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ｈＴＥＲＴ启动子调控的ＰＵＭＡ腺病毒转染卵巢癌ＣＯＣ１细胞的研究

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　　摘　要：目的　探讨卵巢癌ＣＯＣ１细胞中大量表达ｐ５３正向凋亡调控因子（ＰＵＭＡ）在抑制ＣＯＣ１细胞中的作用。方法　采

用人端粒酶逆转录酶（ｈＴＥＲＴ）启动子调控的ＰＵＭＡ基因腺病毒载体（ＡｄｈＴＥＲＴＰＵＭＡ）转染卵巢癌ＣＯＣ１细胞，通过细胞活

性检测试剂盒和凋亡试剂盒研究ＣＯＣ１细胞的生长情况，同时分析表达ＰＵＭＡ的水平。结果　转染ＡｄｈＴＥＲＴＰＵＭＡ后，ＰＵ

ＭＡ大量表达，抑制ＣＯＣ１细胞生长，促进细胞凋亡。结论　ＡｄｈＴＥＲＴＰＵＭＡ成功转染卵巢癌ＣＯＣ１细胞并大量表达，起到了

抑制卵巢癌细胞增长的作用。
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　　据统计，全世界每年约１２５０００人死于卵巢癌
［１］。卵巢癌

临床表现隐蔽，传统的治疗虽然可达到临床缓解，但７０％～

８０％仍将复发
［２］。约一半的人类肿瘤发生与抑癌基因失活有

关，而ｐ５３依赖的凋亡途径是很多肿瘤都存在的共同发病机

制［３］。虽然该机制未完全阐明，但大量数据证实通过转录激活

不同的靶促凋亡基因也可以实现，这其中大部分与ｐ５３正向凋

亡调控因子（ＰＵＭＡ）基因有着重要关系
［４］。虽然ＰＵＭＡ基

因细胞凋亡的能力较早发现，但由于ＰＵＭＡ缺乏靶向性，在杀

灭肿瘤细胞的同时连带正常组织细胞一并杀死，限制了其应

用［５］。目前，越来越多的基因治疗利用人端粒酶逆转录酶（ｈｕ

ｍａｎｔｅｌｏｍｅｒａｓｅｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ，ｈＴＥＲＴ）启动子控制下游

目的基因的表达，其有望成为比ｐ５３更好的基因治疗工具
［６８］。

本研究拟利用先前设计并构建好的 ｈＴＥＲＴ启动子控制的

ＰＵＭＡ腺病毒载体（ＡｄｈＴＥＲＴＰＵＭＡ），转染卵巢癌细胞系

ＣＯＣ１，让ＰＵＭＡ在卵巢癌细胞中大量表达，观察其对ＣＯＣ１

细胞的生长抑制作用和凋亡的影响，为实现卵巢癌的特异性基

因靶向治疗提供依据。

１　材料与方法

１．１　材料　卵巢癌ＣＯＣ１细胞购买于上海通派生物科技有限

公司，细胞培养相关试剂均购自 Ｇｉｂｃｏ公司。ＰＵＭＡ的酶联

免疫吸附测定（ＥＬＩＳＡ）试剂盒、ＡｎｎｅｘｉｎＶ／ＦＩＴＣ、ＰＩ染色试剂

盒和细胞活性检测（ＣＣＫ８）试剂盒均购自上海生物科技有限

公司。

１．２　方法

１．２．１　ＡｄｈＴＥＲＴＰＵＭＡ转染ＣＯＣ１细胞　取对数生长的

ＣＯＣ１细胞，消化计数，并以１×１０３ 个／孔接种于９６孔板中，

３７℃，５％ＣＯ２，细胞培养箱过夜培养。取不同感染强度的

ＡｄｈＴＥＲＴＰＵＭＡ感染上述细胞继续培养，感染９０ｍｉｎ后，

弃去病毒液，再添加完全培养基继续培养。

１．２．２　转染后细胞生长情况　采用ＣＣＫ８法研究感染强度

分别为０、１００、２００、３００ＭＯＩ（感染复数：感染时病毒与细胞数

量的比值）的ＡｄｈＴＥＲＴＰＵＭＡ，用于感染ＣＯＣ１细胞５ｄ内

细胞的生长情况。每一处理组至少设６个平行孔，实验重复２

次。计算平均值及标准差，绘制剂量效应曲线。待培养一定时

间后，以ＣＣＫ８法检测其光密度（犗犇）值。检测前弃去上清

液，用培养液洗３次。每孔加入适量的 ＣＣＫ８试剂。加入

ＣＣＫ８试剂２ｈ后酶标仪测定，４５０ｎｍ波长的吸收值。最终

以培养时间为横坐标，犗犇值代表细胞相对数为纵坐标绘制生

长曲线。

１．２．３　转染后细胞凋亡测定　取对数生长的ＣＯＣ１细胞，消

化计数，并以５×１０５ 细胞接种于６孔板中培养。加入 Ａｄ

ｈＴＥＲＴＰＵＭＡ感染９０ｍｉｎ后，弃去病毒液，再添加完全培养
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基继续培养４８ｈ。用ＰＢＳ重悬细胞，加入，混匀置于室温避光

孵育１５ｍｉｎ，置于流式细胞仪检测，并计算凋亡率（％）＝凋亡

细胞数量／总细胞数量×１００。

１．２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　ＡｄｈＴＥＲＴＰＵＭＡ转染ＣＯＣ１细

胞０～４８ｈ，提取６孔板中细胞的总蛋白。通过ＳＤＳＰＡＧＡ将

ＣＯＣ１细胞提取液中的各种蛋白按照相对分子质量大小分离。

采用湿式转膜将蛋白转印至硝酸纤维素膜上。将膜分别移入

含一抗（ｈＴＥＲＴ一抗稀释度１∶２０００，ＰＵＭＡ一抗稀释浓度

为１∶１０００）的１０ｍＬ溶液平皿中，４℃孵育过夜，１×ＴＢＳＴ

漂洗膜５ｍｉｎ３次。最后将膜在３７℃下染二抗（辣根过氧化物

酶标记，稀释浓度为 １∶１０００），再一次进行曝光，显影和

定影。

１．２．５　ＥＬＩＳＡ检测　将转染０～４８ｈ后的ＣＯＣ１细胞提取总

蛋白按照ＰＵＭＡ的ＥＬＩＳＡ试剂盒操作。

２　结　　果

２．１　ＰＵＭＡ抑制ＣＯＣ１细胞生长　腺病毒感染强度越高，

ＣＯＣ１细胞活性越低，生长越受到抑制。当感染强度为３００

ＭＯＩ时，细胞在５ｄ内，生长几乎停滞不前，４５０ｎｍ的犗犇 值

为未作转染处理（０ＭＯＩ）的细胞犗犇值的４．３倍，见图１。

图１　　重组腺病毒质粒酶切鉴定

２．２　转染后细胞凋亡测定　采用经典的 ＡｎｎｅｘｉｎＶ／ＦＩＴＣ和

ＰＩ染色法检测ＰＵＭＡ对ＣＯＣ１细胞凋亡的影响。染色后，经

流式细胞仪检测并统计凋亡的细胞数量，分别计算出０、１００、

２００、３００ＭＯＩ的ＡｄｈＴＥＲＴＰＵＭＡ转染ＣＯＣ１细胞０、６、１２、

２４和４８ｈ的凋亡率，见图２。随着时间的增长，ＡｄｈＴＥＲＴ

ＰＵＭＡ转染的细胞均出现凋亡率增长的趋势，同样，感染强度

增加，凋亡率增大。

图２　　不同转染强度的ＡｄｈＴＥＲＴＰＵＭＡ腺病毒

在０～４８ｈ内的凋亡率

２．３　细胞中ＰＵＭＡ的表达　为探讨ＰＵＭＡ诱导凋亡的机

制，本研究进一步从分子水平观察ＰＵＭＡ高表达对ＣＯＣ１细

胞凋亡的影响。选取３００ ＭＯＩ的 ＡｄｈＴＥＲＴＰＵＭＡ 转染

ＣＯＣ１细胞，依次按０、６、１２、２４ｈ和４８ｈ的时间点收取细胞并

提取总蛋白。通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和ＥＬＩＳＡ检测ＰＵＭＡ的变

化。结果表明，感染时间的延长，ＰＵＭＡ表达量逐渐增加（图

３），而未转染 ＡｄｈＴＥＲＴＰＵＭＡ腺病毒的ＣＯＣ１细胞，未能

检测到ＰＵＭＡ信号。

　　Ａ：聚丙烯酰胺凝胶电泳；Ｂ：ＥＬＩＳＡ。

图３　　ＡｄｈＴＥＲＴＰＵＭＡ腺病毒感染和处理的ＣＯＣ１

细胞在０～４８ｈ内表达ＰＵＭＡ的水平

３　讨　　论

卵巢癌是女性生殖系统最常见恶性肿瘤之一，病死率高居

妇科恶性肿瘤之首，且近年发病率呈逐年上升趋势。由于卵巢

癌具有发现晚，传统的手术不能根治，远期复发等特点，急需要

探索一种新的有效杀灭肿瘤细胞的方法出现。因此，靶向、基

因疗法等新兴治疗手段逐渐得到尝试，但结果不理想。

ＰＵＭＡ为Ｂｃｌ２家族成员，ｐ５３在转录水平上对其进行调

控［９］。大量研究表明，ＰＵＭＡ能在依赖ｐ５３和非依赖ｐ５３途

径中均发挥强大的促凋亡作用，并且其凋亡作用不受ｐ５３基因

突变影响［１０１２］，因此，ＰＵＭＡ基因在恶性肿瘤凋亡中的研究已

成为重要的基础和临床课题，其有望成为比ｐ５３更好的基因治

疗工具。但是，ＰＵＭＡ用于治疗恶性肿瘤也存在一个致命的

缺点：ＰＵＭＡ缺乏靶向性，在杀灭肿瘤细胞的同时，正常组织

细胞也会凋亡［８］。

另一方面，ｈＴＥＲＴ为含有１１３２个氨基酸残基的大分子

蛋白，是人端粒酶的重要组成部分，它和其他 ＲＮＡ结构一起

保证持续分化细胞中端粒的完整性。ｈＴＥＲＴ启动子在端粒酶

阳性的肿瘤细胞中被激活，而在端粒酶阴性的正常细胞中受抑

制［９］。ｈＴＥＲＴ被降解后的蛋白或者多肽片段通过 ＭＨＣＩ复

合体呈递于肿瘤细胞表面［１０］，故具有高度特异性，被广泛用于

各种恶性肿瘤的靶向治疗研究中。

基于以上两个方面，本研究设计了一种 ＡｄｈＴＥＲＴＰＵ

ＭＡ，利用ｈＴＥＲＴ的肿瘤特异性，让ＰＵＭＡ在卵巢癌细胞中

大量表达，从而实现卵巢癌的特异性靶向治疗。可以看到，装

载ＡｄｈＴＥＲＴＰＵＭＡ的腺病毒感染的ＣＯＣ１细胞的生长受

到明显的抑制，５ｄ内，通过ＣＣＫ８的检测，细胞活性停滞不

前。同时发现，随着时间的增长及感染强度的增加，Ａｄ

ｈＴＥＲＴＰＵＭＡ转染的细胞均出现凋亡率增长的趋势，这也充
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分说明了ＰＵＭＡ的表达可以有效地抑制细胞生长，促进细胞

凋亡，从而实现卵巢癌基因治疗的目的。为了更直接的判定

ＰＵＭＡ的过量表达，本研究分别通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔ和ＥＬＩＳＡ

技术对转染４８ｈ内的ＰＵＭＡ进行检测。结果证实了ＰＵＭＡ

的特异性过量表达，且远远高于未作任何处理的ＣＯＣ１细胞。

综上所述，首次尝试并实现了 ＡｄｈＴＥＲＴＰＵＭＡ在卵巢

癌细胞中大量表达，从而达到抑制细胞生长，促进细胞凋亡的

目的。为ＰＵＭＡ基因应用于卵巢癌的基因治疗创造可能。
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