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摘   要 目的：比较人端粒酶催化亚单位（hTERT），癌胚抗原（CEA）及巨细胞病毒（CMV）启动子在人

结肠癌细胞株 LoVo 和 SW480 中的转录活性。

方法：设计引物应用 PCR 法从人结肠癌基因组中克隆 hTERT 和 CEA 启动子；用双酶切和 PCR 法切

除原始载体 pLVX-EGFP-3FLAG 中的 CMV 启动子后，将 hTERT，CEA 启动子与该载体重组，构建

出重组质粒 pLVX-hTERTp-EGFP-3FLAG 和 pLVX-CEAp-EGFP-3FLAG；将上述两种质粒及原始载体

（含 CMV 启动子）分别瞬时转染人结肠癌细胞株 LoVo 和 SW480 后，检测两种细胞株绿色荧光蛋白

表达。

结果：经 PCR，酶切及测序鉴定，克隆及载体构建完全正确。CMV，hTERT 及 CEA 启动子的转录

活性（绿色荧光细胞数 / 总细胞数）在 LoVo 细胞中依次为 54.7%，33.0%，9.5%；在 SW480 中依次

为 16.5%，10.1%，8.5%，差异均有统计学意义（均 P<0.05）。

结论：在人结肠癌细胞株中，转录活性以 CMV 启动子最高，hTERT 启动子次之，CEA 启动子最低。

该结果可为结肠癌的靶向性基因治疗研究提供参考。       [ 中国普通外科杂志 , 2014, 23(1):74-80]
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启 动 子 是 一 段 位 于 结 构 基 因 5' 端 上 游 区 的

DNA 序 列， 能 活 化 RNA 聚 合 酶， 使 之 与 模 板

DNA 准确地结合并具有转录起始的特异性。作为

基因的组成部分，它控制着基因表达（转录）的起

始时间和程度，从而决定基因的活动 [1-4]。本实验

克 隆 了 人 端 粒 酶 催 化 亚 单 位（hTERT） 启 动 子 及

癌胚抗原（CEA）启动子的活性片段，并比较了两

者 与 巨 细 胞 病 毒（CMV） 启 动 子 的 转 录 活 性， 拟

为 hTERT 和 CEA 启动子的克隆及转录活性的进一

步研究提供依据。

1　材料与方法

1.1  材料

人 结 肠 癌 细 胞 株 LoVo 及 SW480 均 为 本 实

验 室 保 存。 胎 牛 血 清 和 杜 伯 克 改 良 伊 波 尔 培 养 基

（DMEM 高 糖） 购 自 美 国 Gibco 公 司，DH5α 工

程 细 菌 及 pLVX-EGFP-3FLAG 表 达 载 体 由 本 实 验

室冻存。限制性内切酶、T4DNA 连接酶、TaKaRa 

Ex Taq 聚合酶、基因组 DNA 快速提取试剂盒购自

宝 生 物 工 程（ 大 连） 有 限 公 司。 质 粒 小 提 试 剂 盒

及 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 回 收 试 剂 盒 购 自 天 根 生 化 科 技

（ 北 京 ） 有 限 公 司。 脂 质 体 lipofectamineTM2000

购自美国 Invitrogen 公司。引物设计用 Oligo6.0 及

Primer5.0 软件，由上海生工生物有限公司合成，

测序由北京奥科生物公司完成。

1.2  实验方法

1.2.1  hTERT 基 因 启 动 子 的 克 隆 及 pLVX-

hTERTp-EGFP-3FLAG 的 构 建　 用 基 因 组 DNA

提 取 试 剂 盒 提 取 临 床 来 源 结 肠 癌 肿 瘤 的 人 基

因 组 DNA。 根 据 基 因 数 据 库（GenBank，AN 

097365） 中 hTERT 启 动 子 序 列 设 计 一 对 引 物：

上 游 引 物 为 5'-GTT TAT CGA TAC GCG TCA 

CAG ACG CCC AGG ACC GCG CTT C-3'， 下 游

引 物 为 5'-GAA GCT TGA GCT CGA GCC ACG 

TGC GCC CAC GTG CGC CCA C-3'；5' 端 分 别

引 入 MluI 和 XhoI 酶 切 位 点（ 下 画 线 所 示 酶 切

位 点 ）。 所 用 DNA 聚 合 酶 为 TakaRa Ex Tap 聚

合 酶。25 µL 的 反 应 体 系，94 ℃ 预 变 性 2 min， 

94 ℃变性 20 s，52 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 60 s，

40 个 循 环， 最 后 72 ℃ 延 伸 10 min。 聚 合 酶 链 反

应（PCR） 扩 增 hTERT 片 段 与 载 体 pLVX-EGFP-

3FLAG 通 过 MluI 和 XhoI 双 酶 切， 连 接 构 建

pLVX-hTERTp-EGFP-3FLAG（ 图 1A）， 转 化 感

受态菌 DH5a，接种氨苄青霉素（50 mg/µL）的溶

菌肉汤（LB）平板，37 ℃培养 15 h。挑取单克隆

菌落摇菌提质粒，MluI 和 XhoI 双酶切鉴定，对符

合预期的克隆送测序。

Methods: After the primer sets were designed, the hTERT and CEA promoters were cloned by PCR amplification 

from the genome of colon cancer cells. The CMV promoter was removed from the original vector pLVX-EGFP-

3FLAG by double digestion and PCR method, and the hTERT and CEA promoters were introduced into the 

vector to construct the recombinant plasmid pLVX-hTERTp-EGFP-3FLAG and pLVX-CEAp-EGFP-3FLAG. 

Colon cancer LoVo and SW480 cells were transiently transfected with the above two recombinant vectors and the 

original vector (containing CMV promoter) respectively, and the expressions of green fluorescent protein in the 

two cell lines were determined. 

Results: Results of PCR, enzyme digestion and sequencing showed that the cloning products and plasmid 

constructions were completely correct. The transcriptional activities (number of cells expressing green 

fluorescence/total number of cells) of CMV, hTERT and CEA promoters in LoVo cells were 54.7%, 33.0% and 

9.5%, and in SW480 cells were 16.5%, 10.1% and 8.5%, respectively. All the differences had statistical significance 

(all P<0.05).

Conclusion: In human colon cancer cells, the transcriptional activity of CMV promoter is the highest, hTERT 

promoter is second and CEA promoter is the lowest. These results may provide information for the study of 

targeted gene therapy of colon cancer.                            [Chinese Journal of General Surgery, 2014, 23(1):74-80]
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1.2.2  CEA 基 因 启 动 子 的 克 隆 及 pLVX-CEAp-

EGFP-3FLAG 的 构 建　 根 据 GenBank（NT 

011109） 中 CEA 启 动 子 序 列 设 计 一 对 引 物： 上

游 引 物 为 5'-GAC GCG TCC CGG GAC CCT GCT 

GGG TTT CTC-3'， 下 游 引 物 为 5'-CCC TCG AGA 

GCT TGA GTT CCA GGA ACG-3'；5' 端 分 别 引

入 MluI 和 XhoI 酶 切 位 点（ 下 画 线 所 示 酶 切 位

点 ）。 用 基 因 组 DNA 提 取 试 剂 盒 提 取 结 肠 癌 肿

瘤 的 人 基 因 组 DNA， 并 以 此 为 模 板，PCR 扩 增

CEA 启 动 子 片 段。 所 用 DNA 聚 合 酶 为 TakaRa 

Ex Tap 聚合酶，25 µL 的反应体系，98 ℃预变性 

2 min，98 ℃ 变 性 20 s，55 ℃ 退 火 30 s，72 ℃

延 伸 60 s；30 个 循 环， 最 后 72 ℃ 延 伸 10 min。

PCR 扩增 CEA 片段与载体 pLVX-EGFP-3FLAG 通

过 MluI 和 XhoI 双 酶 切、 连 接 构 建 pLVX-CEAp-

EGFP-3FLAG（图 1B），转化感受态菌 DH5a，接种

氨苄青霉素（50 mg/µL）的 LB 平板，37 ℃培养 15 h，

挑取单克隆菌落摇菌提质粒，MluI 和 XhoI 双酶切鉴

定，对符合预期的克隆送测序。

1.2.3  人 结 肠 癌 细 胞 株 LoVo 和 SW480 的 培 养

及 3 种 质 粒 的 瞬 时 转 染　 将 LoVo 及 SW480 细

胞 从 液 氮 中 取 出， 复 苏 后 在 37 ℃，5% CO2 条

件 下 培 养 于 DMEM 完 全 培 养 基 中， 细 胞 长 满 至

单 层 后（ 约 2~3 d）， 用 胰 酶 消 化 传 代， 使 细 胞

保 持 在 对 数 生 长 期。 细 胞 传 至 第 2 代 后， 将 细

胞 接 种 在 6 孔 板 中（ 约 0.2×106 个 细 胞 / 孔 ），

25 h 后 细 胞 生 长 至 80% 融 合 可 用 于 转 染。 转 染

前， 弃 去 6 孔 板 中 的 原 培 养 液， 代 之 以 1.5 mL

无 血 清、 无 抗 生 素 的 DMEM 不 完 全 培 养 基。 按

照 lipofectamineTM2000 脂 质 体 使 用 说 明 书， 取 

4 µg 经 双 酶 切、 测 序 鉴 定 正 确 的 pLVX-hTERTp-

E G F P - 3 F L A G ， p L V X - C E A p - E G F P - 3 F L A G 及

pLVX-EGFP-3FLAG（ 含 CMV 启 动 子） 分 别 加 入

240 µL 无血清、无抗生素的 DMEM 培养基，轻轻

混 匀； 取 8 µL 脂 质 体 加 入 240 µL 无 血 清、 无 抗

生素的 DMEM 培养基中，轻轻混匀，室温下孵育

5 min。将稀释的质粒和稀释的 lipofectamine2000

混 合， 轻 轻 混 匀， 室 温 下 孵 育 20 min。 将 混 合 物

加到 6 孔板的各孔内，轻轻混匀，37 ℃，5% CO2

培 养 箱 孵 育 6 h 后 弃 去 含 有 脂 质 体 和 质 粒 的 培 养

液，代之以含有 10% 小牛血清 DMEM 完全培养液，

置 于 37 ℃，5% CO2 培 养 箱 孵 育。24 h 后 利 用 倒

置荧光显微镜观察绿色荧光蛋白的表达。

1.2.4  倒 置 荧 光 显 微 镜 观 察 绿 色 荧 光 蛋 白 的 表

达　 随 机 选 取 20 个 视 野， 分 别 在 荧 光 和 可 见 光

下 计 数 绿 色 细 胞 数 和 总 细 胞 数。 转 录 活 性 = 绿 色

荧 光 细 胞 数 / 总 细 胞 数 [5]。 重 复 转 染 实 验 6 次，

统 计 转 录 活 性 结 果。 将 6 次 结 果 取 平 均 值， 得 到 

3 种启动子分别在 LoVo 和 SW480 细胞中的转录活

性。

1.3  统计学处理

用 SPSS 13.0 统 计 分 析 软 件。 结 果 以 均 数 ±

标准差（x±s）表示。2 个样本均数比较用 t 检验；

多 个 样 本 均 数 比 较 用 单 因 素 方 差 分 析。P<0.05 认

为差异有统计学意义。

2　结　果

2.1  hTERT 启 动 子 和 pLVX-hTERTp-EGFP-
3FLAG 载体的鉴定

以 人 结 肠 癌 基 因 组 DNA 为 模 板 PCR 扩 增

puro

3FLAG

EGFP
7 738 bp

pLVX-EGFP-3FLAG

AMP CMV

1

Mlu I

Xho I
EcoR I

BamH I

hTERT (327 bp)

puro

3FLAG

EGFP
7 738 bp

pLVX-EGFP-3FLAG

AMP CMV

1

Mlu I

Xho I
EcoR I

BamH I

CEA (369 bp)

A B

图 1　重组载体构建　　A：pLVX-hTERT-EGFP-3FLAG；B：pLVX-CEA-EGFP-3FLAG
Figure 1　Construction of recombinant plasmids　　A: pLVX-hTERT-EGFP-3FLAG; B: pLVX-CEA-EGFP-3FLAG
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hTERT 启 动 子 片 段，PCR 产 物 经 1% 琼 脂 糖 凝

胶 电 泳，获 得 清 晰 的 约 327 bp（ 碱 基 对）大 小 的

DNA 片 段（ 图 2A）， 与 预 期 结 果 吻 合。 构 建 好

的 pLVX-hTERTp-EGFP-3FLAG 行 MluI 和 XhoI

双 酶 切 后 可 获 得 约 7 411 bp 和 327 bp 的 片 段，

与预期相符（图 2B）。hTERT 启动子基因序列与

GenBank（AN 097365） 中 hTERT 启 动 子 DNA 序

列完全一致，经北京奥科有限公司测序确认。

M 1

327 bp

2 000 bp

1 000 bp
750 bp
500 bp

250 bp
100 bp

2 M

400 bp
300 bp
200 bp
100 bp

7 411 bp

327 bp

图 2　hTERT 启动子与其重组载体鉴定结果　　

A：hTERT PCR 产 物 电 泳 图；B：pLVX-hTERTp-
EGFP-3FLAG 双酶切鉴定  M：DNA 分子质量标记； 
1：PCR 产物；2：酶切产物

Figure 2　Results of identification for hTERT promoter and 
the recombinant vector　　A: electrophoretogram 
of hTERT PCR products; B: Double digestion for 
identification of pLVX-hTERTp-EGFP-3FLAG M: DNA 
marker; 1: PCR products; 2: Enzyme-digested products

2.2  CEA 启 动 子 和 pLVX-CEAp-EGFP-
3FLAG 载体的鉴定

同上法扩增 CEA 启动子片段，PCR 产物电泳后，

得到清晰的约 369 bp 大小的 DNA 片段（图 3A），

与 预 期 结 果 吻 合。 构 建 好 的 pLVX-CEAp-EGFP-

3FLAG 行 MluI 和 XhoI 双酶切后可获取约 7 369 bp

和 369 bp 的片段，与预期相符（图 3B）。CEA 启

动 子 基 因 序 列 与 GenBank（NT 011109） 中 CEA

启动子 DNA 序列完全一致，经北京奥科有限公司

测序确认。

2.3  绿色荧光蛋白在 LoVo 及 SW480 细胞中的

表达

将 p L V X - h T E R T p - E G F P - 3 F L A G ，p L V X -

CEAp-EGFP-3FLAG，pLVX-EGFP-3FLAG 分 别 转

染的 LoVo 和 SW480 细 胞，于 转 染 后 24 h 在 倒 置

荧光显微镜下蓝光（~395 nm）激发时，可见细胞

内发射出均匀明亮的绿色荧光（图 4）。

M 1

369 bp

2 000 bp

750 bp
500 bp
375 bp
250 bp
125 bp

2 000 bp
1 000 bp
750 bp
500 bp

250 bp

100 bp

7 369 bp

369 bp

2 M

图 3　CEA 启动子与其重组载体鉴定结果　　

A：CEA PCR 产物电泳图；B：pLVX- CEAp-EGFP-3FLAG
双酶切鉴定  M：DNA 分子质量标记；1：PCR 产物； 
2：酶切产物

Figure 3　Results of identification for CEA promoter and 
the recombinant vector　　A: electrophoretogram 
of CE A PCR products; B: Double digestion for 
identification of pLVX- CEAp-EGFP-3FLAG M: DNA 
marker; 1: PCR products; 2: Enzyme-digested products

2.4  启动子 hTERT，CEA 及 CMV 在人结肠癌

细胞株 LoVo，SW480 中的转录活性比较

统计 6 次转染结果，得到 3 种启动子在结肠癌

细 胞 株 LoVo 和 SW480 中 的 转 录 活 性：CMV 启 动

子 的 转 录 活 性 最 高；hTERT 启 动 子 次 之；CEA 启

动 子 最 低（ 图 5，表 1），3 种 启 动 子 的 转 录 活 性

在 人 结 肠 癌 细 胞 株 LoVo 和 SW480 中 差 异 具 有 统

计学意义（P<0.05）。

表 1　3种启动子在LoVo和SW480细胞中的转录活性（%）
Table 1　The transcriptional activity of the three promoters in 

LoVo and SW480 cells (%)
启动子 LoVo 细胞 SW480
CMV 54.7±4.11) 16.5±1.71)

hTERT 33.0±3.52) 10.1±1.42)

CEA 9.5±0.9 8.5±1.1
注：1）与 hTERT 启动子比较，P<0.05；2）与 CEA 启

动子比较，P<0.05
Note: 1) P<0.05 vs. hTERT promoter; 2) P<0.05 vs. CEA 

promoter

A B

A B
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3　讨　论

恶 性 肿 瘤 是 当 今 世 界 面 临 的 一 个 重 要 难 题，

虽然手术、放疗、化疗仍为主要的治疗手段，但均

存在很多弊端。现代医学越来越关注肿瘤的基因治

疗。由于抗肿瘤基因治疗作用缺乏组织特异性及靶

向性，对正常细胞也可能产生严重毒性作用。这是

已 有 的 基 因 治 疗 方 法 难 以 应 用 于 临 床 的 重 要 原 因

之一。近年来，国内外研究者开始努力探索特异性

作用于肿瘤细胞的基因治疗方法，即靶向性基因治

疗；甲胎蛋白（AFP）、CEA、前列腺特异性抗原

（PSA）、hTERT 等 基 因 的 启 动 子 被 作 为 抗 肿 瘤

基因的调控元件用于靶向性基因治疗的尝试 [6-9]。

端 粒 酶 是 一 种 RNA 依 赖 的 DNA 多 聚 酶， 端

粒 酶 的 激 活 是 细 胞 获 得 永 生 化 和 恶 性 变 的 重 要 机

制。研究 [10-15] 显示，85% 以上的肿瘤细胞端粒酶

阳性，而在成年人正常细胞中，除了干细胞和生殖

细胞外，端粒酶均为阴性。hTERT 启动子是 RNA

依赖的 DNA 多聚酶，是端粒酶活性的限速因素。

图 5　3 种启动子在结肠癌细胞株中的转录活性比较　　A：LoVo 细胞；B：SW480 细胞
Figure 5　Comparison of the transcriptional activity among the three promoters in colon cancer cells　　A: LoVo cells; B: SW480 cells

光镜 光镜荧光显微镜 荧光显微镜

图 4　各组细胞转染 24 h 后镜下所见（×200）　　A：pLVX-EGFP-3FLAG 转 染；B：pLVX-hTERTp-EGFP-3FLAG 转 染； 
C：pLVX- CEAp-EGFP-3FLAG 转染

Figure 4　 Microscopic findings in each group of cells 24 h after transfection (×200)　　A: pLVX-EGFP-3FLAG transfection; B: pLVX-
hTERTp-EGFP-3FLAG transfection; C: pLVX- CEAp-EGFP-3FLAG transfection
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由于 hTERT 启动子只在肿瘤细胞中具有转录活性，

近年来有研究者 [16-19] 尝试用它作为抗肿瘤基因的

调 控 元 件， 以 实 现 抗 肿 瘤 基 因 在 肿 瘤 细 胞 中 靶 向

性 表 达 的 可 能 性。CEA 是 在 恶 性 肿 瘤 中 表 达 很 高

的 肿 瘤 特 异 性 蛋 白 质 标 记，90% 的 胃 肠 道 恶 性 肿

瘤 和 乳 腺 癌，70% 左 右 的 非 小 细 胞 性 肺 癌 过 度 表

达 CEA；CEA 已成为临床诊断该类肿瘤存在和复

发的极有意义的指标，其辅助价值已受到重视。由

于 CEA 启动子仅在 CEA 阳性的细胞中具有转录活

性，故与 hTERT 类似，CEA 启动子作为调控元件，

使得肿瘤细胞的靶向性治疗变成可能。

启 动 子 的 转 录 活 性 对 外 源 基 因 的 表 达 水 平 影

响 很 大， 是 基 因 工 程 表 达 载 体 的 重 要 元 件 [20-23]。

因 此 研 究 启 动 子 的 转 录 活 性， 对 于 研 究 基 因 表 达

调 控 和 构 建 表 达 载 体 也 至 关 重 要。 本 实 验 选 用

CMV，hTERT，CEA 启 动 子 作 为 研 究 对 象， 成 功

克 隆 并 构 建 了 含 有 hTERT 启 动 子、CEA 启 动 子

的 pLVX-hTERTp-EGFP-3FLAG 和 pLVX-CEAp-

EGFP-3FLAG 慢 病 毒 表 达 载 体， 使 用 相 同 的 表 达

载体 pLVX-EGFP-3FLAG，将对细胞无毒性影响的

荧光报告基因 EGFP[24-25] 分别瞬时转染入真核细胞

LoVo 及 SW480 中， 最 终 结 果 显 示，CMV 启 动 子

具 有 最 高 的 转 录 活 性，hTERT 次 之，CEA 较 差。

此 结 果 为 后 续 研 究 目 的 基 因 的 靶 向 性 表 达 及 其 抑

癌作用奠定实验基础。同时实验过程中，本课题涉

及的 3 种质粒在 LoVo 细胞中转染效率相对更高，

说 明 相 同 的 质 粒 在 不 同 的 细 胞 中 具 有 不 同 的 转 染

效率。在转染的过程中，发现绿色荧光蛋白的表达

与 转 染 的 时 间 有 一 定 的 相 关 性。 此 外， 为 保 证 脂

质 体 转 染 法 具 有 更 高 的 成 功 率， 在 操 作 过 程 中 应

尽量选择传至第 2~3 代的处于对数生长期的细胞，

DNA 的提取尽可能纯净，去除内毒素的污染，并

进行预实验摸索最优的转染 DNA 及脂质体量。
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