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【摘Q 要】目的：构建前列腺特异性膜抗原（UVOW）启动子

调控表达的 PE@! X .Y 双自杀基因表达载体，并观察单、双

自杀基因对前列腺癌细胞 FZE3U 的杀伤作用 - 方法：通过

UE[ 方法扩增出基因组 AZW 中 UVOW 启动子，利用基因重

组的方法，替换真核表达载体 B\[1V 中的 EO] 启动子 - 测

序正确后，再将自杀 基 因 PE@! 和 5V]#.Y 分 别 克 隆 于 载

体 B\[1V 的两个 多 克 隆 位 点，构 建 真 核 表 达 载 体 BUVOW#
\[1V#PE@!#.Y- 将该载 体 转 染 FZE3U 细 胞，用 [.#UE[ 的

方法检测其转录，用 O.. 法检测前体药物 ’#氟胞嘧啶、丙

氧鸟苷单一或联合使用对转染后的 FZE3U 细胞的杀伤作

用 - 结果：UE[ 扩增出长 !("" GB 的 UVOW 启动子片段，经

克隆至 B\[1V 后 酶 切 鉴 定 证 实，并 测 序 表 明 序 列 与 ^/?#
K3?8（ W>>/HH46? Z<2G/C WP""%’((）报 道 的 一 致 - BUVOW#
\[1V#PE@!#.Y 经脂质体转染 FZE3U 细胞后，[.#UE[ 检测

到 PE@! 和 .Y 基因 在 该 细 胞 中 均 有 转 录 - O.. 法 检 测 表

明 ’#PE 与 ^E] 联合使用，其细胞生长抑制率明显高于单

独使用 ’#PE，̂ E]（ 7 _ "T "’）- 结论：BUVOW#\[1V#PE@!#
.Y 的双自杀基因体系对前列腺癌细胞 FZE3U 细胞的杀伤

作用，明显优于单自杀基因体系 -
【关键词】前列腺特异性膜抗原；PE@!；5V]#.Y；前列腺肿

瘤

【中图号】[%*%T $’) ) ) 【文献标识码】W

IJ 引言

采用自杀基因治疗肿瘤是目前肿瘤基因治疗中

广泛应用并具有较好临床前景的方法- 晚期前列腺癌

患者一般经过雄激素去势治疗，在缺少雄激素的情况

下，由前列腺特异性抗原（UVW）启动子介导的基因转

录水平很低，这就限制了该方法在雄激素去势治疗患

者中的应用［!］- 国内叶传忠等［$］将 UVW 启动子联合

.Y 基因用于前列腺癌基因治疗，以前列腺特异性膜

抗原（UVOW）为启动子的针对前列腺癌的单自杀基

因治疗国外已有报道［*，(］，为能最大程度地杀伤肿瘤

细胞，且对经去势治疗的前列腺癌患者有效，我们选
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用雄激素非依赖性 !"#$ 启动子构建 %&’( ) *+ 双自

杀基因表达载体，旨在为进一步的基因治疗研究奠定

实验基础,
!" 材料和方法

!# ! " 材 料 " 大 肠 杆 菌 -./! 为 本 室 保 存；载 体

0123" 为第二军医大学长海医院检验科沈茜主任惠

赠；04*+5"6 为上海肿瘤研究中心朱景德教授惠赠；

0-&7(8 -9%&’( 为第四军医大学西京医院骨科李立

文博士惠赠；3: ;: 6: $ *<==>? -6$ !"#"试剂盒为 @9
A?BC 公司产品；质粒提取试剂盒为 !DEA?BC 公司产

品；*D<FEG 试剂为 H<I5E 公司产品；胶回收试剂盒为

J<CB?K? 公司产品；各种限制性内切酶、!EDLI?=M 聚合

酶、*N-6$ 连接酶均为 *COCDC 公司产品；/9%& 为 "<B9
AC 公司产品；H&P 为广东阳江制药有限公司产品；

前列腺癌细胞 46&C! 购自上海细胞所；宫颈癌细胞

.?GC 细胞由生物化学与分子生物学教研室路凡博士

惠赠,
!# $" 方法

(: 8: (Q 基因组 -6$ 的提取及 !&2 扩增 !"#$ 启动

子Q 取增生前列腺组织，用 3: ;: 6: $ *<==>? -6$ !"#
"试剂盒提取人基因组 -6$，紫外分光光度计定量,
根据文献［/］及 H?KRCKO 已知序列（ $55?==<EK 6>A9
I?D $%SST/NN）设计引物，在 /U端引入 $%& "酶切位

点，在 7U端引入 ’()#酶切位点, 引物由上海赛百盛生

物工程 公 司 合 成, 上 游 引 物：H&$ H$* &*$ H*&
$&* $** $** $H& &$* &*&，下游引物：*$H $H&
*&* &&$ H** *&* &&$ &&$ &$, 用上述引物进行

!&2 扩增，反应体系组成：基因组 -6$ 模板 8 $4，引

物各 8/ 0AEG，8: / AAEG ) 4 V6*! 8 $4，(S W !&2 缓冲

液 / $4 ，!EDLI?=M -6$ 聚合酶 ( $4，再用去离子水

补至 /S $4, 循环参数为 XNY / A<K 后，XNY变性 7S
=，//Y退火 7S =，T8Y延伸 ( A<K 7S =，经过 7/ 个循

环, !&2 产物经琼脂糖凝胶电泳鉴定,
(: 8: 8Q !"#$ 启动子替换载体 0123" 中 &#P 启动

子Q 将载体 0123" 和 !"#$ 启动子的 !&2 产物同时

用 $%&"和 ’()#双酶切，目的片段分别经琼脂糖凝胶

分离、纯化后，用 *N 连接酶连接，转化 -./!, 所得质

粒 -6$ 用 $%&"，’()#进行双酶切鉴定, 将阳性克隆

命名为 0!"#$9123" 并送上海基康生物工程公司，用

自行设计的测序引物从两端和中间进行测序鉴定, 测

序上游引物：**$ &HH **& &*H H&& *** *H, 下游

引物：H&$ &*H $&* H&H **$ H&$ $*, 中间引物：

H$& $HH &HH $*& $&H $$H,
(: 8: 7Q 双自杀基因克隆入表达载体 Q 0-&7(8 -9
%&’( 和 0!"#$9123" 的 #&"$ 同时经 *+,#和 -).2#

双酶切，分别将目的片段胶回收，*N 连接酶连接，转

化 -./!，提 质 粒 !&2 鉴 定，上 游 引 物：H$$ *HH
&$$ H&$ $H* HHH $*；下游引物：&$$ &$$ &$$
&&* &H* H$& &*, 得到的阳性克隆命名为 0!"#$9
123"9%&’(, 将 0!"#$9123"9%&’( 载体的 #&"R 经

’(/#单酶切，04*+5"6 经 -).0#单酶切，加入 +G?KEZ
片段补 平 经 酶 切 形 成 的 -).2#黏 端, 再 在 0!"#$9
123"9%&’( 载体酶反应液中加入 1+.#，在 04*+5"6
酶反应液中加入 ’(&#，胶回收后用 *N 连接 0!"#$9
123"9%&’( 载体片段和 *+ 片段，转化 -./!，所得质

粒用自行设计的 #&"R 引物作 !&2 鉴定，上游引物：

$$$ $&$ &H$ *H$ *$$ H&* *H&，下游引物：*&$
*H* &*H &*& H$$ H&$ **, 得到的阳性克隆命名为

0!"#$9123"9%&’(9*+,
(: 8: NQ 0!"#$9123"9%&’(9*+ 瞬时表达 Q 将前列

腺癌细胞 46&C! 细胞、宫颈癌细胞 .?GC 细胞按每

孔/ W (S/ 铺 8N 孔 板，待 细 胞 长 至 [S\ 时 进 行 转

染，操 作 按 照 4<0E]?5MCA<K?8SSS 说 明 书, 0!"#$9
123"9%&’(9*+ 和空 载 体 0123" 质 粒 由 P9B?K? 公

司超纯质粒试剂盒提取，每孔加 ( $B 质粒和 ( $4
脂质体，转 染 N ^ 后，换 完 全 培 养 基 继 续 培 养, 每

8N ^ ( 次，重复 7 次 , 提取细胞 26$，反转录为 5-9
6$，再经 2*9!&2 检测 %&’( 和 ."P9*+ 基因的转

录，%&’( 上 游 引 物：H$$ *HH &$$ H&$ $H*
HHH $*, 下 游 引 物：&$$ &$$ &$$ &&* &H*
H$& &*, ."P9*+ 上游引物：&&$ HH* &H& $H$
*&H *&H H*$ *, 下游引物：$&$ *&H $&& H&&
*HH &&$ $$,

将经重组载体和空载体分别转染的前列腺癌细

胞 46&C! 细胞按 ( W (SN ) 孔接种于 X_ 孔板，H&P 浓

度按照 S: S(，S: (，(，(S 和 (SS KB ) 4，/9%& 按照 (S，

8S，NS，[S 和 (_S KB ) 4 分别加入细胞中，每个浓度设

7 个复孔，作用 T8 ^ 后，加入 / B ) 4 #** 8S $4 作用 N
^，再加入 -#"@ (/S $4，于 /TS KA 测吸光值, 细胞生

长抑 制 率（ H12）按 下 式 计 算：H12（\）‘（ (9 2

实验孔 3 2 对照孔 W (SS\ , 比较不同药物浓度下，对重组

载体转染组，/9%& 联合 H&P 使用与单独使用 /9%&，

H&P 相比，其 H12 的差别，以及它们分别与空载体转

染组 H12 的差别,
统计学处理：采用 "9!4a" 软件，/9%& 联合 H&P

使用与单独使用 /9%&，H&P 相比，采用方差分析, 重

组载体转染组在不同药物作用下各自与空载体转染

组 H12 的比较，如样本数据方差齐性，采用 # 检验；如

方差不齐，采用 # U检验, 4 b S: S/ 认为差异有统计学

意义,
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!" 结果

!" #$ %&’( 启动子的扩增和克隆 $ %&’( 启动 子

的 %)* 产物电泳后可见 #+,, -. 区域有一条强荧

光条带与 %&’( 大小相符（ /01 #）2 %&’(34*5& 经

!"#!和 $%&"双 酶 切 鉴 定，电 泳 可 见 676, -. 和

#+,, -. 两条特异片段（ /01 !）2 将 %&’(34*5& 送

上海基康生物 工 程 公 司 用 自 行 设 计 的 引 物 测 序，

测 序 结 果 与 89:;<:= （ (>>9??0@: :AB-9C
(/,,D6++）序列相符 2

#：(B.E0F0><G0@: @F %&’( .C@B@G9C；!：HI( B<C=9C HJ!,,,2

/01 #$ 5E9GC@.K@C9G0> <:<EL?0? @F %)* .C@MA>G? %&’( .C@B@G9C
图 #$ %)* 产物的琼脂糖凝胶电泳分析

#：HI( B<C=9C #；!：*9>@B-0:<:G .E<?0BM .%&’(34*5&；7：*9>@B-03
:<:G .E<?0BM .%&’(34*5& 0M9:G0F09M N0GK !"#!<:M $%&"2

/01 !$ *9>@B-0:<:G .E<?0BM @F .%&’(34*5& 0M9:G0F09M N0GK !"#!
<:M $%&"M019?G0@:
图 !$ 重组质粒 .%&’(34*5& 的 !"#!和 $%&"双酶切鉴定

!# !" 重组表达载体的构建及鉴定 " 重组质粒 .%&3
’(34*5&3/)O# 作 %)* 鉴定，可见 P,, -. 特异性条

带（/01 7(）2 .%&’(34*5&3/)O#3QR 作 %)* 鉴定，可

见 !7,, -. 特异性条带（/01 7;）2
!# $" %&’()*+,-’*./01*23 瞬时表达" 重组载体

.%&’(34*5&3/)O#3QR 转染的 JI)<% 细胞，可检测

到 /)O# 的 7P# -. 片段（#ST U 6DT）和 V&W3QR 的

+6D -. 片段（7P U +S6）；转染的 V9E< 细胞 检测无此

条带2

(：#：HI( B<C=9C #；!：I91<G0X9；7：.%&’(34*5&3/)O# %)* .C@M3

A>G?2

;：#：HI( B<C=9C #；!：I91<G0X9；7：%&’(3%4*5&3/)O#3QR %)*

.C@MA>G?2

/01 7$ 4:M9:G0F0><G0@: @F .%&’(34*5&3/)O#3QR -L %)*
图 7$ 重组质粒 .%&’(34*5&3/)O#3QR 的 %)* 鉴定

(：#：/)O# >HI( @F V9E< >9EE?（*3.4*5&）；!：/)O# >HI( @F V9E< >9EE?

（ .4*5&）；7：/)O# >HI( @F JI)<% >9EE?（*3.4*5&）；+：/)O# >HI( @F

JI)<% >9EE?（.4*5&）；6：HI( B<C=9C #2

;：#：HI( B<C=9C #；!：QR >HI( @F V9E< >9EE?（*3.4*5&）；7：QR >H3

I( @F V9E< >9EE?（.4*5&）；+：QR >HI( @F JI)<% >9EE?（*3.4*5&）；6：

QR >HI( @F JI)<% >9EE?（.4*5&）2

/01 + $ 5E9>GC@.K@C9G0> <:<EL?0? @F GK9 *Q3%)* F0:<E .C@MA>G
（*3.4*5&：*9>@B-0:9M X9>G@C .%&’(34*5&3/)O#3QR；.4*5&：

5B.GL X9>G@C .4*5&2 ）

图 +$ *Q3%)* 终产物电泳分析
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空载体 !"#$% 转染 &’()* 细胞、+,-) 细胞经 #./*(#
检测均无此条带（012 3 4，5）6 与空载体转染组相比，

重组载体 !*%74/"#$%/0(89/.: 转染组的生长抑制

率（;"#）明显增高（ ! < => =?，012 ?）6 当 ?/0(、;(@
浓度分别为 9A= B2 C &，9== B2 C & 时，?/0( 联合 ;(@
使用组的 ;"# 为（D=> E F ?> E）G，单独使用 ?/0( 组

;"# 为（3?> = F 3> 9）G，单 独 使 用 ;(@ 组 ;"# 为

（HD> I F 3> H）G 6 表明 ?/0( 联合 ;(@ 作用于经重组

载体 !*%74/"#$%/0(89/.: 转染的 &’()* 细胞，其

生长抑制率明显高于单独使用 ?/0(，;(@ 组，且差异

显著（ ! < => =?）>

.J, K,LM-NL O,K, ,P!K,LL,Q )L NJ, " F # ；#/!"#$%：#,RSBT1U,Q V,RNSK

!*%74/"#$%/0(89/.:；!"#$%：$B!NW V,RNSK !"#$%；)! < => =? $# RSK/

K,L!SUQ1U2 *"#$% 2KSM! 1U NJ, L)B, QKM2 RSUR,UNK)N1SU；.J, NOS/N)1-,Q

LNMQ,UN % N,LN 1L ML,Q NS 2,N NJ, LN)N1LN1R6

012 ?X .SP1R ,YY,RN SY ?/0( )UQ ;(@ SU &’()*
图 ?X 不同浓度 ?/0( 和 ;(@ 对 &’()* 细胞的生长抑制率

!" 讨论

前列腺癌是男性常见的恶性肿瘤，在我国其发病

率已居泌尿生殖系恶性肿瘤增长的首位6 前列腺癌的

基因治疗中，常选用组织特异性启动子来避免正常组

织的损伤6 *%74 为前列腺特异表达，其增高可作为

前列腺癌的病程进展指标6 由于 *%74 的水平是由雄

激素负调节，经过雄激素去势治疗的患者，其血浆中

*%74 表达增高6
我们 成 功 克 隆 *%74 启 动 子，经 测 序 分 析 与

;,U5)UZ 报道的一致6 经酶切及 *(# 鉴定，证实真核

表达载体 !*%74/"#$%/0(89/.: 的成功构建6 我们

用 *%74 启动子替换 !"#$% 中的 (7@ 启动子，构建

的 !*%74/"#$%/0(89/.: 为双顺反子真核表达载体，

其启动子可同时调控位于其后的 0(89 和 .: 的转录

与表达6 利用脂质体转染法将该质粒转染入前列腺癌

细胞中，证实该载体可以特异地在前列腺癌细胞中转

录和表达6 本实验结果表明双自杀基因系统对前列腺

癌细胞的杀伤效果较单自杀基因系统更佳，这是由于

两个自杀基因系统协同作用，增加了对肿瘤细胞的抑

制作用6 使用双自杀基因载体，亦可解决单自杀基因

系统对前体药物的耐药问题［A］，即当细胞对一种前

体药物耐药时，可通过另一种前体药物起作用6 相比

国内已报道的针对前列腺癌的自杀基因研究［H］，我

们所构建载体含有 *%74 启动子，因此可用于经去势

治疗的前列腺癌患者的基因治疗，靶向性好，适用范

围广6 由于组织特异性启动子介导的基因表达效率低

于 (7@ 启动子［D］，提示 *%74 启动子的表达能力有

待进一步提高，下一步实验可在 *%74 启动子的上游

增加增强子序列，以期得到更好的治疗效果6
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