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Abstract
AIM: To construct a gene-modified hepatocellular 
carcinoma (HCC)-specific luciferase expression 
vector regulated by alpha fetoprotein (AFP) 
promoter and enhancer, and to evaluate the 
effects.

METHODS: The minimal essential DNA frag-
ment of the AFP gene promoter and enhancer 
was amplified through PCR from the genome of 
HepG2 cells. It was then cloned into the plasmid 
pGL-3 after the AFP promoter was combined 
with a 0.4- or 1.0-kb enhancer region, to con-
struct the recombinant plasmids APSE-Luc and 
APLE-Luc. These two plasmids were transfected 
into HepG2, SMMC7721 and Hela cells. Fluores-
cence was detected in order to evaluate the lucif-
erase expression and specificity.

RESULTS: By restriction digestion and sequence 
analysis, we confirmed that the length, position, 
and orientation of inserted genes of the AFP 
promoter and enhancer were all correct. The 
recombinant vector APSE-Luc/APLE-Luc was 
successfully constructed. The expression of lucif-
erase in HepG2 cells transfected with APLE-Luc 
was significantly higher than that in SMMC7721 
and Hela cells, and also higher than that in cells 
transfected with the APSE-Luc plasmid. 

CONCLUSION: AFP enhancer, especially the 
1.0-kb enhancer, can specifically accelerate the 
expression of target genes within cells that are 
positive for AFP. 
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摘要
目的: 构建新型AFP顺式作用元件调控的基
因表达载体, 检测该调控元件的特异性和活
性表达. 

方法: 设计含有特定酶切位点的引物, 采用
PCR法从HepG2细胞中克隆AFP启动子及增
强子基因亚区片段. 启动子与增强子长、短片
段分别与含有报告基因荧光素酶基因的载体
pGL-3的多克隆位点连接, 构建不同长度hAFP
增强子调控的肝癌特异性Luciferase表达载体
APSE-Luc/APLE-Luc. 经测序, PCR及酶切鉴
定各重组体. 用脂质体法将表达载体转染表达
或不表达AFP的肿瘤细胞系进行荧光强度及
特异性表达测定. 

结果: 成功地将AFP基因启动子、增强子克
隆到报告基因载体pGL-3的多克隆位点, 构建

®

■背景资料
肝细胞癌是人类
最常见、死亡率
最高的恶性肿瘤
之一, 全世界每年
大约有100万人死
于肝癌, 亚洲和非
洲是高发区. 由于
HCC的发生发展
过程与慢性肝病, 
特别是乙型或丙
型肝炎造成的肝
硬化密切相关, 因
此大多数HCC患
者在发现病变的
初期即丧失了手
术的机会, 即便是
接受了手术或介
入治疗的患者, 也
因为肝功能的问
题不能很好的恢
复. 近年来尽管在
预防、早期诊断
和综合治疗方面
出现了很多新的
方案, 但是肝癌发
病率仍逐年增长, 
患者生存率并无
明显改善, 也没能
从根本上解决肝
癌的转移和复发. 
随着肿瘤生物治
疗技术的不断发
展, 肝癌的基因治
疗成为研究热点.
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成为不同长度hAFP增强子调控的肝癌特异性
Luciferase表达载体APSE-Luc/APLE-Luc, 酶
切鉴定和DNA序列分析无误. 转染APLE-Luc
质粒的细胞中Luciferase表达量明显高于转染
APSE-Luc质粒的细胞, 其在HepG2细胞中的
表达明显高于SMMC7721细胞及Hela细胞.

结论: 成功构建AFP启动子与增强子联合调
控载体APSE-Luc/APLE-Luc. AFP增强子能够
特异性地增强目的基因在AFP阳性细胞中表
达, 并且不同的亚区活性不同, 长片段的活性
明显高于短片段.

关键词: 甲胎蛋白; 启动子; 增强子; 克隆; 聚合酶链

式反应; 载体; 肝癌
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0  引言

肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, HCC)是全球

最常见的恶性肿瘤之一, 是在我国癌症患者病

死率最高的疾病之一[1]. 手术、放化疗及介入等

常规治疗疗效均不理想, 不能从根本上改善患

者的预后[2]. 利用基因工程的手段, 对肝癌进行

基因治疗, 是肝癌治疗的热点[3-6]. 目前利用AFP
转录调控序列驱动目的基因表达是肝癌靶向治

疗的主要手段[4-10]. 已有文献报道, 应用甲胎蛋白

基因转录顺式作用元件调控抗肿瘤基因, 能特

异性杀伤肝癌细胞[11-16]. 我们克隆了缩短的AFP
基因启动子和增强子, 将其连接到含有荧光素

酶(Luciferase)报告基因的载体(pGL-3), 构建了

重组真核表达载体APSE-Luc及APLE-Luc, 并对

其活性及特异性进行了检测.

1  材料和方法

1.1 材料 内切酶BglⅡ、KpnⅠ、Hin dⅢ购自

TaKaRa公司, 1640、TRIzol购自Invitrogen公司, 
小牛血清购自杭州四季青公司, T4连接酶、质

粒提取试剂盒Plasmid mini kit、凝胶回收试剂盒

Gel Extraction Kit、PCR试剂盒购自Promega公
司, Tris、琼脂糖、胰蛋白胨、酵母提取物、耗

材等购自华美生物工程公司或三博远志生物技

术公司. 人NIS基因由四川大学华西医院核医学

科黄蕤博士合成[17], 大肠杆菌JM109、人肝癌细

胞系HepG2、SMMC27721细胞、人宫颈癌细胞

系Hela细胞由四川大学华西医院传染科惠赠.

1.2 方法 
1.2.1 细胞培养: 在研究中分实验组(AFP阳性肝

癌细胞系HepG2)及对照组(AFP阴性肝癌细胞

系SMMC27721). 3株人宫颈癌细胞(Hela)在含

100 mL/L小牛血清的1640培养基中, 于37℃, 50 
mL/L CO2, 饱和湿度下培养.
1.2.2 AFP启动子及增强子长、短片段的克隆: 
根据人AFP基因图谱设计引物, 启动子正向引物

5'-GAAGATCTTCTGAGGAGAATATTTGTTA-
3', 反向引物5'-CCAAGCTTGGTGTTATTGGCA
GTGGTGG-3'; 增强子长片段正向引物5'-GGTA
CCCTGTCTGCAAGCTTATGATTCCC-3', 短片

段正向引物5'-GGTACCCCCACACGTATAGCT
CAACTGC-3', 长、短片段共用反向引物5'-AGA
TCTTGGCCTGGATAAAGCTGAGTGG-3', 并在

上、下游引物5'端分别加入限制性内切酶BglⅡ
和Kpn I(启动子)、BglⅡ和Hin dⅢ(增强子)位点. 
按照Omega公司Tissue DNA Kits试剂盒操作说

明抽提HepG2细胞基因组DNA, 以此为模板进

行PCR 扩增, 并将产物纯化后进行测序.
1.2.3 APSE-Luc及APLE-Luc表达载体构建: 使用

Gel Extraction Kit凝胶回收试剂盒回收PCR产物

AFP启动子、增强子基因片段cDNA, 按照启动

子-增强子(长/短)顺序连接后, 在T4连接酶作用

下分别连接至pGL-3载体上, 16℃过夜. 连接产

物转化感受态大肠杆菌JM109, 挑取克隆, 以180 
r/min、37℃摇菌过夜, Plasmid kit质粒提取试剂

盒提取质粒. 新构建重组真核表达载体APSE-
Luci及APLE-Luci, 进行酶切、电泳测定.
1.2.4 脂质体转染: 转染前1 d, 在6孔培养板内以

2×106接种细胞, 每种细胞做3个复孔, 共3个6孔
培养板. 待细胞生长到70%-80%密度时, 以含3-4 
μg APSE-Luc/APLE-Luc、1 μL LP2000和500 μL
无血清的1640培养基进行混合转染, 3-6 h后用1 
mL含100 mL/L小牛血清的1640培养基取代.
1.2.5 荧光强度检测(虫荧光素酶及海肾荧光素酶
活性分析): 转染48 h后使用1×PBS清洗培养细

胞, 加入适量1×lysis buffer, 将细胞转入微量离心

管置冰上, 离心后将细胞裂解液置于检测管中并

将管放入检测仪中检测荧光强度, 用于评价重组

质粒APSE-Luc/APLE-Luc在肿瘤细胞中的表达.

2  结果

2.1 PCR结果 PCR克隆的AFP启动子cDNA共268 
bp, 增强子长片段cDNA含986 bp, 短片段420 bp. 
PCR产物进行20 g/L琼脂糖凝胶电泳分别可见

■研发前沿
如何实现治疗基
因的靶向性表达
是肿瘤基因治疗
领域中的一个热
点领域. 甲胎蛋白
在多数原发性肝
细胞癌 (HCC)患
者血清中明显升
高, 因此AFP可作
为一种特异性肿
瘤标志物应用于
肝癌的基因靶向
治疗. 甲胎蛋白启
动子目前已广泛
应用于肝癌的靶
向性基因治疗中, 
但组织特异性启
动子的活性通常
都较低, 因此单独
的启动子启动活
性太低达不到基
因治疗的要求. 对
AFP的许多调控
元件已有较多研
究, 这些调控序列
较长, 包含了几乎
所有的顺式和反
式作用元件. 大多
数基因治疗载体
容量有限, 无法容
纳AFP基因全部
5 ' -端序列 (约7.6 
kb), DNA片段太
长也不易操作, 同
时其专一性不好.
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到一条清晰的300 bp、400 bp及1000 bp左右条

带, 符合预期结果(图1). 
2.2 重组质粒APSE-Luc和APLE-Luc双酶切电泳
鉴定 连接产物转化感受态大肠杆菌JM109, 培
养挑取克隆, 提取质粒APSE-Luc和APLE-Luc, 
分别进行BglⅡ+KpnⅠ(启动子)、BglⅡ+Hin d
Ⅲ(增强子)双酶切, 20 g/L琼脂糖凝胶电泳鉴定

可见到0.3 kb(Promoter)、420 bp(Senh)及1.0 kb 
(Lenh)片段(图2).
2 .3  A F P启动子、增强子功能检测  分别将

APSE-Luc和APLE-Luc质粒转染HepG2细胞、

SMMC27721和Hela细胞, 对细胞荧光表达量进

行虫荧光素酶及海肾荧光素酶活性分析. 结果

(图3)显示, 转染APLE-Luc质粒的HepG2细胞

中的荧光强度明显高于转染APSE-Luc质粒的

HepG2、SMMC27721和Hela细胞, 表明AFP启
动子与增强子联合调控, 可特异性地启动并增

强其下游的Luc基因在AFP阳性的肝癌细胞中高

效表达, 长片段的增强子作用尤为显著.

3  讨论

目的基因的靶向性表达对肝癌的治疗极重要. 
基因治疗中利用细胞或组织特异性启动子能够

使目的基因在特定的靶细胞中表达[18-19], 最大程

度地减少对正常组织的毒副作用. AFP作为特异

性的肿瘤标志物, 其启动子能够被用来驱动治

疗基因的表达[20-21]. 利用AFP在肝癌组织中特异

性高表达的特性, 可将目的基因置于AFP基因调

控序列下方, 使目的基因仅在肝癌细胞表达, 提
高基因治疗的特异性和靶向性. Kunitomi et al [22]

将白喉毒素片段A的基因(DTA)连接在AFP启
动子下游, 然后直接注射到肝癌组织中, 结果肝

癌细胞中DTA基因大量表达, 肿瘤细胞死亡, 而
AFP阴性癌细胞和正常肝脏细胞不受影响. 

对AFP的许多调控元件已有较多研究, 这些

调控序列较长, 包含了几乎所有的顺式和反式作

用元件, 目的是发挥最大的转录启动活性[14,23]. 大
多数基因治疗载体容量有限, 无法容纳AFP基因

全部5'-端序列(约7.6 kb), DNA片段太长也不易

操作. 另外, 若采用AFP基因全部5'-端序列作为

调控序列, 除启动子外还有许多正、负调控元

件, 专一性不好, 用其调控抗肿瘤基因的转录有

可能杀伤肝脏再生时出现的有分化功能的干细

胞, 因为后者也产生AFP, 从而影响肝脏的再生

功能. Ido et al [25]证实, 300 bp的人AFP启动子序

■相关报道
已有文献报道 , 
300 bp的人AFP
启动子序列已足
以在人、大鼠细
胞中启动目的基
因的表达 ,  利用
含这种启动子的
逆转录病毒载体
在AFP阳性的肝
癌细胞株中取得
了特异表达自杀
基因的效果. Cao  
et  a l的系列研究
结果显示, 在表达
或不表达AFP的
HCC细胞内AFP
增强子都可明显
提高启动子的活
性, 使转染基因的
表达增强4 - 8倍 , 
同时明显抑制转
染基因在非HCC
细胞的表达, AFP
增强子的增强作
用与抑制作用相
结合, 使转染基因
在HCC细胞的表
达为非HCC细胞
的32-152倍.
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图  1  PCR扩增AFP启动子和增强子基因. A: 启动子基因; B: 增强子基因Lenh; C: 增强子基因Senh; 1: Marker2000; A2-5: AFP 
启动子(268 bp); B2-3: AFP长片段增强子Lenh(1000 bp); C4-6: AFP短片段增强子Senh(420 bp).
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图  2  pAPSE-Luc和pAPLE-Luc双酶切定. 1: Maker2000; 2: 
KpnⅠ与BglⅡ双酶切APSE-Luc质粒; 3: BglⅡ与HindⅢ双酶
切APSE-Luc质粒; 4: KpnⅠ与BglⅡ双酶切APLE-Luc质粒; 
5: BglⅡ与HindⅢ双酶切APSE-Luc质粒.

图  3  AFP启动子、增强子功能检测结果. AP-Luc: AFP启
动子插入pGL-3 basic载体构建的重组质粒; AP-Control: 

AFP启动子插入pGL3-Enhancer载体构建的重组质粒; 

APSE-Luc和APLE-Luc质粒: 重组真核表达载体APSE-Luc

及APLE-Luc质粒; pGL3-Pro: pGL3-Promoter载体质粒.
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列已足以在人、大鼠细胞中启动目的基因的表

达. 利用含这种启动子的逆转录病毒载体在AFP
阳性的肝癌细胞株中取得了特异表达自杀基因

的效果, 但是组织特异性启动子的活性通常都

较低, 若仅采用0.3 kb的启动子则启动活性太低

达不到基因治疗的要求. 为了解决这一问题, Ido  
et al [24]将人类VEGF基因5'-端具有增强子活性

的缺氧反应性元件(hypoxia-responsive element, 
HRE)克隆到AFP启动子的上游, 联合调控自杀

基因(HSV-tk)的表达, 可明显增强AFP启动子的

活性, 在体内和体外实验中杀伤AFP低表达的肝

脏肿瘤. 
由于AFP的表达很大程度上依赖于增强子

的活性[24], 一些研究者试图利用增强子的功能

来增强转染基因的表达[26-29]. Kanai et al [12]将AFP
基因的启动子和增强子同时与自杀基因胞嘧啶

脱氨酶(CD)基因融合, 转染肝癌细胞, 使CD基因

在肝癌组织特异性高效表达, 将无毒的5-氟胞嘧

啶(5-FC)代谢为5-氟脲嘧啶, 杀伤肝癌细胞. Cao  
et al [30-31]的系列研究结果显示, 在表达或不表达

AFP的HCC细胞内AFP增强子都可明显提高启

动子的活性, 使转染基因的表达增强4-8倍, 同时

明显抑制转染基因在非HCC细胞的表达. AFP增
强子的增强作用与抑制作用相结合, 使转染基

因在HCC细胞的表达为非HCC细胞的32-152倍. 
A F P完整的增强子序列含2 . 0  k b碱基

(-5.1/-3.1), 含有两个亚区:  0.3 k b的增强子

A(-4.0/-3.7)和0.4 kb的增强子B(-3.7/-3.3). 基
于Akio et al [23]的研究思路, 我们克隆了最小的

AFP启动子(0.3 kb)和不同长度的增强子(0.4 
kb/1.0 kb)序列, 再分别将增强子与启动子连接, 
作为肝癌特异性顺式调控元件, 试图寻找能够

保持正常活性、便于分子克隆操作的小片段

顺式调控元件. 实验证明, 重组的肝癌基因治

疗表达载体, 能够特异性的在AFP阳性肝癌细

胞HepG2中发挥转录活性, 调控目的基因的表

达, 在低表达AFP的SMMC-7721细胞和不表达

AFP的HeLa细胞中则启动活性极低. 同时还证

实, 1.0 kb增强子的调控活性要明显高于0.4 kb
增强子, 其转录活性、特异性都很好的保存下

来, 在其下游克隆抗肿瘤基因, 可对AFP阳性肝

癌进行基因治疗. 
总之, 本研究构建的hAFP增强子调控的肝

癌特异性基因治疗载体APSE-Luc和APLE-Luc, 
为肝癌的基因靶向治疗提供了新的思路和有力

工具, 增加了转染基因靶向治疗肝癌应用于临

床的可行性.
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■同行评价
本文目的明确, 思
路清晰, 结论合乎
逻辑, 对于进一步
开展该领域的研
究提供了可行的
思路.
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                                                                                                                                • 消息 •

世界华人消化杂志在线办公系统

本刊讯 自2005-12-15起, 世界华人消化杂志正式开通了在线办公系统(http://www.wjgnet.com/wcjd/ch/index.

aspx), 所有办公流程一律可以在线进行, 包括投稿、审稿、编辑、审读，以及作者、读者、编者之间的信息

反馈交流. 凡在在线办公系统注册的用户, 将可获得世界华人消化杂志最新出版消息. 


