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Abstract
AIM: To evaluate the influence of introduction of maxizyme
against mtp53 by adenovirus enhanced transferrin receptor-
mediated gene delivery system on MHCC97 cells.

METHODS: Hepatoma cell line MHCC97 containing mutated
p53 gene was served as a model. The maxizyme against
mtp53 was transfected to the cells by adenovirus enhanced
transferrin receptor-mediated gene delivery system. The
level of mtp53-mRNA was detected by means of semi-
quantitative reverse transcription polymerase chain reac-
tion (RT-PCR). The apoptosis of the hepatoma cells was
measured by DNA ladder assay and FCM.

RESULTS: After 48 hours of transfection by AVET system,
RT-PCR results indicated the expression of mtp53 mRNA
in pEGFP-Maxizyme group was significantly lower than that
in control group. And DNA “ladder” with agarose gel elec-
trophoresis was observed in pEGFP-maxizyme group. The
result of flow cytometry exhibited apoptotic index in pEGFP-
maxizyme group was 22.95%, which was higher than those
in blank control group and pEGFP group.

CONCLUSION: The recombinant ribozyme cDNA eukaryotic
expression vector pEGFP-maxizyme can be efficiently trans-
fected into MHCC97 cell by adenovirus enhanced transferrin

receptor-mediated gene delivery system and the expression
of maxizyme may inhibit the mtp53 gene expression and
promote apoptosis of MHCC97 cells. The AVET system
may be a useful tool in gene delivery for gene therapy of
human HCC.
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摘要
目的: 通过腺病毒增强的转铁蛋白受体介导法(AVET)将针对

突变型p53(mtp53)的大酶(Maxizyme)基因转入肝癌细胞后

对肝癌细胞凋亡的影响，探索AVET用于肝癌基因治疗的

可行性，为肝癌的基因治疗探索一条新途径.

方法: 以带有mtp53基因的人肝癌细胞株MHCC97细胞为

模型，用腺病毒增强转铁蛋白受体介导法将针对mtp53的

pEGFP-Maxizyme基因和空载体pEGFP分别导入MHCC97

细胞，荧光显微镜观察细胞转染情况，逆转录聚合酶链反应

(RT-PCR)检测mtp53 mRNA表达水平的变化，DNA琼脂糖

凝胶电泳和流式细胞仪检测转染后对细胞凋亡的影响.

结果: 转染后48 h荧光显微镜下可见呈细胞形态的绿色荧

光. 收集细胞检测，实验组mtp53 mRNA表达水平与空载

体组和空白对照组相比，基因扩增条带亮度明显减弱，

mRNA表达水平下降(P <0.05); DNA琼脂糖凝胶电泳出现

典型的凋亡梯带(DNA Ladder); 流式细胞仪分析显示细胞凋

亡水平增高，凋亡指数22.95%，显著高于对照组的2.37%

(P <0.05).

结论: 腺病毒增强转铁蛋白受体介导的基因转移系统可将

pEGFP-Maxizyme 有效的转染到肝癌细胞株MHCC97

中，Maxizyme在细胞内成功的切割了mtp53 mRNA，促

进了肝癌细胞的凋亡，这为腺病毒增强转铁蛋白受体介导

法在肝癌基因治疗中的应用提供了实验依据，也为肝癌的

基因治疗提供了一条新途径.
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0   引言

p53基因是人类恶性肿瘤中总突变率最高的基因之一，



其发生率在30-70%之间[1-3]. 在肝癌中p53突变率约为
50%[4-7]. 野生型p53是一种重要的抑癌基因，被认为是
“基因组的保护者”. 其功能主要是参与细胞周期调控、
DNA损伤修复[8]. 肿瘤的发生是由于细胞增生与细胞凋
亡平衡失调的结果，细胞凋亡在肝细胞癌生长过程中
起负调控作用，具有阻遏肿瘤生长的作用. 近年来，人
们发现，p53基因与细胞凋亡有密切关系，野生型 p53
与突变型p53基因均参与细胞凋亡调节，但二者作用
不同，野生型p53 诱导细胞凋亡发生，而突变型p53
对凋亡有抑制作用[9]. 我们设计合成了一种针对突变型
p53 的核酶基因，构建了其真核表达质粒，并且已在
细胞外证明了其可以成功的切割靶RNA分子[10]. 本实
验用腺病毒增强的转铁蛋白受体介导法(AVET)将此基
因转入人肝癌细胞MHCC97细胞中，观察其促进肝癌
细胞凋亡的作用，为AVET系统在肝癌基因治疗中的
应用提供实验依据，也为肝癌的基因治疗提供一条新
途径.

1   材料和方法

1.1 材料  人肝癌细胞株MHCC97购自复旦大学肝癌研
究所，大肠杆菌DH5α本室保存，pEGFP-Maxizyme 质
粒本室构建，具体方法见文献[10]. 腺病毒增强的转铁
蛋白受体介导的基因转染试剂盒为Bender 公司产品，
质粒小提试剂盒、RT-PCR试剂盒为TakaRa公司产品，
胎牛血清为Hyclone公司产品，DMEM培养基为Gibco
公司产品，DNA maker 购自晶美公司.
1.2 方法

1.2.1 质粒的扩增和提取  制备感受态细菌DH5α，核
酶质粒pEGFP-Maxizyme 和对照空载体pEGFP分别转
化大肠杆菌 DH5α，卡那霉素筛选，培养细菌，按
质粒小抽试剂盒说明书进行质粒小量抽提.
1.2.2 MHCC97细胞培养及基因转染  人MHCC97肝癌
细胞株培养在含10%胎牛血清的DMEM培养基中，置
37 ℃，5% CO2 培养箱，待细胞长至对数生长期，接
种至24孔板，每孔接种2×105细胞，待细胞贴壁，长
至50-80%融合时按腺病毒增强转铁蛋白受体介导基因
转染试剂盒说明书进行基因转染，具体方法如下: (1)3 µL
生物素化的腺病毒加入100 µL HBS缓冲液中，6 µL抗
生蛋白链菌素-赖氨酸加入100 µL HBS缓冲液中，将
二者充分混匀后室温下静置20 min. (2) 6 µg DNA质粒
加入150 µL HBS 中，再加入上述溶液中，混匀后室
温下静置20 min以形成复合物. (3) 6 µL转铁蛋白-聚
赖氨酸加入150 µL HBS中后，再加入上述溶液中. 在
加至细胞前将DNA复合物在室温下孵育30 min. 实验分
3组，1组核酶基因pEGFP-Maxizyme转染组，1组空
载体pEGFP组，1组空白对照组. 转染后 48 h进行各
项指标的检测，每组设 3 个复孔.
1.2.3 逆转录PCR检测突变型p53基因的表达  转染后
48 h，分别收集转染核酶pEGFP-Maxizyme 和空载体

pEGFP 的细胞，按照 Trizol 试剂说明书步骤提取总
RNA. 取 1 µg 总 RNA，设计合成p53的两条特异性引
物，上游引物 5’-GATTCTCTTCCTCTGTGC-3’，
下游引物 5’-CTTTCCACGACGGTGACA-3’，β2-
microglobulin作为内参照，其引物序列: 上游引物: 5’-
TACTCTCTCTTTCTGGCCTG-3’，下游引物: 5’-GA
CAAGTCTGAATGCTCCAC-3’，扩增片断分别946 bp
和 190 bp. 10 × RT Buffer 2 µL，25 mmoL/L 的MgCl2
4 µL，10 mmoL/L dNTP 2 µL，40 U/ µL的RNasin 0.5 µL，
2.5 pmoL/µL 的 oLigodT 1 µL，5U/ µL的M-MLV RT 1 µL，
DEPC水补至 20 µL. 42 ℃逆转录 30 min，99 ℃灭活
5 min. 取上述 cDNA 20 µL，加入10×Buffer 8 µL，
25 mmoL/L的MgCl2 6 µL，引物各1 µL，混匀后94 ℃，
2 min 热启动，加Taq 1 µL，总体积100 µL. 扩增条
件: 94 ℃变性30 s，56 ℃退火30 s，72 ℃延伸1 min，
35个循环，72 ℃补偿10 min. 取 PCR产物10 µL，于
10 g/L琼脂糖凝胶上电泳(含0.5 mg/L溴化乙锭)，凝胶图

像吸光密度分析系统进行PCR产物条带扫描定量分析.

1.2.4 流式细胞仪分析  收集上述各组处理后的细胞以

PBS清洗，加入70％乙醇吹打成单细胞悬液4 ℃下置

24 h，然后离心，洗涤细胞后用PI 染色，4 ℃下置

30 min后上机检测. 采用Beckon/DickonsonFacssort型流

式细胞仪，在 488 nm波长处进行检测，应用相应程序

软件进行资料的处理和分析，细胞凋亡指数(AＩ) =亚

2倍峰细胞数 /总细胞数× 1 0 0%.

1.2.5 DNA凝胶电泳检测细胞凋亡  分别取转染核酶
pEGFP-Maxizyme组、空载体pEGFP组和空白对照组
的细胞，均用10 µg/mL的DDP作用48 h 后提取细胞
总DNA，2% 凝胶电泳，结果录入计算机.
        统计学处理   以上实验均重复3次. 采用 SAS软件
进行 t检验，P <0.05 有统计学意义.

2   结果

2.1 质粒转染  转染后48 h，用荧光显微镜观察，可
见呈细胞形态的绿色荧光，表明质粒成功的转染到细
胞. 转染效率约为70％. (图1)

图1  pEGFP-Maxizyme转染MHCC97细胞48 h 绿色荧光表达.

2.2 转染前后mtp53 mRNA的变化  未做处理的MHCC97
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细胞平均mtp53/β2-microglobulin为 1.46±0.16，pEGFP
组细胞为1.48±0.11，pEGFP-Maxizyme组细胞为0.98±
0.14. 经pEGFP-Maxizyme作用的细胞mtp53 mRNA表达
明显减弱，与转染空载体pEGFP的细胞及空白对照组
细胞比较mtp53 的水平有显著性差异(P <0.05)，而转
染pEGFP者与空白对照组的mtp53 mRNA表达无明显
差异(P >0.05). (见图2).

图2  RT-PCR分析肝癌细胞中mRNA的表达. 1:空白对照; 2: MHCC97
细胞转染pEGFP; 3: MHCC97细胞转染pEGFP-Maxizyme; M: DNA
分子量标准(DL2 000).

2.3 流式细胞仪检测凋亡  流式细胞仪分析显示pEGFP-
Maxizyme组细胞凋亡率为22.95%，pEGFP组细胞凋亡
率为3.35%，空白对照组细胞凋亡率为2.37%. pEGFP-
Maxizyme组较pEGFP组细胞凋亡率明显增高.
2.4 转染后细胞DNA琼脂糖凝胶电泳的变化  pEGFP-
Maxizyme转染MHCC97 细胞 48 h 后，DNA琼脂糖凝
胶电泳出现长短不一的“梯状”改变. 而转染空载体的
对照组未出现梯状改变(图 3).

图3  各组细胞DNA 凝胶电泳图. 1: MHCC97 细胞转染 pEGFP-
Maxizyme; 2: MHCC97细胞转染pEGFP; 3:  空白对照.

3   讨论

核酶是一类具有生物催化活性的RNA分子，他能够定

点切割mRNA靶分子，从而阻断有害基因的表达，广泛

的应用于肿瘤和病毒性疾病的基因治疗[11]. 其中应用最

广泛的是锤头状核酶. 锤头状核酶包括由茎－Ⅱ连接的

两个保守区段以及与特异性底物结合的侧翼序列，其

适合的切割位点是GUC、GUU、GUA和UUC.由于对切

割位点的选择，在一定范围内限制了锤头状核酶的应

用. 1992 年，McCall 用短核苷酸链替代茎－Ⅱ，并发
现这一变短的核酶仍保持原有的切割活性，命名为小
酶(Minizyme)[12-13]. 两个小酶聚合形成同二聚体或异二聚
体结构，称为大酶(Maxizyme)[14]. 大酶发现后主要用于
嵌合基因及突变基因所致疾病的治疗，也可用于切割
没有常规锤头状核酶合适切割位点的靶RNA分子. 在肝
癌中，p53基因突变发生率较高. 突变型p53不仅丧失了
抑癌基因的功能，而且成为一种癌基因. P53基因突变的
热点是249位密码子[15-16]. 本实验应用的人工合成的抗
mtp53mRNA 的Maxizyme 可在 249 位密码子处切断
mtp53mRNA，从而阻断其表达[10].
       要想将核酶技术应用于肝癌的基因治疗，关键还
在于如何将核酶基因特异性的导入肝癌细胞以发挥作
用. 近年受体介导的基因转移系统因其靶向性好、安
全、无毒和外源基因容量大而受到广泛的关注[17－23]. 受
体介导的基因转移是将目的基因通过多聚赖氨酸等多
聚阳离子与配体连接，通过配体与细胞表面的特异性
受体结合，以受体介导的内吞作用将目的基因转入细
胞[24-25]. 人转铁蛋白受体为Ⅱ型膜蛋白，通过结合和内
化将血浆中的转铁蛋白摄取入细胞. 由于快速生长对铁
的需求量增加，肿瘤细胞往往都过度表达转铁蛋白受
体. 研究表明在乳腺癌、黑色素瘤、肝癌、白血病等
恶性肿瘤细胞中有大量转铁蛋白受体的表达，转铁蛋
白受体可以作为肿瘤基因治疗中的靶[26-28]. 然而，配
体-DNA复合物进入细胞后，外源DNA极易被溶酶体
酶降解而使外源DNA的表达效率相对较低. 为了提高外
源DNA的表达效率，一些研究者将复制缺陷的腺病毒
与连接于目的基因-配体复合物连接，利用腺病毒衣
壳蛋白的膜不稳定作用，可使基因的转染效率提高至
近100％[29-30]. 我们利用腺病毒增强的转铁蛋白受体介导
的基因转移系统将pEGFP-Maxizyme转入肝癌细胞株
中. 转基因后，在荧光显微镜下观察到细胞发出绿色荧
光，转染效率约为70％，RT-PCR 证实Maxizyme 在
细胞内成功的切割了mtp53.
       细胞凋亡又称细胞程序性死亡，近年来的研究证
明，细胞凋亡的紊乱与肿瘤发生和发展关系十分密
切，如果受损的细胞不能正确启动凋亡机制，机体内
细胞增生与凋亡二者间的平衡遭到破坏，使细胞过度
增生，就有可能导致肿瘤的发生. 异常的细胞凋亡的抑
制不仅在恶性肿瘤的形成中有重要作用，而且参与恶

性肿瘤进展. 诱导肿瘤细胞凋亡已成为目前治疗恶性肿

瘤的一项重要生物学策略，许多抗肿瘤药物及放疗均

是通过启动细胞凋亡机制完成的. 在本实验中，利用腺

病毒增强的转铁蛋白受体介导的基因转移系统将

pEGFP-Maxizyme转入肝癌细胞后，Maxizyme 在细胞

内成功的切割了mtp53mRNA，DNA凝胶电泳和流式细

胞仪检测均显示转染核酶的细胞出现了明显的凋亡，
而对照组细胞未出现凋亡.
         我们的实验结果表明腺病毒增强转铁蛋白受体介
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导的基因转移系统可以将pEGFP-Maxizyme有效的转染
入肝癌细胞株MHCC97中，Maxizyme在细胞内成功的
切割了mtp53 mRNA，促进了肝癌细胞的凋亡，这为
腺病毒增强转铁蛋白受体介导法在肝癌基因治疗中的
应用提供了实验依据，也为肝癌的基因治疗提供了一
条新途径.
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