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摘 要
: 【目的】 分析前列腺特异性膜抗原 ( SP M A )基因片段在酿酒酵母中的诱导表达情况

,

以便进一步探

讨重组人 sP M A 的免疫活性并完成抗前列腺癌 sP M A 蛋白疫苗的制备
。

[方法 ] 应用基因重组技术将人 sP M A

e
D N A 序列克隆入酿酒酵母穿梭诱导表达载体 p Y sE Z舰T

,

构建重组酵母真核表达质粒 P YE s
NZI

T
we l污 M A

,

转化

酿酒酵母菌株 NI V cS l
,

尿嚓咤筛选出阳性克隆转化子
,

经半乳糖诱导表达后进行菌体全蛋白的跳
s et o b lot 检

测
。

【结果 】成功构建了 P SM A 的酵母真核表达重组子 p Y sE Z厂N l
,

一 sP M A
,

并在酿酒酵母 NI v s
。 1 中得到有效表

达
,

W es te m bl ot 显示两个特
:

异性的人重组 SP M A 全蛋白片段
,

相对分子质量分别为 Mr = l oo xl o ,

及 Mr = 8x5 l0
3。

t结论 ] 人 PS M A 基因片段能够在酿酒酵母中表达并进行翻译后糖基化修饰
,

为下一步进行抗前列腺癌 PS M A

疫苗的研制奠定了良好基础
。
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前 列 腺 特 异 性 膜 抗 原 (p
r o s t at e s p e c iif c

m e

汕
r a n 。 a n t ig e n ,

P s M A )是新近发现的一种具有

高度前列腺特异性的膜糖蛋白
,

其表达在前列腺

癌
,

尤其是在激素抵抗及远处转移的前列腺癌上皮

细胞中显著增高
,

这使之成为前列腺癌临床诊疗中

的一个关键分子指标和靶点
,

并显示 出了良好的应

用前景
,

如血清 PS M A 含量检测和抗前列腺癌疫苗

的研制等回
。

此外
,

一些研究结果证实
,

SP M A 与多
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种恶性实体肿瘤新生血管的形成有关
,

这为进一步

探讨其 }洽床应用价值提供了新的依据阎
。

但是
,

由前

列腺癌临床标本或前列腺癌细胞株中分离
、

纯化获

得的天然 PS M A 蛋白有限
,

无法满足科研及临床应

用 的需要
。

本研究拟应用基因重组技术
,

分析人

P S M A 基因片段在酿酒酵母 NI V S C I 中的诱导表达

情况
,

以便进一步探讨其功能和免疫原性
,

并为抗前

列腺癌 P S M A 蛋白疫苗
.

的研制打下基础
。

1 材料和方法

50 m L 含 20 妙 半乳糖的 s c 一

Ur
a
培养液使 且、 、

0
.

4
,

继续培养
,

分别于 O
、

4
、

9
、

14
、

19 五后取 5 毗培

养液 1 5 0 0 mr/ i n
(r

= 1 5 e m )离臼 5 m i n
收集细胞

,

细

胞沉淀参照 Ivn it or g en 说明书提供的方法配制破菌

缓冲液 (5 0 m m o

此磷酸钠缓冲液
,

1 m m 。
比E D T A

,

体积分数 5 %甘油
,

1 m m o

此 P M S F ) 并进行玻璃珠

破碎抽提蛋白
。

取以上时间点的样品 (蛋白总量为

40 林g )进行 S D S P A G E 电泳后
,

电转印至硝酸纤

维素膜 ( N )C 上
,

电压 10 O v
,

电转移 6 0 im
n ,

分别应

用 鼠抗人 SP M A 单克 隆抗 体 Y Zp S M IA 和 鼠抗
X p r e s s

表位单克隆抗体进行 w e s t e m b l o t 分析
。

1
.

1 材 料

限制性内切酶 B am H I
、

x h。 I 和 4T D N A 连接

酶购 自英国 N E B 公司 ; D N A 片段胶回收试剂盒购

自德国 iQ ag e n 公司 ;酿酒酵母穿梭质粒 p Y E S Z N/ T
、

酿酒酵母菌株 NI V S c l 及酵母感受态制备和转化试

剂盒 S
.

C
.

E a s y e o m p珑 t r a n s fo mr
a t i o n K i t 购 自美 国

nI vit or ge n
公司 ;酵母培养基

、

半乳糖
、

SP M F
、

玻璃珠

( a 4 一住6 m m ) 购自美国 iS g m a
公司 ; 鼠抗人 SP M A

单克隆抗体仰s M A I 购自美国 iB o d es i g n
公司 ; 鼠

抗 X rP es s
表位单克隆抗体购 自美国 Ivn itr 嗯en 公

司 ; 含有 P S M A c D N A 的重组质粒 cP D N 3A ; 一

SP M A

及大肠杆菌受体菌 D H S。 由中山大学检验系提供
。

1 2 p YE S Z八 T一 S入4 A 酵母表达载体的构建

用 B am H 工
、

x h口 I 双酶切重组质粒 cP D N A
3D -

SP M A
,

酶切产物经琼脂糖凝胶电泳
,

回收 2
.

2 kb 的

h P s M A 。 D N A 片段
,

亚克隆到 p Y E S姗T 中相应的

多克隆位点
,

SP M A c D N A 与 p Y E S洲 T 质粒多克隆

位点 N 端的 X p er ss D N A 片段接合
,

连接产物经酶

切鉴定 (质粒抽提
、

转化
、

酶切筛选阳性重组 了等步

骤 均 按 常 规方法 进 行
,

D N A 凝 胶 回 收 按 照

iQ ag en D NA 片段胶回收试剂盒说明书进行 )
。

1
.

3 酵母的 cP D N A二 P s M A 质粒转化及阳性转化

子的筛选

参 照 In v i tor g e n S
.

e E a s y e o

哪现 t r a n s fo r n l a t i o n

试剂盒说明书制备感受态酿酒酵母
,

室温下取 50

卜L 感受态酿酒酵母菌
,

加人 1一 3 照 重组 p Y E sZ /

N T一SP M A 震荡混匀
,

30 ℃水浴 l h
,

取 10 0一 150 林L

混合液铺于含 20 班 葡萄糖的 S c 一ur a
90 m m 培养

板
,

30 ℃孵育 2 一 4 d 至培养板上明显长出阳性单克

隆菌落
。

1
.

4 p
YE s刀N T 一P s M A 在酿酒酵母中的表达

将阳性克隆单菌落接种于 巧 m L 含 20 妙 葡

萄糖的 S c 一 u r a
培养液

,

3 0 ℃培养 ( 3 0 0 r/ m i n
)至

A朋二 3一 6
,

1 5 00 mr/ in (r
= 15 c

m) 离心收集细胞
,

转于

2 结 果

2
.

1 p YE s Z/ N T中 S N I A 酵母重组子的构建

酶切结果显示 P S M A c D N A 片段 ( .2 2 kb )已克隆

人酿酒酵母诱导表达载体 p Y E SZ 加 (T 图 1)
。

图 1 P S加I A 酵母重组子的酶切鉴定

F i g
.

1 dI e n t in e a it o n o f ht e r e e o m ib n a
nt Pl a s m i d P Y E S 2/

N T一 P S入I A

M
:

m
a

kr
e r ; L a n e l : p e D N A 3

.

o 一 P S M绍召d刀 z H 卜 L a n e Z:

p e D N A 3
,

o 一 p S M A B/ am H I +

Xh
o

l ; L a n e 3
:

p Y E SZ / N T一 P S M A /

B二H l ; L an e 4 : p Y E S Z /N T一 P S M A / Bam H I + X h
。

I

.2 2 酵母的 cP D N A .3 0一P SM A 质粒转化及阳性转

化子的筛选

感受态酿酒酵母菌转化重组质粒后
,

经尿嚓陡

筛选出阳性转化子
,

30 ℃孵育 2一 4 d 平均每个培养

板可获得 2 0 0一 5 0 0个阳性转化子
。

.2 3 重组 YP E S ZNI T一 S M A 在酿酒酵母 I N V S d

中的诱导表达和 W es et rn bl of 分析

携有重组质粒 p Y E sZ 朋T中 s M A 的宿主菌

IN V S 。 1进行半乳糖诱导表达
,

菌体裂解物分别应用

鼠抗人 P S M A 单克隆抗体 Y姚M A I 和 鼠抗鞠er ss

表位单克隆抗体进行 w es et m hl ot 分析
。

结果显示
,
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重组工程菌可表达两种
r

hP s M A
,

相对分子质量分

别为 脚产 l oo x1 ) 及 刀户8 5 xl 护
,

且在半乳糖诱导表

达约 g h 后达到表达高峰 (图 2,: 3)
。

盯丫 x 10
3 2 3 4

P S M A

图 2 不同时间酵母中 SP入 I A表达情况 (用抗 x
一

rP se s 单

克隆抗体 )

Fi g
.

2 P SM A e x
P

r e s s io n a t 山 ffe
r ., nt ti m e ( a n t i一 X P r e s s

m o n o e l o n a l a
int b o d y )

L a n e l
:

o h ; L a n e Z
:

4 h ; L a n e 3 : g h ; L a n e 4 : 14 h : L a n e s
:

19 h

】乙
产

x 10 3 4 5

P S M A

l t e r n习

o n s u l t

SP M IA 进行 w se et m lb ot 分析
,

我们亦检测到在

少l f =l 60 xl J 和 肥片5 0 x1 0
,

的两处蛋白条带
。

由于重组

酵母真核表达质粒 p Y E sZ N/ --T sP M A 是一种半乳糖

诱导表达质粒
,

ht SP M A 的表达需要半乳糖参与诱

导方可进行
,

而实验结果显示
:

未经半乳糖诱导的转

化酵母菌 (半乳糖诱导时间为 o h )即存在有此两种

蛋白
,

且它们的表达量不随半乳糖诱导表达时间而

改变
,

因此我们分析这两条蛋白条带是单克隆抗体

脚 P S M AI 所识别的两个非特异性蛋白条带
。

而此两

处非特异性的蛋白条带
,

恰恰为我们更好地比较分

析转化酵母菌中
r

h P S M A 的表达情况
,

提供了一个

颇为理想的内参照
。

由于单克隆抗体
a nt i一 x p le s S 可识别融合蛋白

的 N 末端 x rP e S ,
标识表位

,

而单克隆抗体 Y/

P S M A I 可特异地识别 PS M A 的 C 末端抗原表位

(7 16~ 7 2 3 氨基酸 )问
,

实验结果显示转化宿主菌可表

达两种相对分子质量不同的 ht SP M A 全蛋白
。

这一

结果与 H ol m e S
等 阴 报道的由前列腺癌活体标本及

L二 aP 细胞株表达的糖基化和经去糖基化处理的
P s M A 的相对分子质量相一致

,

从而进一步提示在

我们构建的转化宿主工程菌中成功表达出了糖基化

和未糖基化的两种
r h SP M A

。

虽然 W es te m bl ot 分析

中此
= 1 00 大 1『 的糖基化

r h sP M A 条带存在着部分

漂移
,

我们分析这跟宿主菌中 hr sP M A 与天然

PS M A 间糖基化方式的差异有关
。

有研究显示 由于

生物种类的差异
,

宿主细胞中重组蛋白的糖基化一

般是通过在糖基化位点加以 N 连接的甘露糖来完

成
,

而只有一部分的重组蛋白能够完成与天然蛋白

相一致的糖基化过程 8[]
。

在酿酒酵母中成功诱导表达 PS M A 具有重要

的意义
。

P s M A 作为前列腺癌特异性抗原
,

已成为抗

前列腺癌疫苗研制的重要靶点
,

目前虽然肿瘤抗原

肤疫苗具备高度的靶向胜
、

可靠的安全性和简便的

制备方法等特点
,

但是以肿瘤特异性抗原 ( T s )A 或

肿瘤相关性抗原 fr A )A研制的肿瘤抗原肤疫苗因为

其较弱的抗原性
,

往往只能诱导机体产生体液免疫

应答
,

而不能诱导出有效的细胞毒性 T 淋巴细胞

( C T L )介导的细胞免疫应答
。

通过佐剂增强肿瘤抗

原肤疫苗的免疫原性
,

进而诱导机体产生特异性的

C TL 应答
,

已成为人们的共识
。

S t hu bs 等四研究发现

基因重组酵母肿瘤疫苗既携带肿瘤特异性抗原
,

又

能发挥佐剂效应诱导 出特异性 C TL 效应治疗淋巴

瘤
。

我们应用基因亚克隆技术
,

对 ht sP M A 基因片段

在酿酒酵母菌中的表达情况进行了研究
,

获得了糖

基化和未糖基化的两种 ht SP M A 全蛋白
。

而蛋白翻

0060756050

图 3 不同时间酵母中 P S M A 表达情况 (用抗 P s M A 单克

隆抗体 )

F i g
.

3 P SM A e x P r e s s i o n a t d i ffe
:

·

e n t t im e (an t i一 P SM A

m o n o c lo n a 一a
int b o d y )

L a n e l : o h: L a n e Z: 4 h ; L an e 3 : g h ; L a n e 4 : 14 h ; L a n e s : 19

h
.

in t e

m al e o n s u l t : 一w o n o n 一 s P e c i if e 乏弓t r
i Ps by i d e n t i if e at i o n o f y /

P S M A I

3 讨 论

hP S M A 是一种卫型跨膜糖蛋白
,

由 75 0 个氨基

酸组成
,

理论相对分子质量为 U产 8 4 xl 0 3 ,

存在有十

个潜在的 N一连接糖基化位点
,

糖基化的 SP M A 相对

分子质量 肥片I O0 x 10
3 。

我们将 ]I P S M A e D N A 全序列

克隆人酿酒酵母表达载体 p Y E S洲 T 构建重组质粒
p Y E sZ 朋T一 P S M A

,

并转化宿主菌 NI V cS l
,

阳性重组

子经扩增
、

诱导表达融合了 X P er s S
多肤的

r h SP M A
。

我们分别用 an it 一X rP es 、
和拼 S M A I 两种单克隆抗

体对转化宿主菌的全蛋白进行 w es t er n b l ot 分析
,

结

果均显示在从
= l oo xl 印 和 从

=
84 xl 0

,

处各有一条

特异性的
r h P S M A 表达带

。

而应用单克隆抗体 jY
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泽后加工
、

修饰对其免疫原性具有重要意义
,

且酵母

菌的某些组分可能发挥免疫佐剂的作用 而提高

PS M A 疫苗的免疫活性
。

转化酵母菌所表达的这两

种糖基化和未糖基化的 hr PS M A
,

为我们进一步探

讨其免疫活性并完成抗前列腺癌重组酵母 P S M A 疫

苗的研制奠定了良好的基础
。
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