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Abstract
AIM: To evaluate the efficiency of transgene 
expression and inducing apoptosis on tumor-
specific replication-competent adenovirus 
carrying human tumor necrosis factor-related 
apoptosis-inducing ligand gene, a novel gene-
viral therapeutic system CNHK500-hTRAIL, in 

hepatocellular carcinoma (HCC) cell lines in vitro.

METHODS: HCC cell lines HepG2, Hep3B and 
normal hepatocyte lines WRL-68 were transfect-
ed with CNHK500-hTRAIL. Virus replication 
assay was performed to evaluate the selective 
replication ability of CNHK500-hTRAIL. ELISA 
assay was used to detect the transgene expres-
sion of TRAIL. The cytotoxicity in cultured HCC 
and normal cells was evaluated by Methyl thia-
zolyl tetrazolium (MTT). Flow cytometry (FCM) 
was used to detect the early apoptotic induced 
by CNHK500-hTRAIL.

RESULTS: CNHK500-hTRAIL was selectively 
proliferated in the telomerase-positive HCC cell 
lines HepG2 and Hep3B. 72 hours after infec-
tion with CNHK500-hTRAIL, the expression 
of TRAIL in the supernatant of cultured cell 
lines HepG2 and Hep3B were 167.4 and 173.22 
ng/L, respectively; CNHK500-hTRAIL killed 
more HepG2 and Hep3B cells significantly with 
MOI = 0.1 and induced obvious apoptosis but 
not in WRL-68 even with MOI = 50. The ability 
of transgene expression and inducing apop-
tosis were significantly stronger than that of 
replication-competent adenovirus CNHK500 or 
replication-defective Ad-hTRAIL.

CONCLUSION: Replication-competent ad-
enovirus carrying human TRAIL gene is more 
effective than simplex oncolytic adenovirus or 
replication-defective adenovirus carrying hu-
man TRAIL gene in both cytotoxicity and effi-
ciency of gene transfer in HCC, and holds great 
promise in the area of HCC therapy.

Key Words: Gene-therapy; Adenoviral vector; 
TRAIL; Apoptosis; Hepatocellular carcinoma; Me-
thyl thiazolyl tetrazolium; Flow cytometry
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摘要
目的: 评价携带TRAIL基因的肿瘤特异性增殖
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■背景资料
原发性肝癌已成
为我国恶性肿瘤
死亡率的第2位 . 
虽然在不断发展
的综合治疗模式
下诊治水平取得
了 很 大 进 步 ,  但
居高不下的发病
率、复发率和死
亡率仍然非常棘
手. 因而寻求新的
肝癌有效辅助治
疗手段十分必要.

 

■同行评议者
禄韶英, 副主任医
师, 西安交通大学
医学院第一附属
医 院 普 外 科 ;  杨
林, 副研究员, 中
山大学附属第三
医院感染病科



型腺病毒CNHK500-hTRAIL在人肝癌细胞株
中介导TRAIL基因表达及对肝癌细胞的凋亡
诱导作用. 

方法: CNHK500-hTRAIL感染人肝癌细胞株
HepG2、Hep3B以及人正常肝细胞株WRL-68, 
通过增殖实验观察病毒的选择性增殖能力, 并
进行酶联免疫吸附试验(ELISA)检测TRAIL蛋
白的表达量, 四甲基偶氮唑蓝(MTT)比色法检
测其杀伤肝癌细胞的功效, 流式细胞术(FCM)
检测其对细胞早期凋亡的影响. 

结果: C N H K500-h T R A I L能选择性地在
HepG2、Hep3B细胞内高效增殖; 感染72 h后
HepG2、Hep3B细胞培养上清中TRAIL的表
达量分别为167.4、173.22 ng/L; 在MOI = 0.1
时, CNHK500-hTRAIL即可明显杀伤HepG2、
Hep3B细胞, 并选择性地诱导细胞早期凋亡, 
均显著高于空病毒CNHK500及非增殖型腺病
毒Ad-hTRAIL; 而对人正常肝细胞株WRL-68
则无明显杀伤作用.

结论: 携带TRAIL基因的肿瘤特异性增殖型腺
病毒载体对肿瘤细胞的杀伤能力和目的基因
的表达, 明显优于单纯的病毒载体及传统的非
增殖型腺病毒载体, 应用前景广阔.

关键词: 基因治疗; 腺病毒; 肿瘤坏死因子相关凋亡

诱导配体; 凋亡; 肝细胞癌; 四甲基偶氮唑蓝; 流式
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0  引言

以往研究表明, 肿瘤坏死因子相关凋亡诱导配

体(TRAIL)具有明显的抗肿瘤活性, 但由于系统

给药可能存在的肝细胞毒性, 限制了其进一步

应用[1]. 如果能使TRAIL仅在肿瘤局部形成高浓

度, 则是提高疗效、降低毒性的关键所在. 为此, 
我们利用增殖型腺病毒载体可特异性地靶向肿

瘤细胞内增殖复制的特点, 以携带人TRAIL基因

的肿瘤特异性增殖型腺病毒治疗肝癌, 并以携

带人TRAIL基因的传统非增殖型腺病毒为对照, 
观察并比较对肝癌细胞的杀伤能力.

1  材料和方法

1 .1  材料  携带人肿瘤坏死因子相关凋亡诱

导配体可溶性胞外区基因的增殖型腺病毒
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CNHK500-hTRAIL、空病毒载体CNHK500以及

增殖缺陷型腺病毒载体Ad-hTRAIL由第二军医

大学东方肝胆外科医院病毒-基因治疗实验室构

建并保存[2]. 胎牛血清(FBS)、DMEM、MEM培

养液均购于Gibco BRL公司.
1.2 方法 
1.2.1 细胞株及培养: 人肝癌细胞株HepG2、
H e p 3 B ,  正常人肝细胞株W R L - 6 8均购自

ATCC(American Type Cuture Collection, USA). 
HepG2、Hep3B用含100 mL/L FBS的DMEM培

养液, WRL-68用含100 mL/L FBS的MEM培养

液. 所有细胞37℃、50 mL/L CO2条件下培养, 
2.5 g/L胰酶消化、传代.
1.2.2 病毒增殖实验: 取对数生长期的HepG2、
Hep3B、WRL-68细胞铺6孔板, 3×105/孔, 置
于37℃ 50 mL/L CO2孵箱内24 h(正常人肝细胞

株WRL-68则需培养48 h), 待细胞贴壁后, 换用

无血清培养液1 mL, 按MOI = 5分别加入病毒

CNHK500-hTRAIL和wtAd5, 2 h后弃去含病毒

的培养液, 换用含50 mL/L血清的培养液3 mL, 
分别在0、6、12、48、96 h用细胞刮子将细胞移

至5 mL离心管中, 置于-80℃冰箱中, 反复冻融3
次, 使病毒自细胞中释放, 用TCID50法测定病毒滴

度. 以0 h病毒滴度为参照, 计算病毒的增殖倍数.
1.2.3 TRAIL基因表达的检测: 以上述相同方

法配制成的单个HepG2、Hep3B、WRL-68细
胞悬液加入6孔培养板, 3×105个细胞/孔, 常规

培养24 h后按MOI = 5加入CNHK500-hTRAIL
病毒液100 μL, 2 h后换20 mL/L血清培养液2 
mL, 再孵育24h后收集细胞, 均计数为5×109

个/L, 提取细胞总RNA, 以TRAIL可溶性胞外

区(114-281AA)cDNA引物(上海基康公司合成), 
序列见表1. 以相同体系进行RT-PCR(反应体积

25 μL, 1 μL抽提的总RNA为模板), 反应条件为

50℃ 30 min, 94℃ 2 min, [94℃ 30 s, 52℃ 30 s, 
72℃ 90 s]×35个循环, 最后一个循环72℃延伸

10 min, 产物全部进行琼脂糖凝胶电泳. 紫外灯

下观察结果并照相. 
1.2.4 MTT检测细胞活力: 按不同MOI值进行

MTT实验. 以配制成的单个HepG2、Hep3B、

WRL-68细胞悬液, 按100 μL/孔加入96孔培养

板, 置于37℃ 50 mL/L CO2孵箱内24 h. 无血清培

养液稀释病毒, 按MOI = 0、0.01、0.02、0.05、
0.1、0.2、0.5、1、2、5、10, 加入CNHK500-
hTRAIL或CNHK500病毒液100 μL, 按MOI = 
0、0.1、0.2、0.5、1、2、5、10、20、50、100

www.wjgnet.com

■研发前沿
肿瘤的基因治疗
是近年来的研究
热点之一. 这种新
的生物治疗方法
具有完全不同的
作用机制, 与现有
的肿瘤治疗方法
无交叉耐受且有
协同作用, 因而受
到了越来越多的
关注.
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加入Ad-hTRAIL病毒液100 μL, 对应于每个MOI
值设8个复孔, 37℃ 50 mL/L CO2孵箱培养7 d. 
进行MTT检测, 测定波长570 nm, 校正波长655 
nm(具体方法见Roche公司MTT检测试剂盒操作

说明). 相同条件下重复实验3次, 结果取均数.
1.2.5 ELISA检测TRAIL蛋白表达量: 以配制成的

单个细胞悬液加入6孔培养板, 常规孵育24 h后换

无血清培养液1 mL, CNHK500-hTRAIL按MOI = 
1、Ad-hTRAIL按MOI = 20加入用无血清培养液

稀释的病毒液各100 μL, 空白对照组加Ad-Buffer
液100 μL, 感染2 h后换2%血清培养液2 mL, 置于

孵箱72 h后收集培养液上清, 行ELISA检测. 测定

波长450 nm, 校正波长为540 nm.
1 .2 .6  F C M检测细胞早期凋亡 :  常规铺6孔
板, 肿瘤细胞5×105/孔, 正常细胞1×106/孔, 3 
mL/孔. 孵育24 h后换用无血清培养液1 mL/孔, 
CNHK500-hTRAIL及CNHK500按MOI = 1, Ad-
hTRAIL按MOI = 10分别加入病毒100 μL/孔, 十
字摇匀; 2 h后换用50 mL/L血清培养液3 mL/孔, 
再培养24 h; 收集细胞, 冷PBS洗细胞2次, 1×
AnnexinV结合缓冲液重悬细胞至1×109/L; 取
100 μ L重悬液(1×105)至5 m L培养管; 加10 
μL(20 mg/L)Annexin V-FITC, 室温避光30 min, 
轻轻混匀, 再加入PI(50 mg/L)5 μL, 室温避光孵

育5 min; 每管加400 μL 1×Annexin V结合缓冲液, 
1h内流式细胞仪检测. 同时以不加Annexin V-FITC
及PI的一管作为阴性对照. 避光, 1 h内检测.

统计学处理 采用SPSS ver.11.5软件进行统

计分析, 实验数据以mean±SD表示, 两样本均数

差别采用t检验. P <0.01认为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 TRAIL基因的表达 经CNHK500-hTRAIL处
理的HepG2、Hep3B细胞株, 可以检测到TRAIL
可溶性胞外区m R N A的表达 ,  并且明显多于

WRL-68细胞中的表达量(图1).
2.2 增殖实验 在HepG2、Hep3B人肝癌细胞株

中进行病毒增殖实验, 结果显示, CNHK500-
h T R A I L与w t A d5的增殖能力相近, 48-96 h
达到较高水平, 48 h时CNHK500-hTRAIL在

H e p G2、H e p3B细胞中病毒滴度比0 h时高

16 120及251 156.5倍, 在正常细胞株WRL-68
中, CNHK500-hTRAIL病毒48 h增殖倍数仅为

831.64倍, 而野生型腺病毒增殖可达5063.29倍
(图2). 说明CNHK500-hTRAIL可以选择性地在

肿瘤细胞内增殖, 而在正常细胞WRL-68中增殖

能力较野生型腺病毒明显降低, 仅为前者的10%
左右. CNHK500-hTRAIL在HepG2、Hep3B中比

在WRL-68中的增殖能力高出300倍之多.

■相关报道
缺乏肿瘤特异性
是肿瘤基因治疗
面临的一个主要
问 题 .  近 年 来 的
研究重点也在于
寻求提高靶向性, 
但将病毒与治疗
基因二者联合的
“ 病 毒 - 基 因 治
疗”鲜见报道.

表  1  TRAIL可溶性胞外区mRNA引物序列及扩增产物片段大小

     
引物			                                序列			            片段(bp)

P1 	               AGCCCTCTGGCCCAGGCAGTGAGAGAAAGAGGTCCTCA	             
537

P2 	               TGCTCTAGACTATTAGCCAACTAAAAAGGCCCCGA

C   M     1    2     3

564 bp 537 bp

图  1   TRA I L基
因RT-PCR产物
琼 脂 糖 凝 胶 电
泳图. C: 阴性对

照; M: λDNA/

Eco RⅠ+Hin d2

ⅠMarker; 1-3: 

HepG2, Hep3B, 

WRL-68细胞.
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图  2  CNHK500-hTRAIL与wtAd5在不同细胞中的增殖曲线. 
A: CNHK500-hTRAIL增殖实验; B: wtAd5病毒增殖实验. 
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2.3 TRAIL蛋白的表达量 CNHK500-hTRAIL
感染HepG2、Hep3B、WRL-68细胞, 72 h后收

集细胞培养液上清, 间接法酶联免疫吸附试验

(ELISA)检测, CNHK500-hTRAIL感染HepG2、
Hep3B细胞培养液上清TRAIL的表达量分别

为167.4±2.13、173.22±3.26 ng/L, 感染Ad-
hTRAIL病毒HepG2、Hep3B细胞上清中TRAIL
蛋白的表达量仅为32.89±2.73、34.02±2.42 
ng/L; 而的CNHK500-hTRAIL及Ad-hTRAIL感
染WRL-68细胞后TRAIL的表达量分别为18.43
±3.24、17.08±4.41 ng/L(图3).
2.4 CNHK500-hTRAIL对细胞活力的影响 四
甲基偶氮唑蓝比色实验(M T T)发现 ,  腺病毒

C N H K500-h T R A I L可以在较低M O I值时杀

伤H e p G2、H e p3B细胞 ,  达到半数杀伤时约

为MOI = 0.1, 对正常细胞WRL-68, 当MOI = 
50时, 细胞仍有约50%存活, 说明CNHK500-
hTRAIL对HepG2、Hep3B细胞的杀伤效应明

显高于对正常细胞的杀伤效应(P <0.01), 而且

对Hep3B相对更加敏感; 而在MOI = 5时, 感染

CNHK500、Ad-hTRAIL的各细胞也都有50%存

活, 说明CNHK500-hTRAIL对HepG2、Hep3B
细胞的杀伤效应明显高于C N H K500、A d-
hTRAIL(P <0.01, 图4).
2.5 CNHK500-hTRAIL对细胞早期凋亡的影

响 Annexin V-FITC法检测细胞的早期凋亡非

常敏感 ,  在流式细胞散点图上凋亡细胞聚集

在B4区 .  B4区细胞占总细胞的比例即是细胞

发生凋亡的比例. CNHK500-hTRAIL感染各

细胞后 ,  其表达的T R A I L蛋白均可诱导细胞

凋亡, CNHK500-hTRAIL诱导HepG2、Hep3B
细胞凋亡的细胞数百分比分别为23 .43%±

2.43%、32.53%±2.32%, 明显高于对照病毒Ad-
hTRAIL(11.87%±2.51%、9.77%±2.61%)及对

照细胞WRL-68(7.31%±1.17%)(图5).

3  讨论

肝细胞肝癌(hepatocelluar carcinoma, HCC)是
我国常见的一种恶性肿瘤. 由于肝癌术后易复

发、转移率高等特点, 导致手术疗效难以令人

满意[3], 而现有的非手术治疗措施疗效也不确切, 
因而寻求新的肝癌有效辅助治疗手段十分必要. 
随着现代分子生物学的深入发展, 肿瘤的基因

治疗成为极有发展前景的方法, 近年来受到了

越来越多的关注[4].
TRAIL为一种Ⅱ型跨膜蛋白, 是TNF超家族

的第10个成员, 可通过特异性结合死亡结构域

激发和传导凋亡信号, 激活Caspase蛋白酶解级

联反应, 诱导细胞凋亡[5]. TRAIL诱导细胞凋亡

具有肿瘤或转化细胞特异性, 而且不依赖功能

■创新盘点
本研究是建立在
肿瘤特异增殖病
毒及肿瘤基因治
疗基础上的新方
案. 该病毒能选择
性地在肿瘤细胞
内复制增殖, 特异
地杀伤肿瘤细胞; 
携带的TRAIL基
因通过病毒的增
殖复制, 在肿瘤细
胞内特异且高效
表达, 二者协同作
用, 提高抗肿瘤疗
效、降低潜在的
毒性.
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图  4  重组病毒对细胞活力的影响. A: MTT WRL-68细

胞7 d; B: MTT HepG2细胞7 d; C: MTT Hep3B细胞7 d. 
bP<0.01, dP<0.01 vs  CNHK500或Ad-hTRAIL组; fP<0.01 vs  

WRL-68组.
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性P53的存在, 并能够通过旁观者效应杀伤肿瘤

细胞, 在肿瘤的免疫监督和抑制转移中也起着

重要作用[6], 肝、肺等多种肿瘤细胞株75%以上

都对TRAIL敏感. TRAIL在肿瘤基因治疗领域受

到了越来越多的重视[7-8].
传统肿瘤基因治疗面临的主要问题是缺乏

肿瘤靶向性以及目的基因表达量低[9]. 而肿瘤

特异性增殖病毒能选择性地只在肿瘤细胞内复

制、增殖, 特异性地杀伤肿瘤细胞; 携带的抗肿

瘤基因通过病毒特异性的增殖、复制, 从而在

肿瘤细胞内高效表达, 通过两者协同作用, 双重

杀伤肿瘤细胞, 进一步提高抗肿瘤疗效、降低

潜在的对正常细胞的毒性[10].
肿瘤特异性增殖型腺病毒C N H K 5 0 0 -

hTRAIL, 其E1A、E1B基因分别由端粒酶逆转录

酶(telomerase reverse transcriptase, TERT)和缺氧

反应元件(hypoxia response element, HRE)双重调

控. 理论上其只能在端粒酶阳性的实体瘤的微缺

氧环境下增殖[11]. 研究发现, CNHK500-hTRAIL
选择性地在端粒酶阳性的肝癌细胞株HepG2、
H e p3B中的增殖能力显著 ,  比在正常肝细胞

WRL-68中的增殖能力高出300倍之多; 感染效

率以及介导目的基因TRAIL表达的效率均十分

理想, 在感染后72 h的HepG2、Hep3B培养上清

中, 用ELISA法可以检测到TRAIL蛋白的表达量

分别为167.4、173.22 ng/L, 明显高于对照组Ad-
hTRAIL. MTT检测发现, CNHK500-hTRAIL在极

低MOI值时即可造成对HepG2、Hep3B细胞株的

■名词解释
肿瘤特异性增殖
型病毒: 又称溶瘤
病毒, 是通过对病
毒的基因进行有
效修饰从而使病
毒特异性地只在
肿瘤细胞内选择
性地复制增殖, 最
终达到杀伤肿瘤
细胞的目的, 为肿
瘤的治疗提供了
一条新的途径.
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大量杀伤, 明显强于CNHK500和Ad-hTRAIL, 而
对人正常肝细胞WRL-68却无明显的杀伤作用. 
其主要原因在于CNHK500造成的杀伤仅为单纯

病毒溶瘤, 非增殖型腺病毒Ad-hTRAIL的TRAIL
表达量相对较低, 而CNHK500-hTRAIL能且仅

能在肿瘤细胞HepG2、Hep3B中大量增殖复制

并介导跨膜蛋白TRAIL的高效表达, 通过病毒与

TRAIL协同作用, 达到双重杀伤. 流式细胞术检

测也发现, CNHK500-hTRAIL感染各细胞后, 其
表达的TRAIL蛋白可显著诱导肝癌细胞凋亡, 但
对正常细胞的凋亡诱导作用非常弱, 这也进一步

提示了CNHK500-hTRAIL基因治疗更好的疗效

及安全性.
总之, 携带TRAIL基因的肿瘤特异性增殖型

腺病毒载体对肿瘤细胞的杀伤能力和目的基因

的表达, 明显优于单纯的病毒载体及传统的非

增殖型腺病毒载体, 却对正常细胞无明显毒性, 
在肝细胞癌的治疗方面有着广阔的前景. 当然, 
其在体内的效果还有待于动物实验进一步验证.
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■同行评价
本 文 研 究 病 毒
载 体 介 导 转 移
TRAIL基因的表
达及对肝癌细胞
的凋亡的诱导作
用, 有一定学术价
值及潜在应用价
值.


