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Abstract
AIM: To clone the murine a-fetoprotein (mAFP) 
gene, construct the eukaryotic expression vector of 
AFP and establish a cell line stably expressing AFP.

METHODS: The total RNA was extracted from 
Hepa1-6 cells. The mAFP gene was amplified by 
reverse transcription polymerase chain reaction 
(RT-PCR) and cloned into the eukaryotic expres-
sion vector pcDNA3.1 to construct pmAFP. The 
pmAFP was identified by restriction enzyme 
analysis and sequencing, and then stably trans-
fected into EL-4 cell line. Western blot and RT-
PCR were used to detect the expression of mAFP 
protein and mRNA, respectively. EL-4 cells 
stably expressing mAFP were inoculated in the 
back of 6 mice to observe the tumor formation.

RESULTS: The mAFP gene with a length of 

1.8  kb was successfully cloned from the total 
RNA of Hepa1-6 cells. Restriction enzyme analy-
sis and sequencing showed that the 1.8 kb mAFP 
gene was successfully cloned and inserted into 
pcDNA3.1. RT-PCR and Western blot showed 
mAFP was stably expressed in EL-4 cell line. 
The tumor grew to a volume of 2 279.97 ± 235.13 
mm3 22 d after inoculation in 5 mice.

CONCLUSION: The mAFP gene is successfully 
cloned and a cell line stably expressing mAFP, 
named EL-4 (mAFP), is established. EL-4 (mAFP) 
has a good tumor-forming capacity in mice.
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摘要
目的: 克隆小鼠甲胎蛋白(AFP)基因并进行表
达鉴定, 构建小鼠AFP真核表达载体并建立稳
定表达甲胎蛋白的小鼠肿瘤细胞株. 

方法:  从H e p a1-6细胞中提取总R N A进行
RT-P C R, 克隆出小鼠A F P基因 ,  亚克隆于
pcDNA3.1中构建真核表达载体pmAFP, 进
行酶切、测序和表达鉴定, pmAFP稳定转染
EL-4细胞建立EL-4(mAFP)细胞株, RT-PCR
检测E L-4(m A F P)细胞m A F P m R N A的表
达, Western blot检测mAFP蛋白表达, 将EL-
4(mAFP)细胞种植于6只小鼠背部皮下观察成
瘤情况. 

结果: RT-PCR成功克隆出小鼠AFP基因, 酶
切、测 序 和 表 达 鉴 定 证 实 真 核 表 达 载 体
pmAFP构建成功, RT-PCR及Western blot检测
证实EL-4(mAFP)细胞中有mAFP mRNA及蛋
白的表达, 5只小鼠背部皮下种植处有肿瘤形
成, 22 d肿瘤体积为2 279.97±235.13 mm3.

■背景资料
近来的研究表明, 
人AFP存在四个
特殊的免疫表位, 
这四个表位经加
工提呈后能够被
人T细胞识别, 并
能分别诱导培养
的人T细胞和转基
因小鼠产生AFP
特异性的CTL. 另
外还发现, 尽管小
鼠AFP终生存在
(甚至高于人的水
平) ,  其免疫系统
也能够产生针对
此癌胚抗原的T细
胞免疫. 以上发现
为针对AFP的肝
癌免疫基因治疗
提供了依据.
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■研发前沿
肝癌的免疫基因
治疗作为一种有
潜 力 的 新 疗 法 , 
是当今研究的热
点. 目前表达AFP
的小鼠肝癌细胞
系均来源于小鼠
自发肝癌细胞系
BW7756. 由于此
细胞系从1957年
传 代 至 今 ,  已 检
测不到MHCⅠ和
M H C Ⅱ 的 表 达 . 
所以现在还没有
合适的研究基于
AFP的肝癌免疫
基因治疗的小鼠
细胞株. 建立表达
AFP的小鼠肝癌
细胞系是肝癌免
疫基因治疗研究
的必备条件之一.

结论: 小鼠mAFP基因克隆成功, 真核表达载
体构建成功, 建立的EL-4(mAFP)细胞株能有
效表达小鼠甲胎蛋白, 在小鼠体内成瘤性良好.

关键词: 甲胎蛋白; 小鼠; 真核表达载体; 细胞株
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0  引言

肝细胞肝癌(HCC)作为常见消化系统肿瘤, 复发

率高, 预后较差[1-7]. 甲胎蛋白(AFP)作为肝癌的

相关抗原在70%以上的肝癌中高表达, 近来的研

究发现AFP存在CTL免疫显性表位, 完全可以作

为肝癌免疫治疗的靶点[8-13], 为肝癌的免疫基因

治疗开辟了新的途径. 但现在还没有合适的用

来研究基于AFP的肝癌免疫基因治疗的小鼠肿

瘤细胞株, 为此, 我们克隆了小鼠AFP基因, 构建

真核表达载体, 并成功建立了稳定表达甲胎蛋

白的小鼠肿瘤细胞株, 为进一步研究基于AFP的
肝癌免疫基因治疗奠定了基础. 

1  材料和方法

1.1 材料 小鼠肝癌细胞系Hepa1-6和小鼠淋巴

瘤细胞系EL-4由第二军医大学王皓老师惠赠. 
CHO细胞株由中国典型培养物保藏中心提供. 
真核表达载体pcDNA3.1/myc-His购自Invitrogen
公司. RT-PCR试剂盒(Ver.2.1)、Ex Taq高保真

Taq酶、限制性内切酶、T4 DNA连接酶和DNA 
Marke r(DL2000)购自宝生物工程(大连)有限

公司. Trizol试剂和RPMI 1640培养基为Gibco
公司产品, 胎牛血清为Hyclone公司产品. 脂质

体Lipofectamine 2000和Opti-MEM培养基为

Invitrogen公司产品. 质粒小量制备试剂盒和琼

脂糖凝胶核酸纯化回收试剂盒为Omega公司产

品. 羊抗人AFP多克隆抗体购自Sant Cruz公司. 
HRP标记的抗羊二抗为北京中山生物工程公司

进口分装产品. ECL显色剂为Pharmacia公司产

品. 其余试剂均为国产或进口分析纯试剂.
1.2 方法 

1.2.1 小鼠AFP基因的克隆 培养Hepa1-6细胞至

对数期, 用Trizol试剂提取细胞总RNA. 为了克

隆包括分泌信号在内的AFP全长基因, 设计的引

物为P1、P2, P1: 5'-CTCAGGAATTCGCCATGA
AGTGGATCACA-3', 在5'端引入酶切位点Eco R

Ⅰ; P2: 5'-CTCTGCTCTAGATTACTCGAGAAC
GCCCAAAGCATCACG-3', 在3'端引入酶切位

点XbaⅠ. 利用RT-PCR试剂盒反转录出cDNA第

一链, 引物采用Oligo dT. 采用Ex Taq高保真Taq
酶进行随后的PCR. 取3 µL PCR产物进行琼脂

糖凝胶电泳, 观察结果. 
1.2.2 重组质粒的构建、酶切及测序鉴定  克
隆的小鼠AFP基因经Eco RⅠ和Xba Ⅰ同时双

酶切后 ,  琼脂糖凝胶电泳回收、纯化 ;  质粒

pcDNA3.1/myc-His同样经Eco RⅠ和XbaⅠ同时

双酶切后, 回收纯化. 目的基因与质粒按3∶1的
比例混合, 加入T4 DNA连接酶进行连接反应

(18℃, 16 h). 构建的质粒命名为pmAFP. 将上述

连接产物转化大肠杆菌DH5α, 涂平板, 氨苄青

霉素筛选阳性菌落. 挑取单个菌落培养, 小量质

粒制备. pmAFP用Eco RⅠ和XbaⅠ进行单酶切或

双酶切鉴定. 酶切鉴定正确的质粒, 挑取相应菌

落培养后送上海博亚生物工程公司进行双向

测序. 
1.2.3 pmAFP转染CHO细胞与蛋白表达检测 利
用脂质体Lipofectamine 2000瞬时转染CHO-K1
细胞, 按说明书进行操作, 同时做空载体对照. 
在6孔板每孔中加入5×105个CHO-K1细胞, 24 h 
后加入分别稀释于Opti-MEM培养基的4 µg质
粒和10 µL Lipofectamine 2000, 48 h后裂解细

胞, 提取蛋白. 蛋白质经电泳后, 半干法转印至

硝酸纤维素膜上, 一抗为羊抗人AFP多克隆抗

体, 然后用辣根过氧化物酶(HRP)标记的抗羊二

抗孵育, 增强化学发光(ECL)显色. 
1.2.4  建立E L-4(m A F P)细胞系  采用脂质体

Lipofectamine 2000将pmAFP转染EL-4细胞, 
G418(0.4 g/L)筛选, 并以G418(0.3 g/L)维持筛

选. 抗药克隆用RT-PCR检测mAFP mRNA的表

达. Western blot检测mAFP蛋白表达. 
1.2.5 检测EL-4(mAFP)细胞在小鼠体内的成瘤

情况 5-8周龄♀C57BL/6小鼠6只, 按2×109细

胞/L于小鼠背部皮下接种EL-4(mAFP)细胞, 观
察肿瘤生长情况, 每周两次测量肿瘤大小, 按
4/3 πR 3(R  = 半径)计算肿瘤体积.

2  结果

2.1 小鼠AFP基因的克隆 提取的总RNA  A 260/A 280

比值为1.885, 表明总RNA较纯. 以反转录的cDNA
为模板, 用设计引物进行PCR扩增, 所得特异性条

带与预期长度为1.8 kb的目的基因相符(图1).
2.2 重组质粒酶切及测序鉴定 酶切结果证明重
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■创新盘点
EL-4细胞是一种
小鼠淋巴瘤细胞, 
高表达MHCⅠ和
MHCⅡ ,  易于在
C57BL/6小鼠体
内成瘤, 非常适合
用作肿瘤免疫治
疗研究. 本实验建
立的EL-4(mAFP)
细胞株既保留了
高表达MHCⅠ和
M H C Ⅱ 的 特 点 , 
又能表达mAFP, 
为开展基于AFP
的肝癌免疫基因
治疗提供了较好
的研究对象.

组质粒带有相应的目的基因(图2). 对重组子进

行测序, 结果与GenBank blast比对, 本实验克隆

出的小鼠AFP基因与GenBank所给出的小鼠AFP
基因有99.7%的碱基相同, 共有5个碱基不同, 其
中有两个碱基为密码子的第3位碱基, 未改变所

编码的氨基酸.
2.3 Western blot检测蛋白表达 利用脂质体Lipo-
fectamine 2000瞬时转染CHO-K1细胞, 48 h后

提取蛋白. Western blot检测可检出转染细胞中

有M r 70 000的特异性蛋白条带(图3), 表明小鼠

AFP基因在真核细胞内得到表达.
2.4 RT-PCR检测EL-4(mAFP)细胞mAFP mRNA
的表达 RT-PCR检测EL-4(mAFP)细胞mAFP 
mRNA的表达(图4), 方法同上.
2.5 Western blot检测EL-4(mAFP)细胞mAFP蛋白

的表达 Western blot检测EL-4(mAFP)细胞mAFP
的表达(图5), 方法同上.
2.6 EL-4(mAFP)细胞在小鼠体内的成瘤情况 肿
瘤潜伏期8-12 d, 至2 wk时5只小鼠种植处皮

下可触及肿瘤; 22 d时, 肿瘤体积为2 279.97±
235.13 mm3, 3只小鼠于4 wk时死亡, 2只于5 wk
时死亡.

3  讨论

AFP是由胚胎卵黄囊和胎肝合成、分泌的胚性

糖蛋白, 因其与肝癌的高度相关性已被作为诊

断肝癌的两个重要指标之一. 由于对胚胎期经

胸腺阴性选择后体内是否仍然存在抗AFP的T
细胞存有疑虑, 致使以AFP结构本身作为肝癌免

疫基因治疗靶点的设想一直未能付诸实施. 近
来的研究结果表明, 人AFP存在四个特殊的表

位, 这四个表位经加工与HLA-A0201结合后能

够被人T细胞识别, 并能分别诱导培养的人T细
胞和HLA-A0201/Kb转基因小鼠产生AFP特异性

的CTL[8-10]. 另外还发现, 尽管小鼠AFP终生存在

(甚至高于人的水平), 其免疫系统也能够产生针

图  3  Western blot检测结果. 1: CHO-K1/pmAFP; 2: Hepa 

1-6; 3: CHO-K1/pcDNA3.1. 
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图  4  RT-PCR检测EL-4(mAFP)细胞mAFP mRNA的表达. M: 

DNA marker; 1: EL-4(mAFP). 
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图  5  Western blot检测EL-4(mAFP)细胞mAFP的表达. 1: 

EL-4(mAFP); 2: Hepa1-6. 
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图  1  RT-PCR获得小鼠AFP基因. M: DNA marker; 1: 小鼠

AFP基因. 
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图  2  重组质粒pmAFP酶切鉴定. M: DNA marker (DL2000); 

1: pmAFP (Eco RⅠ+Xba Ⅰ); 2: pcDNA3.1 (Eco RⅠ); 3: 

pmAFP (EcoRⅠ). 

bp       M     1      2       3

2 000

1 000
750
500

200

100



www.wjgnet.com

田耕, 等. 小鼠甲胎蛋白基因的克隆表达鉴定及稳定表达甲胎蛋白的小鼠肿瘤细胞株的建立                                            629

■名词解释
1 表位: 又称抗原
决定簇, 是指抗原
性物质表面决定
该抗原特异性的
特殊化学基团. 
2  主要组织相容
性复合体(MHC): 
是位于脊椎动物
某对染色体的特
定区域、紧密连
锁的编码主要组
织相容性抗原系
统的基因群, 其编
码产物主要分布
在细胞膜表面, 在
免疫应答过程中
起重要作用.

对此癌胚抗原的T细胞免疫[10-13]. 这些研究结果

为探索基于AFP的肝癌免疫基因治疗提供了理

论依据. 针对多种肿瘤抗原的DNA疫苗研究已

取得了令人瞩目的进展[14-19]. 
本实验克隆出的小鼠AFP基因共有1 818个

核苷酸, 与GenBank所给出的小鼠AFP基因有

99.7%的核苷酸相同, 共有5个核苷酸不同, 其
中有2个核苷酸为密码子的第三位核苷酸, 未
改变所编码的氨基酸. 存在差异的原因可能是

GenBank所给出的小鼠AFP基因来源于小鼠

13 d胚胎的肝脏[20]. 
目前表达AFP的小鼠肝癌细胞系有BWIC3

和由其派生出的Hepa1-6. 这两个细胞系来源于

小鼠自发肝癌细胞系BW7756. 由于此细胞系从

1957年传代至今, 已检测不到MHCⅠ和MHCⅡ
的表达[12]. 所以现在还没有合适的研究基于AFP
的肝癌免疫基因治疗的小鼠细胞株. 故本实验

建立了EL-4(mAFP)细胞株, EL-4细胞[15]是一种

小鼠淋巴瘤细胞, 高表达MHCⅠ和MHCⅡ, 易
于在C57BL/6小鼠体内成瘤, 非常适合用作肿瘤

免疫治疗研究. 本实验建立的EL-4(mAFP)细胞

株既保留了高表达MHCⅠ和MHCⅡ的特点, 又
能表达mAFP, 为开展基于AFP的肝癌免疫基因

治疗提供了较好的研究对象. 但EL-4(mAFP)细
胞不是肝脏来源的细胞, 其生物学特性必然与

肝癌细胞有差异, 是其不足之处. 
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