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! 引言
肺癌基因治疗在体外和动物体内实验中取得了较好的效果!

但临床试验及应用中却效果有限!这主要是因为基因转导效率低"
靶向性差"可调控性差和副作用大# 因此!研究和开发既能调控目
的基因表达! 又能靶向于肿瘤血管内皮细胞和肿瘤细胞的组织特
异性基因治疗!是肿瘤靶向性基因治疗的前沿和发展方向 "!#$%$利用
组织特异性启动子调控基因治疗过程中靶向性的研究! 已取得了

一定的进展$ 本研究应用基因工程技术!构建了转录靶向性 !"#
基因启动子调控的双自杀基因载体质粒 &’()*+,-(.&,/(0!
123-% 应用脂质体法将 &’()*+,-(.&,/(0123- 转入 !"# 基因
表达不同的细胞株并建立相应的转双自杀基因的细胞株%体内和
体外实验研究应用不同前药处理!对转双自杀基因细胞的生长及
裸鼠体成瘤性有影响$
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从人肺癌细胞株中克隆 !"# 基因的启动子!X>CFYR Z"/F>C [R\RP]"[ P["/"]"[^ 345P"#构建 !"# 基因启动子调控的双自杀
基因!$"%&’(!"真核表达质粒 P_4’NL;345P;7‘abcT3#将其导入 97dL*&$Heef1 和 ’Heef* 细胞#建立相应的转基因细胞系#并应
用不同的前药处理% 体内$外实验结果显示&345 启动子调控的双自杀基因在 345 高表达人肺癌细胞和人脐静脉内皮细胞靶向表达#
而在 !"# 不表达的正常细胞或正常血管内皮细胞中未检测到双自杀基因表达’联合应用 );g7 和 :7d 处理#对转双自杀基因细胞的
杀伤作用显著高于单独应用 );g7 或 :7d#且二者显示了良好的药物协同作用%

!!转录靶向性’基因治疗’双自杀基因’肺癌 !!!Bhf&
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图 ! ’()*+,-.)/’-0)1234. 质粒限制性
酶切琼脂糖电泳图

!"#$%&&&! ’"()#*+,-#.(/0#1234-! ,"()#*+,-#.(/0#1234-
"!"#5 和 $%&’!#!6"()#*+,-#.(/0#1234-"$%&’!和 ()*"$
5617 ! +189:;< 1<2 <2<(=9:’>:9<;6; :? =>< 9<;=96(=6:@
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! 材料与方法
!7& 材料
!7&7& 细胞株和动物

$778! 和 *$778& 细胞株为人肺大细胞肺癌细胞株!90:,&6
为人脐静脉内皮细胞株!;<(=’ 为人肝癌细胞株! 均由四川大学
华西医院四川省肺癌分子重点实验室提供"实验动物选用 >+$>?
0+ @A?@A 裸小鼠!均为雄性!由四川大学实验动物中心提供#动物
合格证号$&6B%& 鼠龄 C!8 周!体重 ’&!’B 1D无特殊病原体环境饲
养&
!7&7! 主要仪器和试剂

.*+ 抽提试剂盒及 .4/E0. 一步法试剂盒’ 常用 4FG#*+
聚合酶!均购自大连 4+-+.+ 公司" 图像扫描仪 H英国 E9 公司I"
丙烯酰胺’聚丙烯酰胺和 -#. 抗体’B/J0 和 =0:!均购自美国
KL1MF 公司(蛋白酶抑制剂#ENOP<FQ< L@RLSLPON )O)TPFL2 PFS2<PQ%购自
美国 .O)R< 公司(E:#J 膜购自美国 UL22L(ON< 公司(>0+ 微量蛋
白质定量试剂盒’KA(<NQL1@F2 V<QP EL)OV 化学发光试剂盒! 购自
EL<N)< 公司&
!7&7, 引物

-#.(W 上游引物$BX=04 0=+ =44 =44 =04 04= ==+ 4=4
404 ,X( 下游引物 $BX=++ =04 4=4 =00 ==4 +== +=+ ==+
4+4 ,X( 扩增片段长度为 ,CC S(&

#/F)PL@ 引物合成 $ 上游引物 $BX=+04+0040+4=++=+40
,X(下游引物$BX=+400+0+404=04==++ ,X(扩增片段长度$B&&
S(&

0# 引物 W 0# 基因序列号 =<@<SF@T KBC7&,& 上游引物$BX/
++= 044 +== 04+ =0+ +4= 40= ++4 ++0 =04/,X( 下游引
物$BX/==+ 400 400 +0= 444 =4+ +40 =+4 ==0 440/,X( 满
足条件$起始密码 +4=!终止密码由 4=+ 突变为 ==+!并在 BX 和
,X 端加上 $%&’ 555 和 +*,$ 5 酶切位点(扩增片段长度$!", TS&

4- 引物 W 4- 基因序列号 =<@<SF@T :&&6%&& 上游引物$BX/
==+ 400 ==0 === ==0 ==4 ==+ ==+ === ==4 +4= =04
40= 4+0/,X( 下游引物 $BX/404 +=+ 44+ =44 +=0 040 000
0+4 040/,X(满足条件$在 BX 端加上 8 个编码甘氨酸的密码子和
+*,$ 5 酶切位点!,X 端加上 ()* 5 酶切位点( 扩增片段长度$!"!
TS&
以上引物均由北京赛百盛生物工程公司合成&

!7! 方法
!7!7& 细胞培养
各组细胞均应用 !&Y的国产小牛血清!.EU5!C6& 培养基!培

养基中含有青霉素 !&& A1?M2 及链霉素 !&& $1?M2! 在 BY 0Z’’
,%"培养箱内培养& 细胞收集采用 &"’BY 胰酶消化!;F@T)Q 液洗
涤!离心"
!7!7! 体外实验
生长曲线*U44法%!具体方法参照说明书&

!7!7, /4-D0/ 检测 C/*+ 表达
反应体系 $.*+ ’ $1?6 $2!!& #E0. SA[[<N B $2!’B MO2?$

U102’ , $2!6$\*4E]!& MMO2?$^, $2!目的基因及内参照上’下游
引物各 ’ $2!4FG#*+ 聚合酶 &"B $2! 加双蒸水至反应总体积为
B& $2&
反应条件 $68"逆转录反应 ,& ML@D 7B"变性 B ML@!然后

76"变性 6& QD BB"退火 6& QD %’"延伸 C& Q!共 ,& 个循环 !再
%’"反应 % ML@!6"终止反应& 取产物 B $2进行电泳&
!7!7" 裸鼠体内成瘤性
取 ;<(=’’;<(=’ /_<)PON’;<(=’ /0#1234- $778!’$778! /

_<)PON’$778! / 0#1234- 和 *$778&’*$778& /_<)PON’*$778& /
0#1234- 共 7 组对数生长期的细胞!每组注射 B 只小鼠!每只小
鼠前腿腋窝皮下注射 &"’ M2 各组细胞悬液*细胞数为 ’$!&C个%&

接种后的第 !& 天开始经腹腔给药! 每组每只裸鼠均每 ’ 天经腹
腔用药*=0: !’B M1?!和 B/J) ! &&& M1?!%!共用药 !6 次& 每
日观察小鼠的成瘤情况!于第 ! 次给药后第 ,& 天处死小鼠&成瘤
性观察$处死裸鼠后!完整剥离肿瘤块!称重& 称重后瘤块一部分
迅速石腊包埋&
抑瘤率*Y%‘*对照组瘤重/实验组瘤重%?对照组瘤重$!&&Y&

!7, 统计学方法
实验数据为计量资料! 应用 a’或 J 检验! 用美国 KKEK!&"&

统计软件!并经计算机处理全部数据!以 -b&"&B 为有显著性差异D
-c&"&B 为无显著性差异&

, 结果
,7& .)/ 启动子的克隆与鉴定

-#.( 序列经 E0. 扩增后D 产物经 !"BY琼脂糖凝胶电泳D显
示一条带 D 未见其他非特异性杂带 D 其片段大小与预期值*,CC
S(%一致&E0. 产物回收后!测定 -#.( 的浓度$!"% M1?M2!电泳可
见一清晰的条带*图 !%&然后进行测序鉴定!-#.( 碱基序列与文
献报道一致& 说明 -#.( 已成功克隆&

,7! ’()*+,-.)/’-0)1234. 质粒的构建与鉴定
()#*+,/0U:\/0#123 质粒经限制性内切酶 !"#5 和 $%&’!

消化! 将包含有 !"#5 和 $%&’!酶切位点的 -#.( 基因片段与
()#*+,/0U:\/0#123 质粒 #*+ 以 !$, 的比例混合均匀! 并在
46 连接酶的作用下经克隆筛选获得环状 ()#*+,-#.(/0#1%
234- 质粒 *图 ’%! 再经 E0. 及酶切鉴定! 证明 ()#*+,-#.(/
0#1234- 质粒中包含有 -#.(’./ 和 01 基因! 且片段大小均与

图 & !"# 基因启动子
!" #$’ &&& 标准分子量!’"-#.(

5617 & 4>< ’9:AB(= :? !"# ’9:C:=:9
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图 3 456’738694:;6<#=>8 质粒中 8694!!"! #$
基因琼脂糖凝胶电泳图

!"#$%&&& 分子量标准!%"!" 基因!’"#$ 基因!("$"%基因启动子
?@<$ 3 >AB C<CD"EF FGF5HD"4IBEJE "K 8694L!" CMN %& <BMB

JM 4O6’73:8694:;N<G=>8 4GCE/JN P= Q;9

图 ) 各转基因细胞株 >8 /9’7 表达琼脂糖凝胶电泳图
!"#$%&&&!%"空白对照!’"$))*!!("+$))*&!,"-./’&( 细胞!0"1234%

?J<R ) >IB C<CD"EB BGBOHD"4IBEJE "K >8 /9’7 JM
HDCMEKBOHBN OBGGE P= 9>:Q;9

理论值相符!图 ’"#
3R3 转基因细胞株 ;6 和 >8 /9’7 表达的鉴定
各转基因细胞株在对数生长期时$提取细胞的总 5+6$应用

5789.5 检测 .# 和 7: ;5+6 表达# 结果显示$$))*!%+$))*&
和 -./’&( 转基因细胞中均有 .#%7: ;5+6 表达$ 且其片段大
小分别为 !"’ <=%!"! <=$分子量大小与理论值相符&而 1234% 转
基因后无 .#%7: ;5+6 表达 & 说明在 :#5 表达阳性细胞中
:#53 可以调控 !"%#$ 基因的表达!图 ($图 ,"#

3R& 联合应用 ):?; 和 S;T 对转双自杀基因细胞的杀伤作用
利用酶标仪分别检测’各实验组!$))*!%+$))*&%-./’&( 和

1234%"细胞于用药后第 ’ 天%第 0 天吸光度 6 值$共 % 次$计算
出其细胞存活率#研究观察到以下几点#! 转染双自杀基因各组
细胞!:#538.#>?@7:"未使用前体药物时$光镜观察细胞的生长
状态与转染空载体和原代细胞无明显差别$表明基因转染对细胞
的生长无显著影响# " 原代细胞和转染空载体细胞联合应用 ,8
A. 和 4./ 处理$光镜观察细胞的形态与生长能力与用药前相比
较无显著差异$细胞存活率亦无统计学差异$说明前体药物对未
转染双自杀基因!.#>?@7:"的各组细胞无显著杀伤作用# # 转
:#53 8.B>?@7: 细 胞 !$))*! 8.B>?@7:%+$))*& 8.B>?@7:%
-./’&(8.B>?@7: 和 1234%8.B>?@7:" 分别应用 ,8A.%4./ 和
,8A.!4./ 处理后C1234% ( 组细胞的存活率无显著性差异 !&D
&",E"$表明由于 1234% 细胞没有 :#53 转录活性$而使 1234%8
.#>?@7: 细胞中双自杀基因!.#>?@7:"均没有表达# 而 $))*!8
.B>?@7:%+$))*&8.B>?@7:%-./’&(8.B>?@7: 各 ( 组之间细胞存
活率均具有显著差异!&D&"&!"# 两两比较’,8A.!4./ 处理组的
各转基因细胞存活率均显著低于生理盐水组!&D&"&!"&联合 ,8
A.!4./ 用药组各转基因细胞存活率显著低于单独用药组 ,8A.
和 4./!&D&"&!($&D&"&!*"&而分别单独用药 ,8A. 或 4./ 组的
各转基因细胞$其存活率无显著统计学差异!&D&"’%"C说明 :#53
能够调控双自杀基因!.#>?@7:"在肺癌细胞和内皮细胞中的表
达$,8A. 和 4./ 单独或联合用药均对各转基因细胞具有杀伤作
用$ 且联合用药对各转基因细胞的杀伤能力显著强于 ,8A. 或
4./ 单独用药!&D&"&!("F表 !G#

3R) 联合应用 ):?; 和 S;T 对转双自杀基因细胞株裸鼠种植瘤
生长的影响

将 $))*!8.B>?@7:%+$))*&8.B>?@7: 和 1234%8.B>?@7: ’
组细胞分别接种在裸鼠右前腋皮下$E B 后开始有可见到的肿块
出现# !& B 后肿块直径约为 ! H;$第 !& 天开始给药!剂量以体重
计算"$隔天一次$共 !( 次$于给药后的第 ’& 天处死小鼠$解剖小
鼠并称重肿瘤$同时计算抑瘤率# 经 A 检验$’ 组细胞的种植瘤瘤
重有非常显著性差异 F&D&"&’!I$ 两两比较’$))*!8.#>?@7: 和
+$))*&8.B>?@7: 细胞组瘤重显著低于 1234%8.B>?@ 细胞组 F&D

图 & 各转基因细胞株中 ;6 /9’7 表达琼脂糖凝胶电泳图
!"#$%&&&!%"空白对照!’"$))*!!("+$))*&!,"-./’&( 细胞!0"1234%

?JUR & >IB CUCD"EB BGBOHD"4IBEJE "K ;6 /9’7 JM
HDCMEKBOHBN OBGGE P= 9>:Q;9
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表 1 ):?; 和V或 S;T 处理对转双自杀基因的
各组细胞生长的影响

>PGR 1 >IB JMKG.BMOB "K 4D"GJKBDCHJ"M "K HDCMEKBOHBN N".PGB
E.JOJNB UBMB ’( )’*+,

组
细胞存活率FJG

’+K ,8A.L,$>L;? 4./L!&&$>L;? ,8A.L,$>L;?!
4./L!&&$>L;?

1234%8.#>?@7:
$))*!8.#>?@7:
+$))*&8.#>?@7:
-./’&(8.#>?@7:

))"’
)(",
)0",
))",

)(",
E!"(
00",
E0"(

)E"0
0E"%
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表 1 ):?; 和V或 S;T 处理对转双自杀基因的
各组细胞生长的影响

>PGR 1 >IB JMKG.BMOB "K 4D"GJKBDCHJ"M "K HDCMEKBOHBN N".PGB
E.JOJNB UBMB ’( )’*+,

表 % ):?O!S;T 抑制双自杀基因转染的 WXXY1!
’WXXY* 和 ZF4S% 细胞裸鼠种植瘤生长
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!"!##$! 而 %&&’#()*+,-./ 和 0%&&’!1)2+,-./ 细胞组瘤重无统
计学差异"!3!"#4#$ %&&’#1)*+,-./ 和 0%&&’!1)2+,-./ 组抑瘤
率"5#"’!和 56"78%显著高于 9:;<41)2+,- 组"4"&8%和原代细胞
株组"!8%=!3!"!4#>"表 4%$

" 讨论
基因表达的组织特异性与其表达调控元件密切相关!基因编

码区的 ?"侧翼调控序列与细胞中的反式作用元件相互作用!决定
了某些基因只在特定组织细胞内表达$ 大量研究表明!"#$ 不仅
表达于肿瘤血管内皮细胞!而且广泛表达于不同组织来源的肿瘤
细胞!如乳腺癌&肝癌&神经胶质瘤及肺癌等!且肿瘤细胞中 "#$
表达强度多高于肿瘤血管内皮细胞 @6(5A$ 此外!肿瘤组织中的血管
平滑肌细胞及某些间质细胞也有 "#$ 表达@7!’A$应用 "#$ 基因启
动子调控目的基因在 "#$ 基因表达的细胞中表达也取得了一定
的进展$如 BC2,DEF 等 @&A应用 "#$ 启动子调控 .0G1! 在血管内皮
细胞中表达!而 HIJK- 等 @#!A应用 "#$ 启动子转录调控 %# 基因在
鼠肉瘤细胞及人卵巢癌细胞 LMN#! 细胞中表达$ 本研究应用基
因工程技术克隆了 "#$ 启动子基因!该启动子包括 /*O 启动子
活性的核心序列144? P;#Q#4? P;! 测序表明其碱基序列与理论
值一致! 构建了 /*O 启动子调控的双自杀基因表达载体质粒
;E*0R61/*O;1)*+,-./! 将其导入 /*O 蛋白表达水平不同的
肺癌细胞中!发现在 "#$ 基因高表达的细胞株中!)*+,-./ 融合
基因能够稳定表达!说明 "#$ 启动子具有完整的转录活性$
已有的结果显示!联合应用不同的自杀基因系统比单一系统

更有效$ " 二者具有协同的细胞毒作用$ OC+S,TUD 等@##A的研究结

果显示!转导 )*+,-./ 融合基因的神经胶质瘤细胞更易被杀灭$
#)*+,-./ 表达细胞放射敏感性显著增加!敏感性增加比例是单
用 )*V?1G) 系统的 4"WW 倍&XM2YV?1G) 系统的 6"&! 倍$ $ 双基
因的应用 Z使宿主对前药敏感性增加!从而克服了由于复发的肿
瘤细胞中存在对前体药物不敏感的耐药 9HM1./[的细胞’ 同时
也可以减少药物用量\ 增强了放射敏感性\ 以最低的辐射剂量使
*0R 双链断裂\杀灭瘤细胞@#4A$
应用 ?1G)&<)M 和 ?1G)$<)M 分别处理 9:;<4\9:;<41

]:E^CK 和 9:;<41)*+,-./!结果显示 6 组细胞的存活率均与对照
组比较无显著差异! 提示由于 9:;<4 细胞没有 /*O; 转录活性
而使 9:;<41)*+,-./ 细胞株中双自杀基因没有表达$ 而对于
/*O 表达阳性的细胞株"%&&’#!0%&&’! 和 _)M6!W%!单独应用
?1G) 或 <)M 时!各组转双自杀基因细胞的细胞存活率均较转空
载体组和原代细胞株组显著降低!但单独用药两组之间细胞存活
率无明显差异’各组转双自杀基因组联合使用 ?1G)$<)M 时!细
胞存活率显著低于单独用药组$说明 /*O; 调控双自杀基因可以
在 /*O 表达阳性的肺癌细胞和血管内皮细胞中表达!并且 ?1G)
和 <)M 联合用药对转双自杀基因细胞的杀伤作用显著强于 ?1
G) 或 <)M 单独用药$
将含转双自杀基因的肺癌细胞株"%&&’# 和 0%&&’!%及肝癌

细胞株"9:;<4%接种到裸鼠右腋皮下成瘤!系统给予前药 ?1G)
和 <)M 后观察到! 导入 "#$&’%#()*+" 基因的肺癌细胞种植瘤
的生长明显受到抑制\对人肺高转移大细胞肺癌 %&&’# 细胞株种
植瘤的生长抑制作用显著高于人肺低转移细胞株 0%&&’!! 而对
肝癌细胞 9:;<4 种植瘤的生长无影响$
本研究结果表明!/*O 启动子调控的双自杀基因可以靶向

地在高表达 /*O 的人肺癌细胞和人脐静脉内皮细胞中表达!而
在不表达 /*O 的正常细胞或正常血管内皮细胞中! 双自杀基因

不表达或表达很低$ 联合应用 ?1G) 和 <)M 处理!对转双自杀基
因细胞的杀伤作用显著高于单独应用 ?1G) 或 <)M!且二者显示
了良好的药物协同作用$ 本研究在实体瘤和细胞水平上均证实!
"#$ 基因启动子可调控双自杀基因在人肺癌血管内皮细胞和肺
癌细胞中特异性表达!为建立一个可能具有破坏肿瘤血管和杀伤
肿瘤细胞作用并适用于多种恶性实体瘤的基因治疗方案!提供了
理论基础和实验依据$
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