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携带尤文肉瘤 EWS-FLI-1结合序列的 DTA表达载体构建及其对尤文肉瘤细胞杀伤

作用的研究

冯　岗 ,赵忠全 ,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　研究尤文氏肉瘤 EWS-FLI-1 融合蛋白的特异结合序列与 DTA基因融合后的表达及对尤文肉瘤细胞的

杀伤作用 ,为肿瘤基因治疗探索新的治疗方法。方法　构建含有 EWS-FLI-1 特异结合序列和白喉毒素 A链基因的表达载

体 pS2-DTA。转染尤文肉瘤细胞以及对照细胞后检测 DTA表达及其对细胞的杀伤作用。结果　表达载体 pS2-DTA 在尤文

肉瘤细胞系中高表达并产生强烈的杀伤作用。结论　pS2-DTA可以对尤文肉瘤细胞产生选择性杀伤作用 ,抑制其生长 , 对

尤文肉瘤的治疗有潜在的应用价值。
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Construction of an Ewing' s sarcoma specific expression vector of diphtheria toxin and

observation of the killing effect on cultured Ewing' s sarcoma cell line
FENG Gang , ZHAO Zhong-quan , WANG Dong-lin (Cancer Research Center , Xinqiao Hospital , Third Military Medical University ,

Chongqing 400037 , China)

　　Abstract:Objective　To construct an expression vector containing Ewing' s sarcoma EWS-FLI-1 specific bind-

ing sequence and diphtheria toxin A chain(DTA)gene sequence to investigate the killing effect of DTA on cultured

Ewing' s sarcoma cells so as to provide proof for the exploration of new methods for gene therapy for cancer.Methods

　Expression vector(pS2-DTA)containing EWS-FLI-1 specific binding sequence and DTA gene sequence was con-

structed by replacing the luciferase gene in pS2 with DTA gene at the points of Nco Ⅰ and Xba Ⅰ by molecular tech-

nique.After transfection of pS2-DTA into Ewing' s sarcoma cells and the control cells , DTA expression and its killing

effect on cells were detected.Results　pS2-DTA was highly expressed in Ewing' s sarcoma cell line , and the killing

effect of DTA was much higher than that in the control cells.Conclusion　pS2-DTA has selective killing effect on

Ewing' s sarcoma cells and can inhibit the growth of Ewing' s sarcoma cells.So pS2-DTA has potential value in the

treatment of Ewing' s sarcoma.

　　Key words:Ewing' s sarcoma;fusion gene;diphtheria toxin A chain;gene therapy

　　肿瘤基因治疗是目前较为活跃的研究领域 ,近年

进展迅速 。利用基因工程技术把天然毒素受体区基因

替换为抗体或细胞因子基因 ,制备出了许多具有特异

靶向作用的新毒素分子。与天然毒素分子相比它们具

有选择性识别 、杀伤过量表达某种分子的肿瘤细胞 ,而

对正常细胞的损害减少到最小
[ 1]
。白喉毒素(diphthe-

ria toxin , DT)由于其强大的细胞毒性作用因而倍受关

注。它是由 535个氨基酸残基组成的可分泌型蛋白 ,
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在胰蛋白酶作用下可以降解为 A(1-193残基)、B(194-

535残基)片段[ 2] ,起杀伤作用的是 A片段。白喉毒素

A片段通过阻止链延长因子 2(elongation factor 2 , EF-

2)在核糖体内促进多肽链延长 ,而抑制蛋白质合成造

成细胞死亡[ 3] 。

　　95%的尤文肿瘤家族(Ewing family of tumor , EFT)

具有特异性的 t(11;22)(q24;q12)染色体易位[ 4] ,形成

的 EWS-FLI1融合基因 ,是尤文肿瘤家族发生 、进展的

主要原因[ 5] ,也是诊断 、预后的标志物[ 6] 。EWS-FLI-1

是一个比正常细胞的 FLI-1活性强许多倍的新转录因

子 ,而且可以与一段特异基因结合[ 7] 。Mao 等[ 2]确定 ,

ACCGGAAGT 基因序列是 FLI-1 的最佳结合序列。

Rachel等
[ 5]
把该结合序列插入到虫荧光素酶报告质粒

中 ,转染到 7种不同尤文肉瘤细胞系及对照细胞 ,检测
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荧光强度 ,证实所有尤文肉瘤细胞系的荧光强度都比

对照组有显著升高(P <0.01)。

　　本研究中 ,我们构建了含有 ACCGGAAGT 基因序

列的 DTA表达载体 pS2-DTA。转染细胞后显示 , DTA

尤文肉瘤细胞中高表达 ,该表达载体具有特异性杀伤

尤文肉瘤细胞的作用 。我们的研究也为肿瘤基因治疗

提供了新的思路 。

1　材料和方法

1.1　材料
　　虫荧光素酶报告质粒 pS2 由美国 Ladanyi教授惠赠 , 质粒

pIBI30-DTA由美国 Maxwell教授惠赠。 尤文肉瘤细胞 RD-ES、

SK-ES 奥地利Kovar 教授惠赠 , 对照 NIH3T3 细胞 、工程菌 DH5α

由新桥医院肿瘤中心朱波博士惠赠 ,对照 Hela细胞由新桥医院

肿瘤中心王卫东博士惠赠。限制性内切酶 NCOⅠ 、Xba Ⅰ购于

NEW England 公司 , λDNA/ EcoR Ⅰ +HindⅢ Marker(125、564、

831 、947 、1 375、1 584、1 904、2 027、3 530、4 268、4 973、5 148、21

227 bp)购于华美生物工程公司 , 胶回收试剂盒 、DTAP Liposomal

Transfection Reagent、In situ cell death detection kit 购于 ROCH 公

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

喉A 链单克隆抗体购于吉泰公司 ,HistostainTM-Plus 免疫组化试

剂盒购于北京中山生物技术有限公司。

1.2　方法
1.2.1　DTA 表达载体的构建及鉴定　　质粒 pS2 和 pIBI30-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 T4DNA连接酶的作用下 , 用 DTA 片段

取代 pS2 中的虫荧光素酶基因 ,构建质粒 pS2-DTA(图 1)。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 ,并且由上海生工公司测序验证。

图 1　pS2-DTA 构建过程

Fig 1　Construction of pS2-DTA

1.2.2　细胞培养及脂质体转染　　在研究中分为试验组(尤

文肉瘤 RD-ES、SK-ES 细胞)以及对照组(Hela、NIH3T3 细胞), 二

者在含 10%小牛血清的 1640 培养液 ,于 37 ℃, 5%CO2 , 饱和湿

度下培养。转染前 1 天 , 在 12 孔培养板内以 1×105 的密度接

种细胞到多聚赖氨酸处理后的盖玻片上 , 每种细胞作 3 个复

孔。待细胞长到 70%～ 80%融合时 , 以含 0.5 μg pS2-DTA、2.5

μl DOTAP和 1 ml 1640培养液进行混合转染。另取一个 12 孔培

养板作为质粒的阴性对照组 ,仅给予 2.5μl DOTAP和 1 ml 1640

培养液。4 h 后全部用 1 ml新鲜的 1640 培养液取代。

1.2.3　DTA 表达的免疫组织化学检测　　转染后 48 h , 弃培养

液 ,PBS 清洗 , 95%乙醇固定 10 h , PBS 清洗 , 3%H2O2 浸泡 10

min ,正常羊血清封闭 20 min , 1∶100 稀释的鼠抗 DTA 单克隆抗

体溶液 , 湿盒中 4 ℃下孵育过夜。第 2 天用 PBS 清洗标本 , 滴

加生物素化二抗工作液 , 室温孵育 15 min , PBS 清洗 ,再滴加辣

根酶标记链酶卵白素工作液 , 室温孵育 15 min , PBS 清洗 DAB

显色 , 自来水冲洗 ,梯度乙醇脱水 ,二甲苯透明 , 中性树胶封固。

用柯达 200 D感光片进行拍照记录。

1.2.4　原位细胞凋亡检测　　细胞培养及转染的剂量 、方法

同上。转染后48 h ,弃细胞培养基 , PBS 清洗 , 4%多聚甲醛在15

～ 25 ℃下固定 1 h , PBS 清洗 , 0.1%TritonX-100在 2 ～ 8 ℃中浸

泡2 min , 根据试剂盒说明配制 500 μl TUNEL反应液。 加 50 μl

TUNEL反应液到细胞上 ,置于湿盒中 37 ℃孵育 1 h , PBS 清洗 ,

载玻片上加 1滴 PBS , 放上培养细胞的盖玻片 ,打开荧光显微镜

在发射光为 450～ 500 nm 吸收光为 515～ 565 nm 的条件下观察

并且照相 ,阳性部位为绿色荧光。

1.2.5　细胞存活率比较　　在 24 孔培养板内以 1×104 接种

上述细胞 ,转染方法同上。转染后 1 ～ 6 d消化细胞 、记数 ,绘制

生长曲线。转染后 96 h ,取 9滴细胞悬液 、1 滴 0.4%台盼蓝进

行拒染试验 ,计算细胞存活率。

1.3　统计学分析
　　数据用 SPSS11.0 软件进行统计分析 ,组间行配对 t 检验。

2　结果

2.1　质粒鉴定
　　pS2、pIBI30-DTA经 NCOⅠ 、XbaⅠ双酶切后 , 分别得到3 357

bp的载体片段及 579 bp的 DTA片段 , 图2。二者在 T4DNA 连接

酶作用下 ,构建的新质粒 pS2-DTA 再次经 NCOⅠ 、XbaⅠ双酶切

证实 , 含有 DTA片段和载体片段 , 图 3。 上海生工公司的测序

结果与Maxwell教授提供的 DTA基因序列完全相同 ,同时在其

上游检测到特异结合序列 ACCGGAAGT。

1 and 4:λDNA/ EcoRⅠ +Hind Ⅲ marker(125, 564, 831 , 947 , 1 375 ,

1 584 , 1 904 , 2 027 , 3 530 , 4 268 , 4 973 , 5 148 , and 21 227 bp);2:

Plasmid pS2;3:pS2 digested by NCOⅠ and Xba Ⅰ ;5:Plasmid pIBI30-

DTA;6:pIBI30-DTA digested by NCOⅠ and Xba Ⅰ

图 2　pS2 、pIBI30-DTA酶切电泳图

Fig 2　Electrophoregram of the digestion of pS2 and pIBI30-DTA
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1 and 5:λDNA/ EcoRⅠ +Hind Ⅲ marker(125, 564, 831 , 947 , 1 375 ,

1 584 , 1 904 , 2 027 , 3 530 , 4 268 , 4 973 , 5 148 , and 21 227 bp);2:

pS2 digested by NCOⅠ and Xba Ⅰ ;3:PIBI30-DTA digested by NCO Ⅰ

and XbaⅠ ;4:pS2-DTA digested by NCOⅠ and Xba Ⅰ

图 3　pS2-DTA 酶切鉴定图

Fig 3　Digestion of pS2-DTA

2.2　转染 pS2-DTA后 ,DTA表达的检测
　　由免疫组化结果 , 见图 4。可以看出转染 pS2-DTA 后阳性

细胞都是胞浆染棕色 , 以近细胞核周围更显著 , 尤文肉瘤细胞

染色的阳性率(RD-ES , 73%和 SK-ES , 69%)显著高于对照细胞

(Hela , 15%和 NIH3T3 , 17%),而且阳性部位染色深。

2.3　DTA对细胞的杀伤作用

　　尤文肉瘤细胞转染 pS2-DTA 后 , 分裂相少见 、生长缓慢而

且有较多的邹缩 、溶解细胞 , 发生调亡细胞的数量比对照细胞

多 ,见图 5。尤文肉瘤细胞的存活率(RD-ES , 23%;SK-ES ,

17%)明显比对照细胞(Hela, 80%;NIH3T3 , 85%)低(P <

0.01)。细胞生长曲线 , 见图 6 , 可以看出 ,Hela、NIH3T3 细胞经

短暂的抑制后迅速进入对数生长期 , 而 RD-ES 、SK-ES 细胞的生

长显著受抑制 ,直到第 6 天还没有恢复 。此结果表明 , pS2-DTA

对尤文肉瘤细胞有特异性杀伤作用 ,而对照细胞中这种杀伤作

用明显降低。

A:Hela cell;B:NIHST3 cell;C:RD-ES cell;D:SK-ES cell

图 4　白喉毒素 A链表达的免疫组织化学检测　(S-P×400)

Fig 4　Expression of DTA by immunohistochemistry　(S-P×400)

A:Hela cell;B:NIHST3 cell;C:RD-ES cell;D:SK-ES cell

图 5　TUNEL法原位凋亡检测结果

Fig 5　Detection of cell death by TUNEL method

图 6　转染 pS2-DTA细胞生长曲线(单位 1×104)

Fig 6　Cell growth curve after transfection of pS2-DTA

3　讨论

　　生物毒素 ,如白喉毒素 、假单胞菌外毒素 、蓖麻毒

素及眼镜蛇毒素等 ,由于其强大的细胞毒作用而受到

关注 ,近年来已开始用于恶性肿瘤治疗研究
[ 3]
。众多

生物毒素中 , DT 是应用较多的一种
[ 8]
。利用 DTA 片

段于不同载体结合就可以拼接成各种免疫毒素 ,能对

表达一些特异性受体或蛋白的细胞产生杀伤作用 ,尤

其是一些肿瘤细胞[ 9] 。但免疫毒素存在以下缺陷:①

免疫毒素为蛋白产物 ,机体会产生抗免疫毒素抗体。
②免疫毒素在作用于肿瘤细胞之前 ,对正常组织特别

是重要脏器血管内皮细胞(静脉给药)造成损伤 ,导致
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血栓形成和出血等[ 4] 。③由于肿瘤细胞缺乏特异性抗

原等原因 ,免疫毒素对肿瘤的特异性相对较差 。如何

使DT等生物毒素基因在肿瘤细胞特异 、高效地表达

是生物毒素靶向基因治疗的关键。一些恶性肿瘤特征

性的染色体易位形成的融合基因 ,为开展生物毒素靶

向基因治疗提供了重要线索[ 10] 。

　　本研究中 ,我们在 DTA 基因上游插入尤文肉瘤

EWS-FLI-1的特异结合序列 ,构建了一个新的 DTA 表

达载体 ,酶切和基因测序结果证实该载体构建与试验

设计一致 。脂质体是一种人工制备的携有双层包膜的

磷脂质小囊 ,可作为各类治疗药剂的人工膜和赋形剂 ,

目前广泛用于细胞的转染 。无论对悬浮还是贴壁细

胞 ,脂质体的转染效率都是比较高的 ,据记载较其他方

法高 10倍以上[ 11] 。脂质体法转染还具有重复性好 、

不含其他离子和操作方便以及可以通过多种途径给药

(静脉注射 、肌肉注射 、腹腔注射及靶区注射)的优点。

用脂质体把 pS2-DTA转入细胞后发现 ,尤文肉瘤细胞

的 EWS-FLI-1 特异性地识别了结合序列 ,并促进下游

DTA高表达。

　　免疫组化染色可见:①阳性部位胞浆染棕色 ,以近

胞核处更显著 ,说明白喉毒素 A链蛋白表达在胞浆 ,

这与它在核糖体内发生作用的特点一致 。②尤文肉瘤

细胞的染色细胞数量多 ,染色强度深 ,说明 ,转染 pS2-

DTA后DTA在尤文肉瘤细胞中高表达。DTA高表达 ,

引起细胞死亡 ,从而抑制生长。原位调亡检测结果表

明 ,在尤文肉瘤细胞中发生调亡的细胞数量显著高于

对照细胞。台盼蓝拒染试验显示 ,尤文肉瘤细胞存活

率显著低于对照细胞(P <0.01)。这两个结果相互印

证 ,共同说明 pS2-DTA 对尤文肉瘤细胞的杀伤作用显

著强于对照细胞 。细胞生长曲线进一步说明 ,尤文肉

瘤细胞的生长受到抑制 ,直到第 6天还没有进入对数

生长期。我们认为 pS2-DTA之所以选择性杀伤尤文肉

瘤细胞 ,可能是由于尤文肉瘤特异性的染色体易位形

成EWS-FLI-1融合基因 ,它产生的融合蛋白识别 DTA

基因上游的结合序列 ,然后利用自身强大的转录活性

使白喉毒素A链基因高表达 。
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3　讨论

　　慢性乙型肝炎病程长 ,探讨治疗过程中病毒量的变化与干

扰素的临床关系 ,对深入研究乙型肝炎的临床过程和指导治疗

有着重要意义。大多数患者(82.1%)血清 HBV-DNA 与 ALT 有

关 ,而仅少数患者血清 HBV-DNA 与 ALT 无关。即在 ALT 波动

过程中 ,HBV-DNA始终处于相对稳定水平[ 1] 。有关干扰素应答

和病毒含量相关的问题。国外学者认为两者密切相关[ 2] 。 本

研究中 ,治疗前病毒含量 , 经治疗后显著下降 ,且大多数患者在

停药 6 个月仍能维持疗效。 血清病毒含量与干扰素应答的关

系显示:病毒含量教低者 , 其对干扰素的生化和病毒应答率均

较高。研究结果支持干扰素应答和病毒含量相关的观点。

　　关键词:HBV-DNA;PCR;干扰素;肝损伤
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