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靶向树突状细胞的结肠癌肿瘤疫苗的制备

宋政文ꎬ赵智辉

(南京师范大学生命科学学院ꎬ生物化学与生物制品研究所ꎬ江苏省分子与医学生物技术重点实验室ꎬ江苏 南京 ２１００２３)

[摘要] 　 目前ꎬ由于肿瘤特异性抗原难预测以及这些新抗原能否通过激活性通路被抗原呈递细胞有效摄取等

问题还未解决ꎬ使得现有肿瘤疫苗的临床治疗并没有达到预期效果ꎬ同时ꎬ肿瘤细胞抗原的高度唾液酸化修饰会

诱发机体产生抑制性免疫应答. 因此ꎬ本研究尝试利用链霉亲和素(ＳｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎꎬＳＡ)与生物素(Ｂｉｏｔｉｎ)之间几乎

不可逆的非共价结合原理ꎬ将生物素标记至肿瘤细胞抗原的唾液酸修饰位点ꎬ然后与结合有 ＳＡ 的激活性内吞受

体的配体进行交联来制备肿瘤疫苗. 首先ꎬ构建并表达能靶向树突状细胞(Ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ ｃｅｌｌｓꎬＤＣｓ)的重组蛋白

ＳＡ￣ｍＩｇＧ１Ｆｃ. 其次ꎬ叠氮修饰的非天然糖通过代谢掺入途径标记 ＣＴ２６.ＷＴ 结肠癌细胞抗原的糖基化修饰位点ꎬ
利用生物正交反应使肿瘤抗原的叠氮修饰位点共价缀合生物素ꎬ获得生物素化广谱肿瘤抗原(Ｂｉｏｔｉｎｙｌａｔｅｄ ｂｒｏａｄ￣
ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｔｕｍｏｒ ａｎｔｉｇｅｎꎬＢｉｏｔｉｎ￣ＴＡｇ) . 最后ꎬ将 ＳＡ￣ｍＩｇＧ１Ｆｃ 与 Ｂｉｏｔｉｎ￣ＴＡｇ 按最佳交联比进行交联ꎬ从而获得结肠癌

肿瘤疫苗ꎬ并对其含有的特异性抗原进行检测. 结果显示ꎬ利用基因工程方法成功表达出 ＳＡ￣ｍＩｇＧ１Ｆｃꎬ并获得能

与 ＳＡ 结合的 Ｂｉｏｔｉｎ￣ＴＡｇꎬ将 ＳＡ￣ｍＩｇＧ１Ｆｃ 与 Ｂｉｏｔｉｎ￣ＴＡｇ 按最佳交联质量比为 １ ∶４８ 进行交联ꎬ从而制备出具有靶

向性和稳定性的结肠癌肿瘤疫苗ꎬ同时检测出制备的肿瘤疫苗中有特异性抗原胰岛素样生长因子 １ 受体

( Ｉｎｓｕｌｉｎ￣ｌｉｋｅ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ １ꎬＩＧＦ￣１Ｒ) . 本研究在方法学上为研制新型肿瘤疫苗奠定了基础.
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结直肠癌(Ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒꎬＣＲＣ)是一种多病发于机体的直肠和结肠部位的恶性肿瘤ꎬ２０１８ 年ꎬ预估

ＣＲＣ 的新发病例将有 １８０ 多万ꎬ死亡人数约 ８８.１ 万人ꎬ在全球恶性肿瘤排行榜中ꎬ其发病率位居第三位ꎬ
死亡率位居第二位[１－３] . 手术、放疗和化疗可作为 ＣＲＣ 的保守治疗手段ꎬ当前ꎬ需要新的免疫疗法和生物

靶向治疗来提高结肠癌的生存率[４－７] . 但是ꎬ由于具有免疫原性的肿瘤新抗原的鉴定难度大、耗时、耗材以

及这些新抗原能否通过激活性受体通路被抗原呈递细胞有效摄取等问题还未得到有效解决ꎬ导致现有肿

瘤疫苗的临床疗效并没有达到预期. ＤＣｓ 是机体内功能最强大的抗原呈递细胞ꎬ它能利用其表面的 Ｆｃγ 受

体、Ｃ 型凝集素受体等通过吞噬作用高效率获取并加工肿瘤抗原ꎬ从而呈递给初始 Ｔ 淋巴细胞ꎬ有效激活

Ｔ 细胞免疫应答ꎬ在诱导机体产生特异性抗肿瘤免疫中发挥着核心作用[８－９] . 同时ꎬ免疫球蛋白 Ｇ Ｆｃγ 受

体( Ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎ Ｇ Ｆｃγ ｒｅｃｅｐｔｏｒꎬＩｇＧ ＦｃγＲ)是免疫效应细胞的表面分子ꎬ主要表达于 ＤＣｓ 表面ꎬ这些分

子通过抗体与抗原的交联ꎬ介导细胞内的信号级联反应ꎬＦｃγＲＩ 是 ＩｇＧ 高亲和力激活性受体ꎬ能激活机体

产生有效的抗肿瘤免疫应答[１０－１４] . 目前ꎬ已有研究发现唾液酸化抗原能通过 Ｉｇ 型凝集素 Ｅ 受体被 ＤＣｓ 吞

噬ꎬ进而诱导调节性 Ｔ 细胞的从头合成ꎬ抑制效应 Ｔ 细胞的产生和功能ꎬ从而诱发机体产生抑制性免疫应

答ꎬ形成肿瘤免疫耐受[１５] . 另外ꎬ在前期研究中发现ꎬ利用抗原与抗体的结合原理ꎬ将生物素修饰的肿瘤抗

原与抗生物素抗体进行交联ꎬ制备出的肿瘤疫苗的免疫效果并不明显ꎬ原因之一是由于两者的结合亲和力

弱ꎬ导致制备的抗原与抗体的交联复合物不稳定ꎬ从而不能产生有效的抗肿瘤免疫应答ꎬ研究发现 ＳＡ 与

生物素能发生快速且几乎不可逆的非共价结合ꎬ同时对机体没有明显的毒副作用[１６－１９] . 另外ꎬＳＡ￣Ｂｉｏｔｉｎ 系

统广泛用于偶联蛋白质、核酸和糖等生物活性物质[２０－２１] .
因此ꎬ本研究通过构建重组质粒 ｐｃＤＮＡ３.１(＋) / ＳＡ￣ｍＩｇＧ１Ｆｃꎬ表达能靶向 ＤＣｓ 表面激活性受体 ＦｃγＲＩ

的重组蛋白 ＳＡ￣ｍＩｇＧ１Ｆｃꎬ然后与 Ｂｉｏｔｉｎ￣ＴＡｇ 进行稳定有效的交联ꎬ从而制备能靶向 ＤＣｓ 且具有稳定性的

结肠癌肿瘤疫苗.

１　 材料与方法

１.１　 主要试剂

Ｈａｍ’ｓ Ｆ￣１２Ｋ 培养基购自英潍捷基贸易有限公司ꎬ抗生素(１００ Ｕ / ｍＬ 青霉素和 １００ μｇ / ｍＬ 链霉素)、
ＲＰＭＩ－１６４０ 培养基购自 Ｗｉｓｅｎｔ 公司ꎬＯｐｔｉ￣ＭＥＭ 无血清培养基购自 ＧＩＢＣＯ 公司ꎬ胎牛血清购自天津康源

生物技术有限公司ꎬ０. ２５％胰蛋白酶购自碧云天公司ꎬＧ４１８ 二硫酸盐购自 Ｓｉｇｍａ 公司ꎬＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ

２０００、ｔｅｔｒａａｃｅｔｙｌａｔｅｄ Ｎ￣Ａｚｉｄｏａｃｅｔｙｌ￣Ｄ￣Ｍａｎｎｏｓａｍｉｎｅ (Ａｃ４ＭａｎＮＡｚ)、Ｃｌｉｃｋ￣ｉＴ ＤＩＢＯ￣Ｂｉｏｔｉｎ、蛋白 ｍａｒｋｅｒ 购自

Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司ꎬ无水乙醇购自广东光华科技有限公司ꎬ蛋白酶抑制剂购自 Ｂｉｍａｋｅ 公司ꎬＴｒｉｓ、Ｇｌｙｃｉｎｅ
购自南京博巧生物科技有限公司ꎬＨＣｌ 购自上海久亿化学试剂有限公司ꎬＮａＯＨ 购自西陇化工股份有限公

司ꎬ０.０５％ Ｔｗｅｅｎ ２０ 购自国药集团化学试剂有限公司ꎬＰｒｏｔｅｉｎ Ｇ ４ＦＦ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ Ｃｏｌｕｍｎ 购自上海翊圣

生物科技有限公司ꎬＢＣＡ 试剂盒、ＦＩＴＣ￣Ｂｉｏｔｉｎ、Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ＋Ｇ Ｂｅａｄｓ、Ｇｏａｔ ＩｇＧ ａｎｔｉ￣Ｍｏｕｓｅ ＩｇＧ１(Ｆｃ) ａｎｔｉｂｏｄｙ、
Ｒａｂｂｉｔ Ａｎｔｉ￣Ｇｏａｔ ＩｇＧ(Ｈ＋Ｌ) ￣ＨＲＰ、Ａｎｔｉ￣Ｂｉｏｔｉｎ￣ＨＲＰ￣ｌｉｎｋｅｄ ａｎｔｉｂｏｄｙ、 ＩＧＦ￣１Ｒ ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ、Ｇｏａｔ ａｎｔｉ￣
Ｒａｂｂｉｔ ＩｇＧ(Ｈ＋Ｌ) ￣ＨＲＰ 均购自 Ｂｉｏｗｏｒｌｄ 公司ꎬ质粒构建所需试剂均由 Ｂｉｏｗｏｒｌｄ 公司提供ꎬＲＩＰＡ Ｌｙｓｉｓ
Ｂｕｆｆｅｒ、结合缓冲液由本实验室配制.
１.２　 主要方法

１.２.１　 细胞培养

小鼠 ＣＴ２６.ＷＴ 结肠癌细胞株(购自中国科学院细胞库)在 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 的条件下ꎬ用含 １０％ ＦＢＳ 和

抗生素(１００ Ｕ / ｍＬ 青霉素和 １００ μｇ / ｍＬ 链霉素)的 ＲＭＰＩ １６４０ 完全培养液培养.
ＣＨＯ Ｋ１ 细胞株(由江苏欧威医药有限公司惠赠)在 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 的条件下ꎬ使用含 １０％ ＦＢＳ 和抗

生素(１００ Ｕ / ｍＬ 青霉素和 １００ μｇ / ｍＬ 链霉素)的 Ｈａｍ’ｓ Ｆ－１２Ｋ 完全培养液培养.
１.２.２　 ｐｃＤＮＡ３.１(＋) / ＳＡ￣ｍＩｇＧ１Ｆｃ 的构建

从 Ｕｎｉｐｒｏｔ 和 ＮＣＢＩ 数据库中查询小鼠 ＩｇＧ１Ｆｃ 和链霉菌属 ＳＡ基因编码序列进行比对分析. 选用合适的

编码序列与 Ｌｉｎｋｅｒ 序列及分泌信号肽序列进行拼合ꎬ根据 ｐｃＤＮＡ３.１(＋)表达载体克隆位点选择相应的酶

切位点序列ꎬ设计 ＰＣＲ 扩增引物ꎬ并在上下游引物的 ５′端分别引入 Ｈｉｎｄ Ⅲ(５′￣ＣＣＣＡＡＧＣＴＴ￣３′)ꎬＸｈｏ Ⅰ
(５′￣ＣＣＧＣＴＣＧＡＧ￣３′)酶切位点.
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上游引物:５′￣ＣＣＣＡＡＧＣＴＴＡＴＧＴＡＣＡＧＧＡＴＧＣＡＡＣＴＣＣＴＧＴＣＴＴ￣３′ꎬ
下游引物:５′￣ＣＣＧＣＴＣＧＡＧＴＣＡＴＴＴＡＣＣＡＧＧＡＧＡＧＴＧＧＧＡＧＡＧＧ￣３′.
ＰＣＲ 扩增含有酶切位点的 ＳＡ￣ｍＩｇＧ１Ｆｃ基因ꎬ将大小正确的条带进行割胶纯化回收ꎬ１％琼脂糖凝胶电

泳鉴定回收片段. 将大小正确的回收产物和 ｐｃＤＮＡ３.１(＋)表达载体分别进行双酶切ꎬＴ４ 连接酶连接载体

和目的基因片段ꎬ构建出的重组表达载体 ｐｃＤＮＡ３.１(＋) / ＳＡ￣ｍＩｇＧ１Ｆｃ 进行转化 ＤＨ５ɑ 感受态细菌ꎬ涂布于

氨苄平板上ꎬ３７ ℃倒置培养过夜ꎬ挑取单克隆ꎬ经菌落 ＰＣＲꎬＨｉｎｄ Ⅲ和 Ｘｈｏ Ⅰ酶切验证ꎬ对阳性克隆菌进

行提取质粒ꎬ送至公司测序ꎬ测序结果与目的基因片段序列进行比对ꎬ将测序正确的重组质粒命名为

ｐｃＤＮＡ３.１(＋) / ＳＡ￣ｍＩｇＧ１Ｆｃ.
１.２.３　 琼脂糖凝胶电泳

称取 ０.３ ｇ 琼脂糖ꎬ加至含有 ２０ ｍＬ １×ＴＡＥ 电泳缓冲液的锥形瓶中ꎬ微波炉加热ꎬ使琼脂糖充分溶解ꎬ加
入 １ μＬ 核酸染料ꎬ将其轻轻倒入电泳凝胶板里ꎬ插上点样梳ꎬ待凝胶凝固后ꎬ将待测 ＤＮＡ 样品、Ｍａｒｋｅｒ 等按

照预设的上样量和顺序进行上样ꎬ１２０ Ｖ 电泳 ２０ ｍｉｎꎬ将电泳凝胶块放在凝胶成像仪中观察电泳结果.
１.２.４　 ＳＡ￣ｍＩｇＧ１Ｆｃ 的表达

按 ＤＮＡ 质量与脂质体体积比 ３ μｇ ∶８ μＬꎬ将 ｐｃＤＮＡ３.１(＋) / ＳＡ￣ｍＩｇＧ１Ｆｃ 进行转染 ＣＨＯ Ｋ１ 细胞ꎬ转染

培养 ６ ｈ 后ꎬ更换 Ｈａｍ’ｓ Ｆ－１２Ｋ 细胞培养液ꎬ继续培养至 ４８ ｈ. 加入终浓度为 ８００ μｇ / ｍＬ 的 Ｇ４１８ 进行稳

转细胞株的筛选ꎬ每间隔 ２ ｄ 进行一次细胞换液ꎬ进行为期 ２ 周的加压筛选ꎬ当 ＣＨＯ Ｋ１ 细胞数量由减少

变为增多时ꎬ开始收集细胞培养上清液.
１.２.５　 ＳＡ￣ｍＩｇＧ１Ｆｃ 的纯化

收集能稳定并大量表达 ＳＡ￣ｍＩｇＧ１Ｆｃ 的 ＣＨＯ Ｋ１ 细胞培养上清液ꎬ按上清液量加入 １ / １０ 体积的

１ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｔｒｉｓ􀅰ＨＣｌ(ｐＨ ８.５)缓冲液ꎬ调节样品液的 ｐＨ 值至偏碱性. 连接 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｇ ４ＦＦ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ
Ｃｏｌｕｍｎ 预装柱和蠕动泵ꎬ依次进行上样、ＰＢＳＴ 洗杂、Ｇｌｙｃｉｎｅ￣ＨＣｌ 洗脱ꎬ将含有 ＳＡ￣ｍＩｇＧ１Ｆｃ 的洗脱液进行

ＢＣＡ 蛋白定量ꎬ置于液氮中速冻ꎬ放－８０ ℃冰箱保存.
１.２.６　 ＳＡ￣ｍＩｇＧ１Ｆｃ 与 ＦＩＴＣ￣Ｂｉｏｔｉｎ 的结合

取 １００ μＬ Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ＋Ｇ Ｂｅａｄｓ 于 ０.５ ｍＬ ＥＰ 管ꎬ４ ℃、１０００ ｒｐｍ 离心 ３ ｍｉｎ. 弃上清ꎬ使用 ２００ μＬ １×ＰＢＳ
缓冲液清洗 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ＋Ｇ Ｂｅａｄｓ ３ 次ꎬ将其平分至 ２ 个 ０.５ ｍＬ ＥＰ 管中ꎬ其中一管作为实验组ꎬ加入 ３２ μｇ
ＳＡ￣ｍＩｇＧ１Ｆｃꎬ另一管作为空白对照组ꎬ向 ２ 个 ０.５ ｍＬ ＥＰ 管中补加 １×ＰＢＳ 缓冲液至体积为 １００ μＬꎬ室温、
摇床孵育 ２ ｈ. ４ ℃、１０００ ｒｐｍ 离心 ３ ｍｉｎꎬ弃上清ꎬ使用 ２００ μＬ １×ＰＢＳ 缓冲液清洗 ３ 次. 分别取 ０.３ μＬ
ＦＩＴＣ￣Ｂｉｏｔｉｎ(１０ ｍｍｏｌ / Ｌ)与两管的 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ＋Ｇ Ｂｅａｄｓ 混合ꎬ向 ２ 个 ０.５ ｍＬ ＥＰ 管中补加 １×ＰＢＳ 缓冲液至体

积为 １００ μＬꎬ避光、４ ℃孵育过夜. 使用 ２００ μＬ １×ＰＢＳ 缓冲液清洗 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ＋Ｇ Ｂｅａｄｓ ３ 次ꎬ１００ μＬ １×ＰＢＳ
缓冲液重悬 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ＋Ｇ Ｂｅａｄｓꎬ分别取 １０ μＬ Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ＋Ｇ Ｂｅａｄｓ 重悬液加至 ９６ 孔板中ꎬ荧光显微镜观察

并采集图像.
１.２.７　 生物素标记叠氮修饰的肿瘤抗原

收集对数生长期的 ＣＴ２６.ＷＴ 结肠癌细胞并进行计数ꎬ按 ３×１０６ 个 / ｍＬ 的细胞密度接种 １０ ｃｍ 细胞培

养皿ꎬ取 ５. ８２５ ｍＬ 细胞培养液于 １５ ｍＬ 离心管中ꎬ加入 １７５ μＬ ２０ ｍｍｏｌ / Ｌ Ａｃ４ＭａｎＮＡｚ 充分混匀

(Ａｃ４ＭａｎＮＡｚ 终浓度为 ０.５ ｍｍｏｌ / Ｌ)ꎬ加至上述细胞培养皿中ꎬ于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 细胞培养箱中培养 ２４ ｈ.
然后进行细胞换液ꎬ弃细胞培养皿中的细胞培养液ꎬ加 ６ ｍＬ 含 ６００ μＬ ２０ ｍｍｏｌ / Ｌ Ａｃ４ＭａｎＮＡｚ 的细胞培养

液(Ａｃ４ＭａｎＮＡｚ 终浓度为 ２ ｍｍｏｌ / Ｌ)ꎬ于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 细胞培养箱中继续培养 ２４ ｈ.
待细胞长至约 ９０％融合度时ꎬ向细胞培养皿中加 １ ｍＬ ＲＩＰＡ 强裂解液(裂解液 ∶蛋白酶抑制剂＝ １００ ∶１)ꎬ

冰上裂解 ３０ ｍｉｎꎬ收集细胞裂解液ꎬ４ ℃、１２ ５００ ｒｐｍ 离心 ２０ ｍｉｎꎬ收集上清液进行 ９９ ℃变性 ６ ｍｉｎꎬ冰上静

置 ５ ｍｉｎꎬ加入 １５０ μＬ ２ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｂｉｏｔｉｎ￣ＤＩＢＯ(１５ μＬ / １０６ｃｅｌｌｓ)ꎬ充分混匀ꎬ室温、避光孵育 ２ ｈ. 最后进行

ＢＣＡ 蛋白定量ꎬ按照细胞裂解液与冰乙醇的体积比为 １ ∶１０ 进行冰乙醇沉淀蛋白ꎬ从而除去未反应的生物

素ꎬ放置于－８０ ℃冰箱ꎬ静置过夜.
１.２.８　 ＳＡ￣ｍＩｇＧ１Ｆｃ 与 Ｂｉｏｔｉｎ￣ＴＡｇ 的最佳交联比

从－８０ ℃冰箱取出醇沉蛋白 Ｂｉｏｔｉｎ￣ＴＡｇꎬ４ ℃、１２ ５００ ｒｐｍ 离心 １５ ｍｉｎ. 弃上清ꎬ冰乙醇清洗蛋白沉淀ꎬ
置于冰上ꎬ待残留乙醇挥发干净. 使用一定量的结合缓冲液充分复溶 Ｂｉｏｔｉｎ￣ＴＡｇꎬ然后进行 ＢＣＡ 蛋白定
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量. 将 ＳＡ￣ｍＩｇＧ１Ｆｃ 与 Ｂｉｏｔｉｎ￣ＴＡｇ 按质量比为 １ ∶１２、１ ∶２４、１ ∶４８、１ ∶９６ 进行充分混合ꎬ４ ℃孵育过夜. 将每组

蛋白混悬液分别重悬 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ＋Ｇ Ｂｅａｄｓꎬ充分混匀ꎬ４ ℃孵育 ４ ｈ. ４ ℃、１ ０００ ｒｐｍ 离心 ３ ｍｉｎꎬ收集孵育上

清ꎬ２００ μＬ 结合缓冲液重悬 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ＋Ｇ Ｂｅａｄｓꎬ４ ℃ꎬ１ ０００ ｒｐｍ 离心 ３ ｍｉｎꎬ弃上清ꎬ重复 ２ 次. ５０ μＬ １×
Ｌｏａｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ 重悬 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ＋Ｇ Ｂｅａｄｓꎬ９９ ℃煮样 ５ ｍｉｎꎬ４ ℃、１２ ５００ ｒｐｍ 离心 ３ ｍｉｎꎬ收集洗脱液ꎬ进行免

疫印迹检测ꎬ由此确定 ＳＡ￣ｍＩｇＧ１Ｆｃ 与 Ｂｉｏｔｉｎ￣ＴＡｇ 的最佳交联比.
１.２.９　 结肠癌肿瘤疫苗中所含抗原 ＩＧＦ￣１Ｒ 的检测

将 ＳＡ￣ｍＩｇＧ１Ｆｃ 与 Ｂｉｏｔｉｎ￣ＴＡｇ 按质量比为 １ ∶１２、１ ∶２４、１ ∶４８、１ ∶９６ 进行交联ꎬ步骤同 １.３.８ꎬ免疫印迹检

测肿瘤细胞表面糖基化修饰蛋白 ＩＧＦ￣１Ｒ 的表达.
１.２.１０　 免疫印迹

按配方配置 １２％分离胶和 ４％浓缩胶ꎬ样品与 Ｌｏａｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ 按比例混合ꎬ９９ ℃煮样 ５ ｍｉｎꎬ使蛋白充分

变性ꎬ４ ℃、１２ ５００ ｒｐｍ 离心 ３ ｍｉｎꎬ吸取一定量的上清液进行上样ꎬ在电压 ８５ Ｖ 条件下电泳ꎬ待蛋白 Ｍａｒｋｅｒ
分开后调电压至 １３５ Ｖ 继续电泳ꎬ直至溴酚蓝到达胶的底部. 制作转膜三明治ꎬ在冰浴恒流条件下 １００ Ｖ
电泳 １２０ ｍｉｎ. 转膜结束后ꎬ将 ＰＶＤＦ 膜浸泡于封闭液中(５％脱脂奶粉ꎬＴＢＳ 配制)ꎬ室温封闭 ２ ｈ 后ꎬ敷一

抗ꎬ４ ℃孵育过夜ꎬ加入荧光二抗ꎬ室温避光孵育 １ ｈꎬ在 ＰＶＤＦ 膜表面滴加 ＥＣＬ 显色液ꎬ使用 Ｔａｎｏｎ ５２００
Ｍｕｌｔｉ 多功能成像系统扫描拍照.
１.２.１１　 统计学分析

实验数据采用平均值±标准误(ｍｅａｎｓ±ＳＥＭ)来表示ꎬ数据间的显著性差异用 ｏｎｅ￣ｗａｙ ＡＮＯＶＡ 或 ｔ 检
验. 图由 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ 完成ꎬ实验均独立重复 ３ 次或以上ꎬ当 Ｐ<０.０５ꎬ∗表示具有统计学显著性差异ꎬ
ｎ.ｓ.表示无显著差异.

　 　 Ａ:重组表达载体 ｐｃＤＮＡ３.１(＋) / ＳＡ￣ｍＩｇＧ１Ｆｃ 图谱ꎻＢ:ｐｃＤＮＡ３.１( ＋) / ＳＡ￣ｍＩｇＧ１Ｆｃ 的琼脂糖凝胶电泳图ꎬＭ:ＤＬ１５０００ ＤＮＡ
Ｍａｒｋｅｒꎻ１:ｐｃＤＮＡ３.１(＋) / ＳＡ￣ｍＩｇＧ１Ｆｃ.

图 １　 ｐｃＤＮＡ３.１(＋) / ＳＡ￣ｍＩｇＧ１Ｆｃ 的构建与表达

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐｃＤＮＡ３. １(＋) / ＳＡ￣ｍＩｇＧ１Ｆｃ

２　 结果与讨论

２.１　 ＳＡ￣ｍＩｇＧ１Ｆｃ 的表达、纯化与鉴定

将目的基因 ＳＡ￣ｍＩｇＧ１Ｆｃ 克隆到 ｐｃＤＮＡ３.１( ＋)表达载体上ꎬ构建重组表达载体 ｐｃＤＮＡ３.１( ＋) / ＳＡ￣
ｍＩｇＧ１Ｆｃꎬ上、下游酶切位点分别为 Ｈｉｎｄ Ⅲ和 Ｘｈｏ Ⅰꎬ表达图谱如图 １－Ａ 所示. 构建出的重组表达载体

ｐｃＤＮＡ３.１(＋) / ＳＡ￣ｍＩｇＧ１Ｆｃ 转化 ＤＨ５ɑ 感受态细菌ꎬ提取质粒后送至公司测序ꎬ同时ꎬ通过琼脂糖凝胶电

泳鉴定ꎬ结果显示约在 ７０００ ｂｐ 处有目的条带(图 １－Ｂ)ꎬ与构建的重组质粒图谱的大小一致ꎬ从而证明已

成功构建并表达出重组质粒 ｐｃＤＮＡ３.１(＋) / ＳＡ￣ｍＩｇＧ１Ｆｃ.
ＮＥＯ基因是对氨基糖苷类抗生素的抗性基因ꎬ若重组质粒中含有 ＮＥＯ基因时ꎬ细胞表达该基因时可

以灭活氨基糖苷类抗生素ꎬ从而使细胞存活下来. 因此ꎬｐｃＤＮＡ３.１(＋) / ＳＡ￣ｍＩｇＧ１Ｆｃ 转染 ＣＨＯ Ｋ１ 细胞

—５１１—
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４８ ｈ 时ꎬ使用氨基糖苷类抗生素 Ｇ４１８ 进行筛选能稳定高表达重组蛋白 ＳＡ￣ｍＩｇＧ１Ｆｃ 的 ＣＨＯ Ｋ１ 细胞

系. 经过两周的加压筛选ꎬ收集细胞培养上清液ꎬ使用 １ ｍＬ Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｇ ４ＦＦ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ Ｃｏｌｕｍｎ 纯化浓缩

ＳＡ￣ｍＩｇＧ１Ｆｃ. 结果如图 ２ 所示ꎬ收集的 ＳＡ￣ｍＩｇＧ１Ｆｃ 洗脱液中有目的条带ꎬ分子量约为 ７５ ｋＤａꎬ同时ꎬ收集

的管 ３ 和管 ４ 中含 ＳＡ￣ｍＩｇＧ１Ｆｃ 的洗脱液浓度达到 １ ｍｇ / ｍＬꎬ将其置于液氮中速冻ꎬ放－８０ ℃冰箱保存备用.

　 　 ｐｃＤＮＡ３.１(＋) / ＳＡ￣ｍＩｇＧ１Ｆｃ 转染 ＣＨＯ Ｋ１ 细胞ꎬ使用 Ｇ４１８(８００ μｇ / ｍＬ)加压筛选能稳定表达 ＳＡ￣ｍＩｇＧ１Ｆｃ 的 ＣＨＯ Ｋ１ 细胞系ꎬ两周

后收集细胞培养上清液进行纯化 ＳＡ￣ｍＩｇＧ１Ｆｃ. Ａ:免疫印迹检测 ＳＡ￣ｍＩｇＧ１Ｆｃ 的表达ꎻＢ:分管收集的 ＳＡ￣ｍＩｇＧ１Ｆｃ 的蛋白浓度.
图 ２　 ＳＡ￣ｍＩｇＧ１Ｆｃ 的纯化

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＳＡ￣ｍＩｇＧ１Ｆｃ

为了鉴定纯化收集的 ＳＡ￣ｍＩｇＧ１Ｆｃ 是否能与生物素结合ꎬ使用 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ＋Ｇ Ｂｅａｄｓ 负载 ＳＡ￣ｍＩｇＧ１Ｆｃꎬ
再与 ＦＩＴＣ￣Ｂｉｏｔｉｎ 共孵育ꎬ荧光检测 ＳＡ￣ｍＩｇＧ１Ｆｃ 与生物素的交联情况. 结果如图 ３ 所示ꎬ相比较于空白对

照组ꎬ实验组中有较强荧光ꎬ说明结合有 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ＋Ｇ Ｂｅａｄｓ 的 ＳＡ￣ｍＩｇＧ１Ｆｃ 成功与 ＦＩＴＣ￣Ｂｉｏｔｉｎ 进行交联ꎬ
即证明纯化收集的 ＳＡ￣ｍＩｇＧ１Ｆｃ 能与生物素结合.

　 　 取两组等量的 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ＋Ｇ Ｂｅａｄｓꎬ其中一组 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ＋Ｇ Ｂｅａｄｓ 与 ＳＡ￣ｍＩｇＧ１Ｆｃ 在室温条件下孵育 ２ ｈꎬ然后再与 ＦＩＴＣ￣Ｂｉｏｔｉｎ(１０
ｍｍｏｌ / Ｌ)避光孵育过夜. 另一组 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ＋Ｇ Ｂｅａｄｓ 只与 ＦＩＴＣ￣Ｂｉｏｔｉｎ(１０ ｍｍｏｌ / Ｌ)避光孵育过夜. 荧光显微镜观察两组的荧光强度.

图 ３　 ＳＡ￣ｍＩｇＧ１Ｆｃ 与 ＦＩＴＣ￣Ｂｉｏｔｉｎ 的结合

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｔｈｅ ｂｉｎｄｉｎｇ ｏｆ ＳＡ￣ｍＩｇＧ１Ｆｃ ｗｉｔｈ ＦＩＴＣ￣Ｂｉｏｔｉｎ

　 　 将 Ａｃ４ＭａｎＮＡｚ 代谢掺入的 ＣＴ２６.ＷＴ 细胞裂解液进行高温

变性ꎬ再与 Ｂｉｏｔｉｎ￣ＤＩＢＯ(２ ｍｍｏｌ / Ｌ)进行充分混合ꎬ室温、避光孵

育 ２ ｈꎬ免疫印迹检测肿瘤抗原被生物素标记的情况.
图 ４　 生物素化广谱肿瘤抗原

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｂｉｏｔｉｎｙｌａｔｅｄ ｂｒｏａｄ￣ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｔｕｍｏｒ ａｎｔｉｇｅｎ

２.２　 生物素标记叠氮修饰的肿瘤抗原

叠氮修饰的非天然糖可以通过细胞糖代谢途径掺

入到肿瘤细胞表面的唾液酸修饰位点ꎬ利用叠氮与结

合生物素的炔烃进行生物正交反应的原理获得 Ｂｉｏｔｉｎ￣
ＴＡｇ. 另外ꎬ在本实验室的前期研究中ꎬ已经证明使用终

浓度为 ０.５ ｍｍｏｌ / Ｌ Ａｃ４ＭａｎＮＡｚ 与 ＣＴ２６.ＷＴ 细胞共培

养 ２４ ｈꎬ继而使用终浓度为 ２ ｍｍｏｌ / Ｌ Ａｃ４ＭａｎＮＡｚ 与其

共培养 ２４ ｈꎬ收集叠氮修饰的非天然糖代谢掺入的肿

瘤细胞蛋白ꎬ与 ２ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｂｉｏｔｉｎ￣ＤＩＢＯ ( １５ μＬ / １０６

ｃｅｌｌｓ)进行生物正交反应可获得 Ｂｉｏｔｉｎ￣ＴＡｇꎬ免疫印迹

检测肿瘤抗原被生物素标记的情况. 结果如图 ４ 所示ꎬ
肿瘤抗原中有明显的目的条带ꎬＢｉｏｔｉｎ￣ＤＩＢＯ 能够标记

上有叠氮修饰位点的肿瘤抗原ꎬ说明生物素能高效地

标记广谱肿瘤抗原.
—６１１—
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　 　 取 ４ 组等量的 ＳＡ￣ｍＩｇＧ１Ｆｃꎬ分别与不等量的 Ｂｉｏｔｉｎ￣ＴＡｇ 进行交联ꎬ然后负载 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ＋Ｇ Ｂｅａｄｓꎬ收集 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ＋Ｇ Ｂｅａｄｓ 的
孵育上清液和洗脱液. Ａ:免疫印迹检测 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ＋Ｇ Ｂｅａｄｓ 负载的 Ｂｉｏｔｉｎ￣ＴＡｇ 以及相应的灰度分析ꎻＢ:免疫印迹检测 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ＋

Ｇ Ｂｅａｄｓ 的孵育上清液中剩余的 Ｂｉｏｔｉｎ￣ＴＡｇ 以及相应的灰度分析ꎻＣ:免疫印迹检测 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ＋Ｇ Ｂｅａｄｓ 负载的 ＳＡ￣ｍＩｇＧ１Ｆｃ 以及

相应的灰度分析. 实验重复 ３ 次ꎬ∗∗∗ｐ<０.００１ꎬｎ.ｓ.:无显著差异.
图 ５　 ＳＡ￣ｍＩｇＧ１Ｆｃ 与 Ｂｉｏｔｉｎ￣ＴＡｇ 的最佳交联比

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｏｐｔｉｍａｌ ｃｒｏｓｓ￣ｌｉｎｋｉｎｇ ｒａｔｉｏ ｏｆ ＳＡ￣ｍＩｇＧ１Ｆｃ ｗｉｔｈ Ｂｉｏｔｉｎ￣ＴＡｇ

２.３　 ＳＡ￣ｍＩｇＧ１Ｆｃ 与 Ｂｉｏｔｉｎ￣ＴＡｇ 的最佳交联比

为了尽可能多的获得 ＳＡ￣ｍＩｇＧ１Ｆｃ 与 Ｂｉｏｔｉｎ￣ＴＡｇ 的交联复合物ꎬ接下来需要确定两者结合的最佳交联

质量比. 将 ＳＡ￣ｍＩｇＧ１Ｆｃ 与 Ｂｉｏｔｉｎ￣ＴＡｇ 按质量比为 １ ∶１２、１ ∶２４、１ ∶４８、１ ∶９６ 进行交联ꎬ使用足够量的 Ｐｒｏｔｅｉｎ
Ａ＋Ｇ Ｂｅａｄｓ 进行负载交联复合物ꎬ收集 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ＋Ｇ Ｂｅａｄｓ 的孵育上清液和洗脱下来的 ＳＡ￣ｍＩｇＧ１Ｆｃ 与 Ｂｉｏ￣
ｔｉｎ￣ＴＡｇꎬ免疫印迹确定两者结合的最佳交联比. 结果如图 ５ 所示ꎬ从图 Ａ 可以看出ꎬ在 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ＋Ｇ Ｂｅａｄｓ
负载的 Ｂｉｏｔｉｎ￣ＴＡｇ 中ꎬ随着 Ｂｉｏｔｉｎ￣ＴＡｇ 使用量的增加ꎬ交联复合物中含有的 Ｂｉｏｔｉｎ￣ＴＡｇ 的量也在增加ꎬ当
Ｂｉｏｔｉｎ￣ＴＡｇ 的使用量为 ２４０ μｇ 和 ４８０ μｇ 时ꎬ获得的交联复合物中含有的 Ｂｉｏｔｉｎ￣ＴＡｇ 的量无显著差异ꎬ说明

２４０ μｇ Ｂｉｏｔｉｎ￣ＴＡｇ 与 ５ μｇ ＳＡ￣ｍＩｇＧ１Ｆｃ 进行交联时已达到饱和状态. 在 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ＋Ｇ Ｂｅａｄｓ 的孵育上清液

中(图 Ｂ)可以看出ꎬ当 Ｂｉｏｔｉｎ￣ＴＡｇ 的使用量为 ２４０ μｇ 和 ４８０ μｇ 时ꎬ随着 Ｂｉｏｔｉｎ￣ＴＡｇ 的增加ꎬ上清液中剩余

的 Ｂｉｏｔｉｎ￣ＴＡｇ 的量也在增加ꎬ呈现显著性差异ꎬ此时也说明 ＳＡ￣ｍＩｇＧ１Ｆｃ 与 Ｂｉｏｔｉｎ￣ＴＡｇ 的交联已达到饱和

状态ꎬ上清液中有 Ｂｉｏｔｉｎ￣ＴＡｇ 的剩余. 在 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ＋Ｇ Ｂｅａｄｓ 负载的 ＳＡ￣ｍＩｇＧ１Ｆｃ 中(图 Ｃ)可以看出ꎬ２４０ μｇ
和 ４８０ μｇ Ｂｉｏｔｉｎ￣ＴＡｇ 分别与 ５ μｇ ＳＡ￣ｍＩｇＧ１Ｆｃ 进行交联时ꎬ在获得的交联复合物中 ＳＡ￣ｍＩｇＧ１Ｆｃ 的量无显

著差异ꎬ进一步说明 ２４０ μｇ Ｂｉｏｔｉｎ￣ＴＡｇ 与 ５ μｇ ＳＡ￣ｍＩｇＧ１Ｆｃ 的交联已达到饱和状态. 因此ꎬ在尽可能多的

获得交联复合物的同时ꎬ避免 ＳＡ￣ｍＩｇＧ１Ｆｃ 过量ꎬ选择 ＳＡ￣ｍＩｇＧ１Ｆｃ 与 Ｂｉｏｔｉｎ￣ＴＡｇ 的最佳交联质量比为

１ ∶４８ 进行制备 ＳＡ￣ｍＩｇＧ１Ｆｃ￣Ｂｉｏｔｉｎ￣ＴＡｇ 交联复合物.
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２.４　 结肠癌肿瘤疫苗中 ＩＧＦ￣１Ｒ 的表达

在获得 ＳＡ￣ｍＩｇＧ１Ｆｃ￣Ｂｉｏｔｉｎ￣ＴＡｇ 交联复合物后ꎬ需要进一步探究交联复合物中含有的特异性抗原.
ＩＧＦ￣１Ｒ 即胰岛素样生长因子 １ 受体ꎬ是一种糖蛋白跨膜受体ꎬ在结肠癌中表达异常ꎬ通过查找 ＵｎｉＰｒｏｔ 数
据库ꎬ发现其含有多个糖基化修饰的氨基酸位点. 因此ꎬ通过免疫印迹检测制备的肿瘤疫苗中是否含有特

异性抗原 ＩＧＦ￣１Ｒ 的表达. 结果如图 ６ 所示ꎬＢｉｏｔｉｎ￣ＴＡｇ 与 ＳＡ￣ｍＩｇＧ１Ｆｃ 按不同的交联质量比进行交联时ꎬ
所得的交联复合物中均含有目的蛋白 ＩＧＦ￣１Ｒ 的条带ꎬ分子量为 ９０ ｋＤａꎬ由此说明制备的肿瘤疫苗中含有

特异性抗原 ＩＧＦ￣１Ｒ.

　 　 取 ４ 组等量的 ＳＡ￣ｍＩｇＧ１Ｆｃꎬ分别与不等量的 Ｂｉｏｔｉｎ￣ＴＡｇ 进行交联ꎬ然后负载 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ＋Ｇ Ｂｅａｄｓꎬ收集 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ＋Ｇ Ｂｅａｄｓ 的洗脱

液ꎬ免疫印迹检测 Ｂｉｏｔｉｎ￣ＴＡｇ 与 ＳＡ￣ｍＩｇＧ１Ｆｃ 的交联复合物中 ＩＧＦ￣１Ｒ 的表达以及相应的灰度分析. 实验重复 ３ 次ꎬ∗∗∗ｐ<０.００１ꎬ
ｎ.ｓ.:无显著差异.

图 ６　 结肠癌肿瘤疫苗中 ＩＧＦ￣１Ｒ 的表达

Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩＧＦ￣１Ｒ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｌｏｎ ｃａｎｃｅｒ ｔｕｍｏｒ ｖａｃｃｉｎｅ

３　 结论

肿瘤免疫治疗是通过激发或调动机体免疫系统的免疫监视和免疫应答功能ꎬ增强肿瘤微环境的抗肿

瘤免疫力来抵抗和清除肿瘤细胞ꎬ其毒副作用小、持久性高和特异性强ꎬ是目前除手术、放疗和化疗之外的

最重要的抗肿瘤手段[２２－２４] . ２０１４ 年ꎬＰｈａｍ 等研究发现小鼠免疫接种 ｍＡｂ￣ｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄ Ｆ. ｔｕｌａｒｅｎｓｉｓ(ｍＡｂ￣
ｉＦｔ)复合物ꎬ通过靶向小鼠骨髓 ＤＣｓ 上的 ＦｃγＲＩ 可以增强小鼠的免疫应答ꎬ有效抵抗 Ｆｔ 的攻击[１１ꎬ２５] . 因

此ꎬ肿瘤抗原通过靶向 ＤＣｓ 表面的激活性受体 ＦｃγＲＩ 途径是一条有效的基于 ＤＣｓ 的抗肿瘤免疫治疗手

段. 在本研究中利用基因工程方法成功构建并表达出能靶向 ＦｃγＲＩ 的重组蛋白 ＳＡ￣ｍＩｇＧ１Ｆｃ. 同时ꎬ为了解

决鉴定肿瘤新抗原的难度大、耗材等问题ꎬ将使用广谱肿瘤抗原通过激活性受体内吞途径递送给抗原呈递

细胞ꎬ可以将多种抗原表位提供给 ＤＣｓ 识别ꎬ有利于更大范围地激活机体产生更强的 Ｔ 细胞免疫应答. 另

外ꎬＡｃ４ＭａｎＮＡｚ 通过代谢掺入标记 ＣＴ２６.ＷＴ 结肠癌细胞抗原的糖基化修饰位点ꎬ在肿瘤抗原的叠氮修饰

位点进一步共价缀合生物素ꎬ封闭肿瘤抗原上丰富的唾液酸位点ꎬ阻止肿瘤抗原与结合唾液酸的 Ｉｇ 型凝

集素受体的相互作用ꎬ避免产生肿瘤免疫耐受. 根据 ＳＡ 与生物素能进行快速且几乎不可逆的非共价结

合ꎬ将 ＳＡ￣ｍＩｇＧ１Ｆｃ 与 Ｂｉｏｔｉｎ￣ＴＡｇ 按最佳交联质量比为 １ ∶４８ 进行交联ꎬ从而获得能特异性靶向 ＤＣｓ 且具有

稳定性的结肠癌肿瘤疫苗ꎬ同时ꎬ检测出制备的肿瘤疫苗中有特异性抗原 ＩＧＦ￣１Ｒ 的表达.
为了评估制备出的靶向 ＤＣｓ 的结肠癌肿瘤疫苗的免疫效果ꎬ需要进行细胞实验和动物实验的检

测. 在细胞水平ꎬ检测肿瘤抗原对 ＤＣｓ 表面分子表达的影响ꎬ体外负载肿瘤抗原的 ＤＣｓ 对淋巴细胞的激活

作用以及刺激产生的细胞毒性 Ｔ 淋巴细胞对 ＣＴ２６.ＷＴ 肿瘤细胞的杀伤作用. 在动物水平ꎬ检测肿瘤疫苗

对结肠癌小鼠模型的治疗效应以及预防效应. 总之ꎬ本研究为肿瘤免疫治疗的疫苗制备提供了新的方法

和新的研究理论ꎬ同时ꎬ为下一步的细胞学实验和动物学实验奠定了基础.
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