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摘 要 目的：研究以腺病毒载体系统装载人端粒酶逆转录酶C端片段（C197）制成的重组腺病毒Ad-GFP-C197对3种肿瘤细胞

增殖的抑制作用。方法：采用HEK293细胞扩增并纯化Ad-GFP-C197。采用Ad-GFP-C197分别感染人胃癌细胞SGC7901、人乳腺

癌细胞MCF7和人结直肠癌细胞CaCO2。以空白腺病毒载体（Ad-GFP）为参比，采用Western blot法检测Ad-GFP-C197感染后3种

肿瘤细胞中C197的蛋白表达水平；采用MTT法检测Ad-GFP-C197感染后对3种肿瘤细胞的抑制作用，绘制细胞增殖曲线并计算

增殖抑制率。结果：Ad-GFP感染的3种肿瘤细胞中均未检测到C197蛋白表达，而Ad-GFP-C197感染的上述细胞中C197蛋白均

有明显表达；Ad-GFP-C197感染后 3种肿瘤细胞的增殖曲线随时间延长而呈明显抑制现象，其增殖抑制率最高可达 37.31％～

41.42％。结论：Ad-GFP-C197对SGC7901细胞、MCF7细胞、CaCO2细胞增殖均有明显的抑制作用，且起效迅速，能够克服其他端

粒酶抑制剂起效缓慢的缺点。

关键词 人端粒酶逆转录酶；端粒酶抑制剂；重组腺病毒；Ad-GFP-C197；肿瘤细胞；细胞增殖

Study on Inhibitory Effects of Recombinant Adenovirus Ad-GFP-C197 on 3 Kinds of Tumor Cells
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ABSTRACT OBJECTIVE： To study the inhibitory effects of recombinant adenovirus Ad-GFP-C197， which prepared by

adenovirus vector system-loading human telomerase reverse transcriptase（hTERT）C fragment（C197），on the proliferation of 3

kinds of tumor cells in vitro. METHODS：Ad-GFP-C197 was amplified and purified with HEK293 cells. Human gastric cancer cells

SGC7901，human breast cancer cells MCF7 and human colorectal cancer cells CaCO2 were infected by Ad-GFP-C197 respectively.

Using blank adenovirus carrier （Ad-GFP） as reference，the protein expression of C197 in 3 kinds of tumor cells infected by

Ad-GFP-C197 was detected by Western blot assay. The inhibitory effects of Ad-GFP-C197 on 3 kinds of tumor cells were detected

by MTT assay. The cell proliferation curve was drawn and the proliferation inhibition rate was calculated. RESULTS：The protein

expression of C197 was not detected in 3 kinds of tumor cells infected by Ad-GFP，while significant protein expression of C197

was found in above cells infected by Ad-GFP-C197. The proliferation curves of the 3 kinds of tumor cells infected by

Ad-GFP-C197 were significantly inhibited with the time extended，and the proliferation inhibitory rate reached 37.31％ -41.42％ .

CONCLUSIONS：Ad-GFP-C197 shows significant inhibitory effects on the proliferation of SGC7901，MCF7 and CaCO2 cells，

which is rapid to make up for the slow effect of other telomerase inhibitors.

KEYWORDS hTERT；Telomerase inhibitor；Recombinant adenovirus；Ad-GFP-C197；Tumor cell；Cell proliferation
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端粒是位于染色体末端由串联重复碱基序列

（TTAGGG）和端粒结合蛋白组成的特殊结构。在正常

细胞中，端粒可随着细胞分裂而缩短，当缩短到一定程

度时染色体末端会融合或降解，细胞则继而发生衰老和

死亡；但在肿瘤细胞中，端粒不会随着细胞的分裂而缩

短，因此肿瘤细胞才得以永生化 [1-3]。端粒酶是一种由

RNA模板和催化蛋白组成的核蛋白逆转录酶，能特异性

地在染色体DNA末端加上碱基序列TTAGGG片段以防

止端粒缩短；其在正常细胞中不表现活性，但在 75％～

95％的恶性肿瘤（如肺癌、胃癌、肝癌、大肠癌、肾癌、卵

巢癌、乳腺癌等）组织中表现出明显活性，因此被认为是

恶性肿瘤最为广泛的分子标记物[4]。

人端粒酶主要组成包括模板RNA（hTR）和人端粒

酶逆转录酶（hTERT），其以hTR作为模板在hTERT的催

化作用下延伸端粒，转染hTERT基因到无端粒酶活性的

正常组织细胞或肿瘤组织细胞中，可激活细胞中的端粒

酶[5]。因此，hTERT是决定端粒酶活性的主要因素[6]，其

已成为肿瘤形成、生长及发展等多种效应的核心调控分

子，是抗肿瘤治疗的重要靶点[7-8]。hTERT由N端（RNA

结合区）、逆转录区（催化活性区）和 C 端 3个功能区组

成，其中C端作为延长端粒的重要功能区[9]，目前相关研

究较少，故本课题组对hTERT C端进行研究。

腺病毒载体系统（AdEasy-1）是一种E1区和E3区双

缺 失 的 复 制 缺 陷 型 载 体 ，主 要 由 穿 梭 质 粒

（PAdTrack-CMV）和骨架质粒（PAdEasy-1）两部分组成，

该载体可通过在细胞内的复制大大增加治疗基因的拷

贝数，使治疗基因呈高水平表达；而且该载体不会整合

到宿主细胞内，安全性好，是应用于临床的一种优良的

基因治疗载体 [10]。本课题组在前期研究中，筛选得到

hTERT C端第 936～1 132位共 197个氨基酸片段（命名

为C197），并利用绿色荧光蛋白（GFP）标记的AdEasy-1

（命名为Ad-GFP）来构建装载C197的重组腺病毒（命名

为 Ad-GFP-C197），结果发现 C197能在细胞内高效表

达；同时，Ad-GFP-C197在体内外对肿瘤细胞增殖和肿

瘤组织生长均有抑制作用，且该抑制作用与其抑制端粒

酶活性、下调 hTERT 蛋白水平、抑制 NF-κB 通路中 p65

蛋白和 IκBα蛋白的表达有关[11]。本研究选取人胃癌细

胞 SGC7901、人乳腺癌细胞 MCF7和人结直肠癌细胞

CaCO2为对象，考察Ad-GFP-C197对上述3种肿瘤细胞

增殖的抑制作用，为基于端粒酶的肿瘤基因治疗提供新

的思路，并为进一步实现C197用于肿瘤的生物治疗提

供实验依据。

1 材料
1.1 仪器

BB15型 CO2细胞培养箱、FC 型酶标仪（美国 Ther-

mo Fisher公司）；Avanti J-30I型超速离心机（美国Beck-

man Coulter 公司）；BX43 型倒置荧光显微镜（日本

Olympus公司）；1658003型电泳仪、GelDoc XR+型凝胶

成像仪（美国Bio-Rad公司）；TE70XP半干转膜仪（美国

Hoefer公司）；T25培养瓶（美国Corning公司）；Beckman

离心管（香港弗科斯科技有限公司）；MD27透析袋（美国

Viskase 公司）；FFC58 暗盒（广州碧云天有限公司）；

JB-CJ-1500FX型超净工作台（苏州佳宝净化工程设备有

限公司）。

1.2 试剂

重组腺病毒 Ad-GFP-C197、不含 C197的空白腺病

毒Ad-GFP（本实验室自制，液氮保存）；胎牛血清、1％双

抗（青霉素-链霉素）（法国Biowest公司）；氯化铯（CsCl，

上海华蓝化学科技有限公司）；DMEM培养基（美国Gib-

co公司）；蛋白提取试剂盒（美国Omega公司）；二甲基噻

唑蓝（MTT，德国Sigma公司）；鼠抗His抗体、羊抗鼠 IgG

抗体、内参GAPDH抗体（美国Santa Cruz公司）；磷酸盐

缓冲液（PBS，pH 6.8）、显影粉、定影粉、十二烷基硫酸

钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE）（上海史瑞克生物

科技有限公司）；其余试剂均为分析纯，水为纯化水。

1.3 细胞

人胚胎肾细胞系HEK293细胞、人胃癌SGC7901细

胞、人乳腺癌MCF7细胞和人结直肠癌CaCO2细胞均购

自上海信然生物科技有限公司。

2 方法
2.1 细胞培养

取HEK293细胞、SGC7901细胞、MCF7细胞和Ca-

CO2细胞，在含有10％胎牛血清、100 U/mL 青霉素、100

μg/mL 链霉素的DMEM培养基（以下简称“培养液”）中，

于37 ℃、5％CO2条件下常规培养（以下培养条件相同），

待细胞生长至对数生长期时，取生长状态良好的细胞进

行试验。

2.2 Ad-GFP-C197的扩增、纯化及滴度测定

2.2.1 Ad-GFP-C197扩增 将 HEK293细胞铺于培养

瓶中，细胞密度为1×106～3×106个/mL，分别加入培养液

2 mL，常规培养 48 h 后取出。取出液氮中保存的

Ad-GFP-C197，在冰浴中融化后加入培养瓶，常规培养

过夜。次日取出培养瓶，在倒置荧光显微镜下观察病毒

感染情况（镜下可见感染病毒的细胞呈绿色彗星状）。

培养 3～5 d后，待 1/3的细胞感染病毒时，回收细胞，在

4 ℃条件下以1 000 r/min离心10 min；取下层5 mL液体

重悬细胞，将重悬后的细胞反复冻融（－80～37 ℃）3次

后即得病毒原液。

2.2.2 Ad-GFP-C197纯化 取Beckman离心管数根，用

75％乙醇浸泡 30 min 后，于超净工作台风干。在每根

Beckman管中先后加入不同浓度的CsCl溶液（4、2 mol/L）

2 mL，再在最上层加入“2.2.1”项下制得的病毒原液 1

mL，然后在4 ℃条件下以20 000 r/min真空离心2 h。离

心后小心取出，在超净工作台中，以5 mL注射器插入至

Beckman管乳白色病毒带处，吸出病毒带液体。病毒带

液体采用透析袋MD27（分子量：3 500 Da）于4 ℃条件下
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在 600 mL透析液（含 10％甘油的 0.01 mol/L PBS）中搅

拌透析，每6 h更换一次透析液，24 h后收集透析后的纯

化病毒并分装，于－80 ℃储存备用[12]。

2.2.3 病毒滴度的测定 取纯化后 Ad-GFP-C197 和

Ad-GFP，用PBS分别稀释10－2、10－3、10－4、10－5、10－6、10－7

共 6个梯度（即分别稀释 1×102、1×103、1×104、1×105、1×

106、1×107倍）。将HEK293细胞铺于24孔板中，每孔5×

105 个 细 胞 ，常 规 培 养 。 待 细 胞 贴 壁 后 ，分 为

Ad-GFP-C197 组和 Ad-GFP 组，分别加入不同梯度的

Ad-GFP-C197溶液和Ad-GFP溶液（50 μL/孔），继续常规

培养48 h。各个梯度均设置3个复孔。常规培养完毕后，

在倒置荧光显微镜下计数视野中的荧光细胞，每孔计数3

个视野，以每个视野20～50个荧光细胞为最佳[13]。根据

荧光细胞数，按照公式计算病毒滴度：滴度（PFU/mL）＝

（每个视野的荧光细胞数×每个孔的视野数）/（加入的病

毒液体积×稀释梯度）。根据滴度测定结果，按实际需要

的感染复数（MOI），以 PBS将病毒稀释至相应浓度，进

行后续试验。

2.3 Ad-GFP-C197感染后3种肿瘤细胞中C197蛋白的

表达水平检测

采用Western blot法测定C197蛋白的表达水平。试

验分为 SGC7901细胞组、MCF7细胞组和 CaCO2细胞

组，将上述3种细胞分别铺于培养瓶中，每瓶2×106个细

胞 ，常 规 培 养 48 h；按 MOI 为 100，分 别 采 用

Ad-GFP-C197和Ad-GFP感染上述细胞，继续常规培养

48 h。收集感染后的3组肿瘤细胞，分别用蛋白提取试剂

盒提取收集细胞蛋白，再经SDS-PAGE电泳、转膜后，置

于 5％脱脂奶粉封闭液中封闭 1 h；先后加入一抗（鼠抗

His抗体，1 ∶ 2 000）、内参GAPDH抗体（1 ∶ 2 000）和二抗

（羊抗鼠 IgG抗体，1 ∶3 000），于4 ℃孵育1 h后，用PBS洗

脱3次。在暗室中用暗盒进行压片，经显影后曝光得胶

片，晾干后拍照保存。采用 Image J 1.48软件分析目标

蛋白条带的灰度值以表示蛋白表达水平，重复分析3次，

绘制柱状图。

2.4 Ad-GFP-C197感染后 3种肿瘤细胞的增殖抑制率

检测

采用MTT法[14]测定细胞增殖抑制率。按“2.3”项下

分组，将SGC7901细胞、MCF7细胞和CaCO2细胞分别

铺于96孔板中，每孔1×104个细胞，每种细胞设置6个复

孔，共铺7块板。按MOI为100，分别采用Ad-GFP-C197

和 Ad-GFP 感染上述细胞，常规培养。每隔 24 h取 1块

板，弃去培养基，每孔加入5 mg/mL MTT溶液20 μL培养

4 h后，吸弃孔内溶液，加入二甲基亚砜 150 μL，振荡 10

min，使结晶物溶解。采用酶标仪在495 nm波长处测定

吸光度（OD值），并对OD值-时间绘制细胞增殖曲线图，

其中 OD 值越低，则表明细胞增殖受抑制程度越高；同

时，按公式计算不同时间点的细胞增殖抑制率[抑制率

（％）＝（ODAd-GFP－ODAd-GFP-C197）/ ODAd-GFP×100％]。

2.5 统计学方法

试验数据均以 x±s表示，采用GraphPad Prism 5统

计作图软件进行统计学分析。组间比较采用方差分析，

P＜0.05为差异有统计学意义。

3 结果
3.1 Ad-GFP-C197扩增、纯化及滴度测定结果

3.1.1 扩增结果 Ad-GFP-C197感染 HEK293细胞后

第2天，显微镜下可见彗星状绿色荧光细胞（见图1），表

明感染成功，Ad-GFP-C197能在细胞中复制；第5天时能

观察到有三分之一的细胞被感染。

3.1.2 纯化结果 经超速离心后，可在离心管中明显观

察到一条清晰的乳白色病毒条带。

3.1.3 滴度测定结果 经检测，Ad-GFP-C197的滴度为

3.14×1011 PFU/mL，Ad-GFP的滴度为2.10×1011 PFU/mL。

3.2 Ad-GFP-C197感染后肿瘤细胞内C197蛋白表达

情况

Ad-GFP 感染的 SGC7901细胞、MCF7细胞和 Ca-

CO2细胞中均未检测到 C197蛋白的表达，而 Ad-GFP-

C197感染的上述3种肿瘤细胞中C197蛋白均有明显表

达。蛋白表达电泳图见图2，灰度值柱状图见图3（注：由

于Ad-GFP感染细胞的C197蛋白表达均为阴性结果，因

此只提供SGC7901细胞感染后的结果）。

3.3 Ad-GFP-C197感染后肿瘤细胞的增殖抑制情况

与 Ad-GFP 比较，Ad-GFP-C197感染后 3种肿瘤细

胞的增殖曲线均表现出抑制现象，SGC7901细胞、MCF7

细胞均在第2天开始表现出受到抑制，CaCO2细胞在第

图 1 Ad-GFP-C197感染HEK293细胞后的荧光显微

镜图（×100）

Fig 1 Fluorescent image of HEK293 cells after infec-

ted by Ad-GFP-C197（×100）

图2 3种肿瘤细胞中的C197蛋白表达电泳图

Fig 2 Electrophorogram of C197 protein expression

in 3 kinds of tumor cells

C197

GAPDH

25 kD

36 kD

CaCO2
细胞

（Ad-GFP-
C197组）

Ad-GFP组 SGC7901
细胞

（Ad-GFP-
C197组）

MCF7
细胞

（Ad-GFP-
C197组）
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3天开始表现出受到抑制；3种肿瘤细胞的OD值分别从

第 4、5、4天开始组间差异有统计学意义（P＜0.05或P＜

0.01），详见图4。此外，随作用时间的延长，3种肿瘤细胞

的增殖抑制率均呈升高趋势；第3、4天时，CaCO2细胞增

殖抑制率较其他2种细胞显著更高，差异均有统计学意义

（P＜0.05或P＜0.01）；第6、7天时，MCF7细胞增殖抑制率

较其他 2种细胞显著更高，差异均有统计学意义（P＜

0.05）；3种肿瘤细胞的增殖抑制率最高可达 37.31％～

41.42％，详见表1。以上结果表明，Ad-GFP-C197对 3种

肿瘤细胞均有显著的增殖抑制作用。

4 讨论
肿瘤细胞与正常细胞的最大区别之一是 90％以上

的肿瘤细胞表现出端粒酶活性，而端粒酶可以延长端

粒，使肿瘤细胞得以永生，因此其成为区别肿瘤细胞与

正常细胞的重要标志之一[15-16]。端粒酶除了能通过延长

端粒促进肿瘤生长外，还能通过与 Wnt 信号通路的

β-catenin及转录因子Brg1结合，发挥促进肿瘤发生相关

靶基因（如 c-myc）表达[17-18]、调节细胞周期[19]、抑制活性

氧簇（ROS）诱导的细胞凋亡[20]等作用。

人端粒酶主要由hTR、有逆转录活性的hTERT和端

粒相关蛋白组成，hTERT是人端粒酶活性的限速酶，其

表达异常增加通常被认为是肿瘤发生的前期标志 [21]。

hTERT含有1 132个氨基酸，主要有3个功能部分，即与

hTR 结合的 N 端、逆转录区、与 DNA 结合的 C 端。

hTERT C端是端粒酶与染色体末端DNA 3′端悬突结合

的功能区，是端粒酶活性的重要部分[22]。与高度保守的

逆转录区不同，C端同源性较弱、保守性较低，是hTERT

与其他逆转录酶的主要区别之一，也是特异性抑制端粒

逆转录酶的重要靶位 [23]。hTERT 的 C 端含有多个结合

位点和定位区，也是其在细胞内进行端粒末端复制所必

需的结构域，因此笔者推测，当C197在细胞内大量表达

后，因为其含有相应的结合位点，能竞争性与 hTERT的

底物DNA 3′端悬突结合，从而抑制细胞内hTERT活性，

使细胞内的hTERT无法结合到Wnt通路启动子上，使该

通路受到抑制，进而起到抗肿瘤作用。基于此，本课题

组选择C197进行肿瘤细胞抑制作用研究。

目前抑制端粒酶活性的抗肿瘤化合物有很多，如端

粒酶抑制剂 GRN163L、G-四联体稳定剂 Telomestatin

等。其中GRN163L已进入Ⅱ期临床试验，但进展缓慢，

效果也难以令人满意，这是因为端粒酶抑制剂作用于端

粒酶后需要较长的时间才能表现出明显的抑制作用，这

一过程一般需要20 d左右，而在体内给药时这一过程更

长[24]。在这个漫长的过程中，许多肿瘤细胞的端粒依然

得以维持或代偿，使得上述抗肿瘤化合物难以发挥抑制

端粒酶的理想效果[25]。

本课题组前期研究对Ad-GFP-C197的表达载体进

行设计时，在C197的N端加上了6个His标签，这不但有

利于检测C197基因片段的表达，而且便于后续的蛋白

纯化 [11]。本研究发现，Ad-GFP-C197 感染后，C197 在
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图3 C197蛋白在3种肿瘤细胞中表达水平的灰度值柱

状图（n＝3）

Fig 3 Grayscale columnar of C197 protein expression

levels in 3 kinds of tumor cells（n＝3）
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Note：vs. cells infected by Ad-GFP，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01

图4 感染后3种肿瘤细胞的增殖曲线（n＝6）

Fig 4 Proliferation curve of 3 kinds of tumor cells af-

ter infection（n＝6）

表1 感染后不同时间点3种肿瘤细胞的增殖抑制率比

较（x±±s，n＝6，％％）

Tab 1 Comparison of the inhibitory rates of 3 kinds

of tumor cells after infection at different time

points（x±±s，n＝6，％％）

时间点
第1天
第2天
第3天
第4天
第5天
第6天
第7天

SGC7901细胞
1.64±0.04

4.68±0.46

4.61±0.21

20.79±0.79

33.98±1.46

33.31±3.89

37.31±6.09

MCF7细胞
1.88±0.14

6.43±0.35

5.35±1.08

14.94±0.27

34.71±3.09

41.42±0.94＊Δ

40.62±7.69＊Δ

CaCO2细胞
2.20±1.03

10.71±0.55

22.16±5.43＊##

31.78±2.89＊#

33.85±0.88

38.11±0.49

37.23±7.02

注：与 SGC7901细胞比较，＊P＜0.05；与 CaCO2细胞比较，ΔP＜

0.05；与MCF7细胞比较，#P＜0.05，##P＜0.01

Note：vs. SGC7901 cells，＊P＜0.05；vs. CaCO2 cells，ΔP＜0.05；vs.

MCF7 cells，#P＜0.05，##P＜0.01
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SGC7901细胞、MCF7细胞、CaCO2细胞中均能高水平

地表达；而且上述3种细胞的增殖均受到显著抑制，且从

第2～3天起即开始表现出增殖抑制现象，起效迅速。这

表明，Ad-GFP-C197克服了其他端粒酶抑制剂起效慢的

缺点，能够迅速发挥抑制肿瘤细胞增殖的作用。

综上所述，Ad-GFP-C197 能够在 SGC7901 细胞、

MCF7细胞、CaCO2细胞中高水平表达 C197，且对 3种

肿瘤细胞均有显著且迅速的增殖抑制作用。但C197能

否对肿瘤细胞中 hTERT的表达也产生影响尚不完全明

确，其抗肿瘤作用机制还需后续进一步研究。
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