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!!

摘
!

要!探讨携带
5bK[

4

7R6

!

5R

"融合基因蛋白基因的重组腺病毒
OH!"75R

感染
8

细胞后对
8

细胞功能的影

响(腺病毒
OH!"75R

感染
')*g,<8

细胞后#通过
W1;<1*+a-(<<3+

4

及
DNb5O

方法检测细胞上清中
5R

融合蛋白的大

小与表达量$通过流式分析技术检测细胞表面
UMBY

的封闭情况$通过
UUPI

方法检测细胞的增殖与对肿瘤细胞的

杀伤作用(结果表明#

OH!"75R

构建成功#其感染
')*g,<8

细胞后#能在其内表达并分泌产生大小约为
BIgM

的
5R

蛋白#细胞上清中
5R

的表达量可到达
%&@%

-

4

&

EN

(

OH!"75R

!

FG/i%

"感染
')*g,<

细胞
%I0

后#细胞
UMBY

阳性比

例从
&Y@$S]

下降到
%"@!#]

$当
OH!"75R

感染复数增加至
"

#

%$

时#

UMBY

阳性比率进一步降低至
#@&B]

和
%fY!]

(

相对于空病毒对照组#

OH!"75R

感染
')*g,<

细胞
BI0

后其增殖效果提高了
#&]

#对肝癌细胞株
Q1

A

!J

的杀伤作用

提升
#"@S]

!

K

,

$@$%

"(结果表明构建的重组腺病毒
OH!"75R

能有效感染
')*g,<

细胞并在其内表达分泌
5R

蛋白#

封闭细胞表面的
UMBY

#同时显著提高
')*g,<

细胞的增殖能力和对肝癌细胞的杀伤作用(

关键词!

UMBY

$

8

细胞$腺病毒$肝癌

中图分类号!

_YI&

!!!

文献标志码!

O

(

!

引
!

言

UMBY

是肿瘤细胞表面高表达的膜蛋白&

%

'

$其

能与巨噬细胞表面的
UMBY

的受体,信号调节蛋白

4

"

53

4

+,-K1

4

)-,<(*

=

[*(<13+

4

$

5bK[

4

#结合$释放

/不吃我0信号$抑制巨噬细胞对肿瘤细胞的吞噬作

用$导致肿瘤细胞免疫逃逸&

#7!

'

%研究表明$当
UMBY

与
5bK[

4

的结合被阻断后$可以增强巨噬细胞对肿

瘤的吞噬作用&

B7S

'

%另有研究表明$活化的
8

淋巴

细胞中
UMBY

高表达&

Y7I

'

$其能与另一种
UMBY

受

体,,,血小板反应蛋白
%

"

80*(Ea(;

A

(+H3+7%

$

85[%

#结合$抑制
8

淋巴细胞的增殖与活化$进而

影响
8

淋巴细胞对肿瘤细胞的杀伤作用&

&7%#

'

%因

此$封闭细胞表面的
UMBY

将有助于维持巨噬细胞

对肿瘤细胞的吞噬以及
8

淋巴细胞的增殖与

活化%

在本研究中$笔者将来自于
5bK[

4

突变株
U?%

"由
W13;g(

A

.

等&

%!

'发现#(具有高亲和力结合
UMBY

的作用的肽段与人类
b

4

L%

的
R6

段基因融合$组成

5R

融合基因嵌入到
!"

型非增殖型腺病毒中%利用

新构建的腺病毒
OH!"75R

感染
8

淋巴细胞$原位

表达并分泌
5R

蛋白从而封闭细胞表面的
UMBY

%

本实验选用易于被腺病毒感染的
')*g,<

细胞作为

研究对象$探索封闭
UMBY

的
')*g,<

细胞对肝癌细

胞的杀伤影响$为病毒
OH!"75R

感染
U8N

细胞以

及
UbP

细胞后对肿瘤细胞杀伤影响的研究提供

指导%

!

!

实
!

验

%@%

!

实验材料与仪器

用于鉴定病毒和
5R

基因的引物由上海捷瑞生

物工程有限公司合成"合成的引物序列如表
%

#%

6#



6(-3MQ"

4

菌$腺病毒载体
A

[D!7R!"

$载体质粒

A

MUI&I

$

5bK[

4

7R6

"

5R

#基因模板质粒均由第二军

医大学东方肝胆外科医院基因
7

病毒治疗实验室构

建保存%

N3

A

(.16<,E3+1#$$$

转染试剂盒(细胞培养

血清(培养液购于
L3a6(

公司$人胚肾细胞
QDP#&!

(肝

癌细胞
Q1

A

7!J

由第二军医大学东方肝胆外科医院

基因
7

病毒治疗实验室保存备用%羊抗人
b

4

L

(兔抗

人
b

4

L

(鼠抗兔
b

4

L7QK[

(鼠抗人
b

4

L7QK[

均购于

Oa6,E

公司$流式细胞仪
4

),:,1,;

=

6

=

<1JQ8

购于

VDKUP

公司$

U01E3M(6TK5

购于伯乐生物公司$同

型抗体鼠抗人
b

4

L7Rb8U

以及鼠抗人
UMBY7Rb8U

抗

体均购于
JM

公司%

UUPI

试剂盒购于同仁化学%

表
!

!

实验所需引物

引物编号 引物序列

5R7R UUO888UOLL8L8UL8LOLLO

5R7K LU8LUOO8OOOUOOL88LU8UL

?8$$% U8LLUUOO8OUUOOUU88O

?8$$# O8O8LOLU8UOUOO8LU88U

?8S$" UUOU8OOUOOUUOUOLLULL

?8S$S LLLLO8L8LL8UOLUL8OLU

W%S"

8LLUL8888O88O88O8OL8

UOLU8U8OLOOOL

W%I&

UULLOO88ULU8OO88UU8UO

ULOUOUU8LOOO8L
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!

实验方法

%@#@%

!

病毒包装(扩增和鉴定

将
A

MUI&I

和
A

UO%&75R

通过
"<Tb

和
6C2Kb

双酶切$

A

MUI&I

酶切产物电泳回收
"#S#a

A

的基

因片段$

A

UO%&75R

酶切产物电泳回收
%%B!a

A

的

基因片段%所得的大小片段产物进一步连接(转化$

挑取阳性克隆$抽提质粒进行酶切鉴定$鉴定正确的

质粒送北京六合华大基因有限公司测序%命名正确

的质粒为
A

MUI&I75R

%随后将质粒
A

MUI&I75R

与

腺病毒骨架质粒
A

[D!7R!"

利用
N3

A

(.16<,E3+1#$$$

共转染
QDP#&!

细胞$包装并获得
B

个
OH!"75R

病

毒株%应用
_3,

4

1+M>OP3<

提取重组腺病毒
M>O

$

对病毒基因组进行
[UK

鉴定$采用有限稀释法测定

病毒滴度%

%@#@#

!

W1;<1*+a-(<<3+

4

法检测

')*g,<

细胞采用
%SB$h%$]

胎牛血清"

RJ5

#培

养液%

$@#"]

胰酶消化细胞(传代$

!Y\

(

"] Ue

#

条件下培养%使用重组病毒
OH!"75R

分别以
FG/

i%

(

"

(

%$

感染
"Z%$

"

*孔的
')*g,<

细胞$饥饿感染

#0

后$每孔补加
#]

的
RJ5

和无血清的
%SB$

培养

液至终体积为
!EN

$感染
BI0

后收取上清%将收

集到的上清加入蛋白上样缓冲液
%$$\

煮
%$E3+

%

冷却后以每孔
%$

-

N

的量上样$经聚丙烯酰胺电泳

后转移到
[?MR

膜上$

"]

脱脂奶粉封闭
#0

$一抗

"兔抗人
b

4

L

#

B\

孵育过夜$洗膜$二抗"鼠抗兔
b

4

L7

QK[

#室温孵育
B"E3+

$洗膜%将
DUN

试剂作用于

[?MR

膜上$暗室反应
"E3+

于
U01E3M(6TK5

仪器

上拍摄%

%@#@!

!

DNb5O

法检测

采用双抗夹心法!用包被液将羊抗人
b

4

L

抗体

稀释到
%@$

-

4

*

EN

$

%$$

-

N

*孔包被酶标板$

B\

过

夜)

[J58

清洗
"

次拍干$每孔加入
%$$

-

N

封闭液

"

#]J5O

#$

!Y\

孵育
%0

)

[J58

清洗
"

次拍干)加

入样品"

[J5%$$

倍稀释
%@#@#

中收集的上清#及标

准品"即西妥昔单抗$经
[J5

连续倍比稀释$

"$$

(

#"$

(

%#"

(

S#@"

(

!%@#

(

%"@S

(

Y@I+

4

*

EN

和
$+

4

*

EN

#$

%$$

-

N

*孔$设复孔及对照孔$

!Y\

孵育
"$

E3+

)

[J58

清洗拍干)用封闭液将鼠抗人
b

4

L7QK[

稀释到
$@"+

4

*

EN

$

%$$

-

N

*孔$

!Y\

孵育
B"E3+

)

[J58

清洗排干$加入底物显色液"

8VJ

#$

%$$

-

N

*

孔$

!Y\

避光显色
%$E3+

)每孔加入
"$

-

N

终止液$

在酶标仪
B"$+E

处测
eM

值)绘制标准曲线$计算

5R

蛋白的表达量%

%@#@B

!

流式检测

以每孔
"Z%$

S 个
')*g,<

细胞铺六孔板$

#B0

后收集细胞$加入鼠抗人抗
UMBY7Rb8U!

-

N

$以加

入等量同型对照抗体及不添加任何抗体的细胞作为

对照$避光孵育
%"E3+

后流式细胞仪测试
')*g,<

细

胞的
UMBY

表达量%

同理$分别以
FG/i%

(

"

和
%$

的
OH!"75R

病

毒量感染
')*g,<

细胞$

%I0

后收集细胞检测感染病

毒后
UMBY

的表达量$以感染未携带目的基因的空

病毒
OH!"

"

FG/i%$

#的样品作为对照)以
FG/i%

的
OH!"75R

病毒量感染
')*g,<

细胞$分别在感染

#B

(

BI

(

Y#0

后收集细胞$检测
UMBY

的表达量$以

FG/i%

感染
OH!"

病毒
Y#0

后收集的样品作为

对照%

%@#@"

!

UUPI

法检测细胞增殖

将
')*g,<

细胞
!Z%$

"

*孔铺六孔板$分别加入

OH!"

病毒组和
OH!"75R

"

FG/i"

#%饥饿感染
#0

后$每孔补加
#]

的
RJ5

和无血清的
%SB$

培养液

至终体积为
!EN

$混匀后使用排枪转移至
&S

孔板$

#$$$

个*孔%

BI0

后$每孔加入
%$

-

NUUPI

$

%@"0

后于
B"$+E

测吸光值%同时$绘制
')*g,<

细胞的

细胞数量*
eM

标准曲线"经
%SB$

连续倍比稀释$

!%Y

第
"

期 崔
!

磊等!自表达
5bK[

4

7R6

融合蛋白对
8

细胞功能的影响



%#$$$

(

S$$$

(

%"$$

(

Y"$

(

!Y"

(

%IY@"

(

&!@Y"

个*孔#$

根据标准曲线算出细胞数量%

%@#@S

!

UUPI

法检测
')*g,<8

细胞的杀伤

将
Q1

A

!J

细胞以
%Z%$

B

*孔铺
&S

孔板$每孔

加
%$$

-

N

含
%$]RJ5

的
MVDV

培养液%待细胞

贴壁后$移去旧培养液%根据不同效靶比"

6

*

%i

%

(

#

(

"

#加入
OH!"75R

病毒感染后的
')*g,<75R

细

胞"

FG/i"

#$补含
#]RJ5

的
%SB$

培养液至
#$$

-

N

$并设仅接种
Q1

A

!J

细胞孔$仅接种
')*g,<

细

胞孔以及含
#] RJ5

的
%SB$

培养液对照孔$含

#]RJ5

的
MVDV

培养液对照孔%

!Y\

(

"]Ue

#

条件下培养共培养
%#0

$加入
UUPI

试剂$

!$E3+

后在
B"$+E

测吸光值%同时$绘制
')*g,<

细胞的

细胞数量*
eM

标准曲线细胞数量曲线"经
%SB$

连

续倍比稀释$

"$$$$$

(

#"$$$$

(

%#"$$$

(

S#"$$

(

!%#"$

(

%"S#"

(

YI%#@"

(

!&$S@#"

个*孔#%根据标

准曲线求得细胞数$计算裂解率$裂解率
i

&"靶细

胞数量
h

效应细胞数量
7

实验组细胞数量#*靶细胞

数量'

Z%$$]

%

'

!

结果与讨论

#@%

!

重组病毒
OH!"75R

的构建与鉴定

将高亲和力结合
UMBY

分子的
5bK[

4

突变株

U?%

基因片段与人类
b

4

L%

的
R6

段基因融合成

5bK[

4

7U?%7b

4

L%R6

"简称
5R

#$使用
8

细胞高活性

启动子
8UDRb

控制
5R

融合蛋白的表达$将该表达

框插入腺病毒
D%

区)同时$将
D!

区原有的
"

型纤

毛替换成
"

*

!"

型纤毛$以增强病毒对
8

细胞的感

染效率$构建获得的
"

*

!"

嵌合纤毛(非增殖型腺病

毒命名为
OH!"75R

"模式见图
%

#%

分别以
5R

基因(

"

*

!"

型的纤毛蛋白基因(

8UDRb

启动子及野毒
D%O

基因特异引物对包装

获得的腺病毒进行
[UK

鉴定$理论上使用对应的

引物应分别能扩增出
%%B!

(

IY&

(

%II#a

A

和
YY&

a

A

的片段产物%

[UK

片段电泳显示$

B

个
OH!"7

5R

病毒株不同基因片段的扩增结果与理论结果相

符$表明包装的
B

个
OH!"75R

病毒株均正确

"图
#

#%

图
%

!

腺病毒
OH!"75R

结构示意

V

!

M>ON,HH1*V3FV,*g1*

)

V#

!

L1+1K)-1*

8V

%ga[-);M>O

N,HH1*

)

>

!阴性对照)

[

!阳性对照)

%CB

!

OH!"75RB

个病毒株

图
#

!

病毒
OH!"75R

的
[UK

鉴定结果

#@#

!

病毒感染
')*g,<

细胞后
5R

蛋白的表达鉴定

使用
OH!"75R%

号克隆$

FG/i%

(

"

(

%$

$分别

感染
')*g,<

细胞
BI0

%

W1;<1*+a-(<<3+

4

检测显

示$分泌的
5R

蛋白大小约为
BIgM

$与理论的大小

相符"因
5bK[

4

存在转录后的不同修饰$而杂交出

大小相近的两条带#"图
!

#%可见$随着病毒感染量

的增加$

5R

蛋白的分泌量增强"图
!

#%

DNb5O

检测结果显示$不同
FG/

的
OH!"75R

感染
')*g,<

细胞后$均能检测到
5R

蛋白的表达%

FG/i%

时$培养液中
5R

蛋白的分泌量为
#@%

-

4

*

EN

)

FG/i"

时$培养液中
5R

蛋白的量为
%!@Y

-

4

*

EN

)

FG/i%$

时$培养液中
5R

蛋白的量达到
%&@$

-

4

*

EN

"图
!a

#)在空白对照中$无病毒感染的

')*g,<

细胞上清没有检测到
5R

蛋白%表明随着

OH!"75R

病毒感染量的值提高$培养液中分泌的
5R

蛋白量也在相应增加$其中在
FG/i%$

时$培养液

中
5R

蛋白的量最高$与
W1;<1*+a-(<

结果相一致%

#@!

!

病毒感染
')*g,<

细胞后对其细胞表面
UMBY

的封闭作用检测

!!

流式细胞仪检测结果显示$未经处理过的

B%Y

!!!!!!!!!!!!!!
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')*g,<

细胞的
UMBY

阳性比例为
&S@I%]

"如图

B,

#%

FG/i%

(

"

(

%$

的
OH!"75R

病毒感染
')*g,<

细胞
%I0

小时后$

UMBY

的阳性率分别降为
%"@!#]

(

#@&B]

(

%@Y!]

"如图
Ba

#%

FG/i%

的
OH!"75R

病

毒感染
')*g,<

细胞
#B

(

BI

(

Y#0

后$

UMBY

的阳性率

分别为
!@&Y]

(

!@S$]

(

#@!S]

"如图
B6

#%结果表

明$使用
OH!"75R

感染
')*g,<

细胞后$

UMBY

的阳性

率能显著(快速下降$表明
OH!"75R

感染
')*g,<

细胞

能通过自分泌的
5R

蛋白$有效封闭
')*g,<

细胞表

面的
UMBY

分子%

#@B

!

病毒
OH!"75R

对
')*g,<

细胞的增殖影响

病毒感染细胞
BI0

后$在酶标仪上测得
OH!"7

5R

组(

OH!"

组(空白对照组的
eM

值分别为
$@S#&

(

$@BI#

(

$@"#Y

"如图
",

#$代入
')*g,<

细胞数量曲线

可以计算出
OH!"75R

组(

OH!"

组(空白对照组实际

的细胞数量分别为
"#!"

(

!"!&

和
B$"I

%相较空白

对照组和
OH!"

组$

OH!"75R

组
')*g,<

细胞的增殖

效果分别提高
#&]

和
BY@&]

"

K

,

$@$%

#"图
"a

#%

图
!

!

5R

蛋白
W1;<1*+a-(<<3+

4

检测和
DNb5O

检测

注!

5%

$

5#

$

5!

分别为
OH!"75R

病毒以
FG/i%

$

FG/i"

$

FG/i%$

时感染
')*g,<

细胞后培养液中的
5R

蛋白$

V

!

[,

4

1K)-1*

[*1;<,3+1H[*(<13+N,HH1*@

图
B

!

流式检测
')*g,<

细胞
UMBY

的阳性率

#@"

!

OH!"75R

病毒对
')*g,<

细胞杀伤
Q1

A

!J

细胞

的影响

!!

对各组的
eM

值进行计算$如图
S

$

OH!"75R

组

中"

6

*

%i%

(

#

(

"

#

')*g,<

细胞对
Q1

A

!J

细胞裂解率

分别为
!Y@S"]

(

""@!$]

(

I$@S"]

)

OH!"

组中

"

6

*

%i%

(

#

(

"

#

')*g,<

细胞对
Q1

A

!J

细胞裂解率分

别为
#%@$"]

(

!!@Y$]

(

"Y]

)空白对照组中"

6

*

%

i%

(

#

(

"

#

')*g,<

细胞对
Q1

A

!J

细胞裂解率分别为

%S@$"]

(

#I@Y"]

(

"B@&"]

%结果表明$

!

个不同实

验组均随着效靶比的提高$

')*g,<

细胞对
Q1

A

!J

细
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第
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图
"

!

病毒
OH!"75R

对于
')*g,<

细胞增殖的影响

胞的裂解率逐渐加强)但
OH!"75R

组的裂解率在各

个效靶比上均明显优于其它两组"

K

,

$@$%

#%已有

文献表明
UMBY

调节着
8

细胞的活化与死亡$抑制

8

细胞
UMBY

的表达$能促进
UMIh8

细胞的增殖

及活化&

%#

$

%B

'

%这就与笔者的杀伤以及增殖实验结

果吻合$当
')*g,<

细胞表面
UMBY

被封闭后$

')*g,<

细胞自身的增殖和杀伤能力被显著提高%另外$在

体内封闭
UMBY

"包括肿瘤细胞与
8

细胞#$除能增

强巨噬细胞吞噬作用外$还能够改善肿瘤微环境(增

强
UMIh

细胞毒性
8

细胞在肿瘤部位的聚集$促进

8

细胞的增殖和杀伤&

%#

'

%因而$当将自表达
5R

融

合蛋白的
8

细胞回输体内后$能通过上述多种途径

增强抗肿瘤效果%但由于时间关系$我们未能及时

完成相应的体内研究%

图
S

!

不同
6

*

%

值时$

')*g,<

细胞对于
Q1

A

!J

细胞的杀伤效果

$

!

结
!

论

,

#成功构建
8

细胞高活性的表达系统%

a

#成

功构建重组腺病毒载体
OH!"75R

!证实其结构正确

并可在体外高效表达
5R

融合蛋白)

6

#

OH!"75R

能

够增强
8

细胞功能!在短时间内高效封闭
')*g,<

细

胞以及
UbP

细胞表面
UMBY

$并促进
')*g,<

的增殖

以及体外杀伤肝癌细胞株
Q1

A

!J

的能力%
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