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ｈＩＦＮγ腺病毒表达载体的快速构建及鉴定

陈昌国，刘　敏，郭建巍，张建肖，赵强元，李　娜，王珍光

（中国人民解放军海军总医院检验科，北京１０００４８）

　　摘　要：目的　快速构建ｈＩＦＮγ腺病毒载体。方法　Ｔｒｉｚｏｌ法提取ＩＦＮγ（１０ｎｇ／ｍＬ）刺激的Ｒａｊｉ细胞总ＲＮＡ，以Ｏｌｉｇｏ引

物进行反转录获得ｃＤＮＡ序列，ＰＣＲ法钓取人ｈＩＦＮγ的ｃＤＮＡ序列并插入ｐＡｄＴｒａｃｋＣＭＶ载体中获得ｐＡｄＴｒａｃｋＣＭＶｈＩＦＮ

γ表达载体；然后将ｐＡｄＥａｓｙ１电转入ＢＪ５１８３感受态菌并通过硫酸链霉素和氨苄青霉素双抗筛选获得ｐＡｄＥａｓｙ１ＢＪ５１８３感受

态菌；之后将ＰｍｅＩ线性化的ｐＡｄＴｒａｃｋＣＭＶｈＩＦＮγ电转入ｐＡｄＥａｓｙ１ＢＪ５１８３感受态菌中并通过卡那霉素抗性筛选获得

ｐＡｄＥａｓｙ１ＢＪ５１８３ｐＡｄＴｒａｃｋＣＭＶｈＩＦＮγ重组体；犘犪犮Ⅰ酶切鉴定。结果　成功获得ｐＡｄＥａｓｙ１ｐＡｄＴｒａｃｋＣＭＶｈＩＦＮγ腺病

毒表达载体。结论　改良的两步法腺病毒表达载体的构建效率远高于同时将线性化ｐＡｄＴｒａｃｋＣＭＶｈＩＦＮγ与ｐＡｄＥａｓｙ１电转

入ＢＪ５１８３感受态菌以获得重组体传统方法，节省了实验时间和实验材料。
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ｗａｓｔｒａｎｓｆｅｒｒｅｄｉｎｔｏＢＪ５１８３ｃｏｍｐｅｔｅｎｔｂａｃｔｅｒｉａａｎｄｓｃｒｅｅｎｅｄｂｙｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｉｎｓｕｌｆａｔｅａｎｄａｍｐｉｃｉｌｌｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ．ｐＡｄＴｒａｃｋＣＭＶ

ｈＩＦＮγｗａｓｔｒａｎｓｆｅｒｒｅｄｉｎｔｏｐＡｄＥａｓｙ１ＢＪ５１８３ｃｏｍｐｅｔｅｎｔｂａｃｔｅｒｉａａｎｄｓｃｒｅｅｎｅｄｂｙｋａｎａｍｙｃｉｎｔｏｏｂｔａｉｎｔｈｅｐＡｄＥａｓｙ１ＢＪ５１８３

ｐＡｄＴｒａｃｋＣＭＶｈＩＦＮγｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ，ａｎｄｉｔｗａｓｃｏｎｆｉｒｍｅｄｂｙ犘犪犮Ⅰ ｅｎｚｙｍｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎ．犚犲狊狌犾狋狊　Ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙｏｂｔａｉｎｅｄｔｈｅ

ｐＡｄＥａｓｙ１ｐＡｄＴｒａｃｋＣＭＶｈＩＦＮγａｄｅｎｏｖｉｒｕｓｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒ．犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀　ａｄｅｎｏｒｉｒｕｓｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｅｒｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ

ｂｙｔｗｏｓｔｅｐｍｅｄｉｆｉｅｄｍｅｔｈｏｄｓ，ｉｓｍｕｃｈｍｏｒｅｅｆｆｉｃｉｅｎｔｔｈａｎｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌｍｅｔｈｏｄｓｗｈｉｃｈｔｒａｎｓｆｅｒｒｅｄｔｈｅｌｉｎｅａｒｐＡｄＴｒａｃｋＣＭＶｈＩＦＮ

γａｎｄｐＡｄＥａｓｙ１ｉｎｔｏＢＪ５１８３ｃｏｍｐｅｔｅｎｔｂａｃｔｅｒｉａａｔｏｎｅｔｉｍｅ，ｓａｖｉｎｇｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｔｉｍｅａｎｄｍａｔｅｒｉａｌｓ．

犓犲狔狑狅狉犱狊：ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎｇａｍｍａ，ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ；　ａｄｅｎｏｖｉｒｉｄａｅ；　ｇｅｎｅｔｉｃｖｅｃｔｏｒｓ

　　构建蛋白表达载体并将其以不同的方法转染真核细胞表

达是研究蛋白生物学功能的重要手段，而腺病毒表达载体由于

感染效率高、可插入外源基因片段大、病毒载体容易制备等优

点被广泛用于基因疫苗、基因治疗等研究中。ＩＦＮγ属ＩＩ干扰

素，主要由活化的Ｔ细胞和 ＮＫ细胞所分泌，亦可由Ｂ细胞、

ＮＫＴ细胞和抗原递呈细胞分泌，具有重要的免疫调节、抗病毒

及抗肿瘤［４７］。构建ｈＩＦＮγ腺病毒表达载体能够为进一步开

展ｈＩＦＮγ相关研究提供基础。

１　材料与方法

１．１　实验材料　Ｒａｊｉ细胞、２９３Ｔ细胞购自协和细胞库，ＲＰ

ＭＩ１６４０培养基为 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司产品，γ干扰素（ＩＦＮγ）为Ｐｅ

ｐｒｏＴｅｃｈ公司产品，ＲＮＡ提取试剂ＴＲＩｚｏｌ为Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司产

品，ＲＴＰＣＲ试剂盒为 Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司产品，ｐｆμＰＣＲ Ｍｉｘ、

ＤＬ２０００Ｍａｒｋｅｒ购 自 天 根 生 物 科 技 有 限 公 司 Ｌｉｐｏｆｅｃｔｍａｎ

２０００、Ｔ４ＤＮＡ连接酶购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；犡犫犪Ⅰ、犡犺狅犾Ⅰ、

犘犿犲Ⅰ、犘犪犮Ⅰ限制性内切酶为 ＮｅｗＥｎｇｌａｎｄＢｉｏｌａｂｓ公司产

品；λＤＮＡ·犎犻狀犱Ⅲ Ｍａｒｋｅｒ为Ｐｒｏｍｅｇａ公司产品，质粒提取

试剂盒和ＤＮＡ片段回收试剂盒为威格拉斯生物技术（北京）

有限公司产品，ｐＡｄＥａｓｙ１、ｐＡｄＴｒａｃｋＣＭＶ 质粒、ＢＪ５１８３、

ＤＨ５α大肠杆菌为陈津助理研究员惠赠，硫酸链霉素、氨苄青

霉素、卡那霉素及其他化学试剂购置海军总医院试剂采购中

心。

１．２　细胞的培养及刺激刺激　Ｒａｊｉ细胞在含有５％灭活胎牛

血清的ＲＰＭＩ１６４０中培养，置含有５％ ＣＯ２ 孵育箱。在药物

刺激前，将细胞的密度调整为３×１０５／ｍＬ。然后加入１０ｎｇ／

ｍＬ的ＩＦＮγ刺激细胞２４ｈ。

１．３　ＲＮＡ的提取及反转录　按照Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ说明书要求用

１ｍＬＴｒｉｚｏｌ提取ＩＦＮγ刺激细胞总ＲＮＡ，用紫外分光光度计

定量后取２ｎｇ用Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ反转录试剂盒进行反转录获取

ｃＤＮＡ模板。

１．４　重组ｐＡｄＴｒａｃｋＣＭＶｈＩＦＮγ质粒的构建　ｈＩＦＮγｃＤ

ＮＡ序列从 ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｈｐｒｄ．ｏｒｇ网站获得，采用 Ｐｒｉｍｅｒ

ｐｒｉｍｅｒ５．０进行ｈＩＦＮγ基因ＰＣＲ引物的设计：

ｈＩＦＮγ上游：５′ＣＣＧｃｔｃｇａｇＡＴＧＡＡＡＴＡＴＡＣＡＡＧＴ

ＴＡＴＡＴＣＴＴＧＧＣ３′；ｈＩＦＮγ下游：５′ＴＧＣＴＣＴＡＧＡＴＴＡ

ＣＴＧＧＧＡＴＧＣＴＣＴＴＣＧＡＣ３′；在上下游引物中分别加入

犡犫犪Ⅰ和犡犺狅Ⅰ限制性酶切位点，由北京奥科生物公司合成。

采用上述引物以ｃＤＮＡ为模板进行ＰＣＲ扩增ｈＩＦＮγ基因片

断。ＰＣＲ参数设置为：９５℃预变性５ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，５８℃３０

ｓ，７２℃ ４０ｓ，共３０个循环；７２℃延伸７ｍｉｎ。用 犡犺狅Ⅰ和

ｈＩＦＮγ酶切ＰＣＲ产物和ｐＡｄＴｒａｃｋＣＭＶ质粒，琼脂糖凝胶电

泳回收，Ｔ４ＤＮＡ连接酶连接；转化ＤＨ５α感受态菌，卡那霉素
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抗性平板筛选。挑取单克隆菌落增菌后提取质粒，用犡犺狅Ⅰ和

犡犫犪Ⅰ双酶切鉴定，能酶切出目的基因片段大小质粒为阳性质

粒ｐＡｄＴｒａｃｋＣＭＶｈＩＦＮγ。

１．５　重组腺病毒表达载体的重组及鉴定　将腺病毒骨架质粒

ｐＡｄＥａｓｙ１电转新鲜制备的ＢＪ５１８３感受态细菌，接种在硫酸

链霉素和氨苄青霉素抗性平板上筛选，挑取单克隆菌落培养并

提取质粒，以ｐＡｄＥａｓｙ１为对照，得到阳性ｐＡｄＥａｓｙ１ＢＪ５１８３

感受态菌。犘犿犲Ⅰ线性化ｐＡｄＴｒａｃｋＣＭＶｈＩＦＮγ凝胶电泳

进行片段回收，并用２００ｎｇ线性化的ｐＡｄＴｒａｃｋＣＭＶｈＩＦＮγ

电转ｐＡｄＥａｓｙ１ＢＪ５１８３感受态菌，卡那霉素抗性平板筛选，挑

取单克隆菌落增菌后抽提质粒，以ｐＡｄＥａｓｙ１为对照，分别用

犘犪犮Ⅰ酶切鉴定，能够切出约３０ｋｂ的大片段及３．０ｋｂ或

４．５ｋｂ左右片段的为阳性重组体ｐＡｄＥａｓｙ１ｐＡｄＴｒａｃｋＣＭＶ

ｈＩＦＮγ。

２　实验结果

２．１　ＩＦＮγ刺激 ＲａＪｉ细胞的总 ＲＮａ提取及质量鉴定　用

Ｔｒｉｚｏｌ法成功提取到ＩＦＮγ刺激ＲａＪｉ细胞的总ＲＮａ，经紫外

分光光度测定 ＯＤ２６０，其浓度为７８０ｎｇ／μＬ，ＯＤ２６０／ＯＤ２８０＝

１．９，１％凝胶电泳的结果为（图１），提取的细胞总ＲＮＡ符合进

行反转录的要求。

图１　　Ｒａｊｉ细胞总ＲＮＡ

２．２　ｈＩＦＮγ基因的调取及ｐＡｄＴｒａｃｋＣＭＶｈＩＦＮγ表达载

体的构建及鉴定　通过ＰＣＲ扩增出基因片段，１％凝胶电泳的

结果显示ＰＣＲ扩增片段大小为５００ｂｐ左右（图２），与ｈＩＦＮγ

的ｃＤＮＡ序列大小一致，并且扩增效率能够满足回收要求。

图２　　ＰＣＲ扩增结果

　　将ｈＩＦＮγ片段与ｐＡｄＴｒａｃｋＣＭＶ质粒用犡犺狅Ⅰ和犡犫犪

Ⅰ３７℃水浴双酶切１２ｈ，１％ 凝胶电泳回收酶切后的片段，然

后用Ｔ４ＤＮＡ连接酶在１２～１６℃水浴中连接４ｈ，将连接产

物转化ＤＨ５α感受态细菌，挑取阳性克隆至ＬＢ培养液中在

３７℃摇床中振荡１２ｈ，提取质粒并将质粒用犡犺狅Ⅰ和犡犫犪Ⅰ

双酶切，能够酶切出５００ｂｐ左右片段的Ｃｌｏｎｅ１为阳性克隆

（图３）。

图３　　犡犺狅Ⅰ和犡犫犪Ⅰ双酶切鉴定结果

　　取１＃克隆的质粒为模板进行ＰＣＲ鉴定结果（图４），此克

隆能过扩增出目的条带。

图４　　Ｃｌｏｎｅ１ＰＣＲ鉴定结果

　　并且将阳性克隆送北京奥科生物公司进行测序，测序结果

与ｈＩＦＮγ基因的序列比对未发现突变。

２．３　ｐＡｄＴｒａｃｋＣＭＶｈＩＦＮγ与ｐＡｄＥａｓｙ１在ＢＪ５１８３感受态

中的重组及鉴定　通过电转方式将线性的ｐＡｄＴｒａｃｋＣＭＶ

ｈＩＦＮγ导入含有ｐＡｄＥａｓｙ１在ＢＪ５１８３感受态中，在含有卡那

霉素抗性的平板上筛选，挑取阳性克隆增菌后提取质粒，用犘犪犮

Ⅰ进行酶切，能够切成能够切出约３０ｋｂ的大片段及３．０ｋｂ或４．

５ｋｂ左右片段的为阳性克隆，我们酶切鉴定的结果是Ｃｌｏｎｅ３和

Ｃｌｏｎｅ４获得３０ｋｂ的大片段及４．５ｋｂ左右片段（图５）。

图５　　重组体犘犪犮Ⅰ酶切鉴定结果

３　讨　　论

２００２年Ｒｏｂｅｒｔ．Ｄ．Ｓｃｈｒｉｂｅｒ提出著名的“肿瘤免疫编辑”
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学说，认为对于肿瘤而言免疫系统是一把双刃剑，在早期免疫

系统发挥“免疫监视”作用清除肿瘤，而在平衡期免疫系统重塑

了肿瘤的免疫原性促进了肿瘤的发生［８，９］。众多研究都指出

ＩＦＮγ在“肿瘤免疫编辑”过程中发挥了重要的作用，不但参与

免疫细胞对肿瘤细胞的杀伤同时也参与了免疫系统对肿瘤细

胞免疫原性的重塑［１０１２］。因此构建ｈＩＦＮγ腺病毒重组载体

对于开展肿瘤细胞ＩＦＮγ的敏感性改变的相关研究十分必要。

腺病毒载体与痘苗病毒载体、腺相关病毒载体、单纯疱疹

病毒载体及逆转录病毒载体等都是目前常用的病毒表达载体。

重组腺病毒载体因具有多种特点而被广泛应用于重要感染性

疾病及恶性肿瘤的相关研究。无论是对肿瘤原代细胞转染还

是进行动物实验普通的转染方式转染效率均不能满足要求，构

建ｈＩＦＮγ重组腺病毒表达载体能过为下一步在动物实验中

探索肿瘤逐渐丧失ＩＦＮγ敏感性的研究提供良好的物质基础。

重组腺病毒载体构建通常是将穿梭载体和骨架载体同时电转

入ＢＪ５１８３感受态细菌中，重组效率不高
［１］。改良的方法是首

先将骨架质粒ｐＡｄＥａｓｙ１转染入ＢＪ５１８３感受态细菌中筛选获

取含有ｐＡｄＥａｓｙ１的ＢＪ５１８３感受态，将犘犿犲Ⅰ线性化的穿梭

载体电转入含有ｐＡｄＥａｓｙ１的ＢＪ５１８３感受态中，避免了将转

移质粒转化到有缺陷或复制能力弱的细菌中，因而重组效率大

幅提高［２］。邹昌勇等［３］利用改良的重组腺病毒构建方法以氯

化钙化学转化法取代电穿孔法高效构建ｐ５３重组腺病毒表达

载体。本实验将 ｐＡｄＥａｓｙ１载体采用氯化钙化学转化入

ＢＪ５１８３感受态，而线性的 ｐＡｄＴｒａｃｋＣＭＶｈＩＦＮγ 转化入

ＢＪ５１８３ｐＡｄＥａｓｙ１采用的是电转化法，并且鉴定采用的是测

序和双酶切使得构建过程更加合理阳性克隆获得率也较高。
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本研究成功构建了 ＮＧＡＬ重组真核表达载体ｐｃＤＮＡ３．

１／ＨｉｓＡＮＧＡＬ，对其通过测序证实无误后转染 ＨＥＫ２９３Ｔ细

胞，通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和ＥＬＩＳＡ方法对表达产物进行鉴定说

明ｐｃＤＮＡ３．１／ＨｉｓＡＮＧＡＬ能够在 ＨＥＫ２９３Ｔ细胞中表达且

可以分泌到细胞外，但细胞表达量远远大于分泌出胞蛋白量。

本实验为进一步研究ＮＧＡＬ蛋白并建立其相关免疫学检测方

法奠定了基础。
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ｃａｒｄｉａｃｓｕｒｇｅｒｙ［Ｊ］．Ｌａｎｃｅｔ，２００５，３６５（９４６６）：１２３１１２３８．

［１０］ＦｒｉｃｋｅｒＬＤ，ＧｅｌｍａｎＪＳ，ＣａｓｔｒｏＬＭ，ｅｔａｌ．Ｐｅｐｔｉｄｏｍｉｃａｎａｌｙｓｉｓｏｆ

ＨＥＫ２９３Ｔｃｅｌｌｓ：ｅｆｆｅｃｔｏｆｔｈｅｐｒｏｔｅａｓｏｍｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｅｐｏｘｏｍｉｃｉｎｏｎ

ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｐｅｐｔｉｄｅｓ［Ｊ］．ＪＰｒｏｔｅｏｍｅＲｅｓ，２０１２，１１（３）：１９８１

１９９０．

（收稿日期：２０１２１２０８）

·７３６１·国际检验医学杂志２０１３年７月第３４卷第１３期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｊｕｌｙ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．１３


