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甲胎蛋白与热休克蛋白70基因融合载体的构建及表达 
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(重庆医科大学病毒性肝炎研究所 ，重庆 400010) 

【摘 要】目的：构建分泌性小鼠甲胎蛋白(n—Fetoprotein，AFP)与结核杆菌热休克蛋白70(mycobacterium tuberculosis heat 

shock Drotein 70，Mt．HSP70)基因融合载体，并研究其在真核细胞中的表达情况。方法：以pSec I'ag2B为基本单位构建AFP及 

与HSP70的融合表达载体，融合基因以G—S G—G—S连接子连接；用脂质体将系列载体导人COS一7细胞，48h岳以免疫 

化学方法检测其表达 ，抽提总 RNA作 RT—PCR测其在转录水平的表达。结果：构建的 AFP和 HSIr／0的单独及融合表达载 

体导人 COS一7细胞 48h后经细胞免疫化学染色为阳性 ，RT—PCR可扩增出特异性条带。结论 ：AFI 干u HSP70的单独及融 

合表达载体构建成功 ，能在真核细胞中表达： 
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Construction and expression of secreted chimeric 

AFP—HSP70 plasmid in eukaryotic cells 

LAN YinghlAa．et al 

(Institute tbr Viral Hepatitis，(7umgqing Medical University) 

【Abstract】Obje(·tire：To construct secreted chimeric vector of AFP—HSFO0 and investigate transient expres,si(m of vectors iP．eukary— 

otic cells．Methods：Vectors were constructed by routine molecular technique．Fusion genes were linked with( 一S一( 一( —S linker． 

Vectors were transfected into COS一7 ceils by Litx)fectamine 2000 Proteins were assayed by inmmnocytochemistry and R I、一PCR 

f0r its RNA．Results：Proteins expressed in COS一7 were comfim~ed by immunocytochemistry 48 hours later and RNA was detected 

by RT—PCR．C 7 (1usio7 ：AFP—HSP70 chimeric、rector is constructed successfully and could be expressed in eukaryotic cells． 
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甲胎蛋白(a—Fetoprotein，AFP)是哺乳动物胚 

胎期由肝及卵黄囊合成的胚胎性血清蛋白，在成年 

期，主要来源于内胚层恶性肿瘤，如肝癌、胃癌和性 

腺肿瘤等。它作为原发性肝癌(Hepatocellular Car— 

cinoma，HCC)较为敏感而特异的生化指标，在肝癌 

的普查、早期诊断和疗效判定等方面发挥了重要作 

用。近年对 AFP基因结构及功能进一步研究，认为 

AFP是 HCC的肿瘤相关性抗原(TAA)，可以作为 

抗 HCC治疗的有效靶向抗原 。结核杆菌热休 

克蛋白70具有分子佐剂和载体效应，其他学者一3 J及 

我们的研究结果 ．3 J均表 明 HSP70可提高与之融 

合的抗原的免疫原性，辅助抗原的CTL识别位点的 

递呈。本研究将 AFP与 HSPT0基因融合，检测融 

作者介绍 ：兰英华(1975一 )，女 ，主治医师，博士， 

主要研究方向：肝癌的基因免疫治疗 

合载体在真核细胞中的表达情况，为进一步研究融 

合 DNA疫苗的治疗效应打下基础。 

l 材料和方法 

1．1 材料 

Hepal一6(小鼠肝癌细胞)由上海第二车医大学肿瘤研 

究所郭 亚军教 授惠赠；COS一7本 昕保 存；培养 基 RPMI 

1640、胎牛血清(美国Hyclone公司) 1) c Fag!ljJM109本所 

保存；RNA、质粒抽提试剂盒(上海华舜公司)；M—MI V逆 

转录酶 (美国 Promega公司)；Pyrobest I)NA聚合酶 、限制性 

内切 酶、胶 回收试 剂盒 (日本 Takara公 司)；Lilx)fectamine 

2000转染试剂盒(美国 lnvitrogen公 )；#抗鼠 AFP(美国 

nta Cruz)；鼠抗分枝杆菌 HSP70(MBI 公 口1)；I)AB试剂盒 

(武汉博士德)。 

1 2 AFP系列载体的构建 

1．2 1 AFP基因的获取和克隆 
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基因的表达，从而引起细胞周期的改变。这些基因 

包括：pl6、p15、p21、14—3—3一a、BRCA1和 Rb 

等E8～ 。但具体的作用途径和调节方式仍有待于 

进一步的研究，从而为恶性肿瘤的治疗开辟新途径。 
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(_Y-&gg 737页)胞免疫应答，但是免疫的机制并不清 

楚，分泌性抗原与胞内表达抗原对于免疫应答的种 

类和强度是否也遵循免疫的普遍规律呢?AFP为 

分泌性蛋白，本研究中所用 AFP基因包括了信号肽 

序列，pSecTag2B—AFP加上了小鼠免疫球蛋白K轻 

链 V—J2一C区的信号肽序列 ，其表达的分泌性 

AFP高于其他载体。我们拟选用跟人AFP分泌规 

律相近似的小鼠为实验动物对象，研究含 AFP基因 

的DNA疫苗能否克服免疫耐受 ，激发针对 AFP的 

特异性体液和细胞免疫，对于 HCC的治疗有补充作 

用。 
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