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表达大鼠IL-2、B7-1基因CBRH7919细胞的建立

史瑶平, 郭 燕, 李鹤平, 沈俊杰, 杨建勇

®

■背景资料
肝细胞癌 (HCC)
是全球最常见的
恶性肿瘤之一, 具
有极高的发病率
和肿瘤相关死亡
率. 随着分子生物
技术的迅速发展
和对肿瘤发生分
子机制的深入研
究, 生物免疫治疗
已经成为肝细胞
癌综合治疗的重
要组成方法. 肿瘤
细胞疫苗是将完
整的肿瘤细胞经
物理或化学方法
处理及基因修饰
后接种于患者, 进
入患者体内的肿
瘤细胞表面相关
或特异性抗原可
诱导产生抗肿瘤
免疫反应. 
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Abstract
AIM: To es tab l i sh a CBRH7919 ce l l l ine 
CBRH7919 expressing rat IL-2 and B7-1 genes 
and to examine their ability to express the IL-2 
and B7-1 genes in vitro.

METHODS: The IL-2 and B7-1 genes were am-
plified by RT-PCR and subcloned into retroviral 
vectors pBaBe-puro and pMSCV-neo, respec-
tively, to obtain the recombinant retroviral vec-
tors pBaBe-puro-IL-2 and pMSCV-neo-B7-1. The 
recombinant plasmids were then transfected into 
the 293FT packaging cells. The obtained infec-
tious viruses were used to infect the CBRH7919 
cell line, and puro/G418-resistant clones were 
acquired after puro/G418 selection. The expres-
sion of IL-2 and B7-1 was detected using Q-PCR, 
Western blot and ELISA.

RESULTS: The rat IL-2 and B7-1 genes were 
successfully amplified by RT-PCR, and the 
recombinant plasmids pBaBe-puro-IL-2 and 
pMSCV-neo-B7-1 were successfully constructed 
and verified by direct sequencing. A CBRH7919 
cell line (CBRH7919/IL-2/B7-1) expressing rat 
IL-2 and B7-1 was established. Q-PCR analysis 
showed that the expression levels of IL-2 and 
B7-1 mRNAs in CBRH-7919/IL-2/B7-1 cells 
were 4.15 and 17.04 times higher than those 
in CBRH-7919-pmscv-neo cells. Western blot 
analysis showed that the expression level of B7-1 
protein in CBRH-7919/IL-2/B7-1 cells was 3 
times more than that in unmodified cells, while 
ELISA showed that expression level of IL-2 was 
190 times more than that in unmodified cells.

CONCLUSION: A CBRH7919 cell line stably and 
effectively expressing rat IL-2 and B7-1 genes 
was obtained and provides a good basis for fur-
ther research of immuno-gene therapy of liver 
cancer.

Key Words: Interleukin-2; B7-1; CBRH7919; Pri-
mary liver cancer
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摘要
目的: 研究携带大鼠IL-2、B7-1目的基因的
CBRH7919细胞(即CBRH7919/IL-2/B7-1)体外
表达目的基因的能力.

方法: RT-PCR扩增Wistar大鼠IL-2、B7-1目
的基因 ,  分别克隆至重组逆转录病毒载体
pBaBe-puro及pMSCV-neo, 构建逆转录病毒载
体pBaBe-puro-IL-2及pMSCV-neo-B7-1, 重组
质粒转染病毒包装细胞293FT(胚胎肾细胞), 
产生病毒后感染CBRH-7919, 用抗生素puro/
G418筛选出细胞抗性克隆, 并用RT-QPCR、
Western blot及ELISA实验证实抗性细胞在转
录水平和蛋白水平IL-2、B7-1的表达情况.

结果: 用RT-PCR方法成功扩增了Wistar大鼠
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■相关报道
葛宁灵等报道了
IL-2和B7-l基因
联合修饰的Hep6-
IL2/B7肝癌瘤苗
能有效激活小鼠
体内的细胞毒性
淋 巴 细 胞 ,  并 能
对亲代肿瘤细胞
产生明显的特异
性杀伤作用 .  Al-
exander Buchner
等用CD80和IL-2
基因联合修饰的
RCC-26 /CD80 /
IL-2疫苗治疗晚
期转移性肾癌患
者, 证实大部分病
人能够产生针对
肿瘤相关抗原的
免疫学反应. 

IL-2及B7-1目的基因, 经测序结果证实成功
构建了pBaBe-puro- IL-2及pMSCV-neo-B7-1
重 组 质 粒 .  利 用 该 重 组 质 粒 成 功 构 建 了
CBRH7919/IL-2/B7-1细胞系, 实时荧光定量
PCR检测结果显示CBRH-7919/IL-2/B7-1细
胞中I L-2和B7-1基因的平均表达量分别是
CBRH-7919-pmscv-neo的4.153倍和17.040倍; 
West blot检测结果显示CBRH-7919/IL-2/B7-1
细胞B7-1表达是无基因修饰CBRH7919的3倍; 
ELISA法检测结果显示CBRH-7919/IL-2/B7-1
细胞IL-2表达量是无基因修饰CBRH7919的
190余倍. 

结论: 成功建立了稳定高效表达大鼠IL-2、
B7-1的CBRH7919/IL-2/B7-1细胞系,为下一步
开展研究肝癌免疫基因治疗奠定了基础. 

关键词: 白介素2; B7-1; CBRH7919; 原发性肝癌 

史瑶平, 郭燕, 李鹤平, 沈俊杰, 杨建勇. 表达大鼠IL-2、B7-1

基因CBRH7919细胞的建立.  世界华人消化杂志  2011; 19(25): 

2660-2663

http://www.wjgnet.com/1009-3079/19/2660.asp

0  引言

恶性肿瘤是威胁人类健康和生命的主要疾病之

一, 手术、放疗和化疗是肿瘤治疗的三大常规, 手术、放疗和化疗是肿瘤治疗的三大常规手术、放疗和化疗是肿瘤治疗的三大常规

手段, 随着分子生物技术的迅速发展和对肿瘤, 随着分子生物技术的迅速发展和对肿瘤随着分子生物技术的迅速发展和对肿瘤

发生分子机制的深入研究, 生物免疫治疗已经, 生物免疫治疗已经生物免疫治疗已经

成为肿瘤综合治疗的第4种模式. 机体对肿瘤细. 机体对肿瘤细机体对肿瘤细

胞的免疫排斥主要依赖于T细胞产生的细胞免T细胞产生的细胞免细胞产生的细胞免

疫反应[1], T淋巴细胞的激活需要两类信号: 一淋巴细胞的激活需要两类信号: 一: 一一
类是传统的特异的抗原递呈信号; 另一类是非; 另一类是非另一类是非

抗原特异的, 非MHC限制的共刺激信号, 非MHC限制的共刺激信号非MHC限制的共刺激信号MHC限制的共刺激信号限制的共刺激信号[2]. 将细将细

胞因子基因和(或)共刺激分子基因导入肿瘤细(或)共刺激分子基因导入肿瘤细或)共刺激分子基因导入肿瘤细)共刺激分子基因导入肿瘤细共刺激分子基因导入肿瘤细

胞, 造成肿瘤微环境中细胞因子高表达, MHC, 造成肿瘤微环境中细胞因子高表达, MHC造成肿瘤微环境中细胞因子高表达, MHC, MHC
等抗原分子表达增加, 肿瘤细胞免疫原性增强,, 肿瘤细胞免疫原性增强,肿瘤细胞免疫原性增强,, 
能有效激活肿瘤特异性免疫反应[3,4]. 本研究构本研究构

建携带大鼠IL-2、B7-1目的基因的逆转录病毒,IL-2、B7-1目的基因的逆转录病毒,、B7-1目的基因的逆转录病毒,B7-1目的基因的逆转录病毒,目的基因的逆转录病毒,, 
通过病毒感染特定的大鼠CBRH 7919肝癌细CBRH 7919肝癌细肝癌细

胞, 建立稳定高效表达IL-2、B7-1基因的细胞系, 建立稳定高效表达IL-2、B7-1基因的细胞系建立稳定高效表达IL-2、B7-1基因的细胞系IL-2、B7-1基因的细胞系、B7-1基因的细胞系B7-1基因的细胞系基因的细胞系

CBRH7919/IL-2/B7-1, 为进一步研究IL-2、B7-1为进一步研究IL-2、B7-1IL-2、B7-1、B7-1B7-1
的功能及为下一步开展研究肝癌免疫基因治疗

奠定了基础.. 

1  材料和方法

1.1 材料 逆转录病毒载体质粒pBaBe-puro、pM-材料 逆转录病毒载体质粒pBaBe-puro、pM- 逆转录病毒载体质粒pBaBe-puro、pM-逆转录病毒载体质粒pBaBe-puro、pM-pBaBe-puro、pM-、pM-pM-
SCV-neo(Biovector Science Lab); DH5α感受态细

胞(广州博川生物科技有限公司); 293FT(Sigma,广州博川生物科技有限公司); 293FT(Sigma,); 293FT(Sigma, 
Cat no. H9268); 引物合成(Invitrogen公司); 各种引物合成(Invitrogen公司); 各种(Invitrogen公司); 各种公司); 各种); 各种各种

限制性内切酶(NEB公司); PrimeSTAR HS DNA(NEB公司); PrimeSTAR HS DNA公司); PrimeSTAR HS DNA); PrimeSTAR HS DNA
聚合酶、T4 DNA ligase、DNA聚合酶(TaKaRaT4 DNA ligase、DNA聚合酶(TaKaRa、DNA聚合酶(TaKaRaDNA聚合酶(TaKaRa聚合酶(TaKaRa(TaKaRa
公司); 质粒提取试剂盒、DNA凝胶纯化试剂); 质粒提取试剂盒、DNA凝胶纯化试剂质粒提取试剂盒、DNA凝胶纯化试剂DNA凝胶纯化试剂凝胶纯化试剂

盒、DNA产物纯化试剂盒(Tiangen公司);DNA产物纯化试剂盒(Tiangen公司);产物纯化试剂盒(Tiangen公司);(Tiangen公司);公司);); β-actin
一抗(博士德); B7-1一抗(Santa Cruz). 胎牛血(博士德); B7-1一抗(Santa Cruz). 胎牛血博士德); B7-1一抗(Santa Cruz). 胎牛血); B7-1一抗(Santa Cruz). 胎牛血一抗(Santa Cruz). 胎牛血(Santa Cruz). 胎牛血胎牛血

清、DMEM高糖培养基(Gibco公司); 嘌呤霉DMEM高糖培养基(Gibco公司); 嘌呤霉高糖培养基(Gibco公司); 嘌呤霉(Gibco公司); 嘌呤霉公司); 嘌呤霉); 嘌呤霉嘌呤霉

素、硫酸新霉素(MD公司).(MD公司).公司).). 
1.2 方法方法

1.2.1 大鼠IL-2及B7-1基因扩增:大鼠IL-2及B7-1基因扩增:IL-2及B7-1基因扩增:及B7-1基因扩增:B7-1基因扩增:基因扩增:: 以Wistar大鼠Wistar大鼠大鼠

cDNA为模板, 通过PCR扩增出IL-2及B7-1基为模板, 通过PCR扩增出IL-2及B7-1基, 通过PCR扩增出IL-2及B7-1基通过PCR扩增出IL-2及B7-1基PCR扩增出IL-2及B7-1基扩增出IL-2及B7-1基IL-2及B7-1基及B7-1基B7-1基基
因. 根据NCBI上已经提交的IL-2及B7-1基因序. 根据NCBI上已经提交的IL-2及B7-1基因序根据NCBI上已经提交的IL-2及B7-1基因序NCBI上已经提交的IL-2及B7-1基因序上已经提交的IL-2及B7-1基因序IL-2及B7-1基因序及B7-1基因序B7-1基因序基因序

列设计引物, IL-2基因可用, IL-2基因可用基因可用Bam HⅠ和和Eco RⅠ

进行酶切, B7-1基因可用, B7-1基因可用基因可用Eco RⅠ和和BglⅡ进行

酶切. 引物序列为: IL-2-F: 5'CGGGATCCAT-引物序列为: IL-2-F: 5'CGGGATCCAT-: IL-2-F: 5'CGGGATCCAT-
GTACAGCATGCAGCTCG3', IL-2-R: 5'CCG-
GAATTCTTACTGAGTCATTGTTGAGAT3'; 
B7-1-F: 5'GCCGAATTCATGGCTTACAGTT-
GCCAGCT3', B7-1-R: 5'GCCAGATCTTCAAA-
CAGTCTGTTCGGCTG3'. 
1.2.2 构建pBaBe-puro-IL-2及pMSCV-neo-B7-1构建pBaBe-puro-IL-2及pMSCV-neo-B7-1pBaBe-puro-IL-2及pMSCV-neo-B7-1及pMSCV-neo-B7-1pMSCV-neo-B7-1
重组载体:: 用琼脂糖凝胶D N A回收试剂盒从用琼脂糖凝胶D N A回收试剂盒从D N A回收试剂盒从回收试剂盒从

PCR产物中回收目的基因片段. 把IL-2基因的产物中回收目的基因片段. 把IL-2基因的. 把IL-2基因的把IL-2基因的IL-2基因的基因的

胶回收产物和pBaBb-puro载体分别用pBaBb-puro载体分别用载体分别用Eco RⅠ

和Bam HⅠ进行酶切, B7基因的胶回收产物和Ⅰ进行酶切, B7基因的胶回收产物和进行酶切, B7基因的胶回收产物和B7基因的胶回收产物和基因的胶回收产物和

pMSCV-neo载体分别用载体分别用Eco RⅠ和和BglⅡ进行酶进行酶

切, 酶切产物均用天根生化的PCR产物纯化试剂PCR产物纯化试剂产物纯化试剂

盒进行纯化回收, 用TaKaRa的T4 DNA连接酶,TaKaRa的T4 DNA连接酶,的T4 DNA连接酶,T4 DNA连接酶,连接酶, 
16℃连接过夜; 连接体系中PCR纯化产物和载体℃连接过夜; 连接体系中PCR纯化产物和载体PCR纯化产物和载体纯化产物和载体

的摩尔比采用3∶1到8∶1的连接比例, 以此来3∶1到8∶1的连接比例, 以此来∶1到8∶1的连接比例, 以此来1到8∶1的连接比例, 以此来到8∶1的连接比例, 以此来8∶1的连接比例, 以此来∶1的连接比例, 以此来1的连接比例, 以此来的连接比例, 以此来

调整连接体系中的PCR纯化产物所加的体积, 来PCR纯化产物所加的体积, 来纯化产物所加的体积, 来
优化连接体系. 将连接产物转化大肠杆菌DH5. 将连接产物转化大肠杆菌DH5将连接产物转化大肠杆菌DH5DH5α, 
经菌落PCR筛选出阳性克隆后送公司测序.. 
1.2.3 重组逆转录病毒原液的制备:重组逆转录病毒原液的制备:: 磷酸钙转染

法将pBaBe-puro-IL-2及pMSCV-neo-B7-1转染病pBaBe-puro-IL-2及pMSCV-neo-B7-1转染病及pMSCV-neo-B7-1转染病pMSCV-neo-B7-1转染病转染病

毒包装细胞293FT(胚胎肾细胞). 转染48 h后收293FT(胚胎肾细胞). 转染48 h后收胚胎肾细胞). 转染48 h后收). 转染48 h后收转染48 h后收48 h后收后收

集病毒上清液, 0.45, 0.45 0.450.45 μm微孔滤膜过滤去除细胞微孔滤膜过滤去除细胞

及细胞碎屑, 此即病毒原液, 等份分装, 置-80 ℃, 此即病毒原液, 等份分装, 置-80 ℃ 此即病毒原液, 等份分装, 置-80 ℃, 等份分装, 置-80 ℃ 等份分装, 置-80 ℃, 置-80 ℃ 置-80 ℃-80 ℃
冰箱保存备用. 
1.2.4 表达大鼠IL-2及B7-1 CBRH7919细胞的建表达大鼠IL-2及B7-1 CBRH7919细胞的建IL-2及B7-1 CBRH7919细胞的建及B7-1 CBRH7919细胞的建B7-1 CBRH7919细胞的建细胞的建

立:: 将上述感染性病毒颗粒感染CBRH7919细将上述感染性病毒颗粒感染CBRH7919细CBRH7919细细
胞, 37 ℃孵育3 h, 吸弃上清液, 换新病毒上清孵, 37 ℃孵育3 h, 吸弃上清液, 换新病毒上清孵孵育3 h, 吸弃上清液, 换新病毒上清孵3 h, 吸弃上清液, 换新病毒上清孵吸弃上清液, 换新病毒上清孵, 换新病毒上清孵换新病毒上清孵

育3 h, 重复2次. 48 h后, 用抗生素puro/G418(0.53 h, 重复2次. 48 h后, 用抗生素puro/G418(0.5重复2次. 48 h后, 用抗生素puro/G418(0.52次. 48 h后, 用抗生素puro/G418(0.5次. 48 h后, 用抗生素puro/G418(0.5. 48 h后, 用抗生素puro/G418(0.5后, 用抗生素puro/G418(0.5, 用抗生素puro/G418(0.5 用抗生素puro/G418(0.5puro/G418(0.5 
mg/L)筛选获得阳性细胞, 将该细胞系命名为L)筛选获得阳性细胞, 将该细胞系命名为)筛选获得阳性细胞, 将该细胞系命名为筛选获得阳性细胞, 将该细胞系命名为, 将该细胞系命名为将该细胞系命名为

CBRH7919/IL-2/B7-1细胞.细胞.. 
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■应用要点
本 实 验 所 建 立
的 I L - 2 、 B 7 - 1
双 基 因 修 饰 的
CBRH7919/IL-2/
B7-1细胞, 能广泛
用于Wista r大鼠
移植性肝癌模型
(CBRH7919)的免
疫治疗研究, 而此
模型相对于目前
广泛应用的其他
模型而言能更好
地模型人原发性模型人原发性
肝癌的特性, 故可
以为肝癌基因免
疫治疗提供实验
基础.

1.2.5 CBRH7919/IL-2/B7-1细胞的体外鉴定:细胞的体外鉴定:: 实实
时荧光定量PCR的方法, 采用Sybrgreen染料法,PCR的方法, 采用Sybrgreen染料法,的方法, 采用Sybrgreen染料法,, 采用Sybrgreen染料法,采用Sybrgreen染料法,Sybrgreen染料法,染料法,, 
以β-actin为内参基因, 对于空载组和CBRH7919/为内参基因, 对于空载组和CBRH7919/, 对于空载组和CBRH7919/对于空载组和CBRH7919/CBRH7919/
IL-2/B7-1细胞中IL-2、B7-1基因的表达量进行细胞中IL-2、B7-1基因的表达量进行IL-2、B7-1基因的表达量进行、B7-1基因的表达量进行B7-1基因的表达量进行基因的表达量进行

检测; ELISA法分别检测CBRH7919、空载组及; ELISA法分别检测CBRH7919、空载组及法分别检测CBRH7919、空载组及CBRH7919、空载组及、空载组及

CBRH7919/IL-2/B7-1细胞上清液中IL-2含量;细胞上清液中IL-2含量;IL-2含量;含量;; 
Western blot法分别检测CBRH7919、空载组及法分别检测CBRH7919、空载组及CBRH7919、空载组及、空载组及

CBRH7919/IL-2/B7-1细胞中B7-1含量.细胞中B7-1含量.B7-1含量.含量.. 

2  结果

2.1 重组载体pBaBe-puro-IL-2及pMSCV-neo-B7
的构建 利用Wistar大鼠成功扩增出IL-2及B7-1利用Wistar大鼠成功扩增出IL-2及B7-1Wistar大鼠成功扩增出IL-2及B7-1大鼠成功扩增出IL-2及B7-1IL-2及B7-1及B7-1B7-1
目的基因; 将目的基因分别克隆至重组逆转录; 将目的基因分别克隆至重组逆转录将目的基因分别克隆至重组逆转录

病毒载体pBaBe-puro及pMSCV-neo构建了重组pBaBe-puro及pMSCV-neo构建了重组及pMSCV-neo构建了重组pMSCV-neo构建了重组构建了重组

载体pBaBe-puro- IL-2及pMSCV-neo- B7-1, 将重pBaBe-puro- IL-2及pMSCV-neo- B7-1, 将重及pMSCV-neo- B7-1, 将重pMSCV-neo- B7-1, 将重将重

组载体分别转化大肠杆菌DH5DH5α, 经菌落PCR鉴经菌落PCR鉴PCR鉴鉴
定后挑取的阳性克隆测序结果证实pBaBe-puro-pBaBe-puro- 
IL-2及pMSCV-neo- B7载体构建成功.及pMSCV-neo- B7载体构建成功.pMSCV-neo- B7载体构建成功.载体构建成功.. 
2.2 表达大鼠IL-2和B7-1基因CBRH7919细胞表达大鼠IL-2和B7-1基因CBRH7919细胞

的体外鉴定 实时荧光定量PCR检测结果显示实时荧光定量PCR检测结果显示

CBRH-7919/IL-2/B7-1细胞中IL-2和B7-1基因细胞中IL-2和B7-1基因IL-2和B7-1基因和B7-1基因B7-1基因基因

的平均表达量为4.15和17.04, 分别是CBRH-4.15和17.04, 分别是CBRH-和17.04, 分别是CBRH-17.04, 分别是CBRH-分别是CBRH-CBRH-
7919-pmscv-neo的4.15倍和17.04倍; Western blot的4.15倍和17.04倍; Western blot4.15倍和17.04倍; Western blot倍和17.04倍; Western blot17.04倍; Western blot倍; Western blot; Western blotWestern blot
检测结果显示CBRH-7919/IL-2/B7-1细胞B7-1表CBRH-7919/IL-2/B7-1细胞B7-1表细胞B7-1表B7-1表表
达是无基因修饰CBRH7919的3倍(图1); ELISA法CBRH7919的3倍(图1); ELISA法的3倍(图1); ELISA法3倍(图1); ELISA法倍(图1); ELISA法(图1); ELISA法图1); ELISA法1); ELISA法法

检测结果显示CBRH-7919/IL-2/B7-1细胞IL-2表CBRH-7919/IL-2/B7-1细胞IL-2表细胞IL-2表IL-2表表
达量是无基因修饰CBRH7919的190余倍(表1).CBRH7919的190余倍(表1).的190余倍(表1).190余倍(表1).余倍(表1).(表1).表1).1). 

3  讨论

在肿瘤的发生过程中, 虽然机体具有严密的免, 虽然机体具有严密的免虽然机体具有严密的免

疫监视机制, 但恶变的肿瘤细胞自身存在免疫, 但恶变的肿瘤细胞自身存在免疫但恶变的肿瘤细胞自身存在免疫

原性减弱、MHC分子表达下调或异常, 共刺激MHC分子表达下调或异常, 共刺激分子表达下调或异常, 共刺激, 共刺激共刺激

分子B7等缺失等因素, 因此, 在某些情况下他们B7等缺失等因素, 因此, 在某些情况下他们等缺失等因素, 因此, 在某些情况下他们, 因此, 在某些情况下他们因此, 在某些情况下他们

有可能通过多种机制逃避机体的免疫监视, 从, 从从

而导致肿瘤的发生[5]. 
IL-2是由T淋巴细胞或NK 细胞分泌产生的是由T淋巴细胞或NK 细胞分泌产生的T淋巴细胞或NK 细胞分泌产生的淋巴细胞或NK 细胞分泌产生的NK 细胞分泌产生的细胞分泌产生的

一种重要的细胞因子, 能够促进T细胞的增殖、, 能够促进T细胞的增殖、能够促进T细胞的增殖、T细胞的增殖、细胞的增殖、

活化, 并刺激MHCⅡ类抗原等多种细胞表面分, 并刺激MHCⅡ类抗原等多种细胞表面分并刺激MHCⅡ类抗原等多种细胞表面分MHCⅡ类抗原等多种细胞表面分

子的表达和多种细胞因子的产生, 从而增强疫从而增强疫

苗免疫效果并发挥佐剂作用[6]. B7-1作为共刺激作为共刺激

分子, 在T细胞的活化中发挥重要的第二刺激信, 在T细胞的活化中发挥重要的第二刺激信在T细胞的活化中发挥重要的第二刺激信T细胞的活化中发挥重要的第二刺激信细胞的活化中发挥重要的第二刺激信

号的作用[1], 由于绝大多数肿瘤不表达或低表达由于绝大多数肿瘤不表达或低表达

B7-1分子, 导致癌细胞逃避机体免疫监视, 因而分子, 导致癌细胞逃避机体免疫监视, 因而, 导致癌细胞逃避机体免疫监视, 因而导致癌细胞逃避机体免疫监视, 因而, 因而因而

机体免疫系统无法识别并有效杀伤[7], 缺乏了缺乏了

共刺激信号, 体内的T淋巴细胞将不可能对肿瘤, 体内的T淋巴细胞将不可能对肿瘤体内的T淋巴细胞将不可能对肿瘤T淋巴细胞将不可能对肿瘤淋巴细胞将不可能对肿瘤

等抗原产生有效的反应进而出现免疫耐受, 机, 机机
体也就易于形成肿瘤[8]. B7-1基因在肿瘤细胞中基因在肿瘤细胞中

的表达能够增强肿瘤细胞的免疫原性, 激活T淋, 激活T淋激活T淋T淋淋
巴细胞产生有效的抗肿瘤效应. Ge等. Ge等Ge等[9]报道了

IL-2和B7-l基因联合修饰的Hep6-IL2/B7肝癌瘤和B7-l基因联合修饰的Hep6-IL2/B7肝癌瘤B7-l基因联合修饰的Hep6-IL2/B7肝癌瘤基因联合修饰的Hep6-IL2/B7肝癌瘤Hep6-IL2/B7肝癌瘤肝癌瘤

苗能有效激活小鼠体内的细胞毒性淋巴细胞,, 
并能对亲代肿瘤细胞产生明显的特异性杀伤作

用. Buchner等. Buchner等等[10]用CD80和IL-2基因联合修饰的CD80和IL-2基因联合修饰的和IL-2基因联合修饰的IL-2基因联合修饰的基因联合修饰的

RCC-26/CD80/IL-2疫苗治疗晚期转移性肾癌患疫苗治疗晚期转移性肾癌患

者, 证实大部分病人能够产生针对肿瘤相关抗, 证实大部分病人能够产生针对肿瘤相关抗证实大部分病人能够产生针对肿瘤相关抗

原的免疫学反应.. 
本实验采用来源于Wistar大鼠的原发性肝Wistar大鼠的原发性肝大鼠的原发性肝

癌细胞CBRH7919, 利用逆转录病毒的整合特CBRH7919, 利用逆转录病毒的整合特利用逆转录病毒的整合特

性, 由逆转录病毒载体介导的pBaBe-puro-IL-2, 由逆转录病毒载体介导的pBaBe-puro-IL-2由逆转录病毒载体介导的pBaBe-puro-IL-2pBaBe-puro-IL-2
及pMSCV-neo-B7-1转移到CBRH7919细胞, 筛pMSCV-neo-B7-1转移到CBRH7919细胞, 筛转移到CBRH7919细胞, 筛CBRH7919细胞, 筛细胞, 筛, 筛筛

表  1  ELISA法检测肿瘤细胞IL-2含量 (ng/L)

     
分组 样品浓度    A450 蛋白含量        平均

CBRH7919细胞  0.068 0.019   0.6837   0.304933

 0.068 0.019   0.6837

 0.067 0.018 -0.4526

空载组  0.066 0.017 -1.5889 -0.07383

 0.068 0.019   0.6837

 0.068 0.019   0.6837

CBRH7919/IL-2/B7-1  0.119 0.070 58.635 59.01377

 0.121 0.072 60.9076

 0.118 0.069 57.4987

图� �� �������� ����������������������������  1 Wester n blot检测CBRH-7919/IL-2/B7-1细胞中
B7-1基因表达产物. C: CBRH7919细胞; V: 空载组; OE: 

CBRH7919/IL-2/B7-1.

C                  V                  OE

B7-1

b-actin



www.wjgnet.com

史瑶平, 等. 表达大鼠IL-2、B7-1基因CBRH7919细胞的建立						                2663

■同行评价
本文的科学性、的科学性、
创新性和可读性
基本能反映肿瘤
免疫治疗基础研
究的先进水平.

选阳性克隆, 通过RT-QPCR、Western blot及, 通过RT-QPCR、Western blot及通过RT-QPCR、Western blot及RT-QPCR、Western blot及、Western blot及Western blot及及
ELISA等方法分别从mRNA和蛋白质水平上检等方法分别从mRNA和蛋白质水平上检mRNA和蛋白质水平上检和蛋白质水平上检

测了IL-2、B7-1的表达情况. 以上结果提示与正IL-2、B7-1的表达情况. 以上结果提示与正、B7-1的表达情况. 以上结果提示与正B7-1的表达情况. 以上结果提示与正的表达情况. 以上结果提示与正. 以上结果提示与正以上结果提示与正

常CBRH7919细胞相比, CBRH7919/IL-2/B7-1细CBRH7919细胞相比, CBRH7919/IL-2/B7-1细细胞相比, CBRH7919/IL-2/B7-1细, CBRH7919/IL-2/B7-1细细
胞在转录水平和蛋白水平IL-2和B7-1的表达均IL-2和B7-1的表达均和B7-1的表达均B7-1的表达均的表达均

有明显的提高, 表明成功建立了高效表达IL-2、, 表明成功建立了高效表达IL-2、表明成功建立了高效表达IL-2、IL-2、、
B7-1的大鼠CBRH-7919/IL-2/B7-1细胞.的大鼠CBRH-7919/IL-2/B7-1细胞.CBRH-7919/IL-2/B7-1细胞.-7919/IL-2/B7-1细胞.7919/IL-2/B7-1细胞.细胞.. 

CBRH-7919细胞为二乙基亚硝胺诱发Wi-细胞为二乙基亚硝胺诱发Wi-Wi-
s tar大鼠所得的甲胎蛋白阳性的原发性肝癌细大鼠所得的甲胎蛋白阳性的原发性肝癌细

胞[11], 已有报道利用CBRH7919细胞建立Wistar已有报道利用CBRH7919细胞建立WistarCBRH7919细胞建立Wistar细胞建立WistarWistar
大鼠移植性肝癌模型并进行相关研究[12-15]. 由由
CBRH7919细胞建立的原位移植性肝癌模型相细胞建立的原位移植性肝癌模型相

比Walker-256原位肝癌模型能更好地模仿人原Walker-256原位肝癌模型能更好地模仿人原原位肝癌模型能更好地模仿人原

发性肝癌的特性, 相比小鼠或裸鼠肝癌模型可, 相比小鼠或裸鼠肝癌模型可相比小鼠或裸鼠肝癌模型可

进行更广泛的研究, 如肝动脉插管局部给药等, 如肝动脉插管局部给药等如肝动脉插管局部给药等

介入治疗领域的研究. 故本实验采用CBRH7919. 故本实验采用CBRH7919故本实验采用CBRH7919CBRH7919
细胞为研究对象 , 成功建立了高效表达大鼠,  成功建立了高效表达大鼠成功建立了高效表达大鼠

IL-2、B7-1的CBRH7919/IL-2/B7-1细胞, 为进一、B7-1的CBRH7919/IL-2/B7-1细胞, 为进一B7-1的CBRH7919/IL-2/B7-1细胞, 为进一的CBRH7919/IL-2/B7-1细胞, 为进一CBRH7919/IL-2/B7-1细胞, 为进一细胞, 为进一, 为进一为进一

步研究IL-2、B7-1的功能及下一步开展研究肝IL-2、B7-1的功能及下一步开展研究肝、B7-1的功能及下一步开展研究肝B7-1的功能及下一步开展研究肝的功能及下一步开展研究肝

癌免疫基因治疗奠定了基础.. 
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