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携带凋亡素基因的溶瘤腺病毒ATV对人宫颈癌HeLa细胞的抑制作用
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[摘 要] 目的: 探讨携带凋亡素基因(apopptin)的溶瘤腺病毒ATV感染对人宫颈癌HeLa细胞自噬和凋亡的影响。方法: 分
别用携带凋亡素基因的溶瘤腺病毒ATV与对照病毒Ad-MOCK(均为前期工作构建）感染HeLa细胞后，应用WST-1法检测ATV

感染对HeLa细胞增殖的影响，流式细胞术检测ATV感染对HeLa细胞凋亡和细胞周期的影响，Western blotting法检测ATV感染

对HeLa细胞自噬相关蛋白LC3、P62与mTOR表达的影响，MDC染色法检测ATV感染对HeLa细胞自噬水平的影响。结果:
ATV感染后抑制HeLa细胞增殖，并具有一定的时间效应关系；以ATV 100 MOI感染72 h后抑制率达到59.26%，其抑制能力明显

强于同时间段对照组(P<0.01)。ATV 感染 48 h，ATV 组 HeLa 细胞凋亡率显著高于对照组 [(38.995±4.009)% vs (14.680±

1.174)%,P<0.01]。感染后的HeLa细胞，随着ATV作用时间的延长，S期出现阻滞，48 h阻滞最强，显著高于对照组[（58.490±

2.447)% vs (43.235±4.419)%，P<0.05]。与对照组相比，ATV感染HeLa后，LC3表达量 6、12 h逐渐增高，12 h达到最大值（P<

0.01），24 h表达量最低（P<0.01）；P62蛋白在24 h出现最高表达水平（P<0.01）；而mTOR随着作用时间延长逐渐降低（48 h时，P<

0.01）。荧光显微镜下可见HeLa细胞核周区域MDC阳性染色，随着ATV作用时间延长，自噬小体明显增多；与对照组相比，6、12

h 自噬小体数量显著增多 [(28.000±2.828) vs (8.500±2.121), (37.000±4.243) vs (14.000±1.414)；均 P<0.01]，24 h 相对减少

[(12.000±2.828) vs (17.000±1.414)，P<0.01]。结论: 携带凋亡素基因的ATV溶瘤腺病毒可促进人宫颈癌HeLa细胞的凋亡和自

噬水平，进而特异性杀伤肿瘤细胞。
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man cervical carcinoma HeLa cells
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[ Abstract ] Objective: To investigate the effect of apoptin-loaded oncolytic adenovirus ATV infection on the au-

tophagy and apoptosis of human cervical carcinoma HeLa cells. Methods: Apoptin- loaded oncolytic adenovirus
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ATV and the control virus Ad-MOCK (both were constructed previously) were transfected into HeLa cells. The ef-

fect of ATV infection on proliferation of HeLa cells was measured through WST-1 assay; The effect of ATV infec-

tion on apoptosis and cell cycle of HeLa cells was detected by flow cytometry; Western blotting was used to detect

the effect of ATV infection on the expression of autophagy-related proteins (LC3, P62 and mTOR) in HeLa cells;

MDC staining was used to detect the effect of ATV infection on autophagy of HeLa cells. Results: ATV infection in-

hibited HeLa cell proliferation in a time-dependent manner; and the inhibitory rate reached 59.26% with ATV 100

MOI at 72 h, which was significantly higher than that of the control group (P<0.01); The apoptotic rate of HeLa

cells in ATV group was significantly higher than that in control group[（38.995±4.009）% vs（14.680±1.174）%,P<

0.01] 48 h after infection. With the infection of ATV, flow cytometry analysis showed that the cell cycle of HeLa

was blocked at S phase, which was most significant at 48 h and significantly higher than that in control group

[（58.490±2.447)% vs (43.235±4.419)%, P<0.05]. Western blotting revealed that after ATV infection, LC3 expres-

sion was gradually increase at 6, 12 h, with a highest level at 12 h（0.368±0.010，P<0.01）and a lowest level at 24 h

(0.106 ± 0.023，P<0.01),P62 protein showed the highest expression level at 24 h（6.004 ± 1.423，P<0.01）, while

mTOR gradually reduced（0.042±0.010，48 h，P<0.01）with the extension of infection time; under fluorescent micro-

scope, monodansylcadaverin (MDC) positive staining of autophagosomes was observed in the peripheral region of

the nucleus of HeLa cells; the number of autophagosomes of ATV group was significantly increased as the ATV in-

fection time prolonged; compared with control group, the number of autophagosomes of ATV group significantly in-

creased at 6 h and 12 h [ (28.000±2.828) vs (8.500±2.121), (37.000±4.243) vs (14.000±1.414), P<0.01], but relative-

ly reduced at 24 h [ (12.000±2.828) vs (17.000±1.414), P<0.01]. Conclusion: Apoptin-loaded oncolytic adenovirus

ATV can promote the autophagy and apoptosis of human cervical cancer HeLa cells and then specifically kill tumor

cells.

[ Key words ] cervical cancer; HeLa cell; apoptin gene; oncolytic adenovirus; autophagy；apoptosis

[Chin J Cancer Biother, 2017, 24(12): 1356-1361. DOI：10.3872/j.issn.1007-385X.2017.12.003]

细胞自噬(autophagy)又称为Ⅱ型细胞死亡，它是

一种细胞程序性死亡[1]。自噬是真核生物细胞普遍

存在的现象，以细胞质内出现自噬体为特征，一方面

实现细胞本身的代谢需要和某些细胞器的更新，同

时自噬性死亡也可在细胞无法维持自身生存时发

生[2-5]。鉴于自噬的两面性，自噬在肿瘤发生发展及

肿瘤治疗中引起了极大的关注。

来源于鸡贫血病毒(chicken anemia virus, CAV)

的凋亡素基因（apoptin)能够特异性诱导肝癌、淋巴

瘤、胆管癌、黑色素瘤、乳腺癌、肺癌和结肠癌等人源

肿瘤发生凋亡，而对正常成纤维细胞、角质化细胞和

平滑肌细胞等无影响[6]。溶瘤病毒能够特异性识别

肿瘤细胞并具备复制能力，新复制的病毒颗粒可以

在瘤内扩散，通过直接溶瘤而杀伤肿瘤细胞，也可散

布至肿瘤的远处转移部位[7]。溶瘤腺病毒可作为新

一类抗癌剂，并可在恶性细胞中选择性感染和复制，

同时保护正常细胞，是极具潜力的抗肿瘤方法之

一[8-9]。李霄等[10]构建的具有肿瘤特异启动子人端粒

酶逆转录酶(hTERT)以及肿瘤细胞选择性凋亡诱导

基因凋亡素的重组溶瘤腺病毒Ad-Apoptin-hTERTp-

E1a（ATV），hTERT启动子在多数正常细胞中没有活

性，却在人的多种肿瘤细胞中表现出较高活性，能够

高效性和特异性靶向肿瘤细胞[11-12]。

本实验采用凋亡素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ATV

与对照病毒Ad-MOCK，观察它们对宫颈癌HeLa细

胞的抑制作用，为宫颈癌的治疗与基础研究提供新

的策略。

1 材料与方法

1.1. 病毒、细胞株与主要试剂

溶瘤腺病毒ATV与人宫颈癌细胞株HeLa由军

事医学科学院军事兽医研究所分子病毒学与免疫学

实验室保存。RPMI-1640培养液、胎牛血清购自Hy-

clone公司，一抗抗体购自CST公司，辣根过氧化物酶

(HRP)标记山羊抗兔 IgG抗体购自中杉金桥，BCA蛋

白浓度测定试剂盒购自碧云天公司，FITC偶联An-

nexin-V凋亡试剂盒、PI/RNase染色溶液购自BD公

司；水溶性四唑盐-1（water soluble tetrazole salt，WST-

1）购自 Roche 公司，单丹磺酰尸胺（monodansyl ca-

daverine，MDC）购自 Sigma 公司 ，UNIQ- 10 柱式

TRIzol总RNA抽提试剂盒购自生工公司。

1.2 WST-1法检测ATV感染对HeLa细胞增殖的影响

将处于对数生长期的人宫颈癌细胞HeLa以 5×
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103个/孔的密度培养于 96孔板中，每孔培养体积为

100 μl，于37 ℃、5% CO2培养箱中培养12~24 h，然后

用ATV 100 MOI分别感染HeLa细胞，同时间段接毒

Ad-MOCK作为对照组，每组均设 3个复孔。37 ℃、

5% CO2培养箱中分别培养6、12、24、48和72 h后，每

孔加入 WST-1，37 ℃、5% CO2 培养箱避光孵育 90

min，对照孔同法处理。用酶标仪在490 nm测量每孔

的光密度（D）值，按照公式计算细胞增殖抑制率：细

胞增殖抑制率（%）=（对照孔D值－处理孔D值）/对

照孔D值×100%。

1.3 流式细胞术检测ATV感染对HeLa细胞凋亡的影响

用6孔板制备HeLa单层细胞，细胞密度为3×105

个/孔，于 37 ℃、5% CO2培养箱中培养 12~24 h后，用

ATV 100 MOI感染HeLa细胞 6、12、24、48和 72 h，同

时间段接毒Ad-MOCK作为对照组。采用FITC偶联

Annexin-V凋亡试剂盒处理HeLa细胞，将细胞通过

FACS流式细胞仪上样检测，分析各组细胞凋亡率。

1.4 流式细胞术检测ATV感染对HeLa细胞周期的影响

于6孔板中制备HeLa单层细胞（2.5×105个/孔），

37 ℃、5% CO2培养箱中过夜培养，ATV 100 MOI感

染HeLa细胞 6、12、24、48和 72 h，同时间段接毒Ad-

MOCK作为对照组。到达作用时间后，将细胞悬液

收集到15 ml离心管，PBS清洗细胞，离心，弃上清；逐

滴加入预冷的乙醇，旋涡振荡细胞，4 ℃避光过夜。

离心，弃上清。PBS清洗细胞后，染色液清洗细胞，

PI/RNase染色液重悬细胞，转移至流式管，上机检测

细胞周期情况。

1.5 Western blotting法检测ATV感染对HeLa细胞内

自噬相关蛋白LC3、p62和mTOR表达水平的影响

用6孔板制备HeLa单层细胞，细胞密度为3×105

个/孔，于 37 ℃、5% CO2培养箱中培养 12-24 h后，用

ATV 100 MOI感染HeLa细胞 6、12、24和 48 h，同时

间段接毒Ad-MOCK作为对照组。到达作用时间后，

收集细胞至EP管，提取细胞蛋白质，采用BCA蛋白

浓度测定试剂盒测定蛋白质浓度并进行定量。每孔

加100 μg蛋白样品，ddH2O补至80 μl，加入5×上样缓

冲液 20 μl。样品行 SDS-PAGE，并电转至硝酸纤维

素膜，5%脱脂乳室温封闭，一抗孵育过夜。用 1×

TBST 充分洗膜后，再在室温下与结合二抗，用 1×

TBST充分洗膜，曝光，显影。利用 ImageJ软件进行

灰度值分析，计算蛋白相对表达量。

1.6 MDC染色法检测ATV感染对HeLa细胞自噬水

平的影响

将爬片置于 6 孔板中，制备 HeLa 单层细胞（2×

105 个/孔），37℃、5% CO2 培养箱中过夜培养，ATV

100 MOI感染HeLa细胞6、12、24和48 h，同时间段接

毒Ad-MOCK作为对照组。到达作用时间后，弃培养

基，PBS清洗两遍，加入MDC染色液（50 μmol/L）750

μl，37℃、5% CO2培养箱中避光孵育 15 min。弃工作

液，PBS清洗两遍，加入无血清、无抗生素RPMI-1640

培养基。荧光显微镜下观察(激发滤光片波长 355

nm，阻断滤光片波长 512 nm)，每组统计 100个细胞，

通过统计含有点状结构的细胞占观察细胞的比例，

计算自噬细胞的数量。

1.7 统计学处理

采用GraphPad Prism5统计软件，计量数据以x̄±s

表示，组间比较采用 t检验，以P<0.05或P<0.01表示

差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 ATV抑制HeLa细胞的增殖

携带凋亡素基因的溶瘤腺病毒ATV可特异性杀

伤HeLa细胞。WST-1法检测（图 1）结果显示，在感

染剂量一定的条件下，随着感染时间的延长，ATV对

HeLa细胞的抑制率明显增加，ATV感染 48 h时的增

殖抑制率显著高于 Ad- MOCK 对照组 [(42.904 ±

3.969)% vs (17.837±3.255)%, P<0.01)], 6、12、24、48

和 72 h 的抑制率分别为(10.235±2.270)%、(22.710±

3.535)% 、(27.154 ± 1.487)% 、(42.904 ± 3.969)% 、

(53.053±3.938)%，具有时间效应关系。结果表明，携

带凋亡素基因的溶瘤腺病毒ATV可抑制HeLa细胞

增殖。

*P<0.05, **P<0.01 vs Ad-MOCK group

图1 WST-1检测ATV对HeLa细胞增殖的抑制

Fig.1 Inhibition effect of ATV on proliferation of

HeLa cells detected by WST-1

2.2 ATV感染提高HeLa细胞凋亡率

Annexin V 可检测细胞早期凋亡，PI可结合凋亡

中晚期的细胞，坏死细胞可以同时与Annexin V和PI

结合显色。FACS 流式细胞术结果（图 2、3）显示，

ATV感染48 h时，ATV诱导HeLa细胞的凋亡率明显

高于Ad-MOCK对照组[(38.995±4.009)% vs (14.680±
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1.174)%, P<0.01]，6、12、24、48和 72 h的凋亡率分别

为 (8.358 ± 0.792)% 、(19.990 ± 6.670)% 、(23.800 ±

2.772)%、(38.995±4.009)%、(45.315±5.013)%。随着

作用时间延长凋亡率逐步增加，72 h凋亡率达最高。

图2 ATV对HeLa细胞凋亡和坏死的影响

Fig.2 Effects of ATV on apoptosis and necrosis of HeLa cells

*P<0.05, **P<0.01 vs Ad-MOCK group

图3 ATV感染提高HeLa细胞的凋亡率

Fig.3 ATV infection improved the apoptosis

rate of HeLa cells

2.3 ATV感染阻滞HeLa细胞周期于S期

流式细胞术检测结果（图4）显示，随着ATV作用

时间的延长，S期细胞逐渐增多，S期延长；48 h阻滞

达到最强，显著高于 Ad- MOCK 感染组 [(58.490 ±

2.447)% vs (43.235±4.419)%, P<0.05，图5]，说明ATV

引发的自噬阻滞在HeLa细胞S期，延缓了完整的细

胞周期，ATV可能引发的凋亡与自噬参与了细胞周

期阻滞反应，从而影响HeLa细胞的增殖。

2.4 ATV感染后HeLa细胞内自噬相关蛋白的表达量

变化

Western blotting 检测结果显示（图 6A），与对照

组相比，LC3蛋白表达量在 6、12 h逐渐增加，12 h达

到最大值（0.368±0.010，P<0.01），24 h 表达量最低

（0.106±0.023，P<0.01）；在自噬通路中，与 LC3 匹配

的P62蛋白在 24 h出现最高表达量（6.004±1.423，P<

0.01）；mTOR蛋白的表达量则随着作用时间的延长

逐渐降低(0.042±0.010，48 h，P<0.01)。结果说明ATV

感染细胞后，促进了HeLa细胞早期自噬的发生。

图4 ATV对HeLa细胞的细胞周期影响

Fig.4 Effect of ATV on cell cycle of HeLa cells
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*P<0.05 vs Ad-MOCK group

图5 ATV对HeLa细胞S期的影响

Fig.5 Effect of ATV on S phase of HeLa cells

2.5 ATV感染后HeLa细胞自噬水平的变化

荧光显微镜下可见，ATV感染后的HeLa细胞核周

区域MDC阳性染色呈点状结构的自噬小体。随着ATV

作用时间延长，MDC染色自噬小体的数目逐渐增多。

与同时间段Ad-MOCK组相比（图7），每组统计100个

细胞，点状聚集MDC荧光的细胞中（图8），6、12 h自噬

小体的数目显著增多[6 h: (28.000±2.828) vs (8.500±

2.121)个, 12 h: (37.000±4.243) vs (14.000±1.414)个, 均

P<0.01],说明ATV感染增强了HeLa细胞自噬水平。但

是感染 24 h时自噬小体数目减少[(12.000±2.828) vs

(17.000±1.414), P<0.01]，表明ATV感染24 h后细胞死

亡形式可能从自噬转移为凋亡，抑制了自噬发生，导致

自噬小体数目的减少。

*P<0.05, **P<0.01 vs Ad-MOCK group

1：Ad-MOCK; 2：ATV 6 h; 3：ATV 12 h; 4：ATV 24 h; 5：ATV 48 h

B，C，D：Effect of ATV on expression of LC3, P62, mTOR

图6 ATV感染HeLa细胞后对LC3、、P62和mTOR蛋白表达的影响变化

Fig.6 Effect of ATV on the expressions of LC3, P62 and mTOR protein in HeLa cells

图7 MDC示踪HeLa细胞自噬小体（（×50））

Fig.7 MDC traced autophagosomes of HeLa cells（（×50））

3 讨 论

凋亡素基因能够诱导人的转化细胞及恶性肿瘤

细胞发生凋亡，而对人的正常二倍体细胞如上皮细

胞、成纤维细胞、平滑肌细胞等没有凋亡诱导的功

能。肿瘤细胞对凋亡素诱导的凋亡很敏感，然而正

常细胞对凋亡素却不敏感，这可能于凋亡素涉及多

种凋亡相关信号通路有关[13-15]。目前，基因治疗和基

因治疗药物及溶瘤病毒的研究已成为肿瘤治疗的热

点，溶瘤病毒通过感染的方式进入肿瘤细胞，对肿瘤

细胞有细胞毒作用[16]。

实验表明，在感染剂量一定的条件下，ATV 对

HeLa细胞的抑制具有时间效应关系。本研究结果显

示双特异性溶瘤腺病毒ATV可以诱导肿瘤细胞早期

凋亡与中晚期凋亡，以此抑制肿瘤细胞增殖。ATV

诱导肿瘤细胞凋亡，提高了肿瘤细胞对溶瘤腺病毒

的敏感性[16]，同时间段细胞增殖抑制率高于细胞凋亡

率，除了溶瘤腺病毒ATV诱导细胞凋亡外，怀疑自噬
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可能参与其中。

图8 ATV组与Ad-MOCK组点状聚集MDC荧光细胞数

Fig.8 Number of the pointlike distribution MDC fluorescent

cells in ATV and Ad-MOCK

研究[17]表明：一方面，自噬作为一种保护机制使

肿瘤细胞避免受到低营养电离辐射和化疗所致的损

伤而持续生存；另一方面，过度的自我吞噬效应会引

起自噬性死亡，从而抑制肿瘤的发生发展。LC3是哺

乳动物细胞中酵母ATG8基因的同源物，能靶向定位

于自噬体膜，参与自噬的形成，LC3分为Ⅰ型和Ⅱ型，

Ⅰ型常规表达、游离存在于胞质中，而LC3Ⅱ始终稳

定地保留在自噬体膜上直到与溶酶体融合，其含量

与自噬泡数量成正比[18]。本研究发现，ATV感染后在

HeLa细胞中LC3Ⅱ蛋白随着作用时间延长，12 h蛋

白表达水平明显升高，表明自噬活性或者发生自噬

的潜能明显上升，同时，自噬小体的数目逐渐增多，

这种改变可能参与了宫颈癌的发生；而ATV感染 24

h后，LC3Ⅱ表达相比于对照组降低，点状聚集MDC

荧光细胞数减少，结果证明，细胞死亡形式可能从自

噬转移为凋亡，抑制了细胞自噬发生，导致自噬小体

数目的减少，细胞周期的各个时相均存在检验点，

ATV可能引发的凋亡与自噬参与了细胞周期阻滞反

应，阻滞集中在HeLa细胞S期，ATV感染48 h阻滞到

达最强，进而影响HeLa细胞的增殖。

综上所述，针对宫颈癌HeLa细胞，ATV能引起

细胞凋亡和自噬，细胞死亡的形式以凋亡为主体，同

时伴随着自噬进而可能会引起肿瘤细胞程序性死

亡，对于临床肿瘤治疗具有参考价值。
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