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!"#$%&原核表达载体的构建和表达

孙晓东! 吴金民$ 刘杏娥$"

（浙江大学医学院附属邵逸夫医院! 普外科，$ 肿瘤中心，杭州 #!%%!1）

摘 要 通过 @2/AB@扩增 "&5CD的 ,EF8/#全长编码序列，将该片段克隆至 DF8G/02/$原核表达载体，转化大肠
杆菌 HI/$!，经 JA2F诱导表达，并经 !$KLML/AEF8凝胶电泳，考马斯亮蓝染色及 N3OP3Q; C)(P鉴定，证明了目的基因
的有效表达，目的蛋白高达细菌总蛋白的 #$K。表达产物经 F)RP-P>:(;3 L3D>-Q(O3 0H 纯化后，每 !%%9I菌液最终可
获得 #9<的目的蛋白，蛋白纯度在 "%K以上。纯化的 FL2/,EF8/#蛋白在体外冲击树突状细胞，能诱导特异性 B2I
杀伤肿瘤细胞活性。
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黑色素瘤抗原（,3)-;(9- -;P:<3;/3;?(T:;< <3;3，
,EF8）基因的表达产物是一种肿瘤排斥抗原。!""!
年首先发现于黑色素瘤细胞系中，后来发现在人类

多种恶性肿瘤中均可检测到 ,EF8 基因的表
达［! U #］。,EF8基因是一个大家族，包括 !$个 ,E/
F8/E、0 个 ,EF8/H 和一个 ,EF8/B 成员。它们属
于肿瘤/睾丸抗原家族，只在肿瘤、睾丸、胎盘中表
达，而在正常体细胞中不表达，因此在抗肿瘤免疫治

疗中是理想的靶抗原，因为针对这些靶抗原的免疫

应答不会对正常细胞造成伤害，而且使用范围广［0］。

在 ,EF8 基因家族中，,EF8/# 是恶性肿瘤中表达
最高的成员之一，它含有 #!&个氨基酸残基，已知分
子内至少有 & 个 ,VB/J类分子限制的表位和 0 个
,VB/JJ类分子限制的表位［& U 4］。在以 ,EF8/#为基
础的肿瘤疫苗研究方面，目前文献报道较多的是人

工合成 ,EF8/#分子中已知的受 ,VB/J类分子限制
的小肽，一般为九肽，体外冲击树突状细胞（M3;TQ:P:?
?3))，MB），然后回输 MB 进行免疫治疗［"］，或将小肽
制成肽疫苗直接免疫［!%］。虽然体外实验令人鼓舞，

并已开展了部分临床试验，取得了一定的疗

效［!! U !#］，但 MB疫苗和肽疫苗的 ,VB限制性制约了
其应用。全蛋白疫苗与肽疫苗相比有不少优点。本

实验利用 DF8G 原核表达系统在大肠杆菌中表达
FL2/,EF8/#融合蛋白，体外检测其诱导特异性免

疫应答的能力，为进一步研究 ,EF8/# 全蛋白肿瘤
疫苗提供基础。

’ 材料与方法

’(’ 细菌、质粒和细胞
大肠杆菌 W,!%" 和 HI/$! 由本室保存。DF8,/

2载体购自 AQ(93<- 公司。DF8G/02/$ 原核表达载
体购于 A>-Q9-?:-公司。,X+/0&胃癌细胞株购自中
科院上海细胞所细胞库，LFB/5"%!胃癌细胞株购自
浙江省肿瘤研究所。

’() 主要试剂及酶
2-YM+E合成酶、逆转录酶、还原性谷胱苷肽购

自上海生工生物工程公司。20 M+E连接酶、限制酶
为 AQ(93<-公司产品。F)RP-P>:(;3 L3D>-Q(O3 0H购于
A>-Q9Q?:-。人粒细胞巨噬细胞集落刺激因子（VR9-;
<Q-;R)(?.P3Z9-?Q(D>-<3 ?()(;./OP:9R)-P:;< [-?P(Q，>F,/
BL6）、人白细胞介素/0（VR9-; :;P3Q)3R\:;/0，>JI/0）及
人肿瘤坏死因子/!（VR9-; PR9(Q ;3?Q(O:O [-?P(Q/!，>2/
+6/!）购自晶美生物技术有限公司。抗 ,EF8/# 一
抗为 L-;P- BQR] 公司产品，生物素标记的二抗购自
北京中山生物技术公司。

’(& *#$+%!"#$%&原核表达载体在大肠杆菌 ,-%
)’中的表达
重组质粒 DF8G/,EF8/# 转化大肠杆菌 HI/$!，



在 !"#$ 琼脂平板上挑选单菌落接种入 %&"’
’()*"#培养基，+,-培养过夜。次日以 %：%&& 比率
接种 ’()*"#，继续 +,-培养 ./，加 0123 至终浓度
&4%""56)’，.7-继续培养过夜。收集细菌，超声裂
解细菌，离心后收集上清。

!"# $%&’()$*’+融合蛋白的纯化
每 %"’ 细菌裂解上清加 %&!’ 3689*9/:5;< =<#/*>

$5?< @(，室温 +&":; 后 7&&A 离心 7":;，弃上清，用
1(=洗 +次，加 .&!’ %&""56)’还原型谷胱甘肽洗脱
液室温放置 %&":;，离心后收集上清。
!", !-.%/%’0)$*电泳
常规制备 %.B分离胶和 7B积层胶。分别将转

化 #3CD>E!3C>+载体组、转化空载体组和未转化组
的裂解上清及上述纯化后的上清上样后电泳。考马

斯亮蓝染色观察。

!"1 2345367 89:5鉴定
表达产物按常规方法进行 =F=>1!3C 电泳、转

膜、封闭，依次加入抗 E!3C>+的一抗和生物素标记
的二抗，最后加 CG’，曝光显色。
!"; $%&’()$*’+融合蛋白冲击树突状细胞体外
诱导免疫应答试验

纯化的蛋白上清经 ’5H$I 法测蛋白浓度，过滤
除菌。人外周血单个核细胞经 3E>G=J%&&;A)"’、0’>
@ 7&&;A)"’ 培养 7 K ,L，加 E!3C>+ .&!A)"’，2MJ>
*%&&;A)"’继续培养 .@/，收集悬浮细胞作为抗原提
呈细胞（!;9:A<; #$<?<;9:;A N<66?，!1G），经丝裂霉素 G
（.7!A)"’）去增殖，与同种 2淋巴细胞共培养 ,L，分
离 2 淋巴细胞作为效应细胞，分别检测 2 细胞对
E!3C>+阳性和 E!3C>+阴性肿瘤细胞的杀伤活性
（E22法）。

- 结 果

-"! <$*=’()$*’+原核表达载体的构建和鉴定
根据 E!3C>+ NFM!序列，按照引物设计原则设

计引物，带有 !"#"限制酶位点的上游引物序列为
7O!32G3!G!GG2G223!3G!3!33!32 +O，下游引物
带有 $%&0 限制酶位点，其序列为 7O 23G33GG3G>
G2G2G2G!!!!GGG!G2 +O。通过 2>1GP从胎盘组织
中扩增 E!3C>+ 目的基因，片段长度 Q7,R#，将 1GP
产物纯化后与 #3CE>2 S<N95$ 连接，连接成功的
#3CE)E!3C>+ 克隆送上海生工公司测序。将
#3CD>@2>.用 !"#0和 $%&0双酶切，电泳回收线性载
体 #3CD>@2>.。将测序结果正确的 #3CE)E!3C>+
也用 !"#0 和 $%&0 双酶切，电泳回收目的基因 E!>

3C>+，紫外分光光度计上定量 . 种双酶切产物量。
将双酶切后的 #3CD>@2>. 载体与目的基因 E!3C>+
以 %：7的摩尔比连接，转化感受态 TE%&Q大肠杆菌，
在 !"#$ 琼脂平板上挑选克隆，抽提重组质粒后，以
!"#0和 $%&0双酶切，& UVB琼脂糖凝胶电泳鉴定，结
果能切出 Q7,R#的目的基因，说明 #3CD>E!3C>+重
组载体构建正确（见图 %）。

图 % 重组质粒酶切鉴定结果
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-"- $%&’()$*’+融合蛋白的表达
重组克隆按最优条件诱导表达后，超声破菌，将

沉淀和上清分别上样进行 %.B =F=>1!3C 凝胶电
泳，考马斯亮蓝染色。实验组与空载体组及未转化

组相比，在预计大小（,.YF）附近多出一条带，沉淀
和上清中都有，但上清中占多数，约 V&B左右。将
上清经 3689*9/:5;< =<#/*$5?< @(亲和层析，电泳观察
仅留下这条带（见图 .）。经 [<?9<$; R659分析，在目
的蛋白位置有特异条带产生（见图 +）。说明 #3CD>
E!3C>+重组载体在大肠杆菌中成功地表达了 3=2>
E!3C>+融合蛋白。对纯化后的蛋白上清经 ’5H$I
法测蛋白浓度，并经 =F=>1!3C电泳鉴定目的蛋白
的纯度。结果表明目的蛋白的纯度在 Q&B以上，目
的蛋白占细菌总蛋白的 +.B，每 %&&"’菌液最终可
获得 +"A左右的目的蛋白。
-"+ $%&’()$*’+融合蛋白体外诱导特异性免疫
应答的能力

（%）组 2细胞来自与 !1G \ 3=2>E!3C>+蛋白共
培养组，能特异性杀伤 E!3C>+阳性的 =3G>,Q&%靶
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细胞，而对 !"#$%&阴性的 !’(%)*靶细胞不能有效
地杀伤；（+）组 ,细胞来自与 "-. / #0,蛋白共培养
组，对两组靶细胞都不能有效地杀伤；（&）组 ,细胞
来自与 "-. / -10共培养组，由于无抗原刺激，不能
诱导有效的特异性 .,23杀伤活性，所以对 0#.%4567
和 !’(%)*细胞也不能有效杀伤。经秩和检验统计
分析，（7）组 ,细胞对两种靶细胞（!"#$%& 阳性和
阴性）的杀伤活性有显著性差异（! 8 6967）；（+）（&）
组 ,细胞对两种靶细胞的杀伤活性无显著性差异
（! : 6; 6*）；（7）组与（+）（&）组 ,细胞相比，对 !"%
#$%&阳性靶细胞的杀伤活性有显著性差异（ ! 8
6967），而对 !"#$%&阴性靶细胞的杀伤活性无显著
性差异（! : 6;6*）（见图 )）。

图 + #0,%!"#$%&在大肠杆菌 12%+7中
表达的 0<0%-"#$ 分析

=>?;+ 0<0%-"#$ @A@BC3>3 DE #0,%!"#$%& FGHIF33FJ >A 12%+7
!9（54;)，KK ;+，)+;4，&7，7);)）L<；790MHFIA@N@AN DE 12%+7 NI@A3EDIOFJ

P>NQ H#$R%),%+%!"#$%&；+9-MI>E>FJ #0,%!"#$%& P>NQ #BMN@NQ>DAF

0FHQ@ID3F )1；&90MHFIA@N@AN DE 12%+7 NI@A3EDIOFJ P>NQ H#$R%),%+；)9

-MI>E>FJ #0, P>NQ #BMN@NQ>DAF 0FHQ@ID3F )1

图 & !"#$%& 的 SF3NFIA TBDN 分析
=>? & SF3NFIA TBDN @A@BC3>3 DE #0,%!"#$%& FGHIF33FJ >A 12%+7

! 讨 论
在 !"#$%&分子中已发现了不少受 !U.%V类分

子和 !U.%VV类分子限制的表位，并不断有新的表位
发现。肽疫苗在体外确能诱导出特异性抗肿瘤免疫

图 ) .,23杀伤活性
=>?;) .,23 L>BB @WN>X>NC

79, WFBB3 WDWMBNMIFJ P>NQ <.3 / #0,%!"#$%&；

+9, WFBB3 WDWMBNMIFJ P>NQ <.3 / #0,；

&9, WFBB3 WDWMBNMIFJ P>NQ <.3 / -10

应答，但小肽在体内很容易被降解，且受特定的

U2"表型的限制。根据 !"#$%&已知抗原表位设计
多表位疫苗可以激发针对几种不同抗原表位的

.,23，但由于对表位的认知还不够充分，所谓的多表
位疫苗可能还是遗漏了某些重要的表位。因此我们

认为使用 !"#$%& 完整蛋白作为疫苗可能更有意
义，因为（7）全蛋白疫苗存在的所有表位都有可能被
抗原提呈细胞天然加工处理并提呈给免疫细胞；（+）
全蛋白疫苗不仅含 .,2表位，而且还包含 .<) / ,
细胞表位，免疫效果应更好；（&）全蛋白疫苗的作用
不被特定的 U2"表型限制，使用更方便而广泛。
谷胱苷肽 0%转移酶（#0,）融合载体对于表达、

纯化和检测大肠杆菌表达的融合蛋白是有用的工

具［7)］。融合蛋白的表达是可诱导的，并通常水平较

高，可用商品化的谷胱苷肽琼脂糖通过亲和层析方

便地从细菌裂物中纯化，纯化的条件为非变性条件

以维持蛋白的完整性，分子内的 #0,部分还可通过
蛋白酶消化被释放，所以获得的蛋白适合于大多数应

用，包括抗体的制备、疫苗制备等。大肠杆菌 12%+7
因其缺乏蛋白酶，故能产生更多的全长融合蛋白。

用细菌合成真核蛋白的一个重要限制是当蛋白

以高水平表达时会形成包涵体，而降低细菌培养温

度或 V-,#诱导浓度能增加蛋白的可溶性。在本实
验中，我们缩短诱导前培养时间，加诱导物后在

+*Y震摇过夜，不仅融合蛋白的表达量比常规方法
有所增加，而且其可溶性也增加。

在本实验中，从大肠杆菌中原核表达的 #0,%
!"#$%&融合蛋白负载抗原提呈细胞后，后者能刺

54+&期 孙晓东等：!"#$%&原核表达载体的构建和表达



激特异性 !细胞增殖，诱导 "#$%&’特异性 (!)应
答，在体外对 "#$%&’ 阳性肿瘤细胞表现出明显的
杀伤活性。因此以 "#$%&’蛋白抗原体外负载树突
状细胞后回输可能是一种有效的免疫治疗方法。但

回输树突状细胞受 "*(限制性的约束，机体的免疫
系统只对自身 +(提呈的抗原有应答，因此使用不
太方便。如将 "#$%&’ 蛋白制成疫苗，则更易以现
货供应，使用范围广，且通过基因工程生产疫苗成本

低。但 "#$%&’是一种无突变的正常沉默基因的产
物，因此抗原性弱。虽在体外能诱导出特异性抗肿

瘤免疫应答，但体内外是有区别的，故如何提高 "#&
$%&’蛋白疫苗体内免疫的免疫原性，还需深入研究。
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