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目的
!

利用慢病毒载体系统构建稳定表达
]7@$

&

的
2A0(

细胞系%方法
!

以
Q437

人
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基因编码序列为模

板!设计并合成引物!
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法扩增
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%酶切回收的
]7@$
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片段与制备的慢病毒载体
]3T>.8@=.=LM"

重组反应%

=48

和基

因测序鉴定重组质粒%重组质粒和辅助质粒共转染
1('F

细胞%包装好的病毒经过滤&浓缩后!利用稀释计数法测定病毒滴度%

制备好的慢病毒感染
2A0(

细胞!采用药物筛选稳定转染细胞系%荧光显微镜及
cH+IHM,OE"I

检测观察转染及筛选效果%结果
!
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扩增
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片段经鉴定成功!重组质粒经
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&基因测序鉴定构建成功%成功包装获得高滴度
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T>.]7@$

&

感染
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细胞后经药物筛选!荧光显微镜下细胞带有红色荧光!

cH+IHM,OE"I

结果显示
T>.]7@$

&

组
]7@$

&

的表达水平明显高于对

照组%结论
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慢病毒载体介导
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稳定表达的
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细胞系构建成功%
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肺癌是全球最常见的恶性肿瘤之一#其导致的死亡人数居

各类恶性肿瘤之首'

$

(

*在过去的研究中#尽管在肿瘤生物学)

临床研究等方面取得了不断的进展#但肺癌的
A

年生存率仅提

高了
Â

'

1

(

*基于分子分型的个体化治疗及靶向治疗是肺癌

治疗的发展方向之一*因此#肺癌的生物学研究聚焦于寻找关

键驱动基因或信号通路*由于肿瘤缺氧激活的缺氧反应信号

通路对肿瘤生物学行为$血管生成)侵袭)转移等&产生重要影

响'

'.0

(

*

]7@$

&

是缺氧反应信号通路关键调控因子*临床研究

发现#肺癌组织
]7@$

&

的表达与淋巴结转移)分期)癌细胞分

化等相关#肿瘤组织
]7@$

&

阳性的肺癌患者
A

年生存率和总

生存率明显低于阴性患者#

]7@$

&

可能是具有潜质的预后生物

标志物'

A
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*本研究基于慢病毒载体系统构建
]7@$

&

慢病毒表

达载体$

T>.]7@$

&

&#筛选稳定表达
]7@$

&

的
2A0(

细胞系#为

深入探讨
]7@$

&

在肺癌中的生物学作用建立基础*
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材料与方法
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引物合成和目的基因测序由汉恒生物科技有限公司

完成*

?&@

!

方法
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重组慢病毒质粒
6
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构建
!

根

据
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人
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基因编码序列设计引物#正向序列!
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#下划线序列为

酶切位点*按试剂操作说明进行
=48

扩增#

A%

!

T

反应体系#

反应条件为!

(AZ

#预变性
AB#,

%

(0 Z

#

1%+
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AA Z
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Z

#

1&AB#,

%
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个循环%

-1Z

#延伸
$%B#,

*

$̂

琼脂糖凝胶

电泳鉴定
=48

产物*

9C"8

)

)

WOK

)

双酶切后回收目的片段*

载体
]3T>.8@=.=LM"

经双酶切后回收#处理好的目的片段和

载体进行重组反应$

'-Z'%B#,

&#后转化
5]A

&

细胞#接种于

含氨苄青霉素$

$%%

!

J

"

BT

&的培养皿过夜#挑选单克隆菌落#

摇菌后用菌液进行
=48

鉴定#将阳性克隆菌液测序*软件对

测序的克隆序列和基因库中的序列比对分析*

?&@&@

!

慢病毒包装及滴度测定
!

d#K

J

H,

试剂盒大量抽提制

备好的慢病毒重组质粒及其辅助包装载体质粒#按
T#.

6

"N#IHMF<

转染试剂说明#将重组慢病毒质粒
6

]3T>.]7@$

&

.

8@=.=LM"

和辅助包装载体
6

:=2W1

)

6

<51?

共转染
1('F

细

胞#转染后
);

更换为完全培养基#培养
0/;

和
-1;

后收集富

含慢病毒颗粒的上清液#

%&0A

!

B

滤器过滤后离心浓缩病毒*

稀释计数法测定
T>.]7@$

&

滴度*病毒做
'

倍梯度稀释$连续

)

个稀释度&#准备
)

个
$&ABT9=

管#第
$

管加入
$%A

!

T

培

养液及
$A

!

T

病毒原液#混匀后从第
$

个管吸取
0%

!

T

加入第

1

个管$含有
/%

!

T

培养液&#依次类推*稀释好的病毒液分别

加入
1('F

细胞#

10;

后更换为含
=LM"B

D

C#,

$

1&A

!

J

"

BT

&的

培养液*因该慢病毒带有
=LM"B

D

C#,

抗性#通过感染后活细胞

数目来判定滴度*显微镜下活细胞在
$%̂

#

'%̂

的孔计算病

毒滴度*滴度$

Fj

"

BT

&

h

细胞数
\

百分比
\$

$

<_7

&

\

病毒

稀释倍数
\$%

'

*

?&@&A

!

T>.]7@$

&

介导的
2A0(

稳定转染细胞系筛选
!

将状

态良好的
2A0(

细胞接种于
)

孔板$

A\$%

A

"孔&#分为
T>.

]7@$

&

组和慢病毒空载组$

T>.8@=.=LM"

&并做好标记*培养

10;

后至融合度达
-%̂

#

/%̂

#估计细胞数目#更换含慢病毒

的培养液
$BT

$含
A

!

J

"

BT="E

D

OMH,H

&#

<_7

取
1%

#

0;

补充

另半量培养液
$BT

$含
A

!

J

"

BT="E

D

OMH,H

&#感染
10;

后换完

全培养基*利用该病毒携带有
=LM"B

D

C#,

抗性基因#采用药物

筛选法筛选稳定转染细胞系*

0/;

后#更换含
=LM"B

D

C#,

$

1

!

J

"

BT

&的完全培养液进行筛选*由于该病毒同时带有
8@=

基因#成功转染后的细胞将存活并表达红色荧光蛋白#在荧光

显微镜观察到红色荧光*每隔
1

#

'

天换液)传代#反复筛选
1

周左右#未转染的细胞逐渐被筛除#带有红色荧光的细胞即为

稳定转染的细胞*在此基础上#

cH+IHM,OE"I

方法检测目的基

因的表达#进一步验证转染)筛选是否成功*稳定表达目的基

因的细胞系命名为
2A0(.]7@$

&

#对照组命名为
2A0(.8@=.

=LM"

#待稳定转染细胞生长稳定后冻存细胞以备后续实验

所需*

@

!

结
!!

果

@&?

!

重组慢病毒质粒
6

]3T>.]7@$

&

.8@=.=LM"

成功构建
!

$̂

琼脂糖凝胶电泳鉴定
=48

扩增后的产物$图
$

&#大小与预

期一致*扩增的目的基因片段及慢病毒载体经酶切回收#在适

当的条件下重组反应#构建重组慢病毒质粒
6

]3T>.]7@$

&

.

8@=.=LM"

*重组慢病毒质粒转化
5]A

&

细胞#挑选单克隆菌

落
=48

鉴定#

$̂

琼脂糖凝胶电泳可见与预计相符的特异性条

带$图
1

&#由于
=48

鉴定用的是载体上的一段通用引物#故比

理论大小大
0%%O

6

左右*挑选阳性克隆菌液测序#测序的克

隆序列和
Q437

数据库中基因序列比对分析#核苷酸序列完全

一致*

!!

TK,H$

!

]7@$

&

=48

产物%

TK,H1

!

5Q2 <KMUHM

图
$

!!

目的基因
]7@$

&

=48

产物鉴定

!!

TK,H$

!

5Q2 <KMUHM

%

TK,H1

#

$1

!单克隆
=48

产物

图
1

!!6

]3T>.]7@$

&

.8@=.=LM"

单克隆
=48

产物鉴定

@&@

!

慢病毒包装)滴度测定
!

采用三质粒系统$

6

]3T>.

]7@$

&

.8@=.=LM"

)

6

:=2W1

和
6

<51?

&共转染
1('F

细胞包装

病毒#高效转染试剂盒提高转录效率*经过滤)浓缩后采用稀

释计数法测定滴度*病毒做
'

倍梯度稀释#连续
)

个浓度#分

别感染
1('F

细胞#后加入
=LM"B

D

C#,

筛除未感染慢病毒的细

胞#通过感染后活细胞数目来判定病毒滴度*如果某稀释度中

有
$%

个活细胞#那么说明该稀释度中至少含有
$%

个病毒颗

粒*显微镜下观察加入不同量的慢病毒存活细胞数目$图
'

&*

T>.]7@$

&

组
%&%''

!

T

病毒孔细胞数目估计为
0\$%

0

\$%̂

左右#病毒稀释了
'%

倍*滴度$

Fj

"

BT

&

h

细胞数
\$%̂ \$

$

<_7

&

\

病毒稀释倍数
\$%

'

h$\$%

/

Fj

"

BT

*同样方法计

算对照组
T>.8@=.=LM"

病毒滴度*

@&A

!

T>.]7@$

&

介导的
2A0(

稳定转染细胞系成功构建
!

T>.]7@$

&

及
T>.8@=.=LM"

分别感染
2A0(

细胞#利用载体同

时带有
8@=

报告基因及
=LM"B

D

C#,

抗性基因的特点#采用
=L.

M"B

D

C#,

进行反复筛选*荧光显微镜观察#实验组和对照组细

A0-1
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-
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胞均带有红色荧光$图
0

&#获得目的基因稳定转染细胞系

2A0(.]7@$

&

和阳性对照稳定转染细胞系
2A0(.8@=.=LM"

*

提取细胞总蛋白#

cH+IHM,OE"I

检测两组细胞
]7@$

&

的表达#

结果显示
T>.]7@$

&

组
]7@$

&

的表达明显高于
T>.8@=.=LM"

组$图
A

&#荧光显微镜及
cH+IHM,OE"I

结果共同证实
T>.

]7@$

&

介导的
2A0(

细胞稳定转染细胞系构建成功*

图
'

!!

慢病毒载体滴度测定

!!

2

)

3

!荧光显微镜下观察到红色荧光%

4

)

5

!普通观察结果

图
0

!!

荧光显微镜下观察转染及筛选效果

图
A

!!

cH+IHM,OE"I

检测
]7@$

&

的表达

A

!

讨
!!

论

肿瘤细胞快速分裂)增殖而肿瘤内异常血管形成#这将导

致肿瘤组织氧供需失衡*包括肺癌在内的许多实体肿瘤普遍

存在缺氧的现象'

)./

(

*缺氧的肿瘤细胞将主要通过
]7@+

激活

一系列的转录程序#如血管内皮生长因子)糖酵解酶)转化生长

因子等#改变代谢#促进血管生成)侵袭)转移#并且影响肿瘤细

胞对放化疗的敏感性'

'

(

*临床研究发现#

]7@$

&

与肺癌患者临

床病理学和预后相关#

]7@$

&

可能是具有潜质的预后生物标志

物及治疗靶点'

A.(

(

*近来研究发现#缺氧和
]7@+

可诱导肺腺

癌细胞获得肿瘤干细胞特性'

$%.$1

(

*然而#作为缺氧反应的关

键调控因子#

]7@$

&

在肿瘤干细胞中的作用及机制目前还不明

了*因此本研究拟构建慢病毒载体介导
]7@$

&

稳定表达的

2A0(

细胞系#为进一步研究
]7@$

&

在肺癌干细胞中的作用及

机制建立前期基础*

体外细胞缺氧模型通常采用缺氧或缺氧模拟物如二氯化

钴来建立#虽然可以激活
]7@$

&

信号通路#但其同时也激活了

]7@1

&

#因此特异性较差*而且该缺氧细胞模型不适合用于体

内肿瘤移植实验*慢病毒介导的外源基因转移具有高效)稳

定)精准等特点#是目前细胞分子生物学研究常用的工

具'

$'.$0

(

*慢病毒可以将其携带的目的基因整合进宿主细胞基

因组中#目的基因在细胞内长期稳定表达*慢病毒转染系统是

构建稳定过表达或干扰细胞系的主要方式'

$A

(

*本研究涉及体

内肿瘤移植实验#因此选择慢病毒载体系统构建
]7@$

&

过表

达载体#进一步筛选其介导的
]7@$

&

稳定表达的
2A0(

细

胞系*

该病毒同时携带有
=LM"B

D

C#,

抗性基因和
8@=

基因#利

用该特点#采用药物筛选法筛选出稳定转染细胞系*未成功转

染或非稳定表达的细胞对药物敏感#经反复药物筛选将逐渐筛

除*成功转染并稳定表达的细胞在荧光显微镜下可以观察到

红色荧光*经反复筛选#本研究观察到细胞形态无明显变化#

-%̂

#

/%̂

的细胞可见红色荧光#剩余细胞未见荧光或荧光较

弱*这可能有以下
1

种情况!$

$

&本研究所选的筛选浓度可能

非最佳筛选浓度#未成功转染的细胞产生了耐药%$

1

&成功转染

的细胞活力受到影响#

=LM"B

D

C#,

抗性基因和
8@=

基因表达

较弱#但对该浓度的
=LM"B

D

C#,

抵抗*笔者已采用较低病毒浓

度转染细胞#以尽量减小病毒对细胞活力的影响*因此后续实

验前有必要对细胞活力进行检测#通过荧光强度能间接反映目

的基因的表达情况*

cH+IHM,OE"I

结果显示
T>.]7@$

&

组

]7@$

&

表达明显高于
T>.8@=.=LM"

组#进一 步 证 实
T>.

]7@$

&

介导的
2A0(

稳定转染细胞系构建成功*
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