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摘要 为了探讨端粒酶催化亚单位(hTERT)启动子调控重组血管基膜衍生多功能肽(rVBMDMP)基因表达抑制肺癌细胞生长的
作用机制，采用 PCR方法，克隆 hTERT启动子核心区片段，并检测其功能活性．然后，构建 pLNSX/hTERT/rVBMDMP逆
病毒载体，获取逆病毒，感染肺癌 A549细胞，检测 hTERT启动子调控 rVBMDMP基因表达对细胞形态、细胞生长、细胞
凋亡以及 Caspase-3表达的影响．另外，观察 hTERT启动子调控 rVBMDMP基因表达对裸鼠成瘤的抑制作用、瘤组织细胞
的凋亡及 Caspase-3 表达情况．结果发现：a． hTERT 启动子核心区能调控 rVBMDMP 基因的表达(n=3，P < 0.05)；b．
hTERT启动子调控 rVBMDMP基因的表达具有抑制肺癌 A549细胞的生长和裸鼠成瘤作用(n=6，P < 0.05)；c． rVBMDMP
基因表达能促进肺癌 A549细胞凋亡和 Caspase-3蛋白表达．以上结果说明，hTERT启动子调控 rVBMDMP基因表达后，通
过提高 Caspase-3的表达水平，促进细胞凋亡而抑制肺癌 A549细胞的生长．
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端粒酶催化亚单位 (human telomerase reverse
transcriptase，hTERT)在包括肺癌等绝大多数恶性
肿瘤的发病中发挥重要作用．最近研究表明 [1-2]，

hTERT启动子调控下的基因，能特异性地在恶性
肿瘤细胞中表达，而正常组织细胞中表达非常低，

甚至不表达，这为恶性肿瘤的特异性基因治疗提供

了可能．重组血管基膜衍生多功能肽(recombinant
vascular basement-derived multifunctional peptide，
rVBMDMP)具有十分明显的选择性抑制肿瘤组织
血管内皮细胞、杀伤肿瘤细胞及在肿瘤部位相对聚

集三重功能[3-4]．以上研究为开发靶向性治疗恶性

肿瘤的临床用药提供了可能．为此，我们通过体

内、外实验探讨 hTERT启动子调控 rVBMDMP基
因表达抑制肺癌细胞生长的作用机制．

1 材料与方法

1援1 材料

1援1援1 质粒与细胞．pLNSX 逆病毒质粒和 pGL2
质粒由南华大学医学院肿瘤研究所提供，

pUC19-VBMDMP原核表达质粒由湖南师范大学医
学院曹建国教授提供 [3-4]．病毒包装 PA317 细胞、
人胚肾 293细胞、人肺癌 A549细胞、人脐静脉内
皮 HUVEC-12细胞、人肺成纤维 HFL1细胞、人 B
淋巴 XJH细胞、人正常肺上皮 BEAS-2B细胞和人
肝 L-02细胞购于中国科学院上海生物化学与细胞
生物学研究所，上述细胞分别用含 10%小牛血清
(购自杭州四季青公司 )的 RPMI 1640 或 DMEM
(Gibco BRL公司)培养基培养．
1援1援2 动物．突变系 SPF 级 Balb/c-nu 裸小鼠 18
只，5周龄，体重 14～16 g．饲养于屏障环境(百级
无菌室)中，饲料、饮水、垫料和笼具均经高压蒸
汽灭菌后使用，操作人员严格执行 SPF级实验动
物操作规程．裸小鼠提供单位为上海斯来克实验动
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1援2 方法

1援2援1 pGL2/hTERT-LUC(hTERT启动子核心区域)
质粒的重组．以 293细胞基因组 DNA为模板，用
引物 P1、P2通过 PCR扩增 hTERT启动子的部分
序列(-28～-277 bp片段)，回收 PCR 产物，用限
制性内切酶 Xho玉和 Hind芋分别对 pGL2(Basic)质
粒和纯化的 PCR产物行双酶切，回收目的片段后
连接，即 pGL2/hTERT-LUC 质粒． 另外，用
pCDNA3.1质粒为模板，用引物 P3、P4通过 PCR
扩增 CMV启动子序列(232～819 bp片段)，证实产
物长度为 643 bp，回收 PCR产物，用限制性内切
酶 Xho玉和 Hind芋分别对 pGL2(Basic)质粒和纯化
的 PCR产物行双酶切，回收目的片段后连接，即
pGL2/CMV-LUC质粒，上述质粒均经 PCR和酶切
鉴定，送上海博亚公司进行测序．

1援2援2 hTERT 启动子功能活性检测．将 400 ng
pGL2/hTERT-LUC和 pGL2/CMV-LUC质粒分别转
染不同的细胞 (A549 细胞、HUVEC-12 细胞、
HFL1 细胞、XJH 细胞、BEAS-2B 细胞、293 细
胞、L-02 细胞)，实验以 pGL2-Control 为阳性对
照，pGL2-Basic为阴性对照，通过荧光素酶活性
分析，检测 hTERT启动子的转录活性．实验共设

4组，每组设 3个平行孔．48 h后，按荧光酶活性
检测试剂盒操作指南，在 TD-20/20荧光检测仪进
行检测，用校正值(测量值与酶标仪测定 茁-gal数值
之商)表示 hTERT启动子活化的相对活性(以平行
孔的 x 依 s表示)，本实验独立进行 3次．
1援2援3 pLNSX/hTERT/rVBMDMP逆病毒质粒的重
组．用限制性内切酶 Xho玉和 Hind芋分别对 pLNSX
载体和 pGL-2/hTERT质粒行双酶切，回收目的片
段后连接，即 pLNSX/hTERT逆病毒质粒．然后，
将 pLNSX/hTERT逆病毒质粒和 pUC19-VBMDMP
质粒用限制性内切酶 Hind芋和 BamH玉双酶切，回
收目的片段后连接，即 pLNSX/hTERT/rVBMDMP.
另外，用限制性内切酶 Xho玉和 BamH玉分别对
pLNSX/hTERT/rVBMDMP 质粒和 pGL-2/CMV 质
粒行双酶切，回收目的片段后连接，即 pLNSX/
CMV/rVBMDMP逆病毒质粒，上述质粒均经 PCR
和酶切鉴定．

1援2援4 感染性逆转录病毒的制备和感染．参照文

献 [5]进行，将 pLNSX/CMV/rVBMDMP、pLNSX/
hTERT/rVBMDMP和 pLNSX/hTERT质粒分别转染
PA317细胞，600 mg/L G418筛选 2周后，汇合克
隆扩大培养，获得稳定产逆病毒的 PA317 细胞

物有限责任公司，许可证编号： SCXK (沪 )
2009-0003．
1援1援3 试剂与引物．实验所用内切酶均为 NEB产
品，连接酶、碱性磷酸酶购自宝灵曼(B.M.)公司；
AMV Reverse Transcription试剂盒、PCR系列及荧
光素酶检测试剂盒购自 Promega 公司；G418 和

Lipofectamine 2000 脂质体购自 Invitrogen 公司；
TUNEL凋亡细胞检测试剂盒购自 TBDscience 公
司；单克隆抗体(一抗和二抗)购自 Zymed Ltd；
其他化学和生化试剂均为 Sigm公司产品．PCR引
物(表 1)用 Primer5软件设计，由上海英骏生物技
术有限公司合成．

Table 1 Primer sequences used in PCR
Primer Sequence(5忆→3忆) Product size/bp

P1: AAA GATTCGCGGGCACAGACG (Black italic letters represents an

Xho玉 enzyme site)

267

P2: AAA CCACGTGCGCAGCAGGAG (Black italic letters

represents Hind芋 and BamH玉enzyme site)
P3: AAA ACGGGCCAGATATACGCGTTGACAT (Black italic letters

represents an Xho玉 enzyme site)

643

P4: AAA GATAAGCCAGTAAGCAGTGGGTTCT (Black italic

letters represents Hind芋 and BamH玉enzyme site)

rVBMDMP P5: CGGGATCCACAATGCCATTC 182

P6: CCCAAGCTTTCTTTCTGGGTT

茁-Actin P7: ACCGTGGAGAAGA GCTACGA 309

P8: GTACTTGCGCTCAG AAGGAG

Core domain of hTERT promoter

Core domain of CMV promoter
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系．收集浓缩病毒液，测定病毒浓度后备用．将

A549 细胞种入 6 孔板培养，分别用 RV-CMV/
rVBMDMP、RV-hTERT/rVBMDMP 和 RV-hTERT
逆病毒和 8 mg/L 聚凝胺 37℃孵育 (感染 ) A549
细 胞 ( 即 A549-CMV/rVBMDMP、 A549-hTERT/
rVBMDMP和 A549-hTERT)，每组 3孔，感染 6次
(4 h /次，间隔 8 h /次)，连续 1周光镜观察细胞
形态变化．最后，随机选取 10个视野，每个视野
计数 200个细胞，统计漂浮和死亡细胞数，并计算
死亡率(%)=(死亡细胞的均数 / 200)伊100%．另外，
用 RT-PCR 和 Western blotting 检测 rVBMDMP 在
A549细胞中的表达．
1援2援5 免疫荧光试验．参照文献[6]制备细胞爬片，
用甲醇∶丙酮 (1∶1)固定、洗片、干燥后用抗
rVBMDMP多抗标记 1 h (37℃ )，洗片后用 FITC标
记的羊抗兔二抗标记 1 h (37℃ )，洗涤后甘油封片，
于荧光显微镜下观察，拍照．

1援2援6 RT-PCR．收集细胞，按 Trizol试剂操作程
序抽提细胞总 RNA，用紫外分光光度计和凝胶
电泳检测 RNA 的浓度、纯度和质量，分装冻存
于-70℃．RT-PCR 按照 AMV 逆转录试剂盒操作
步骤进行逆转录．然后取 RT产物 3 滋l，加入 P5
与 P6 引物和内对照 P7 与 P8 引物分别各 1 滋l
(10 滋mol/L)，设 30 滋l PCR反应体系，在 PCR 仪
中扩增，用 1%琼脂糖凝胶电泳检测扩增产物．
1援2援7 Western blotting 检测蛋白质表达．收集细
胞，制备蛋白质，测定浓度后，以各泳道 80 滋g的
总蛋白进行 10% SDS- 不连续聚丙烯酰胺凝胶电
泳，转膜、封闭，一抗(1∶1 000)及抗 茁-actin单抗
(1∶2 000)4℃孵育过夜，洗膜后，HRP标记的羊
抗兔二抗(1∶1 000)孵育、洗膜、发光、曝光、显
影、定影以及分析结果．

1援2援8 流 式 细 胞 仪 (FCM) 检 测 ．RV-CMV/
rVBMDMP、RV-hTERT/rVBMDMP 和 RV-hTERT
逆病毒感染 A549 细胞 1 周后，分别收集 A549-
CMV/rVBMDMP 细胞、 A549-hTERT/rVBMDMP
细胞和 A549-hTERT细胞，制成单细胞悬液，PBS
洗 3次，70%预冷的乙醇 4℃至少固定 2 h，调整
细胞浓度为 106个 /ml．送北京鼎国生物公司用流
式细胞仪(Becton Dickson公司)测定细胞凋亡情况.
1援2援9 绘制生长曲线．将 A549 细胞接种于 96孔
板中 (每孔 1 伊 104 )，用 RV-hTERT、RV-hTERT/
rVBMDMP和 RV-CMV/rVBMDMP逆病毒和 8 mg/L
聚凝胺 37℃孵育(感染)A549细胞，6 次(4 h / 次，

间隔 8 h / 次 )，分为 A549-CMV/rVBMDMP 组、
A549-hTERT/rVBMDMP组和 A549-hTERT组，每
组设 3个平行孔，隔天用 MTT法进行检测，每次
重复测量 3次，取平均值代表测量值，用校正值
(每次测量值与第 1天的测量值之商)代表细胞生长
曲线的测量值，总共检测 8天，将细胞的校正值绘
制在坐标纸上，即得出细胞的生长曲线，本实验独

立进行了 3次．
1援2援10 裸鼠成瘤试验．用无血清 RPMI 1640稀释
A549细胞接种于裸鼠背部皮下，每只注射 5伊106

细胞 (200 滋l)，每组 6 只，共 3 组 (即 A549-
CMV/rVBMDMP 组、A549-hTERT/rVBMDMP 组
和 A549-hTERT组)．接种后每天定时观察裸鼠精
神、饮食等基本状况，接种 2周后，建立 A549细
胞裸鼠成瘤模型，瘤内注射 RV-hTERT/rVBMDMP
浓缩逆病毒，q.d.伊20天连续观察，每 3天测量长
径和短径，并计算肿瘤体积 (=短径 2伊长径 伊0.52)，
分析对肿瘤生长的抑制情况．5周后，处死裸鼠，
取瘤称重，计算抑瘤率(%)，抑瘤率 = (hTERT组
瘤重-hTERT/rVBMDMP 组瘤重)/hTERT 组瘤重伊
100%．最后取瘤组织切片证实并检测 rVBMDMP
基因的表达、瘤组织细胞的凋亡及 Caspase-3蛋白
的表达．

1援2援11 TUNEL法检测移植瘤组织细胞凋亡．按照
试剂盒操作步骤，石蜡包埋的切片常规脱蜡，蛋

白酶 K室温 15～30 min，TUNEL混合溶液，37℃
60 min，转化剂 -POD，37℃ 30 min，DAB溶液显
色，光镜下分析结果．阳性判断标准：凋亡细胞核

着色，呈棕黄色或黄色颗粒状．计数 200个细胞，
计算凋亡细胞的百分率为凋亡指数．凋亡指数小于

5%为阴性反应，大于 5%而小于 25%为弱阳性反
应，大于 25%而小于 50%为中等阳性反应，大于
50%者为强阳性反应．
1援2援12 统计学分析．应用 SPSS13.0统计软件包进
行 t检验．数据以 x 依 s 表示，以 P < 0.05表示有
统计学意义．

2 结 果

2援1 重组 pGL2/hTERT鄄LUC质粒的酶切鉴定
通过 PCR扩增获取的 CMV和 hTERT启动子

片段，构建了 pGL2/CMV-LUC 和 pGL2/hTERT-
LUC 质粒，质粒经 Xho玉和 Hind芋双酶切鉴定
得到了证实(图 1)，经测序结果证实序列完全正确.

418· ·



张志伟等：hTERT启动子调控 rVBMDMP基因表达载体的构建与功能研究2010; 37 (4)

Fig. 4 Immunofluorescence detection
of PA317鄄hTERT/rVBMDMP cells

1: PA317-CMV/rVBMDMP; 2: PA317-hTERT/rVBMDMP; 3: PA317-

hTERT.

Fig. 3 The pLNSX/hTERT/rVBMDMP vetrovirous
plasmids digested by the Xho玉and Hind芋

restrictive enzyme
M: Marker; 1: pLNSX/CMV/rVBMDMP vetrovirous plasmid digested
by the Xho玉and Hind芋 restrictive enzyme; 2: pLNSX/hTERT/rVBMDMP
vetrovirous plasmid digested by the Xho 玉 and Hind 芋 restrictive
enzyme; 3: pLNSX/hTERT vetrovirous plasmid digested by the Xho玉
and Hind芋 restrictive enzyme.

2援4 稳定产逆病毒 PA317细胞系的建立
将 pLNSX/CMV/rVBMDMP， pLNSX/hTERT/

rVBMDMP和 pLNSX/hTERT逆病毒质粒分别转染
PA317细胞，G418筛选后融合克隆，经 RT-PCR
(结果未显示)和免疫荧光染色(图 4，为了便于观

Fig. 1 The pGL2/hTERT鄄LUC plasmids digested
by the Xho玉and Hind芋 restrictive enzyme

M: Marker; 1: pGL2/CMV-LUC plasmid digested by the Xho玉 and
Hind芋 restrictive enzyme; 2: pGL2/hTERT-LUC plasmid digested by
the Xho玉 and Hind芋 restrictive enzyme.

2援2 hTERT启动子在不同细胞中的转录活性分析
经 茁-半乳糖苷酶测定值校正后反应 CMV和

hTERT启动子活性的相对荧光素酶值，结果显示，
CMV启动子在肺癌 A549细胞和非肺癌细胞中均
具有较高的转录活性，hTERT 启动子仅在肺癌
A549细胞中具有一定的转录活性，而在非肺癌细
胞中活性较低．结果说明 hTERT 启动子转录活
性具有细胞选择性，而 CMV启动子则没有(图 2，
n=3，P < 0.05)．
2援3 重组 pLNSX/hTERT/rVBMDMP逆病毒质粒
的鉴定

重组质粒 pLNSX/CMV/rVBMDMP， pLNSX/
hTERT/rVBMDMP 和 pLNSX/hTERT 经 Xho玉、
Hind芋双酶切(图 3)和 PCR 鉴定(结果未显示)证
实，得到与目的片段大小一致的电泳条带．
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Fig. 2 Analyzed transactivation of hTERT promotor in A549 cells
Values are x 依 s deviations(SD). (n=3, ＃P < 0.005, vs pGL2-Basic). : pGL2-Basic; : pGL2-hTERT; : pGL2-CMV; : pGL2-Control.
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Cells
Number of natant

and died cell
Death rate/%

A549-CMV/rVBMDMP 76依23# 38.0

A549-hTERT/rVBMDMP 43依12# 21.5

A549-hTERT 14依8 7.0
#A549-CMV/rVBMDMP and A549-hTERT/rVBMDMP versus A549-

hTERT, P < 0.05.

Fig. 7 The expression of rVBMDMP protein in
A549鄄hTERT/rVBMDMP cells detcted

by Western blotting
1: A549-CMV/rVBMDMP cells; 2: A549-hTERT/rVBMDMP cells; 3:

A549-hTERT cells.

察，PA317-hTERT 细胞在实验最后用 EB 染色，
显示细胞核)鉴定，获得稳定产逆病毒的 PA317细
胞系，收集浓缩病毒，测定病毒浓度后备用．

2援5 hTERT和 CMV启动子调控 rVBMDMP基因
表达的比较

用 RV-CMV/rVBMDMP 和 RV-hTERT/
rVBMDMP逆病毒感染 A549细胞、HUVEC-12细
胞、HFL1细胞、XJH细胞、BEAS-2B细胞、293
细胞和 L-02细胞后，经 RT-PCR 检测 rVBMDMP
的 表 达 ， 结 果 表 明 ， hTERT 启 动 子 调 控
rVBMDMP 基因仅在 A549 细胞中高表达(图 6)，
而 CMV启动子调控 rVBMDMP基因在上述细胞中
均高表达，没有明显区别 (图 5)，结果提示，
hTERT启动子调控 rVBMDMP基因表达具有一定
的细胞选择．

2援6 A549细胞中 rVBMDMP表达检测
RV-CMV/rVBMDMP、 RV-hTERT/rVBMDMP

和 RV-hTERT 逆病毒感染 A549 细胞后，经
RT-PCR (结果未显示 )和 Wester blotting 检测
rVBMDMP 的表达，结果显示， A549-CMV/
rVBMDMP细胞和 A549-hTERT/rVBMDMP细胞中

存在 rVBMDMP表达，而 A549-hTERT 细胞为阴
性(图 7)，说明 hTERT启动子可以调控 rVBMDMP
基因在 A549细胞中表达．

2援7 rVBMDMP表达对 A549细胞形态的改变
分 别 用 RV-CMV/rVBMDMP、 RV-hTERT/

rVBMDMP 和 RV-hTERT 逆病毒感染 A549细胞
(6 次，4 h / 次，间隔 8 h / 次)，光镜观察细胞形
态．随机选取 10个视野，每个视野计数 200个细
胞，统计漂浮和死亡细胞数，结果显示 A549-
hTERT/rVBMDMP 和 A549-CMV/rVBMDMP细胞
较 A549-hTERT 细胞漂浮和死亡明显增多(表 2，
n=3，P < 0.05)．

2援8 rVBMDMP对 A549细胞生长的影响
将 分 别 感 染 的 A549 细 胞 (A549-CMV/

rVBMDMP 组 、 A549-hTERT/rVBMDMP 组 和
A549-hTERT组)隔天用MTT法进行检测，连续检
测 8天，绘制出细胞的生长曲线．经绘制的生长曲
线和统计分析，A549-hTERT/rVBMDMP 细胞和
A549-CMV/rVBMDMP 细胞较 A549-hTERT 细胞
的生长明显减慢(图 8，n=3，P < 0.05)．

Table 2 Statistics of natant and died
A549鄄hTERT/rVBMDMP cells

Fig. 5 The expression of rVBMDMP gene regulated by
CMV promotor in different cells detcted by RT鄄PCR

M: Marker; 1: HUVEC-12 cells; 2: HFL1 cells; 3: XJH cells; 4:

BEAS-2B cells; 5: 293 cells; 6: L-02 cells; 7: A549 cells.
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Fig. 6 The expression of rVBMDMP gene regulated by
hTERT promotor in different cells detcted by RT鄄PCR

M: Marker; 1: HUVEC-12 cells; 2: HFL1 cells; 3: XJH cells; 4:

BEAS-2B cells; 5: 293 cells; 6: L-02 cells; 7: A549 cells.
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Fig. 11 The Caspase鄄3 protein expression in
A549鄄hTERT/rVBMDMP cells detected

by Western blotting
1: A549-CMV/rVBMDMP cells; 2: A549-hTERT/rVBMDMP cells; 3:

A549-hTERT cells.

2援10 裸鼠成瘤实验

为进一步从体内实验论证上述结果，将 A549
细胞接种裸鼠，接种 2 周后，建立 A549 成瘤模
型，每天瘤内注射浓缩逆病毒，每 3天测量长径和
短径，并计算肿瘤体积，观察对肿瘤生长的抑制情

Fig. 10 DNA gel electrophoresis observed apoptotic
in A549 cells of rVBMDMP protein expression

M: Marker; 1: A549-CMV/rVBMDMP cells; 2: A549-hTERT/rVBMDMP

cells; 3: A549-hTERT cells.

Fig援 9 FCM detected apoptotic rate of A549 cells of rVBMDMP protein expression

2援9 rVBMDMP表达对 A549细胞凋亡的改变
分别收集 A549-CMV/rVBMDMP细胞、A549-

hTERT/rVBMDMP 细胞和 A549-hTERT 细胞，采
用 FCM检测细胞的凋亡率，结果显示 A549-CMV/
rVBMDMP细胞和 A549-hTERT/rVBMDMP细胞较
A549-hTERT 细胞凋亡率明显增加 (图 9，n=3，
P < 0.05)．另外，经 DNA凝胶电泳检测细胞凋亡，
结果显示 A549-CMV/rVBMDMP 细胞和 A549-
hTERT/rVBMDMP细胞中可见明显的 DNA梯状条
带(图 10)．同时，通过Western blotting检测细胞中
Caspase-3 蛋白的表达，结果显示，A549-CMV/
rVBMDMP细胞和 A549-hTERT/rVBMDMP细胞中
Caspase-3的表达较 A549-hTERT细胞中明显增加
(图 11)．

Fig. 8 Growth curve of A549鄄hTERT/rVBMDMP cells
: A549-CMV/rVBMDMP cells; : A549-hTERT/rVBMDMP

cells; : A549-hTERT cells.
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Fig援 14 Tissue apoptosis of transplanted tumor detected by TUNEL method
10伊40

2援12 裸鼠移植瘤组织细胞凋亡分析

移植瘤组织石蜡切片，TUNEL 法检测(DAB
染色)细胞凋亡. 结果显示：A549-CMV/rVBMDMP
组部分细胞核呈棕黄色颗粒状，凋亡呈强阳性反

应；A549-hTERT/rVBMDMP组部分细胞核呈黄色
颗粒状，凋亡呈中等阳性反应；A549-hTERT组细
胞核呈紫蓝色，凋亡呈阴性反应(图 14)．

Fig. 13 H.E. staining of transplanted tumor tissue in the nude mice
10伊40

况(图 12)．5周后，处死裸鼠，测肿瘤体积并称其
重量 (表 3)．结果亦显示 rVBMDMP 表达能抑制
A549细胞的生长．

2援11 裸鼠移植瘤的组织形态变化

3组移植瘤组织经病理切片检查，均为低分化
鳞状细胞癌，并可见不同程度的病理性核分裂像及

凋亡细胞， A549-CMV/rVBMDMP 组和 A549-
hTERT/rVBMDM组的凋亡细胞较 A549-hTERT组
多(图 13)．

Table 3 Comparison of transplanted tumor
volume and weight

Groups Tumor volume/cm3 Tumor weight/g

A549-CMV/rVBMDMP 1.78依0.93# 1.15依0.78*

A549-hTERT/rVBMDMP 2.37依0.68# 1.68依0.53*

A549-hTERT 3.46依1.15 2.45依0.91

#, *A549-CMV/rVBMDMP and A549-hTERT/rVBMDM versus

A549-hTERT, P < 0.05.

A549-CMV/rVBMDMP A549-hTERT/rVBMDMP A549-hTERT
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Fig. 12 Growth curve of transplanted tumor inhibited by
expression of rVBMDMP gene regulated

by hTERT promotor
: A549-CMV/rVBMDMP; : A549-hTERT/rVBMDM; :

A549-hTERT.
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Fig. 15 Analyzed expression of rVBMDMP protein and
Caspase鄄3 protein in the transplanted tumor tissue

1: A549-CMV/rVBMDMP; 2: A549-hTERT/rVBMDMP; 3: A549-

hTERT.

2援13 裸鼠移植瘤组织中 rVBMDMP 蛋白和
Caspase鄄3蛋白的表达

Western blotting 分析 3 组移植瘤组织中
rVBMDMP蛋白和 Caspase-3蛋白的表达情况．结
果显示，A549-CMV/rVBMDMP组和 A549-hTERT/
rVBMDMP 组中 rVBMDMP 蛋白表达均为阳性，
而 A549-hTERT组表达为阴性(图 15). 另外，A549-
CMV/rVBMDMP 组和 A549-hTERT/rVBMDMP 组
中 Caspase-3蛋白表达较 A549-hTERT组表达水平
高．结果提示，rVBMDMP蛋白能上调 Caspase-3
蛋白表达水平．

3 讨 论

自从提出以抑制肿瘤血管形成为靶标作为治疗

肿瘤的有效措施以来[7]，人们发现了许多抑制肿瘤

生长的血管新生抑制因子，如血管抑素、内皮抑素

和肿瘤抑素(tumstatin)等，其中 tumstatin的发现最
受关注．Tumstatin 是郁型胶原 琢3 链活性非胶原
区 1 (28 ku)片段．郁型胶原的每一条 琢链由 3个区
域组成：氨基端的 7S区、分子中央的胶原区和羧
基端的非胶原区 1(NC1)[8]．Tumstatin 能通过上调
和活化 Caspase-3诱导增殖的内皮细胞凋亡[9-10]．

rVBMDMP基因是人工合成人 IgG3上游铰链
区序列连接 Tumstatin 74～98氨基酸肽和 197～215
氨基酸肽序列的融合基因，其产物具有抑制肿瘤血

管内皮细胞增殖和肿瘤细胞增殖双重效应 [3-4]，是

一种多肽类抗肿瘤候选药物(已获专利，专利号:
1594580A)．我们的研究显示，rVBMDMP表达后
可在体外有效抑制肺癌 A549细胞的生长，而其随
着 rVBMDMP表达量的升高和时间延长，这种抑
制作用更加明显(图 8)，进一步证实了以往的研

究[3-4]．为了进一步了解 rVBMDMP抑制肺癌 A549
细胞生长的作用机制，我们通过 FCM和 DNA凝
胶电泳检测发现，rVBMDMP表达后可有效诱导
A549细胞凋亡(图 9，10)，因此推测，rVBMDMP
诱导 A549细胞凋亡可能是其抑制细胞生长的作用
机制之一．

细胞凋亡主要有 2条独立的凋亡途径，一条是
通过死亡受体激活途径，死亡受体即细胞膜表面的

某些蛋白质，它们能与携带凋亡信号的专一性配体

结合，并迅速将凋亡信号转导至细胞内而诱导细胞

凋亡．另一条通路是线粒体 -细胞色素 c途径，线
粒体释放的细胞色素 c能与 Apaf-1及 Caspase-9形
成复合体(凋亡小体)，在 dATP和 ATP存在下激活
Caspase-3，启动 Caspase 级联反应，诱导细胞凋
亡．为了解 rVBMDMP 诱导 A549 细胞凋亡的机
制，我们检测了 rVBMDMP基因表达后 Caspase-3
的水平，结果发现 rVBMDMP可上调 Caspase-3蛋
白的表达(图 11)，因此推测 rVBMDMP诱导 A549
细胞凋亡的可能与其促 Caspase-3蛋白表达有关．
另外，裸鼠成瘤实验同样证实，移植瘤组织中

rVBMDMP表达升高后，移植瘤生长减慢(图 12)，
细胞凋亡率也增加(图 13，14)，且 rVBMDMP表
达升高后 Caspase-3蛋白表达上调(图 15)．因此，
我们推测 rVBMDMP可能通过上调 Caspase-3蛋白
表达介导细胞凋亡，实现对肺癌 A549细胞生长的
抑制．至于 rVBMDMP可能通过其他途径抑制细
胞的生长，尚需我们进一步深入研究．

hTERT启动子位于 hTERT基因 5忆侧 4.8 ku片
段内富含 GC区，其位于 hTERT转录起始点上游
近端约 180～208 bp片段称为启动子核心区域，该
区域序列中-208～-150之间的 59 bp负责最高的
启动子活性 [11-12]．因此，我们选择性地克隆了

hTERT启动子核心区域(同时克隆了 CMV启动子
作为阳性对照)，并对其在不同细胞中活性进行了
分析(图 2)，结果显示，hTERT 启动子仅在肺癌
A549细胞中具有一定的活性，而其他非肿瘤细胞
中活性较低，而 CMV启动子在不同细胞中均具有
较高的转录活性，没有细胞选择性．为了进一步证

实上述结果，我们比较 hTERT和 CMV启动子调
控 rVBMDMP基因在不同细胞中的表达情况，结
果显示，hTERT 调控 rVBMDMP 基因仅在 A549
细胞中高表达(图 6)，而 CMV调控 rVBMDMP基
因在不同细胞中均高表达，没有明显区别(图 5)，
结果同样也提示 hTERT调控 rVBMDMP基因表达

1 2 3
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具有一定的细胞选择性，可以进行后续实验．

在端粒酶复合体中，端粒酶活性及 hTERT
在包括肺癌等 90%以上人类恶性肿瘤中高表
达[13-14]，其中 hTERT是特异性最强的调控端粒酶
活性的亚单位之一．因此，利用端粒酶及 hTERT
与恶性肿瘤的特异性关系，hTERT 启动子操纵
rVBMDMP基因可实现对肿瘤细胞的靶向性杀伤．
我们在体外细胞实验和体内裸鼠实验均显示，在肺

癌 A549细胞中，hTERT启动子可促使 rVBMDMP
基因的表达(图 6，7，15)，发挥对瘤细胞的生长抑
制作用(图 8，12)．然而，hTERT调控 rVBMDMP
基因在组织中的特异性将是我们下一步研究的目

标．总之，hTERT启动子调控 rVBMDMP基因表
达载体的建立，为深入研究其对肺癌细胞靶向性杀

伤和其作用机制提供了可能，亦为今后临床应用打

下了坚实的基础．
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Abstract To investigate action mechanism of the expression of rVBMDMP gene regulated by hTERT promotor
inhibited cell growth of lung cancer, the Core domain of hTERT promotor was obtained by PCR and its function
activity was detected. Then, retroviral vector of pLNSX/hTERT/rVBMDMP was recombined, and lung cancer
A549 cells were infected by the collected vetrovirus. Further, it was observed that expression of rVBMDMP gene
regulated by hTERT promotor influenced cellular morphous, cell growth, cell apoptosis and expression of
Caspase-3 protein. Moreover, it was observated that expression of rVBMDMP gene regulated by hTERT promotor
inhibited the growth of transplanted tumor in the nude mice, the cellular apoptosis of tumor tissue and the
expression of Caspase-3 protein. The results showed: a. The Core domain of hTERT promotor can regulate the
expression of rVBMDMP gene (n=3, P < 0.05); b. Expression of rVBMDMP gene regulated by hTERT promotor
was abled to inhibit the growth of lung cancer A549 cells and transplanted tumor in nude mice (n=6, P < 0.05); c.
The expression of rVBMDMP gene promoted the apoptosis of lung cancer A549 cells and the expression of
Caspase-3 protein. These results suggested that expression of rVBMDMP gene regulated by hTERT promotor
inhibited the growth of lung cancer A549 cells because it enhanced expression level of Caspase-3 protein to
increase cell apoptosis.
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