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CMV 早期转录增强子对人癌胚抗原启动子效率的

作用研究
陈琼姜 1 贾振宇 1 * 陈萍 2 魏群 2 张敏 l 陈钧强 l 张幸 l 叶景佳 3 曹江 2

('浙江省医学科学院，杭州1310013; 2 浙江大学邵逸夫临床医学研究所， 杭州 310016;

3 浙江大学医学院附属第二医院临床实验研究中心，杭州1310009)

摘要 为了探讨人巨细胞病毒(CMV)早期转录增强子用于癌胚抗原(CEA)阳性肿瘤的靶向

基因治疗的意义，我们参考有关文献利用 PCR 法分别克隆了 369 bp 的人 CEA 启动子和 531 bp 的

CMV 早期转录增强子，构建了相应的 pGL4.10 荧光素酶报告基因载体，与内参照 pGL4.74 质粒共

转染 CEA 阳性的人肠癌细胞 LoVo 、 HT-29 、 SW620、肺癌细胞 A549、乳腺癌细胞MCF7和 CEA

阴性的肠癌细胞 SW480、宫颈癌细胞 HeLa、人肺成纤维细胞 LL47，利用双荧光素酶检测系统检

测分析了这些细胞中 CEA 重组启动子的效率。 结果表明， CMV 增强子能够明显增强 CEA 启动子

在 CEA 阳性细胞中的效率(提高 7.46 至 70.16 倍)， 但是也能提高 CEA 启动子在 CEA 阴性细胞中的

效率(提高 24.01 至 76 .40 倍) 。 因此上述 CMV 增强子虽然可以大大提高 CEA 启动子的效率，但是

对特异性有影响，在将其用于 CEA 阳性肿瘤基因治疗时还需采用其它保证特异性的手段。
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瘤基因治疗

恶性肿瘤是危害人类健康的一大凶手，继手术、

放射治疗和化学治疗之后，包括基因治疗、免疫治

疗等多种治疗方式在内的肿瘤生物治疗正在成为日

益发挥强大作用的第四种治疗模式，其中靶向性基因

治疗是目前一个研究热点。应用肿瘤细胞特异性启

动子调控 目的基因表达是靶向性基因治疗的关健 。

以癌胚抗原(carcinoembryonic antigen, CEA)启动子

为目 的基因的表达调控序列对 CEA 阳性肿瘤细胞有

一定的靶向性[叫，但总体而言 CEA 启动子的转录启

动效率较低，且因不同的肿瘤细胞表达CEA的水平高

低而异，因此在一定程度上限制了它的应用 。 如能

提高 CEA 启动子的靶向启动效率将大大改善其目前

应用状况，对CEA阳性肿瘤的靶向性基因治疗具有重

要意义。

近来有文献报道， 巨细胞病毒(Cytomegalovirus ，

CMV)的早期转录增强子可用于构建重组启动子，对

一些组织特异性启动子而言能极大地提高其转录起

始效率且保持其特异性[6] 。 对于 CEA启动子而言， 虽

然有个别研究报道[7]表明 CMV 早期转录增强子可能

增强CEA启动子的特异性转录作用，但是我们在研究

工作中发现这一增强作用似乎并不具有特异性 。

CMV早期转录增强子究竟能否特异地提高CEA启动

子的效率，将决定其能否应用于相应的靶向性基因治

疗。 为了明确这一关键问题，本研究克隆了带有 CMV

早期转录增强子的CEA启动子，利用目前广泛应用于

启动子转录活性研究的高灵敏度生物荧光素酶报告
系统[83]，对该增强子对CEA启动子在多株不同的CEA

阳性的肿瘤细胞与 CEA 阴性的细胞中的转录效率进

行了定量分析，为 CMV 早期转录增强子究竟能否用

于 CEA 启动子调控的肿瘤靶向性基因治疗提供参考

依据 。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 菌林、质粒和细胞系 大肠杆菌菌株DH-5α

由本实验室保存。 PCR产物克隆载体pMD19-T购自

TaKaRa 公司，双荧光素酶报告基因载体 pGL4.10

[luc2] 、 pGL4.74[hRluc/TK]及双重荧光素酶活性检

测试剂盒 Dual Luciferase Assay Kit 购 自 Promega 公

司。人肠癌细胞 LoVo 、 HT-29 、 SW620 、 SW480 、

肺癌细胞 A549、乳腺癌细胞 MCF7 、 宫颈癌细胞

胎La和人肺成纤维细胞LL47 直接购自美国标准生物、
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品收藏中心(American Type Culture Collection, ATCC), 

保存于本实验室。

1 . 1.2 酶、抗体及其它试剂 各种限制性内切

酶、连接酶和碱性磷酸酶等工具酶均购自 New En

gland Biolab公司， PCR扩增试剂盒购自 TaKaRa公司，

质粒提取试剂盒 Qiagen Plasrnid Mini Kit、 j疑胶片段

回收试剂盒 QIAquick Ge! Extraction Kit 购自 Qiagen

公司，转染试剂 Lipo-fectarnine 2000 、 DNA 分子量标

准 1 Kb Plus DNA Ladder购自 Invitrogen 公司， 盯'MI

1 640 培养液、胎牛血清购自 Invitrogen 公司 ， BCA 蛋

白质定量试剂盒购自 Thermo 公司， 小鼠抗 CEA 单克

隆抗体购自 Cell Signaling 公司， 小鼠抗 ß-Actin 单克

隆抗体购自 SANTACRUZ 公司，化学发光显色底物

购白 Invitrogen公司，其它各种常规生物化学试剂购自

Sigma 公司和 Amresco 公司。

1.2 方法

1.2. 1 CEA 启动子与 CMV早期转录增强子的克隆

(l ) CEA 启动子 收集生长旺盛的人肠癌细胞

SW620，按参考文献提取基因组 DNA 并定量。 以此

基因组DNA 为模板，采用 PCR法扩增 369 bp 的 CEA

启动子片段(Genbank登录号NT_01 1109 .1 5 所列序列

中第 14480462-14480830位， CEA基因的转录起始点

的 -266 至 +102 位)，上游引物为: 5' -AGA TCT CCC 

GGG ACC CTG CTG GGT TTC-3 '(斜体为引入的

BglII位点)，下游引物为 5 ' -GGA TCC AGC TTG AGT 

TCC AGG AAC G-3 '(斜体为引入的 BamHI位点)，扩

增产物大小为 381 bp , PCR 条件为 : 95
0

C变性 5 min, 

然后进行 30个循环的扩增: 950C, 30 s; 58 0C, 30 s; 72
0C , 

30 s; 最后一个循环完成后于 72
0

C继续反应 10 min 。

用 l.5% 的琼脂糖凝胶进行电泳分离 PCR产物，用凝

胶片段回收试制盒按照说明书操作回收 381 bp 的

PCR产物，将 4μl 回收的 PCR 产物与 1μlPCR产物

克隆载体 pMD19-T 按照使用说明建立连接体系，于

16
0

C连接过夜，转化感受态大肠杆菌 DH5α，涂布于

含有 X-Gal 、 IPTG 和氨下青霉素的琼脂糖平板，提

取转化子质粒DNA，用 BglII 和 BamHI双酶切检测有

无 381 bp 的插入片段，将有大小正确的插入片段的

质粒DNA送至 Invitrogen 公司测序，序列正确者即为

ρMD19-T/CEA 。

(2)CMV 早期转录增强子 参考有关文献， 以

pcDNA3 . 1(+)质粒为模板， 采用 PCR法扩增载体上第

235-765 位区域的 CMV 早期转录增强子， 5' 引物为 :

5' -AGA TCT GAC A TT GAT TAT TGA CTA GT-3'(牵斗

体为引入的 BglII 位点)、 3' 引物为: 5 ' -GGA TCC 

ATG GGG CGG AGT TGT TAC GA-3 '(斜体为引入的

BamHI位点)， PCR条件为: 95
0

C, 5 min; 95
0

C, 30 s; 45
0

C , 

的 s; 72
0

C ， 的 s，循环 30 次;最后一个循环完成后于

72
0

C继续反应 10 min 。 同上分离、回收 543 bp 的

PCR 产物，克隆至 pMD1 9-T 载体并测序， 序列正确

者即为 pMD 19-T /CMV enhancer 。

1.2.2 带有含CMV早期转录增强子的重组 CEA 启

动子的荧光素酶报告载体的构建 用 BglII 和

BamHI 分别双酶切 pMD1 9-T/CEA 和 pMD 19-T/

CMVenhan臼r，分离、回收两种插入片段，将 CEA启动

子克隆至荧光素酶报告载体pGL4. 10 的 BglII位点， 得

到带有CEA启动子的荧光素酶报告载体pGL4. 1 0/CEA，

再将 CMVenhancer 插入 pGL4.10/CEA 的 BglII 位

点，得到带有 CMV 早期转录增强子的 CEA 启动子

荧光素酶报告载体 pGL4. 10/CMVenahncer-CEA。分

别用 BglII 和 HindIII 双酶切鉴定的片段正确插入 。

以质粒提取试剂盒提取 pGL4.10/CEA 和 pGL4.10/

CMVenahncer-CEA，溶解于无菌水中;在紫外分光光

度计上测定 260 nm 处光吸收值，对质粒 DNA 定量。

l.2.3 细胞转染 人肠癌细胞LoVo、 Hf-29、 SW620、

SW480、肺癌细胞 A549、乳腺癌细胞 MCF7 、 宫

颈癌细胞HeLa和人肺成纤维细胞LL47培养于含 10%

胎牛血清的 RPMI 1640 培养液中， 5% CO2, 37
0

C 。

细胞密度达 80%-90% 时传代 。

收集生长旺盛的上述细胞并悬浮于培养液中，调

至 4xl05 细胞 /rnl，接种于 24 孔板， 2x105 细胞 /500μν

孔，培养过夜。 按照转染试剂说明书，分别取 1 阳 上

述纯化的带CEA启动子的荧光素酶报告载体pGL4.10/

CEA、 pGL4.10/CMVenahncer-CEA 及不带启动子的

pGL4 . 10，与 10 吨 的内参质粒 pGL4.74 混合，用无血

清培养液稀释至 50μ1，再各取 2μl 转染试剂

Lipofectarnine 2000 用无血清培养液稀释至 50μ1，将

稀释的 DNA 和转染试剂混合均匀， 室温放置 20 min 

以形成转染复合物;逐滴加入 24 孔板的细胞中， 混匀

后置培养箱中培养 。 每种转染设三复孔 。

l.2.4 荧光素酶活性检测 技双重荧光素酶活性

检测试剂盒说明书进行双重荧光素酶活性检测。 转染

24 h 后的细胞，用预冷的 PBS 洗两遍，然后加 100μI

Passive Lysis Buffer 于冰浴中裂解细胞 1 5 min; 移

至微量离心管 ， 在榄涡振荡器上充分振荡， 4
0

C 下

13000 叩m离心 15 s; 取 20μl上清与 100μ1 LAR II ~昆

匀， 以荧光分光光度计检测 10 s ， 记录荧火虫荧光素酶

 
 

中
国

细
胞

生
物

学
学

报
    

中
国

细
胞

生
物

学
学

报
   中

国
细

胞
生

物
学

学
报

 

 
 

    
    

   中
国

细
胞

生
物

学
学

报
    

中
国

细
胞

生
物

学
学

报
   中

国
细

胞
生

物
学

学
报

 

 
 

 
中

国
细

胞
生

物
学

学
报

    
中

国
细

胞
生

物
学

学
报

   中
国

细
胞

生
物

学
学

报
 

 
 

    
    

   中
国

细
胞

生
物

学
学

报
    

中
国

细
胞

生
物

学
学

报
   中

国
细

胞
生

物
学

学
报

 

 
 

 
中

国
细

胞
生

物
学

学
报

    
中

国
细

胞
生

物
学

学
报

   中
国

细
胞

生
物

学
学

报
 

 
 

    
    

   中
国

细
胞

生
物

学
学

报
    

中
国

细
胞

生
物

学
学

报
   中

国
细

胞
生

物
学

学
报

 

 



研究论文·

pMD 19-T vector 

CMV enhancer CM Venhancer 543 bp__' 

728 

活性;加入 100μ1 Stop&Glo 试剂， 11昆匀后再检测 10 s , 

记录水母荧光素酶活性。 以荧火虫荧光素活性 / 水

母荧光素活性作为相对荧光素酶活性单位(Relative

Luciferase Unit, RLU)，以不带启动子的pGL4. 10转染

细胞的相对荧光素酶活性为背景， 计算各不同报告载

体的相对荧光素酶活性 。

细胞系中 CEA 蛋白水平检测
Fig.2 Cloning of CMV early transcriptional enhancer 

1: PCR product; M: 1 Kb Plus DNA marker; 2: Baml丑 and BglII double 
digestion of pMDl 9-T/CMVenhancer 

增强子用于构建荧光素酶报告基因载体， 分别得到带

有 CEA 启动子和带有 CMV增强子的 CEA 启动子荧

光素酶报告基因载体，见图 3 。

2.3 CMV 旱期转录增强子对 CEA 启动子效率的

{乍用

用 Westem blot 方法检测培养的肠癌细胞 LoVo、

HT-29 、 SW620 、 SW480、肺癌细胞 A549、乳腺

癌细胞MCF7 、 宫颈癌细胞 HeLa和人肺成纤维细胞

LL47 中 CEA的蛋白水平，以 ß-Actin蛋白水平作为各

细胞系等量蛋白的参照(图 的， 结果显示这些细胞系

具有不同的内源性 CEA 蛋白表达情况。

1.2 .5 

LoVo 、 HT-29 、 SW620 、 SW480 、 A549 、 MCF7 、

HeLa 和 LL47 培养于含 10% 胎牛血清的 RPMI 1640

培养液中， 5 % CO 2, 37
0

C 。 细胞密度达 70%-80%

时收集细胞，裂解于裂解液(50 mmol/L Tris-HCl, pH6扎

2% SDS)中，用BCA蛋白质定量试剂盒按照说明书测

定细胞裂解液中的总蛋白浓度;用 10%聚丙烯酌肢凝

胶电泳(SDS-PAGE)方法分离 20μg 细胞总蛋白 ， 并

将蛋白转移到PVDF膜上于含5% 脱脂奶粉的PBST

(PBS , 0.1 % Tween-20)封闭缓冲液室温下封闭 1 h，用

稀释于含3%脱脂奶粉的PBST中小鼠抗CEA或Actin

单克隆抗体在4
0

C孵育过夜，洗涤后再与稀释于含3%

脱脂奶粉的 PBST 中的 HRP- 羊抗鼠 IgG 于室温下反

应 1 h，再洗涤，加化学发光显色底物反应液， 反应

5 min 后在 Alpha Innotech 化学发光凝胶成像仪中显

带 。

细胞系

2 M 

pG L4. 1 0 vector 

CMVenhancer-CEA 
promoter 

Fig_3 Identification of luciferase reporter vectors containing 

CEA promoters 
1: BglII and HindIIl double digestion of pGL4.1O/CEA; M: 1 Kb Plus 
DNA marker; 2: Bg lII and HindIII double di gestion of pGL4. 1 01 

CMVenhancer-CEA 

CEA 

结果

CEA 启动子和 CMV 早期转录增强子的克隆

经PCR扩增，分别从人肠癌细胞基因组 DNA和

pcDNA3 . 1(+)克隆到381 bp的人CEA启动子和543 bp 

的CMV早期转录增强子，分别见图 l 和图 2 。 将CMV

早期转录增强子插入pMDI9-T/CEA 的 BglII位点，利

用 BamHI 与 BglII 双酶切可以获得带有 CMV 早期转

录增强子的重组 CEA 启动子。

2.2 荧光素酶报告基因载体的构建

分别将上述克隆的CEA启动子和CMV早期转录

2 
2.1 
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喝-一CEA promoter 

2 M 

CEA promoter 381 bp--+ 

4一- ß-Actin 43 kDa 

Fig.4 Carcinoembryonic antigen (CEA) protein level in 

different cell lines by immunoblotting 

Fig.l Cloning of CEA promoter 
1: PCR product; M: 1 Kb Plus DNA marker; 2: BamID and BglII double 
digestion of pMDI9-T/CEA 
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以单独的CEA启动子荧光素酶报告基因载体和

带有CMV早期转录增强子的重组CEA启动子的荧光

头酶报告基因载体分别转染上述细胞后 ， 各个转染细

胞的相对荧光素酶活性见图 5 及表 1 。

上述结果显示， CMV 转录增强子能显著提高

CEA 的启动活性，在 CEA高表达的人肠癌细胞LoV。

中提高了 7.46倍、 CEA 中等表达的乳腺癌细胞MCF7

中提高了 67.45 倍、 CEA 中等表达的肠癌细胞 HT-29

中提高了 23.12 倍、 CEA低表达的肺癌细胞 A549 中

提高了 70.16 倍 、 CEA 低表达的肠癌细胞 SW620 提

高了 7 . 93 倍，但是在 Western blot 检测中显示 CEA

阴性的肠癌细胞 SW480 、 宫颈癌细胞 HeLa 与人肺

成纤维细胞 LL47 中也分别提高了 30 . 22 、 76 .40 和

24.01 倍。 这说明参考有关文献克隆的 531 bp 的 CMV

转录增强子对 369 bp 的 CEA转录活性的增强作用与

细胞中CEA的表达水平没有相关性，这一增强作用弱

化了 CEA 启动子的特异性。

口 PGL4.10-CEA
• pGL4. 10/CMVenhancer-CEA 

5d 7400o 
3500 

E2 3000 

《争团" 出回 2500 
2000 

g 1500 

~ 1000 

EH 由ω d 500 

Celllines 

Fig.5 Effect of C岛1V early t r anscrip tion al enha ncer on 

transcription activity of two recombinant CEA promoters in 

differen t cell lines 

The column represents mean relative luciferase units (RLU) from 

three replicates and the bar represents the s.d 

3 讨论

靶向性是肿瘤基因治疗一个非常重要的方面，即

在特异性杀伤肿瘤细胞的同时对正常细胞没有伤

害 。 目前基因治疗靶向性研究包括使目 的基因靶向

性地在肿瘤细胞中表达 。

CEA (carcino-embryonic antigen, CEA)是一种胚

胎性抗原，是人类胚胎发育阶段细胞合成的正常成分，

在胚胎发育后期合成逐渐减少，出生后逐渐消失，或

仅存留极微量。 当正常细胞转化为肿瘤细胞时，这

类抗原重新合成。 CEA 在包括肠癌、胃癌、肺癌 、

乳癌等常见肿瘤的多种肿瘤中均有表达，其启动子亦

被用于靶向性基因治疗研究[叫。 但由于其启动效率

低，限制了其调控的外源基因的表达效率，从而影响

基因治疗的效果。 为了解决这一问题， Nyati 等[钉在

CEA基因转录起始点上游连接~CEA转录增强序列，

发现可提高 CEA 启动子的特异性启动效率 8-30 倍;

Guo 等问将 CEA 启动子置于四个线性串连的核因子

KBDNA结合位点的下游， 将CEA的启动效率提高了

3-8 倍;但是与常用的无靶向性启动子相比启动效率

仍相差较多 。

Nettelbeck 等[川构建了一个正向自身调节环:单

纯瘤痊病毒的 VP16 蛋白与一种 DNA 损伤修复所需

的 DNA 聚合酶的抑制酶 LexA 融合形成的融合蛋白

VP-LexA，由 内皮细胞特异性启动子vWF或胃肠道肿

瘤特异性表达的 SI 基因的启动子启动表达; 表达的

VP-LexA蛋白结合于七个重复串连位于 vWF或 SI上

游的DNA结合位点LexA， 有效提高了 vWF的转录活

性 23-67倍或 SI 的转录活性 14-37 倍，同时保持vWF

或 SI 的细胞特异性不变。 Iy町 等[ 11]采用两步转录扩

增法， 即前列腺特异性抗原(PSA)启动子启动由一个

酵母转录激活蛋白 Ga14与两个单纯殖痊病毒的VP16

Table 1 T r anscrip tion efficiency of two r ecombinant CEA promoters in d ifferen t cells 

Celllines 

LoVo 

MCF7 

HT -29 

A549 

SW620 

SW480 

Hela 

LL47 

pGL4.10/CEA 

(Relative luciferase unit) 

士 s . d

53 .49土 2.35

3 1. 76士 3.90

70.07 :t5.72 

37. 10土 10 .72

134.85土 6 .49

97.90士4.58

24 .34土 3 .3 0

44.54 :t28 .78 

pGL4.10/CMVenhancer-CEA 

(Relative luciferase unit) 

士s.d .

452 .61 :t 177.05 

3 174.22土666 .44

1 690 .2 5土606 .32

2 640.4 1 士 1 006 .52 

1 203.57土257.54

3 056.44 :t48 1.1 8 

1 884 . 11 土 177 .6 1

1 113 . 77土 566.90

The data represent mean relative luciferase units (RLU) from three replicates士 s. d . .

Folds increase 

(pGL4.1 O/CMV enhancer-

CEA versus pGL4. 10/CEA) 

土s .d .

8 .4 6士 3. 31

68.45 土20 . 9 8

24.12土 8 . 65

7 1.1 6土 27 . 1 3

8.93士1. 91

3 1. 22 :t4.91 

77 .40士 7 .3 0

25.01 土 1 2 . 73
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蛋白融合形成的融合蛋白 GAL4-V凹 的表达， 表达的

GAL4-VP2转而与位于目的基因上游的五个串连连接

的 Ga14位点结合，从而提高了目的基因表达水平 6-8

倍 。 Nettelbeck 与 Iy町 等的方法需要构建两个转录

调控元件 。

最近有研究报道[俐，人巨细胞病毒(Cyωmegalo咄咄，

CMV)启动子上游的转录增强子能够高效促进一些人

细胞特异性启动子的活性 。 Gruh 等(6J报道， CMV 早

期转录增强序列分别插入到人心纳素(ANF)、人心

室肌球蛋白轻链(MLV2v)和 11 型肺泡上皮细胞表面

活性蛋白(SP-C)的启动子的上游，可在相应的特异性

组织细胞中显著提高这些启动子调控的基因的表达，

幅度从 44 倍至 1 881 倍，而在非特异性组织细胞中

仅提高 7 倍 。 与以往的研究相比， CMV 转录增强子

具有结构小、容易克隆、体外整合到肿瘤特异性启

动子上游比较方便、对启动子活性的增强效果最

强、 且能保持启动子的细胞特异性等特点。李富驯

等[7J将 CMV 早期转录增强序列与 CEA 启动子重组，

可特异性地在CEA阳性的肺癌细胞A549中启动自杀

基因的表达，而在 CEA 阴性的人支气管上皮细胞株

16HBE 中则没有启动自杀基因的表达。 但本研究的

结果表明，参考有关文献克隆的 53 1 bp 的 CMV 早期

转录增强子对 369 bp 的 CEA启动子转录效率确实具

有极显著的增强作用，但这一增强作用对CEA启动子

的特异性却也有明显影响 。

从基因转录调控区的结构来看， 心铀素(ANF)基

因的 5' 区域(-700 bp 至 -380 bp)对 ANF 启动子的活

性具有重要作用调节序列， 其中的 CArG 结构的活性

与是否与心肌细胞特异性调节因子形成复合物有关，

糖(肾上腺)皮质激素剌激 ANF 的转录，而 fos 与 jun

蛋白则阻遏 ANF 的转录( 1 3 ， 14J 。 心室肌球蛋白轻链

(MLV2v)基因启动子的特异性由两个正向调节序列

盯-1a 与 HF-1bIMEF-2 、 一个负向调节序列盯-3 调

控[山， 16J 0 EFIAIYB-1 蛋白和一个 p30 蛋白与 HF- 1a 特

异性结合， 一个新的 C2H2 辞指蛋白和一个转录因子

RS盯家族成员MEF2则与HF-1bIMEF-2特异性结合，

从而调控 MLV2v 启动子的细胞特异性活性。 E 型肺

泡上皮细胞表面活性蛋白 (SP-C)基因转录起始点的

5' 上游的 320 个碱基对区域与 TNF-α 结合后， SP-C 

基因表达受到抑制( 1飞糖(肾上腺)皮质激素对 SP-C

基因表达的具有重要的调控作用 (1 8 J 。 心铀素(ANF) 、

心室肌球蛋白轻链(MLV2v) 、 11 型肺泡上皮细胞表

面活性蛋白(SP-C)基因的转录，即启动子的活性由各

·研究论文 ·

自不同的细胞特异性因子调控 。

而与这些基因的表达调控有所不同的是， 在人肠

癌细胞中 CEA基因 5 ' 区域一些位点的甲基化程度民

显降低[ l910]，因此CEA启动子的活性在一定程度上由

其甲基化状态调控。 因此， 当由外源 ANF、 MLV2v 、

SP-C 启动子控制的外源基因进入相应的特异性组

织细胞中后， 特异性组织细胞中的相应转录因子与

ANF、 MLV2v 、 SP-C 启动子上游的特异调节序列

结合，调节其启动的外源基因的表达，显示出组织细

胞的特异性。 而由外源 CEA 启动子控制的外源基因

进入肿瘤细胞或非肿瘤细胞后，由于外源CEA启动子

不像与内源性的 CEA 启动子具有特有的与细胞类型

相对应的特殊甲基化状态，因此，由外源 CEA 启动子

控制的外源基因的表达水平与肿瘤细胞或非肿瘤细

胞类型、 肿瘤细胞内源性 CEA 表达水平没有相关

性 。 因而 CMV 转录增强子在提高外源 CEA 启动子

带动的外源基因的表达水平的同时却无法保持肿瘤

细胞的特异性 。

另外， 从结果中可以看出 ， 各种细胞内源性 CEA

的表达与荧光素酶报告基因显示的 CEA 启动子的转

录启动效率并不完全一致，这是因为内源性CEA的表

达是由 CEA 基本启动子(basal promoter)序列、增强

子(enhan c er)和抑制子( s ilencer)序列等的甲基化

(methylatio n )程度和染色体水平的组蛋白乙酷化

(acetylation)情况以及转录因子水平等多层次调控

的[l910]， 而本文克隆的是基本启动子序列。 出于基因

治疗载体容量、 构建策略等多种因素考虑，目前用

作肿瘤基因治疗靶向性调控序列的均为 CEA 基本启

动子， 其转录启动能力仅受与该序列结合的转录相关

因子水平影响， 所以会表现出与内源性表达水平不完

全一致的情况。

因此，虽然有文献报道 CMV 早期转录增强子在

A549和 16HBE细胞中可以特异性地提高CEA启动子

的效率， 但本工作在更多的CEA阳性和阴性细胞中的

研究结果表明， 参考有关文献克隆的 531 bp 的 CMV

早期转录增强子对 369 bp 的 CEA启动子的转录增强

作用并不与CEA蛋白表达平行，因此该增强作用不具

有特异性。 CMV 转录增强子在用于 CEA 启动子调

控的 CEA 阳性肿瘤基因治疗时应注意其非特异性f

用的影响， 包括可能的副作用 。 从改进特异性的角

度出发，可考虑采用在该组合中引入其它由肿瘤细胞

特异性转录因子结合的序列在增强CEA启动子活性

的同时保持其肿瘤细胞的特异性，这一设想需要进一
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步研究证实。
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Study on the Effect of Human CMV Early Transcriptional Enhancer on 

Human CEA Promoter 

Qiong-Jiang Chen 1, Zhen-Yu Jia1*, Ping Chen2, Qun Wei2, Min Zhang 1, Jun-Qiang Chen1, 

Xing Zhang1, Jing-Jia Ye3, Jiang Ca02 

CZh勾iang Academy of Medical Sciences, Hangzhou 3100日， China; 2Sir Run Run Shaw lnstitute of Clinical Medicine, Zhej iang 

Univers仰 ， Hangzhou 310016, China; 3Clinical Research Center, 2nd Affiliated Hospital ofZhejiang University School of Medicine, 

HangzllOu 310009, China ) 

Abstract In order to explore the probability of Cytomegalovirus (CMV) early transcriptional enhancer in 

targeted gene therapy for carcinoembryonic antigen (CEA) positive cancers, CEA promoter (369 bp) and CMV early 

transcriptional enhancer (531 bp) were cIoned by PCR using genornic DNA of human colon carcinoma SW620 cells 

and pcDNA3. 1 (+) plasrnid as template, respectively according to literatures. CEA promoter and CMV early tran

scriptional enhancer were subcIoned into luciferase reporter vector pGL4.1 0 to obtain pGL4.1 O-CEA and pGL4.1 0-

C岛1V-CEA， and co-transfected with transfection-efficiency normalization vector pGL4.74 into CEA-positive human 

colon carcinoma Lo Vo, HT-29, SW620, lung carcinoma A549 cells , breast carcinoma MCF7 cells and CEA-negative 

colon carcinoma SW480 cells, cervix carcinoma HeLa cells and lung fibroblast LL47 cells. The transcription initia

tion efficiencies of CEA promoter in these cells were analyzed by Dual Luciferase Assay system and relative lu

ciferase unit (RLU) was used to evaluate the expression efficiency. The results showed that CMV early transcrip

tional enhancer up-regulated CEA promoter transcriptional acti vity significantly by 7.46 to 70.16 folds in the above 

CEA-positive cancer cells, however, it also up-regulated CEA promoter transcriptional activity in CEA-negative Hela 

and fibroblast cells by 24.01 to 76.40 folds. Therefore, the above CMV enhancer can greatly up-regulate CEA 

promoter transcriptional acti vity, but may attenuate the specificity of CEA promoter. The side effect of the nonspecificity 

of CEA promoter with CMV early transcriptional enhancer should be considered for targeted gene therapy of CEA

positive cancer. Combination of other ways such as tissue-specific transcription factor-binding sites in the upstream 

regulatory region are needed for maintaining the specificity of CEA promoter when utilizing CMV early transcrip

tional enhancer in targeted gene therapy of CEA-positive cancer. 

Key words cell specific promoter; carcino-embryonic-antigen (CEA) promoter; cytomegalovirus (CMV) 

early transcriptional enhancer; cancer gene-therapy 
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