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AFP启动子调控增强型绿色荧光蛋白在人肝癌细胞中表达的研究

郝　萍 ,王东林　　(第三军医大学新桥医院肿瘤科 , 全军肿瘤诊治中心 , 重庆市肿瘤生物技术研究所 ,重庆 400037)

　　提　要:目的　研究人 0.3 kb的 AFP启动子序列对 EGFP 在人肝癌细胞中表达的影响。方法　通过设计含有特定酶

切位点的引物 ,选择性地从人基因组中扩增出人甲胎蛋白启动子(AFP promoter)序列 , 分别构建含有 AFP启动子序列和增

强型绿色荧光蛋白(EGFP)及 AFP 启动子序列和DTA基因的真核表达载体 pAF-EGFP、pAF- DTA;将 pAF- EGFP转染HepG2、

SMMC-7721及 NIH3T3 后进行荧光强度检测。结果　转染 pAF-EGFP质粒细胞的 EGFP 表达量在 HepG2 细胞中明显高于

SMMC-7721、NIH3T3 细胞 ,组间差异显著(P<0.01)。结论　AFP启动子可以特异性地启动它后面的目的基因在 AFP阳性

的细胞中高效表达。
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Study of AFP promoter on the expression of EGFP in human hepatoma cells
HAO Ping , WANG Dong-lin(Cancer Center , Xinqiao Hospital , Third Military Medical University , Chongqing 400037 , China)

　　Abstract:Objective　To evaluate the effects of 0.3 kb human alpha-fetoprotein(AFP)promotor on the ex-

pression of enhanced green fluorescent protein (EGFP)in human hepatoma cells.Methods　By constructing the

primer with special enzyme site , humanAFP promoterwas selectively amplified from human gene bank and eukaryon-

expressed pAF-EGFP and pAF-DTA with AFP promotor and EGFP and with AFP promotor and DTA , respectively.

pAF-EGFP was transfected into HepG2 , SMMC-7721 , andNIH3T3.The fluorescence was detected in order to evalu-

ate the transfection rate.Results　The expression of EGFP in HepG2 cells transfected with pAF-EGFP was signifi-

cantly higher than that in SMMC-7721 and NIH3T3 cells(P<0.01).Conclusion　AFP promotor can specifically

promote and accelerate the expression of target gene within the cell with positive AFP.
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　　肝细胞癌(hepatocellular carcinoma , HCC)是我国最

常见的恶性肿瘤之一 ,严重危害人类生命 ,手术 、放化

疗及介入等常规治疗疗效均不理想 ,随着现代分子生

物学理论和技术的飞速发展 ,及对肝癌发病机制认识

的不断深入 ,利用基因工程的手段 ,对肝癌的进行基因

治疗 ,有可能成为肝癌治疗的突破点之一 。基因治疗

中利用细胞或组织特异性启动子能够使目的基因在特

定的靶细胞中表达 ,从而最大程度地减少对正常组织

的毒副作用 。目前利用 AFP 转录调控序列驱动目的

基因表达是肝癌靶向治疗的主要手段[ 1 ～ 3] 。绿色荧光

蛋白(green fluorescent protein , GFP)因荧光性质稳定 ,

分子量小对目的基因的功能没有影响 ,且大量表达对

细胞没有毒性 ,检测方便而倍受重视[ 4] 。经突变改造
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的EGFP其荧光强度比野生型GFP(wtGFP)要高出 35

倍[ 5] 。本研究中通过构建由 AFP 启动子调控的 EGFP

真核表达载体 pAF-EGFP ,经脂质体转染研究 EGFP 在

人肝癌细胞中的表达 。

1　材料与方法

1.1　材料
　　HepG2 、NIH3T3 细胞 、工程菌 DH5α由本中心保存 , pS2-DTA

质粒由本中心赵忠全硕士构建 , SMMC-7721细胞由本校生物化

学教研室高会广博士惠赠 , pEGFP-C3 由军事医学科学院施畅博

士惠赠。限制性内切酶 NcoⅠ 、XbaⅠ 、KpnⅠ 、Hind Ⅲ购于 NEB

公司 , λDNA/ EcoRⅠ +Hind Ⅲ Marker购于华美生物工程公司 ,

胶回收试剂盒 、DOTAP Liposomal Transfection Reagent购于 ROCH

公司 , 质粒小量提取试剂盒 、T4DNA 连接酶购于 promega 公司 ,

组织 DNA 提取试剂盒购于 Omega公司。

1.2　方法
1.2.1　AFP启动子的克隆　　根据人 AFP 基因图谱[ 3]设计引

物并在上 、下游引物 5′端分别加入限制性内切酶 KpnⅠ 和 Hind

Ⅲ位点。引物序列为:
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　　上游:5′GGGGTACCCCTGAGGAGAATATTTGTTA3′;

　　下游:5′GCAAGCTTGCTGTTATTGGCAGTGGTGG3′。

　　取人 AFP 阳性肝癌组织 , 按照 Omega公司 Tissue DNA Kits

试剂盒操作说明抽提基因组 DNA , 用基因组 DNA 为模板进行

PCR扩增 ,并将产物纯化后进行测序。

1.2.2　EGFP的克隆　　根据 pEGFP-C3 的基因图谱设计引物

并在上 、下游引物 5′端分别加入限制性内切酶 Nco Ⅰ和 Xba Ⅰ

位点。

　　上游引物为:5′-GCCCATGGGACCAGCTCGACCTGCCGC-3′;

　　下游引物为:5′-GCTCTAGACACGAACTCCAGCAGGACC-3′。

　　取 pEGFP-C3 质粒 , 按照 Omega 公司质粒小量提取试剂盒

进行提取 , PCR扩增产物纯化后电泳 ,用胶回收试剂盒回收目

的片段。

1.2.3　表达载体构建[ 6]

1.2.3.1　DTA 表达载体的构建　　质粒 pS2-DTA 用 Kpn Ⅰ 、

HindⅢ进行双酶切 , 切下 SV40 promoter 片段 , 电泳后按胶回收

试剂盒说明进行回收。在 T4DNA连接酶的作用下 , 将 0.3 kb 的

AFP启动子片段定向克隆到去除了 SV40 promoter 片段的载体

上 ,构建成新质粒 pAF-DTA 。转化工程菌 DH5α后 , 挑取单个克

隆进行质粒小量提取 ,再用 Kpn Ⅰ 、HindⅢ进行双酶切证实 , 并

由上海博亚生物技术有限公司进行测序验证。

1.2.3.2　EGFP表达载体构建　　PCR产物 EGFP片段和质粒

pAF-DTA 分别用 NcoⅠ 、XbaⅠ进行双酶切 , 电泳后切下目的片

段 ,按胶回收试剂盒说明进行回收。在 T4 连接酶的作用下 ,

EGFP片段取代 pAF-DTA 中的 DTA 基因 , 构建成新质粒 pAF-

EGFP。转化工程菌 DH5α后 , 挑取单个克隆进行质粒小量提

取 ,再用 NcoⅠ 、XbaⅠ进行双酶切验证。

1.2.4　细胞培养[ 7] 　　在研究中分实验组(AFP阳性肝癌细胞

系HepG2)及对照组(AFP阴性肝癌细胞系SMMC-7721 及小鼠成

纤维细胞NIH3T3), 3株细胞在含 10%小牛血清的 1640 培养基

中 ,于 37 ℃, 5%CO2 ,饱和湿度下培养。

1.2.5　脂质体转染　　转染前 1 d ,在 12 孔培养板内以 1×105

接种细胞 ,每种细胞做 12 个复孔 ,其中 6 孔作实验组 ,另 6 孔作

阴性对照 ,共 3 个 12 孔培养板。待细胞生长到 70%～ 80%密

度时 , 以含 0.5 μg pAF-EGFP、2.5 μl DOTAP 和 1 ml 无血清的

1640培养基进行混合转染 , 对照组给予 0.5 μg EGFP、2.5 μl

DOTAP和 1 ml无血清的 1640 培养基。3 ～ 6 h 后用 1 ml含 10%

小牛血清的 1640培养基取代。

1.2.6　EGFP 荧光强度检测(虫荧光素酶活性分析法)　　转

染48 h 后 PBS 清洗培养细胞 , 加入适量 1×lysis buffer , 将细胞

转入微量离心管置冰上 ,离心后将细胞裂解液置于检测管并放

入照度计中检测 EGFP 的荧光强度 , 用于评价重组质粒 pAF-

EGFP在肿瘤细胞中的表达。

1.3　统计学处理
　　结果用 x±s表示 ,采用 SPSS11.0 统计软件 ,组间比较采用

单因素方差分析及均数间多重比较。

2　结果

2.1　AFP 启动子克隆的鉴定
　　AFP启动子 PCR产物纯化后 1%琼脂糖凝胶电泳在 300 bp

处见1 条带 ,说明AFP启动子克隆成功。测序结果与Gene bank

公布的AFP 基因序列完全相同。

2.2　重组质粒 pAF-DTA 、pAF-EGFP 的酶切鉴定
　　用 KpnⅠ 、Hind Ⅲ对 pAF-DTA 质粒双酶切 , 得到 0.3 kb 的

AFP启动子片段和 3 733 bp 的大片段 , 证明 pAF-DTA 构建的正

确(图 1)。用 NcoⅠ 、Xba Ⅰ对 pAF-EGFP质粒双酶切 , 得到 630

bp的 EGFP 片段和 3 435 bp 片段 , 与目的片段大小相同 , 证明

pAF-EGFP 构建及方向正确(图 2)。

1:λDNA/ EcoRⅠ +HindⅢ marker(125bp , 564 bp , 831 bp , 947 bp , 1

375 bp , 1 584 bp , 1 904 bp , 2 027 bp , 3 530 bp , 4 268 bp , 4 973 bp ,

5 148 bp , 21 227 bp);2:Plasmid pAF-DTA digested with Kpn Ⅰ and

Hind Ⅲ;3:Plasmid pAF-DTA;4:Plasmid pAF-DTA digested with Kpn

Ⅰ ;5:Plasmid pAF-DTA digested with HindⅢ

图 1　pAF-DTA 酶切鉴定

Fig 1　Restriction analysis of the digestion of pAF-DTA

1:λDNA/ EcoRⅠ +HindⅢ marker(125bp , 564 bp , 831 bp , 947 bp , 1

375 bp , 1 584 bp , 1 904 bp , 2 027 bp , 3 530 bp , 4 268 bp , 4 973 bp ,

5 148 bp, 21 227 bp);2:Plasmid pAF-EGFP digested with Nco Ⅰ and

XbaⅠ ;3:Plasmid pAF-EGFP;4:Plasmid pAF-EGFP digested with Nco

Ⅰ ;5:Plasmid pAF-EGFP digested with XbaⅠ

图 2　pAF-EGFP酶切鉴定

Fig 2　Restriction analysis of the digestion of pAF-EGFP

2.3　AFP 启动子功能检测
　　分别将 pAF-EGFP质粒 、EGFP质粒转染 AFP阳性的 HepG2

细胞和对照组AFP 阴性的 SMMC-7721 和 NIH3T3 细胞 , 对细胞

EGFP表达量进行虫荧光素酶活性分析 ,结果(图 3)显示:转染

pAF-EGFP 质粒的HepG2 细胞中的荧光强度明显高于转染 pAF-

EGFP质粒的 SMMC-7721 和 NIH3T3 细胞及转染 EGFP 片段的

HepG2、SMMC-7721 和 NIH3T3 细胞。表明 AFP启动子特异性地

启动其下游的 EGFP基因在 AFP阳性的肝癌细胞中高效表达。
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F=192.453, P =0.000, ＊＊:P <0.01 vs A;A:HepG2+pAF-

EGFP;B:HepG2+EGFP;C:SMMC+pAF-EGFP;D:SMMC+EGFP;

E:NIH3T3+pAF-EGFP;F:NIH3T3+EGFP

图 3　细胞荧光强度比较

Fig 3　Comparison of fluorescence intensities in cells

3　讨论

　　HCC 是一种恶性程度极高及预后较差的恶性肿

瘤 ,尽管目前肝癌的治疗方法较多 ,但仍不能从根本上
改善病人的预后 。其高发病率和死亡率促进了其基因

治疗和诊断的发展。自杀基因治疗是利用某些病毒等
微生物含有的 ,而哺乳动物没有的特殊代谢途径来杀
死肿瘤细胞。目的基因的靶向性传导表达对肝癌的治

疗极重要 ,而载体起关键作用 ,目前利用肝癌组织特异
性启动子AFP 驱动治疗基因表达是肝癌靶向基因治

疗的主要手段。

　　AFP 为胎儿生长和胚胎发育必需蛋白 ,起着保护
胚胎不受母体排斥的作用。胎儿出生后 AFP 浓度急

剧下降 ,约出生后 5周血清 AFP 降至正常水平 。肝癌
时AFP 来源于肝癌细胞 ,AFP 合成位于内质网核糖体
上 ,不是所有肝癌细胞 AFP 均呈阳性 ,约 60%～ 70%

肝癌患者血清 AFP 水平升高。FP 启动子区含有正常

的TATA盒以及GRE和两个HNF结合位点 ,但却不含

有典型的 CCAAT 区域。在肝细胞分化生长时 ,HNF 结
合位点也可被核心因子-1和 CCAAT 增强子结合蛋白

所识别 ,所以在正常肝细胞中 ,核心因子-1和 CCAAT

增强子结合蛋白可与 HNF-1在此结合位点共同形成
一个 DNA-蛋白质复合物 ,抑制了AFP 启动子的活性。

所以在正常肝组织中 AFP 启动子不能启动其下游基

因表达AFP[ 8] 。Nahon等[ 9]报道人的 AFP 基因启动子

区有 DNA序列保守区 ,这些保守区可能与肝AFP 基因

特异表达有关。Huber等
[ 10]
在体外实验中与肝癌细胞

内特异性地表达与 AFP 启动子相偶联的单纯疱疹胞

苷激酶(HSV-TK)基因 ,而由于正常肝细胞对甲胎蛋白

启动子无高应答性 ,因而可使 HSV-TK 的表达局限于
肝癌细胞中 ,这一结果说明 AFP启动子能促进其下游

基因的表达 。为了达到对肝癌细胞的特异杀伤作用 ,以

往研究曾尝试了AFP 的许多调控元件 ,包括7.6 kb的5′
端前导序列等 ,但7.6 kb片段太大 ,一方面不易操作 ,另

一方面除启动子外还有许多正 、负调控元件 ,专一效果

并不很好
[ 11]
。Aldo 等

[ 8]
后来证实 , 300 bp 的人AFP 启

动子序列已足以在人 、大鼠细胞中启动目的基因的表

达 ,利用含这种启动子的逆转录病毒载体在AFP阳性的

肝癌细胞株中取得了高效特异表达自杀基因的效果 。

0.3 kb的启动子由于不含增强子序列 ,其活性较温和 ,
不至于对也分泌AFP的肝脏干细胞产生太大毒性 ,有利
于体内转基因治疗的进行。为了避免 SV40 启动子对

AFP启动子专一性的影响 ,我们构建载体时去除了SV40

启动子 ,所构建的载体只含有AFP启动子 。

　　转染 pAF-EGFP质粒细胞的 EGFP表达量在AFP阳

性肝癌细胞 HepG2中高表达 ,而在AFP 阴性肝癌细胞

SMMC7721及NIH3T3细胞中弱表达 ,表明AFP 启动子

可以特异性地启动其下游的目的基因在AFP 阳性的细

胞中高效表达。
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