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　　［摘要］　目的　探讨结肠癌干细胞中不同基因启动子的活性，寻找可能用于结肠癌干细胞靶向治疗的启动子。方
法　应用流式细胞仪分选人结肠癌 ＨＣＴ１１６细胞系中ＣＤ１３３＋ＣＤ４４＋标记的肿瘤干细胞。采用ＰＣＲ技术获取Ｎａｎｏｇ、Ｍｕｃ１
和Ｓｕｒｖｉｖｉｎ基因启动子并分别克隆入ｐＧＬ３ｂａｓｉｃ质粒。将含有启动子的ｐＧＬ３ｂａｓｉｃ质粒和ｐＧＬ３ｃｏｎｔｒｏｌ质粒分别与

ｐＲＬｓｖ４０共转染结肠癌细胞（ＨＣＴ１１６、ＳＷ６２０、ＨＴ２９）、结肠癌干细胞（ＣＤ１３３＋ＣＤ４４＋ ＨＣＴ１１６）及人正常肝细胞（ＱＳＧ７７０１），

通过检测双荧光素酶活性以测定启动子活性。结果　ｐＧＬ３ｂａｓｉｃＮａｎｏｇ、ｐＧＬ３ｂａｓｉｃＭｕｃ１、ｐＧＬ３ｂａｓｉｃＳｕｒｖｉｖｉｎ经测序鉴
定正确。ＨＣＴ１１６细胞系中ＣＤ１３３＋ＣＤ４４＋细胞比率约占４２．２％。双荧光素酶活性检测显示：在 ＨＣＴ１１６、ＳＷ６２０、ＨＴ２９和

ＣＤ１３３＋ＣＤ４４＋ ＨＣＴ１１６ 细胞中，Ｍｕｃ１ 与 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ 均表现出了较强的活性，而在正常细胞 ＱＳＧ７７０１ 中活性较低。

结论　Ｍｕｃ１、Ｓｕｒｖｉｖｉｎ启动子可能是用于靶向结肠癌干细胞治疗的有效候选启动子。
　　［关键词］　Ｍｕｃ１；Ｎａｎｏｇ；Ｓｕｒｖｉｖｉｎ；启动子；结肠肿瘤干细胞；肿瘤

　　［中图分类号］　Ｒ７３５．３５　　　［文献标志码］　Ａ　　　［文章编号］　０２５８８７９Ｘ（２０１２）１０１０８２０４

ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｅｘｏｇｅｎｏｕｓＭｕｃ１，ＳｕｒｖｉｖｉｎａｎｄＮａｎｏｇｇｅｎｅｐｒｏｍｏｔｅｒｓｉｎｃｏｌｏｎｃａｎｃｅｒｓｔｅｍｃｅｌｌｓ

ＤＵＭｉｎ１，ＧＥＨａｉｙａｎ２，ＸＵＢｉｎ１

１．ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＧｅｎｅｒａｌＳｕｒｇｅｒｙ，ＴｈｅＴｅｎｔｈＰｅｏｐｌｅ’ｓＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＳｈａｎｇｈａｉ，ＴｏｎｇｊｉＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｓｈａｎｇｈａｉ２０００７２，Ｃｈｉｎａ

２．ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＧｅｎｅｒａｌＳｕｒｇｅｒｙ，ＥａｓｔＨｏｓｐｉｔａｌ，ＴｏｎｇｊｉＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｓｈａｎｇｈａｉ２００１２０，Ｃｈｉｎａ

［收稿日期］　２０１２０２２３　　　　［接受日期］　２０１２０９１２
［基金项目］　国家自然科学基金 （８１００１００７），同济大学附属第十人民医院优秀青年基金（１０ＲＱ１０５）．ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅ

ＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（８１００１００７）ａｎｄＦｕｎｄｆｏｒＯｕｔｓｔａｎｄｉｎｇＹｏｕｔｈｏｆＳｈａｎｇｈａｉＴｅｎｔｈＰｅｏｐｌｅ’ｓＨｏｓｐｉｔａｌ，ＴｏｎｇｊｉＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ（１０ＲＱ１０５）．
［作者简介］　杜　敏，博士生．Ｅｍａｉｌ：ｄｕｍｉｎｔｏｎｇｊｉ＠１６３．ｃｏｍ
通信作者（Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ）．Ｔｅｌ：０２１６６３０５８８，Ｅｍａｉｌ：ｐｆｄｂｓ１＠ｙａｈｏｏ．ｃｏｍ．ｃｎ

　　［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｔｏｓｔｕｄｙｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｅｎｅｐｒｏｍｏｔｅｒｓｉｎｃｏｌｏｎｃａｎｃｅｒｓｔｅｍｃｅｌｌｓａｎｄｔｏｓｅａｒｃｈｆｏｒｅｆｆｅｃｔｉｖｅ

ｐｒｏｍｏｔｅｒｆｏｒｔａｒｇｅｔｅｄｔｈｅｒａｐｙｏｆｃｏｌｏｎｃａｎｃｅｒｓｔｅｍｃｅｌｌｓ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　ＣＤ１３３＋ＣＤ４４＋ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｓｏｒｔｅｄｆｒｏｍｃｅｌｌｌｉｎｅＨＣＴ１１６ｂｙｆｌｏｗ

ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ．Ｎａｎｏｇ，Ｍｕｃ１ａｎｄＳｕｒｖｉｖｉｎｇｅｎｅｐｒｏｍｏｔｅｒｓｗｅｒｅａｍｐｌｉｆｉｅｄｂｙＰＣＲａｎｄｗｅｒｅｓｅｐａｒａｔｅｌｙｃｌｏｎｅｄｉｎｔｏｐＧＬ３ｂａｓｉｃｐｌａｓｍｉｄ．

ｐＧＬ３ｂａｓｉｃｐｒｏｍｏｔｅｒｐｌａｓｍｉｄｏｒｐＧＬ３ｂａｓｉｃｃｏｎｔｒｏｌｐｌａｓｍｉｄｔｏｇｅｔｈｅｒｗｉｔｈｐｌａｓｍｉｄｐＲＬｓｖ４０ｗｅｒｅｃｏｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｉｎｔｏｃｏｌｏｎｃａｎｃｅｒｃｅｌｌ

ｌｉｎｅｓ（ＨＣＴ１１６，ＳＷ６２０，ａｎｄＨＴ２９），ＣＤ１３３＋ＣＤ４４＋ ＨＣＴ１１６ｃｅｌｌｓ，ａｎｄｎｏｒｍａｌｈｕｍａｎｌｉｖｅｒｃｅｌｌｌｉｎｅＱＳＧ７７０１．Ａｎｄｔｈｅｎｐｒｏｍｏｔｅｒ

ａｃｔｉｖｉｔｙｗａｓｅｘａｍｉｎｅｄｂｙｄｕａｌｌｕｃｉｆｅｒａｓｅａｓｓａｙｓ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＴｈｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｐＧＬ３ｂａｓｉｃＮａｎｏｇ，ｐＧＬ３ｂａｓｉｃＭｕｃ１ａｎｄｐＧＬ３ｂａｓｉｃ

Ｓｕｒｖｉｖｉｎｗｅｒｅｃｏｎｆｉｒｍｅｄｃｏｒｒｅｃｔｂｙｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ．Ｗｅｆｏｕｎｄｔｈａｔ４２．２％ｏｆＨＣＴ１１６ｃｅｌｌｓｗｅｒｅＣＤ１３３＋ＣＤ４４＋ ｃｅｌｌｓ．Ｄｕａｌｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ

ａｃｔｉｖｉｔｙｄｅｔｅｃｔｉｏｎｓｈｏｗｅｄｔｈａｔＭｕｃ１ａｎｄＳｕｒｖｉｖｉｎｐｒｏｍｏｔｅｒｓｈａｄｓｔｒｏｎｇａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｉｎｂｏｔｈｃｏｌｏｎｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓａｎｄＣＤ１３３＋ＣＤ４４＋ ＨＣＴ１１６

ｃｅｌｌｓ，ａｎｄｔｈｅｙｈａｄｌｏｗａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｉｎｎｏｒｍａｌｃｅｌｌｓＱＳＧ７７０１．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＳｕｒｖｉｖｉｎａｎｄＭｕｃ１ｐｒｏｍｏｔｅｒｓｍａｙｓｅｒｖｅａｓｅｆｆｅｃｔｉｖｅｃａｎｄｉｄａｔｅ

ｆｏｒｔａｒｇｅｔｅｄｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆｃｏｌｏｎｃａｎｃｅｒｓｔｅｍｃｅｌｌｓ．

　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　Ｍｕｃ１；Ｎａｎｏｇ；Ｓｕｒｖｉｖｉｎ；ｐｒｏｍｏｔｅｒ；ｃｏｌｏｎｉｃｎｅｏｐｌａｓｍｓ；ｎｅｏｐｌａｓｔｉｃｓｔｅｍｃｅｌｌｓ
［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１２，３３（１０）：１０８２１０８５］

　　新的观念认为，结肠癌干细胞是结肠癌转移复
发的根源［１］。针对结肠癌干细胞的治疗将极有希望
杀灭结肠癌。结肠癌干细胞富集于ＣＤ１３３、ＣＤ４４阳
性标记的结肠癌细胞中［２４］。由于溶瘤病毒介导的

靶向病毒基因治疗能有效感染休眠期的癌细胞，并
且在某些肿瘤干细胞中显示出了极其有效的治疗作

用［５］，因此可以设想采用病毒靶向治疗结肠癌是极
具前景的。在该治疗策略中，靶向性是关键。我们
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期望找到一个可以在结肠癌细胞及结肠癌干细胞中

具有相对高活性而在正常细胞中活性较低的启动

子，来启动病毒的复制，使其复制局限于肿瘤细胞和
肿瘤干细胞。为此，本研究通过分析Ｎａｎｏｇ、Ｍｕｃ１
和Ｓｕｒｖｉｖｉｎ基因启动子在ＣＤ１３３＋ＣＤ４４＋ ＨＣＴ１１６
人结肠癌细胞系中的活性，试图寻找有效的能用于
靶向结肠癌干细胞治疗的启动子。

１　材料和方法

１．１　主要材料和仪器　人结肠癌细胞系 ＨＣＴ１１６、

ＳＷ６２０、ＨＴ２９以及质粒ｐＧＬ３ｂａｓｉｃ、ｐＧＬ３ｃｏｎｔｒｏｌ、

ｐＲＬｓｖ４０、ｐＧＬ３ｂａｓｉｃＳｕｒｖｉｖｉｎ（含有人 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ
启动子）由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刘新垣课题组惠赠；ＤＮＡ凝
胶回收试剂盒、人基因组ＤＮＡ 提取试剂盒、质粒提
取试剂盒、感受态大肠杆菌 ＤＨ５α购于天根公司；

ＤＮＡＦｒａｇｍｅｎｔｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎＫｉｔＶｅｒ２．０试剂盒、限
制性内切酶ＢｇｌⅡ、ＭｌｕⅠ、Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶购于

ＴａＫａＲａ公司；ＫＯＤｐｌｕｓ高保真酶购于ＴｏＹｏＢｏ公司；

Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００购于Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；双荧光素酶检
测试剂盒购于Ｐｒｏｍｅｇａ公司；ＣＤ１３３ＰＥ抗体购于美天
旎公司；ＣＤ４４ＡＰＣ抗体购于 ＢＤ公司；胎牛血清、

ＤＭＥＭ高糖培养基购于ＨｙＣｌｏｎｅ公司；胰蛋白酶、青链
霉素购于索莱宝公司；人正常肝细胞系ＱＳＧ７７０１、含有
人Ｍｕｃ１启动子的质粒ｐＤＲＩＶＥ０３ＤＦ３（ｈ）ｖ０２由本课
题组保存。流式细胞分选仪为ＢＤ公司ＢＤＦＡＣＳＡｒｉａⅡ
型；酶标仪为ＢｉｏＴｅｋ公司多功能检测仪Ｓｙｎｅｒｇｙ２。

１．２　Ｎａｎｏｇ和Ｍｕｃ１启动子的克隆和重组质粒的

构建　Ｎａｎｏｇ 启动子的克隆：应用 ＮＣＢＩ查找

Ｎａｎｏｇ基因启动子序列，根据文献报道的活性部

分［６８］，应用ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０设计两端带有Ｍｌｕ

Ⅰ、ＢｇｌⅡ酶切位点的引物，应用ＰＣＲ从人全血基因

组扩增出带 ＭｌｕⅠ、ＢｇｌⅡ酶切位点的人Ｎａｎｏｇ启

动子序列，命名为 Ｎａｎｏｇ６２０。Ｍｕｃ１启动子的克

隆：以ｐＤＲＩＶＥ０３ＤＦ３（ｈ）ｖ０２为模板，以两端带有

ＭｌｕⅠ、ＢｇｌⅡ酶切位点的引物，通过ＰＣＲ克隆出带

ＭｌｕⅠ、ＢｇｌⅡ酶切位点的人Ｍｕｃ１启动子序列，命名
为Ｍｕｃ１７６９。重组质粒的构建：以 ＭｌｕⅠ、ＢｇｌⅡ
双酶切 Ｎａｎｏｇ６２０、Ｍｕｃ１７６９、ｐＧＬ３Ｂａｓｉｃ，酶切产
物纯化回收后，分别将各启动子序列亚克隆入载体
质粒 ｐＧＬ３Ｂａｓｉｃ中，命名为 ｐＧＬ３ｂａｓｉｃＮａｎｏｇ、

ｐＧＬ３ｂａｓｉｃＭｕｃ１。

１．３　结肠癌干细胞的分选　ＨＣＴ１１６细胞培养于
含１０％胎牛血清、１％青链霉素的ＤＭＥＭ 高糖培养
液。细胞达８０％融合时，用０．２５％胰酶消化，计数细

胞并分为４组：ｎｏｎｅ、ＣＤ１３３ＰＥ对照、ＣＤ４４ＡＰＣ
对照、ＣＤ１３３ＰＥ／ＣＤ４４ＡＰＣ。１０００ｒ／ｍｉｎ（离心半
径１６ｃｍ）离心５ｍｉｎ，吸尽上清，用８０μｌＰＢＳ重悬
细胞，ＣＤ１３３ＰＥ对照管中加入 ＣＤ１３３ＰＥｉｓｏｔｙｐｅ
（１０μｌ／５×１０

６细胞）；ＣＤ４４ＡＰＣ 对照管中加入

ＣＤ４４ＡＰＣｉｓｏｔｙｐｅ（２０μｌ／５×１０
６细胞）；ＣＤ１３３ＰＥ／

ＣＤ４４ＡＰＣ管中加入 ＣＤ１３３ＰＥ、ＣＤ４４ＡＰＣ 抗体
（分别１０μｌ／５×１０

６细胞、２０μｌ／５×１０
６细胞）。暗室

４℃孵育细胞３０ｍｉｎ，用１～２ｍｌ预冷ＰＢＳ洗涤细胞

２～３次，加入５００μｌＰＢＳ重悬细胞，过滤入流式管
中，流式细胞分选仪分选ＣＤ１３３＋ＣＤ４４＋细胞。

１．４　启动子转染及活性检测　将１×１０６ＨＣＴ１１６、

ＳＷ６２０、ＨＴ２９细胞、ＣＤ１３３＋ＣＤ４４＋ ＨＣＴ１１６细胞
及ＱＳＧ７７０１细胞铺于２４孔板，２４ｈ后，细胞密度长
至８０％以上。用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００试剂转染细
胞，每孔分别转染０．４μｇ报告基因质粒（ｐＧＬ３ｂａｓ
ｉｃＭｕｃ１、ｐＧＬ３ｂａｓｉｃＮａｎｏｇ、ｐＧＬ３ｂａｓｉｃＳｕｒｖｉｖｉｎ
或ｐＧＬ３ｃｏｎｔｒｏｌ）和０．０４μｇ内标质粒（ｐＲＬｓｖ４０），

６ｈ后换用含４％ＦＢＳ的细胞培养液。４８ｈ后收集
细胞，ＰＢＳ洗１次，按照双荧光素酶检测试剂盒操作
说明，用１×ＲｅｐｏｒｔｅｒＬｙｓｉｓＢｕｆｆｅｒ１００μｌ／孔裂解细
胞，室温震荡１５ｍｉｎ，收集细胞裂解液。应用酶标仪
检测反应物发光强度。

１．５　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１７．０统计软件进行数
据分析，组间比较采用ｔ检验，检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　启动子鉴定　以 ＭｌｕⅠ、ＢｇｌⅡ双酶切ｐＧＬ３
ｂａｓｉｃＮａｎｏｇ、ｐＧＬ３ｂａｓｉｃＭｕｃ１质粒，可获得约６２０
ｂｐ及７６９ｂｐ条带（图１）。测序ｐＧＬ３ｂａｓｉｃＮａｎｏｇ、

ｐＧＬ３ｂａｓｉｃＭｕｃ１、ｐＧＬ３ｂａｓｉｃＳｕｒｖｉｖｉｎ质粒，比对

ＮＣＢＩ启动子序列，结果正确。

图１　Ｎａｎｏｇ、Ｍｕｃ１启动子酶切鉴定

Ｆｉｇ１　ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＮａｎｏｇａｎｄ

Ｍｕｃ１ｐｒｏｍｏｔｅｒｂｙｅｎｚｙｍｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎ
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２．２　结肠癌干细胞分选结果　应用流式细胞仪分
选ＣＤ１３３＋ＣＤ４４＋ ＨＣＴ１１６细胞，得到的 ＣＤ１３３＋

ＣＤ４４＋ＨＣＴ１１６细胞约占４２．２％（图２）。

图２　流式细胞术分选ＣＤ１３３＋ＣＤ４４＋ ＨＣＴ１１６细胞

Ｆｉｇ２　ＣＤ１３３＋ＣＤ４４＋ ＨＣＴ１１６ｃｅｌｌｓｓｏｒｔｅｄｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ
Ａ：ＣＤ１３３ＰＥｉｓｏｔｙｐｅ（Ｐ２）；Ｂ：ＣＤ４４ＡＰＣｉｓｏｔｙｐｅ（Ｐ３）；Ｃ：ＣＤ１３３ＰＥ＋（Ｐ２）；Ｄ：ＣＤ４４ＡＰＣ＋（Ｐ３）；Ｅ：ＣＤ１３３＋ＣＤ４４＋（Ｑ２）；Ｆ：Ｄａｔｅｔａｂｌｅ

２．３　 各细胞中启动子活性 　 由图 ３ 可见，在

ＨＣＴ１１６、ＳＷ６２０、ＨＴ２９结肠癌细胞中，ｐＧＬ３ｂａｓ
ｉｃＳｕｒｖｉｖｉｎ组启动子活性分别约为ｐＧＬ３ｃｏｎｔｒｏｌ
组的４３％、５０％、３９％，ｐＧＬ３ｂａｓｉｃＭｕｃ１组启动子
活性分别约为ｐＧＬ３ｃｏｎｔｒｏｌ组的２９％、５５％、３５％，
而ｐＧＬ３ｂａｓｉｃＮａｎｏｇ组启动子活性在３种细胞中
均较低。在 ＣＤ１３３＋ＣＤ４４＋ ＨＣＴ１１６结肠癌细胞
中，ｐＧＬ３ｂａｓｉｃＭｕｃ１组启动子活性约为ｐＧＬ３ｃｏｎ
ｔｒｏｌ组的３８％，ｐＧＬ３ｂａｓｉｃＳｕｒｖｉｖｉｎ组启动子活性
约 为 ｐＧＬ３ｃｏｎｔｒｏｌ 组 的 ２０％，而 ｐＧＬ３ｂａｓｉｃ
Ｎａｎｏｇ组启动子活性较低。在正常对照 ＱＳＧ７７０１
细胞中，３个启动子均表现出较低的活性。Ｓｕｒｖｉｖｉｎ
启动子与Ｍｕｃ１启动子在 ＨＣＴ１１６、ＳＷ６２０、ＨＴ２９、

ＣＤ１３３＋ ＣＤ４４＋ ＨＣＴ１１６ 细 胞 中 均 表 现 出 比

ＱＳＧ７７０１细胞中高的活性（Ｐ＜０．０５）。

图３　双荧光素酶检测启动子活性

Ｆｉｇ３　Ａｃｔｉｖｉｔｙｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｐｒｏｍｏｔｅｒ

ｂｙｄｕａｌｌｕｃｉｆｅｒａｓｅａｓｓａｙ
Ｐ＜０．０５ｖｓＱＳＧ７７０１；ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

３　讨　论

　　溶瘤腺病毒能感染分裂期和非分裂期细胞，具
有潜在的治疗癌症干细胞的价值［５］。靶向肿瘤干细
胞是开展肿瘤新治疗的关键所在。而溶瘤病毒靶向
肿瘤干细胞的特性，可以通过改造病毒获得，采用肿
瘤干细胞特异性的启动子控制溶瘤病毒复制是方法

之一。为此，我们首先通过流式分选技术分选结肠
癌干细胞。由于ＣＤ１３３＋、ＣＤ４４＋细胞与ＣＤ１３３＋细
胞相比，体外培养更易成球，体内具有更强的成瘤
性，故ＣＤ１３３＋ＣＤ４４＋结肠癌细胞更具有干细胞特
性［９］。在结肠癌细胞系 ＨＣＴ１１６ 中，我们发现

ＣＤ１３３＋ＣＤ４４＋肿瘤干细胞比例较高，可达４０％以
上，因此我们选择了ＣＤ１３３＋ＣＤ４４＋ ＨＣＴ１１６用于
结肠癌干细胞启动子活性的分析。

　　Ｎａｎｏｇ基因是维持干细胞生长和自我更新的
重要基因［１０］，该基因与肿瘤的发生发展密切相
关［１１］，并在多种肿瘤组织中高表达［１２］，而在已经分
化的成体细胞中表达极低或者无表达［１３］。Ｍｕｃ１是
黏蛋白家族中的一种Ⅰ型跨膜蛋白，其在腺癌中表
达增高［１４］，并与其恶性程度相关［１５］，而在正常组织
中呈低表达。Ｓｕｒｖｉｖｉｎ基因作为一种凋亡抑制蛋
白，在肝癌、肺癌、结肠癌等肿瘤组织中表达增强，
而在相应的正常组织中呈低表达或不表达［１６１７］。研
究表明Ｎａｎｏｇ、Ｍｕｃ１及Ｓｕｒｖｉｖｎ均在结肠癌等肿瘤
细胞中高表达［１２，１４，１７］，并且在人骨肉瘤分离出的侧
群细胞中检测到Ｎａｎｏｇ高表达［１８］，Ｍｕｃ１在神经胶
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质瘤干细胞和乳腺癌干细胞中也具有较高的表

达［１９２０］。鉴于上述资料，我们认为这３个基因的启

动子有可能在结肠癌干细胞及结肠癌细胞中具有高

活性，而在正常组织细胞中活性低，可能具有用于靶

向溶瘤腺病毒治疗的潜能。

　　通过双荧光素酶检测启动子活性分析，我们发

现Ｎａｎｏｇ启动子在 ＨＣＴ１１６、ＳＷ６２０、ＨＴ２９细胞

中活性均很低，与预期不符，分析其活性低的原因可

能是因为细胞环境的不同：是否有其他基因表达产

物作用于Ｎａｎｏｇ启动子区域，而使得 Ｎａｎｏｇ启动

子具有高活性，而在本实验细胞中并无该基因的表

达而造成Ｎａｎｏｇ启动子在该细胞中无法具有高启

动活性？或者该段启动子虽在既往实验的细胞系中

具有高活性，但在本实验细胞中也许需要不同的调

控元件才能表现出高活性？这些疑问需要通过对

Ｎａｎｏｇ启动子进行进一步的深入研究而获得解答。

　　同时，我们也发现Ｓｕｒｖｉｖｉｎ和Ｍｕｃ１启动子活

性在ＣＤ１３３＋ＣＤ４４＋ ＨＣＴ１１６结肠癌细胞和普通结

肠癌细胞中活性较高，而在正常细胞中活性极低。

这表明Ｍｕｃ１和Ｓｕｒｖｉｖｉｎ对结肠癌干细胞具有较好

的特异性，可能可以作为靶向溶瘤腺病毒治疗的启

动子，进一步应用于靶向肿瘤结肠癌干细胞的治疗。

目前启动子用于靶向治疗的要求尚无定量的标准，

理论上在肿瘤细胞中的活性与在正常细胞的中活性

差距越大越好。本研究发现Ｓｕｒｖｉｖｉｎ启动子在肿

瘤细胞和干细胞中与正常细胞的比值约为１０倍和

５倍，差距最为明显。我们后续使用Ｓｕｒｖｉｖｉｎ启动

子控制Ｅ１Ａ区，缺失Ｅ１Ｂ５５ＫＤ基因、构建出携带治

疗基因ＬＣＮ２的具有双靶向性的溶瘤腺病毒 Ａｄ

ＳｕｒｖｉｖｉｎＺＤ５５ＬＣＮ２，在 ＨＣＴ１１６细胞中，我们检

测到 ＡｄＳｕｒｖｉｖｉｎＺＤ５５ＬＣＮ２可在其中复制杀死

肿瘤细胞并高表达ＬＣＮ２蛋白，而在被感染正常细

胞中 ＬＣＮ２的表达量极低（资料待发表）。说明

Ｓｕｒｖｉｖｉｎ启动子活性足以启动病毒在 ＨＣＴ１１６细

胞中的复制，当然Ｓｕｒｖｉｖｉｎ启动子用于靶向治疗的

价值仍有待进一步深入研究。
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