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#靶向调控炭疽毒素致死因子"
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#表达对人肺腺癌
C21A

细胞活力

及凋亡,坏死的影响%方法
"

构建含
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L

或
0XF

启动子"

0XF

L

#且表达
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的真核质粒表达载体"

L

GNZ<N

L

B3/

或
L

0XFB
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#!分别转染人肺腺癌
C21A

细胞株和正常人胚肺成纤维
X<0B2

细胞株%针对
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X<0B2

$
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X<0B2
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B3/

六组细胞!分别采用
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和
I8'M895_:?M

检测
3/J<-C

和蛋白表达!用
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分析检测细胞活力!用

流式细胞仪检测细胞凋亡,坏死%结果
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与
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组比较!

C21A

GNZ<N
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B3/

组$

C21A

0XF

L

B3/

组均出现明显的
3/J<-C

和蛋白表达!以

及细胞活力降低和凋亡,坏死率上升&与
C21A

GNZ<N

L

B3/

组相比!

C21A

0XF

L

B3/

组
3/J<-C

和蛋白表达更高!细胞活力降低和凋亡,坏

死率上升更明显%与
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组比较!

X<0B2

GNZ<N

L

B3/
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3/J<-C

和蛋白表达!细胞活力和凋亡,坏死率亦无明显变

化!但
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和蛋白表达上升!细胞活力降低和凋亡,坏死率增加%结论
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能特异性地驱动
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表

达并杀伤人肺腺癌
C21A

细胞!但避免了对
X<0B2

细胞的毒性!可望提供一种针对肺腺癌细胞且不良反应小的靶向治疗策略%
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利用生物毒素杀伤肿瘤细胞是当前肿瘤治疗的方向之一$

但目前常用的生物毒素或毒性不够$或缺乏对肿瘤细胞的特异

性$从而限制了其应用#近年$作为炭疽毒素的组分之一$炭疽

毒素致死因子!

3/

"以其独特性受到关注*

#

+

#因为
3/

具有强

烈的细胞内毒性$但在细胞外并无毒性$

3/

需要在保护性抗原

!

PC

"结合于胞膜受体的介导下$才能进入胞浆发挥细胞毒作

用#所以$通过基因转染$让
3/

表达于肺腺癌细胞$既可利用

其强烈细胞内毒性杀伤肿瘤细胞,而且毒素逸出或分泌到细胞

外后$因缺失
PC

的介导而不能进入并杀伤正常细胞$从而限

制其不良反应#另一方面$人端粒酶逆转录酶基因的启动子

!

GNZ<N

L

"在肺腺癌等肿瘤中活性明显上调$利用它可驱动下

游基因选择性在肺腺癌细胞中转录*

!

+

#本研究拟构建
GNZ<B

N

L

调控
3/

表达的质粒载体$用以转染人肺腺癌
C21A

细胞$

观察
3/

在
C21A

细胞内的表达$以及对
C21A

细胞活力和凋

亡)坏死的影响$为今后针对肺腺癌的特异性生物毒素治疗提

供实验依据#

!

"

材料与方法

!@!

"

材料
"

GNZ<N

L

序列及
3/

序列均由上海青禾公司行全

#2"#

重庆医学
!"#!

年
1

月第
1#

卷第
##

期

!

基金项目!国家自然科学基金资助项目!

,"*""2"+

",重庆自然科学基金资助项目!

0.N0

$

!""*OO2#!1

",第三军医大学科研创新基金资助

项目!
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基因合成#

P0<

引物序列用
D-C'M69

软件设计$订购于上海

生工公司$带有
0XF

启动子!

0XF

L

"的
L

CCFBX0.

真核表

达质粒载体购于
.M96M6

$

858

公司#脂质体 !

3;

L

?̂87M6J;58

NX!"""

"购于
=5Q;M9?

$

85

公司$质粒提取试剂盒购于
WJ8

$

6

公司$

N<=986

$

85M

购于
X<0

公司$

<N

试剂盒购于
XO=

公司$

P0<

试剂盒购于
NWiCOW

公司#羊抗
3/

抗体购于
.65M6

794a

公司&羊抗人
[CPDS

抗体和
S<P

标记的兔抗羊
=

$

[

二

抗购于中山公司#凋亡检测试剂盒购于碧云天公司#肺腺癌

C21A

细胞株和健康人胚肺成纤维细胞
X<0B2

皆由本研究所

保存$用含
#"R

胎牛血清的
DXZX

培养基常规传代培养于

,(Y

$

2R0W

!

条件下#

!@"

"

含
GNZ<N

L

或
0XF

L

且表达
3/

的质粒载体构建及细

胞转染
"

GNZ<N

L

核心序列参考
S?9;̀6H6

等*

,

+的文献$两侧

加上
X:4=

酶切位点!

0[0[N

"和
O'6O=

酶切位点!

[CNN[

"$

其正链为
+A_

L

$正链%

2fB0[0 [N[ C0[ 000 C[[ C00

[0[0NN000C0[N[[0[[C[[[C0N[[[[C000

[[[0C000[N00N[CNN[Bf,

$负链%

,fBC0N[0[[[N

00N[[0[0[ CC[[[N[0C00[00N000N[C000

0N[[[000[N[[[0C[[C0NCC0Bf2

#全基因合成并

测序正确#

3/

序列参考
L

4_J8>

基因库数据!

X,"!#"

"$选择

其
0D.

区除信号肽序列部分!

(*1B,##1

$

!,,#_

L

"$两侧加

e_6:

酶切位点!

0NC[C

"和
.67=

酶切位点!

[C[0N

"$共
!1,#

_

L

$亦行全基因合成并测序正确#

GNZ<N

L

核心序列正负链在退火缓冲液!

#"JJ?:N9;'

L

S*@"

$

2"JJ?:-60:

$

#JJ?:ZDNC

"中$等摩尔退火结合!

A2

Y2J;5

$室温"$形成双链结构#参考文献*

1

+操作$以
X:4=

和
O'6O=

进行双酶切$去除其
L

CCFBX0.

真核表达质粒载体

的
0XF

L

$再和
GNZ<N

L

核心序列在
N1

连接酶作用下重组$

转化
DS2

大肠杆菌$

CJ

L

抗性筛选扩增$试剂盒提取质粒$得

到由
GNZ<N

L

驱动的真核表达质粒载体
L

GNZ<N

L

BX0.

#然

后以
e_6:

和
.67=

酶切
L

GNZ<N

L

BX0.

的多克隆位点使之线

性化$插入
3/

序列$重组过程同前$得到构建含
GNZ<N

L

驱动

的表达
3/

的质粒载体
L

GNZ<N

L

B3/

#另取
L

CCFBX0.

载

体$直接
e_6:

和
.67=

酶切后和
3/

序列重组$得到
0XF

L

驱动

的表达
3/

的载体
L

0XFB3/

#上述载体分别与
3;

L

?̂87M6J;B

58

NX
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按
#

(

$

\,

(

3

结合成转染液复合物#加入
+

孔板中

的
C21A

细胞或
X<0B2

细胞$转染
!1G

后收获细胞$行以下实

验#每组
2

个样本#

!@#

"

转染前后
C21A

细胞的
3/

表达

!@#@!

"

<NBP0<

"

合成
3/

&

[CPDS

二对
P0<

引物%

3/

!

#A(

_

L

"%

2fB[CCC0CN0[[N0N[[CCCNCB,f

$

2fBCN[0C0

[NN[CC N[N CCN CC[B,f

#

[CPDS

!

12!_

L

"%

2fBC00

C0C[N00CN [00 CN0 C0B,f

$

2fBN00 C00 C000N[

NN[0N[NCB,f

#用
N<=986

$

85M

以一步法提取细胞!

#"

(

"总

<-C

$取
<-C!

(

$

进行
7D-C

合成%

(" Y 2J;5

$

,( Y 2

J;5

$

1!Y+"J;5

$

("Y#"J;5

$冰上,

P0<

扩增%

A1Y

预变性

#@2J;5

$!

A1Y"@2J;5

$

2"Y"@2J;5

$

(!Y#J;5

"!反复循

环"$

(!Y

延伸
2J;5

,

P0<

产物以
#@2R

琼脂糖凝胶电泳
#G

后$图像扫描$用
[CPDS

为内参照进行半定量分析$用相对

光密度值!

98:6M;Q8?

L

M;76:>85';M

K

$

<WD

"表示
3/J<-C

相对

含量#

!@#@"

"

I8'M895_:?M

"

用
N<=986

$

85M

提取细胞!

#"

(

"蛋白质#

取蛋白质
1"

(

$

以
#"R.D.BPC[Z

电泳分离,半干电转移蛋白

到
PFD/

膜$分别加一抗!羊抗
3/

$或羊抗人
[CPDS

"杂交
#

G

$二抗!

S<P

标记的兔抗羊
=

$

[

"杂交
#G

,

DCO

染色#图像扫

描分析$以
[CPDS

为内参照进行半定量分析$用
<WD

表示

3/

蛋白相对含量#

!@$

"

XNN

分析
"

各组细胞分别以
!@"d#"

1

)

J3

接种于
A+

孔细胞培养板$每孔
#""

(

3

#常规培养#

("R

融合时行转染

质粒处理
!1G

$再据以下过程进行
XNN

比色实验#!

#

"结晶%

每孔加入
!"

(

3XNN

溶液!

2J

$

)

J3

"$继续培养
1G

后终止

培养$在光镜下观察$可见细胞内形成蓝紫色结晶物,!

!

"溶解%

弃孔内上清液$加
#2"

(

3

二甲基亚砜!

DX.W

"$振荡
#"J;5

$

使蓝紫色结晶物溶解,!

,

"比色%选择
1A"5J

波长$在酶标仪上

测定各孔的光密度值!

DQ6:48

"#

!@%

"

流式细胞仪检测凋亡
"

根据试剂盒说明书操作%各组细

胞以胰酶消化$计数后取
#"

2 以
#"""

$

离心
2J;5

$弃上清$加

入
!""

(

3C558%;5FB/=N0

结合液
!

次重悬细胞#室温!

!"

"

!2Y

"避光孵育
#"J;5

#再加入
#"

(

3

碘化丙啶染色液$混

匀$冰浴避光放置
#"J;5

#随即进行流式细胞仪检测其凋亡)

坏死率!所有被
C558%;5FB/=N0

染色的细胞"#

C558%;5FB

/=N0

为绿色荧光$碘化丙啶为红色荧光#正常的活细胞不被

C558%;5FB/=N0

和碘化丙啶染色#凋亡早期的细胞仅被
C5B

58%;5FB/=N0

染色$坏死细胞和凋亡晚期的细胞可以同时被

C558%;5FB/=N0

和碘化丙啶染色#

!@&

"

统计学处理
"

数据用
1U4

表示$以
.P..#,@"

软件进行

单因素方差分析#

"

"

结
""

果

"@!

"

各组细胞
3/J<-C

表达
"

各组在
12!_

L

处皆显现明

亮的
[CPDS

内参照条带且无明显差别$部分可于
#A(_

L

处

见特异性
3/

基因条带#和
C21A

组比较$

C21A

GNZ<N

L

B3/

组&

C21A

0XF

L

B3/

组均出现明显的
3/J<-C

条带表达$见图
#

#和

C21A

GNZ<N

L

B3/

组比较$

C21A

0XF

L

B3/

组的
<WDJ<-C

值显著升高

!

!

#

"@"#

"$提示
GNZ<N

L

和
0XF

L

都能驱动
3/J<-C

表

达于
C21A

细胞中$但
0XF

L

效率更高$见表
#

#

X<0B2

和

X<0B2

GNZ<N

L

B3/

组皆未测出
3/J<-C

表达$但
X<0B2

0XF

L

B3/

组

中有一定
3/J<-C

表达$见图
!

#和
X<0B2

组比较$

X<0B

2

0XF

L

B3/

组的
<WD J<-C

显著升高!

!

#

"@"#

"$但
X<0B

2

GNZ<N

L

B3/

组的
<WDJ<-C

值差异无统计学意义$提示
0XF

L

在
X<0B2

细胞亦有活性$反之$

GNZ<N

L

并不能驱动
3/J<B

-C

在
X<0B2

细胞中表达$见表
!

#

""

#

%

C21A

,

!

%

C21A

GNZ<N

L

B3/

,

,

%

C21A

0XF

L

B3/

#

图
#

""L

GNZ<N

L

B3/

或
L

0XF

L

B3/

载体转染对
C21A

细胞

表达
3/J<-C

的影响'

<NBP0<

(

"@"

"

各组细胞
3/

蛋白表达
"

各组在相对分子质量
,+d#"

,

处皆显现明亮的
[CPDS

内参照印迹且无明显差别$部分可

于相对分子质量
A"d#"

, 处见特异性
3/

蛋白印迹#和
C21A

!2"#
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组比较$

C21A

GNZ<N

L

B3/

组&

C21A

0XF

L

B3/

组均出现明显的
3/

蛋白

表达$见图
,

#和
C21A

GNZ<N

L

B3/

组相比$

C21A

0XF

L

B3/

组
<WD

蛋

白值显著增高!

!

#

"@"#

"$提示
GNZ<N

L

能驱动
3/

蛋白表达

于
C21A

细胞中$但其效率低于
0XF

L

$见表
#

#

X<0B2

和

X<0B2

GNZ<N

L

B3/

组皆未测出
3/

蛋白表达$但
X<0B2

0XF

L

B3/

组中

有一定
3/

蛋白表达$见图
1

#和
X<0B2

组比较$

X<0B

2

0XF

L

B3/

组的
<WD

蛋白值显著升高!

!

#

"@"#

"$但
X<0B

2

GNZ<N

L

B3/

组的
<WD

蛋白值无显著差异$提示
0XF

L

在
X<0B2

细胞亦有活性$反之$

GNZ<N

L

并不能驱动
3/

蛋白在
X<0B2

细胞中表达$见表
!

#

""

#

%

X<0B2

,

!

%

X<0B2

GNZ<N

L

B3/

,

,

%

X<0B2

0XF

L

B3/

#

图
!

""L

GNZ<N

L

B3/

或
L

0XF

L

B3/

载体转染对
X<0B2

细胞表达
3/J<-C

的影响'

<NBP0<

(

""

#

%

C21A

,

!

%

C21A

GNZ<N

L

B3/

,

,

%

C21A

0XF

L

B3/

#

图
,

""L

GNZ<N

L

B3/

或
L

0XF

L

B3/

载体转染对
C21A

细胞表达
3/

蛋白的影响'

I8'M895_:?M

(

""

#

%

X<0B2

,

!

%

X<0B2

GNZ<N

L

B3/

,

,

%

X<0B2

0XF

L

B3/

#

图
1

""L

GNZ<N

L

B3/

或
L

0XF

L

B3/

载体转染对
X<0B2

细胞表达
3/

蛋白的影响'

I8'M895_:?M

(

表
#

""L

GNZ<N

L

B3/

或
L

0XF

L

B3/

载体转染对
C21A

细胞

表达正常
3/J<-C

和蛋白的影响'

1U4

%

%]2

(

指标
C21A

C21A

GNZ<N

L

B3/

C21A

0XF

L

B3/

<WDJ<-C "@",*U"@"#, "@(11U"@#1#

'

#@!*1U"@"((

''

<WD

蛋白
"@",1U"@"#( "@!*1U"@"+,

'

"@+,+U"@#"!

''

""

'

%

!

#

"@"#

$与
C21A

比较,

''

%

!

#

"@"#

$与
C21A

GNZ<N

L

B3/

比较#

表
!

""L

GNZ<N

L

B3/

或
L

0XF

L

B3/

载体转染对
X<0B2

细胞表达
3/J<-C

和蛋白的影响'

1U4

%

%]2

(

组别
X<0B2

X<0B2

GNZ<N

L

B3/

X<0B2

0XF

L

B3/

<WDJ<-C "@"1"U"@"#A "@"11U"@"!* "@(!!U"@#+"

'

<WD

蛋白
"@"!*U"@"#, "@"2"U"@"!( "@++*U"@#"A

'

""

'

%

!

#

"@"#

$与
X<0B2

比较#

"@#

"

各组细胞活力比较
"

和
C21A

组比较$

C21A

GNZ<N

L

B3/

组&

C21A

0XF

L

B3/

组均出现明显的
D

值显著下降 !

!

#

"@"#

"$

C21A

0XF

L

B3/

的
D

值又较
C21A

GNZ<N

L

B3/

更低!

!

#

"@"#

"$提示$

GNZ<N

L

和
0XF

L

能驱动
3/

表达于
C21A

细胞后$皆能有效

降低细胞活力$而
GNZ<N

L

的效能弱于
0XF

L

$见表
,

#和

X<0B2

组比较$

X<0B2

GNZ<N

L

B3/

组
D

值无显著差异$而
X<0B

2

0XF

L

B3/

组
D

值显著降低!

!

#

"@"#

"$提示
L

GNZ<N

L

B3/

载体

转染对
X<0B2

细胞无显著影响$但
L

0XF

L

B3/

载体转染能在

一定程度上抑制
X<0B2

细胞活力$见表
1

#

"@$

"

各组细胞凋亡)坏死率比较
"

和
C21A

细胞组比较$

C21A

GNZ<N

L

B3/

组&

C21A

0XF

L

B3/

组凋亡)坏死率显著增加!

!

#

"@"#

"$

C21A

0XF

L

B3/

的凋亡)坏死率又较
C21A

GNZ<N

L

B3/

更高!

!

#

"@"#

"$提示$

GNZ<N

L

和
0XF

L

能驱动
3/

表达于
C21A

细胞

后$皆能有效导致细胞凋亡)坏死$但
GNZ<N

L

的此方面效能

弱于
0XF

L

$见表
,

#和
X<0B2

组比较$

X<0B2

GNZ<N

L

B3/

组凋

亡)坏死率无显著差异$而
X<0B2

0XF

L

B3/

组凋亡)坏死率显著增

加!

!

#

"@"#

"$提示
L

GNZ<N

L

B3/

载体转染对
X<0B2

细胞凋

亡)坏死率无显著影响$但
L

0XF

L

B3/

载体转染能在一定程度

上导致
X<0B2

细胞发生凋亡)坏死$见表
1

#

表
,

""L

GNZ<N

L

B3/

或
L

0XF

L

B3/

载体转染对
C21A

细胞活力或凋亡)坏死影响'

1U4

%

%]2

(

指标
C21A

C21A

GNZ<N

L

B3/

C21A

0XF

L

B3/

XNND

值
"@#+*U"@"#+ "@#"+U"@"##

'

"@"+!U"@"#2

''

凋亡)坏死
"@"1*U"@"!1 "@2(1U"@##+

'

"@*#"U"@"+,

''

""

'

%

!

#

"@"#

$与
C21A

组比较,

''

%

!

#

"@"#

$与
C21A

GNZ<N

L

B3/

组

比较#

表
1

""L

GNZ<N

L

B3/

或
L

0XF

L

B3/

载体转染对
X<0B2

"

细胞活力或凋亡)坏死影响'

1U4

%

%]2

(

指标
X<0B2

X<0B2

GNZ<N

L

B3/

X<0B2

0XF

L

B3/

XNND

值
"@#!!U"@"#2 "@##1U"@"#* "@"*"U"@"#A

'

凋亡)坏死
"@"2*U"@"!! "@"*+U"@"## "@2!*U"@#1!

'

""

'

%

!

#

"@"#

$与
X<0B2

比较#

#

"

讨
""

论

目前临床常用的大多数化疗药属无机化合物$其靶向性和

杀伤性不足$限制了其临床效果$相比而言$生物毒素是自然进

化的产物$结构和种类多样$其毒性远较非生物毒素强$有望成

为抗肿瘤重要新药来源#炭疽毒素由炭疽杆菌产生$具有强大

的细胞内毒性$它包括
PC

&水肿因子!

Z/

"和
3/,

个组分$在

PC

结于敏感细胞膜受体的介导下$

Z/

和
3/

进入细胞发挥杀

伤作用#

3/

杀伤细胞的机制可能和灭活细胞内丝裂原激活的

蛋白激酶激酶!

XCPEE

"有关*

2B+

+

#缺乏
PC

介导时$单独的

3/

和
Z/

都不能进入并杀伤细胞#鉴于此$通过基因转染技

术$让
3/

特异性地表达于肿瘤细胞$有望实现针对肿瘤细胞

的靶向性杀伤$并减少对正常细胞的不良反应#

人端粒酶逆转录酶是细胞端粒酶活性的主要决定因素$在

包括肺腺癌在内的绝大部分肿瘤细胞中活化$而在大多数正常

体细胞中表达阴性$故
GNZ<N

L

可作为一种肿瘤特异性启动

子$实现在转录水平控制目的基因表达$以获得肿瘤治疗的特

异靶向性#但是$

GNZ<N

L

是否能驱动
3/

表达于肺腺癌

C21A

细胞$其杀伤效能如何$对正常细胞是否存在较大的不良

反应$尚未见相关报道#

0XF

L

活性强且适用细胞广泛$是目前基因真核表达研

究中最常用的启动子#在本研究中$本研究分别构建了

,2"#
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GNZ<N

L

或
0XF

L

驱动的
3/

真核表达载体$转染
C21A

细胞

和
X<0B2B!

细胞株$观察
3/

的表达和对细胞的杀伤#结果发

现$

GNZ<N

L

和
0XF

L

都能驱动
3/

表达于并杀伤
C21A

细

胞$杀伤效能包括细胞活力下降$凋亡)坏死率上升#所采用的

C558%;5FB/=N0

标记法$可以同时检测凋亡和坏死比例$其结

果和
XNN

分析法检测的细胞活力下降相一致#但
GNZ<N

L

的效能较
0XF

L

弱$这可能和
GNZ<N

L

的活性可能比
0XF

L

的活性低有关#另一方面$和
0XF

L

能驱动
3/

表达于
X<0B

2

细胞并杀伤后者相反$

GNZ<N

L

并不能驱动
3/

表达于并杀

伤
X<0B2

细胞#提示可能和
X<0B2

细胞中端粒酶活性为阴

性有关#这提示$

GNZ<N

L

驱动
3/

表达是肿瘤特异性的$避

免了对正常细胞的毒性#

本研究设想以下几种进一步增进
GNZ<N

L

的活性$以得

到更强的抑瘤效应的策略%!

#

"包括肺癌在内的实体肿瘤细胞

往往处于缺氧环境*

(

+

$且往往需要放射治疗$故可在
GNZ<N

L

上游增加缺氧或放射反应元件$构建成缺氧或放射诱导型增强

子$以增强
GNZ<N

L

的效能#!

!

"

GNZ<N

L

内部存在
ZB_?%

结

合元件$它是
7BX

K

7

等癌基因激活
GNZ<N

L

的重要结构*

*BA

+

$

故可通过人工基因合成$增加
ZB_?%

结合元件的拷贝数$亦有

望增加
GNZ<N

L

在肿瘤细胞内的活性#这方面$值得进一步

研究#此外$近来还发现$肿瘤血管表达炭疽毒素的另一组份

Z/

的受体
NZXB*

和
0X[B!

*

#"B##

+

$设想如果用
GNZ<N

L

驱动

分泌型
Z/

表达于肿瘤细胞$则有可能实现对肿瘤血管的靶向

性破坏#这方面$亦值得进一步地探索#

参考文献!

*

#

+

.4i

$

W9M;ag

$

3;4.

$

8M6:@.

K

'M8J6M;749?̀;56'8B67M;Q6M8>

65MG96%M?%;5MG896

LKL

9?>478'98

$

98'';?5'?̂ '4_74M658B

?4'G4J655?5B'J6::78:::45

$

M4J?9;56MG

K

J;754>8

J;78

*

g

+

@065789<8'

$

!""(

$

+(

!

(

"%

,,!AB,,,+@

*

!

+

D85

$

I[

$

g6

K

67G65>965[

$

I4[

$

8M6:@N4J?9B'

L

87;̂;7

67M;Q6M;?5 ?̂ G4J65M8:?J896'898Q89'8'M965'79;

L

M6'8

L

9?J?M8967M;Q;M

K

_

K

67M;Q6M;5

$

85G65789B_;5>;5

$L

9?M8;5B

!_8M6;5G4J65:45

$

76578978::'

*

g

+

@gO;?:0G8J

$

!""(

$

!*!

!

,+

"%

!+1+"B!+1("@

*

,

+

S?9;̀6H6=

$

06_:8P3

$
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