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摘要!目的 构建编码 Her2/neu膜外第一受体区%全长膜外区%膜外及跨膜区 3个蛋白的重组腺病毒真核表达载体#为

信号传导和免疫研究建立实验材料& 方法 RT-PCR 扩增出 3个目的片段的 cDNA #克隆进 pAdTrack-CM V 穿梭质粒#

在 BJ5183细菌内同源重组形成腺病毒质粒#脂质体法转染 293细胞后#荧光显微镜观察病毒噬斑形成和绿色荧光蛋白

表达#W esternblot检测目的蛋白的表达& 结果 PCR 扩增出了预定大小的目的基因 cDNA 片段#测序结果和 GenBank

完全相符&病毒质粒转染 293细胞后形成了病毒噬斑#绿色荧光蛋白和目的蛋白均获得表达&目的蛋白的表达量随着病

毒 感 染 复 数 的 升 高 而 增 加& 结 论 成 功 地 构 建 了 在 真 核 细 胞 中 表 达 Her2/neu 膜 外 及 跨 膜 区 蛋 白 的 腺 病 毒 载 体#为

Her2/neu膜外及跨膜区蛋白的功能研究提供了材料基础&
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=>$%&:;%? @0A-;%)2- Toconstructeukaryoticexpressionvectorsusingrecombinantadenoviruscontainingthegenefragments
encoding Her2/neu extracellularfirstligand-binding domain (Her2-ECD),full-length extracellulardomain (Her2-ECD),and

extracellularand transmembranedomain (Her2-TM ). B-%4",$ ThecDNAswereamplified by RT-PCR and inserted into

shuttlepAdTrack-CM V plasmids.Viralplasmidswereobtainedfrom homologousrecombinationin!"#$%& BJ5183,and trans-
fectedinto293cellsvialiposome.Formationofviralplaqueandexpressionofgreenfluorescentproteinwereobservedbyflu-

orescencemicroscopy, andthetargetproteinsweredetectedbyW esternblotting. C-$’<%$ ThetargetcDNA fragmentswere

amplifiedbyPCR withexpectedlengthsandtheDNA sequenceswereconfirmedagainstGenbank.Formationofviralplaque,

expression ofgreen fluorescentprotein and the targetproteinswere detected in 293 cellstransfected by the viralplasmids,

whichshowedelevatedexpressionofHer2/neuproteinwiththeincreaseofmultiplicityofinfection (M OI). D"*(<’$)"* The
eukaryotic expression vectorsusing recombinantadenovirushave been successfully constructed forexpression ofHer2/neu

extracellularandtransmembranedomains.

E-F G"&,$? Her2/neugene;vector;geneclone;recombinantadenovirus

Her2/neu 不但是细胞膜上重要的酪氨酸激酶信

号传导通路的受体#而且它的膜外区和跨膜区具有很

强的免疫原性# 比全长 Her2/neu基因能更有效的诱

导保护性的免疫应答 (1,2)#因此作为免疫性抗原更具

有价值& 为此#我们分别构建表达 Her2/neu基因膜外

第一受体区(Her2-ECDs)#全长膜外区(Her2-ECD)和

全长膜外跨膜区(Her2-TM )蛋白的重组腺病毒载体#
为研究酪氨酸激酶信号通路和抗肿瘤疫苗治疗打下

物质基础&

1 材料和方法

1.1 材料

Her2高表达的 SK-BR-3乳腺癌细胞株# 本科生

物治疗中心保存’人胚肾 293 细胞株#由本校丁振华

教授惠赠&表达绿色荧光蛋白!GFP"的 pAdtrack穿梭

质 粒 % 已 转 化 5 型 腺 病 毒 骨 架 质 粒 Adeasy-1 的

BJ5183菌株由本校鲁枫博士惠赠& 逆转录反应试剂

盒购自上海申能博采生物工程公司& Pfu-DNA 聚合

酶 PCR 试剂盒%DNA 加 A 试剂盒%DNA 胶回收试剂

盒购自上海生物工程公司& pM D18-T 载体连接试剂

盒为大连 Takara产品& W izardPlusSV DNA 纯化试剂

盒和内切酶为 Prom ega公司产品&引物合成和测序由

上海生物工程公司完成& Polyfect转染试剂为 Qiagen

产品’Her2-ECD 的 Ab-20单抗为 Neo-m arker产品&
1.2 引物的设计

用 软 件 Prim erPremier5.0 在 Her2 的 cDNA 全

长序列!Genbank$|M 11730.1|P04626 |"中设计 3 对引
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图 1 RT-PCR 扩增 Her2-ECDs,ECD 及 TM 蛋白基因

!"#$% &’-()& *+, -.,/-0)123 0)1 456 ’7 819:
LaneA:Her2-ECDs;LaneB:Her2-TM ;LaneC:Her2-ECD
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物 !引 物 1"5'-TGAGCACC:’;GAGCTGGC-3'# 引

物 2"5'-)’:CGGCAGAAATGCCAGGCTCC-3'# 引

物 3"5'-)’:GCAGCCCTTGTCATCCAG-3'#引物 4"
5'-)’:CTGCCGTCGCTTGATGAGGAT-3'! 引物 1

含起始密码子!引物 2!3!4加上终止密码子$ 引物 1

和 引 物 2 扩 增 Her2-ECDs%143U-1284L!M 1-P378&!
引 物 1 和 引 物 3 扩 增 Her2-ECD %143U-2076L!
M 1-C642&! 引 物 1 和 引 物 4 扩 增 Her2-TM

%143U-2187L!M 1-Q679&$
1.3 目的基因的扩增

以 Trizol法从 SK-BR-3细胞株中提取的总 RNA

为模板!引物 4为特异性逆转录引物!逆转录酶 M M -

LV!37!!1h#70!!!10min!合成 cDNA$ 以 cDNA2!l
为模板!PfuDNA 聚合酶 PCR 扩增$反应条件"94!!
1 min#94 ! !30 s#58 ! !45 s#68 ! !5 min 30 s

(ECD! TM )or3 m in (ECDs)#共 !" 个 循 环#68!!7
m in$ 琼脂糖凝胶电泳!紫外灯下观察电泳带$
1.4 目的基因的 PM D18-T 载体克隆和转化大肠杆菌

PCR 产物纯化后!用 DNA 加 A 试剂盒使其末段

加上 A!胶 回 收!加 入 T4 DNA 连 接 酶!与 pM D18-T

载体!16!!连接 30min$ 按文献’3(转化用氯化钙法

制备大肠杆菌 DH5"感受态! 涂布于含 2% X-gal!7!l
20% IPTG 和 50!g/ml氨苄抗性的 LB 平板上!37!
倒置平皿培养 18~20h$
1.5 目的 DNA 片段与 pAdTrack载体的连接和转化

用 Prom egaW izard PlusSV DNA 纯化试剂盒制

备质粒 DNA ! !"##和 $%&R$双酶切筛选正确的重

组 pM D18!目的基因测序正确后!将 pAdTrack-CM V

载体和重组 pM D18的 DNA 用 ’()%和 *+)d&双酶

切!胶回收目的片段$加入 T4DNA 连接酶!22!连接

3h!按 1.4的方法转化转化大肠杆菌 DH5"!,-%%酶

切筛选连接正确的质粒$
1.6 细菌内同源重组构建 Her2-ECDs,ECD 和 TM 病

毒质粒

将 pAdTrack-CM V 重 组 穿 梭 质 粒 DNA 经 ,.#
%酶切线性化!胶回收纯化!按 1.4方法将 2!gDNA
转化含腺病毒骨架质粒 Adeasy-1 的 BJ5183 感受态

细菌!铺卡那抗性的平板$ 经 20h培养后!挑取菌落

摇菌!SDS 碱裂解法’3(小量提取质粒 DNA$ ,-%%酶

切筛选正确质粒!
1.7 重组腺病毒载体的产生和筛选

碱裂解法 ’3(大量提取重组病毒质粒 DNA!各取

12!g!经 ,-%%酶切后!用酚 /氯仿法抽提纯化$ 加

40!lPolyFect转染试剂到 DNA 溶液中!转染 293细

胞 !37!)5% CO2 培 养 2 h 后 ! 用 1.25% 琼 脂 糖 和

3.75% FBS 的 DM EM 混合培养基覆盖$ 以后每 3~4d

补加混合培养基 1.5ml直至病毒噬斑形成$
1.8 病毒的筛选和扩增

挑出单个病毒噬斑! 感染培养的 293细胞!48h
后按文献’4(采用 Hirt试 验 提 取 病 毒 DNA!PCR 筛

选$ 将含目的片段 DNA 的病毒感染的 293 细胞悬

液#20!~37!!冻溶 3 次!离心!取上清!加 50 !l到

近 80% 融合的 293细胞的 6孔板中$ 达到完全细胞

病变效应时振摇收集细胞悬液$冻溶 3次!离心!取病

毒上清$
1.9 W estern blot检测 293 中 Her-ECDs,ECD 和 TM

蛋白的表达

分别用纯化的表达 Her2-ECDs, ECD 及 TM 的

重组腺病毒以感染复数 %M OI&=100# 表达 Her2-TM

的 重 组 腺 病 毒 分 别 按 M OI为 8"103!1.6"103!3.2"
102!64!13感染 1"106 293细胞 48h后!收集细胞!按

文献’3(操作$ 蛋白信号由 ECL 试剂盒检测$ 成像后

的 胶 片 在 凝 胶 成 像 分 析 系 统 上 测 定 灰 度 值 $ 以

M OI=13的灰度值作为参照!计算每个梯度与其的比

值%相对值&进行分析$ 对于不同 M OI感染 293细胞

的蛋白测定!试剂用量及处理过程均相同$

2 结果

2.1 Her2/neu膜外及跨膜区基因 RT-PCR 结果

通过 RT-PCR 扩增出了 Her2-ECDs!ECD 及 TM

三个目的基因片段! 长度分别为 1147bp!1940bp和

2051bp$ 凝胶电泳显示条带清楚!特异性好%图 1&$

2.2 重组 PM D18载体的目的基因的测序

测序结果经 Blast比较%RID"1084341062-12428-
209726979065.BLASTQ3&!序列完全正确$ TM 片段

基因在跨膜区第一和二个氨基酸%644和 645&密码子

均 为 GTC! 即 缬 氨 酸 %val&-缬 氨 酸 %val&! 这 是

Her2/neu 基 因 多 态 性 在 这 个 位 点 出 现 的 频 率 最 低

(1.2% )的一种排列$
2.3 Her2-ECDs, ECD 及 TM 的 重 组 腺 病 毒 质 粒
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图 2 Her2-ECDs,ECD 及 TM 的重组腺病毒质粒 DNA

!"#!酶切鉴定

!"#$% &’()*"+",-*".) .+ */( ")0(1*(’ 234 ")
1(,.56")-)* -7().8"1-9 :9-05"’0 ();.7")<
=(1%->?20@ >?2 -)7 AB C"*/ !"#!

LaneA:Her2-ECDs;LaneB:Her2-ECD;LaneC:Her2-TM

图 3 线性化病毒质粒 DNA 转染 293细胞后 4!7!10天 GFP 的表达和病毒噬斑形成

D"<$E >F:1(00".) .+ G!H I)7 8"1I9 :9IJK( +.15I*".) .) 7IL0 M@ N@ I)7 OP ") %QE
,(990 *1I)0+(,*(7 RL 9")(I1"S(7 8"1I9 :9I05"70 !Originalmagnification:!100"
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图 4 Her2-ECDs,ECD 和 TM 蛋白在 293细胞

中的表达

D"<$M >F:1(00".) .+ =(1%->?20@ >?2 I)7
TU ") %QE ,(990

LaneA:Predictedmolecularweightofproteins;Lane

B:Negativecontrol;LaneC:Her2-ECD;LaneD:

Her2-TM ;LaneE:Her2-ECDs

图 5 不同 M OI的 Her2-TM 重组腺病毒感染 1!106 293
细胞 48h后蛋白表达差异

D"<$V 45.K)* .+ =(1%-TB (F:1(00".) ") O!OPW %QE ,(990
")+(,*(7 RL 1(,.5R")I)* I7().8"1K0 .+ 7"++(1()* BX&0
LanesA-E correspondtoM OIof8!103,1.6!103,3.2!102,64and

13,respectively

A B C D E

DNA的 !"#!酶切鉴定

正 确 的 Her2-ECDs#ECD 及 TM 的 重 组 腺 病 毒

质粒应见到 3.5kb或 4.5kb#以及 30kb附近的两条带#
凝胶电泳显示获得了正确的重组腺病毒质粒!图 2"$

2.4 脂质体转染线性化病毒质粒 DNA 到 293细胞

在转染后第 4 天#可见到明显的绿色荧光#第 7

天荧光进一步增强# 第 10天见到明显的病毒噬斑产

生!图 3"$
2.5 W esternblot检测 293中 Her2-ECDs,ECD 和 TM

蛋白的表达

结果显示#Her2-ECDs, ECD 和 TM 蛋白在 293

细胞中获得了表达# 蛋白表达量随着 M OI的升高而

增高$ 以 M OI=13的灰度值作为参照#在 M OI为 13#
64#3.2!102#1.6!103#8!103 时# 相 对 比 值 分 别 为 1#
1.1#1.5# 2.7#3.3$ 见图 4%5$

3 讨论

Her2/neu原癌基因编码 p185跨膜蛋白# 是酪氨

酸激酶信号通路的重要受体#通常也被认为是一种自

身抗原 &5’#主要在胚胎发育期间表达#在成人正常组

织极少表达 &6’#但超过 1/3的乳腺癌和卵巢癌组织中

存在 Her2/neu原癌基因扩增和 /或过度表达&7’$ 如何

打破肌体已经产生的免疫耐受# 诱导针对 Her2/neu

基因产物的有效应答#是 Her/neu疫苗研究的重点$
以 Her2/neu 膜 外 区 和 跨 膜 区 作 为 靶 向 抗 原 基

因#对 Her2/neu 而言#首先#避免了整个原癌基因被

完整表达#在体内有潜在的转化危险$为避免上述问题#
人们以 Her2/neu为抗原基因时通常对其进行修饰&8’$
其次#除了完整的自我蛋白抗原能否诱导免疫应答存

在着疑问之外# 用与人 Her2/neu蛋白高度同源的完

整小鼠 neu基因病毒载体疫苗诱导小鼠的免疫应答

已有失败的报道 &9’#更多一致的观点是截尾的 Her2/

neu 基因诱导的免疫应答的效率比完整的 Her2/neu

基因明显为高&1,2,9’$
!下转 1647页"
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腺病毒因其具有安全性较好#感染能力强#可感

染各细胞周期的细胞#蛋白表达量高#不整合到宿主

的染色体中#没有插入性突变而成为基因转染和治疗

常用的载体$10-12%& 目前#制备重组腺病毒主要方法是#
同源重组产生能在包装细胞系!293 或 911 等"复制

的缺陷型腺病毒# 由包装细胞系提供其缺失的基因&
然后通过在包装细胞形成的噬斑筛选获得需要的重

组病毒& 虽然这种方法已被证明非常有效#但是存在

着同源同组效率低下#需要多轮次的反复噬斑纯化和

花费时间较长等缺点&为此#BertVogelstein等开发了

新的腺病毒重组系统! AdeasyTM 系统#它有如下特

点’(1) 骨架载体包含腺病毒以超螺旋形式存在的大

部分基因组#勿需酶切((2)重组在大肠杆菌#而不是

在哺乳细胞内进行((3)利用细菌内的高效同源重组#
不需连接步骤((4)载体可以插入 10kb以上的基因序

列 和 在 同 一 病 毒 内 允 许 表 达 多 个 目 的 基 因 ((5)将

GFP 基因并入腺病毒骨架质粒# 可以直接地观察转

染和感染的效率& 这些特点使同源重组效率大为提

高#简化了噬斑纯化#只需较短的时间就可以生产出

有用的重组腺病毒$12%& 据此#我们利用 AdeasyTM 系

统成功地构建了表达 Her2-ECDs, ECD 和 TM 基因

蛋白的重组腺病毒#为进一步的免疫研究打下基础&

参考文献!
$1% AmiciA, SmorlesiA, Noce G, etal. DNA vaccination with

full-lengthortruncatedneuinducesprotectiveimmunityagainstthe

developmentofspontaneousmammarytumorsin HER-2/neu trans-

genicmice$J%.GeneTher,2000,7(8):703-6.

$2% Chen Y,Hu D,Eling DJ,etal.DNA vaccinesencoding full-length

ortruncated Neu induce protective immunity againstNeu-express-

ingmamm arytumors$J%.CancerRes,1998,58(9):1965-71.

$3% J.萨姆布鲁克,D.W .拉塞尔著.黄培堂,王嘉玺,朱厚础,等译.分

子克隆实验指南$M %.第 3版,北京:科学出版社,2002:26-34.

$4% DL.斯佩克特,RD.戈德曼,LA.莱因万德著.黄培堂,译.细胞实验

指南$M %.北京:科学出版社,2001:827-9.

$5% CheeverM A,DisisM L,Bernhard H,etal.Immunity to oncogenic

proteins$J%.ImmunolRev,1995,145:33-59.

$6% KokaiY,Cohen JA,Drebin JA,etal.Stage-and tissue-specificex-

pressionoftheneuoncogeneinratdevelopment$J%.ProcNatlAcad

SciUSA,1987,84(23):8498-501.

$7% SlamonDJ,GodolphinW ,JonesLA,etal.StudiesoftheHER-2/neu

proto-oncogenein human breastand ovarian cancer $J%. Science,

1989,244(4905):707-12.

$8% W eiW Z,ShiW P,GalyA,etal.Protectionagainstmammarytum or

growth by vaccination with full-length, modified human ErbB-2

DNA $J%.IntJCancer,1999,81(5):748-54.

$9% BernardsR, DestreeA, M cKenzieS, etal. Effectivetumorim-

munotherapydirectedagainstan oncogene-encoded productusinga

vacciniavirusvector$J%.ProcNatlAcad SciUSA,1987,84(19):

6854-8.

$10% ShenLZ,W uW X,XuDH,etal.SpecificCEA-producingcolorectal

carcinomacellkilling with recombinantadenoviralvectorcontain-

ing cytosine deaminase gene$J%.W orld JGastroenterol,2002,8:

270-5.

$11% W uHG,ZhouLB,ShiDR,etal.M orphologicalstudyoncolonicul-

cerativecolitistreatedbymoxibustion $J%. W orldJGastroenterol,

2000,6:861-5.

$12% HeTC,ZhouSB,DaCostaLT,etal.A simplifiedsystem forgener-

atingrecombinantadenoviruses$J%.ProcNatlAcadSciUSA,1998,

95:2509-14.

!责任编辑’陈望忠"

生长受到明显抑制 !!<0.05"& 与单独应用 survivin-

ASODN 治疗组比较# 联合应用 ADM 和 survivin-A-

SODN 作用的细胞生长受到更明显抑制!!<0.05"& 因

此# 认 为 survivin-ASODN 能 降 低 肝 癌 耐 药 细 胞 的

survivin表达# 增强人肝癌耐药细胞对 ADM 的化疗

敏感性&
本研究通过 ASODN 下调 survivin基因的表达#

联 合 ADM 作 用 人 肝 癌 耐 药 细 胞 株 SM M C-7721/

ADM # 证 实 survivin-ASODN 能 加 强 ADM 诱 导

SM M C-7721/ADM 细胞凋亡# 其意义在于一方面能

够减少 ADM 的药物临床用量#减轻 ADM 的毒副作

用(另一方面加强了 ADM 的治疗作用#使其应用更

加安全有效#有利于进一步扩大应用范围& 将 survivin-

ASODN与传统的化疗药物联合应用# 有望得到更好

的临床治疗效果&
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