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在上述肿瘤细胞和正常细胞中的增殖能力和杀伤作用!通过酶联免疫吸附

试验"
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表达量%结果
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的肿瘤细胞选择增殖性特性!能在胃肠道肿瘤细胞中大量增殖并杀灭肿瘤细胞!均强于
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在正常细胞中增殖和杀伤作用均较弱!类似于
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感染胃肠道肿瘤细胞后有大量的
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表达!并随

着感染时间延长表达量也相应上升!而
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感染后只有少量
()*"'
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的表达!而且感染的时间延长表达量变化也不大%

结论
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能选择性增殖&杀灭肿瘤细胞!同时大量表达具有抗肿瘤作用的治疗基因!发挥多重抗瘤作用!有良好的临

床应用前景%
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基因治疗和病毒治疗是近年来肿瘤治疗的研究热点'但

是#传统的基因治疗#如常用的非增殖型腺病毒传输治疗基因

存在治疗基因表达率低(靶向性差)

+
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%病毒治疗单用时肿瘤的

杀伤效率不够高#如已进入临床的溶瘤病毒
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基金项目"全国优秀博士论文专项基金资助项目$
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应用治疗头颈部肿瘤有效率不到
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'理论上#在溶瘤腺

病毒中插入具有抗癌作用的基因#在病毒选择性感染(增殖时

大量表达具有抗癌作用的细胞因子#是更有前景的抗癌新策

略)
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!"#$%&&

病毒系统是本室构建的人端粒酶逆转录酶

启动子$

M@8A@

&调控的溶瘤病毒#体外实验和荷瘤动物实验

均证明比
3"45'&+/

有更强的抗肿瘤效果)
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'为了进一步增

强抗肿瘤效果#本研究将具有抗肿瘤作用的小鼠
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'

干扰素基

因$
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&插入
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#构建了基因病 毒 治 疗 系 统
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$简称
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'为了明确治疗

基因插入是否影响溶瘤病毒的抗肿瘤作用和插入基因的表达

情况#本究采用胃癌细胞株
<=!'>?&+

(大肠癌细胞株
#@',?

和正常成纤维细胞株
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&作 为 对 照#进 行

!"#$%&&'2

!

抗肿瘤实验研究'
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材料与方法

C.C

!

材料
!

人胚胎肾
,?%

细胞株购自加拿大
2FNREUFOYFE'

:
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公司'健康人成纤维细胞
2A!'/

和人大肠癌细胞
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购自美国
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人胃癌细胞株
<=!'>?&+

购自中国科学院上海细胞研究所'

腺病毒
3"45'&+/

由美国加州大学
YJRW6Z

教授惠赠'重组

腺病毒
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和
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由本实验室

重组并保存'各细胞株培养液(培养血清及抗生素参照供应商

推荐#在
%> [

(

/X!3

,

条件下培养#

&.,/X

胰酶消化细胞(

传代'

C.D

!

方法

C.D.C
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病毒的扩增与纯化
!

腺病毒扩增采用
#8$,?%

细胞%

病毒纯化采用常规氯化铯梯度离心纯化法%采用
\UFE

L

JHJ

公

司的
@!)B

/&

法测定病毒滴度'

C.D.D
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病毒增殖实验
!

分别收集上述肿瘤及正常细胞株#计

数#按
/]+&

0

"孔接种
0

孔板'

,-M

后当肿瘤细胞达到对数生

长期#正 常 细 胞 达 到 接 触 抑 制#分 别 按
23)^/

感 染

!"#$%&&'2

!

(
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和
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'感染
,M

后#将培

养液替换成
/X

血清培养液#放置在
%>[

的
/X!3

,

孵箱中培

养'收集感染
&

(

-1M

细胞冻融液及上清#

@!)B

/&

法测定病毒

滴度#以
&M

病毒滴度为参照#算出病毒的增殖倍数'

C.D.E
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细胞病理效应$
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实验#
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将上述

肿瘤及正常细胞按
/]+&

- 个"孔的密度植入
,-

孔板中#每孔

加入
+(D

的培养基'

,-M

后对细胞换用无血清培养液#按

23)̂ &

(
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分别加入病毒
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#十字法摇匀#

,M

后换用
/X

血清培

养液#

%>[

#

/X !3

,

孵箱培养
>7

#每日观察细胞的生长情

况'

>7

后吸掉细胞培养液#每孔加入
/&&

#

D

结晶紫染色液

$

,X

结晶紫溶于
,&X

甲醇&#室温染色
+/(FH

#在纯水中洗掉

多余染液后拍照记录'
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细胞杀伤实验
!

接种上述肿瘤及正常细胞至
?0

孔细

胞培养板$

+&

-

"孔&#用含
+&X

胎牛血清的
B282

培养液在

/X !3

,

条件下培养
,-M

#按梯度
23)

值感染细胞#分别加入

病毒
!"#$%&&'2

!

(

!"#$%&&

和
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#

>7

后弃去病

毒残液#四唑盐比色试验$
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&检测
%

种病毒对各种细胞的

杀伤作用'用酶联免疫检测仪在
/>&H(

波长下测定光吸收

值#参考波长为
0/&H(

'每个病毒
23)

值做
1

个复孔#独立

重复
%

次'

23)

为病毒数量与细胞数量之比'

C.D.G

!

双抗体夹心法酶联免疫吸附试验$
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&检测
()*"'

!

表达量
!

分别收集上述肿瘤及正常细胞株#计数#按
/]+&

-

"

孔接种于
,-

孔板'

,-M

后当肿瘤细胞达到对数生长期#正常

细胞达到接触抑制#分别按
23)̂ +

感染
!"#$%&&'2
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和
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$携带
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的非增殖病毒&'感染
,M

后#将培

养液替换成
/X

血清培养液#放置在
%>[

的
/X !3

,

孵箱中

培养'收集感染
%

(

>7

细胞培养上清液#用
8D)<6

检测其中

()*"'

!

的表达量'

C.E

!

统计学处理
!

统计学软件采用
8ONJT,&&%

#所有定量实验

均重复
%

次#各组数据以
N_@

表示'

D

!

结
!!

果

D.C

!

!"#$%&&'2

!

和
!"#$%&&

病毒的扩增与纯化'与野

生型腺病毒比较#重组病毒
!"#$%&&

由
M@8A@

调控
8+6

基

因#而重组腺病毒
!"#$%&&'2

!

#在
M@8A@

之前插入了

!2`

启动子调控
()*"'

!

的基因表达盒'病毒在
,?%

细胞中

反复扩增到需要量#纯化后进行滴度测定#

!"#$%&&'2

!

和

!"#$%&&

滴度测定分别为
+.&]+&

?

(

+.0]+&

?

Q

SP

"

(D

'

D.D
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携带治疗基因的溶瘤腺病毒
!"#$%&&'2

!

选择性在胃

肠道肿瘤细胞中增殖#在
<=!'>?&+

(

#@',?

和
2A!'/

中的增

殖倍数分为
%,/%0

(

,/+/&

和
/&.,

#如图
+

所示'在肿瘤细胞

株和正常细胞株增殖差异比较中发现#

<=!'>?&+

"

2A!'/

和

#@',?

"

2A!'/

在
!"#$%&&'2

!

分 别 为
0-1

和
/&+

#在

!"#$%&&

分别为
-/&

和
,1&

#在
3"45'&+/

分别为
%,

和
+0

'

由此可见#与
!"#$%&&

相比#

()*"'

!

基因插入后#在各种细

胞中的增殖能力均有所下降#但肿瘤细胞内的选择性增殖能力

没有下降%与
3"45'&+/

相比#

!"#$%&&'2

!

显示出更为特

异的肿瘤细胞内选择性增殖能力'

图
+

!!

%

种病毒
-1M

增殖情况

D.E

!

!C8

实验可以较为直观地看出
%

种病毒对胃肠道肿瘤

细胞株和正常细胞株的杀伤能力'从图
,

$

-

中可以看出!

!"#$%&&'2

!

对肿瘤细胞株的杀伤能力明显高于正常肝细胞

株#在
23)

值为
+

时均基本杀灭#而正常细胞株至
23)

值为

+&&

时才有部分杀伤力'与
3"45'&+/

相比#

!"#$%&&'2

!

在肿瘤细胞株的杀伤能力明显增强而在正常细胞株中杀伤力

进一步减弱'

D.F

!

2@@

试验是一种检测细胞存活率(判定药物对细胞杀伤

作用的通用方法'结果表明#

!"#$%&&'2

!

(

!"#$%&&

和

3"45'&+/

均表现出了对胃肠道肿瘤细胞较强的杀伤力#

!"#$%&&'2

!

对正常细胞株杀伤力最弱'对不同细胞的半杀

伤剂量
)!

/&

的结果直观地表明
!"#$%&&'2

!

和
!"#$%&&

对

肿瘤 细 胞 的 杀 伤 力 与
3"45'&+/

相 比 有 明 显 提 高'

-%,,
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,&+,

年
1
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,,

期



!"#$%&&'2

!

虽然较
!"#$%&&

对肿瘤细胞的杀伤作用有所

下降#但在正常细胞中下降更明显#在
2A!'/

细胞中#其
)!

/&

值是
!"#$%&&

的
1

倍以上$表
+

&'

图
,

!!

%

种病毒在
<=!'>?&+

细胞株中的
!C8

试验

图
%

!!

%

种病毒在
#@',?

细胞株中的
!C8

试验

图
-

!!

%

种病毒在
2A!'/

细胞株中的
!C8

试验

表
+

!!

%

种病毒感染对不同细胞增殖的半抑制

!!!!

剂量
)!

/&

#

23)

$#

Q

SP

%

NJTT

$

病毒
#@',? <=!'>?&+ 2A!'/

!"#$%&&'2

!

&.&10 &.10- -,1.->

!"#$%&& &.&-% &.&/, /&.&&

3"45'&+/ 0.,>- >.-/% +>%.+%

表
,

!!

,

种病毒在不同细胞株上清液中
()*"'

!

的

!!!!

表达量#

QL

%

(D

$

细胞株
!"#$%&&'2

!

第
%

天 第
>

天

6789:

;

'2

!

第
%

天 第
>

天

<=!'>?&+ />/%>_+1-%+ ,/-?1+_1>,0 ,-,_-1 ,-0_+%

@#',? /1&&1_+/0>, -0&>>&_0?0?, +01_-& ,->_,%

2A!'/ 0-%_+,+ +,%,_,>> +&&/_+0/ +,,?_,&?

D.G

!

6789:

;

'2

!

是携带
()*"'

!

的非增殖型腺病毒#感染胃

肠道肿瘤细胞后只有少量
()*"'

!

的表达#感染时间延长#表

达量变化不大%而
!"#$%&&'2

!

感染胃肠道肿瘤细胞后均有

大量
()*"'

!

的表达#感染的时间延长#表达量均成倍上升'

<=!'>?&+

细胞株受
!"#$%&&'2

!

感染后
()*"'

!

的表达量

是
6789:

;

'2

!

的
,%1

倍$

%7

时&和
+&%>

倍$

>7

时&#

#@',?

细胞株受
!"#$%&&'2

!

感染后
()*"'

!

的表达量是
6789:

;

'

2

!

的
%-/

倍$

%7

时&和
+10/

倍$

>7

时&'对于正常细胞

2A!'/

#

,

种病毒感染后#

()*"'

!

的表达量相似#均不高#感染

的时间延长变化也不大'上述结果提示利用增殖型腺病毒携

带治疗基因能明显提高肿瘤局部治疗基因的表达'

E

!

讨
!!

论

,&

世纪
?&

年代初
29RKPa9

等)

0

*应用基因工程的方法将

病毒基因组进行改造#使病毒感染(复制及溶解细胞的能力在

肿瘤细胞内得到有效增强#而对正常细胞影响大为减少#肿瘤

病毒治疗逐渐成为研究的热点'这种经基因工程方法改造的

病毒被称为复制选择性溶瘤病毒$

RJ

Q

TFN9KFEH':JTJNKFIJEHNET

;

K'

FNIFRP:

&#简称为溶瘤病毒#其相应的治疗理念被称为病毒治疗

$

IFREKMJR9

Q;

&

)

>'1

*

'目前#改造腺病毒靶向机制主要有以下几

个方面!$

+

&改造病毒表面的结合蛋白#与某些特定的肿瘤组织

结合#从而使病毒只能感染特定的肿瘤组织'目前#研究主要

集中于腺病毒外壳蛋白的改造#包括纤维蛋白$

SFUJR

&(五邻体

$

Q

JHKEH

&及六邻体$

MJOEH

&蛋白)

?

*

'$

,

&根据肿瘤生物学行为

上的一些异常表现#选择性地缺失病毒在正常细胞复制所必需

而在肿瘤细胞中非必需的基因#如
3"45'&+/

是
8+Y'//WB

缺失的腺病毒#它依据多数人类肿瘤细胞
Q

/%

功能不良而正常

细胞
Q

/%

阳性的特点#可以特异地杀伤
Q

/%

缺失或变异的肿瘤

细胞'$

%

&在病毒增殖必须基因的上游插入肿瘤组织特异性启

动子或增强子#从而使病毒只在特定的肿瘤细胞内增殖#而在

其它细胞内处于失活状态#如甲胎蛋白$

6*C

&启动子)

+&

*

(前列

腺癌特异性抗原$

C<6

&启动子)

++

*

(缺氧启动子)

+,

*

(端粒酶逆转

录酶启动子$

M@8A@

&等'其中
M@8A@

是近年来的研究热点'

在构成人端粒酶的
%

个亚单位中
M@8A@

是决定其活性的主

要因素)

+%

*

#在原发性肿瘤和肿瘤细胞中有高表达#而在正常细

胞中不表达#并且
M@8A@

的表达与端粒酶活性高度相关)

+-

*

'

M@8A@

基因的启动子区域已经被克隆成功#是调控的是

M@8A@

基因转录的主要部位)

+/

*

'用
M@8A@

启动子控制

8+6

表达而获得的增殖性腺病毒#具有选择性裂解端粒酶阳

性肿瘤细胞的能力#而且杀伤能力与野生型腺病毒相当)

+0

*

#在

本室构建的溶瘤病毒
!"#$%&&

中也观察到相似的结果)

-

*

'

为了优 化 溶 瘤 病 毒 的 抗 癌 性#研 究 人 员 进 一 步 将

!"#$%&&

携带上治疗基因#期望治疗基因在端粒酶阳性的肿

瘤细胞中选择性地高表达#强化抗肿瘤效果'

)*"'

!

是已证实

有多重抗癌作用的细胞因子#其机理主要有)

+>'+1

*

!$

+

&影响细胞

周期#诱导细胞凋亡#直接杀伤肿瘤细胞%$

,

&直接抑制肿瘤血

管生成%$

%

&多重的免疫调节作用!调节
2#!

%

和
2#!

&

类

分子在大多数免疫细胞$如单核巨噬细胞(内皮细胞(上皮细胞

等&内的表达%诱导
@M,

向
@M+

分化#减少病毒抗体产生%增强

肿瘤坏死因子的抑瘤作用%激活巨噬细胞及细胞毒细胞

$

!@D

&#增加淋巴因子激活的杀伤细胞$

D6$

&的抗肿瘤活性'

虽然
)*"'

!

已应用到临床试验中)

+?

*

#但是不稳定(半衰期短(

活性低#需要高剂量反复注射方能取得一定的疗效#不良反应

较严重#费用高#因而应用明显受限'

在作者的前期研究中将腺病毒
8+6

基因置于
M@8A@

启

动子控制之下#并将含
()*"'

!

的外源基因表达盒插入到腺病

毒的基因组中#成功地构建一种新的基因
'

病毒治疗系统

!"#$%&&'2

!

)

/

*

'本研究发现#

()*"'

!

基因的插入虽然在各

/%,,
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,&+,

年
1

月第
-+

卷第
,,

期



种细胞株中的增殖能力和杀伤能力均有所降低#但正常细胞下

降更明显#与
!"#$%&&

相比肿瘤细胞内选择性增殖能力和对

肿瘤细胞的选择性杀伤能力均无下降#与
3"45'&+/

相比#在

肿瘤细胞中增殖能力和杀伤能力明显增强#而在正常细胞中的

毒性进一步下降#可见
()*"'

!

基因的插入没有改变溶瘤病毒

自身特异性杀灭肿瘤细胞的能力'与
6789:

;

'2

!

相比#

!"#$%&&'2

!

在胃肠道肿瘤细胞中能随着病毒的增殖大量表

达
()*"'

!

并随时间相对延长#表达量成倍上升#能有效避免

传统基因治疗中治疗基因表达率低的主要缺点'

胃肠道恶性肿瘤是十分常见的重大疾病#一经确诊绝大部

分为中晚期#治疗非常棘手且预后不理想'国内外文献报道端

粒酶阳性率在胃肠道肿瘤中为
1/.&X

$

?%.1X

#端粒酶活性

的表达和肿瘤浸润深度(淋巴结转移及
C@"2

分期显著相

关)

,&',-

*

'

!"#$%&&'2

!

既有类似
!"#$%&&

的溶瘤病毒选择

性杀伤端粒酶阳性的胃肠道肿瘤细胞的作用#同时也能随着病

毒大量增殖高效表达
)*"'

!

#具备了基因治疗和病毒治疗的双

重抗瘤作用#进一步动物试验极可能显示比
!"#$%&&

更强的

抗瘤效果#拥有较高的胃肠道肿瘤治疗潜力'
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结直肠癌端粒酶活性检测及其
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*王晓燕#陈萍#吴莺#等
.

端粒酶和端粒酶逆转录酶在胃癌

组织中的表达及临床意义)

Z

*

.

临床荟萃#

,&+&

#

,/

$

-

&!

,??'%&+.

$收稿日期!

,&+,'&,'+1

!

修回日期!

,&+,'&/'+>

&

0%,,

重庆医学
,&+,

年
1

月第
-+

卷第
,,

期


