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【摘* 要】目的：克隆人可溶性 -S7TI（ K-S7TI）基因并构建
肿瘤细胞特异性真核表达载体，为肿瘤基因治疗的靶向性奠

定实验基础, 方法：提取人外周血淋巴细胞总 S87，采用 S-#
UHS扩增含有 TI#$ 信号肽和 -S7TI 凋亡诱导功能区的融合
基因，克隆入真核表达载体 @9I+#!(! E-0S-肿瘤特异性端粒
酶启动子的下游，构建可分泌表达 -S7TI 基因的真核表达载
体 @9I+ V !(! E-0S- W -S7TI,用 X.KB.A? Y/CBB3?G鉴定喉癌细
胞株 6.@2$ 中表达产物,结果：S-#UHS扩增得到了 R!+ J@的

>487片段,经酶切及测序鉴定，与 9.?Y2?Z中报道的 TI#$ 信
号肽和 -S7TI凋亡诱导功能区 >487 序列完全一致，成功构
建了肿瘤特异性高效分泌表达可溶性人 -S7TI 的重组真核
表达载体 @9I+#!(!E-0S- W -S7TI, X.KB.A? Y/CBB3?G 结果显
示，获得的瞬时转染 -S7TI在喉癌 6.@2$ 肿瘤细胞中能有效
表达,结论：重组真核表达载体 @9I+ W -S7TI 的成功构建，为
肿瘤基因治疗的靶向性提供了可行的理想工具,
【关键词】-S7TI；聚合酶链反应；端粒，末端转移酶；启动区

（遗传学）；基因表达
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IJ 引言
肿瘤坏死因子相关凋亡诱导配体（-8L#A./2B.=

2@C@BCK3K#3?=<>3?G /3G2?= ，-S7TI）基因是分子量为
5A+$’"" !型跨膜蛋白，属于肿瘤坏死因子超家族成
员,由于 -S7TI可以迅速诱导多种肿瘤细胞凋亡，而
对正常细胞基本无影响［!］，故自发现以来一直被视

为一极具潜力的特异性抗肿瘤分子,但是也有研究表
明，人肝细胞、神经细胞等仍可对 -S7TI 诱导的凋亡
敏感［$ V )］,人端粒酶逆转录酶（ E<12? B./C1.A2K. A.#
O.AK. BA2?K>A3@B2K. ，E-0S-）基因的启动子属于肿瘤特
异性启动子［’］，对肿瘤细胞具有特异性，可在转录水

平调控目的基因的表达以确保对肿瘤细胞的杀伤，而

正常组织细胞则不受到伤害，降低了基因治疗的毒副

作用, 为此，我们利用端粒酶启动子转录 -S7TI 基
因，使其在转录水平特异性针对肿瘤细胞控制 -S7TI
基因表达,这一优点有望解决肿瘤基因治疗中靶向性
问题,

KJ 材料和方法
KL KJ 材料J 各种高保真 @;< 酶、限制性内切酶、728
酶、7) 487 连接酶、4M0M 培养基均购自 -2Z2/2 公
司,阳离子脂质体 I3@C;.>B 7MT80-M$""" 购自 T?O3BAC#
G.?公司, 487提取试剂盒购自上海基康公司, 凝胶
回收试剂盒和质粒抽取试剂盒（UAC1.G2 X3\2A= U/<K
M3?3@A.@K 487 U<A3;3>2B3C? ]FKB.1）购自 UAC1.G2 公
司,淋巴细胞分离液购自中国科学院上海生物细胞研
究所；TI#$、U67（植物血凝素）购自上海华瞬生物工
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程有限公司! "#$%&’ 总 ()* 试剂盒、("+,-( 试剂盒
购自 ./0-1 0(2 公司! 34564#7 0’&66$78 化学发光试
剂盒购自 9:76: -#;%生物技术公司!鼠抗人 "(*/2单
克隆抗体由第四军医大学免疫学教研室惠赠!鼠抗人
!+:<6$7多克隆抗体、羊抗鼠 /8. = >(,购自华美公司!
硝酸纤维膜购自 *?4#5@:? 公司! 质粒 A.BC " B:5D
购自 ":E:’: 公司! 含有 @"B(" 核心启动子的 A.2F+
GH @"B("质粒由日本 I:7%:J: 大学 9:6&#; ID& 教授
惠赠!大肠杆菌 KCHLM 及人喉癌细胞株 >4A:N、人宫
颈癌细胞株 >42:、人肝癌细胞株 9CC-+OONH 为本室
保存!正常人肝细胞株 >2+OOLN 购自武汉大学细胞
保藏中心并由本室保存!
!" #$ 方法
HP NP HQ 刺激人外周淋巴细胞增殖Q 清晨空腹静脉抽
血 HL ?2，利用淋巴细胞分离液分离纯化 ,02（外周
血淋巴细胞），用无血清的 RCBC 洗 N 次，每次 HLLL
# = ?$7离心 HL ?$7，用含 SL ?2 = 2小牛血清的 RCBC
调整细胞浓度至 SP L T HLS = ?2，加入 ,>* 至终浓度
为 NL ?8 = 2，置 FOU，SL ?2 = 2 -1N 中培养 VG @；离
心，去上清，加入等体积的 ,09 重悬细胞；用淋巴细
胞分离液去除死细胞及细胞碎片，获得纯化的 ,02；
用含 SL ?2 = 2小牛血清、/2+N（终浓度为 NL ; = ?2）的
RCBC培养 F W!
HP NP NQ 淋巴细胞总 ()* 的提取 Q 取上述增殖后的
细胞 H T HLX，用 ,09 洗 N 次，每次 HLLL # = ?$7 离心
HL ?$7，利用 "#$%&’ 试剂抽提细胞总 ()*，操作按说
明书进行；紫外分光光度计检查所提总 ()* 浓度和
纯度，! NXL = ! NGL"HP M，并用 HH 8 = 2变性甲醛琼脂糖
凝胶电泳检测总 ()*的完整性!
HP NP FQ 逆转录 Q 逆转录反应体系的总体积为 NL
"2，包括细胞 ()* H "8，HP NS "2 1’$8&W "（ NP S
"?&’ = 2），OLU水浴 HL ?$7 后，立即冰浴 N ?$7! 补加
N "2 W)",（NS ??&’ = 2），V "2 ("缓冲液（ T S），C Y
C2Z逆转录酶 H "2（FFFV 7E:6 = 2），LP S "2 ()"#$抑
制剂，加 RB,-水至 NL "2，于 VNU水浴 H @，经 OLU
HL ?$7终止反应，Y NLU保存!
HP NP VQ ,-( 扩增目的基因 Q 根据 .470:7E 库中
"(*/2 <R)* 的序列和 /2+N 信号肽序列及质粒
A.2F+HGH@"B("序列，设计出扩增 /2+N 信号肽基因
与 "(*/2 <R)*片段融合基因的 F 条引物!下游引物
的 S[ 端加 %&"#酶切位点，上游引物 N 的 S[ 端加 ’()W
$酶 切 位 点! 引 物 序 列 为：上 游 引 物 H： S[
.-**-"--"."-"".-*"".-*-"**."-"".-*-""+
."-*- ***-*."." .*.*.***.*.."- F[；上游
引物 N：S[ .-**.-""..-*""--.."* -"."".."***

.--*--*"."*-*..*".-**-"--"."-"".-*"". F[；
下游引物：S[ ..-"-"*.* ""*.--**-"*****..
F[! ,-(反应体系的总体积为 SL "2，其中含 HL T ,D+
#&\456 0;]]4# 反应缓冲液 S "2、HL "?&’ = 2 上下游引
物各 NP S "2、模板 S "2（上游引物 H 和下游引物 ,-(
反应的模板为 "(*/2 <R)*；上游引物 N 和下游引物
,-(反应的模板为上述纯化回收的 ,-( 产物，取 H
"2稀释 NL 倍）、NP S ??&2 = 2 的 W)", V "2，,D#&\456
R)* ,&’D?4#:54（GFP FS ?E:6 = 2）LP HNS "2 及灭菌水
FLP GOS "2!上游引物 H 和下游引物的反应条件：MSU
V ?$7 H 次，MVU VS 5，SNU VS 5，ONU H ?$7 共循环
FS 次和 ONUHL ?$7，VUHL ?$7! 上游引物 N、下游引
物的反应条件：MSU V ?$7 H 次，MVU，XLU，ONU各 H
?$7循环 FS 次和 ONUHL ?$7，VU HL ?$7!产物经 HP S
8 = 2琼脂糖凝胶电泳初步鉴定!
HP NP SQ 测序载体 A.BC " B:5D = "(*/2 构建及鉴定
Q 扩增产物凝胶电泳后，以 ,#&?48: 凝胶回收试剂盒
操作说明，回收扩增的 XHF \A 目的片段!回收产物进
行末端添 *反应，反应总体积为 HL "2，X "2 回收产
物、HL T *"+ 0;]]4# 反应缓冲液 H "2，V ??&’ = 2 W*",
LP S "2，*"+ 酶（FFP FV ?E:6 = 2）NP S "2，置 OLU HS
?$7!连接入 A.BC " B:5D载体中测序!连接反应的总
体积为 HL "2，其中含游扩增片段添 * 回收产物 F
"2，A.BC " B:5D 载体 H "2，"V R)* 连接酶 H "2，
N T连接反应缓冲液 S "2，于 VU连接 HX @!连接后的
产物经 -:-’N 转化法转化 KCHLM 菌株!转化菌用氨苄
青霉素和蓝白斑进行双筛选，挑取白色菌落! 经 ,#&+
?48: R)* ,;#$]$<:6$&7 9D564? 试剂盒说明提取质粒，
用 ’()W$和 %&"#双酶切鉴定，"O 通用引物测序（上海
基康公司），以判定克隆出的融合基因片段的正确

性!
HP NP XQ 肿瘤特异性 "(*/2 基因真核表达载体的构
建Q 选取测序正确的载体 A.BC " B:5D = "(*/2，经
’()W$和 %&"#双酶切、低熔点凝胶电泳后，回收 XHF
\A的融合基因片段，同时对空载体 A.2F+HGH @"B("
也经上述处理后，回收 FP F E\ 的载体大片段!按目的
基因和载体片段摩尔数比 F^ H 进行连接后，即构建成
A.2F+HGH @"B(" = "(*/2!以连接产物转化大肠杆菌，
依次经扩大培养、提取质粒，及 ’()W$和 %&"#双酶切
后，用 A.2F+HGH @"B("载体的 (Z A#$?4#F 引物和下
游引物进行 ,-(，鉴定重组真核表达载体，命名为
A.2F+HGH @"B(" = "(*/2!
HP NP OQ 真核细胞瞬时转染Q 于 HL <?培养皿分别将
人喉癌细胞株 >4A:N、人宫颈癌细胞株 >42:、人肝癌
细胞株 9CC-+OONH 和正常人肝细胞株 >2+OOLN 在
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!"#"$%& 中按 ’ ( %&) 培养至次日对数期，细胞融汇

至 *&+时，按试剂盒中的操作说明，在阳离子脂质体
,-./0123 4"56# 介导下，分别以 .7,8$%*% 9:#; : <
:;45,及空载体 .7,8$%*% 9:#;: 转染上述四种细
胞=孵箱培养 > 9后，细胞换含小牛血清 !"#"$’& 培
基液中培养，’? 9 后，再换含小牛血清 !"#"$%& 培
基液继续培养=
%@ ’@ *A B!B$C47# 电泳和 D1E31FG HI/33-GJ 鉴定表达
产物A 将上述转染细胞培养 ?* 9，收集上清及细胞，
置于 K )&L ’? 9=真空干燥器对上清进行浓缩、蛋白
质初步纯化= 分别对上清纯化产物及细胞进行 B!B$
C47#电泳（%’+浓缩胶，?+分离胶），> 9 后进行考
马斯亮蓝染色=电泳产物分别经 8 9和 ?& M-G电转移
至硝酸纤维膜上= >& J < ,脱脂奶粉室温封闭 ? 9，CHB
漂洗 8 次，分别加入鼠抗人 :;45, 单抗及作为内参
照的 !$N23-G 多克隆抗体，室温反应 % 9，CHB 漂洗 8
次，再加入羊抗鼠 5J7 < O;C，室温再次反应 % 9，CHB
漂洗 8 次后，将膜浸入等体积混合的 D1E31FG HI/33-GJ
化学发光试剂 4液和 H液中 ’ M-G，暗室中将膜贴在
P胶片上曝光数秒，P 胶片上冲洗后，经凝胶成像系
统打印=

!" 结果
!# $ " 目的基因 %&’() *+,’ 的扩增 " 通过 ;:$
CQ;，扩增得到带有 5,$’ 信号肽基因的 :;45, 诱导
凋亡功能区 2!64片段，琼脂糖凝胶电泳显示片段大
小为 R%8 S.，无杂带，特异性好，符合预期结果
（T-J %）=

"：!,’&&& MNFU1F；%：:;45, 2!64=

T-J %A 5V1G3-0-2N3-/G /0 CQ; .F/VW23 /0 :;45, 2!64 SX NJNF/E1

J1I 1I123F/.9/F1E-E

图 %A 人 :;45, 2!64 CQ;产物的琼脂糖凝胶电泳鉴定

!# !" -./0 % /123 4 %&’() 克隆的鉴定" CQ; 产
物进行末端加 4 反应和连接、转化，筛选出 .7#" :
#NEX < :;45,，双酶切及 !64 序列测定的结果显示，
所克隆的 :;45, 2!64 序列与 71GHNGU 中序列完全
相同，表明人可溶性 :;45, 2!64克隆成功（T-J ’）=

"：!,’&&& MNFU1F；%：.7#" : #NEX < :;45, < !"#$" Y %&’#=
T-J ’ A ;1E3F-23-Z1 1G[XM1 V-J1E3-/G NGNIXE-E /0 .7#" : #NEX <
:;45,
图 ’A .7#" : #NEX < :;45,的酶切鉴定

!# 5" -.)5 6 $7$ 8%/&% 4 %&’() 的成功构建 " 用
!"#V"和 %&’#双酶切，从测序载体 .7#" #NEX : <
:;45,上切下带有 5,$’ 信号肽的融合基因片段，亚
克隆入真核表达载体 .7,8$%*%9:#;:端粒酶启动子
的下游，取阳性克隆经上述同样双酶切及 CQ; 反应
鉴定=结果表明，融合基因 :;45, 已插入质粒 .7,8$
%*%9:#;:中，构建成分泌表达 :;45, 基因的重组真
核表达载体 .7,8$%*%9:#;: < :;45,（T-J 8）=

"：!,’&&& MNFU1F；%：.7,8 K %*%9:#;: < :;45, < !"#V " Y %&’#；’：
.7,8$%*%9:#;: < :;45, NM.I-0-1V SX CQ;=
T-J 8A 5V1G3-0-2N3-/G /0 F12/MS-GNG3 1WUNFX/3-2 1\.F1EE-/G Z123/F
.7,8$%*% 9:#;: < :;45, SX F1E3F-23-Z1 1G[XM1 V-J1E3-/G NGV
CQ;
图 8A 重组真核表达载体 .7,8$%*% 9:#;: < :;45, 的酶切及
CQ;鉴定

%：O1.N’ Y .7,8$%*% 9:#;: < :;45,；’：O1.N’ Y .7,8$%*% 9:#;:；8：
O,$))&’ Y .7,8$%*% 9:#;: < :;45,；?：O,$))&’ Y .7,8$%*% 9:#;:；
>：O1,N Y .7,8$%*% 9:#;: < :;45,；R：O1,N Y .7,8$%*% 9:#;:；)：
B""Q$))’% Y .7,8$%*% 9:#;: < :;45,；*：B""Q$))’% Y .7,8$%*%
O31F3=

T-J ?A D1E31FG HI/33-GJ NGNIXE-EA
图 ?A D1E31FG HI/33-GJ印迹分析
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!" #$ 转染及表达 $ 瞬时转染后的上清，行 !"!#
$%&’ 电泳和()*+),- ./0++1-2免疫印迹，在!, 34 555
处附近有一条带，显示所表达的蛋白为人可溶性

67%89蛋白:作为内参照组的细胞均有 !#;<+1- 蛋白
的表达（=12 >）:

%$ 讨论
? ? 目前，在肿瘤治疗的传统疗法不尽人意的情况
下，肿瘤的基因治疗给人们带来了新的希望: 但基因
治疗的特异性和高效性、时序性仍需要进一步完善和

成熟，以便能够通过导入目的基因，高效、持续杀伤肿

瘤细胞而对正常细胞没有不良影响: 67%89在很多组
织细胞中表达，尤其在一些刺激因子作用下，67%89
的表达明显增加:研究发现，尽管 67%89的表达与 6、
.等免疫细胞的增殖分化有关［@］，但更使人感兴趣的
是其可广泛介导多种组织来源的肿瘤细胞发生凋亡:
目前已证实 67%89 可以杀伤白血病细胞、乳腺癌细
胞、结直肠肿瘤细胞、黑色素细胞、恶性胶质瘤细胞、

前列腺癌细胞及 A8B 患者的淋巴细胞，因此 67%89
被认为是一种很有前途的广谱抗癌药物:
端粒酶是目前已知的最为广谱的肿瘤分子标记

物:研究发现，@CD E F@D的原发性头颈部肿瘤有端
粒酶活性表达: 355D头颈部鳞癌细胞系存在阳性表
达［C］: G6’76 基因的启动子已被证实在 F5D以上的
人类肿瘤组织中活性上调，在正常细胞和非永生化细

胞中是没有活性的［4］，而在喉癌的发生及其早期即

具有活性［F］，故近年来已成为肿瘤基因治疗中转录

靶向性的研究热点:
我们通过 $A%对正常人外周血淋巴细胞的刺激

而诱导 67%89 大量表达，显示出正常 6 细胞的扩增
增殖可能与 67%89有关:利用 76#$H7扩增得到带有
89#I 信号肽的 67%89基因，成功地构建了重组 J&9K#
343 G6’76 L 67%89载体，以其转染 A)J;I 细胞后，表
达的 67%89可分泌到细胞外: 利用端粒酶及其基因
启动子的活性在肿瘤细胞和正常细胞中表达的差异，

以 G6’76启动子作为调控序列来控制凋亡基因的表
达，将其严格地控制在肿瘤细胞中，实现转录水平的

特异性调控而对正常人肝细胞无影响: 因此，重组
J&9K#343 G6’76 L 67%89 载体的构建，为喉癌的靶向
性基因治疗创造了一定条件:
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王小仲

·期刊文摘·一氧化氮合酶在肝癌缺血再灌注后细胞凋亡中的作用

（赵佐庆，陈洪茂，刘福兰:中华实验外科杂志，I55>；I3（3I）：3>>3 W 3>>I）

? ? 目的：研究缺血再灌注后肝癌组织中一氧化氮（bc）及一氧化氮合酶（bc!）在细胞凋 亡中的作用:方法：建立肝脏肿瘤和
缺血再灌注模型，除测定 bc和 bc!含量外，并以 荧光脱氧核苷酸末端转移酶介导的 Od6$缺口末端标记法（6db’9）观察其细
胞凋亡情况:结果：缺血再灌注后，两种组织中的 bc均呈下降趋势，而总一氧化氮合酶（bc !）明显升高（ = e 5f 53），肝脏组织
中的诱导型一氧化氮含酶（ 1bc!）含量明显降低，但肝癌组织中 1bc!含量明显升高（ = e 5f 5[）:肝癌组织的凋亡细胞明显多于
肝脏组织（ = e 5f 53）:结论：缺血再灌注后肝脏组织和肝癌组织的 bc、1bc!的改变是造成细胞凋亡的重要因素且对肝癌组织
的影响更为显著:
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