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ｈＴＥＲＴ启动子调控的ＰＵＭＡ重组腺病毒的构建与鉴定
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　　摘　要：目的　构建人端粒酶逆转录酶（ｈＴＥＲＴ）启动子调控的ＰＵＭＡ基因腺病毒载体（ＡｄｈＴＥＲＴＰＵＭＡ）及带有增强型

绿色荧光蛋白（ＥＧＦＰ）基因的腺病毒载体（ＡｄｈＴＥＲＴＰＵＭＡＥＧＦＰ）。方法　采用一系列的分子生物学技术将ｐ５３正向凋亡调

控因子ＰＵＭＡ基因插入ｈＴＥＲＴ的启动子下游，再将ＥＧＦＰ为分子标记插入到ＰＵＭＡ基因下游，最终将构建好的载体装入腺病

毒。双酶切实验证明重组腺病毒载体 ＡｄｈＴＥＲＴＰＵＭＡ和 ＡｄｈＴＥＲＴＰＵＭＡＥＧＦＰ构建是否成功。结果　载体均成功转配

腺病毒。转染１２ｈ后，部分ＨＥＫ２９３细胞出现了绿色荧光，可维持到７２ｈ。结论　成功构建重组腺病毒载体ＡｄｈＴＥＲＴＰＵＭＡ

和ＡｄｈＴＥＲＴＰＵＭＡＥＧＦＰ。
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　　腺病毒可有效感染并裂解部分肿瘤细胞，且在正常细胞内

不能复制，所以具有较好的安全性，可应用于肿瘤基因治疗。

已证实，端粒酶在８５％以上的人类肿瘤组织中活性上调，人端

粒 酶 逆 转 录 酶 （ｈｕｍａｎｔｅｌｏｍｅｒａｓｅｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ，

ｈＴＥＲＴ）的表达量与端粒酶活性成正比
［１２］。ｈＴＥＲＴ启动子

已被用作靶向转录启动子进行基因治疗研究，并在骨肉瘤、结

肠癌、肝癌等肿瘤进行了靶向基因治疗尝试［３］。ｐ５３正向凋亡

调控因子（ｐ５３ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄｍｏｄｕｌａｔｏｒｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓ，ＰＵＭＡ）在

恶性肿瘤凋亡中的研究已成该领域的热点，其治疗效果可能优

于ｐ５３，有望成为更好的基因治疗工具
［４６］。但由于缺乏靶向

性，在杀灭肿瘤细胞的同时也导致正常组织细胞凋亡，从而限

制了临床使用。本研究以ｈＴＥＲＴ系统及腺病毒为基础，构建

了携带ＰＵＭＡ目的基因的条件复制型腺病毒载体系统，为

ＰＵＭＡ在恶性肿瘤靶向治疗中的应用奠定基础。

１　材料与方法

１．１　主要试剂与材料　限制性内切酶、Ｔ４ＤＮＡ连接酶Ｔａｑ

酶购买于ＮＥＢ公司，质粒提取试剂盒购买于碧云天公司，细胞

培养相关试剂均购自Ｇｉｂｃｏ公司。ｈＴＥＲＴ启动子控制的腺病

毒载体ＡｄｈＴＥＲＴ购自上海生物科技有限公司，ｈＴＥＲＴ启动

子下游存在多克隆位点，人ＰＵＭＡ基因（ＮＭ０１４４１７）购自长

沙赢润生物技术有限公司，装载载体为 ｐＵＣ５７。绿色荧光蛋

白（ＥＧＦＰ）来自ｐＥＧＦＰＮ１质粒，购买于北京普博斯公司。设

计２对引物，均由上海英骏生物技术有限公司合成。ＰＵＭＡ

基因：上游引物Ｐ１：５′ＡＴＧＣＧＧＣＣＧＣＧＴＣＣＴＣＡＧＣＣＣ

ＴＣＧＣ３′，带有限制性内切酶 犖狅狋Ⅰ的酶切位点；下游引物

Ｐ２：５′ＣＧＧＡＡＴＴＣＴＧＣＴＧＣＴＣＣＴＣＴＴＧＴＣＴＣＣ３′，带

有犈犮狅ＲⅠ的酶切位点。ＥＧＦＰ基因：上游引物 Ｐ３：５′ＡＧＡ

ＡＴＣＧＣＧＣＧＧＣＣＧＣＴＧＧＣＣＣＣＴＣＣＣＴＣＧＧＧ３′，带有

犈犮狅ＲⅤ的酶切位点；下游引物 Ｐ４：５′ＴＡＧＡＴＣＴＧＣＴＧＣ

ＴＣＣＴＣＴＴＧＴＣＴＣＣ３′，带有犅犵Ⅲ的酶切位点。

１．２　方法

１．２．１　重组腺病毒质粒的构建及鉴定　聚合酶链式反应

（ＰＣＲ）合成带有 犖狅狋Ⅰ和犈犮狅ＲⅠ限制性内切酶酶切位点的

ＰＵＭＡ基因，按分子克隆常规程序将上述ＰＣＲ产物和腺病毒

载体ＡｄｈＴＥＲＴ进行ＤＮＡ的酶切、连接与转化，将ＰＵＭＡ基

因先行插入 ＡｄｈＴＥＲＴ下游的多克隆位点，完成重组腺病毒

载体 ＡｄｈＴＥＲＴＰＵＭＡ 的构建。ＰＣＲ合成带有犈犮狅ＲＶ 和

犅犵Ⅲ限制性内切酶酶切位点的ＥＧＦＰ基因，按分子克隆常规
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程序将上述ＰＣＲ产物和重组腺病毒载体 ＡｄｈＴＥＲＴＰＵＭＡ

进行ＤＮＡ的酶切、连接与转化，将ＥＧＦＰ基因先行插入 Ａｄ

ｈＴＥＲＴＰＵＭＡ下游的多克隆位点，完成重组腺病毒 Ａｄ

ｈＴＥＲＴＰＵＭＡＥＧＦＰ的构建。

１．２．２　重组腺病毒的制备　２种重组腺病毒质粒酶切鉴定正

确后，采用ＬｉｐｏｆｅｃｔＡＭＩＮＥ２０００转染试剂转染 ＨＥＫ２９３细胞

获得重组腺病毒。

１．２．３　重组腺病毒ＰＣＲ鉴定　参照ＤＮＡ提取试剂盒说明书

的流程提 ＡｄｈＴＥＲＴＰＵＭＡ和 ＡｄｈＴＥＲＴＰＵＭＡＥＧＦＰ病

毒基因组，以其作为模板，进行ＰＣＲ扩增。１．８％的琼脂糖凝

胶电泳验证。以正常 ＨＥＫ２９３细胞为阴性对照。

１．２．４　重组腺病毒的扩增与纯化　用成功构建的重组腺病毒

感染 ＨＥＫ２９３细胞，得到扩增的病毒粗提液，按照病毒纯化柱

说明书的流程纯化病毒。

１．２．５　重组腺病毒的转染实验　将纯化好的病毒 Ａｄ

ｈＴＥＲＴＰＵＭＡＥＧＦＰ用ＤＭＥＭ稀释为不同病毒浓度，感染

８０％～９０％汇合度的 ＨＥＫ２９３细胞９０ｍｉｎ，其间每隔１５ｍｉｎ

轻轻晃动培养皿，吸出病毒液，加入新鲜的ＤＭＥＭ 培养基，用

显微镜观察重组腺病毒的转染情况。

２　结　　果

２．１　目的基因的克隆以及质粒的构建　以购买的质粒为模

板，用ＰＣＲ的方法克隆ＰＵＭＡ和ＥＧＦＰ基因。将ＰＵＭＡ基

因通过限制性内切酶犖狅狋Ⅰ和犈犮狅ＲⅠ连接到ｈＴＥＲＴ启动子

控制的腺病毒载体 ＡｄｈＴＥＲＴ的ｈＴＥＲＴ启动子下游。通过

犎犻狀ｄⅢ＋犈犮狅ＲⅠ的双酶切验证，得到４５２３ｂｐ和６８５ｂｐ的２

个条带，确定质粒 ＡｄｈＴＥＲＴＰＵＭＡ 构建成功。同理，将

ＥＧＦＰ基因通过限制性内切酶 犖狅狋Ⅰ和犈犮狅ＲⅠ连接到质粒

ＡｄｈＴＥＲＴＰＵＭＡ中ＰＵＭＡ的下游，并通过犖狅狋Ⅰ＋犡犫犪Ⅰ

的双酶切验证，得到４５２１、６８５ｂｐ的２个条带，见图１。其中３

泳道为非特异性产物，确定质粒 ＡｄｈＴＥＲＴＰＵＭＡＥＧＦＰ构

建成功。

　　Ｍ：ＤＮＡ分子标记物；１、２：犎犻狀ｄⅢ及犈犮狅ＲⅠ酶切 ＡｄｈＴＥＲＴ

ＰＵＭＡ；３、４：犖狅狋Ⅰ及犡犫犪Ⅰ酶切ＡｄｈＴＥＲＴＰＵＭＡＥＧＦＰ。

图１　　重组腺病毒质粒酶切鉴定

２．２　重组腺病毒的制备及 ＰＣＲ验证　将 ＡｄｈＴＥＲＴＰＵ

ＭＡＥＧＦＰ质粒线性化后电转化ＢＪ５１８３Ａｄ１感受态细胞进

行细菌内同源重组，获得 ＡｄｈＴＥＲＴＰＵＭＡＥＧＦＰ重组腺病

毒。通过试剂盒提取重组腺病毒ＤＮＡ，以Ｐ１和Ｐ４为上下游

引物进行ＰＣＲ，得到条带位于１０００ｂｐ和２０００ｂｐ之间，见图

２，与 ＰＣＲ 理论产物１５３１ｂｐ相接近，证实质粒携带 Ａｄ

ｈＴＥＲＴＰＵＭＡＥＧＦＰ重组质粒的腺病毒构建成功。

　　Ｍ：ＤＮＡ 分子标记物；１～３：ＡｄｈＴＥＲＴＰＵＭＡＥＧＦＰＰＣＲ

产物。

图２　　重组腺病毒的ＰＣＲ检测

２．３　重组腺病毒转染实验　通过荧光倒置显微镜观察 Ａｄ

ｈＴＥＲＴＰＵＭＡＥＧＦＰ重组腺病毒成功转染 ＨＥＫ２９３细胞。

将重组腺病毒转染后，ＨＥＫ２９３细胞形态改变。光镜下可见到

原本紧密生长的 ＨＥＫ２９３细胞，部分变圆，体积变大，甚至漂

浮于培养液中（见图３Ａ）。在转染１２ｈ后，部分细胞出现了绿

色荧光，维持到７２ｈ（见图３Ｂ）。通过研究不同时间的细胞的

相对绿色荧光强度，发现６、１２、１８、２４、３６、４８ｈ的相对绿色荧

光总强度逐步提高，４８ｈ最强。待培养４８ｈ后，相对绿色荧光

强度逐步降低。

　　Ａ：明场；Ｂ：为绿色荧光激发。

图３　　转染ＡｄｈＴＥＲＴＰＵＭＡＥＧＦＰ腺病毒

１２ｈ后的 ＨＥＫ２９３细胞（×１００）

３　讨　　论

从来源上分类，常用的基因转移和基因治疗载体有病毒载

体和非病毒载体，目前大多数基因治疗仍以病毒介导为主。腺

病毒载体是应用广泛的病毒载体，其用于基因导入具有以下优

点［４８］：（１）体外稳定性好，便于制备与纯化；（２）可插入的外源

基因较大，一般为６～８ｋｂｐ，属大容量载体；（３）宿主细胞广泛，

可转染分裂和非分裂细胞；（４）增殖率高，重组病毒在辅助细胞

中可获得大量的增殖；（５）外源基因表达效率高；（６）由于病毒

不整合至细胞宿主染色体，不会诱发癌变。但同时存在部分缺

陷：（１）瞬时表达，外源基因不能大量持续表达；（２）载体自行复

制能力不能控制；（３）具有一定的免疫源性。

采用腺病毒载体进行基因治疗的研究中，恶性肿瘤中端粒

酶相关研究是热点。正常情况下，除生殖细胞和干细胞外，体

细胞中端粒酶的活性受到严格的限制，而８５％以上的恶性肿

瘤中端粒酶的都有激活的现象［４］。研究证实，端粒酶的活性主

要由ｈＴＥＲＴ来决定，而ｈＴＥＲＴ基因表达的调控主要发生在
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转录水平上［９１０］，所以可以通过使用ｈＴＥＲＴ启动子来调控基

因的表达，实现下游目的基因肿瘤特异性增长。

研究发现，几乎一半的人类肿瘤均存在抑癌基因的失活，

而ｐ５３依赖的凋亡途径是大部分肿瘤都存在的共同发病机制。

目前，ｐ５３诱导凋亡的具体机制尚未完全阐明，大多研究认为

是通过在转录水平激活不同的靶向促凋亡基因来实现［１１１２］。

其中，位于线粒体外膜的Ｂ淋巴细胞瘤２（Ｂｃｌ２）基因家族尤其

是ＰＵＭＡ基因至关重要。

因此本研究首次尝试构建了ｈＴＥＲＴ启动子控制的ＰＵ

ＭＡ腺病毒载体端粒酶逆转录酶 ＡｄｈＴＥＲＴＰＵＭＡ，克服

ＰＵＭＡ的上述缺陷。通过常规的分子生物学技术将ＰＵＭＡ

和报告基因ＥＧＦＰ依次插入ｈＴＥＲＴ启动子下游，通过双酶切

实验均已验证质粒载体制备成功。该实验利用ＥＧＦＰ作为一

个报告基因，为在以后的研究工作中讨论其体内分布并对其生

物安全性的评价有一定的初步考察作用。通过转染 ＨＥＫ２９３

细胞，验证ＡｄｈＴＥＲＴＰＵＭＡＥＧＦＰ在转染１２ｈ后 ＨＥＫ２９３

细胞内有明显的绿色荧光出现。

目前，ＰＵＭＡ在肿瘤治疗中的研究才刚刚起步，由于ＰＵ

ＭＡ在杀灭肿瘤细胞的同时，正常组织细胞也会凋亡，限制了

ＰＵＭＡ的应用。所以，本研究希望通过构建ｈＴＥＲＴ启动子控

制的ＰＵＭＡ腺病毒载体，避免上述缺陷，为ＰＵＭＡ基因治疗

在临床中的应用提供可能和依据。
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医学统计工作的基本内容

按工作性质及其先后顺序，可将医学统计工作分为实验设计、收集资料、整理资料、分析资料。实验设计是开展某项医

学研究工作的关键，包括医学专业设计和统计学设计，医学专业设计的内容包括研究对象纳入和排除标准、样本含量、获取

样本的方法、分组原则、观察（检测）指标、统计方法等。收集资料的方法包括各种试验、检测或调查，要求资料完整、准确、及

时、有足够数量、具有代表性和可比性等。整理资料包括原始资料的检查与核对、对资料进行分组与汇总等。分析资料即对

资料进行统计学分析，包括进行统计描述和统计推断。
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