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"摘要#
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目的
!

构建
O

:5M;%2=<66#42̂ ;Q(&

重组质粒#并检测其免疫效果%方法
!

采用逆转录
Q)5

!

5*2Q)5

$的方法提

取急性单核细胞白血病相关抗原基因
=<662#4

和热休克蛋白!

;̂Q

$

(&

基因#设计特异性重叠引物#以重叠延伸
Q)5

!

;YM2

Q)5

$技术扩增
=<66#42̂ ;Q(&

融合基因#构建核酸疫苗
O

:5M;%2=<66#42̂ ;Q(&

%将核酸疫苗免疫
T6<T

"

B

小鼠#检测小鼠

脾淋巴细胞对
W"#(

细胞的杀伤作用及小鼠脾细胞悬液中白细胞介素!

:<

$

2%

&

:<24

和
*

干扰素!

:N92

*

$水平%结果
!

扩增出

=<66#42̂ ;Q(&

融合基因
%"7'\

O

#成功构建了核酸疫苗
O

:5M;%2=<66#42̂ ;Q(&

#经鉴定与预期结果一致*脾淋巴细胞杀伤活

性结果显示#核酸疫苗
O

:5M;%2=<66#42̂ ;Q(&

对
W"#(

细胞的杀伤效率明显高于其他实验组及对照组!

$

%

&.&!

$*核酸疫苗

O
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组细胞因子
:<2%

&

:<24

和
:N92

*

水平亦明显高于其他实验组及对照组!

$

%

&.&!

$%结论
!

成功构建了

O

:5M;%2=<66#42̂ ;Q(&

核酸疫苗#该核酸疫苗能诱发强烈的体液免疫#增强机体对肿瘤细胞的免疫应答#对
=<66#4

阳性细

胞具有特异性杀伤作用%

"关键词#

!

疫苗#

U96

*重叠延伸
Q)5

*白血病#单核细胞#急性*
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*热休克蛋白质类
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核酸疫苗是将编码某种抗原蛋白的外源基因导入动物体

细胞内#并通过宿主细胞的表达系统合成抗原蛋白#诱导宿主

产生对该抗原蛋白的免疫应答反应#以达到预防和治疗疾病的

目的+

!

,

%抗原表位基因是核酸疫苗的核心部分#以融合基因为

目的基因构建核酸疫苗已是业界的共识%将相同或相似功能

的基因融合#可以增强目的蛋白的免疫原性#提高核酸疫苗的

免疫保护效应%重叠延伸
Q)5

!

I

F1F0

O

D-B-1

I

\

P

,@FEDA

O

FRGF12

0-,1Q)5

#

;YM2Q)5

"采用互补末端引物#使
Q)5

产物形成重

叠链#从而将来源不同的多个基因片段拼接在一起+

%

,

%利用

;YM2Q)5

技术不需要内切酶消化和连接酶处理即可进行有效

的基因重组#因而在构建融合基因$定点突变及基因敲除等方

面有着广泛的应用+

#

,

%本研究拟采用
;YM2Q)5

技术将急性

单核细胞白血病相关抗原基因
=<662#4

及热休克蛋白
(&

!

;̂Q(&

"融合为
=<66#42̂ ;Q(&

融合基因#进而构建核酸疫

苗
O

:5M;%2=<66#42̂ ;Q(&

#免疫
T6<T

)

B

小鼠并检测其脾

淋巴细胞对
W"#(

细胞的杀伤效应#为核酸疫苗的抗肿瘤研究

提供实验基础%

!

!

材料与方法

!.!

!

材料
!

W"#(

细胞$

O

:5M;%2M8NQ

和
O

:5M;%2M8NQ2

;̂Q(&

质粒为本课题组保存%

T6<T

)

B

鼠+无特定病原体

!

;QN

"级#雌性#

'

"

3

周龄,购自北京维通利华实验动物技术有

限公 司%噻 唑 蓝 !

=**

"试 剂$限 制 性 内 切 酶 !

MB,5

!

)

TA?^

!

"购自美国
9MT

公司#总
596

提取试剂盒$无内毒素

质粒提取试剂盒$逆转录
Q)5

!

5*2Q)5

"试剂盒$

*4U96

连

接酶$胶回收纯化和酶联免疫吸附试验!

M<:;6

"等试剂盒购自

生工生物工程!上海"股份有限公司#胎牛血清$

5Q=:!'4&

!高

糖"培养基购自美国
^

P

BD,1F

公司*无水乙醇$氯仿等常规试剂

均为国产分析纯%

%!'%

重庆医学
%&!(

年
(

月第
4'

卷第
!"

期

#

基金项目(吉林省科技厅自然科学基金资助项目!

%&!'&!&!!("d)

"*吉林省卫生和计划生育委员会项目!

%&!7h&(!

"*吉林省教育厅.十三

五/科技项目!

ddV %̂&!(&4!'Vd

"*吉林省大学生创新创业课题!

%&!7&%4

"*国家级大学生创新创业训练计划项目!

%&!'!#(&'&!"

"%

!

作者简介(赵

佳琪!

!""'$

"#在读本科#主要从事血液系统疾病免疫治疗方面的研究%

!

$

!

通信作者#
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!

引物设计与合成
!

根据质粒
O

:5M;%2M8NQ

多克隆位点

情况选 取
MB,5

!

和
TA?^

!

酶 切 位 点 进 行 基 因 克 隆%

=<662#4

基因!

8F1TA1_

(

6f%33"((.%

"扩增片段理论长度为

!&!4\

O

#

;̂Q(&

基因!

8F1TA1_

(

9=

0

&&7#47.7

"扩增片段理

论长度为
!"%(\

O

#

Q%

和
Q#

引物设计重叠序列
88)88)

88)88)88)

#引物由生工生物工程!上海"股份有限公司合

成#见表
!

%

表
!

!!

引物碱基序列

名称 碱基序列!

7c2#c

"

Q! 8)866**)6*86666666*8))***8***68*

Q% 88)88)88)88)88)*)668888))8****)**)668

Q# 88)88)88)88)88)6*88))6668))8)88)86*)

Q4 )8886*)))*66*)*6))*))*)66*88*8

!.B

!

细胞培养及基因提取

!.B.!

!

W"#(

细胞培养
!

W"#(

细胞培养于含
!&>

胎牛血清

的
5Q=:!'4&

培养基中#

#(b7>)Y

%

#收集
W"#(

细胞并调

整细胞浓度至
%e!&

7

)

?<

#接种于
"'

孔细胞培养板中#每孔加

W"#(

细胞
!&&

)

<

作为脾淋巴细胞杀伤活性实验的靶细胞%

!.B."

!

=<662#4

基因提取
!

W"#(

细胞培养于含
!&>

胎牛

血清的
5Q=:!'4&

培养基中#

#( b 7>)Y

%

#收集培养的

W"#(

细胞#

*E-],D

法抽提总
596

#逆转录合成互补
596

!

B596

"#分别以
Q!

)

Q%

和
Q#

)

Q4

为引物#严格按照试剂盒说

明书进行
5*2Q)5

%

Q)5

反应条件(

"4b7?-1

*

"4b#&0

#

77b#&0

#

(%b'&0

#共
#&

个循环*最后
(%b7?-1

%

5*2

Q)5

扩增产物经
!.&>

琼脂糖凝胶电泳鉴定#用胶回收试剂盒

回收纯化
Q)5

产物%

!.C

!

;YM2Q)5

扩增
=<66#42̂ ;Q(&

融合基因
!

将回收纯

化的
Q)5

产物#

=<662#4

和
;̂Q(&

目的基因片段作为模板#

以
Q!

$

Q4

为引物#采用
;YM2Q)5

法扩增融合基因
=<66#42

;̂Q(&

%

;YM2Q)5

反应条件(

"4b 7?-1

*

"4 b #&0

#

73 b

#&0

#

(%b'&0

#共
#&

个循环*最后
(%b7?-1

%

Q)5

扩增产

物经
!.&>

琼脂糖凝胶电泳鉴定#用胶回收试剂盒回收纯化

Q)5

产物%

!.D

!

核酸疫苗
O

:5M;%2=<66#42̂ ;Q(&

的构建及鉴定
!

提

取质粒
O

:5M;%2M8NQ

#与回收的
=<66#42̂ ;Q(&

融合基因

片段分别进行
MB,5

!

)

TA?^

!

双酶切#

#(b!.7H

#酶切产物

经琼脂糖电泳回收纯化#利用
*4U96

连接酶将
=<66#42

;̂Q(&

融合基因亚克隆至
O

:5M;%2M8NQ

质粒中#

!' b

连接

过夜#构建
O

:5M;%2=<66#42̂ ;Q(&

重组质粒%将连接产物

转化大肠杆菌!

M.B,D-

"

Û 7

#

感受态细胞#并在卡那霉素抗性

<T

培养基上涂板培养%将卡那霉素抗性
<T

培养基上生长的

阳性转化克隆子编号#用接种环挑取克隆子!不要完全挑完"于

#?<<T

液体培养基中
#( b

过夜培养#次日提取
O

:5M;%2

=<66#42̂ ;Q(&

质粒并进行
Q)5

扩增和酶切鉴定%

!.M

!

核酸疫苗免疫
T6<T

)

B

小鼠
!

质粒
U96

大量制备和纯化

!按试剂盒说明书进行"并用生理盐水调整至
!.&

I

)

<

%

T6<T

)

B

鼠
4&

只#分为
4

组#每组
!&

只%对照组!

6

组"$实验组!

T

$

)

$

U

组"分别在小鼠两侧股四头肌肌内注射空质粒
O

:5M;%

$

O

:5M;%2

=<66#4

$

O

:5M;%2̂ ;Q(&

和
O

:5M;%2=<66#42̂ ;Q(&

#每 只

!&&

)

I

%小鼠每次接种前
%4H

#均用
&.%7>

布比卡因
!&&

)

<

预

处理%在
&

$

%

$

4

周进行
#

次同样剂量免疫%

!.Q

!

脾淋巴细胞悬液的制备
!

末次免疫后第
(

天#处死小鼠#

置
(&>

乙醇浸泡
#

"

7?-1

#无菌取脾脏#置于不含胎牛血清的

5Q=:!'4&

培养基中#剪去脂肪及筋膜组织#于
%&&

目不锈钢网

筛上研碎#重悬于含
7>

胎牛血清的
Â1_c0

液中#

%&&&E

)

?-1

离心
7?-1

#低渗裂解红细胞#用含
!&>

胎牛血清的
5Q=:

!'4&

培养基清洗
#

次#并调整浓度为
!e!&

(

)

?<

%

!.R

!

脾淋巴细胞杀伤活性的检测
!

取步骤
!.(

制备的脾淋巴

细胞悬液#倍比稀释%

"'

孔细胞培养板各反应孔中加脾淋巴

细胞
!&&

)

<

#使效靶比分别为
7&a!

$

%7a!

$

!%.7a!

和

'.%7a!

!各设
#

个复孔"#在
#(b7>)Y

%

中孵育
%4H

#测定

每组小鼠特异性淋巴细胞杀伤活性%反应结束后#每孔加入

%&

)

<=**

工作液#

#(b

反应
4H

#弃去
=**

反应液#每孔加

入二甲基亚砜!

U=;Y

"

%&&

)

<

#室温振荡
!&?-1

#酶标仪测定

7(&1?

处吸光度值!

C

7(&

"%脾淋巴细胞杀伤活性!

>

"

X

+

!$

!反应孔
C

7(&

$

效应细胞对照孔
C

7(&

")靶细胞对照孔
6

7(&

,

e

!&&>

%

!.S

!

细胞因子水平的检测
!

将步骤
!.(

制备的脾淋巴细胞悬

液加入
"'

孔细胞培养板#每孔
!&&

)

<

!各设
#

个复孔"#

#(b

7>)Y

%

培养
(%H

#以纯化的
=<662#4

蛋白!

%&

)

I

)

?<

"刺激

抗原%以刀豆蛋白
6

!

),16

#

!&

)

I

)

?<

"为阳性对照#未用抗

原刺激孔为阴性对照#培养
43H

后收集上清液#

M<:;6

法检测

细胞因子#包括白细胞介素!

:<

"

2%

$

:<24

和干扰素
2

*

!

:N92

*

"水

平!严格按照试剂盒说明书操作"%

!.!T

!

统计学处理
!

采用
;Q;;!".&

统计软件进行统计分析#

计量资料以
1i"

表示#组间比较采用方差分析#组间两两比较

采用
<;U27

检验#以
$

%

&.&7

为差异有统计学意义%

"

!

结
!!

果

".!

!

;YM2Q)5

扩增
=<66#42̂ ;Q(&

融合基因结果
!

以

=<662#4

基因和
;̂Q(&

基因为模板#以
Q!

$

Q4

为引物#采用

;YM2Q)5

法扩增
=<66#42̂ ;Q(&

融合基因#经
!.&>

琼脂糖

凝胶电泳鉴定#见图
!

%

!!

!

(标记物*

%

(

=<66#42̂ ;Q(&

融合基因*

#

(

;̂Q(&

基因*

4

(

=<66#4

基因

图
!

!!

=<66#42̂ ;Q(&

融合基因扩增结果

"."

!

核酸疫苗
O

:5M;%2=<66#42̂ ;Q(&

的构建及鉴定
!

将

质粒
O

:5M;%2M8NQ

与
=<66#42̂ ;Q(&

融合基因分别进行

MB,5

!

)

TA?^

!

双酶切#采用
*4

连接酶将
=<66#42̂ ;Q(&

融合基因与
O

:5M;%2M8NQ

载体连接#构建重组质粒
O

:5M;%2

=<66#42̂ ;Q(&

#挑取阳性克隆菌#扩增后提取重组质粒进行

Q)5

及
MB,5

!

)

TA?^

!

双酶切鉴定#经
!.&>

琼脂糖电泳鉴

定#见图
%

%

".B

!

脾淋巴细胞杀伤活性的检测
!

将核酸疫苗分组免疫小鼠

后#检测致敏脾淋巴细胞对
W"#(

细胞的杀伤效率#见表
%

%其

中#核酸疫苗
U

组的杀伤效率明显高于
6

$

T

$

)

组#差异有统

计学意义!

$

%

&.&!

"*而
6

$

T

$

)

组杀伤效率比较#差异无统计

学意义!

$

&

&.&7

"%

".C

!

细胞因子水平的检测
!

脾淋巴细胞悬液经纯化的

=<662#4

蛋白刺激后#

M<:;6

法检测脾细胞上清液中细胞因

子
:<2%

$

:<24

和
:N92

*

水平#见表
#

%核酸疫苗
U

组的细胞因

#!'%

重庆医学
%&!(

年
(

月第
4'

卷第
!"

期



子
:<2%

$

:<24

和
:N92

*

水平明显高于
6

$

T

$

)

组#差异均有统计

学意义!

$

%

&.&!

"%

T

组和
)

组上述各细胞因子水平明显高

于
6

组#差异均有统计学意义!

$

%

&.&!

"%

T

组和
)

组间上述

各细胞因子水平比较#差异均无统计学意义!

$

&

&.&7

"%

!!

!

(标记物*

%

(

O

:5M;%2=<66#42̂ ;Q(&

重组质粒*

#

(双酶切鉴定

结果*

4

(

Q)5

鉴定结果

图
%

!!

重组质粒
O

:5M;%2=<66#42̂ ;Q(&

的鉴定

表
%

!!

小鼠脾淋巴细胞杀伤活性比较$

(X!&

%

1i"

%

>

&

组别
效靶比

7&a! %7a! !%.7a! '.%7a!

6

组
3.7'i!.7"

#

'.%!i!.'3

#

7.&(i!.!4

#

#."%i&.34

#

T

组
".&#i!."3

#

'.7#i!.%(

#

4.33i&.'"

#

#.#(i&.7#

#

)

组
3.3%i!.%7

#

'."#i%.&(

#

7.##i&."!

#

4.#%i&.(4

#

U

组
4%.'!i7.!( #!.3(i4.7% %(.!%i#.47 !".4%i!."4

!!

#

(

$

%

&.&!

#与
U

组比较

表
#

!!

小鼠脾淋巴悬液细胞因子水平

!!!

比较$

(X!&

%

1i"

%

OI

)

?<

&

组别
:<2% :<24 :N92

*

6

组
%3.73i!&.7#

,

%'.%#i'.'!

,

%7.%(i".!%

,

T

组
!7".&#i%%.4"

#,

"'.3#i!!.4(

#,

!%4.33i#!.'%

#,

)

组
%&3.%7i#!.%4

#,

!%'.%#i!%.#4

#,

!77.#3i%%."4

#,

U

组
4!%.'7i47.!% %!!.#7i%4.#7 7%%.#%i7#.((

!!

#

(

$

%

&.&!

#与
6

组比较*

,

(

$

%

&.&!

#与
U

组比较

B

!

讨
!!

论

!!

核酸疫苗制作简单$应用安全#是白血病免疫治疗的策略

之一%核酸疫苗导入宿主体内后可被抗原提呈细胞或机体组

织细胞摄取#在细胞内表达蛋白抗原#刺激机体产生细胞免疫

和体液免疫#免疫保护作用好+

4

,

%在构建核酸疫苗时笔者使用

了
;YM2Q)5

技术#将
=<662#4

基因和
;̂Q(&

基因融合在一

起#形成
=<66#42̂ ;Q(&

融合基因%

=<662#4

基因与急性

单核细胞白血病的发生密切相关#其表达下调能显著抑制

W"#(

细胞在体外的增殖#同时会诱发白血病细胞的凋亡#是理

想的急性白血病免疫治疗的靶基因+

72(

,

%

;̂Q(&

参与肿瘤基

因调控及细胞增殖#具有抗原递呈功能#能强烈刺激免疫系统

针对肿瘤抗原的免疫反应#进而诱导机体产生特异性抗肿瘤免

疫应答#以
;̂Q

为基础的肿瘤疫苗是目前肿瘤疫苗研究中的

热点+

32"

,

%

;YM2Q)5

技术的关键主要在于引物的设计#在设计引物

时#重叠序列可以是基因序列上的任意位点#不需要考虑融合

位点及其附近的特殊序列%通过特定的重叠互补序列的引物

作为桥梁#从而使
Q)5

扩增产物末端形成了相同的重叠链#通

过重叠链的延伸将
Q)5

扩增片段拼接起来#从而将两个目的

基因融合在一起#相比于限制性内切酶的酶切和连接酶的连接

更加简便快捷+

!&

,

%因此#在融合基因$突变体分子的构建过程

中#特别是在人类体细胞敲除$疫苗的研究$多克隆抗体的产

生#以及在植物基因工程中具有广泛的应用+

!!2!#

,

%本研究设

计引物时采用柔性肽基因
88)88)88)88)88)

作为重

叠序列#融合蛋白
=<662#4

和
;̂Q(&

之间以柔性肽相连接#

保证了两个蛋白融合表达且正确折叠#

=<662#4

和
;̂Q(&

皆能发挥其独特功能#从而保证了核酸疫苗的免疫活性%实验

表明#核酸疫苗
O

:5M;%2=<66#42̂ ;Q(&

免疫
T6<T

)

B

小鼠

后#致敏脾淋巴细胞对
W"#(

细胞具有较强的杀伤效率#明显

高于其他实验组和对照组#说明核酸疫苗
O

:5M;%2=<66#42

;̂Q(&

能有效地刺激机体产生针对
W"#(

细胞的特异性杀伤

作用*此外#致敏小鼠脾细胞培养液中细胞因子
:<2%

$

:<24

和

:N92

*

水平明显增高#说明该核酸疫苗能诱发强烈的体液免疫#

增强机体对肿瘤细胞的免疫应答#具有明显的免疫保护作用%
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