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人泡沫病毒介导 IL-24对肿瘤细胞的抑制作用
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[Abstract]  AIM: To construct rep lica tion-de fective HFV-

IL24 v irus vecto r and to investigate its inh ib itive e ffect on

cancer ce lls a fter in fected o r transfected by this vec to r.

METHOD S: p$5-IL24 w as constructed and was co-trans-

fected w ith he lper-p lasm ids in to HEK 293T ce lls. Recomb-i

nan t HFV-IL24 vecto rwas extracted to in fect HeLa ce lls and

the inh ib itive e ffect o f IL-24 on cance r ce lls was exam ined by

RT-PCR, MTT, ce ll coun ting and FCM methods. RE-

SULTS: p$5 -IL24 p lasm id and HFV-IL24 par ticles were suc-

cessfu lly constructed. HeLa ce lls exh ib ited obvious g row th

inh ib ition, ce ll cycle va ria tion and visib le apop tosis (morta l-i

ty) a fter in fec ted or transfected by HFV-IL24 o r p$5 -IL24.

CONCLUSION: The resu lts o f the study provide some ev-i

dence for human foam y virus used as an e ffective gene

transfe r too l and fo r cancer gene therapy w ith HFV-IL24.

[ Keywords] human foamy virus; in te rleukin-24; virus vec-

to r; gene therapy

[摘要 ]  目的: 利用重新构建的人逆转录病毒四载体系统共

转染人胚肾细胞获得携带 IL-24的复制缺陷型重组人泡沫病

毒 ( H FV- IL24) 颗粒, 探讨复制缺陷型人泡沫病毒介导 IL-24

对肿瘤细胞生长分化的抑制作用。方法: 重组构建含 IL-24

的人泡沫病毒载体质粒 ( p$5 - IL24); 与辅助质粒共转染人胚

肾 HEK 293T细胞后获取重组病毒颗粒 ( HFV-IL24); RT-PCR

检测目的基因的表达; MTT法检测人宫颈癌 H eLa细胞的体

外增殖水平, 台盼蓝染色计数检测细胞存活率, 流式细胞术

检测细胞活性和周期变化。结果: 成功构建含 IL-24的人泡

沫病毒载体 ( p$5 - IL24); 收获得到复制缺陷型重组人泡沫病

毒颗粒 (HFV- IL24); 感染后的 H eLa细胞显示出明显的生长

抑制现象 (P < 0. 01 )并呈现周期变化和较高的凋亡 (死亡 )

率。结论: 所构建的重组病毒载体 p$5 - IL24及由此而产生

的重组人泡沫病毒颗粒 ( H FV- IL24 )的功能性检测加深对

HFV和抗癌基因 IL-24的了解, 为泡沫病毒载体的应用和 IL-

24抗肿瘤的基因治疗提供了研究方向和理论依据。
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  逆转录病毒中的泡沫病毒 ( foamy v irus, FV ), 被

认为是基因载体的合适候选病毒。它可以感染多种

细胞组织, 但没有明显致病性, 长时间持续感染而不

引起任何症状
[ 1 ]
; 多数人体内不存在 FV抗体, 因此

它不易被血清灭活, 性质稳定, 可以通过超速离心获

得
[ 2]
; 此外它是逆转录病毒中基因组最大的, 经过人

工改造后, 具有可以装载大分子量基因的能力
[ 3 ]
。

其中人泡沫逆转录病毒 ( hum an foamy v irus, HFV)是

最常被改造成基因治疗载体的泡沫病毒, 常被构建

成复制缺陷型的病毒载体用于基因治疗研究。 IL-24

可以诱导免疫系统产生 TNF-A、IFN-C和 IL-1等细胞

因子从而抑制肿瘤细胞的生长
[ 4]
; 同时可以诱导多

种癌细胞凋亡, 包括子宫颈癌、卵巢癌及神经胶质瘤

等, 而不损伤正常细胞
[ 5]
。此外, IL-24还能够通过

增强癌细胞对辐射的敏感性、抑制血管产生、旁观者

效应等达到抑制肿瘤的的作用
[ 6]
。因此, IL-24是目

前发现的惟一一种既具有细胞因子作用特性又具有抑

癌作用的双重功能的蛋白质分子, 这些特性使其成为

基因治疗中非常理想的抗癌基因。宫颈癌细胞株 He-

La被建立的半个世纪以来, 常作为研究癌症的模式细

胞, 因此本研究选取 HeLa细胞作为感染靶细胞。

近几年研究表明, 尝试通过不同载体介导 IL-24

基因研究其抑癌作用。本研究中, 我们构建了携带

IL-24基因的复制缺陷型 HFV四载体系统, 旨在研究

人泡沫病毒介导 IL-24对肿瘤细胞的抑制作用。

1 材料和方法
1. 1 材料  pcDNA3. 1-IL24质粒由美国哥伦比亚大学 Dr.

Pau lD. F isher惠赠 [7] , 人逆转录病毒载体质粒 p$5 和辅助

质粒 pC iGS$7 ( G )、pC iPS( P )和 pC iES( E )由美国华盛顿大

学 Dr. Dav idW. Russe ll惠赠 [ 8]。转染试剂 L ipo fectam ineTM
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2000 Reagent和 RNA提取试剂盒 TRIzo l Reagen t、 IL-24引物

寡核苷酸链由 Inv itrog en公司提供或合成; DMEM培养基、新

生牛血清为 GIBCO公司产品。Taq DNA聚合酶、T4 DNA连

接酶和限制性内切酶 KpnÑ、BamHÑ 均购于 TaKaRa公司;

噻唑蓝 (MTT )、溴化乙锭 ( EB)、地塞米松 ( Dex )、碘化丙啶

( P I)为 S igm a公司产品。大肠杆菌 DH 5A株、人胚肾 HEK

293T细胞和人宫颈癌 H eLa细胞由本室保存。流式细胞仪

( Beckm an EPICS ALTRA Ò , USA ), PCR仪 ( CW4000, Le-i

ca Germ any )。

1. 2 方法

1. 2. 1 引物设计与载体构建  根据 NCBI网站 GenBank公布

的 IL-24基因序列 (序列号: NM006850) , 设计 IL-24基因的

引物: 正向引物 FP为 5c-GGCGGTACCATGAATTTTCAACAG-

3c(BamHÑ ), 反向引物 RP为 5c-GCCGGATCCTCAGAGCTTG-

TAGAA-3c(KpnÑ ); 以 pcDNA3. 1- IL24为模板, 反应条件为

95e 5 m in; 94e 1 m in, 55e 1 m in, 72e 1 m in, 31个循环;

72e 5 m in。扩增片段长度为 621 bp。10 g /L琼脂糖凝胶电

泳鉴定后将载体 p$5 和 PCR产物经 DNA限制性内切酶消

化, 经 T4连接酶连接, 转化到大肠杆菌 DH5A, Amp抗性筛

选, 挑选阳性克隆送 Inv itrogen公司测序, 获得重组载体

p$5 -IL24。

1. 2. 2 细胞培养与 HFV病毒收获  HEK 293T细胞和 H eLa

细胞用含 100 mL /L新生牛血清、青霉素 10 @ 105 U /L和链霉

素 100 m g /L的 DMEM培养基, 置 37e 、50 mL /L CO2细胞培

养箱中培养。将空载载体 p$5 和重组载体 p$5 -IL24与辅助

质粒 pC iGS$7、pC iPS、pC iES共转染 HEK 293T细胞并设立

空载质粒 p$5 为对照, 48 h后收集上清并用 0. 45 Lm M ill-i

pore滤膜过滤, 19 000 r/m in, 离心 2 h, 沉淀即为感染性的复

制缺陷型 HFV或 HFV-IL24病毒颗粒, 加入终浓度为 50 mL /L

的 DM SO溶液后冻存于 - 80e 备用, 用于感染 H eLa细胞, 方

法和用量依据 Russe ll实验室方案 [ 8]。

1. 2. 3 RT-PCR检测目的基因的表达  收集病毒感染或质粒

共转染 48 h后的细胞, 按照 TRIzo l 试剂盒说明提取各细胞

克隆总 RNA, 并以其为模板, 以 B-actin为内参照进行半定量

RT-PCR循环, 42e 逆转录 60 m in, 85e 5 m in; 94e 1 m in,

55e 1 m in, 72e 1 m in, 23个循环; 72e 5 m in。产物经 10 g /L

琼脂糖凝胶电泳观察细胞克隆 IL-24 mRNA的表达水平。

1. 2. 4 MTT法检测细胞的体外增殖水平  96孔培养板中接

种 H eLa细胞 ( 1 @ 104 /孔 ) 100 LL, 将等量病毒颗粒加入细胞

孔或将质粒共转染入细胞孔, 以加入终浓度为 0. 5 g /L地塞

米松的细胞作为阳性对照。培养 48 h后, 每孔加入 5 g /L

MTT 10 LL, 孵育 4 h后弃上清, 每孔加入 100 LL二甲亚砜

( DMSO ) 终止反应, 用酶标仪 490 nm测量 A值。

1. 2. 6 台盼蓝染色计数检测细胞存活率  24孔培养板中接

种 H eLa细胞 ( 1 @ 105 /孔 ), 将等量病毒颗粒加入细胞孔, 分

为空载的 HFV颗粒感染组和 H FV-IL24颗粒感染组, 以终浓

度 0. 5 g /L地塞米松为阳性对照组, 未处理的 H eLa细胞为阴

性对照组, 连续培养 5 d, 每隔 24 h或 48 h收集各实验组中 1

个孔内的细胞, 台盼蓝染色后用血细胞计数板计数活细胞,

反复进行 4次, 结果取平均值。以处理时间为横坐标、活细

胞数为纵坐标, 绘制细胞生长曲线。

1. 2. 7 流式细胞术检测细胞增殖活性  收集病毒感染或质

粒转染 72 h后的 H eLa细胞, 制成 1 @ 109 /L单细胞悬液,

700 mL /L预冷酒精 4e 固定过夜, PBS漂洗 1遍, 加入终浓度

为 1 g /L的 RNA seA, 37e 水浴消化 1 h, 置冰上终止反应后加

入 100 m g /L的 P I综合染液, 4e 避光反应 1 h后, 300目滤网

过滤, 转入 FCM 测量管, 应用 Beckm an EPICS ALTRA Ò

流式细胞计数仪采集细胞周期和细胞活性变化数据, 采用

Mu lt-i cyc le forW indows软件进行分析。

2 结果
2. 1 p$5 -IL24重组载体的构建  以重组载体 pcDNA3. 1-

IL24为模板 PCR扩增得到 IL-24目的片段, 10 g /L琼脂糖凝

胶电泳显示该片段在 621 bp左右并且无非特异条带, 结果正

确 (图 1)。将此 PCR产物与载体质粒 p$5 双酶切后连接构

建得到 p$5 - IL24重组载体, 阳性克隆测序结果与 GenBank

公布的 IL-24基因序列完全一致。

2. 2 目的基因在 mRNA水平的表达  感染 H eLa细胞 48 h

后, 以 B-actin为内参照, 对导入的重组病毒颗粒进行反转录

扩增。结果显示, 经 HFV-IL24感染的细胞表达出 IL-24的

mRNA, 单独转染 p$5 -IL24的细胞表达少量的 IL-24 mRNA,

而转染空载 H FV的细胞和细胞阴性对照组没有对应的电泳

条带 (图 2)。说明 HFV-IL24感染性病毒颗粒能够在宿主细

胞中高效表达 IL-24。

图 1 IL-24的 PCR产物电泳检测

M: DNA m arker; 1: IL-24基因; 2: 无模板阴性对照.

图 2 IL-24的 RT-PCR电泳检测

M: DNA m arker; 1: H FV-IL24颗粒感染; 2: HFV颗粒感染; 3: p$5-

IL24转染; 4: 细胞阴性对照.

2. 3 细胞增殖水平的变化  经 MTT法检测 H eLa细胞的体

外增殖能力, 图 3显示地塞米松阳性对照组的参照性较好,

HFV-IL24感染的细胞虽然还能够在体外正常增殖 , 但与空载

HFV感染的细胞和细胞阴性对照组相比, 肿瘤细胞的体外增

殖能力受到明显抑制 (P < 0. 01)。单独转染的 p$5 - IL24也能
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对癌细胞增殖起一定的抑制作用, 但 HFV载体的细胞毒性也

是不能忽略的。

2. 4 细胞存活率的变化  活细胞计数后细胞生长曲线见图

4。处理组细胞与细胞阴性对照组比较均出现了生长减慢的

变化, 其中地塞米松阳性对照组的参照性较好, 感染 HFV-

IL24的细胞生长速率比感染空载 HFV的细胞生长速率更低,

说明重组 HFV-IL24病毒颗粒对癌细胞的生长具有抑制作用。

图 3 H FV-IL24对 H eLa细胞的增殖抑制作用

1: 0. 5 g /L地塞米松; 2: H FV-IL24颗粒感染; 3: HFV颗粒感染;

4: 细胞阴性对照; 5: G、P、E质粒共转染; 6: p$5 -IL24质粒转染 ( 2

v s 4 or 3: P < 0. 01 ) .

图 4 IL-24对 H eLa细胞体外生长的抑制作用

2. 5 细胞周期与增殖活性的变化  图 5A为 HFV-IL24感染

的细胞, 出现明显的亚二倍体死亡峰; 图 5B是被空载 HFV

感染的细胞, 出现一定的亚二倍体峰值, 说明泡沫病毒载体

具有一定的细胞毒性, 但其峰值明显低于图 5A的峰值; 图

5C为单独转染 p$5 - IL24载体质粒的细胞, 亚二倍体细胞数

明显低于 HFV-IL24感染型细胞, 却高于空载 HFV感染型细

胞; 图 5D为细胞阴性对照, 凋亡 (死亡 )细胞数较少。 FCM

的检测结果显示, 感染或转染携带 IL-24载体的 H eLa细胞与

阴性对照细胞相比, 细胞凋亡 (死亡 )率增高。

3 讨论

结合 HFV载体和 IL-24两者的优点, 构建了携

带 IL-24的表达载体 p$5-IL24(图 1)与泡沫病毒辅

助载体共同转染细胞后获得了携带 IL-24的复制缺

陷型重组人泡沫病毒 (HFV-IL24) 颗粒 (图 2), 在细

胞水平上对肿瘤细胞生长抑制作用进行了研究。细

胞存活率试验证实 HFV-IL24对癌细胞的生长有明显

的抑制作用 (图 4)。流式细胞术检测显示 HFV载体

介导的 IL-24可以使细胞凋亡 (死亡 )率增高 (图 5)。

图 5 IL-24对 H eLa细胞周期分布的影响

A: HFV-IL24颗粒感染; B: H FV颗粒感染; C: p$5 -IL24质粒转染;

D: 细胞阴性对照.

  2005年, 携带 IL-24基因的腺病毒载体已进入 I

期临床试验
[ 9]
, 然而, 由于腺病毒载体不能将外源基

因稳定整合在宿主基因组中, 以这种载体为方案的

基因治疗常常需要反复用药, 同时, 腺病毒的免疫原

性又增加了反复用药的风险, 因此并不能作为肿瘤

基因治疗的理想载体
[ 10]
。而人泡沫病毒在人和动物

细胞中有广泛的宿主范围, 因为其低致病性和反转

录的特点, HFV被认为是构建安全有效的逆转录病

毒载体的合适候选病毒。同时, IL-24稳定表达于具

有免疫功能的组织和细胞, 如脾脏、淋巴结和外周血

白细胞, 对多种肿瘤细胞产生明显的抑制作用甚至

致凋亡作用, 而对正常细胞无毒副作用, 正逐渐成为

肿瘤基因治疗中备受关注的新型细胞因子。

相对于传统载体, 人泡沫病毒载体有着良好的

靶向性和安全性, 由它介导的基因转移可通过反转

录将引入的外源基因稳定地整合到宿主基因组上,

大大提高基因的转导效率, 以达到目的基因的高效

长期表达, 因此在基因治疗中取得了广泛的应用, 但

其尚存在着病毒滴度有限、生产包装困难、转染效率

低等诸多问题。另外, 由本实验结果来看, 所用的复

制缺陷型 HFV四载体系统还存在着一定的细胞毒性

(图 3)。因此, 由于肿瘤基因治疗的特殊性, 仍然需
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要治疗载体和抗癌基因研究的进一步发展。后期将

选取合适可行的动物实验, 评估重组的 HFV-IL24载

体的安全性和有效性。

因此, 本研究所构建的重组病毒载体 p$5-IL24

及由此而产生的重组人泡沫病毒颗粒 (HFV-IL24)的

功能性检测加深了对 HFV和抗癌基因 IL-24的了解,

为泡沫病毒载体的应用和 IL-24抗肿瘤的基因治疗

提供了研究方向和理论依据。
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活化和功能的影响。亚致死剂量的 ConA能够诱导

耐受, 减轻的肝脏免疫损伤, 可能不仅与 ConA诱导

Treg产生
[ 7]
, 也可能与 ConA刺激 Treg的活化、促进

其抑制功能有关。

我们观察到 ConA能激活 T reg而抑制 Teff的增

殖, 与抗 CD3抗体一样 (系统需要加抗原递呈细

胞 )。用 CCK-8法检测抗 CD3抗体、ConA激活的

Treg对 Teff的抑制作用, 与 FCM检测结果一致 (数

据未列出 )。文献报道, ConA作用后对两个与 T reg

抑制功能有关的分子 Foxp3和 CTLA-4的影响与抗

CD3抗体有所不同
[ 8]
, 提示 ConA对 T reg的激活作

用, 可能与抗 CD3抗体并不完全一致。然而, ConA

对 Treg和 Teff早期活化标志 CD69表达的影响, 与

抗原肽刺激后的作用类似; ConA对 Treg细胞 CD69

表达和对其抑制功能的激活作用, 具有关联性, 提示

CD69的表达在 ConA作用后仍可一定程度地模拟抗

原, 反映 T reg的早期激活情况。如果药物能够抑制

ConA激活的 T reg细胞 CD69表达, 表明它也极可能

对 Treg的功能具有抑制作用, 而这可以通过流式细

胞仪检测 CFSE标记的 Teff增殖得到一定程度的验

证。因此, FCM检测 ConA激活的 CD69表达和 T reg

的抑制功能, 可用于初步评价或筛选药物对 Treg激

活的影响。
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