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要!结合转基因修饰的手段#能有效提高细胞免疫治疗的疗效#但由于缺乏
8

细胞高活性表达系统#限制了

该方法的应用(构建腺病毒介导的双荧光素酶启动子活性筛选系统#检测一系列常用强启动子!

UV?

%

UV?

!

3+

"%

UOL

%

DR%

4

及
UO5b

"在
8

细胞株
P"S#

及
')*g,<

中的活性#发现
DR%

4

启动子活性在
8

细胞株中的活性最高(在

DR%

4

的基础上#增加
EUV?

增强子和
0UV?

增强子顺式作用元件#构成了
#

个新型嵌合型启动子
UUDR

及
UUDR

!

3+

"(双荧光素酶检测系统检测结果表明#新构建的
#

个启动子在
8

细胞中的活性高于
DR%

4

#且两者相比
UUDR

启

动子活性更高!

K

,

$@$"

"(利用
UUDR

启动子控制
[M7%

全长抗体基因#并将此表达框插入腺病毒基因组#构建重组

腺病毒
OH7UUDR7,+<37[M7%

(通过
W1;<1*+a-(<<3+

4

及
DNb5O

方法检测病毒感染
8

细胞株后#抗体基因的表达效

率(结果表明#

OH7UUDR7,+<37[M7%

感染
8

细胞后#

[M7%

抗体能在
8

细胞中正确表达#且表达量较高!

P"S#

中
%%@$%&

-

4

&

EN

#

')*g,<

中
&@$YI

-

4

&

EN

"#表明该腺病毒介导的
8

细胞高效的基因表达系统成功构建#具有良好的应用前景(
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近年来国际上癌症生物治疗尤其是癌症免疫细

胞治疗发展迅速$已取得许多令人称奇与广受瞩目的

临床疗效$各大世界顶尖杂志也对此作了专题的报

道&

%7!

'

%肿瘤过继细胞治疗"

,H(

A

<3:161--<01*,

A=

$

OU8

#作为肿瘤免疫细胞的重要组成部分$在经历了

#$

世纪八九十年代的研究低潮期&

%

'后$近年来又重

新进入人们视野$并取得了长足的进步&

B

'

%其中$武

装化
8

细胞如过表达促免疫作用的细胞因子(屏蔽

肿瘤微环境中的免疫负调节信号及表达相关基因使

8

细胞体内存活时间延长等调控策略$会使
OU8

疗效得到大幅度提高&

"

'

%而外源基因的稳定高效表

达则成为上述策略得以成功实施的难点$一般外源

基因在
8

细胞中较难强效表达%

强启动子是指对
K>O

聚合酶有很高亲和力的

启动子$对于基因修饰过程中表达外源基因的效率具

有显著影响%目前常用的强启动子一般有
UV?

(

UV?

"

3+

#(

UOL

(

DR%

4

及
UO5b

等%有研究表明通

过对启动子进行改造$一些组成型启动子能在一些

细胞株中强效表达&

S

'

%增强子是增加和其连锁的基

因的转录频率的
M>O

序列$可大幅度增加基因转

录频率$增强子的作用与增强子的取向无关并且增

强转录频率的功能可以累加&

Y7I

'

%

[M7%

是主要表达

在
8

细胞上的抑制性受体$与其配体
[M7N%

结合可

显著抑制
8

细胞的活化与增殖$并调节细胞因子的

表达与分泌%肿瘤细胞可通过上调
[M7N%

的表达

抑制正常
8

细胞免疫作用$从而逃避免疫系统的杀

伤%因此一些阻断
[M7%

或
[M7N%

的药物或方法能

够释放这些被抑制活性的
8

细胞$重新激活免疫系

统对抗肿瘤%最近的研究表明$抗
[M7%

抗体可以

使四分之一至五分之一的非小细胞肺癌患者$或黑

色素瘤患者产生有效反应&

&7%$

'

%

本研究在
DR%

4

的基础上$增加
EUV?

增强子



和
0UV?

增强子$构成了
#

个新型嵌合型启动子

UUDR

及
UUDR

"

3+

#$将
UUDR

及
UUDR

"

3+

#及外源

基因表达框分别构建到腺病毒表达载体上并包装病

毒$构建腺病毒介导的双荧光素酶报告系统
OH7

UUDR

及
OH7UUDR

"

3+

#$并利用该系统检测该
#

个

启动子在人
8

细胞株
P"S#

及
')*g,<

中的活性)同

时构建携带有全长抗体基因
,+<37[M7%

的重组腺病

毒
OH7UUDR7,+<37[M7%

$感染人
8

细胞株
P"S#

及

')*g,<

后$

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

4

及
DNb5O

检测外源基

因的表达效率%结果显示$人
8

细胞株
P"S#

及

')*g,<

中$

UUDR

及
UUDR

"

3+

#均高于常规启动子

DR%

4

$且
UUDR

启动子能较好地启动外源基因
,+<37

[M7%

在
P"S#

及
')*g,<

细胞中的表达$说明该腺病

毒介导的
8

细胞高效的基因表达系统成功构建$具

有良好的应用前景%
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材料和方法
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主要材料及试剂

实验用到的所有限制性内切酶和连接酶都购买

自
>DJ

公司$电泳胶回收试剂盒购买自天根公司%

质粒转染试剂盒及病毒基因组提取试剂盒均购买自

_3,

4

1+

公司%启动子基因序列
UUDR

及
UUDR

"

3+

#$

,+<37[M7%

送捷瑞公司合成%质粒
A

MU7K-)6

及腺病

毒骨架质粒
[[D!

(

[[D!7R-)6

由第二军医大学东方

肝胆外科医院基因
7

病毒实验室构建%重组腺病毒

OH7UV?

(

OH7UV?

"

3+

#(

OH7UO5b

(

OH7UOL

及
OH7

DR%

4

由第二军医大学东方肝胆外科医院基因
7

病毒

实验室构建%人
8

细胞株
P"S#

及
')*g,<

来自于第

二军医大学东方肝胆外科医院的基因
7

病毒实验室%

细胞培养液购买自
L3a6(

公司%

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

4

及

DNb5O

所用抗体均购买自
Oa6,E

公司%双荧光素酶

报告系统检测试剂盒购买自
[*(E1

4

,

公司%

%@#

!

实验方法

%@#@%

!

启动子及其表达穿梭质粒的构建及鉴定

新设计的启动子
UUDR

及
UUDR

"

3+

#送捷瑞公

司合成$同时在启动子序列上下游分别引入酶切位

点
9Q<b

及
6C2Kb

$装入
A

MU7K-)6

载体$阳性质粒

分别命名为
A

MU7UUDR7K-)6

(

A

MU7UUDR

"

3+

#

7

K-)6

%质粒
A

MU7UUDR7,+<37[M7%

在
A

MU7UUDR7

K-)6

基础上构建$即通过全基因合成
,+<37[M%

抗体

基因$并在两端分别引入
6C2Kb

及
"<Tb

酶切位

点$装入经相同酶切处理的
A

MU7UUDR7K-)6

载体$

替换原
KN)6

基因%

%@#@#

!

重组腺病毒的包装与鉴定

利用质粒转染试剂盒$将质粒
A

MU7UUDR7

K-)6

(

A

MU7UUDR

"

3+

#

7K-)6

分别与腺病毒骨架质粒

[[D!7R-)6

共转染至
#&!

细胞包装非增殖型病毒

OH7UUDR

及
OH7UUDR

"

3+

#%将质粒
A

MU7UUDR7

,+<37[M7%

与腺病毒骨架质粒
[[D!

共转染至
#&!

细胞包装非增殖型病毒
OH7UUDR7,+<37[M7%

%试剂

盒抽提病毒基因组
M>O

$利用引物"表
%

#

?8$$%

和

引物
?8$$#

用
[UK

扩增方法鉴定野毒$利用引物

A

DR%R

和引物
A

DR%K

组合$进行
UUDR7K-)6

及

UUDR

"

3+

#

7K-)6

的
[UK

鉴定$利用引物
O+<37[M%R

和引物
O+<37[M%K

组合进行
,+<37[M7%

基因的
[UK

及电泳鉴定%选取正确的阳性病毒克隆进行大量扩

增并纯化$采取
8UbM"$

法测定病毒滴度%

表
!

!

8<N

引物序列

引物名称 引物序列"

"t7!t

#

?8$$% U8LLUUOO8OUUOOUU88O

?8$$# O8O8LOLU8UOUOO8LU88U

A

DR%R OUUL888OUL8LLOLOU8UL

A

DR%K UUUO888UO8UOLL8LUO8

O+<37[M%R U88O8UOOUOU8U8UUUU8L

O+<37[M%K LOO88ULUUOUUO8LLOOLU

%@#@!

!

启动子在人
8

细胞株中的活性检测

本课题组前期建立了腺病毒介导的双荧光素酶

报告系统$可分别检测各启动子在细胞株中的启动

子活性%人
8

细胞株
P"S#

及
')*g,<

分别按
%Z

%$

B

61--;

*孔铺
&S

孔板$置
!Y\

(

"]Ue

#

孵箱
#B0

$

分别将重组腺病毒
OH7UV?

(

OH7UV?

"

3+

#(

OH7

UO5b

(

OH7UOL

(

OH7DR%

4

(

OH7DR%

4

(

OH7UUDR

及

OH7UUDR

"

3+

#以
FG/i#$

感染人
8

细胞株$每种病

毒每个细胞株设
!

个复孔$

BI0

后用
[*(E1

4

,

公司双

荧光素酶报告系统检测试剂盒检测启动子的活性%

%@#@B

!

启动子控制
[M7%

全长抗体基因在人
8

细

胞株中的表达分析

!!

人
8

细胞株
P"S#

及
')*g,<

分别按
"Z%$

"

61--;

*孔铺
S

孔板$置
!Y\

(

"] Ue

#

孵箱
#B0

$按

FG/i#$

分别感染重组腺病毒
OH7UUDR7,+<37[M7

%

$

BI0

后收细胞上清$用
W1;<1*+a-(<<3+

4

"使用鼠

抗人
b

4

LB

"

QhN

#作为一抗#及双夹心
DNb5O

方

法"使用羊抗人
b

4

L

多抗包埋$鼠抗人
b

4

L

检测$以

西妥昔抗体作为标准品$未经
OH7UUDR7,+<37[M7%

感染的细胞作为本底$在结果处理中减去本底$再依

照标准曲线算出抗体的表达量#定性定量检测
,+<37

[M7%

蛋白的表达%

&%Y

第
"

期 刘品一等!腺病毒介导的
8

细胞高效基因表达系统的构建
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实验结果与分析

#@%

!

常用强启动子在
8

细胞中的活性筛选

双荧光素酶报告系统检测各常用强启动子
UV?

"

3+

#$

UV?

$

UO5b

$

UOL

$

DR%

4

在人
8

细胞株中的启

动活性"图
%

#%图
%

中得知$在这些常用强启动子中$

腺病毒感染人
8

细胞株
P"S#

及
')*g,<

后$

DR%

4

的

启动活性最高%

图
%

!

各常用强启动子在人
8

细胞中的活性检测

#@#

!

新启动子
UUDR

及
UUDR

"

3+

#的构建与鉴定

在
DR%

4

的基础上$构建了新的启动子
UUDR

及
UUDR

"

3+

#"图
#O

#%将新设计的上述
#

个启动子

装入
A

MU7K-)6

载体后$进行酶切鉴定%质粒
A

MU7

UUDR7K-)6

经
6C2Kbh9Q<b

酶切片段为
%%&Ia

A

hB"&Ya

A

"图
#J

"

,

##$质粒
A

MU7UUDR3+7K-)6

经

6C2Kbh9Q<b

酶切片段为
%IB"a

A

hB"&Ya

A

"图

#J

"

a

##$

M>O

凝胶电泳结果图显示结果与预期相

符$表明质粒构建成功$可用于下一步病毒包装%

图
#

!

启动子
UUDR

$

UUDR

"

3+

#结构示意图及

表达质粒酶切鉴定

注!"

a

#图中
V

均为
M>OV3FV,*g1*

)

%

$

#

$

!

$

B

$

"

分别代表不同的克隆%

#@!

!

含启动子
7N)6

表达框腺病毒的构建及鉴定

笔者构建了重组腺病毒
OH7UUDR

和
OH7UUDR

"

3+

#"图
!,

#$使用特异性引物分别运用
[UK

技术扩

增鉴定重组腺病毒基因及其野毒"

[UK

引物序列见

表
%

#%如图
!

"

a

#所示$

UUDR7K-)6

重组腺病毒可

以扩增出大小为
#BS"a

A

的目的条带$与阳性对照

条带一致$这说明重组腺病毒含有
UUDR7K-)6

基因

序列)

UUDR

"

3+

#

7K-)6

重组腺病毒可以扩增出大小

为
!%$Sa

A

的目的条带$与阳性对照条带一致$可以

说明重组腺病毒含有
UUDR

"

3+

#

7K-)6

基因序列%

这两种病毒都不能扩增出和阳性对照大小一致的

YBIa

A

目的条带$表明这两种病毒都未含有野毒%

将这两种病毒大量扩增$并使用氯化铯梯度离

心方法纯化这两种病毒$

8UbM"$

法测得重组腺病

毒
OH7UUDR

滴度为
B@SZ%$

&

A

.)

*

EN

$重组腺病毒

OH7UUDR

"

3+

#滴度为
B@YZ%$

&

A

.)

*

EN

%

图
!

!

重组腺病毒结构图及鉴定

注!

J

图中
V

为
M>OV3FV,*g1*

$

%

为
UUDR7K-)6

$

#

为

UUDR3+7K-)6

$

>

均为阴性对照$"

,

#图中
[

为对照质

粒
A

MU7UUDR7K-)6

与
A

MU7UUDR3+7K-)6

$"

a

#图中
[

为对照质粒
A

TU%

%

#@B

!

启动子
UUDR

及
UUDR

"

3+

#在
8

细胞中的活

性检测

!!

双荧光素酶报告系统检测
UUDR

及
UUDR

"

3+

#

启动子在人
8

细胞株中的启动活性"图
B

#%从图
B

$#Y

!!!!!!!!!!!!!!

浙
!

江
!

理
!

工
!

大
!

学
!

学
!

报
#$%"

年
!

第
!!

卷



书书书

中可以看出!无论在
!"#$

细胞还是
%&'()*

中!

++,-

!

++,-

"

./

#启动子活性均显著高于
,-0

!

启

动子"

!

!

121"

#!表明增加
3+45

及
6+45

增强

子能有效提高
,-0

!

启动子的表达活性$但在

!"#$

细胞中!

++,-

!

++,-

"

./

#启动子之间无显著

差异!在
%&'()*

细胞中
++,-

启动子活性明显高于

++,-

"

./

#启动子"

!

!

121"

#$因而!选取
++,-

作

为
7890

全长抗体基因的启动子$

图
:

"

,-0

!

!

++,-

!

++,-

"

./

#启动子在
!"#$

!

%&'()*

细胞中的活性

注%

++,-

!

++,-

"

./

#启动子活性均显著高于
,-0

!

启动子"

!!

121"

#$

$2"

"

表达
7890

全长抗体的重组腺病毒的构建及鉴定

将
++,-

启动子控制下的
7890

全长抗体基因

表达框插入腺病毒基因组!构建
;<9++,-9)/*.9789

0

病毒"图
")

#$用特异性引物分别
7+=

扩增鉴定

重组腺病毒基因及野毒!如图
">

所示!重组腺病毒

?

号克隆能扩增出大小为
$0@A>

B

的目的条带!与阳

性对照条带一致!表明该重组腺病毒含有
)/*.97890

基因&该重组腺病毒不能扩增出与阳性对照大小一

致的
@:A>

B

目的条带!说明该重组腺病毒未含有野

毒!腺病毒包装成功$

图
"

"

重组腺病毒
++,-9)/*.97890

模式图及病毒鉴定

注%

C

图中
4

为
8D;4.E4)'(F'

!

09:

为
++,-9)/*.97890

病

毒克隆!

D

为阴性对照!

)

#图中
7

为对照质粒
B

8+9++,-9

)/*.97890

!

>

#图中
7

为
B

G+0

$

取
?

号克隆进行该病毒的大量扩增!并使用氯

化铯梯度离心方法纯化该病毒!

H+I8"1

法测得病

毒
;<9++,-9)/*.97890

滴度为
:2?J01

K

B

L&

'

6M

$

$2#

"

7890

全长抗体基因在
H

细胞中表达检测

重组腺病毒
;<9++,-9)/*.97890

感染人
H

细胞株

!"#$

(

%&'()*

后!利用
NFO*F'/>PQ**./

R

及
,MIS;

检测外源基因
)/*.97890

在细胞中的表达效率$

NFO*F'/>PQ**./

R

结果"图
#

"

)

##中可以得知!

经重组腺病毒
;<9++,-9)/*.97890

感染的细胞可

以表达抗体重链
"1(8

!轻链
$"(8

!未经感染的细

胞不能表达该抗体轻重链!且抗体的轻重链基因大

小与预期相符$表明重组腺病毒
;<9++,-9)/*.9

7890

感染人
H

细胞株
!"#$

!

%&'()*

后!可以在其细

胞内正常表达
780

全长抗体基因$

,MIS;

数据"图
#C

#表明!腺病毒能介导外源

基因
)/*.97890

在
H

细胞中高效表达!

!"#$

中

00T10K

"

R

'

6M

!

%&'()*

中
K21@A

"

R

'

6M

$

图
#

"

NFO*F'/>PQ**./

R

和
,MIS;

测细胞上清中
7890

抗体浓度

注%"

)

#图中
4

为
7)

R

F=&PF'7'FO*)./F<7'Q*F./M)<<F'

!

0

为经重组腺病毒
;<9++,-9)/*.97890

感染的
%&'()*

上清!

$

为未经感染

的
%&'()*

细胞上清!

?

为经重组腺病毒
;<9++,-9)/*.97890

感染的
!"#$

上清!

:

为未经感染的
!"#$

细胞上清$
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$

!

结
!

论

,

#在常用强启动子中$启动子
DR%

4

在人
8

细

胞株
P"S#

及
')*g,<

中的启动子活性最高%将萤火

虫荧光素酶
R-)6

和海肾荧光素酶
K-)6

双报告基因

分别偶联常用强启动子
UV?

(

UV?

"

3+

#(

UOL

(

DR%

4

及
UO5b

$并利用该系统检测筛选这一系列启

动子在人
8

细胞株
P"S#

及
')*g,<

中的活性$发现

启动子
DR%

4

活性最高%

a

#启动子
UUDR

及
UUDR

"

3+

#的构建与鉴定%

在启动子
DR%

4

及
DR%

4

"

3+<*(+

#的基础上分别加入

EUV?

增强子(

0UV?

增强子$构建出新的嵌合型

启动子
UUDR

及
UUDR

"

3+

#%

6

#启动子
UUDR

及
UUDR

"

3+

#在
8

细胞中的活

性检测%将萤火虫荧光素酶
R-)6

和海肾荧光素酶

K-)6

双报告基因分别偶联启动子
UUDR

及
UUDR

"

3+

#$重组包装腺病毒分别获得
OH7UUDR

及
OH7

UUDR

"

3+

#%再将病毒
OH7DR%

4

(

OH7UUDR

及
OH7

UUDR

"

3+

#感染人
8

细胞株
P"S#

及
')*g,<

后$双荧

光素酶报告系统检测分析相较于启动子
DR%

4

$在此

基础上改造的启动子
UUDR

及
UUDR

"

3+

#活性明显

提高%

H

#成功构建了腺病毒
OH7UUDR7,+<37[M7%

%

将
UUDR

启动子控制下的
[M7%

全长抗体基因表达

框插入腺病毒基因组$经检测后$成功构建
OH7

UUDR7,+<37[M7%

病毒%

1

#腺病毒
OH7UUDR7,+<37[M7%

能成功表达
[M7%

全长抗体基因%

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

4

及
DNb5O

检测结

果显示该腺病毒能介导
[M7%

全长抗体基因在

P"S#

及
')*g,<

细胞中稳定表达$且表达量较高

"

P"S#

中
%%@$%&

-

4

*

EN

$

')*g,<

中
&@$YI

-

4

*

EN

#%

该方法使发挥细胞免疫作用的
8

细胞兼具表

达抗体的功能$而且该抗体作用于
8

细胞中的免疫

抑制分子
[M7%

$因而有望通过协同作用$提高过继

性细胞免疫治疗的疗效%
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