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【摘6 要】目的：构建由糖基化磷脂酰肌醇（,-.）锚定修饰的

/01 2 3/4 和鼠 .5#!$（;.5#!$）真核双表达质粒，在 K[T#% 细胞

中检测其基因和膜蛋白表达7 方法：以含有慢粒白血病（/)3$
型）;<?-$!" 全长序列的质粒为模板，通过 -KV 扩增获得 *+(
/I 的 /01 2 3/4 融合基因片段，酶切后插入 IXBOK:(7 ! 空载中，

经鉴定获得重组质粒 IXX7 同时，V8#-KV 扩增人外周血淋巴

细胞 KH$( 分子中的 ,-. 锚定序列，酶切后克隆入 IXX 质粒

中与 /01 2 3/4 基因片断羧基端相连，获得重组质粒 IXX, 并鉴

定7 然后扩增 ;.5#!$ 基因片段并亚克隆入 IXX, 另一多克隆

位点，构建重组质粒 IXX,.7 在多聚阳离子介导下将 IXX,.
质粒转染 K[T#% 细胞，采用 V8#-KV，Z9DF91> X4EF 检测 /01 2
3/4 融合基因及其蛋白的表达，:5.TN 检测 ;.5#!$ 的表达7
结果：经酶切和测序鉴定证实，由 ,-. 锚定连接的 /01 2 3/4 及

;.5#!$ 基因插入片段正确；转染细胞中有 /01 2 3/4 融合基因、

转染细胞膜上有 /01 2 3/4 融合蛋白的表达，细胞培养上清中也

有 ;.5#!$ 的表达7 结论：成功构建能在真核细胞中表达 /01 2
3/4 和 ;.5#!$ 的重组质粒 -XX,.，为进一步研究 /01 2 3/4 基因

疫苗诱导肿瘤特异性细胞免疫奠定了基础7
【关键词】/01 2 3/4 融合基因；糖基磷脂酰肌醇类；白细胞介素#

!$；真核双表达

【中图号】V%))7 %$6 6 6 【文献标识码】N

KL 引言

慢性粒细胞白血病（KS5）的细胞遗传学特征是

具有 -P 染色体，即 F（&；$$）（ A)(7 !；A!!7 $），形成

/01 2 3/4 融合基因并表达具有强烈酪氨酸激酶活性的

/01 2 3/4 融合蛋白，后者使造血干细胞异常转化而导
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致 !"# 发生$ %&’( 融合蛋白属于肿瘤特异性抗原，

其抗原性由 )*+ , -). 基因的融合区域决定$ 然而，)*+ ,
-). 融合蛋白是 !"# 细胞的胞内蛋白，如何将其有效

递呈到 !"# 细胞膜表面从而持续诱导特异性细胞免

疫并成为效应 !/# 细胞的靶向分子，一直是国内外

研究的热点$ 人外周血淋巴细胞表面 !0&1 分子中含

有一种特定的 234 锚定序列，它能通过其糖基化磷脂

酰肌醇结构将重组蛋白锚定于细胞膜上［’ 5 &］$ 而 4#6
’& 是目前最强的诱导细胞免疫活性和调节作用的细

胞因子［7］$ 本研究旨在构建一种真核双表达质粒使

)*+ , -). 融合蛋白通过 234 的锚定修饰作用表达于细

胞膜上 而 持 续 刺 激 机 体 产 生 免 疫 应 答，同 时 利 用

84#6’& 增强细胞免疫效应，为下一步应用该核酸疫

苗诱导肿瘤特异性免疫应答奠定基础$

!" 材料和方法

!$ !" 材料 " 真核双表达载体 %9:;!<1$ ’ 购自 4=6
>?@+ABC= 公司；含有编码慢粒白血病 )*+ , -). 融合蛋白

全长序列（)7-& 型）的 8?B3&’( 质粒为本室保存；小

鼠单链 4#6’& 质粒（<.-D@?）由本室曾建明博士赠送；

!EF6G 细胞由重庆医科大学感染性疾病分子生物学

实验室赠送$ 质粒抽提纯化、胶回收、3!H 产物纯化

试剂盒购自上海华舜生物公司；限制性内切酶、*0IJ
逆转录试剂盒、快速连接试剂盒、3+?8D@-+ 酶及其他

3!H 试剂购自 /-K-H- 公司；HIJ 提取试剂、琼脂糖

等购自上海生工生物工程公司；H3"4’L1( 和胎牛血

清购自杭州四季青生物技术公司；0J9 显色试剂盒

和辣根过氧化物酶标记的羊抗鼠 4B2 购自 F-=@- !+:M
生物技术有限公司；I! 膜购自北方同正生物技术发

展公司；膜蛋白提取试剂盒为南京凯基生物技术有限

公司产品；转染试剂 NC@%<4/" 为 3E#O%.:D @+-=DPC*@?A=
公司产品；小鼠 4#6’& 3G(<#4FJ 检测试剂盒为美国

HQ0 公司产品$
!$ #" 方法

’$ &$ ’R %9:;!<1$ ’6)*+ , -). 重组质粒的构建及鉴定

R 根 据 登 录 2C=9-=S 2+-=:.TD?= 编 码 序 列

I"((U’UG，设计引物扩增 )*+ , -). 融合基因片段，约

LU1 )%$ 上 游 引 物 3’：UV62!JJ2!//J!!J/22J6
!J/!!2/2267V；下 游 引 物 3&：UV62/!2J!!//2!6
!J/!J2JJ2!67V$ 引物由上海生工生物工程公司合

成$ 以 含 有 编 码 )*+ , -). 融 合 蛋 白 全 长 序 列 的

8?B3&’( 质粒为模板，进行 3!H 扩增$ 反应体系如

下：模板 ’$ U !#，U W 缓冲液 L !#，;I/3 &$ 1 !#，3’，

3& 各 & !#，3+?8D@-+ 酶 ($ 7 !#，灭菌去离子水 ’U$ X
!#，共 7( !#$ 扩增条件：Y1Z U 8?=；YXZ ’( D，UUZ

’( D，G&Z UU D，共 7& 个循环；G&Z U 8?=$ 3!H 产物

用 ’& B , # 琼脂糖凝胶电泳检测$ !"#;" , $%&#双酶

切 3!H 产物和空载体 %9:;!<1$ ’，并回收片段$ 然

后将 )*+ , -). 融合基因片段定向克隆入空载体中，构

建重 组 质 粒 %9:;!<1$ ’6)*+ , -).，命 名 为 399$ 将

399 质粒转化感受态大肠杆菌 0[U$，再用含 1( 8B ,
# \CA*?= 抗菌素的低盐 #9 培养基进行菌落筛选$ 抽

提 399 质粒进行 3!H 及酶切鉴定，并送 /-K-H- 生

物技术公司测序$
’$ &$ & R %9:;!<1$ ’6)*+ , -).6234 重组质粒的构建及

鉴 定 R 根 据 登 录 2C=9-=S 2+-=:.TD?= 编 码 序 列

]LY7YG，设计 并 合 成 引 物 扩 增 人 外 周 血 淋 巴 细 胞

!0&1 分子中的糖基化磷脂酰肌醇锚定基序（234），

约 &17 )%$ 上游引物 37：UV62/!2J!J/222!J2J26
!JJ/67V；下 游 引 物 31： UV622J/!!//JJ2J26
/J2J2J/2!J2JJ67V$ 抽取人外周血 U 8#，̂?*A.. 液

分离出淋巴细胞，提取总 HIJ 进行逆转录，并以逆转

录 *0IJ 为模板，37，31 为引物进行 3!H 扩增，扩增

产物用 ’U B , # 琼脂糖凝胶电泳检测$ $%&# , ’%([#
双酶切 H/63!H 产物和重组质粒 399，并回收$ 经连

接、转化及 \CA*?= 抗生素筛选，再通过 3!H 及酶切、

测序鉴定后，命名为 3992$
’$ &$ 7 R %9:;!<1$ ’6)*+ , -).6234684#6’& 重组质粒的

构建及鉴定R 以鼠单链 4#6’& 质粒为模板，设计引物

用于扩增 84#6’& 基因片段，约 ’L&U )%$ 上游引物

3U：UV62!2!22!!2!J!!J/222/!JJ/!J!2!/J!6
7V，下游引物 3L：UV6J2J/!/!/J22J/!22J!!!/26
!J2267V$ 3!H 反应体系为：模板 ’ !#，U W 缓冲液 1
!#，;I/3 ’$ L !#，3U，3L 各 & !# ，3+?8D@-+ 酶 ($ 7
!# ，灭菌去离子水 Y$ ’ !# ，共 &( !#$ 扩增条件：

Y1Z ’( 8?=；YXZ ’( D，L(Z ’U D，G&Z Y( D，共 7& 个

循环；G&Z X 8?=$ 3!H 产物用 ’( B , # 琼脂糖凝胶电

泳检测$ ’)&% , *+,#双酶切 3!H 产物和 3992 质

粒，经连接转化筛选，再通过酶切、测序鉴定后命名为

39924$
’$ &$ 1 R 抗血清制备与收集 R 3992 重组质粒免疫

9J#9 , * 小鼠，接种时 3992 质粒（’(( !B）与 G$ U B ,
# 的步比卡因以 ’_1 的体积比混合，多点注射小鼠后

大腿肌肉，每隔 ’( ; 注射 ’ 次，共计 7 次$ 末次免疫

后 7( ;，摘取小鼠眼球，收集血液、分离血清，5 &(Z
保存备用$
’$ &$ UR 细胞转染R 将真核表达细胞 *AD6G 接种于含

’(( 8# , # 胎牛血清的 H3"4’L1( 培养基中，待生长

至 X(‘汇合，将重组质粒 399，3992，39924 进行

转染，并以空载体 %9:;!<1$ ’ 转染作为对照$ 转染
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试剂为多聚阳离子转染试剂 !"#$%&’(，具体方法参照

试剂说明书进行)
*) +) ,- .’/01. 检测转染细胞的基因表达- 分别于

转染后 +2 3 收集各组细胞，提取总 .45 进行逆转

录，并以各自 6745 为模板，分别 以 869 : ;8<，=0&，
>&?/*+ 的特异引物按照上述条件进行 01. 扩增)
*) +) @ - A"B#"9C/D<E# 检测转染细胞膜蛋白表达- 分

别于转染后 @+ 3 收集各组细胞提取膜蛋白，进行

F7F/05=% 电泳) 硝酸纤维素膜（41 膜）于半干式电

转印仪中 *GH 转印 I >JC 后，放入 ’9JB 缓冲液（’DF）

中漂洗，封闭过夜) 然后加入免疫小鼠特异抗血清

（*K*+G），2L结合 I 3，漂洗后与 M.0 标记的羊抗鼠

&N=（*K2OO）P@L结合 * 3，’DF 洗 P 次) 75D 显色 G
>JC，将 41 膜移入含 0DF 的平皿中终止反应)
*) +) I- %?&F5 检测 >&?/*+ 的表达 - 根据 %?&F5 试

剂盒操作说明，于转染后 @+ 3 取 *OO !? 0DD=& 质粒

转染组细胞培养上清进行检测，同时以 $DQR1%2) *
空载体和未转染的 1SF/@ 细胞培养上清作对照，每

组均做复孔) 绘制标准曲线，根据标准曲线计算出实

际含量)

!" 结果

!# $" %&’ ( )%* 融合基因片断的 +,- 扩增与鉴定" 以

>JN0+*O 质粒为模板，经 01. 扩增得到 869 : ;8< 融合

基因片段，约 ,G2 8$) 用 !"#R"和 $%&#双酶切 0DD
质粒) 可切下约 ,G2 8$ 的目的条带（图 *）) 0DD 测序

结果经与 ="CD;CT 上的编码序列比对后，显示此克

隆的碱基序列正确)

(：745 >;9T"9（ 7GOP5 ）；*：经 !"#R" : $%&#酶切的 0DD)

图 *- 0DD 酶切鉴定

!# !" .+/ 锚定序列的 -01+,- 扩增与鉴定" 分离

人外周血淋巴细胞，通过 .’/01. 扩增，获得约 +2P
8$ 大小的 =0& 锚定序列) 经 $%&# : ’%(M#双酶切

重组质粒 0DD=，可切下相同大 小 的 目 的 条 带（ 图

+5）) 测序结果表明基因未发生突变，其序列与 ="C/
D;CT 报道相符) 同时，我们用 !"#R" : ’%(M#双酶

切 0DD=，得到约 IU@ 8$ 大小的片断，说明经 $%&#酶

切位点连接，0DD= 质粒中的 =0& 锚定序列已与 869 :
;8< 融合基因片断下游羧基端相连，实现了我们的锚

定要求（图 +D）)

(：745 >;9T"9（ 7GOP5 ）；*：经 $%&# : ’%(M#酶切的 0DD=；+：经

!"#R" : ’%(M#酶切的 0DD=)

图 +- 0DD= 酶切鉴定

!# 2" 3/41$! 基因片段的 +,- 扩增与鉴定" 01. 扩

增单链 >&?/*+ 质粒，得到 *,+G 8$ 大小的 >&?/*+ 基

因片段（ 图 P）) 采用 ’)&$ : *+,#双酶切重组质粒

0DD=&，可切下相同大小的目的条带（ 图 2）) 双向测

序结果表明，>&?/*+ 序列有一处碱基突变，从 5’= 开

始，第 2IO 位的 # 变为 6（对应的氨基酸无改变）)

(：745 >;9T"9（7?+OOO）；*：>&?/*+)

图 P- 01. 扩增 >&?/*+ 基因片段

!# 5" -01+,- 检测转染细胞的基因表达" 转染细胞

+2 3 后提取总 .45，通过 .’/01.，0DD 质粒转染组

扩增出 ,G2 8$ 大小的 869 : ;8< 融合基因片段，0DD=
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质粒组也扩出 !"# $% 的 &’( 锚定序列和 )*" $% 的

$+, - .$/ 片段，’00&( 质粒组则分别扩出 !"# $%，)*"
$% 和 1)!* $% 的 2(341! 目的条带，而 %05678"9 1 空

质粒转染组未扩出相应条带（图 *）9

1：经 !"#! - $%&"酶切的 ’00&(；!：:;< 2.,=>,（:3!???）9

图 "@ ’00&( 酶切鉴定

1：%05678"9 1；!：’00；#，"：’00&；* A B：’00&(；C：:;< 2.,=>,

（:3!???）9

图 *@ ’D4’7E 检测转染细胞的基因表达

!" #$ %&’(&)*+,-.( 检测转染细胞膜蛋白表达$ 转染

B! F 后提取细胞膜蛋白，经 G>HI>,J40/KI 检测显示，

’00& 和 ’00&( 质粒转染组有明显的 ’, !? ??? 大小

的 $+, - .$/ 融合蛋白表达，而 ’00 质粒组细胞膜上

$+, - .$/ 融合蛋白表达较弱，%05678"9 1 空载体组则

未表达；" 组转染细胞膜上均有 ’, ** ??? 的内参 #4
微管蛋白表达（图 )）9

1：’00&(；!：’00&；#：’00；"：%05678"9 1 空载体9

图 )@ G>HI>,J40/KI 检测转染细胞膜 $+, - .$/ 融合蛋白表达

!" /$ 01234 检测 5-1+6! 的分泌表达$ 取 ’00&( 质

粒转染组 B! F 的细胞培养上清，用 83(L< 试剂盒检

测到 2(341! 表达，含量为 1)"9 B* %M - 3，%05678"9 1

空载体转染组和未转染的 7NL 细胞培养上清均未检

出 2(341!9

7$ 讨论

7C3 具有特征性的 $+, - .$/ 融合基因，依据 $+,
断裂点位置不同，主要存在 $#.! 和 $!.! 两种基因拼

接形式9 $#.! 型融合基因可编码产生 ’, 为 !1? ???
的 ’!1? 融合蛋白，该蛋白具有异常增强的酪氨酸激

酶活性，与细胞恶性转化与克隆密切相关9 %!1? 的

抗原性限定在 $+, - .$/ 融合位点内，这段氨基酸序列

在正常细胞中不存在，因此该序列可作为肿瘤特异性

抗原，这 为 7C3 的 免 疫 治 疗 提 供 了 依 据9 7D3 在

7C3 特异性免疫治疗中发挥着重要作用［" O *］9 D 淋

巴细胞不能识别可溶性天然抗原，而只能识别经过加

工并与 CP74"类分子结合递呈到细胞表面的抗原

片段9 然而，’!1? 融合蛋白为胞内蛋白，其免疫原性

主要在胞内，虽然极少数 $+, - .$/ 融合多肽含有与

CP74"类分子结合的氨基酸序列，但仅与其中 P3<4
<#，<11，0B 有较好的亲和力［)］，不能持续呈递于细

胞膜上而刺激产生持久有效的抗白血病免疫反应；同

时，体外 7D3 水平检测也需要能在细胞膜上表达肿

瘤抗原表位的特异性靶细胞作为实验工具，因此，诱

导 $+, - .$/ 融合蛋白由细胞内转到细胞膜上表达十分

重要9
糖基化磷脂酰肌醇（&’(）是一种脂性结构，蛋白

质可通过该结构锚定于真核细胞膜表面而形成锚定

蛋白9 细胞中存在多种锚定蛋白，如 7:1"，7:!"，

7:"Q，7:*! 等，它们与传统的跨膜型表面蛋白不同，

不跨越细胞膜脂质双层，只通过其羧基末端的 &’( 结

构锚定于细胞膜上，在免疫识别、跨膜信号转导及诱

导细胞产生应答等方面起着重要作用［1 O !］9 当 &’(
锚定信号肽与目的基因羧基端连接构成嵌合性 +:4
;< 并装到合适的真核表达载体后，可转染真核细

胞，并能筛选出高表达的锚定蛋白细胞株［B］9 本研究

中，我们将人外周血淋巴细胞表面 7:!" 分子中的

&’( 锚定序列通过 ED4’7E 扩增出来，经 ()#"酶切

位点连接到 $+, - .$/ 融合基因下游羧基端，构建重组

质粒 ’00&，并转染真核细胞，通过 ED4’7E 和 G>HI4
>,J 0/KI 鉴定，&’( 锚定修饰的 ’00& 确实在 +KH4B 细

胞中有 $+, - .$/ 融合基因，在细胞膜上有 $+, - .$/ 融合

蛋白的表达，其表达水平明显高于未用 &’( 连接的

’00 质粒，说明 &’( 的锚定修饰作用能够实现 $+, -
.$/ 融合蛋白的膜上表达9 而 (341! 作为一种细胞免

疫调节因子，在促进 (R;4$，(34! 等细胞因子产生、介

导细胞免疫并增强 7D3 的细胞毒活性方面有重要作
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用［!］" 因此，我们又将 #$%&’( 基因片段克隆入 )**+
质粒的另一多克隆位点，构建重组质粒 )**+$，以期

利用细胞因子本身的生物学活性及其佐剂作用优化

宿主特异性免疫反应" 实验结果表明该质粒转染组

的细胞培养上清中有 #$%&’( 表达"
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"# 引言# 原发性肺淋巴瘤（))%）是指累及一侧或两侧肺实

质和支气管的克隆性淋巴细胞增殖性疾病，且在诊断时或随

后的 ! #4 中无可发现的肺外浸润" 临床少见且特征性临床表

现较少，易与其他肺部肿瘤混淆，误诊率高" 我们通过对经治

的 ( 例病例进行回顾及相关文献复习，探讨 ))% 的临床特点、

误诊原因和诊疗方法"

$# 临床资料# 例 ’，女性，QB 岁" 因反复咳嗽 ( #4 余入院，无

咯血，无发热，无明显胸痛感" 体检未见阳性体征" 既往有左

上肺结核史，抗痨治疗治愈" 胸片显示左肺上叶 !" A <# \ Q" @
<# 块影，边缘毛糙，呈分叶状，密度均匀，未见钙化影" 拟诊

“左上肺癌”收治入院" 胸部 RT 亦显示左肺上叶肿块影，纤维

支气管镜未发现异常" 入院后行左上肺叶切除术，术后病理

报告：左肺上叶非霍杰金氏淋巴瘤，* 细胞型，小裂细胞为主"
术后再予环磷酰胺 ] 长春新碱化疗四周期，随访存活 E /"

例 (，男性，E’ 岁" 因反复咳嗽、少量咯血及胸闷气促 ’
#4 余入院，无发热" 外院胸片显示左上肺舌叶 A <# \ A <# 肿

块影，边缘毛糙，呈分叶状" 拟诊“左上肺癌”收治入院" 胸部

RT 显示左上肺舌叶肿块影，伴纵隔淋巴结肿大" 术前纤维支

气管镜示左上肺舌叶段开口处稍狭窄，活检未找到肿瘤细胞"
入院后行左上肺叶切除术，术后病理报告：左上肺舌叶非霍杰

金淋巴瘤，淋巴浆细胞样及浆细胞性" 术后患者拒绝化疗，回

原籍后失访"

!# 讨论# ))% 是很少见的病种，慢性炎症、抽烟及自身免疫

性疾病等是淋巴瘤产生的可知的危险因素" 发病高峰 Q@ ^ E@
岁，男女比例接近 ’_’" ))% 的诊断标准［’］为：有明确的病理

组织学诊断；影像学无明显纵隔或肺门淋巴结肿大，无肺及支

气管外其他部位淋巴瘤的证据；确诊后 ! #4 内无肺和支气管

外组织或器官淋巴瘤" 目前国内外文献报道大多仍沿用了此

诊断标准" 我们收治的 ( 例患者术前均误诊为支气管肺癌，

国外文献［’］也多见术前高误诊率，其中重要原因就是 ))%，

无论是临床还是影像学特征都不是很典型，这给临床诊断特

别是术前诊断带来了一定困难"
))% 的确诊还是要取决于组织病理学的证据" 虽然纤维

支气管镜检查是肺部疾病诊断检查中常用方法，但实际上它

对 ))% 诊断的阳性率是低的" 这可能与 ))% 起源于支气管黏

膜下组织或动静脉周围的淋巴组织，沿淋巴管浸润性生长及

蔓延，较少累及支气管内膜，纤维支气管镜无法获取足够的活

检标本有关" 本文 ( 例患者术前纤维支气管镜检查均未取得

有助于 ))% 诊断的依据" 目前看来，外科介入包括剖胸手术

及胸腔镜外科（HUTF）仍是诊断 ))% 的主要方法" 手术中行

肺部肿瘤楔形或肺叶切除，从而取得足够的标本，借助术中的

冰冻切片和术后的免疫细胞化学、免疫组织化学技术检查而

得到证实" 国内外文献报道中迄今为止较大的一组病例是

R4=:9-= 等［’］报道的 E@ 例，其中 Q( 例是通过手术病理确诊的"
‘=-:-=9< 等［(］也认为在术前和术后的检查中所有患者应该进

行包括腹部、头部、颈部 RT 检查及骨髓穿刺，且按照 ))% 的

定义，以上这些检查结果均应排除有胸外淋巴瘤的征象"
对于 ))% 的治疗问题虽有一定的争论，但大多数学者还

是认为手术是治疗 ))% 的首选方法，尤其是一些局限性的

))%［( D B］" 如果有可能完整切除肿瘤的，要积极进行手术治

疗" 手术既有明确诊断的作用，又能达到治疗目的，同时也为

下一步放、化疗提供依据" ‘=-:-=9< 等［(］也认为对于 ))%，完

整的手术切除后患者的 ’@ / 生存率可达到 KE" Aa，他们的生

存期要好于进行部分手术切除的患者" 但对于双侧病变、肺

外浸润、复发的病例则应考虑放、化疗"
))% 的预后是较好的" 这与组织学类型、分期及治疗方

式的采用等有关" R4=:9-= 等［’］报道的一组 E@ 例 ))% 病例中

A / 生存率对于低度恶性者可达 CBa，而高度恶性者中位存活

时间是 ! /"
总之，))% 是一种罕见的肺部恶性肿瘤，但其预后较好"

许多患者在诊断中症状不典型，误诊率极高，外科介入取得病

理学检查结果是确诊的主要手段" 对于局限性的 ))% 进行完

整的手术切除是首选的治疗手段" 而对于已有扩散的或存在

多发性病灶者，以及术后复发者则可考虑进行化疗或放疗"
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