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Abstract
AIM: To explore the effect of recombinant 
adenovirus Ad-p27mt on the apoptosis of 
human gastric cancer cells and its correlative 
mechanism.

METHODS: The recombinant adenovirus Ad-
p27mt was constructed and then transfected into  
human gastric cancer cell line SGC-7901. The 
apoptotic peak of hypodiploid chromosomes in 
SGC-7901 cells was measured by flow cytom-
etry, and the apoptosis of SGC-7901 cells was 
detected by TUNEL method..

RESULTS: Ad-p27mt was successfully con-
structed and the infection efficiency reached 
100%. After 1�-h infection, the apoptotic peak of 
hypodiploids appeared before G1-S phase and 
the bands with apoptotic characteristics were 
shown by DNA electrophoresis. The apoptotic 
rate of SGC-7901 cells detected by TUNEL meth-
od was �9.4%±3.12% (Ad-p27mt group) and 
3.12%±0.13% in Ad-p27mt-transfected cells and 
controls, respectively, and there existed signifi-

cant difference between the two groups (P<0.01).  

CONCLUSION: Human mutant p27 can induce 
the apoptosis of human gastric cancer cells in 
vitro.

Key Words: Gastric cancer; Human mutant p27; 
Cell apoptosis

Zhu JS, Zhang Q, Song MQ, Zhang WP, Da W, Chen JL, 
Sun Q. Molecular mechanism of recombinant adenovirus 
Ad-p27mt therapy for human gastric cancer in nude mice. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2006;14(36):3477-34�1

摘要
目的: 研究Ad-p27mt转染重组腺病毒对人胃癌
细胞凋亡的作用及机制. 

方法: Ad-p27mt转染重组腺病毒导入胃癌细
胞株SGC-7901内; 流式细胞仪检测凋亡染色
体亚二倍体峰值, 了解Ad-p27mt对人胃癌组
织凋亡的作用; TUNEL法检测DNA片断, 在
Ad-p27mt组和Ad-LacZ组中分析细胞的凋亡. 

结 果 :  A d - p 2 7 m t 成 功 转 入 人 胃 癌 细 胞
SGC-7901内, 转化率达100%. 流式细胞仪检
测发现在感染后18 h出现G1-S相前出现凋亡
染色体亚二倍体峰值, 并且DNA电泳出现凋
亡特征性的条带; TUNEL法检测Ad-p27治疗
组与对照组的凋亡率分别是92.3%±3.76%和
2.01%±0.15%, 两组的差异有显著性(P <0.01).

结论: 重组腺病毒转染的人p27突变基因能诱
导裸鼠体内人胃癌细胞SGC-7901的凋亡.

关键词�� 胃癌; 人突变基因p27; 细胞凋亡
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0  引言

凋亡在各种恶性肿瘤细胞的发展过程中占有

十分重要的地位. 目前已证实各种抗肿瘤药物
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■背景资料
凋亡在各种恶性
肿瘤细胞的发展
过程中占有十分
重要的地位. 同其
他恶性肿瘤一样, 
胃癌不仅存在细
胞增殖和分化的
异常, 同时也存在
凋亡的异常. 目前
晚期胃癌尚缺乏
有效的治疗方法. 
因此如何诱导胃
癌细胞凋亡是目
前的研究重点. 
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如细胞毒性药物、激素或者一些重组基因、

药物等能诱导肿瘤的凋亡率增高. 同其他恶性

肿瘤一样, 胃癌不仅存在细胞增殖和分化的异

常, 同时也存在凋亡的异常. 目前晚期胃癌尚缺

乏有效的治疗方法. 因此如何诱导胃癌细胞凋

亡是目前的研究重点. 人突变基因p27表达产物

(T187A)是一种多功能细胞因子依赖性酶抑制

剂(CDKI), 通过抑制细胞从G0/G1期向S期转化

起负向调节作用[1-2]. 基于前一阶段的研究, 我们

检测经过p27基因突变重组并种植于裸鼠的人

胃癌细胞的凋亡指数, 将重组腺病毒Ad-P27mt
转化胃癌细胞SGC-7901, 研究其对胃癌细胞凋

亡的影响并探讨相关的抗肿瘤机制, 从而寻求

对晚期胃癌治疗的新方法. 

1  材料和方法

1.1 材料 30只6-7周龄BALB/c nu/nu鼠(体质量

18-22 g)和人胃癌细胞株SGC-7901均来自上

海肿瘤研究所. 裸鼠皮下种植SGC-7901细胞. 
RPMI1640培养液和TRIzol总RNA提取试剂盒

购自Gibco BRL公司. 鼠抗人p27 kip1多抗体购

自Transduction Laboratories公司. 脂质体, 胰酶, 
DMEM培养液, 200 bp DNA梯度, dNTP, Taq酶
和限制性内切酶均购自华美生物公司. pORF9-
hp27mt质粒(含人p27突变基因)来自Invivogen
公司. E.coli  BJ5183购自Stratagene公司. 重组腺

病毒和Ad-LacZ(为重组腺病毒的中介)由美国

休斯顿大学Robert教授提供. Western blot检测

仪器为: TMB system western blot kit, KPL USA. 
人胃癌细胞株SGC-7901在加入100 mL/L胎牛

血清(FCS), 100 kU/L青霉素, 100 mg/L链霉素

和2 mmol/L谷氨酸盐的RPMI1640培养液中生

长, 于37℃, 50 mL/L CO2饱和湿度条件下培养. 
胃癌细胞长满培养瓶80%-90%后即可进行实验

处理. 
1.2 方法 
1 . 2 . 1  重组腺病毒质粒的制备和鉴定  基因

hP27mt自pORF9-hP27mt质粒中经AgeⅠ和Nhe  
Ⅰ酶切后, 回收619 bp的片段的片段, 亚克隆入

经XmaⅠ和XbaⅠ酶切的pBluescriptⅡSK(+)
中, pBluescript-hP27mt质粒经NotⅠ和KpnⅠ酶

切, 回收619 bp的目的基因片段, 插入到经同样

酶切的穿梭质粒pShuttle-CMV中, 构建成转移

质粒pShuttle-CMV-hP27mt. 用腺病毒骨架质粒

pAdeasy-1转化感受态E.coli , 根据pAdeasy-1的

氨苄抗性基因挑取含pAdeasy-1的BJ5183菌, 大
量扩增后制备含pAdeasy-1的超感受态BJ5183. 
含pAdeasy-1的超感受态BJ5183菌经PmeⅠ酶

切和碱性磷酸酶去磷酸化后, 转化含Adeasy-1
的超感受态BJ5183. 小量抽提转化克隆菌质粒

DNA, 根据琼脂糖电泳质粒大小, 选择可疑重组

腺病毒质粒DNA, 经PacⅠ酶切鉴定正确后, 大
量扩增, 采用脂质体PolyFect介导转染Ad293细
胞, 完成人重组腺病毒Ad-hP27mt的制备. 重组

腺病毒的扩增、鉴别、及滴度测定同前[3]. 
1.2.2 X-gal染色 SGC-7901细胞在15 cm培养瓶

中生长, 分别感染MOI为20, 40, 50和100的Ad-
lacZ, 温孵48 h后用5 mL/L的戊二醇固定15 min, 
PBS液清洗3次, 加入X-gal染色液(20∶1), 在
37℃ 50 mL/L CO2的培养箱中温孵4-24 h. 被染

为蓝色的细胞是表达LacZ基因的阳性细胞, 在
显微镜下观察并计数阳性细胞比率. 
1.2.3 p27mt基因表达的检测 SGC-7901细胞在

75 cm培养瓶中培养, 分别感染Ad-p27mt和Ad-
LacZ. 在相同条件下温孵48 h后分别用0.5 g/L
胰酶消化. 细胞用PBS液冲洗2次. PCR鉴定的

引物序列如下: 引物1: 5'-CCTAGAGGGCAAG
TACGAGTG-3'; 引物2: 5'-GAAGAATCGTCG
GTTGCAGGTCGCT-3'; 引物3: 5'-TCGTTTCT
CAGCAGCTGTTG-3'; 引物4: 5'-CATCTGAA
CTCAAAGCGTGG-3'. 细胞经裂解液裂解后用

Western blot检测. 
1.2.4 流式细胞仪检测感染A d-p27m t的细胞 
SGC-7901细胞在75 cm培养瓶中培养, 感染Ad-
p27mt. 温孵48 h后在0.5 g/L的胰酶中消化. 收
集细胞并在PBS液中冲洗两次. 加PBS液调整细

胞浓度至109/L. 取出100 μL细胞悬液与DNA-
PREPTM LPR 200 μL混合. 检测细胞周期和凋亡. 
Ad-LacZ组和正常空白组(无腺病毒感染)作为

对照组. 
1.2.5 DNA片段分析 SGC-7901感染Ad-p27mt和
Ad-LacZ 48 h后离心去上清, 在剩余细胞沉淀中

加500 μL的细胞裂解液(10 g/L Np40, 20 mmol/L 
EDTA, 50 mmol/L Tris-HCl(pH 7.5)]和10 μL蛋白

酶K. 在56℃水浴中加热1-2 h, 用苯酚和氯仿提取, 
然后用脱水酒精沉淀DNA. 在700 mL/L酒精洗涤

一次后加入200 μL TE. 然后再加入RNA酶(最终

浓度为50 mL/L), 37℃下过夜. 然后在10 g/L琼脂

糖凝胶中电泳, 在紫外灯下观察结果. 
1.2.6 TUNEL法检测细胞凋亡 1×104细胞悬液
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■应用要点
本研究提示重组
腺病毒转染人p27
基因具有显著抑
制裸鼠体内人胃
癌细胞SGC-7901
的作用. p27的积
累对胃癌细胞周
期的中止机制起
着重要作用, 利用
p27mt上调p27的
表达促进肿瘤细
胞的凋亡, 可能形
成一种新型的抗
胃癌治疗途径. 



在60 mm培养皿中温孵, 覆盖盖玻片(清洗并高

温消毒). Ad-p27mt组和正常对照组每个均温孵

6张玻片, 每张玻片温孵24 h. 然后将玻片取出, 
用1×PBS液冲洗2次, 用甲醇: 冰醋酸(3∶1)固
定30 min. 根据按说明书操作, 每一玻片上计数

1000个细胞, 计算平均凋亡细胞数目. 并按每

100个癌症细胞多少凋亡细胞来计算凋亡指数. 
      统计学处理 采用SPSS11.5统计软件分析所有

数据, 进行t检验,  P<0.05有统计学意义. 

2  结果

2.1 通过PCR技术辩识p27mt基因重组腺病毒 收
集和溶解有病理反应的多药抗药性S G C-7901
细胞及其培养液, 如此反复3次. 然后离心, 得到

5 m L的悬浊液, 将其取出, 加入1 mg蛋白酶K, 
10 g/L SDS, 10 mmoL/L EDTA 和20 mmol/L 
Tr is-HCl溶解. 等待2 h, 加入脱水酒精沉淀, 得
到病毒DNA, 然后加入正逆转录引物, 开始进行

PCR反应. 最后275 bp的目的基因得到放大, 并显

示出重组腺病毒已经被成功导入p27mt 基因. 
2.2 X-gal染色已感染Ad-LacZ的SGC-7901细胞 
通过X-gal染色来测量腺病毒介导的基因转换率. 
结果显示: 只要MOI大于50, 感染效率就能接近

100%.  这表明在体外实验中重组腺病毒可以有效

的将基因转入SGC-7901细胞. 
2.3 p27mt基因表达的检测结果 用重组腺病毒Ad-
p27mt (MOI 100)感染SGC-7901细胞, 24 h后, 分
析p27蛋白的表达量. 首先搜集细胞, 然后用1×

SDS×PAGE细胞溶解液加以溶解. 加热到100℃
持续5 min, 离心, 取上清. 接着用Western blot测
定蛋白. 在TMB染色后, 数据显示在Ad-p27mt组
中有大量的27 kDa蛋白表达, 而在Ad-LacZ组和

正常对照组中只检测到少量的蛋白表达(图1). 这
表明在目前的实验中人类p27突变基因重组腺病

毒可以在SGC-7901细胞中正确的表达并生成大

量的相关蛋白.
2.4 流式细胞仪检测结果 三组SGC-7901细胞分

别经过Ad-p27mt, Ad-LacZ和无病毒的处理, 24 h
后, Ad-p27mt激发了胃癌细胞的程序性凋亡. 通
过流式细胞仪测量, 重复6次. 亚二倍体的平均

值分别是: Ad-p27mt组41.0%, Ad-LacZ组4.67% 
和未感染组1.96%. Ad-p27mt组比较Ad-LacZ组, 
Ad-p27mt组比较未感染组, P <0.01; Ad-LacZ组
比较未感染组, P >0.05. 统计分析表明: 实验数据

在Ad-p27mt组和Ad-LacZ组,未感染组之间存在

着显著性差异. 
2.5 探测DNA片段结果 DNA电泳结果显示: 在
Ad-LacZ组和正常对照组中基因条带是完整的, 
而在Ad-p27mt组中却有明显180-200 bp的双重

梯形带. 这跟典型的细胞凋亡变化是吻合的, 通
过TUNEL法在Ad-p27mt组和Ad-LacZ组中分析

细胞的程序性凋亡. 凋亡细胞的细胞核在显微

镜下呈蓝色; 而在正常对照组中, 凋亡细胞的细

胞核在显微镜下观测不到(图2).
2.6 裸鼠皮下种植的SGC-7901细胞随时间延长

肿瘤体积的变化  转染Ad-p27mt的重组腺病毒

感染人胃癌细胞株SGC-7901细胞, 绘制该细胞

株在裸鼠体内的生长曲线, 并与对照组比较, 肿
瘤生长曲线显示Ad-P27mt基因治疗组裸鼠体内

肿瘤生长第20天后体积与生理盐水、Ad-LacZ
对照组比较显著降低, 证实转染人Ad-P27mt基
因的重组腺病毒对裸鼠体内人胃癌有显著抑制

作用(图3).
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1          2              3             4          5           6

图 1 Ad-p27mt Westen blot检测结果. 1, 2: control; 3, 4: 
Ad-LacZ; 5, 6: Ad-p27mt; 1, 3, 5: 0 h; 2, 4, 6: 24 h.

图 2 TUNEL法在Ad-p27mt组中检测到细胞的凋亡. (    表
示apoptotic cell).
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图 3 人胃癌细胞株SGC-7901细胞株在裸鼠体内的生长
曲线.
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2.7 TUNEL法检测细胞凋亡 染色后的凋亡细胞

核呈黑色或者棕黑色, 细胞质浓缩, 细胞皱缩. 
Ad-P27mt组和对照组的凋亡率分别是92.3%±

3.76%和2.01%±0.15%, 两者比较具有显著差异

(P <0.01), 且对裸鼠内人胃癌SGC-7901的细胞周

期影响有差异(P <0.05). 
SGC-7901细胞经不同处理后流式细胞仪

检测细胞周期结果(表1). Ad-LacZ及空白对照

组G1/G0期比例逐渐下降, S期比例上升, 表明G0/ 
G1→S的过程非常迅速, 细胞增殖活跃. 而Ad-
P27mt 组G1/G0期比例较高, S期比例则下降, 与
对照组相比差异有显著性(P <0.05), 细胞发生G1
期阻滞, 细胞增殖受到抑制. 流式细胞仪检测的

对照组与Ad-P27mt组的凋亡峰见图4.

3  讨论

人突变基因p27表达蛋白是一种热稳定蛋白, 最
早由Polyak et al [4]在一项用TGF-β研究细胞接触

抑制的实验中发现. 1994年p27基因可以被克隆

后, 人们发现p27主要抑制细胞周期因子E-CDK2
复合体的活性 ,  同时也能抑制细胞周期因子

D-CDK4和细胞周期因子A-DK2复合体. 另外, 
p27还能下调细胞周期因子B的表达. 由外源性信

号诱导引起p27表达产物堆积导致细胞在G0/G1

期停留与肿瘤生成和p27基因的转位, 缺失和突

变以及p27的表达水平、蛋白活性相关[5-6]. 如果

p27mt的表达水平下调, 对细胞周期因子E-CDK2
复合物的抑制作用也会下降, 从而使DNA损伤细

胞能从G1期直接进入S期. 
p27蛋白的降解主要由受泛醌介导的第187

位苏氨酸磷酸化引起的[7-9]. Kudo et al [10]发现如

果p27表达受p27蛋白影响的话, 他会明显抑制

细胞生长. 并且在p27突变型比在p27野生型的

抑制效果更明显. 这种抑制作用是由于CDK的

磷酸化位点受阻碍引起的. 构建携带p27mt的复

制缺陷型重组腺病毒, 研究胃癌细胞株MNK45
的凋亡, 我们希望能发现治疗胃癌的更有效的

p27基因[11]. Koguchi et al [12]报道当腺病毒携带

的外源性基因p27转染星形胶质细胞后这些细

胞的生存能力下降. Zhang et al [13]报道由维甲酸

诱导的p27表达上调能显著抑制卵巢肿瘤细胞

的生长. Koh et al [4]对来源于子宫颈鳞状肿瘤细

胞的SUN-1066, SUN-1041, SUN-1076细胞系进

行检测, 将这些细胞转染由重组腺病毒携带的

p27kip1后发现, p27的高表达能提高表达这些细

胞周期因子D1和细胞周期因子E增高, 同时肿瘤

细胞的增殖明显受抑. 在该研究中, 细胞周期分

析显示胃癌细胞主要停留在G1-S相. 以上各项研

究显示在肿瘤发生发展过程中p27是对肿瘤产

生、进展和预后都具有十分重要影响的基因. 
目前, 功能性重组抗肿瘤基因是肿瘤基因

治疗的有效途径. Sasaki et al [14]发现用腺病毒诱

导的p27mt和p27wt转染胆管癌细胞系TFK-1和
HuCCT-1, p27mt比p27mt有更强的促进凋亡和诱

导细胞增殖作用. Park et al [15-16]用腺病毒将p27mt
和p27wt转染肺癌细胞株NCIH460, NCIH1264, 
NCIH358和NCIH15和胶质细胞系后也获得了相

同的结果. 在我们的研究中, p27mt转染胃癌细

胞系SGC-7901, 用p27mAb证实该基因的高表达, 
结果显示携带重组p27mt的腺病毒能将目标基因

导入源自人胃腺癌组织种植于裸鼠并能表达内

aP<0.05 vs  Ad�LacZ组, 未感染组 .

        

表 1   Ad-p27mt对SGC-7901细胞周期的影响(mean±SD, %)

未感染           25.2�±1.0�    �1.12±1.1�    33.3�±1.55
Ad�lacZ         2�.5�±0.�5    38.21±0.��    3�.22±0.�2 
Ad�p2�mta       ��.�6±2.20      8.�8±0.1�    13.06±2.35 
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图 4 流式细胞仪检测的对照与Ad-p27mt的凋亡峰. A: 空
白对照组; B. Ad-p27mt组.
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源性p27的肿瘤细胞内. 利用流式细胞仪, 在Ad-
p27mt组中凋亡率上升至41.0%, 与对照组相比

较有显著差异. DNA分析显示存在180-200 bp的
DNA梯度. 

SGC-7901细胞用不同方法处理后检测各组

细胞周期. 从表1中可见Ad-LacZ组和空白对照组

G0/G1细胞数有所下降, 而S相细胞比率增高, 这
一现象说明细胞周期各相的转化时间缩短, 细
胞增殖活跃. 然而在Ad-P27mt组中G0/G1相细胞

数增多, 细胞周期停顿在G0/G1相, 与空白组和

Ad-LacZ对比具有显著差异. TUNEL法显示Ad-
P27mt诱导裸鼠体内人胃癌细胞SGC7901的凋亡

率达到92.4%, 并且与正常对照组相比具有显著

差异. 以上结果说明p27基因与胃癌的发生具有

密切相关性. 下调p27表达是细胞增殖失调和凋

亡失调的主要原因. 利用p27mt上调p27的表达促

进肿瘤细胞的凋亡, 从而形成一种新型的抗胃癌

治疗途径. 细胞周期分析显示通过p27mt抑制细

胞周期/CDK激酶的活性, 肿瘤细胞分裂中止于

G1期. Winteringham et al [17]认为p27的积累在细胞

增殖启动中对胃癌细胞周期的中止机制中起着

重要作用. 但是其他一些在该过程中起作用的凋

亡因子仍需要进一步探讨. 
近期研究显示NM-3以及其他一些基因治疗

能成功诱导胃癌细胞凋亡[18-19], 但是在裸鼠胃癌

模型中由Ad-p27mt导入腺病毒对裸鼠内人胃癌

细胞SGC-7901的分子凋亡作用尚未报道, 本研

究提示重组腺病毒转染人p27基因具有显著抑制

裸鼠体内人胃癌作用, 这一方法的有效性及凋亡

机制为其治疗晚期胃癌提供了重要的实验依据. 
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