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!!

摘
!

要!采用
4/(--,2*

3

的方法!将
JJ=%6")2

M

基因序列进行改组!筛选出高效靶向肝癌细胞的嵌合
JJ=

载

体%以
`

JJ=6MS4

载体为骨架!构建出含
JJ=!K7E

和
E0

`

!

序列的
`

J]W

载体!在此基础上!构建含有嵌合
)2

M

序列的
`

JES

载体库!用于转染
!"B

细胞!并加入
A

型腺病毒"

J]A

#!包装出嵌合
JJ=

病毒%然后将包装出的嵌合

JJ=

病毒与
J]A

共感染
WUXCF$!

肝癌细胞!经过三轮筛选后!初步筛选出可以靶向肝癌细胞的嵌合
JJ=

%最后

将筛选出的
JJ=$;

M

!

嵌合
)2

M

基因的融合片段连接到
`

M̂ %D67

载体上!构建出
`

JES67

载体!与
JJ=6UVLT

质粒共转染
!"B

细胞!并加入
J]A

!包装出病毒基因组含
UVLT

基因$病毒外壳为嵌合
)2

M

的
JJ=

病毒"

5JJ=6

UVLT

#!并用其感染
WUXCF$!

细胞!观察绿色荧光的表达%最后观察到绿色荧光表达!证明筛选出了靶向
WUXCF$!

肝癌细胞的嵌合
JJ=

%

关键词!

4/(--,2*

3

'嵌合
JJ=

'靶向'肝癌细胞

中图分类号!

PCD!

!!!

文献标识码!

J

(

!

引
!

言

在基因治疗中#关键是要将治疗基因有效导入

病人的细胞或组织中&腺相关病毒"

+]0*'6+::'52+;6

0]92)(:

#

JJ=

$既能转导分裂期细胞也能转导非分

裂期细胞#并且能够使治疗基因在机体内长期表达&

而且#目前没发现其对人类有致病性#是临床基因治

疗的理想载体&现在已鉴定出
%$$

多种血清型

JJ=

#但是目前人们只对
%6"

型做了广泛的基因治

疗研究(

%

)

&每种血清型都有各自不同的感染倾向

性#例如对
"

型的研究表明其对新生小鼠的神经细

胞和成体星细胞有特殊的感染倾向性(

!

)

&

4/+)I+

J

等(

%

)对
JJ=#

#

D

#

"

型感染人角膜成纤维细胞的

效果做了对比&但是由于
JJ=

的血清型有限#目

前常用的也就是
JJ=%6"

型#因此其感染多样性及

专一性受到很大限制&为了使
JJ=

的感染针对性

和效果更好#并且易于生产#近年来研究人员做了大

量的工作&一是换成通用性
$;

M

和
G-$

的重组

JJ=

"

)JJ=

$#利用
!

型的
$;

M

和
G-$

与其它血清

型
JJ=

的
)2

M

组合#这样做既安全又易于生产#很

多研究都是用重组
JJ=

(

B6A

)

%二是对
)2

M

进行改

造#使其有更多的靶向性&

%""F

年出现的
?̂J

改

组技术"

4/(--,2*

3

$

(

#6C

)是对
)2

M

改造能力最强的一

种技术&目前研究人员已经利用
:/(--,2*

3

技术得

到了一些理想的结果(

D6"

)

&

4/(--,2*

3

是一种高通量

的突变和筛选技术#既可以使基因序列发生点突变#

也可以使基因序列片段发生插入'缺失'倒转和整合

等#而且可以反复改组#实现突变的效应不断累加&

本研究利用
4/(--,2*

3

技术对
JJ=%6"

型的
)2

M

进

行改造#以期望获得有价值的
JJ=

载体&

!

!

材料和方法

%>%

!

主要试剂仪器

含有
K7E

序列和氨苄抗性的
`

JJ=6M4S

#

JJ=%

"

JJ="

九种血清型腺相关病毒#含有自杀

基因
55]\

的
`

8S%"6ES

质粒#病毒表达载体

`

JJ=6UVLT

均为本实验室所有#大肠杆菌
Q̂A

(

为本实验所有#

48EU

购自
47EJ7JVU?U

公司#

QU_6!"B

'

WUXCF$!

细 胞'

4_6R=6B

细 胞 购 自



J7SS

公司%

`

M̂ %D67

载体和
7F

连接酶购自

7+_+E+

公司%

7+

h

聚合酶'

_R̂6T,(:

聚合酶购自

7'G'W'

公司%

P2J+I

`

?̂JW,'']I2*2_2;

"

!A$

$

试剂盒'

T,+:I2]M2]2_2;

"

%$$

$试剂盒购自
PKJ6

VU?

公司%胶回收试剂盒购自
M+5/0)0

<

6?+

3

0,

公

司%蛋白酶
_

购自
P2+*

3

0*

公司%各种限制性核酸

内切酶及
?̂J I+)Z0)

购自
?UW

公司%

LW4

'

M̂UM

培养基及胰酶购自
V2\5'

公司&

%>!

!`

J]W

载体的制备

合成以下引物"划线部分为限制性内切酶识别

位点$!

引 物
%

#

VS67S7JVJ6J7JVVV77JVV6

VJVV7S

%引 物
!

#

SS6JJVS776SSVSV7S76

VJSV7SVJ7V

%引物
B

#

SS6JJVS776JSS7V6

SJVJS7VVS7V7V7

%引物
F

#

J76SJVS7V6JS6

7JV76VSSVJ7S7V VJ7SSVVS77

%引 物
A

#

776VSVVSSVS67S7JVJ6J7JVVV77JVVVJV6

V7SS7V

%引物
#

#

7J6VSVVSSVS6JS7JV76VS6

SVJ7S7VVJ7SSVVS77JS7

&应用
TSE

技术从

野生型
JJ=!

中获得
$;

M

!

片段#经
.32K

和

9('VKKK

酶切后#用
4',(;2'*K

连接到用相同酶双酶

切以后的
`

JW=BA"

载体上#所得载体命名为

`

JE0

`

&接着以
`

8S%"6ES

质粒为模板#用引物
B

和引物
F

进行
TSE

获得
))IN

片段#与
`

JE0

`

一

起进行
A\=KK

和
9('VKKK

双酶切#回收后用
7F

连接

酶进行连接#阳性克隆酶切鉴定并测序#所获得质粒

命名为
`

JEW

&然后以
`

JEW

为模板#用引物
A

和
#

扩增
$;

M

!7))IN

片段#与
`

JJ=6MS4

一起用
:>BK

酶切#回收后用
7F

连接酶进行连接#阳性克隆酶切鉴

定并测序#所获得质粒命名为
`

J]W

&

%>B

!`

JES

文库的构建

合成以下引物"划线部分为限制性内切酶识别位点$!

引 物
C

#

SSS6JJVS776SVJ7SJJS7JS

VSJVJSJVV7JSSJJ

%引物
D

#

SVV6JS7JV

76JVJVJSSJJJV77SJJS7VJJJSVJ

% 引

物
"

#

S7SSS77SS7J77V777SJVJ77VV77

VVJJVJJV77VV

%引物
%$

#

SVVSSVS7SJ77

JJJVVVV7SVVV7JJVV7J7SVVV77SSV

&

用引物
C

和引物
D

扩增
JJ=%6")2

M

"

)2

M

A

除外$

序列&反应条件如下!

"AiBI2*

%

"AiB$:

#

#$i

B$:

#

C!i%B$:

#

!$

个循环%

C!i%$I2*

%

Fi

保存&

用引物
"

和引物
%$

扩增
)2

M

A

#反应条件如下!

"Ai

BI2*

%

"AiB$:

#

ABiB$:

#

C!i!I2*

#

!$

个循环%

C!i%$I2*

%

Fi

保存&将
TSE

产物混合后柱回收&

然后用
?̂+:0K

酶切#条件为
%#i

#

$>$% 8

*

$

3

?̂J

#

!I2*

&酶切产物加
A$$

$

X7U

稀释#然后加

入
C$j

异丙醇沉淀
?̂J

#

%!$$$)

*

I2*

离心

%AI2*

#取上清#

%IXC$j

乙醇洗涤沉淀#

%!$$$

)

*

I2*

离心
BI2*

&

A#i

烘箱短暂烘干&加适量
7U

溶解
?̂J

&以此
?̂J

为模板进行
?̂J

改组

"

4/(--,2*

3

$#条件如下!

"AiBI2*

%

"AiB$:

#

#$i

B$:

#

C!i%B$:

#

!$

个循环%

C!i%$I2*

%

Fi

保存&

TSE

产物柱回收&用
9('VKKK

和
"

M

;K

酶切回收产物

和
`

J]W

#将酶切后回收的
4/(--,2*

3

产物和
`

J]W

大

片段用
4',(;2'*K

连接&连接产物即为
`

JES

载体&

不断重复连接过程#构建
`

JES

载体文库&

%>F

!

细胞培养及嵌合
JJ=

的筛选

%>F>%

!

嵌合
JJ=

的包装

将
!"B

细胞以
%f%$

A

*孔铺六孔板#在
Aj

SR

!

'

BCi

培养
%!

"

!F/

后进行细胞转染&转染前

!/

将含
%$jLW4

的
M̂UM

换成无血清的
M̂UM

培养基#每个孔加的试剂量如下!

`

JES

质粒
?̂J

#

$

3

#

!MS+S,

!

C

$

X

#用灭菌水定容至
A$

$

X

#混匀

后再逐滴加入
!fQW4

盐溶液#静置
!I2*

后#将其

逐滴加入
!"B

细胞中&

D/

后将无血清
M̂UM

换

成含
%$jLW4

的
M̂UM

#并按照
MRKd$>A

加入

J]A

#

C!/

后收细胞&

F$$$)

*

I2*

离心
AI2*

&去掉

约四分之三上清&反复冻融
B

次#

F$$$)

*

I2*

离心
A

I2*

#取上清#

A#i$>A/

灭活腺病毒&

%>F>!

!

嵌合
JJ=

的筛选

将
WUXCF$!

肝癌细胞以
!f%$

A

*孔铺六孔板#

在
AjSR

!

'

BCi

培养
%!

"

!F/

后#加入收取已灭活

腺病毒的嵌合
JJ=

上清液
!$$

$

X

*孔#并按
MRK

值为
$>A

加入
J]A

&加病毒
C!/

后收细胞#

F$$$

)

*

I2*

离心
AI2*

&去掉约四分之三上清&反复冻

融
B

次#

F$$$)

*

I2*

离心
AI2*

#取上清#

A#i$>A/

灭活腺病毒&然后再用此感染
WUXCF$!

肝癌细胞#

其他步骤与前面一致#共
B

次&每轮收病毒后取

!$$

$

X

用试剂盒回收病毒
?̂J

&用引物
A

和
#

扩

增嵌合
)2

M

序列#反应条件同扩增
JJ=%6")2

M

序

列"

)2

M

A

除外$&最后一轮提取的病毒
?̂J

用引

物
%

和
#

扩增
$;

M

!

嵌合
)2

M

序列#反应条件为!

"AiBI2*

%

"AiB$:

#

ABiB$:

#

C!i!A$:

#

!A

个循

环%

C!i%$I2*

&电泳检测扩增结果&

%>A

!

含有绿色荧光蛋白基因嵌合
JJ=

"

5JJ=6

UVLT

$的包装及荧光蛋白的表达

%>A>%

!

5JJ=6UVLT

的包装

将引物
%

和
#

扩增的
$;

M

!

嵌合
)2

M

片段与

ACD

第
#

期 赵景川等!靶向肝癌细胞的嵌合
JJ=

建库及筛选



`

M̂ 6%D7

载体连接#构建出载体
`

JES67

#对载体

测序#并用其和
`

JJ=6UVLT

质粒共转染
!"B

细

胞&转染过程为!将
!"B

细胞以
%f%$

A

*孔铺六孔

板#在含
AjSR

!

的
BCi

温箱中孵育
%!

"

!F/

后进

行细胞转染&转染前
!/

将含
%$jLW4

的
M̂UM

换成无血清的
M̂UM

培养基#每个孔加的试剂量

如下!

`

JES67

质粒
?̂JB

$

3

#

`

JJ=6UVLT

质粒

?̂JB

$

3

#

!MS+S,

!

C

$

X

#用灭菌水定容至
A$

$

X

#

混匀后再逐滴加入
!fQW4

盐溶液#静置
!I2*

后#

将其逐滴加入
QU_!"B

细胞中&

D/

后将无血清

M̂UM

换成含
%$jLW4

的
M̂UM

#并按照
MRKd

$>A

加入
J]A

#

C!/

后收细胞&

F$$$)

*

I2*

离心
A

I2*

&去掉约四分之三上清&反复冻融
B

次#

F$$$

)

*

I2*

离心
AI2*

#取上清#

A#i$>A/

灭活腺病毒&

%>A>!

!

荧光蛋白的表达

将
WUXCF$!

细胞和
4_6R=6B

细胞分别以
!f

%$

A

*孔铺六孔板#在含
AjSR

!

的
BCi

温箱中孵育

%!

"

!F/

待细胞贴壁后#加入收取的包装有
UVLT

基因的嵌合
JJ=

"

5JJ=6UVLT

$上清液
!$$

$

X

*

孔&

C!

"

"#/

后观察绿色荧光蛋白表达&

'

!

结
!

果

!>%

!`

J]W

载体的鉴定

`

J]W

载体上有
.32K

'

9('VKKK

'

"

M

;K

'

4O>$K

和

.Z2K

等酶切位点&用这几种酶进行单酶切和双酶

切鉴定#酶切产物电泳结果"图
%

$显示#酶切条带正

确#证明该质粒构建正确#可用于下一步的
`

JES

载体库的构建工作&

图
%

!

重组
`

J]W

载体酶切电泳图

M

!

?̂J,+]]0)I2a

%

%

!

2̂

3

0:;0]\

<

9('VKKK+*]"

M

;K

"

#"CeF#%D

$%

!

!

2̂

3

0:;0]\

<

9('VKKK+*].32K

"

%C%#eBADC

$#

B

!

2̂

3

0:;0]\

<

.32K

"

AB$B

$#

F

!

2̂

3

0:;0]\

<

9('VKKK

"

AB$B

$#

A

!

2̂

3

0:;0]\

<

.32K+*]"

M

;K

"

!F$De!"$C

$#

#

!

2̂

3

0:;0]\

<

.32K+*]4O>$K

"

%A"#eBC$C

$#

C

!

2̂6

3

0:;0]\

<

.Z2K

"

%%e%%eADCe!$%Ce!#DC

$

!>!

!

TJES

文库构建中主要实验结果

"

+

$用引物
"

和
%$

扩增
)2

M

A

#用引物
C

和
D

扩

增其它
D

种
)2

M

#得到
)2

M

A

为
!%FB\

`

#其它
D

种

)2

M

大小为
!A$$\

`

左右"图
!

$&

"

\

$用
?̂+:0K%#i

酶切
JJ=%

"

")2

M

!I2*

后#电泳结果显示#条带大小在
%$$

"

B$$\

`

之间#

与预期的大小相符#可用于
4/(--,2*

3

"图
B

$&

"

5

$用引物
C

和
D

对
?̂+:0K

酶切
JJ=%6"

)2

M

产物进行扩增#产物大小约为
!A$$\

`

的条

带#与用相同引物扩增的
)2

M

大小相同"图
F

$&

图
!

!

JJ=%

"

")2

M

基因
TSE

结果

M

!

?̂J,+]]0)I2a

#

%

"

"

!

JJ=%

"

JJ=")2

M

图
B

!

?̂+:0K

酶切产物鉴定图

M

!

?̂J,+]]0)I2a

#

%

!

`

)'](5;2'*'- ?̂+:0K

图
F

!

?̂J:/(--,2*

3

TSE

产物鉴定图

M

!

?̂J,+]]0)I2a

#

%

#

!

!

JJ=%

"

")2

M

4/(--,2*

3

TSE

!>B

!

嵌合
JJ=

"

5JJ=

$筛选
TSE

检测结果

每轮筛选后#提取病毒
?̂J
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增嵌合
)2

M

序列进行电泳检测"图
A

$&第一轮筛选

后#条带非常微弱%第二轮筛选后基本看不到扩增条

带%而第三轮筛选后
!A$$\

`

左右的条带很明亮#说

明第三轮筛选对
5JJ=

起到了富集作用#筛选到了

5JJ=

&因此#决定用此筛选到的
5JJ=

构建

`

JES67

载体#检测其感染效率&

图
A

!

5JJ=

筛选
TSE

检测图

%

!

'*0)'(*]'-:5)00*2*

3

%

!

!

;H')'(*]'-:5)00*2*

3

%

B

!

;/)00)'(*]'-:5)00*2*

3

!>F

!

5JJ=6UVLT

感染
WUXCF$!

和
4_6R=6B

细胞结果

!!

通过对比感染实验#发现
5JJ=

对
WUXCF$!

细胞的感染效率要远远高于对
4_6R=6B

的感染效

!

率"图
#

$&几乎所有的
WUXCF$!

细胞都表达出了

绿荧光#但只有一小部分的
4_6R=6B

细胞表达了绿

荧光#说明筛选出的嵌合
JJ=

对
WUXCF$!

细胞具

有很好的靶向性&

图
#

!

5JJ=6UVLT

病毒感染能力检测

J

'

W

!

WUXCF$!

%

S

'

^

!

4_6R=6B

%放大倍数
!$$

!>A

!

5JJ=)2

M

序列的组成

用
=05;')?7K

将测序结果与
JJ=%

"

")2

M

序列进行序列比对#发现
5JJ= )2

M

序列由

JJ=!

#

JJ=C

和
JJ=D

三种
JJ=

的
)2

M

序列组

成的#全长
!!$"\

`

"图
C

$&

图
C

!

5JJ=)2

M

序列组成图

$

!

讨
!

论

到目前为止#

?̂J

改组的研究成果主要涉及到

以下几个方面!提高蛋白质的功能"酶活#底物特异

性#热稳定性和抗体的产量$#开发新的代谢途径#医

药研究"生物制药'疫苗研制'基因治疗$#改变离子

通道#改造报告基因和创造新的毒素基因等(

%$

)

&

X2*G+*

3

等(

"

)曾利用
:/(--,2*

3

技术筛选出对心肌

感染性较强的嵌合
JJ=

&本文利用
:/(--,2*

3

技术

在基因治疗的载体构建方面做了一些探索性研究&

4/(--,2*

3

技术虽然已是非常成熟的技术#可是

在实际操作过程中有许多条件还是要仔细的摸索#

比如
?̂+:0K

酶切片段的大小#以及控制好
*̂+:0K

酶切的时间和温度等&按文献上所说#改组模板在

%$$$\

`

以上时#一般最好控制在
!$$\

`

左右%不

到
%$$$\

`

时#一般最好将基因切成
A$\

`

左右#随

机片段的大小与重组频率'突变频率有重要关系#片

段越小#突变重组的频率越高(

%$

)

&本研究扩增的

JJ=%

"

")2

M

基因大小在
!A$$\

`

左右"

)2

M

基

因实际大小约
!!$$\

`

$&酶切片段大小在
%$$

"

B$$\

之̀间#比较符合文献中的原则&如果片段过

大的话#可能会无法扩增成完整的嵌合片段%而太小

的话#又会使酶切后小片段的回收效率大大降低&

?̂+:0K

酶切效率非常高#其本来的用途是将
?̂J

切成单核苷酸#完全分解
?̂J

#消除其对
E?J

的

影响&在常温下#

*̂+:0K

的作用非常强烈#短暂的

十几秒时间就会将
?̂J

切成寡核苷酸片段#而此

时反应液可能并未混匀#造成有的片段完全酶解#有

的还没有被酶解&因此降低温度#使酶的活性降低#

以获得理想的酶切产物&实验证实#

%$

"

%#i

之间

作用
!

"

BI2*

都可将
?̂J

片段切成
%$$

"

B$$\

`

大小的片段#而
!

"

BI2*

的时间是易于控制的#

%#i

的温度也与实验室的连接反应温度一样#免于

频繁调节#因此最终选用
%#i

反应
!I2*

&

另外#在进行
:/(--,2*

3

时模板的浓度也非常关

键&因为需要将同源性的片段扩增成完整的
?̂J

片段#因此#如模板浓度过低有可能扩增不出来&实

验表明#在进行
A$

$

X:/(--,2*

3

反应时#加入的模

CCD

第
#

期 赵景川等!靶向肝癌细胞的嵌合
JJ=

建库及筛选



板量最好不要低于
$>%

$

3

#

$>%

"

$>B

$

3

之间都可

产生较亮的扩增片段&随着模板量的减少#合拉的

片段浓度会越来越低#以至于最终产生不了完整的

合拉片段&

利用
:/(--,2*

3

技术得到高效嵌合
JJ=

的关

键是足够大的库容#以及细致的筛选工作&本研究

筛选到了符合预期的嵌合
JJ=

再次证明此实验方

案有很好的可行性&笔者得到了能够包装出病毒

的#并且对肝癌细胞有一定靶向性的嵌合
JJ=

&由

于库容量的限制#暂时还未筛选到更为高效的嵌合

JJ=

&此外#筛选到的嵌合
JJ=

对
4_6R=6B

也有

一定的感染性#说明其靶向性还有待提高#原因可能

是
JJ=!

本身对
4_6R=6B

细胞具有一定的感染

性#而且在形成嵌合体时并没有完全破坏其对
4_6

R=6B

的感染能力&本研究为筛选更高效的嵌合

JJ=

提供了一条可行的实验思路&
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