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要!通过构建含
RN7"

抗体基因的重组腺病毒表达载体
QK!C7,+<37RN7"

#表达的
RN7"

抗体以探究其对细胞

毒性
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淋巴细胞!
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S8E

"抗肿瘤功能的影响$用
GEV5Q

实验检测
QK!C7,+<37RN7"

在
$B!

细

胞中
RN7"

抗体的表达量&利用
R*(<13+U

亲和层析法纯化
RN7"

抗体&通过体外杀伤实验研究
RN7"

抗体阻断
RN7"

信号通路的
S8E

杀伤肝癌细胞能力的变化$显示成功构建重组腺病毒载体
QK!C7,+<37RN7"

#滴度为
"W"%

"%

L

.)
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IE
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GEV5Q

实验检测在
D$0

时
$B!

细胞上清中
RN7"

抗体的表达量约在
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a1;<1*+_-(<<3+
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实验证明
RN7"

抗体包含正确的重链!

C%XN

"和轻链!

$CXN

"&

GEV5Q

实验检测从
"%%IE

细胞上清中得到
"IE

浓度在
&%

#
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的
RN7"

抗体&体外杀伤实验证明
S8E

在添加
RN7"

抗体的环境中杀伤肝癌细胞的能力显著增强$

关键词!
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家族成

员%表达于活化的
8

细胞)

T

细胞)自然杀伤
8

细

胞)单核细胞和树突状细胞'

"7$
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&静息的
8

细胞不

表达
RN7"

%但被激活后可表达
RN7"
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RN7"

以区

室化的形式储存在细胞内'

&7C

(
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细胞被激活后%细

胞表面的
RN7"

表达可在
$&0

之内检测到%

RN7"

与

其配体结合后%几个小时之内就可产生效应'

#
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&

RN7"

为
8

细胞活化的负调控蛋白%它可以抑制
8

细胞活性%降低
8

细胞抗肿瘤功能'

D7H
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&这促使人

们开发抗体去阻断细胞毒性
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淋巴细胞"
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S8E

#的
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信号%增强
S8E

活

性%提高
S8E

过继细胞治疗"
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#的疗效&
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年%美国约翰霍普金森大学综合肿瘤科的

研究者
5)J,++1E@8(
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,-3,+

博士等'

B

(评估了
TP57

B!#CCH

%一种特异性阻断
RN7"

的抗体的抗肿瘤效

应及安全性%发现
RN7"

抗体对四分之一至五分之

一的非小细胞肺癌患者)黑色素瘤患者)肾细胞癌患

者有效&本研究利用表达
V

4

U&

亚型的
RN7"

抗体

的重组腺病毒载体%体外实验探究了被
RN7"

抗体

阻断
RN7"

信号的
S8E

杀伤肿瘤细胞能力的变化%

为
RN7"

抗体辅助
S8E

进行肿瘤
QS8

的临床应用

提供参考&

!

!

试
!

验

"@"

!

实验材料与仪器

实验用
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酶购自
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公司%限制性内切

酶购自
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公司%
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连接酶
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公司$质粒
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,+<37RN7"?E
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RG!7O!C

)重组腺病毒
QK!C78RC!

均由本

实验室构建$

G/I'9NMC

$

菌)人胚肾细胞株
$B!

细

胞)肝癌细胞株
M1

L
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均由本实验室保存$
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预装柱购自
UG

公司$

SS\7H

细胞计数试剂盒购自同仁化学公司&实验所需引物

均由上海捷瑞生物公司合成!
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质粒
L

ST$"H7,+<37RN7"

的构建及鉴定

将
RN7"

抗体重链和轻链用具有自我剪切能力

的弗林蛋白酶"

O)*3+

#*口蹄疫病毒
$Q

多肽+++

O
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$Q

进行连接!以
,+<37RN7"?M

为模板%引物
"

和引

物
$

为引物进行
RSY

$以第一次
RSY

产物为模板%

引物
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和引物
!

为引物进行
RSY

$再以第二次
RSY

产物为模板%引物
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和引物
&

为引物进行
RSY

%至

此将
RN7"

抗体重链基因片段
,+<37RN7"?M

和
O

*

$Q

进行融合%上下游引入
G/IBV

和
O&-<V

酶切位

点&以
,+<37RN7"?E

为模板%引物
C

和引物
#

为引

物进行
RSY

%在
,+<37RN7"?E

基因上下游引物

O&-<V

和
)&'V

酶切位点&然后将上述获得的重链

和轻链基因片段酶切连入骨架载体
L

ST$"H

"本实验

室保存并命名#%命名为
L

ST$"H7,+<37RN7"

&将酶切

正确的克隆送上海华大基因公司进行测序&
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重组腺病毒
QK!C7,+<37RN7"

构建)鉴定)扩

增及纯化

!!

将
$B!

细胞按
"W"%
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*孔铺
#

孔板%待长到

B%]
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汇合率时%取质粒
L

ST$"H7,+<37RN7"

和

骨架质粒
L

RG!7O!C

用
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L

(.16<,I3+1$%%%

共转染

法转染%进行病毒重组&得到的病毒蚀斑用
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方

法进行鉴定&用引物
D

和引物
H

进行野毒鉴定%阳

性质粒为
L

[S"

$用引物
"

和引物
&

对融合了
$Q

的

重链进行鉴定%阳性质粒为
L

ST$"H7,+<37RN7"

$用引

物
C

和引物
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对轻链进行鉴定%阳性质粒为

L

ST$"H7,+<37RN7"

&鉴定正确的无野毒"或野毒很

微弱#

QK!C7,+<37RN7"

病毒克隆在
$B!

细胞中进行

大量扩增%用
S;S-

梯度离心法纯化并用
C%]

组织

培养感染剂量法"
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法#测滴度&
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抗体的表达和鉴定

"W"%

C

*孔
$B!

细胞铺
$&

孔板%待细胞长至

H%]

汇合率%弃掉培养液%每孔添加
"IE

新鲜的

NPGP

培养液%并加入
PZV

值为
"%

的
QK!C7,+<37
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病毒%感染
"@C0

后%每孔补加
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#
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%
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)

C]SZ
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的培养箱中继续培养%

D$0

后收集细

胞上清%

GEV5Q

检测
RN7"

抗体浓度%

a1;<1*+_-(<7

<3+

4

检测重链和轻链的分子量&用
GEV5Q

双抗夹

心法%抗体分别为鼠抗人
V

4

U

单抗和
MYR7

鼠抗人
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U

单抗%标准品为
V

4

U&7O6

蛋白%梯度浓度稀释%

样品按
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倍稀释&

a1;<1*+_-(<<3+

4

的一抗为兔抗

人
V

4

U&

"

MfE

#多抗%二抗为
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山羊抗兔多抗&

"@$@&
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抗体的纯化

病毒感染的方法同
"@$@!

%在
"DC6I

$细胞培养

瓶中进行$

D$0

收集细胞上清%

"$%%%*

*

I3+

离心
C

I3+

%收取上清液并用
%@$$

#

I

滤膜过滤$以
C%%

#

E

*
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的比率在上清中添加
%@"P>,ZM

溶液%获取

RN7"

抗体与
R*(<13+U

结合的合适
L

M

%然后过
R*(7

<13+U

预装柱"

R*(<13+U

预装柱事先用
"%

倍体积的

RT5

平衡#$

"%

倍体积的
RT5

洗涤过后%用
$%IE

L

M$@C

的
4

-
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63+17MS-

洗脱"预装柱用
"%

倍体积的

RT5

洗涤%用
$%]

的乙醇保存#$洗脱后的
RN7"

抗体

溶液经
!%\K,QI36(+PE<*,7"CS1+<*3.

#
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浓缩%用
"IERT5

重悬%考马斯亮蓝染色检

验其纯度%

GEV5Q

测其浓度&
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提呈
8RC!

抗原的
NS

和
8RC!

特异性的

S8E

的培养

!!

提呈
8RC!

抗原的
NS

和
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特异性的
S8E

由本实验室工作人员培养&

"@$@#

!

RN7"

信号阻断的
S8E

对肿瘤细胞的体外杀伤

参照
SS\H

细胞计数试剂盒说明书进行操作&

比较加入
RN7"

抗体的
S8E

和不加
RN7"

抗体的

S8E

对
8RC!

阳性的肝癌细胞株
M1

L

U$

)

M)0D

杀

伤效率的变化&将培养的肿瘤细胞收集离心后%调

整细胞浓度为
"W"%

#

*

IE

%按
"W"%

&

*孔铺
B#

孔

板$将培养的
S8E

以效靶比为
"%e"

和
"e"

铺板%

设置
&

组"

'

!肿瘤细胞
%

!

S8E

&

!

S8Ef

肿瘤细

胞
/

!

RN7"

抗体
fS8Ef

肿瘤细胞#%其中第
/

组

加入
C%

#

E

纯化的
RN7"

抗体"浓度为
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#
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用
NPGP

将每孔终体积补至
$%%

#

E

$每组设
!

个

复孔%

!D̂

细胞培养箱培养
"$0

$每孔加
SS\H

溶

液
$%

#

E

%细胞培养箱培养
"0

$酶标仪上
&C%+I

处

测吸光度%按照以下公式计算杀伤率%

杀伤率
`

靶细胞吸光度
A

"效靶细胞吸光度
A

效应细胞吸光度#

靶细胞吸光度

'
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结果与讨论
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!

RN7"

抗体结构示意图

如图
"

所示%在抗体的重链和轻链之间以
O

*

$Q

进行连接%利用
O

*

$Q

可以将上下游基因剪切的

特性%最终可以分别表达
RN7"

抗体的重链和轻链&

图
"

!

重组
RN7"

抗体结构示意

$@$

!L

ST$"H7,+<37RN7"

酶切鉴定

G/IBV

和
)&'V

双酶切片段大小约为
$$%%_

L

和
&C%%_

L

$

G/IBV

和
O&-<V

双酶切片段大小约为

"C%%_

L

和
C$%%_

L

$

O&-<V

和
)&'V

双酶切片段大

小约为
D%%_

L

和
#%%%_

L

&

!

组酶切结果均与理论

值相符%如图
$

所示&

P

!

U1+1Y

#

E1*N>QE,KK1*P3c

$

"

!

G/IB5

和
)&'5

双酶切$

$

!

G/IB5

和
O&-<5

双酶切$

!

!

O&-<5

和
)&'5

双酶切

图
$

!

目的片段酶切结果

$@!

!

QK!C7,+<37RN7"

病毒的
RSY

鉴定

重组后获得
QK!C7,+<37RN7"

病毒蚀斑
&

个%用

RSY

进行鉴定"图
!

#&

RSY

结果显示%

"7&

号克隆

有极微弱野毒&以上实验结果说明我们获得了
&

个

含有目的基因片段的病毒克隆&

P

!

U1+1Y

#

E1*N>QE,KK1*P3c

$

R

!阳性对照$

>

!阴性对照$

"

)

$

)

!

)

&

!

QK!C7,+<37RN7"

的
&

个病毒蚀斑&

图
!

!

QK!C7,+<37RN7"

的
RSY

鉴定

$@&

!

RN7"

抗体表达量测定

首先选取
D$0

测定
QK!C7,+<37RN7"

的
"

"

&

号

病毒蚀斑的
RN7"

抗体表达量%发现
!

号病毒蚀斑

的表达量显著高于其它克隆"

*

)

%@%C

#%如图
&

"

,

#

所示$然后测定了
!

号病毒蚀斑在
%

"

B#0

的
RN7"

抗体表达量%发现在
D$0

表达量显著高于其他时间

点"

*

)

%@%C

#%约
#%%+

4

*

IE

%如图
&

"

_

#所示&故选

取
!

号病毒克隆大量表达抗体%收集
D$0

的细胞上

清用于抗体纯化&

$@C

!

RN7"

抗体分子量

确定
RN7"

抗体的表达量后%用
a1;<1*+_-(<7

<3+

4

实验鉴定
RN7"

抗体重链和轻链在电泳后凝胶

中的位置&实验结果表明构建的重组腺病毒
QK!C7

,+<37RN7"

表达的
RN7"

抗体重链"

C%XN

#和轻链"

$C

XN

#的大小与预期相符%如图
C

所示&

$@#

!

RN7"

抗体的纯度及浓度

考马斯亮蓝染色实验检测经
R*(<13+U

亲和层

析法纯化的
RN7"

抗体%显示出较好的纯度%如图
#

所示&

GEV5Q

实验测得从
"%%IE

细胞上清中纯化

出
"IE

浓度在
&%

#

4

*

IE

的
RN7"

抗体&

$@D

!

RN7"

信号阻断的
8RC!

特异性的
S8E

对
8RC!

阳性的肝癌细胞株的体外杀伤

!!

最后%用纯化的
RN7"

抗体阻断
8RC!

特异性的

S8E

与
8RC!

阳性的肝癌细胞株
M1

L

U$

和
M)0D

之间的
RN7"

信号通路%证明了
RN7"

信号被阻断的

S8E

杀伤肝癌细胞株的能力显著强于
RN7"

信号未

BB#

第
#

期 陶
!

雷等!
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抗体表达载体的构建以及其功能的探究
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腺病毒
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表达的
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增强
S8E
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D
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图
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抗体电泳结果

图
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!
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对
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抗体的

对照组比较$
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效靶比
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结
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论

本研究成功构建
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抗体重组腺病毒表达载

体
QK!C7,+<37RN7"

%表达的
RN7"

抗体在凝胶电泳中

其重链和轻链出现的位置与预期相符%其浓度约在

#%%+
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*

IE

&然后从细胞上清中纯化出纯度很高的

RN7"

抗体%证明了
RN7"

信号阻断后的
S8E

杀伤肝

癌细胞的能力显著增强&

本研究完成了从
RN7"

抗体表达载体的构建到

表达的
RN7"

抗体体外增强
S8E

杀伤肝癌细胞功

能的部分实验&为
QK!C7,+<37RN7"

感染
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细胞%使

8

细胞分泌
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与
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与肿
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过继细胞
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