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腺病毒介导野生型 ＰＴＥＮ基因对乳腺癌
ＭＤＡＭＢ４６８细胞周期的影响
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　　摘要：目的　探讨腺病毒介导野生型 ＰＴＥＮ基因对乳腺癌 ＭＤＡＭＢ４６８细胞周期时相的影响。
方法　构建含 ＰＴＥＮ目的基因的腺病毒穿梭质粒 ｐＡｄＴｒａｃｋＣＭＶＰＴＥＮ与骨架质粒 ｐＡｄＥａｓｙ１，将重组腺
病毒 ｐＡｄＰＴＥＮ制备成纯化高效的含绿色荧光蛋白（ＧＦＰ）的 ＰＴＥＮ腺病毒，体外转染人乳腺癌 ＭＤＡ
ＭＢ４６８后，检测 ＰＴＥＮ表达后对乳腺癌 ＭＤＡＭＢ４６８细胞周期的影响。结果　携带 ＰＴＥＮ基因重组腺
病毒载体成功构建，检测病毒滴度为 ２．５×１０１０ｐｆｕ／ｍＬ。表明重组腺病毒已含有 ＰＴＥＮ蛋白。流式细
胞术显示对照组处于 Ｇ１期的细胞占 ４１．１８％，ＰＴＥＮ蛋白表达后处于 Ｇ１期的细胞占 ５６．４７％。结论
　利用腺病毒载体系统 ＡｄＥａｓｙ１可快速构建表达 ＰＴＥＮ基因的腺病毒载体，可高效制备均一的高滴度
重组病毒；野生型 ＰＴＥＮ基因转染使乳腺癌细胞周期停滞于 Ｇ１期。
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　　ＰＴＥＮ基因定位于染色体 １０ｑ，在多种进展期
肿瘤均有突变［１］。肿瘤中 ＰＴＥＮ基因突变导致其
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磷酸酶活性剧降，肿瘤细胞恶性增殖能力增强，ＰＴＥＮ
特异性使磷酯酰肌醇 ３，４，５三磷酸去磷酸化，拮抗
Ｐ１３Ｋ／ＡＫＴ信号通路，具有调节细胞生长、增殖、迁移等
多种功能。本研究构建了携带人抑癌基因 ＰＴＥＮ的重
组腺病毒载体，将含有人 ＰＴＥＮｃＤＮＡ转染人乳腺癌细
胞系ＭＤＡＭＢ４６８，观察野生型 ＰＴＥＮ基因的表达对人
乳腺癌细胞周期时相的影响，报告如下。
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１　材料与方法

１．１　材料
腺病毒载体 ＡｄＥａｓｙ系统由 ＪｏｈｎｓＨｏｐｋｉｎｓ肿瘤

中心的 ＴｏｎｇｃｈｕａｎＨｅ博士惠赠；其中骨架质粒

ｐＡｄＥａｓｙ１（氨苄青霉素抗性）为缺失 Ｅ１区和 Ｅ３

区的 ５型野生型腺病毒基因组质粒，穿梭质粒

ｐＡｄＴｒａｃｋＣＭＶ（卡那霉素抗性）带有绿色荧光蛋白

（ｇｒｅｅｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎ， ＧＦＰ）基 因。 质 粒

ｐｃＤＮＡ３ＰＴＥＮ由 德 国 Ｋａｚ博 士 惠 赠；它 含 有 约

１．２ｋｂ的抑癌基因 ＰＴＥＮｃＤＮＡ开放阅读框，其酶切

位点在限制性内切酶 ＨｉｎｄＩＩＩ和 ＸｂａＩ之间。ＤＨ５α

和 ＪＭ１０９菌株由同济医学院分子生物学实验室

赠送。２９３细 胞 株 购 于 中 科 院 上 海 细 胞 所。

ＭＤＡＭＢ４６８乳腺癌细胞系由上海肿瘤医院邵志

敏教授惠赠。限制性内切酶 ＨｉｎｄＩＩＩ和 ＸｂａＩ及 Ｔ４

连接酶购于 ＴａＫａＲａ公司。稀有的限制性内切酶

ＰｍｅＩ和 ＰａｃＩ购于 ＮｅｗＥｎｇｌａｎｄＢｉｏｌａｂｓ公司。脂质

体 ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００、胎牛血清为 Ｇｉｂｃｏ公司产品。

电转仪为 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｏｒａｔｏｒ２５１０型。

１．２　 重组腺病毒载体的构建

用 ＨｉｎｄＩＩＩ＋ＸｂａＩ分别双酶切 ｐＡｄＴｒａｃｋＣＭＶ

和 ｐｃＤＮＡ３ＰＴＥＮ；电泳后用 Ｇｌａｓｓｍｉｌｋ法分别回收

ＰＴＥＮｃＤＮＡ片断（约 １．２ｋｂ）及 ｐＡｄＴｒａｃｋＣＭＶ载

体片断；用 Ｔ４ＤＮＡ连接酶将两者连接，然后转化

大肠杆菌 ＪＭ１０９；挑选转化菌落；小量快速提取质

粒，双酶切鉴定穿梭质粒 ｐＡｄＴｒａｃｋＣＭＶＰＴＥＮ。

ｐＡｄＴｒａｃｋＣＭＶＰＴＥＮ经 Ｐｍｅｌ酶切线性化后，

与 ｐＡｄＥａｓｙ１混合，转化电穿孔制备的感受态细菌

ＢＪ５１８３（２５μＦ，２００欧，１．５ｋＶ）。挑选阳性克隆，

酶切鉴定，获重组腺病毒载体，命名为 ｐＡｄＰＴＥＮ。

１．３　转染 ２９３细胞和重组腺病毒液（ＡｄＰＴＥＮ）

的制备

２９３细胞用含 １０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ，３７℃，

５％ＣＯ２培养。于转染前将 ｐＡｄＰＴＥＮ经 ＰａｃＩ酶

切线性化后，按脂质体 ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００转染试剂

说明书转染。通过荧光显微镜直接观察转基因细

胞 ＧＦＰ表达；待贴壁细胞变圆、脱落后，收集培养

上清及细胞，于 ３７℃／－７０℃条件下反复冻融 ４

次，离心取含病毒的上清液，倍比稀释病毒上清。

以感染细胞 ＧＦＰ阳性数目计算病毒滴度，重新感

染 ２９３细胞进行病毒的大量扩增。重组腺病毒大

量繁殖后用氯化铯（ＣｓＣ１）密度梯度超离心法制

备纯化的重组腺病毒。

１．４　病毒感染效率的测定

按 ２×１０６ 细胞／孔的量将体外培养扩增的

ＭＤＡＭＢ４６８乳腺癌细胞接种于 ６孔板。待细胞

约 ８０％ ～９０％汇合时，用 ｐＡｄＰＴＥＮ的病毒上清

感染复数（ｍｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｙｏｆｉｎｆｅｃｔｉｏｎ，ＭＯＩ）为 １０，５０，

８０，１００感染 ＭＤＡＭＢ４６８乳腺癌细胞系，２４ｈ在

荧光显微镜下计数 ＧＦＰ阳性率。

１．５　基因转染

ＭＤＡＭＢ４６８乳腺癌细胞以 １×１０３ 接种于

９６孔板，３７℃，５％ ＣＯ２培养箱中培养 ２４ｈ；用

ＭＯＩ为 １００的感染强度分别 加入重 组腺 病毒

ｐＡｄＰＴＥＮ。２４ｈ后在荧光显微镜下可见转染 ＰＴＥＮ

基因的乳腺癌细胞出现绿色荧光，而未转染 ＰＴＥＮ

基因的乳腺癌细胞则未见荧光。

１．６　转 ＰＴＥＮ基因 ＭＤＡＭＢ４６８乳腺癌细胞基

因组免疫印迹分析

ＭＤＡＭＢ４６８乳腺癌细胞经 ＡｄＰＴＥＮ载体感

染 ２４ｈ后（ＭＯＩ＝１００ｐｆｕ），细胞用磷酸盐缓冲液

（ＰＢＳ）洗两遍后，收集细胞于溶解缓冲液中。在细

胞破裂匀浆化，用１００００ｒ／ｍｉｎ离心３０ｍｉｎ，病毒上

清用 ８％ＳＤＳＰＡＧＥ分离蛋白质，行免疫印迹分析。

ＰＡＧＥ电泳和转膜后，５％脱脂奶粉封闭蛋白印迹膜

２ｈ，加ＰＴＥＮ羊抗人多克隆抗体（１∶１０００），４℃过

夜，二抗用猴抗羊辣根过氧化物酶抗体 ＩｇＧ。

１．７　流式细胞仪（ＦＣＭ）检测细胞周期

用 ０．２５％的胰酶消化收获培养的未转染组

ＭＤＡＭＢ４６８细 胞 （未 转 染 对 照 组，Ａ 组）和

ＡｄＧＦＰ转 染 （空 载 体 转 染 对 照 组，Ｂ 组 ）及

ＡｄＰＴＥＮ载体感染 ２４ｈ后 的 ＭＤＡＭＢ４６８细胞

（实验组，Ｃ组），８００ｒ／ｍｉｎ离心 ５～８ｍｉｎ使细胞沉

淀；再用冷的 ＰＢＳ５００μＬ洗涤细胞 ２次，８００ｒ／ｍｉｎ

离心 ５ｍｉｎ；然后用 ７０％冷乙醇／ＰＢＳ溶液重悬细

胞，４℃固定过夜。再加入 ５００μＬ含 １ｍｇ／ｍＬＲＮＡ

酶的 ＰＢＳ溶液，３７℃温育 ３０ｍｉｎ，加入 １ｍＬ碘化

丙啶（ＰＩ）（ＰＩ的终浓度为５０μｇ／ｍＬ）染色３０ｍｉｎ，

用 ＦＣＭ方法检测转染前后细胞周期的变化。
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２　结　果

２．１　含 ＰＴＥＮ腺病毒载体的构建
目的基因首先亚克隆至穿梭质粒中，构建成

穿 梭 质 粒 ｐＡｄＴｒａｃｋＣＭＶＰＴＥＮ，ｐＡｄＴｒａｃｋＣＭＶ
ＰＴＥＮ经酶切线性化后与骨架载体 ｐＡｄＥａｓｙ１在细
菌内重组为 ｐＡｄＰＴＥＮ；经 ２９３细胞包装为增殖缺
陷 性 腺 病 毒 ＡｄＰＴＥＮ。ｐＡｄＴｒａｃｋＣＭＶＰＴＥＮ 及
ｐＡｄＰＴＥＮ的酶切鉴定均与预期结果相符（图 １）。
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　　图 １　重组腺病毒载体 ｐＡｄＰＴＥＮ的限制性内切酶图
谱　１：ＤＮＡｍａｒｋｅｒλＤＮＡ／ＨｉｎｄＩＩＩ；２：ｐＡｄＰＴＥＮ（ＰａｃＩ）；３：
ｐＡｄＴｒａｃｋＣＭＶＰＴＥＮ（ＨｉｎｄＩＩＩ＋ＸｂａＩ）；４：ｐｃＤＮＡ３ＰＴＥＮ（Ｈｉｎ
ｄＩＩＩ＋ＸｂａＩ）；５：ｐＡｄＴｒａｃｋＣＭＶ（ＨｉｎｄＩＩＩ＋ＸｂａＩ）

２．２　重组腺病毒的包装
ｐＡｄＰＴＥＮ以 ＰａｃＩ酶切后，经 ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ脂质

体转染 ２９３细胞，２４ｈ出现绿色荧光，逐渐增强，
呈集落状。待细胞膜收缩、变圆，最后细胞脱落、

漂浮时，收集 ２９３细胞。反复冻融 ４次收集病毒，
在 ２９３细胞内扩增。根据 ＧＦＰ计数法测得的腺病
毒滴度为 ２．５×１０１０ｐｆｕ／ｍＬ。
２．３　重组腺病毒感染效率

用该重组腺病毒通过不同 ＭＯＩ感染乳腺癌细
胞，当 ＭＯＩ＝５０，结果约 ７０％的乳腺癌细胞出现
荧光，示有病毒感染。表明该重组腺病毒的生物

活性高，适用于基因转运载体。

２．４　转染 ＰＴＥＮ基因细胞的荧光显微镜表现
结果显示，转染 ＰＴＥＮ腺病毒的 ＭＤＡＭＢ４６８

细胞（Ｃ组）在荧光显微镜下可见明显绿色荧光，
而亲本细胞（Ａ组）中及空载体转染 ＰＴＥＮ基因（Ｂ
组）的乳腺癌细胞则未见明显绿色荧光（图２）。

图 ２　ＡｄＰＴＥＮ感染 ＭＤＡＭＢ４６８细胞（Ｃ组）２４ｈ后出
现的绿色荧光（×１００）

２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测的条带
ＡｄＰＴＥＮ腺病毒感染的乳腺癌细胞（Ｃ组）总

蛋白中，出现一条分子质量约为 ５５ｋＤａ的条带。
证明 Ｃ组有 ＰＴＥＮ蛋白表达，而 Ａ组和 Ｂ组均无
表达（图 ３）。
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图 ３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＰＴＥＮ蛋白的表达

２．６　流式细胞仪所示细胞周期的变化
Ａ组处于 Ｇ１期的细胞占 ４１．１８％，Ｃ组感染

２４ｈ后的 ＭＤＡＭＢ４６８细胞处于 Ｇ１期的细胞占
５６．４７％，Ｓ期细胞减少 ９．８５％。流式细胞仪检
测表明，Ｃ组感染 ２４ｈ后的乳腺癌 Ｇ１期细胞数量
增加，Ｓ期细胞减少；细胞周期从 Ｇ１期至 Ｓ期发
生抑制。统计学数据表明，Ｃ组感染 ２４ｈ后的乳
腺癌 Ｇ１ 期的细胞百分数与 Ａ组有显著性差异
（χ２＝４．６８，Ｐ＜０．０５）。表明恢复野生型 ＰＴＥＮ基因
的表达可使 ＭＤＡＭＢ４６８细胞周期停滞于 Ｇ１期
（图 ４）（附表）。
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图４　流式细胞仪检测重组腺病毒感染乳腺癌ＭＤＡＭＢ４６８细胞２４ｈ后的细胞周期变化
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附表　 恢复野生型 ＰＴＥＮ基因表达对乳腺癌 ＭＤＡ
ＭＤ４６８细胞周期的影响

按细胞株分组 Ｇ０／Ｇ１（％） Ｓ（％） Ｇ２／Ｍ（％）

未转染（Ａ组） ４１．１８ ３４．５６ ２４．６７

ＡｄＧＦＰ转染（Ｂ组） ４３．８２ ３１．４３ ２５．１６

ＡｄＰＴＥＮ转染（Ｃ组） ５６．４７ ２４．７１ １９．２５

３　讨　论

ＰＴＥＮ基因是继ｐ５３基因之后，与各种肿瘤关系密

切的抑癌基因之一，ＰＴＥＮ突变可能是通过 ＰＩ３ＫＡＫＴ

ｍＴＯＲ信号通路［２－４］抑制细胞凋亡。近来有研究［５－６］

表明，在胆系恶性肿瘤中 ｐ１６和 ＰＴＥＮ基因均存在缺

失，对细胞周期均失去调控，从而促进肿瘤生长。

Ｔｓｔｔｓｕｉ等［７］发现在乳腺浸润性导管癌中约有 ２９％

（６５／２２８）ＰＴＥＮ蛋白失表达，且其失表达与下游细胞

周期抑制剂ｐ２７Ｋｉｐｌ（ｐ２７）蛋白失表达密切相关。提示

ＰＴＥＮ和ｐ２７蛋白失表达与乳腺癌的恶性表型相关。

Ｃｈｕｎｇ等［８］发现，胞核／胞浆ＰＴＥＮ成分的区分，使其定

位不同而起调节细胞周期或细胞调亡的作用。胞浆

ＰＴＥＮ下调蛋白激酶 Ｂ（Ａｋｔ）的磷酸化，上调 ｐ２７

（ｋｉｐｌ），其对细胞调亡是必要的。然而胞核ＰＴＥＮ可下

调细胞周期素Ｄ１（ｃｙｃｌｉｎＤ１），防止丝裂原活化蛋白激

酶（ＭＡＰＫ）磷酸化，此系细胞周期所必需。提示 ＰＴＥＮ

基因缺失可能是乳腺癌基因治疗的一个潜在靶点。

本实验选择由ＴｏｎｇＣｈｕａｎＨｅ博士等构建的用来

代替传统腺病毒重组系统的一个快捷系统—ＡｄＥａ

ｓｙＴＭ系统来实施外源基因的表达［９］。这种方法的基

本策略是在大肠杆菌内通过同源重组的方法构建重组

腺病毒质粒载体，经酶切线性化后再转染腺病毒包装

细胞系，从而获得腺病毒感染颗粒。由于带有 ＧＦＰ报

告基因，通过荧光显微镜下观察荧光，可以了解制备的

ＰＴＥＮ腺病毒的纯度及观察基因转导感染效率及测定

病毒滴度，笔者应用 ＡｄＰＴＥＮ转染乳腺癌细胞，有

７０％以上的细胞表达ＧＦＰ。

本研究采用携带 ＰＴＥＮ的重组缺陷性腺病毒 Ａｄ

ＰＴＥＮ感染人乳腺癌细胞株 ＭＤＡＭＢ４６８，效率达

７０％。免疫印迹检测表明重组缺陷性腺病毒已含有

ＰＴＥＮ蛋白，说明野生型ＰＴＥＮ基因可有效表达。且流

式细胞仪检测显示，恢复野生型 ＰＴＥＮ基因表达可使

乳腺癌 ＭＤＡＭＢ４６８细胞周期从 Ｇ１期到 Ｓ期发生抑

制。
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