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缺乏有效的靶向表达调控手段是自杀基因疗法 当前面临的关键问题之一。利用放射诱导启动子调

控其下游治疗基因的靶向表达是近年来发现的一种

放射- 基因治疗新策略 , 即通过精确定位放疗使自

杀基因在靶组织中局限性表达 , 将传统的放疗与基

因治疗有机结合起来 , 既减少放疗的剂量又能提高

基因治疗的疗效。本研究采用人工放射诱导启动子

调控的CDglyTK基因转染Tca8113细胞 , 观察放疗增

放射诱导启动子介导CDglyTK基因

治疗Tca8113细胞的实验研究

余东升1, 黄洪章1, 谢 谦1, 王安训2, 胡晓文1, 刘习强1
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[摘要] 目的 观察人工放射诱导启动子介导CDglyTK双自杀融合基因治疗Tca8113细胞的疗效 , 为舌鳞癌治疗探

索新的途径。方法 构建人工放射诱导启动子调控双融合自杀基因的真核表达质粒pcDNA3.1( +) /E- CDglyTK, 用脂

质体为载体转染Tca8113细胞后予以3 Gy诱导放疗 , 描绘细胞生长曲线 , RT- PCR检测CDglyTK的表达 , 流式细胞仪

检测细胞的凋亡和增殖。结果 诱导放疗可显著增强双自杀基因CDglyTK对Tca8113细胞的毒性作用 ; RT- PCR半定

量分析诱导放疗增强了CDglyTK基因的mRNA表达 ; 流式细胞检测发现治疗组细胞的凋亡指数明显高于对照组 , 而

增殖指数则低于对照组 , 诱导放疗显著提升了这种差距。结论 人工合成放射诱导启动子可作为基因治疗中的分子

开关调节CDglyTK基因在Tca8113细胞中靶向表达。低剂量放射性照射可显著提高放射诱导启动子调控的CDglyTK基

因治疗Tca8113细胞的疗效。
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Synthetic Radiation- inducible Promoter Mediated CDglyTK Gene in Treatment of Tca8113 Cells YU Dong-
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[Abstract] Objective To observe the therapeutic effect of CDglyTK gene mediated by synthetic radiation- inducible

promoter in the treatment of Tca8113 cells. Methods CDglyTK gene in pCEA - CDglyTK was subcloned into

pcDNA3.1( +) to construct plasmid pcDNA3.1( +) - CDglyTK, and then the synthetic radiation- inducible promoter in

pMD18 - T - E was inserted into pcDNA3.1( + ) - CDglyTK to construct plasmid pcDNA3.1( + ) /E - CDglyTK. The

recombinant plasmid was transfected into Tca8113 cells by lipofectamine, and then exposed to 3 Gy irradiation.

Cytotoxicity was evaluated by MTT. The expression of CDglyTK gene was detected by RT- PCR. The apoptosis and

proliferation were examined by flow cytomtery. Results The plasmid pcDNA3.1( +) /E - CDglyTK was constructed

successfully. The comparative survival rate of Tca8113 cells was markedly decreased by induction irradiation. Up-

regulation of CDglyTK expression was found in Tca8113 cells exposed to irradiation. The apoptosis index( AI) of

Tca8113 cells exposed to irradiation was higher than that of Tca8113 cells without irradiation, the other way round,

the proliferation index( PI) of Tca8113 cells exposed to irradiation was lower than that of Tca8113 cells without

irradiation. Conclusion The synthetic radiation- inducible promoter can be served as a molecular switch to improve

the expression of CDglyTK gene in Tca8113 cells, and low dose induction radiation can significantly improve the

therapeutic efficiency.

[Key words] radiation- inducible promoter; radiation therapy; tongue squamous cell carcinoma
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效作用, 为舌鳞癌的治疗探索新途径。

1 材料和方法

1.1 材料

载 人 工 放 射 诱 导 启 动 子 的 真 核 表 达 质 粒

pMD18- T- E( 本 课 题 组 前 期 研 究 构 建 [1]) , pCEA-

CDglyTK( 中山大学法医系提供) , pcDNA3.1( +)( 中

山大学李芳萍提供) , 各种限制性内切酶及连接酶

( Roche 公 司 , 瑞 士 ) , Lipofectamine TM Reagent

( Promega公司, 美国) , Tca8113细胞( 原上海第二医

科大学何荣根惠赠) , OmniscriptTM RT- PCR System

( Gene 公 司 , 美 国 ) , FACSCalibur 型 流 式 细 胞 仪

( Becton Dickinson公 司 , 美 国) ; PRIMVS型 直 线 加

速器( Siemens公司, 德国) 。

1.2 方法

1.2.1 构建质粒pcDNA3.1( +) /E- CDglyTK EcoRⅠ

和HindⅢ双酶切质粒pCEA- CDglyTK得 双 自 杀 基 因

CDglyTK片段, 将其插入pcDNA3.1( +) 多克隆位点得

到 重 组 子pcDNA3.1( +) - CDglyTK; 用NheⅠ和Hind

Ⅲ对pMD18- T- E进行双酶切 , 得到含放射诱导启动

子 序 列 的DNA片 段 , 将 其 插 入 到 重 组 子pcDNA3.1

( +) - CDglyTK中 CDglyTK上 游 , 得 到 载 有 放 射 诱

导 启 动 子 调 控 双 自 杀 基 因 的 真 核 表 达 质 粒pcDNA

3.1( +) /E- CDglyTK。

1.2.2 细 胞 培 养 与 转 染 采 用DMEM培 养 液 于5%

CO2培养箱中37 ℃下培养Tca8113细胞。转染步骤 :

将Tca8113细胞以1×105个/孔接种6孔板 , 细胞生 长

到80%左右融合时开始转染。将2 μg质粒pcDNA3.1

( +) /E- CDglyTK溶 解 至100 μL无 血 清DMEM培 养 液

中 , 同时将20 μL LipofectamineTM Reagent用无血清

DMEM培养液稀释至100 μL。将两种稀释溶液混合

摇匀 , 室温孵育45 min, 加800 μL无 血 清DMEM培

养液混匀。2 mL无血清DMEM培养液漂洗细胞 , 将

上 述 混 合 液 加 至 培 养 孔 内 细 胞 表 面 , 每 孔 1 mL,

37 ℃、5%CO2条件下孵育5 h。加等量20%胎牛血清

DMEM培养液继续孵育24 h, 次日弃旧液, 换10%胎

牛血清DMEM培养液培养。

1.2.3 MTT法描绘生长曲线 将转染细胞按4×103个/

孔接种96孔板, 将细胞随机分为以下6组。A组: 不

作特殊处理 , 作为对照组 ; B组 : 单纯加5- 氟胞嘧

啶( 5- fluorocytosine, 5- FC) 和丙氧鸟苷( ganciclovir,

GCV) ; C组 : 单 纯pcDNA3.1( +) /E- CDglyTK转 染 ;

D组 : 单纯诱导放疗 ; E组 : pcDNA3.1( +) /E- CDgly

TK 转 染 并 加 5 - FC 和 GCV; F 组 : 诱 导 放 疗 加

pcDNA3.1( +) /E - CDglyTK 转 染 并 加 5 - FC 和 GCV。

5- FC和GCV浓度分别为50 mg/L和5 mg/L; 加药后培

养12 h后予以3 Gy放疗。MTT法测OD值 , 每天1次 ,

共5次。

1.2.4 RT- PCR检测CDglyTK的mRNA表达 将转染

后的细胞按5×104个/孔接种6孔板 , 分为2组 , 每组

设10个复孔 , 一组常规培养 , 另一组在接种后36 h

给 予 细 胞3 Gy放 射 线 照 射 。2组 细 胞 继 续 培 养48 h

后 , RT- PCR检 测CDglyTK的mRNA表 达 。CDglyTK

融合基因片段1.3 kb, P1: 5′- TGTCGAATAAACGC-

TTTACAAAC- 3′, P2: 5′- AACGTTTGTAATGATGG-

CTTCTG- 3′; β- actin片段750 bp, P1: 5′- GGTCGG-

AGTCAACGGATTTGGTCG- 3′, P2: 5′- CCTCCGAC-

GCCTGCTTCACCAC- 3′。采用Gene公司OmniscriptTM

RT- PCR System 两 步 法 进 行 。 PCR 条 件 : 95 ℃

预变性5 min, 94 ℃变性30 s, 58 ℃退火30 s, 72 ℃

延伸1 min, 35个循环 , 72 ℃延伸8 min。实验过程

中严格控制各项可变因素 , 如引物、模板用量等。

取10 μL PCR产物在1%凝胶中电泳 , 70 V、60 min

后 , 凝胶成像系统扫描分析灰度值 , 以CDglyTK与

β- actin条带灰度均值的比值表示CDglyTK基因的表

达水平。

1.2.5 流式细胞仪检测细胞凋亡与增殖 将转染细

胞按5×104个/孔接种6孔板 , 分为2组( 治疗组和对照

组) , 每组设20个复孔。治疗组培养24 h后加入5- FC

和GCV, 浓度分别为50 mg/L和5 mg/L ; 对照组不加

5- FC和GCV。对照组和治疗组各有一半细胞( 10个

孔细 胞) 在 培养12 h接 受3 Gy放 射 线 照 射 , 所 有 细

胞培养3 d后常规碘化丙碘染色, 流式细胞仪检测凋

亡指数( apoptosis index, AI) 和增殖指数( proliferation

index, PI) 。

1.2.6 统计学处理 采用SAS6.04软件对配对资料样

本均数进行方差分析。

2 结果

2.1 重组质粒的鉴定

EcoRⅠ和HindⅢ双酶切pcDNA3.1( +) - CDglyTK

可 见 2.5 kb 的 CDglyTK基 因 片 段( 图 1) 。 重 组 质 粒

pcDNA3.1( +) /E- CDglyTK测 序 报 告 证 实 在NheⅠ和

HindⅢ两酶切位点间成功插入人工放射诱导启动子。

2.2 生长曲线

各组细胞的生长曲线见图2, 单纯加药及单纯

转染pcDNA3.1( +) /E- CDglyTK对细胞生长无明显影

响 , 它们的生长曲线与对照组十分接近。单纯3 Gy

的诱导放疗对细胞生长有一定影响 , 第3天时对细

胞生长抑制最为明显, 但随后的2 d细胞出现恢复性

生长。转染后加药对细胞有一定的抑制作用 , 放射

诱导则使抑制效应进一步加强。
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分组
凋亡指数 增殖指数

无放射 有放射 无放射 有放射

对照组 2.98±0.39 4.23±0.41 54.22±6.97 48.02±5.70

治疗组 26.80±2.71 37.45±5.79 34.22±4.61 24.10±3.00

A: pcDNA3.1( +) ; B: EcoRⅠ 和 HindⅢ 双 酶 切 pcDNA3.1( +) ;

C和D: EcoRⅠ和HindⅢ双酶切pcDNA3.1( +) /E- CDglyTK; E: 250 bp

Marker

图 1 pcDNA3.1( +) /E- CDglyTK酶切鉴定

Fig 1 Identification of recombinant plasmid pcDNA3.1( +) /E -

CDglyTK by EcoRⅠand HindⅢ

图 2 各组细胞生长曲线

Fig 2 Growth curves of Tca8113 cells on different condition

2.3 RT- PCR结果

RT- PCR产物凝胶电泳图谱见图3, 放射诱导后

细胞CDglyTK基因的mRNA表达水平比未经放射诱导

时有一定程度增强 , 计算机图像分析电泳图片扫描

灰度值结果为 : 无放射诱导组0.528±0.071, 伴放射

诱导组0.835±0.132, 两组灰度值的差异有统计学意

义( P<0.05) 。

A和B: 未放疗诱导组 ; C和D: 放射诱导组 ;

E: β- actin; F: 250 bp Marker

图 3 RT- PCR检测CDglyTK基因的mRNA表达

Fig 3 Expression of mRNA of CDglyTK gene

2.4 细胞凋亡和增殖指数

流 式 细 胞 仪 检 测 细 胞 凋 亡 和 增 殖 结 果 见 表1。

无论有无放射诱导 , 治疗组细胞的AI均明显高于对

照 组( P<0.01) , 而PI则 明 显 低 于 对 照 组( P<0.01) 。

对照组放疗引起AI和PI的改变无统计学意义( P>0.05) ,

而 治 疗 组 放 疗 引 起AI和PI的 改 变 则 有 统 计 学 意 义

( P<0.05) 。

表 1 流式细胞仪检测细胞凋亡和增殖结果( n=10, % ,

x±s)

Tab 1 The values of PI and AI measured by flow

cytomtery(n=10, % , x±s)

3 讨论

3.1 放射诱导启动子结构与功能

早期生长反应因子1基因( early growth response- 1,

Egr- 1) 参与细胞的多种辐射效应。尽管Egr- 1基因对

辐射敏感的机制尚不十分清楚, 但Egr- 1基因的调控

程序( 启动子) 的辐射可诱导性却很明确, 可感受电离

辐射等因素刺激诱导下游基因表达[2]。研究发现 [2- 3],

一种含有10个碱基的高度保守CC( A/T) 6GG的结构域

( 亦称CArG盒) 与辐射诱导密切相关 , 该 结 构 域 有

3种形式: CCATATATGG、CCATATAAGG和CCTTA-

TTTGG, 均可直接感受放射线刺激诱导其下游基因

表达。为了探明Egr- 1启动子序列中CArG盒以外的

DNA序列结构如Sp- 1转录因子结合序列和cAMP反

应序列在放射诱导中的作用 , Scott等 [2]调改CArG盒

间隔距离及Sp- 1转录因子结合序列的位置 , 结果发

现辐射诱导效率无明显影响。Marples等 [4]则发现人

工合成含有若干串联CArG结构域的DNA序列具有类

似的放射诱导功能 , 甚至这种合成的启动子较野生

型Egr- 1启动子有更强的诱导能力。这种人工合成放

射诱导序列与野生Egr- 1启动子相比 , 结构相对简

单, 消除了野生型Egr- 1启动子中一些转录序列的影

响 , 如SP- 1转录因子、AP- 1和cAMP反应元件相关

蛋白 , 作用更专一。并能灵活应用于基因治疗载体

中提高目的基因的表达, 可以根据需要调整CArG盒

的数目 , 通过提高其放射诱导性减少临床诱导放疗

剂量 , 保护正常组织并降低照射副作用。有学者还

发现CArG盒经放射线 重 复 照 射 可 多 次 发 挥 其 诱 导

性 , 刺激下游基因持续表达 , 可克服目的基因表达

短而无法达到治疗效果的缺陷。本课题组前期研究

成功合成了含有6个串联CArG盒( CCATATAAGG) 的

放射诱导启动子并鉴定了其辐射可诱导性 , 为本实

验奠定了基础。

3.2 放射增效与靶向表达

自杀基因治疗研究中存在的一个突出问题是如
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何调控自杀基因仅在肿瘤组织中靶向表达 , 防止其

对正常组织的损伤。用放射诱导启动子来调控其下

游治疗基因的靶向表达是近年来发现的一种放射-

基因治疗新策略 [5], 将传统的放疗与基因治疗有机

结合起来 , 既减少大剂量放疗的副作用 , 又提高了

自杀基因的毒性作用。Greco等[6]用Egr- 1启动子联合

缺氧反应性序列( hypoxia responsive elements, HREs)

来 增 强 一 种 名 为 辣 根 过 氧 化 物 酶( horseradish pe-

roxidase, HRP) 的自杀基因的表达 , 增加细胞对前

体药物吲哚乙酸( indole- 3- acetic acid, IAA) 的敏感

性 , 可有效解决肿瘤内缺氧细胞对放射线不敏感的

问题。Marples等 [7]在利用放射诱导启动子调控自杀

基因的靶向表达方面的研究作了许多有益的尝试 ,

证实了该方案的可操作性 , Egr- 1启动子可充当放

射- 基因的分子开关。双功能自杀基因CDglyTK是目

前已知的细胞毒性作用最强的自杀基因之一 [8], 用

作基因治疗时 , 靶向性表达对提高治疗的安全性及

疗效极为重要。本实验利用人工合成的放射诱导启

动子调控双自杀基因CDglyTK治疗Tca8113细胞 , 经

细胞毒性实验、RT- PCR检测mRNA表达水平、流式

细胞仪检测细胞凋亡和增殖进行综合评价 , 结果证

实 低 剂 量 放 射 诱 导 能 有 效 提 高 自 杀 基 因 的 治 疗 效

果。

值得特别指出的是这种放射线照射外源性因素

调节的基因靶向性表达 , 不同于宿主自身转录水平

的调控机制 , 更适用于多种肿瘤的基因治疗 , 具有

广谱性、简便性 , 易于临床推广应用等优点。用肿

瘤特异性抗原启动子或增强子来介导治疗基因的靶

向表达往往应用范围有限 , 如AFP启动子介导自杀

基因仅对AFP阳性细胞起作用 , 对AFP阴性细胞则

不能发挥作用 , 由于肿瘤种类繁多 , 各有其自身特

点 , 治疗方案因个性化的需要而复杂多变 , 实际操

作非常困难; 另一方面 , 肿瘤特异性蛋白一般仅按

生理需求量表达 , 难以达到治疗的需要。而放射线

照射靶向则与之不同, 随着强调适性形放疗( intensity

modulation radiation therapy, IMRT) 技 术 的 发 展 ,

通过调节照射野内各点的输出剂量率确保照射野形

状与靶区完全一致 , 可使自杀基因的靶向表达更为

精准 , 基因表达的强弱和时间调节更方便 , 所以这

种外源性的调节机制备受青睐。
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