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已有研究[1]表明，人端粒酶逆转录酶（human telo-

merase reverse transcriptase，hTERT）启动子在端粒

酶阳性细胞中的转录活性明显高于在端粒酶阴性细

胞中的活性，而且具有一定的靶向性。因此，本实

验 构 建 含 有 hTERT启 动 子 的 腺 病 毒 载 体 来 介 导

TRAIL基因表达，观察其在体外对端粒酶阳性的涎

腺肿瘤细胞靶向转基因作用。

1 材料和方法

1.1 主要试剂与仪器

293细胞（Clontech公司，美国），SACC- 83细胞

及HEL细胞由吉林大学口腔生物医学工程实验室保

存。穿梭质粒pACCMV- TRAIL、pACTERT- TRAIL

以及腺病毒质粒pJM17由美国NIH郑长玉惠赠，并已

经纯化；腺病毒AdCMV- EGFP、AdTERT- EGFP由

AdTERT- TRAIL对腺样囊性癌细胞株
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[摘要] 目的 探讨人端粒酶逆转录酶（hTERT）启动子调控TRAIL基因在端粒酶阳性的涎腺肿瘤细胞SACC- 83中靶

向表达的作用。方法 通过同源重组构建腺病毒载体AdTERT- TRAIL，并转染SACC- 83细胞和端粒酶阴性的HEL细

胞，通过RT- PCR检测TRAIL基因表达，MTT法检测TRAIL基因表达对细胞增殖的影响，流式细胞仪检测细胞凋亡

率。结果 转染AdTERT- TRAIL后，TRAIL基因在SACC- 83细胞中明显表达，对该肿瘤细胞的增殖有明显的抑制作

用，而且诱导细胞凋亡比率增加；而在HEL细胞中未能诱导TRAIL基因表达，对该细胞的增殖没有影响，也没有诱

导明显的细胞凋亡。结论 成功构建腺病毒载体AdTERT- TRAIL，对涎腺肿瘤细胞具有靶向转基因作用。
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[Abstract] Objective To investigate the targeting expression of TRAIL gene driven by human telomerase reverse

transcriptase（hTERT） promoter in SACC- 83 cell with telomerase activity. Methods Adenovirus vector AdTERT-

TRAIL was constructed by homologus recombination. After transfecting AdTERT- TRAIL into SACC- 83 cell and HEL

cell, its effect on these cells in vitro was investigated using RT- PCR technique, MTT method and flow cytometry.

Results After transfection of AdTERT- TRAIL, expression of extrinsic TRAIL gene driven was detected in SACC- 83,

the proliferation of SACC- 83 cell showed significant inhibitory effect（the relative cell viability was 49.70%） and its

apoptotic rate was promoted（30.49%）, whereas no TRAIL gene was detected in HEL cell, also no inhibitory effect

was observed in HEL cell and its apoptotic rate showed little change. Conclusion Adenovirus vector AdTERT-

TRAIL was successfully constructed, which can be used to induce expression of TRAIL gene in SACC- 83 cell with

targeting effect.
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郑长玉构建，均为复制缺陷型腺病毒，- 70 ℃冻存。

FACScan流式细胞仪（Becton- Dickinson公司, 美国），

MTT（Gibco公司，美国）。

1.2 重组腺病毒的构建、纯化和滴度测定

分别将pACCMV- TRAIL和pACTERT- TRAIL与

pJM17采用磷酸钙沉淀法共转染293细胞，约7～10 d

左右，可以看到噬斑，挑取噬斑，得到重组腺病毒

（AdCMV- TRAIL和AdTERT- TRAIL）。- 70 ℃/+37 ℃

反复冻融3次裂解细胞，离心后收集含病毒的上清，

部分上清用于抽提重组腺病毒基因组DNA，进行

PCR反应，对腺病毒进行鉴定。设计2对引物，分别

针 对 腺 病 毒 区（5′- TAGTGTGGCGGAAGTGTGAT-

GTTGC- 3′，5′- TCGACCATAGGGGATCGGGAGATC-

3′）和TRAIL区（5′- CATCGATGGGATGACCTCTGAG-

GAAACC- 3′，5′- CTAGTCTAGACTAGTTAGCCAAC-

TAAAAA- 3′），预计扩增片段长度为312 bp和594 bp。

其余上清重新感染293细胞，扩增3轮大量繁殖后

用CsCl密度梯度离心法纯化，透析除菌后，分装，

- 70 ℃保存。用分光光度仪在A260 nm处测定腺病毒的

吸光度值，病毒滴度=A260 nm×1012 viral particles/mL。

1.3 腺病毒转染滴度（multiplicity of infection，MOI）

的确定

选取生长良好的SACC- 83细胞，用0.25%胰酶

消化，接种至12孔板中，接种的密度为5×104 个/孔。

AdCMV- EGFP和AdTERT- EGFP分别按照MOI值为

10 、100、1 000、2 000、5 000和10 000 particles/cell

进行转染，每种病毒各转染6个孔，每孔为1个MOI

值，另有1个孔不转染病毒作为对照。计算机分析

各MOI值的转染效率，以转染率达到80%以上的MOI

值作为转染时腺病毒的转染滴度，即所使用的腺病

毒用量。

1.4 MTT法分析细胞活力

每种细胞设4组，分别为转染AdCMV- TRAIL、

AdTERT- TRAIL、AdCMV- EGFP组和未转染腺病毒

的空白对照组。取生长良好的SACC- 83细胞和HEL

细胞，接种至96孔细胞培养板中，每孔细胞数5×103

个，每组设3个孔，按照确定好的MOI值加入腺病毒

进行转染，于不同时间点（第1、3、5、7天）加入

MTT [2]， 用 Bio - Rad 550 酶 标 仪 ， 选 择 570 nm 波

长测定各孔吸光度（A）值。细胞存活率=（转染基因

组平均A值/同一时期对照组平均A值）×100%。

1.5 流式细胞仪测定细胞凋亡

细胞分组同1.4，于6孔板内接种细胞，密度为

1×106 个/孔，然后加入腺病毒转染，共作用3 d，期

间每天观察细胞形态变化，于第3天收集细胞，固

定在70%的冷乙醇中过夜。上机检测前离心，PBS

洗涤3次以除去固定液，再经过0.1%的Triton X- 100

和5 mg/L RNase A处理后，用50 mg/L的碘化丙啶染

色60 min（4 ℃）上机分析，测定细胞凋亡百分比。

1.6 RT- PCR TRAIL mRNA表达检测

取生长良好的SACC- 83细胞和HEL细胞，接种

至6孔细胞培养板中，每孔细胞数为5×104个，每种

细胞分为3组，即未转染腺病毒组，转染AdCMV-

TRAIL和AdTERT- TRAIL组。72 h后，收集各组细

胞，提取细胞总RNA，反转录合成cDNA，用设计好

的TRAIL引物进行扩增，以β- actin为对照。

1.7 统计学分析

使用SPSS 11.0统计软件采用!2检验进行各组间

差异分析，P<0.05为差异有显著性。

2 结果

2.1 重组腺病毒的产生

含TRAIL基因的穿梭质粒与pJM17经过磷酸钙共

沉淀法转染293细胞后，7～10 d左右，293细胞开始

出现细胞病变，表现为细胞肿胀、变圆、折光性增

强，随后出现串珠样改变直至葡萄簇样改变（图1），

噬斑出现。将噬斑提取物以腺病毒DNA区及TRAIL

区双引物进行PCR扩增，获得两条分别为312 bp及

594 bp的特异性片段（图2）。获得的重组腺病毒再感

染293细胞后，48 h出现明显的细胞病变。用分光光

度仪测得纯化后MOI分别为：AdCMV- TRAIL 7.8×

1012 viral particles/mL，AdTERT- TRAIL 1.4×1012 viral

particles/mL。

左：正常293细胞；右：293细胞的病变反应

图 1 正常293细胞与细胞的病变反应 倒置相差显微镜

×200

Fig 1 Normal 293 cells and the cytopathic effect of 293 cells

inverted phase- contrast microscopy ×200

2.2 MOI值的确定

腺病毒转染4～5 h后，荧光显微镜下可看见EGFP

表达后发出绿色荧光的细胞，在转染72 h后荧光强

度达到最大（图3），此后逐渐减弱，至1周时仍可见

表达绿色荧光的细胞，未转染腺病毒组细胞未见荧
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光表达。每孔取3个不同视野分别在普通光和紫外

光下拍照，经分析，MOI值为2 000 particles/cell时转

染效率最高，达到了85%，故在后续实验中使用此

MOI值作为转染时腺病毒的滴度。

1：2000 Marker；2：hTERT引物；3：腺病毒引物

图 2 重组腺病毒双引物PCR鉴定

Fig 2 PCR products of the recombinant adenovirus by its double

primers

图 3 AdCMV- EGFP（左）和AdTERT- EGFP（右）转染72 h的SACC-

83细胞 荧光显微镜 ×40

Fig 3 SACC- 83 cell of 72 h after AdCMV- EGFP（left）and Ad-

TERT- EGFP（rigth）gene transfer fluorescence microscopy

×40

2.3 腺病毒介导TRAIL基因转染对细胞增殖的影响

SACC- 83细胞和HEL细胞转染 AdCMV- EGFP

后，细胞存活率与未转染组差别不大，说明本实验

中所使用的腺病 毒 对 细 胞 没 有 明 显 毒 性 。 转 染

AdCMV- TRAIL后，对肿瘤细胞和正常细胞均产生

了较明显的细胞杀伤效应，HEL细胞存活率降低明

显（55.70%），与SACC- 83细胞的存活率（50.20%）相

当，与AdCMV- EGFP组相比差异显著（P<0.05）。而

转染AdTERT- TRAIL后，端粒酶阳性的SACC- 83细

胞的增殖受到明显抑制，7 d时细胞存活率最低

（49.70%），与AdCMV- EGFP组差异显著（P<0.05）；

端粒酶阴性的HEL细胞存活率下降不明显（84.30%），

与AdCMV- TRAIL组差异显著（P<0.05）（表1）。

2.4 流式细胞仪细胞凋亡检测结果

第 3 天 收 集 细 胞 ， SACC- 83 细 胞 用 AdCMV-

TRAIL和AdTERT- TRAIL转染后，诱导细胞凋亡的

比率相似（32.98%和30.49%），两者差异无统计学意

义（P>0.05），但都明显高于AdCMV- EGFP阴性对照

组（2.49%）和未转染的空白对照组（2.91%），差异具

有统计学意义（P<0.05）；在HEL细胞中，用AdCMV-

TRAIL转染可引起明显的细胞凋亡（34.98%），与

AdTERT- TRAIL组（3.37%）、AdCMV- EGFP组（2.59%）

和空白对照组（2.87%）之间的差异均有统计学意义

（P<0.05）。

2.5 RT- PCR TRAIL mRNA检测结果

各组细胞TRAIL mRNA表达情况见图4。

M：PCR Marker；1: SACC- 83；2：SACC- 83+AdTERT- TRAIL；

3: SACC- 83 +AdCMV- TRAIL； 4： HEL； 5: HEL+AdTERT- TRAIL；

6：HEL+AdCMV- TRAIL

图 4 外源基因TRAIL在SACC- 83细胞和HEL细胞中的表达

Fig 4 TRAIL mRNA in SACC- 83 and HEL cells

从图4可以看出，SACC- 83转染AdTERT- TRAIL

和AdCMV- TRAIL后，均扩增出约600 bp的目的片

表 1 转染7 d后MTT法检测细胞相对活性( %)

Tab 1 Relative cell viability after 7 d transfection

determined by MTT( %)

分组 SACC- 83细胞 HEL细胞

空白对照 100.00 100.00

AdCMV- EGFP 92.40 90.70

AdCMV- TRAIL 50.20 55.70

AdTERT- TRAIL 49.70 84.30

表 2 转染72 h后流式细胞仪分析细胞凋亡率( %)

Tab 2 The percentage of apoptotic cells after 72 h

transfection determined by flow cytometry

( %)

分组 SACC- 83细胞 HEL细胞

空白对照 2.91 2.87

AdCMV- EGFP 2.49 2.59

AdCMV- TRAIL 32.98 34.98

AdTERT- TRAIL 30.49 3.37
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段，在未转染的肿瘤细胞中则未扩增出目的片段；

而转染AdTERT- TRAIL的正常细胞和未转染的正常

细胞中均未扩增出目的片段，转染AdCMV- TRAIL

的正常细胞则扩增出了600 bp左右的目的片段。

3 讨论

Delporte等[3]证实，复制缺陷型腺病毒载体是对

涎腺细胞进行转基因时效率最高的载体，在大鼠颌

下腺中能使高达35%的腺上皮细胞被转染。为此，

本课题组构建了复制缺陷型腺病毒。

利用由人巨细胞病毒启动子和hTERT启动子控

制的含TRAIL基因的穿梭质粒pACCMV- TRAIL和

pACTERT- TRAIL，应用同源重组法制备重组腺病

毒，pAC穿梭质粒含有腺病毒基因组的1- 453和

3334- 6231核苷酸序列[4]，与pJM17（E1区缺陷）用磷

酸钙法共转染293细胞（含腺病毒E1区）后，两者的

同源部分发生重组，启动子和外源基因及polyA序列

等插入腺病毒的453- 3334核苷酸之间，以取代E1缺

失区，并在293细胞提供的E1蛋白作用下，包装产

生具有感染性但无复制能力的E1缺陷型重组腺病毒。

本实验结果发现，AdCMV- EGFP和AdTERT- EGFP

的滴度（MOI）在2 000 particles/cell时可以获得比较高

的转染效率，达到了85%。在此基础上，本课题组

又使用AdCMV- EGFP、AdCMV- TRAIL和AdTERT-

TRAIL分 别 同 时 转 染 SACC- 83 细 胞 和 HEL细 胞 ，

AdCMV- EGFP转染SACC- 83细胞和HEL细胞后，两

者的相对细胞活力和细胞凋亡率与空白对照组相比

无明显差别，说明本实验中所使用的腺病毒对细胞

没有明显毒性，从而排除了腺病毒对实验结果的影

响，使得实验组的结果与空白对照组具有可比性。

本研究观察到AdTERT- TRAIL转染SACC- 83细

胞后，检测到外源TRAIL明显表达，肿瘤细胞的生

长受到明显的抑制（存活率为49.70%），同时其细胞

凋亡率明显增加（30.49%）。而AdTERT- TRAIL转染

后在端粒酶阴性的HEL细胞中检测不到外源TRAIL

的表达，并且对其生长没有明显的抑制作用（存活

率为84.30%），细胞凋亡率也仅为3.37%。但是作

为阳性对照的AdCMV- TRAIL转染后，在SACC- 83

细胞和HEL细胞中均可检测到外源TRAIL表达，细

胞生长均有不同程度的抑制（存活率分别为50.20%

和55.70%），且细胞凋亡率也分别达到了32.98%和

34.98%，显微镜下观察到AdCMV- TRAIL和AdTERT-

TRAIL转染SACC- 83细胞后，出现细胞凋亡的形态

学改变，细胞皱缩、变圆，突起减少，呈浮起状，

HEL细胞用AdCMV- TRAIL转染后出现类似凋亡的形

态改变，而用AdTERT- TRAIL转染后细胞没出现明

显的形态学改变。这些结果表明hTERT启动子可以

调控外源TRAIL基因仅在端粒酶阳性涎腺肿瘤细胞

中特异表达，从而诱导肿瘤细胞凋亡，抑制肿瘤细

胞的增殖，并能减少TRAIL对正常细胞的毒性，达

到对涎腺肿瘤靶向基因治疗的目的。这与Gu等 [5]、

Koga等[6]利用hTERT启动子驱动Bax基因或Caspase- 8

基因诱发肺癌、肠癌、宫颈癌、前列腺癌、恶性胶

质瘤、恶性黑色素瘤、乳腺癌、膀胱癌等肿瘤细胞

出现明显的凋亡，而对正常细胞系没有明显影响的

结果相一致，但是利用hTERT启动子驱动TRAIL基

因进行涎腺肿瘤治疗的研究尚未见报道。

有证据表明[5]，hTERT在静止期或G0期干细胞中

可能不发挥作用，在对骨髓细胞中端粒酶活性进行

的一项研究表明，原始干细胞及其成熟的分化细胞

具有较低的端粒酶活性，而其前体细胞则有较高的

端粒酶活性，提示hTERT启动子如果对干细胞有毒

性作用也是短暂的，而且，干细胞对腺病毒的感染

具有耐受性，即使使用高浓度的腺病毒载体，并延

长细胞- 载体的作用时间，也只有少量的干细胞被

感染。因此，如果把hTERT启动子和转染干细胞效

率低的腺病毒载体一起使用，由hTERT启动子介导

的促凋亡基因在干细胞中表达产生的毒性将是很小

的。
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