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随着分子生物学(细胞生物学和免疫学等研究的进展#肿

瘤疫苗逐渐成为肿瘤免疫治疗的热点#但目前研发的临床实验
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ÎL>

细胞爬片(脂质体法转染后
!*J

#取出爬

片进行细胞免疫化学染色#检测
'N<

U

!

蛋白在细胞水平的表

达情况'

@2A2C

!

'N<

U

!

杆状病毒表达载体的构建
!

用
:.<8

'

"

\J<

'

双酶切质粒
'H

"

'N<

U

!

和
U

0>G=,>.%

杆状病毒表达载体#回收

后用
'*

连 接 酶 连 接 目 的 片 段 与 载 体#连 接 产 物 转 化

:2.<L@]̂ ">

感受态细胞#涂布
-,

"

&M

U

培养平板#

$)g

过夜

培养&随机挑取单菌落增菌并提取质粒
]9&

#双酶切及测序鉴

定正确后#得到杆状病毒表达载体命名为
U

0

"

'N<

U

!

'

@2A2D

!U

0

"

'N<

U

!

转染与
,>.M@P

鉴定
!

将
%

)

-

U

0

"

'N<

U

!

杆

状病毒表达载体转染
%##

)

-:2.<L@]̂ %#S>.

感受态细胞#冰

浴
$#M@A

#

*!g

热激
*"G

#加入
+##

)

--,

培养基(

$)g

(

%3#

N

"

M@A

培养
*J

#筛选培养板$含
%##

)

E

"

M-\6

E

>L

(

*#

)

E

"

M-

5D'B

(

"#

)

E

"

M-

卡那霉素(

%#

)

E

"

M-

四环素(

)

)

E

"

M-

庆大

霉素%

$)g

培养
*3J

#蓝白筛选阳性克隆#参照
;292&2DC@6

P@DNI

U

4@=

说明书分离重组杆粒
]9&

$

,>.M@P

%#用
U

1(

"

C%$

鉴定引物进行
D(8

鉴定#并命名为
'N<

U

!,>.M@P

'

@2A2I

!

,>.M@P

转染
'9"

昆虫细胞制备
8SH%

)

-'N<

U

!6S>.6

M@P

与
%#

)

-

转染试剂混合#依据
(ILLKI.=@A

(

8I>

E

IA=

说明书

操作转染
'A"

昆虫细胞#

!)g

培养
7J

#更换
;K6+##

(

;0C

继

续培养#至转染细胞出现病变现象表明杆粒转染成功#收集上

清液获得第一代病毒
D%

#传代扩增病毒进行滴度测定#至滴度

达到$

"/%#

)

#

%#

3

%

U

KT

"

M-

#收集病毒命名为
'N<

U

!N,R

'

@2A2J

!

'N<

U

!R-DG

制备与纯化
!

以
B>

E

N,R

$本室保存%和

'N<

U

!N,R Cb5

比例为
%h%#

共感染
'9"

昆虫细胞#感染

)!J

后收集培养上清液#经
e;C6b$;D

"

"#

蛋白质浓缩仪浓缩

后#蔗糖梯度密度离心$从管口至管底质量"体积百分比浓度梯

度依次为
%#i

(

%

%#i

#

$#i

(

%

$#i

#

"#i

%#从管底依次收

集不同片段#无钙镁
D,;

洗涤纯化'

@2A2K

!

蛋白免疫印迹鉴定表达
!

以
;];6D&B:

及蛋白免疫

印迹法分别检测收集片段的目的蛋白表达#依据常规方法进

行#将上述标本跑
;];6D&B:

电泳#考马斯亮蓝染色&同时

;];6D&B:

胶上目的蛋白用电转移法转移至硝酸纤维素膜

上#分别用
;5R6B>

E

和
'N<

U

!

抗体检测目的蛋白表达'

@2A2L

!

电镜观察
!

取制备好的
'N<

U

!R-DG

#滴一小滴于铜

网上#使有支持膜的表面与样品液表面接触#稍晾干#

%i

磷钨

酸溶液负染晾干后#

@̂=>.J@6̂ )"##

透射电镜观察制备好的

R-DG

形态结构'

A

!

结
!!

果

A2@

!

构建
'N<

U

!

真核表达载体(杆状病毒表达载体及包膜定

位表达情况
!

新生鼠组织$肌肉(小肠(肾脏(肺脏(心脏(肝脏

及脑%中提取的
89&

#

8'6D(8

法扩增
'N<

U

!

基因#结果显示

在肌肉(肾脏中扩增出
+)#S

U

目的条带#连接
'

克隆载体(

:.<8

'

"

\J<

'

双酶切鉴定大小正确#

]9&

测序结果比对#获

得测序正确的
'H

"

M'N<

U

!

目的基因#见图
%

'

!!

%

#

)

!不同鼠组织
'N<

U

!D(8

产物&

C

!

]-!###C>NVIN

'

图
%

!!

'N<

U

!

基因
8'6D(8

结果

!!

目的基因克隆入
U

(&BBG

真核表达载体$

*)+#S

U

%和

U

0>G=S>.%

杆状病毒表达载体$

*)"#S

U

%#

:.<8

'

"

\J<

'

双酶

切鉴定结果显示目的片段
+)#S

U

#条带大小正确#见图
!

#测序

结果经比对与目的基因
'N<

U

!

一致#成功构建了真核表达载

体
U

(

"

'N<

U

!

和杆状病毒表达载体
U

0

"

'N<

U

!

'

!!

%

!

U

(

"

'N<

U

!

真核表达载体&

!

!

U

0

"

'N<

U

!

杆状病毒表达载体&

C

!

]-!###C>NVIN

'

图
!

!!U

(

'

'N<

U

!

#

U

0

'

'N<

U

!

载体酶切鉴定

!!

%

!空白组&

!

!转染
U

(&BBG

阴性对照组&

$

!转染
U

(

"

'N<

U

!

表达载

体组&

C

!

]-!###C>NVIN

'

图
$

!!

W,

检测
'N<

U

!

表达

!!

蛋白免疫印迹鉴定
'N<

U

!

在
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异条带#见图
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#证实转染了
U

(

"

'N<

U

!

表达载体的
ÎL>

细胞

成功表达
'N<

U

!

蛋白'细胞免疫化学方法结果显示对比
9(

组可见
'N<

U

!

组在细胞膜高表达#见图
*

#证实表达产物锚定

于胞膜'

!!

9(

!转染
U

(&BB;

阴性对照组&
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U

!

!转染
U
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"

'N<

U

!

真核表达

载体组'

图
*
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免疫组化检测
'N<

U

!

真核表达定位

A2A

!

'N<

U

!,>.M@P

鉴定结果
!

杆状病毒表达载体
U

0

"

'N<

U

!

转座
:2.<L@]̂ %#S>.

菌株#白色克隆为阳性克隆#应用鉴定引

物$

U

1(

"

C%$

%进行
D(8

鉴定(分离杆粒#显示
%

!

(

!

!

扩增出

目的片段
$!)#S

U

$

!$##S

U

j+)#S

U

%和阳性对照片段$

!+##

S

U

%#证实目的基因已整合入杆粒#命名为
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!,>.M@P
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图
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鉴定结果

A2B
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嵌合
'N<

U

!R-DG

的制备与鉴定
!

'N<

U

!,>.M@P

转染细

胞
"P

后#细胞逐渐增大(肿胀#渐脱离贴壁培养状态#对比正

常对照组(转染组结果表明杆粒转染成功#见图
7

'上清传代

扩增培养#按照
B>

E

N,R

与
'N<

U

!N,R Cb5

比例
%h%#

共感

染
'9"

细胞大量制备
R-DG

#浓缩纯化收集不同密度层蛋白片

段#蛋白免疫印迹分析
R-DG

纯度#分析结果可见洗脱后在

$#i

#

"#i

蔗糖浓度层
R-DG

片段含量最大#见图
)

'
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图
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细胞后
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!
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蔗糖浓度层
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%#i

#
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R-DG
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蔗糖浓度层
R-DG
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图
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W,

检测
R-DG

组装效率

A2C

!

电镜观察
!

透射电镜负染结果表明视野中出现结构完

整(颗粒大小均一的
R-DG

#其直径大小为
%%#

#

%!#AM

与
E

>

E

R-DG

直径大小相似$直径大小约
%%#AM

%#表明该方法能产生

结构完整的
R-DG

#见图
3

'

图
3

!!

透射电镜观察
R-DG
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!

讨
!!

论

肺癌是当前世界上发病率较高的恶性肿瘤#随着免疫治疗

研究的不断深入#以肿瘤特异性抗原为基础的疫苗研究备受关

注)

+

*

#

R-DG

疫苗研发技术成为肿瘤疫苗研发的新策略之一#

为肿瘤的预防和治疗开辟了新的途径'

膜表面糖蛋白
'N<

U

!

在多种上皮来源的恶性肿瘤中过表

达#在肿瘤细胞
!

殖及决定恶性表型中发挥重要作用#定位于

胞膜表面使其成为抗体和抗体依赖的细胞介导的细胞毒性作

用$

&]((

%的理想靶点#尤其是对那些缺乏有效表达
C (̂

'

类分子而不能呈递抗原于细胞毒
'

细胞的肿瘤细胞具有更重

要的抗原递呈意义)

%#
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R-DG

因抗原呈现好(制备简便安全性
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'考虑到
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之间相互作

用出胞并形成
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#外源蛋白胞内表达定位直接影响
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'N<

U

!
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表达制备#选

择
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D"$

表达水平上调可能是其抑制细胞增殖的机制'

(]%$$

是

肿瘤干细胞的广谱标志物之一#

&,(B!

是肿瘤细胞逃避药物

作用的标志物之一#

5(&C6%

是一细胞黏附分子#在肿瘤的侵

袭和转移过程中发挥重要作用#细胞免疫荧光方法显示!随着

顺铂浓度的增加#

(]%$$

(

&,(B!

(

5(&C6%

的表达增强#因此

可知#顺铂刺激了肿瘤干细胞耐药机制的加强'

综上所述#顺铂作用于肝癌
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肿瘤干细胞后#可能通

过上调肿瘤标记物
D"$

(

.>G

U

>GI6$

(

.>G

U

>GI63

表达#从而抑制人

Î

U

B!

肝癌细胞的生长#并抑制人
Î

U

B!

肿瘤细胞的迁移愈

合#且随着药物浓度增加而抑制作用增强'但是顺铂在应用于

肝癌患者后普遍出现耐药现象#对于其耐药机制的研究还有待

于进一步完善)
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