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Abstract
AIM: To construct a recombinant adenovirus 
carrying Apoptin gene so as to provide a basis 
for further studying the molecular mechanism of 
Apoptin gene in inducing tumor cell apoptosis.

METHODS: The plasmid pVAX1-Apoptin was 

digested by endonuclease BamHⅠ and SpeⅠ, 
and the obtained Apoptin segment was inserted 
into vector pacAd5 CMV K-N pA to construct 
a shuttle plasmid pacAd5-Apoptin. After PacⅠ 
digestion and linearized process, the plasmid 
pacAd5-Apoptin and pAD (genome plasmid) 
were co-transfected into AAV-293 cells by lipo-
some mediation. The DNA containing Apoptin 
gene of the recombinant adenovirus was identi-
fied by plaque purification, reverse transcrip-
tion-polymerase chain reaction (RT-PCR) and 
Western blot. The titer of the obtained adenovi-
rus was also examined.

RESULTS: The recombinant adenovirus ex-
pressed Apoptin gene and the molecular weight 
of the protein was about 13 kDa, which was con-
sistent with the CVA-positive control. The pro-
tein of Apoptin could be effectively expressed 
in the recombinant adenovirus, and this protein 
had response to the CAV-positive serum. The 
titer of the recombinant virus was 1011 PFU/L.

CONCLUSION: The adenovirus containing 
Apoptin gene is successfully constructed, and 
the virus titer is able to meet the requirements of 
in vitro and in vivo experiments.

Key Words: Apoptin gene; Adenovirus vector; 
Genetherapy; Reverse transcription-polymerase 
chain reaction; Western blot
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摘要
目的: 构建携凋亡素(Apoptin)基因重组腺病
毒, 为进一步研究Apoptin基因抗肿瘤作用分
子机制建立基础. 

方法: 利用BamHⅠ和SpeⅠ双酶切质粒pVAX1-
Apoptin, 获得Apoptin片段并连接入pacAd5 
CMV K-N pA, 构建含Apoptin基因的穿梭质粒
pacAd5-Apoptin. 利用PacⅠ单酶切对pacAd5-
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■背景资料
癌症是一个具有
极复杂生物生命
变化发生机制的
过程, 也是严重威
胁人类健康的主
要疾病之一. 目前
肿瘤患者数量庞
大, 并随着诊断手
段的发展而逐年
增加. 目前对恶性
肿瘤的治疗仍多
采用手术治疗辅
以放化疗的方法, 
效果不尽人意, 且
有严重不良反应. 
基因治疗是近年
肿瘤治疗研究热
点, 有别于传统方
法, 着眼于调动机
体自身的抗癌能
力, 通过增强固有
的抗肿瘤机制达
到抑制肿瘤细胞
及根治肿瘤的目
的, 因此被认为是
最有希望攻克癌
症的疗法.

■同行评议者
李 淑 德 ,  主 任 医
师, 中国人民解放
军第二军医大学
长海医院消化内
科



Apoptin和腺病毒基因组质粒(pAd5)进行线性
化处理后应用脂质体介导法共转染AAV-293细
胞, 分别利用蚀斑纯化和RT-PCR、Western blot
等方法对重组病毒进行筛选和鉴定, 并测定所
获得重组病毒的滴度. 

结果: 所构建重组腺病毒中的Apoptin基因得
到了正确转录, 表达产物的相对分子质量约为
13 kDa, 与CVA阳性对照一致; 所获得重组腺
病毒可有效表达Apoptin蛋白, 该蛋白与CAV
阳性血清具有反应原性, 重组病毒滴度为1011 
PFU/L.

结论: 成功构建含Apoptin基因的重组腺病毒, 
所获得重组病毒的滴度可以满足体内外实验
要求.

关键词: Apoptin基因; 腺病毒载体; 基因治疗; 逆转

录-聚合酶链反应; 免疫印迹法
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0  引言

随着分子生物学、分子遗传学、免疫学等相关

学科的发展和渗透, 基因治疗特别是肿瘤基因

治疗技术迅速发展, 多种肿瘤基因治疗方法在

理论和技术上已趋成熟, 并从实验及基础研究

过渡到临床试用阶段. 目前, 肿瘤基因治疗药物

的应用前景已不仅取决于其杀伤肿瘤细胞的有

效性, 而更加侧重于制剂的抑瘤特异性[1-4]. 由鸡

贫血病毒(chicken anemia virus, CAV)上VP3基因

编码的凋亡素(Apoptin)能够特异性诱导包括肝

癌、淋巴瘤、胆管癌、黑色素瘤、乳腺癌、肺

癌、结肠癌等人源肿瘤发生凋亡, 而对成纤维

细胞、角质化细胞、平滑肌细胞等正常没有影

响[5-7]. 这种特异性地诱导转化细胞和肿瘤细胞

凋亡作用不依赖于野生型p53也不受Bc l-2过度

表达的影响. 而且Apoptin基因较小, 可以插入多

种载体, 具有成为新的肿瘤研究策略的潜力[7-10]. 
因此, 本研究以腺病毒为载体, 构建携Apoptin基
因的重组腺病毒, 为进一步的体内外实验提供

基础.

1  材料和方法

1.1  材料  大肠杆菌感受态菌D H5α、C AV、

A AV-293细胞和质粒p VA X1-A p o p t i n[11]、

pTKEGFP、pacAd5 CMV K-N pA、pAd5均由
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本实验保存. 胎牛血清、DMEM、opti MEM
培养基购自Gibco公司; 碱性磷酸酶(AP)标记

的羊抗鸡I g Y、碱性磷酸酶(A P)标记的羊抗

鼠IgG购自华美生物工程公司; β-actin mAb、
CAV阳性血清由本实验室制备并保存; 脂质体

Lipofectamine2000、TRIzol、Oligo(dT)购自

Invitrogen公司.
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养和质粒转染: AAV-293细胞在

DMEM培养液(含100 mL/L胎牛血清, 100 U/L青
霉素, 100 U/L链霉素)中, 于37℃, 50 mL/L CO2

条件下培养至对数生长期, 2.5 g/L胰蛋白酶消

化后制备单细胞悬液, 调整细胞浓度至1×108

并接种于6孔(2 mL/孔)细胞培养板, 培养24 h
后用于转染或病毒接种. 通过脂质体介导法将

10 μg线性化的pacAd5-Apoptin和pAd5共转染

AAV-293细胞, 即在500 μL opti MEM中, 加入10 
μL Lipofectamine2000并混匀; 另取500 μL opti 
MEM加入线性化产物并混匀, 两者混合后于室

温下作用30 min, 将上述混合液滴加入AAV-293
细胞中, 于37℃, 50 mL/L CO2条件下培养6 h. 同
时设pTKEGFP转染阳性对照.
1.2.2 穿梭质粒构建: 用Bam HⅠ和SpeⅠ分别双

酶切质粒pVAX1-Apoptin和pacAd5 CMV K-N pA. 
回收约366 bp的Apoptin线性化的pacAd5 CMV 
K-N p A, 两者连接后转化大肠杆菌感受态菌

DH5α, 挑菌后小量提取质粒, 并用BamHⅠ和Spe
Ⅰ双酶切进行鉴定. 实验方法参照分子克隆[12].
1.2.3 含Apoptin基因的重组腺病毒构建: 用Pac
Ⅰ对PacAd5-Apoptin和pAd进行酶切线性化处

理, 酶切产物用无水乙醇沉淀回收, 并将线性化

产物共转染AAV-293细胞, 培养7-10 d后挑取病

毒蚀斑, 经3次冻融后用AAV-293细胞进行蚀斑

扩增, 经扩增的重组病毒用于RT-PCR和Western 
blot鉴定. 
1.2.4  RT-P C R检测: 培养接种重组病毒后的

AAV-293细胞至80%-90%发生病变时用TRIzol
抽提总RNA, 以Oligo(dT)为引物进行反转录以

合成cDNA. 以3 μL cDNA为模板, 以Apoptin特
异引物进行PCR检测. PCR扩增的反应体系为: 
2.5 μL 10×Buffer, 0.5 μL 10 mmol/L dNTP, 上下

游引物(10 μmol/L)各1 μL, 1 μL Taq DNA聚合酶, 
补加水到25 μL. Apoptin反应条件为: 95℃预变

性5 min; 94℃ 1 min, 55℃ 30 s, 72℃ 40 s, 共30
个循环; 72℃延伸10 min. PCR产物进行琼脂糖

凝胶电泳. 以CAV感染细胞作为阳性对照, 以未

www.wjgnet.com

■研发前沿
目前, 肿瘤基因治
疗药物的应用前
景已不仅取决于
其杀伤肿瘤细胞
的有效性, 而更加
侧重于制剂的抑
瘤特异性. 由鸡贫
血病毒 (CAV )上
VP3基因编码的
凋亡素(Apoptin)
能够特异性诱导
包括肝癌、淋巴
瘤、胆管癌、黑
色 素 瘤 、 乳 腺
癌、肺癌、结肠
癌等人源肿瘤发
生凋亡, 是目前研
究的热点.
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感染重组病毒的AAV-293细胞作为阴性对照.
1.2.5 Western blot检测: 培养接种重组病毒后

的AAV-293细胞至80%-90%发生病变时收获细

胞, 经预冷磷酸盐缓冲液洗涤, 收集至含400 μL
裂解缓冲液(50 mmol/L Tris, pH7.4, 250 mmol/L 
NaCl, 5 mmol/L EDTA, 0.1% Triton X-100, 20 
mmol/L β-磷酸甘油, 5 mmol/L NaF, 1 μg/mol亮
肽酶素, 200 mg/L胰岛抑素, 1 mg/L胃酶抑素)离
心管中, 冰浴30 min后于样品缓冲液(50 mmol/L 
Tris, pH7.4, 100 mmol/L二硫苏糖醇, 2% SDS, 
0.1%溴酚蓝, 10%甘油)中煮沸3 min, 12 000 g , 
离心10 min, 上清液经10% SDS-聚丙烯酰胺凝

胶电泳分离后电转移至硝酸纤维素膜. 硝酸纤

维素膜于含5%脱脂乳封闭2 h, 先后与CAV阳性

血清和AP标记的羊抗鸡IgY或β-actin mAb和AP
标记的羊抗鼠IgG温育2 h, 并于NBT和BCIP溶
液中显色. CAV感染细胞的提取物作为阳性对

照, 未感染重组病毒的AAV-293细胞提取物作为

阴性对照.
1.2.6 重组腺病毒的滴度测定: 鉴定正确的重组

病毒扩增后做连续10倍梯度稀释, 并接种于24
孔板培养的AAV-293细胞, 培养3-5 d, 以出现细

胞病变的最大稀释倍数为依据, 按以下公式计

算病毒滴度: 病毒滴度 = 细胞病变数×稀释倍

数/病毒接种量(mL).

2  结果

2.1 pacAd5-Apoptin的构建 穿梭质粒pacAd5-
VP3经Bam HⅠ和SpeⅠ双酶切后出现366 bp条
带(图1), 成功构建了含Apoptin基因的穿梭质粒.
2.2 重组腺病毒蚀斑筛选 pTKEGFP与线性化

的pacAd5-VP3和pAd5分别转染AAV-293细胞

转染, 培养24 h后, 可观察到pTKEGFP转染孔

细胞呈现明亮绿色荧光(图2), 质粒已成功转染

入AAV-293细胞内. 继续培养7-10 d后, pacAd5-
Apoptin和pAd5共转染孔出现细胞病毒, 重组病

毒已包装完成(图3).
2.3 重组腺病毒RT-PCR鉴定 对重组腺病毒感染

AAV-293细胞的总RNA进行RT-PCR检测, 可扩

增出与CAV感染细胞大小一致的条带, 重组腺病

毒中的Apoptin基因得到了正确转录(图4).
2.4 重组腺病毒Western blot鉴定 可见相对分子

质量13 kDa的特异条带, 与CVA阳性对照一致. 
所获得重组腺病毒可有效表达Apoptin蛋白, 该
蛋白与CAV阳性血清具有反应原性(图5).
2.5 重组腺病毒滴度 对经筛选和鉴定正确的重

组腺病毒进行滴度测定, 重组腺病毒滴度约为

1011 PFU/L.

3  讨论

基因治疗的本质就是目的基因、载体与转染的

问题, 其关键就是目的基因的选择. 宗旨在于将

外源基因导入肿瘤细胞, 使之表达目的蛋白质

以达到治疗肿瘤的效果. 腺病毒载体具有滴度

高、感染范围广、DNA不整合到宿主染色体、

可插入7-8 kb的外源DNA片段等优点, 目前已成

为基因治疗、基因功能研究、反义治疗、疫苗

开发等领域最为常用的载体之一[13]. 但重组腺病

毒污染野生型病毒的问题一直没有得到很好的

解决. 本研究采用RAPAdⅠ重组腺病毒系统[14]

进行重组腺病毒的构建, 该系统将与腺病毒复

制和包装相关信号序列从腺病毒基因组骨架质

B

A

图  2  质粒转染AAV-293细胞结果. A: pTKEGFP转染细胞; 

B: 正常细胞.
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图  1  穿梭质粒酶
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■创新盘点
本研究利用RAPA 
dⅠ重组腺病毒系
统成功构建了表
达Apoptin基因的
重 组 腺 病 毒 .  实
验 结 果 表 明 ,  本
研究所构建的重
组腺病毒能够有
效表达Apoptin基
因 ,  并 且 所 表 达
A p o p t i n 基 因 与
CAV阳性血清具
有反应原性. 
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粒内敲除, 并转移至穿梭质粒中, 使得只有腺病

毒基因组骨架质粒与穿梭质粒重组后, 腺病毒

才能够包装并增殖. 因此, 应用RAPAdⅠ系统所

构建的重组腺病毒在理论上都是经过同源重组

的, 这大大降低了野生型腺病毒污染的机会.
细胞凋亡(apoptosis)又称为细胞程序性死

亡, 是细胞自主死亡的过程, 也是凋亡相关基因

调控的结果. 近年研究发现, 病毒感染是调节细

胞凋亡的重要因素, 病毒感染后不仅可通过自

身基因的表达激活或抑制细胞凋亡的发生, 也
可与细胞凋亡调节基因一起共同参与凋亡的调

控. 放疗和化疗是目前常用的肿瘤非手术疗法, 
其机制是通过野生型p53的介导细胞凋亡. 触发

CAV诱导肿瘤细胞凋亡的因子是由该病毒VP3
基因编码的Apoptin蛋白. 目前, Apoptin识别恶性

转化细胞的确切机制尚不十分明确, 有待进一

步探讨. 但有研究表明Bc l-2家族成员能够促进

Apoptin的功能而不是抑制其作用, 说明Apoptin
诱导肿瘤细胞凋亡的途径与经典凋亡通路存在

差别[15-19]. Apoptin含有一段核定位信号, 使其能

够进入转化细胞或恶变细胞的细胞核内[20], 同时

引起这类细胞凋亡. 而对正常细胞, Apoptin只存

在于核周围的细胞质而不进入细胞核, 不引起

正常细胞的凋亡, 对正常细胞无毒性[21-26]. 有研

究表明, Apoptin的核定位可能是其诱发细胞凋

亡的前提之一[20,27-29]. 由于大部分肿瘤细胞具有

p53突变或缺失, 使得传统抗肿瘤方法效果不佳, 
因此, 这种非p53依赖性使凋亡蛋白质作为抗肿

瘤药物有很好的前景.
为进一步探讨Apoptin基因诱导肿瘤细胞凋

亡及区分恶性细胞和正常细胞的机制, 本研究

利用RAPAdⅠ重组腺病毒系统成功构建了表达

Apoptin基因的重组腺病毒. 实验结果表明, 本研

究所构建的重组腺病毒能够有效表达Apoptin基
因, 并且所表达Apoptin基因与CAV阳性血清具

有反应原性. 重组腺病毒滴度为1011 PFU/L, 能
够满足体内外研究的需要.
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