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· 实 验 研 究 · 

Apoptin基因诱导视网膜母细胞瘤凋亡的研究 

王 静 王元贵 梁 曼 李旭庭 

Acceleration of apoptosis by transfection of Apoptin gene 

in retinoblastom a cells 

Wang Jing，Wang Yuangni，Liang Man，Li Xuting．Department of Ophthalmology，Frontier Defence Hospital of 

Guangdong，Shenzhen 51 8029，Ch ina 

Abstract Objective Present study aimed to observe the effects of却optin gene On killing retinoblastoma HXO-RB44 cells 

and illustrates its mechanisms． M ethods Human retinoblastoma cells strain，HXO—RB44，was cultured and passaged in RPMI 

1640 medium containing bovine serun1．At’optin gene was transfected into HXO—liB44 cells by liposome into HXO—RB“／Apoptin， 

and pcDNA3 was transfected in HXO．RB44／pcDNA 3 group．The expression of Apoptin mRNA was detected using Reverse 

Transcription Polymerase Chain Reaction f RT．PCR 1．The expression of protein of Apoptin and p53 were detected by SABC 

immunohistoehemistry．The growth rate of HXO—RB44 cells was studied by constructing the growth curve and calculated as the 

formula：inhibitory rate = 1，cell nunlber in experiment group／cell nunlber in control group 1 00％ ．Cellular apoptosis was 

determined by flow cytometry． Results The RT—PCR result showed the 450 kb specific band in HXO—RB ／Af optin group and 

absent amplification resuh in HXO—RB44 group and HXO—RB44／pcDNA 3 group．The difference in SABC—positive cell number 

between HXO—RB44／Apoptin group and control group was statistically significant(P<0．05)．The growth of HXO—RB“cells was 

significantly inhibited in HXO—RB44／Apoptin group compared with eontrol group (P <0．05)．Apoptosis cells increased 

significantly．The apoptosis rate was 38．5％ ． Conclusion Apoptin geoe could inhibit the growth of HXO—RB4d cells effectively． 

Up-regulation of expression of p53 gene might not he one of cell apoptosis mechanisms． 
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摘要 目的 观察 Apoptin基因对人视网膜母细胞瘤细胞株 HXO—RB 的促凋 作用 ，并探讨 其可能的机制。 方 法 

用脂质体将 Apoptin基 因导入 HXO—RB 细胞 ，通过 RT．PCR法检测 Apoptin mRNA的表达 ，同时用 SABC免疫组织化学 

法分析 彻optin和 p53的表达。采用细胞计数法检测细胞 生长抑制 率，流式 细胞仪检测 细胞周期 的变化。 结果 转入 

Apoptin基 因后 ，HXO RB 细胞的生长 明显受抑制(P<0．05)。细胞周 期分析可 见凋亡峰 ，凋亡率 为 38．5％ 。细胞 中可 

见 Apoptin阳性 表达 (P<0．05)，p53表达差异无 统计学意义 (P>0．05)。凋亡 细胞 在荧 光显微镜 下形成凋 亡小体。 结 

论 转入 Apoptin基 因可显著促进 HXO—RB 细胞的凋亡 ，Apoptin诱导 的凋亡不依赖功能性 p53的生成 。 

关键词 Apoptin基因 ；视 网膜母细胞瘤 ；凋f= 

分类号 R 774．01 文献标识码 A 文章编号 1003—0808(2009)11—0996—04 

视网膜母细胞瘤(retinoblastoma，RB)是婴幼儿最 

常见的眼内恶性肿瘤  ̈，具有恶性程度高、转移快 、易 

扩散、易复发等特点，严重危害患儿的视力及生命。对 

RB患儿的保守治疗越来越受到重视，但 目前临床常用 

的化疗药物均会出现不同程度的毒性反应 ，甚至发生 

第二恶性肿瘤 。因此寻找新 的治疗方法成 为研究 

的方向。细胞凋亡素 (Apoptin)基冈是近年来从鸡贫 
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血病毒 (chicken atlellclia virus，CAV)中分离出的一种类 

型独特的促凋亡基因 ，而 p53是细胞凋亡的重要因 

素。本研究 目的在于观察 Apoptin基因抑制 RB细胞 

生长的作用 ，初步探讨其可能的作用机制。 

1 材料 与方 法 

1．1 材料 

Apoptin基因及 其真核载体 pcDNA (深圳市人 民 

医院刘迎博士惠赠)；免疫组织化学试剂盒(武汉博士 

德公司)；脂质体 Dosper(德国 Boehringer Mannheim公 
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司 ) ；人 R B 细 胞 株 H X O — R B 。。 购 自 中 南 大 学 湘 雅 医 学

院 肿 瘤 研 究 所 。

1 ． 2 方 法

1 ． 2 ． 1 细 胞 培 养 H X O — R B 。。 细 胞 培 养 于 含 1 2 0 m L ／L

的 小 牛 血 清 、
1 0 0 0 0 0 U ／L 青 霉 素 和 链 霉 素 的 R P M I

1 6 4 0 培 养 基 中 ， 置 于 3 7 。C 的 C O ， 培 养 箱 内 培 养 ， 每

2 ～ 3 d 按 1 ：2 或 1 ：3 传 代 1 次 ， 取 第 4 ～ 6 代 供 实 验 用 。

1 ． 2 ． 2 基 因 转 染 参 照 D o s p e r 说 明 书 进 行 ， 转 染 细

胞 命 名 为 H X O — R B
。。

／ A p o p t i n
， 同 步 设 置 空 白组 和 空 转

p c D N A
， 组 ( H X O — R B

。。
／ p c D N A

， ) 作 为 对 照 。

1 ． 2 ． 3 R T — P C R 反 应 检 测 A p o p t i n 的 表 达 将 转 染 的

细 胞 按 上 述 3 组 爬 片 生 长 4 8 h 后 ， 在 逆 转 录 酶 的 作 用

下 ， 以 o l i g o — d T 为 引 物 合 成 总 c D N A
， 以 引 物 ( 正 向 引 物

为 5
’

C G T C T A G A G C T T A G C C G A G A G G G G C 3
’

； 反 向 引

物 为 5
’

C G G T C G A C G A G C T C T T G C C A T C 3
’

) 扩 增 Ap o p t i n

片 段 。

1 ． 2 ． 4 A p o p t i n 和 p 5 3 蛋 白 的 表 达 采 用 S A B C 法 ， 严

格 按 试 剂 盒 说 明 进 行 操 作 。 切 片 常 规 二 甲 苯 脱 蜡 ， 梯

度 乙 醇 脱 水 ， 室 温 下 5 ～ 1 0 m i n 灭 活 内 源 性 酶 。 将 切

片 浸 入 0 ． 0 1 m o l ／L 枸 橼 酸 盐 缓 冲 液 ( p H 6 ． 0 ) ， 加 热 至

沸 腾 后 ，
5 ～ 10 m i n 重 复 后 冷 却 。 滴 加 5 ％ B S A 2 0 m i n

，

分 别 滴 加 兔 抗 Ap o p t i n 和 p 5 3 抗 体 ，
4 。c 过 夜 。 T B S 洗

涤 ， 滴 加 生 物 素 化 山 羊 抗 兔 I g G
，

2 0 ～ 3 7 ℃ 放 置 2 0 m i n
，

T B S 洗 涤 。 滴 加 试 剂 S A B C
，

2 0 ～ 3 7
o

C 下 放 置 2 0 m i n
，

T B S 洗 涤 。 取 1 m L 蒸 馏 水 ， 分 别 加 入 D A B 试 剂 盒 中

A
、

B
、 C 试 剂 各 1 滴 ， 混 匀 后 至 标 本 片 上 ， 显 色 5 ～

3 0 m i n 。 苏 木 素 轻 度 复 染 ， 脱 水 、 透 明 后 封 片 。 用 P B S

代 替 一 抗 作 阴 性 对 照 。 用 H M I A S 一 2 0 0 0 型 医 学 图 文 分

析 系 统 对 免 疫 组 织 化 学 染 色 结 果 进 行 分 析 处 理 。

1 ． 2 ． 5 细 胞 生 长 速 度 将 H X O — R B
。。 、

H X O — R B
。。

／

A p o p t i n 和 H X O 。 R B
。。

／p c D N A
，

3 组 细 胞 制 成 单 细 胞 悬

液 ， 细 胞 以 l × 10
’

／L 密 度 接 种 于 9 6 孔 板 ( 1 m L ／孔 ) ，

流 式 细 胞 仪 分 析 细 胞 周 期 ， 观 察 亚 G 峰 。

1 ． 3 统 计 学 方 法

采 用 S P S S 1 1 ． 0 统 计 学 软 件 进 行 分 析 ， 定 量 资 料

多 组 间 的 比 较 采 用 单 因 素 方 差 分 析 。 P < 0 ． 0 5 为 差 异

有 统 计 学 意 义 。

2 结 果

2 ． 1 R T — P C R 反 应 的 结 果

转 染 4 8 h 后 ， 利 用 R T — P C R 反 应 检 测 转 染 细 胞 株

中 A p o p t i n 的 表 达 情 况 ，
H X O — R B

。。
／卸 o p t i n 凝 胶 电 泳 显

示 约 4 5 0 k b 的 特 异 条 带 ， 而 作 为 对 照 的 H X O — R B
。。 组

及 H X O ． R B
。。

／p c D N A
， 组 的 扩 增 结 果 为 阴 性 ( 图 1 ) 。

证 明 A p o p t i n 得 到 表 达 。

M A H P

图 1 R T - P C R 结 果 M ：分 子 标 记

A ： H X O — R B d 。 ／A p o p t i n 组 H ： H X O —

R B
4 4 组 P ： H X O — R B

4 4
／p c D N A

3 组

F i g ． 1 T h e r e s u l t o f R T — P C R M ：

m a r k e r A ： H X O - R B
4 4

／Ap o p t i n g r o u p

H ： H X O — R B
4 4 g r o u p P ： H X O — R B

4 4
／

p e D N A
3 g r o u p

2 ． 2 免 疫 组 织 化 学 结 果

H X O — R B
。。

／A p o p t i n 组 卸 o p t i n 表 达 阳 性 ， 与 其 他 2

组 比 较 差 异 有 统 计 学 意 义 ( F = 3 3 ． 1 0 8
，

P < 0 ． 0 5 ) ，

A p o p t i n 表 达 部 位 主 要 在 胞 浆 中 ( 图 2
，

3 ) 。 转 染 后 第 3

天 阳 性 率 最 高 ， 为 5 8 ％ 。 H X O — R B
。。 组 及 H X O — R B

。。
／

p c D N A
， 组 无 阳 性 表 达 ，

2 组 问 差 异 无 统 计 学 意 义 ( F =

0 ． 1 4 9
，

P > 0 ． 0 5 ) 。 说 明 A p o p t i n 基 L大】在 细 胞 内 成 功 表

达 。
H X O — R B

。。
／Ap o p t i n 组 细 胞 p 5 3 表 达 未 明 显 增 加 ，

与 其 他 2 组 比 较 差 异 无 统 计 学 意 义 ( F = 0 ． 0 7 9
，

P > 0 ． 0 5 ) 。．



2 ． 3 细 胞 生 长 速 度

H X O — R B
。。 组 和 H X O — R B

。。
／p c D N A

， 组 间 细 胞 生 长

差 异 无 统 计 学 意 义 ( F = 0 ． 5 8 3
，

P > 0 ． 0 5 ) ，
H X O — R B

。。
／

A p o p t i n 组 细 胞 生 长 明 显 受 抑 制 ， 与 其 他 2 组 比 较 差 异

均 有 统 计 学 意 义 ( F = 2 1 ． 0 2 6
，

P < 0 ． 0 5 ) 。 第 4 天 时 细

胞 生 长 抑 制 率 最 高 ， 达 到 3 6 ％ ( 图 4 ) 。

6 0

5 0

呈 4 0
×

_暑 3 0

亏 2 0

10

0

0 2 4 6

t ／d

图 4 细 胞 生 长 曲 线 图

F i g ． 4 G r o w t h c u r v e s o f c e l l s

g r o u p

g r o u p

2 ． 4 流 式 细 胞 仪 检 测 结 果

H X O — R B
。。

／A p o p t i n 组 细 胞 亚 G 峰 明 显 高 尖 ， 显 示

凋 亡 率 为 3 8 ． 5 ％
， 与 H X O — R B

。。 组 及 H X O — R B
。。

／

p c D N A ， 组 比 较 差 异 均 有 统 计 学 意 义 ( 图 5
，

6 ) 。 H X O —

R B
。。 组 与 H X O — R B

。。
／p c D N A

， 组 间 细 胞 的 生 长 差 异 无

统 计 学 意 义 ， 仅 存 在 少 量 凋 亡 细 胞 。

景

导
卫

i 罱
u

昌

呈

- L Z — A F L 2 一 A

M a r k e r ％ G a t e d M a r k e r ％ G a t e d

A Il 10 0 ． 0 0 A Il 10 0 0 0

M 1 3 5 3 7 M 1 10 ． 8 1

图 5 流 式 细 胞 检 测 结 果 A ： H X O — R B 。。 ／Ap o p t i n 组 B ： H X O ．

R B
4 4 ／p e D N A

3 组

F i g ． 5 T h e r e s u l t s o f fl o w c y t o m e t r y A ： H X O - R B
4 4

／Ap o p t i n g r o u p

B ：H X O — R B
4 4

／p c D N A
3 g r o u p

3 讨 论

近 年 来 ， 随 着 基 因 重 组 及 核 酸 序 列 分 析 、
P C R 等

技 术 的 不 断 应 用 ， 极 大 地 推 动 了 C A V 分 子 生 物 学 的 研

究 ， 与 其 他 凋 亡 相 关 基 因 不 同 的 是 ：A p o p t i n 只 能 诱 导

肿 瘤 或 表 型 转 化 细 胞 凋 亡 ， 而 对 正 常 细 胞 无 作 用
” 。 。

。

用 表 达 Ap o p t i n 的 质 粒 或 腺 病 毒 已 成 功 诱 导 人 成 骨 肉

瘤 、 淋 巴 瘤 、 肾 癌 、 肝 癌 等 多 种 肿 瘤 细 胞 的 凋 亡 。 而 在

原 代 T 细 胞 、 脐 静 脉 血 管 内 皮 细 胞 、 平 滑 肌 细 胞 等 人

体 正 常 细 胞 中 ， 在 Ap o p t i n 表 达 条 件 下 ， 细 胞 凋 亡 率 仅

与 正 常 细 胞 自然 凋 亡 水 平 相 当 。 提 示 A p o p t i n 诱 导 的

细 胞 凋 亡 需 要 细 胞 具 有 一 种 致 瘤 性 表 型 或 至 少 是 一 种

恶 性 转 化 表 型 。 N o t e b o r n
∞ 。

报 道 A p o p t i n 的 独 特 诱 导 凋

亡 作 用 依 赖 于 其 在 细 胞 内 的 定 位 ， 而 且 不 受 p 5 3 家 族

的 调 控 。 在 正 常 细 胞 A p o p t i n 基 因 仅 于 胞 浆 表 达 ， 而 在

肿 瘤 细 胞 中 它 转 移 到 核 内 。 关 于 A p o p t i n 基 因 核 转 移

的 机 制 国 际 上 尚 无 定 论
¨ “ 。

， 可 能 与 核 染 色 质 超 螺 旋

作 用 导 致 D N A 固 缩 和 碎 裂 ， 也 可 能 作 为 一 种 转 录 调 节

因 子 导 致 参 与 凋 亡 过 程 的 某 些 基 冈 的 表 达 。

在 肿 瘤 治 疗 中 ， 许 多 化 学 治 疗 性 复 合 物 和 同 位 素

辐 射 是 通 过 野 生 型 p 5 3 诱 导 肿 瘤 细 胞 凋 亡 的 ， 但 大 多

数 肿 瘤 在 其 发 展 中 却 往 往 发 生 p 5 3 突 变 ， 从 而 影 响 治

疗 的 效 果 。 研 究 证 明 凋 亡 蛋 白诱 导 肿 瘤 细 胞 凋 亡 过 程

并 不 涉 及 到 产 生 野 生 型 p 5 3 的 过 程 ， 也 不 被 B A G 一 1
、

B c r — a b l 的 生 成 所 抑 制 ， 甚 至 不 受 凋 亡 抑 制 因 子 b c l � 2

过 分 产 生 的 影 响
" 。

。 利 用 可 表 达 不 同 p 5 3 状 态 的 骨

肉瘤 细 胞 系 ( 产 生 野 生 型 p 5 3 的 U 2 0 s 细 胞 ， 不 产 生

P 5 3 的 S a o s 。 2 细 胞 和 产 生 突 变 型 p 5 3 的 S a o s 一 2 ／a l a l 4 3

细 胞 ) 研 究 凋 亡 蛋 白 的 抗 癌 效 应 时 ， 发 现 这 些 细 胞 对

凋 亡 蛋 白诱 导 的 凋 亡 具 有 相 同 的 敏 感 性 ， 表 明 凋 亡 蛋

白诱 导 肿 瘤 细 胞 凋 亡 过 程 并 不 涉 及 到 产 生 野 生 型 p 5 3

的 过 程
” ” ” 。

。 此 外 还 发 现 ， 凋 亡 蛋 白诱 导 的 凋 亡 也 不

受 抑 制 性 凋 亡 因 子 b c l 一 2
、 b c r — a b l 和 一 种 与 b c l 一 2 相 关

的 蛋 白 B A G ． 1 生 成 的 影 响
。” “ ’

。 为 进 一 步 证 实 这 种

不 依 赖 p 5 3 的 方 式 并 不 是 S a o s 一 2 细 胞 所 特 有 的
” 。

， 有

学 者 研 究 了 凋 亡 蛋 白在 p 5 3 阴 性 的 人 肝 癌 细 胞 H e p 3 B

中 的 生 成 效 应 ， 发 现 凋 亡 蛋 白 可 同 样 有 效 地 诱 发 这 种

细 胞 的 凋 亡 。

本 实 验 结 果 表 明 ， 转 入 Ap o p t i n 基 冈 可 有 效 抑 制 人

R B 细 胞 株 H X O — R B
。。 体 外 生 长 。 基 因 转 入 后 ，

R B 细

胞 凋 亡 增 多 ， 细 胞 凋 亡 率 随 时 间 的 延 长 而 增 加 。 同 时 ，

导 人 A p o p t i n 基 因 的 R B 细 胞 p 5 3 的 表 达 无 明 显 减 少 ，

表 明 Ap o p t i n 诱 导 凋 亡 的 作 用 不 受 p 5 3 生 成 的 影 响 。

值 得 关 注 的 是 ， 凋 亡 蛋 白诱 导 肿 瘤 细 胞 凋 亡 与 这 些 细

胞 表 达 的 p 5 3 状 态 无 关 。 以 上 研 究 表 明 ， 凋 亡 蛋 白 在

肿 瘤 治 疗 中所 具 有 的 巨 大 潜 力 ， 深 入 研 究 可 望 开 辟 一

条 崭 新 的 抗 肿 瘤 途 径 。 A p o p t i n 的 这 些 特 性 使 之 可 被
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用 作 一 种 治 疗 因 子 ， 只 要 它 在 体 内 能 被 大 量 传 递 给 肿

瘤 细 胞 ， 就 可 选 择 性 地 将 其 根 除 。 这 一 基 因 治 疗 策 略

超 越 了 目前 所 有 基 因 治 疗 方 法 ， 可 能 会 给 R B 的 基 因

治 疗 带 来 广 阔 的 治 疗 前 景 。
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� 临 床 经 验 �

经 结 膜 M t i l l e r 肌 分 离 术 矫 正 甲 状 腺 相 关 眼 病 上 睑 回 缩

张 虹 张 洁 汪 东 宋 国 祥

甲 状 腺 相 关 眼 病 ( T A O ) 是 常 见 的 眼 眶 疾 病 ， 患 者 常 由 于 眼

睑 回 缩 、 眼 球 突 m 、 眼 眶 软 组 织 水 肿 、 暴 露 性 角 膜 炎 而 致 眼 部 不

适 及 视 力 下 降 。 上 睑 回 缩 是 该 病 常 见 的 体 征 之 一

， 与 交 感 神 经

支 配 的 M O i l e r 肌 收 缩 有 关 ， 患 者 呈 凝 视 状 态 ， 严 重 影 响 外 观 ， 还

可 由 于 睑 裂 闭 合 不 全 、 角 膜 结 膜 暴 露 导 致 疼 痛 和 视 力 减 退 。 以

往 矫 正 上 睑 回 缩 的 方 法 包 括 胍 乙 啶 滴 眼 液 点 眼 、 注 射 肉 毒 杆 菌

A 毒 素 、
M o i l e r 肌 切 除 术 、 提 上 睑 肌 延 长 术 等 。 我 们 应 用 M o i l e r

肌 分 离 术 矫 正 T A O 引 起 的 上 睑 回 缩 ， 报 告 如 下 。

1 资 料 与 方 法

1 ． 1 一 般 资 料 选 择 2 0 0 6 -- 2 0 0 8 年 因 T A O 上 睑 回 缩 行 M O i l e r

肌 分 离 术 患 者 1 0 例 进 行 临 床 分 析 ， 其 中 男 3 例 ， 女 7 例 ；年 龄

。 嘲 — 鞠‰ ? 镧 嘲雕 ?

。

瓣
⋯

“

懿

2 2 ～ 6 5 岁 ， 平 均 3 7 岁 。 术 前 检 查 患 者 视 力 、 眼 球 突 出 度 、 有 无

睑 裂 闭 合 不 全 和 暴 露 性 角 膜 炎 。 以 上 睑 缘 至 角 膜 上 缘 的 距 离

为 标 准 详 fl i t i g 录 上 睑 回 缩 程 度 ，
1 ～ 2 m n l 为 轻 度 回 缩 ，

3 ～ 5 n l n l

为 中 度 回 缩 ，
> 5 I n n 为 重 度 回 缩 。

1 ． 2 手 术 方 法 上 睑 缘 和 上 穹 隆 结 膜 下 2 ％ 利 多 卡 因 和 1 ‰ 肾

上 腺 素 局 部 浸 润 麻 醉 ， 上 睑 缘 做 一 牵 引 线 ， 以 眼 睑 拉 钩 翻 转 上

睑 。 自睑 板 上 缘 做 一 结 膜 切 口 ， 于 M t i l l e r 肌 和 其 下 方 的 提 上 睑

肌 腱 膜 之 间 分 离 ， 根 据 上 睑 回 缩 程 度 决 定 分 离 深 度 。 翻 转 上

睑 ， 观 察 上 睑 缘 位 置 及 形 状 ， 直 至 双 侧 眼 睑 对 称 。 术 后 随 访 l ～

2 8 个 月 ， 平 均 1 2 个 月 。

2 结 果

B

图 1 T A O 患 者 轻 度 上 睑 回 缩 A ：右 上 睑 回 缩 ， 上 睑 缘 位 于 角 膜 上 缘 1 m I l l B ：术 后 双

上 睑 缘 位 置 及 睑 裂 形 状 对 称

作 者 单 位 ：3 0 0 2 1 1 天 津 医 科 大 学 第 二 医 院 眼 科

通 讯 作 者 ：张 虹 ( E m a i l ：z h a n g h o n g e y e @ y a h o o ． t o n i

1 0 例 上 睑 回 缩 患 者 行 M O i l e r 肌 分 离 术 ，

均 为 单 侧 ， 左 、 右 眼 各 5 例 。 术 前 轻 度 上 睑 回

缩 3 例 ， 中 度 5 例 ， 重 度 2 例 。 睑 裂 闭 合 不 全

8 例 ， 暴 露 性 角 膜 炎 5 例 。 视 力 0 ． 4 ～ 0 ． 7 者 1

例 ， 0 ． 8 ～ 1 ． 0 者 5 例 ，
> 1 ． 0 者 4 例 。 眼 球 突

出 度 测 量 ， 患 眼 较 对 侧 眼 突 出 < 2 I n l l l 者 5 例 、

2 ～ 3 l l l m 者 5 例 。

1 0 例 患 者 术 后 视 力 、 眼 球 突 出 度 均 无 改

变 ，
8 例 睑 裂 闭 合 不 全 改 善 ， 暴 露 性 角 膜 炎 好 转 2 例 ， 痊 愈 3 例 。

上 睑 回 缩 矫 正 程 度 观 察 表 明 ， 上 睑 缘 遮 盖 角 膜 上 缘 1 ～ 2 m m ( 阿

1 ～ 3 ) 。


