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Abstract :Objective　 To const ruct and identify a novel expression vector harboring PN P gene. Methods　

Inserting PN P gene into pcDNA 3 . 0 , an expression vector containing PN P gene driven by the CMV pro2
moter , pcDNA 3 . 0/ PNP was const ructed by using recombinant DNA techniques. The recombinant was

analyzed and identified by rest riction enzyme , PCR and sequencing. The expression vector carrying PN P

gene was t ransfected into three tumor cell lines by liposome2mediated method. The expressions of PN P

gene in all cell lines were detected by RT2PCR method. Results　 The target f ragment was cloned into

the corresponding vector. The expressions of PNP gene in different tumor cell lines were positive. Con2
clusion　The expression vector containing PNP gene under the control of a CMV promoter , is an novel

effective expression vector for tumor gene therapy.
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摘　要 :目的　构建并鉴定一种新型的 PN P自杀基因表达载体。方法 　将 PN P基因插入到 pcDNA

3 . 0中 ,构建 PN P基因表达载体 pcDNA 3 . 0/ PNP ;通过酶切、PCR及测序鉴定重组体。采用脂质体介导

法将 pcDNA 3 . 0/ PN P转染三种肿瘤细胞株 ,RT2PCR检测 PN P基因在各细胞株中的表达。结果　目

的片段均成功插入相应的载体中 , CMV 启动子调控下的 PN P基因在不同的肿瘤细胞株中实现了表

达。结论　CMV启动子调控的 PN P基因表达载体是肿瘤基因治疗中一种新型、高效的治疗载体。
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0　引言

肿瘤自杀基因研究面临的一大难题是如何提高

基因表达产物的旁观者效应。PN P/ Mep2dR 系统

是目前已知的旁观者效应最为强大的自杀基因/前

药系统[ 1 ]。本研究利用该系统构建并鉴定了一种由

CMV 启动子调控的 PN P 基因表达载体 pcDNA

3 . 0/ PN P ;同时分析了它在肝癌基因治疗中的应用

前景。

1　材料及方法

1 . 1 　材料 　真核表达载体 pcDNA 3 . 0购自 In2
vit rogen公司 ,携 PN P基因质粒 p Tyr2PN P22 美国

Pit t sburgh 大学 David Barlet t 教授惠赠。大肠杆菌

D H5α菌株由本所保存。A FP 阳性及阴性人肝癌

细胞株 Hep G2 和 SMMC7721 ,人宫颈癌细胞株

Hela购自中国典型培养物保藏中心。实验中所使

用的各种限制性内切酶、T4DNA 连接酶、高保真

Taq酶、逆转录酶、DNA 片段回收试剂盒以及质粒

纯化试剂盒均购自 Takara公司。胎牛血清、DM EM

培养基购自 GIBCO/ BRL 公司 ,总 RNA 提取试剂

盒 Trizol、脂质体 Lipofectamine2000 购自 Invit ro2
gen公司。PN P引物按照 Genebank所公布序列加

以设计 ,引物中含相应酶切位点 ,在 PN P基因上游

引物的起始密码子前掺入了 Kozak 序列 (方框内所

示) [ 2 ] : PN P基因上游引物 5′2GTCGACGAA GCT T

ACC A T GGCTACCCCACACA T TA23′,下游引物

5′2GT T GT GGA TCCTCACTCT T TA TCGCCCA G

CA GAAC23′。

1 . 2　载体构建　感受态的制备 ,目的基因的酶切、

回收和连接 ,重组体的转化 ,内切酶图谱分析 ,均按

分子克隆[ 3 ]所述方法进行。pcDNA 3 . 0/ PN P的构

建 :以 p Tyr2PN P22 为模板 , PN P引物扩增 PN P基

因。所获的 PN P基因片段经 Eco RⅠ和 Xho Ⅰ酶切

后回收约 720bp 的片段 ,用相同的酶酶切 pcDNA

3 . 0 ,回收5 . 4 kb 片段 ,按载体比目的基因为 1 比 5

的比例混合 , T4DNA连接酶 16℃连接过夜 ,转化大
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肠杆菌 D H5α,酶切鉴定筛选出正确插入 PN P基因

的重组载体 pcDNA 3 . 0/ PN P。

1 . 3　重组体的 PCR鉴定　以 pcDNA3 . 0/ PN P为

模板 ,p Tyr2PN P22为阳性对照 ,行 PCR反应 ,扩增

PN P基因 ,条件同前。

1 . 4　测序及序列分析　将酶切及 PCR鉴定正确的

pcDNA 3 . 0/ PN P单菌落由上海博亚生物技术公司

测序。

1 . 5　细胞培养、DNA 转染 　三株细胞均于含 5 %

胎牛血清的 DM EM 培养基中培养 ,并在 37℃、5 %

CO2、饱和湿度条件下生长。用质粒纯化试剂盒提

取 pcDNA 3 . 0/ PN P ,其含量和纯度按分子克隆所

述进行。转染的前一天 ,两株细胞以 2 ×105 /孔接

种于 24孔板 ,加入 500μL 无抗生素的培养液 ,使转

染时细胞达到 80 %融合。各孔细胞均设 4 个复孔。

DNA转染 :按 Invit rogen公司说明书进行。

1 . 6　R T2PCR检测 PN P基因在细胞中的表达　转

染后 48小时 ,用 Trizol抽提各孔细胞的总 RNA ,以

Oligo (d T)为引物合成 cDNA。然后以 cDNA 为模

板 ,用 PN P基因上下游引物行 PCR。

2　结果

2 . 1　重组载体的酶切鉴定　用 Bgl Ⅱ、Not Ⅰ、Xho

Ⅰ分别酶切 pcDNA 3 . 0/ PN P和 对照质粒 pcDNA

3 . 0 ,结果见图 1 ,表明 PN P 基因已正确插入 pcD2
NA 3 . 0中。

图 1　PNP基因表达载体 pc DNA3. 0/ PNP的酶切图谱

注 :1 . DL15000 Marker 2 . pcDNA3 . 0 Not Ⅰ

3 . pc DNA3 . 0/ PNP Not Ⅰ4 . pcDNA3 . 0 BglⅡ/ XhoⅠ

5 . pcDNA3 . 0/ PNP BglⅡ/ XhoⅠ6 . pcDNA3 . 0 Not Ⅰ/ BglⅡ

7 . pcDNA3 . 0/ PNP Not Ⅰ/ BglⅡ

2 . 2　重组载体的 PCR鉴定　以 pcDNA 3 . 0/ PN P

为模板扩增 PN P 基因 ,结果 (如图 2 ) 所示 ,说明

PN P基因已正确插入载体中。

2 . 3　重组载体的测序鉴定　经双向测序表明 ,重组

载体中已成功插入了目的片段 ,且 PN P基因起始密

图 2　重组载体中 PNP基因的 PCR鉴定

注 :1 . DL2000 Marker 2 . 阳性对照 3 . pc DNA3 . 0/ PNP

码子前还掺入了 Kozak序列。用 Primer 2 . 0软件分

析报道序列与克隆序列的差异 : pcDNA 3 . 0/ PN P

中的 PN P基因 DNA 序列 663 位的碱基 C突变为

A。将克隆 PN P基因序列翻译成为氨基酸序列 ,结

果显示 663位的突变处于密码子的第三位 ,不影响

氨基酸序列。在 PN P基因全长序列中无终止密码

子出现 ,可以翻译成为连续的氨基酸 ,基因可以表

达。

2 . 4　目的基因的表达 　R T2PCR的产物各取 3μL

行 2 %琼脂糖凝胶电泳 ,结果 (如图 3～ 5 ) 显示 :

CMV启动子调控下的 PN P 基因在三株肿瘤细胞

中均顺利实现表达。

图 3　PNP基因在 HepG2细胞株的表达

图 4　PNP基因在 SMMC7721细胞株中的表达

图 5　PNP基因在 Hela细胞株的表达

注 :1 . pc DNA3 . 0/ PNP 2 . DL2000 Marker 3 . 阴性对照

3　讨论

基因治疗作为治疗肿瘤的一种新途径一直是研

究的热点 ,自杀基因疗法是其中重要途径之一[ 4 ]。

运用该疗法治疗肿瘤时 ,系统杀伤效应的强弱是决

定其疗效的一个关键性因素。目前应用最为广泛的

自杀基因系统是单纯疱疹病毒胸苷激酶 ( HSV2t k)
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基因/ GCV 系统[ 5 ]和大肠杆菌胞嘧啶脱氨酶 (CD)

基因/ 5 - FC[ 6 ]系统 ,利用二者进行肿瘤的基因治疗

研究已取得了一定的进展。但它们共同的缺陷就在

于杀伤效应弱 ,对周围未转染自杀基因的肿瘤细胞

不能产生广泛的杀伤 ,使大多数肝癌细胞得以存活 ,

制约了该疗法在肿瘤治疗中的进一步应用。在本实

验中 ,我们所采用的是一种新型的自杀基因系

统———PN P/ Mep2dR系统 ,它是目前已知的杀伤效

应最为强大的自杀基因/前药系统[ 1 ]。该系统之所

以对肿瘤细胞有如此强大的杀伤效应 ,主要基于两

方面原因[ 7 ] : ①PN P/ Mep2dR 系统则能从复制、转

录、翻译等多个环节杀伤肝癌细胞 ,不论是对分裂期

还是静止期的肝癌细胞都具有强大的杀伤效应。而

T K和 CD 等传统的自杀基因系统只能抑制 DNA

合成 ,杀伤处于分裂期的肝癌细胞 ,对于肝癌等实体

肿瘤而言 ,瘤体中只有一部分细胞处于分裂期 ,所以

疗效常不尽人意。②前药经该系统作用后的毒性产

物可以穿过脂质膜 ,杀伤临近细胞。

利用自杀基因治疗肿瘤时 ,基因的高表达对提

高前药的转化和利用效率 ,并最终决定其疗效至关

重要。为此 ,在构建重组体的过程中 ,我们选用了

pcDNA 3 . 0真核表达载体 ,它含有的 CMV 启动子

是目前最强的启动子[ 8 ] ,可以调控外源基因高效表

达。另外 ,我们在 PN P 基因前人为掺入 Kozak 序

列 ,该序列能在翻译水平调控基因表达 ,使目的基因

在真核细胞中的表达显著提高[ 2 ]。

由于 PN P/ Mep2dR系统本身所具有的强大的

杀伤效应及 Kozak序列对 PN P基因表达的显著促

进作用 ,pcDNA 3 . 0/ PN P 对肿瘤细胞的杀伤效应

将十分强大。总之 ,本研究初步建立了一个新型的

自杀基因表达载体 ,为进一步将 PN P/ Mep2dR系统

应用于肿瘤的基因治疗打下了良好的基础。
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