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注射肿瘤疫苗，诱发机体产生特异性抗肿瘤免疫，是肿

瘤生物治疗及手术后预防肿瘤复发、转移的重要手段之一。

肿瘤核酸疫苗较重组蛋白或多肽疫苗来说，具有无可比拟的

优点，它可同时诱导体液免疫和细胞免疫，后者在肿瘤免疫

中起关键作用。传统的肿瘤疫苗是经各种方法灭活后的自

体瘤苗，它虽可以诱导细胞免疫，但仍存在着灭活不彻底，导

致人为瘤细胞种植的潜在危险，况且从操作性方面也较为繁

琐、复杂。

肿瘤抗原往往抗原性较弱，尤其是相关抗原，在某些正

常组织中也有微量的表达，这容易使机体免疫系统对它产生

免疫耐受，因此在激发肿瘤特异性免疫过程中，为免疫系统

提供适当的佐剂是非常必要的。;<+，=+<，;>?$等细胞因

子都是常用的生物佐剂。微生物蛋白在结构上与人体蛋白

有较大的差异，能诱发人体产生强烈的免疫反应，也可以成

为一种理想的佐剂，单一的细胞因子只能作用于免疫调节的

某一环节，而微生物抗原却可以诱导机体产生多种细胞因

子，从而全方位地调节免疫系统（!）。本实验首先构建了癌胚

抗原（@A:）的真核表达质粒，并将新城疫病毒6+基因引

入，构建了共表达6+与@A:的重组质粒，希望6+能加强

@A:所诱发的特异性抗肿瘤免疫反应。

# 材料与方法

#$# 材料

大肠杆菌B6#、=(.3!%，本室保存。@C,38细胞，购自中

科院细胞所。大肠癌组织取自临床检测@A:阳性病人手术

切除大肠癌组织。.DAE3=-FGH载体购自I2(0-JF公司，载

体.KB+:5、.D+<，为本室保存。.KB+:536+质粒为本室构

建。限制酶、=4B+:连接酶、=FLB+:聚合酶、反转录酶、牛

小 肠 碱 性 磷 酸 酶 以 及 M)-N(O 酶 为 I2(0FJ-、=FPF2F及

Q(-R2SNJ-2公司产品。BEAE培养基、小牛血清均为D;Q@C
公司产品。组织T+:抽提试剂盒、胶回收试剂盒，为华舜公

司产品。@A:抗原检测A>;,:试剂盒为华美公司产品。其

它试剂均为分析纯。

#$% 方法

#*%*# 大肠癌组织的T+:提取：临床手术切除大肠癌组

织，立即置液氮中，称取#%0J，研磨后按试剂盒手册操作。

#*%*% T=3I@T及基因重组：I@T引物由中科院植物生理

研究所合成。引物序列为：I!：#U3D@::D@==:D:D:@
@:=DD:D=@=@@@=@D35U I$：#U3@=@=:D:D@=
:=:=@:D:D@::@@35U。基因重组按常规操作。

#*%*& 电穿孔转染质粒：按常规方法操作，穿孔条件为：电

容&"%，电压$#%’，时间!#V50SN。同时设空载体.KB+:5
穿孔对照。

#*%*’ 表达产物的检测：@A:表达产物采用A>;,:方法，

按试剂盒说明操作。6+检测采用血凝实验及血凝抑制实

验，按常规方法操作。

#*%*( 测序：由=FPF2F公司完成。

% 结果

%$# )*+,-"+的获取及重组表达质粒.,-"+&/)*+的

构建

T+:来源于临床手术标本，以()SJW=为反转录引物，两

条I@T引物分别包含了@A:编码序列的起始密码及终止密

码，并在#U3端分别引入3#$W!及45+"两个酶切位点。I@T
循环条件为&4X!0SN，#4X!0SN，8$X$0SN，每个循环后自

动延伸!%G，共5#个循环。扩增产物见图!。回收$V!P1大小

片段，纯化后与.DAE3=-FGH载体连接并测序，共4个反应完

成了全序列测定。所测序列与D-N1FNP登录序列比较，完全

一致。以3#$W!、45+;双酶切.DAE3@A:获得@A:KB+:片

段，与相同$个酶处理过的.KB+:5载体连接，转化、筛选、酶

切鉴定，获得.KB+:53@A:真核表达质粒（图$）。

%$% !"重组质粒.0*12!"的构建

+B’6+基因来自本室构建的重组质粒.DAE36+，利

用I@T引物设计时引入的#U端酶切位点.+66;及载体上

的5U端位点7(/;将6+KB+:切出，连接到.DA<的相同酶

切位点上，酶切鉴定获得.DA<36+。
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!"# $%&与’(共表达重组质粒)*+(&#,$%&／’(的构建

利用4A;B质粒含有，而目的基因没有的单酶切位点

01)C、023$以及45/#，获得%7.D$=)$45EF*的完整表达

单元，约3<?1G大小，回收并以HE2I5J片段补平片段两端。

用,./#处理47()*:$&;*，此位点位于&KL启动子的?M
端，获得平端线性化质粒，经&-%处理后与%7.D$=)$45EF*
连接，转化至#54$!N菌，筛选克隆、酶切及%&"鉴定，获得

&;*、=)双表达质粒（图:、>）。质粒构建图如下（图?）：

!"- 共表达质粒在真核细胞的表达及检测

质 粒 47()*:$&;*，4A;B$=)，47()*:$&;*／=) 各

>N%O，电 穿 孔 转 入 &PQ$R细 胞（ 浓 度!S!NR／.C），以

图: 47()*:$&;*／=)构建酶切图
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47()*:$=)为阳性对照质粒，空载体47()*:为阴性对照。

穿孔条件为电容W@N%B，电压3?NL。R3U收获细胞上清，分

别以;C-Q*、血凝实验检测&;*及=)的表达量，并以&;*
蛋白 及 )(L为 阳 性 对 照。结 果 显 示47()*:$&;*，47($
)*:$&;*／=)有&;*表达，表达量约为?IO／.C。%A;B$
=)及47()*:$&;*／=)有=)表达，表达量为!：:3血凝单

位（图@）。
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图! "#$%&’()*&／+%质粒构建图

图, 血凝实验检测质粒+%的表达

! 讨 论

癌胚抗原是许多腺癌，包括大肠癌、乳腺癌、非小细胞肺

癌表达的一种相关抗原，尤其大肠癌，几乎-../都 表 达

)*&。)*&蛋白属于免疫蛋白超基因家族，它参与细胞间的

识别与反应，而且还是一种粘附因子，可促进肿瘤细胞与正

常细胞的结合，在肿瘤细胞的转移中起重要的作用。)*&既

可自细胞分泌，也可结合在细胞膜上，因此在肿瘤的诊断及

治疗上都有重要的意义。从-01!年开始，即陆续有报道，

)*&可诱发特异性的抗肿瘤免疫，是肿瘤治疗理想的靶抗
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原，相继有重组!"#疫苗（$）、抗独特型抗体疫苗（%）以及核苷

酸疫苗（&）产生。近年已进入或完成’期临床试验。

特异性细胞免疫的活化至少需要三个信号：特异性抗原

信号、刺激信号（如()分子）以及增殖信号（如细胞因子）。

由此派生出生物佐剂的概念。有研究表明，注射编码生物佐

剂的质粒比直接注射生物佐剂作用更显著（*），这可能是由于

肌细胞摄取质粒+,#后持续表达的生物佐剂分子，能较长

时间地吸引抗原提呈细胞，促进其对抗原的摄取。而生物佐

剂与特异抗原的共表达质粒的作用又优于同时注射两种质

粒（-），这提示生物佐剂增强特异抗原免疫应答依赖于两种蛋

白在同一种细胞的表达。

本实验构建的共表达质粒，其启动子均为能在真核细胞

高效表达的!./启动子。依赖来源载体的单酶切位点，获

得含有外源0,基因、启动子及加尾信号的完整的表达单

元，与12+,#%3!"#质粒在其启动子的*’端进行连接，通过

酶切、4!5得到鉴定。穿孔导入!673)细胞，"8’7#及血凝

实验检测，证明此质粒能同时表达0,及!"#蛋白，并且表

达量与单表达质粒一致。我们以前的实验证明，表达新城疫

病毒0,蛋白的质粒能增强荷瘤小鼠的特异性抗肿瘤细胞

免疫（)），它能否加强由肿瘤核苷酸疫苗所诱发的特异性抗肿

瘤免疫，我们构建的共表达质粒，为这方面的工作奠定了基

础。并有助于0,质粒抗肿瘤机制的深入研究及应用。
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