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个性化结直肠癌肿瘤疫苗的制备

盛　 慧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由于存在肿瘤特异性新抗原难鉴定以及无法将广谱肿瘤抗原通过激活性内吞受体途径递送给

抗原提呈细胞等制约因素ꎬ使得肿瘤疫苗的临床疗效不佳ꎬ同时ꎬ肿瘤细胞表面抗原的高度唾液酸化修饰会导致

免疫耐受. 所以ꎬ本研究尝试利用糖代谢掺入ꎬ使肿瘤抗原的唾液酸位点标记上正交基团－叠氮(－Ｎ３)ꎬ同时将特

定的激活性吞噬受体的配体标记上另一正交基团－炔烃ꎬ通过生物正交反应ꎬ制备肿瘤疫苗. 首先ꎬ利用分子生

物学手段构建了重组质粒ꎬ再利用真核系统表达能靶向树突状细胞(ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ ｃｅｌｌｓꎬＤＣｓ)的重组蛋白 ｍｌｇＧ１Ｆｃ.
接着ꎬ用含正交基团的化合物修饰吞噬受体的配体. 再者ꎬ通过代谢掺入途径将叠氮修饰的非天然糖标记到

ＣＴ２６.ＷＴ 小鼠结直肠癌细胞抗原的糖基化修饰位点ꎬ制备 Ｎ３ ￣ＴＡｇ. 最后ꎬ通过无铜点击反应将吞噬受体的配体

与广谱肿瘤抗原缀合ꎬ制备个性化结直肠癌肿瘤疫苗. 结果证明ꎬ已成功利用真核系统表达出 ｍｌｇＧ１Ｆｃ 蛋白ꎬ并
获得 ＤＩＢＯ 修饰的 ｍｌｇＧ１Ｆｃ 蛋白ꎬ将 ｍｌｇＧ１Ｆｃ￣ＤＩＢＯ 与 Ｎ３ ￣ＴＡｇ 缀合ꎬ制备出个性化且靶向性 ＤＣｓ 的结直肠癌肿

瘤疫苗. 本研究在理论方法上为制备新型肿瘤疫苗提供了指导意义.
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结直肠癌(ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒꎬＣＲＣ)作为一种常见的消化道恶性肿瘤之一ꎬ根据 ２０１８ 年中国癌症统计

的结果显示ꎬ中国结直肠癌发病数占全球 ２４.３％ꎬ死亡数占全球 ２２.９％ꎬ并呈逐年上升趋势[１] . 由于临床表
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现不典型ꎬ多数结直肠癌患者在初诊时已经发展为局部晚期或晚期ꎬ导致治愈率和生存率较低[２－３]ꎬ目前

的主要治疗手段并不能使大多数患者显著获益[４－５] . 伴随免疫学和肿瘤学发展ꎬ肿瘤免疫疗法已成为治疗

癌症的新趋势ꎬ主要有癌症疫苗、细胞疗法、细胞因子和免疫检查点抑制剂治疗[６－８] . 肿瘤疫苗具有副作用

少、抗肿瘤特异性强等诸多特点ꎬ在预防肿瘤复发方面也具有优势[９－１１] . 开发治疗性肿瘤疫苗的关键是确

定抗原ꎬ理想的抗原应具有较强肿瘤特异性的新抗原ꎬ能够诱导机体产生较强的抗肿瘤 Ｔ 细胞反应. 但

是ꎬ由于鉴定具有免疫原性的肿瘤新抗原以及相应的肿瘤疫苗研制周期和成本等问题ꎬ很难造福晚期肿瘤

患者[１２] . ＤＣｓ 是自然界中已发现的功能最强大的抗原提呈细胞(ａｎｔｉｇｅｎ ｐｒｅｓｅｎｔｉｎｇ ｃｅｌｌｓꎬＡＰＣ)ꎬ也是唯一

能够活化初始型 Ｔ 细胞的 ＡＰＣꎬ其表面分子能够处理提呈肿瘤细胞ꎬ分泌多种细胞因子ꎬ是特异性免疫应

答反应的始动者[１３－１４] . 同时ꎬ细胞表面的免疫球蛋白 Ｇ(ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎ ＧꎬＩｇＧ)Ｆｃγ 受体(Ｆｃ ｇａｍｍａ ｒｅｃｅｐ￣
ｔｏｒｓꎬＦｃγＲｓ)通过介导抗原－抗体免疫复合物与免疫细胞及其他细胞间的相互作用ꎬ引起多种免疫应

答[１５－１６] . 肿瘤细胞膜上糖链的高度唾液酸化修饰会使得肿瘤细胞黏附、侵袭、迁移等多种功能发生变

化[１７－１９] . 另外ꎬ利用生物正交反应将两种可以发生特异性反应的化学基团分别修饰待缀合的分子ꎬ两种标

记后的分子可以在接近生理条件下通过正交基团共价结合[２０－２２] . 从研究策略上ꎬ将特定的激活性吞噬受

体的配体和广谱肿瘤抗原直接缀合.
基于此ꎬ本研究课题通过构建重组表达载体 ｐｃＤＮＡ３.１(＋)￣ｍｌｇＧ１Ｆｃ￣ｌｉｎｋｅｒꎬ表达出可以靶向 ＤＣｓ 表面

激活性吞噬受体 ＦｃγＲＩ 的融合蛋白 ｍｌｇＧ１Ｆｃꎬ接着ꎬ进行化学修饰ꎬ使其标记上炔烃ꎬ再 Ｎ３￣ＴＡｇ 进行点击

反应ꎬ制备出个性化且可以靶向 ＤＣｓ 的结直肠癌肿瘤疫苗.

１　 材料与方法

１.１　 主要试剂

Ｆ－１２Ｋ 培养基、Ｏｐｔｉ￣ＭＥＭ 培养基购自 Ｇｉｂｃｏꎬ抗生素(Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｎ￣Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｉｎ Ｍｉｘｅｄ ｓｏｌｕｔｉｏｎ(１００×))购
自北京博奥森生物科技公司ꎬＲＰＭＩ Ｍｅｄｉｕｍ Ｍｏｄｉｆｉｅｄ 培养基购自 Ｈｙｃｌｏｎｅ 公司ꎬ胎牛血清购自康源生物ꎬ
０.２５％细胞胰酶消化液购自碧云天公司ꎬ蛋白 Ｍａｒｋｅｒ 购自南京思科捷公司ꎬＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００ 购自

Ｉｎｖｆｔｒｏｇｅｎ 公司ꎬ蛋白酶抑制剂购自 Ｂｉｍａｋｅ 公司ꎬＰｒｏｔｅｉｎ Ｇ ４ｆｆ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ ｃｏｌｕｍｎ 购自翊圣生物ꎬＢＣＡ
试剂盒、Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ＋Ｇ ｂｅａｄｓ、Ｒａｂｂｉｔ Ａｎｔｉ￣Ｇｏａｔ ＩｇＧ(Ｈ＋Ｌ)￣ＨＲＰ、ＩＧＦ￣１Ｒ Ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌ Ａｎｔｉｂｏｄｙ、Ｇｏａｔ Ａｎｔｉ￣Ｒａｂｂｉｔ
ＩｇＧ(Ｈ＋Ｌ)￣ＨＲＰ 均购自南京 Ｂｉｏｗｏｒｌｄ 公司ꎬＧｏａｔ ＩｇＧ ａｎｔｉ￣Ｍｏｕｓｅ ＩｇＧ１(Ｆｃ)ａｎｔｉｂｏｄｙ 购自德国 Ｄｉａｎｏｖａ 公司ꎬ
Ｃｌｉｃｋ￣ｉＴ ® ＤＩＢＯ￣ａｍｉｎｅ、Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ® ４８８ Ａｚｉｄｅ(Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ® ４８８ ５￣Ｃａｒｂｏｘａｍｉｄｏ￣(６￣Ａｚｉｄｏｈｅｘａｎｙｌ)ꎬＢｉｓ
(Ｔｒｉｅｔｈｙｌ ａｍｍｏｎｉｕｍ Ｓａｌｔ))ꎬ５￣ｉｓｏｍｅｒ 购自 Ｔｈｅｒｍｏ ｆｉｓｈｅｒꎬ构建质粒所需试剂均由南京 Ｂｉｏｗｏｒｌｄ 提供ꎬ结合缓

冲液、ＲＩＰＡ 裂解液均由本实验室配制ꎬｔｅｔｒａａｃｅｔｙｌａｔｅｄ Ｎ￣Ａｚｉｄｏａｃｅｔｙｌ￣Ｄ￣Ｍａｎｎｏｓａｍｉｎｅ(Ａｃ４ＭａｎＮＡｚ)由北京大

学药学院李中军教授课题组合成.
１.２　 主要方法

１.２.１　 细胞培养

小鼠 ＣＴ２６.ＷＴ 结直肠癌细胞株(购自武汉普若赛)在 ３７ ℃、５％ＣＯ２ 条件下ꎬ用含 １０％ＦＢＳ 和 １×抗生

素的 ＲＰＭＩ Ｍｅｄｉｕｍ Ｍｏｄｉｆｉｅｄ 培养基常规培养.
ＣＨＯ－Ｋ１ 细胞株(购自上海中国科学院细胞库)在 ３７ ℃、５％ＣＯ２ 条件下ꎬ用含 １０％ＦＢＳ 和 １×抗生素

的 Ｆ－１２Ｋ 培养基常规培养.
１.２.２　 ｐｃＤＮＡ３.１(＋) ￣ｍｌｇＧ１Ｆｃ￣ｌｉｎｋｅｒ 的构建

从 Ｕｎｉｐｒｏｔ 和 ＮＣＢＩ 数据库调取小鼠 ＩｇＧ１Ｆｃ 基因编码序列和蛋白序列ꎬ进行比对分析.选用编码序列

与 Ｌｉｎｋｅｒ 序列以及信号肽序列进行拼接ꎬ同时在拼接片段两端加上与表达载体克隆位点相应的酶切位点

序列(包含保护碱基)ꎬ设计一对含 Ｋｐｎ Ｉ(５′￣ＧＧＴＡＣＣ￣３′)ꎬＥｃｏＲ Ｉ(５′￣ＧＡＡＴＴＣ￣３′)酶切位点的 ＰＣＲ 引物ꎬ
用以亚克隆 ｍｌｇＧ１Ｆｃ￣ｌｉｎｋｅｒ 基因序列.

上游引物:５′￣ＡＡＡＣＧＡＣＡＣＣＣＣＣＡＴＣＴＧＴＣ￣３′ꎬ
下游引物:５′￣ＡＴＧＧＴＧＡＧＣＡＣＡＴＣＣＴＴＧＧＧ￣３′.
ＰＣＲ 扩增含酶切位点的 ｍｌｇＧ１Ｆｃ￣ｌｉｎｋｅｒ 基因ꎬ将正确大小的目的条带割胶后进行纯化回收ꎬ通过琼脂

糖凝胶电泳实验来鉴定回收片段. 将正确大小的回收产物和 ｐｃＤＮＡ３.１( ＋)表达载体进行双酶切反应ꎬ
—５７—
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Ｔ４ 连接酶连接 ｐｃＤＮＡ３.１ 载体及目的片段. 将已构建的重组表达载体 ｐｃＤＮＡ３.１(＋)￣ｍｌｇＧ１Ｆｃ￣ｌｉｎｋｅｒ 转化

大肠杆菌 ＤＨ５α 感受态细菌ꎬ涂布于含抗生素的 ＬＢ 板子上ꎬ于 ３７ ℃振荡摇床上培养 １２ ｈꎬ用枪头挑取单

克隆菌落ꎬ经小提后的质粒送至公司测序ꎬ测序结果与设计的目的基因片段进行序列比对分析ꎬ将构建的

重组表达载体命名为 ｐｃＤＮＡ３.１(＋)￣ｍｌｇＧ１Ｆｃ￣ｌｉｎｋｅｒ.
１.２.３　 琼脂糖凝胶电泳

称取 ０.２ ｇ 琼脂糖于锥形瓶中ꎬ加入 ２０ ｍＬ １×ＴＡＥ 电泳缓冲液ꎬ放置微波炉里加热煮沸ꎬ共 ３ 次ꎬ再加

入 １ μＬ 核酸染料ꎬ将缓冲液转移至凝胶板中ꎬ装上梳子ꎬ凝固后ꎬ将质粒 ＤＮＡ 样品、ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ 按照合适

的顺序进行上样ꎬ１２５ Ｖ 电泳 ２５ ｍｉｎꎬ将电泳结束后的凝胶置于成像仪中观察实验结果.
１.２.４　 ｍｌｇＧ１Ｆｃ￣ｌｉｎｋｅｒ 的表达

按 ＤＮＡ 质量与 Ｌｉｐｏ２０００ 体积比 ９ μｇ ∶２０ μＬꎬ将 ｐｃＤＮＡ３.１(＋)￣ｍｌｇＧ１Ｆｃ￣ｌｉｎｋｅｒ 转染 ＣＨＯＫ１ 细胞ꎬ转
染培养 ６ ｈ 后ꎬ更换新鲜的 Ｆ－１２Ｋ 完全培养基ꎬ分时段收集细胞培养上清液ꎬ加入 １ / １００ 体积的蛋白酶抑

制剂ꎬ保存于－８０ ℃冰箱中.
１.２.５　 ｍｌｇＧ１Ｆｃ￣ｌｉｎｋｅｒ 的纯化

收集一定量表达 ｍｌｇＧ１Ｆｃ 的 ＣＨＯＫ１ 细胞培养液上清ꎬ按上清液量加入 １ / １０ 体积的 １ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｔｒｉｓ￣
ＨＣＩ(ｐＨ ８.５)的缓冲液ꎬ调节样品 ｐＨ 值至偏碱性. 连接蠕动泵和 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｇ ４ＦＦ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ Ｃｏｌｕｍｎ 预

装柱ꎬ依次进行上样、ＰＢＳＴ 洗杂、Ｇｌｙｃｉｎｅ￣ＨＣＩ 洗脱、中和液中和ꎬ将含有目的蛋白 ｍｌｇＧ１Ｆｃ 的洗脱液进行

ＢＣＡ 定量后ꎬ保存于－８０ ℃冰箱中.
１.２.６　 在固相系统中完成对 ｍｌｇＧ１Ｆｃ 化学标记

取 ８０ μＬ Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ＋Ｇ ｂｅａｄｓ 于 ０.６ ｍＬ ＥＰ 管中ꎬ４ ℃ꎬ２ ０００ ｒｐｍ 离心 ３ ｍｉｎ. 将其均分至 ２ 个 ０.６ ｍＬ ＥＰ
管中ꎬ一管作为实验组ꎬ加入 ５０ μｇ ｍｌｇＧ１Ｆｃ 蛋白ꎻ另外一管作为对照组ꎬ４ ℃振荡孵育 ４ ｈ. 弃上清ꎬ２００ μＬ 活

化缓冲液清洗 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ＋Ｇ ｂｅａｄｓ ２ 次ꎬ加入活化缓冲液 ４００ μＬꎬ４ ℃ꎬ振荡孵育 ２ ｈ. 离心ꎬ保留少量液体ꎬ并定

量. 取出 ＥＤＡＣ 和 ＮＨＳＳ 储备液ꎬ室温融化ꎬ涡匀. 吸 ２ μＬ ＥＤＡＣ 和 ２ μＬ ＮＨＳＳ 加到上述 ０.６ ｍＬ ＥＰ 管中ꎬ补
加活化缓冲液至液体终体积 １００ μＬ(ＥＤＡＣ 终浓度为 ２ ｍｍｏｌ / ＬꎬＮＨＳＳ 终浓度为 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ)ꎬ涡旋混匀ꎬ置于

冰上活化 １ ｈ. 向上述 １００ μＬ 溶液中加 ２００ μＬ 偶联缓冲液ꎬ振荡ꎬ４ ℃ꎬ２ ０００ ｒｐｍ 离心 ３ ｍｉｎꎬ重复 ３ 次. 加入

偶联缓冲液 ４００ μＬꎬ４ ℃ꎬ振荡孵育 ２ ｈ. ４ ℃ꎬ２ ０００ ｒｐｍ 离心 ３ ｍｉｎꎬ保留液体ꎬ并定量. 加入 ３ μＬ Ｃｌｉｃｋ￣ｉＴ ®
ＤＩＢＯ￣ａｍｉｎｅꎬ补加偶联缓冲液使得溶液的终体积为 １００ μＬꎬ(Ｃｌｉｃｋ￣ｉＴ ® ＤＩＢＯ￣ａｍｉｎｅ 终浓度为 １.８ ｍｍｏｌ / Ｌ)ꎬ
轻轻涡旋ꎬ４ ℃反应过夜. 交联结束的反应液ꎬ加入 ２００ μＬ ＤＰＢＳꎬ４ ℃ꎬ２ ０００ ｒｐｍ 离心 ３ ｍｉｎꎬ弃上清ꎬ重复

３ 次ꎬ使 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ＋Ｇ ｂｅａｄｓ￣ｍｌｇＧ１Ｆｃ￣ＤＩＢＯ 终体积约 ５０ μＬ.
各取 ５ μＬ Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ＋Ｇ ｂｅａｄｓ￣ｍｌｇＧ１Ｆｃ￣ＤＩＢＯ 于 ＰＣＲ 管中. 加入 １ μＬ Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ® ４８８ Ａｚｉｄｅ(终浓度

约 １００ μｍｏｌ / Ｌ). ４ ℃ꎬ避光反应 １ ｈ. 加入 ２００ μＬ ＤＰＢＳꎬ４ ℃ꎬ２ ０００ ｒｐｍ 离心 ３ ｍｉｎꎬ弃上清ꎬ重复 ３ 次. 取
Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ＋Ｇ ｂｅａｄｓ 置于 ９６ 孔板中ꎬ在荧光显微镜下观察实验现象及采集图像.
１.２.７　 制备叠氮化肿瘤抗原

收集 ＣＴ２６.ＷＴ 结直肠癌细胞ꎬ进行计数ꎬ按细胞 ４×１０６ 个 / ｍＬ 接种于 １０ ｃｍ 培养皿中ꎬ取 ５.８２５ ｍＬ 细

胞培养基于 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 １０ ｃｍ 培养皿中ꎬ于 ３７ ℃、５％ＣＯ２ 条件下培养 ２４ ｈ. 次日更换新培养基ꎬ即弃掉细胞培养皿

中的旧培养基ꎬ加 ７ ｍＬ 含 ７００ μＬ ２０ ｍｍｏｌ / Ｌ Ａｃ４ＭａｎＮＡｚ 的细胞培养基(Ａｃ４ＭａｎＮＡｚ 终浓度为 ２ ｍｍｏｌ / Ｌ)ꎬ
于 ３７ ℃、５％ＣＯ２ 条件下再培养 ２４ ｈ.
１.２.７.１　 Ｎ３￣ＴＡｇ 与 Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ® ４８８ Ａｚｉｄｅ 的结合

向培养皿中加终浓度为 ５ μｍｏｌ / Ｌ 的 Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ® ４８８ Ａｚｉｄｅ. 室温ꎬ避光反应 １ ｈ. ＤＰＢＳ 清洗细胞 ３
次ꎬ荧光显微镜下观察并采集图像.
１.２.７.２　 Ｎ３￣ＴＡｇ 的获得

待细胞密度达 ９０％时ꎬ弃培养基ꎬ１×ＰＢＳ 清洗细胞 ２ 次ꎬ加入 １ ｍＬ ＲＩＰＡ 裂解液和 １０ μＬ 蛋白酶抑制剂

于细胞培养皿中ꎬ冰上裂解 ０.５ ｈꎬ每隔 １０ ｍｉｎ 晃动培养皿一次ꎬ收集细胞裂解液于 １.５ ｍＬ ＥＰ 管中ꎬ４ ℃、
１２ ４００ ｒｐｍ 离心 １１ ｍｉｎꎬ收集上清ꎬ加入 １０ 倍体积的冰乙醇沉淀 Ｎ３￣ＴＡｇꎬ置于－８０ ℃冰箱中ꎬ静置过夜.

—６７—
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盛　 慧ꎬ等:个性化结直肠癌肿瘤疫苗的制备

１.２.８　 ｍｌｇＧ１Ｆｃ￣ＤＩＢＯ 与 Ｎ３￣ＴＡｇ 的生物正交反应

次日ꎬ取出醇沉蛋白 Ｎ３￣ＴＡｇꎬ４ ℃、１２ ５００ ｒｐｍ 离心 １０ ｍｉｎ. 弃掉冰乙醇上清ꎬ并清洗蛋白沉淀一次ꎬ置
于冰上ꎬ待乙醇挥发干净ꎬ每管用 １００ μＬ 的结合缓冲液复融 Ｎ３￣ＴＡｇꎬ将溶于结合缓冲液中的 Ｎ３￣ＴＡｇ 在高

温下变性 ６ ｍｉｎꎬ立即置于冰上 ５ ｍｉｎꎬ加入蛋白酶抑制剂ꎬ涡旋混匀.
将 Ｎ３￣ＴＡｇ 加入 １.２.６ 步骤的 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ＋Ｇ ｂｅａｄｓ￣ｍｌｇＧ１Ｆｃ￣ＤＩＢＯ 中ꎬ涡旋混匀ꎬ室温ꎬ振荡孵育 １ ｈꎬ用

２００ μＬ ＤＰＢＳ 清洗 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ＋Ｇ ｂｅａｄｓꎬ４ ℃ꎬ２ ０００ ｒｐｍ 离心 ３ ｍｉｎꎬ重复 ３ 次. ５０ μＬ １×Ｌｏａｄｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒ 重悬

Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ＋Ｇ ｂｅａｄｓꎬ９９ ℃煮样 ６ ｍｉｎꎬ４ ℃、１２ ５００ ｒｐｍ 离心 ３ ｍｉｎꎬ上样ꎬ进行免疫印迹检测ꎬ由此确定生物

正交反应的发生.
１.２.９　 免疫印迹

配置 １５％的上层胶和 ４％的下层胶ꎬ样品与 ｌｏａｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ 按比例混合ꎬ９９ ℃煮样 ６ ｍｉｎꎬ４ ℃、１２ ５００ ｒｐｍ
离心 ３ ｍｉｎꎬ上样ꎬ调电压至 ８５ Ｖ 电泳约 ３０ ｍｉｎꎬ蛋白 Ｍａｒｋｅｒ 分开后ꎬ调电压至 １３５ Ｖ 继续电泳约 １ ｈꎬ直至

溴酚蓝散去. 转膜后ꎬ在冰浴恒流条件下 ２７０ ｍＡ 电泳 １.５ ｈ. 转膜完成后ꎬ将 ＰＶＤＦ 膜浸于封闭液中ꎬ室温

振荡封闭 ２ ｈ 后ꎬ敷一抗ꎬ４ ℃恒温振荡孵育 １２ ｈꎬ洗膜后加入二抗ꎬ室温振荡孵育 １.５ ｈꎬ将显色液加至

ＰＶＤＦ 膜表面ꎬ使用 Ｔａｎｏｎ ５２００ Ｍｕｌｔｉ 多功能成像系统显色并采集图片.

２　 结果与讨论

２.１　 ｍｌｇＧ１Ｆｃ 的表达与鉴定

将目的基因 ｍｌｇＧ１Ｆｃ￣ｌｉｎｋｅｒ 克隆到 ｐｃＤＮＡ３.１( ＋)表达载体上ꎬ构建重组表达质粒 ｐｃＤＮＡ３.１( ＋)￣
ｍｌｇＧ１Ｆｃ￣ｌｉｎｋｅｒꎬ质粒图谱如图 １－Ａ 所示. 将构建出的重组表达载体 ｐｃＤＮＡ３.１(＋)￣ｍｌｇＧ１Ｆｃ￣ｌｉｎｋｅｒ 转化大

肠杆菌 ＤＨ５α 感受态细菌ꎬ质粒小提后送至公司进行测序ꎬ同步ꎬ进行琼脂糖凝胶电泳检测ꎬ由实验结果可

知ꎬ在 ６ ５００ ｂｐ 左右处有明显的目的条带ꎬ如图 １－Ｂꎬ构建的重组质粒与设计重组质粒大小吻合ꎬ由此说明

已成功构建出重组表达载体 ｐｃＤＮＡ３.１(＋)￣ｍｌｇＧ１Ｆｃ￣ｌｉｎｋｅｒ.

　 　 Ａ:重组表达载体 ｐｃＤＮＡ３.１(＋)￣ｍｌｇＧ１Ｆｃ￣ｌｉｎｋｅｒ 图谱ꎻＢ:ｐｃＤＮＡ３.１(＋)￣ｍｌｇＧ１Ｆｃ￣ｌｉｎｋｅｒ 的琼脂糖凝胶电泳ꎬＭ:ＤＬ１５００
ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒꎻ１:ｐｃＤＮＡ３.１(＋)￣ｍｌｇＧ１Ｆｃ￣ｌｉｎｋｅｒ

图 １　 ｐｃＤＮＡ３.１(＋) ￣ｍｌｇＧ１Ｆｃ￣ｌｉｎｋｅｒ 的构建

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐｃＤＮＡ３.１(＋) ￣ｍｌｇＧ１Ｆｃ￣ｌｉｎｋｅｒ

用 ｐｃＤＮＡ３.１( ＋)￣ｍｌｇＧ１Ｆｃ￣ｌｉｎｋｅｒ 转染 ＣＨＯ￣Ｋ１ 细胞ꎬ分时段收集细胞培液上清ꎬ使用 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ＋Ｇ
ｂｅａｄｓ 负载目的蛋白ꎬ通过细胞裂解ꎬ分析蛋白表达情况ꎬ结果如图 ２ 所示ꎬ收集的培液上清、使用 Ｐｒｏｔｅｉｎ
Ａ＋Ｇ ｂｅａｄｓ 富集后的洗脱液和裂解液中均含有目的条带ꎬ分子量约为 ５５ ｋＤａ.

为了鉴定表达收集的 ｍｌｇＧ１Ｆｃ 能否在固相系统中完成 ＤＩＢＯ 化学标记ꎬ首先使用 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ＋Ｇ ｂｅａｄｓ
负载 ｍｌｇＧ１Ｆｃꎬ经活化和偶联ꎬ再与 Ｃｌｉｃｋ￣ｉＴ ® ＤＩＢＯ￣ａｍｉｎｅ 反应ꎬ使用 Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ® ４８８ Ａｚｉｄｅ 荧光检测

二者的结合. 实验结果如图 ３ꎬ相对于对照组来说ꎬ实验组中可以看到很强的荧光ꎬ说明结合有 Ｐｒｏｔｅｉｎ
Ａ＋Ｇ ｂｅａｄｓ 的 ｍｌｇＧ１Ｆｃ 成功与 Ｃｌｉｃｋ￣ｉＴ ® ＤＩＢＯ￣ａｍｉｎｅ 发生化学反应ꎬ即证明收集的 ｍｌｇＧ１Ｆｃ 已在固相系

统中完成化学修饰.
—７７—
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　 　 ｐｃＤＮＡ３.１(＋)￣ｍｌｇＧ１Ｆｃ￣ｌｉｎｋｅｒ 转染 ＣＨＯ￣Ｋ１ 细胞ꎬ分时段(２４ ｈ、４８ ｈ)收集培液上清ꎬ免疫印迹检测培液上清、
经 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ＋Ｇ ｂｅａｄｓ 负载后的培液上清和裂解液中 ｐｃＤＮＡ３.１(＋)￣ｍｌｇＧ１Ｆｃ￣ｌｉｎｋｅｒ 的表达.

图 ２　 ｍｌｇＧ１Ｆｃ 的表达

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｌｇＧ１Ｆｃ

　 　 取两组等量的 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ＋Ｇ ｂｅａｄｓꎬ其中一组 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ＋Ｇ ｂｅａｄｓ 与 ｍｌｇＧ１Ｆｃ ４ ℃振荡下孵育 ４ ｈꎬ两组 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ＋Ｇ
ｂｅａｄｓ 分别经活化和偶联后ꎬ再与 Ｃｌｉｃｋ￣ｉＴ ® ＤＩＢＯ￣ａｍｉｎｅ ４ ℃反应过夜. 最后ꎬ再与 Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ® ４８８ Ａｚｉｄｅ ４ ℃ꎬ避光

反应 １ ｈ. 利用荧光显微镜对比两组实验中的荧光强度.
图 ３　 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ＋Ｇ ｂｅａｄｓ￣ｍｌｇＧ１Ｆｃ￣ＤＩＢＯ 与 Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ® ４８８ Ａｚｉｄｅ 的结合

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｔｈｅ ｂｉｎｄｉｎｇ ｏｆ Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ＋Ｇ ｂｅａｄｓ￣ｍｌｇＧ１Ｆｃ￣ＤＩＢＯ ａｎｄ Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ® ４８８ Ａｚｉｄｅ

２.２　 叠氮化肿瘤抗原的制备

经叠氮基团修饰的非天然糖能够通过糖掺入途径进入到肿瘤细胞膜表面的唾液酸化修饰位点ꎬ从而

获得 Ｎ３￣ＴＡｇ. 在之前的研究中ꎬ已证实使用终浓度为 ０.５ ｍｍｏｌ / Ｌ Ａｃ４ＭａｎＮＡｚ 与 ＣＴ２６.ＷＴ 细胞共培养

２４ ｈꎬ再使用终浓度为 ２ ｍｍｏｌ / Ｌ Ａｃ４ＭａｎＮＡｚ 与其共培养 ２４ ｈꎬ通过裂解细胞可以获得 Ｎ３￣ＴＡｇ. 利用 ＦＩＴＣ
标记的 ＡＩｋｙｎｅꎬ通过免疫荧光技术考察肿瘤细胞表面叠氮化修饰的情况. 结果如图 ４ 所示ꎬ实验组有荧光

且非常强烈ꎬ而对照组没有荧光ꎬ这表明 Ａｃ４ＭａｎＮＡｚ 能通过细胞糖代谢途径掺入到 ＣＴ２６.ＷＴ 细胞表面含

唾液酸的糖蛋白上ꎬ使糖蛋白带上叠氮基团.
２.３　 生物正交反应

收集 Ａｃ４ＭａｎＮＡｚ 代谢掺入的肿瘤细胞蛋白溶液ꎬ与 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ＋Ｇ ｂｅａｄｓ￣ｍｌｇＧ１Ｆｃ￣ＤＩＢＯ 室温振荡孵育

１ ｈꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测两者结合情况ꎬ实验结果如图 ５ 所示. 从图中可以看出ꎬＡ 实验组有目的条带ꎬ说明

Ｎ３￣ＴＡｇ 与 ｍｌｇＧ１Ｆｃ￣ＤＩＢＯ 通过生物正交反应缀合在一起.

—８７—
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　 　 将终浓度为 ０. ５ ｍｍｏｌ / Ｌ Ａｃ４ＭａｎＮＡｚ 与 ＣＴ２６.ＷＴ 细胞共培养 ２４ ｈꎬ再用终浓度为 ２ ｍｍｏｌ / Ｌ
Ａｃ４ＭａｎＮＡｚ 共培养 ２４ ｈ. 利用 ＦＩＴＣ 标记的 ＡＩｋｙｎｅꎬ荧光显微镜观察两组的荧光强度.

图 ４　 免疫荧光检测 Ａｃ４ＭａｎＮＡｚ 代谢掺入

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ａｃ４ＭａｎＮＡｚ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｉｎｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ

　 　 将收集的 Ｎ３￣ＴＡｇ 投入到 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ＋Ｇ ｂｅａｄｓ￣ｍｌｇＧ１Ｆｃ￣ＤＩＢＯ 中ꎬ涡旋混匀ꎬ室温ꎬ振荡孵育 １ ｈꎬＤＰＢＳ 清洗 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ＋Ｇ ｂｅａｄｓ
３ 次ꎬ１×Ｌｏａｄｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒ 重悬 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ＋Ｇ ｂｅａｄｓꎬ９９ ℃煮样 ６ ｍｉｎꎬ４ ℃、１２ ５００ ｒｐｍ 离心 ３ ｍｉｎꎬ上样ꎬ进行免疫印迹检测.

图 ５　 Ｎ３ ￣ＴＡｇ 与 ｍｌｇＧ１Ｆｃ￣ＤＩＢＯ 的生物正交反应

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｂｉｏ￣ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｎ３￣ＴＡｇ ａｎｄ ｍｌｇＧ１Ｆｃ￣ＤＩＢＯ

３　 结论

随着我国恶性肿瘤发病率逐年上升ꎬ在传统疗法收效甚微时ꎬ肿瘤免疫治疗为肿瘤患者带来了福

音[２３－２４] . 肿瘤免疫治疗的原理是通过启动机体免疫系统ꎬ克服肿瘤免疫逃逸机制ꎬ增强肿瘤微环境的抗肿

瘤免疫力来清除癌细胞ꎬ其具有安全性高、耐受性好ꎬ极少出现不良反应等特点. 目前ꎬ肿瘤免疫治疗是除

外科手术、化疗和放疗以外最重要的治疗肿瘤的方法[２５－２６] .
在本课题中ꎬ首先利用分子生物学手段成功构建并表达出可以靶向 ＦｃγＲＩ 的融合蛋白 ｍｌｇＧ１Ｆｃ. 与此

同时ꎬ为了解决鉴定新抗原难度大、耗时耗力等瓶颈问题ꎬ将广谱全肿瘤抗原通过激活性内吞受体途径递

送给 ＡＰＣꎬ从而实现肿瘤抗原的靶向递送ꎬ更有利于激发广泛、特异性的抗肿瘤免疫应答. 此外ꎬ
Ａｃ４ＭａｎＮＡｚ 通过代谢掺入标记 ＣＴ２６.ＷＴ 结直肠癌细胞抗原的唾液酸修饰位点ꎬ封闭修饰在肿瘤抗原糖

链上的唾液糖残基ꎬ阻止肿瘤抗原通过抑制性途径进入机体ꎬ避免肿瘤免疫耐受[２７－２９]的形成.
为了评价制备出靶向 ＤＣｓ 的结直肠癌肿瘤疫苗的疗效ꎬ需进行体内和体外实验. 在体外实验中ꎬ还需

进一步检测不同肿瘤抗原对 ＤＣｓ 表型、共刺激分子表达的影响ꎬ经抗原致敏后的 ＤＣｓ 对淋巴细胞增殖情

—９７—
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况以及对小鼠结直肠癌肿瘤细胞的体外杀伤作用. 在体内实验中ꎬ还需进一步验证肿瘤疫苗对荷瘤小鼠

的预防和治疗效果. 总而言之ꎬ本研究为制备新型结直肠癌肿瘤疫苗提供了新的开发方法和新的理论依

据ꎬ与此同时ꎬ也为下一步体内和体外实验的开展打下了坚实的基础[２９] .
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