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稳定表达人ｓｕｒｖｉｖｉｎ基因的Ｂ１６细胞系的建立与鉴定
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　　［摘要］　目的　构建人ｓｕｒｖｉｖｉｎ真核表达载体，稳定转染入小鼠黑素瘤Ｂ１６细胞，建立稳定表达人ｓｕｒｖｉｖｉｎ的小鼠黑素
瘤细胞系。方法　采用ＰＣＲ方法扩增出人ｓｕｒｖｉｖｉｎ全长基因的ｃＤＮＡ编码区序列，利用ＤＮＡ重组技术将其定向插入到真
核表达载体ｐＩＲＥＳｎｅｏ中，并加入酶切位点和６×ｈｉｓ标签，得到重组表达质粒ｐＩＲＥＳｎｅｏＳＵＲ（ｈｉｓ）６。利用阳离子脂质体介

导法将其稳定转染入小鼠黑素瘤Ｂ１６细胞，经Ｇ４１８加压筛选出阳性克隆。利用ＲＴＰＣＲ、蛋白免疫印迹及免疫荧光等检测方

法验证人ｓｕｒｖｉｖｉｎ基因在稳定转染Ｂ１６细胞株中的表达。结果　经限制性内切酶鉴定及序列分析，ｐＩＲＥＳｎｅｏＳＵＲ（ｈｉｓ）６重
组体构建正确。ＲＴＰＣＲ结果表明：从稳定转染ｐＩＲＥＳｎｅｏＳＵＲ（ｈｉｓ）６的Ｂ１６细胞所抽提的总ＲＮＡ中能够扩增出ｓｕｒｖｉｖｉｎ
基因（约５３０ｂｐ）；蛋白免疫印迹结果表明：利用特异抗体能够从稳定转染ｐＩＲＥＳｎｅｏＳＵＲ（ｈｉｓ）６的Ｂ１６细胞中检测到ｓｕｒｖｉｖｉｎ
蛋白条带，而对照空质粒转染后的细胞则没有相应的条带；流式细胞仪和激光共聚焦显微镜检测结果显示，稳定转染ｐＩＲＥＳ

ｎｅｏＳＵＲ（ｈｉｓ）６的Ｂ１６细胞用特异性抗体检测到高效的荧光表达，其中５号单克隆的荧光表达率为９１．３８％，而对照空质粒转

染后的细胞则没有相应的荧光表达。结论　成功构建了真核表达载体ｐＩＲＥＳｎｅｏＳＵＲ（ｈｉｓ）６，建立了稳定转染高效表达人
ｓｕｒｖｉｖｉｎ的小鼠黑素瘤细胞系。
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　　Ｓｕｒｖｉｖｉｎ是由Ａｍｂｒｏｓｉｎｉ等［１］在１９９７年发现并
鉴定的一种凋亡抑制基因，是凋亡抑制蛋白 （ｉｎｈｉｂｉ
ｔｏｒｓｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓｐｒｏｔｅｉｎｓ，ＩＡＰｓ）家族成员之一，也
是目前肿瘤研究领域最为瞩目的研究热点之一［２］。
绝大多数正常分化成熟的细胞中几乎检测不到ｓｕｒ
ｖｉｖｉｎ的表达，但在ＣＤ３４＋骨髓干细胞、上皮基底细
胞、胸腺细胞、宫颈上皮基底细胞等快速分裂的正常
细胞中可检测到有低表达的ｓｕｒｖｉｖｉｎ，而在多数肿瘤
组织中则可检测到高表达的ｓｕｒｖｉｖｉｎ，尤其是在结肠
癌、肺癌、乳腺癌和黑素瘤中［３］。肿瘤组织和正常组
织中ｓｕｒｖｉｖｉｎ的表达差异使其成为肿瘤诊断和治疗
研究的新靶点。以ｓｕｒｖｉｖｉｎ为靶抗原的抗肿瘤疫苗
的研究和开发，已经成为目前肿瘤生物治疗新的焦
点［４６］；利用ｓｕｒｖｉｖｉｎ作为靶点抗原的基因疫苗也显
示了良好的应用前景［７］。

　　因此，本研究采用ＰＣＲ方法扩增出人ｓｕｒｖｉｖｉｎ
全长基因的ｃＤＮＡ编码序列，利用ＤＮＡ重组技术
将其定向插入到真核表达载体ｐＩＲＥＳｎｅｏ中，利用
阳离子脂质体转染和Ｇ４１８筛选技术，尝试建立稳定
表达人ｓｕｒｖｉｖｉｎ的小鼠黑素瘤细胞系，为后续研究
奠定基础。

１　材料和方法

１．１　主要材料及试剂　ｐＩＲＥＳｎｅｏ载体购自Ｃｌｏｎ
ｔｅｃｈ公司；感受态大肠杆菌Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α和小鼠黑
素瘤 Ｂ１６细胞为本室保存。高保真 ＰｙｒｏｂｅｓｔＴＭ

ＤＮＡ聚合酶、Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶为 ＴａＫａＲａ公司产
品；ＤＮＡ限制性内切酶ＮｈｅⅠ、ＢａｍＨⅠ购自Ｎｅｗ
ＥｎｇｌａｎｄＢｉｏｌａｂｓ公司。ＰＣＲ产物纯化试剂盒、片段
胶回收试剂盒、质粒提取试剂盒均购自北京三博远
志科技有限公司。转染试剂Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００为

Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司产品；ＲＰＭＩ１６４０培养液为Ｇｉｂｃｏ产
品；新生牛血清购自杭州四季青责任有限公司；Ｇ４１８
购自Ａｍｒｅｓｃｏ公司；ＤＥＰＣ购自上海生工生物工程
技术服务有限公司；ＴＲＩｚｏｌ购自Ｐｒｏｍｅｇａ公司；ＲＴ
ＰＣＲ试剂盒（ＲｅｖｅｒＴｒａＡｃｅα）购自 Ｔｏｙｏｂｏ公司；

６×ｈｉｓ的鼠源性单抗，ＦＩＴＣ标记的山羊抗小鼠和

ＨＲＰ标记的山羊抗小鼠的ＩｇＧ均购自北京中杉金
桥技术有限公司；细胞打孔液购自ＢＤ公司；蛋白免
疫印迹超敏发光液（ｓｕｐｅｒＥＣＬｐｌｕｓ）购自北京普利
莱基因技术有限公司。

１．２　人ｓｕｒｖｉｖｉｎ基因的扩增　根据ＧｅｎＢａｎｋ登录
的人ｓｕｒｖｉｖｉｎ基因序列（ＮＭ００１０１２２７１）设计引物。
以我室前期构建保存的含有ｓｕｒｖｉｖｉｎ全基因序列的
载体为模板扩增基因。上游引物：５′ＣＴＣ ＡＧＣ
ＴＡＧＣＣＡＣＣＡＴＧＧＧＴＧＣＣＣＣＧＡＣＧＴＴＧ３′

（ＧＣ％＝６５．６２），下游引物：５′ＣＧＣ ＧＧＡ ＴＣＣ
ＴＣＡ ＡＴＧ ＧＴＧ ＡＴＧ ＧＴＧ ＡＴＧ３′（ＧＣ％ ＝
５５．５６），其中分别在上游和下游引物的５′端加入了

ＮｈｅⅠ和ＢａｍＨⅠ酶切位点，并且在起始密码子前
添加了Ｋｏｚａｋ序列，引物由Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司合成。

１．３　人ｓｕｒｖｉｖｉｎ真核表达载体的构建 　将上述

ＰＣＲ产物和ｐＩＲＥＳｎｅｏ载体质粒分别用限制性内
切酶ＮｈｅⅠ和ＢａｍＨⅠ酶切后，琼脂糖凝胶电泳分
离、胶回收纯化，经 Ｔ４ＤＮＡ连接酶连接后转化入

Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α感受态大肠杆菌，氨苄青霉素培养皿
筛选，挑取阳性克隆进行双酶切和ＰＣＲ鉴定，阳性
克隆质粒经测序分析后证实并命名为ｐＩＲＥＳｎｅｏ
ＳＵＲ（ｈｉｓ）６。

１．４　稳定转染人ｓｕｒｖｉｖｉｎ的Ｂ１６细胞系的建立　
首先确定Ｇ４１８筛选浓度：按照每孔１００个细胞的密
度将Ｂ１６细胞接种到９６孔板中培养，将Ｇ４１８按照

０、２００、４００、６００、８００、１０００、１２００ｍｇ／Ｌ的浓度梯度
加入到孔中，每个浓度设３个复孔，观察１０～１４ｄ，
使细胞全部死亡的最低Ｇ４１８浓度（１０００ｍｇ／Ｌ），即
作为转染后的筛选浓度。将正常生长的Ｂ１６细胞接
种到６孔板中，２４ｈ后待其汇合度达到７０％～８０％
时，使用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００进行转染；３７℃、５％
ＣＯ２培养箱中培养，转染后６ｈ更换含有１０％新生牛
血清的 ＲＰＭＩ１６４０培养液继续培养；２４ｈ后按照

１３的比例将细胞传代至新的６孔板中培养；传代
后２４ｈ，待细胞贴壁后即更换含有１０００ｍｇ／ＬＧ４１８
的筛选培养液ＮｈｅⅠ、ＢａｍＨⅠ进行筛选。

１．５　稳定转染细胞的单克隆化　加压筛选过程中，
每隔２ｄ更换１次培养液，加压４７ｄ后显微镜下可
见细胞大量死亡，持续加压至细胞不再死亡，且以团
簇的形式生长时即可认为是阳性细胞，继续加压至
阳性克隆铺满６孔板，消化至培养瓶中扩大培养，待
到阳性细胞长满培养瓶即获得混合克隆。随后按照
有限稀释法进行单克隆化操作：预先对９６孔板除第

１排之外的所有孔加入１００μｌ培养液，接着将混合
克隆稀释至１×１０６个／Ｌ，按２００μｌ／孔接种于９６孔
板的第１排，从中吸取１００μｌ细胞液接种于第２排，
混匀后，从第２排中吸取１００μｌ接种于第３排，直到
第８排，最后１排均丢弃１００μｌ细胞液，待细胞贴壁
生长后，倒置显微镜下观察，标记只含有１个细胞的
培养孔，每天记录细胞生长情况，１０～１５ｄ后，即可
挑选单克隆细胞株。

１．６　ＲＴＰＣＲ检测ｓｕｒｖｉｖｉｎ转录水平的表达　收
集对数生长期的单克隆细胞，采用ＴＲＩｚｏｌ法提取总

ＲＮＡ。反转录２０μｌ体系中加入变性后的总 ＲＮＡ
１２μｌ，５×ＲＴ Ｂｕｆｆｅｒ４μｌ，ｄＮＴＰ ｍｉｘｔｕｒｅ２μｌ，
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ＲＮＡａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒ１μｌ，ＲｅｖｅｒＴｒａＡｃｅ１μｌ混匀，以

上步骤均在冰上进行。反转录条件为：３０℃１０ｍｉｎ，

４２℃６０ｍｉｎ，９９℃５ｍｉｎ，４℃５ｍｉｎ。接着进行ＰＣＲ
反应，在５０μｌ反应体系中加入ｃＤＮＡ模板１μｌ，Ｅｘ

ＴａｑＰＣＲＢｕｆｆｅｒ５μｌ，ｄＮＴＰ４μｌ，上下游引物各１

μｌ，ＥｘＴａｑ酶０．５μｌ，加水补足至５０μｌ，反应条件

为：９４℃５ｍｉｎ；９４℃５０ｓ、５８℃５０ｓ、７２℃２ｍｉｎ扩

增３０个循环；７２℃７ｍｉｎ。将ＰＣＲ产物进行凝胶电

泳分析。

１．７　蛋白免疫印迹检测ｓｕｒｖｉｖｉｎ翻译水平的表

达　收集对数生长期的单克隆细胞，１００μｌ三蒸水

重悬后，加入３×蛋白处理液５０μｌ，沸水中煮８１０

ｍｉｎ裂解细胞，离心后取上清进行ＳＤＳＰＡＧＥ电泳

（恒压８０Ｖ，２ｈ），电转移至ＰＶＤＦ膜上（恒流１８０

ｍＡ，２ｈ），５０ｇ／Ｌ脱脂奶粉室温振荡２ｈ封闭，与

１１０００稀释的鼠抗 Ｈｉｓ抗体４℃孵育过夜；ＰＢＳＴ
洗膜３次，然后与１５０００稀释的 ＨＲＰ标记的山

羊抗小鼠ＩｇＧ室温孵育２ｈ，ＰＢＳＴ洗膜３次，ＥＣＬ
显色检测目的蛋白。

１．８　免疫荧光检测细胞内ｓｕｒｉｖｉｖｎ的表达　收集

对数生长期的单克隆细胞，ＰＢＳ洗３次，加入５００μｌ
打孔液（１１０稀释），混匀后室温打孔１０ｍｉｎ。打

孔结束后，加入含２０ｍｌ／Ｌ血清的ＰＢＳ终止反应，离

心去除上清；加入按１５０稀释的鼠抗 Ｈｉｓ１００μｌ，

混匀后室温孵育４０ｍｉｎ，期间每隔１０ｍｉｎ即轻柔震

荡细胞，孵育结束后ＰＢＳ洗３次；加入按１５０稀释

的ＦＩＴＣ标记的山羊抗小鼠ＩｇＧ１００μｌ，混匀后室温

孵育４０ｍｉｎ，期间每隔１０ｍｉｎ轻柔震荡细胞；孵育

结束后，ＰＢＳ洗３次，加入５００μｌＰＢＳ重悬细胞，进

行流式细胞术检测，激光共聚焦显微镜下观察表达

情况并拍照。

２　结　果

２．１　人ｓｕｒｖｉｖｉｎ真核表达载体的构建及鉴定　将

ＰＣＲ扩增后的ｓｕｒｖｉｖｉｎ片段（图１）进行纯化后与

ｐＩＲＥＳｎｅｏ载体进行连接，并进行 ＰＣＲ及酶切鉴

定，结果显示重组真核表达载体ｐＩＲＥＳｎｅｏＳＵＲ
（ｈｉｓ）６经过ＢａｍＨⅠ和ＮｈｅⅠ双酶切后呈现约５３８

ｂｐ和５３００ｂｐ两条条带，与目的基因片段ｓｕｒｖｉｖｉｎ
和载体片段ｐＩＲＥＳｎｅｏ的大小一致；利用特异性引

物也扩增出了大小约为５３８ｂｐ的目的基因条带（图

２）。测序结果与预期的人ｓｕｒｖｉｖｉｎ基因序列完全相

同，表明该重组质粒构建成功。

图１　人ｓｕｒｖｉｖｉｎ全长基因的ＰＣＲ扩增

Ｆｉｇ１　ＡｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｈｕｍａｎｓｕｒｖｉｖｉｎｇｅｎｅｂｙＰＣＲ
Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒ（ＤＬ２０００）；１：Ｔｈｅ５３８ｂｐｆｒａｇｍｅｎｔｏｆｓｕｒｖｉｖｉｎ

图２　真核表达质粒ｐＩＲＥＳｎｅｏＳＵＲ（ｈｉｓ）６的ＰＣＲ及双酶切鉴定

Ｆｉｇ２　ＲｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｅｎｚｙｍｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎａｎｄＰＣＲ

ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｐＩＲＥＳｎｅｏＳＵＲ（ｈｉｓ）６
Ｍ１：ＤＮＡｍａｒｋｅｒ（ＤＬ５０００）；１：ｐＩＲＥＳｎｅｏＳＵＲ（ｈｉｓ）６ｐｌａｓｍｉｄ；２：Ｔｈｅ

ｆｒａｇｍｅｎｔａｍｐｌｉｆｉｅｄｂｙＰＣＲ；３：Ｔｈｅｐｒｏｄｕｃｔｓｆｒｏｍ ｐＩＲＥＳｎｅｏＳＵＲ
（ｈｉｓ）６ｄｉｇｅｓｔｅｄｂｙＮｈｅⅠａｎｄＢａｍＨⅠ；Ｍ２：ＤＮＡｍａｒｋｅｒ（ＤＬ２０００）

２．２　单克隆Ｂ１６细胞ｓｕｒｖｉｖｉｎ转录水平的表达　
ＲＴＰＣＲ分析结果（图３）表明：利用特异抗体能够从
稳定转染ｐＩＲＥＳｎｅｏＳＵＲ（ｈｉｓ）６的Ｂ１６细胞所抽提
的总ＲＮＡ中扩增出ｓｕｒｖｉｖｉｎ基因（约５３０ｂｐ），说明

ｓｕｒｖｉｖｉｎ基因在稳定转染的Ｂ１６细胞转录水平上得
到了表达。

图３　ＲＴＰＣＲ分析稳定转染ｐＩＲＥＳｎｅｏＳＵＲ（ｈｉｓ）６的

Ｂ１６细胞ｓｕｒｖｉｖｉｎ基因的表达

Ｆｉｇ３　ＲＴＰＣＲａｎａｌｙｓｉｓｏｆｓｕｒｖｉｖｉｎｇｅｎｅｉｎＢ１６

ｃｅｌｌｌｉｎｅｓｔａｂｌｙｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｐＩＲＥＳｎｅｏＳＵＲ（ｈｉｓ）６
Ｍ：ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ（ＤＬ２０００）；１：ＴｈｅｆｒａｇｍｅｎｔｏｆｓｕｒｖｉｖｉｎｂｙＲＴ

ＰＣＲ；２：ｃＤＮＡｏｆＢ１６ｐＩＲＥＳｎｅｏＳＵＲ（ｈｉｓ）６；３：ＴｏｔａｌＲＮＡｏｆ

Ｂ１６ｐＩＲＥＳｎｅｏＳＵＲ（ｈｉｓ）６
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２．３　单克隆Ｂ１６细胞中ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白的表达　蛋
白免疫印迹检测结果（图４）显示，稳定转染ｐＩＲＥＳ
ｎｅｏＳＵＲ（ｈｉｓ）６的Ｂ１６细胞能够检测到ｓｕｒｖｉｖｉｎ的
蛋白条带，而对照空质粒转染后的细胞则没有相应
的条带（以 ＧＡＰＤＨ 作为检测内参），表明ｓｕｒｖｉｖｉｎ
蛋白在稳定转染ｐＩＲＥＳｎｅｏＳＵＲ（ｈｉｓ）６的Ｂ１６细胞
中得到了表达。

图４　稳定转染ｐＩＲＥＳｎｅｏＳＵＲ（ｈｉｓ）６的Ｂ１６细胞

ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白蛋白免疫印迹分析结果

Ｆｉｇ４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓｏｆｓｕｒｖｉｖｉｎｐｒｏｔｅｉｎ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＢ１６ｃｅｌｌｌｉｎｅｓｔａｂｌｙｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ

ｗｉｔｈｐＩＲＥＳｎｅｏＳＵＲ（ｈｉｓ）６
１：ＴｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｇｒｏｕｐｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｐＩＲＥＳｎｅｏＳＵＲ（ｈｉｓ）６；

２：ＴｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｐＩＲＥＳｎｅｏ

２．４　单克隆Ｂ１６细胞的免疫荧光检测 　流式细胞
术（图５）和激光共聚焦显微镜（图６）检测结果显示，
稳定转染ｐＩＲＥＳｎｅｏＳＵＲ（ｈｉｓ）６的Ｂ１６细胞用特异
性抗体检测到高效的荧光表达（阳性表达率７７．９０％
９１．３８％），其 中 ５ 号 单 克 隆 的 荧 光 表 达 率 为

９１．３８％，而对照空质粒转染后的细胞则没有相应的
荧光表达。

图５　稳定转染ｐＩＲＥＳｎｅｏＳＵＲ（ｈｉｓ）６的

Ｂ１６细胞的流式细胞术分析

Ｆｉｇ５　ＦＡＣＳａｎａｌｙｓｉｓｏｆＢ１６ｃｅｌｌｌｉｎｅｓｔａｂｌｙ
ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｐＩＲＥＳｎｅｏＳＵＲ（ｈｉｓ）６

Ａ：ＴｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｐＩＲＥＳｎｅｏ；Ｂ：Ｔｈｅｅｘｐｅｒｉ

ｍｅｎｔｇｒｏｕｐｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｐＩＲＥＳｎｅｏＳＵＲ（ｈｉｓ）６

图６　稳定转染ｐＩＲＥＳｎｅｏＳＵＲ（ｈｉｓ）６的Ｂ１６细胞免疫荧光检测

Ｆｉｇ６　ＲｅｓｕｌｔｏｆｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅａｓｓａｙｉｎＢ１６ｃｅｌｌｌｉｎｅｓｔａｂｌｙｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｐＩＲＥＳｎｅｏＳＵＲ（ｈｉｓ）６
Ａ，Ｂ：ＴｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｐＩＲＥＳｎｅｏ；Ｃ，Ｄ：ＴｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｇｒｏｕｐｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｐＩＲＥＳｎｅｏＳＵＲ（ｈｉｓ）６；Ａ，Ｃ：Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｍ

ａｇｅ；Ｂ，Ｄ：Ｂｒｉｇｈｔｆｉｅｌｄｉｍａｇｅ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２０

３　讨　论

　　作为肿瘤特异免疫疗法的靶抗原需具备以下特

点：首先，在正常重要的组织和器官中不表达或低表
达；其次，应该是肿瘤细胞生存和增殖中的重要分
子；最后是在肿瘤细胞中有高发生率及大量地表

达［８］。而ｓｕｒｖｉｖｉｎ则具备以上３个条件。因此，ｓｕｒ

ｖｉｖｉｎ被广泛认为是肿瘤相关抗原（ＴＡＡ），也使得以

ｓｕｒｖｉｖｉｎ为靶抗原的抗肿瘤疫苗的研究和开发成为
近年来肿瘤生物治疗新的热点。我室目前正在研究
的以ｓｕｒｖｉｖｉｎ为目标抗原的基因疫苗功能实验正在
进行中，为了更好地评价该基因疫苗的抗肿瘤效果、
早日将其应用于临床研究，必须建立能够高效、稳定

表达ｓｕｒｖｉｖｉｎ基因的细胞模型和动物模型。

　　为了实现人ｓｕｒｖｉｖｉｎ基因在小鼠黑素瘤Ｂ１６细
胞中的高效表达，本研究利用ｐＩＲＥＳｎｅｏ载体中

ｎｅｏ基因作为抗性标志物进行筛选。与通常所用到
的筛选载体不同的是，ｐＩＲＥＳｎｅｏ载体中的ＩＲＥＳ
（内部核糖体进入位点）序列的优点在于将其与多个
非相关基因连接在一起，可同时转录成１条单链

ＲＮＡ，但翻译又是各自独立的，这样就可以保证用

ＩＲＥＳ序列连接的非相关基因各自独立表达；同时，
同样的表达单元也增加了整合到细胞基因组中的概

率［９］。本研究在ｐＩＲＥＳｎｅｏ载体的ＩＲＥＳ序列上游连

入了ｓｕｒｖｉｖｉｎ基因，而该序列下游则是用于抗性筛选
的ｎｅｏ基因，二者共表达，所以抗Ｇ４１８的克隆也应该
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是表达ｓｕｒｖｉｖｉｎ的阳性克隆。最后，本研究通过筛选
所得转染细胞株混合克隆，约３２．２６％的细胞能够表
达ｓｕｒｖｉｖｉｎ，对其进行进一步的单克隆化筛选，最终获
得了５株Ｂ１６ｐＩＲＥＳｎｅｏＳＵＲ（ｈｉｓ）６的单克隆细胞
株，通过检测，外源基因阳性表达率为７７．９０％
９１．３８％，达到了预期的实验目的。

　　将目的抗原基因克隆入真核表达载体，转染到
宿主细胞中作为靶细胞，进一步研究以该基因为靶
抗原的疫苗功能，是基因疫苗学常用的一种有效方
法。经过瞬时转染的细胞虽然能够表达目的基因，
但随着时间的延长，未能整合到细胞基因组中的外
源基因会因细胞分裂等因素而逐渐丢失，只有极少
数外源基因能够整合到宿主细胞基因组中，但这些
细胞也是不稳定的，时间一长，那些没有能够整合外
源基因的细胞将大量增殖，从而淹没那些为数较少
的转基因细胞，因此不适合进行疫苗功能研究。本
研究通过阳离子脂质体介导的稳定转染及Ｇ４１８加
压筛选获得的高效表达ｓｕｒｖｉｖｉｎ基因的Ｂ１６细胞株
则有效地解决了上述问题。该细胞系的建立为该基
因疫苗进一步的功能研究提供了可用的细胞模型，
奠定了切实可靠的实验基础。
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