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摘 要
: 【目的】构建 M AG E

一

3 的原核表达质粒
,

表达
、

纯化蛋白并制备多克隆抗体
。

【方法】利川 RT
-

CP R 方法扩增 M A c E
一

3 基因片段
,

连接人原核表达载体 p GE x
一
4T

一

1
,

构建 M A G E
一

3 的原核表达质粒 pG E x
-

M A G E
一

3 并测序
。

将该质粒转化大肠杆菌 B LZI 进行诱导表达
,

并通过谷胧甘肤琉基转移酶纯化系统进行分离

纯化
。

用纯化的融合蛋白 c s T
一

M A G E
一

3 免疫新西兰大白兔
,

E LI S A 法测定抗体效价
,

饱和硫酸钱沉淀法纯化

抗体
,

w es tel
n 一

bl ot 检测抗体活性
。

【结果】构建了 p G Ex
一

M A G E
一

3 原核表达质粒
,

含有该质粒的大肠杆菌经

l p T C 诱导后表达一相对分子质量约为 72 xl 『 的蛋 白
,

经 G S T 融合蛋白纯化系统纯化
,

得到了 M A G E
一

3 的重

组蛋白 G ST
一

M AG E
一

3
。

制备了兔抗 GS T
一

M A G E
一

3 抗体
。

W es te m l,l ot 证实该抗体可与 G ST
一

M A G E
一

3蛋白特异性

结合
。

【结论】获得了肿瘤抗原 M AG E
一

3 的纯化重组蛋白及其特异的多克隆抗体
,

为进一步研究 M A G E
一

3 抗

原在肿瘤免疫治疗中的作用提供了一件检测工具
。
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肿瘤的免疫治疗在预防肿瘤复发
、

转移
、

治疗

微小残留肿瘤病灶等方面有其独特的优势
,

是对

传统治疗方法的重要补充`”
。

其分子基础是肿瘤细

胞带有独特的肿瘤抗原
,

可以调动机体的免疫系

统清除体内的肿瘤细胞
,

达 到治疗肿瘤的 目的
。

19 9 1 年
, 、 a n d e r B r u g g e n

等`, ,首先报道黑色素瘤抗

原 (m
e l a n o m a a n t i g e n 一 i n e o d i n g g e n e ,

M A G E )这一人

类肿瘤抗原
。

它是一种肿瘤排斥抗原
,

同时也是肿
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瘤特异性抗原
,

是肿瘤特异性免疫治疗理想的靶

分子
。

M A G E 基 因是一个大 家族
,

包括 12 个

M A G E
一

A
、

4 个 M A G E
一

B 和 l 个 M A G E
一

C 成员
。

在

M A G E 基因家族中
,

M A G E
一

3 是恶性肿瘤中表达率

最高的成员之一
。

本研究的目的是构建 M A G E
一

3

原核表达质粒
,

在大肠杆菌中进行表达并分离得

到纯化的 M A G E
一

3 重组蛋白
,

进而制备 M A G E
一

3

的抗血清
,

获得特异的多克隆抗体
,

为进一步研究

M A G E
一

3 全蛋白肿瘤疫苗提供实验资料
。

1 材料和方法

1
.

1 引物设计

根据 M A G E
一

3 C D N A 序列
,

按照引物设计原

则设计引物 ( 由上海生工生物技术有限公司合

成 )
。

上游 引物 lP
: 5

`

GT A皿I二皿选二A CA T CA T G C

c T c rT G A G c A G
,

包含了 s以 I 的酶切位点 (划线部

分 ;) 下游引物 2P
: 5

`

C AT旦送遏皿以式 C T C T C T CA A

A A c c c A c
,

包含了 No lt 的酶切位点 (划线部分 )
。

用该对引物扩增的 P CR 产物预期 目的片段长度

为 9 5 8 b p
。

1
.

2 M A G E
一

3 基因原核表达质粒的构建

H 4 M 肝癌细胞 (由本室原代培养建株 )用含有

150 m L/ L F CS 的 R M Pl l 6 4 0 培养液常规培养
。

用

irT oz l ( iS g m a
公司产品 )一步法提取总 R N A

,

溶于

30 林L D EP c 处理的去离子水
。

逆转录反应按试剂

盒 ( M B I公司产品 )说明操作
。

取 2 协L C D N A 用 P I

与 P Z 引物进行 Pc R 反应
。

反应条件
:
94 ℃ 30

、 ,

5 5 ℃ 3 0 5 ,

7 2 ℃ 6 0 , ,

3 0 个循环
。

所得目的片段

回收后插人 p G E X
一

4 T
一

l( 本室保存 )的 s以 I 与 No t

I 之间
,

所得质粒命名为 p G E x
一

M A G E
一

3
,

进行测

序
。

1
.

3 M A G E一 基因在大肠杆菌中的表达

含有 pG E x
一

M A G E
一

3 质粒的大肠杆菌 B L
一

21

接种含氨节青霉素 100 林g / m叻 LB 培养基
,

震荡

培养过夜
,

取 0
.

5 m L 过夜菌接种于含氨节青霉素

100 卜g / m L 的 Z x
氨节青霉素酵母提取物胰化蛋

白陈 (y
e a s t e x t r a e t t理 p t o n e a m p e i l l i n

,

Y以 ) 培养液

4
.

5 m L中
,

3 7 ℃剧烈震荡培养至 A朗
.。声 0

.

5
,

加人

100 m m o l / L IP T G 至终浓度为 1 m m o l / L
,

2 5 ℃

剧烈震荡培养 4 h
,

取 1 m L 菌液进行 S D S
一

P A G E

鉴定 13 ]
。

1
.

4 M A G E
一

3 蛋 白的分离与纯化

取 1 0以〕 m L 诱导表达的菌液
,

4 o o o x 9 4 ℃

离心 巧 m in
。

菌体沉淀用 50 m L P B S 重悬
,

冰浴
,

超声裂解细菌
,

冰浴放置 30 m in
。

l2 00()
x g 4 ℃

离心 2 0 im
n 。

取上清液
,

S D S
一

P A G E 鉴定目的蛋白

的可溶性
。

s m L p B S 平衡 l m L G S T ar p FF 柱 (

Ph a r m a e i a 公司产品 )
,

上清液经 0
.

4 5 林m 针头滤

器过滤后上样
,

0
.

2 一 1 m u m i n
,

10 m L PB S 洗脱未

结合成分
。

10 m L洗脱液 (5 0 m m o l /L T r i s
·

C I
,

10

m m ol/ L 还原型谷胧甘肤
,

p H S
.

0) 洗脱蛋白
,

收集洗

脱峰
,

经 s D s
一

P A G E 电泳及凝胶薄层扫描鉴定纯

化蛋白的纯度
。

P B S 透析 2 4 h
,

每 6 h 更换 p B S I

次
, 一 7 0 ℃保存

。

1
.

5 兔抗融合蛋白 G S -T M A G E一 抗体的制备

取纯化的融合蛋白 G ST
一

M A G E
一

3 600 卜L (约

600 此 )与 6 00 林L 弗 氏完全佐剂彻底乳化
,

经背

部皮下多点注射新西兰白兔
。

4 周后取纯化的融

合蛋白 Gs T
一

M A G E
一

3 300 林L (约 3 00 林g ) 与 300
林 L弗氏不完全佐剂彻底乳化

,

进行第 2 次免疫
,

之后第 2
、

4 周分别加强免疫 1 次
。

最后 1 次加强

免疫后 s d 耳缘静脉采血 20 m L
,

测定血清中抗

体的效价
。

并于最后 1次免疫后 10 d
,

颈动脉插管

放血
,

分离血清
,

置
一
80 ℃保存

。

1
.

6 E L sI A 测定效价及抗体的纯化

E u s A (酶联免疫吸附分析 )测定抗体效价
,

操

作步骤按说明书
:
纯化后的融合蛋白 G S T

一

M A G E
-

3 按 2 协g / m L 用包被缓冲液稀释后包被酶联板
,

分别加人 不同倍数的抗血清
,

H R P 标记的羊抗兔

l g G抗体孵育
,

最后加 T M B 底物液显色
,

终止后用

酶标仪测 A . 值
。

1
.

7 兔抗融合蛋白 G S -T M A G -E 3 抗体的纯化

往 20 ml 免疫兔血清 中加 等量的 PsB ( p H

7
.

4 )
,

慢慢摇动避免形成气泡 ;4 ℃搅拌下
,

逐滴加

人 ZO ml 饱和硫酸铁溶液
,

此时即有大量的 Ig G

析出
,

于冰箱中静置 30 m i n ; 4 ℃ 1 4 00
/ g 离心

30 m i n : 弃上清
,

沉淀用 20 m l 预冷的 P B S 溶解
,

逐滴加人 or m L饱和硫酸按溶液
,

使硫酸钱饱和

度为 33 %
,

置 4 ℃冰箱 3 0 ~ 6 0 im
n ; 1 4 00

x g 离心

3 0 m i n
,

收集沉淀
,

沉淀用 2 0 m L 预冷的 P B S 溶

解
,

获得纯化的坛G 抗体溶液
。

P B S 透析 24 h
,

每

6 h 更换 P B s l 次
, 一7 0 ℃保存

。

1
.

8 兔抗融合蛋 白 G S -T M A G -E 3 抗体的特性鉴

定

用制备的兔抗融合蛋白 G ST
一

M A G E
一

3 抗体对
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原核表达蛋 白作 w e s te nr b lo t分析 (w e s te rn b一o t

试剂盒为 C ell Si gn ail ng 公司产品 )
。

菌体蛋 白经

SD S
一

P ^ G E 后转移至 P v D r膜上
,

以 5 0 9 /L 脱脂奶

粉室温封闭后依 次滴加 l :5 oo 的兔抗融合蛋 白

G ST
一

M A G E
一

3 血清及 l : 10 0以) 的 H R P 标记的羊

抗兔 Ig G 抗体
。

最后加入化学发光试剂后
,

x 片显

影
、

定影
。

桥 l x 10 3
5 6 7 8

97 4

66
.

2

2 结 果

2
.

1 M A G E一 原核表达质粒的构建

通 过 P C R 获得了约 958 帅 的 M A G E
一

3 基 因

片段
,

成功地构建 了 M A G E
一

3 的原核表达质粒
pG E X

一

M A G E
一

3
,

经测序与 G e n Ba n k 公布的一致

( D N A 序列分析由上海博亚生物技术有限公司完

成 )
。

质粒的酶切鉴定结果见图 l
。

b P 1 2 3 4 5 b p

图 2 p G E x
一

M A G E
一

3 在大肠杆菌的表达产物及其纯化

产物

F ig
·

2 T h e e x Per ss e d Por d u e t o f P G EX
一

M A G E
·

3 i n E
.

c o il a n d i st p iur n e d P r do u e t ( S D S
一

P A G E )

ha
n e l : P or t e in

1 ll ar ke r ;
肠

n e Z: P C EX
一

4 r
一

1 t ar n s
fo r n 、u r一r s

w i th o u 一 11
,
r C in d u e t i o n ; 助

n e 3: P G EX
一

4 lr
’ 一

I t化 n s fo r l l l a n一5 w i一卜一 Il
y
l
’

G

in d u e t i (, n fo r 4 h ;
比

n e 4 : PG EX
一

M A G E
一

3 t r a n s f(
一
rn l a n 一5 w i一h

《 , u -

I四G 1
1一d一l e t i o n : 助

n e s
,

6 : pG EX
一

M A G E
一

3 t r a n s
fo r一1一a n 一、 w i一h I l

y
l
’

G

i n d u e 一i
o n fo r 4 h ; aL

n e 7
,

8: l
) u n if e d P r司 一盆c t o f s ( ) l [ 一l ) le P功一e i

x一 ( ,
f

PG EX
一

M A G E
一

3 一m n s fo rn 一a n rs

一 2 0 0 0

测抗血清的效价为 1 600
。

用制备的多克隆抗体对

融合蛋白 G ST
一

M A G E
一

3 作 W e s t e r n b l o t 分析
,

在约

7 2 k u
处呈现特异性的结合条带与预计结果相符

见图 3
。

表明所制备的抗体具有较好的活性
,

可与

免疫原特异性结合
。

一 1 5 0 0
一 7 5 0

一 5 0 0

桥 z又 一0 ,

O
ǐ11ó八U00 O

冉Ul口nU卜工d一lln` `口,̀
`
上

图 1 原核表达质粒 p G E x
·

M A G -E 3 的双酶切和 P c R 鉴

定

F ig
.

l P r o k a r y o it e e x P er ss io n Pla s m i d PG E X
·

M A G E
一

3

w . ` i d e n it n e d b y d o u b le e n z y m e id g e s t io n a n d P C R

巨
n e l : Mur k e r D L 15 (拟 ) : ha n e Z: Re e o n lb i n a n t p la s ln id

PG EX
·

M A G E
一

3: 肠
r一e 3 : Re (

`

( , n 一I) i jl a r l一 p lo s r一l id p G EX
一

M AG E
一

3

d ig e s t e d 、 , i th s以 1 a n o l OIA
`
卜 肠 n e 4 : PC R p r o。 {u e t o

f l h e

er e o m bi n a n t p la s m id :
ha

r一e s
:
M u r k e r l ) L 2 0X()

.2 2 融合蛋 白的诱导表达

经 I盯 G 诱导后
,

含重组质粒的大肠杆菌能够

表达相对分子质量 Mr
二
72

x 1o ,
的蛋白

,

其中 Gs T

蛋白 Mr ” 26 xl 03
,

见图 2
。

.2 3 融合蛋 白的分离纯化

超声裂解细菌后取可溶性部分用 G S rT ap FF

柱分离纯化
,

得到了 Mr 二 7x2 l护 的蛋白
,

见图 2
。

.2 4 抗体的制备与鉴定

用纯化的融合蛋白 G ST
一

M AG E
一

3 作抗原
,

免

疫大白兔
,

所得的抗体是多克隆抗体
。

用 E IL S A 检

图 3 M A G E
一

3 的 W e s t e r n b lo t 分析

F i g
.

3 W e s et r n b l o t a n a ly s is o f G S T
·

M A G E
·

3 P or t e i
n

l五 n e l : P r o t e i n n l肛 k e r : 肠
n e Z

,

3 : G S
’

r
一

M A G E
一

3 P r o *e i n

3 讨 论

肿瘤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
。

其

中
,

肿瘤
一

翠丸 (
e a n e e r 一 t e s t i s

,

C T ) 抗原备受关注
。

M A G E
一

3 是 C T 抗原的一个典型代表
,

它在黑色素

瘤
、

肺癌
、

肝癌
、

食道癌和骨肉瘤中都有非常高的
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,

等
.

M A G E
一

3基因的表达
、

纯化及其抗血清的制备 17 9

表达率 .14 5]
,

而在除翠丸和胎盘外的正常组 织中没

有表达
。

因而
,

M A G E
一

3 是一个理想的可用于主动

免疫治疗的靶抗原
。

国外相关研究已进展到
: 以该

抗原的表位肤段和这些肤处理过的树突状细胞

(d
e n d r i t i C C e一15 D e s

)来免疫动物和应用于病人的肿

瘤免疫治疗
,

并已取得了一定的疗效
。

M A G E
一

3 基因位于 X 染色体 q 28 区
,

含有 3

个外显子
,

开放阅读框位于第 3 个外显子
,

4 6 x1 )

的胞 质蛋 白
,

由 31 5 个氨基酸残基组 成
。

在

M A C E
一

3 蛋白分子内已知至少有 5 个 M H C
一

I 类

分子限制的表位和 4 个 M H C
一

n 类分子限制的表

位 .vl6 ],并不断有新的表位发现
。

人工合成 M A G E
一

3

分子内 M H C
一

I类分子限制 c TL表位肤段
,

在体外

确能诱导出特异性抗肿瘤免疫应答
,

但小肤在体

内很容易被降解
,

且受特定的 H L A 表型的限制
。

根据 M A G E
一

3 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 CTL
s ,

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
,

获得包含多抗原

表位的 M A G E
一

3 完整蛋白对提高肿瘤免疫治疗效

果非常重要
。

在本研究中
,

使用 M A G E
一

3 完整蛋白

作为疫苗
,

理论上它不仅含 C T L 表位
,

而且还包含

CD+4 T 细胞表位
,

免疫效果应更好
,

且其作用不被

特定的 H LA 表型限制
,

使用更方便
、

范围更广

泛 18 ]。

本研究中采用 p G E x
一

4 T
一

l 原核表达质粒
,

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
。 p G E X

一

4 T
一

1带有非常强的 7T 启动

子
、

终止子和抗 A m p 基因
,

其本身表达 l 个 26
x

1护 的 G S T 蛋白
,

该系统可以克服转录与转录后水

平对外源基因表达可能带来的不利影响
,

便于融

合基因翻译起始
,

是一种高效的蛋白表达载体
,

并可用商品化的谷胧背肤琼脂糖通过亲和层析方

便地从细菌裂解物中纯化蛋白
,

分子内的 GST 部

分还可通过蛋白酶消化被释放
,

因此获得的蛋白

适合抗体和疫苗的制备
。

本实验得到纯度较高的 M A G E
一

3 重组蛋 白
。

并可进一步利用蛋 白酶去除 G s T
,

得到 M A G E
一

3

蛋白
。

用该蛋白负载抗原提呈细胞
,

刺激特异性 T

细胞增殖
,

诱导 M A G E
一

3 特异性 c T L 应答
,

对

M A G E
一

3 阳性肿瘤细胞进行杀伤
,

达到免疫治疗

肿瘤的目的
。

这也是本研究下一步的实验方向
。

制备高效价的抗体是示踪基因的表达和研究

基因功能的首要前提网 。

单克隆抗体具有特异性好
,

性质稳定和重复性好的优点
,

但它制备复杂
,

费时费

力
,

且存在局限性 ! 10] 。

兔多克隆抗体的制备具有简

单
、

快速和效果好等特点`川
。

本研究中利用重组的

M A G E
一

3 蛋白免疫新西兰大白兔
,

成功获得效价

为 卜 16 0 0 的 M A G E
一

3 的多克隆抗体血清
,

为进一

步深人研究 M A G E
一

3 蛋白的生物学功能及其在肿

瘤免疫治疗中的作用提供了方便快捷的检测用抗

体
。
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