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摘要院目的 构建 BALB/c 小鼠 MHC玉类基因的逆转录病毒表达载体并探讨该基因在 C57BL/6 小鼠造血细胞中的表达遥
方法 由逆转录病毒载体 pMSCV 介导袁将 BALB/c 小鼠的 H-2Dd 基因导入 C57BL/6 小鼠的造血细胞中袁并用逆转录聚

合酶链反应和流式细胞仪检测转染后基因的表达遥结果 用 EcoR玉和 Xho玉双酶切鉴定证实袁H2Dd 基因正确插入载体

pMSCV遥重组逆转录病毒感染的 C57BL/6 小鼠造血细胞整合了 BALB/c 小鼠的 H2Dd 基因袁且能转录为 mRNA袁在其细

胞膜上有 H2Dd 分子的表达遥结论 成功构建小鼠 H-2Dd 编码基因的逆转录病毒载体袁该基因已稳定地整合进 C57BL/6

小鼠造血细胞的基因组内袁且在细胞中得到表达遥
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Abstract: Objective ToconstructtheretroviralexpressionvectorofBALB/cmouseH-2Dd geneandstudyitsexpressionin

C57BL/6 mousehematopoieticcells (MHC). Methods A retroviralvectorpMSCVencodingH-2Dd genewastransducedinto
thepackagingcelllinePT67bylipofectin,andthehematopoieticcellsofC57BL/6(H-2Dd negative) were infectedbytheabove

viralsupernatant. Reversetranscriptase-polymerasechainreactionandflowcytometrywereemployedtoexaminetheexpres-
sion of H-2Dd ontheinfectedcells. Results ThecDNAencodingH-2Dd wascorrectlyinsertedintothevectorpMSCV, as

confirmed byrestrictionendonucleasedigestion. TheH-2Dd gene was integrated into t h e C57BL/6 mousehematopoieticcell
genomeandexpressedonthecellsurface. Conclusion RecombinantH-2Dd ofBALB/cmouseretroviralexpressionvectorhas

beensuccessfullyconstructedanditsexpressionobtainedinC57BL/6 mousehematopoieticcells, whichmayfacilitatefurther
studyofthefunctionofMHCintransplantationimmunology.
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主要组织相容性复合体渊major histocompatibility

complex袁MHC冤分子是机体识别自我和非我的标志

性分子遥从进化角度来看袁多细胞生物需要有一种机

制来识别自身细胞及辨认外来抗原袁并以某种方式清

除外来抗原遥有关外来抗原如何递呈尧效应细胞如何

起作用的机制已经研究得较为清楚遥但是随着器官移

植特别是骨髓移植在医学中的应用袁原本递呈其他抗

原的 MHC 分子本身成了递呈的对象袁而这在自然界

中是很难出现的袁此时嵌合体中免疫识别就变得非常

复杂遥本研究通过逆转录病毒载体介导袁将 BALB/c

小鼠的 MHC玉类基因 H-2Dd 导入到 C57BL/6 小鼠的

骨髓造血细胞袁为进一步研究 MHC玉类分子在移植

免疫中的作用提供实验基础遥

1 材料和方法

1.1 动物

雌性 BALB/c(H2d)尧雄性 C57BL/6(H 2b)近交系

小鼠袁6~8 周龄袁体质量 18~22g袁由第一军医大学实

验动物中心提供遥
1.2 质粒

逆转录病毒载体质粒 pMSCV尧病毒包装细胞

PT67 购 自 Clontech 公 司袁含 H-2Dd cDNA 的质粒

pGEM-H2Dd 为本课题组构建遥
1.3 主要试剂

脂质体尧G418 (geneticin)尧造血细胞生长因子尧
DMEM 培养基和限制性内切酶均购自 Gibco 公司遥
胎牛血清购自 Hyclone 公 司遥 逆转录试剂盒购自

Promega公司遥异硫氰酸荧光素渊FITC冤标记抗小鼠

H2Dd 单克隆抗体购自 PharMingen 公司遥DNA 相对

分子质量标准 DL-2000 及 姿/Hind 芋 Marker 购自大

连宝生物工程公司遥
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图 1 重组质粒 pMSCV-H2Dd 酶切鉴定

Fig.1 Identification of pMSCV-H2Dd plasmid by
EcoR 玉and Xho玉

LineM1:DL-2000marker;LineM2: 姿/Hind 芋 Marker;Line1,2:

pMSCV-H2Dd plasmiddigestedby EcoR玉and Xho玉

1.4 逆转录病毒表达质粒 pMSCV-H2Dd 的构建

EcoR玉和 Xho玉双酶切质粒 pGEM-H2Dd 后袁
低溶点琼脂糖凝胶回收酶切的 H-2Dd cDNA 片段遥回

收的 H-2Dd cDNA 片段与经同样双酶切的 pMSCV

载体用 T4DNA 连接酶连接袁转化入 JM109 钙化菌

中袁提取重组质粒 pMSCV-H2Dd 进行 EcoR玉和 Xho
玉双酶切鉴定及测序遥
1.5 重组病毒的包装及病毒滴度的测定

参照脂质体说明书袁用脂质体介导逆转录病毒表

达质粒 pMSCV-H2Dd 转染包装细胞 PT67遥筛选抗性

克隆并用 NIH3T3 细胞测定病毒滴度咱1暂遥
1.6 逆转录病毒对 C57BL/6 小鼠造血细胞的感染

方法见文献咱2暂袁以 1伊106/ml C57BL/6 小鼠骨髓

细胞接种到 25ml 的培养瓶中遥加入含 20%胎牛血清

的 DMEM 培养液袁同时加入造血细胞生长因子院重

组人干细胞因子(SCF) 50ng/ml尧粒系巨系集落刺激

因 子渊GM-CSF) 200 U/ml尧白细胞介素 -3渊IL-3)200

U/ml遥将培养瓶置 37 益尧5% CO2 培养箱中培养 3 d遥
1000r/min尧5min 离心收获细胞遥用含 20%胎牛血清

的 DMEM 培养液重悬细胞袁调整浓度至 1伊106/ml遥加

入多聚季胺 8mg/ml尧1ml 滴度为 3.4伊106 cfu/ml 的病

毒液及新鲜的造血因子遥置 37 益尧5% CO2 培养箱中

培养 2 d遥
1.7 反转录聚合酶链反应渊RT-PCR冤检测病毒感染后

造血细胞 H2Dd 基因的转录

根据文献咱3暂设计 RT-PCR 引物 5'-TAATGAAT

TCATGG GGGCGATGGCTCCG-3' 和引物 5'-TATC

TCGAGTTATCACACACT TTACAA-3'袁提取病毒感

染后细胞 mRNA袁参照逆转录试剂盒进行 RT-PCR袁
1.5%琼脂糖凝胶电泳检测遥
1.8 流式细胞术检测造血细胞表面 H2Dd 分子

病毒感染后造血细胞与 FITC 标记的抗小鼠

H2Dd 单抗 37 益下孵育 1 h 后袁上流式细胞仪检测细

胞表面的 H2Dd 表达遥

2 结果

2.1 重组质粒 pMSCV-H2Dd 的酶切及测序鉴定

根据插入片段上的 EcoR玉和 Xho玉 位 点袁用

EcoR玉加 Xho玉双酶切后袁琼脂糖电泳可见 1100bp

大小片段渊图 1冤袁表明目的基因插入载体袁重组成功遥
pMSCV-H2Dd 经大连宝生物工程公司测序表明袁与

文献咱3暂报道序列完全相同袁阅读框与设计相符遥
2.2 重组病毒的包装及病毒滴度的测定

用脂质体将 pMSCV-H2Dd 质粒 DNA 转染 PT67
病毒包装细胞袁2 4 h 后加 500 滋g/mlG418 进行选择培

养遥3 d 后细胞开始死亡袁1 0 d 后大部分细胞死亡袁仅见

散在的抗 G418 细胞团袁2 周后逐渐形成肉眼可见的

抗性细胞克隆遥所得病毒滴度最高可达 3.4伊106cfu/ml遥
2.3 病毒感染后 C57BL/6 小鼠造血细胞 H2Dd 基因转

录的检测

转染后 C57BL/6 小鼠造血细胞 mRNART-PCR

扩增产物为 1100bp (图 2)袁说明其整合了 H2Dd 基

因袁且可以转录为 mRNA遥

2.4 流式细胞术检测细胞表面 H2Dd 抗原的表达

空载体 pMSCV 转染及未转染的 C57BL/6 小鼠造

血细胞的荧光染色分别为 1.7%和 1.9%袁pMSCV-

H2Dd 转染后的 C57BL/6 小鼠造血细胞荧光染色为

47.2%渊图 3冤遥说明转染后的 C57BL/6 小鼠造血细胞细

胞膜上有 H2Dd 抗原的表达遥
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图 2 RT-PCR 产物的琼脂糖凝胶电泳

Fig.2 Agarose gel electrophoresis of the reverse
transcriptase-PCR products

LineM:DL-2000marke;Line1:C57BL/6mousehematopoietic

cellsinfectedbyblankviralvector;Line2,3:C57BL/6mouse

hematopoieticcellsinfectedbyreconstructedviralvector

bp

bpbp

第 12 期 吴岚晓,等.MHC玉类基因逆转录病毒表达载体的构建及其在造血细胞中的表达 1077窑 窑



0.1 1 10 100 1000
PE

A

0.1 1 10 100 1000
PE

B

0.1 1 10 100 1000
PE

C

图 3 造血细胞表面 H-2Dd 的表达

Fig.3 Expression of H -2Dd molecule o n the surface o f hematopoietic cells
A:Non-infectedC57BL/6mousehematopoieticcells;B:C57BL/6mousehematopoieticcellsinfectedbyblank

viralvector;C:C57BL/6mousehematopoieticcellsinfectedbyreconstructedviralvectorwithH-2Dd gene

3 讨论

逆转录病毒载体作为携带外源 DNA 的工具之

一袁因其高效转导和稳定的特性而发展迅速袁已广泛

应用于基因的组织特异性转移尧cDNA 的表达尧动物

实验模型及携带人类基因等多方面的研究遥但以往的

逆转录病毒载体只能把克隆到的基因稳定地整合于

有丝分裂相细胞的基因组中袁而对一些增殖能力差的

细胞袁如人的造血细胞尧胚胎干细胞尧胚胎癌性细胞

等袁转导效率往往很低袁这些细胞通常很难建立稳定

的表达细胞系遥本研究组应用的逆转录病毒 MSCV

克服了这些限制袁MSCV 是一种鼠类的干细胞逆转

录病毒袁pMSCV 载体上构建了一段特殊的长末端重

复序列渊LTR冤袁它来自鼠类的 PVMV 病毒袁不同于常

见的 MoMuLV 病毒的 LTR 序列袁并经过点突变和缺

失修饰袁能消除干细胞中的转录抑制现象袁因此能够

侵染许多复合功能的细胞咱4袁5暂遥同时袁要提高转染效

率袁必须用多种细胞因子刺激造血细胞增殖咱6暂遥已知

重组 IL-3 作用于早期祖细胞袁是促进多向造血祖细

胞增殖所必需的生长因子遥GM-CSF 作用于晚期造血

细胞遥SCF 是一种多系刺激因子袁直接作用于造血干

细胞和多向造血祖细胞袁促进其增殖袁同时还与上述

造血细胞生长因子具有协同作用 遥 本 研 究 组 用

IL-3+SCF+ GM-CSF 三种细胞因子可明显刺激造血

细胞增殖袁在骨髓造血细胞加入上述细胞因子 1 0 d

后检测发现细胞数量明显增加遥实验结果显示重组逆

转录病毒载体转染后的 C57BL/6 小鼠造血细胞能转

录为 mRNA袁并在细胞膜上有 H2Dd 抗原的表达袁提

示 H2Dd 基因已稳定地整合进 C57BL/6 小鼠造血细胞

的基因组内袁且在造血细胞中得到稳定表达遥

不少研究观察到袁采用逆转录病毒载体构建的重

组体被转移到受体细胞后袁有时会在细胞传代 10 代

以上后发生不明原因的和无规则性的外源基因或载

体的部分丢失袁往往增加了筛选工作的难度咱7暂遥不过袁
本研究中细胞传代 15 代后仍未遇到此现象遥

BALB/c 小鼠的 MHC 基因逆转录病毒表达载体

的构建成功及其在 C57BL/6 造血细胞中获得表达为

进一步研究 M H C I类分子在移植免疫中的作用奠定

了基础遥
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