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摘　要　用痘苗病毒作载体 ,成功构建了高效表达人癌胚抗原 ( CEA)的 CEA-重组痘苗病毒 ,用 143TK-细

胞作为宿主细胞 ,表达的蛋白质只在细胞膜上能检测到 ,而胞质内和细胞上清液中均未能检测到 ,可见所表达

的蛋白质保持了其原有特性 ,再次证实痘苗病毒是真核表达的有效载体。 本结果为进一步研究 CEA-重组痘苗

病毒能否激活机体的免疫系统杀伤表达 CEA的肿瘤提供了物质基础。
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　　癌胚抗原 ( CEA )是一种最常用的肿瘤相关抗

原。临床上用其作为检测胃肠道肿瘤的指标 [1 ] ,并用

来评估胃肠道肿瘤患者手术后的预后。目前 ,有关肿

瘤逃避机体免疫反应的机理尚不完全清楚 ,有人认

为可能是肿瘤自身及其相关抗原的免疫原性弱 ,或

是抗原提呈障碍从而不能激活机体的体液免疫和细

胞免疫系统 ,导致不能杀死肿瘤细胞 [2]。若将弱免疫

原与一强免疫原共同表达 ,则可以对前者起抗原提

呈作用 ,增强其抗原性。痘苗病毒具有很强的免疫原

性 ,近几年人们又发现了它的新用途—— 表达外源

基因的载体 [3, 4 ]:将外源基因插入痘苗病毒后可获得

高效表达 ,并具有抗原提呈作用 ,提高外源基因的免

疫原性。 更有意义的一点是所表达的外源基因产物

可被有效地糖基化 ,并可被转移到细胞表面。本实验

将 CEA-cDN A基因插入痘苗病毒的非必需区 TK ,

组建成 CEA-重组痘苗病毒并获得高效表达 ,进一

步研究对于相关肿瘤的基因治疗。

1　材料与方法

1. 1　质　粒

含 CEA-cDN A的质粒由加拿大 Kaufman实验

室惠赠 [5]。 pGEM 7Zf (+ )和 pBluescript SK质粒购

自华美生物工程公司北京分公司。 p J120质粒由中

国预防医学科学院病毒学研究所惠赠 ,含有痘苗病

毒天坛株 11K晚期启动子 ( P11K )和 25K早期启动

子 ( P25K )反向串联 [6] , P11K下游有多酶切点供插

入外源基因 , P25K下游为 LacZ基因作为选择标

记 ,旁边为天坛株 TK基因左右侧翼序列 , P11K

ATG与 StuⅠ 切点间有 T AG终止密码子以保证在

StuⅠ 位点下游的多酶切点表达的外源基因产物为

非融合蛋白 [7]。

1. 2　细胞和病毒

1. 2. 1　 143 TK-细胞株　由广州军区总院惠赠 ,是

胸苷嘧啶缺陷的人骨髓瘤细胞 ,可在含有 5-溴脱氧

尿嘧啶核苷 ( 5-BUDR)的培养基中生长而不能存活

于含 HAT的培养基中 ,使用前在含 25 mg /L 5-

BUDR的培养液传代 2次。

1. 2. 2　痘苗病毒天坛株 ( 761)　由中国预防医学科

学院病毒学研究所惠赠 ,在含 HAT培养基中鉴定 ,

用噬斑法测定滴度 ( PFU /m L)。

1. 2. 3　外源基因与痘苗病毒的重组　参考文献

[ 4] ,先用天坛株野生型感染 70% ～ 80%成片生长

的 143 TK-细胞 , 37℃孵育 2 h,每 15 min摇 1次 ,同

时配制溶液 A和溶液 B( A液: 100μL不含小牛血

清的 1640培养液 ,加入 1. 5μg p J-CEA质粒 DN A;

B液: 100μL不含小牛血清的 1640培养液加入

15μL Lipo fectamine)。溶液 A和 B混合后于室温放

置 30 min,加入含 10%小牛血清的 1640培养液。吸
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除培养瓶中的病毒液 ,加入含溶液 A和 B的培养

液 , 37℃孵育 5 h。吸除培养液 ,加入 10 m L含 10%

小牛血清 , 0. 8%低溶点琼脂糖 , 25 mg /L 5-BUDR

及 30μL X-gal的 1640培养液 ,室温放 15 min凝固

后 , 37℃培养 48 h。根据 TK-和 LacZ蓝斑双重特征

进行筛选。将选出的蓝斑纯化 3次 ,之后大量扩增鉴

定。

1. 3　重组痘苗病毒的鉴定

1. 3. 1　 PCR法　根据 CEA-cDNA的序列设计一

对引物。 因该引物不仅用于鉴定 CE A,还要用于其

它实验 ,所以在引物 1的 5’ 端设计有 X hoⅠ 酶切点

和 ATG,引物 2的 5’ 端有 ClaⅠ 酶切点和 TAG ,两

条引 物序 列 如下: 引 物 1: 5’ -CTCGAGATGC

CGGAGCTGCCCAAGCCC T-3’ 引物 2: 5’ -ATCGA

TCTAAGAGAC TGTGATGCTCT TG-3’ 。

1. 3. 2　放射免疫法测定 CEA的表达量　用重组痘

苗病毒液和野生型痘苗病毒液分别感染 80%成片

生长的 143TK-细胞 ,培养 48 h后 ,收集细胞及培养

液 ,离心后将上清液 1保存 ,细胞沉淀加 200μL

STE混匀后 -20℃反复冻融 5次 ,再离心 ,保存上清

液 2,细胞碎片加 200μL STE混匀加 10% SDS

10μL,置室温 1 h ,用放射免疫方法测定 CEA的含

量。 待测标本为野生型痘苗病毒: 上清液 1、上清液

2、细胞碎片 ;重组型痘苗病毒: 上清液 1、上清液 2、

细胞碎片。

1. 4　主要试剂来源

所有限制性内切酶和 T4DNA连接酶购自华美

公司 ,放射免疫试剂盒购自上海生物制品研究所。

2　结　果

2. 1　 p J-CEA重组质粒的构建

电脑查寻 CEA-cDNA全序列上限制性内切酶

位点 ,与 p J120质粒 P11K启动子下游的多酶切点

进行比较 , p J120上可供插入 CEA片段的切点只有

XhoⅠ 位点 ,而 CE A片段是从 p91023B-CEA-17质

粒经 EcoRⅠ 酶切获得的 ,在 CEA片段两端没有

XhoⅠ 位点 ,这就需要经过两个中间载体 pGEM 7Zf

(+ )和 pBluescript SK,利用 LacZ作为选择标记 ,

经蓝 /白斑筛选 ,挑出白斑 ,酶切鉴定为 pBlue-CEA。

这时在 CEA片段两端各接上了一个 X hoⅠ 位点 ,即

可将 CEA片段顺利插入 p J120质粒。酶切鉴定结果

见图 1。

图 1　 p J120, p J-CEA及 p91023B-CEA-17质粒酶切

1. MarkerλDN A /HindⅢ ; 2. p J120质粒 DN A; 3. p J-

CEA质粒 DN A; 4. p91023B-CEA-17质粒 DN A; 5. p J120

质粒 X hoⅠ 酶切 ; 6. p J-CEA质粒 X hoⅠ 酶切 ; 7. p91023B-

CEA-17质粒 EcoRⅠ 酶切

2. 2　重组痘苗病毒 -CE A的构建

重组病毒的构建通过脂质体共沉淀法在细胞内

经同源重组完成。p J-CE A质粒的 TK1和 TK2片段

与同源的痘苗病毒的完整 T K片段置换 ,将 CEA片

段插入病毒的 TK片段 ,含有 CEA的重组痘苗病毒

为 TK-,经含有 5-BUDR的培养液的筛选 , TK+ 的

野生型病毒不能生存 ,只有 TK-的重组病毒才能繁

殖 ,再有 LacZ蓝斑进行双重选择 ,即可获得重组病

毒 -CEA。 经过 3次纯化 ,可大量繁殖收获纯净稳定

的重组痘苗病毒 -CEA。

2. 3　重组痘苗病毒 -CE A的鉴定

2. 3. 1　 PCR法　因为 CEA-cDNA序列含有 3段

可编码有相当高保守性的氨基酸片段 (称为 1, 2和

3片段 ) ,本实验根据这一特点设计了一对引物 ,可

将含 CEA的模板扩增产生 3条带: 含单一片段 ( 1, 2

和 3的混合物 ) ,含两个片段 ( 1+ 2和 2+ 3的混合

物 ) ,含 3个片段 ( 1+ 2+ 3)。按常规方法提取野生型

病毒和重组型病毒的 DN A,用 p J-CEA作为对照 ,

PCR反应后经 0. 8%琼脂糖电泳 ,结果如图 2示。

PCR扩增后重组病毒具有与 pJ-CEA相同的带型 ,

可见重组病毒含有 CEA片段。

2. 3. 2　重组痘苗病毒-CEA表达产物的鉴定　用

放射性免疫法测定结果如表 1。 野生型病毒在 3个

样品中均未能测到 CEA的表达 ,重组型病毒在两上

清液只测得 5 ng / L,细胞碎片测得值 70. 7 ng / L,而

该试剂盒要求 > 15 ng /L才有意义 ,可见转化的细

胞有 CEA的高效表达并将 CEA主要输送到细胞表

面。
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图 2　 PCR电泳结果

　　 1. p J-CEA PCR; 2. MarkerλDN A/ HindⅢ ; 3. CEA-

重组痘苗病毒 PCR; 4.野生型痘苗病毒 PCR

表 1　放射免疫法测定 CEA含量 ( ng /L)

野 生 型
痘苗病毒

重 组 型
痘苗病毒

上清液 1 0 5

上清液 2 0 5

细胞碎片 0 70. 7

3　讨　论

本文用痘苗病毒作载体 ,插入外源基因 CEA-

cDN A片段后观察到野生型痘苗病毒感染 143 TK-

细胞所形成的蚀斑大而典型 ,大部分细胞死亡脱落 ;

而重组痘苗病毒感染 143TK-细胞形成的蚀斑小而

不典型 ,细胞明显病变但没有脱落。可见由于外源基

因插入痘苗病毒的非必需区 TK基因片段而降低了

它的毒性 (图 3)。

图 3　 143TK-细胞被病毒感染前后的生长情况

　　 1.正常生长的 143T K-细胞 ; 2.野生型痘苗病毒感染

143-细胞 24 h的蚀斑 ; 3.重组痘苗病毒 -CEA感染 143TK-

细胞 24 h的蚀斑。 　 (× 10)

由于 CEA基因片段是在痘苗病毒 P11K启动

子之下 ,在 CEA的起始密码子之前加入了终止密码

子 TAG,保证了表达的 CEA是非融合蛋白。本文用

放射免疫法测得重组痘苗病毒感染 143TK-细胞后

的培养上清液及细胞裂解上清液中 CEA的含量很

少 ,没有达到有意义值 ,即在细胞外和胞浆内几乎无

CEA,但在感染后 143 TK-细胞碎片中测到 CEA的

含量很高。 提示痘苗病毒具有完整的蛋白质翻译后

加工系统 ,可以高效而准确地表达细胞膜糖蛋白

CEA并将其运输到宿主细胞膜上 ,这说明痘苗病毒

是一良好的真核表达载体 ,其表达产物保持了蛋白

质原有特性。

由于胃肠道肿瘤 ,乳腺癌等多种肿瘤患者体内

有 CEA的高水平表达 ,但测不到抗 C EA抗体 ,若将

CEA-重组痘苗病毒导入患者的体内 ,利用痘苗病毒

能提呈弱免疫原的特性 ,刺激机体产生抗 CEA抗

体 ,激活机体的免疫系统 ,可望有杀伤表达 CEA肿

瘤的效能。 有关实验正在进行中。
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CONSTRUCTION OF RECOMBINED VACCINIA

VIRUS EXPRESSING HUMAN CEA
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By using vaccinia v irus as a vecto r, we have successfully established a CEA-vaccinia vir us recombinant

capable o f highly expressing CEA. After infecting 143TK- cells w ith the recombinant, the expr essed products

could be detec ted by radio-immunoassay technique only in cell membrane fr agm ent but no t in cell plasma and

cultur e superna te. It further pro ved that v accinia virus is an efficient v ec tor fo r expressing euka ry otic pro tein

and can maintain th e charac teristics of the pro tein. Based on this r esult, it is po ssible to study whether CEA-

vaccinia vi rus recombinant can ac tiv a te immuno-reactiv e sy stem in v iv o fo r comba tting against tumo rs ex-

pressing CEA.

Subject headings　 vaccinia v irus /genetics; ca rcinoembryonic antig en; g ene expression; g ene rearang-

ment

·简　讯·

成立中西医结合研究所、发展我校中西医学术研究

1996年 11月 22日在本校隆重举行“授聘陈可冀院士为中山医科大学名誉教授、成立中西医结合研究所

揭牌仪式暨中西医结合学术交流大会”。

中国科学院院士陈可冀教授从北京亲临大会受聘。 省卫生厅副厅长、省中医药管理局局长张孝娟出席了

大会并讲话 ,出席大会的还有省中医药管理局副局长邝日健、广州中医药大学著名老中医邓铁涛教授、广东省

中西医结合学会会长王建华教授、《中国中西医结合》杂志常务副总编陈维养教授等也亲自到会祝贺 ,中国中

西医结合学会总会发来贺电。

中山医科大学副校长颜光美教授代表黄洁夫校长向陈可冀院士颁发名誉教授聘书。 陈可冀教授是目前

我国唯一从事中西医结合研究工作的中科院院士 ,陈院士受聘中山医科大学名誉教授 ,对促进我校中西医结

合研究工作将起重要作用。 与此同时 ,我校正式成立中西医结合研究所 ,学校领导对该所的建设发展给予极

大关怀 ,拨款 20万元作为该所学科建设费用。

会上 ,颜光美副校长、陈可冀院士、张孝娟副厅长为我校中西医结合研究所揭牌。 我校在中西医结合研究

方面 ,优势明显 ,但既往的研究工作都是由各院、系、各科室独自进行 ,中西医结合研究所的成立 ,组成跨学科、

互相协作的学科群 ,形成集临床、科研、开发三位一体的中西医结合研究基地 ,对组织、协调全校的中西医结合

并发展中西医学术研究有深远的影响。

陈可冀院士还为大会作了“中国传统医学研究进展趋势的展望”的专题报告。 会议还进行了广泛的学术

交流 ,我校和广州地区部分院校从事中西医结合研究工作的代表共 150多人参加了会议。

(冯世容 )
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