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ｍｄａ７／ＩＬ２４联合阿霉素诱导裸鼠肝癌凋亡的
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　　摘要：目的　探讨重组腺病毒介导的 ｍｄａ７／ＩＬ２４基因联合阿霉素（ＡＤＭ）治疗裸鼠肝癌的作用
及机制。方法　采用 ｍｄａ７／ＩＬ２４的重组腺病毒载体（Ａｄｍｄａ７）和／或 ＡＤＭ治疗实验性肝癌裸鼠，

观察各组裸鼠生长时间及肿瘤体积变化，并对各组瘤体组织进行 ＴＵＮＥＬ检测。结果　成功构建了重

组腺病毒 ｍｄａ７／ＩＬ２４基因载体。Ａｄｍｄａ７＋ＡＤＭ联合治疗组裸鼠平均生存时间为（８３．８±４．８２）ｄ，

明显长于其他 ３组（Ｐ＜０．０１）；Ａｄｍｄａ７＋ＡＤＭ组肝癌体积明显缩小，抑癌率为 ７９．７８％，与单独用

药组 和 对 照 组 比 较 差 异 有 统 计 学 意 义 （Ｐ＜０．０５）；联 合 组 癌 组 织 凋 亡 增 加，凋 亡 指 数 为

３８．１％±４．２％，与其余 ３组比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。结论　重组腺病毒介导 ｍｄａ７／ＩＬ２４

联合阿霉素有明显的协同抗肿瘤作用，效果优于单独治疗组，主要作用机制与促进癌组织凋亡有关。
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　　黑素瘤分化相关基因 ７（ｍｅｌａｎｏｍａｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａ
ｔｉｏｎａｓｓｏｃｉａｔｅｄｇｅｎｅ７，ｍｄａ７）系利用亚减法技术从
黑色素瘤细胞中首先取得［１］，尔后根据其生物学

特性和染色体定位被命名为 ＩＬ２４［２－３］。迄今已
有许多实验证明 ｍｄａ７／ＩＬ２４具有显著的选择性
诱导多种肿瘤细胞凋亡的作用，包括神经胶质母

细胞瘤、乳腺癌、肺癌、前列腺癌等，而对正常细

胞无任何效应［４－７］，提示其对恶性肿瘤具备选择

性。本课题组前期体外实验［８］证明，重组腺病毒

介导的 ｍｄａ７／ＩＬ２４基因对人肝癌细胞株生长有
明显的抑制作用，可选择性地诱导肝癌细胞凋亡。

本实验通过建立裸鼠肝癌皮下移植瘤模型，研究

ｍｄａ７／ＩＬ２４基因联合阿霉素（ＡＤＭ）对裸鼠肝癌
的治疗效果并初步探讨其作用机制。

１　材料和方法

１．１　材料
１．１．１　目的基因、载体和细胞株　载体 ｐＣＡ１３
ＩＬ２４，穿梭质粒 ｐＳＧＣＭＶ及腺病毒骨架质粒均购
于上海新基因公司；具氨苄青霉素抗性的大肠杆

菌 ＤＨ５α及 ＨＥＫ２９３细胞株为同济医院儿科肾病
研究室保存。

１．１．２　引物　依据基因库 ＢＣ００９６８１ｈＩＬ２４的
ｃＤＮＡ序列，选其编码序列为目的片段，大小约
６３０ｂｐ，设 计 上、下 游 引 物 分 别 为 ＶＴ３７１与
ＶＴ３７２，并于引物的 ５′端分别引入限制性内切酶
ＮｈｅⅠ和 ＳａｌⅠ的酶切位点。引物 ＶＴ３７１序列为
５′ＣＧＧＣＴＡＧＣＡＣＣＡＴＧＡＡＴＴ ＴＴＣＡＡＣＡＧＡ３′；
ＶＴ３７２ 序 列 为 ５′ＧＣＧＴＣＧＡＣＴＴＡＴＣＡＧＡＧＣＴＴＧ
ＴＡＧＡＡＴ３′。
１．１．３　试剂　限制性内切酶 ＮｈｅⅠ，ＳａｌⅠ，Ｎｏｔ
Ⅰ，高保真 ｐｆｕ酶及快速连接试剂盒购于 ＮｅｗＥｎｇ
ｌａｎｄＢｉｏｌａｂｓ公司；质粒小样提取试剂盒、胶回收试
剂盒为 Ｑｉａｇｅｎ公司的产品；ＤＭＥＭ培养基及胎牛
血清均为美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司产品；青霉素、链霉素、
琼脂及 ＡＤＭ为 Ｓｉｇｍａ公司产品；原位细胞凋亡检
测试剂盒为 Ｒｏｃｈｅ公司产品。
１．１．４　实验动物　ＢＡＬＢ／Ｃ裸鼠（ｎｕ／ｎｕ；Ｈａｒ
ｌａｎ），４～５周龄 ３２只，雄性，体重 ２０～２４ｇ，饲养

于武汉大学动物中心清洁级动物房内（ＳＰＦ级）。
１．２　实验方法
１．２．１　携带目的基因的重组腺病毒载体的构建
　以 ｐＣＡ１３ＩＬ２４为模板，上、下游引物分别为
ＶＴ３７１与 ＶＴ３７２，采用聚合酶链反应（ＰＣＲ）扩增
ｈＩＬ２４基因片段。其产物经 １％琼脂糖凝胶电泳、
切胶，用胶回收试剂盒回收大小约 ６３０ｂｐ的片
段，命名为 ｈＩＬ２４。用 ＮｈｅＩ和 ＳａｌＩ进行双酶切，直
接过柱回收作为插入片断，同时用相同的酶消化

穿梭质粒 ｐＳＧＣＭＶ，经 １％琼脂糖凝胶电泳、切胶，
回收线性的 ｐＳＧＣＭＶ（约 ５．０ｋｂ）作为载体片断。
将插入片断与载体片断按 ３∶１的比例进行定向连
接，１６℃反应过夜；连接产物转化感受态大肠杆
菌 ＤＨ５，并铺于氨苄青霉素阳性的 ＬＢ琼脂平板
上，３７℃倒置培养过夜。挑取 ６个单克隆进行小
量培养，扩增质粒，用 ＮｈｅＩ及 ＮｏｔＩ进行双酶切鉴
定。将 ２９３细胞培养于 ６孔板中（１×１０６／孔），
当细胞汇合率达 ９０％左右时，取纯化的穿梭质粒
ｐＳＧＣＭＶＩＬ２４及腺病毒骨架质粒，以 Ｐｏｌｙｆｅｃｔ介导
转染 ２９３细胞，挑取 ２个空斑，分别转入 ５００μＬ
５％ＤＭＥＭ培养液中 ３７℃清洗腺病毒 ２４ｈ后，储
存于 －８０℃冰箱中。
１．２．２　腺病毒的扩增、纯化和滴度测定　取
１００μＬ病毒液（约１０３病毒颗粒）感染２９３细胞，
采取反复“感染 －收集 －冻融”法获取高滴度病
毒，最后 ＣｓＣｌ离心纯化。待测病毒上清液倍比稀
释后感染２９３细胞，２ｄ后根据细胞出现细胞病变
反应（ＣＰＥ）的状况计算腺病毒滴度。
１．２．３　肝癌裸鼠治疗分组观察　每只裸鼠背部
皮下注射 ０．１ｍＬ含 １０５个对数生长期的高转移
性人肝癌细胞系 ＨＣＣＬＭ６。１周后待肿瘤生长至
直径约 ５～６ｍｍ时；将裸鼠随机分为 ４组，每组 ８
只。（１）对照组：荷瘤裸鼠给予生理盐水０．３ｍＬ，
右侧腹腔内注射，每天 １次，共 ３次。（２）ＡＤＭ处
理组：ＡＤＭ采用裸鼠 ＬＤ５０的１／３，即６ｍｇ／ｋｇ，用生
理盐水稀释成 １ｍｇ／ｍＬ，注射入腹腔，每天 １次，
共 ３次。（３）Ａｄｍｄａ７处理组：给予携带 ｍｄａ７
的重组腺病毒载体 Ａｄｍｄａ７，肿瘤局部多点注射，
每鼠３×１０１０ｖｐ。（４）Ａｄｍｄａ７＋ＡＤＭ（Ａ＋Ａ）处理
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组：ＡＤＭ的用法同 ＡＤＭ 组，而剂量为 ４ｍｇ／ｋｇ；
Ａｄｍｄａ７在第 ３次化疗后 ２４ｈ进行；注射部位和
剂量同 Ａｄｍｄａ７处理组。隔天用游标卡尺测量
各组裸鼠肿瘤直径（ａ）及垂直正交径（ｂ）。肿瘤
大小 Ｖ（ｍｍ３）＝ａ×ｂ２／２。肿瘤生长抑制率（％）
＝（Ｖ－Ｖ实验组）／Ｖ对照组 ×１００％。
１．２．４　ＴＵＮＥＬ法检测肝癌裸鼠治疗 ３６ｄ后瘤体
组织中的细胞凋亡　上述 ４组干预 ３６ｄ后分别
随机取出瘤组织，４％多聚甲醛固定 ２４ｈ，常规脱
水、透明、包埋、制片，然后用原位缺口末端标记

（ＴＵＮＥＬ）试剂盒按说明书操作以检测瘤体组织中
的细胞凋亡情况。以细胞核呈棕黄色为凋亡细胞

阳性判断标准，在光镜下（×４００）随机取 １０个视
野，每个视野数 １００个细胞，记数凋亡细胞。凋亡
指数（ＡＩ）＝［凋亡细胞数／（凋亡细胞数 ＋未凋亡
细胞数）］×１００％。
１．３　统计学处理

数据以 ｘ±ｓ表示，所有数据处理应用统计学
软件 ＳＰＳＳ１２．０进行；组间比较用方差分析。Ｐ＜
０．０５为有统计学意义。

２　结　果

２．１　病毒克隆的鉴定
２．１．１　光镜所见　感染后的 ＨＥＫ２９３细胞出现
病变效应表明重组腺病毒能使培养细胞侵染后产

生细胞变性（图 １）。

图 １　出现 ＣＰＥ反应的 ＨＥＫ２９３细胞

２．１．２　ＰＣＲ鉴定　取克隆 １和克隆 ２的病毒
ＤＮＡ各１μＬ为模板，通过ＰＣＲ方法扩增出约６３０ｂｐ
的特异性片段，其大小与阳性对照相符（图 ２）。表
明所得的腺病毒即为 ｍｄａ７基因重组腺病毒。
２．２　重组腺病毒 Ａｄｍｄａ７的扩增和纯化及滴

度测定结果

重组腺病毒 Ａｄｍｄａ７可在 ＨＥＫ２９３细胞中大

量扩增，经 ＣｓＣｌ密度梯度离心，可获高浓度、高纯
度的灰白色病毒带。据空斑测定法测得纯化前其

滴度为 ２×１０１０ｐｆｕ／ｍＬ，纯化后为３．０×１０１２ｐｆｕ／ｍＬ。
表明扩增的 Ａｄｍｄａ７经密度梯度离心后可获得
动物实验所需病毒滴度。

!"#$%

&$'()*

图 ２　重组腺病毒 ｐＳＧＣＭＶＭ ＰＣＲ鉴定　Ｍ：Ｌａｍｂｄａ
ＤＮＡ／ＥｃｏＲＩ＋ＨｉｎｄＩＩＩＭａｒｋｅｒ；１，２：克隆 １，２；３：
阴性对照；４：阳性对照

２．３　裸鼠生存时间
对照组裸鼠平均生存时间为（４３．４±１．６７）ｄ，

ＡＤＭ组和 Ａｄｍｄａ７组分别为（６４．２±４．１４）ｄ和
（６１．４±１．６７）ｄ，均 较 对 照 组 明 显 延 长 （Ｐ＜
０．０１），但两组间差异无统计学意义（Ｐ＝０．２１）。
ＡＤＭ组大多于给药后 ４周开始出现腹泻、进食减
少、消瘦等表现；Ａｄｍｄａ７组则在用药 ４０ｄ后出现
衰竭症状。Ａ＋Ａ处理组裸鼠平均生存时间为
（８３．８±４．８２）ｄ，较其他３组明显延长（Ｐ＜０．０１），
且裸鼠体重增加。表明 Ａ＋Ａ组动物经治疗后无
明显衰竭症状，营养状态良好，其效果明显优于

ＡＤＭ组和 Ａｄｍｄａ７组（图 ３）；Ａｄｍｄａ７＋ＡＤＭ
组有 １２．５％的裸鼠达到无瘤生存，而其余 ３组却
没有此现象。

２．４　裸鼠肿瘤生长情况（图 ４）
对照组裸鼠肿瘤生长最迅速；ＡＤＭ组和 Ａｄ

ｍｄａ７组用药后肿瘤逐渐增大，但增长幅度较对
照组小，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；ＡＤＭ组
肿瘤生长幅度比 Ａｄｍｄａ７组小（Ｐ＜０．０５）；Ａ＋
Ａ组用药后较之 ＡＤＭ组和 Ａｄｍｄａ７组的肿瘤缩
小更明显（Ｐ＜０．０１），且在第 ３６天之后的各时点
表现出的差异均有显著性（Ｐ＜０．０５）。
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图３　各组裸鼠生存时间的比较 图４　各组裸鼠肿瘤生长大小的比较

２．５　各制剂对各组裸鼠肿瘤的抑制作用
Ａ＋Ａ组治疗后 ３６ｄ的抑癌率为 ７９．７８％，

分别高于 Ａｄｍｄａ７组的 ４５．９６％和 ＡＤＭ组的
６０．８８％（Ｐ＜０．０５）；ＡＤＭ组的抑癌率高于 Ａｄ
ｍｄａ７组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
２．６　ＴＵＮＥＬ反应检测肿瘤细胞的凋亡情况

治疗后第３６天，Ａ＋Ａ组的肿瘤组织标本可见
明显细胞异型性，凋亡细胞胞核呈棕黄色，核浓

缩、大小不一；ＡＩ为（３８．１±４．２）％，显著高于
Ａｄｍｄａ７组、ＡＤＭ组和对照组［ＡＩ分别为（２５．７±
３．１）％，（１７．３±２．８）％ 和 ０％］（Ｆ＝８１．８，

Ｐ＜０．０１）（图 ５）。

表１　各组对肝癌裸鼠抑制作用的影响（ｎ＝８）

　组别 肿瘤体积（ｍｍ３，ｘ±ｓ） 肿瘤生长抑制率（％）

对照 ８０５．３０±２１２．７６ ０１），２）

Ａｄｍｄａ７ ４３８．１８±９１．４６ ４５．９６１），２）

ＡＤＭ ３１５．０６±８８．５０ ６０．８８１）

Ａｄｍｄａ７＋

ＡＤＭ（Ａ＋Ａ）
１６２．８０±７２．６５ ７９．７８

　　注：１）与Ａ＋Ａ组比较，Ｐ＜０．０５；２）与ＡＤＭ组比较，Ｐ＜０．０５

图５　干预第３６天后各组瘤体组织的ＴＵＮＥＬ染色（×４００）　Ａ：空白对照组；Ｂ：ＡＤＭ组ＣＡｄｍｄａ７组；Ｄ：Ａｄｍｄａ７＋ＡＤＭ
组

３　讨　论

原发 性 肝 细 胞 癌 （ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ，
ＨＣＣ）是世界上最常见致死性的恶性肿瘤之一。
我国 ＨＣＣ的年发病率为全球之首，严重威胁着人
民的健康。寻找一种既能有效杀伤肝癌细胞，又

能对机体正常细胞无毒副作用的药物十分重要。

目前，有一种很有希望的分子靶向治疗策略，即

“基因治疗”（ｇｅｎｅｔｈｅｒａｐｙ）。基因治疗中诱导癌
细胞凋亡已成为筛选抗肿瘤药物的重要研究方

向。本实验结果显示，３个治疗组对裸鼠人肝癌
移植瘤的生长均有抑制作用，而对照组肿瘤的生

长未受到抑制。Ａｄｍｄａ７组肿瘤的生长速度较
之对照组明显减慢，体积明显缩小，生存时间明

显延长，而且在裸鼠生存期间，未观察到类似

ＡＤＭ组的毒副反应，生存质量优于 ＡＤＭ组。表
明 ｍｄａ７／ＩＬ２４抑制裸鼠肝癌，且无明显副作用。
但 Ａｄｍｄａ７组治疗后肿瘤体积大于 ＡＤＭ组和 Ａ
＋Ａ组，说明单一 ｍｄａ７基因治疗效果有限；而 Ａ
＋Ａ组与 ＡＤＭ组和 Ａｄｍｄａ７组相比，肿瘤体积
明显缩小，平均生存时间明显延长，裸鼠体重增

加，抑癌率和凋亡指数也分别高于 Ａｄｍｄａ７组、
ＡＤＭ组和对照组。表明联合治疗效果明显优于
单用 ＡＤＭ 组或 Ａｄｍｄａ７组。另外，联合组中
ＡＤＭ剂量比单用 ＡＤＭ组的剂量减少了 １／３，但抑
瘤效果更为明显。说明 ｍｄａ７／ＩＬ２４和 ＡＤＭ联
合治疗肝癌比单一治疗更有效。而且联合小剂

量化疗与单一治疗相比前者可以增强疗效，减轻
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化疗对正常细胞产生的毒性［９］。

有研究认为，ｍｄａ７／ＩＬ２４可能系通过诱导
细胞凋亡和抑制肿瘤细胞转移而发挥作用［１０］；

Ａｄｍｄａ７可以明显地、有选择性地抑制肿瘤的生
长并诱导其凋亡，而与细胞中 ｐ５３，ＲＢ，ｐ１６，ｒａｓ，
Ｂａｘ和 ｐ２１ｗａｆ等的状态无关［１１］。另有研究发

现，ｍｄａ７可以激活多种信号通路，并可在不同类
型的细胞中调节促进凋亡和抑制凋亡分子的比

例，从而发挥促凋亡作用［１２－１３］。

本课题组前期的体外实验［８］表明，重组腺病

毒介导 ｍｄａ７／ＩＬ２４能明显地促进多种 ＨＣＣ细
胞株的凋亡，并阻滞增殖；但对正常的肝细胞 Ｌ０２
却无任何的毒性作用。在另外的体外实验中，笔

者等还发现：Ａｄｍｄａ７在 ＨＣＣ细胞内可以下调
Ｂｃｌ２的表达，上调 Ｂａｘ的表达，降低 Ｂｃｌ２／Ｂａｘ
的比例，从而诱导 ＨＣＣ细胞凋亡。提示 Ａｄｍｄａ
７抗肝癌的机制可能与抗凋亡蛋白（Ｂｃｌ２，Ｂｃｌ
ｘＬ）和促凋亡蛋白（Ｂａｘ）有关（资料待发表）。本
次实验通过 ＴＵＮＥＬ法证明了重组腺病毒介导的
ｍｄａ７／ＩＬ２４在活体内也能明显诱导 ＨＣＣ细胞凋
亡。至于其在活体内通过何种机制杀死肝癌肿

瘤，目前仍不甚明了，尚需更深入的研究。

综上 所 述，ｍｄａ７／ＩＬ２４能 在 活 体 中 抑 制
ＨＣＣ的生长，有效地促进肝癌细胞凋亡，延长裸
鼠的生存时间，并可显著增强 ＡＤＭ药物治疗的抗
肿瘤效果，降低其毒副作用，有协同化疗的作用。

有理由相信，随着分子生物学和生物技术的发

展，以 ｍｄａ７为基础的基因治疗将会成为一种治
疗肝细胞癌的有效途径。

致谢：美国哥伦比亚大学 Ｆｉｓｈｅｒ教授在百忙中多
次在关键技术上给予指导；同济医院儿科肾病研究室

周建华教授对本研究给予技术指导及实验设备支持，

谨致谢意。
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