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构建携带人颗粒溶素!

WCH

#活性肽的重组卡介苗!

JAW

#"并鉴定该重组菌向真核细胞递呈质粒的能力%方法

!

以分子生物学方法构建携带
WCH

活性肽基因和分支杆菌复制子
[6*K

的真核穿梭共表达质粒
O

JKH

"以电转化方式将
O

JKH

质粒转入
JAW

构建重组
JAW

"抽提质粒进行
EA3

鉴定重组菌$将重组菌感染巨噬细胞"通过
3B1EA3

了解重组菌向真核细胞递

呈质粒的能力%结果
!

采用电转化方式可将
O

JKH

导入
JAW

"抽提质粒鉴定出与
WCH

基因相符的目的条带%以该重组
JAW

感

染小鼠巨噬细胞"

-#<

后用
3B1EA3

法可扩增出相应的基因条带%结论
!

成功构建含
O

JKH

的重组
JAW

%该重组
JAW

能向小

鼠巨噬细胞递呈携带基因%
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恶性肿瘤是严重危害人类健康和生命的疾病之一$传统

治疗方法包括放#化疗和手术治疗"但由于其局限性而促使人

们寻找新的抗肿瘤治疗方法$肿瘤免疫基因治疗是继手术和

化#放疗之后出现的一种新型治疗手段"已成为抗肿瘤研究的

热点之一$颗粒溶素(

WCH

)是人体自然杀伤细胞(

G>

)#细胞

毒性
B

淋巴细胞(

ABC

)产生的一种具有抗菌#抗肿瘤的免疫

效应分子+

+

,

"重组
K6-$$$WCH

可引起多种肿瘤细胞凋亡+

&

,

$

卡介苗(

R7:*??;:7?9;55;1

Q

8;6*0

"

JAW

)由于多年的安全载体应

用经验及良好的免疫佐剂作用等特点已成为肿瘤基因治疗的

理想治疗载体+

%

,

$本研究旨在构建含分泌肽基因
K6-$$$

WCH

的重组卡介苗"并观测其递呈治疗基因的能力"为下一步

肿瘤的体内基因治疗奠定基础$
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材料与方法
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细胞#菌株及质粒
!!
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JAW

(丹麦株)为本

室自藏"多启动子真核共表达质粒
O

J8(AI",+

购自
M0S*56)

Q

;0

公司"小鼠
34a&#",'

巨噬细胞株购自第三军医大学药理学

教研室"含
[6*9

基因的质粒
O

cK[

%

由本实验室伊正君等+

"

,

构建$
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主要试剂
!

3EKM+#"$

培养基干粉#

7̂0XY/

液购自美国

W*R:)

公司"

K*((?;R6))X'̂ -

#

K*((?;R6))X'̂ +$

培养基干

粉#

K*((?;R6))X[4FAI06*:<9;05

购自重庆惠利试剂中心

(美国
F*P:)

公司产品)"新生小牛血清购自杭州四季青公司"

胰蛋白酶购自
496;/:)

公司"质粒小量抽提试剂盒#

EA3

产物

回收试剂盒#小量胶回收试剂盒购自上海华舜生物技术有限公

司"逆转录试剂盒(

];6,%,$

)#

FG4 K76X;6FC&$$$

#

FG4

K76X;6FC+2$$$

#高保真
E6)R;/51B7

U

酶及高效
IN1B7

U

酶#

各种限制性核酸内切酶购自大连宝生物技术有限公司"

c;):*0

抗生素#真核转染试剂
C*

O

)P;:579*0BK&$$$

购自美国
M01

S*56)
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公司"保真
B7

U
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O

?8/

酶#高保真
O

P8

酶#超纯
f0*g1+$

柱式总
3G4

抽提试剂盒#

KKC]

第一链
:FG4

合成试剂盒

购自上海生物工程技术有限公司$
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J8(AI",+1H->

质粒的构建
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登录
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编码序列(
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)"结合
H5;0

Q

;6

等+

2

,提供的

K6-$$$

活性肽基因片段(

&&&R
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)"将
WCHK6+2$$$

前体分

子基因分泌肽
"2R
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与
K6-$$$

活性片段
:FG4G
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设计为引物
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2Y14BW WAB 4AA BWW WAAABA
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W4AB4A4WW4AABWBAB1%Y

$再根据带分泌肽
K6-$$$

WCH

的
:FG4

序列(共
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)分别设计引物
E&

#

E%

"分别含
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$

和
J79^

"

酶切位点$引物
E&

!

2Y14B4 4WABB4
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重庆医学
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"插入
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$

酶

切位点
44WABB

"同时添加
4AA

"使
4BW

位于
4AA4BWW

的
>[c4>

序列中(有利于真核细胞蛋白翻译起始)
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*引物
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2Y14WWW4BAABA4AABW4WWBAABA4A4W4BA

BWABWW1%Y

"插入
J79^

"

酶切位点
WW4BAA

和终止密码

对应序列$以
O

cK$%

为模板"

EA3

扩增含分泌肽
K6-$$$

WCH

基因片段"扩增反应体系!
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聚合酶
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C

"

FG4

模板
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"灭菌去离子水
%%,2

'

C

"共
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'
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*扩增条件!
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预变性
%9*0

"

-"_

变性
%$/

"

#+_

退火
%$/

"

'&_

延伸

+9*0

"共
%$

个循环*

'&_

#

29*0

$扩增产物用
+,&=

琼脂糖凝

胶电泳检测$用
EA3

产物回收试剂盒对
EA3

产物进行回收$

用
*̂0(

$

'

J79^

"

双酶切
EA3

产物"并用相应酶消化载体

质粒
O

J8(AI",+

回收目的
FG4

片段$

根据
B7X737

连接试剂盒说明操作"将分泌型
K6-$$$

WCH

活性片段基因定向克隆进载体质粒
O

J8(AI",+

中"构建

含分 泌 肽 基 因 片 段 重 组
K6-$$$ WCH

真 核 表 达 质 粒

O

J8(AI",+1H->

$将重组质粒转化感受态大肠埃希菌
I,:)?*

B)

O

?$

"然后在含
"$

'

Q

'

9C

的
c;):*0

抗生素低盐
CJ

培养基

中进行筛选$提取重组质粒用于鉴定$抽提重组质粒进行

EA3

和酶切鉴定"将经双酶切鉴定的重组质粒送博亚生物技

术公司测序鉴定$

!,G

!O

JKH

穿梭质粒的构建
!

用
G<;

"

分别消化质粒

O

J8(AI",+1H->

和
O

cK$%

"胶回收
O

J8(AI",+1H->

酶切载体

大片段和
O

cK$%

酶切
[6*K

基因小片段$用
B7X737

公司连

接试剂盒进行连接"按说明书操作"构建
O

JKH

穿梭共表达质

粒$将重组质粒转化感受态大肠埃希菌
I,:)?*B)

O

+$

"然后

在含
c;):*0

抗生素低盐
CJ

培养基中进行筛选$抽提重组质

粒进行
[6*K

基因
EA3

#酶切鉴定"将鉴定正确的质粒命名为

O

JKH

$

!,H

!O

JKH

重组
JAW

的构建
!

将对数生长期
JAW

菌株以预

冷
+$$9C

'

C

甘油去离子水洗涤
%

!

"

次"

"_

#

"$$$6

'

9*0

(离

心半径
-:9

)离心
+$9*0

"用
+$=

甘油去离子水重悬"取
+!$

'

C

菌液加入
&$

'

C

纯化
O

JKH

质粒"轻轻混匀"冰浴
+$9*0

"

转入预冷
&99

电转杯中+电转化仪(

J*)137(IAK#%$

),$电

转仪条件设置为2指数衰减波#

&2$$]

3电击
+

次"迅速加入

#$$

'

CK*((?;R6))X'̂ -

液体培养基$

%'_

孵育过夜后涂布

于含
c;):*0"$

'

Q

'

9C

的
K*((?;R6))X'̂ +$

固体平板上"

%'

_

孵育
+"(

后挑取阳性菌落增菌后抽提质粒"同时取
+9C

菌

液"离心弃上清液"沉淀加入
2$$

'

C

三蒸水"

+$$_

热裂解
!

9*0

"取上清液
&

'

C

或质粒抽提物
+

'

C

为模板"分别作
WCH

和
[6*K

的
EA3

扩增$

!,N

!O

JKH

重组
JAW

基因递呈能力鉴定
!

将重组
JAW

在含

c;):*0"$9

Q

'

C

的
K*((?;R6))X'̂ -

液体培养基中培养#增

菌"以完全
3EKM+#"$

培养液重新调整细菌浓度为
&\+$

-

ADf

'

C

数量级备用$完全
3EKM+#"$

培养液培养
34a

&#",'

细胞"观察细胞贴壁后"每孔加
&$$

'

C

细菌悬液"置细胞

培养箱中
%'_

#

2=A[

&

孵育
"<

后"以预温不含血清
3EKM

+#"$

培养液洗涤培养板
%

次"去除未被巨噬细胞吞噬的细菌

后加入卡那霉素"使其终浓度为
+$$

'

Q

'

9C

"置孵箱中
"<

$

"

<

后换成完全
E3KM+#"$

培养基"此后每隔
+&<

以
%'_

预温

含
EK4+$$09)?

'

C

#卡那霉素
%$

'

Q

'

9C

完全
E3KM+#"$

培

养基换液$采用超纯
f0*g1+$

柱式总
3G4

抽提试剂盒#

KKC]

第一链
:FG4

合成试剂盒分别于细菌感染
-#<

收集

实验孔(重组
JAW

)及对照孔(

JAW

)细胞"提取总
3G4

进行逆

转录$以各自
:FG4

为模板"

3B1EA3

检测
WCH

表达$

"

!

结
!!

果

",!

!

WCH

基因鉴定
!

重组
O

J8(AI",+1H->

质粒用特异性引

物进行
EA3

扩增"可扩增出大小约
&#'R

O

的片段$采用
*̂0(

$

'

J79^

"

双酶切可切出相同大小片段$

O

J8(AI",+1H->

测序结果表明基因未发生突变"基因序列与
W;0J70X

(

GK

0

$$#"%%

)报道完全一致(图
+

#

&

)$

!!

+

!

FG4

分子标准*

&

!含分泌肽基因的
K6-$$$WCH

扩增片段*

%

!

阴性对照$

图
+

!!

含分泌肽基因
K6-$$$WCH

基因扩增结果

!!

+

!

FG4

分子标准
FC+2$$$

*

&,

O

J8(AI",+1H->

以
*̂0(

$

和

J79^

"

双酶切结果$

图
&

!!O

J8(AI",+1H->

酶切鉴定结果

","

!

[6*K

基因鉴定
!

重组
O

JK-

质粒用特异性引物进行

EA3

扩增"可扩增出大小约
+-+"R

O

片段$用
G<;

"

酶切可

切出相同大小片段$

",#

!

重组
JAW

筛选鉴定
!

电转化后
JAW

在含
c;):*0

抗生素

K*((?;R6))X'̂ +$

固体培养基中长出菌落"而对照平板涂布

无质粒转染的感受态
JAW

无菌落生长$将转化质粒
O

JKH

的

JAW

命名为
O

JKH

重组
JAW

$重组菌能抽出质粒"用
WCH

特

异性引物扩增"出现相应目的条带$

",G

!

重组
JAW

向真核细胞递呈质粒能力鉴定
!

以重组
JAW

感染
34a&#",'

细胞后进行抗酸染色观察"可见红色抗酸菌

在巨噬细胞胞浆中富集"巨噬细胞核呈蓝色"在细胞间隙中只

有极少量散在重组
JAW

存在(封
&

图
%

)$重组
JAW

感染

34a&#",'

细胞
-#<

后"在细胞浆中检测到
WCH

目标基因的

表达(图
"
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年
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月第
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卷第
+2

期
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FG4

分子标准
FC&$$$

*

&

!

O

JKH

重组
JAW

感染
34a&#",'

细胞
3B1EA3

鉴定结果*

%

!

JAW

感染
34a&#",'

细胞
3B1EA3

鉴定

结果*

"

!阳性对照$

图
"

!!

重组
JAW

感染
34a&#",'

细胞的
3B1EA3

鉴定结果

#

!

讨
!!

论

在以细胞免疫为主的多种疾病中"如肿瘤#胞内寄生菌#真

菌#原虫感染等"免疫基因治疗已成为一种重要手段$治疗机

制主要是通过细胞因子本身生物学活性及其佐剂作用优化宿

主特异性免疫应答"诱导机体产生更有效的免疫保护作用"从

而清除病原体$

基因治疗包括两方面要素"一是选择有效的治疗分子*二

是选择合适的载体$

JAW

作为载体"在疫苗研制#肿瘤基因治

疗等研究方面已取得重要进展$

JAW

的许多特性使其成为最

有吸引力的传递外源性基因载体+

%

,

$首先"

JAW

安全性良好"

自
+-"!

年以来已有接近
%$

亿人群接种"未发现严重的不良反

应$其次"

JAW

在感染宿主内能够持续存在"有助于作为治疗

性免疫目的的外源性抗原的携带$第三"

JAW

是用于人类和

动物的最强免疫佐剂$第四"

JAW

的生产费用低"热稳定性

好*重组
JAW

(

6JAW

)的构建相对简便"采用电转化技术已能在

卡介苗分枝杆菌中表达外源基因$

JAW

作为非特异性免疫刺

激剂"可以减慢肉瘤和癌的生长$

JAW

可刺激机体的细胞免

疫应答"纠正
B<?

'

B<&

型细胞免疫失衡"使其偏向
B<?

细胞

型"或抑制
B<&

型细胞免疫应答$

WCH

是近年来新发现的免疫效应分子"主要由
G>

细胞

和杀伤性
B

细胞分泌"广泛参与抗菌#抗病毒和杀伤肿瘤细胞

等免疫过程$正常健康人群外周血浆中有一定浓度(

%,'V%,&

0

Q

'
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)的
WCH

分子"而在以细胞免疫功能下降为特征的肿瘤

患者个体中却明显降低$目前的研究发现"

WCH

不但是衡量

机体细胞免疫功能的一个重要指标+

&

"
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"而且还参与了直接的

抗肿瘤作用$

WCH

有
-\+$

% 和
+2\+$

% 两种蛋白形式"

-\

+$

% 为其活性形式$重组
WCH-\+$

% 多肽片段对多种肿瘤细

胞系有杀伤作用"包括
b86X75

#

d4A1+

#
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等+
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$

本实验通过电转化方法"成功构建了携带分泌型
WCH

基

因
O

JKH

重组
JAW

"并且证实该重组菌能够向真核细胞递呈

质粒$本研究利用肿瘤个体免疫低下#

WCH

表达降低等特点

和
JAW

良好的安全性和免疫佐剂作用"将含
WCH

分泌型
K6

-$$$

活性片段基因经
JAW

呈递给免疫细胞
1

巨噬细胞并表达"

在肿瘤局部以旁分泌方式产生
WCH

来达到直接抗肿瘤的目

的"增强细胞免疫功能使机体自身抗肿瘤能力得以提高$将两

种治疗因子同时应用"从不同机制达到共同抗肿瘤的目的"理

论上优于单一治疗因子或同一机制的两种分子联用$
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