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Abstract
AIM: To construct a replication-deficient 
recombinant adenoviral vector encoding human 
oncostatin M (HOSM) gene and evaluate its 
potential for suppressing the cell growth of 
hepatic carcinoma cell line HepG2 in vitro.

METHODS: Recombinant replication-deficient 
adenoviral vector encoding human oncostain M 
(HOSM) gene was constructed using homolo-
gous recombination modality. The transfection 
efficiency of the recombinant virus in HepG2 
cells was examined by reporter gene AD-GFP. 
The expression of exogenous HOSM gene in ad-
enovirus-infected HepG2 cells was identified by 
reverse transcription polymerase chain reaction 

(RT-PCR). The proliferation inhibition of HepG2 
cells was determined by trypan blue exclusion 
assay.

RESULTS: The desired recombinant adenovirus 
vectors were harvested with high titer and puri-
ty. The transfection efficiency of the recombinant 
virus in HepG2 cells was high, and positively 
correlated with the doses of AD-HOSM. The ef-
ficient expression of HOSM gene was detected 
in AD-HOSM treated cells at the 48th hour, and 
in vitro growth assay revealed significant growth 
retardation following AD-HOSM infection.

CONCLUSION: The expression of HOSM de-
livered by recombinant adenovirus is able to 
inhibit the proliferation of HepG2 cells in vitro, 
suggesting that recombinant adenovirus-medi-
ated HOSM gene therapy might be a candidate 
method for the treatment of hepatic carcinoma.
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摘要
目的: 构建含人抑瘤素M (human oncostatin M, 
HOSM)基因的复制缺陷型重组腺病毒载体
AD-HOSM, 观察其对人肝癌细胞株HepG2在
体外生长抑制情况. 

方法: 通过同源重组方法构建含HOSM基因
的缺陷型重组腺病毒载体AD-HOSM, 用报
告基因AD-GFP检测腺病毒的对人肝癌细胞
系的转染效率; 人肝癌细胞株HepG2转染含
HOSM基因的缺陷型腺病毒载体AD-HOSM
后, 用RT-PCR法检测外源HOSM基因在其中
的表达; 台盼蓝染色、细胞计数法检测AD-
HOSM对HepG2的体外增殖抑制情况. 
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■背景资料
肝癌是治疗效果
较差的消化道恶
性肿瘤, 需要对新
的治疗模式进行
探 索 .  肿 瘤 基 因
治疗是一项新兴
而有前途的治疗
方 式 .  人 抑 瘤 素
M(HOSM)是一种
能抑制肿瘤细胞
增殖多肽, 既往有
关HOSM体外抑
瘤多为直接应用
或 质 粒 介 导 ,  本
文所使用的质粒
DNA同源重组构
建了重组腺病毒
载体AD-HOSM
的方法, 具有操作
简单, 获得重组腺
病毒的几率较大
的特点; 检测外源
HOSM基因在靶
细胞表达RT-PCR
法 简 单 易 行 ;  台
盼蓝染色、细胞
计数法简单、易
行而直观. 实验中
AD-HOSM在体
外显示了较好的
抑制HepG2的的
生长的作用, 提示
HOSM可能对肝
癌细胞有良好的
抑制作用, 有着较
好的应用前景. 



结果: 成功构建了重组腺病毒载体AD-HOSM, 
AD-HOSM对肝癌细胞HepG2有较高的转染
效率, 并且转染效率与病毒的剂量呈正相关. 
AD-HOSM感染HepG2细胞48 h, HOSM基因
在转染细胞能有效的表达. 体外试验示, AD-
HOSM转染的细胞的增殖却受到明显的抑制.

结论: 重组腺病毒介导HOSM表达能有效抑
制HepG2在体外的增殖, 提示重组腺病毒介导
的HOSM基因治疗可能成为肝癌治疗的候选
方案.
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0  引言

肝癌是常见的消化道恶性肿瘤 ,  化疗不敏感 , 
预后较差, 需要对新的治疗模式进行探索来提

高肝癌的治疗效果. 抑瘤素M(oncostatin M)是
一种能抑制肿瘤细胞增殖和促进正常成纤维

细胞生长的多肽, 是迄今报道的具有较强抑制

活性的因子, 我们构建了含人抑瘤素M(human 
oncostatin M, HOSM)基因复制缺陷型重组腺

病毒载体, 以之转染肝癌细胞系, 观察外源性

HOSM基因在其中的表达, 及体外的抑瘤效应进

行检测和分析, 为肝癌的基因治疗提供参考. 

1  材料和方法

1.1 材料 肝癌细胞系HepG2购自ATCC, 培养

条件为RMPI1640, 100 mL/L胎牛血清, 37℃, 
50 mL/L CO2. RPMI1640购自Gibico BRL, 胎牛

血清购自北京军医兽医防治中心.
1.2 方法 
1.2.1 构建含HOSM基因的重组腺病毒载体[1-3] 用
含HOSM基因的穿梭质粒pCA14HOSM(含CMV-
HOSMcDNA-SV40polyA)与环状质粒pJM17通过

lipofectAMIN介导, 在人胚肾细胞中进行同源重

组, 通过嗜斑分析筛选单克隆重组腺病毒, PCR
法鉴定所构建的重组腺病毒载体, 在293细胞中

扩增病毒, Cscl梯度超速离心纯化病毒, 嗜斑法

测定病毒的滴度. 
1.2.2 肝癌细胞系对腺病毒感染效率的检验[4] 将
肝癌细胞系HepG2以104接种于24孔板, 12 h后给
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予不同MOI的AD-GFP感染, MOI分别为5, 10, 20, 
30, 40, 50, 以DMEM为对照1-2 h后吸去病毒液, 
每孔加入2 mL培养液, 以后每12 h在荧光显微镜

下观察GFP的表达情况, 感染48 h后计数GFP表
达阳性的细胞数(发绿色荧光), 同时计数该视野

的全部细胞数, 计算感染效率. 转染效率 = GFP
表达阳性细胞数/总细胞数×100%.
1.2.3 RT-PCR法检测目的基因在肝癌细胞系的

表达 转染50MOI的AD-HOSM 48 h的肝癌细胞, 
分别用AD-GFP及PBS作病毒对照及空对照. 用
TRIzol试剂(GIBCO BRL)提取细胞的总RNA, 
使用TRIzol试剂(GIBCO BRL), 参照说明书操

作. 按HOSM CDNA序列合成引物, 上游引物: 
AGC, TGC, TCG, AAA, GAG, TAC, CG下游引物: 
CTG, TCC, CCT, GGT, CAT, GAG, TC预计扩增

片段长度为660 bp, 使用Promega公司的Reverse 
Transcription Ststem(cat#A3500)试剂盒, 按说明书

操作.  
1.2.4 绘制细胞生长曲线[5-6] 将HepG2 1×105接种

于60 mm的平皿, 分别感染50MOI的AD-HOSM, 
AD-GFP, PBS作对照, 每皿重复3次, 每天观察细

胞生长状况, 于感染的2, 4, 6, 8 d, 用2.5 g/L胰蛋

酶消化细胞, 离心收集细胞, 台盼蓝染色, 细胞计

数, 每皿重复3次, 取平均值, 绘制细胞生长曲线.

2  结果

2.1 构建重组腺病毒载体AD-HOSM实验结果 成
功构建了含HOSM基因的复制缺陷型重组腺病

毒载体AD-HOSM[1-2]. 
2.2 肝癌细胞系对腺病毒感染效率的检验 肝
癌细胞系对重组腺病毒易感, 以AD-GFP转染

HepG2, 观察到转染效率与病毒的剂量呈正相

关. 随着感染剂量加大, 目的基因的表达水平增

www.wjgnet.com

图  1  RT-PCR分析HOSM基因在HepG2细胞中的表达. 1: 转

染AD-HOSM的HepG2细胞, 扩增出220 bp的特异性条带; 2: 

L转染AD-FDP的HepG2细胞; 3: 为专染病毒的HepG2细胞.
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■同行评价
本文研究了重组
腺病毒载体介导
HOSM基因对肝
癌细胞体外增殖
的抑制作用, 文章
新颖度较好, 结果
可信, 有较高的理
论和应用价值.
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加, 产生强绿色的荧光的细胞数量亦增加, 病毒

的转染效率提高. 
2.3 重组腺病毒介导的目的基因在肝癌细胞的

中表达 AD-HOSM感染HepG2细胞48 h后, 提
取总RNA, 进行反转录PCR, 结果表明外源性

HOSM基因能在肝癌细胞中能表达(图1).
2.4 重组腺病毒介导HOSM基因可抑制HepG2增

殖 AD-GFP感染的细胞的增殖速度和光镜细胞

形态与对照组没有明显的差别, 而相同剂量的

AD-HOSM转染的细胞的增殖却受到明显的抑

制, 光镜下可见细胞的贴壁性降低, 变园, 皱缩, 
折光性增强, 部分细胞台盼蓝染色呈阳性, 此结

果说明是病毒介导的目的基因而非病毒本身抑

制肝癌细胞的增殖, 图2显示感染AD-GFP, AD-
OSM及正常HepG2的生长曲线.

3  讨论

抑瘤素M是Zarling et al [7]在1986年分离的一种抑

制肿瘤细胞增殖并有多种生物活性的细胞因子, 
抑瘤素M能抑制多种肿瘤细胞株的增殖, 包括肝

癌、乳腺癌、卵巢癌、神经胶质瘤、肺癌等, 可
促进成纤维细胞的生长及Kaposi内瘤细胞的增

殖, 可抑制体外培养的造血祖细胞的分化[8]. 病毒

介导法转染效率高, 目的基因表达稳定, 在现有

的基因治疗的方案中占绝大多数[9-11]. 腺病毒[12]

是一种线状双链DNA病毒, 与其他病毒载体相

比较而言, 对人致病性小, 且不诱导癌变, 感染

后所致的临床症状较轻, 把腺病毒作为载体比

较安全, 不整合入细胞基因组, 遗传毒性低; 宿
主范围广; 不仅能感染繁殖期的细胞, 而且能感

染非分裂期的细胞, 故能达到很高的转染效率; 
易于制备, 纯化, 病毒滴度可达1013 pfu/L以上, 
能满足于临床基因治疗的要求; ad2, ad5等的启运

子功能较强, 可明显提高外源基因的表达水平. 
实验中所使用的质粒DNA同源重组构建重

组腺病毒载体AD-HOSM的方法, 具有操作简单, 
获得重组腺病毒的几率较大的特点; 检测外源

HOSM基因在靶细胞表达RT-PCR法简单易行; 
台盼蓝染色、细胞计数法简单、易行而直观. 分
别以AD-HOSM, AD-GFP, PBS转染肝癌细胞株, 
结果显示, HOSM对肿瘤的生长有明显的抑制作

用, AD-GFP感染的细胞的增殖速度和光镜细胞

形态与对照组没有明显的差别, 而相同剂量的

AD-HOSM转染的细胞的增殖却受到明显的抑

制, 光镜下可见细胞的贴壁性降低, 变园, 皱缩, 
折光性增强, 部分细胞台盼蓝染色呈阳性, 此结

果说明, 是病毒介导的目的基因OSM而非病毒

本身抑制肝癌细胞的增殖, 但OSM作用机制[13-14]

尚不完全清楚, 可能与下述因素有关: OSM和其

受体结合后, 通过JAK/STAT信号传导途径, 作用

于靶基因, 如CDKIS的P21WAF1/CIPI, P27KLPI等, 
使细胞生长阻滞; 或通过下调癌基因如抑制如

c-myc的表达而抑制细胞增殖; 或通过免疫效应

抑制细胞增殖. 
当前对肝癌的基因治疗虽然取得了很多有

意义的结果[15], 给肿瘤的治疗带来了新希望, 但
仍存在着许多问题: (1)基因转移技术尚不完善; 
(2)病毒载体的安全性有待观察; (3)导入的基因

间是否拮抗; (4)如何使导入的基因只作用于肝

癌细胞. 相信随着科学技术进步及对肿瘤的发

病机制的深入研究, 对基因转移载体进一步改

造, 减轻其副作用, 提高其靶向性及转染效率, 
新的功能基因不断被发现, 选择合适的治疗基

因, 建立新的治疗模式, 经过长期不懈的努力, 
我们相信肝癌的基因治疗将可能成为临床上可

行的有效的辅助医疗方案, 基因治疗将会有一

个灿烂辉煌的明天. 
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第十九届全国中西医结合消化会议征文通知

本刊讯 中国中西医结合学会消化系统疾病专业委员会决定于2007-08下旬在石家庄市召开第十九届全国中西

医结合消化学术交流会, 并同时举办全国中西医结合消化疾病诊治新进展学习班.

1 征文内容和要求

征文内容: (1)有关消化系统疾病包括食管、胃、肝、胰等诊疗、实验研究进展; (2)中西医结合对慢性肝炎

(病)、肝纤维化临床诊治以及基础、实验研究; (3)中西医结合对消化系统肿瘤诊治经验与实验研究; (4)中西医

结合对“淤血症”以及脾胃学说与脾虚证研究进展. 征文要求: 来稿请附800字论文摘要, 并附软盘或发电子邮

件至211zyke@163.com或czs.xiaohua@163.com(尽量以电子邮件发送). 征文请于2007-06-30前邮寄.

2 学习班招收对象

学习班招收对象: 从事中西医结合、中医或西医消化专业医师以上人员. 参加学习班者授予国家继续教育学分

12分；在大会有论文报告者另授继续教育学分6分.

3 联系方式

(1) 黑龙江省哈尔滨市南岗区学府路45号 解放军第211医院中医科(中国中西医结合学会消化系统疾病专业

委员会), 邮编: 150080, 联系人: 李春雷, 贾云,  联系电话: 0451-57752440或86632450, 传真: 0451-86603878或

0451-57752440; (2) 河北省石家庄和平西路215号河北医科大学附属第二医院, 邮编: 050000, 联系人: 姚希贤, 

冯志杰, 联系电话: 0311-87222301或13333015658.


