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启动子调控的慢病毒荧光报告载体的构建

何
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U

钙黏素"

U65+]/0)2*

#的缺失是上皮
6

间质转化"

UM7

#的重要标志!而
UM7

可促进肿瘤细胞的侵润及

转移%为进一步研究
U65+]/0)2*

与
UM7

的关系!研究构建了
U65+]/0)2*

启动子驱动的黄色荧光蛋白慢病毒表达载

体!构建的载体经酶切鉴定正确'采用磷酸钙法包装出慢病毒!取病毒上清感染人肝癌
TXS

*

TEL

*

A

细胞株!通过荧

光观察和
h

E76TSE

实验结果显示
U65+]/0)2*

在靶细胞中稳定高表达%该载体的构建为深入研究
U65+]/0)2*

相关的

UM7

现象提供了良好的工具%

关键词!

U65+]/0)2*

'慢病毒载体'黄色荧光蛋白

中图分类号!

PCD

!!!

文献标识码!

J
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引
!
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上皮
6

间质转化"
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#

UM7

$是指上皮细胞失去极性#转变成具有迁

移能力的间充质细胞表型的过程&这种转变在胚胎

发育的过程中扮演着重要的角色&日益增多的实验

证据表明#恶性肿瘤细胞在向周围组织侵袭和向远

处器官转移的过程中也存在
UM7

现象&上皮源性

的恶性肿瘤细胞通过
UM7

过程而失去彼此间的连

接#丧失极性#细胞形态改变#迁移能力增强#从而获

得侵袭和转移能力(

%6!

)

&

UM7

现象在肝癌中的存在

并促进肝癌的侵袭转移已被大量的文献报道#并且

被认为是肝癌侵袭转移的主要机制之一&

肿瘤细胞中
U

钙黏素"

U65+]/0)2*

$的缺失在

UM7

中不仅被认为是肿瘤细胞失去上皮特性的标

志#同时也是促进肿瘤细胞转移的重要表现&

U65+]/0)2*

是上皮组织中的一类跨膜糖蛋白#该分

子依赖
S+

!e对细胞进行黏连&当
U65+]/0)2*

表达

下调或其他因素损害
U65+]/0)2*

的黏附功能时#肿

瘤细胞就易于脱离原发灶进而发生侵袭转移&因

此#

U65+]/0)2*

在肿瘤细胞
UM7

中的调节机制对

于研究
UM7

现象有着极其重要的意义#近年来已

成为肿瘤细胞侵袭和转移研究的热点之一&慢病毒

载体"

%0*;292)+,905;')

$作为一种高效的逆转录病毒

载体#可以将外源基因有效地整合到宿主基因组上#

从而 达 到 持 久 性 表 达(

B

)

&本 研 究 拟 构 建 的

U65+]/0)2*

启动子携带黄色荧光蛋白 "

<

0,,'H

-,(')0:50*;

`

)';02*

#

GLT

$的慢病毒表达载体#将与

UM7

相关的标志物启动子和荧光蛋白报告基因协

同起来#达到体内外示踪定位目的#并为进一步探讨

U65+]/0)2*

在
UM7

发生和发展中的作用提供实验

基础&

!
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材料和方法

%>%

!

材料

_R̂6T,(:

"

7RGRWR

公 司$%

7F

连 接 酶

"

T)'I0

3

+

公 司$%基 因 组
?̂J

提 取 试 剂 盒

"

PKJVU?

公司$%胶回收试剂盒'质粒大抽试剂盒

"

RI0

3

+

公司$%限制性内切酶"

L0)I0*;+:

公司$%

?̂JM+)Z0)

'

4GWE

"

E

$

T)0I2aUa-2

H

7M

"

7+Z+)+

公司$%大肠杆菌
7RT%$

"本实验室保存$%慢病毒

骨架质粒"

`

EEX4K?>5TT7>TV_6VLT>[TEU

#



以下简称
X96TV_6VLT

$及
B

个包装质粒"

`

M̂ !>

V

'

`

M̂ X

3

*

`

EEU

'

`

E4=6E09

$由本实验室保存#

`

7()\'GLT6S

"

U9)'

3

0*&4S

公司$%病毒包装细胞

!"BL7

'

Q0,+

细胞'人肝癌
TXS

*

TEL

*

A

细胞"本实

验室保存$&

%>!

!

实验方法

%>!>%

!

TSE

扩增引物与
X2*Z0)

的设计

根据
V0*0\+*Z

序列库中
U65+]/0)2*

的基因序

列#采用
T)2I0)A>$

软件设计了
F

条巢式
TSE

引

物!

U6%

!

A

3

SVVSVVVVS7VVVJ77SVB

3#

U6!

!

A

3

SSJ7VVS7VVSSVVVVJSB

3#

U6B

!

A

3

J7SVJ7

VS7SSJVVS7JVJB

3#

U6F

!

A

3

JSSVV7VVJVS

VVVS7VVJB

3&

连接
U65+]/0)2*

与黄色荧光蛋白
GLT

的中间

接头是一个
%!"\

`

的
X2*Z0)

#序列如下!

A

3

J7SVJ

7VVJ7SSJSSVV7SVSVJ7S7JVJJ7JJS77

VV7J7JVSJ7JSJ77J7JSVJJSVV7JVJ7

J7SJ77JJ7VV7JSSVSVVSSVS7JSSV77S

V7J7JSVJ7JSJ77J7JSVJJV77J7V7SV

JSB

3&

h

E76TSE

引物!

U6(

!

A

3

7VSSSJVJJJJ7V

JJJJJVVB

3#

U6]

!

A

3

V7V7J7V7VVSJJ7VS

V77SB

3

引物和
X2*Z0)

均由南京金斯瑞生物科技公司

合成&

%>!>!

!

目的片段的扩增

U65+]/0)2*

启动子的扩增!按照试剂盒说明书#

抽提
Q0,+

细胞系的基因组
?̂J

&第一轮
TSE

反

应!

%$fTSEW(--0)!

$

X

#

!IM ]?7T:!

$

X

#

!AIMM

3

4R

F

%

$

X

#引物
U6%

'

U6!

各
$>A

$

X

#

_R̂6

T,(:$>A

$

X

#模板"

Q0,+

细胞系的基因组
?̂J

$

A$*

3

#

]]Q

!

R

补足至
!$

$

X

&

TSE

反应条件!

"Fi

预变性
!I2*

%

"Fi

变性
%A:

#

AAi

退火
B$:

#

#Di

延

伸
B$:

#反应为
B$

个循环&取
A

$

XTSE

产物经

%j

琼脂糖凝胶电泳分析&第二轮
TSE

反应!

%$f

TSEW(--0)!

$

X

#

! IM ]?7T:!

$

X

#

!A IM

M

3

4R

F

%

$

X

#引物
U6B

'

U6F

各
$>A

$

X

#

_R̂6T,(:

$>A

$

X

#模板"第一轮
TSE

反应产物$

$>!

$

X

#

]]Q

!

R

补足至
!$

$

X

&

TSE

反应条件!

"Fi

预变性

!I2*

%

"Fi

变性
%A:

%

AAi

退火
B$:

%

#Di

延伸
B$:

#

反应为
B$

个循环&取
A

$

XTSE

产物经
%j

琼脂糖

凝胶电泳分析&得到符合预期长度的片段后按照

?̂J

凝胶回收试剂盒说明书纯化回收扩增产物&

%>!>B

!

重组慢病毒表达载体的构建

将
TSE

扩增出的
`

U65+]

和合成的
X2*Z0)

"已

连有
!D!!\

`

大小的
`

M̂ %"6742I

`

,0=05;')

$分别

经
)P2K

和
#

<

;K

双酶切#酶切产物在
7F ?̂J

连接

酶作用下于
%#i

连接过夜#连接产物经
TSE

和

.32K

酶切鉴定#正确者命名为
76

`

U5+]

&将

76

`

U5+]

经
.32K

和
#

<

;K

双酶切#回收后与同样经

.32K

和
#

<

;K

双酶切的
`

7()\'GLT6S

连接#经

"

M

FK

酶切鉴定#正确者命名为
76

`

U5+]6GLT

&进

而将
76

`

U5+]6GLT

和慢病毒载体
X96TV_6VLT

分

别经
)P2K

和
"2PK

双酶切#回收目的条带后#连接'

转化#经
4O>EK

和
AXBK

酶切鉴定#正确者命名为
X96

`

U5+]6GLT

#用
RI0

3

+

公司无内毒素质粒提取试剂

盒抽提质粒#用于转染&

%>!>A

!

慢病毒的包装

在转染之前#将
!"BL7

细胞接种于
%$5I

细胞

培养皿中#培养基为含
%$j

胎牛血清的
M̂UM

#待

细胞生长到
C$j

"

D$j

汇合#将慢病毒包装质粒按

X96

`

U5+]6GLT%A

$

3

'

`

E:96EU=%$

$

3

#

`

M̂ X

3

*

`

EEU%A

$

3

#

`

M̂ !>VC>A

$

3

比例混合#采用磷酸

钙法共转染
!"BL7

细胞#

%!/

后更换为完全培养基

继续培养#

FD/

和
C!/

收集病毒上清#

Fi

#

B$$$)

*

I2*

离心
%$I2*

后用
$>FA

$

I

滤膜"

M2,,2

`

')0

#

S')*2*

3

#

?G

#

84J

$过滤#分装后冻存于
6D$i

备

用&采用荧光实时定量
TSE

检测病毒滴度&

%>!>#

!

慢病毒感染肝癌
TXS

*

TEL

*

A

细胞

转染前将
TXS

*

TEL

*

A

细胞接种至
!F

孔板中#

%f%$

A细胞*孔#待培养细胞达到
D$j

"

DAj

汇合#

去除孔内的培养基#将含
!$$

$

X

病毒上清的完全培

养基加入细胞培养孔中#病毒感染的同时加入工作液

浓度为
A

$

3

*

$

X

的聚凝胺"

`

',

<

\)0*0

$以增加感染效

率#次日去除含病毒的培养基#更换为
%IX

的完全培

养基&

C!/

后倒置荧光显微镜下观察'照相&

%>!>C

!

感染细胞株外源性
GLT

表达水平与内源性

U65+]/0)2*

表达水平的相关性检测

将上一步已感染病毒的
TXS

*

TEL

*

A

细胞经流

式细胞仪分选出
GLT

表达阴性和阳性的细胞#分别

提取
E?J

并逆转录得到
5̂ ?J

#利用荧光实时定

量
TSE

检测
U65+]/0)2*

的表达差异&

'

!

结果与分析

!>%

!

U65+]/0)2*

启动子的扩增及鉴定

TSE

成功扩增出
U65+]/0)2*

启动子#电泳结果第

%

泳道可见大小约为
!FA\

`

的特异性条带"图
%

$&

FFD

!!!!!!!!!!!!!!
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M

为
M+)Z0) X̂!$$$

%

%

#

!

为
U65+]/0)2*

启动子
TSE

产物%

B

为阴性对照

图
%

!

U65+]/0)2*

扩增电泳图

!>!

!

载体的酶切电泳鉴定结果

载体
76

`

U5+]

以
U65+]/0)2*

启动子特异性引

物进行
TSE

鉴定#成功扩增得到
!FA\

`

左右的目

的条带#表明已经连接成功"图
!

$&载体
76

`

U5+]6

GLT

经
"

M

FK

酶切鉴定#得到
BD$C\

`

#表明
GLT

连

接成功"图
B

$&最终载体
X96

`

U5+]6GLT

分别经

4O>EK

和
AXBK

酶切鉴定#均能得到
C%AA\

`

大小片

段#表明成功引入
`

U+]6GLT

表达盒"图
F

$&

M

为
M+)Z0) X̂!$$$

%

%

为
TSE

扩增的阴性对照%

!

"

A

为
76

`

U5+]

质粒的
TSE

扩增鉴定

图
!

!

76

`

U5+]

载体经
TSE

鉴定电泳图

M

为
M+)Z0)

#

79(']

'

%

%

为
76

`

U5+]6GLT

质粒对照%

!

为
76

`

U5+]6GLT

质粒的
"

M

F

%

酶切结果

图
B

!

76

`

U5+]6GLT

载体经
"

M

F

%

酶切鉴定电泳图

!>B

!

慢病毒的获得

X96

`

U5+]6GLT

和包装质粒
`

M̂ !>V

'

`

M̂ X

3

*

`

EEU

'

`

E4=6E09

共转染
!"BL7

细胞#

C!/

后#倒置

荧光显微镜下可见黄色荧光#证明转染成功"图
A

$&

M%

为
M+)Z0)

#

79(']

'

%

%

为
X96

`

U5+]6GLT

质粒对照%

!

为
X96

`

U5+]6GLT

质粒的
4O>E

%

酶切结果%

B

为
X96

`

U5+]6GLT

质粒的
AXB

%

酶切结果%

M!

为
M+)Z0) X̂!$$$

图
F

!

X96

`

U5+]6GLT

载体分别经
4O>E

%

和
AXB

%

酶切电泳图

图
A

!

慢病毒
X96

`

U5+]6GLT

和包装质粒共转

染
!"BL7

细胞后荧光检测结果

!>F

!

慢病毒对人肝癌
TXS

*

TEL

*

A

细胞的感染

将收获的慢病毒上清感染人肝癌
TXS

*

TEL

*

A

细胞
C!/

后#倒置荧光显微镜下可观察到大量黄色

荧光"图
#

$#证明感染成功&

图
#

!

慢病毒
X96

`

U5+]6GLT

感染人肝癌
TXS

*

TEL

*

A

细胞
C!/

后荧光检测结果

AFD

第
#

期 何
!

倩等!

U65+]/0)2*

启动子调控的慢病毒荧光报告载体的构建



!>A

!

慢病毒感染
TXS

*

TEL

*

A

细胞后的
U65+]/0)2*

表达

将已感染慢病毒的
TXS

*

TEL

*

A

细胞经流式细

胞仪分选出
GLT

表达阴性和阳性的细胞#荧光实时

定量
TSE

检测到
GLT

阳性细胞的
U65+]/0)2*

表达

量远高于
GLT

阴性细胞"图
C

$#表明外源性
GLT

表达水平可有效指示内源性
U65+]/0)2*

表达水平#

反映该报告系统工作良好&

图
C

!

GLT

阴性与阳性的
TXS

*

TEL

*

A

细胞

中
U65+]/0)2*

的表达差异

$

!

结
!

论

上述结果表明#慢病毒载体质粒
X96

`

U5+]6

GLT

构建成功#且利用磷酸钙法成功生产出目的病

毒#并获得了稳定感染有病毒的人肝癌细胞株

TXS

*

TEL

*

A

细胞株#实时定量
TSE

结果初步显示

该系统工作良好与预期一致&

*

!

讨
!

论

上皮间质转化"

UM7

$#是一种哺乳动物胚胎发

育过程中必需的生理现象&近来已有研究证实

UM7

在早期肿瘤向侵袭性的恶性肿瘤转化过程中

扮演了重要的角色&大量证据表明#

UM7

表型的

获得往往密切参与肿瘤的发生#肿瘤细胞通过
UM7

获得侵袭性#以实现对周围组织的浸润和远处器官

的转移(

F6#

)

&

U65+]/0)2*

作为一类主要介导细胞间同质粘附

的钙依赖性跨膜糖蛋白#对维持细胞形态'细胞运动

及粘附功能具有重要作用&已有研究证实#其表达

的降低与肿瘤的分化'侵袭和转移有显著的相关

性(

C

)

&而
U65+]/0)2*

的减少或缺失正是
UM7

最重

要的标志性变化#近年来已成为研究肿瘤细胞侵袭

和转移的热点&

本次课题研究中选用的慢病毒载体#是近年来

公认的最有潜力的一类病毒载体&其最大的特点是

对分裂和非分裂的细胞均能有效感染#是一种高效

的基因传递工具#具有容纳外源性目的基因片段大'

安全性好'重组机会低'可将所携带的目的基因有效

整合到宿主染色体中并稳定长期表达等优点(

D

)

&同

时以报告基因+++黄色荧光蛋白作为标志基因&该

蛋白作为一种从水母中获得的#介于绿色荧光蛋白

和红色荧光蛋白之间的一种荧光蛋白#具有在哺乳

动物细胞中表达较快#无细胞毒性#便于活体测定等

优点#此外#

GLT

标记的细胞还可方便地通过流式

细胞仪检测与分离'活体成像等优势#因此该蛋白已

成为构建体内'体外荧光指示模型的优选对象&

据此#本研究成功构建携带有
U65+]/0)2*

启动子

驱动的黄色荧光蛋白"

GLT

$表达盒的慢病毒报告系统#

并初步证实了该系统工作良好#从而为体内外示踪'定

位肿瘤细胞上皮
6

间质转化现象提供了有用的工具&
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