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　　提　要　目的: 构建 HL AI类抗原的反义逆转录病毒载体以抑制细胞该类抗原的表达。 方法: 从

M Bmp18 / HLA-B7酶切得 HLA-B7 cDN A后转染至质粒 pGEM -3Z,在酶切得含 HLA-B7 5′端非编码区的

818bp片段后 ,将其反向亚克隆于逆转录病毒 pLX5N构建成 pLAHLA-B7。结果: 经鉴定证明构建的质粒中

均显示有目的长度的片段 ,并证明为反向插入。结论:相应反义逆转录病毒载体的建成 ,将有助于研究抑制移

植物 HLAII类抗原的表达。

　　 M HC抗原是组织或器官异体移植排斥反应的主

要抗原系统 ,若能减弱或消除移植物内的该类抗原 ,则

可望能延缓或消除异体移植后的排斥反应 ,使移植物

能较长期地存活 [1～ 3 ]。基因工程技术的发展 ,使人们可

以对细胞的某些特性进行修饰和改变。反义技术就是

一种有效的特异性地改变细胞遗传特性的方法。我们

将编码 HLAI类抗原的部分 cDN A片段通过基因工

程手段 ,定向地反向克隆于逆转录病毒载体 pLXSN,

从而构建了 HLAI类抗原的反义逆转录病毒载体 ,为

进一步在细胞内抑制 HLAI类抗原做准备。

1　材料及方法

1. 1主要试剂及来源

1. 1. 1　 HLA-B7cDNA ,克隆于 M 13mp18多克隆位点 sal I /

HinⅢ [4] ( Stanford Univ er sity , Pete r Pa rham 's Lab惠赠 )。

1. 1. 2　 p EGM - 3Z质粒 ( Promega )

1. 1. 3　 p LXSN逆转录病毒载体 [5] ( M iller教授惠赠 )

1. 1. 4　内切酶 Eco r I、 Hpa l、 PvuⅡ ( Boehring M annheim ) , Sall

( Pr omage) , Hinfl ( Bio lab ); Bam HI、 hmdⅢ (华美生物工程公

司 )。

1. 1. 5　琼脂糖 (中山生物技术公司 , 92001型 )

1. 1. 6　 HLAI类抗原 PCR扩增引物序列 (由上海细胞生物研

究所合成 )

　　 HLA1: 5-′GAC TCAGAATCTCCCC AGACGCCGAG-3′

　　 HLA2: 5-′CTCAGTCCTCAC AAGGCAGCTGTC-3′

1. 2　 HLA-B7亚克隆于体外表达载体 pGEM-3Z

1. 2. 1　 HLA-B7亚克隆　　用 Sa lⅠ 和 HingⅢ将 HLA-B7 cD-

NA切下后定向克隆于 pGEM -3Z的多克隆位点相应酶切位

点 ,得到 pGHLA-B。

　　 M 13m p18 /HLA-b7噬菌体、质粒的转染 (或转化 )、扩增、

限制性内切酶酶切、酶切片段回收及 DN A片段连接按常规进

行 [6]。

1. 2. 2　 pGHLA-B鉴定　　由于所克隆基因片段与载体的连

接为不对称连接 ,载体自连的机率很低 ,因此 ,连接子的阳性转

化子一般都是重组子。 随机挑取一阳性转化菌落 ,少量提取质

粒后 ,用下述方法鉴定。

　　 1) SalⅠ 和 HindⅢ联合酶切连接阳性转化质粒 , pGHLA-B

可得到约 2. 7kb及 1. 1. kb两个片段。

　　 2) PCR扩增:用 PC R扩增待鉴定的质粒 DN A, M 13mp18 /

HLA-7作为阳性对照 , pGEM -3Z质粒为阴性对照。

1. 3　反义 HLA-B亚克隆于逆转录病毒载体 pLX SN

1. 3. 1　反义 HLA-B逆转录病毒载体构建　　 pGHLA-B用

Bam HⅠ 和 PvuⅡ联合酶切后 ,可行到 136bp、 483bp、 818bp及

2364bp四个片段 ,其中 818bp的片段为含 HLA-B7 5′端非编码

区、第 1、 2、 3外显子及部分第 4外显子的 cDN A片段 ,该片段

5′为 Bam HⅠ 切点 , 3′端为 PvuⅡ 切点 ,电泳洗脱法回收该片

段 ,与经 Bam HⅠ 和 Hpal联合酶切后电泳洗脱回收的 pLXSN

连接 ,将 818bp的 HLA-B片段反向克隆于逆转录病毒载体 ,得

到 p LAHLA-B。 见附图所示。

附图　克隆策略图
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1. 4　 pLAHLA-B7鉴定
　　用 EcoRI和 Bam HI联合酶切后的 pLAHLA-B7得到约

5. 8kb和 0. 8kb的两个片断。为进一步确定 HLA基因的克隆方

向。用 HinfI切割连接后的质粒 ,根据其限制性酶切图谱进行证

实。

2　结果

2. 1　鉴定 HLA-B7亚克隆于 pGEM -3Z

　　 pGHLA-B用 Sall和 HindⅢ联合酶切后的质粒有两条带 ,

一条为约 2. 7kb的载体 ,另一条为 1. 1kb的 HLA-B7cDN A片

段。 PCR扩增后 pGHLA-B及 M 13mp18 / HLA-B7均可见一约

1. 1kb片段 ,而 pGEM -3Z扩增后无 1. 1kb带。

2. 2　 HLA-BcDN A片段反向克隆的鉴定

　　 pLAHLA-B用 EcoRI /Bam HI酶切后见约 5. 8kb的载体

及约 0. 8kb的 HLAcDN A片段: 用 Hinf I酶切后 ,在 533bp至

1449bp间 , pLAHLA-B有 1211bp和 1225bp两条 DN A带纹 ,

空载体无此二带纹 ,而若为正向插入时 ,则应为 618bp和

103bp。

3　结果

　　 M HC系统是与异体移植排斥反应密切相关的抗

原系统 ,减弱或消除移植物内的 M HC抗原 ,则有可能

延长移植物的存活或改善移杆器官的功能。 Robert等

人
[1 ]
报道用抗小鼠 M HCI类抗原抗体处理过的鼠胰

岛细胞异体移植后的存活时间可明显延长 ,移植

M HCⅡ类抗原不同而Ⅰ 类抗原相同的胰岛细胞可存

活较长时间 [2 ];同样 ,无 M HCI类抗原的肾脏异体移

植后的功能较 M HCI类抗原不合者有明显改善
[3 ]

　　在动物实验中 ,可通过基因打靶等基因工程手段

来获得无 M HCI类抗原的动物 ,面在临床 ,目前可行

的方法除 HLA配型外 ,只能用抗 HLA抗体处理来对

抗 HLA抗原 ,但抗体与细胞的结合 ,有可能对组织细

胞造成损害 ;另外 ,即使用抗体暂时封闭 HLA抗原 ,

但当移植后 ,在一些炎性细胞因子的刺激下 ,其 HLA

抗原的表达会明显增强。大量的抗体与细胞表面的

HLA抗原分子结合 ,是无法避免移植物遭受损害的。

通过基因工程对移植物细胞 HLA抗原的表达进行调

节 ,减少或消除细胞表面的 HLA分子 ,减轻宿主免疫

系统对异体移值细胞的攻击 ,从而延长移植物的存活

时间或改善移植器官的功能是一个值得研究的课题。

　　反义核酸可在细胞核和细胞浆内的转录和翻译等

不同水平干扰或抑制基因的表达 [7 ]。我们构建了 HLA

Ⅰ 类抗原的反义逆转录病毒载体 ,即将一段 HLA-

B7cDN A反向克隆于逆转录病毒载体 pLX SN多克隆

位点 ,为进一步将该反义 DN A序列整合于细胞内并

产生 HLAⅠ类抗原 m RN A的反义 RN A,从而为观察

转基因细胞 HLAⅠ类抗原的表达情况作准备。逆转录

病毒作载体的基因转移系统 ,以其高效率的感染特性

而成为基因治疗最有希望的手段之一。

　　我们在构建反义 HLA逆转录病毒载体时 ,首先

将 HLAcDN A亚克隆于体外转录、表达载体 pGEM-

3Z的多克隆位点上 ,然后再将部分 HLA cDN A片段

反向克隆于逆转录病毒载体上 ,其目的有二: ( 1)

pGEM-3Z的多克隆位点两侧分别为 SP6及 T7RN A

多聚酶启动子 ,因此可用 T7或 SP6 RN A多聚酶从不

同的方向制备正义或反义 HLA-B7 RN A,为以后进一

步鉴定作准备 ; ( 2) pGEM-3Z的遗传背景资料较详

细 ,便于选择合适的酶切片段将 HLA cDN A反向克

隆于逆转录病毒载体上 ,目前 ,尚未见用基因工程的手

段对人类 HLAⅠ类抗原基因的表达进行抑制的报道。

反义 HLA逆转录病毒载体的构建只是我们在研究应

用反义技术延长异体移植物存活的初步尝试 ,同时也

为研究 类异体移植排斥反主尖提供一条新的线索。
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