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胰腺癌新基因Ｓ１００Ｐ与绿色荧光蛋白融合基因慢病毒载体的构建
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［摘要］　目的：构建胰腺癌新基因Ｓ１００Ｐ与绿色荧光蛋白（ＧＦＰ）融合基因慢病毒载体。方法：实时定量聚合酶链反应（ＲＴ

ＰＣＲ）方法扩增获得Ｓ１００Ｐ的全外显子片段，使之克隆到带ＧＦＰ荧光报告基因慢病毒表达载体质粒中，慢病毒包装质粒和穿

梭质粒共转染２９３Ｔ细胞，包装成功后收集上清，浓缩，鉴定。取浓缩纯化后的病毒上清感染２９３Ｔ细胞和宿主胰腺癌细胞，荧

光显微镜观察２９３Ｔ细胞的荧光表达，ＲＴＰＣＲ鉴定胰腺癌细胞中Ｓ１００Ｐ的表达水平。结果：电泳鉴定结果与目的基因表达

条带完全吻合，克隆测序结果与ＮＣＢＩ收录的Ｓ１００Ｐ基因序列完全一致。重组慢病毒质粒可高效转染２９３Ｔ细胞，荧光显微镜

下可观察到大量绿色荧光。共转染后２９３Ｔ细胞上清可高效感染２９３Ｔ细胞，感染后宿主细胞中Ｓ１００Ｐ高表达。结论：成功构

建了Ｓ１００Ｐ与ＧＦＰ融合基因慢病毒表达载体，为进一步研究Ｓ１００Ｐ基因的相关功能提供了适合的稳定转染载体。
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　　随着对胰腺癌发生、发展的分子生物学机制的
深入研究，已发现在胰腺癌的发病过程中涉及到多
个癌基因的过度表达和抑癌基因的失活。本课题前
期实验通过基因芯片技术筛选出一条胰腺癌相关的

全长新基因，克隆号为２６２１ｄ０１，我们将其命名为

Ｓ１００Ｐ，并 已 被 收 入 ＧｅｎＢａｎｋ 数 据 库 （登 录 号

ＡＦ５３９７３９）［１］。本实验的目的是构建胰腺癌新基因

Ｓ１００Ｐ与绿色荧光蛋白（ＧＦＰ）融合基因慢病毒载
体，为研究Ｓ１００Ｐ基因的相关功能研究提供高效的
外源基因导入效率以及在宿主中长期稳定表达的新
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途径，从而为揭示Ｓ１００Ｐ基因在胰腺癌的发生发展
过程中的重要作用奠定基础。

１　材料和方法

１．１　材料　慢病毒包装系为ｐＰＡＣＫＨ１Ｌｅｎｔｉｖｅｃｔｏｒ
ＰａｃｋａｇｉｎｇＫｉｔ（ＬＶ５００Ａ１）；ｃＤＮＡ表达载体为ｐＣ
ＤＨＣＭＶＭＣＳＥＦ１ｃｏｐＧＦＰＴＭ （Ｃａｔ．＃ ＣＤ５１１Ａ１）
购自美国ＳｙｓｔｅｍＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ公司。２９３Ｔ细胞购自
中科院细胞研究所。人胰腺癌细胞株（ＳＷ１９９０，Ｐａ
ｔｕ８９８８，Ｐａｔｕ８９９０）为长海医院胰腺病研究所赠送。
细胞培养基、转染试剂、Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００均购于

Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。ＳＹＢＲ（Ｒ）ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭ、限
制性内切酶、Ｔ４ＤＮＡ聚合酶、ＤＮＡ分子量标准等，
均为ＴａＫａＲａ公司产品。０．２２μｍ 除菌膜为 Ｍｉｌｉ

ｐｏｒｅ公司产品。琼脂粉、酵母提取物、胰蛋白胨为

Ｏｘｏｉｄ公司产品。ＤＮＡ合成及克隆测序在上海生
工工程有限公司进行。去内毒素质粒抽提系统来自

Ｑｉａｇｅｎ公司。其他常规化学试剂购于上海国药集
团。ＲＮＡ酶抑制剂 ＭＭＬＶ 反转录酶体系购于

Ｐｒｏｍｅｇａ公司。

１．２　引物设计　Ｓ１００Ｐ基因的一对扩增引物如下：

Ｓ１００ＰＦ：５′ＧＧＡＡＴＴＣＧＣＣＡＣＣａｔｇａｃｇｇａａｃｔａｇａｇ
３′，Ｓ１００ＰＲ：５′ＣＧＧＧＡＴＣＣｔｃａｔｔｔｇａｇｔｃｃｔｇｃｃ３′。
上游引物均从５′开始，依次添加保护碱基（Ｇ）、Ｅｃｏ
ＲＩ酶切位点（ＧＡＡＴＴＣ）、ｋｏｚａｋ序列（ＧＣＣＡＣＣ），
然后与目的基因相互匹配的碱基序列：ａｔｇａｃｇｇａａｃ
ｔａｇａｇ；下游引物均从５′开始，依次添加保护碱基
（ＣＧ）、ＢａｍＨⅠ酶切位点（ＧＧＡＴＣＣ），然后与目的
基因相互匹配的碱基序列：ｔｃａｔｔｔｇａｇｔｃｃｔｇｃｃ。

１．３　ＲＴＰＣＲ扩增　实验前，收集胰腺患者标本液
氮保存。实验时，液氮中取出标本，迅速放入干冰
中，在样品冰冻的状态下，切取、称量１ｍｇ，添加１
ｍｌ４℃预冷的 ＴＲＩｚｏｌ，在冰上进行组织研磨，进行

ＴｏｔａｌＲＮＡ的抽提，方法和步骤见参考文献［２］。取１

μｌＲＮＡ溶液稀释到９９μｌＴＥ中，读取其在分光光
度计２６０ｎｍ 和２８０ｎｍ 处的光密度（Ｄ）值，测定

ＲＮＡ溶液浓度和纯度。逆转录反应体系和条件如
下：ＬＡＴａｑ（１０Ｕ）０．５μｌ，ＬＡＢｕｆｆｅｒ（１０×）５．０

μｌ，ＭｇＣｌ２３μｌ，Ｔｅｍｐｌａｔｅ（ｐｌａｓｍｉｄＤＮＡ）２．０μｌ（１００
ｎｇ／μｌ），ＰｒｉｍｅｒＦ（１０μｍｏｌ／Ｌ），ＰｒｉｍｅｒＲ（１０μｍｏｌ／

Ｌ）０．２５μｌ，ｄＮＴＰＭＩＸ（２５μｍｏｌ／Ｌ）８．０μｌ，ｄＨ２Ｏ
３１．０μｌ。ＰＣＲ热循环仪上进行以下反应：９４℃ 预变
性３ｍｉｎ；９４℃４０ｓ，５６℃１ｍｉｎ，７２℃１０ｍｉｎ，共３５
个循环；最后７２℃ 延伸８ｍｉｎ，取５μｌ反应产物进
行琼脂凝胶电泳分析。

１．４　构建Ｓ１００Ｐ基因的ｃＤＮＡ克隆　对ＰＣＲ产物
进行切胶回收，使用天根公司的凝胶回收试剂盒。
回收产物采用ＥｐｐｅｎｄｏｒｆＢｉｏＰｈｏｔｏｍｅｔｅｒ紫外分光
光度计测定浓度为３０ｎｇ／μｌ，－２０℃保存。对回收
的目的基因进行ＢａｍＨⅠ单酶切处理，１％低熔点琼
脂糖凝胶电泳，切胶回收酶切后目的基因片段，对表
达载体进行线性化处理：ＢａｍＨⅠ （１０Ｕ／μｌ）０．２５

μｌ，ＥｃｏＲⅠ （１０Ｕ／μｌ）０．２５μｌ，ＫＢｕｆｆｅｒ（１×）１．０

μｌ，质粒 ＤＮＡ（５００ｎｇ／μｌ）２．０μｌ，ｄＨ２Ｏ６．５μｌ，

３７℃，４ｈ。０．５％琼脂糖凝胶电泳，切胶回收酶切后
的载体片段。连接目的基因和线性化的载体：质粒

ＤＮＡ１．０μｌ，目的片段６．０μｌ，Ｔ４ 连接酶（５Ｕ）

０．５μｌ，Ｂｕｆｆｅｒ（１０×）１．０μｌ，ｄＨ２Ｏ１．５μｌ，２２℃，２
ｈ。重组质粒的转化：将５μｌ连接产物加入感受态细
胞，用移液枪缓慢混匀，冰浴放置３０ｍｉｎ；将混合物
快速放入４２℃水浴中进行热激，９０ｓ后拿出，冰浴２
ｍｉｎ，将转化产物加入９００μｌ的ＳＯＣ培养基中，３７℃
１５０ｒ／ｍｉｎ摇床培养１ｈ，收集菌液，分１００μｌ和９００

μｌ涂布ＬＢ平板。挑取数个单菌落，使用载体多克
隆位点两端的引物进行ＰＣＲ扩增，检测阳性菌落。
测序，使用 ＱＩＡＧＥＮｐｌａｓｍｉｄｍｉｎｉｋｉｔ（Ｃａｔ．Ｎｏ：

１２１２３）试剂盒进行不含内毒素质粒的提取。

１．５　慢病毒颗粒的制备和鉴定　培养２９３Ｔ细胞，
并于感染前１ｄ接种到直径１０ｃｍ培养皿，进行共
转染实验。即使用慢病毒包装质粒混合物和构建好
的慢病毒穿梭质粒共转染２９３Ｔ细胞，转染后２４ｈ
使用含１％ＦＢＳ的ＤＭＥＭ对细胞进行换液处理，转
染４８ｈ后，收集细胞上清，４０００×ｇ离心５ｍｉｎ，然
后使用０．４５μｍ 的ＰＶＤＦ膜过滤上清液，冰浴保
存。测定病毒滴度；取病毒上清，按照 ＭＯＩ＝１０感
染２９３Ｔ细胞和胰腺癌细胞ＳＷ１９９０，Ｐａｔｕ８９８８，Ｐａ
ｔｕ８９９０，荧光显微镜观察２９３Ｔ细胞，待胰腺癌细胞
荧光表达稳定后，收集细胞，ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ鉴定胰
腺癌细胞中Ｓ１００Ｐ的表达水平（仪器型号：ＴａＫａＲａ
ＴＰ８００），引物见表１。反应条件：９５℃１０ｓ，６０℃２０
ｓ，７２℃２０ｓ，共４０个循环。

２　结　果

２．１　Ｓ１００ＰｃＤＮＡ的鉴定结果　分光光度检测结
果表明Ｄ值均在１．８～２．１，样本抽提的ＲＮＡ纯度
完全合格，琼脂凝胶电泳结果条带清晰、完整，ＲＮＡ
无降解。ＲＴＰＣＲ产物的琼脂凝胶电泳可见一清晰
的特异扩增条带，其大小与理论值相符合。使用重
组表达载体质粒ＤＮＡ为模板，载体多克隆位点两
端的引物，进行ＰＣＲ反应，获得ＰＣＲ产物进行电泳
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凝胶分析，条带清晰且大小正确（图１）。ＤＮＡ测序
结果表明，我们获得的Ｓ１００ＰｃＤＮＡ与目的基因相

应序列正向相符，无碱基缺失或错误。

表１　引物的序列

Ｔａｂ１　Ｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆｐｒｉｍｅｒｓ

Ｇｅｎｅ Ｔｗｏｗａｙｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆｐｒｉｍｅｒ Ｌｅｎｇｔｈ（ｂｐ）

　　ＧＡＰＤＨ Ｆｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ：５′ＡＡＧＡＡＧＧＴＧＧＴＧＡＡＧＣＡＧＧＣ３′
Ｒｅｖｅｓｅｐｒｉｍｅｒ：５′ＴＣＣＡＣＣＡＣＣＣＴＧＴＴＧＣＴＧＴＡ３′ ２０３

　　Ｓ１００Ｐ Ｆｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ：５′ＧＣＴＧＣＣＡＧＴＧＧＧＡＣＡＴＴＴＴＣＴＣＧ３′
Ｒｅｖｅｓｅｐｒｉｍｅｒ：５′ＣＡＣＧＧＣＡＴＣＣＴＴＧＴＣＴＴＴＴＣＣＡＣＴ３′ ２２９

图１　ＲＴＰＣＲ结果

Ｆｉｇ１　ＲｅｓｕｌｔｏｆＲＴＰＣＲ
Ｍ：ＤＮＡＭａｒｋｅｒ；１３：Ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｃｌｏｎｅ；４：Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ

２．２　慢病毒载体系统的鉴定　构建的慢病毒载体
系统中的质粒成分转移至包装２９３Ｔ细胞中，荧光
显微镜下见大量绿色荧光（图２）。取病毒上清感染

２９３Ｔ，荧光显微镜下观察到大量绿色荧光分布（图

３）。有荧光表达的细胞数量和细胞总数相比较后，
确定病毒滴度为１．０×１０４ｉｆｕ／μｌ（１．０×１０

８ｉｆｕ／１０
ｍｌ）。

图２　共转染２４ｈ后荧光检测结果

Ｆｉｇ２　Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓ

ｏｆ２９３Ｔｃｅｌｌｓ２４ｈａｆｔｅｒｃｏｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ

Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌ；Ｂ：Ｃｏｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００

２．３　Ｓ１００Ｐ在慢病毒感染的胰腺癌细胞中的表
达　慢病毒感染胰腺癌细胞后，ＲＴＰＣＲ 检测

Ｓ１００Ｐ表达含量结果：与对照胰腺癌细胞组相比，病
毒感染细胞中Ｓ１００Ｐ的表达量明显上调（表２）。

图３　上清感染２９３Ｔ细胞后２４ｈ荧光检测结果

Ｆｉｇ３　Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓｏｆ２９３Ｔ

ｃｅｌｌｓ２４ｈａｆｔｅｒｉｎｆｅｃｔｅｄｂｙｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ
Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌ；Ｂ：Ｅｆｆｅｃｔｅｄｂｙｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００

表２　Ｓ１００Ｐ基因在宿主细胞中表达的检测

Ｔａｂ２　ＡｎａｌｙｓｉｓｏｆＳ１００Ｐｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎ

ｐａｎｃｒｅａｔｉｃｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ
（ｎ＝３，珚ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ＳＷ１９９０ ＰａＴｕ８９８８ ＰａＴｕ８９９０

Ｃｏｎｔｒｏｌ ０．１９８±０．０１６ ０．１８３±０．０１３ ０．２８１±０．０１６
Ｅｆｆｅｃｔｅｄ ０．８１２±０．０１３ ０．５１７±０．０２５ ０．５００±０．０２３

　Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

３　讨　论

　　Ｓ１００Ｐ是我们前期实验中利用基因芯片技术在

１１条胰腺癌相关的全长新基因中挑选出的，克隆编
号为２６２１ｄ０１。芯片杂交结果显示在胰腺癌组织中
高表达，而在正常胰腺组织中低表达，二者差异显
著，平均Ｃｙ５／Ｃｙ３值为４．９２。我们对这条新基因在
多种人体组织中的表达差异进行了 Ｎｏｒｔｈｅｒｎ杂交
验证，结果表明这条基因芯片检测结果完全正确，证
实了芯片杂交的可靠性［３］。

　　我们选用复制缺陷型 ＨＩＶ１作为载体，制备了
携带Ｓ１００Ｐ基因的重组慢病毒颗粒。慢病毒是逆转
录病毒的一种，具有逆转录病毒的基本结构，也有不
同于逆转录病毒的组分和特性［４］。复制的缺陷型
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ＨＩＶ１载体由３部分组成：目的基因载体成分、包装
结构成分和包膜结构成分。目的基因载体成分是将

ＨＩＶ３′端ＬＴＲ中的Ｕ３部分切短，使之丧失启动病
毒复制功能，同时插入ＣＭＶ启动子调控，即成为复
制缺陷型载体；包装结构成分是由 ＨＩＶ１基因组去
除了包装、逆转录和整合所需要的序列而构建，但能
够提供产生病毒颗粒所必需的蛋白。这样极大降低
了其自我复制能力，使安全性大大提高［５］。慢病毒
载体最大的优势是不仅能高效感染处于分裂期的靶

细胞，而且能够感染静止期的细胞，同时不产生嵌合
体动物［６］。慢病毒基因组逆转录后能整合到宿主染
色体上，由于病毒载体改构后，不在宿主细胞内繁
殖，不会导致宿主细胞的死亡，被它感染或转化的细
胞能够连续传代。因此，利用慢病毒载体制备转基
因动物近年来始终是基因治疗的热点，以 ＨＩＶ１为
基础构建的这类慢病毒载体有望成为理想的基因转

染载体［７８］。

　　为了方便观察，慢病毒包膜结构成分以新型报
告基因———绿色荧光蛋白基因（ｃｏｐＧＦＰ）为标志基
因，ｃｏｐＧＦＰ是来源于海藻的新一代增强型绿色荧
光蛋白，在亮度方面大大优于普通的增强型绿色荧
光蛋白。通过克隆目的基因ｃｏｐＧＦＰ的融合表达
体，无论细胞中还是活体内都可以通过显微镜清晰
观察到靶基因的表达水平［９１０］，可以直观、方便地观
察实验结果，大大缩短了实验流程。

　　在检测胰腺癌细胞中的目的基因时，我们采用
了ＲＴＰＣＲ的技术和方法，其原理［１１］是在ＰＣＲ反
应体系中加入荧光嵌合染料，由于染料可以嵌合到
双链ＤＮＡ的沟状区域。因此，通过观察荧光强度
即可知道反应体系中双链ＤＮＡ产物的多少，进而
可以求得待测样本中目的基因 ｍＲＮＡ的原始拷贝
数或者相对含量。在后续的工作中，我们打算制作

Ｓ１００Ｐ的抗原及抗体，以便在蛋白水平进行必要的
统计和分析。

　　本实验构建的Ｓ１００Ｐ基因重组载体，经酶切后
获得与目的基因大小一致的清晰条带，表明构建成
功。使用慢病毒包装质粒混合物和构建好的慢病毒
表达质粒共转染２９３Ｔ细胞２４ｈ后，荧光显微镜下
可见大量绿色荧光，证实已有大量质粒转染入２９３Ｔ
细胞。取病毒上清感染２９３细胞，荧光显微镜下可
见绿色荧光分布，表明慢病毒具有感染活性；感染后

７２ｈ，进行细胞传代，传代后不同代数细胞，荧光显
微镜下也可见绿色荧光，表明经传代后仍能表达目
的基因。慢病毒感染胰腺癌细胞后，Ｓ１００Ｐ的表达
量显著上调，表明慢病毒可高效感染胰腺癌细胞，同
时目的基因可成功表达。因此Ｓ１００Ｐ基因慢病毒载
体为进一步研究Ｓ１００Ｐ基因的相关功能提供了适合
的稳定转染载体。
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