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ｈＴＮＦα／ＣＨＯ基因工程细胞的构建及其分泌蛋白功能的检定
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［摘　要］　目的　构建能够持续分泌人肿瘤坏死因子（ｈＴＮＦα）的中国仓鼠卵巢细胞（ＣＨＯ）基因工程细胞 ｈＴＮＦα／ＣＨＯ细胞
系，并且观察其分泌功能的变化。方法　应用载体ＧＶ１４１构建携带ｈＴＮＦ基因表达的质粒；采用脂质体转染法，经 Ｇ４１８筛选稳定
转染细胞株；通过ＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲ鉴定其基因表达，采用ＥＬＩＡＳ法鉴定其蛋白分泌情况。结果　经序列比对，证明ＧＶ１４１ｈＴＮＦα表
达载体构建成功，ＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲ证明转染细胞系包含ｈＴＮＦα目的基因，ＥＬＩＡＳ鉴定结果证明该细胞系可以在一定代数稳定持续内
分泌ｈＴＮＦα。结论　构建的ｈＴＮＦα／ＣＨＯ细胞系可以在一定代数内稳定持续地分泌人肿瘤坏死因子。
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　　恶性肿瘤已经成为严重威胁人们生命和健康的常
见病、多发病。近年的研究已证明，一些细胞因子具有

明确的抗肿瘤作用，通过直接杀伤或者调解机体免疫

功能来达到杀死某些肿瘤细胞，或抑制其增殖作用。

人肿 瘤 坏 死 因 子 （ｈｕｍａｎｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒａ，
ｈＴＮＦα）就是其中的一种，它在体内外可以对多种肿瘤
细胞有明确的杀伤或者抑制作用［１５］，体内的异常表达

又与多种疾病的发生发展密切相关［６７］。目前在临床

使用ｈＴＮＦα多是进行抗肿瘤辅助治疗。由于全身给
药存在剂量大、局部作用剂量小和副作用大等缺点，目

前多用于局部灌注或注射用药，局部浓度高且副作用

也较小［８１１］。但因其半衰期短，仍存在作用时间短，需

要反复给药的缺点。本研究拟应用基因工程技术构建

一种可持续分泌ｈＴＮＦα的细胞系，应用本组前期的微
囊化免疫隔离技术包裹基因工程细胞注射入肿瘤组织

周围或内部，持续局部高剂量释放 ｈＴＮＦα，减轻全身
毒副作用，以期待其发挥抑制肿瘤细胞的作用。

１　材料与方法

１．１　材料
ＧＶ１４１载体（图１），ＸｈｏＩ／ＫｐｎＩ酶切，购自上海吉

凯基因化学技术有限公司；中国仓鼠卵巢细胞（Ｃｈｉ
ｎｅｓｅＨａｍｓｔｅｒＯｖａｒｙ，ＣＨＯ）购自协和细胞库；脂质体Ｌｉ
ｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；Ｇ４１８购自 Ａｍ
ｒｅｓｃｏ公司；ｈＴＮＦαＥＬＩＳＡ试剂盒购自博士德生物工程有
限公司，胎牛血清及ＤＭＥＭＨ培养基购自Ｇｉｂｃｏ公司。

图１　Ｇ１４１载体示意图
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１．２　方法
１．２．１　重组质粒的制备　　ｈＴＮＦα基因获取，ｈＴＮＦα
上游引物 ＡＣＧＧＧＣＣＣＴＣＴＡＧＡＣＴＣＧＡＧＡＴＧＡＧＣＡＣＴ
ＧＡＡＡＧＣＡＴＧ、下游引物 ＡＧＴＣＡＣＴＴＡＡＧＣＴＴＧＧＴＡＣ
ＣＧＡＣＡＧＧＧＣＡＡＴＧＡＴＣＣＣＡＡＡＧ，扩增片段大小为
７４１ｂｐ，ＰＣＲ扩增后鉴定目的基因。将目的基因接入
酶切载体获得重组质粒，经 ＰＣＲ鉴定和阳性克隆测
序。ＰＣＲ 鉴 定 上 游 引 物 ＣＧＣＡＡＡＴＧＧＧＣＧＧＴＡＧ
ＧＣＧＴＧ、下游引物 ＴＴＡＴＴＡＧＧＡＡＡＧＧＡＣＡＧＴＧＧＧ。片
段大小为１０７１ｂｐ，将所得产物回收纯化后送上海吉
凯基因化学技术有限公司测序。用氯化钙制备新鲜的

大肠杆菌感受态细胞，进行重组质粒扩增并回收。

１．２．２　细胞转染及稳定株筛选　　ＣＨＯ细胞置于
３７℃，５％ ＣＯ２饱和湿度的培养箱中，以含１０％胎牛
血清的ＤＭＥＭＨ培养于Ｔ２５培养瓶中，用０．２５％的含
ＥＤＴＡ胰酶１ｍＬ消化传代。取对数生长期的细胞进
行实验，以每孔２×１０４种于２４孔板中，培养２４ｈ后分
别加入３００、４００、５００、６００、８００、１０００μｇ／ｍＬ等不同质
量浓度的Ｇ４１８，以筛选１４ｄ内能够杀死所有细胞的
最小 Ｇ４１８质量浓度为最佳质量浓度。选用对数增长
期 ＣＨＯ细胞每孔 ５×１０４种于 ６孔板中，用无血清
ＤＭＥＭＨ中稀释１０μｇ重组质粒至１００μｌ，再加入等
体积脂质体Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００悬液（阴性对照组选用
ＧＶ１４１载体质粒），室温下放置５ｍｉｎ，使 ＤＮＡ结合在
脂质体上。弃去细胞中的培养液，ＰＢＳ清洗后加入
２ｍＬ无血清 ＤＭＥＭＨ培养液，向每孔中直接加入
２００μｌＤＮＡ／脂质体复合物，３７℃培养 ２４ｈ。吸出
ＤＭＥＭＨ／重组质粒／脂质体混合物加入新鲜１０％ＦＣＳ
的ＤＭＥＭＨ培养液，每孔 ２ｍＬ，再培养 ２４ｈ。按照
ＣＨＯ细胞 Ｇ４１８浓度筛选结果，选用６００μｇ／ｍＬ的浓
度，加入含 Ｇ４１８的 ＤＭＥＭＨ培养液继续培养。１４ｄ
后，挑选存活的有抗性的单克隆制备细胞悬液，细胞计

数，用培养基稀释细胞到每１０μｌ１个。在９６孔板中
加入培养基每孔１５０μｌ，再加入细胞悬液每孔１０μｌ，
进行细胞扩增，获得ｈＴＮＦα／ＣＨＯ细胞株。
１．２．３　细胞稳定株的鉴定　　细胞大量扩增后，提取
总ＲＮＡ，做 ＲＴＰＣＲ检测目的基因。引物：上游引物
ＣＧＡＧＴＧＡＣＡＡＧＣＣＴＧＴＡＧＣ、下游引物 ＧＧＴＧＴＧＧＧＴ
ＧＡＧＧＡＧＣＡＣＡＴ，片段大小为２１５ｂｐ；阳性对照 ＧＡＰ
ＤＨ，片段大小为１９１ｋｂ。选取基因鉴定较好的细胞株
传代培养，保留各代细胞的培养液上清，４０００ｒ／ｍｉｎ离
心后，留上清于 －８０℃低温冰箱内保存，按照 ＥＬＩＳＡ
试剂盒操作步骤，设置 ＤＭＥＭＨ培养液为空白组，转
染空载体的０／ＣＨＯ细胞培养上清为阴性对照组以及

不同代数的 ｈＴＮＦα／ＣＨＯ细胞株培养上清为检测组，
对上清的ｈＴＮＦα进行ＥＬＩＳＡ检测。
１．３　统计学方法

应用ＳＰＳＳ１９．０软件，对数据进行两两之组间的ｔ
检验，Ｐ＜０．０５为差异具有统计学意义；Ｐ＜０．０１为差
异具有极显著性统计学意义。

２　结果

２．１　ｈＴＮＦα基因ＰＣＲ鉴定
ｈＴＮＦα基因扩增后进行凝胶电泳鉴定，所得 ＰＣＲ

产物片段约为７４１ｂｐ，与预期的 ｈＴＮＦα基因 ＯＲＦ长
度一致（图２），表明ｈＴＮＦα基因被成功获取。

图２　ｈＴＮＦα基因ＰＣＲ产物电泳图

２．２　重组质粒ＰＣＲ产物鉴定和阳性克隆测序
如图３所示，电泳显示阳性转化子ＰＣＲ产物大小

约１０７１ｂｐ，阴性转化子ＰＣＲ产物大小约４３４ｂｐ。证
明重组质粒整合入外源基因片段，成功获得重组质粒

１～８号。阳性克隆测序比对显示序列均无改变，测序
通过，证实ｈＴＮＦ基因被成功转入载体。

１：ｄｄＨ２Ｏ；２：阴性对照（空载自连对照组）３：阳性对照（ＧＡＰ
ＤＨ）；４：Ｍａｒｋｅｒ；５～１２：ｈＴＮＦα１～８号转化子

图３　重组质粒ＰＣＲ产物电泳图

２．３　Ｇ４１８浓度筛选
Ｇ４１８浓度筛选结果显示，１４ｄ后６００μｇ／ｍＬ的浓

度的Ｇ４１８刚好杀死所有细胞，可作为筛选稳定株的
最终浓度。

２．４　ｈＴＮＦα／ＣＨＯ稳定转染细胞系的鉴定
２．４．１　基因检测　　如图４所示，转染细胞基因ＰＣＲ
扩增产物，电泳形成１条约２１５ｋｂ的条带，阳性对照
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ａ：转染筛选后细胞株基因电泳图；ｂ：阳性对照（ＧＡＰＤＨ）；
０：Ｍａｒｋｅｒ；１～５：转染细胞株１～５号

图４　转染细胞ＰＣＲ产物电泳图

ＧＡＰＤＨ形成１条约１９１ｋｂ的条带，证实除ｈＴＮＦα／ＣＨＯ
细胞株５以外，其他细胞株均包含 ｈＴＮＦα基因组，其
中以细胞株１、２号最佳。
２．４．２　分泌蛋白检测　　如表１所示，转染空载体的
０／ＣＨＯ细胞株不分泌 ｈＴＮＦα；转染重组载体的
ｈＴＮＦα／ＣＨＯ组分泌 ｈＴＮＦα，且随着细胞株传代数的
增加，分泌量随之减少，在１０代之内，分泌量变化不
大，至２０代分泌量减少，提示可能存在基因丢失的情
况发生。

３　讨论

近年，肿瘤治疗中细胞疗法成为了新的医学支柱

性学科［１２］，该疗法应用基因工程的方法修饰不同的免

表１　不同组细胞培养上清ｈＴＮＦα分泌量

组别　　　　　　　　 ＯＤ值
ｈＴＮＦα浓度

（ｎｇ／ｍＬ）

细胞数

（×１０７个）

单位细胞分泌ｈＴＮＦα浓度

（ｎｇ／ｍＬ）

单位细胞分泌量占１代细胞分泌量百分比

（％）

空白对照组　　　　　 ０．０７４±０．００８　 － － － 　　－

阴性对照组　　　　　 ０．０７７±０．０１０　 － ２．２５ － 　　－

培养上清组 第１代 １．８２２±０．００８ ３５．６８ ２．３０ １５．５１ １００

第１０代 １．７０１±０．０２５ ３３．１３ ２．１８ １５．２０ ９７．９９

第２０代 １．００２±０．０１５ １７．６７ ２．０３ ８．７０ ５６．１１

：与空白对照组比较，Ｐ＜０．０１

疫细胞，加强免疫细胞的杀伤作用、延迟免疫抗性，从

而达到杀伤肿瘤细胞的作用［１３］。基因修饰中细胞转

染成为了必不可少的方法，不同的转染试剂对于不同

的细胞存在不同的转染效果，在临床应用方面也存在

不同的缺点及可能的风险［１４１６］。应用病毒及逆转录

病毒转染方法虽然效率高，且外源基因易整合到宿主

细胞中，但是在临床上可能存在病毒感染人体的风险。

本研究应用脂质体转染的方法［１７］，转染效率高，方法

简单，无免疫原性，不存在病毒感染的风险，规避了病

毒转染的风险，为临床应用提供一种更安全的解决途

径。但是脂质体转染仍存在基因整合筛选周期长、稳

定性欠佳等因素［１８］。实验结果显示，稳定转染后的第

１０代细胞分泌的ＴＮＦα蛋白量与转染的第１代细胞无
明显下降，提示外源性基因可较好地整合入宿主细胞。

随着细胞传代的次数增多，转染细胞还是不可避免地

出现了蛋白分泌量的降低，水平只有稳定筛选初期的

一半左右，提示有外源基因稳定性降低的情况，这对于

脂质体转染的分泌型基因工程细胞在临床应用中的最

佳使用期限提供了借鉴。而对于稳定性降低的问题，

可以尝试对多代数的细胞再次进行 Ｇ４１８筛选，效果
有待进一步研究ｈＴＮＦα。

ＴＮＦα主要是由脂多糖刺激巨噬细胞而分泌的一
种蛋白质，是具有多种生物活性的炎性细胞因子，与其

他细胞因子共同作用参与激活免疫反应，介导全身炎

症，并可致肿瘤坏死［１９］。ｈＴＮＦα被认为与调节致病性
休克、组织损伤和内毒素血症等相关；是所发现的抗肿

瘤活性较强的炎性细胞因子，在炎症与肿瘤的发生发

展中具有重要作用。近年来又发现肿瘤组织转移可能

与高水平的 ｈＴＮＦα有关［２０］。本研究应用基因工程细

胞，使ｈＴＮＦα的分泌量可以维持在一个相对稳定的水
平，对于使用剂量可以达到较好的控制，避免出现高水

平ｈＴＮＦα导致的炎症反应和可能的肿瘤组织转移，以
及免疫细胞治疗中尤其是嵌合抗原受体 Ｔ细胞免疫
疗法（ＣＡＲＴ）中细胞因子释放综合征的情况［２１］。而

用量和不良反应之间的平衡点有待进一步研究。

部分癌症患者通过外科手术治疗有效，但仅仅进

行外科手术是不够的，还需要在手术治疗的基础上联

合应用化疗、放疗、靶向治疗、生物免疫治疗等多种治

疗方式［２２］。应用 ｈＴＮＦα可以作为对临床常规治疗肿
瘤手段的有效补充［２３２４］，若与ＴＮＦ联合使用可产生协
同作用，从而降低各自的用药剂量，并能明显增强抗瘤

效应［２５２７］。本研究选用基因工程细胞分泌的 ｈＴＮＦα
作为术后辅助治疗细胞因子，结合本组在前期研究中

建立的微囊化细胞制备及移植技术［２８３１］，可以有效地

阻止移植发生的免疫反应，靶向性植入实体瘤组织周

围或内部，为接下来微囊包裹 ｈＴＮＦα／ＣＨＯ细胞在体

２４２ 局解手术学杂志　ＪＲＥＧＡＮＡＴＯＰＥＲＳＵＲＧ　２０１６，２５（４）　　　　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｊｊｓｓｘｚｚ．ｃｎ



内和体外抑制肿瘤生长的观察奠定了基础。
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