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摘 要 ：凋亡素是一种抗癌 因子，能以非 p53依赖性途径诱导不同类型人肿瘤细胞 的凋亡，不受 

Bcl一2的抑制作用，且对正常细胞不起作用。根据凋亡素的肿瘤特异性，可将其作为一种极具潜力 

的抗肿瘤生物制剂，在人体内大量传递给肿瘤细胞，有选择性地根除肿瘤细胞。论述 了凋亡素抗肿 

瘤细胞的作用机理，并对其应用现状、前景及进一步研究的主要问题予以简要评述。 
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l 引言 

细胞凋亡是机体清除多余 、变异或恶化细胞的 

一 种主动、程序化的生理过程。该过程的紊乱与肿 

瘤的发生密切相关。近年来 ，病毒基因产物对细胞 

的调节作用 逐 渐 引起人 们 的重 视。鸡 贫 血 病毒 

(CAV)就是一种诱导细胞凋亡的新病毒。凋亡素是 

CAV的 vp3基因产生的蛋 白质 ，主要 引起鸡淋巴 

细胞凋亡 ]。研究发现，凋亡素由于具有抗肿瘤 

特异性及诱导肿瘤细胞凋亡时的非 p53依赖性 ]， 

可作为一种极具潜力的抗癌基 因治疗一些常见癌 

症。这一诱人的基因治疗策略可能会给肿瘤的基因 

治疗带来广阔的前景。 

2 CAV基 因组的结构特性及凋亡素 

的命名 

1979年 Yuasa等 在调查 Marek流行病时首 

先分离了 CAV，它是一种无囊膜的呈二十面体的 

小病 毒，最 近将其 归 属为 Circoviridae新 病毒 类 

— — 圆环病毒科l_5]。CAV的致病性在于：在特定细 

胞内，CAV 诱导 自身 DNA单链修饰 效应，促 进 

DNA滚环 复制和基 因表达，从而诱 导细胞凋亡。 

Noteborn等 于 1991年首先分析 了 CAV 的全部 
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基因组。分析结果显示 ，完整的 CAV 病毒颗粒平 

均直径约 23．5—25 nm，DNA 为类 型独特 的环状 

单链(负链)，含有一个分子量约 50 kD的主要农壳 

多肽。CAV基因组只产生一个转录子 ，可能仅含有 

一

个启动子和一个 poly(A)附加信号。DNA正链上 

有 3个部分重叠的开放阅读框(ORF)，即 vpl，vp2 

和 vp3，分别 编 码分 子量 为 516 000，24 000和 

13 600的多肽。50 kD的主要衣壳 多肽就是 由最大 

的 vpl所编码 ；vp2为病毒组装过程中所需 的一种 

支架蛋白；vp3被认为是 CAV的功能蛋白，由 l21 

个氨基酸组成 ，具有 2个富含脯氨酸的序列和 2个 

正电荷区，其 c端碱性区被认为是细胞核定位信号 

和 DNA的结合区域。在纯化 的 CAV 颗粒中没有 

vp3蛋白，而在 CAV感染的细胞中，vp3蛋白似乎 

对病毒的生命周期十分重要。CAV具有高度保守 

性，计算机序列分析显示，这些 ORF编码的蛋白 

质的氨基酸顺序与那些已知的病毒和细胞蛋白质没 

有任何同源性。 

Noteborn等l_l 深入研究了 CAV感染细胞的免 

疫 学 特 性。利 用 抗 vp3 蛋 白 的 特 异 性 抗 体 

MAbs3B1和 MAbs 85．1，在几个时间点用免疫组 

化法染色 CAV 感染 的 MDCC—MSB1细胞，发现 
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CAV感染后 24 h，细胞核内出现与 MAbs85．1结 

合的 vp3蛋白，呈微弱细颗粒状分布，感染后 64 h 

形成十分明显的聚集体，并呈现清晰可见的 CAV 

诱导的特异性细胞病理效应。利用免疫 电镜观察 

到，在 CAV感染的细胞核中，MAbs3B1与许多电 

子密度状的凋亡结构紧密结合。显然，这是 vp3蛋 

白在这些凋亡结构中的聚集。Noteborn等 构建了 

仅表达 vp3基因的 pRSV—vp3载体用以转染鸡有核 

T淋巴细胞，发现 48 h后约 6O 感染细胞 的核内 

有 vp3细颗粒。在仅表达 vp3蛋 白的一些其它类型 

鸡细胞中，也得到同样的结果，说明仅 由 vp3基因 

就可诱导细胞凋亡。因此 Noteborn研究小组[7 于 

1995年根据 vp3蛋白具有诱导细胞凋亡的功能，将 

其命名为细胞凋亡素。 

3 凋亡素的抗肿瘤效应 

Noteborn等口]应用重组缺陷性腺病毒(rAdV) 

与 CAV 的 vp3基因片段成功地构建了能产生凋亡 

素的载体 AdMI Pvp3和对照病毒载体 AdMI Pas， 

并以 AdCMVlacZ为对照作为细胞死亡的背景值分 

别感染原发性 鼠肝癌细胞和人肝癌细胞 Hep3b及 

HepG2(不考虑其相应的 p53功能)，发现产生凋亡 

素的肝癌细胞约有 7O 一8O 死亡，而表达两种基 

因的原发性鼠肝细胞的死亡率没有显著差异。初步 

判定肿瘤细胞或转化细胞对 AdMI Pvp3表达的凋 

亡素具有很高的敏感性 ，而正常细胞则没有作用。 

这一结论在角质形成细胞、成纤维细胞 、内皮细胞、 

平滑肌细胞、T细胞 、鳞癌细胞(VH10)、骨肉瘤细 

胞(U20s和 Saos一2)和人白血病细胞(KG—l，K562， 

D()HH一2)中也得到 了证实。孙大辉等 在研究 凋 

亡素对骨肉瘤 ()S一732多药耐药株(R一()S一732)细胞 

的影响时发现凋亡素对 R一()S一732细胞生长具有抑 

制作用并导致细胞骨架破坏。 

3．1 凋亡素的毒性效应 

Pietersen等 ’对 AdMI Pvp3可能存在的毒性 

效应进行了研究。对健康鼠分别以皮下、腹膜和静 

脉 3种不 同方式注射 2×10。pfu(particle faming 

unit)的 AdMI Pvp3、AdMI Pas或生 理 盐 水 ，结 果 

病毒转染组与生理盐水对照组一样对肝细胞无明显 

损伤，同时用显微镜观察心 、肺 、脾 、皮肤和睾丸 

等组织 ，也 未发 现 有 明显 的病 理 变 化。大 剂 量 

AdMI Pvp3转染动物后，也未观察到明显的毒副作 

用。 

3．2 凋亡素的凋亡效应 

目前肿瘤治疗中，化疗制剂和辐射多是通过野 

生型 p53诱导肿瘤细胞凋亡的。虽然其中有些也可 

以经非 p53方式诱导，但大多数肿瘤在其发展 中却 

往往发生 p53突变 ，从而影响治疗的效果，所以寻 

求非野生型 p53依赖的特异性抗癌因子意义重大。 

Pietersen等 分别用酶免疫荧光分析(DAP!)和原 

位缺口末端标记(TUNEI )分析，观察 AdMI Pvp3 

或 AdCMVIacZ感染的 HepG2细胞 DNA链断裂情 

况和产生凋亡蛋白的细胞数，证实体外 AdMI Pvp3 

感染 HepG2细胞引起的杀伤效应是通过凋亡途径 

实现的。Zhuang等[3]研究 了凋亡 素对不 同 p53基 

因型肿瘤细胞的凋亡诱导效应。对人成骨肉瘤细胞 

U20s(p53野 生型 )和 Saos一2(p53不 表达 型 )、人肝 

癌细胞 Hep3b(p53缺 失 型 )和人 肾杆状 瘤 病 毒 

G401(p53野生型)的转染实验证明，不论 p53表达 

与否 ，凋亡素均能诱导这些肿瘤细胞 的凋亡。已知 

p53的失活 不仅 是由于缺 失或点突 变，也可 由于 

DNA肿瘤病毒蛋白(如 SV4O大 T抗原或腺病毒蛋 

白E1B一55K蛋白)与之直接结合所致 。Zhuang等[3] 

和 Danen等 叩证 明，在不 同人肿瘤细胞 中，E1B一 

55K或 SV4O大 T抗原与凋亡素的共同表达不阻止 

凋亡素诱导的细胞凋亡。从而进一步证 明凋亡素诱 

导的细 胞 凋 亡 不 需 要 p53介 导。此 外，Zhuang 

等ll 还发现，凋亡素诱导的凋亡也不受抑制性 

凋亡 因子 Bcl一2，Bcr—abl和 一 种 与 Bcl一2相 关 的蛋 

白·BAG一1生成的影响。 

凋亡蛋白在体内产生的效应同样令人关注。Pi— 

etersenl9]发现 ，注射 AdM! Pvp3的小 鼠肿瘤和注 

射生理盐水与 AdM! Pas的相 比，生长 明显减慢， 

生长率也明显降低。另外 ，注射 AdM! Pvp3的肿瘤 

在显微镜下显示外观苍 白，含囊泡样结构 ，组织检 

查显示其瘤体中血管组织很少 ，可能 与凋亡素在诱 

导凋亡的过程 中减少了刺激血管产生的因子有关。 

田 俊等 。 将构建的真核表达载体 pcDNA—vp3导 

人小鼠腹水型肝癌细胞 H22，接种于 BAI B／c小鼠 

皮下，观察 vp3基因体 内抑瘤效应 ，结果表明 vp3 

基因对肿瘤的生长有一定的抑制作用。在两组实验 

中，200／lg裸 DNA 注 射组 ，vp3基 因抑 瘤率 为 

http://www.cqvip.com


第 2期 魏 巍等 ：特异性抗癌因子——凋亡素 

55．77 ；300 fig裸 DNA注射组，vp3基因 的抑瘤 

率为 90．15 。由此推断，vp3基因在体内的抑瘤效 

应可能存在一定的剂量依赖性。 

4 凋亡素的抗肿瘤机制 

在凋亡素诱导凋亡的过程中仅涉及凋亡信号转 

导途径 的下游 天冬 氨酸 特异性 半胱 氨 酸蛋 白酶 

(caspase)。初步研究未发现凋亡素的氨基酸顺序与 

介导凋亡的受体或 c—myc和 p53等诱导凋亡的癌基 

因产物的顺序有任何显著同源性，所以凋亡素具有 

后者活性的可能性不大。同时计算机分析也没有显 

示凋亡素与任何一种已知的内切核酸酶有顺序同源 

性 ，从而否定了它充当内切核酸酶的可能性。 

免疫分析发现，在转化细胞和肿瘤细胞中，在 

其出现典型的凋亡形态以前，凋亡素主要 以细颗粒 

状分布在核内，与染色体和核仁协同定位，此时细 

胞尚未受损。随着凋亡素的积累，细胞 DNA结构 

逐渐浓缩和降解 ，细胞 以凋亡方式死去。而在正常 

细胞中，凋亡素主要分布在胞质中，集 中环绕在细 

胞核周围，以小颗粒状和大块状分布 ，不诱导细胞 

凋亡。由此看来 ，凋亡素对肿瘤细胞的杀伤性似乎 

与其核定位密切相关 。为了研究凋亡素如何在诱导 

肿瘤细胞凋亡时进行核定位，Danen等 首先论证 

了凋亡素的 C端含有一个双 向核定位信号与两个 

不同的独立诱导凋亡的区域，在对这两个区域的研 

究中均发现核定位和杀伤活性之间有强烈的联系。 

在利用抑制剂排除了基因再次转录和转染的可能性 

后 ，发现凋亡素 自身并没有任何显著的转录抑制活 

性 ，这就提示了凋亡素是通过其它方法发挥其在细 

胞核中的效应的。为了确定核定位能否足以促使凋 

亡素杀伤正常细胞和非转化细胞 ，Danen等在这些 

肿瘤细胞中将原始长度的凋亡素与不同的核定位信 

号结合在一起 。然而却发现不论凋亡素的核定位如 

何，均不能引起凋亡。这就暗示了核定位本身并不 

足以赋予凋亡素活性。I．eliveld等 发现 ，在体外 

凋亡素能与 DNA共同形成明显的超级结构 ，这就 

解释了为什么凋亡素总是选择 DNA密集核体的原 

因。这些超级结构的直径不超过 200 nm．含有最多 

20个多边凋亡素联合体和不大手 3 kb的 DNA。此 

外还发现，单个凋亡素多聚体有 8个独立的、非特 

异性的 DNA结合位点，偏向于结合链的末端 ，也 

能联合起来结合更长的 DNA。凋亡素对裸露的、未 

修饰的单链、双链 DNA及 DNA纤维末端的高亲 

和性提示 ，在体内凋亡素也能捕获超级结构中同样 

的 DNA。因为这些形式的 DNA通常存在于有转录 

活性的、正在复制的和已受损 的 DNA 中，所以凋 

亡素可通过干扰 DNA的转录与合成来激发凋亡。 

凋亡素 的 C端 碱性 特征 可能 是使 其与细 胞 

DNA结合的主要原因。在 pCMV—tr转染实验 中， 

由于 C端碱性 区[细胞核定位信号和(或)DNA结 

合区域]被截断，造成凋亡素缺少一段公认的核定 

位信号，因此运人核内的效率下降，滞留于细胞质 ， 

但截断并没有使其诱导凋亡的活性完全丧失，只是 

降低 了诱发凋亡的比率。 

Danen-Van()orschot等 副研究了引起哺乳动 

物细胞凋亡的重要物质 caspase，使用特异性抗体 

可检测出表达凋亡素和正在凋亡 的细胞 中有活性 

caspase一3。虽然凋亡素活性不受细胞因子应答修饰 

体 A(CrmA)的影响，但由于核形态学的原因，p35 

可抑制凋亡素诱导的凋亡。研究发现，既表达凋亡 

素又表达 p35的细胞在核形态学 上只有细微的变 

化 。在大多数表达凋亡素的和正在凋亡的细胞中仍 

存在细胞色素 c，线粒体也没有被分子探针 CMX— 

Ros染色，这说明线粒体的膜电压下降。实验结果 

提示，虽然最终的凋亡事件由 p35阻断 ，但部分影 

响线粒体的上游凋亡途径已经由凋亡素激活了。总 

之 ，凋亡素是利用细胞凋亡因子诱导凋亡的。虽然 

不需要激活上游的 caspase，但激活 caspase一3和其 

它下游 caspase对凋亡素快速诱导凋亡很重要。 

5 凋亡素的应用前景及尚待解决的问 

题 

尽管人们通常通过对肿瘤细胞靶 向特异性 载 

体 、肿瘤特异性表达转基因或局部给予基因转移载 

体等方法提高对肿瘤治疗的特异性，但实效不大。 

凋亡素能特异性诱导肿瘤细胞凋亡在肿瘤治疗中体 

现了巨大的潜力。体外研究已证明凋亡素能诱导肿 

瘤细胞但不诱导正常细胞的凋亡 ，这预示凋亡素体 

内治疗的毒性 效应将 会很低，机体有较好 的耐 受 

性。这使得重复较大剂量转染，以提高其在体 内的 

浓度 ，从而提高治疗效果。肿瘤化疗药物多以 p53 

依赖性途径诱导细胞凋亡，而许多肿瘤在发生过程 

中丧失了 p53功能。因此 ，通过凋亡素的非 p53依 

赖性途径诱导细胞凋亡或许是治疗肿瘤的一种更有 
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效的手段 。此外，凋亡素用于肿瘤治疗的另一优点 

是其诱导的细胞凋亡不受 Bcl一2的抑制 ，这就解决 

了肿瘤发生过程中伴随的抑制细胞凋亡的 Bcl一2蛋 

白高水平表达的问题 。对于凋亡素作用机制的深入 

研究可为研究细胞转化和肿瘤发生机制提供一些分 

子生物学基础的新认识。就 目前 的研究结果来看， 

凋亡素在 CAV病毒生命周期中的 自然功能尚不清 

楚。为什么 CAV能诱导细胞凋亡 ，而其它病毒却 

抑制细胞凋亡仍是个谜。凋亡素在体外诱导肿瘤细 

胞而不诱导正常细胞凋亡这一现象，是否暗示着凋 
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Abstract：Apoptin is an anti—cancer gene．It can induce p53一independent．Bcl一2一insensitive type of apopto— 

sis in various human tumor ceils，and fails to induce programmed cell death in normal cel1．Because of hav— 

ing tumor specificity，apoptin can be transferred enough to tumor—cell in vivo，selectly kill the tumor as a 

potential anti—tumor biological preparation． In this paper， we provide a brief review on the anti—cancer 

mechanism of apoptin，current status and application prospect，and the main issues in apoptin studies
． 
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