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３种不同ｓｕｒｖｉｖｉｎ基因启动子驱动Ａｐｏｐｔｉｎ表达的重组慢病毒构建及体外抑瘤效果比较
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　　［摘要］　目的　构建３种不同长度的ｓｕｒｖｉｖｉｎ基因启动子融合６×ｈｉｓ标签ＡｐｏｐｔｉｎｃＤＮＡ的重组慢病毒载体，经鉴定
后行慢病毒包装并感染人结直肠癌细胞（ＳＷ４８０），体外实验观察并比较抑瘤效果。方法　 克隆 ３种不同长度的人
ｓｕｒｖｉｖｉｎ基因启动子（１６０、２７０、９８７ｂｐ）和Ａｐｏｐｔｉｎ６×ｈｉｓｃＤＮＡ，将其分别连接到 ｐＭＤ１８Ｔ载体并在该载体上完成 ｓｕｒｖｉｖｉｎ
基因启动子和Ａｐｏｐｔｉｎ基因组装。将组装好的表达盒构建入ｐｏｌｙＡ改造后的慢病毒载体ＦＧ１２中，利用三质粒包装系统包
装成慢病毒。为观察重组慢病毒的抑瘤效果，以最适 ＭＯＩ值感染 ＳＷ４８０肿瘤细胞后第 ５天及第 ３０天，利用 Ａｎｎｅｘｉｎ
ＶＰＥ／７ＡＡＤ凋亡试剂盒和流式细胞术检测细胞凋亡和周期变化，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ａｐｏｐｔｉｎ６×ｈｉｓ表达。结果　 成功构
建３种重组慢病毒载体，经包装浓缩后获得高滴度病毒，可以有效地感染目的细胞（感染效率大于８０％）。体外结果提示
病毒感染的ＳＷ４８０可以正确表达Ａｐｏｐｔｉｎ６×ｈｉｓ蛋白，并能在感染后第３０天出现明显的凋亡／坏死。其中，含有２７０ｂｐ启动
子的慢病毒抑瘤作用更为明显。结论　采用２７０ｂｐｓｕｒｖｉｖｉｎ启动子，ａｐｏｐｔｉｎ基因构建的重组慢病毒在靶细胞中显示出较
好的抑瘤效果。
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　　肿瘤治疗药物的应用前景不仅取决于其对肿瘤杀
伤有效性，也倚重于抑瘤特异性。肿瘤特异性药物具

有可系统给药及可以加大给药剂量等优点。随着基因

工程技术的发展，一批具有肿瘤特异性作用的杀伤蛋

白［１－２］和启动子［３］的发现及应用让这种设想变为可

能。其主要策略是通过构建病毒载体并感染正常及肿

瘤细胞，病毒携带的编码基因将只在靶细胞内发挥作

用从而达到特异性抑瘤效果。较常用的病毒载体有腺

病毒、禽类病毒、逆转录病毒、慢病毒等。其中慢病毒

具有高感染效率，可以感染分裂及非分裂细胞，在宿主

内稳定表达以及低免疫活性等特点，是一种非常有希

望的基因治疗载体［４］。诸多临床前研究［５－６］报道证实

了其安全性和有效性。本研究应用具有肿瘤特异性杀

伤的Ａｐｏｐｔｉｎ蛋白基因以及３个不同片段长度（１６０、
２７０、９８７ｂｐ）能在肿瘤特异性表达的ｓｕｒｖｉｖｉｎ基因启动
子（ｓｕｒｖｉｖｉｎｇｅｎｅｐｒｏｍｏｔｅｒ，ｐＳｕｒ），将其移入具有高安
全性的第 ２代 ＳＩＮ（ｓｅｌｆｉｎａｃｔｉｖａｔｉｎｇ）慢病毒载体———
ＦＧ１２，并通过包装纯化得到能高效感染细胞的高滴度
重组病毒，以初步探讨其体外抑瘤效果。

１　材料与方法

１．１　主要材料
　　质粒小抽试剂盒（博日），凝胶回收试剂盒、纯化试剂盒
（天根公司），Ｔ４Ｌｉｇａｓｅ、高保真 ＰＣＲ酶、ＤＬ２０００、ＤＬ１５０００、限
制性内切酶（ＴａＫａＲａ），ＤＭＥＭ高糖培养液（Ｇｉｂｃｏ公司），１００×
青霉素链霉素、小鼠来源 ｈｉｓｔａｇ一抗、山羊抗小鼠 ＨＲＰ二抗
（碧云天公司），小牛血清（四季青公司），ＡｎｎｅｘｉｎＶＰＥ／７ＡＡＤ
细胞凋亡检测试剂盒（南京凯基公司），细胞转染试剂ＴｒａｎｓＥＺ
（ＳｕｎＢｉｏ公司，上海），ＯｐｔｉＭＥＭ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司），大肠杆菌感
受态菌ＤＨ５α、ＴｐＳｕｒ重组质粒、慢病毒包装细胞２９３ＦＴ、人结
肠癌细胞株 ＳＷ４８０、慢病毒质粒 ＦＧ１２、包装质粒 ｐＭＤＬｇ／
ｐＲＲＥ、辅助质粒 ｐＨＣＭＶＧ（军事预防医学院毒理学研究所保
存）。

１．２　重组慢病毒构建及包装
１．２．１　Ａｐｏｐｔｉｎ６×ｈｉｓｃＤＮＡ扩增　　由于未见有商品化的
Ａｐｏｐｔｉｎ抗体，我们对 Ａｐｏｐｔｉｎ基因 ＰＣＲ引物进行了６×ｈｉｓｔａｇ
修饰。以ＴＡｐｏｐｔｉｎ载体（北京农林研究院杨兵研究员惠赠）为
模板，上游引物序列为：５′ＴＧＧＣＧＧＣＣＧＣＧＧＣＡＴＧＡＡＣＧＣＴＣ
ＴＣＣＡＡＧＡＡＧ３′（下划线为ＮｏｔⅠ酶切位点）；下游引物序列为：
５′ＣＡＧＡＴＣＴＡＧＡＡＴＴＡＡＴＧＧＴＧＡＴＧＧＴＧＡＴＧＡＴＧＣＡＧＴＣＴＴＡＴ
ＡＣＡＣＣＴＴＣＴ３′（下划线为 ＸｂａⅠ酶切位点，加粗及斜体处为
６×ｈｉｓｔａｇ）；反应体系为５０μｌ，扩增条件为９５℃×３ｍｉｎ，９４℃

×４５ｓ，５６℃×４５ｓ，７２℃ ×４５ｓ，２７个循环，７２℃延伸５ｍｉｎ。
ＰＣＲ产物经 Ｔ／Ａ克隆后插入到 ＰＭＤ１８Ｔ载体，连接产物转化
ＤＨ５α细菌，挑取单个菌落，过夜培养后提取质粒并进行测序鉴
定。正确产物命名为ＴＡｐｏＨ。
１．２．２　在Ｔ载体上连接Ｓｕｒｖｉｖｉｎ启动子和Ａｐｏｐｔｉｎ６×ｈｉｓ　　
ＮｏｔⅠ和ＸｂａⅠ双酶切ＴＡｐｏＨ和已构建的插入 ｓｕｒｖｉｖｉｎ基因启
动子的 Ｔ１６０ｐＳｕｒ、Ｔ２７０ｐＳｕｒ和 Ｔ９８７ｐＳｕｒ载体［７］，分别回收

Ａｐｏｐｔｉｎ６×ｈｉｓ片段和线性化的 Ｔ１６０ｐＳｕｒ、Ｔ２７０ｐＳｕｒ和 Ｔ
９８７ｐＳｕｒ载体，用 Ｔ４连接酶将 Ａｐｏｐｔｉｎ６×ｈｉｓ片段连接于
ｓｕｒｖｉｖｉｎ启动子下游。连接产物转化 ＤＨ５α细菌，挑取单个菌
落，过夜培养后提取质粒并进行双酶切鉴定。正确产物命名为

Ｔ９８７ｐＳｕｒＡｐｏＨ、Ｔ２７０ｐＳｕｒＡｐｏＨ和Ｔ１６０ｐＳｕｒＡｐｏＨ。
１．２．３　慢病毒载体多克隆位点处引入ＳＶ４０ｐｏｌｙＡ　　为增加
重组慢病毒表达的ｍＲＮＡ的稳定性，在慢病毒载体 ＦＧ１２多克
隆位点处引入 ＳＶ４０ｐｏｌｙＡ。合成２条互补的 ＳＶ４０ｐｏｌｙＡｏｌｉ
ｇｏＤＮＡ单链，序列为 ＰｏｌｙＡＳ：５′ＣＴＡＧＡＧＧＡＴＣＣＡＡＴＡＡＡＧ
ＧＡＴＣＴＴＴＴＡＴＴＴＴＣＡＴＴＧＧＡＴＣＴＧＴＧＴＧＴＴＧＧＴＴＴＴＴＴＧＴＡＴＡ３′
（加粗及斜体处为 ＸｂａⅠ黏性末端，下划线为 ＢａｍＨⅠ酶切位
点），ＰｏｌｙＡＡＳ：５′ＣＴＡＧＴＡＴＡＣＡＡＡＡＡＡＣＣＡＡＣＡＣＡＣＡＧＡＴＣ
ＣＡＡＴＧＡＡＡＡＴＡＡＡＡＧＡＴＣＣＴＴＴＡＴＴＧＧＡＴＣＣＴ３′（加粗及斜体
处为ＸｂａⅠ黏性末端）。两条单链退火后两端形成与 ＸｂａⅠ黏
性末端匹配的黏性末端，连接到ＸｂａⅠ线性化的 ＦＧｐＳｕｒＡｐｏＨ
载体，连接后 ＰｏｌｙＡ片段３′端 ＸｂａⅠ的酶切位点消失，５′端的
ＢａｍＨⅠ和ＸｂａⅠ保留。连接产物转化ＤＨ５α细菌，挑取单个菌
落，提取质粒并进行酶切鉴定。正确产物命名为ＦＧ１２ｐｏｌｙＡ。
１．２．４　Ｓｕｒｖｉｖｉｎ启动子驱动Ａｐｏｐｔｉｎ６×ｈｉｓ表达盒转入慢病毒
ＦＧ１２ｐｏｌｙＡ　　ＸｈｏⅠ和 ＸｂａⅠ从 Ｔ１６０ｐＳｕｒＡｐｏＨ、Ｔ２７０ｐＳｕｒ
ＡｐｏＨ和Ｔ９８７ｐＳｕｒＡｐｏＨ质粒上切下ｓｕｒｖｉｖｉｎ启动子和Ａｐｏｐｔｉｎ
联合片段，连接到 ＸｂａⅠ和 ＸｈｏⅠ线性化的 ＦＧ１２ｐｏｌｙＡ。连接
产物转化ＤＨ５α细菌，挑取单个菌落，提取质粒并进行酶切鉴
定。正确产物分别命名为 ＦＧ９８７ｐＳｕｒＡｐｏＨ、ＦＧ２７０ｐＳｕｒＡｐｏＨ
和ＦＧ１６０ｐＳｕｒＡｐｏＨ。
１．２．５　重组慢病毒的包装及纯化　　利用 Ｑｉｎ等［８］报道的３
质粒包装系统在２９３ＦＴ细胞中包装病毒。瞬时转染试剂采用
ＴｒａｎｓＥＺ（Ｓｕｎｂｉｏ），载体质粒、包装质粒 ｐＭＤＬｇ／ｐＲＲＥ、辅助质
粒ｐＨＣＭＶＧ三者共转染时用量比为４∶３∶１（质量比）。病毒液
过滤收集后采用超速离心法浓缩使其达到高滴度［９］。病毒分

别命名为ＬｅｎｔｉＦＧ１６０ＡＨ、ＬｅｎｔｉＦＧ２７０ＡＨ、ＬｅｎｔｉＦＧ９８７ＡＨ。
１．２．６　病毒滴度测定　　参照文献［１０］测定病毒滴度。
１．３　３种慢病毒抑瘤效果差异比较
１．３．１　慢病毒感染实验　　取对数生长期细胞接种于６孔
板，培养２４ｈ待其融合达３０％～５０％，调整慢病毒用量以最适
ＭＯＩ值（含８μｇ／ｍｌｐｏｌｙｂｒｅｎｅ）感染细胞。感染后２４ｈ换新鲜
培养基，第５天倒置荧光显微镜下观察感染效率。
１．３．２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ａｐｏｐｔｉｎ６×ｈｉｓ表达　　利用ＲＩＰＡ强

０４
第３４卷第１期
２０１２年１月１５日　　　　　　　　　　

第　三　军　医　大　学　学　报
Ｊ　Ｔｈｉｒｄ　Ｍｉｌ　Ｍｅｄ　Ｕｎｉｖ

　　　　　　　　　　Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．１
Ｊａｎ．１５　２０１２



裂解液制备总蛋白，经ＢＣＡ蛋白质浓度测定试剂盒（碧云天）定
量后以等量的总蛋白于１５％ＳＤＳＰＡＧＥ上样进行电泳。小鼠来
源ｈｉｓｔａｇ与兔源ａｃｔｉｎ一抗分别为碧云天和Ｂｏｓｔｏｎ公司产品，山
羊抗小鼠，山羊抗兔辣根过氧化物酶二抗均购自碧云天。

１．３．３　ＡｎｎｅｘｉｎＶＰＥ／７ＡＡＤ检测细胞凋亡／坏死　　为观察
慢病毒感染细胞后短期和长期效应，设置感染后第５天和第３０
天进行凋亡测定，操作按照说明书严格执行。７ＡＡＤ特异的与
坏死／凋亡细胞核结合，并在激光激发下发出红色荧光，明亮的
为坏死细胞，微弱的的为中／晚期凋亡细胞。ＡｎｎｅｘｉｎＶＰＥ可与
早期凋亡细胞膜特异结合，激光激发下仅见胞膜有橙红色荧光。

１．３．４　流式细胞仪分析细胞周期变化　　收集慢病毒感染后
第５天和第３０天细胞，按常规方法消化离心细胞，０．０１ｍｏｌ／Ｌ
ＰＢＳ洗２次，收集并调整至１×１０７个细胞的单细胞悬液，７０％
冰乙醇４℃过夜固定。加入碘化丙啶（ＰＩ，５０ｍｇ／Ｌ），流式细胞
仪分析细胞周期。该实验重复３次。

２　结果

２．１　成功构建３种重组慢病毒质粒
２．１．１　６×ｈｉｓ标签修饰 Ａｐｏｐｔｉｎ及重组质粒构建　　穿梭质
粒ＴＡｐｏＨ经双酶切后电泳出现约４００ｂｐ目的片段（图１），对
质粒测序证实包含的Ａｐｏｐｔｉｎ基因序列与ＧｅｎＢａｎｋ中的序列一
致，并且其３′端成功修饰上６×ｈｉｓ标签。Ａｐｏｐｔｉｎ６×ｈｉｓ随后
被亚克隆于不同 ＴｐＳｕｒ质粒的 ｐＳｕｒ下游，经双酶切及测序鉴
定３种重组质粒均构建正确（图２）。
２．１．２　ｐｏｌｙＡ修饰慢病毒载体及表达盒移入　　ｐｏｌｙＡ修饰慢
病毒载体经双酶切后电泳下部出现的两个小片段用于鉴定合

成的ｐｏｌｙＡ片段插入方向，２９２ｂｐ＋２４６ｂｐ为正向插入，３５３ｂｐ
＋１８５ｂｐ为反向插入。反向插入的ｐｏｌｙＡ由于不能正确表达会

影响转录出的ｍＲＮＡ稳定性。图３示 ｐｏｌｙＡ正向插入产物双
酶切结果。将表达盒于 ＴｐＳｕｒ质粒穿梭质粒切下后连接在
ｐｏｌｙＡ正向插入的重组慢病毒载体 ＦＧ１２ｐｏｌｙＡ中，双酶切鉴定
３种重组慢病毒构建成功（图４）。
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Ｍ：标准；１：ＴＡｐｏＨ
图１　ＮｏｔⅠ／ＸｂａⅠ双酶切鉴定穿梭质粒ＴＡｐｏＨ
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Ｍ：标准；１：ＦＧ１２ｐｏｌｙＡ
图３　ＰｏｌｙＡ修饰慢病毒载体ＦＧ１２ｐｏｌｙＡＸｂａⅠ／ＰｓｔⅠ双酶切鉴定
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Ｍ：标准；１：Ｔ１６０ｐＳｕｒＡｐｏＨ；２：Ｔ２７０ｐＳｕｒＡｐｏＨ；３：Ｔ９８７ｐＳｕｒＡｐｏＨ
图２　ＸｂａⅠ／ＸｈｏⅠ双酶切鉴定穿梭质粒Ｔ１６０ｐＳｕｒＡｐｏＨ（Ａ）、Ｔ２７０ｐＳｕｒＡｐｏＨ（Ｂ）、Ｔ９８７ｐＳｕｒＡｐｏＨ（Ｃ）
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Ｍ：标准；１：ＦＧ１６０ｐＳｕｒＡｐｏＨ；２：ＦＧ２７０ｐＳｕｒＡｐｏＨ；３：ＦＧ９８７ｐＳｕｒＡｐｏＨ
图４　ＸｂａⅠ／ＸｈｏⅠ双酶切鉴定重组慢病毒质粒ＦＧ１６０ｐＳｕｒＡｐｏＨ（Ａ）、ＦＧ２７０ｐＳｕｒＡｐｏＨ（Ｂ）、ＦＧ９８７ｐＳｕｒＡｐｏＨ（Ｃ）
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Ａ～Ｄ：第５天；Ｅ～Ｈ：第３０天；Ａ、Ｅ：ＬｅｎｔｉＦＧ１２；Ｂ、Ｆ：ＬｅｎｔｉＦＧ１６０ＡＨ；Ｃ、Ｇ：ＬｅｎｔｉＦＧ２７０ＡＨ；Ｄ、Ｈ：ＬｅｎｔｉＦＧ９８７ＡＨ
图６　重组慢病毒感染ＳＷ４８０后第５天及第３０天细胞凋亡／坏死变化　（倒置荧光显微镜 ×２００）

２．２　重组慢病毒滴度测定及感染效率观察
　　经包装并浓缩后，３种重组慢病毒 ＬｅｎｔｉＦＧ１６０ＡＨ、Ｌｅｎｔｉ
ＦＧ２７０ＡＨ、ＬｅｎｔｉＦＧ９８７ＡＨ和空病毒 ＦＧ１２的滴度分别为 ３×
１０６、２×１０６、３．５×１０６ＴＵ／ｍｌ和１．４５×１０６ＴＵ／ｍｌ，病毒滴度较
未浓缩前提高了５０～１００倍。以不同剂量病毒感染 ＳＷ４８０细
胞，５ｄ后于倒置荧光显微镜下观察感染效率并计算得出感染
复数（ＭＯＩ）＝２０为最适ＭＯＩ。
２．３　ＳＷ４８０细胞感染重组慢病毒后 Ａｐｏｐｔｉｎ６×ｈｉｓ

表达水平的检测

　　各病毒以最适 ＭＯＩ感染 ＳＷ４８０细胞，第５天荧光镜下见
大于８０％的细胞呈现绿色荧光。阳性病毒感染组在２个时间
点（第５天和第３０天）Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ均测得１４×１０３的Ａｐｏｐｔｉｎ６
×ｈｉｓ特异条带，其中仅见感染后第５天各组蛋白表达明显差
异，２７０ｂｐｐＳｕｒ显示出更强的活性（图５）。由于ｐＳｕｒ活性具有
Ｇ２／Ｍ期特异性，感染后第５天细胞凋亡／坏死数较少（图６），
增殖明显，选择该时相点的 Ａｐｏｐｔｉｎ６×ｈｉｓ表达有利于反映真
实的ｐＳｕｒ活性。
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１：ＬｅｎｔｉＦＧ１２；２：ＬｅｎｔｉＦＧ９８７ＡＨ；３：ＬｅｎｔｉＦＧ２７０ＡＨ；４：ＬｅｎｔｉＦＧ１６０ＡＨ
图５　不同慢病毒感染ＳＷ４８０细胞第５天Ａｐｏｐｔｉｎ６×ｈｉｓ表达

２．４　体外实验比较病毒对细胞凋亡及周期影响
　　由于早期凋亡细胞膜荧光微弱，本实验中不宜察觉，而中、
晚期凋亡／坏死细胞明显。病毒感染后第５天仅少部分细胞为
凋亡／坏死状态（图６），同时相点细胞周期结果显示，不同慢病
毒感染组间Ｇ１期占细胞周期比率没有差异（Ｐ＞０．０５，图７）。
在感染后第３０天，凋亡和坏死细胞增加，细胞周期显示 Ｌｅｎｔｉ
ＦＧ２７０ＡＨ和ＬｅｎｔｉＦＧ９８７ＡＨ明显的导致 Ｇ１期增加（Ｐ＜０．０５，
图７），说明部分肿瘤细胞增殖受到抑制。以上结果提示重组
慢病毒诱导肿瘤细胞凋亡不是急性发生的，而是随时间延长细

胞凋亡效应愈明显。此外，我们观察到处于凋亡／坏死期细胞
鲜见绿色荧光，这可能与此状态细胞绿色荧光蛋白表达关闭或

受到抑制有关。
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１：ＬｅｎｔｉＦＧ１２；２：ＬｅｎｔｉＦＧ１６０ＡＨ；３：ＬｅｎｔｉＦＧ２７０ＡＨ；４：Ｌｅｎｔｉ
ＦＧ９８７ＡＨ　ａ：Ｐ＜０．０５，与第５天比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与 ＬｅｎｔｉＦＧ１２
比较

图７　重组慢病毒感染ＳＷ４８０后第５天与第３０天ＳＷ４８０细胞周期变化

３　讨论

　　Ａｐｏｐｔｉｎ是最早发现的具有泛肿瘤特异性杀伤的
功能蛋白，其来源于鸡贫血病毒，相对分子质量为

１３６×１０３。已证实其以非 ｐ５３依赖性途径诱导细胞
凋亡，并且不受ｂｃｌ２的抑制作用，能为对放疗、化疗产
生耐受的肿瘤提供新的治疗途径，是一种理想的肿瘤

基因治疗药物。Ａｐｏｐｔｉｎ的肿瘤特异性与其细胞内定
位及磷酸化有关，在正常二倍体细胞 Ａｐｏｐｔｉｎ呈非磷
酸化状态分布于细胞质，而在肿瘤及转化细胞中，Ａｐ
ｏｐｔｉｎ通过核定位系统或穿梭系统聚集于核内，磷酸化
后通过与 ＤＥＤＡＦ、Ｎｕｒ７７、Ｎｍｉ、Ｈｉｐｐｉ等蛋白相互作
用，生成多种凋亡信号激活下游凋亡通路，其中线粒体

损伤是凋亡主要原因［１１－１２］。

　　以往研究多将 Ａｐｏｐｔｉｎ联合 ＣＭＶ等强启动子联
合构建入腺病毒和禽类病毒等病毒载体，高表达的作

用蛋白在数天内即取得了显著的抑瘤效果［１３－１５］。但

受限于病毒感染效率和载体上基因不能持续表达的影

响，长期观察表明，逃过感染及感染后存活下来的细胞

可以继续增殖，影响治疗效果［１４］。慢病毒在感染效率
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和持续表达上有独特的优势，在基因治疗的研究中也

显示出了良好的效果。我们选用了将 Ａｐｏｐｔｉｎ构建入
慢病毒载体ＦＧ１２中，并依靠泛肿瘤特异性 ｓｕｒｖｉｖｉｎ基
因启动子选择性表达以提高其肿瘤特异性。其他实验

中证实了所构建的重组慢病毒具有肿瘤特异性，因在

被其感染的正常细胞中检测不到 Ａｐｏｐｔｉｎ蛋白表达。
本研究未使用高活性的启动子，如 ＣＭＶ等，是考虑其
普遍缺乏肿瘤特异性，若应用于慢病毒则正常细胞感

染后会长期高量表达目的蛋白，该作用可随受感染的

宿主细胞分裂传递给子代细胞。虽然有报道称 Ａｐｏｐ
ｔｉｎ对正常细胞没有明显的副作用，但外源蛋白的长期
大量表达依旧可能导致诸多的风险。活性较低但具有

肿瘤特异性的启动子应用于慢病毒载体中有更高的安

全性，且在宿主长期表达的累积作用也可弥补其活性

较低的不足。

　　Ａｐｏｐｔｉｎ蛋白的凋亡效应与其在肿瘤细胞中的含
量成正比［１６］，高活性的启动子可以驱动更多目的蛋白

表达以提高肿瘤的治疗效果。Ｌｉ等［１７］报道 ｐＳｕｒ的转
录活性基本区为２５０ｂｐ，对其分析表明有数个与启动
子活性相关的顺式作用元件，包括 ｓｐ１结合位点，ＣＤＥ
及ＣＨＲ有关，后者还与ｐＳｕｒＧ２／Ｍ周期特异性表达有
关。Ｘｕ等［１８］在 Ｈｅｌａ细胞中对数个启动子活性鉴定
比较显示，２６９ｂｐ活性高于长片段启动子（９８７ｂｐ）和
短片段启动子（１５８ｂｐ），后者缺少数个 ｓｐ１结合位点
及１个ＣＤＥ。以其为基础，我们选择了３个不同片段
长的ｓｕｒｖｉｖｉｎ启动子（１６０、２７０、９８７ｂｐ），用以驱动目的
基因。在重组慢病毒感染 ＳＷ４８０后第５天即可观察
到大部分细胞表达绿色荧光蛋白，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显
示２７０ｂｐｐＳｕｒ活性最高，能够诱导表达更多的Ａｐｏｐｔｉｎ
蛋白，这说明２７０ｂｐｐＳｕｒ在慢病毒载体 ＦＧ１２中依旧
保持较高活性。我们之前利用 ｐＭＩＲＲｅｐｏｒｔ系统在
２９３ＦＴ中测定启动子活性发现２７０ｂｐ较１６０ｂｐ和９８７
ｂｐ低，可能是由于多余的Ｔ载体构建入系统中影响了
ｓｕｒｖｉｖｉｎ启动子活性。
　　体外抑瘤实验显示重组慢病毒感染早期（感染后
第５天），肿瘤细胞凋亡／坏死不明显，感染后第３０天
观察，凋亡／坏死细胞数量明显增多。该结果与强启动
子应用后短期即可导致显著的抑瘤效应较为不

同［１４－１５］，主要是由于使用的天然 ｐＳｕｒ片段的活性相
对较低，肿瘤细胞对感染后初期胞内低水平表达的

Ａｐｏｐｔｉｎ表现出一定的耐受。随着时间增加，Ａｐｏｐｔｉｎ
在宿主及子代细胞中持续表达并累积达到较高的水

平，显现出杀伤效果。细胞周期结果进一步显示Ｌｅｎｔｉ
ＦＧ２７０ＡＨ和 ＬｅｎｔｉＦＧ９８７ＡＨ 两种重组慢病毒在
ＳＷ４８０被感染后第 ３０天能显著阻滞感染细胞于 Ｇ１
期，ＬｅｎｔｉＦＧ１６０ＡＨ感染细胞Ｇ１期变化不明显可能因
为启动子活性较低导致 Ａｐｏｐｔｉｎ表达量不够。综合启
动子活性比较结果，我们认为 ＬｅｎｔｉＦＧ２７０ＡＨ对
ＳＷ４８０可能有更显著的凋亡效应。文献［２］报道

Ａｐｏｐｔｉｎ可以通过ＡＰＣ／Ｃ复合物作用引起细胞阻滞于
Ｇ２／Ｍ期并引起随后凋亡效应，但本实验中未观察到
此效应，可能与载体选择及Ａｐｏｐｔｉｎ作用水平有关。
　　本研究成功构建并获得了３种含有不同 ｐＳｕｒ启
动子驱动Ａｐｏｐｔｉｎ表达的重组慢病毒，并在 ＳＷ４８０细
胞中比较了启动子活性差异及诱导肿瘤细胞凋亡作

用，为提高肿瘤基因治疗的安全性作出了有益的探索。
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