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逆转录病毒介导 ＤｍｄＮＫ基因在乳腺癌
细胞中的表达及细胞杀伤毒性

赵蕾　郑新宇　张鸿　李继光　徐惠绵

　　【摘要】　目的　探讨可否将果蝇多底物脱氧核苷酸激酶（ＤｍｄＮＫ）表达于
乳腺癌细胞，以及其对肿瘤细胞的杀伤效果。方法　构建表达ＤｍｄＮＫ复制缺
陷的逆转录病毒载体；重组病毒感染乳腺癌细胞系ＭＣＦ７（ＥＲ＋）及ＭＤＡＭＢ
２３１（ＥＲ－），测定感染细胞酶的活性及对于核苷酸类似物ａｒａＴ及ａｒａＣ的细胞毒
性。结果　ＤｍｄＮＫ可以在乳腺肿瘤细胞中表达并具有酶的活性（Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹
显示细胞内的ＤｍｄＮＫ蛋白表达）；同时，感染的肿瘤细胞对ａｒａＴ及ａｒａＣ的敏
感性增加。结论　ＤｍｄＮＫ可以定位表达于乳腺肿瘤细胞核并保持酶的活性，
ＤｍｄＮＫ可能成为乳腺肿瘤分子化疗的新方法。
　　【关键词】　基因治疗；　分子化疗；　核苷酸激酶；　核苷酸类似物
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　　２０００年中国医科大学实验技术中心从黑腹果蝇中成功分离出一种多底
物的脱氧核苷酸激酶（ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａｍｅｌａｎｏｇａｓｔｅｒｄｅｏｘｙｒｉｂｏｎｕｃｌｅｏｓｉｄｅｋｉｎａｓｅ，Ｄｍ
ｄＮＫ），并对其是否可作为分子化疗基因进行了评估［１－４］。为了探讨该系统是

否可以用于乳腺癌治疗，本研究利用逆转录病毒作为载体，成功将ＤｍｄＮＫ转
入乳腺癌细胞系。本研究发现：ＤｍｄＮＫ可以在乳腺肿瘤细胞中表达并保持
其酶的催化活性；ＤｍｄＮＫ的表达增加了某些核苷酸类似物的敏感性。该系
统的建立可能为乳腺肿瘤的治疗开辟另一条新的分子化疗途径。

１　材料与方法
１．１　质粒载体的构建
　　ｐＬＥＧＦＰＮ１（ 公司）质粒载体用于构建质粒。ＤｍｄＮＫ序列插
入 ｐＬＥＧＦＰＮ１质粒载体的 ＸｈｏＩＢａｍＨＩ位点［４］；质粒用 ＮｕｃｌｅｏＢｏｎｄ药盒
（ 公司）纯化。纯化的质粒经 ＡＢＩ３１０测序仪（ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒＬｉｆｅ
Ｓｃｉｅｎｃｅｓ公司）测序确认。
１．２　细胞培养及转染
　　　ＲｅｔｒｏＰａｃｋＰＴ６７包装细胞购于ＣＬＯＮＴＥＣＨ公司；ＭＣＦ７（ＥＲ＋）及ＭＤＡ
ＭＢ２３１（ＥＲ－）乳腺癌细胞购于美国ＡＴＣＣ（ＡｍｅｒｉｃａｎＴｙｐｅＣｕｌｔｕｒｅＣｏｌｌｅｃｔｉｏｎ）
公司。ＭＣＦ７乳腺癌细胞培养于ＲＰＭＩ１６４０培养液；ＭＤＡＭＢ２３１细胞培养于
ＤＭＥＭ（Ｄｕｌｂｅｃｃｏ＇ｓＭｏｄｉｆｉｅｄＥａｇｌｅ＇ｓＭｅｄｉｕｍ）培养液；培养液外加１０％小牛血清
（ＧｉｂｃｏＢＲＬ公司），１００Ｕ／ｍｌ青霉素及０．１ｍｇ／ｍｌ链霉素。细胞生长于３７℃，
５％ＣＯ２培养箱。
　　构建质粒转染 ＰＴ６７包装细胞，收集病毒，感染肿瘤细胞的方法详见文
献［４］。转染细胞加１２ｍｇ／ｍｌ遗传霉素（Ｇｅｎｅｔｉｃｉｎ，ＬｉｆｅＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，Ｉｎｃ．公
司）用于选择稳定转染质粒的细胞克隆。ＯｌｙｍｐｕｓＥ６００型显微镜加ＳＰＯＴＲＴ
数字相机用以观察及荧光照相。细胞核应用 ＤＡＰＩ（ＭｏｌｅｃｕｌａｒＰｒｏｂｅｓ公司）
复染。
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１．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析及酶活性测定
　　细胞蛋白提取液的准备见文献［２］。ＮｕＰＡＧＥＴＭ４％ ～１２％ ＢｉｓＴｒｉｓ聚丙
稀酰胺凝胶（美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）电泳分离蛋白提取液，转膜，ＰＢＳ缓冲液稀
释牛血清蛋白至２％，摇床洗膜１ｈ以阻断背景蛋白。加入ＬｉｖｉｎｇｃｏｌｏｒｓＡ．ｖ．
抗ＧＦＰ抗体（美国Ｃｌｏｎｔｅｃｈ公司）室温下孵育蛋白转入膜２ｈ，ＴＢＳ缓冲液洗
膜３×１０ｍｉｎ，碱性磷酸结合的抗兔ＩｇＧ第二抗体（美国Ｓｉｇｍａ公司）１∶５０００稀
释，孵育１ｈ；ＴＢＳ缓冲液洗膜３×１０ｍｉｎ，碱性磷酸酶免疫复合物用５溴４氯
３吲哚基磷酸盐（５ｂｒｏｍｏ４ｃｈｌｏｒｏ３ｉｎｄｏｌｙｌｐｈｏｓｐｈａｔｅ）及硝基四氮唑蓝（ｎｉｔｒｏ
ｂｌｕｅｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍ，Ｓｉｇｍａ）显色。酶活性测定实验方法见文献 ，３．０μｍｏｌ／Ｌ
［ｍｅｔｈｙｌ３Ｈ］ｄＴｈｄ（ＭｏｒａｖｅｋＢｉｏｃｈｅｍ）及 ２μｍｏｌ／Ｌ非标记的 ｄＴｈｄ（Ｓｉｇｍａ公
司）用于酶促反应中。

１．４　细胞毒性实验
　　细胞毒性实验（ＭＴＴ比色法）参考 Ｈｕｓｓａｉｎ的方法［５］。准备细胞于９６孔
培养板中，每孔约３０００个细胞。培养２４ｈ后，弃原培养液加入不同浓度的药
物ａｒａＴ（ＬｉｌｌｙＲｅｓｅａｒｃｈＬａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ公司）和ａｒａＣ（Ｓｉｇｍａ公司），含药培养液更
换１次。用药物３～４ｄ后，小心吸去上清液，加入二甲亚砜（ＤＭＳＯ）１００ｍｌ，
在振荡器上轻轻振荡５ｍｉｎ后用酶标仪于４９０ｎｍ处测吸光度 Ａ值）。细胞成
活测定使用３（４，５ｄｉｍｅｔｈｙｌｔｈｉａｚｏｌ２ｙｌ）２，５ｄｉｐｈｅｎｙｌｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍｂｒｏｍｉｄｅ（Ｂｏｅ
ｈｒｉｎｇｅｒＭａｎｎｈｅｉｍ公司）测定，每个实验至少重复３次。
１．５　统计分析
　　所有数据用 珋ｘ±ｓ表示，采用Ｓｔｕｄｅｎｔｓ＇ｔ检验行组间统计学分析（ＧｒａｐｈＰａｄ
Ｐｒｉｓｍ３软件）。

２　结果
２．１　ＤｍｄＮＫ在乳腺肿瘤细胞核中表达并保持酶的活性
　　为探讨 ＤｍｄＮＫ的亚细胞表达位点，本研究将 ＤｍｄＮＫ克隆于 ｐＬＥＧＦＰ
Ｎ１Ｃ端与ＧＦＰ产生融合蛋白（图１ａ）；逆转录病毒感染的 ＭＣＦ７细胞显示出
点状带绿色的荧光表达（图１ｂ）；与细胞核特异染剂 ＤＡＰＩ（蓝色）重叠的荧光
显色，显示出ＤｍｄＮＫ蛋白明确表达于细胞核；且稳定表达于细胞核的 Ｄｍ
ｄＮＫ细胞（绿色荧光）大于视野的 ９０％；这与在其他肿瘤中的表达位点类
似［２］。在ＭＣＦ７细胞系中，应用抗ＧＦＰ抗体的Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验可检测出一个
约Ｍｒ５５０００的蛋白表达条带（图２ａ），与ＤｍｄＮＫ和ＧＦＰ的总和大小相吻合。
为评估线粒体表达ＤｍｄＮＫＧＦＰ融合蛋白的酶活性，本研究测定了感染细胞
蛋白提取液磷酸化脱氧胸苷嘧啶（ｄＴｈｄ）的能力（图２ｂ）。与非感染的细胞及
只表达ＧＦＰ的转染细胞相比，其磷酸化ｄＴｈｄ的能力提高了近２０倍。
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ａ：ｐＬＥＧＦＰＮ１表达ＤｍｄＮＫ载体的构建；ｂ：感染表达 ｐｌＥｄＮＫＧＦＰ质粒的 ＭＣＦ７
细胞的荧光显微镜下图像（细胞核用ＤＡＰＩ染剂复染

图１　ＤｍｄＮＫ在ＭＣＦ７细细胞核中的表达
×４０）

２．２　表达ＤｍｄＮＫ的乳腺癌细胞增加了对某些核苷酸类似物的细胞毒性
　　本研究同时比较测定了嘧啶核苷酸类似物 ａｒａＴ及 ａｒａＣ对 ＤｍｄＮＫＧＦＰ
感染细胞、ＧＦＰ单独转染细胞及非转染细胞的细胞毒性（图３）。细胞毒性测
定于上述药物加入感染细胞后的 ３～４ｄ。对于上述 ２种核苷酸类似物，
ｐＬＥＧＦＰ单独转染细胞及非转染细胞的细胞毒性差异相差不到２倍。与单独
表达ＧＦＰ的转染细胞相比，表达ＤｍｄＮＫＧＦＰ的ＭＣＦ７细胞及ＭＤＡＭＢ２３１
乳腺癌细胞显著增加了对ａｒａＴ及ａｒａＣ的敏感性（图３）。

３　讨论
　　虽然乳腺癌有外科治疗、化学治疗、放射治疗及内分泌治疗等多种综合治
疗手段，但是对于晚期及复发肿瘤，治愈率仍低于５％［６］。同时，化学治疗、放

射治疗也会给患者带来较严重的副作用和沉重的经济负担。因此，对于早期

微转移病灶，特别是晚期转移性肿瘤就需要更有效的治疗手段。

　　具有细胞毒性的核苷酸类似物可以作为抗肿瘤的化疗药物。其作用机制
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ａ：抗ＧＦＰ抗体对转染细胞的Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析；１：未转染；２：ｐＬＥＧＦＰ：３：ｄＮＫＧＦＰ
ｂ：ＤｍｄＮＫ酶活性测定（测定转染与非转染 ＭＣＦ７及 ＭＤＡＭＢ２３１乳腺癌细胞的 ｄＴｈｄ磷酸化水
平）；Ｐ＜０．０１，与其他组比较

图２　 感染细胞的蛋白表达及ｄＮＫＧＦＰ的酶活性测定

是：细胞内的核苷酸类似物被核苷酸激酶磷酸化成三磷酸状态；在 ＤＮＡ复制
及修复过程中，磷酸化的核苷酸类似物可以整合到肿瘤细胞ＤＮＡ链中，致使
ＤＮＡ链复制延伸终止，导致细胞死亡。近１０年来，各类种属来源的核苷酸激
酶基因被用来探讨是否可以作为“自杀”基因用于肿瘤基因／癌前药物的分子
化疗策略［７］。该策略是基于核苷酸激酶在肿瘤细胞中过度表达，而该酶能磷

酸化并激活具细胞毒性的核苷酸类似物。除杀死表达核苷酸激酶的细胞，磷

酸化的代谢物还可通过所谓的缝隙连接（ＧａｐＪｕｎｃｔｉｏｎ）进入邻近细胞而杀死
非表达激酶的周边细胞，这种现象被称做“旁观者效应”［８－９］。单纯疱疹病毒

的胸腺嘧啶激酶１型（ｈｅｒｐｅｓｓｉｍｐｌｅｘｔｙｐｅ１ｔｈｙｍｉｄｉｎｅｋｉｎａｓｅ）结合核苷酸类似
物更昔洛韦（ＧＣＶｇａｎｃｉｃｌｏｖｉｒ）是目前研究最多的肿瘤分子化疗系统［７，９－１０］，且

已进入临床Ⅲ期试验［１１］。

　　分子化疗的方法治疗乳腺肿瘤目前已进入临床Ⅰ期试验。Ｐａｎｄｈａ等［１２］

报道了利用ＨＥＲ２启动子驱动胞嘧啶脱氨酶（ｃｙｔｏｓｉｎｅｄｅａｍｉｎａｓｅ，ＣＤ）治疗乳
腺癌的临床Ⅰ期试验；结果显示１１例患者中有９例ＨＥＲ２阳性的细胞内可以
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▲：非感染细胞；■：ＧＦＰ感染细胞；◆：ｐＬＥｄＮＫＧＦＰ感染细胞

图３　 表达ＤｍｄＮＫ乳腺癌细胞系对于ａｒａＴ及 ａｒａＣ的细胞毒性
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表达ＣＤ，１２例患者中有４例显示肿瘤缩小。Ｂｒａｙｂｒｏｏｋｅ［１３］报道利用逆转录病
毒Ｐ４５０２Ｂ６（ＣＹＰ２Ｂ６）基因的临床Ⅰ期试验，显示１例乳腺癌患者达到

，４例（３３％） 。２０００年中国医科大学 实验技术中心从黑
腹果蝇中成功分离出 ＤｍｄＮＫ，并对其是否可以用做分子化疗基因进行了评
估［１－４］。结果显示：由于 Ｃ末端的核定位信号（ｎｕｃｌｅａｒｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎｓｉｇｎａｌ，
ＮＬＳ），ＤｍｄＮＫ可以表达于人体细胞的细胞核［２］。将核定位信号人工突变

后，ＤｍｄＮＫ变为在肿瘤细胞质中表达；ＤｍｄＮＫ的细胞质内表达与细胞核内
表达相比，其酶的活性、细胞对核苷酸类似物的敏感性以及旁观者效应，均没

有明显区别［４］。为探讨多底物、高催化活性的 ＤｍｄＮＫ基因是否可用于乳腺
肿瘤的分子化疗，本研究利用逆转录病毒介导 ＤｍｄＮＫ感染乳腺癌细胞系
ＭＣＦ７（ＥＲ＋）及ＭＤＡＭＤ２３１（ＥＲ－）。结果显示：ＤｍｄＮＫ可成功表达于乳
腺肿瘤细胞核（图１ｂ），并保持酶的活性（图２ｂ）；表达ＤｍｄＮＫ的乳腺癌细胞
显著增加了其对于核苷酸类似物ａｒａＴ及ａｒａＣ的敏感性（图３），即具有显著的
细胞杀伤毒性。

　　尽管还有一些技术问题需要解决，本研究仍提示 ＤｍｄＮＫ有可能成为乳
腺肿瘤分子化疗的新策略。对该模型系统的进一步评估，有助于寻找出另一

种乳腺癌，特别是晚期复发肿瘤分子化疗（自杀基因）的新途径。
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