], 其中85%~90%是肝细胞癌 (hepatocarcinoma, 
HCC, 以下简称肝癌 ), 严重威胁人民群众的生命和

健康 [3]。肝癌发生的已知危险因素是乙型肝炎病毒

(hepatitis B virus, HBV)或丙型肝炎病毒 (hepatitis C 
virus, HCV)的慢性感染, 以及食用受黄曲霉毒素污染

的食品、大量饮酒、肥胖、吸烟和Ⅱ型糖尿病[4]。现

阶段肝癌的治疗方式包括手术切除、局部消融、肝

移植、肝动脉栓塞化疗 (transcatheter arterial chemo-
embolization, TACE)、放疗、靶向治疗和免疫治疗[5-6]。

但是许多肝癌患者在发现时已处于中晚期 , 错过手

术治疗的最佳时期, 治疗方法和疗效受限。因此, 阐
明肝癌发病机制 , 寻找肝癌早期特异性标志物和高

效治疗新方法 , 将有利于肝癌的早期诊断和及时治

疗。

溶瘤腺病毒的适当改造可以提高抗肿瘤作用 , 
一般包括剔除腺病毒在正常细胞中复制所必需而在

肿瘤细胞中不需要的部分基因、特异性启动子的替

换和抗癌基因的插入。P28是一种在肝癌中高表达

的新型癌蛋白, 1998年由研究者TOMOKO等 [7]发现, 
2000年由 JUN等 [8]应用消减杂交法从人肝细胞癌组

织中筛选出来, 经测序证实其与先前发现的P28基因

完全一致 , P28基因编码人26S蛋白酶体 (26S protea-
some)调节亚单位19S/PA700复合物的一种非ATP酶
亚基[9]。已发现, P28的致癌作用源于对两种肿瘤抑制

蛋白Rb和P53的抑制, 及对多种信号通路的调节, 包括

Wnt/ꞵ-Catenin、NF-κB、STAT3/Akt、IL-1ꞵ/IRAK-1

和RhoA/ROCK。Rb蛋白能调节肿瘤细胞增殖和凋

亡等多种恶性生物学行为 , P28可以与Rb蛋白相互

作用使其磷酸化而降解 [10]。MDM2-P53通路在肿瘤

发生与发展过程中起重要作用, P28还可以与MDM2
结合并促进P53的泛素化和降解 [11]。研究结果显示

P28在肝癌细胞中检出率高达96.9%, 但是其在正常

肝组织中没有表达 , 具有较好的肝癌细胞特异性 [12], 
故可以作为HCC诊断靶标。本实验室克隆了P28蛋
白的启动子序列 , 利用双荧光素酶报告基因检测系

统(dual-luciferase reporter assay)对其不同片段的启动

子活性进行检测, 筛选出活性较高的196 bp的核心序

列 , 并用其替换腺病毒内源性启动子 , 构建出P28调
控E1A区并全删E1B区的特异性靶向肝癌的溶瘤腺

病毒OncoAd-P28-E1A-∆E1B(以下简称OncoAd)载体。

然而溶瘤腺病毒在体内的抗肿瘤作用仅依靠

病毒载体本身是不够的 , 其临床药效非常局限。在

溶瘤病毒载体中插入协同治疗基因 , 当病毒特异性

地在肿瘤中大量复制时 , 其携带的治疗基因也能特

异性在肿瘤中复制与表达 , 协助溶瘤腺病毒进一步

发挥抗肿瘤作用 [13-14]。肿瘤坏死因子相关凋亡诱导

配体 (TNF related apoptosis inducing ligand, TRAIL)
于1995年被Weilay发现并命名 , 是肿瘤坏死因子(tu-
mor necrosis factor, TNF)基因超家族的成员之一, 人
TRAIL基因位于3号染色体长臂2区6带 (3q26), 编码

由281个氨基酸组成的Ⅱ型跨膜蛋白[15]。TRAIL与其

受体结合可诱导胞质内特异性蛋白募集到受体的死

亡域 , 形成TRAIL-DR4/DR5-FADD-Pro-Caspase8的
死亡诱导信号复合体 (death-inducing signaling com-
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plex, DISC), 促使Pro-Caspase8催化形成有活性的凋

亡起始蛋白半胱天冬酶 8(Caspase8)并通过固有线

粒体途径介导凋亡 [16-17]。TRAIL可以在不杀伤正常

细胞的前提下 , 选择性诱导肿瘤细胞发生凋亡 [18-20]。

肝、肺等多种肿瘤细胞株75%以上都对TRAIL敏感, 
TRAIL在肿瘤基因治疗领域受到了越来越多的重

视 [21]。鉴于TRAIL蛋白优秀的抗肿瘤作用 , 本实验

室构建了携带TRAIL基因的溶瘤腺病毒OncoAd-P28-
TRAIL, 该溶瘤腺病毒在特异性靶向并杀伤肝癌细

胞的同时, 可以在肝癌细胞中表达TRAIL, 以发挥靶

向性和促肝癌细胞凋亡的双重作用 , 为肝癌的治疗

提供一种新的研究思路。

1   材料与方法
1.1   质粒、菌种和细胞株    

pshuttle-P28-E1A-∆E1B、pCA13-TRAIL、大

肠杆菌菌株DH5α和BJ5183-AdEasy-E3为刘新垣院

士课题组保存 ; HEK293购自ATCC; Huh-7、Hep-
3B、Hep-G2、QSG-7701、A549和HeLa来自中国科

学院上海细胞库。

1.2   试剂与仪器    
DMEM(cat#11965092)、RPMI-1640(cat#11875093)

培养基和胎牛血清购自Gibco公司 ; Effectene转染

试剂 (cat#301425)购自Qiagen公司 ; CCK 8试剂盒

(cat#CK04)购自DOJINDO Laboratories公司 ; Hoechst 
33342(cat#C1022)、胰蛋白酶(不含EDTA)(cat#P4201)、
β-actin抗体 (cat#AF0003)购自上海碧云天生物技

术有限公司 ; Annexin V-FITC细胞凋亡检测试剂

盒 (cat#A211)购自南京诺唯赞生物科技有限公司 ; 
TRIzon试剂 (cat#CW0580S)购自康为世纪生物科技

有限公司 ; TRAIL抗体 (cat#3219T)购自Cell Signal-
ing Technology公司 ; 氯仿 (cat#HW049401)、乙醇

(cat#XW00641751)、氯化铯 (cat#20014213)、结晶紫

(cat#71012314)等购自国药集团化学试剂有限公司。

主要使用仪器如下 : 1374型生物安全柜、Mul-
tiskanTM FC型酶标仪 (ThermoFisher Scientific公司 ); 
CKX53型倒置荧光显微镜 (Olympus公司 ); AVANTI 
JXM-D183-30型高速冷冻离心机 (Beckman Coulter
公司 ); FAC SAriaTM型流式细胞仪 (BD Bioscience公
司); 2720型PCR仪(Applied Biosystems公司)。
1.3   方法

1.3.1   溶瘤腺病毒的构建、包装和鉴定      用P28启

动子替换溶瘤腺病毒的野生型启动子 , 全删E1B区 , 
以pCA13-TRAIL为模板 , 通过PCR方法扩增出带有

TRAIL基因的表达框。PCR条件如下 : 98 °C预变性

2 min; 98 °C变性30 s, 55 °C退火45 s, 68 °C延伸45 s, 36
个循环; 68 °C终延伸5 min; 4 °C冷却。引物序列如

下。上游引物序列TRAIL-F: 5′-ACA TCT GAC CTC 
AGA TCT AAT TCC CTG GCA TTA T-3′; 下游引物

序列TRAIL-R: 5′-CAG ATC TTC GAT GCT AGA 
CGA TCC AGA CAT G-3′, 由上海华津生物科技有限

公司合成。将TRAIL抗癌基因表达框以酶切连接的

方式插入到穿梭质粒pshuttle-P28-E1A-∆E1B的BglII
位点处 , 构建出携带 TRAIL抗癌基因的穿梭质粒

pshuttle-P28-E1A-∆E1B-TRAIL。由上海杰李生物技

术有限公司测序 , 测序结果与质粒设计相符。穿梭

质粒与BJ5183-AdEasy-E3同源重组成功后 , 通过Ef-
fectene转染试剂转染状态良好的HEK293细胞 , 9天
左右出现空斑 , 收集病毒 , 提取病毒DNA, 应用PCR
进行鉴定 , 鉴定正确后获得溶瘤腺病毒OncoAd-P28-
TRAIL, 储存于−80 °C。
1 . 3 . 2    溶瘤腺病毒的扩增、纯化和滴度测定      
HEK293细胞在10 cm细胞培养皿中培养 , 在细胞生

长至90%左右时 , 加入感染复数10 MOI(multiplicity 
of infection)的溶瘤腺病毒 , 3~4天后 , 观察到 80%
左右空斑后收集细胞 , 反复冻融 3次 , 通过氯化铯

(CsCl)密度梯度离心进行病毒纯化 (梯度 : 从下往上

依次为2 mL密度为1.4 g/mL CsCl溶液、3 mL密度为

1.3 g/mL CsCl溶液、5 mL密度为1.1 g/mL CsCl溶液, 用
1.1 g/mL CsCl溶液重悬病毒沉淀, 4 °C、20 000 r/min离
心2 h)。
1.3.3   细胞培养      HEK293、Huh-7、Hep-3B、

Hep-G2、A549和HeLa细胞使用含10%胎牛血清的

DMEM培养基于37 °C、5% CO2培养箱中进行培养; 
QSG-7701细胞使用含10%胎牛血清的RPMI-1640培
养基于37 °C、5% CO2培养箱中进行培养。3天左右

传代, 取对数生长期细胞进行实验。

1.3.4   结晶紫染色法检测细胞存活      向24孔板中

按照每孔5×105个细胞分别接种QSG-7701、Huh-7、
Hep-3B、Hep-G2、A549和HeLa细胞 , 待其贴壁后

分别加入不同MOI(0.1、1、10、100)的病毒 , 其中

不加病毒组为对照组 , 按上述条件培养96 h后吸去

上层培养液, 加入500 μL/孔结晶紫染色液, 常温染色

40 min, 结束后吸去结晶紫染色液 , 用清水小心清洗
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剩余残留液体, 倒置晾干并拍照。实验重复3次。

1.3.5   CCK 8检测细胞存活率      向96孔板中按照每

孔5×103个细胞分别接种Huh-7和Hep-3B细胞 , 待其

贴壁后分别加入不同MOI(0、0.1、1、10、20、50)
的病毒 , 其中不加细胞组为空白组 , 不加病毒组为

对照组 , 每组设置6个副孔 , 按上述培养条件分别培

养24、48、72、96 h。向每孔中加入10 μL CCK 8
溶液 , 于37 °C、5% CO2培养箱内放置1 h后 , 送至

酶标仪下检测在 450 nm处的吸光度 (D)值。细胞

存活率计算公式如下 : 细胞存活率=[(As−Ab)/(Ac−
Ab)]×100%(As: 实验孔吸光度值; Ac: 对照孔吸光度

值; Ab: 空白孔吸光度值)。实验重复3次。

1.3.6   Hoechst 33242染色法检测细胞凋亡情况      
向6孔板中按照每孔4×105个细胞分别接种Huh-7和
Hep-3B细胞 , 待其贴壁后分别加入5 MOI OncoAd或

OncoAd-P28-TRAIL, 其中不加病毒组为对照组, 按照

上述条件培养96 h后 , 吸去上清 , 使用PBS溶液温和

清洗2次后加入200 μL Hoechst 33242染料 , 37 °C避
光孵育20 min, 置于倒置荧光显微镜下观察细胞形

态变化。实验重复3次。

1.3.7   流式细胞术检测细胞凋亡率      以每孔4×105

个细胞在6孔板中分别接种Huh-7和Hep-3B细胞 , 贴
壁后分别加入5 MOI OncoAd或OncoAd-P28-TRAIL, 
对照组为不加病毒组 , 按照上述条件培养48 h。按

照Vazyme Annexin V-FITC/PI检测细胞凋亡试剂盒

说明书操作 , 进行FITC和PI双染 , 然后在1 h内至流

式细胞仪下检测细胞凋亡状态。实验重复3次。

1.3.8   Western blot实验检测蛋白质水平      于6孔板

中加入对数期生长的Huh-7细胞, 密度为4×105个/孔, 培
养24 h后, 加入10 MOI OncoAd或OncoAd-P28-TRAIL, 
不加病毒组为对照组 , 按上述条件培养 48 h, 检测

TRAIL蛋白的表达水平。

1.3.9   动物饲养及裸鼠体内药效实验      在6周龄的

雌性裸鼠 (BALB/c)中建立Huh-7和Hep-3B皮下移植

瘤模型 (cell derived xenograft, CDX), 裸鼠购自上海

斯莱克实验动物有限公司。所有小鼠均为无特定

病原体 (specific pathogen free, SPF)级 , 保持温度为

20~26 °C, 湿度为40%~70%, 光照/黑暗循环12 h。每

个笼子里不超过5只小鼠, 它们可以自由获取食物和

水。本研究已通过上海立迪生物技术有限公司动物

伦理委员会审核批准 , 动物实验伦理编号为LDIA-
CUC 006。

取对数期生长的Huh-7及Hep-3B细胞, 用胰蛋白

酶在37 °C下消化5 min, 用磷酸缓冲盐水 (phosphate 
buffer saline, PBS)调整细胞浓度为5×107个 /mL, 以
100 μL体积接种在裸鼠右下侧腹部 , 待肿瘤体积达

到 100 mm3左右 , 通过随机分组的方式将裸鼠分为

2组 , 每组6只 , 分别注射PBS和OncoAd-P28-TRAIL。
剂量为 : 病毒瘤内注射 5×108 PFU(plaque forming 
unit)/100 μL, 每2天注射1次, 共注射5针, 每隔3天使

用游标卡尺测量肿瘤体积 , 在第24天或者肿瘤体积

达到1 000 mm3时对裸鼠进行安乐死。对记录的肿

瘤体积进行作图并计算治疗终点的抑瘤率。肿瘤体

积=0.5×a×b2, a和b分别代表肿瘤的长径和宽径。抑

瘤率=[1–X/Y]×100%; X表示治疗终点各组瘤子终末

体积均值 ; Y表示治疗终点溶媒组 (PBS)瘤子终末体

积均值。

1.3.10   HE染色      裸鼠体内药效实验结束后, 对裸

鼠进行安乐死 , 取肿瘤组织进行石蜡包埋。对于HE
染色 , 从石蜡包埋组织中取标准4 μm切片 , 脱蜡 , 梯
度水化 , 苏木素染核 , 分化 , 伊红复染 , 梯度脱水 , 透
明处理 , 封片后使用DM6B显微镜(徕卡显微系统)观
察样品。

1.3.11   Ki67组化染色      对于Ki67染色, 从石蜡包

埋组织中取标准4 μm切片, 去石蜡, 抗原修复, 阻断, 
4 °C孵育过夜。然后用PBS洗涤样品 , 并与酶联抗

IgG抗体在37 °C下孵育30 min。再用PBS洗涤3次后, 
用3, 3’-二氨基联苯胺(3,3’-diaminobenzidine, DAB)染
色5~10 min。反染色和脱水后, 使用DM6B显微镜(徕
卡显微系统)观察样品。

1.3.12   统计学分析      本文的相关实验数据以平

均值±标准偏差表示 , 并用GraphPad Prism 6软件进

行 t-test检验分析。*P<0.05表示具有统计学差异 ; 
**P<0.01表示具有统计学显著性差异。

2   结果
2.1   溶瘤腺病毒的构建与鉴定

根据癌症的靶向基因−病毒治疗策略 , 成功构

建出溶瘤腺病毒OncoAd-P28-TRAIL(图1A); Western 
blot方法检测了OncoAd-P28-TRAIL携带的TRAIL基
因在Huh-7细胞中的表达情况, 结果显示TRAIL蛋白

成功表达 (图1B)。以上实验结果表明 , 溶瘤腺病毒

OncoAd-P28-TRAIL在肝癌细胞中可以成功地表达抗

肿瘤TRAIL蛋白。
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A: 溶瘤腺病毒OncoAd-P28-TRAIL结构; B: OncoAd-P28-TRAIL处理Huh-7细胞48 h后, Western blot检测TRAIL蛋白在Huh-7细胞中的表达。

A: the structure of oncolytic adenovirus OncoAd-P28-TRAIL; B: Huh-7 cells were treated with the OncoAd-P28-TRAIL for 48 h, and Western blot was 
used to detect the expression of TRAIL protein.

图1   溶瘤腺病毒OncoAd-P28-TRAIL的结构和鉴定

Fig.1   Structure and identification of recombinant virus OncoAd-P28-TRAIL

用不同MOI(0.1、1、10、100)的病毒感染A549、HeLa、QSG-7701、Hep-G2、Huh-7和Hep-3B细胞96 h 后, 通过结晶紫染色法检测细胞存活率。

A549, HeLa, QSG-7701, Hep-G2, Huh-7 and Hep-3B cells were infected with different MOI (0.1, 1, 10, 100) viruses for 96 h, and the cell viability was 
measured by crystal violet staining.

图2   OncoAd-P28-TRAIL选择性靶向肝癌细胞

Fig.2   Recombinant virus OncoAd-P28-TRAIL selectively target hepatoma cells

Onc
oA

d -P28
-T

RAIL

β-actin

TRAIL

Moc
k

Onc
oA

d

(B)

(A) Ψ P28
E1A ΔΕ1B

ITRITR

hCMV TRAIL SV40 polyA

2.2   OncoAd-P28-TRAIL选择性靶向肝癌细胞

结晶紫染色法结果 (图 2)显示 , 在该溶瘤腺病

毒在 10 MOI时 , 非小细胞肺癌细胞A549、宫颈癌

细胞HeLa和正常肝细胞QSG-7701中染色较深 , 而
肝癌细胞Hep-G2、Huh-7和Hep-3B中基本没有染色 , 

表明溶瘤腺病毒OncoAd-P28-TRAIL对Hep-G2、Huh-7
和Hep-3B等肝癌细胞的杀伤作用较强 , 但对A549及
HeLa等非肝癌细胞系的杀伤作用很弱 , 特别是对正

常肝细胞QSG-7701几乎没有杀伤(高达100 MOI才有

一定的毒性 ), 因此 , 溶瘤腺病毒OncoAd-P28-TRAIL
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可以特异性地杀伤肝癌细胞, 具有高度的肝癌细胞

杀伤选择性和对正常细胞的安全性。

2.3   OncoAd-P28-TRAIL显著抑制Huh-7和Hep-
3B细胞的增殖

根据图 2结晶紫染色结果显示 OncoAd-P28-
TRAIL对Hep-G2细胞杀伤效果也略低于Huh-7和
Hep-3B细胞 , 而且文献报道Hep-G2细胞中P28蛋白

表达量相对于后两种细胞要低 [12], 因此在后续实验

中重点选取了Huh-7和Hep-3B进行研究。使用不同

MOI(0.1、1、10、20、50)的OncoAd或OncoAd-P28-
TRAIL处理正常贴壁的Huh-7和Hep-3B细胞 48 h, 
CCK 8法结果(图3)显示, 当病毒在10 MOI时, OncoAd

处理组中Huh-7细胞存活率约是OncoAd-P28-TRAIL
处理组的 2.5倍 , OncoAd处理组中Hep-3B细胞存活

率约是OncoAd-P28-TRAIL处理组的2.7倍。使用10 
MOI OncoAd或OncoAd-P28-TRAIL处理正常贴壁的

Huh-7和Hep-3B细胞24、48、72、96 h, 发现病毒对

肝癌细胞的抑制作用随时间依赖性增强。这些结果

表明 , OncoAd-P28-TRAIL对肝癌细胞Huh-7和Hep-
3B均有抑制作用, 且呈时间和剂量依赖性。

2.4   OncoAd-P28-TRAIL诱导Huh-7和Hep-3B细
胞凋亡

鉴于在图 3A和图 3B中 , 10 MOI OncoAd-P28-
TRAIL作用下细胞死亡率达到80%左右 , 大部分细胞

可能已经处于晚期凋亡或者细胞已经破裂 , 不适宜

进行凋亡检测 , 而1 MOI条件下则仅有70%左右的死

亡率 , 细胞的凋亡率可能不是很高 , 而且根据本课题

组以往的经验来看 , 5 MOI OncoAd-P28-TRAIL条件下

凋亡检测比较适合比较不同溶瘤病毒的差异 (数据

未展示 ), 所以综合考虑下 , 采用5 MOI进行后续凋亡

相关的检测。Hoechst 33342染色检测5 MOI OncoAd

或OncoAd-P28-TRAIL作用Huh-7和Hep-3B细胞48 h后
的凋亡情况 (图3A~图3F), 对照组中细胞核无致密浓

染现象 , OncoAd处理组中可以观察到细胞核呈致密浓

染 , OncoAd-P28-TRAIL处理组中可以显著观察到细胞

核呈致密浓染或呈碎块状致密浓染, 说明OncoAd-P28-

用不同感染复数的OncoAd或OncoAd-P28-TRAIL处理Huh-7(A)和Hep-3B(B)细胞96 h 后, CCK 8法检测其杀伤效果; 用10 MOI OncoAd或OncoAd-P28-
TRAIL处理Huh-7(C)和Hep-3B(D)细胞24、48、72、96 h 后, CCK 8法检测其杀伤效果。**P<0.01。 
Huh-7 (A) and Hep-3B (B) cells were infected with OncoAd or OncoAd-P28-TRAIL with different MOI for 96 h, the killing effect was detected by CCK 8 
method; Huh-7 (C) and Hep-3B (D) cells were infected with OncoAd or OncoAd-P28-TRAIL with 10 MOI for 24, 48, 72 and 96 h, the killing effect was 
detected by CCK8 method. **P<0.01.

图3   OncoAd-P28-TRAIL显著抑制肝癌细胞Huh-7和Hep-3B的增殖

Fig.3   Anti-proliferative effects of Huh-7 and Hep-3B cells by OncoAd-P28-TRAIL
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TRAIL可以促进Huh-7和Hep-3B细胞凋亡的发生。

根据Annexin V-FITC/PI检测细胞凋亡试剂盒说

明 , 流式细胞术双参数散点图的右上象限与右下象

限分别代表晚期凋亡和早期凋亡 , 该两象限百分比

相加即为发生凋亡的细胞比率。流式细胞术检测结

果(图4G和图4H)显示, 在Huh-7细胞中, OncoAd处理

组的凋亡率约为33%, OncoAd-P28-TRAIL处理组的

凋亡率为53%; 在Hep-3B细胞中, OncoAd处理组的凋

A~F: 使用5 MOI OncoAd或OncoAd-P28-TRAIL处理Huh-7和Hep-3B细胞48 h后的Hoechst 33342染色结果。A: 空白对照组; B: 5 MOI OncoAd处

理组; C: OncoAd-P28-TRAIL处理组; D: 空白对照组; E: 5 MOI OncoAd处理组; F: OncoAd-P28-TRAIL处理组; 箭头表示发生碎裂的细胞核; G: 使
用5 MOI OncoAd或OncoAd-P28-TRAIL处理Huh-7和Hep-3B细胞48 h, Annexin V-FITC/PI双染后流式细胞仪检测细胞凋亡。H: 各组凋亡率分析, 
**P<0.01。
A-F: Huh-7 and Hep-3B cells were treated with OncoAd or OncoAd-P28-TRAIL for 48 h and stained by Hoechst 33342. A: control group; B: 5 MOI 
OncoAd treated group; C: OncoAd-P28-TRAIL treated group; D: control group; E: 5 MOI OncoAd treated group; F: OncoAd-P28-TRAIL treated group; 
arrows indicated fragmented nucleus; G: Huh-7 and Hep-3B cells were treated with 5 MOI OncoAd or OncoAd-P28-TRAIL for 48 h. Apoptosis was de-
tected by flow cytometry after Annexin V-FITC/PI double staining. H: analysis of apoptosis rate of each group, **P<0.01.

图4   OncoAd-P28-TRAIL促进肝癌细胞的凋亡

Fig.4   OncoAd-P28-TRAIL promotes apoptosis of hepatoma cells 
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亡率约为27%, OncoAd-P28-TRAIL处理组的凋亡率

为49%, OncoAd-P28-TRAIL比OncoAd能更明显提高

肝癌细胞的凋亡率。

2.5   动物实验检测OncoAd-P28-TRAIL对肿瘤细胞

的抑制作用

鉴于溶瘤腺病毒OncoAd-P28-TRAIL在体外细

胞水平表现出了显著优于OncoAd载体的抗肿瘤效果, 
为了进一步评估OncoAd-P28-TRAIL在动物体内的

抗肝癌药效 , 本实验室构建了Huh-7和Hep-3B肝癌

细胞裸鼠皮下移植瘤CDX模型。结果如图 5B和图

5C所示 , OncoAd-P28-TRAIL对于Huh-7和Hep-3B裸
鼠皮下移植瘤CDX模型具有显著的抑瘤效果 , 治疗

终点抑瘤率分别为39.6%和80.8%。在Hep-3B裸鼠

皮下移植瘤CDX模型中 , 该溶瘤病毒具有非常显著

的药效, 对其肿瘤组织进行HE染色和Ki67组化染色

分析发现, 如图5D和图5E所示, 相对于溶媒组(PBS), 
OncoAd-P28-TRAIL治疗可以显著促进肿瘤细胞的凋

亡 , 抑制肿瘤增殖标志物Ki67的表达。基于这些可

以得出结论 , 溶瘤腺病毒OncoAd-P28-TRAIL具有显

著的抗肝癌效果和免疫调动效果 , 具有良好的临床

治疗应用前景。

3   讨论
在肝癌治疗中 , 肿瘤免疫治疗发挥了重要的作

用 [6], 而肿瘤免疫疗法依赖于利用患者的免疫系统

来微调特定的抗肿瘤反应并最终根治肿瘤。在多种

治疗方法中 , 溶瘤病毒疗法已成为一种新型的肿瘤

免疫疗法。溶瘤病毒介导的免疫原性肿瘤细胞死亡

能诱导肿瘤抗原的释放, 进而诱导抗肿瘤免疫[22-23]。

溶瘤病毒可被改造用于在瘤内递送免疫刺激

分子, 如肿瘤抗原或细胞因子, 以进一步增强抗肿瘤

反应。实际上, 早在2001年, 刘新垣院士就已经结合

基因治疗和病毒治疗两种疗法的特点 , 提出了治疗

恶性肿瘤的有效策略 , 即癌症的靶向基因−病毒治

疗 (cancer targeting gene-viro-therapy, CTGVT)策略。

该策略指通过基因工程改造病毒 , 并在其载体上插

入抗癌基因 , 这些抗癌基因随着病毒的复制在肿瘤

细胞内成千上万倍的复制 , 继而可以数百倍乃至上

万倍地提高其抗癌基因的表达量 , 极大提高了对肿

瘤细胞的杀伤能力 [13-14]。至今 , ONYX-015、ON-
COS-102和CELYVIR等溶瘤腺病毒已进行过临床试

验评估, 其有效性和安全性已被多次证明[24], 溶瘤腺

病毒也被证明是一个前景十分广阔的治疗载体。腺

病毒的E1A和E1B分别与宿主细胞内抑癌基因Rb或
p53的产物p105或p53结合可消除Rb或p53基因抑制

病毒增殖的作用 , 故当E1A和E1B突变或缺失后 , 腺
病毒无法在正常细胞内增殖 [25]。HCC中p53基因突

变是最为频发的事件 , 本实验室构建的删除E1B基
因的腺病毒可以在p53缺陷的肿瘤中复制, 而在正常

细胞中不复制, 故加强了腺病毒的安全性。

TRAIL诱导细胞凋亡具有肿瘤特异性 , 不依赖

p53抑癌基因 , 并能够通过旁观者效应杀伤肿瘤细

胞 [26]。TRAIL作为免疫调节成分 , 在人体免疫监视

和免疫调节上均能发挥作用 , 且对自身免疫性和病

毒感染性疾病均有一定抵抗作用 , 从而阻止由免疫

微环境和病毒感染引起的癌症发生 [27]。正因为以

上特性 , 近年来TRAIL在肿瘤治疗领域得到了广泛

研究。然而 , 研究发现部分肿瘤对TRAIL有耐药性 , 
TRAIL全身应用产生肝毒性 , 以及无法维持其在靶

细胞的有效浓度等问题 , 限制了TRAIL在临床中的

应用[28-30]。因此, 构建含有TRAIL功能基因载体的基

因疗法有望解决TRAIL治疗肿瘤的难题。本文构建

的OncoAd-P28-TRAIL, 用高活性的肝癌特异性启动

子P28替换了腺病毒内源的E1A启动子来调控E1A
区, 同时, 敲除腺病毒基因组E1B基因区域, 并在E1B
缺失区插入了抗癌基因TRAIL, 以期能克服单独使

用TRAIL和溶瘤腺病毒的不足 , 提高其靶向肝癌细

胞的能力和对肝癌细胞的杀伤作用。

本文成功构建了 P28启动子调控 E1A并携带

TRAIL基因的溶瘤腺病毒 , Western blot实验结果显

示TRAIL蛋白可以在肝癌细胞中高效表达。结晶

紫染色实验结果显示 , OncoAd-P28-TRAIL可以选择

性靶向杀伤肝癌细胞 , 且 10 MOI对人正常肝细胞

没有明显毒性。CCK 8实验结果显示OncoAd-P28-
TRAIL对肝癌细胞Huh-7和Hep-3B均有抑制作用 , 
且呈时间和剂量依赖性。Hoechst 33342染色实验

显示OncoAd-P28-TRAIL能促进Huh-7和Hep-3B的凋

亡。流式细胞术检测到OncoAd-P28-TRAIL处理组中

凋亡率在50%左右, OncoAd处理组中凋亡率在30%左

右 , 说明前者能更强地促进肝癌细胞凋亡。在裸鼠

皮下移植瘤CDX药效实验中 , OncoAd-P28-TRAIL可
以显著抑制肝癌细胞皮下瘤的生长 , 并且组织染色

分析显示该溶瘤病毒可以显著促进肿瘤细胞的凋亡

并促进免疫细胞的浸润 , 这些数据提示溶瘤腺病毒
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OncoAd-P28-TRAIL能有效抑制肝癌的发展 , 是一种

具有临床应用潜力的肝癌治疗候选药物。
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