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&在肿瘤细胞内的活化调控过程是肿瘤发生及治疗研究

领域的热点之一#
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不仅在肿瘤发生的初始阶段起关键作

用#还可促进肿瘤转移(
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*并且#以
?8GH8

为靶位的肿瘤免

疫治疗取得令人鼓舞的成果#但有关
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的调控机制仍尚

未完全明确*微
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&是最大的一类基因表达

转录后调控因子(
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#微量的
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即可对靶蛋白的表达

产生明显的调控作用(
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*因此参与
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调控作用#但未进一步进行功能研究*通过上调
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表达

丰度#抑制
?8GH8

表达#有可能抑制肿瘤生长*最新研究趋

势表明#基于
B2+=1H])5

层面的肿瘤基因治疗正在成为肿瘤

治疗的一个新的方向(
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*腺病毒载体系统作为哺乳动物细胞

表达载体#在重组疫苗和基因治疗载体研究中备受关注#被广

泛应用于基因治疗的研究中*
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及包装质粒
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公司&%

T1>A
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脂质体转染试剂$
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公司&%

WFH

试剂盒$

W=1B9

E

A

&%

酵母提取物及胰蛋白胨$上海生工&%低熔点琼脂糖$西班牙进

口&%氨苄西林$华北制药厂&%

G+1H

*

与
(ABU

*

内切酶

$

8)Q)H)

公司&*

@#@#B

!

细胞和培养试剂
!

高糖
TSGS!P

培养液及标准胎牛

血清$

U

D

F<169

&%转化有腺病毒
G!

区基因的包装细胞
UGQ"3%

$本室保存&*

@#@#E
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病毒
!

负载有
(
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半乳糖苷酶$

(
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E

A<

&基因
*A+f

的复制

缺陷型腺病毒载体$

)07*A+f

&#本室保存*
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引物设计与合成
!

B2H7!%/

前体全长
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$
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引物采用
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自行设计#上海生工合
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质粒构建*

]F(L

查到
;
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序列$
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&#两端延伸
$&C

;

并在
$M

端设计
G+1H

)

酶切位点#在
%M

端设计
(ABU

*

酶切位点#全

基因合成后#插入双酶切后的
;

TF%!$

穿梭质粒*质粒常规扩

增后酶切电泳及测序鉴定*$
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&脂质体介导
;

TF%!$7B2H!%/

和
;
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/
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'
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质粒共转染
UGQ"3%

细胞*参照
T1>7

A

;

使用说明书将
;

TF%!$7B2H!%/

及
;
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'
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共转染
UGQ"3%

细胞%转染后
!&

"

!"0

出现空斑后#仔细挑取

$

个空斑#用少量无菌
W(O

溶液悬浮后#分别装管冻存于
Z'&

X

*$

%

&重组缺陷型病毒载体$

)07B2H!%/

&的筛选及小量扩

增*

0

将挑取的空斑溶液冻融离心#取上清液感染
UGQ"3%

%

同时设立阴性转染对照%

1

培养
%

"

$0

后#用空斑上清液转染

的
UGQ"3%

细胞出现细胞病变效应$

+
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;
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#

FWG

&#

即
3&R

"

!&&R

的细胞肿胀'变圆'

!&R

"

"&R

的细胞脱壁漂

浮#而阴性对照组细胞无
FWG

%

2

离心收集出现
FWG

的

UGQ"3%

细胞#冻存于
Z'& X

#上清液用于再感染
UGQ"3%

细胞*

@#A#A

!

)07B2H!%/

的大量扩增'纯化及滴度测定
!

$

!

&大量扩

增!经鉴定正确的
)07B2H!%/

在
UGQ"3%

细胞中大量扩增*

主要步骤为
UGQ"3%

细胞传代于
"$&B*

培养瓶中#细胞
/&R

汇合时#加
$B*

病毒上清液#

%'X

'

$RF_

"

培养
%

"

$0

#当出

现
FWG

时收集细胞#室温
"&&

E

#离心
%

"

$B26

#

Z'&X

分别

保存上清液及细胞#分别用于再感染和收集高滴度病毒*$

"

&

病毒纯化!将收集的病变
UGQ"3%

细胞反复冻融
.

次#室温下

"$&&

E

离心
$B26

*上清液用
&#""

#

B

滤膜过滤除菌#然后将

除菌后的病毒上清液加于无菌梯度氯化铯$

F5F<

&溶液上层

$

&#$B*

#密度
!#$

E

"

B*

%

%#&B*

#密度
!#%$

E

"

B*

%

%#&B*

#

密度
!#"$

E

"

B*

&#

!&X

'

!$&&&&

E

离心
!?

后在
!#"$

E

"

B*

和
!#%$

E

"

B*F5F<

溶液间可见灰白色病毒带#将病毒带吸出

并与密度为
!#%$

E

"

B*

的
F5F<

溶液混合#以
.X

'

!$&&&&

E

离心
!/?

#留取病毒液#

. X

避光透析$

!&BB1<8=257F<

;

U

'#$

%

!BB1<S

E

F<

"

%

!&R

甘油&

".?

#收集病毒液于无菌离心管

中#取少许检测病毒滴度#余置
Z'&X

冻存备用*$

%

&病毒滴

度测定!

".

孔培养板每孔接入
!Y!&

$

UGQ"3%

细胞#培养
".

?

#取病毒转染液
&#"B*

加
W(O

至总量
"B*

#混匀后作
!&

倍

比稀释至第
-

管#每个稀释度设
%

孔#加入不同稀释度病毒液

&#"B*

#置
%'X

'

$RF_

"

培养
!?

#其间每
!&

"

!$B26

摇动一

次培养板#

!?

后补加培养液
!#$B*

#继续培养
%-

"

./?

#观察

细胞病变情况*取
!&&R

出现
FWG

的最大稀释度#按下列公式

计算病毒滴度!

!!;

@K

"

B*,

!&

$ 细胞
Y

稀释度
Y!&

个病毒"细胞

&#"B*

设定公式中每个细胞感染
!&

个病毒#

%-

"

./?

内导致细

胞完全病变*

@#A#B

!;

=97B2H7!%/

腺病毒载体的鉴定
!

$

!

&感染性鉴定!用

冻存的
)07B2H!%/

感染
'&R

融合的
UGQ"3%

细胞#观察

UGQ"3%

有无
FWG

出现*用
W(O

作对照*$

"

&电镜鉴定!取

少量
)07B2H!%/

病毒浓缩液感染
UGQ"3%

细胞#透射电镜下

观测细胞内有无病毒颗粒复制*$

%

&双引物
WFH

鉴定!取
)07

B2H!%/

病毒浓缩液
"&&

#

*

于
GW

管内#沸水煮
!&B26

后取

$

#

*

用于
WFH

的
T])

模板*采用插入的
;

=97B2H!%/

特有引

物
W!

'

W"

和腺病毒载体特有引物
W%

'

W.

#进行双引物
WFH

鉴

定*反应条件为
3.X%B26

#

3.X!B26

#

$-X!B26

#

'"X"

B26

#

%$

个循环#

'" X

延伸
'B26

#

. X

保存*用
)07*A+f

作

对照*

A

!

结
!!

果

A#@

!;

TF%!$7B2H!%/

穿梭质粒载体的构建
!;

TF%!$

腺病毒

载体经
G+1H

*

和
(ABU

*

双酶切后#与全基因合成的
;

=97

B2H7!%/

片段相连接#成功连接的重组质粒可显示$

%#3[&#"

&

NC

两条带#与理论计算相符*基因测序结果表明全长
;

=97

B2H7!%/

序列正确接入到重组质粒中*结果证实成功构建负

载人
;

=97B2H7!%/+T])

的腺病毒表达载体#命名为
;

TF%!$7

B2H!%/

*

A#A

!

病毒的滴度测定
!

含病毒的细胞冻融液离心去细胞碎片

并经梯度
F5F<

低温超速离心纯化后#得到病毒液
$B*

*采用

倍比稀释法测定
)07B2H!%/

的滴度可达
$Y!&

!&

;

@K

"

B*

*

A#B

!

感染性鉴定
!

用腺病毒载体感染
UGQ"3%

细胞#

%'X

培

养
"

"

%0

#发现
UGQ"3%

细胞圆缩'脱落#出现
FWG

*表明包

装的腺病毒载体感染能力强#在
UGQ"3%

细胞中大量增生#并

阻断宿主细胞
T])

和蛋白质生成#最终导致细胞营养耗竭而

死亡*而用
W(O

作对照的
UGQ"3%

细胞则生长良好*

A#E

!

电镜鉴定

A#E#@

!

用
)07B2H!%/

感染
UGQ"3%

细胞出现
FWG

后#收集

细胞#制作透射电镜标本#在电镜下观测#发现有大量病毒颗粒

形成$见图
!

&#大小约
'$

"

/$6B

#细胞器模糊*未感染腺病

毒的
UGQ"3%

细胞$见图
"

&则发现无病毒样颗粒形成#可见

细胞核膜完整连续#细胞质内细胞器清晰可见*

A#E#A

!

双引物
WFH

鉴定
!

分别对
)07*A+f

和
)07B2H!%/

用

两对引物进行
WFH

扩增#结果
)07*A+f

只出现
/-&NC

的
)0

特异条带#而
)07B2H!%/

则可扩增出
/-&C

;

和
$%/C

;

两条带

$见图
%

&*这表明包装的腺病毒载体内携带
;

=97B2H7!%/

序列*

图
!

!!

细胞内见大量病毒颗粒$透射电镜#

Y!'&&&

%

图
"

!!

细胞内未见病毒颗粒$透射电镜#

Y!&&&&

%
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!!

S

!

T])

标志物%

!

!

)07*A+f

$

)0

引物&%

"

!

)07*A+f

$

B2H7!%/

引

物&%

%

!

)07B2H!%/

$

)0

引物&%

.

!

)07B2H!%/

$

B2H7!%/

引物&*

图
%

!!

重组腺病毒载体双引物
WFH

鉴定

B

!

讨
!!

论

端粒酶由
%

个主要亚单位组成#其中
?8GH8

是端粒酶的

限速亚单位#直接决定着细胞内端粒酶的活性(

/

)

*因此#

?8GH8

在肿瘤细胞内的活化调控过程已成为肿瘤发生及治疗

研究领域的热点之一(

3

)

*

?8GH8

的活化在肿瘤的发生及发展

中具有重要作用#针对
?8GH8

的肿瘤免疫治疗#在体外(

!&

)及

小鼠体内均显示出明显效果(

!!

)

*但
?8GH8

基因的调节机制到

目前为止所知甚少#已认识的几个能上调
?8GH8

基因表达的

因子有(

/

)

!

O

;

!

#

)

;

7"

%同时也发现一些抑制其表达的因子#如

Sf̂7"

#

\26>7!

#

;

$%

*

;

"!

与
G"̂

可能介导了
;

$%

对
?8GH8

的抑制作用%癌蛋白
+7B

D

+

在
?8GH8

启动子上有潜在结合位

点#可能上调
?8GH8

基因表达%孤儿受体
F_nW78̂LL

能与

?8GH8

启动子特异作用#抑制
?8GH8

的表达%

8GL̂

$

>=A67

5+=2

;

>216A<9<9B96>5726>9=A+>26

E

@A+>1=

&与
G\O

"

G8O

癌蛋白通

过与
?8GH8

启动子结合#上调
?8GH8BH])

#激活端粒酶活

性%核因子
.

(

$

6K+<9A=@A+>1=

.

(

#

]̂7

.

(

&被发现可能起激活

?8GH8

的作用*这些有关
?8GH8

表达调控的研究大多为转

录水平的调节#未涉及转录后的调节*并且#转录水平的调节

因子众多#关系复杂#很难通过控制转录水平的调节有效控制

?8GH8

的表达*基因转录后水平的调节#作用于
BH])

翻译

为蛋白的环节#直接决定了蛋白的表达水平#主要涉及
B27

+=1H])5

(

.

)

*

B2+=1H])5

是一种广泛存在于真核生物细胞中'

非编码的'长
!37".6>

的单链小分子
H])

#首先在线虫中发现

可时序调控胚胎发育#随后在多种动物'植物细胞中发现
B27

+=1H])5

分子的存在(

!"

)

*

B2+=1H])5

的广泛存在与进化保

守性#提示它在生命活动中具有重要的调节作用*迄今为止#

已发现的大部分
B2+=1H])5

功能尚未明确*已有研究表明#

B2+=1H])5

在肿瘤的发生与发展过程中起着重要作用(

!%7!.

)

#

是肿瘤良好的临床诊断指标与治疗靶位(

!$7!-

)

*本研究采用分

子生物学技术#成功包装负载
;

=97B2H7!%/+T])

的腺病毒载

体#感染性实验证明了腺病毒载体具有良好的感染活力%电镜

鉴定从形态学上显示了腺病毒载体在
UGQ"3%

细胞内的包

装%采用插入的
;

=97B2H7!%/+T])

特有引物和腺病毒载体特

有引物#进行双引物
WFH

鉴定后#证明包装的腺病毒载体内携

带
;

=97B2H7!%/+T])

*经浓缩纯化后得到的高滴度病毒#为

研究
B2H7!%/

在肿瘤发生及发展过程中的作用#以及肿瘤基因

治疗奠定基础#同时也为研究
?8GH8

在肿瘤发生'发展过程

中活化的机制奠定了基础*
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