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慢病毒载体介导 Ｇａｇ￣Ｃａｓｐａｓｅ￣８ 诱导三阴性乳腺癌
原代细胞凋亡及 Ｓ 期阻滞
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摘要:目的　 探讨携 Ｇａｇ￣Ｃａｓｐａｓｅ￣８ 慢病毒样颗粒对三阴性乳腺癌原代细胞增殖、迁移、周期和凋亡的影响及作用

机制ꎮ 方法　 收集临床人乳腺癌标本 ３ 例ꎬ通过改良组织块培养法培养人乳腺癌原代细胞ꎬ通过 ＨＥ 染色、免疫组

化及免疫荧光鉴定所培养的细胞是否为高纯度三阴性人乳腺癌原代细胞ꎻ慢病毒转染构建携 Ｇａｇ￣Ｃａｓｐａｓｅ￣８ 慢病

毒样颗粒ꎬ细胞分为 ＰＢＳ 组、Ｇａｇ￣ＶＬＰｓ 组和 Ｇａｇ￣ＣＡＳＰ８￣ＶＬＰｓ 组ꎮ 采用 ＭＴＴ 法评估细胞增殖ꎬ划痕实验检测细

胞迁移能力ꎬＡＯ / ＥＢ 染色检测细胞凋亡ꎬ流式细胞术分析细胞周期和凋亡ꎬ蛋白质免疫印迹考察凋亡相关蛋白表

达ꎮ 结果　 临床肿瘤标本经 ＨＥ 染色确定为乳腺癌病理组织ꎬ免疫组化鉴定乳腺癌原代细胞特异性分子标记物

ＣＡ１５３ 阳性高表达ꎬ并通过计算阳性细胞比例评估细胞纯度约为 ９８％ꎬ免疫荧光检测结果显示ꎬＨＥＲ２、ＥＲ、ＰＲ 均

阴性表达ꎬ证明所培养的细胞为高纯度三阴性人乳腺癌原代细胞ꎻＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测发现构建的 Ｇａｇ￣ＶＬＰｓ 和

Ｇａｇ￣ＣＡＳＰ８￣ＶＬＰｓ 内有慢病毒载体特异性分子标志物 Ｐ２４ 表达ꎬ证明慢病毒样颗粒包装成功ꎮ Ｇａｇ￣ＣＡＳＰ８￣ＶＬＰｓ
干预三阴性人乳腺癌原代细胞 ２４、４８ ｈ 后ꎬ与对照组 ＰＢＳ 和 Ｇａｇ￣ＶＬＰｓ 相比ꎬ倒置显微镜下观察到细胞皱缩、体积

减小、贴壁能力下降且漂浮细胞增多ꎻＭＴＴ 检测显示ꎬＧａｇ￣ＣＡＳＰ８￣ＶＬＰｓ 组显著抑制了人乳腺癌原代细胞的生长

(Ｐ<０.０１)ꎬ并呈时间依赖性ꎻ细胞划痕实验观察到ꎬＧａｇ￣ＣＡＳＰ８￣ＶＬＰｓ 组可显著抑制人乳腺癌原代细胞的迁移能力

(Ｐ<０.０５)ꎻ流式细胞术检测发现ꎬＧａｇ￣ＣＡＳＰ８￣ＶＬＰｓ 组 Ｓ 期细胞数量显著增高(Ｐ<０.０１)ꎬ细胞阻滞于 Ｓ 期ꎻＡＯ / ＥＢ
染色及流式细胞术检测发现ꎬＧａｇ￣ＣＡＳＰ８￣ＶＬＰｓ 组可诱导细胞发生凋亡(Ｐ<０.０１)ꎻＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 结果显示ꎬＧａｇ￣
ＣＡＳＰ８￣ＶＬＰｓ 组三阴性乳腺癌原代细胞内 Ｇａｇ￣Ｃａｓｐａｓｅ￣８、Ｐｒｏ ｃａｓｐａｓｅ￣８、Ａｃｔｉｖｅ ｃａｓｐａｓｅ￣８ 和 Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 凋亡相关蛋

白表达显著增高(Ｐ<０. ０１)ꎮ 结论　 慢病毒介导 Ｇａｇ￣Ｃａｓｐａｓｅ￣８ 将活化的 Ｃａｓｐａｓｅ￣８ 导入三阴性乳腺癌原代细胞ꎬ
通过激活下游 Ｃａｓｐａｓｅ￣３ꎬ诱导细胞凋亡ꎬ并使细胞停滞在 Ｓ 期ꎬ从而抑制细胞增殖和迁移ꎮ
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ＥＲꎬ ａｎｄ ＰＲ ｗｅｒｅ ａｌｌ ｎｅｇａｔｉｖｅｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄꎬ ｃｏｎｆｉｒｍｉｎｇ ｔｈｅ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｃｅｌｌｓ ａｓ ｈｉｇｈ￣ｐｕｒｉｔｙ ｔｒｉｐｌｅ￣ｎｅｇａｔｉｖｅ ｈｕｍａｎ ｂｒｅａｓｔ
ｃａｎｃｅｒ ｐｒｉｍａｒｙ ｃｅｌｌｓ. Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｌｅｎｔｉｖｉｒａｌ ｖｅｃｔｏｒ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｍａｒｋｅｒ Ｐ２４ ｉｎ ｂｏｔｈ Ｇａｇ￣
ＶＬＰｓ ａｎｄ Ｇａｇ￣ＣＡＳＰ８￣ＶＬＰｓꎬ ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌ ｐａｃｋａｇｉｎｇ ｏｆ ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ￣ｌｉｋｅ ｐａｒｔｉｃｌｅｓ. Ｕｐｏｎ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｗｉｔｈ Ｇａｇ￣
ＣＡＳＰ８￣ＶＬＰｓ ｆｏｒ ２４ ａｎｄ ４８ ｈｏｕｒｓꎬ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ＰＢＳ ａｎｄ Ｇａｇ￣ＶＬＰｓ ｃｏｎｔｒｏｌｓꎬ ｉｎｖｅｒｔｅｄ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｃｅｌｌｕｌａｒ
ｓｈｒｉｎｋａｇｅꎬ ｒｅｄｕｃｅｄ ｓｉｚｅꎬ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ａｄｈｅｒｅｎｃｅꎬ ａｎｄ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｆｌｏａｔｉｎｇ ｃｅｌｌｓ. ＭＴＴ ａｓｓａｙｓ ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｉｎｈｉｂｉ￣
ｔｉｏｎ ｏｆ ｃｅｌｌ ｇｒｏｗｔｈ ｉｎ ｔｈｅ Ｇａｇ￣ＣＡＳＰ８￣ＶＬＰｓ ｇｒｏｕｐ (Ｐ< ０. ０１)ꎬ ｗｉｔｈ ｔｉｍｅ￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｅｆｆｅｃｔｓ. Ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ ａｓｓａｙｓ
ｓｈｏｗｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ｃｅｌｌ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ (Ｐ<０.０５) . Ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ｒｅｖｅａｌｅｄ ａ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｉｎ Ｓ￣ｐｈａｓｅ ｃｅｌｌｓ
(Ｐ<０.０１)ꎬ ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅ ａｒｒｅｓｔ ａｔ ｔｈｅ Ｓ ｐｈａｓｅ. ＡＯ / ＥＢ ｓｔａｉｎｉｎｇ ａｎｄ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｉｎｄｕｃｅｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ
ｔｈｅ Ｇａｇ￣ＣＡＳＰ８￣ＶＬＰｓ ｇｒｏｕｐ (Ｐ<０.０１) . Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ Ｇａｇ￣
Ｃａｓｐａｓｅ￣８ꎬ Ｐｒｏ ｃａｓｐａｓｅ￣８ꎬ Ａｃｔｉｖｅ ｃａｓｐａｓｅ￣８ꎬ ａｎｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣３ (Ｐ<０.０１)ꎬ ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｉｎｇ ｔｈａｔ ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ￣ｍｅｄｉａｔｅｄ Ｇａｇ￣
Ｃａｓｐａｓｅ￣８ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙ ｅｎｔｅｒｓ ａｎｄ ａｃｔｉｖａｔｅｓ ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍ ａｐｏｐｔｏｔｉｃ ｅｘｅｃｕｔｉｏｎｅｒ Ｃａｓｐａｓｅ￣３ ｉｎ ｔｒｉｐｌｅ￣ｎｅｇａｔｉｖｅ ｈｕｍａｎ ｂｒｅａｓｔ
ｃａｎｃｅｒ ｐｒｉｍａｒｙ ｃｅｌｌｓꎬ ｌｅａｄｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅｉｒ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ￣ｍｅｄｉａｔｅｄ Ｇａｇ￣Ｃａｓｐａｓｅ￣８ ｃａｎ ｄｅｌｉｖｅｒ ａｃｔｉｖａｔｅｄ
Ｃａｓｐａｓｅ￣８ ｉｎｔｏ ｐｒｉｍａｒｙ ＴＮＢＣ ｃｅｌｌｓꎬ ｉｎｄｕｃｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｃａｓｐａｓｅ￣３ꎬ ａｒｒｅｓｔ ｃｅｌｌｓ ａｔ ｔｈｅ Ｓ ｐｈａｓｅꎬ ａｎｄ
ｉｎｈｉｂｉｔ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ｌｅｎｔｉｖｉｒａｌ ｖｅｃｔｏｒｓꎻ Ｇａｇ￣Ｃａｓｐａｓｅ￣８ꎻ Ｐｒｉｍａｒｙ ｔｒｉｐｌｅ￣ｎｅｇａｔｉｖｅ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓꎻ Ｃａｓｐａｓｅ￣８ꎻ Ｓ ｐｈａｓｅ ａｒｒｅｓｔ

　 　 三阴性乳腺癌 ( ｔｒｉｐｌｅ￣ｎｅｇａｔｉｖｅ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒꎬ
ＴＮＢＣ)是对于女性最具侵袭性和复杂性的癌症之

一[１￣２]ꎮ 相比雌激素受体( ｅｓｔｒｏｇｅｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒꎬ ＥＲ)、
孕激素受体(ｐｒｏｇｅｓｔｅｒｏｎｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒꎬ ＰＲ)或人表皮生

长因 子 受 体 ２ ( ｈｕｍａｎ ｅｐｉｄｅｒｍａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ ２ꎬ ＨＥＲ２)过表达型乳腺癌患者的多种治疗

选择ꎬＴＮＢＣ 患者因受体缺失ꎬ对内分泌和靶向治疗

反应有限ꎬ主要依赖化疗与放疗ꎮ 但 ＴＮＢＣ 对传统

治疗响应低且易耐药ꎬ预后较差[３￣４]ꎮ 因此ꎬ开发针

对 ＴＮＢＣ 关键分子靶点的新型基因靶向治疗策略ꎬ
对改善 ＴＮＢＣ 患者临床结局至关重要ꎮ Ｃａｓｐａｓｅ￣８
作为细胞凋亡过程中的核心执行者ꎬ在这一领域展

现出了巨大的潜力[５]ꎮ Ｃａｓｐａｓｅ￣８ 通过激活下游的

凋亡执行分子(如 Ｃａｓｐａｓｅ￣３)来促使细胞启动凋亡

过程ꎬ并有效地阻滞细胞周期于 Ｓ 期ꎬ从而显著抑制

肿瘤细胞的增殖与迁移[６￣７]ꎮ 研究表明ꎬＣａｓｐａｓｅ￣８ 不

仅在传统凋亡途径中发挥关键作用ꎬ还参与调控坏

死性凋亡与细胞焦亡ꎬ其活性与表达水平直接影响

多种疾病的发生与发展ꎬ为肿瘤治疗及疾病干预提

供了新策略与靶点[６ꎬ ８￣１０]ꎮ
病毒样颗粒 ( ｖｉｒｕｓ￣ｌｉｋｅ ｐａｒｔｉｃｌｅｓꎬ ＶＬＰｓ) 为安

全、高效的疫苗候选及运输工具ꎬ其特性与感染性病

毒相似但无致病性[１１]ꎮ Ｅｓｓｕｓ 等[１２]利用噬菌体 Ｐ２２
ＶＬＰ 结合光敏剂治疗乳腺癌取得进展ꎮ ＨＩＶ Ｇａｇ
能自发形成 ＶＬＰｓꎬ且 Ｇａｇ￣ＶＬＰ 经 ＶＳＶ￣Ｇ 伪型可增

强免疫原性[１３]ꎮ 本课题组已成功构建了一种

Ｇａｇ￣ＣＡＳＰ８融合蛋白ꎬ该蛋白能在 ＨＩＶ 蛋白酶的存

在下形成成熟的 ＶＬＰｓꎬ这些 ＶＬＰｓ 含有活化的

ＣＡＳＰ８ 蛋白[１４￣１５]ꎮ 并且本课题组的前期研究已证

实ꎬ经过 ＶＳＶ￣Ｇ 伪型修饰的 ＣＡＳＰ８￣ＶＬＰｓ 能够高效

穿透乳腺癌细胞并诱导其凋亡ꎮ 此外ꎬ在 ４Ｔ１ 小鼠

乳腺 癌 模 型 中ꎬ 通 过 直 接 向 肿 瘤 部 位 注 射

Ｇａｇ￣ＣＡＳＰ８￣ＶＬＰｓꎬ可以显著抑制肿瘤的生长[１５]ꎮ
针对 ＴＮＢＣ 当前治疗手段主要是依赖化疗和
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放疗ꎬ但这些方法响应率低且易产生耐药性ꎮ 因此ꎬ
开发更有效的治疗策略至关重要ꎮ Ｃａｓｐａｓｅ￣８ 作为

细胞凋亡的关键执行者ꎬ在抑制肿瘤细胞增殖与迁

移方面展现出巨大潜力ꎬ但其在 ＴＮＢＣ 中的具体激

活机制仍需深入研究ꎮ 尽管 ＶＬＰｓ 作为一种安全高

效的运输工具已被广泛认可ꎬ其在 ＴＮＢＣ 治疗中的

应用尚处于研究阶段ꎬ需进一步验证 Ｇａｇ￣ＣＡＳＰ８￣
ＶＬＰｓ 的安全性和长期疗效ꎬ并优化设计以增强靶向

性和治疗效果ꎮ 本研究通过构建和优化 Ｇａｇ￣
ＣＡＳＰ８ 融合蛋白形成的 ＶＬＰｓꎬ旨在通过 Ｃａｓｐａｓｅ￣８
介导的细胞凋亡途径ꎬ为 ＴＮＢＣ 提供一种新的基因

靶向治疗手段ꎬ改善患者预后ꎮ

１　 资料与方法

１.１　 资料

１.１.１　 ＴＮＢＣ 原代细胞

细胞取自 ２０２３ 年 ９ 月至 ２０２４ 年 ９ 月于遵义医

科大学附属医院、贵州中医药大学第一附属医院甲

状腺乳腺外科住院、且明确病理诊断为 ＴＮＢＣ 的女

性患者ꎮ 标本共 ３ 例ꎬ患者年龄 ２８ ~ ４８ 岁ꎬ平均 ３８
岁ꎮ 本研究已获得贵州中医药大学第一附属医院伦

理委 员 会 的 伦 理 审 查 与 批 准 ( 伦 理 审 批 号:
ＫＳ２０２３２９５)ꎮ 所有实验均按照相关伦理委员会的

指导原则进行ꎮ 对于涉及人类受试者的部分ꎬ术前

获得患者知情同意并签署同意书ꎮ
１.１.２　 材料

慢病毒包装的 ３ 种质粒(Δ８.２、ＶＳＶＧ、Ｌｅｎｔ￣Ｇａｇ￣
Ｃａｓｐａｓｅ￣８)由加拿大曼尼托巴大学敖竹君博士馈赠ꎮ
ＣＡ１５３ 兔多克隆抗体、兔抗人 Ｃａｓｐａｓｅ￣８ 购自美国

Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ Ｇｒｏｕｐ 生物公司ꎬ鼠抗人 Ｐ２４ 购自英国

Ａｂｃａｍ 试剂公司ꎬＡｎｔｉ￣ｃａｓｐａｓｅ￣３ ａｎｔｉｂｏｄｙ 购自英国

Ａｂｃａｍ 试剂公司、Ｇｏａｔ Ａｎｔｉ￣Ｍｏｕｓｅ ＩｇＧ Ｈ＆Ｌ Ｈｏｒｓｅ￣
ｒａｄｉｓｈ Ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ(ＨＲＰ) 购自英国 Ａｂｃａｍ 试剂公司ꎮ
１.２　 方法

１.２.１　 改良组织块法培养 ＴＮＢＣ 原代细胞及鉴定

将明确诊断为 ＴＮＢＣ 组织及其癌旁组织标本

分别均等分割为两部分ꎮ 其中一部分标本进行 ＨＥ
染色处理ꎬ以进一步确认其病理诊断ꎻ而另一部分标

本则被放置于生物安全柜中ꎬ采用改良组织块培养

法培养人乳腺癌原代细胞ꎬ并通过一次性胰酶消化

时间差法进行纯化ꎮ 使用免疫组化法检测 ＣＡ１５３
阳性表达ꎬ以鉴定细胞并通过计算阳性细胞比例评

估纯度ꎻ利用免疫荧光检测 ＥＲ、ＰＲ 或 ＨＥＲ２ 的表

达ꎬ确定细胞亚型ꎮ 将 ＴＮＢＣ 原代细胞在 ３７ ℃、５％
ＣＯ２ 条件下培养ꎬ选择 ５ 代以内对数生长期的细胞

进行实验[１６]ꎮ
１.２.２　 制备鉴定慢病样颗粒

１.２.２.１　 质粒

在 ＳＶＣＭＶ￣Ｇａｇ￣Ｐｏｌ 质粒中ꎬ用 ＰＣＲ 扩增的全

长人 ＣＡＳＰ８ ｃＤＮＡ 替换 ＨＩＶ Ｐｏｌ 基因ꎬ构建表达质

粒的 ｐＳＶＣＭＶＧａｇ￣ＣＡＳＰ８ 融合蛋白[１４]ꎮ 介于 Ｇａｇ
和 ＣＡＳＰ８ 之 间 插 入 ＨＩＶ￣１ 蛋 白 酶 裂 解 位 点

(ＳＱＮＹ / ＰＩＶ)ꎮ 用于辅助包装的 ｐＣＭＶ￣Δ８.２ 构建

和囊性口炎病毒 Ｇ 糖蛋白(ｖｅｓｉｃｕｌａｒ ｓｔｏｍａｔｉｔｉｓ ｖｉｒｕｓ
ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎꎬ ＶＳＶＧ)表达质粒的制备方法参考文

献[１７]ꎮ 同时ꎬ用于产生稳定细胞系的 ＨＩＶ￣１ 反转

录酶、整合酶及包膜蛋白三重缺陷型前病毒质粒

(ΔＲＩ / Ｅ￣ / Ｇｌｕｃ＋)的构建方法参考文献[１４]ꎮ
１.２.２.２　 转染和制备 ＶＬＰ

用 Ｌｅｎｔ￣Ｇａｇ￣Ｃａｓｐａｓｅ￣８、Δ８.２ 和 ＶＳＶＧ 通过 ＰＥＩ
共转染入 ２９３Ｔ 细胞后收集的慢病毒样颗粒ꎬ即为

Ｇａｇ￣ＣＡＳＰ８￣ＶＬＰｓꎻ用 Δ８.２ 和 ＶＳＶＧ 通过 ＰＥＩ 共转染

入 ２９３Ｔ 细胞后收集的慢病毒样颗粒ꎬ即为 Ｇａｇ￣ＶＬＰｓꎮ
１.２.２.３　 鉴定 ＶＬＰ

采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测包装好的慢病毒样

颗粒ꎬ检测病毒标志蛋白 Ｐ２４ 的表达ꎮ
１.２.３　 慢病毒样颗粒感染 ＴＮＢＣ 原代细胞

本研究设立 ３ 个组:空白对照组(磷酸盐缓冲

液处理ꎬＰＢＳ 组)、空载体对照组(仅含 Ｇａｇ 蛋白的

病毒样颗粒ꎬＧａｇ￣ＶＬＰｓ 组)ꎬ以及实验组(携带 Ｇａｇ￣
ＣＡＳＰ８ 融合蛋白的慢病毒样颗粒ꎬ Ｇａｇ￣ＣＡＳＰ８￣
ＶＬＰｓ 组)ꎮ 根据 １.２.２.３ 所得到的 Ｐ２４ 蛋白条带灰

度值ꎬ调整 Ｇａｇ￣ＶＬＰｓ 组和 Ｇａｇ￣ＣＡＳＰ８￣ＶＬＰｓ 组慢

病毒样颗粒为相同浓度ꎮ 感染前ꎬ将第 ５ 代 ＴＮＢＣ
原代细胞以 ２×１０４ / ｍＬ 的浓度接种到 ９６ 孔板或 ６
孔板中ꎬ培养 ２４ ｈ 后ꎬ将 ＰＢＳ、Ｇａｇ￣ＶＬＰｓ 或 Ｇａｇ￣
ＣＡＳＰ８￣ＶＬＰｓ 按照与培养基 １ ∶１０ 的体积比分别加

入接种细胞的 ９６ 孔板或 ６ 孔板中ꎬ与靶细胞共孵

育ꎮ 在作用 ２４、４８ ｈ 后ꎬ检测三阴性人乳腺癌原代

细胞存活率、迁移率、细胞周期、凋亡率及凋亡相关

蛋白的表达ꎮ
１.２.３.１　 ＭＴＴ 法检测细胞增殖活性

加入等量的 Ｇａｇ￣ＣＡＳＰ８￣ＶＬＰｓ、Ｇａｇ￣ＶＬＰｓ 或者

ＰＢＳ 处理 ９６ 孔板中培养的 ＴＮＢＣ 原代细胞ꎬ２４ ｈ 及

４８ ｈ 后评估细胞活性ꎮ 先将 ＭＴＴ 以 ＤＭＥＭ＋１０％
ＦＢＳ 稀释至 ０.５ ｍｇ / ｍＬꎬ替换原培养液ꎬ３７ ℃、５％
ＣＯ２ 下培养 ３ ~ ５ ｈ 至结晶形成ꎮ 吸去培养液ꎬ加
１５０ μＬ ＤＭＳＯ 溶晶ꎬ轻摇 ５ ｍｉｎꎮ 酶标仪测 ＯＤ５７０ꎬ
重复实验 ３ 次ꎮ
１.２.３.２　 细胞划痕实验检测细胞迁移能力

加入等量的 Ｇａｇ￣ＣＡＳＰ８￣ＶＬＰｓ、Ｇａｇ￣ＶＬＰｓ 或者
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ＰＢＳ 处理 ６ 孔板中培养的 ＴＮＢＣ 原代细胞ꎬ２４ ｈ 后ꎬ收
集 ６ 孔板细胞ꎬ用 ２００ μＬ 枪头划线ꎮ 清洗后ꎬ加 １％
ＦＢＳ 培养基为对照ꎬ加含 Ｇａｇ￣ＣＡＳＰ８￣ＶＬＰｓ 的 １％ＦＢＳ
为处理组ꎬ每组双孔ꎮ 混匀后置 ３７ ℃、５％ＣＯ２ 中培养ꎮ
１.２.３.３　 流式细胞术检测细胞周期

加入等量的 Ｇａｇ￣ＣＡＳＰ８￣ＶＬＰｓ 或者 Ｇａｇ￣ＶＬＰｓ
处理 ９６ 孔板中培养的 ＴＮＢＣ 原代细胞ꎬ４８ ｈ 后用

０.２５％胰蛋白酶消化收集细胞ꎬ用 ４ ℃ ＰＢＳ 洗涤ꎬ单
细胞悬液离心ꎬ ８００ × ｇ 离心 ５ ｍｉｎꎬ弃上清ꎻ ＰＢＳ
１ ｍＬ 离心ꎬ弃上清ꎻ７０％酒精 ２ ｍＬꎬ４ ℃ꎬ３０ ｍｉｎꎬ离
心ꎬ弃上清液ꎻＰＢＳ １ ｍＬ 离心ꎬ弃上清ꎻＲＮａｓｅ Ａ 的

ＰＢＳ 溶液 (２０ μｇ / ｍＬ)ꎬ５００ μＬꎬ３７ ℃ꎬ３０ ｍｉｎꎬ离心

弃上清ꎻＰＢＳ １ ｍＬ 离心ꎬ弃上清ꎻＰＩ 的 ＰＢＳ 溶液

(５０ μｇ / ｍＬ)ꎬ５００ μＬꎬ室温避光孵育３０ ｍｉｎꎻ吹打混

匀ꎬ３００ 目筛网过滤至流式管中ꎬ４ ℃保存ꎬ检测ꎮ
１.２.３.４　 流式细胞术检测细胞凋亡

加入等量的 Ｇａｇ￣ＣＡＳＰ８￣ＶＬＰｓ、Ｇａｇ￣ＶＬＰｓ 或者

ＰＢＳ 处理 ９６ 孔板培养的 ＴＮＢＣ 原代细胞ꎬ４８ ｈ 后ꎬ
将 ＡＯ / ＥＢ 染料混合物(１０ μＬ)加入每个孔中ꎬ在倒

置荧光显微镜下观察细胞 ( × ２００)ꎮ 加入等量的

Ｇａｇ￣ＣＡＳＰ８￣ＶＬＰｓ 或者 Ｇａｇ￣ＶＬＰｓ 处理 ９６ 孔板中培

养的 ＴＮＢＣ 原代细胞ꎬ４８ ｈ 后用 ０.２５％胰蛋白酶消

化收集细胞ꎬ用 ４ ℃ ＰＢＳ 洗涤ꎬ用 １ ｍＬ １×Ｂｉｎｄｉｎｇ
Ｂｕｆｆｅｒ 悬浮细胞ꎬ８００×ｇ 离心 ５ ｍｉｎꎬ弃上清ꎻ每管加

入 １００ μＬ １ ×Ｂｉｎｄｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒꎻ再向管中加入 ５ μＬ
Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ￣ＦＩＴＣꎻ室温ꎬ轻轻混匀ꎬ避光ꎬ孵育 １０ｍｉｎꎻ加
入 ５μＬ ＰＩꎬ室温ꎬ避光ꎬ孵育５ｍｉｎꎻ加入ＰＢＳ 至５００ μＬꎬ
轻轻混匀ꎻ１ ｈ 内用流式细胞仪检测[１８]ꎮ

１.２.３.５　 免疫印迹检测蛋白表达

感染 ２４ ｈ 后ꎬ收集不同组的 ＴＮＢＣ 原代细胞ꎬ
使用 ＲＩＰＡ 裂解缓冲液(１４０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌꎬ １.０％
ＮＰ￣４０ꎬ ０.５％ 去氧胆酸钠ꎬ ０.０５％ ＳＤＳꎬ ｐＨ ７.２)裂
解ꎬ随后直接进行 １２％ ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳ꎮ 用抗

ＣＡＳＰ８ 和抗 Ｃａｓｐａｓｅ￣３抗体检测 ＣＡＳＰ８ 和 Ｃａｓｐａｓｅ￣３ꎮ
最后用 ＥＣＬ 系统进行曝光测定目标蛋白ꎮ
１.３　 统计学处理

用 ＳＰＳＳ ２６.０ 软件进行统计处理ꎬ计量资料采

用 􀭰ｘ±ｓ 表示ꎬ组间比较采用单因素方差和 ｔ 检验分

析ꎬＰ<０.０５ 为差异有统计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 培养 ＴＮＢＣ 原代细胞

镜下可见乳腺癌组织细胞形态多样化ꎬ排列紊

乱ꎬ呈巢状或岛屿状在间质中浸润性生长ꎬ未见明显

的小叶间导管和腺泡ꎬ脂肪组织较少ꎻ癌旁组织中可

见脂肪组织间夹有单层柱状上皮组成的小叶间导管

和腺泡(图 １)ꎮ 对贴壁组织块培养 ５ ｄ 即可对组织

块周围爬出的原代细胞进行纯化ꎬ纯化后细胞生长

迅速(图 ２)ꎮ 乳腺癌原代细胞内均可见棕色信号ꎬ
细胞轮廓清晰ꎬＣＡ１５３(ＭＵＣＩ)在所培养的乳腺癌

细胞中呈阳性表达ꎬ且阳性细胞比例约为 ９８％ꎬ而
人乳腺癌癌旁原代细胞未见此信号表达(图 ３)ꎻ培
养的乳腺癌原代细胞内 ＥＲ、ＰＲ、ＨＥＲ２ 均为阴性

(图 ４)ꎮ

图 １　 乳腺癌和癌旁组织 ＨＥ 染色结果
Ａ:乳腺癌组织(×１００)ꎻＢ:乳腺癌旁组织(×１００)ꎻＣ:乳腺癌组织(×４００)ꎻＤ:乳腺癌旁组织(×４００)ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １　 ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ａｎｄ ａｄｊａｃｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ
Ａ: Ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ｔｉｓｓｕｅ (×１００)ꎻ Ｂ: Ａｄｊａｃｅｎｔ ｎｏｎ￣ｔｕｍｏｒ ｔｉｓｓｕｅ (×１００)ꎻ Ｃ: Ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ｔｉｓｓｕｅ (×４００)ꎻ Ｄ: Ａｄｊａｃｅｎｔ
ｎｏｎ￣ｔｕｍｏｒ ｔｉｓｓｕｅ (×４００) .
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图 ２　 改良组织块培养法(×１００)
Ａ:组织块培养法第 ３ 天所见ꎻＢ:组织块培养法第 ５ 天所见ꎻＣ:用一次性胰酶消化时间差法纯化后培养第 ２ 天ꎻＤ:用一
次性胰酶消化时间差法纯化后培养第 ５ 天ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｉｍｐｒｏｖｅｄ ｔｉｓｓｕｅ ｂｌｏｃｋ ｃｕｌｔｕｒｅ ｍｅｔｈｏｄ (×１００)
Ａ: Ｄａｙ ３ ｏｆ ｔｉｓｓｕｅ ｂｌｏｃｋ ｃｕｌｔｕｒｅꎻ Ｂ: Ｄａｙ ５ ｏｆ ｔｉｓｓｕｅ ｂｌｏｃｋ ｃｕｌｔｕｒｅꎻ Ｃ: Ｄａｙ ２ ｐｏｓｔ￣ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｕｓｉｎｇ ｓｉｎｇｌｅ￣ｓｔｅｐ ｔｒｙｐｓｉｎ
ｄｉｇｅｓｔｉｏｎꎻ Ｄ: Ｄａｙ ５ ｐｏｓｔ￣ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｕｓｉｎｇ ｓｉｎｇｌｅ￣ｓｔｅｐ ｔｒｙｐｓｉｎ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ.

图 ３　 乳腺癌(Ａ)和癌旁原代细胞(Ｂ)免疫组化鉴定结果 (×１００)
Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ (Ａ) ａｎｄ ａｄｊａｃｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅ ｐｒｉｍａｒｙ ｃｅｌｌｓ (Ｂ)
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图 ４　 免疫荧光鉴定 ＴＮＢＣ 原代细胞(×１００)
Ａ: ＨＥＲ２ꎻ Ｂ: ＥＲꎻ Ｃ: ＰＲꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＴＮＢＣ ｐｒｉｍａｒｙ ｃｅｌｌｓ (×１００)
Ａ: ＨＥＲ２ꎻ Ｂ: ＥＲꎻ Ｃ: ＰＲ.

２.２　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 鉴定慢病毒样颗粒包装成功

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 结果显示ꎬ Ｇａｇ￣ＣＡＳＰ８￣ＶＬＰｓ
组和 Ｇａｇ￣ＶＬＰｓ 组均有病毒标志性 Ｐ２４ 蛋白表达ꎬ
证明慢病毒样颗粒包装成功(图 ５)ꎮ
２.３　 Ｇａｇ￣ＣＡＳＰ８￣ＶＬＰｓ 对 ＴＮＢＣ 原代细胞增殖抑

制的作用

ＴＮＢＣ 原 代 细 胞 形 态 图 显 示ꎬ Ｇａｇ￣ＣＡＳＰ８￣
ＶＬＰｓ 作用 ２４ ｈ 后ꎬＧａｇ￣ＣＡＳＰ８￣ＶＬＰｓ 组细胞皱缩、
体积减小ꎬ贴壁能力减弱ꎬ漂浮细胞增多ꎮ ＰＢＳ 组

和 Ｇａｇ￣ＶＬＰｓ 组细胞则保持饱满圆形ꎬ贴壁良好ꎬ

轮廓清晰(图 ６)ꎮ

图 ５　 慢病毒样颗粒中 Ｐ２４ 蛋白表达
Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｐ２４ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ￣ｌｉｋｅ ｐａｒｔｉｃｌｅｓ

图 ６　 Ｇａｇ￣ＣＡＳＰ８￣ＶＬＰｓ 处理 ２４ ｈ 后 ＴＮＢＣ 原代细胞的形态变化(×１００)
Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ＴＮＢＣ ｐｒｉｍａｒｙ ｃｅｌｌｓ ａｆｔｅｒ ２４ ｈ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗｉｔｈ Ｇａｇ￣ＣＡＳＰ８￣ＶＬＰｓ (×１００)

　 　 ＭＴＴ 检测结果显示ꎬＧａｇ￣ＣＡＳＰ８￣ＶＬＰｓ 处理的

ＴＮＢＣ 原代细胞 ２４ ｈ 和 ４８ ｈ 存活率分别为(０.８２±
０.０４)和(０.５５±０.０３)ꎬＧａｇ￣ＶＬＰｓ 组在 ２４ ｈ 和 ４８ ｈ
的细胞存活率分别为(０.９１±０.０５)和(０.８９±０.０１)ꎬ
ＰＢＳ 组在 ２４ ｈ 和 ４８ ｈ 的细胞存活率为(１.００±０.００)
和(１.００±０.００)ꎮ 与对照 ＰＢＳ 组与 Ｇａｇ￣ＶＬＰｓ 组相

比ꎬＧａｇ￣ＣＡＳＰ８￣ＶＬＰｓ 显著抑制了 ＴＮＢＣ 原代细胞

增殖(Ｐ 均<０.０１)ꎬ且 ４８ ｈ 的细胞存活率显著低于

２４ ｈ(Ｐ 均<０.０１)ꎮ
２.４　 Ｇａｇ￣ＣＡＳＰ８￣ＶＬＰｓ 对 ＴＮＢＣ 原代细胞迁移能

力的影响

细胞划痕实验结果表明ꎬ在 Ｇａｇ￣ＣＡＳＰ８￣ＶＬＰｓ

作用 ２４ ｈ 后ꎬＰＢＳ 组、Ｇａｇ￣ＶＬＰｓ 组和 Ｇａｇ￣ＣＡＳＰ８￣
ＶＬＰｓ 组的 ＴＮＢＣ 原代细胞迁移率分别为(４６.６３±
４.９０)％、(４５. ９２ ± ４. ８６)％和 (２１. ３４ ± ４. １１)％ꎮ 与

ＰＢＳ 组和 Ｇａｇ￣ＶＬＰｓ 组相比ꎬＧａｇ￣ＣＡＳＰ８￣ＶＬＰｓ 组的

迁移距离显著减少(Ｐ<０.０５)(图 ７)ꎮ
２.５　 Ｇａｇ￣ＣＡＳＰ８￣ＶＬＰｓ 对三阴性人乳腺癌原代细

胞周期的影响

流式细胞术结果显示ꎬＧａｇ￣ＣＡＳＰ８￣ＶＬＰｓ 感染

ＴＮＢＣ 原代细胞 ２４ ｈ 后ꎬＧａｇ￣ＣＡＳＰ８￣ＶＬＰｓ 组 Ｓ 期

细胞数量占比[(３０.５５±０.２９)％]均明显高于 Ｇａｇ￣
ＶＬＰｓ 组 [( ２４. ４７ ± ０. １０)％] 和 ＰＢＳ 组 [( １９. ９７ ±
０.１２)％]ꎬ差异有统计学意义(Ｐ 均<０.０１)(图 ８)ꎮ
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　 　 图 ７　 Ｇａｇ￣ＣＡＳＰ８￣ＶＬＰｓ 作用 ０ ｈ 和 ２４ ｈ 对 ＴＮＢＣ 原代细胞迁移影响的形态图(×１００)
　 　 Ｆｉｇｕｒｅ ７　 Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ＴＮＢＣ ｐｒｉｍａｒｙ ｃｅｌｌｓ ａｔ ０ ｈ ａｎｄ ２４ ｈ ｐｏｓｔ￣ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗｉｔｈ Ｇａｇ￣ＣＡＳＰ８￣ＶＬＰｓ (×１００)

图 ８　 Ｇａｇ￣ＣＡＳＰ８￣ＶＬＰｓ 作用 ２４ ｈ 对 ＴＮＢＣ 原代细胞周期的影响
Ｆｉｇｕｒｅ ８　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｇａｇ￣ＣＡＳＰ８￣ＶＬＰｓ ｏｎ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅ ｏｆ ＴＮＢＣ ｐｒｉｍａｒｙ ｃｅｌｌｓ ａｆｔｅｒ ２４ ｈ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

２.６　 Ｇａｇ￣ＣＡＳＰ８￣ＶＬＰｓ 对 ＴＮＢＣ 原代细胞凋亡的

影响

２.６.１　 ＡＯ￣ＥＢ 染色检测细胞凋亡

Ｇａｇ￣ＣＡＳＰ８￣ＶＬＰｓ 作用 ＴＮＢＣ 原代细胞 ２４ ｈ

后ꎬＡＯ / ＥＢ 双染色结果显示ꎬＰＢＳ 组和 Ｇａｇ￣ＶＬＰｓ
组细胞核为绿色ꎮ Ｇａｇ￣ＣＡＳＰ８￣ＶＬＰｓ 组部分细胞核

呈现黄绿色或黄色ꎻ而一些细胞则显示为橘红色

(图 ９)ꎮ

图 ９　 Ｇａｇ￣ＣＡＳＰ８￣ＶＬＰｓ 作用 ２４ ｈ 对 ＴＮＢＣ 原代细胞凋亡的影响(×４００)
Ｆｉｇｕｒｅ ９　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｇａｇ￣ＣＡＳＰ８￣ＶＬＰｓ ａｃｔｉｏｎ ｆｏｒ ２４ ｈ ｏｎ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ＴＮＢＣ ｐｒｉｍａｒｙ ｃｅｌｌｓ (×４００)

２.６.２　 流式细胞术检测细胞凋亡

流式细胞术结果显示ꎬＰＢＳ 组、Ｇａｇ￣ＶＬＰｓ 组和

Ｇａｇ￣ＣＡＳＰ８￣ＶＬＰｓ 组处理 ＴＮＢＣ 原代细胞 ２４ ｈ 后的

凋亡率分别为(０. ０３ ± ０. ００)％、(２０.０３±２.２６)％和



　 ３２　　　 山　 东　 大　 学　 学　 报　 (医　 学　 版) ６３ 卷 １ 期　

(６２.３３±０.６３)％ꎬＰＢＳ 组和 Ｇａｇ￣ＶＬＰｓ 组细胞凋亡率 显著低于 Ｇａｇ￣ＣＡＳＰ８￣ＶＬＰｓ 组(Ｐ<０.０１)(图 １０)ꎮ

图 １０　 Ｇａｇ￣ＣＡＳＰ８￣ＶＬＰｓ 作用 ２４ ｈ 对 ＴＮＢＣ 原代细胞凋亡的影响
Ｆｉｇｕｒｅ １０　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｇａｇ￣ＣＡＳＰ８￣ＶＬＰｓ ｏｎ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ＴＮＢＣ ｐｒｉｍａｒｙ ｃｅｌｌｓ ａｆｔｅｒ ２４ ｈ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

２.７　 Ｇａｇ￣ＣＡＳＰ８￣ＶＬＰｓ 对 ＴＮＢＣ 原代细胞凋亡相

关蛋白表达的影响

慢病毒样颗粒感染 ＴＮＢＣ 原代细胞 ２４ ｈ 后ꎬ
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 结果显示ꎬＧａｇ￣ＣＡＳＰ８￣ＶＬＰｓ 组大

量表达凋亡相关蛋白ꎬＧａｇ￣ＶＬＰｓ 组和 ＰＢＳ 组有少

量凋亡相关蛋白表达(图 １１)ꎮ

图 １１　 慢病毒样颗粒感染 ＴＮＢＣ 原代细胞内相关凋亡蛋白
的表达

Ｆｉｇｕｒｅ １１　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ＴＮＢＣ
ｐｒｉｍａｒｙ ｃｅｌｌｓ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ￣ｌｉｋｅ ｐａｒｔｉｃｌｅｓ

　 　 进一步利用灰度值分析发现ꎬＧａｇ￣ＣＡＳＰ８￣ＶＬＰｓ
组中 Ｇａｇ￣Ｃａｓｐａｓｅ￣８、Ｐｒｏ ｃａｓｐａｓｅ￣８、Ａｃｔｉｖｅ ｃａｓｐａｓｅ￣８、
Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 蛋白灰度值分别为 １０ ７２３. ３３ ± ８６７. ３９、
１９ ４５８.００±７８６.１９、１２ ８１２.３３±５２０.４３、５ ９８６.３５±１２３.９１ꎬ
Ｇａｇ￣ＶＬＰｓ 组中 Ｇａｇ￣Ｃａｓｐａｓｅ￣８、Ｐｒｏ ｃａｓｐａｓｅ￣８、Ａｃｔｉｖｅ
ｃａｓｐａｓｅ￣８、Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 蛋白灰度值分别为 ０.００±０.００、
５ ０１０.３３±５６４.２０、３ ８２１.６７±３０７.１３、１ ０９７.３１±４８.６４ꎬ
ＰＢＳ 组 中 Ｇａｇ￣Ｃａｓｐａｓｅ￣８、 Ｐｒｏ ｃａｓｐａｓｅ￣８、 Ａｃｔｉｖｅ
ｃａｓｐａｓｅ￣８、Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 蛋白灰度值分别为 ０.００±０.００、
２ ９７１.６７±５０７.４９、１ ５８８.３３±２０９.４２、０.００±０.００ꎬＧａｇ￣
ＣＡＳＰ８￣ＶＬＰｓ 组中相关数据均明显高于 Ｇａｇ￣ＶＬＰｓ

组和 ＰＢＳ 组ꎬ差异有统计学意义(Ｐ 均<０.０１)ꎮ

３　 讨　 论

本研究利用慢病毒载体技术ꎬ将 Ｇａｇ￣Ｃａｓｐａｓｅ￣８
精准递送至 ＴＮＢＣ 原代细胞内ꎬ并观察到了显著的

抗肿瘤效应ꎮ 与 Ｇａｇ￣ＶＬＰｓ 组和 ＰＢＳ 组相比ꎬＭＴＴ
实验结果显示ꎬＧａｇ￣ＣＡＳＰ８￣ＶＬＰｓ 能够显著抑制

ＴＮＢＣ 原代细胞增殖ꎬ并且随着时间延长ꎬ抑制效果

更明显ꎻ细胞划痕实验显示ꎬＧａｇ￣ＣＡＳＰ８￣ＶＬＰｓ 组的

迁移距离显著减少ꎬ进一步表明 Ｇａｇ￣ＣＡＳＰ８￣ＶＬＰｓ
显著抑制了 ＴＮＢＣ 原代细胞的划痕愈合能力ꎬ提示

其不仅抑制了细胞增殖ꎬ还降低了细胞的迁移能力ꎻ
流式细胞术分析显示ꎬ在 Ｇａｇ￣ＣＡＳＰ８￣ＶＬＰｓ 处理下ꎬ
ＴＮＢＣ 原代细胞中 Ｓ 期细胞的比例显著增高ꎬ这一

现象可能与 Ｇａｇ￣ＣＡＳＰ８￣ＶＬＰｓ 引起的 ＤＮＡ 复制不

完全或 ＤＮＡ 损伤修复能力下降有关ꎮ 这些因素导

致大多数细胞无法完成 ＤＮＡ 合成并进入分裂期ꎬ
从而停滞在 Ｓ 期ꎬ 抑制了细胞的增殖和迁移ꎮ
ＡＯ / ＥＢ染色及流式细胞术检测发现ꎬＧａｇ￣ＣＡＳＰ８￣
ＶＬＰｓ 组凋亡细胞数显著高于 Ｇａｇ￣ＶＬＰｓ 组和 ＰＢＳ
组ꎬ说明 Ｇａｇ￣ＣＡＳＰ８￣ＶＬＰｓ 可诱导 ＴＮＢＣ 原代细胞

凋亡ꎬ这一发现不仅揭示了 Ｇａｇ￣ＣＡＳＰ８￣ＶＬＰｓ 在

ＴＮＢＣ 细胞中触发程序性细胞死亡的能力ꎬ同时也

引发了对于其具体作用机制的深入思考ꎮ
本研究所建立的携 ＣＡＳＰ８ 的慢病毒样颗粒可

直接将活化的 ＣＡＳＰ８ 导入肿瘤细胞内ꎮ 因为在表

达质粒 Ｇａｇ￣ＣＡＳＰ８ 中ꎬ ＨＩＶ￣１ 蛋白酶裂解位点

(ＳＱＮＹ / ＰＩＶ)被插入到 Ｇａｇ 和 ＣＡＳＰ８ 之间ꎬＣＡＳＰ８
蛋白通过 ＨＩＶ 蛋白酶的裂解从 Ｇａｇ￣ＣＡＳＰ８ 融合蛋

白中有效释放ꎬ并组装成 ＣＡＳＰ８￣ＶＬＰｓꎮ 本研究观

察到 ＶＬＰｓ 中 ＣＡＳＰ８ 蛋白大部分处于活化状态ꎬ能
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诱导细胞凋亡ꎮ 与此类似ꎬ之前的研究也表明ꎬＦａｓＬ
的刺激可能通过多种不同的机制导致 ＣＡＳＰ８ 的活

化[１９￣２２]ꎮ Ｃａｓｐａｓｅｓ￣３ 是细胞凋亡家族中凋亡启动因

子 ＣＡＳＰ８ 下游的凋亡执行分子ꎬ本研究发现ꎬＧａｇ￣
ＣＡＳＰ８￣ＶＬＰｓ 组 ＴＮＢＣ 原代细胞内凋亡执行分子

Ｃａｓｐａｓｅｓ￣３ 表达量明显高于 Ｇａｇ￣ＶＬＰｓ 组和 ＰＢＳ
组ꎬ说明活化的 ＣＡＳＰ８ 通过激活其下游凋亡执行分

子 Ｃａｓｐａｓｅｓ￣３ 引发肿瘤细胞凋亡[２３]ꎮ 前期研究表

明ꎬＣＡＳＰ８ 的激活除 Ｆａｓ￣ｌ 刺激外ꎬ还可能通过多种

不同的机制发生ꎮ 在某些生理条件下ꎬＣＡＳＰ８ 前体

蛋白的大量表达也可能导致自寡聚化ꎬ并在没有任

何外部凋亡信号的情况下导致自切割和激活[２４]ꎮ
这些实验数据清晰地揭示了 Ｇａｇ￣Ｃａｓｐａｓｅ￣８ 的双重

作用机制:一方面ꎬ它能够有效激活死亡受体信号通

路下游凋亡执行分子———Ｃａｓｐａｓｅ￣３ꎬ进而强力诱导

肿瘤细胞的程序性死亡ꎻ另一方面ꎬＧａｇ￣Ｃａｓｐａｓｅ￣８ 还

能促使肿瘤细胞周期发生特异性阻滞ꎬ使之停留在 Ｓ
期ꎬ从而有效遏制了肿瘤细胞的异常增殖与迁移ꎮ

相较于以往的研究ꎬ本研究创新性地利用慢病

毒载体ꎬ包装了载促凋亡蛋白 ＣＡＳＰ８ 的慢病毒样颗

粒(Ｇａｇ￣ＣＡＳＰ８￣ＶＬＰｓ)ꎬ能够通过 ＨＩＶ Ｇａｇ￣ＣＡＳＰ８
融合蛋白组装ꎬ并且通过 ＶＳＶ￣Ｇ 糖蛋白的伪型ꎬ实
现了将活化的 Ｇａｇ￣Ｃａｓｐａｓｅ￣８ 蛋白直接导入三阴性

乳腺癌原代细胞ꎻ与一般慢病毒载体系统相比ꎬ
Ｇａｇ￣ＣＡＳＰ８￣ＶＬＰ不包含任何病毒基因组物质ꎬ导入

的直接是活化的 ＣＡＳＰ８ꎮ 因此ꎬ这消除了病毒基因

组整合进入宿主染色体的潜在风险[１５]ꎮ
本研究存在局限性ꎮ 首先ꎬ使用原代细胞系虽

然提高了生理相关性ꎬ但增加了操作复杂性和细胞

异质性ꎬ可能影响结果的一致性和可重复性ꎮ 未来

需优化培养条件、引入更多细胞系ꎬ并构建人源化

ＰＤＸ 模型以增强实验设计的严谨性和普遍适用性ꎮ
其次ꎬ为了更精确地揭示 Ｇａｇ￣Ｃａｓｐａｓｅ￣８ 的作用机理

及其潜在靶点ꎬ可结合单细胞 ＲＮＡ 测序( ｓｃＲＮＡ￣
ｓｅｑ)和蛋白质组学等先进技术ꎬ全面解析其表达模

式和相互作用网络ꎮ 通过识别关键信号通路和分

子ꎬ结合多维度数据分析ꎬ特别是针对 ＴＮＢＣ 的高

度异质性ꎬ推进个性化医疗方案设计ꎬ并基于对

Ｇａｇ￣Ｃａｓｐａｓｅ￣８ 功能的理解和技术进步ꎬ旨在提供新

型且高效的抗肿瘤治疗策略ꎮ
综上所述ꎬ本研究结果表明ꎬＧａｇ￣ＣＡＳＰ８￣ＶＬＰｓ

能够有效感染 ＴＮＢＣ 原代细胞ꎬ并成功将外源性

Ｃａｓｐａｓｅ￣８ 蛋白导入肿瘤细胞内ꎻＧａｇ￣ＣＡＳＰ８￣ＶＬＰｓ
处理后ꎬＴＮＢＣ 原代细胞显著停滞在 Ｓ 期ꎬ这导致细

胞周期的特异性阻滞ꎬ从而有效抑制了肿瘤细胞的

增殖 和 迁 移ꎻ Ｇａｇ￣ＣＡＳＰ８￣ＶＬＰｓ 携 带 的 外 源 性

Ｃａｓｐａｓｅ￣８ 蛋 白 能 够 激 活 下 游 凋 亡 执 行 分 子

Ｃａｓｐａｓｅ￣３ꎬ进而诱导肿瘤细胞的程序性死亡ꎮ
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