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  [摘 要] 目的 构建表达人紧密连接蛋白18.2(CLDN18.2)的慢病毒载体,并通过慢病毒转导293T细

胞获得稳定表达CLDN18.2的293T稳转细胞株。方法 采用聚合酶链式反应(PCR)扩增目的基因,将其插入

质粒pWPT,构建pWPT-CLDN18.2慢病毒包装质粒。采用PCR对重组质粒进行鉴定,对重组质粒进行慢病

毒包装后转导293T细胞系,同时设立未转让质粒的293T细胞作为对照组,得到293T-CLDN18.2混合克隆细

胞。检测转染后目的蛋白水平及单克隆细胞阳性率。结果 经PCR鉴定,在700
 

bp处有一条清晰条带与目的

基因大小相符。在25~35
 

kDa处有明显条带,与预期28.8
 

kDa相符。表达CLDN18.2单克隆细胞的阳性率

为99.3%。结论 该研究成功获得稳定表达人CLDN18.2的293T稳转细胞株,为下一步的单克隆抗体的制

备奠定了基础。
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[Abstract] Objective 

 

To
 

construct
 

a
 

lentiviral
 

vector
 

expressing
 

human
 

tight
 

junction
 

protein
 

18.2
(CLDN18.2),and

 

to
 

obtain
 

a
 

stable
 

293T
 

transformed
 

cell
 

line
 

expressing
 

CLDN18.2
 

through
 

lentiviral
 

transduction
 

of
 

293T
 

cells.Methods The
 

target
 

gene
 

was
 

amplified
 

by
 

polymerase
 

chain
 

reaction(PCR)
 

and
 

inserted
 

into
 

the
 

plasmid
 

pWPT
 

to
 

construct
 

the
 

pWPT-CLDN18.2
 

lentivirus
 

packaging
 

plasmid.The
 

recom-
binant

 

plasmid
 

was
 

identified
 

by
 

PCR,and
 

the
 

recombinant
 

plasmid
 

was
 

packaged
 

with
 

lentivirus
 

and
 

trans-
duced

 

into
 

293T
 

cell
 

line.At
 

the
 

same
 

time,293T
 

cells
 

without
 

transferred
 

plasmid
 

were
 

set
 

up
 

as
 

the
 

control
 

group
 

to
 

obtain
 

293T-CLDN18.2
 

mixed
 

clone
 

cells.The
 

target
 

protein
 

level
 

and
 

monoclonal
 

cell
 

positivity
 

rate
 

after
 

transfection
 

were
 

detected.Results A
 

clear
 

band
 

at
 

700
 

bp
 

was
 

identified
 

by
 

PCR,that
 

matches
 

the
 

size
 

of
 

the
 

target
 

gene.There
 

was
 

a
 

clear
 

band
 

at
 

25-35
 

kDa,which
 

was
 

consistent
 

with
 

the
 

expected
 

28.8
 

kDa.The
 

positive
 

rate
 

of
 

monoclonal
 

cells
 

expressing
 

CLDN18.2
 

was
 

99.3%.Conclusion This
 

study
 

successfully
 

ob-
tains

 

a
 

stable
 

293T
 

transgenic
 

cell
 

line
 

expressing
 

human
 

CLDN18.2,and
 

lays
 

the
 

foundation
 

for
 

the
 

prepara-
tion

 

of
 

monoclonal
 

antibodies
 

in
 

the
 

next
 

step.
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  肿瘤是当前人类面对的主要疾病之一[1],目前主

要治疗方法为传统手术和放射、化疗。对于早期和非

转移性肿瘤,手术的治疗效果显著,而对于中晚期和

广泛转移性肿瘤,治疗主要以放射、化疗为主,但这些

治疗方法会广泛杀伤细胞,会给健康组织带来损害,
同时不良反应严重且易产生耐药性,使患者备受折

磨[2]。随着科学技术的进步和医学研究的深入,人们

对肿瘤发生和转移机制有了更深入的了解,目前靶向

抗肿瘤药物的研发已成为医学和药学的研究热点[3]。
靶向治疗为中晚期癌症患者或无法手术切除的转移

性癌症患者提供了一种新的治疗方法。在全球范围

内,胃癌仍然是常见癌症之一,2020年新增病例超过

百万。全球每13例死亡病例中就有1例死于胃癌,
其发病率排名第5位,死亡率排名第4位[4]。Clau-
dins家族是整合素膜蛋白,存在于上皮细胞和内皮细

胞紧密连接中,构成了细胞旁屏障和孔,控制上皮细
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胞间空间分子的流动。Claudins家族有紧密连接蛋

白(CLDN)18.1、CLDN18.2这2个成员,二者含有4
个跨膜区域,并由261个氨基酸构成,有着极高的相

似度序列[5-6],仅外部区段上的抗原特征有所区别。
有研究显示,CLDN18.2在原始胃癌和转移性胃癌细

胞表面呈高水平表达,其也在胰腺癌、食管癌和肺癌

中发现[7]。提示CLDN18.2在各种癌症发展过程中

起关键作用。目前,许多针对CLDN18.2的抗体药物

已经 进 入 临 床 试 验 阶 段[8-9]。本 研 究 通 过 构 建

CLDN18.2的慢病毒载体,成功筛选出稳定表达人

CLDN18.2的293T转化细胞株,为后续单克隆抗体

药物的研究和生产奠定了基础。

1 材料与方法

1.1 主要材料 质粒pWPT、pMD2.G、psPAX2购

自美国Ambrx
 

Biopharma公司,293T细胞购自通派

(上海)生物科技有限公司。

1.2 主要试剂 抗CLDN18.2抗体购自英国 Ab-
cam公司,Anti-Flag-M2-HRP购自德国Sigma公司,

FITC-goat
 

antihuIgG-Fc购自美国Jackson公司,重
组胰酶、0.4%台盼蓝、polybrene、杜氏磷酸缓冲液

(DPBS)、DMEM、胎牛血清(FBS)均购自美国Gibco
公司,质粒提取试剂盒和 胶 回 收 试 剂 盒 购 于 瑞 士

Omega 公 司,PMSF、Pierce
 

BCA
 

Protein
 

Assay、

Pierce
 

BCA
 

Protein
 

Assay
 

ReagentA、Pierce
 

TM
 

BCA
 

Protein
 

Assay
 

ReagentB、Super
 

Signal
 

West
 

Pico
 

Chemiluminescent
 

Substrate、预 染 Marker购 自 美 国

Thermo公司,RIPA裂解液(强)、半干转膜液(粉剂)、
十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS-PAGE)液
(粉剂)、显影试剂盒购自上海碧云天生物公司。

1.3 方法

1.3.1 重组慢病毒载体构建和重组质粒酶切鉴

定 以合成的人CLDN18.2基因序列为模板,并用聚

合酶链式反应(PCR)进行扩增,上游引物序列为5'-
GCTTACGCGTCCTAGCGCTACCGGTCGCCACC

 

ATG
 

GCCGTG
 

ACTGCCTGTCA-3',下游引物序列

为 5'-TCGAGGTCGACTTACTTGTCGTCATCGT
 

CTTTGTAATCGGATCCCACATAGTCGTGCTTG
 

GAAG-3'。在上、下游引物中分别加入了 MluⅠ和

SalⅠ酶切位点。采用1%琼脂糖凝胶电泳分析经

PCR扩增后的目的片段,利用DNA纯化试剂盒进行

片段回收,然后连接至 MluⅠ和SalⅠ双酶切后的

pWPT 载 体 中,将 形 成 的 质 粒 命 名 为 pWPT-
CLDN18.2。该质粒在CLDN18.2基因C末端,含有

Flag标签序列。连接后的质粒载体通过PCR鉴定。

1.3.2 慢病毒包装 293T细胞消化后以8×106/

cm2 密度铺至10
 

cm培养皿,于37
 

℃培养。配制质

粒/PEI混合液(pWPT
 

18.2
 

5
 

μg、psPAX2
 

7.5
 

μg、

pMD2.G
 

2.5
 

μg),加入800
 

μL
 

DMEM 中孵育。对

应PEI量为45
 

μL,加入800
 

μL
 

OMEM 中孵育5
 

min。将质粒混合液逐滴加入PEI孵育液中,并轻轻

混匀,室温孵育20
 

min。将配制的质粒/PEI混合液

逐滴加入细胞中,混匀。5
 

h后换液。48
 

h后收集病

毒上清液,以0.45
 

μm滤膜过滤后于4
 

℃暂时保存。

1.3.3 慢病毒感染的293T-CLDN18.2混合克隆细

胞构建及鉴定

1.3.3.1 病毒转导 选取生长良好的293T细胞以

3×105/cm2 密度铺至6
 

cm 培养皿。72
 

h后弃去

293T细胞上清液,加入3
 

mL新鲜的完全培养基,再
加入1

 

mL病毒原液,加入终浓度为6
 

μg/mL的po-
lybrene进行培养。96

 

h后去除上清,加入5
 

mL新鲜

的完全培养基。次日将细胞消化后,取一半细胞用于

蛋白质免疫印迹(Western
 

blotting)检测。另一半细

胞继续培养,并于1
 

d后收集,用于 Western
 

blotting
检测。

1.3.3.2 Western
 

blotting检测 293T-CLDN18.2
混合克隆(取自感染后48、72

 

h)分别以蛋白裂解液裂

解,离 心 后 取 上 清 液,采 用 BCA 法 进 行 测 定。以

293T作 为 阴 性 对 照,各 取20
 

μg蛋 白 进 行 SDS-
PAGE分 析,转 膜,封 闭,加 入 一 抗 Anti-Flag-M2-
HRP(以1∶400比例稀释)、二抗(以1∶10

 

000比例

稀释),室温孵育2
 

h,冲洗后显影。

1.3.4 慢病毒感染的293T-CLDN18.2单克隆细胞

筛选 收集感染后48
 

h的293T-CLDN18.2混合克

隆细胞后,采用有限稀释方法进行处理。从每个样本

中抽出大约50个细胞并将其与含有10%
 

FBS的10
 

mL
 

DMEM混合均匀。在96孔板中分散成单层,放
置于37

 

℃、5%
 

CO2 的环境下进行培养。培养3~5
 

d后于显微镜下观察,若孔中有4~6个细胞形成的集

落,并仅此一个集落,则视为单克隆细胞,用笔做好标

记。在37
 

℃、5
 

%CO2 的环境下,继续进行静态培

养。2周后单克隆形成的集落较为明显,按照24、12、

6孔板等顺序逐步扩大其培养。

1.3.5 检 测 转 染 后 目 的 蛋 白 水 平  将 293T-
CLDN18.1单克隆细胞消化后,收取部分蛋白进行

Western
 

blotting检测,方法同1.3.3.2。

1.3.6 检测转染后目的蛋白的单克隆细胞阳性

率 取6孔板中的293T和293T-CLDN18.2的单克

隆细胞进行消化处理,收集并离心。加入1%
 

FBS(由
1×DPBS配制而成),重新悬浮细胞,离心并清洗2
次。去掉所有上层液体,并将FITC-goat

 

antihu
 

IgG-
Fc以1∶200的比例稀释,接着加入100

 

μL
 

1%
 

FBS
复活细胞,温度设置为4

 

℃,时间为45
 

min,避免阳光

照射,离心并清洗3次。最后,从试管中提取出200
 

μL细胞悬液,放入96孔流式细胞板中,采用流式细
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胞仪检测转染后目的蛋白的单克隆细胞阳性率。

2 结  果

2.1 重组pWPT-CLDN18.2表达载体的构建情

况 根据质粒图谱,利用限制性内切酶 MluⅠ、SalⅠ
对pWPT质粒进行双酶切处理,通过1%的琼脂糖凝

胶电泳回收酶切后产物。将目的基因与酶切后的质

粒进行连接,质粒图谱见图1。随机选取其中一个表

达载体进行PCR扩增以确认目标片段的存在。见图

2。结果显示,700
 

bp位置上显示出非常明显的条带,
与目的基因大小相符,提示pWPT-CLDN18.2表达

载体构建成功。

图1  pWPT-CLDN18.2载体图谱

2.2 转染后目的蛋白表达水平 培养48、72
 

h后,

293T-CLDN18.2混合克隆细胞裂解蛋白在25~35
 

kDa处均有明显条带(图3A),单克隆细胞裂解蛋白

也有明显的蛋白条带,与预期28.8
 

kDa大小相符,而
且未转导293T细胞在该处无条带(图3B),表明稳转

细胞株构建成功。

图2  表达载体的PCR鉴定结果

  注:A.混合克隆;B.单克隆。

图3  Western
 

blotting检测结果

2.3 稳转细胞株的阳性表达率 通过抗CLDN18.2
抗体检测挑选的候选单克隆细胞293T-CLDN18.2细

胞株,采用流式细胞仪检测到其表达CLDN18.2的细

胞阳性率为99.3%,且与阴性对照区别良好,提示表

达CLDN18.2的293T稳转细胞株构建成功(图4)。

图4  流式细胞仪检测结果
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3 讨  论

  目前,在肿瘤的治疗药物中,单克隆抗体由于其

特异性高、变态反应轻等明显优势,被众多研究者所

关注。研究发现,常见的抗体药物通过3种机制来杀

伤肿瘤,以抗CLDN18.2为代表的单克隆抗体就是其

中1种,其通过靶向细胞膜表面相应受体分子,介导

抗体依赖性的细胞介导的细胞毒作用效应的发生,进
而利用自然杀伤细胞和树突状细胞等对靶细胞进行

杀伤。
CLDN18.2是一种目前研究得较热门的胃特异

性膜蛋白。CLDN18.2蛋白作为一种高度选择性的

胃谱系标记物,表达于短周期分化细胞,通常埋藏在

胃黏膜中,正常组织中的单克隆抗体基本上接触不

到。恶性肿瘤在发展过程中会导致紧密连接的破坏,
使肿瘤细胞表面的CLDN18.2表位暴露出来,成为特

定的靶点。因此,CLDN18.2被认为是胃癌、胰腺癌

等实体肿瘤免疫治疗的有效靶标[10-13]。己有的临床

结果表明,CLDN18.2作为治疗靶点具有显著的疗效

和安全性,因此针对CLDN18.2的药物研发具有广阔

前景[14]。目前,制备单克隆抗体最常见的方法是培养

稳定表达人CLDN18.2的单克隆细胞株,然后通过利

用不同的免疫方式,筛选出针对CLDN18.2的新型单

克隆抗体。
本研究通过在体外构建CLDN18.2基因表达的

慢病毒载体,经PCR鉴定,载体构建成功,感染后48、
72

 

h的细胞在28.8
 

kDa左右均有特异条带,与预期

理论分子量一致。但研究发现,细胞在感染后72
 

h会

发生死亡,重复几次都出现相同的结果,考虑可能是

由于293T细胞大量表达CLDN18.2蛋白,对细胞有

损伤作用。而在感染后48
 

h,细胞状态还可以,故取

感染后48
 

h的细胞继续做单克隆实验。而且,通过

Western
 

blotting和流式细胞仪检测到CLDN18.2在

293T细胞中高表达,提示通过单克隆筛选成功建立

了一个稳定表达人CLDN18.2的293T细胞克隆,为
进一步研究CLDN18.2的功能及单克隆抗体的制备

奠定了基础。
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