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腺病毒介导 ＭＤＡ７／ＩＬ２４选择性杀伤肝癌
细胞 ＨｅｐＧ２的研究
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　　摘要：目的　观察 ＭＤＡ７／ＩＬ２４基因对肝癌的选择性杀伤作用，为肝癌的基因治疗提供理论基
础。方法　将携带人 ＭＤＡ７／ＩＬ２４基因的腺病毒 Ａｄ．ｍｄａ７感染人正常肝细胞 Ｌ０２和肝癌细胞
ＨｅｐＧ２；用 ＲＴＰＣＲ法观察 ＭＤＡ７／ＩＬ２４基因的表达；ＥＬＩＳＡ方法检测细胞培养上清液中 ＭＤＡ７／ＩＬ
２４蛋白的浓度；４甲基偶氮唑蓝染色法（ＭＴＴ）及 Ｈｏｅｃｈｓｔ染色观察 ＭＤＡ７／ＩＬ２４对肝癌细胞的生长
抑制和杀伤作用；ＡｎｎｅｘｉｎＶ和 ＰＩ双染后流式细胞仪检测 ２种细胞的凋亡；用流式细胞仪检测细胞周
期。结果　复制缺陷型腺病毒能介导外源基因 ＭＤＡ７／ＩＬ２４在肝癌细胞株 ＨｅｐＧ２和正常细胞 Ｌ０２
中的高效表达；细胞培养上清液中有 ＭＤＡ７／ＩＬ２４蛋白的表达；ＭＤＡ７／ＩＬ２４能明显抑制肝癌细胞
生长并可促进肝癌细胞的凋亡；ＭＤＡ７／ＩＬ２４阻滞肝癌细胞于 Ｇ２／Ｍ期，能选择性杀伤肝癌细胞而
对正常的肝细胞无阻滞作用和毒性作用。结论　复制缺陷型重组腺病毒载体 Ａｄ．ｍｄａ７能介导
ＭＤＡ７／ＩＬ２４基因在人肝癌细胞中高效表达，促使细胞增殖阻滞及诱导肿瘤细胞凋亡，选择性地杀
伤肝癌细胞 ＨｅｐＧ２，而对正常肝细胞 Ｌ０２无任何毒性作用。
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　　原发性肝细胞癌（ＨＣＣ）是最常见致死性恶性

肿瘤之一［１］，全世界每年约有 １２５万新发病例，其

中大约 ５０％集中在我国。目前肝癌临床治疗包括

外科手术切除和肝移植，但是仅有部分患者能得到

这些治疗，而且术后复发率很高。肝癌的基因治疗

包括抑癌基因的转基因治疗，如 ｐ５３和 Ｒｂ、反义核

酸技术、以自杀基因 ＨＳＶＴＫ为代表的药物基因治

疗及肿瘤疫苗等。然而目前的基因治疗大多在杀

伤肿瘤细胞的同时也杀伤正常细胞，不具肿瘤特异

性，故而限制了其临床应用。因此，探寻既可选择

性杀伤肿瘤细胞又对正常细胞无影响的治疗方案

已 成 为 癌 症 治 疗 的 研 究 热 点［２］。ＭＤＡ７／ＩＬ２４

（ｍｅｌａｎｏｍａｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎａｓｓｏｃｉａｔｅｄｇｅｎｅ７）是 Ｆｉｓｈｅｒ教

授利用亚减法技术从黑色素瘤细胞中经人 ＩＦＮβ
和 ＭＥＺ（ｍｅｚｅｒｉｎ，ＰＫＣ激活剂）诱生而得［３］，因此得

名 ＭＤＡ７，后来根据其生物学特性和染色体定位被

命名为 ＩＬ２４［２］。研究发现该基因对肿瘤具有选择

性杀伤作用，即能选择性杀伤肿瘤细胞而对正常细

胞无毒副作用。笔者构建了携带人 ＭＤＡ７／ＩＬ２４

基因的复制缺陷型腺病毒，并将其转染人肝癌细胞

株 ＨｅｐＧ２和正常肝细胞 Ｌ０２，以观察该细胞因子在

细胞中的表达和肝癌细胞的生长抑制及杀伤作用。

１　材料与方法

１．１　材料

非复制性腺病毒和细胞 Ａｄ．ｍｄａ７（ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ

ｖｅｃｔｏｒｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇＭＤＡ７／ＩＬ２４）和 Ａｄ．ｖｅｃ（空质粒病

毒）由本实验室利用细胞内同源重组的方法构建

（资料待发表）。人胚肾细胞株（ＨＥＫ２９３）来源于

同济医院儿科肾病研究室。人肝癌细胞株 ＨｅｐＧ２

和正常肝细胞株 Ｌ０２购于武汉生物典藏中心。引

物：设 计 ＭＤＡ７／ＩＬ２４上、下 游 引 物 分 别 为 ５′

ＧＧＧＣＴＧＴＧＡＡＡＧＡＣＡＣＴＡＴ３′，５′ＧＣＡＴＣＣＡＧＧＴＣＡＧＡＡＧ

ＡＡ３′，设计 Ａｃｔｉｎ上下游引物为５′ＣＣＴＴＣＣＴＧＧＧＣＡＡＴ

ＧＧＡＧＴＣＣＴ３′，５′ＧＧＡＡＣＡＡＴＧＡＴＣＴＴＧＡＴＣＴＴ３′。引物

由 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司合成。试剂：ＤＭＥＭ培养基及胎牛

血清均为美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司产品；青霉素、链霉素及

琼脂为 Ｓｉｇｍａ公司产品。ＴｒｉｚｏｌＲＮＡ提取试剂盒为

ＴＲＩＲＥＡＧＥＮＴ公司（ＵＳＡ）产品；逆转录 －多聚酶链

反应（ＲＴＰＣＲ）试剂盒为立陶宛 ＭＢＩ公司产品；酶

联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）试剂盒为美国 ＲａｐｉｄＢｉｏ公

司产品，抗体为美国 Ｂｉｏｔｉｎ公司产品；细胞增殖试剂

盒 （ＭＴＴ）购自德国 Ｒｏｃｈｅ公司；Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８试剂

为 Ｓｉｇｍａ公司产品；ＡｎｎｅｘｉｎＶＰＩ试剂盒为晶美公司

产品。

１．２　方法

１．２．１　细胞培养　人肝癌细胞株 ＨｅｐＧ２和正常肝

细胞株 Ｌ０２，用高糖 ＤＭＥＭ培养基（含 １０％小牛血

清，青霉素 １００Ｕ／ｍＬ，链霉素 １００Ｕ／ｍＬ）在有一定

湿度，５％ＣＯ２的 ３７℃培养箱中培养。

１．２．２　ＲＴＰＣＲ检测 ＲＮＡ的表达　取对数生长期

的上述 ２种 细 胞，分 成 ３组，即 对 照 组 （无 血 清

ＤＭＥＭ），Ａｄ．ｖｅｃ组和 Ａｄ．ｍｄａ７组，将纯化的腺病

毒按 １０００ｖｐ／细胞（ｖｉｒｕｓｐａｒｔｉｃｌｅ／ｃｅｌｌ）感染上述细

胞。感染 ４８ｈ后，按 Ｔｒｉｚｏｌ试剂盒说明提取各细胞

总 ＲＮＡ，并以其为模板进行半定量 ＲＴＰＣＲ循环。

上游引物为 ５′ＧＧＧＣＴＧＴＧＡＡＡＧＡＣＡＣＴＡＴ３′；下游引

物为 ５′ＧＣＡＴＣＣＡＧＧＴＣＡＧＡＡＧＡＡ３′，扩增片段长度为

３８１ｂｐ。反应条件：３７℃逆转录 ５０ｍｉｎ，９６℃ ５ｍｉｎ；

９５℃ ３０ｓ，５６℃ ３０ｓ，７２℃ ３０ｓ，共 ３０个 循 环；

７２℃延长 ５ｍｉｎ。同反应条件扩增 Ａｃｔｉｎ片段，长度

为 ２０１ｂｐ。ＲＴＰＣＲ产物经 １％琼脂糖凝胶电泳观

察结果。

１．２．３　ＥＬＩＳＡ技术　细胞按上述方法处理，４８ｈ

后，取各组细胞培养瓶内的培养液，以 ２０００ｒ／ｍｉｎ

离心 １０ｍｉｎ，收集各组上清液，保存于 －２０℃。按

人 ＩＬ２４ＥＬＩＳＡ试剂盒说明书操作，酶标仪 ４５０ｎｍ

测量各组上清液内 ＭＤＡ７／ＩＬ２４的 ＯＤ值，根据标

准曲线计算出各组相应的浓度值。

１．２．４　ＭＴＴ检测细胞的体外增殖　取对数生长期

ＨｅｐＧ２和 Ｌ０２细胞，用胰酶消化后，加入培养液吹

打混匀，以 ２ ×１０３／孔的细胞浓度接种于 ９６孔培

养板。每孔加入 ２００μＬ５％的 ＤＭＥＭ，３７℃，５％

ＣＯ２条件下培养。２４ｈ后分成 ３组，每组 ６列；分别

加入无血清 ＤＭＥＭ，Ａｄ．ｖｅｃ（１０００ｖｐ／细胞），Ａｄ．

ｍｄａ７（１０００ｖｐ／细胞）。每天定时加入 ２０μＬ５ｍｇ／

ｍＬ的 ＭＴＴ；３７°孵育 ４ｈ后吸尽培养液，加入二甲亚

砜（ＤＭＳＯ）１５０μＬ，再次 ３７°孵育 １５ｍｉｎ后在酶标仪

０５８
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上 ５４０ｎｍ波长 Ａ值读数，取平均值分析。

１．２．５　Ｈｏｅｃｈｓｔ凋亡细胞检测　在 ６孔板中盖玻片

上接种 ＨｅｐＧ２和 Ｌ０２细胞至 ４０％满后分成 ３组，

分别加入无血清 ＤＭＥＭ，Ａｄ．ｖｅｃ（１０００ｖｐ／细胞）和

Ａｄ．ｍｄａ７（１０００ｖｐ／细胞）处理，４８ｈ后，用 ４％多

聚甲醛固定 ３０ｍｉｎ，反复磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）洗涤

后加入 ２ｍＬ配制好的 Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８溶液，避光染

色 １５ｍｉｎ后在奥林巴斯 ＢＸ６０荧光显微镜下观察。

以连续计数 １０００个细胞作为计数结果进行 χ２检

验。

１．２．６　流式细胞仪检测细胞凋亡　６孔板中接种

ＨｅｐＧ２和 Ｌ０２细胞至 ３０％满后，分成 ３组，分别加

入无 血 清 ＤＭＥＭ，Ａｄ．ｖｅｃ（１０００ｖｐ／细 胞）和 Ａｄ．

ｍｄａ７（１０００ｖｐ／细胞）处理，４８ｈ后用胰酶收获细

胞，用 ＰＢＳ洗后调整细胞浓度为 １×１０６／ｍＬ，加入

结合缓冲液后取 １００μＬ，分别加入 ５μＬＡｎｎｅｘｉｎＶ

和 １０μＬＰＩ染液，避光作用 １５ｍｉｎ后用流式细胞仪

检测（美国 ＢｅｅｔｏｎＤｉｃｋｉｎｓｏｎ公司的 ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ型

流式细胞仪）。

１．２．７　流式细胞术检测细胞周期增殖活性　６ｃｍ

培养皿中接种 ＨｅｐＧ２和 Ｌ０２细胞至 ３０％满后分成

３组，用无血清 ＤＭＥＭ同步 ２４ｈ后，分别加入无血

清 ＤＭＥＭ，Ａｄ．ｖｅｃ（１０００ｖｐ／细 胞 ）， Ａｄ．ｍｄａ７

（１０００ｖｐ／细胞）处理，４８ｈ后用胰酶收获细胞，制

成单细胞悬液，ＰＢＳ冲洗 ２遍后 ７０％酒精 －２０℃固

定过夜。ＰＢＳ液洗 １遍后重悬在 ５００μＬ的 ＰＩ溶液

中，（内含 ５ｍｇ／ｍＬＰＩ，１０ｍｇ／ｍＬＲＮＡ酶）。染色

３０ｍｉｎ后进行流式细胞分析。流式细胞仪以氩离子

激光作为光源，激光波长 ４８８ｎｍ。应用 ＤＮＡ细胞

周期分析软件（Ｍｕｌｔｉｃｙｃｌｅ软件）计算 ＤＮＡ组方图

Ｇ０／Ｇ１，Ｓ，Ｇ２／Ｍ期百分比。所得结果经 ｔ检验进行

统计学分析。

１．３　统计学方法

所有数据应用统计学软件 ＳＰＳＳ１１．０处理，取 Ｐ

＜０．０５为差异有显著性。

２　结　果

２．１　ＲＴＰＣＲ电泳结果

用 ＰＣＲ方法扩增所得目的基因片断（ＩＬ２４）长

约 ３８０ｂｐ（图 １），与预期结果相符。提示腺病毒介

导的 ＭＤＡ７／ＩＬ２４的基因已在肝癌细胞 ＨｅｐＧ２和

正常的 肝 细 胞 Ｌ０２中 表 达，而 同 时 转 染 无 血 清

ＤＭＥＭ和 Ａｄ．ｖｅｃ的细胞中无表达。

ＭＤＡ７　 Ａｃｔｉｎ　

　　１：ｍａｒｋｅｒ；２：Ｌ０２的空白组；３：Ｌ０２的空病毒组；４：Ｌ０２的 Ａｄ．ｍｄａ７组；５：ＨｅｐＧ２的空白组；６：ＨｅｐＧ２的空病毒组；

７：ＨｅｐＧ２的 Ａｄ．ｍｄａ７组。

图 １　ＭＤＡ７／ＩＬ２４ｍＲＮＡ及 Ａｃｔｉｎ的 ＲＮＡ的表达

２．２　ＥＬＩＳＡ蛋白表达分析

蛋白的表达结果通过对比标准曲线 ４８ｈ后 Ｌ０２

的上清液中的 ＭＤＡ７／ＩＬ２４的浓度为 １３０ｐｇ／ｍＬ，

而感染 Ａｄ．ｍｄａ７４８ｈ后的 ＨｅｐＧ２上清液中的细胞

浓度为 １１０ｐｇ／ｍＬ。提示 ＭＤＡ７／ＩＬ２４蛋白能在该

２种细胞内表达，是一种分泌型蛋白。

２．３　ＭＴＴ实验

Ａｄｍｄａ７感染后的肝癌细胞 ＨｅｐＧ２增殖明显被

抑制，与对照组和 Ａｄ．ｖｅｃ组的增殖状况有显著性

差异（均 Ｐ＜０．０１），而对正常的肝细胞 Ｌ０２无明

显的抑制增殖作用（Ｐ＞０．０５）（图 ２）。Ａｄ．ｍｄａ７

感染后的正常肝细胞增殖状况同对照组和 Ａｄ．ｖｅｃ

组（Ｐ＞０．０５），说明 Ａｄｍｄａ７不能抑制正常的肝

细胞的增殖。
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Ａｄ．ｍｄａ７不能抑制 Ｌ０２的增殖 Ａｄ．ｍｄａ７能强烈抑制 ＨｅｐＧ２增殖

图 ２　Ａｄ．ｍｄａ７选择抑制肝癌细胞 ＨｅｐＧ２的增殖

２．４　细胞凋亡结果

２．４．１　 Ｈｏｅｃｈｓｔ染 色 提 示 ＭＤＡ７能 促 进 ４８％

ＨｅｐＧ２细胞凋亡（图 ３），空白对照组仅出现 １．１％，

Ａｄ．ｖｅｃ组出现 １．６％的细胞凋亡，Ａｄ．ｍｄａ７组与

Ａｄ．ｖｅｃ组和空白组差异有高度显著性差异（Ｐ ＜

０．００５）（Ｐ＝７．９２ｅ－０１１，Ｐ＝７．４２ｅ－０１１），后

２者之间差异无显著性（Ｐ＞０．０５）（Ｐ＝０．３３）。

图 ３　ＭＤＡ７／ＩＬ２４选择性杀伤 ＨｅｐＧ２肝癌细胞而对正常肝细胞无毒性作用（×４００）

２．４．２　流式细胞仪检测　Ａｄ．ｍｄａ７的感染能促

进肝癌细胞 ＨｅｐＧ２的大量凋亡（Ｐ ＜０．０５），而对

正常的肝细胞 Ｌ０２无促进凋亡的作用（Ｐ ＞０．０５）

（Ｐ＝０．３７）（附表）。

附表　腺病毒介导 ＭＤＡ７／ＩＬ２４选择性诱导肝癌细胞 ＨｅｐＧ２的凋亡

Ｌ０２

对照组 Ａｄ．ｖｅｃ组 Ａｄ．ｍｄａ７组

ＨｅｐＧ２

对照组 Ａｄ．ｖｅｃ组 Ａｄ．ｍｄａ７组

早期凋亡细胞 １１０±２３ １２０±３６ １００±１１ １５０±３７ ３００±８５１） １９９０±４３０１），２）

晚期凋亡细胞 ６０±１４ １００±２１ １３０±１５ １１０±４０ ２００±６３１） １３７０±９０２１），２）

总凋亡细胞 １７０±２８ ２２０±４５ ２３０±１６ ２６０±７２ ５００±１５０１） ３３６０±１３２０１），２）

　　　　注：１）与对照组比较，Ｐ＜０．０１；２）与Ａｄ．ｖｅｃ组比较，Ｐ＜０．０１

２５８
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２．５　流式细胞仪检测及分析细胞周期

Ａｄ．ｍｄａ７能引导 ＨｅｐＧ２细胞阻滞在 Ｇ２／Ｍ期

（图 ４）。细胞周期图经软件分析后提示 Ａｄ．ｍｄａ７

能引导肝癌细胞 Ｇ２／Ｍ期阻滞，Ｇ２／Ｍ期的比例提

高。４８ｈ后 Ｇ２／Ｍ 期的比例从对照组的 ６．４４％，

Ａｄ．ｖｅｃ的 １０．２９％上升到 Ａｄ．ｍｄａ７的 ３２．２９％

（Ｐ＜０．０１）；而正常的肝细胞 Ｌ０２各组的 Ｇ２／Ｍ

期的比例分别为 ５．５４％，６．６５％和 ７．９５％（Ｐ ＞

０．０５）。提示 Ａｄ．ｍｄａ７不能阻滞肝细胞 Ｌ０２细胞

的增殖。

图 ４　Ａｄ．ｍｄａ７的感染能阻滞 ＨｅｐＧ２在 Ｇ２／Ｍ期。

３　讨　论

Ｊｉａｎｇ等［３］研 究 发现，ＭＤＡ７／ＩＬ２４基因在黑

色素细胞中高表达而在黑色素瘤细胞中低表达，

黑色素瘤恶性度与该基因表达水平呈负相关，将

该基因转染入恶性的黑色素瘤细胞后发现它具有

强烈的生长阻滞、促凋亡作用及促进分化作用，甚

至可以逆转黑色素瘤的恶性。初期研究表明，该

基因具有潜在的抗肿瘤作用。当通过腺病毒转染

ｍｄａ７进入细胞后，令人惊奇的是 ｍｄａ７能选择性

地杀死 肿 瘤细胞而对正常细胞无影响［３］。因 为

ＭＤＡ７结构和功能以及其作用受体和染色体的位

置，现被重新命名为 ＩＬ２４，作为 ＩＬ１０家族中的

一种新的细胞因子［４－６］。已有的研究［２－３，７－１２］发

现该基因不仅能引起黑色素瘤细胞生长抑制，而

且能促进其他多种癌细胞的生长抑制和凋亡，如

肺癌［１１－１２］、乳 腺 癌［１３］、胰 腺 癌［１４］、胶 质 瘤［１５－１６］

和前列腺癌［１７］等。相对于 ｐ５３等抑癌基因，ＭＤＡ

７／ＩＬ２４抑制癌细胞的增长与这些癌细胞中其它

抑 癌 基 因 ｐ５３， Ｒｂ，或 ｐ１６ｉｎｋ４ 的 状 态 无

关［２，１１，１４］，因 而 能 更 有 效 地 应 用 于 癌 症 治 疗。

ＭＤＡ７／ＩＬ２４在不同的肿瘤型中有着不同的凋亡

和凋 亡 机 制［２］。ＭＤＡ７／ＩＬ２４的 凋 亡 介 质 包 括

ｃａｓｐａｓｅｓ，ｐ５３，ＢＡＸ，ＢＡＫ，ＴＲＡＩＬ，Ｆａｓ和 ＤＲ４，介

导的 凋 亡 的 信 号 分 子 包 括 ＰＫＲ， ｐ３８ ＭＡＰＫ，

ＰＩ３Ｋ，ＪＮＫ 和 ＧＳＫ３等［２，８］。ＭＤＡ７／ＩＬ２４能增

加肿 瘤 细 胞 对 放 射 线 的 敏 感 性［２，１１］。更 有 趣 的

是，以往 研 究［２－３，７，１７］表 明 该 基 因 对 正 常 表 皮 细

胞，肺成纤维细胞，乳腺细胞，前列腺和肺上皮细

胞，星形胶质细胞，内皮细胞及黑色素细胞等正常

细胞均无任何毒副作用，提示其具备恶性肿瘤选

择性。因此认为，ｍｄａ７是一种具有杀死肿瘤细胞

而对正常细胞无毒性作用的多功能细胞因子，故

其具有极大的临床抗肿瘤应用价值。

肝癌目前的治疗效果非常令人沮丧，因为肝癌

很早就具有转移性，在治疗前大部分已经具有了

全身的转移微小病灶，成为日后治疗复发的主要

原因，同时肝癌对放射治疗和化疗并不敏感，因而

有研究利用各种方法尽量增加化疗的敏感性以及

其机理研究［１８－１９］。因此，如何能杀死远处的微小

肿瘤病灶（旁路杀伤途径），增加肿瘤细胞对放疗

和化疗的作用，同时选择性杀伤肿瘤细胞的治疗

就是一 个 极好 的治 疗方 式了［２０］。而 ＭＤＡ７／ＩＬ

２４就是具有上述多种作用方式，是一个极有希望

用于肝癌治疗的基因。

在 Ｆｉｓｈｅｒ教授的指导下，笔者成功地构建了携

带 ＭＤＡ７／ＩＬ２４的复制缺陷型腺病毒载体，并将

其 转 染 人 正 常 肝 细 胞 株 Ｌ０２及 肝 癌 细 胞 株

ＨｅｐＧ２，观察其对两种细胞的不同作用，为该基因

应用于肝癌的临床治疗提供理论依 据。ＲＴＰＣＲ

提示 Ａｄ．ｍｄａ７腺病毒已将 ＭＤＡ７／ＩＬ２４转入人

正常肝细胞株 Ｌ０２及肝癌细胞株 ＨｅｐＧ２中，而对

照组和 Ａｄ．ｖｅｃ组则无 ＭＤＡ７／ＩＬ２４的表达。作

为一种分泌蛋白，ＥＬＩＳＡ提供 很好 的蛋白 表达结

果。尽管二种细胞感染 Ａｄ．ｍｄａ７后都有 ＭＤＡ７／

ＩＬ２４蛋白 的 表 达，但 后 续 的 结 果 却 完 全 不 同。

ＭＴＴ试验提示该基因转染入细胞后，能明显地抑

制肿瘤细胞的生长（ＨｅｐＧ２），与对照组和 Ａｄ．ｖｅｃ

组比较具有显著性差异；同样剂量转染正常的肝
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细胞 Ｌ０２后，无论是正常对照组和 Ａｄ．ｖｅｃ组或

Ａｄ．ｍｄａ７组，均未出现增殖阻滞，差异无显著性。

和以往的研究一样［２］，ＭＤＡ７／ＩＬ２４阻滞肝癌细

胞的增殖在 Ｇ２／Ｍ期，从以上结果提示 Ａｄ．ｍｄａ７

能介导 ＭＤＡ７／ＩＬ２４在正常的肝细胞和肝癌细胞

中表达，过表达 ＭＤＡ７／ＩＬ２４能明显促进肝癌细

胞 ＨｅｐＧ２凋亡，阻滞其增殖，而对正常的肝细胞却

无毒性作用。因此认为，在理论上 Ａｄ．ｍｄａ７具有

治疗肝癌的作用，将可能为肝癌治疗开阔一条新

的途径。
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