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肿瘤特异性hTERT启动子与Survivin启动子在肺癌A549 

细胞中的转录活性研究 

李奕璇，陈 全，朱大冕 

(重庆医科大学基础医学院免疫学教研室，重庆 400016) 

【摘 要】目的：比较不同长度的hTERT启动子以及Survivin启动子在肺癌A549细胞中的启动活性，为肺癌靶向性基因治疗提 

供依据。方法：用 PCR法扩增 1 084 bp hTERT启动子 、980 bp Survivin启动子和红色荧光蛋 白基因 ；在真核表达质粒 

pGL3一hTERT基础上分别构建 3种启动子调控的 、以红色荧 光蛋 白 CDS为 目的基因的真核表达质粒 pGL—H—RED、 

pGL—LH—RED和 pGL—S—RED。将重组质粒用脂质体分别转染A549和MRC一5细胞，72 h后用 Imagepro—Plus6．0分析 3种启动 

子在相同时间内启动红色荧光蛋白的表达水平。结果：重组质粒在 A549细胞中观察到了红色荧光，在 MRC一5细胞中无红色荧 

光。pGL—S—RED质粒在 A549细胞中表达最强，pGL—LH—RED次之 ，pGL—H—RED最弱 ，3种质粒在 A549细胞中的荧光强度 

(IOD)分别为 201．17、171．70和 136．34。 结论：所克隆的 hTERT启动子和 Survivin启动子均表现出肿瘤特异性 ，其中Survivin 

启动子在肺癌A549细胞中具有最好的启动效应，可望开发成为肺癌靶向性基因治疗工具。 
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Study on transcriptional activities of tumor-specific hTERT and survivin 

promoter in human lung cancer A549 cell line 

LI Yi— ̈ (m。et al 

(Department ofImmunology，College ofBasic Medicine，Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objectives：To compare the transcriptional activities of tumor—specific hTERT promoters and survivin promoter in human lung 

cancer A549 cells，in order to lay some groundwork for targeting gene therapy in human lung cancer．Methods：The 1 084 bp fragment of 

hTERT promoter and 980bp survivin promoter from A549 cells were acquired by PCR amplification．The eukaryotic expression plasmids 

(pGL—H—RED，pGL—LH—RED and pGL-S-RED)which have Red Fluorescin reporter gene(Red)and are modulated by 263 bp hTERT 

promoter，1084bp hTERT promoter and 980bp survivin promoter respectively were constructed based on the pGL3-hTERT which has 

263bp hTERT promoter from HepG2 cells．These recombinant plsmids were transfected into A549 and MRC-5 cells with liposome．After 

72 hours，the expression level of red fluorescin target protein modulated by 3 promoters at the same time was analyzed by Imagepro—Plus6． 

0 software．Results：The red fluorescin target protein was observed in transfected A549 cells，but there was no red fluorescence in 

transfected MRC-5 control cells．The pGL-S-RED had the highest expression activity in A549 cells and the strength rate(IOD)of red 

fluorescence ofA549 cellstransfected by pGL-S-RED，pGL—LH—REDand pGL-H-REDwere 201．17，171．70，and 136．34 respectively． 

Conclusion：Our data reveals that the cloned hTERT and survivin promoter are tumor-specific，and the survivin promoter has the highest 

transcriptional activities in lung cancer A549 cells，and may serve as a useful tool for transcriptional targeting gene therapy of human lung 

Cancer． 
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利用组织和细胞特异性启动子调控目的基因 

在靶细胞中特异性表达，是解决基因治疗靶向性的 

有效途径之一。研究表明。端粒酶在胚胎细胞及肺 
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癌等多种肿瘤细胞中活性增高，而相应正常组织细 

胞中是失活的或呈低活性 ，端粒酶活性与 hTERT 

(human telomerase reverse transcriptase)呈正相关 ； 

Survivin蛋白在胚胎组织和多种肿瘤组织内表达， 

而在大多数终末分化的成人组织中不表达。hTERT 
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启 动 子 和 S u r v i v i n 启 动 子 只 在 肿 瘤 细 胞 中具 有 转 录

活 性 ， 可 作 为 抗 肿 瘤 基 因 的 调 控 元 件 ， 以 启 动 下 游

抗 肿 瘤 基 因 特 异 性 表 达 于 肿 瘤 细 胞 ， 而 避 免 对 正 常

细 胞 的 损 伤 11 _“

。 本 研 究 克 隆 了 h T E R T 启 动 子 的 两 个

片 段 ( 1 0 8 4 b p 及 2 6 3 b p ) 以 及 S u r v i v i n 启 动 子 片 段

( 9 8 0 b p ) ， 插 人 到 p G L 3 一 b a s i c 质 粒 中 ， 以 红 色 荧 光

蛋 白基 因 为 报 告 基 因 ， 比 较 其 在 肺 癌 细 胞 中 的 表 达

水 平 ， 探 索 肿 瘤 特 异 性 启 动 子 用 于 肺 癌 靶 向 性 治 疗

的 可 能 性 。

1 材 料 与 方 法

1 ． 1 材 料

1 ． 1 ． 1 质 粒 和 菌株 重 组 p G L 3 一 h T E R T 质 粒 H
， 由本 校 感 染

性 疾 病 重 点 实验 室 黄 爱龙 教 授 惠 赠 ， 该 质 粒 是 在 p G L 3 一 B a s i c

(4 8 1 8 b p )质粒的 S a c I 和 X h o I 限制性酶切位 电间克隆了 H e p G 2

细胞来 源 的 2 6 3 b p h T E R T 启 动 子 基 因 片段 ；p D s R e d l 一 C 1 质

粒 为 c l o n t e c h 公 司产 品 ，该 质粒 含 有红 色荧光 蛋 白编码 基 因 ，

即 D s R e d l 基 因 ( 简称 R e d 基 因 ) ， 由本 室 收 藏 ；T o p l O 大肠 杆

菌 由本室 收藏 。

1 ． 1 ． 2 细 胞 株 人 肺 腺 癌 A 5 4 9 细胞 株 、 人 胚 肺 成 纤 维 细 胞

M R C 一 5 细胞 株 由本 室 收藏 。

1 ． 1 ． 3 主 要 试 剂 R P M l l 6 4 0 培 养 基 及 胎 牛 血 清 购 自美 国

G i b c o 公 司 ；真 核 转染 试 剂 L i p o f e c t a m i n e 2 0 0 0 购 白 I n v i t r o g e n

公 司 。 P r i m e S T A R H S 高保 真 耐 热 D N A 聚 合 酶 、 T a K a R a L A

T a q w i t h G C B u ff e r 耐 热 D N A 聚合酶 、 d N T P 、 各 种 限 制性 内切

酶 、 D N A 分 子 量 M a r k e r ( D L 2 0 0 0 、 D L l 5 0 0 0 ) 、 真 核 细 胞 基 因

组 提 取 试 剂 、 质 粒 提 取 试 剂 、 D N A 连 接试 剂 、 胶 回 收试 剂 、 反

应 产 物 回收试 剂 等购 自大连 T a K a R a 公 司 。

1 ． 2 方 法

1 ． 2 ． 1 p G L — H — R E D 质粒 的构 建及 鉴 定 根 据 p D s R e d l — C 1

序列 ( 6 0 6 ～ 1 2 9 0 )设 计 1 对 引 物 ， 上 游 引 物 R 1 ： 5
’

一 C C G C T C —

G A G — C G C c A c c A T G G T G C G C T C C T 一 3
’

；下 游 弓I物 R 2 ：5
’

一 G C T

C T A G A — T r A c A G G A A c A G G T G G T G G c c G c 一 3
’

， 以上 引物分别

含 有 X h o I 和 x 6 Ⅱ I 限制 性 酶 切 位 点 。 以 p D s R e d l — C 1 质 粒

为模板 ， 用 P r i m e S T A R H S D N A 聚合酶扩增 R e d 基 因 片段 ， 反

应 条件 为 ：9 4 ℃ 预 变性 5 ra i n 、 9 4 ℃ 变性 1 m i n 、 6 0 ％ 退 火 5 0 s 、

7 2 ℃ 延 伸 5 0 s ， 共 3 0 个循 环 ， 7 2 ℃ 延 伸 1 0 ra i n 。 P C R 产 物 经

1 ． 5 ％ 琼 脂 糖 凝 胶 电泳后 ， 用 胶 回 收试 剂 回 收 P C R 产 物 中 6 8 5

b p 片段 。 用 X h o I 和 舶 。 I 双 酶 切 回 收 的 P C R 产物 ， 用 反 应

产物 回收试 剂提纯 回收酶切产物 。 用 X h o I 和 X b 。 I 双 酶切

p G L 3 一 h T E R T 质 粒 ， 酶 切 混 合物 经 1 ％ 琼脂糖凝 胶 电泳 后 ， 用

胶 回 收试 剂 回收 载 体 3 3 7 1 b p 大 片段 ( 去 掉 其 启 动 子 下 游 的

1 7 1 0 b p
“

l u c +
”

基 因 ) 。 分 别 取 上 述 R e d 基 因 片 段 8 ¨ l ( 0 ． 8

斗 g ) 、 大 片段 2 斗 l ( 0 ． 1 斗 g ) 、 连 接 试 剂 I 1 0 斗 l ， 组 成 2 0 肛 l

连 接 反 应 体 系 ， 1 6 ％
， 1 h 。 将 连 接 反 应 液 转 化 感 受 态 T o p l 0

大肠 杆菌 ， 涂布于 含 5 0 m g ／L 氨苄青霉 素的 L B 培养板上 ， 3 7
~

C

过 夜 培 养 ， 次 日 挑 取 单 克 隆 ， 经 培 养 后 提 取 质 粒 ， 命 名 为

p G L — H — R E D ( 图 1 ) ， 经 X h o I 和 X b a I 双 酶 切 鉴 定 后 ， 由大

连 T a K a R a 公 司对
“

R e d 基 因
”

作 序 列 测 定 。

P 国 扩 增 ∞ 5 b 虹 色荧 光 蕾 自墓 圊 啦c d

X h o I

／

图 1 p G L — H — R E D 质 粒构 建 示 意 图

1 ． 2 ． 2 p G L — L H — R E D 质 粒 的 构 建 及 鉴 定 根 据 G e n B a n k

( A F 0 9 7 3 6 5 ：2 8 7 1 ～ 3 9 5 4 )所 报 道 序 列 设 计 1 对 引 物 ， 上 游 引

物 L H l ：5
’

一 G G G G T A C C — A G T C T G G A T FC C T G G G A A G T 一 3
’

；下

游 弓I 物 L H 2 ：5
’

一 C G C T C G A G — G A C G C A G C G C T G C C T G A A A C

T C G C 一 3
’

， 以 上 引 物 分 别 含 有 硒 n I 和 x ^ 0 I 限 制性 酶 切 位

点 。 以 A 5 4 9 细胞 基 因组 D N A 为模 板 ， 用 L A T a q T M D N A 聚

合 酶 扩增 1 0 8 4 b p h T E R T 启 动 子 基 因 片 段 。 反 应 条 件 为 ：

9 4 ℃ 预 变性 5 m i n 、 9 4 ℃ 变性 1 m i n 、 6 0 ℃ 退 火 1 m i n 、 7 2 ℃ 延 伸

1 ra i n ， 共 3 0 个 循 环 ， 7 2 ℃ 延 伸 10 m i n 。 反 应 混 合物 经 1 ． 5 ％ 琼

脂 糖凝胶 电泳后 ，用 胶 回收试 剂 回收 P C R 产物 中 1 0 8 4 b p A 5 4 9

细胞 来 源 的 h T E R T 启 动 子 基 因 片段 ( 简称 L H 基 因 片段 ) 。 用

枷 n I 和 X h o I 双 酶切 p G L — H — R E D 质粒 ， 用 胶 回 收 试 剂 回

收 3 7 9 3 b p p G L — H — R E D 质 粒 大 片 段 ( 去 除 了 2 6 3 b p H e p G 2

细 胞 来 源 的 h T E R T 启 动 子 ) ；用 勋 n I 和 X h o I 双 酶 切
“

L H

基 因
”

片段 ， 用 反 应 产 物 回 收试 剂提 纯 回收 酶 切 产 物 。 将 上 述

两 种 回 收 产 物 连 接 、 转 化 并 挑 取 单 克 隆 ， 经 培 养后 提 取 质 粒 ，

命名 为 p G L — L H — R E D 质粒 ， 经 勋 n I 和 x 胁 I 双 酶 切鉴 定后 ，

由大 连 T a K a R a 对 克 隆 的
“

L H 基 因
“

片 段 作序列 测 定 。

1 ． 2 ． 3 p G L — S — R E D 质 粒 的 构 建 及 鉴 定 根 据 G e n B a n k

( U 7 5 2 8 5 ：1 8 2 1 — 2 8 0 0 )所 报道 序列 ， 设 计 1 对 引物 。 上 游 引物

S U l ：5
’

一 G G G G T A C C — C T G G C C A T A G A A C C A G A G A A G T G A 一 3 ：

下 游 引 物 S U 2 ：5
’

～ C C G C T C G A G — C C A C C T C T G C C A A C G G G

T C C C G C G 一 3
’

， 以 上 引 物 分 别 含 有 l '；p n I 和 X h o I 限 制 性 酶

切 位点 。 以 A 5 4 9 细胞基 因组 D N A 为模板 ， 用 L A T a q T M D N A

聚 合 酶 扩增 9 8 0 b p S u r v i v i n 启 动 子 基 因 片段 。 反 应 条件 为 ：

9 4 ℃ 预 变 性 5 m i n 、 9 4 ℃ 变 性 1 m i n 、 6 0 ℃ 退 火 1 ra i n 、 7 2 ℃ 延

蒜 一
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一
●
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伸 1 m i n ， 共 3 0 个 循环 ， 7 2 ℃ 延 伸 10 m i n 。 反应 混 合物经 1 ． 5 ％

琼脂 糖 凝 胶 电泳 后 ， 用 胶 回 收 试 剂 回 收 P C R 产 物 中 9 8 0 b p

S u r v i v i n 启 动 子 基 因 片段 。 用 勋 n I 和 X h o I 双 酶 切 p G L —

H — R E D 质粒 ， 用胶 回收试 剂 回收 3 7 9 3 b p p G L — H — R E D 质粒

大 片段 ；用 K p n I 和 x ^ 0 I 双 酶切 S u r v i v i n 启动 子 基 因 片段 ，

用 反 应 产物 回收试 剂提 纯 回 收酶切 产物 。 将 上 述 两 种 回 收产

物 连 接 、 转 化 并 挑 取 单 克 隆 ， 经 培 养 后 提 取 质 粒 ， 命 名 为

p G L — S — R E D 质 粒 ， 经 蜘 n I 和 X h o I 双 酶 切 鉴 定后 ， 由大连

T a K a R a 对 克 隆 的
“

S u r v i v i n 启动子 基 因
”

作序列 测 定 。

1 ． 2 ． 4 质 粒 转 染 及 表 达 分 别 复 苏 A 5 4 9 细 胞 和 M R C 一 5 细

胞 ， 培 养 在 含 10 ％ 胎 牛 血 清 的 R P M l l 6 4 0 培 养 液 中 ；转 染 前

l d ， 将 细胞 悬 液 接 种 到 2 4 孑L板 上 ( 1 × 10
’ 个 ，孑L ) ， 于 3 7 ℃ 、

5 ％ C O ， 恒 温 培养 箱 中培养 2 4 h 后 ， 细胞 株生 长 至 对 数 生 长

期 (8 5 ％融合度 ) ， 用脂质体分别将 p G L — H — R E D 、 p G L — L H — R E D 、

D G L — S — R E D 和 p D s R e d l — C 1 质 粒 转 化 上 述 2 种 细 胞 ， 其 中

p D s R e d l — C 1 质粒 为研 究 转 化 率 及 阳性 表 达 的对 照 质 粒 ， 均

作复孔 ， 质粒用量 为 1 ¨ g ／孔 。 转染过 程严格按 L i p o f e c t a m i n e

7 5 0

5 0 0

2

图 2 P C R 扩增 R e d 基 因片段

2 ． 2 P C R 扩 增 h T E R T 启 动 子 和 S u r v i v i n 启 动 子

以 肺 癌 A 5 4 9 细 胞 基 因 组 D N A 为 模 板 ， 以 L H l

和 L H 2 为 引 物 ， P C R 扩 增 得 到 的 产 物 经 1 ． 5 ％ 琼 脂

糖 凝 胶 电 泳 分 析 可 见 大 小 约 1 0 8 4 b p 的 D N A 条 带

( 图 3 ) ， 与 h T E R T 启 动子 预 期 大小 相 符 ；以 肺 癌 A 5 4 9

细 胞 基 因 组 D N A 为 模 板 ， 以 S U l 和 S U 2 为 引 物 ，

P C R 扩 增 得 到 的 产 物 经 1 ． 5 ％ 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 分 析

可 见 大 小 约 9 8 0 b p 的 D N A 条 带 ( 图 3 ) ， 与 S u r v i v i n

启 动 子 预 期 大 小 相 符 。

2 ． 3 重 组 D G L — H — R E D 质 粒 的 酶切 鉴 定 和 D N A 序

列 分 析 结 果

用 X h o I 和 X b o I 双 酶 切 p G L — H — R E D 质 粒

2 0 0 0 说 明书进 行 。 转 染 7 2 h 后 在荧 光 显 微镜 下 观察红 色荧

光 蛋 白的表 达 情 况 、 拍 照 。 实验 重 复 3 次 。

1 ． 2 ． 5 转 录活 性分 析 用 I m a g e p r o
— P l u s 6 ． 0 分 析上 述 质粒分

别转 化 A 5 4 9 细胞 和 M R C 一 5 细胞后 的荧 光 照 片 ， 通 过计算每

个 具 有 荧 光 的细胞 的平 均积 分光 密 度 ( I n t e g r a t e d o p t i c a l d e n —

s i t y ， I O D ) 间 接 比较 3 种 肿 瘤 特 异 性 启 动子 启 动红 色 荧 光 蛋

白基 因 的表达 水平 。

2 结 果

2 ． 1 P C R 扩 增 红 色 荧 光 蛋 白 ( R e d )C D S

以 p D s R e d l — C 1 质 粒 为 模 板 、 R l 和 R 2 为 引 物 。

P C R 扩 增 得 到 的 产 物 经 1 ． 5 ％ 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 分 析

可 见 大 小 约 6 8 5 b p 的 D N A 条 带 ( 图 2 ) ， 与 预 期 结

果 相 符 。

0 0 0

7 5 0

图 3 P C R 扩 增 A 5 4 9 细 胞 来 源 的 h T E R T 启 动 子 和 s u r v i v i n

启 动 子 基 因片段

后 ， 经 1 ％ 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 ， 可 见 大 小 约 3 3 7 1 b p 的

载 体 大 片 段 和 6 8 5 b p 的 R e d 基 因 小 片 段 ：而 p G L 3 一

h T E R T 质 粒 只 有 3 3 7 1 b p 载 体 大 片 段 和 l 7 1 0 b p

l u c + 基 因 片 段 ， 结 果 与 预 期 相 符 ( 图 4 ) 。 以 p G L 3 一

B a s i c 质 粒 的 通 用 测 序 引 物 分 析 重 组 p G L — H — R E D

质 粒 中 R e d 基 因 序 列 表 明 ：R e d 基 因 C D S ( 6 8 5 b p )

与 C L O N T E C H 公 司 公 布 的 p D s R e d l 一 C 1 ( P T 3 4 2 5 —

5 ) 质 粒 的 D s R e d l 序 列 完 全 一 致 ．．

2 -4 重 组 p G L — L H — R E D 质 粒 的 双 酶 切 鉴 定 及

D N A 序 列 分 析 结 果

重 组 p G L — L H — R E D 质 粒 经 枷 n I 和 x ^o I 双 酶

切 后 ， 经 1 ％ 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 ， 可 见 大 小 约 3 7 9 3 b p
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1 7 1 —

2 3 4

1 ． D N A m a r k e r ( D L 2 0 0 0 + D L l 5 0 0 0 ) ；

2 ． p G L 3 一 h T E R T 质 粒 经 X h o I 和 X b a I 双 酶 切

3 ． p G L — H — R E D 质粒 经 X h o I 和 X b a I 双 酶切 ：

4 ． 完整 的 p G L — H — R E D 质 粒

图 4 重 组 p G L — H — R E D 质 粒 双 酶切 鉴 定

的 载 体 大 片 段 和 1 0 8 4 b p 的 h T E R T 启 动 子 基 因 小

片 段 ；而 p G L — H — R E D 质 粒 只 有 约 3 7 9 3 b p 载 体 大

片 段 和 2 6 3 b p h T E R T 启 动 子 基 因 小 片 段 ． 结 果 与 预

期 相 符 ( 图 5 ) 。 D N A 测 序结 果 显 示 ， 所 克 隆 的 1 0 8 4

b p h T E R T 启 动 子 基 因 序 列 与 G e n B a n k ( A F 0 9 7 3 6 5 ：

2 8 7 1 ～ 3 9 5 4 ) 报 道 的 序 列 完 全 一 致 。

2 ． 5 重 组 D G L — S — R E D 质 粒 的 双 酶 切 鉴 定 及 D N A

序 列 分 析 结 果

重 组 p G L — S — R E D 质 粒 经 枷 n I 和 x 胁 I 双 酶

切 后 ， 经 l ％ 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 ， 可 见 大 小 约 3 7 9 3 b p

的 载 体 大 片 段 和 9 8 0 b p 的 S u r v i v i n 启 动 子 基 因 小

片 段 ；而 p G L — H — R E D 质 粒 只 有 约 3 7 9 3 b p 载 体 大

片 段 和 2 6 3 b p h T E R T 启 动 子 基 因 小 片 段 ， 结 果 与 预

期 相 符 ( 图 5 ) 。 D N A 测 序 结 果 显 示 ， 所 克 隆 的 9 8 0

b p S u r v i v i n 启 动 子 基 因 序 列 与 G e n B a n k ( U 7 5 2 8 5 ：

1 8 2 1 ～ 2 8 0 0 ) 报 道 的 序 列 完 全 一 致 。

2 ． 6 肿 瘤 特异 性 启 动 子 调 控 表 达 活 性 检 测

重 组 质 粒 p G L — H — R E D 、 p G L — L H — R E D 和

p G L — S — R E D 转 化 A 5 4 9 细 胞 和 M R C 一 5 细 胞 7 2 h

后 ， 在 荧 光 显 微 镜 下 可 见 3 种 质 粒 转 化 的 A 5 4 9 细 胞

呈 现 出 强 度 不 同 的 红 色 荧 光 ， 其 中 p G L — S — R E D 红 色

荧 光 最 强 、 p G L — L H — R E D 次 之 、 p G L — H — R E D 荧 光

最 弱 ：3 种 质 粒 转 化 的 M R C 一 5 细 胞 均 没 有 红 色 荧

光 。 对 照 质 粒 ( p D s R e d l - C l 质 粒 ) 转 化 2 种 细 胞 后

均 出现 较 强 的 红 色荧 光 ( 图 6 ) 。 用 I m a g e p r o
— P l u s 6 ． 0

软 件 分 析 不 同启 动 子 启 动 红 色 荧 光 表 达 的 强 度 ( 表

1 ) ， 结 果 表 明 ：3 种 肿 瘤 特 异 性 启 动 子 所 调 控 的 真

5 0 0 0

2 5 0 0

1 0 0 0

7 5 0

5 0 0

2 5 Ⅱ

1 ． D N A m a r k e r ( D L 2 0 0 0 + D L l 5 0 0 0 ) ：

2 ． p G L — H — R E D 质粒 经 K 肌 I 和 x 如 I 双 酶 切 ；

3 ． p G L — L H — R E D 质粒 经 K 肌 I 和 x 如 I 双 酶切 ；

4 ． p G L — S — R E D 质粒 经 K p n I 和 x ^ 0 I 双 酶 切

图 5 重 组 p G L — L H — R E D 及 p G L — S — R E D 质 粒 双 酶 切 鉴 定

核 表 达 质 粒 在 肺 癌 A 5 4 9 细 胞 中 均 启 动 了 表 达 ， 其

中 S u r v i v i n 启 动 子 在 A 5 4 9 细 胞 中具 有 相 对 较 强 的

肿 瘤 特 异 性 启 动 活 性 ， 但 其 在 肺 癌 A 5 4 9 细 胞 中 的

启 动 能 力 低 于 p D s R e d l — C 1 质 粒 中 的 C M V 启 动 子 ，

S u r v i v i n 启 动 子 启 动 活 性 约 为 C M V 启 动 子 的

7 6 ． 2 6 ％ 。

3 讨 论

近 年 来 ， 肿 瘤 的 基 因 治 疗 已 成 为 肿 瘤 防 治 研 究

的 一 个 热 点 ， 基 因 治 疗 能 否 成 功 应 用 于 临 床 实 践 的

关 键 问 题 是 能 否 提 高 治 疗 基 因 的 靶 向 性 和 表 达 效

率 ， 以 保 证 治 疗 的 安 全 性 和 有 效 性 。 h T E R T 是 端 粒

酶 催 化 亚 单 位 ， 与 端 粒 酶 活 性 呈 正 相 关 。 研 究 表 明 ，

正 常体 细 胞 中不 含 h T E R T ， 但 肿 瘤 细 胞 等 永 生 化 细

胞 中含 有 h T E R T t4 1
。 由 于 h T E R T 仅 在 肿 瘤 等具 有 端

粒 酶 活 性 的 细 胞 中 表 达 ， 也 即 在 这 些 细 胞 中 存 在

h T E R T 启 动 子 的 活 性 ， 因 此 可 用 h T E R T 启 动 子 调

控 自杀 基 因 等 抗 肿 瘤 基 因 在 肿 瘤 组 织 中 特 异 性 表

达 并 特 异 地 作 用 于 肿 瘤 细 胞 。 S u r v i v i n 是 1 9 9 7 年 由

A m b r o s i n i 等 发 现 的 一 种 具 有 肿 瘤 特 异 性 表 达 的 细

胞 凋 亡 抑 制 因 子 【5_
。 S u r v i v i n 蛋 白与肺 癌 组 织 病 理 分

级 、 T N M 分 期 、 淋 巴 结 转 移 、 预 后 、 P 5 3 蛋 白 过 表 达

呈 正 相 关 ， 说 明 S u r v i v i n 蛋 白 的 表 达 预 示 肿 瘤 有 较

高 的 侵 袭 性 和 不 良预 后 l“
。 B a o 等 【7 I证 实 ， S u r v i v i n 蛋

白 在 肿 瘤 组 织 中 的 表 达 调 控 是 发 生 在 转 录 水 平 ，

S u r v i v i n 基 因 的 启 动 子 是 一 种 肿 瘤 特 异 性 启 动 子 ，
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N o 重 复实验次数 ；
”

I O D ／e e l l 每个 表达 红 色荧光 蛋 白细胞 的平均 积分光 密度

能 够 选 择 性 地 在 肺 癌 组 织 中 激 活 其 后 的 外 源 基 因

的转 录 ， 从 而 实 现 对 治 疗 基 因 在 肺 癌 细 胞 中 的 选 择

性 表 达 。

我们 采 用 P C R 法 、 以 肺 癌 A 5 4 9 细 胞 基 因 组 为

模板 、 扩增 了位 于 转录 起 始点上 游 一 1 1 2 6 b p 到_ 4 3 b p

的 1 0 8 4 b p 的 h T E R T 启 动 子 基 因 片 段 (A F 0 9 7 3 6 5 ：

2 8 7 1- 3 9 5 4 ) ， 并将其克隆到 p G L 3 - h T E R T 质粒 中 ， 替 代

原 有 的 2 6 3 b p 的 H e p G 2 细 胞 来 源 的 h T E R T 启 动

子 。 经 测 序 证 实 ， 所 克 隆 的 1 0 8 4 b p h T E R T 启 动 子

序 列 与 G e n B a n k ( A F 0 9 7 3 6 5 ) 中 的 序 列 完 全 一 致 ．

p G L 3 一 h T E R T 质 粒 中 的 2 6 3 b p h T E R T 启 动 子 序 列

( A F 3 2 5 9 0 0 ：1 8 3 5 ～ 2 0 9 7 ) 与 所 扩 增 的 1 0 8 4 b p 启 动
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子 同源 ，1 084 bp启动子包含 263 bp(AF097365： 

3684-3946)序列。结果表明，从人肺癌 A549细胞克 

隆得到的 hTERT启动子序列与肝癌 HepG2细胞克 

隆得到的hTERT启动子的相对应片段的序列完全 

相 同 ，hTERT启动子 在不 同肿瘤 中具 有高 度保守 

性，与文献报道一致_引。由于 hTERT启动子和 Sur． 

vivin启动子序列GC含量较高，我们在 PCR过程中 

采用了TaKaRa公司生产的针对高 GC含量 DNA 

模板的LA Taq聚合酶和GC Buffer。 

启动子启动活性研究最常用的方法是用荧光 

素酶为报告基因检测，该方法所用质粒包括：pGL3一 

Basic及 pRL—tk，前者为无启动子的含有虫荧光素 

酶(Luciferase，Luc)基因的质粒，后者为含有 tk启动 

子控制的海洋腔肠荧 光素酶基 因(Renillaluciferase． 

RL)的质粒，在 pGL3一Basic基础上克隆进启动子序 

列后，与pRL—tk共转染靶细胞后，用双荧光检测系 

统测定转染细胞裂解液中 Luc和 RL活性，后者的 

活性反映每孔细胞的转染效率，启动子的相对活性 

以 Luc／RL的比值来表示【]I。该方法尽管准确可靠 ， 

但是该法涉及质粒较多、测定酶活性受检测试剂及 

仪器的限制，并且是间接反应启动水平、不直观。 

为了研究不同长度的 hTERT启动子和 Survivin 

启动子用于肺癌靶向性基因治疗的可能性，我们将 

pGL3一hTERT质粒的 luc基因(荧光素酶基因)替换 

成红色荧光蛋白基因，构建成 pGL—H—RED质粒， 

用 A549细胞来源的 1 084 bp hTERT启动子和 980 

bp Survivin启动子替换 pGL—H—RED质粒中263 bp 

HepG2来源的 hTERT启动子，分别构建成 pGL— 

LH—RED和 pGL—S—RED。通过脂质体将 pGL—H— 

RED、pGL—LH—RED和 pGL—S—RED质粒转入正常 

MRC一5细胞和肺癌 A549细胞 中，通过红色荧光蛋 

白的表达来研究 3种启动子在上述细胞 中的转录 

活性。结果显示，我们克隆的hTERT启动子和Sur— 

vivin启动子在对照细胞 MRC一5中无转录活性 ，而 

在肺癌 A549细胞中表达了红色荧光蛋白．3种启动 

子均表现出了肿瘤特异性。以pDsRed—C1质粒为对 

照质粒 ，通过 Imagepro—Plus6．0软件分析 A549细胞 

转染 72 h的蛋白表达水平，结果表明，Survivin启动 

子在 A549细胞中启动表达的红色荧光最强。其活 

性约为 pDsRedl—C1质粒中 CMV启动子活性的 

76．26％，1 084 bp hTERT启动子次之，263 bp hTERT 

启动子最弱。分析其可能原因有：①在肿瘤特异性 

启动子中，hTERT启动子、AFP启动子为弱启动子， 

其在肿瘤细胞中启动表达的hTERT和甲胎蛋白量 

较少；Survivin启动子属肿瘤特异的强启动子，其在 

A549等恶性肿瘤细胞中启动表达大量的 Survivin 

蛋白。②两种长度hTERT启动子在肺癌 A549细胞 

中均启动了红色荧光的表达，但 1 084 bp启动子在 

相 同时间启动 目的基 因表 达的能力明显强 于 263 

bp启动子片段。这两个片段启动子均包含“转录起 

始点上游 181 bp区域”的启动子活性关键序列。故 

在肺癌细胞中均启动了表达。但是可能 l 084 bp含 

有某些能增强启动子启动基因转录的序列，故其在 

A549细胞中的启动活性强于 263 bp的 hTERT启 

动子，这些未知功能序列如何调控下游启动子的功 

能，有待进一步研究 。 

在肺癌细胞中比较研究 hTERT启动子和 Sur- 

vivin启动子启动目的基因表达的效率，尚未见有相 

关文献报道。我们克隆的980 bp Survivin启动子在肺 

癌 A549细胞中具有较强的靶向转录特性，为进一步 

构建以该启动子为调控序列、肿瘤 自杀基因等抗肿 

瘤基因为 目的基因的真核表达质粒奠定了基础。 
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