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A33启动子结肠癌特异性探究及SV40增强子

对其转录活性影响
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摘要      为了探究A33核心启动子结肠癌特异性及SV40增强子对其转录水平的影响, 该研

究通过构建A33核心启动子和带SV40增强子的A33核心启动子(eA33)的荧光素酶报告基因载体

pGL3-A33和pGL3-eA33, 与内参照pRL-SV40质粒共转染至不同的细胞系中, 利用双荧光素酶检测

系统检测分析了A33和eA33启动子在不同细胞系中的转录活性。结果显示, A33核心启动子在结肠

癌细胞系中具有转录活性低, 但结肠癌特异性好的特点, 而在其他类型癌细胞中基本没有活性。同

时发现, eA33在各类癌细胞中的转录水平与A33相比, 均呈大幅度提高, 有显著性差异(P<0.01), 但
SV40增强子能显著增强A33启动子转录活性的同时减低了其结肠癌特异性。这为靶向癌症基因—

病毒治疗策略在结肠癌的生物治疗应用中寻找结肠癌特异性的启动子奠定了研究基础。
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结肠癌在我国的发病率有逐年上升趋势, 目前, 
结直肠癌已经是仅次于肺癌和胃癌的第3位常见恶

性肿瘤[1]。目前的传统治疗方法对不能手术切除的

结肠癌效果欠佳, 因此, 积极探索新的结肠癌治疗方

法具有重要意义。

癌症的靶向基因—病毒治疗策略(cancer target-
ing gene-viral therapy)已经成为一个研究热点[2]。目

前, 实现肿瘤基因—病毒的靶向性治疗主要是通过

肿瘤组织特异性的启动子来调控病毒载体或治疗基

因[3], 从而使得重组基因—病毒对细胞的杀伤具有

肿瘤选择性。目前, 针对结肠癌组织的靶向基因—

病毒治疗策略主要选择癌胚抗原CEA启动子[4-6], 研
究结果显示, 尽管抗肿瘤效果较好, 但结肠癌组织特

异性不够理想[7], 这为寻找更好更具有结肠癌特异

性的启动子提出了客观要求。

GPA33 (glycoprotein A33, A33), 是一个43 kDa大
小的跨膜糖蛋白, Heath等[8]在1997年发现其在95%以

上的原发和转移结肠癌中过表达, 且Northern blot分
析显示2.8 Kb大小的A33 mRNA只在结肠癌细胞系

中显示A33抗原阳性, 在其他组织中几乎没有表达。

目前, A33抗原已成为临床上单抗靶向治疗肠癌症研

究的热点, 主要应用于单克隆抗体导向的放射免疫

治疗(radioimmuno-therapy, RIT)[9-12]和预设靶标的放

射免疫疗法(PRIT)[13]的研究。上述结果预示, 跨膜

糖蛋白A33基因的启动子能够应用于靶向基因—病

毒治疗平台, 可能具有极好的结肠癌组织特异性。

另有越来越多的研究表明, 增强子可以通过增

强启动子的转录水平进而提高基因的表达量[14-15]。

有研究报道, 人巨细胞病毒(cytomegalovirus, CMV)
增强子能够高效促进一些组织特异性基因启动子的

转录活性, 从而显著提高这些靶基因的表达[16]。也

有报道称, 猿猴空泡病毒(simian vacuolating virus 40, 
SV40)增强子对异源基因的作用明显, 常常用于提高

外源基因的表达[17-18]。Cao等[19]研究发现其对甲胎

蛋白(alpha-fetoglobulin, AFP)启动子的作用明显, 将
该复合启动子SV40-AFP用到靶向基因—病毒治疗

平台, 对肝癌的靶向治疗具有良好的组织特异性。

对此, 考虑到启动子片段长短对启动子活性的影

响, 本研究主要以A33基因的核心启动子(−100~+313)
为研究对象并考察该区段启动子序列对靶基因的转

录活性及其在结肠癌组织的特异性, 同时对该启动

子进行人工修饰, 得到SV40增强子—A33复合启动
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子片段(以下简称eA33), 并通过克隆及转染等方法, 
进行A33核心启动子结肠癌转录活性和特异性实验

及探究SV40增强子对其转录水平的影响。

1   材料与方法
1.1  材料   
1.1.1　菌株和质粒        E.coli DH5α菌株、pAT2载体、

pGL3-basic载体、内参照pRL-SV40载体、pGL3-CMV
载体为本实验室保存。

1.1.2　细胞株        人结肠癌LS174T、HCT116、
HT29、SW480、SW620; 肺癌A549; 宫颈癌Hela; 肝癌

细胞系7404; 正常肺上皮细胞BEAS-2B; 人胚肺成纤

维细胞MRC-5; 以上细胞株均购于中国科学院上海生

命科学研究院生物化学与细胞生物学研究所细胞库。

1.1.3　培养基(液)        LB培养基和RPMI1640培养液

购自上海生工, FBS购自杭州四季青生物工程公司。

1.1.4　主要试剂        Dual-luciferase reporter Kit (Pro-
mega公司); Lipofectamine™ 2000 Transfection Reagent 
(Invitrogen公司); KOD-plus-Neo和Ligation high连接酶

(TOYOBO公司); DNA marker: Trans2K DNA Marker
和1 Kb DNA Ladder (TransGen公司); 限制性内切酶

Xho I、Hind III (大连宝生物工程公司 ); 总RNA提

取试剂Trizol (Invitrogen公司), ReverTra Ace® qPCR 
RT Kit、SYBR® Green Realtime PCR Master Mix-Plus-
(TOYOBO公司), 其余试剂均为国产分析纯。

1.1.5　仪器        NanoDrop 2000微量紫外分光光度

计, Gel imaging system tanon 2500凝胶成像仪, Ap-

plied biosystems 7500荧光定量PCR仪。

1.2  方法

1.2.1　基因合成及鉴定        Gene Bank查询人类A33
基因组序列, 通过NCBI (national center for biotechnol-
ogy information)上已收录的A33 cDNA (Accession NM 
005814.1)和基因组DNA (Accession AL158837.14)序
列, 从而确定A33核心启动子序列。利用基因合成的

方法, SV40增强子通过ACTGC连接子连接到A33核
心启动子的5’端, 得到复合启动子eA33, 同时在eA33
启动子5’端和3’端分别加上了Xho I和SnaB I酶切位

点。合成的eA33复合启动子片段连接在pUC-57载体

上, 构成pUC57-eA33质粒。

利用PCR法从pUC57-eA33中扩增出A33和eA33
启动子序列(表1和表2), PCR扩增片段经琼脂糖电泳

后回收纯化, 并连接到pAT2载体上, 然后进行测序鉴

定。

1.2.2　A33启动子报告基因载体的构建        将荧光

素酶报告基因pGL3-basic载体用Xho I和Hind III双酶

切, 回收约5 000 bp条带。同时将之前构建的pAT2-
A33和pAT2-eA33分别都用Xho I和Hind III进行双酶

切, 再经琼脂糖凝胶电泳, 分别回收约400 bp和650 bp
的条带。使之分别在Ligation high连接酶的作用下与

pGL3-basic载体以10:1的浓度比, 于16 ºC连接1 h。使

表1　启动子片段扩增引物

Table 1　Primers for amplifying two promoter fragments 
DNA片段 引物(普通PCR, 5’-3’) 温度(ºC)
Fragments	 Primers (regular PCR, 5’-3’)	 Tm (ºC)
A33	 Xho I-F: CTC GAG CAG CAA ATA TGG GCA AC	 59.6
	 Hind III-R: A AG C TT CTG TCA CTG GCA GCC TCC	 61.8
eA33	 Xho I-F: CTC GAG GGC CTG AAA TAA CC 	 52.9
	 Hind III-R: A AG CTT CTG TCA CTG GCA GCC TCC	 61.8

下划线是限制性酶切位点。

The underscores were the sites for restriction digest.

表2　启动子片段PCR扩增程序(A33和eA33)
Table 2　PCR procedure for amplifying two promoter fragments (A33 and eA33)
DNA片段	 PCR扩增程序

Fragments	 PCR procedures
A33 94 ºC, 2 min; 98 ºC, 10 s; 55 ºC, 30 s; 68 ºC, 15 s; 30 cycles; 68 ºC, 10 min
eA33 94 ºC, 2 min; 98 ºC, 10 s; 50 ºC, 30 s; 68 ºC, 25 s; 30 cycles; 68 ºC, 10 min



钟　丹等: A33启动子结肠癌特异性探究及SV40增强子对其转录活性影响 1243

A33和eA33启动子片段连接进pGL3-basic载体中, 将
酶切鉴定正确的重组质粒进一步测序鉴定。

将两种重组质粒、空载体pGL3-basic和内参照

pRL-SV40载体转化的阳性菌株, 在LB培养基中37 ºC
摇床培养过夜, 进行质粒大量提取, 并用NanoDrop 
2000微量紫外分光光度计对其进行D值浓度测定。

1.2.4　细胞培养        实验细胞为: 5株结肠癌细胞系

LS174T、HT29、HCT116、SW480、SW620, 肺癌细

胞系A549, 宫颈癌细胞系Hela, 肝癌细胞系7404, 正常

肺上皮细胞BEAS-2B, 人胚肺成纤维细胞MRC-5。培

养方法按ATCC标准方法进行。

1.2.5　荧光定量PCR        (1) 总RNA制备。收获细

胞(1~5)×107, 移入1.5 mL离心管中, 分别加入l mL 
Trizol, 按试剂说明书中操作步骤进行RNA提取。经

凝胶电泳后, 使用NanoDrop分光光度计检测提取总

RNA的质量和浓度, 要求D260/D280比值在1.8~2.0。并

计算RNA含量。

(2) cDNA的合成。反应体系20 μL, 根据RT逆
转录试剂盒说明书中操作步骤进行逆转录。合成的

cDNA置于−20 ºC保存备用。

(3) 引物的合成。根据Origene网站中Homo sa-
piens gene GPA33和GAPDH的荧光定量PCR引物序

列合成。目的基因片段长度分别为115 bp和131 bp。

1.2.6　双荧光素酶检测        (1) 转染。瞬时转染采

用脂质体LipofectamineTM 2000, 具体转染方法参照

其说明书进行。每次转染均用96孔板, 每个样品设

3个复孔。转染体系如下: LipofectamineTM 2000脂质

体0.2 μL, 待检或对照质粒200 ng, pRL-SV40质粒(内
对照) 4.0 ng, DMEM培养液50 μL。每个实验重复3次。

(2) 双荧光素酶活性检测及分析。转染48 h后, 
向96孔板中的每个试验孔中加入20 μL Passive Lysis 
Buffer (PLB), 缓慢摇动15 min之后按照双荧光素酶

活性分析试剂盒操作手册进行检测。各孔细胞之间

的转染效率通过pRL-SV40活性进行校正。样品校

正转染效率后的活性, 通过以下公式计算得到各样

品相对于阳性对照SV40启动子的相对活性。相对

荧光活性值=[样品(pGL3-A33 or pGL3-eA33)荧光

值–阴性对照(pGL3-basic)荧光值]/阳性对照(pGL3-
control)荧光值。

1.2.7　统计学处理        采用SPSS统计软件对各样

品的相对活性数据进行t检验、方差分析。P<0.05
为有统计学显著性差异。

2   结果
2.1  目的基因的克隆及测序   

以合成基因质粒pUC57-eA33为模板, 分别克隆

出A33和eA33核心启动子片段, 分别为413 bp和653 bp 
(图1)。且测序鉴定序列正确。

表3　A33基因荧光定量PCR引物(qPCR)
Table 3　Primers for A33 gene fragments (qPCR)

DNA片段	 引物(5’-3’) 温度(ºC)
Fragments	 Primers (5’-3’)	 Tm (ºC)
A33	 F:  TGA CAA CGG CAC CTA CGA GTG T	 56.9
	 R:  GAT GCC GCA TTC TGG TTT GGA G	 60.3
GAPDH	 F:  GTC TCC TCT GAC TTC AAC AGC G	 53.2
	 R:  ACC ACC CTG TTG CTG TAG CCA  A	 58.2

(4) PCR反应。待测样品均按SYBR® Green Re-
altime PCR Master Mix-Plus说明书中进行, 总体积

为20 μL, 每个反应做3个复孔。反应条件为: 预变性 
95 ºC, 1 min; 95 ºC, 10 s; 58 ºC, 15 s; 72 ºC, 15 s; 共40
个循环。每次反应均做空白对照(不加模版的反应

系统)排除污染可能。反应结束后, 电脑自动分析荧

光信号并将其转换为各目的基因的起始拷贝数和Ct
值。为了控制样本mRNA质量的变异, 同时检测看家

基因GAPDH表达。

M: Trans2K DNA marker; 1: A33片段; 2: eA33片段; 3: 阴性对照。

M: Trans2K DNA marker; 1: fragment A33; 2: fragment eA33; 3: nega-
tive control.

图1　PCR扩增A33和eA33片段琼脂糖凝胶电泳鉴定

Fig.1　Electrophoretic analysis of fragment A33 and eA33 
amplified by PCR
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2.2  启动子报告基因载体酶切及测序鉴定    
回收经Xho I和Hind III双酶切得到的A33和eA33

片段和pGL3-basic载体的相应条带, 经Ligation high连
接酶连接后转化E.coli DH5α感受态细菌, 再经Xho I和
Hind III酶切鉴定, 两种重组质粒分别释放出413 bp和
653 bp大小的片段(图2)。测序结果亦证实启动子报

告基因载体构建成功。

2.3  在不同组织细胞系中的A33基因mRNA表达

水平的检测

如图3所示, 在结肠癌细胞系LS174T、LOVO、

HT29、HCT116、SW480、SW620中表现mRNA高

表达, 而在其他癌细胞系中的表达水平极低, 只有LS 
174T细胞的1/100~1/40, 经统计分析, A33基因在结

肠癌和其他癌细胞及正常肺组织细胞中的mRNA表

达水平差异有统计学意义(P<0.05)。

M1: 1 Kb DNA ladder; M2: Trans2K DNA marker; 1: A33和pGL3-
basic片段; 2: eA33 和 pGL3-basic片段。

M1: 1 Kb DNA ladder; M2: Trans2K DNA marker; 1: fragment A33 and 
pGL3-basic; 2: fragment eA33 and pGL3-basic.
图2　A33、eA33和pGL3-basic双酶切琼脂糖凝胶电泳鉴定

Fig.2　Electrophoretic analysis of fragment A33、eA33 and 
pGL3-basic by restriction analysis

2.4  A33核心启动子在不同组织细胞系中的转录

水平及SV40增强子对其的影响    
如表4所示: A33核心启动子在结肠癌细胞系中

具有特异性表达的特性, 尤其是在LS174T细胞中表

达极高, 而在其他细胞系(肝癌7404、宫颈癌Hela、
肺癌A549和正常肺上皮细胞BEAS-2B)中表达量极

低。然而, 尽管A33核心启动子在LS174T细胞系的

相对荧光活性值为36.34, 但在其余四株结肠癌细胞

系的活性值均小于5, 处于一个低转录水平。而带有

SV40增强子的质粒pGL3-eA33的相对荧光活性比

pGL3-A33均有显著水平的提高(P<0.05), 尤其是在

SW480 (P<0.001)细胞系中。eA33这一启动子系统尽

管显著地提高了A33核心启动子在结肠癌细胞系中

的转录水平, 但在其他非结肠癌细胞系中也有明显

的增强效应, 且根据平均值计算, 数据显示在结肠癌

中A33核心启动子的转录水平只提高了2.6~68.9倍, 
而在非结肠癌7404细胞系中提高了51.4倍、Hela提

图3　A33在人的不同组织细胞系中的mRNA表达水平检测

Fig.3　Detection of A33 mRNA expression in different hu-
man cell lines

图4　A33核心启动子在人的不同组织细胞系中的转录水平

及SV40增强子对其的影响

Fig.4　Detection of A33 promoter’s specifically transcrip-
tional activity in different human cell lines and the influence 

when combined with SV40 enhancer

高了416.8倍、A549提高了1 333.5倍, 甚至在正常细

胞株BEAS-2B细胞系中提高了41 640倍(图4)。这表

明, SV40增强子具有明显增强A33启动子转录活性

的同时却又有显著降低其结肠癌特异性的特点。
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表4　荧光报告基因质粒的相对荧光活性值(pGL3-A33 and pGL3-eA33) 
Table 4　Relative luciferase activity of two reporter gene vectors 

(pGL3-A33 and pGL3-eA33)
细胞系 pGL3-A33	 pGL3-eA33
Cell lines	 pGL3-A33	 pGL3-eA33                       
LS174T	 36.338 790±8.561 134	 95.768 650±15.915 320
HCT116	 3.933 521±0.415 538 3	 37.675 380±2.396 973
LOVO	 1.620 386±0.022 087 34	 24.944 210±5.050 087
SW480	 1.147 883±0.204 863 4	 63.660 400±0.502 347 8
SW620	 0.368 684 8±0.084 063 7	 25.435 400±2.408 184
7404	 0.725 556±0.093 729 38	 37.269 660±3.343 068
Hela	 0.094 036 65±0.033 375 77	 39.192 240±5.563 558
A549	 0.023 661 07±0.013 528 68	 31.552 690±5.193 391
BEAS-2B	 0.001 960 563±0.000 799 104	 81.639 470±11.727 540
MRC-5	 0.009 689 767±0.001 245 095	 16.572 190±2.226 865

3   讨论
靶向性是实现癌症基因—病毒治疗成败的一个

关键因素, 在特异性杀伤肿瘤细胞的同时对正常细

胞不会造成伤害。目前, 实现靶向性基因—病毒治疗

主要是通过肿瘤组织特异性启动子来引导下游治疗

基因的表达。许多肿瘤组织特异性启动子已被人类

所认识, 如前列腺特异抗原启动子[20]、肝癌的甲胎蛋

白启动子[21]、肝素结合细胞因子启动子[22]、酪氨酸

酶启动子[23]、胰腺癌特异抗原CCKAR启动子[24]等。

本研究在此基础上根据NCBI上收录的A33基
因启动子序列, 开展了A33核心启动子(−100~+313)
的转录活性及结肠癌特异性探究实验。结果显示, 
A33核心启动子在LS174T结肠癌细胞系中表现出

极高的转录水平, 尽管在其余四株结肠癌细胞系

(LOVO、HCT116、SW620、SW480)的活性值均处

于一个低转录水平, 但在其他癌症细胞如肝癌、肺

癌、宫颈癌及正常细胞中几乎没有活性。同时, 进
行了不同细胞系中A33基因mRNA表达水平的检测, 
结果显示A33 mRNA在结肠癌细胞中具有较高的表

达水平, 与其他癌细胞系相比具有显著差异。这些

结果表明, A33核心启动子是一个极好的结肠癌特

异性启动子, 可以应用到结肠癌的靶向基因—病毒

治疗策略中, 为以后相关研究提供良好的实验参考。

同时, eA33在不同肿瘤细胞中的转录活性实验结果

表明, 通过SV40增强子明显增强A33启动子的转录

活性的同时又显著降低了其结肠癌特异性, 这样的

复合启动子eA33不适合应用到靶向基因—病毒治

疗系统中。

针对这样的实验结果, 我们进行了进一步的

实验设想, 若要在增强A33启动子转录活性的同时

保证其结肠癌特异性, 其他的增强子或人工修饰方

式值得进一步探究: (1) 将SV40增强子换成结肠癌

特异性增强子, 或一些不会影响A33启动子结肠癌

特异性的广谱性增强子, 能够在增强A33核心启动

子活性的同时保持其结肠癌特异性, 从而能够在结

肠癌中特异性启动肿瘤抑制基因的表达, 进行结肠

癌靶向性治疗; (2) 改变增强子的位置: SV40增强

子是最早发现的病毒增强子, 它可以提高很多宿主

细胞的基因表达的水平[25]。在张维铭等[26]的实验

中, hTERT-SV40这一启动子系统是将hTERT启动

子克隆在pGL3-enhancer质粒(在pGL3-basic载体的

基础上在载体的polyA下游引入了SV40增强子)中, 
实验结果表明, hTERT启动子联合SV40增强子即

hTERT-SV40启动子系统在肿瘤细胞中的转录活性

是hTERT启动子的2~3倍, 在正常细胞中, 两者的转

录活性均很低, 差异无统计学意义(P>0.05), 说明在

这一hTERT-SV40启动子系统中, SV40增强子不但能

够增强hTERT核心启动子的活性, 且不影响其肿瘤

特异性; (3) 其他人工修饰方式: 有研究用化学合成

方法在野生型hTERT核心启动子片段的3’端接入3
个E-box (CACGTG)元件, 双荧光素酶检测显示该元

件能够在不影响hTERT启动子在癌细胞中的转录活

性的同时降低其在正常细胞的转录活性。体内和体

外实验都表明, 该元件控制表达的腺病毒CNHK300
能够在hTERT阳性细胞系中选择性复制, 产生良好

的抗瘤效果[27-28]。
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Investigation of A33 Promoter’s Specifically Transcriptional 
Activity in Colorectal Cancer and the Influence When Combined 

with SV40 Enhancer

Zhong Dan1, Zheng Shuidi1, Shenghe Kuanzi1, Yuan Sujing1, Zhang Kangjian2*
(1Xin Yuan Institute of Medicine and Biotechnology, College of Life Sciences, Zhejiang Sci-Tech University, Hangzhou 310018, China; 

2Institute of Biochemistry and Cell Biology, Shanghai Institute of Biological Sciences, Chinese Academy of Sciences, 
Shanghai 200031, China)

Abstract        In order to investigate A33 core promoter’s specifically transcriptional activity in colorectal 
cancer (CRC) and to identify its transcriptional activity combined with SV40 enhancer, the transcriptional regula-
tory elements were constructed by appending a SV40 enhancer 5’ to the A33 core promoter (eA33), and then we 
constructed two luciferase reporter gene vectors which containing A33 promoter and eA33 promoter, pGL3-A33 
and pGL3-eA33, and made them co-transfected with transfection-efficiency normalization vector pRL-SV40 into 
different cell lines by liposome transfection. The transcriptional activity of A33 and eA33 promoter was analyzed 
by Dual-Luciferase Assay system and relative luciferase unit (RLU) was used to evaluate the expression efficiency. 
The results showed that A33 promoter performs high CRC specific expression but low transcriptional activity, and 
showed barely any activity in other types of cancer cells. Meanwhile, the eA33 promoter’s transcriptional activity is 
slightly stronger than the A33 promoter’s in all kinds of cell lines. Therefore, the SV40 enhancer is able to greatly 
up-regulate A33 promoter transcriptional activity, and by the meantime, attenuate the CRC specific of A33 promot-
er. It will definitely provide useful information for targeted gene-viro-therapy of CRC.

Key  words        A33 core promoter; SV40 enhancer; CRC specific expression; gene-viro-therapy
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