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端粒酶是目前所发现的恶性肿瘤最广谱的分

子标记, 是进行肿瘤基因治疗的理想靶点。从理论

上讲 , 针对端粒酶的肿瘤基因治疗比单纯针对某

个癌基因或抑癌基因的治疗具有更广阔的应用前

景。近来, 有学者提出更优越的新策略, 即以肿瘤组

织端粒酶激活为目标, 以端粒酶蛋白亚单位(TERT)

小鼠端粒酶蛋白亚单位重组腺病毒载体的构建及鉴定
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摘 要 :【目的】构建小鼠端粒酶蛋白亚单位(mouse telomerase reverse transcriptase, mTERT)基 因 重 组 腺 病

毒载体 , 为下一步研究其体外表达和动物实验研究提供基础。【方法】 从肝癌细胞中提取总 RNA, 采用 RT-

PCR 技术扩增 mTERT 的基因编码区序列 , 将序列定向克隆至真核表达载体 pAC, 将此表达质粒与腺病毒重组

质粒 pJM17 共同转染 293 细胞 , 经同源重组产生重组腺病毒载体 Ad- mTERT, 纯化后的重组腺病毒载体 Ad-

mTERT 在 293 细胞大量扩增并通过氯化铯密度梯度离心法纯化 , 测定病毒滴度。【结果】 PCR 及酶切证实 :

mTERT DNA 正确克隆到穿梭质粒 pAC 中 , 带 mTERT DNA 的表达盒成功重组到腺病毒载体基因组 E1A 缺失

区 , 并在 293 细胞中成功包装出具有感染活性的重组腺病毒 Ad- mTERT。【结论】成功构建了小鼠 TERT 基因

重组腺病毒载体 , 为研究其用于肿瘤的基因治疗奠定基础。
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Abstract : 【Objective 】 To construct the recombinant adenovirus vector expressing the mouse telomerase

reverse transcriptase (mTERT) and provide the basis for further experiments in vivo and in vitro.【Methods】The

cDNA of mTERT was amplified by RT-PCR. After purified, the gene fragment was cloned into a vector pAC.

Recombinant adenovirus plasmid pAC-mTERT was co-transfected with pJM17 into 293 packaging cells and

replication-deficient recombinant adenovirus Ad-mTERT by homologous recombination. The Ad-mTERT recombinant

adenovirus was efficiently duplicated in 293 cells and was purified by CsCl density centrifugation and titer was

measured. 【Results】 The recombinant plasmid was identified by PCR and digest with restriction enzyme. The

recombinant adenovirus carrying mTERT gene was identified by PCR amplification.【Conclusion】The mouse TERT

recombinant adenovirus vector was successfully constructed. The study lays foundation for tumor gene therapy by

mTERT.
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调控其它抗肿瘤基因,从而达到靶向肿瘤细胞并破

坏肿瘤细胞的目的 [1 ] 。为研究 mTERT 的生物学

性能和其在肿瘤基因治疗中的作用 , 利用腺病毒

载体感染效率高、宿主范围广及安全性较好等特

点 , 构建表达小鼠端粒酶蛋白亚单位的重组腺病

毒载体, 为 mTERT 基因的研究提供有效的生物表

达体系。

1 材料与方法

1.1 细胞、菌株与质粒载体

小鼠肝癌细胞株 H22 购自武汉大学典型培养

物保存中心; 大肠杆菌 E.coli JM109、293 细胞为本

室保存 ; PUC- 19 载体试剂盒购自大连 TaKaRa 公

司 ; 腺病毒载体 pAC、pJM17 购自加拿大 Microbix

Biosystems 公司。

1.2 酶和试剂

限 制 性 内 切 酶 Hind Ⅲ、EcoR I、Ex Taq DNA

聚 合 酶 、T4 DNA 连 接 酶 、DNA 凝 胶 回 收 试 剂 盒 、

DNA 提 取 试 剂 盒 、! - Hind Ⅲ 、! - Eco T14 DNA

marker 等均购自大连 TaKaRa 公司 ; Trizol 试剂购

自美国 Invitrogen 公司 ; RPMI- 1640 为 美 国 GIBco

公司产品; 其它试剂为进口或国产分析纯试剂。

1.3 小鼠 TERT 基因全长 cDNA 的克隆

将小鼠肝癌细胞株 H22 置于含体积分数 10%

小牛血清 RPMI- 1640 培养基培养 , 取对数生长期

的细胞 , 用 Trizol 试剂从小鼠肝癌细胞中提取总

RNA, 根据 GenBank 中已报道的小鼠端粒酶蛋白

亚单位 cDNA 的基因序列设计合成小鼠 TERT 引

物。上游引物: F1, 5′- CCG GAA TTC ATG ACC

CGC GCT CCT CGT TGC CCC GC- 3′; F2, 5′- CAT

TCC TAC TCA GCA ACC TCC AGC CTA AC- 3′;

下游引物: R1, 5′- ACG CAG CAC AAA GGC CCG

CCA GGT CCT G- 3′; R2, 5′- ACG CGT CGA TTT

AGT CCA AAA TGG TCT GAA AGT C- 3′, 通 过

PCR 扩 增 出 TERT 3 369 cDNA 片 段 。 将 TERT

cDNA 与测序质粒 pUC19 连接 , 得到重组测序质

粒 pUC19- mTERT 克隆, 提取质粒并作酶切鉴定,

筛 选 携 带 TERT cDNA 的 重 组 测 序 质 粒 pUC19-

mTERT, 由 TaKaRa 公司测序。

1.4 目的片断 mTERT 插入 pAC 载体

将 带 有 EcoR Ⅰ 和 Hind Ⅲ 酶 切 位 点 的

pUC19- mTERT 双酶切, 纯化回收酶切片段, 同样

对 pAC 载体进行 EcoRⅠ和 Hind Ⅲ双酶切纯化回

收, 完全酶切后按碱性磷酸酶 CIAP 使用说明对载

体 进 行 去 磷 酸 化 , 将 去 磷 酸 化 的 pAC 载 体 和

mTERT 片断用 T4 DNA 连接酶连接过夜 , 构建小

鼠 TERT 真核表达载体 pAC/mTERT, 将连接物转

化大肠杆菌 DH5а,挑选阳性克隆,小量提取质粒,将

大小在 12 kb 的转化子进行 EcoRⅠ和 Hind Ⅲ双

酶切 , 产生两个大小为 8.8 kb 和 3.3 kb 的片断 , 作

酶切及测序鉴定正确后命名为 pAC- mTERT。

1.5 pAC- mTERT 和 pJM17 共转染 293 细胞

用磷酸钙介导法共转染后每 3～5 d 换液 1 次,

每次留原培养液的 1/3～1/4。10～14 d, 将出现明显

病变的细胞孔转入 6 孔板扩大培养 , 取其培养上

清进行鉴定 。从转染第 11 天开始 , 陆续出现发生

细胞病变的孔, 挑取 6 个孔进行鉴定试验。

1.6 重组腺病毒的鉴定

将上述重组腺病毒液 2 mL 感染 80%融合的

293 细胞 , 待单层细胞大部分变圆但尚未脱落时收

集细胞 , 反复冻融 3 次 , 取少许提取腺病毒 DNA,

进行 PCR 鉴定 , 并以一个目的基因不同的重组病

毒为阳性对照 , 采用纯水作为阴性对照。mTERT

正、反义引物序列分别为: 5′- ATTACCGAAGAA

ATGGCCGC - 3′和 5′- CCCATTTAACACGCCATG

CA- 3′。50 μL 反应体系中含有正、反义引物各 1

μL, 2.5 mmol/L dNTPs 4 μL, 25 mmol/L 3 μL, Taq

DNA 聚合酶 1 μL。PCR 反应条件: 94 ℃变性 4

min , 94 ℃ 30 s, 56 ℃退火 30 s, 72 ℃延伸 1 min,

共 30 个循环最后 72 ℃延伸 10 min, 经鉴定正确

的重组腺病毒命名为 Ad- mTERT。

1.7 重组腺病毒的扩增、纯化及滴度测定

将 鉴 定 正 确 的 病 毒 液 感 染 60%～80%融 合 的

293 细胞, 5～7 d 后收集细胞, 反复冻融 3 次, 收集

上清反复扩增至需要病毒量 , 用氯化铯密度梯度

超速离心法纯化, 用 TICD50 法测定病毒滴度。

2 结 果

2.1 mTERT 基 因 的 获 取 、pUC19- mTERT 的 构

建及酶切鉴定

提取总 RNA, 通过 PCR 扩增出 mTERT cDNA

片段, 将 mTERT 基因与测序质粒 pUC19 连接。将

大小在 5.9 kb 的产物用 EcoRⅠ和 Hind Ⅲ酶切鉴

定, 得到约 3.3 kb 和 2.6 kb 的两个片段 , 将质粒送
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TaKaRa 公司测序, 结果表明序列正确。取 5 μL 进

行琼脂糖凝胶电泳( 图 1) 。

2.2 pAC- mTERT的构建及酶切鉴定

将 从 pUC19 - mTERT 质 粒 扩 增 酶 切 回 收 的

mTERT 基因片段与酶切后的pAC 载体连接 , 将大

小在 12 kb 的产 物 进行 EcoRⅠ和 Hind Ⅲ双酶切

及特异引物的 PCR 鉴定 , 产生两个大小为 8.8 kb

和 3.3 kb 的 片 断 , 说 明 pAC- mTERT 构 建 成 功 ,

mTERT 插入正确( 图 2) 。

2.3 重组病毒的 PCR 鉴定

选取 6 个重组病毒 , 采用特异性引物进行PCR

鉴定 , 在选出的 6 个重组病毒中有 5 个含有目的

基因的扩增产物( 图 3) 。

2.4 重组病毒的Hind Ⅲ酶切鉴定

将重组腺病毒用Hind Ⅲ酶切 , 结果与预计酶

切图谱相同( 图 4) 。

2.5 病毒滴度的测定

AdmTERT 小 量 扩 增 后 测 定 病 毒 滴 度 为 7 ×

109IU/mL, 按需要扩增一定量后 , 进行超离心纯化

浓缩 , 病毒滴度达到 2×1010 IU/mL。

3 讨 论

端粒酶为核苷酸- 蛋白复合体 , 端粒酶由模板

RNA( RT) 、端 粒 相 关 蛋 白 ( TP1) 和 端 粒 酶 蛋 白 亚

单位( TERT) 构成。TERT是酶的催化亚基, TERT只

图 1 pUC19- mTERT载体 Eco RⅠ和Hind Ⅲ双酶切鉴定

Fig. 1 The identification of the pUC19- Mter t by digestion

with restr iction enzyme EcoRⅠand Hind Ⅲ

Lane M:!- EcoT14 DNA marker; Lane 1: Recombinant pUC19-

mTERT digested by EcoR I / HindⅢ

图 2 pAC- mTERT 载体 EcoRⅠ和 Hind Ⅲ双酶切鉴定

Fig.2 The identification of the pAC- mTERT by digestion

with restr iction enzyme EcoRⅠand Hind Ⅲ

Lane M:!- EcoT14 DNA marker; Lane 1: Recombinant pAC-

mTERT digested by EcoR I / Hind Ⅲ

图 3 重组病毒 PCR 鉴定

Fig.3 The identification of the recombinant adenovirus

vector by PCR

Lane 1:!- HindⅢDNA marker; Lane 2,3,4,5,6,7: recombinant

adenovirus vector 1,2,3,4,5,6; Lane 8: negative control; Lane 9:

positive control

图 4 重组病毒的Hind Ⅲ酶切鉴定

Fig.4 The identification of the recombinant adenovirus

vector by digestion with restr iction enzyme Hind Ⅲ

Lane 1: !- EcoT14 DNA marker; Lane 2:Adv- mTERT digested

by Hind Ⅲ; Lane 3: !- Hind Ⅲ DNA marker
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在端粒酶阳性的肿瘤细胞和永生化细胞中表达, 正

常组织中其表达被抑制 , 而RT和TP1在端粒酶阴性

的正常组织中也广泛表达, 说明肿瘤细胞主要通过

激活TERT而激活端粒酶[2]。在某种意义上, TERT行

为类似一原癌基因, 其异常表达或激活是肿瘤形成

的重要原因之一[3], 而 90%以上的恶性肿瘤细胞存

在 hTERT 高表达的端粒酶活性 , 这一特性使端粒

酶 成 为 肿 瘤 诊 断 和 防 治 研 究 的 重 要 靶 点 [4,5]。

Vonderheide 等[6]首先发现来源于 hTERT 的九肽与

MHC- Ⅰ类分子结合递呈在肿瘤细胞表面 , 并作为

抗原特异性激活细胞毒性 T 细胞 ( CTL) 导致肿瘤

细胞溶解 , 因而初步认为 hTERT 是一种可被 CTL

特异识别的广泛表达的肿瘤相关抗原 , 从而开创

了以端粒酶为靶点的肿瘤免疫治疗新方法。端粒

酶蛋白亚单位在大多数 肿 瘤 细 胞 中 均 异 常 表 达 ,

该蛋白可以被加工成为 I 类分子递呈 , 诱导特异性

细胞毒活性 , 产生针对端粒酶表达细胞的特异而

有效的抗肿瘤 T 淋巴细胞反应。转染端粒酶蛋白

亚单位基因的树突状细胞能诱导产生抗端粒酶阳

性细胞的细胞毒免疫反应 , 并对不同来源的肿瘤

均产生保护性免疫作用。以端粒酶为基础的肿瘤

免疫治疗与其他治疗方法相比有以下优势 : ①不

需 要 为 每 一 位 患 者 确 定 具 有 其 自 身 HLA 类 型 的

来源于肿瘤抗原的免疫原性抗原决定簇 ; ②以端

粒酶为靶点的治疗可以靶向 90%以上的各种肿瘤,

是目前最为广谱的肿瘤基因治疗方案。因此 , 以端

粒酶为基础的肿瘤免疫治疗在肿瘤新发/复发的治

疗上将有广泛的应用价值。

本实验是在明确 TERT 基因表达与肿瘤发病

密切相关的基础上 , 将mTERT克隆到腺病毒 5 型

E1 区 缺 失 复 制 缺 陷 型 腺 病 毒 中 , 进 一 步 研 究

TERT基因在肿瘤免疫治疗中的作用机制。腺病毒

是目前用于基因转移最广泛的载体之一 , 与其他

病毒载体不同,腺病毒载体的诸多优点决定了腺病

毒载体在基因治疗领域中具有广阔的应用前景: 宿

主细胞范围广泛 , 不依赖于宿主细胞增殖而表达

外源基因 , 既可以感染分裂细胞又可以感染非分

裂细胞 ; 容易制备高滴度病毒粒子 , 可达 1011 pfu/

mL; 而且在受染细胞内不发生整合 , 因此没有致癌

和致突变的危险 , 并可插入大片段的外源基因 [7 ]。

目前绝大多数编码有潜在治疗作用的基因载体是

用 Ad5 构建 , 要插入大片段的外源基因 , 必须缺失

一段腺病毒基因组。一般缺失位点有 3 处 , 即 E1,

E3 及 E4 与末端反向重复序列( IRT) 之间的区域 ,

E1 区的缺失,致使病毒复制缺陷,不会引起宿主细

胞的损伤或病毒扩散[8], E1 复制缺陷的Adv在普通

细胞中不能复制形成病毒颗粒 , 293 细胞是腺病毒

E1 转化的胚肾细胞, 能够通过提供 E1 蛋白进行反

式互补。本实验中腺病毒穿梭质粒 pCA 含 5 型腺

病毒基因 , 其中 E1 区被删除 , 并在 E1 区的缺失区

插入 CMV、多克隆位点、Poly A 合成区等。pCA 与

含 5 型腺病的质粒 pJM17 共转染 293 细胞 , 在 293

细胞内同源重组, 包装成复制缺陷型腺病毒载体。

本 实 验 成 功 构 建 了 小 鼠TERT基 因 重 组 腺 病 毒 载

体 , 并在 293 细胞中成功包装出重组腺病毒 Adv-

mTERT, 为进一步研究TERT的生物学性能和激发

特异抗肿瘤免疫的肿瘤生物治疗奠定了基础。
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