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TCR BV12-3重组载体构建及其抗肿瘤作用的初步研究 *
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摘要 目的：构建 pEGFP-C3-TCR BV12-3 表达载体并初步研究其抗肿瘤作用。方法：TCR BV12-3基因片段从 pGEM-T-TCR
BV12-3 载体上酶切并克隆至 pEGFP-C3 载体中，通过脂质体将 pEGFP-C3-TCR BV12-3 表达载体转染外周血单个核细胞
（PBMCs），48小时后荧光显微镜观察转染效率。PBMCs细胞、pEGFP-C3载体转染的 PBMCs细胞、pEGFP-C3-TCR BV12-3表达
载体转染的 PBMCs细胞分别与肝癌细胞 BEL-7402和宫颈癌细胞 HeLa共培养 24 h，显微镜观察肿瘤细胞的生长情况。结果：测
序证实 TCR BV12-3基因片段成功亚克隆至 pEGFP-C3载体中，荧光显微镜证实重组体转染 PBMCs细胞 48 h后可有效表达绿
色荧光。显微镜观察发现 pEGFP-C3-TCR BV12-3载体转染的 PBMCs对肝癌细胞有杀伤作用，但对宫颈癌杀伤作用不明显。结
论：成功构建 pEGFP-C3-TCR BV12-3表达载体，初步证实 TCRBV12-3对肝癌细胞有杀伤作用。
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Construction and Primary Study on the Anti-Tumor Effect of TCR BV12-3
Recombinant Vector*

To construct pEGFP-C3-TCR BV12-3 vector, and to investigate the effect of TCR BV12-3 on anti-tumor.
TCR BV12-3 gene was digested from pGEM-T-TCR BV12-3, and was cloned into pEGFP-C3 vector. The pEGFP-C3-TCR

BV12-3 recombinant vector was transfected into peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) via liposome. After 48 h, the transfection
efficiency was measured by fluorescence microscope. Then, the PBMCs, pEGFP-C3-TCR BV12-3 and pEGFP-C3 transfection were
co-cultured with hepatocarcinoma cells BEL-7402 and cervical cancer cells HeLa, respectively. After 24 h incubation, the anti-tumor
effect of TCR BV12-3 was investigated by microscope. The DNA sequencing analysis showed that TCR BV12-3 gene was
successfully subcloned into pEGFP-C3 vector, and the green fluorescence could be detected by fluorescence microscope in PBMCs
transfected with pEGFP-C3-TCR BV12-3. PBMCs transfected with pEGFP-C3-TCR BV12-3 showed cytotoxicity in BEL-7402 cells.

The pEGFP-C3-TCR BV 12-3 vector was successfully constructed, and the anti-tumor effect of TCR BV12-3 was proved
initially.

TCR; BV12-3; Clone; Tumor

前言

T细胞受体（TCR）是 T细胞表面特异性识别抗原和介导

免疫应答的分子，是 T细胞对肿瘤抗原进行识别和杀伤的基

础[1]。TCR中的 V茁区是 T细胞受体多样性的主要来源之一，

根据 V茁区基因的特点将 TCR V茁区的几十种基因片段归为
24个亚家族。正常情况下，健康人机体内 TCR V茁的 24个亚

家族几乎全部表达。在肿瘤患者中，机体 T细胞在肿瘤细胞抗

原的持续刺激下，某个或某些具有肿瘤抗原高亲和力的 T细胞

克隆性生长，表现出某些 TCR V茁亚家族选择性表达，使患者
部分 V茁亚家族出现优势表达的情况 [2]。有研究者用人肿瘤特

异性 TCR 琢和 茁链基因转染自体外周血淋巴细胞，取得非常
显著的抗肿瘤效果[3]。本研究拟构建 pEGFP-C3-TCR BV12-3重

组载体并初步观察其对肝癌细胞系和宫颈癌细胞系的杀伤效

果，为进一步研究 TCR BV12-3的抗肿瘤作用奠定实验基础。

1 材料与方法

1.1 材料

肝癌细胞株 BEL-7402和宫颈癌细胞 HeLa（本实验室冻

存）；质粒 pGEM-T-TCR BV12-3（本实验室构建）；质粒

pEGFP-C3购自 clontech公司；胰酶和 Lipofectamine LTX转染

试剂购自 Invitrogen公司；限制性内切酶 I和 I、T4
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连接酶、Taq酶购自 TaKaRa公司；OMEGA质粒提取试剂盒和

凝胶回收试剂盒购自广州飞扬生物工程有限公司；DMEM 培
养基和 1640培养基均为 Gibco公司产品；胎牛血清为杭州四

季青生物工程公司产品；正常人外周血来自广药附属第一医院

血库；淋巴细胞分离液购自天津市灏洋生物制品科技有限公

司。

1.2 方法
1.2.1 pEGFP-C3-TCR BV12-3重组载体的构建 用限制性内

切酶 I和 I分别酶切质粒 pGEM-T-TCR BV12-3 和
载体 pEGFP-C3。酶切产物 1 %琼脂糖凝胶电泳后用凝胶回收

试剂盒回收，目的基因 TCR BV12-3和酶切后载体 pEGFP-C3

用 T4连接酶 4 ℃连接过夜。连接产物转化大肠杆菌 DH5琢并
涂琼脂平板，37℃倒置培养过夜。随机挑取 13个菌为模板，以
BV12-3 为特异性引物 （上游引物：5'-ATTCTCGAGATG-

GACTCCTGGACCTT-3'； 下 游 引 物 ：5'-CGCGAATTCGC-

TAGCCTCTGGAATCCTTTCT-3'）进行菌落 PCR 鉴定。收集

阳性细菌并用 OMEGA 质粒提取试剂盒提取重组质粒
pEGFP-C3-TCR BV12-3并送往 invtirogen生物公司测序。
1.2.2 PBMCs分离 采用 Ficoll-Hapaque密度梯度离心法分
离人外周血单核细胞。取淋巴细胞分离液 15 mL置于 50 mL

灭菌离心管中，用滴管吸取稀释好的血液（以 PBS溶液将血液
1:1稀释）30 mL沿管壁缓缓加入，水平离心机 1500 rpm离心
30 min。吸取 PBMC移入另一无菌离心管中用 PBS洗涤两次，
1200 rpm离心 15 min收集细胞。用 RPMI1640培养基重悬细

胞，计数调整细胞浓度为 1× 107个 /mL，置于 CO2培养箱待用。

1.2.3 重组体转染 PBMCs 6 孔板每孔加入 200 滋L PBMCs

细 胞 （每 孔 2 × 106 个 细 胞）。 质 粒 pEGFP-C3-TCR

BV12-3/pEGFP-C3 2.5 滋g用 500 滋L无血清 RPMI1640培养基

稀释，加入 2.5 滋L PLUSTM Reagent轻微混合，室温孵育 5 min。
LipofectamineTM LTX 10 滋L加入 DNA稀释液轻微混合，室温

孵育 25 min。DNA-LipofectamineTM LTX转染复合物直接加入
PBMCs细胞中，前后旋转 6孔板混匀。孵育 6 h后补加 RP-

MI1640培养基和胎牛血清（终浓度 10 %）至总体积 1 mL，于
37 ℃细胞培养箱中继续孵育 42 h后倒置荧光显微镜下观察淋

巴细胞中绿色荧光蛋白表达情况。

1.2.4 肿瘤细胞培养 BEL-7402 和 HeLa细胞在 DMEM 培

养液中（含有 10 %胎牛血清，1 %青霉素 /链霉素）于 37 ℃、体

积分数 5 % CO2饱和湿度的细胞培养箱培养。

1.2.5 pEGFP-C3-TCR BV12-3转染的 PBMCs对肿瘤细胞的影

响 收集对数期肿瘤细胞，调整细胞悬液浓度至 1× 105个

/ml，6孔板每孔加入 2 mL，37 ℃ 5 % CO2孵育过夜至细胞贴

壁。弃去上清，设四个组，A组为空白对照，加入 RPMI1640培
养基；B组为 PBMCs组，加入未处理的 PBMCs，C组为空载体

组，加入转染 pEGFP-C3的 PBMCs，D组为 TCR BV12-3组，加

入转染 pEGFP-C3-TCR BV12-3的 PBMCs。5 % CO2，37 ℃孵

育 24 h，倒置显微镜下观察。

2 结果

2.1 pEGFP-C3-TCR BV12-3重组载体的构建
对质粒 pGEM-T-TCR BV12-3 和 pEGFP-C3 进行 I

和 I双酶切，得到产物经琼脂糖凝胶电泳证实大小分别约

为 930 bp和 4.7 kb(图 1)，与 TCR BV12-3和 pEGFP-C3片段大
小相符。

酶切产物经连接转化构建 pEGFP-C3-TCR BV12-3重组载

体并进行菌落 PCR 鉴定，阳性克隆的 PCR 产物大小与 TCR

BV12-3片段大小相符(图 2)。提取重组质粒并测序，结果显示
TCR BV12-3的序列与 Genebank公布的基因序列相符，表明重

组载体构建成功。

2.2 GFP表达的检测

荧光显微镜下观察 pEGFP-C3-TCR BV12-3重组载体转染
PBMCs 48 小 时后 绿色 荧光 显示 明显 (图 3)，说 明
pEGFP-C3-TCR BV12-3在 PBMCs中能有效表达。
2.3 TCR BV12-3对肿瘤细胞的杀伤作用

如图 4A示，空白对照组肝癌细胞饱满，色泽光亮，生长均

图 1 质粒双酶切产物琼脂糖凝胶电泳：M：DNA marker；1:

pGEM-T-TCRBV12-3质粒 EcoR I和 Xho I双酶切；2：

pGEM-T-TCRBV12-3质粒；3：pEGFP-C3质粒 EcoR I和 Xho I双酶切；

4：pEGFP-C3质粒

Fig. 1 Double digestion products of plasmids in agarose gel

electrophoresis: M：DNA marker；1：pGEM-T-TCRBV12-3 was double

digested by EcoR I and Xho I；2：pGEM-T-TCRBV12-3 plasmid；3：

pEGFP-C3 was double digested by EcoR I and Xho I；4：pEGFP-C3

plasmid

图 2 重组质粒 pEGFP-C3-TCR BV12-3菌落 PCR鉴定：M：DNA

marker；1-13：菌落 PCR产物

Fig. 2 Identification of plasmid pEGFP-C3-TCR BV12-3 by colony PCR：

M：DNA marker; 1-13: Colony PCR products
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匀；PBMCs组与空载体转染组（图 4B、4C）的肝癌细胞个体明

显变小，色泽暗淡，但是细胞数目变化不大；TCR BV12-3转染
组的肝癌细胞（图 4D）明显大量死亡并凝聚成团，证实 TCR-

BV12-3对 BEL-7402有杀伤作用。与之相对照，如图 5所示，同
PBMCs 组和空载体转染组相比，TCRBV12-3 转染组对 HeLa

细胞的杀伤效果不明显。

3 讨论

随着分子生物学技术的发展，应用基因工程技术提高 T细

胞对肿瘤抗原的识别杀伤能力的研究成为肿瘤免疫治疗的研

究热点[4-6]。临床前及临床研究初步证明 TCR基因修饰的 T细
胞具有特异性的肿瘤杀伤功能[7，8]。TCR基因转导不仅在黑色

素瘤治疗上取得了突破性进展[9，10],而且在乳腺癌、肝癌、白血

病等的治疗研究上也取得了一定的成效[11-13]。

针对健康人与肿瘤患者 TCR V茁亚家族基因表达存在差
异的现象，为探索 TCRV区基因寡克隆性表达与机体对肿瘤细
胞识别与杀伤的关系，本研究构建了表达绿色荧光蛋白 GFP

的重组载体 pEGFP-C3-TCR BV12-3。GFP是目前最常用荧光

蛋白标签，将目的蛋白与 GFP融合表达，可对所研究蛋白质的

位置、运动及其活性等，通过显微镜观察其荧光过程而加以监

视[14]。重组载体 pEGFP- C3-TCR BV12-3转染 PBMCs细胞 48

小时后荧光显微镜观察荧光蛋白 GFP 标记的目的蛋白 TCR

BV12-3，结果发现其可正常表达。研究者将 TCR V茁亚家族基
因导入正常人外周血淋巴细胞后攻击肿瘤细胞，研究 TCR V茁
基因修饰后淋巴细胞的生物学活性及抗肿瘤作用[15-17]。为观察

TCR BV12-3对肝癌及宫颈癌是否具有杀伤活性，根据预实验

本研究采用效靶比（PBMCs：肿瘤细胞）10：1且 PBMCs与肿瘤

细胞共孵育 24小时。结果证实转染 pEGFP-C3- TCR BV12-3

的 PBMCs与肝癌细胞 BEL- 7402共培养 24小时后肝癌细胞

死亡，细胞数明显减少；而同样条件下其对宫颈癌细胞 HeLa的

杀伤作用较弱。

本研究构建了 TCR BV12-3与 GFP的融合表达载体并对
TCR BV12-3体外抗肿瘤活性做了初步的探讨，上述结果为
TCR BV12-3的抗肿瘤谱研究及其在肿瘤治疗中的应用提供了

理论和实验依据。
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