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重组腺相关病毒载体表达抗表皮生长因子

受体抗体对胰腺癌细胞株抑制作用的研究

万世奇　张太平　王天笑　郑莲芳　李方　李汇华

　　【摘要】　目的　构建能在体内长期表达抗表皮生长因子受体（ＥＧＦＲ）抗体的重组腺相关病毒（ｒＡＡＶ）
载体，观察其对人胰腺癌细胞株的抑制作用。方法　将抗人 ＥＧＦＲ单链抗体可变区（ＳＣＦＶ）基因插入腺相
关病毒载体的ＫｐｎⅠ和 ＢｇｌⅡ位点，构建成含抗 ＥＧＦＲ单链抗体基因的重组腺相关病毒载体（ｒＡＡＶａｎｔｉ
ＥＧＦＲ）。设立对照组（ｒＡＡＶ１ＥＧＦＰ组）和实验组（ｒＡＡＶ１ａｎｔｉＥＧＦＲ组），观察抗ＥＧＦＲ单链抗体蛋白的表
达情况。采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测抗体蛋白的表达、ＣＣＫ８法和流式细胞仪检测６种人胰腺癌细胞株（ＰＣＴ３、
ＳＷ１９９０、Ｃａｐａｎ１、ＡＳＰＣ１、ＭｉａＰａＣａ２及 ＰＡＮＣ１细胞）的抑制率和凋亡率。两组比较采用 ｔ检验。结果
抗ＥＧＦＲ单链抗体蛋白能在６种人胰腺癌细胞株中表达，对照组和实验组胰腺癌ＡＳＰＣ１细胞抑制率分别
为１．１％±２．４％和１５．１％±３．５％，两组比较，差异有统计学意义（ｔ＝６．５９８，Ｐ＜０．０５）。对照组和实验组
ＰＡＮＣ１细胞凋亡率分别为７．０％±３．０％和１１．４％±２．５％，两组比较，差异无统计学意义（ｔ＝１．９５２，Ｐ＞
０．０５）；对照组和实验组 ＳＷ１９９０、ＡＳＰＣ１、Ｃａｐａｎ１、ＰＣＴ３、ＭｉａＰａＣａ２细胞凋亡率分别为１．１％±０．８％、
１．５％±０．７％、１．７％±１．２％、１．１％±０．７％、２．２％±１．１％和 １７．６％±２．２％、４６．９％±３．９％、２０．０％±
２．８％、１２．１％±１．６％、３１．１％±２．５％，两组比较，差异均有统计学意义（ｔ＝１２．２０８，１９．８４６，１０．４０５，１０．９０９，
１８．３２７，Ｐ＜０．０５）。结论　成功构建了携带抗 ＥＧＦＲ单链抗体基因的 ｒＡＡＶ载体，其表达的抗 ＥＧＦＲ单链
抗体蛋白对人胰腺癌细胞株有明显的抑制作用。

　　【关键词】　胰腺肿瘤；　表皮生长因子受体；　重组腺相关病毒载体
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　　表皮生长因子受体（ｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅ
ｃｅｐｔｏｒ，ＥＧＦＲ）是一种表达于多种细胞表面的跨膜受
体酪氨酸激酶。在胰腺癌中，ＥＧＦＲ可高度表达和
异常活化，从而抑制细胞凋亡，促进细胞增殖、浸润

和转移［１］。目前，针对 ＥＧＦＲ的靶向治疗已成为肿
瘤治疗的热点之一。本研究通过利用噬菌体抗体库

获得的抗人 ＥＧＦＲ单链抗体可变区（ｓｉｎｇｌｅｃｈａｉｎ
ｖａｒｉａｂｌｅｆｒａｇｍｅｎｔ，ＳＣＦＶ）基因插入到腺相关病毒
（ａｄｅｎｏａｓｓｏｃｉａｔｅｄｖｉｒｕｓ，ＡＡＶ）载体上，将ＥＧＦＲ靶向
治疗和ＡＡＶ介导的基因治疗相结合，以期获得治疗
胰腺癌的有效方法。

１　材料与方法
１．１　主要材料
　　重组腺相关病毒（ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔａｄｅｎｏａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｖｉｒｕｓ，ｒＡＡＶ）载体质粒ｐＳＮＡＶ及携带绿色荧光蛋白
基因的ｒＡＡＶ载体（ｒＡＡＶ１ＥＧＦＰ）均购自北京本元
正阳基因技术有限公司；ＳＣＦＶ抗体基因由上海生
工生物工程技术服务有限公司合成并测序验证；人胚

肾２９３细胞和６种人胰腺癌细胞株（ＰＣＴ３、ＳＷ１９９０、
Ｃａｐａｎ１、ＡＳＰＣ１、ＭｉａＰａＣａ２及ＰＡＮＣ１细胞）由德国海
德堡大学外科医院Ｆｒｉｅｓｓ教授惠赠；兔ｃｍｙｃ（Ａ１４）
ＩｇＧ多克隆抗体购自美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司；山羊抗兔
ＩｇＧＨＲＰ购自美国 ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司；ＣＣＫ８试剂
盒购自日本同仁化学研究所；ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ试剂
盒购自深圳晶美生物工程有限公司。

１．２　载体构建和病毒包装
　　将 ＳＣＦＶ抗体基因插入 ｐＳＮＡＶ质粒的多克隆
位点ＫｐｎⅠ和 ＢｇｌⅡ中，前面加上 Ｋｏｚａｋ序列和 ＩＧ
信号肽序列，构建成含抗 ＥＧＦＲ单链抗体基因的重
组腺相关病毒载体（ｒＡＡＶａｎｔｉＥＧＦＲ），并通过酶切
和测序鉴定。由北京本元正阳基因技术有限公司应

用ＡＡＶＭａｘＴＭ系统将其包装为Ⅰ型重组腺相关病毒
载体（ｒＡＡＶ１ａｎｔｉＥＧＦＲ）。
１．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测抗ＥＧＦＲ单链抗体蛋白的表达
　　设立对照组（ｒＡＡＶ１ＥＧＦＰ转染ＰＣＴ３细胞）和
实验组（ｒＡＡＶ１ａｎｔｉＥＧＦＲ分别转染人胚肾２９３细胞、
ＰＣＴ３细胞、ＡＳＰＣ１细胞、ＰＡＮＣ１细胞、ＳＷ１９９０
细胞、ＭｉａＰａＣａ２细胞及 Ｃａｐａｎ１细胞）。将细胞接
种于６孔培养板，培养４ｈ，待细胞贴壁后，吸出培养
基，ＰＢＳ洗涤２～３次，加入２ｍｌ无血清和抗生素的
ＲＰＭＩ１６４０培养基。对照组和各实验组分别加入
２μｌ／孔ｒＡＡＶ１ＥＧＦＰ和 ２μｌ／孔 ｒＡＡＶ１ａｎｔｉＥＧＦＲ
（滴度均为１×１０１２ｖ．ｇ／ｍｌ），培养８ｈ后，用单去污

剂裂解液收集蛋白，进行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验，采用
ｃｍｙｃ标签抗体检测ｒＡＡＶ１ａｎｔｉＥＧＦＲ的表达水平。
１．４　ＣＣＫ８法检测胰腺癌ＡＳＰＣ１细胞增殖情况
　　将ＡＳＰＣ１细胞分为４组，分别是空白对照组、
单纯培养基组、对照组（ｒＡＡＶ１ＥＧＦＰ组）和实验
组（ｒＡＡＶ１ａｎｔｉＥＧＦＲ组）。将细胞按５×１０３个／孔
接种于９６孔板，培养４ｈ后，ＰＢＳ洗涤２～３次，加入
２００μｌ无血清和抗生素的ＲＰＭＩ１６４０培养基，对照组
和实验组转染滴度同Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法。培养８ｈ后，
更换为有血清和抗生素的ＲＰＭＩ１６４０培养基，继续培
养１６ｈ，ＰＢＳ洗涤２～３次，分别加入１００μｌ有血清和
抗生素的ＲＰＭＩ１６４０培养基及１０μｌＣＣＫ８试剂，孵
育２ｈ，于酶标仪上４５０ｎｍ波长测定其吸光度（Ａ）值，
６３０ｎｍ作为参比波长，本实验重复４次。细胞抑制

率 ＝（１－
实验组平均Ａ值－空白对照组平均Ａ值
对照组平均Ａ值－空白对照组平均Ａ值

）×

１００％。
１．５　流式细胞仪检测胰腺癌细胞凋亡率
　　分别将６种人胰腺癌细胞株按２×１０４个／孔接
种于６孔板，加入含１０％胎牛血清的 ＲＰＭＩ１６４０培
养液，培养４ｈ。每种细胞株均分为对照组（ｒＡＡＶ１
ＥＧＦＰ组）和实验组（ｒＡＡＶ１ａｎｔｉＥＧＦＲ组），转染滴
度同Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法。培养２４ｈ。使用 ＢＤ公司的
ＡｎｎｅｘｉｎＶＰＥ和７ＡＡＤ试剂盒及 ＢＤＦＡＣＳＡｒｉａ流
式细胞仪分析细胞凋亡比例。每种细胞株凋亡试验

均重复３次。
１．６　统计学分析
　　应用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行分析，计量资料
用 珋ｘ±ｓ表示，两组比较采用 ｔ检验。Ｐ＜０．０５为差
异有统计学意义。

２　结果
２．１　抗ＥＧＦＲ单链抗体蛋白在人胚肾２９３细胞及
６种人胰腺癌细胞株中的表达
　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，ｒＡＡＶ１ａｎｔｉＥＧＦＲ
转染人胚肾２９３细胞和６种人胰腺癌细胞株后，以
上细胞株均能够有效表达抗 ＥＧＦＲ单链抗体。将
ＳＣＦＶ抗体基因序列输入 ＤＮＡＭＡＮ４．０软件，测算
出目的蛋白的相对分子质量约为４２０００，与Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ法检测结果符合。见图１。
２．２　ｒＡＡＶ１ａｎｔｉＥＧＦＲ对胰腺癌 ＡＳＰＣ１细胞增殖
的影响

　　ｒＡＡＶ１ａｎｔｉＥＧＦＲ对 ＡＳＰＣ１细胞的抑制率为
１５．１％±３．５％，ｒＡＡＶ１ＥＧＦＰ对ＡＳＰＣ１细胞的抑制
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率为１．１％±２．４％，两者比较，差异有统计学意义（ｔ＝
６．５９８，Ｐ＜０．０５）。

１：对照细胞（ＰＣＴ３细胞）；２：人胚肾２９３细胞；３：ＰＣＴ３细胞；４：

ＡＳＰＣ１细胞；５：ＰＡＮＣ１细胞；６：ＳＷ１９９０细胞；７：ＭｉａＰａＣａ２细

胞；８：Ｃａｐａｎ１细胞

图１　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测抗ＥＧＦＲ单链抗体蛋白表达情况

２．３　６种人胰腺癌细胞株凋亡率的变化
　　６种人胰腺癌细胞株转染ｒＡＡＶ１ａｎｔｉＥＧＦＲ后，
均发生凋亡，除了ＰＡＮＣ１细胞以外，其余实验组细
胞凋亡率与对照组比较，差异均有统计学意义（Ｐ＜
０．０５）。见表１。

３　讨论
３．１　关于ＥＧＦＲ的靶向治疗
　　ＥＧＦＲ是ＥｒｂＢ家族中的一员，其天然配体是表
皮生长因子和转化生长因子α。当配体和受体结合
后，可启动下游信号传导通路，主要包括 ＲａｓＲａｆ
ＭＡＰＫｉｎａｓｅ和ＰＩ３ＫＡｋｔ等信号传导通路，调节细胞
的分裂、存活、浸润、黏附和细胞修复等生物学行

为［２］。在多种上皮源性肿瘤中（包括胰腺癌）均发

现ＥＧＦＲ高度表达及异常活化。ＥＧＦＲ失控导致的
恶性生物学行为包括：促进细胞增殖和成熟、抑制细

胞凋亡、促进细胞浸润和转移、促进血管形成等［３］。

因此，ＥＧＦＲ已成为肿瘤靶向治疗中一个重要的靶
点和热点［４］。

　　目前，已开发出一些针对ＥＧＦＲ的单克隆抗体，
主要有 Ｃ２２５、ＡＢＸＥＧＦ、ＥＭＤ７２０００、ＲＨ３、ＭＤＸ４４７
等。其中很多在体内实验中具有抗肿瘤作用，与放、

化疗联合应用能提高其疗效［５］。但是，此类抗体最

大的问题是，它们多属人鼠嵌合的抗体，具有一定的

免疫原性，很多患者可产生抗抗体，从而降低其效

应。而且，单克隆抗体属外源性蛋白制剂，费用昂贵，

半衰期短，需重复注射才能发挥其抑制ＥＧＦＲ的作

用，中断治疗将导致肿瘤的再生长。本研究应用基

因治疗手段，构建携带抗 ＥＧＦＲ单链抗体的重组腺
相关病毒载体，能有效避免这些缺点。

３．２　ＡＡＶ载体的安全性及器官靶向性
　　基因治疗载体的安全性和器官靶向性长期以来
备受关注，例如逆转录病毒载体随机插入宿主细胞

的染色体，用于基因治疗时，存在着破坏人体正常基

因功能，激活原癌基因诱发肿瘤形成的危险性。腺

病毒载体存在着表达时间短，诱发机体免疫反应等

缺点，反复使用会产生中和抗体，降低治疗效果。许

多学者对此进行了大量的探索，并不断将病毒载体

进行改造，降低其免疫原性，增加感染组织的特异性

（器官靶向性）。ＡＡＶ是一种细小病毒属的单链
ＤＮＡ病毒，需要其他病毒（如腺病毒）基因产物的辅
助才能进行复制。与其他病毒基因治疗载体比较，

ＡＡＶ载体具有相对安全、长期稳定表达目的基因和
不会诱发严重的细胞免疫反应等优点［６］。ｒＡＡＶ载
体所携带的目的基因可以在脑、肝、肺、肌肉、角膜和

胰腺等组织中长期表达，其包装能力约为４．７ｋｂ，如
果包装全抗体，则会超出 ＡＡＶ的包装能力，影响病
毒载体的制备。本研究选用抗人ＥＧＦＲ单链抗体基
因，完全避免了鼠源性蛋白的免疫原性，大大降低其

被自身免疫系统攻击的可能性，而且单链抗体基因

片段较短，符合 ＡＡＶ的包装容量，持续表达的抗体
穿透力强，更能有效地发挥作用［７］。本研究结果显

示，ｒＡＡＶ表达的抗ＥＧＦＲ单链抗体能够诱发胰腺癌
细胞株的凋亡，从而抑制其生长。

３．３　载体构建及表达蛋白的检测
　　本研究在载体构建中，在目的基因前加入了
Ｋｏｚａｋ序列和信号肽，其目的在于利用 Ｋｏｚａｋ序列
提高转录和翻译的效率，利用信号肽用于促进外源

蛋白的分泌。在蛋白合成过程中，前体物质多肽靠

Ｋｏｚａｋ序列与膜结合，形成膜结合型多核糖体，多肽
链与其合成相平行地通过膜，并在通过膜时，由膜上

的肽酶将信号肽切掉。本研究将外源基因导入细

胞，用以表达外源蛋白—抗ＥＧＦＲ抗体，利用信号肽

表１　对照组和实验组６种人胰腺癌细胞株的凋亡率（珋ｘ±ｓ，％）

组别 ＰＡＮＣ１ ＳＷ１９９０ ＡＳＰＣ１ Ｃａｐａｎ１ ＰＣＴ３ ＭｉａＰａＣａ２

对照组 ７．０±３．０ １．１±０．８ １．５±０．７ １．７±１．２ １．１±０．７ ２．２±１．１

实验组 １１．４±２．５ １７．６±２．２ ４６．９±３．９ ２０．０±２．８ １２．１±１．６ ３１．１±２．５

ｔ值 １．９５２ １２．２０８ １９．８４６ １０．４０５ １０．９０９ １８．３２７

Ｐ值 ＞０．０５ ＜０．０５ ＜０．０５ ＜０．０５ ＜０．０５ ＜０．０５

　　注：对照组为ｒＡＡＶ１ＥＧＦＰ组；实验组为ｒＡＡＶ１ａｎｔｉＥＧＦＲ组
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来引导外源蛋白分泌，这样既可避免因包涵体复性

带来的困难，又可提高蛋白的分泌量。

　　蛋白的检测常用的方法有 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法、
ＥＬＩＳＡ法、免疫组织化学染色法等，由于目的蛋白抗
ＥＧＦＲ单链抗体目前没有商品化的特异性抗体，且
本身无恒定区序列，故只能选择抗 ＥＧＦＲ单链抗体
Ｃ端８个氨基酸的ｃｍｙｃｔａｇ作为检测靶点，应用抗
ｃｍｙｃ抗体作为一抗进行检测。细胞本身的某些蛋
白中也含有可以和抗 ｃｍｙｃ抗体结合的氨基酸序
列，故应用 ＥＬＩＳＡ法检测不具有特异性。Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ法可以通过条带的大小区分靶蛋白和非特异性
蛋白。本研究结果显示，我们构建的病毒载体感染

胰腺癌细胞株后，均能有效表达抗ＥＧＦＲ单链抗体，
并且诱发其凋亡，除 ＰＡＮＣ１细胞以外的实验组细
胞凋亡率与对照组比较，差异均有统计学意义。出

现这种情况的原因可能与不同细胞间的差异反应有

关，其具体机制还有待于进一步研究。
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　　ＡＦＰ　　 甲胎蛋白

　　Ａｌｂ　 白蛋白

　　ＡＬＰ　 碱性磷酸酶

　　ＡＬＴ　 丙氨酸氨基转移酶

　　ＡＳＴ　 天冬氨酸氨基转移酶

　　ＡＭＰ　 腺苷一磷酸

　　ＡＤＰ　 腺苷二磷酸

　　ＡＴＰ　 腺苷三磷酸
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　　ＣＴ　 Ｘ线计算机断层摄影术
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　　ＤＡＰＩ　 ４，６二脒基２苯基吲哚
二盐酸

　　ＤＢｉｌ　 直接胆红素

　　ＤＭＳＯ 二甲基亚砜

　　ＥＬＩＳＡ　 酶联免疫吸附测定

　　ＥＮＢＤ　 内镜鼻胆管引流

　　ＥＲＢＤ　 内镜逆行胆管支架引流

　　ＥＲＣ　 内镜逆行胆管造影

　　ＥＲＣＰ　 内镜逆行胰胆管造影

　　ＥＳＴ　 内镜乳头括约肌切开

　　ＥＵＳ　 内镜超声

　　ＦＩＴＣ　 异硫氰酸荧光素

　　ＧＡＰＤＨ ３磷酸甘油醛脱氢酶
　　ＧＧＴ　　 γ谷氨酰转移酶
　　ＨＡＶ　 甲型肝炎病毒

　　Ｈｂ　 血红蛋白

　　ＨＢＶ　 乙型肝炎病毒

　　ＨＢｅＡｇ　 乙型肝炎ｅ抗原
　　ＨＢｓＡｇ　 乙型肝炎表面抗原

　　ＨＣＶ　 丙型肝炎病毒

　　ＨＥ　 苏木素伊红
　　ＨＥＶ　 戊型肝炎病毒

　　ＨＩＦＵ　 高强度聚焦超声

　　ＩＢｉｌ　 间接胆红素

　　ＩＣＧＲ１５ 吲哚菁绿１５ｍｉｎ滞留率
　　ＩＦＮ　 干扰素

　　ＩＬ　 白细胞介素

　　抗ＨＢｃ　 乙型肝炎核心抗体
　　抗ＨＢｅ　 乙型肝炎ｅ抗体
　　抗ＨＢｓ　 乙型肝炎表面抗体
　　ＬＣ　 腹腔镜胆囊切除术

　　ＬＤＨ　 乳酸脱氢酶

　　ＭＲＣＰ　 磁共振胆胰管造影

　　ＭＲＩ　 磁共振成像

　　ＭＯＤＳ　 多器官功能障碍综合征

　　ＭＴＴ　 四甲基偶氮唑蓝

　　ＮＫ细胞　自然杀伤细胞
　　ＰａＣＯ２　　动脉血二氧化碳分压
　　ＰａＯ２　 动脉血氧分压

　　ＰＢＳ　 磷酸盐缓冲液

　　ＰＣＲ　 聚合酶链反应

　　ＰＥＩ　 经皮酒精局部注射疗法

　　ＰＥＴ　 正电子发射计算机断层

扫描

　　ＰＬＴ　 血小板

　　ＰＴ　 血浆凝血酶原时间

　　ＰＴＣ　 经皮肝穿刺胆道造影

　　ＰＴＣＤ　 经皮经肝胆管引流

　　ＲＢＣ　 红细胞

　　ＲＦＡ　 射频消融

　　ＲＴＰＣＲ　 逆转录聚合酶链反应
　　ＴＡＣＥ　 经探管（肝）动脉栓塞化疗

　　ＴＢｉｌ　 总胆红素

　　ＴＣ　 总胆固醇

　　ＴＧ　 甘油三酯

　　ＴＧＦ　 转化生长因子

　　ＴＮＦ　 肿瘤坏死因子

　　ＴＰ　 总蛋白

　　ＷＢＣ　 白细胞

　　ＶＥＧＦ　 血管内皮生长因子
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