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人肿瘤特异抗原 MAGE-3基因疫苗的构建和表达

倪　兵 ,李燕秋 ,王　莉 ,唐　艳 , 周　伟 ,吴玉章　　(第三军医大学基础医学部全军免疫学研究所 ,重庆 400038)

　　提　要:目的　克隆肿瘤特异性共享抗原 mage-3 基因 , 制备基于α-病毒复制酶的高效黑色素瘤特异性基因疫苗。方法　用

RT-PCR方法从黑色素瘤细胞系 LB373 中制备 mage-3基因 ,以含α-病毒复制酶的哺乳细胞高效表达质粒 pSMART2a 为载体 , 构建重

组 DNA 疫苗。重组子用载体中的 T7 和 T3启动子序列为测序引物进行自动测序。再将鉴定过的重组质粒用脂质体法转化 293 细

胞 ,用免疫印迹法和免疫组化法鉴定转化细胞中 mage-3 蛋白的表达。 结果　正确构建了 mage-3 pSMART2a 重组质粒 , 并且在转化

此质粒的 293细胞中检测出了 mage-3蛋白的表达。结论　此重组 mage-3 pSMART2a质粒可以作为肿瘤特异的 DNA疫苗 , 可进行下

一步的肿瘤动物模型的疫苗接种及相关免疫学效应研究。

　　关键词:mage-3;RT-PCR;克隆
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Construction of a human melanoma gene contained vaccine based on alphavirus vector

and expression of the gene
NI-Bing , LI Yan-qiu , WANG-Li , TANG-Yan , ZHOU Wei , WU Yu-zhang(Institute of Immunology of PLA , Thi rd Mi litary Medical University , Chongqing

400038 , China)

　　Abstract:Objective　To clone MAGE-3 gene from melanoma cell strain LB373 to mammalian expressing vector containing alpha-virus repli-

case for preparing tumor-specific DNA vaccine.Methods　Recombinant DNA vaccine was constructed by ligating RT-PCR prepared MAGE-3 gene

to theα-virus replicase contained vector pSMART2a which could be expressed in mammal cells with high efficiency.The recombinant was sequenced

on automatic sequencer with the sequences of T7 and T3 promoters as primers which were in upstream and downstream of multiple cloning site(MCS)

respectively.The expression of MAGE-3 in 293 cells transformed with the recombinant by liposome was detected withWestern blotting and immuno-

histochemistry.Results　The recombinant plasmid MAGE-3 pSMART2a was constructed correctly and the expression of MAGE-3 gene in the trans-

formed 293 cells was observed.Conclusion　The results indicate tumor vaccine containing MAGE-3 pSMART2a is constructed successfully , which

can be used for further study on the immune effect of the tumor vaccine in vivo.
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　　人黑色素瘤Mage 家族就是一类 CT(Cancer-Testis
Antigens)抗原家族 ,它们广泛分布于各种肿瘤细胞中 ,

而在正常组织中除了封闭性的组织如睾丸和卵巢等之

外没有表达 ,因而 ,它们是一类理想的可用于基因免疫
治疗的肿瘤抗原 。

　　最近几年 DNA疫苗的发展取得了很大的发展 ,其
中不乏肿瘤 DNA瘤苗 ,这些疫苗在一些动物模型中取

得了令人鼓舞的结果
[ 1 ～ 4]

。在基因载体研究方面 ,也

出现了将α-病毒复制酶引入载体的研究 ,并借助于此

酶的高效 RNA复制活性 ,在基因治疗领域取得了很大
进展

[ 5 , 6]
。因此 ,本研究拟以含有α-病毒复制酶的哺乳

细胞高效表达质粒 pSMART2a为载体 ,用 RT-PCR法从

人黑色素瘤 LB373细胞株中制备 mage-3基因 ,再构建
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mage-3 pSMART2a重组质粒 ,以制备含 CTL 表位的肿

瘤DNA疫苗 。期望利用DNA疫苗所表达的质粒主要

通过MHC-I类途径呈递的特性 ,在相应的动物模型中
取得较好的疗效 ,并能在共享该抗原的其它肿瘤组织
中发挥防治作用 。

1　材料与方法

1.1　实验材料
1.1.1　质粒 、菌种和细胞株　　pSMART2a为我室与合作单位

-加拿大多伦多大学细胞生物学教研室联合制作 , 见图 1。

LB373细胞为 HLA-A2 限制型的人黑色素瘤细胞系 , 购于

ATCC。293 细胞购于上海细胞所。Mage-3 单克隆抗体 M3-mAb

由比利时 LUDWIG 癌症研究所 Van de Pel 博士赠送 , 效价 1∶

500。

1.1.2　试剂及耗材　　Tripure 、High Pure Plasmid Isolation Kit、

蛋白酶抑制剂-Complete Mini 和阳性脂质-DOTAP 等均购于

Roche 公司;AMV 、核酸内切酶 、连接酶 、RNA 抑制剂及 oligo(dT)

15购于Pomega公司;Taq 酶购于 PE 公司;dNTP 和引物购于上

海生物工程有限公司 , 重组质粒测序也由其完成;ECL 和组化

分析试剂盒均购于 Roche公司。
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As indicated above , the enhancer promoter of CMV can immediately drive the transcription.The SFV replicase(nsP1-4)amplifies replicon RNA , and uses the sub-

genomic promoter to generate RNA for the Capsid-Tags-Target fusion protein.The capsid sequence acts as a translational enhancer , and the encoded protein will be

removed by autoproteolysi s.The tags are the Flag epitope and 10 histidine residues.■sP:Remaining portion of structural protein gene;3' UTR:3' nontranslated

region of sP t ranscript;A60:Viral polyA tail;SV40 term:Polyadenylation and transcriptional termination signal from SV40 virus

图 1　真核高表达质粒载体 pSMART2a图谱

Fig 1　Schematic diagram of the mammalian high-expressing plasmid pSMART2a

1.2　方法
1.2.1　细胞培养　　LB373 和 293 细胞均采用 RPMI1640 加

10%热灭活小牛血清完全培养基 , 于 37 ℃、5% CO2 孵育箱内

常规培养。

1.2.2　RT-PCR　　P815 细胞总 RNA 的提取按 Tripure 试剂盒

说明书进行。 RT-PCR按常规方法进行 , 采用热启动技术。 PCR

引物根据载体 pSMART2a和 mage-3 基因序列用 DNAStar序列分

析软件进行设计。上游引物为:5′-cgggatccaccctttgtgcc atg tct-

gataac-3′;下游引物为:5′-ccatcgattggctaaggtgagaagccatcc-3′。 上述

黑体带下划线部分序列分别为 BamH Ⅰ和 Cla Ⅰ的酶切位点。

此两位点与 pSMART2a 上的相应多克隆位点相吻合。 PCR 条

件:95 ℃变性5 min;(94 ℃, 1 min;50 ℃, 2 min;72 ℃, 1 min)×35

循环;72 ℃, 10 min。产物于 1.5%琼脂糖凝胶上电泳鉴定纯度

和分子量的大小。

1.2.3　PCR产物在 pSMART2a 上的定向克隆　　酚 氯仿抽提

PCR产物 , 乙醇沉淀 , TE 溶解备用。提取质粒载体 , 然后用

BamH Ⅰ和 Cla Ⅰ对质粒和纯化后的 PCR产物分别进行双酶

切。载体酶切后 ,凝胶电泳法回收。再次分别纯化 PCR酶切产

物和载体的胶回收产物 , TE 溶解备用。 紫外分光光度计上定

量载体和 PCR 两种双酶切产物量。 然后 , 按 1∶1(mage-3:

pSMART2a)的摩尔比混合 , 并于 16 ℃反应 12 h。置 70 ℃, 10

min以终止反应。 将连接产物转化感受态 DH-5α, 氨苄平板筛

选。取阳性单克隆进行扩增 , 抽提重组 mage-3 pSMART2a质粒

备用。

1.2.4　重组质粒的鉴定　　①酶切电泳鉴定:重组质粒 BamH

Ⅰ Cla Ⅰ双酶切 ,然后在 1%琼脂糖凝胶上电泳鉴定目的片段

是否插入。 ②插入片段及其两侧序列的测序鉴定:双向测序 ,

上游测序引物为 T7 启动子序列 , 下游测序引物为 T3 启动子序

列。抽提的重组质粒寄送上海生工公司测序。

1.2.5　重组质粒转染 293 细胞　　本实验采用阳性脂质-DOT-

AP 法转染 293细胞。在 6 cm 平板中接种细胞 , 细胞数量应以

第 2天产生 40%～ 60%满底为准。第 2天 , 按 DOTAP使用说明

书进行质粒转化 ,细胞置培养箱中培养 24 h。

1.2.6　转染重组质粒的 293 细胞中 mage-3基因的蛋白表达鉴

定　　①Western-blot法鉴定转染细胞中目的基因的表达:DOT-

AP法转染后 , 293细胞生长良好。转染后 24 h , PBS 洗涤细胞。

向培养瓶中加入200μl SDS-PAGE 上样缓冲液和20 μl完全蛋白

酶抑制剂-Complete Mini ,轻轻吹打下细胞 , 收于0.5 ml EP管中 ,

置沸水浴中加热 10 min , 在用超声处理 2次。 4 ℃, 12 000 r min

离心 10 min。取上清于 12%SDS-PAGE凝胶电泳。电印迹于硝

纤膜上 , 4℃封闭过夜。次日按试剂盒说明书进行抗原抗体反

应和发光实验 , 最后于暗盒中对 X 片曝光 10 s , 并进行后续处

理。②免疫组化法鉴定转染细胞中目的基因的表达及定位情

况:盖玻片上生长的已转染 24 h 的 293 细胞 , PBS 洗涤 2 次 , -

20 ℃甲醇固定 1 min。PBS洗涤 2次后 ,加一抗(1∶500)2.5μg 

ml ,室温 1 h。PBS 洗涤 3 次 , 加生物素标记二抗 , 作用 1 h , 洗

涤 ,加辣根过氧化物酶标记的三抗 , 作用 10 h。 洗涤 , DAB 显

色 ,照相。

2　结果

2.1　RT-PCR结果
　　Tripure 试剂盒抽提的总 RNA 紫外分光测定 A260 A280为

2.01 , RNA 纯度高。 RNA 浓度为 0.45 μg ml。 RT-PCR 产物经

1%琼脂糖凝胶电泳后 ,可见清楚的 1 159 bp 的 mage-3 条带和

对照的 β-actin 条带。mage-3 条带的大小与 Genebank 中检索的

理论值完全一样 ,见图 2。

2.2　定向克隆结果
2.2.1　重组质粒筛选鉴定及重组质粒酶切鉴定结果　　由于

质粒及mage-3 PCR产物消化很彻底 ,且克隆所使用的内切酶为

两个不同的酶 ,所以最后在氨苄平板上可见分布均匀 、形态大
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小均一的十余个阳性单克隆细菌;而对照平板上未见任何菌落

生长。挑取阳性单克隆菌落 ,扩增后用 High Pure质粒提取试剂

盒提取质粒 ,用 BamH Ⅰ和 Cla Ⅰ 双酶切 , 酶切产物的琼脂糖

凝胶电泳显示质粒已完全切开 , 为两条带。 载体部分与

pSMART2a的 BamH Ⅰ酶切物位置一致;插入片段条带与 mage-

3 PCR产物的位置一致。空载体为相应的对照。从结果可以看

出 ,克隆已基本成功 , 见图 3。

2.2.2　重组质粒测序结果　　重组质粒提取后寄送生工公司

测序 ,采用克隆位点上游的 T7 启动子序列及下游的 T3 启动子

序列作为测序引物进行双向测序 , 测序结果与理论值完全

一致。

1:DL2000 PCR markers;2:PCR product of MAGE-3(1 159 bp);

3:β-actin(300 bp)

图 2　PCR 产物的 1%琼脂糖凝胶的电泳结果

Fig 2　Electrophoresis of PCR product on 1% agarose gel

1:DL2000PCR markers;2:BamHⅠ Cla Ⅰ double digested product of

recombinant plasmid (12 486 bp and 1 159 bp);3:BamH Ⅰ digested

product of pSMART2a;4:DNA ladder (Lambda DNA Hind Ⅲ)

图 3　重组质粒的 BamH Ⅰ Cla Ⅰ双酶切产物在 1%琼脂糖凝胶上的

电泳结果

Fig 3　Eletrophoresis of BamHⅠ Cla Ⅰ double digested product of

recombinant plasmid on 1% agarose gel

2.3　转染后的 293细胞 mage-3表达鉴定
2.3.1　免疫印迹法鉴定转化细胞中蛋白的表达　　增强化学

发光法Western-blot结果 , 见图 4 显示 , 所表达的目的蛋白条带

的位置在 39×103 左右。由于此蛋白是一个融合蛋白 , 一部分

为目的基因片段所编码蛋白(mage-3 , 36×103), 另一段为质粒

载体 pSMART2a上的 Capsid (30×103)和 tag (3×103)部分。 由

于Capsid部分在这种融合蛋白合成后自动裂解掉 , 所以最终形

成的目的蛋白产物只有目的蛋白和 tag 部分 , 总分子量为 39×

103 。从图中可以看出 , 转染 LacZ pSMART2a质粒的 293 细胞没

有表达任何 mage-3 蛋白;而磷酸钙法和脂质体法转染 mage-3 

pSMART2a质粒 24 h 后 ,均明显表达目的蛋白 mage-3。而且 , 所

表达的目的蛋白的分子量大小和理论值一致 , 都为 39×103 左

右。

1:293 cells transformed with plasmid LacZ pSMART2a;2:293 cells

transformed with plasmid MAGE-3 pSMART2a by calcium phosphate;3:

293 cells transformed with plasmid MAGE-3 pSMART2a by DOTAP.All

lanes were sampled at 30μg 30μl

图 4　转染重组质粒的 293细胞裂解产物的Western-blot结果 ,抗体为

mage-3蛋白单克隆抗体 M3-mAb ,滴度 1∶500

Fig 4　Western blot of the lysate from transformed 293 cells with

M3-mAb as antibody at a titer of 1∶500

2.3.2　免疫组化分析转染细胞中 mage-3 蛋白的表达　　DOT-

AP法转染的 293 细胞的部分细胞表达 mage-3 蛋白 , 并位于胞

质中。

图 5　转染细胞的 mage-3免疫组化结果　(ABC×400)

Fig 5　Immunohistochemical staining of MAGE-3 in transformed 293

cells with M3-mAb at titer of 1∶500 as antibody　(ABC×400)

3　讨论

　　肿瘤的免疫治疗的关键是发现并利用肿瘤特异的

抗原 。近年来 ,随着肿瘤抗原鉴定方法学的进展 ,越来

越多的肿瘤抗原在分子水平得以鉴定 ,它们主要包括:

①肿瘤特异性共享抗原(Tumor-specific shared anti-

gens),即一类可在多种肿瘤组织表达 ,而在正常组织
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(除睾丸 、胎盘外)几乎不表达的肿瘤抗原 ,故有研究者

又称之为 CT 抗原 ,如MAGE 、GAGE和 BAGE 家族等;

②分化抗原;③突变抗原;④过表达抗原;⑤病毒抗原

等。其中 ,CT 抗原由于在多种肿瘤组织中分布 ,更有

希望发展出适用范围较广的肿瘤疫苗 ,因而备受关注。

mage-3是 MAGE家族的一个典型代表 ,它在肺癌中总

表达率达到 46%,在肺鳞状上皮细胞癌的表达率更达

到90%。另外 ,其在黑色素瘤 、肝细胞癌 、食道癌和骨

肉瘤中都有非常高的表达
[ 7]
。由于 mage-3 在除睾丸

和卵巢之外的正常细胞中不表达 ,而这些组织不表达

MHC-I类抗原 ,因此 , mage-3 是一个理想的肿瘤疫苗 ,

它将可以杀伤多种肿瘤细胞 ,而对正常组织却无影响。

mage-3作为一个理想的肿瘤疫苗靶抗原 ,已经得到大

量的研究。目前研究主要集中在利用 mage-3的表位

肽 、全蛋白和基于树突状细胞(Dendritic cells , DCs)的

疫苗设计而尚未利用基因疫苗来进行研究
[ 8 , 9]
。

　　基因疫苗相对于传统的免疫策略有着许多优

点
[ 10 , 11]

:①易操作性和稳定性;②在体内持续表达 ,
持续刺激免疫系统;③除了产生强有力 T细胞免疫之

外 ,体液免疫功能也较强 ,并且是抗原特异的中和抗
体;④可方便地制备出多价 DNA 疫苗;⑤DNA疫苗

在机体内所表达的蛋白将以天然蛋白形式出现;⑥
当在质粒中整合入 CKs(cytokines)或共刺激分子基因 ,

或与编码这一成分的质粒共注射时 ,将能加强随后机
体对编码抗原的反应 ,或可调节正在起作用的免疫反

应。DNA疫苗接种后 ,将直接转染体细胞和专职APCs

,并可通过交叉激活途径激活 CTLs ,产生细胞免疫应

答。虽然 DNA疫苗有许多优点 ,但其在人体实验中的
效果远不如动物模型中的那样好 ,其原因可能有:①
质粒中的免疫刺激序列对人类没有太大的作用。 ②

质粒在机体内的表达量不够高 ,不能刺激更强的免疫
应答。已有实验证实 ,基因疫苗所激发的免疫应答是

剂量依赖型的 ,所以 ,对于基因疫苗效果不太好的第 2

个原因 ,但可以通过改进常规载体 ,提高外源基因的表

达来提高免疫刺激 。如本研究所应用的载体 ,由于有

了强有力的α-病毒复制酶的作用 ,其在体外细胞中的

表达量是常规载体的 20 ～ 30倍以上。如用于免疫动
物 ,则所需量仅为常规质粒的 1 1000 ,即只需 10 ng 的

这种质粒即可产生强烈的免疫应答
[ 12]
。结合 mage-3

是个良好的肿瘤疫苗靶标和α-病毒载体的高效表达特

性 ,如用其作为基因疫苗很可能取得良好的免疫效果。
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　　(上接 1132页)
或宫缩剧烈者应考虑软产道损伤中的宫颈裂伤 , 尽早采取措施

解痉镇静 ,调整宫缩 , 以防破裂发生。 ③合理应用催产素 。 催

产素主要是加强子宫收缩 , 使用时应专人守护 , 根据宫缩调整

滴速和剂量 ,最好不用肌肉注射给药 。使用时如有不协调较强

烈宫缩者 ,胎儿娩出后应严格进行阴道检查。

　　关键词:利凡诺引产

　　中图法分类号:R979.22　　　文献标识码:B
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