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构建可诱导表达
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基因的慢病毒载体

及其在肝癌细胞系
K=.AI

中的表达
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目的
!

构建可诱导表达
*,A#

基因的慢病毒载体#为进一步研究
*,A#

与肝癌之间的关系提供理想的模

型(方法
!

克隆
*,A#

基因到慢病毒载体
2

JY@A74AFVFHK

中#

!

种慢病毒载体!

2

JY@A74AFVFHK7*,A#

和

2

JY74AFVFHK7F+#

"与包装质粒通过
!)$!A

细胞系介导#分别包装成病毒颗粒#先后
!

次去感染肝癌细胞系

B"57%

(培养
%#

后#使用强力霉素!

#/R-

P

-9'%+

"进行诱导#用
L+14+0%=9/4

检测
*,A#

表达情况(结果
!

构建了可

诱导
*,A#

真核表达病毒载体并获得相应的病毒#病毒可以高效感染目的肝癌细胞系
B"57%

(在强力霉素诱导条

件下#肝癌细胞系
B"57%

可以表达
*,A#

(结论
!

成功构建出可诱导表达
*,A#

基因的慢病毒载体#并获得在强

力霉素诱导条件下可以表达
*,A#

的肝癌细胞亚系(
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转基因技术的发展为我们研究基因功能和揭

示基因遗传学上相互作用#提供了无法估量的作

用(而基于慢病毒的转基因技术具有宿主范围

广%转基因效率高等突出优势而越来越受到重视(

但是#传统慢病毒表达载体也存在一个重要问题$

基因的表达和终止无法调控#无法准确研究基因

功能(由于基因发挥作用往往是表达瞬时%快速

起效的#传统的慢病毒载体无法体现相同条件来

+%
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构建可诱导表达
*,A#

基因的慢病毒载体及其在肝癌细胞系
B"57%

中的表达

模拟基因变化瞬间的情况(可诱导表达慢病毒载

体成为解决这一问题的重要工具#既保留传统慢病

毒表达载体的优势#又解决了基因不能被调控的问

题(
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一种丝)苏氨酸蛋白激酶#是
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"家族的生殖中心激酶
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"的成员#是一个

促凋亡的蛋白激酶#主要是对外界凋亡信号刺激应

答#参与凋亡信号传递&

#
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(本文使用一种新型两

载体可诱导慢病毒表达系统#通过
!

次病毒感染#构

建可诱导表达
*,A#

基的肝癌细胞株#为进一步研

究
*,A#

在肝癌的作用建立了理想的模型(

材 料 和 方 法

材料和试剂
!

大肠埃希菌
CB&

&

#肝癌细胞系

B"57%

#细胞系
!)$!A

由本实验室保存(两载体慢病

毒载体质粒
2

JY74AFVFHK7F+#

%
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由法国波尔多大学
)+$%F/1+%=$"8

教授惠赠*病毒

包装质粒
2

,@R!

%

2
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由复旦大学生物医学研究

院
*.K

实验室雷群英教授惠赠(质粒
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-CGH7
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由美国新泽西医科和牙科大学孙建新教授惠

赠(其他材料包括
CGH

聚合酶%
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限制性内切酶!
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公司"#强力霉素!

C/R-

P

-9'%+

#

,'

3

8$

公司"#

@/9

P

=0+%+

!

,'

3

8$

公司"#质粒抽提试剂

盒及
D

2

4'7*6*

!

Q%('40/

3

+%

公司"#转染试剂
A0$%17

6M

!

,"%7='/

公司"#细胞培养液!

B

P

-9/%+

公司"(
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抗体!
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抗体!
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司"(

重组子
3

SXBEA+E<?<8VA;QED

的克隆
!

以

2

-CGH7*,A#

为模板#克隆两端带有
-/3

'

和
S<*

'

酶切位点的
*,A#

基因
CGH

序列#引物序列如

下$
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个循环

后#再
%!T#"8'%

(回收
@.F

产物(

@.F

产物再

经过限制性内切酶
S<*

'

和
-/3

'

双酶切#酶切后

回收
CGH
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"#慢病毒载体
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JY@A7

4AFVFHK

经过限制性内切酶
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'

和
-/3
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的双

酶切#酶切后回收
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"#将
@.F

的产

物与
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酶切产物连接#连接体系
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过夜

反应#转化感受态大肠埃希菌(挑出阳性单克隆#做

质粒抽提#酶切鉴定(酶切鉴定正确的质粒由华大

基因公司进行
CGH

测序进一步验证#构建克隆

正确(

慢病毒
SXA+E<?<8VA<16

和
SXA+E<?<8VA

;QED

的包装及使用
!

分别将慢病毒载体
2

JY@A7

4AFVFHK7*,A#

和
2

JY74AFVFHK7F+#

与包装

质粒共转染
!)$!A

细胞系#制备慢病毒颗粒#

!)$!A

细胞转染前一天传代#转染当日细胞为
'"S

%

&"S

覆盖度(转染前
$"8'%

#换新鲜无双抗
#"S

血清的
C*6*

培养基
#"8J

(转染中慢病毒与包

装质粒配量为慢病毒质粒
/

2

,@R!/

2
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#将总量
!'

$
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的
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和
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$
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的
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分别加到
*""

$

J

的
D

2

4'7*6*

#轻微振荡后混合#

静置
!"8'%

#将两者的混合物滴加到接种了
!)$!A

细胞的直径
#"-8

的细胞培养皿中(

转染后
*5

#去除原培养液#加入
%8J

完全培养

基(转染
!'5

后#补充
$8J

左右完全培养基(转

染
'*5

后#小心收集病毒上清#

#""",

3

离心

&8'%

#取上清#经
";!

$

8

滤器过滤#若不立即使

用#应放在
(*"T

冻存#使用时再
$%T

复融#尽量

避免反复冻融(通过
!)$!A

介导#分别得到
JY7

4AFVFHK7F+#

和
JY74AFVFHK7*,A#

的病毒颗

粒#病毒使用前#病毒液加入
2

9/

P

=0+%+

#终浓度

为
*

$
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)

8J

(

可诱导
;QED

基因表达的
K=.AI

细胞系的构建

!

首先用
JY74AFVFHK7F+#

病毒感染目的细胞系

B"57%

(病毒感染前#将
B"57%

细胞接种到
+

孔细

胞培养板中#预培养
#!5

左右#细胞覆盖度
&"S

为

宜(添加病毒液时#先吸去原培养基#

@K,

清洗

#

次#然后每个孔加入
#8J

左右病毒液#培养
#"5

左右#吸去病毒液#换成完全培养液(感染
%!5

后#

达到病毒载体表达最高峰#由于慢病毒载体
2

JY7

4AFVFHK7F+#

带有红色荧光基因#可用红色荧光

来观察感染效率#然后用流式细胞仪检测病毒感染

效率#同时分选出带有红色荧光的细胞(

然后再用
JY74AFVFHK7*,A#

的病毒感染经

流式细胞仪分选得到的
B"57%

细胞系(二次感染

完毕即得到可诱导
*,A#

表达的稳定细胞系
B"57

%7*,A#

(

M'2

诱导和
R1*+1&4%('+

鉴定
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的表达
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将
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稀释#添加到细胞系
B"57%7*,A#

培养

基中#使用终浓度为
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#不进行诱导的细胞系

作为对照组(

%!5

后#以
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为内参#用
L+14+0%

=9/4

检测#方法简述如下$将细胞用胰酶消化#

&"",

3

离心
&8'%

#吸去上清液#按照
#/'

倍体积添加细胞裂

解液#充分混合#冰上静置
!"8'%
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!"""",
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离心

%%



复旦学报!医学版"

!

!"#"

年
#

月#

$%

!

#

"

!

#&8'%

#取上清液(将提取的蛋白按照
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法定

量#上样
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#用
#"S

的
,C,7@H?6

分离蛋白#分离

的蛋白转到
@YC!

膜上#随后
'S

的
K,H

封闭
#5

#加

入
*,A#

的抗体孵育
#5

#经过
AK,A

洗涤
$

次#加入

二抗孵育
#5

#再用
AK,A

洗涤
$

次#取出膜加上化学

发光液#进行曝光(

结
!!!

果
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基 因 的 克 隆 及 慢 病 毒 载 体
3

SXBEA

+E<?<8V

的酶切#电泳
!

以
2

-CGH7*,A#

为模

板#克隆出两端分别具有
-/3

'

和
S<*

'

的酶切位

点的
*,A#

基因#获得
#'+$=

2

的目的片段#图
#

是
*,A#

基因克隆
@.F

琼脂糖凝胶电泳结果(使

用限制性内切酶
-/3

'

和
;%/
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双酶切病毒载体

2

JY@A74AFVFHK

#经
";*S

的琼脂糖电泳#回收

)#+&=

2

的条带(图
!

是载体酶切产物琼脂糖电泳

的结果(

重组子
3

SXBEA+E<?<8VA;QED

克隆的鉴定
!

将
@.F

产物和慢病毒载体双酶切产物连接#构成重

组子
2

JY@A74AFVFHK7*,A#

(挑出阳性克隆#质

粒抽提后经
-/3

'

和
S<*

'

双酶切鉴定#出现预计

的条带#证明正确构建了重组子!图
$

"(

图
D

!
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基因
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慢病毒
SXA+E<?<8VA<16

和
SXA+E<?<8VA;QED

对
K=.AI

的 感 染 效 率
!2

JY74AFVFHK7F+#

和

2

JY@A74AFVFHK7*,A#

分别经
!)$!A

包装得到慢病

毒
JY74AFVFHK7F+#

和
JY74AFVFHK7*,A#

(

JY7

4AFVFHK7F+#

感染
B"57%

后
%!5

#病毒感染结果如图

'

所示(用流式细胞仪检测出感染效率为
*';#S

!图
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"(由于慢病毒
JY74AFVFHK7*,A#

不带有报告

基因#因此无法通过荧光检测#但因其与慢病毒
JY7

4AFVFHK7F+#

十分类似#因此感染效率也类似(

图
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荧光分析病毒感染
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构建可诱导表达
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基因的慢病毒载体及其在肝癌细胞系
B"57%

中的表达

图
L

!

流式细胞仪检测病毒感染效率
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可诱导
;QED

表达的细胞系的
R1*+1&4%('+

鉴

定
!

经过
!

次病毒感染的细胞系#经过
%#

以上的

培养#加入
C/R

诱导
%!5

后#用
L+14+0%=9/4

检测

*,A#

的表达(结果发现加入
C/R

诱导#细胞系表

达
*,A#

!图
+

"#而对照组的细胞系不表达
*,A#

#

证明可诱导表达
*,A#

的肝癌细胞系构建成功#病

毒整合到基因组(没有发现随传代而发生基因

丢失(

图
N

!

R1*+1&4%('+

检测
;QED

在
K=.AI

中的表达%

I!.

&

#$

,

N

!

W2

3

&1**$'4'/;QED$4K=.AI%
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L'45/"4C/R
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L'45#
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8JC/R

讨
!!!

论

*,A#

是一种促凋亡基因家族成员#在体内普

遍表达#参与一条进化很保守的信号通路#可调控细

胞周期与细胞凋亡(它主要对外界凋亡信号刺激产

生应答#参与凋亡信号传递(在凋亡应答过程中#通

过
*6VV#

)

*VV%

途径
*,A#

可以激活
-7)"%7

GB!7I'%$1+

!

)GV

"

&

$

#

'

'

(当接收到外界凋亡信号

时#

*,A#

被激活#从而激活细胞信号下游凋亡过

程#影响细胞内信号传导通路(

*,A#

的突变与许

多疾病相关联#特别是在很多肿瘤发生过程中#

*,A#

会发生不同程度的突变(

*,A#

在信号通路

中发挥重要作用#对其深入研究有助于理解肿瘤发

生%发展的过程(

目前对
*,A#

基因功能的研究主要通过瞬时

转染
*,A#

质粒或
*,A#

的
1'FGH

方法#但是都

存在明显缺陷#无法调控基因的表达&

&

#

+

'

(本文使

用两载体慢病毒载体构建可诱导表达
*,A#

基因

的
B"57%

肝癌细胞株#除了具备传统慢病毒的优势

如感染宿主范围广%可稳定整合表达%对宿主病性小

以外&

%

'

#还具有以下优点$

(

可以调节基因表达#可

以有效控制
*,A#

基因的表达#模拟细胞表达

*,A#

的情况#一般经过
$

个细胞增殖周期#就可以

达到基因表达高峰*

)

感染效率高#病毒感染宿主

可以达到
*"S

以上效率#由于带有红色荧光基因#

再通过流式细胞仪的筛选可以达到
)&S

以上的感

染效率*

*

诱导是可逆的#根据细胞系种类的不同#

除去诱导剂后#经过
'#

左右无诱导剂的细胞培养#

基因的诱导就会停止&

*

'

*

+

C/R

诱导灵敏性高#这

种慢病毒表达载体对
C/R

非常灵敏#当
C/R

在

#

$

3

)

8J

就可以最大程度诱导基因表达#实验中发

现当
C/R

的浓度为
";"#

$

3

)

8J

时#仍然能诱导基

因表达(当然这种基于
4+47,&@6FJY

两载体慢病

毒系统也不是完美的#虽然解决基因表达可调控的

目的#但也存在一些漏洞#由于基因的表达是通过

C/R

诱导实现的#在培养细胞过程中#

!K,

中很有

可能含有微量的
C/R

及其衍生物#会导致基因的

表达&

)

#

#"

'

(

综上所述#本文采用的新型两质粒慢病毒系统

构建可诱导表达
*,A#

基因的肝癌细胞株亚型#能

够更真实地模拟细胞中
*,A#

功能起效的情况#从

而为更加准确地研究
*,A#

基因的功能提供了理

想的模型#是研究
*,A#

功能与肝癌之间关系非常

有效的工具(
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