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#!感染
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细胞!为肝细胞肝癌的免疫

治疗奠定基础$方法
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采用聚合酶链反应"
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#扩增
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$随后在
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细胞中包装扩增病毒并测定病毒滴度$

采用
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对重组腺病毒进行鉴定$结果
!

重组腺病毒质粒经
,-)

鉴定!证实含有
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基因!重组腺病毒载体构建成功!病毒

滴度达
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$结论
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采用细胞内同源重组方法可成功构建含
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基因的重组腺病毒!并可获得高滴度病毒!

其能高效感染
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细胞!能为进一步研究奠定基础$
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白细胞介素$

DC

%

+&L

是学者于
&((K

年从猿肾上皮细胞系

成功分离时发现*

DC+&L

可由多种细胞和组织产生#主要由单

核细胞'树突状细胞细胞$

I-

细胞%和基质细胞产生*

DC+&L

属于
'

链细胞因子
DC+!

家族成员#其成员还包括
DC+!

'

DC+K

'

DC+J

'

DC+(

'

DC+&'

和
DC+!&

#具有较多类似
DC+!

的功能#但其结

构与
DC+!

不相似#在众多方面还可以发挥独特的免疫调节功

能(

&

)

*

DC+&L

具有激活'维持和扩增
-IS

g记忆性
*

细胞等功

能(

!

)

*近年来#

DC+&L

在抗肿瘤免疫治疗应用方面得到学者的

关注#但
DC+&L

在肿瘤发生中作用的研究结果却并不一致*本

研究以鼠白细胞介素
+&L

$

NDC+&L

%为目的基因#利用
98BHM

系

统构建重组腺病毒
NDC+&L

#能够为进一步开展
NDC+&L

抗肿瘤

免疫治疗及对
DC+&L

的应用进行深入探索#可为
DC+&L

对恶性

肿瘤的免疫治疗策略提供一定帮助*现报道如下*
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材料与方法
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细胞购于协和细胞库#
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公司&四季青胎牛血清购于浙江天杭生物科技

有限公司&
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聚合酶'脱氧核糖核苷三磷酸$
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%'
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标记物
*

和标记物
ICL%%%

均购于上海生工生物有限公

司&天根质粒小提中量试剂盒'天根
I,&&J+

无内毒素质粒大提

试剂盒和
IQ9

片段回收试剂盒购于天根生物科技有限公司&

转染试剂盒
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>
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NDC+&L

基因的质粒
>
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'聚合酶链反应$
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%引物由上华大

基因公司合成*质粒
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'
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购于北京

6;5X.:051

质粒载体菌种细胞基因保藏中心*

$P/

!

方法

$P/P$

!

NDC+&L

基因的扩增
!

取含
NDC+&L

$

KS(3

>

%基因的质

粒作为模板进行
,-)

扩增#其上游引物为
L̂+R99R9*-*9

*R9999****R999--9+'̂

#下游引物为
L̂+---99R

-***-9RR9-R*R**R9*R9*R+'̂

#酶切位点分别为
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和
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*反应条件为
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预变性
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退火
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#

J![

延伸
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#共
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个循环#最后
J![

延伸
JN;2

*取
L

"

C,-)

反应产物进行
&Z

琼脂糖凝胶电泳分析*

$P/P/

!

穿梭质粒
>

I-'&$+NDC+&L

的构建
!

NDC+&L

基因的扩

增产物与穿梭载体
>
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进行双酶切
'J[

#

K=

*随后进行
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胶回收#将回收产物进行连接*最后将连接产物转化至
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中*放置在
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细菌培养箱中#
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后观察细菌生长

情况*

$P/P'

!

重组质粒
>

I-'&$+NDC+&L

的筛选与鉴定
!

挑取

>

I-'&$+NDC+&L

质粒阳性克隆菌落#将其转至
C6

液体培养基

中进行增菌#随后提取质粒*以提取的质粒为模板进行
,-)

鉴定*同时#将提取的质粒进行
6
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和
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*

双酶切鉴

定#双酶切条件为
'J[

'
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*最后将产物进行琼脂糖凝胶电

泳分析#并将阳性质粒送去测序*
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!

重组腺病毒
>

I-'&$+NDC+&L

$
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%和重组腺病

毒
>
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$

198+

>
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%的包装
!

采用无内毒素质粒抽提试

剂盒提取病毒包装系统中的质粒
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#用
Q9Q\I)\,!%%%

测定其水平和纯度后进行后续的质粒转染*将穿梭质粒

>
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和腺病毒辅助质粒
>
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共转

染
VUE!('

细胞#同时试验还设计了细胞对照#空载体

>
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也与腺病毒辅助质粒
>

6VR45M

%

U&

#
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共转染
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细胞*观察细胞的生长状况#待绝大部分细胞出现细

胞病变效应$
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%时#收集细胞#于
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'
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反复冻融
'

次#离心#收集病毒上清液#并于
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保存*

$P/P2

!

198+NDC+&L

和
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>

I-'&$

的鉴定
!

将上述收集的

重组腺病毒上清液
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"
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加入
!
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"

C

蛋白酶
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"
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#

L%[

处理

KLN;2

#沸水浴煮沸
&%N;2

#立即放入冰浴
LN;2

#分别取
'
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作为模板采用
,-)

检测目的基因*其中#

>
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的引物基因

长度为
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L̂+9-R*RRR*9*99R9R+

R-R+'̂
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&反应
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预变性变性
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"

C,-)

反应产物进

行
&Z

琼脂糖凝胶电泳分析*

$P/P)

!

198+NDC+&L

和
198+

>

I-'&$

的扩增
!

将生长状态良

好的
VUE!('

细胞传入
*JL

细胞培养瓶中#待细胞融合至

J%Z

#

S%Z

时加入重组腺病毒
>

I-'&$+NDC+&L

上清液继续培

养#待绝大部分细胞出现典型
-,U

时#收集病毒上清液#多次

扩增#分装并于
fS%[

保存*

$P/P.
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198+NDC+&L

和
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>

I-'&$

滴度的测定
!

取
L%

"

C

腺

病毒上清原液以
&_&%

比例进行稀释#直至稀释到
&̀ &%

f&!

#

依次将
&%

f&!

#

&%

f!稀释的病毒液加入
($

孔板中#

&%8

后观察

-,U

并进行记录*病毒滴度计算按照相关标准进行*

/
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结
!!

果

/P$

!

NDC+&L

基因扩增
,-)

产物的鉴定
!

从
>

W-LJ+NDC+&L

质粒中#利用
,-)

方法扩增
NDC+&L

基因后得到
NDC+&L

基因

片段#经
&Z

琼脂糖凝胶电泳检测#得到的
,-)

产物大小约为

L%%3

>

#与
R.23H2A

中
NDC+&L:IQ9

大小一致*见图
&

*

/P/

!

重组穿梭质粒
>

I-'&$+NDC+&L

的鉴定

/P/P$

!>

I-'&$+NDC+&L

阳性克隆的
,-)

和双酶切鉴定
!

用

NDC+&L

引物对随机挑选转化子进行
,-)

鉴定#经电泳检测可

看到阳性转化子扩增获得约为
L%%3

>

的条带&双酶切鉴定显

示#酶切到
&

条约为
L%%3

>

的条带#与
NDC+&L:IQ9

相当#表

明阳性转化子中含有
NDC+&L

目的基因*见图
!

*

/P/P/

!>

I-'&$+NDC+&L

阳性克隆测序鉴定
!

测序结果显示#

NDC+&L

基因相对分子质量和理论值完全一致#基因序列和

Q-6D

数据库中的基因序列
&%%Z

匹配且无基因突变*表明

>

I-'&$+NDC+&L

为正确克隆*

/P'

!

198+NDC+&L

和
198+

>

I-'&$

的包装
!

穿梭质粒
>

I-'&$+

NDC+&L

和腺病毒辅助质粒
>

6VR45M

%

U&

#

' -1.

共转染

VUE!('

细胞#同时试验还设计了细胞对照#空载体
>

I-'&$

也与腺病毒辅助质粒
>

6VR45M

%

U&

#

'-1.

共转染了
VUE!('

细胞*

S

#

&%8

后
VUE!('

细胞开始飘落#出现细胞肿大变

圆'聚集成团'折光性增强等特征性
-,U

*反复感染
VUE!('

细胞#出现明显的
-,U

现象*见图
'

*
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注!泳道
B

为标记物
ICL%%%

#泳道
&

为经
,-)

的阴性对照#泳道

!

为经
,-)

扩增的
NDC+&L

产物

图
&

!!

NDC+&L

基因的
,-)

扩增产物的
&Z

琼脂糖凝胶电泳图

!!

注!泳道
B

为标记物
ICL%%%

#泳道
&

为经
,-)

的阴性对照#泳道

!

为经
,-)

的
>

I-'&$+NDC+&L

#泳道
'

为经
6

O

4

+

'

V;28

*

双酶切的

>

I-'&$+NDC+&L

图
!

!!>

I-'&$+NDC+&L

阳性克隆
,-)

和双酶切

鉴定的琼脂糖凝胶电泳图
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注!

9

为未经任何处理的
VUE!('

细胞#

6

为
198+NDC+&L

感染的

VUE!('

细胞#

-

为
198+

>

I-'&$

感染的
VUE!('

细胞

图
'

!!

重组腺病毒
>

I-'&$+NDC+&L

感染
VUE!('

细胞后

产生明显的
-,U

%倒置相差显微镜
&̀%%

'

/P1

!

198+NDC+&L

和
198+

>

I-'&$

的鉴定
!

将提取的重组腺

病毒以基因
NDC+&L

和
>

I-'&$

的特异度引物进行
,-)

扩增

鉴定#

NDC+&L

基因重组腺病毒得到约
L%%3

>

的特异度目的条

带#

>

I-'&$

基因重组腺病毒得到约
!%%3

>

的特异度目的条

带#其大小与
NDC+&L

和
>

I-'&$

的基因片段基本吻合#阴性对

照未见目的条带#证明腺病毒包装成功*见图
K

*

+

&%''

+

检验医学与临床
!%&J

年
&&

月第
&K

卷第
!!

期
!

CH3B.8-4;2

!

Q5<.N3.1!%&J

!

X54P&K

!

Q5P!!
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注!泳道
B

为
IQ9

标记物
*

#泳道
&

为阳性对照$以
>

I-'&$+

NDC+&L

为模板所得
,-)

产物%#泳道
!

为阴性对照$加
NDC+&L

的上下

游引物#以双蒸水为模板%&泳道
'

为以
198+NDC+&L

为模板所得
,-)

产物&泳道
K

为阳性对照$以
>

I-'&$

为模板所得
,-)

产物%&泳道
L

为

阴性对照$加
>

I-'&$

的上下游引物#以双蒸水为模板%&泳道
$

为以

198+

>

I-'&$

为模板所得
,-)

产物

图
K

!!

,-)

检测
NDC+&L

基因和
>

I-'&$

的部分

基因的重组腺病毒
IQ9

/P2

!

198+NDC+&L

和
198+

>

I-'&$

滴度的测定
!

经过反复感

染'扩增#根据
*-DIL%

法进行滴度测定#测得
198+NDC+&L

的

滴度为
&P!L`&%

&%

,GW

"

NC

#

198+

>

I-'&$

的滴度为
S`&%

(

,GW

"

NC

*最终获得高滴度的
198+NDC+&L

和
198+

>

I-'&$

*

'

!

讨
!!

论

!!

大量研究表明#

DC+&L

是一种抗肿瘤细胞因子#可以增强

机体对肿瘤的免疫力*

DC+&L

多种肿瘤均有明显的抑制作

用(

'+K

)

*

DC+&L

的抗肿瘤作用是通过促进自然杀伤细胞$

QE

细

胞%和"或
-IS

g细胞的作用而实现*也有研究表明#

DC+&L

本

身就具有强大的抗肿瘤作用#不需要通过
-IS

g细胞和
QE

细

胞介导(

L

)

*在肺癌免疫治疗研究中#认为
DC+&L

是较
DC+!

更为

理想的细胞因子*然而#有研究表明#肿瘤细胞中
DC+&L

的旁"

自分泌增加可能在肿瘤的发生'生长'转移中起促进作用*也

有研究表明#

DC+&L

还可促进血管生成#促进肿瘤生长*因此#

需要系统地对
DC+&L

抗肿瘤作用进行深入研究*

!!

本研究选用腺病毒载体#是因为与其他病毒载体比较#其

具有众多独特的优势!$

&

%基因组信息完全清楚#易于操作#可

以插入大片段的外源基因&$

!

%能有效进行增殖#滴度高#非常

适用于基因治疗&$

'

%宿主范围广#不仅可以感染分裂细胞#也

可感染静止期细胞&$

K

%不整合至宿主
IQ9

中#不引起宿主

IQ9

突变#对人致病性低#安全性相对较高&$

L

%性质相对稳

定&$

$

%在较好的条件下#表达系统在数升
VUE!('

细胞悬浮

培养液中可以按比例地增加#可使病毒大量扩增*

!!

本研究利用的腺病毒
98BHM

包装系统#其骨架质粒
>

6+

VR45M

%

U&

#

'-1.

含有病毒的大部分基因组#可通过重组酶系

统$

-1.+45M,

%与克隆了外源基因并带有
45M,

位点的腺病毒穿

梭质粒
>

I-'&$

共转染
VUE!('

细胞#得到含有外源基因的重

组腺病毒(

$

)

*与其他常用腺病毒载体的包装方法$如经典的同

源重组法和
98UH/

7

系统%比较#

98BHM

包装系统具有多种优

势*$

&

%与经典的同源重组法比较#

98BHM

包装系统重组出的

腺病毒成功率较高#可大于
(SZ

#效率高*经典的同源重组法

利用同源重组#在腺病毒左臂区域$通常缺失
U&

基因区%插入

目的基因表达盒构成腺病毒穿梭质粒#与通常缺失
U&

基因区

的腺病毒骨架质粒共同转染携带
U&

基因区的
VUE!('

细胞#

!

种质粒借助所带的部分同源序列在
VUE!('

细胞内发生同

源重组*但其发生重组的效率较低#常常需要反复传代扩增#

多轮筛选获得*$

!

%与
98UH/

7

系统比较#

98BHM

包装系统的

重组过程发生在
VUE!('

细胞中#不仅重组出的腺病毒成功

率高#而且还保持了其对腺病毒的生存压力#有利于重组腺病

毒基因组的完整性*

98UH/

7

系统则是通过同源臂重组的方

式#在细菌
6hL&S'

中获得重组腺病毒基因组质粒*重组腺病

毒基因组质粒将克隆了外源基因的腺病毒穿梭质粒与腺病毒

骨架质粒共转化
).:9

g细菌
6hL&S'

中#在细菌
).:9

重组酶

的作用下#经抗性筛选出重组腺病毒基因组质粒#并将其线性

化后转染
VUE!('

细胞#获得重组腺病毒*但
98UH/

7

系统的

出毒成功率不高#仅为
&SZ

#

'KZ

*由于在细菌
6hL&S'

中完

成病毒基因组重组#失去了生存压力#使得腺病毒基因组更易

发生突变#产生的重组病毒遗传背景及其活性将可能更易受到

影响*

98BHM

包装系统是通过重组酶在真核细胞内完成重组

出毒#高效稳定#只要外源基因不超过
SA3

#超过
(SZ

的重组

腺病毒都能携带目的基因*

98BHM

包装系统是目前最方便快

捷且使用较多的腺病毒载体系统*

!!

本研究成功包装了重组腺病毒
198+NDC+&L

和空载体

198+

>

I-'&$

*经过
,-)

验证#上述
!

个重组腺病毒载体含有

目的基因
NDC+&L

和
>

I-'&$

的部分基因片段*重组腺病毒在

VUE!('

细胞中大量扩增#均获得了较高滴度的重组腺病毒*

这为
DC+&L

基因功能和肝癌免疫治疗的研究奠定了基础*
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