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[摘 要] 目的:探讨重组溶瘤腺病毒Ad-Apoptin-hTERTp-E1A(ATV)对荧光素酶标记人肺癌细胞（A549-luc）和人肺癌细胞

（A549）的体外抑制作用差异。方法：利用ATV分别感染A549细胞和A549-luc细胞，通过WST-1和结晶紫染色法确定ATV的抑

制作用的差异性，通过Hoechst和Annexin V-FITC/PI染色验证ATV的抑制方式。结果：ATV对A549和A549-luc细胞均具有明

显抑制作用（P<0.05）。ATV在24、48、72 h对两种细胞均有明显抑制作用（P<0.05或P<0.01），且72 h抑制率最强；剂量分别为1、

10和100 MOI的ATV对两种细胞均有抑制作用，且100 MOI抑制率最高。A549细胞和A549-luc细胞感染ATV后，均呈现核碎裂

典型浓染和边集的凋亡现象，且凋亡率随时间的增加而增大，具有显著的时间效应（P<0.05或P<0.01），且凋亡率均在72 h达到峰

值。结论：荧光素酶的插入没有明显改变ATV对A549-luc细胞的抑制作用和抑制方式，ATV是通过诱导A549-luc细胞和A549

细胞凋亡从而达到对其显著性体外抑制作用
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[Abstract] Objective: To investigate the inhibitory effect of recombinant oncolytic adenovirus Ad-Apoptin-hTERTp-E1A (ATV) on lu-

ciferase-labeled human lung cancer cells (A549-luc) and human lung cancer A549 cells, and to compare the differences in the inhibitory

effect on two cell lines. Methods: ATV was used to infect A549-luc cells and A549 cells respectively. WST-1 and crystal violet staining

were used to determine the difference in the inhibitory effect of ATV. Hoechst and Annexin V-FITC/PI staining were used to verify the

inhibition mode of ATV. Results: WST-1 and crystal violet staining showed that ATV had significant inhibitory effect on both A549-luc

and A549 cells (P<0.05). ATV showed significant inhibitory effect on both cells at 24, 48 and 72 h (P<0.05 or P<0.01), and reached the

peak at 72 h; ATV at concentrations of 1, 10 and 100 MOI all showed inhibitory effect on both cells, and reached the peak at 100 MOI.

Hoechst staining showed that A549-luc cells and A549 cells infected with ATV showed typical nuclear fragmentation and marginal set.

The results of Annexin V-FITC/PI Flow cytometry showed that ATV infection resulted in apoptosis of A549-luc and A549 cells, which

was in a time-dependent manner and reached the peak at 72 h(P<0.05 or P<0.01). Conclusion: Insertion of luciferase didn’t significant-
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ly change the inhibitory effect and inhibitory mode of ATV on A549-luc cells. ATV exerted its in vitro inhibitory effect on A549-luc and

A549 cells by inducing cell apoptosis.
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当今，癌症严重威胁人类健康，是人类生命的最

大杀手。目前，生物治疗已经成为治疗癌症的主要

手段之一。近年来已经有十多种不同的腺病毒进入

临床试验阶段[1]，腺病毒通过诱导肿瘤细胞自噬、凋

亡等对其起到抑制作用[2]，其中E1B-55kD蛋白缺陷

型腺病毒Onyx-015是疗效最好、最具前景的一种腺

病毒。Onyx-015是由美国Onyx公司开发的一种能

够在肿瘤细胞中特异性复制并裂解肿瘤细胞的腺病

毒药物。1996年该药物首次进行Ⅰ期临床试验，在

14例复发的头颈部肿瘤患者中，6例患者肿瘤大小减

少50%以上，部分患者病情得到改善；Ⅱ期临床试验

的40例头颈部肿瘤患者，经瘤内注射Onyx-015治疗

后，14%的患者肿瘤大小平均缩小 50%。此外，溶瘤

腺病毒对于放疗和化疗也可以起到佐剂作用，从而

减轻放、化疗对人体的伤害。Onyx-015可与化疗联

合应用于肿瘤治疗，目前已进入Ⅲ期临床试验阶

段[3]。近年来，对于肿瘤治疗，中国科学家刘新垣和

钱其军还提出了基因-病毒靶向治疗的新策略[4]。本

研究通过WST-1、结晶紫染色、Hoechst和Annexin V-

FITC/PI流式术检测等一系列体外实验证实重组溶瘤

腺病毒Ad-Apoptin-hTERTp-E1A（ATV）对荧光素酶

标记人肺癌细胞（A549-luc）[5]和人肺癌A549细胞的

体外抑制作用和抑制途径有无显著差异，为探究ATV在

动物体内对肿瘤的抑制作用提供了可靠手段。

1 材料与方法

1.1 细胞、病毒与主要试剂

重组溶瘤腺病毒 ATV 与荧光素酶标记人肺

癌细胞 A549-luc 由军事科学院军事医学研究院

军事兽医研究所分子病毒学与免疫学实验室构

建并保存 [6]，人肺癌细胞 A549 由本实验室冻存。

0.25% 胰酶、胎牛血清购自 BI 公司，F12 培养液购

自 Hyclone 公司，荧光素酶报告基因检测试剂盒

购自 Promega 公司，WST-1 购自 Roche 公司，结晶

紫染料购自碧云天公司，Hoechst 染料购自 Life

公司，FITC Annexin V 凋亡检测试剂盒购自 BD

公司。

1.2 荧光素酶报告基因检测A549-luc细胞传代的活性

取本实验室前期工作构建的 A549-luc 冻存细

胞[11]，复苏后连续传代 5代，利用荧光素酶报告基因

检测试剂盒检测1、3、5代荧光素酶活性，同时将1、3、

5代A549-luc细胞按 1∶2的比例依次稀释接种于 96

孔板中，加入荧光素酶底物（150 μg/ml），利用小动物

活体成像系统进行检测。实验重复3次。

1.3 结晶紫染色法检测ATV对A549和A549-luc细

胞抑制作用

将鉴定后的 A549 细胞和 A549-luc 细胞分别以

3×105个/孔密度培养于 12孔板中，于 37 ℃、5% CO2

培养箱中培养 24 h，用 1、10、100 MOI 2种重组腺病

毒ATV和Ad-Mock分别感染 2种细胞，于培养箱继

续培养 24、48、72 h，每孔加入结晶紫染料，室温孵育

5 min，进行拍照并分析结果。实验重复3次。

1.4 WST-1法检测A549和A549-luc细胞活力或细

胞增殖

将处于对数生长期的 A549 和 A549-luc 细胞以

5×103个/孔密度培养于96孔板中，于37℃、5% CO2培

养箱中培养 24 h，用 1、10、100 MOI 2种重组腺病毒

ATV 和 Ad-Mock 分别感染 2 种细胞，继续培养 24、

48、72 h，每孔加入稀释后的WST-1，用酶标仪在 450

nm测定各孔光密度（D）值，通过公式计算ATV对 2

种细胞抑制率。实验重复3次。

1.5 Hoechst染色法检测ATV对A549和A549-luc细

胞抑制方式

将处于对数生长期的 A549 和 A549-luc 细胞以

4×105个/孔密度培养于 6孔板中，于 37℃、5% CO2培

养箱中培养24 h，用100 MOI的两种重组腺病毒ATV

和Ad-Mock分别感染2种细胞，于培养箱中继续培养

24、48、72 h，每孔加入稀释后的Hoechst 100 μl，避光

孵育 15 min，倒置在荧光显微镜下拍照并分析结果。

实验重复3次。

1.6 Annexin V-FITC / PI 流式法检测 ATV 诱导下

A549和A549-luc细胞的凋亡率

将处于对数生长期的 A549 和 A549-luc 细胞以

4×105个/孔密度分别培养于 6 孔板中，于 37℃、5%

CO2培养箱中培养 24 h，用 100 MOI 2种重组腺病毒

ATV和Ad-Mock分别感染2种细胞，于培养箱中继续

培养 24、48、72 h，向细胞中加入 Annexin V-FITC 和

PI，避光孵育 20 min，利用 FACS流式细胞仪进行检

测并分析结果。实验重复3次。

1.7 统计学处理

采用SPSS13.0统计学软件。计量资料以 x̄±s表

示，组间比较采用 t检验；多组间均数比较采用单

因素方差分析，组内两两比较采用 SNK-q检验。以

P<0.05或P<0.01表示差异有统计学意义。
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2 结 果

2.1 第 1代A549-luc细胞荧光素酶活性最强

荧光素酶报告基因检测结果（图 1A）显示，复苏

后第1、3、5代A549-luc细胞荧光素酶活性中，第1代

细胞荧光素酶活性最强，达到 926 360。荧光素酶活

性检测体外成像结果（图 1B）显示，复苏后A549-luc

细胞的荧光素酶基因能够稳定表达，且A549-luc细

胞生物发光强度随细胞数目的增多而增大，表明本

实验室前期工作构建的荧光素酶标记的A549-luc细

胞可用于后续试验。

2.2 ATV对A549和A549-luc细胞具有明显抑制作用

结晶紫染色结果（图 2A、B）显示，ATV 对 A549

和A549-luc细胞均具有明显抑制作用(紫色越深表示

细胞数目越多,越浅表示越少)（P<0.05），且对两种细

胞的抑制作用无显著差异（P>0.05），该抑制作用具有

一定的时间效应和剂量效应；而对照组Ad-Mock对

A549和A549-luc细胞均无明显抑制作用（P>0.05）。

2.3 ATV对A549和A549-luc细胞抑制的最佳剂量

和最佳作用时间

WST-1检测结果(图3A、B)显示，ATV对A549和

A549-luc细胞具有抑制作用，该作用具有显著的时效与

剂效关系（P<0.05）。ATV在24、48、72 h对2种细胞均

有明显抑制作用（P<0.05或P<0.01），且72 h抑制率最

强，剂量分别为1、10和100 MOI的ATV对2种细胞均

有抑制作用，且100 MOI抑制率最强；但Ad-Mock对

A549和A549-luc细胞均无明显抑制（P>0.05）。

A：The luciferase activity of the 1st, 3rd, 5th passages of A549-

luc cells；B：In vitro living imaging of A549-luc cells

图1 各代A549-luc细胞荧光素酶活性验证结果

Fig.1 Verification results of luciferase activity of A549-luc

cells from different generations

A：The crystal violet staining results of A549 cells；B：The crystal violet staining results of A549-luc cells

图2 ATV对A549和A549-luc细胞的抑制作用

Fig.2 Inhibitory effect of ATV on A549 and A549-luc cells

2.4 ATV 以诱导凋亡方式抑制 A549 细胞和 A549-

luc细胞

Hoechst 染色法检测（图 4A、B）显示，ATV 感染

A549和A549-luc细胞 24、48、72 h后，均有部分细胞

呈核碎裂典型的浓染和边集现象，随着时间的增长，

该现象更加明显，而Ad-Mock感染的两种细胞呈现

均一的蓝色荧光。由上述结果可知，ATV对A549和

A549-luc细胞的抑制方式相同，均为诱导细胞凋亡，

且初步推断ATV诱导A549和A549-luc细胞凋亡具

有一定的时间效应。

2.5 ATV诱导A549和A549-luc细胞凋亡具有时间

效应

Annexin V-FITC/PI 流式检测结果（图 5）显示，

ATV可诱导A549和A549-luc细胞凋亡，且凋亡率随

时间的增加而增大，具有显著的时间效应（P<0.05或

P<0.01）；而 Ad-Mock 对两种细胞凋亡无明显影响
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（P>0.05）。上述结果表明，ATV主要通过诱导细胞

凋亡的方式对A549和A549-luc细胞发挥抑制作用，

且凋亡率均在72 h达到峰值。

*P<0.05，**P<0.01 vs Ad-Mock group

A：The inhibition rate of ATV on A549 cells；B：The inhibition rate of ATV on A549-luc cells

图3 WST-1法检测ATV对A549和A549-luc细胞的抑制率

Fig.3 The inhibition rate of ATV on A549 and A549-luc cells was detected by WST-1

A：The inhibitory mode of ATV on A549 cells；B：The inhibitory mode of ATV on A549-luc cells

图4 Hoechst染色检测ATV的抑制方式（（×400））

Fig.4 The inhibitory mode of ATV detected by Hoechst staining assay (×400)

*P<0.05，**P<0.01 vs Ad-Mock group

图5 ATV诱导对A549和A549-luc细胞凋亡的影响

Fig. 5 Effect of ATV induction on apoptosis of A549 and A549-luc cells
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3 讨 论

本研究使用的重组溶瘤腺病毒 Ad-Apoptin-

hTERTp-E1A(ATV)是由李霄[6]构建的具有肿瘤特异

性杀伤和肿瘤特异性复制能力的双特异性溶瘤腺病

毒。人端粒酶逆转录酶 hTERTp启动子在肿瘤细胞

中特异性启动，在多数正常细胞中无活性；E1A基因

为病毒复制必须基因；hTERTp和E1A共同决定ATV

的肿瘤特异性复制能力。凋亡素基因Apoptin来源于

鸡贫血病毒，它是由VP3基因编码的一种小分子蛋白

质，Apoptin能够诱导人恶性肿瘤细胞发生凋亡，其诱

导肿瘤细胞凋亡机制主要通过增加线粒体膜通透性

转运孔开放，使细胞色素C释放，激活半脱氨酸蛋白

酶，活化caspases-9，并形成凋亡小体及多种蛋白复合

物，进而活化下游 caspase-3放大信号，诱导肿瘤细胞

凋亡［7-9］，而对人体正常纤维细胞、上皮细胞、平滑肌

细胞和二倍体细胞无影响，Apoptin决定ATV肿瘤特

异性杀伤能力。大量研究表明，ATV 对肺癌[10]、胃

癌[11]、前列腺癌[12]、结直肠癌[13-14]等多种肿瘤细胞均有

显著性抑制作用。ATV对人结直肠癌细胞和人宫颈

癌细胞的抑制率分别可达到（56.230±6.640）%[13]和

（53.053±3.938）%[15]；ATV通过诱导肿瘤细胞凋亡抑

制肿瘤细胞增殖，ATV诱导人结直肠癌细胞及人宫

颈癌细胞凋亡的凋亡率分别可达到（37.970 ±

3.780）%[13]和（45.315±5.013）%[15]，以上结果均显著高

于对照组，而ATV对正常的人体细胞无影响[16]。

本实验室大量前期研究[17-19]表明，ATV对肿瘤细

胞具有显著抑制作用。杨国华等[20]研究显示，MTT

染色法结果表明 ，72 h ATV 对人结肠癌细胞

（SW1116）的抑制率可达到（66.7±8.8）%，显著高于对

照组；DAPI染色结果显示，感染ATV的SW1116细胞

呈现细胞皱缩、染色质边集、核碎裂等凋亡显著特

征，DAPI染色结果还显示，在总数为（419±25）个的

SW1116 细胞中，感染 ATV 的实验组凋亡细胞数为

（149±31）个，显著高于对照组；利用小鼠结肠癌细胞

（CT26）构建BALB/c小鼠荷瘤模型，包括实体瘤与转

移瘤模型，通过皮下瘤内注射和血管给药2种方式利

用ATV对荷瘤小鼠进行治疗，结果表明，ATV治疗组

小鼠的生存时间较对照组显著延长，生存率大大提

高；ATV 显著抑制 CT26 肿瘤的生长速度。王金辉

等[21]研究表明，96 h时ATV对人前列腺癌细胞（PC-

3）的抑制率可达到 60%，显著高于对照组；利用小鼠

前列腺癌细胞（RM-1）构建了C57BL/6 小鼠荷瘤模

型,并利用ATV对荷瘤小鼠进行治疗，结果表明，ATV

治疗组小鼠的肿瘤生长速度较对照组显著降低，荷

瘤65 d后，ATV治疗组小鼠存活率为80%，显著高于

对照组。刘磊[22]研究表明，ATV可显著诱导人胃癌细

胞（SGC7901）凋亡，早期凋亡率可达到47.18%；利用

SGC7901 细胞构建 BALB/c 荷瘤裸鼠模型，并利用

ATV对荷瘤小鼠进行治疗，结果表明,ATV治疗组小

鼠的肿瘤生长速度较对照组显著降低，ATV治疗组

小鼠平均生存期为 63 d，显著高于对照组，ATV治疗

可显著提高荷瘤动物模型的生存率。

本研究采用实验室前期工作构建的荧光素酶标

记人肺癌细胞A549-luc和实验室冻存的人肺癌细胞

A549，通过一系列体外实验证实ATV对A549-luc细

胞和A549细胞的体外抑制作用和抑制途径均无显著

差异。感染剂量为 10 MOI时，ATV在 24、48、72 h对

A549-luc细胞和A549细胞有显著性抑制;感染剂量

为 100 MOI 时，ATV 在 24、48、72 h 对 A549-luc 细胞

和A549细胞抑制作用更明显，且抑制率在 72 h达到

峰值；ATV对A549-luc细胞和A549细胞抑制作用具

有显著时间效应和剂量效应。通过Hoechst染色和

Annexin V-FITC/PI 流式检测表明，ATV 通过诱导

A549-luc细胞和A549细胞凋亡抑制其增殖，且凋亡

率在72 h达到峰值。

综上，荧光素酶的插入没有明显改变 ATV 对

A549细胞的抑制作用和抑制方式，ATV是通过诱导

A549-luc细胞和A549细胞凋亡来达到对其的显著性

体外抑制作用。本研究为下一步探究ATV对A549-

luc细胞的体内抑制作用奠定了基础。
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