
２０２０ 年 ２ 月

第 ３０ 卷　 第 ２ 期
中国比较医学杂志

ＣＨＩＮＥＳＥ ＪＯＵＲＮＡＬ ＯＦ ＣＯＭＰＡＲＡＴＩＶＥ ＭＥＤＩＣＩＮＥ
Ｆｅｂｒｕａｒｙꎬ ２０２０
Ｖｏｌ. ３０　 Ｎｏ. ２

何琦琳ꎬ郎巧利ꎬ余琳ꎬ等. 稳定高表达人 ＧＰＣ３ 的 ＳＫ￣Ｈｅｐ￣１ 细胞系的构建[Ｊ]. 中国比较医学杂志ꎬ ２０２０ꎬ ３０(２): ５９－６３.
Ｈｅ ＱＬꎬ Ｌａｎｇ ＱＬꎬ Ｙｕ Ｌꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ａ ＳＫ￣Ｈｅｐ￣１ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ ｓｔａｂｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ ｈｕｍａｎ ＧＰＣ３ [Ｊ]. Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ ２０２０ꎬ
３０(２): ５９－６３.
ｄｏｉ: １０􀆰 ３９６９ / ｊ.ｉｓｓｎ.１６７１－７８５６􀆰 ２０２０􀆰 ０２􀆰 ００９

[基金项目]重庆市农发资金资助项目(１７４０６)ꎻ重庆市科研院所绩效激励引导专项(ｃｑｊｘｊｌ２０１７０９)ꎻ国家自然科学基金(５１６７０７０７２７)ꎮ
[作者简介]何琦琳(１９９５—)ꎬ女ꎬ本科ꎬ抗体工程ꎮ Ｅ￣ｍｉａｌ:１５９６９１６４８９＠ ｑｑ.ｃｏｍ
[通信作者]葛良鹏(１９８２—)ꎬ男ꎬ研究员ꎬ生物工程ꎮ Ｅ￣ｍｉａｌ:ｇｅｌｉａｎｇｐｅｎｇ１９８２＠ １６３.ｃｏｍ

稳定高表达人 ＧＰＣ３ 的 ＳＫ￣Ｈｅｐ￣１ 细胞系的构建
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　 　 【摘要】 　 目的 　 获得稳定高表达人 ＧＰＣ３ 的 ＳＫ￣Ｈｅｐ￣１ 细胞系ꎮ 方法 　 构建人 ＧＰＣ３ 真核表达载体

ｐｃＤＮＡ３􀆰 １￣ＧＰＣ３ꎬ通过电穿孔的方法转染至 ＳＫ￣Ｈｅｐ￣１ 细胞ꎬ利用 Ｇ４１８ 进行细胞筛选ꎬ获得稳定高表达 ＧＰＣ３ 的细

胞系ꎮ 再利用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 和流式细胞术进行鉴定ꎬ分析稳定转染细胞表面 ＧＰＣ３ 蛋白的表达情况ꎮ 结果　 成功构

建的真核表达质粒 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １￣ＧＰＣ３ꎬ检测发现 ＳＫ￣Ｈｅｐ￣１ 细胞 Ｇ４１８ 最佳筛选浓度为 ７００ μｇ / ｍＬꎬ利用该浓度 Ｇ４１８
筛选转染 ＳＫ￣Ｈｅｐ￣１ 细胞ꎬ获得了细胞表面能够稳定高表达人 ＧＰＣ３ 蛋白的 ＳＫ￣Ｈｅｐ￣１ 细胞系ꎮ 结论　 建立高表达

人 ＧＰＣ３ 蛋白的 ＳＫ￣Ｈｅｐ￣１ 稳定细胞系ꎬ为研究靶向 ＧＰＣ３ 肝癌抗体提供了物质基础ꎮ
【关键词】 　 人 ＧＰＣ３ꎻＳＫ￣Ｈｅｐ￣１ꎻ稳定转染ꎻ电穿孔法
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　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】 　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ 　 Ｔｏ ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ａ ｓｔａｂｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ ｈｕｍａｎ ＧＰＣ３ ＳＫ￣Ｈｅｐ￣１ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ. Ｍｅｔｈｏｄｓ 　 Ｔｈｅ
ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒ ｐｃＤＮＡ３􀆰 １￣ＧＰＣ３ ｗａｓ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ａｎｄ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｉｎｔｏ ＳＫ￣Ｈｅｐ￣１ ｃｅｌｌｓ ｂｙ ｅｌｅｃｔｒｏｐｏｒａｔｉｏｎ. Ｔｈｅ
Ｇ４１８ ｏｐｔｉｍｕｍ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｆｏｒ ＳＫ￣Ｈｅｐ￣１ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ７００ μｇ / ｍＬ. Ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｃｅｌｌｓ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅ ｗｅｒｅ
ｓｃｒｅｅｎｅｄ ｗｉｔｈ Ｇ４１８ ｆｏｒ ２０ ｄａｙｓ. Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＧＰＣ３ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｓｔａｂｌｅ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎｄ ｆｌｏｗ
ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ. Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｒｅｓｕｌｔ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ＧＰＣ３ ｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＳＫ￣Ｈｅｐ￣１ / ＧＰＣ３ ｗａｓ ｍａｒｋｅｄｌｙ ｈｉｇｈｅｒ
ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ＨｅｐＧ２. Ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄ ＧＰＣ３ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｎ ｔｈｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｏｆ ＳＫ￣Ｈｅｐ￣１ / ＧＰＣ３ ｃｅｌｌｓ. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ
ＳＫ￣Ｈｅｐ￣１ / ＧＰＣ３ ｃｅｌｌｓ ｔｈａｔ ｓｔａｂｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ＧＰＣ３ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗｅｒｅ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ. Ｔｈｅｓｅ ｒｅｓｕｌｔ ｐｒｏｖｉｄｅ ａ ｓｏｌｉｄ
ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｆｕｒｔｈｅｒ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｎ ＧＰＣ３ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ.

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｈｕｍａｎ ＧＰＣ３ꎻ ＳＫ￣Ｈｅｐ￣１ꎻ ｓｔａｂｌｅ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎꎻ ｅｌｅｃｔｒｏｐｏｒａｔｉｏｎ

　 　 磷脂酰肌醇蛋白聚糖 ３(ｇｌｙｐｉｃａｎ￣３ꎬＧＰＣ３)是一

种表达于细胞表面的硫酸乙酰肝素蛋白类聚糖ꎬ通
过 细 胞 膜 上 的 糖 基 磷 脂 酰 肌 醇 ( ｇｌｙｃｏｓｙｌ￣
ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌꎬＧＰＩ)锚定连接于细胞表面[１－２]ꎮ
人 ＧＰＣ３ 基因位于人染色体 Ｘｑ２６ 上ꎬ编码 ５８０ 个氨

基酸ꎬ核心蛋白约 ７０×１０３ꎬ在第 ３５８ 位和 ３５９ 位氨

基酸之间ꎬ可被弗林蛋白酶裂解成一个与膜结合的

大小为 ３０×１０３ 羧基端蛋白和一个大小为 ４０×１０３ 的

氨基末端蛋白[３－４]ꎮ ＧＰＣ３ 与多种癌症的发生发展

有密切关系ꎬ特别是肝癌ꎬＧＰＣ３ 常在肝癌患者中高



表达 ( ７２％ ~ ８１％)ꎬ ＧＰＣ３ 是原发性肝细胞肝癌

(ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａꎬＨＣＣ)细胞表面特异性膜

蛋白ꎬ可作为肝癌肿瘤抗原的理想靶点[５－１２]ꎮ 目前

已开发有多个 ＧＰＣ３ 治疗性抗体[１３－１７]ꎬ发现 ＧＰＣ３
治疗性抗体对 ＨＣＣ 有明显的抑制作用ꎬ但进入临床

以后的效果良莠不齐ꎬ研究和开发 ＧＰＣ３ 治疗性抗

体任重而道远ꎮ 目前ꎬ在 ＧＰＣ３ 治疗性抗体的研发

中ꎬ需要能稳定高表达 ＧＰＣ３ 蛋白的肝癌细胞对抗

体进行功能性验证ꎮ 其中能够表达 ＧＰＣ３ 蛋白的肝

癌细胞系有 ＨｅｐＧ２、Ｈｅｐ３Ｂ、ＨＴ１７、ＨｕＨ６、ＨｕＨ７ 及

ＰＬＣ / ＰＲＦ / ５[１８]ꎬ但大多表达量不高不能满足研究的

要求ꎮ 因此ꎬ本研究将利用电穿孔法将 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １￣
ＧＰＣ３ 载体转染至 ＳＫ￣Ｈｅｐ￣１ 肝癌细胞中ꎬ构建稳定

高表达人 ＧＰＣ３ 的 ＳＫ￣Ｈｅｐ￣１ 细胞系ꎬ为进一步开发

ＧＰＣ３ 治疗性抗体奠定基础ꎮ

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验材料

ＳＫ￣Ｈｅｐ￣１ 细胞购自美国 ＡＴＣＣꎮ
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

ＡｍａｘａＴＭＣｅｌｌ Ｌｉｎｅ ＮｕｃｌｅｏｆｅｃｔｏｒＴＭ Ｋｉｔ Ｖ 转染试剂

购自瑞士 ＬＯＮＺＡꎻ载体质粒 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １( ＋)购买自

美国 ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司ꎻ细胞培养试剂 ＤＭＥＭ、青链霉

素、Ｇ４１８ 及 ＰＢＳ 均购自美国 Ｇｉｂｃｏ 公司ꎻ胎牛血清

购自以色列 Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｉｎｄｕｓｔｒｉｅｓꎻ０􀆰 ２５％胰酶购自武

汉 ＰｒｏｃｅｌｌꎻＥａｓｙＰｕｒｅＨｉｐｕｒｅ Ｐｌａｓｍｉｄ Ｍａｘｉｐｒｅｐ Ｋｉｔ 试

剂盒购自北京全式金ꎻＴｗｅｅｎ２０ 和细胞裂解液均购

自上海碧云天ꎻＡｎｔｉ￣Ｇｌｙｐｉｃａｎ ３ ａｎｔｉｂｏｄｙ、Ｇｏａｔ Ａｎｔｉ￣
Ｍｏｕｓｅ ＩｇＧ Ｈ＆Ｌ(ＨＲＰ)、Ｇｏａｔ Ａｎｔｉ￣Ｍｏｕｓｅ ＩｇＧ Ｈ＆Ｌ
(Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ􀳏 ４８８)抗体均购自英国 ａｂｃａｍ 公司ꎮ

细胞 ＣＯ２ 培养箱(ｅｐｐｅｎｄｒｏｆ 公司ꎬ德国)ꎻＬｏｎｚａ
电转化仪(Ｌｏｎｚａ 公司ꎬ德国)ꎻ超净工作台(北京哈

东联 )ꎻ ＦＡＣＳＶｅｒｓｅＴＭ 流 式 细 胞 仪 ( ＢＤꎬ 美 国 )ꎻ
Ｏｄｙｓｓｅｙ ＣＬｘ 双红外激光成像系统(ＬＩＣＯＲ 公司ꎬ美
国)ꎻ ＣｌｏｎｅＳｅｌｅｃｔ Ｉｍａｇｅｒ 细 胞 生 长 分 析 系 统

(ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｄｅｖｉｃｅｓ 公司ꎬ美国)ꎮ
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １￣ＧＰＣ３ 质粒构建与鉴定

以 ＧｅｎＢａｎｋ 中人的 ＧＰＣ３ 基因序列(Ｇｅｎｅ ＩＤ:
２７１９)为参考模板ꎬ构建人 ＧＰＣ３ ｃＤＮＡ 序列至真核

表达质粒 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １(＋)中ꎬ重组质粒构建及测序由

金唯智公司完成ꎮ 将构建的含重组质粒 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １￣
ＧＰＣ３ 的大肠杆菌接种至 ＬＢ 培养基中ꎬ扩大培养过

夜ꎬ提取质粒 ＤＮＡ 用 Ｎｈｅ Ｉ 和 Ｘｂａ Ｉ 双酶切鉴定ꎮ
重组质粒 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １￣ＧＰＣ３ 表达的 ＧＰＣ３ 蛋白不带

任何标签ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ２　 ＳＫ￣Ｈｅｐ￣１ 细胞最佳 Ｇ４１８ 筛选浓度的确定

取生长良好的 ＳＫ￣Ｈｅｐ￣１ 细胞ꎬ消化后制备成细

胞悬液ꎬ按 １×１０４ /孔接种入 ２４ 孔板中ꎬ２４ ｈ 后开始

Ｇ４１８ 加 压ꎮ 分 别 用 含 ０ μｇ / ｍＬ、 ２００ μｇ / ｍＬ、
３００ μｇ / ｍＬ、 ４００ μｇ / ｍＬ、 ５００ μｇ / ｍＬ、 ６００ μｇ / ｍＬ、
７００ μｇ / ｍＬ、８００ μｇ / ｍＬ、９００ μｇ / ｍＬ、１０００ μｇ / ｍＬ的
Ｇ４１８ 筛选培养基进行筛选ꎬ每个梯度做 ３ 个重复ꎬ
１０~２０ ｄ 后选择能够使所有细胞死亡的最小 Ｇ４１８
浓度即为最佳筛选浓度ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ３　 ＳＫ￣Ｈｅｐ￣１ 细胞电转及筛选

转染前一天将细胞传代至 ７５ ｃｍ２ 培养瓶中培

养ꎬ待贴壁细胞长至 ７０％ ~ ９０％时转染ꎮ 配制转染

液 １ 管 １００ μＬ(８１ μＬ Ｎｕｃｌｅａｆｅｃｅｏｒ ｓｏｌｕｔｉｏｎꎬ１９ μＬ
ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔ)轻轻混匀ꎬ室温放置 ３０ ｍｉｎꎮ 将细胞从

培养箱取出ꎬ弃掉液体ꎬ用 ＰＢＳ 洗 ２ 遍ꎬ加入 ０􀆰 ２５％
胰酶消化细胞后加入预热的培养基终止重悬ꎬ吸至

１５ ｍＬ 离心管 １５００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎꎬ弃上清ꎬＰＢＳ
洗涤一次后用 １ ｍＬ ＰＢＳ 重悬计数ꎬ取 １×１０４ ｃｅｌｌ 加
至 １􀆰 ５ ｍＬ 离心管中ꎬ１５００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎꎮ 吸干

液体ꎬ加入 １００ μＬ 转染混合液重悬细胞沉淀ꎮ 再加

入总量为 ２ μｇ 的质粒混合后加至电转杯中ꎬ放入电

转染仪中转染 １０ ｓꎮ 电转完后立即取出电转杯ꎬ加
入预热的培养基 ０􀆰 ５ ｍＬ 至电转杯中ꎬ将细胞吸取至

含有 ０􀆰 ５ ｍＬ 培养基的 ２４ 孔板中ꎬ放入 ３７℃培养箱

中培养ꎬ并设置转染 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １( ＋)空载体的 ＳＫ￣
Ｈｅｐ￣１ 细胞作空白对照ꎮ 转染 ４８ ｈ 后更换含有筛选

浓度 Ｇ４１８ 的培养基进行筛选培养ꎮ １６ ｄ 后ꎬ将筛

选获得的阳性细胞扩大培养ꎬ扩大培养后使用含筛

选浓度一半的 Ｇ４１８ 培养基维持培养并保存ꎮ 取 １０
代以内的稳定转染细胞进行后续试验ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＧＰＣ３ 蛋白表达情况

收集筛选获得的稳转细胞 ＳＫ￣Ｈｅｐ￣１￣ＧＰＣ３ꎬ加
入细胞裂解液ꎬ用枪反复吹打后孵育 ３ ｍｉｎ 裂解细

胞ꎮ 取裂解后细胞上清ꎬ向样品中加入上样缓冲液

及还原剂ꎬ沸水煮 ５ ｍｉｎ 后进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳ꎬ再
电转至 ＰＶＤＦ 膜上ꎮ 用 ５％脱脂奶粉封闭 ＰＶＤＦ 膜

１ ｈꎬ 再 ａｎｔｉ￣Ｇｌｙｐｉｃａｎ￣３ ａｎｔｉｂｏｄｙ (稀释比例为 １ ∶
３０００) ４℃ 孵育过夜ꎮ ＰＢＳＴ 洗 ３ 次后ꎬ加入 Ｇｏａｔ
Ａｎｔｉ￣Ｍｏｕｓｅ ＩｇＧ Ｈ＆Ｌ(ＨＲＰ) (稀释比例为 １ ∶ ８０００)
室温孵育 １ ｈꎬＰＢＳＴ 洗 ３ 次后ꎬ用 Ｏｄｙｓｓｅｙ ＣＬｘ 仪器
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进行扫描成像ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ５　 流式检测细胞表面 ＧＰＣ３ 表达情况

将生长良好的 ＳＫ￣Ｈｅｐ￣１￣ＧＰＣ３ 细胞消化后ꎬ用
ＰＢＳ(含有 ２％ ＦＢＳ)稀释成 ５×１０５ / ｍＬ 的细胞悬液ꎬ
８００ ｒ / ｍｉｎ ４℃ 离心 ５ ｍｉｎꎮ 加入 Ａｎｔｉ￣Ｇｌｙｐｉｃａｎ￣３
ａｎｔｉｂｏｄｙ 抗体ꎬ４℃孵育 ３０ ｍｉｎꎬＰＢＳ 洗细胞 ２ 次后加

入 Ｇｏａｔ Ａｎｔｉ￣Ｍｏｕｓｅ ＩｇＧ Ｈ＆Ｌ(Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ 􀳏 ４８８)ꎬ
ＰＢＳ 洗细胞 ２ 次ꎬ再加入 ５００ μＬ 的 ＰＢＳ 重悬ꎬ用 ＢＤ
ＦＡＣＳＶｅｒｓｅＴＭ进行流式检测ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 ＧＰＣ３ 的合成及表达载体构建

本实验根据 ＮＣＢＩ 中公布的 ＧＰＣ３ 序列(Ｇｅｎｅ
ＩＤ: ２７１９)合成了 ＧＰＣ３ 基因序列并插入到真核表

达载体 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １( ＋)中ꎬ构建 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １￣ＧＰＣ３ 重

组质粒ꎮ 经测序检测证明插入序列与公布的 ＧＰＣ３
序列一致(部分测序图见图 １)ꎮ

图 １　 部分测序图

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｐａｒｔ ｏｆ ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｍａｐ

２􀆰 ２　 重组真核表达质粒鉴定

重组的 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １￣ＧＰＣ３ 质粒提取后ꎬ经 Ｎｈｅ Ｉ
和 Ｘｂａ Ｉ 双酶切后ꎬ获得两条片段ꎬ与预期条带大小

一致(见图 ２)ꎮ
２􀆰 ３　 ＳＫ￣Ｈｅｐ￣１细胞最佳 Ｇ４１８ 筛选浓度确定

Ｇ４１８ 筛选 ７ ｄ 后细胞开始大量死亡(图 ３Ａ)ꎬ
筛选后第 １５ 天ꎬ７００ μｇ / ｍＬ 组细胞死亡 ８０％ (图

３Ｂ)ꎬ第 ２０ 天细胞全部死亡的最小 Ｇ４１８ 浓度为 ７００
μｇ / ｍＬ(图 ３Ｃ)ꎬ未转染细胞生长状态良好(图 ３Ｄ)ꎮ
故 ＳＫ￣Ｈｅｐ￣１ Ｇ４１８ 最佳筛选浓度为７００ μｇ / ｍＬꎮ
２􀆰 ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＧＰＣ３ 的表达

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测稳定转染细胞 ＧＰＣ３ 的表达ꎬ
同时与 ＨｅｐＧ２ 细胞的 ＧＰＣ３ 蛋白表达量进行比较ꎬ
结果显示 ＳＫ￣Ｈｅｐ￣１ 细胞不能表达 ＧＰＣ３ 蛋白ꎬ而稳

定转染细胞 ＳＫ￣Ｈｅｐ￣１￣ＧＰＣ３ 能够表达 ＧＰＣ３ 蛋白ꎬ
并且表达量显著高于 ＨｅｐＧ２ 细胞(见图 ４)ꎮ

注:１: 质粒 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １￣ＧＰＣ３ꎻ ２: 双酶切重组质粒ꎻ ３:
ＤＬ５０００ ｍａｒｋｅｒꎮ

图 ２　 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １￣ＧＰＣ３ 重组质粒双酶切鉴定

Ｎｏｔｅ. １ꎬ ｐｃＤＮＡ３􀆰 １－ ＧＰＣ３ꎻ ２ꎬ Ｄｏｕｂｌｅ ｅｎｚｙｍｅｓ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｏｆ
ｐｃＤＮＡ３􀆰 １￣ＧＰＣ３ꎻ ３ꎬ ＤＬ５０００ ｍａｒｋｅｒ.

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｃＤＮＡ３􀆰 １￣ＧＰＣ３
ｄｉｇｅｓｔｅｄ ｂｙ ＮｈｅＩ ａｎｄ ＸｂａⅠ

注:Ａ:第 ７ 天(Ｇ４１８ 浓度为 ７００ μｇ / ｍＬ 组)ꎻＢ:第 １５ 天

(Ｇ４１８ 浓度为 ７００ μｇ / ｍＬ 组)ꎻＣ:第 ２０ 天(Ｇ４１８ 浓度为

７００ μｇ / ｍＬ 组)ꎻＤ:对照细胞(未加 Ｇ４１８)ꎮ

图 ３　 最佳 Ｇ４１８ 筛选浓度的确定

Ｎｏｔｅ. Ａꎬ Ｃｕｌｔｕｒｅ ａｔ ｔｈｅ ｓｅｖｅｎｔｈ ｄａｙ (７００ μｇ / ｍＬ ｇｒｏｕｐ) . Ｂꎬ
Ｃｕｌｔｕｒｅ ａｔ ｔｈｅ １５ｔｈ ｄａｙ (７００ μｇ / ｍＬ ｇｒｏｕｐ) . Ｃꎬ Ｃｕｌｔｕｒｅ ａｔ
ｔｈｅ ｔｗｅｎｔｉｅｔｈ ｄａｙ (７００ μｇ / ｍＬ ｇｒｏｕｐ) . Ｄꎬ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｃｅｌｌｓ (０
μｇ / ｍＬ ｇｒｏｕｐ) .

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｏｐｔｉｍａｌ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ｇ４１８

２􀆰 ５　 流式细胞检测稳定转染细胞表面 ＧＰＣ３ 的

表达

利用流式细胞术检测稳定转染细胞系 ＳＫ￣Ｈｅｐ￣
１￣ＧＰＣ３ 细胞表面 ＧＰＣ３ 的表达ꎬ同时用正常的未转

染 ＳＫ￣Ｈｅｐ￣１ 细胞作对照ꎬ结果获得细胞表明 ＧＰＣ３
蛋白阳性率为 １００％的稳定细胞系(见图 ５)ꎮ
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图 ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ

图 ５　 流式细胞术

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ

３　 讨论

癌症一直以来给人类生命健康造成了巨大的

危害ꎬ在我国癌症已经位居主要疾病死亡率的首

位ꎮ 其中我国肝癌(主要是原发性肝细胞癌)的病

例数占全球的 ４６􀆰 ７％ꎬ成为我国第二大癌症ꎬ其发

病率和死亡率均呈现逐年上升的趋势[１９－２１]ꎮ 因此ꎬ
肝癌研究在中国意义重大ꎬ越来越多的中国专家学

者开展了相关研究[２２－２６]ꎮ 由于大部分肝癌发现时

已处于晚期ꎬ采取靶向治疗和免疫治疗的研究越来

越多ꎬ出现了许多分子靶向药物和治疗性抗体来靶

向治疗肝细胞癌[２７]ꎮ 研究与开发肝癌特异性靶点

药物具有十分重要意义ꎮ ＧＰＣ３ 在肝细胞瘤组织中

高表达ꎬ而在正常肝组织中几乎不表达ꎬ其是 ＨＣＣ
病理诊断的肿瘤标志物[２８－３０]ꎬ也是肝癌治疗性抗体

研发的新靶点ꎮ 能否获得靶蛋白高效表达稳定转

染细胞系是抗体药物开发的关键ꎮ 然而ꎬ目前可购

买的野生型肝癌细胞中ꎬ细胞表面 ＧＰＣ３ 表达量均

相对较低ꎮ 本研究根据 ＮＣＢＩ 中报道的 ＧＰＣ３ 序列ꎬ
成功构建了真核表达载体 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １￣ＧＰＣ３ꎬ酶切鉴

定结果与预期相符(图 ２)ꎮ 通过电穿孔法成功将

ｐｃＤＮＡ３􀆰 １￣ＧＰＣ３ 转染至 ＳＫ￣Ｈｅｐ￣１ꎬ并通过 Ｇ４１８ 筛

选获得稳定表达 ＧＰＣ３ 的 ＳＫ￣Ｈｅｐ￣１￣ＧＰＣ３ 细胞系ꎮ
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｏｌｔ 和流式鉴定细胞表面 ＧＰＣ３ 表达情况

(图 ４ 和图 ５)ꎬ表明 ＳＫ￣Ｈｅｐ￣１￣ＧＰＣ３ 细胞系能在细

胞表面稳定表达 ＧＰＣ３ 蛋白ꎬ且其表达量较能天然

表达 ＧＰＣ３ 的 ＨｅｐＧ２ 细胞更高ꎮ
本研究采用电穿孔转染方法将 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １￣

ＧＰＣ３ 转染至 ＳＫ￣Ｈｅｐ￣１ 细胞ꎬ并筛选获得了稳定高

表达 ＧＰＣ３ 的 ＳＫ￣Ｈｅｐ￣１￣ＧＰＣ３ 的稳转细胞系ꎬ为进

一步研究与开发治疗性 ＧＰＣ３ 抗体奠定了基础ꎮ
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ｇｌｙｐｉｃａｎ￣３ꎬ ｉｎ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ａｄｖａｎｃｅｄ ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ
[Ｊ] . Ｃｌｉｎ Ｃａｎｃｅｒ Ｒｅｓꎬ ２０１３ꎬ １９(４): ９２０－９２８.

[１４] 　 Ｔａｎｇ Ｘꎬ Ｃｈｅｎ Ｌꎬ Ｌｉ Ａꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｎｔｉ￣ＧＰＣ３ ａｎｔｉｂｏｄｙ￣ｍｏｄｉｆｉｅｄ
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