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近年来，基因治疗作为恶性肿瘤治疗的一种新策略，因其 具有高效性、安全性及特异性强等优点，已经引起了国内外学

者的广泛关注与重视。凋亡素是来源于鸡贫血病毒VP3基因

编码的一种功能蛋白，具有广谱的诱导肿瘤细胞凋亡效应[1]，

能选择性地诱导多种肿瘤细胞和转化细胞凋亡，而对人正常

二倍体细胞无杀伤和毒副作用，因此被视为具有广阔临床应

用前景的新型抗肿瘤生物制剂[2]。

携带凋亡素基因的重组腺病毒对人肺鳞癌细胞SK-MES-1、人肺
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摘 要 目的：研究携带凋亡素基因 VP3 的重组腺病毒载体 Adxsi-GFP-VP3 对人肺鳞癌细胞 SK-MES-1、人肺腺癌细胞

NCI-H1299的凋亡的影响。方法：取对数生长期 SK-MES-1、NCI-H1299细胞，各分为重组腺病毒（Adxsi-GFP-VP3）组、空病毒

（Adxsi-GFP）组和细胞对照（磷酸盐缓冲液）组，依次记为A、B、C组。采用逆转录-聚合酶链反应和Western blot法检测A、B组细

胞转染48、72 h的VP3 mRNA和Apoptin表达情况，透射电镜观察A组细胞转染72 h的超微结构变化。采用MTT法检测3组细胞

转染24、48、72、96 h的细胞增殖活性；流式细胞术检测细胞转染后24、48、72 h的凋亡率及细胞周期变化。结果：与B组比较，A组

SK-MES-1、NCI-H1299细胞转染48 h后有VP3 mRNA表达，转染72 h后有Apoptin表达。A组转染72 h后 SK-MES-1、NCI-H1299

细胞均出现细胞凋亡的超微结构改变。与B、C组比较，A组SK-MES-1、NCI-H1299细胞增殖活性降低、细胞凋亡率增加，且与转

染时间呈正相关；转染 72 h S 期的 SK-MES-1、NCI-H1299细胞比例降低、G2/M 期细胞比例增加。以上差异均具有统计学意义

（P＜0.05）。结论：Adxsi-GFP-VP3能有效诱导SK-MES-1、NCI-H1299细胞凋亡。
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Effects of Recombinant Adenovirus Carrying Apoptin Gene on the Apoptosis of Human Lung Squamous
Carcinoma SK-MES-1 Cell Lines and Human Lung Adenocarcinoma NCI-H1299 Cell Lines
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ABSTRACT OBJECTIVE：To explore the effects of recombinant adenovirus vector Adxsi-GFP-VP3 carrying apoptin gene VP3

on the apoptosis of human lung squamous carcinoma SK-MES-1 cell lines and human lung adenocarcinoma NCI-H1299 cell lines.

METHODS：The exponential phase SK-MES-1 and NCI-H1299 cell lines were respectively divided into a recombinant adenovirus

（Adxsi-GFP-VP3）group，a empty virus（Adxsi-GFP）group and a cell control（phosphate buffer）group，which were marked as

group A，B and C respectively. Reverse transcription polymerase chain reaction and Western blot method were used to detect the ex-

pressions of VP3 mRNA and Apoptin in the cells of groups A and B 48 and 72 h after transfection. The change in the ultrastructure

of the cells in group A was observed under transmission electron microscope 72 h thereafter. MTT method was adopted to detect the

cell proliferation activities of three groups 24，48，72 and 96 h thereafter and flow cytometry to determine the apoptosis rates and

cell cycle changes 24，48 and 72 h thereafter. RESULTS：Compared to group B，group A demonstrated the expression of VP3

mRNA in SK-MES-1 and NCI-H1299 cell lines 48 h after transfection，and Apoptin expression and ultrastructure change for apopto-

sis of SK-MES-1 and NCI-H1299 cell lines 72 h thereafter. Compared to groups B and C，group A showed lower proliferation activ-

ities and higher apoptosis rates of SK-MES-1 and NCI-H1299 cell lines，which had a positive correlation with transfection time；

and in the group A，there was a decrease in the proportion of the SK-MES-1 and NCI-H1299 cell lines in S phase and an increase

in the proportion of those in G2/M phase，72 h after transfection. There was statistically difference（P＜0.05）. CONCLUSIONS：

Adxsi-GFP-VP3 can effectively induce the apoptosis of SK-MES-1 and NCI-H1299 cell lines.

KEYWORDS Apoptin gene VP3；Recombinant adenovirus vector Adxsi-GFP-VP3；Human lung squamous carcinoma SK-MES-1

cell lines；Human lung adenocarcinoma NCI-H1299 cell lines；Protein expression；Apoptosis；Cell cycle
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目前，有关凋亡素特异性诱导人多种肿瘤细胞凋亡的研

究研究报道很多，但尚未发现凋亡素对非小细胞肺癌细胞（人

肺鳞癌细胞 SK-MES-1、人肺腺癌细胞 NCI-H1299）作用效果

的研究见诸报道。为了深入了解凋亡素对人不同类型非小细

胞肺癌细胞的作用效果，本文研究了携带凋亡素基因VP3的

重组腺病毒载体Adxsi-GFP-VP3对人肺鳞癌细胞SK-MES-1、

人肺腺癌细胞NCI-H1299的凋亡作用。

1 材料
1.1 仪器

ELX-800型自动酶标检测仪（美国 Bio-Tek 公司）；BX-50

型倒置光学显微镜（日本Olympus公司）；Hitachi-7500型透射

电子显微镜（日本Hitachi公司）；BD FACS Calidor流式细胞仪

（美国BD公司）。

1.2 药品与试剂

Adxsi-GFP-VP3（重庆医科大学前期构建并保存）；总RNA

抽提试剂Trizol、逆转录-聚合酶链反应（PCR）试剂盒（日本Ta-

KaRa公司）；蛋白提取试剂盒、十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝

胶电泳法（SDS-PAGE）凝胶配制试剂盒、电化学发光（ECL）试

剂（上海碧云天生物技术有限公司）；兔抗人Apoptin多克隆抗

体（武汉晶赛生物工程公司）；山羊抗兔二抗（杭州联科生物公

司）；Annexin Ⅴ-PE/7AAD凋亡检测试剂盒（江苏晶美生物科

技有限公司）；RPMI 1640培养基、胎牛血清和胰蛋白酶（美国

Gibico公司）。

1.3 细胞

SK-MES-1细胞、NCI-H1299细胞购自中国科学院上海细

胞库。

2 方法
2.1 细胞培养

取SK-MES-1细胞和NCI-H1299细胞培养于含 10％胎牛

血清、100 u/ml青霉素、100 μg/ml链霉素的RPMI 1640培养液

中，于37 ℃、5％CO2条件下培养。

2.2 逆转录-PCR法检测细胞中VP3 mRNA表达

取对数生长期 SK-MES-1、NCI-H1299细胞，各分为重组

腺病毒（Adxsi-GFP-VP3）组、空病毒（Adxsi-GFP）组，依次记为

A、B 组。以转染复数为 40的 Adxsi-GFP-VP3、等量的空病毒

载体转染细胞。转染48 h后提取细胞总RNA，逆转录得到cD-

NA 后进行 PCR 反应。VP3基因（334 bp）：上游引物 5′-AC-

CATCAACGGTGTTCAGGC-3′，下游引物 5′-TTACAGTCT-

TATACACCTTCTTGC-3′。以甘油醛-3-磷酸脱氢酶（GAPDH）

为内参（127 bp）：上游引物 5′-GGTGGTCTCCTCTGACTTC-

AACA-3′，下游引物 5′-GTTGCTGTAGCCAAATTCGTTGT-

3′。PCR 反应参数设置：95 ℃预变性 5 min；95 ℃ 30 s，60 ℃

30 s，72 ℃延伸30 s，共30个循环；最后72 ℃延伸10 min，4 ℃

保存。取10 μl扩增产物于2％琼脂糖凝胶上电泳，观察3组细

胞中VP3 mRNA表达情况。

2.3 Western blot法检测细胞中Apoptin表达

按“2.2”项下方法分组转染细胞。转染72 h后收集各组细

胞并用预冷的磷酸盐缓冲液（PBS）洗2次，加入细胞裂解液裂

解细胞、提取蛋白，用 12％ PAGE凝胶电泳分离蛋白，再电转

移至PVDF膜上。将PVDF膜以5％脱脂奶粉于室温振荡封闭

1 h，加入兔抗人Apoptin多克隆抗体，4 ℃保存过夜，以磷酸盐

吐温缓冲液（PBST）（pH＝7.4）漂洗膜3次，每次5 min；再加入

辣根过氧化物酶（HRP）标记山羊抗兔二抗，37 ℃孵育 1 h，以

PBST漂洗膜 3次，每次 5 min；加ECL试剂显色，曝光底片，以

β-actin为内参，观察2组细胞中VP3蛋白的表达情况。

2.4 透射电子显微镜观察细胞的超微结构

按“2.2”项下方法分组转染细胞。分别于转染后 24、48、

72 h收集细胞（每个标本细胞数≥2×106），PBS洗2次，以离心

半径 4 cm、1 000 r/min离心 10 min，3％戊二醛固定 4 h后再用

1％锇酸固定 1 h，脱水、包埋、切片，醋酸钠-枸椽酸铅染色，透

射电子显微镜下观察2组细胞转染后的超微结构，检测电压为

80 kV。

2.5 MTT法检测细胞的增殖活性

取对数生长期的 SK-MES-1和NCI-H1299细胞制备单细

胞悬液，调整细胞密度为 2×104 ml－1，以 200 μl/孔接种于 96孔

培养板中，于 37 ℃、5％ CO2条件下培养。试验分为重组腺病

毒（Adxsi-GFP-VP3）组、空病毒（Adxsi-GFP）组和细胞对照

（PBS）组，依次记为A、B、C组，每组设5个重复孔，以转染复数

为 40 的 Adxsi-GFP-VP3、等量的空病毒载体和 PBS 转染细

胞。转染细胞24、48、72、96 h后分别加入5 mg/ml MTT 20 μl，

37 ℃孵育 4 h 后移去含 MTT 的培养液，加入二甲基亚砜 200

μl，摇匀 15 min，使反应产物充分溶解，于酶标仪上 570 nm波

长处测定光密度（OD）。

2.6 流式细胞术检测细胞凋亡率

利用Annexin Ⅴ-PE/7AAD细胞凋亡检测试剂盒，按照使

用说明检测膜磷脂酰丝氨酸（PS）以评估细胞凋亡。分别于

“2.5”项下转染细胞 24、48、72 h后收集细胞并制备细胞悬液，

调整细胞数为（1～2）×106 ml－1，按试剂盒说明书操作后于流式

细胞仪上检测3组细胞的凋亡率。

2.7 流式细胞术检测细胞周期

使用0.25％胰蛋白酶收集按“2.5”项下方法转染72 h后的

SK-MES-1和NCI-H1299细胞悬液，调整细胞数为（1～2）×106

ml－1，经离心、PBS洗涤后重悬细胞于0.5 ml的PBS中，将细胞

悬液放置于 2～3 ml 预冷的 70％乙醇中，混匀于 4 ℃固定过

夜；以离心半径 4 cm、300 r/min 离心 5 min，弃上清，PBS 洗 2

次，再重悬于PBS中，加入碘化丙啶（PI）后于冰浴中避光染色

30 min，于流式细胞仪上定量分析3组细胞的周期变化。

2.8 统计学分析

用SPSS 15.0统计分析软件处理数据。全部数据以均数±

标准差（x±s）表示，其中，MTT试验数据和细胞凋亡率试验数

据均采用重复测量的方差分析，细胞周期试验数据采用单因

素方差分析。P＜0.05表示差异有统计学意义。

3 结果
3.1 细胞中VP3 mRNA表达情况

结果显示，SK-MES-1和NCI-H1299细胞A组均扩增出 1

条 334 bp左右的条带，而细胞B组扩增结果为阴性，表明VP3

mRNA已在转染细胞中获得成功转录。逆转录PCR法检测细

胞中VP3 mRNA的表达情况见图1。

3.2 细胞中Apoptin表达情况

结果显示，各组细胞的内参β-actin蛋白的条带亮度相似，

表明其在各组细胞内的表达基本一致；同时，SK-MES-1和

NCI-H1299细胞A组均出现Apoptin条带，表明Apoptin被成功

转入细胞内并获得稳定表达，而B组未见Apoptin条带。West-

ern blot法检测细胞中Apoptin表达情况见图2。
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3.3 细胞超微结构观察结果

转染重组腺病毒后24～72 h通过透射电子显微镜观察的

结果显示，转染细胞 24、48、72 h 后，SK-MES-1和 NCI-H1299

两组细胞均出现了细胞凋亡的超微结构改变，表现为细胞核

膜表面凹凸不平，核形态不规整，核染色质边集、解离；细胞核

固缩，由膜包裹的含胞质和染色质的凋亡小体形成。其中转

染细胞72 h后的透射电子显微镜图见图3。

3.4 细胞增殖活性测定结果

结果显示，SK-MES-1和NCI-H1299细胞的A组细胞于转

染24 h后即开始出现细胞增殖活性降低，随转染时间的延长，

细胞增殖活性逐渐降低；转染96 h后A组细胞增殖活性与B组

和C组比较明显降低，差异具有统计学意义（P＜0.05）。各组

细胞增殖活性的测定结果见图4。

3.5 细胞的凋亡率变化

结果显示，与B、C组比较，SK-MES-1、NCI-H1299细胞的

A组细胞凋亡率增加，且与转染时间呈正相关，差异有统计学

意义（P＜0.05），表明 VP3基因在细胞内的表达能有效诱导

SK-MES-1、NCI-H1299细胞发生凋亡。各组细胞凋亡率的测

定结果见图5。

3.6 细胞周期变化

结果显示，SK-MES-1、NCI-H1299细胞的A组S期细胞比

例降低，DNA合成受阻；而G2/M期细胞比例增加，DNA降解

和异倍体细胞出现，与 B 组和 C 组比较，差异有统计学意义

（P＜0.05）。这提示VP3可引起G2/M期阻滞。各组细胞周期

变化见表1。

表1 各组细胞周期变化（x±±s，n＝3）

Tab 1 Changes in the cycle of cells in all groups（x±±s，n＝3）

细胞

SK-MES-1

NCI-H1299

组别

A组
B组
C组
A组
B组
C组

细胞比例，％
G0/G1期

58.34±0.83

59.25±0.55

60.02±0.56

63.17±0.93

63.63±0.78

64.91±0.83

S期
10.59±0.52＊

29.37±0.54

29.12±0.68

11.75±0.49＊

27.05±0.65

30.37±0.57

G2/M期
31.07±0.67＊

11.38±0.59

10.86±0.43

25.08±0.63＊

9.32±0.47

4.72±0.31

注：与B、C组比较，＊P＜0.05

Note：vs. groups B and C，＊P＜0.05

4 讨论
目前，肺癌是全球发病率及死亡率最高的恶性肿瘤，严重

威胁着人类的生命和健康。其中非小细胞肺癌约占肺癌总数

的75％～80％，5年总生存率低于15％[3]。据原国家卫生计划

生育委员会统计，近30年来我国肺癌死亡率逐年上升，增幅达

图1 逆转录-PCR法检测细胞中VP3 mRNA的表达情况

Fig 1 The VP3 mRNA expression in the cells detected by

RT-PCR method
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图2 Western blot法检测细胞中Apoptin的表达情况

Fig 2 The Apoptin expression in the cells detected by West-

ern blot method
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图3 转染细胞72 h后的透射电子显微镜图

Fig 3 Transmission electron micrograph 72 h after the cells

were transfected
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图4 各组细胞增殖活性的测定结果
注：与B、C组比较，＊P＜0.05

Fig 4 Determination results of the proliferation activity of

the cells in all groups
Note：vs. groups B and C，＊P＜0.05
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Fig 5 Determination results of the apoptosis rate of the cells

in all groups
Note：vs. groups B and C，＊P＜0.05
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46.5％，且其仍呈持续上升的趋势。肺癌作为预后最差的恶性

肿瘤之一，其早期临床诊断困难，大部分患者确诊时已属中晚

期，失去手术根治的最佳时机，且手术、放疗和化疗等传统治

疗手段难以达到令人满意的疗效[4]，因此探索新的非小细胞肺

癌临床治疗策略成为临床研究的热点。

凋亡素是由鸡贫血病毒VP3基因编码的一种小分子凋亡

蛋白，含有2个脯氨酸富含区和2个碱性区，其C端碱性区（11

个氨基酸）是核定位信号和/或DNA结合区域[5]；具有2个细胞

核定位信号（NLS）功能区域，任何一个NLS的缺失均可导致

核移位而显著降低其凋亡效应[6]。凋亡素能够选择性地诱导

人多种肿瘤细胞和转化细胞凋亡，而对正常二倍体细胞无杀

伤和毒副作用；且这种凋亡效应既不依赖于 p53介导，也不被

Bcl-2的过表达所抑制[7]，提示凋亡素可以成为一种理想的新型

抗肿瘤药物。此外有文献报道，以腺病毒载体介导凋亡素作

用于多种肿瘤细胞的基因治疗，可高效地诱导肿瘤细胞发生

凋亡[8]。

目前，尽管凋亡素特异诱导肿瘤细胞凋亡的机制尚未完

全明确，但不可否认，凋亡素在肿瘤基因治疗上的独特潜力使

其具有广阔的抗肿瘤应用前景。研究发现，凋亡素诱导肿瘤

细胞凋亡主要与其核定位效应、磷酸化调节、DNA结合能力、

与小分子蛋白之间特异性相互作用以及神经磷脂-神经酰胺调

节等[9-12]有关。此外，腺病毒载体因其独特的优点而被广泛应

用于基因治疗研究，且已被美国FDA批准作为基因治疗载体

应用于临床试验[12]。本研究采用 Johns Hopkins大学癌症研究

中心He博士等构建的AdEasy系统，成功构建重组腺病毒载体

Adxsi-GFP-VP3，经酶切与测序鉴定证实连接正确，扩增纯化

后检测病毒滴度可达1.6×109 PFU/ml；其示踪剂绿色荧光蛋白

（GFP）能有效追踪观察重组腺病毒的包装与VP3基因的表达，

为本研究提供了极大方便。

在本研究中，笔者将前期成功构建的携带凋亡素基因的

重组腺病毒载体 Adxsi-GFP-VP3，以最适感染复数 40瞬时转

染 SK-MES-1细胞和 NCI-H1299细胞。逆转录-PCR 和 West-

ern blot 检测结果均显示，VP3基因和 Apoptin 可在转染后的

SK-MES-1细胞和NCI-H1299细胞中获得表达，这表明VP3能

在 mRNA 水平和蛋白水平顺利表达。随后的凋亡检测结果

显示，Adxsi-GFP-VP3可有效地诱导不同的非小细胞肺癌细胞

发生凋亡，转染后72 h后SK-MES-1细胞和NCI-H1299细胞凋

亡率均为 30％左右，与B、C组比较，A组细胞凋亡率增加，差

异有统计学意义（P＜0.05），这表明VP3在转染细胞获得表达

后可显著诱导肺癌细胞凋亡。与此同时，流式细胞术检测转

染后SK-MES-1细胞和NCI-H1299细胞周期变化的结果显示，

A组细胞周期变化表现为S期DNA合成受到限制，而G2/M期

细胞阻滞。MTT法检测SK-MES-1细胞和NCI-H1299细胞增

殖活性变化，结果发现，A组细胞的增殖活性显著降低，并且随

着转染时间呈现一定下降趋势，与B、C组比较差异有统计学

意义（P＜0.05）。透射电子显微镜观察 SK-MES-1 细胞和

NCI-H1299细胞的超微结构变化，结果发现，转染早期的细胞

体积开始缩小，核染色质边集并向核膜靠拢，后期细胞核逐渐

固缩，由膜包裹的含胞质和染色质的凋亡小体形成，这进一步

证实凋亡素特异性诱导肿瘤细胞凋亡与其细胞核定位密切

相关。

综上所述，本研究结果表明Adxsi-GFP-VP3的体外表达能

够明显降低SK-MES-1细胞和NCI-H1299细胞活性，并能有效

诱导其发生细胞凋亡。这为凋亡素进一步的体内实验研究奠

定了基础，也为凋亡素应用于非小细胞肺癌的基因治疗提供

了试验依据。
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