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Abstruct
AIM:To develop a cancer vaccine based on MG7-Ag of gas-
tric cancer using recombinant adenovirus as vector.

METHODS:PCR was performed to get fusion gene of the
MG7-Ag mimotope and HbcAg. The fusion gene was then
subcloned into the pAdTrack-CMV shuttle vector. The re-
sultant plasmid (pAdTrack-CMV-MG7) was cotransduced into
E. coli. BJ5183 cells with pAdEasy-1 plasmid to undergo
homologous recombination. The linearized recombinant plasmid
(pAd-MG7) was transfected into 293 cells. The recombinant
adenovirus was detected by examining the expression of
the green fluorescence protein tag in the 293 cells.

RESULTS:By sequencing, it was confirmed that the PCR
product was a fusion gene of MG7-Ag mimotope gene and
HBcAg. Restriction endonuclease analysis confirmed the
successful cloning of the fusion gene into the pAdTrack-
CMV. The recombinants (pAd-MG7) were selected for kanamycin
resistance, and recombination was confirmed by restriction
endonuclease analysis. Presence of the recombinant
adenoviruses was confirmed by GFP expression.

CONCLUSION:The Recombinant adenovirus vaccine of the
MG7-Ag mimotope was constructed successfully, which is
helpful to the further investigation of its potentiality in the
immunotherapy of gastric cancer.
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摘要
目的:以复制缺陷的腺病毒为疫苗载体,构建基于胃癌

MG7-Ag模拟表位的重组腺病毒疫苗.

方法:将编码MG7-Ag模拟表位的互补序列设计到上游引

物的5/端.以含有HBcAg全序列的质粒p1.2Ⅱ为模板，通

过PCR扩增，获得MG7-Ag模拟表位与HBcAg的融合

基因.经序列测定证实后，亚克隆至pAdTrack-CMV穿梭

质粒，再与pAdEasy-1 质粒在大肠杆菌BJ5 183 中进行

同源重组.经抗性筛选及酶切鉴定的重组质粒，再用导入

293细胞进行包装，利用Adeasy系统上的绿色荧光蛋白

标签鉴定病毒表达.

结果:序列测定证实，PCR产物为胃癌MG7-Ag模拟表位

与HBcAg的融合基因片段；酶切鉴定表明胃癌MG7-Ag

模拟表位与HBcAg 的融合基因片断插入了 pAdTrack-

CMV穿梭质粒，卡那霉素进行抗性筛选及PacⅠ酶切鉴

定证实腺病毒重组质粒构建成功.PacⅠ酶切线性化的重组

质粒导入293细胞3 d后见明显的绿色荧光蛋白表达.回收

病毒，可重复感染293 细胞，证实有感染能力的病毒颗

粒包装成功.

结论:胃癌MG7-Ag模拟表位的重组腺病毒载体的构建成

功，为进一步研究胃癌MG7-Ag模拟表位诱发抗胃癌免疫

打下了基础.
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0   引言

肿瘤疫苗是肿瘤基因治疗[1-10]的一个活跃领域，目前
用于胃癌免疫治疗的有效疫苗较少[11-13].胃癌MG7-Ag
是我研究所发现的胃癌特异性标志物[11-15]，在胃癌组
织中表达较高特异性好，为胃癌疫苗的构建提供了良
好的候选靶位[11-13].但从胃癌组织中提取和纯化MG7-
Ag难度很大.最近，韩全利et al [14]利用噬菌体显示文
库技术成功筛选得到了胃癌MG7-Ag 的模拟表位多
肽，体外实验证实该模拟表位多肽能够较好地模拟原
始抗原，因此是构建胃癌疫苗的理想候选分子.复制缺
陷的重组腺病毒是一种高效的基因转运工具[16-26]，且
因其自身免疫原性强，能引起较强的细胞和体液免疫
反应[22-2 6 ]，其自身可起到佐剂的作用.本研究利用
AdEasy腺病毒细菌内同源重组系统[21]构建了MG7-Ag



模拟表位与HBcAg的融合基因的复制缺陷的重组腺病
毒疫苗.

1   材料和方法

1 . 1 材料  腺病毒细菌内同源重组系统包括 E.co l i
BJ5183，穿梭质粒pTrack-CMV，及腺病毒骨架质粒
pAdEasy-1，由美国 John Hopkins University and the
Howard Hughes Medical Institute的 Bert Vogelstein 博士
惠赠.Hind Ⅲ、Not Ⅰ、T4 连接酶、胰蛋白胨及酵母
提取物购自宝泰克公司.PmeⅠ、PacⅠ为New England
Biolabs 公司产品.GeneRulerTM 100 bp DNA Ladder Plus
(100-3 000 bp), GeneRulerTM DNA Ladder Mix(100-10 000 bp)
均为MBI Fermentas 公司产品，购自上海生工公司.西
班牙产电泳用琼脂糖、Lambda DNA/HindIII Marker购
自华美公司.质粒小量提取试剂盒和小量胶回收试剂
盒，购自上海华舜公司.E.coli DH5α及模板质粒p1.2Ⅱ
为本所保存.
1.2方法

1.2.1表位基因与载体基因片段PCR连接  (1)引物设计:
上游引物P1.1 的序列为：5’-TGCCATGGGAAAACCG
CACGTTCACACTAAAGGTGGTGGTTCTCTTGGGTGGCTTTGGG
GC-3’，含ATG 及编码MG7-Ag 模拟表位的序列；
下游引物P1.2的序列为:5’- CCAAGCTTCTAACATT
GAGATTCCCG-3’均由上海博亚公司合成.(2)以质粒
p1.2 Ⅱ (1 888- 2 450 bp)为模板进行PCR: 94 ℃变性1 min，
58 ℃退火1 min，72 ℃延伸1 min.2个循环后,再 94 ℃
变性1 min ,65 ℃退火、延伸3 min,共 28个循环,最后
于72 ℃延伸5 min.扩增产物用1 %琼脂糖凝胶进行电
泳.经鉴定条带的位置正确后，切下条带，参照柱式
小量胶回收试剂盒操作说明，进行回收、纯化.
1.2.2 PCR产物的克隆及测序  将回收并纯化的PCR产
物，与载体 pUCm-T 按浓度比 3∶1，用 T4 连接酶
连接.以连接产物转化0.1 mol/l CaCl2制备的 E.coli DH5
α感受态细菌,涂布于含氨苄青霉素(100 mg/L)并预先涂
布了X-gal 40 µL(20 g/L)和 IPTG 4 µL(200 g/L)的 90 mm
固体LB培养基上，以蓝白筛选法筛选阳性克隆.随机
挑取4个白色菌落，用柱式小量质粒提取试剂盒提取
质粒.经Not Ⅰ和Hind Ⅲ双酶切后，进行琼脂糖凝胶
电泳，观察有无600 bp左右的条带.将经鉴定的重组阳
性克隆，用M13/pUC反向引物，以Sanger双脱氧链终
止法，进行反向序列测定.命名为pUC-MG7.
1.2.3 MG7-Ag 模拟表位 /HbcAg 融合基因亚克隆到

pAdTrack-CMV穿梭质   PCR产物的亚克隆:提取测序
正确克隆的质粒，经NotⅠ和 Hind Ⅲ双酶切及琼脂糖
凝胶电泳后，回收约 600 bp 左右大小的电泳条带.
pAdTrack-CMV穿梭质粒用相同内切酶双酶切，电泳
回收约9 200 bp片段.两次回收大、小片段分子浓度比
按1∶3,用T4连接酶16 ℃连接16 h,转化0.1 mol/l CaCl2

制备的E.coli DH5 α感受态细菌，涂于含卡那霉素
（50 mg/l）的固体LB培养基37 ℃培养过夜.随机挑取
4 个菌落，提取质粒，Hind Ⅲ，Not Ⅰ双酶切鉴定
阳性克隆的重组质粒.命名为pAdTrack-CMV-MG7
1.2.4 细菌内同源重组产生包含MG7-Ag 模拟表位 /

HbcAg融合基因的重组腺病毒质粒  用 10 %的冰浴冷
的无菌甘油制备E.coli BJ5 183及 E.coli DH5α电穿孔
感受态菌.提取重组质粒pAdTrack-CMV-MG7用PmeⅠ
酶切线性化，电泳回收约9 800 bp片段.与腺病毒骨架
质粒pAdEasy-1等浓度比混合,在 2 500 V,200Ω,25 µF
条件下,电穿孔共转化20 µl BJ5 183感受态菌,卡那霉素
（50 mg/l）固体LB 培养基筛选,16 h 后随机挑取 4个
克隆,提质粒.挑选电泳鉴定大小与pAdEasy-1相似的质
粒，将其电穿孔转化E.coli DH5α菌，提取质粒，用
Pac Ⅰ酶切鉴定阳性克隆的重组腺病毒质粒.命名为
pAd-MG7.
1.2.5 293细胞中产生重组腺病毒   转染前24 h,在25 cm2

塑料培养瓶中接种2×106的HEK293细胞.转染当天，
将4 µg  pAd-MG7质粒用PacⅠ酶切线形化，用20 µl
Lipofectamine 2 000 按说明转染293细胞，2 d后用荧
光显微镜观测绿色荧光蛋白的表达，7-10 d 后收集细
胞.反复冻融3-4 次，取1/3 病毒提取上清再感染293
细胞扩增，3-4 d 后收集细胞，PBS 重悬，反复冻
融，最后离心,取上清收集病毒，保存于－80 ℃.

2   结果

2.1表位基因与载体基因片段的PCR连接 以质粒p1.2
Ⅱ(1 888-2 450 bp)的序列为模板，将MG7-Ag模拟表
位基因和编码HBcAg的基因设计于引物中，用PCR方
法将表位基因与该段载体基因连接在一起.扩增产物为
600 bp 左右的片段，与预计的结果相符(图 1).

图 1  PCR产物的琼脂糖凝胶电泳
M: DNA marker(100-3 000 bp); 1-2: the PCR product.

2.2  PCR产物的克隆与测序  将纯化的PCR产物克隆于
载体pUCm-T中，转化E.coli DH5α感受态细菌.通过
蓝白筛选，随机挑取 4个白色菌落提取质粒，用Nco
Ⅰ和Hind Ⅲ双酶切后，均切出600 bp左右的片段.再
用M13反向引物，将4号克隆以Sanger双脱氧链终止
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法进行反向测序.结果表明，PCR产物为目的基因和载
体基因的融合片段，两端分别含有NcoⅠ和Hind Ⅲ的
酶切位点.
2.3 MG7-Ag 模拟表位 /HbcAg 融合基因亚克隆到

pAdTrack-CMV穿梭质粒   提取含有MG7-Ag模拟表
位/HbcAg融合基因的阳性克隆的重组质粒,用NotⅠ和
Hind Ⅲ双酶切后回收600 bp左右的片段.将其与用相同
酶切回收的pAdTrack-CMV穿梭质粒大片段连接，转
入宿主菌E.coli DH5α，用NotⅠ和 Hind Ⅲ双酶切阳
性克隆中的重组质粒，可切出600 bp大小的片段，与
pUCm-MG7双酶切释放的目的片断大小相符,而无目的
片段的pAdTrack-CMV相同双酶切，无片段释放(图 2).

图2 pAdTrack-CMV-MG7用NotⅠ和 Hind Ⅲ双酶切鉴定结果
M: DNA marker(100-10 000 bp); 1 pAdTrack-CMV-MG7. 2. pUC-
MG73 pAdTrack-CMV

2.4细菌内同源重组产生包含MG7-Ag模拟表位/HbcAg

融合基因的重组腺病毒质粒  将重组质粒pAdTrack-
CMV-MG7用 PmeⅠ酶切线性化，与等浓度的腺病毒
骨架粒pAdEasy-1 电穿孔共转化20 µl BJ5183感受态
菌，进行同源重组.将阳性克隆转化电穿孔转化E.coli
DH5α菌，提取阳性克隆质粒，用PacⅠ酶切鉴定能
释放约4.5 kb大小片段，而pAdEasy-1用相同的酶切
未释放片断，从而证明为重组的腺病毒质粒(如图 3).

图3 重组的腺病毒质粒用PacⅠ酶切鉴定结果
M: Lambda DNAHindIII Marker 1. pAdEasy-1  2. pAd-MG7

2.5 在 293 细胞中包装出重组腺病毒  把重组的腺病毒
质粒pAd-MG7，用Pac Ⅰ酶切线形化转染293细胞，
2 d后即可通过荧光显微镜观察到GFP表达.(如图 4)取
1/3病毒提取上清可再感染293细胞扩增.说明有感染能
力的病毒颗粒包装成功.

图4  荧光显微镜观察重组的腺病毒在293细胞中表达的绿色荧光蛋白.

3   讨论

随着分子免疫学的发展，免疫治疗在肿瘤治疗中的作

用日益突出.而寻找肿瘤特异性或相关抗原成为关键的

一环. 我研究所利用低分化胃癌细胞株成功的制备了抗

胃癌的单克隆抗体MG 系列，其中MG7 的特异性最

强，在胃癌组织中高表达[11-15]. 实验证实，MG7抗原

与已知的胃癌抗原不同，推测是一种新的胃癌相关抗

原，其抗原决定簇表达在糖链上[11-14]. 所以从肿瘤组织

中提取、纯化的MG7-Ag 十分困难.本研究所利用抗

MG7-Ag mAb筛选噬菌体随机肽文库，得到了MG7-

Ag 的模拟表位基因，其结合抑制试验效果肯定[14].

       腺病毒因其具有安全性较好，感染能力强，可感

染各细胞周期的细胞;蛋白表达量高;不整合到宿主的染

色体中，没有插入性突变；成为基因转染和治疗常用

的载体[16-21],又因其具有较强的免疫原性,能激发肌体的

体液及细胞免疫，因而是疫苗的常用载体[22-26].

      本研究中选用的腺病毒表达系统是由构建的一种新

型的重组腺病毒系统 [21].他利用E.coli BJ5 183内高效的

同源重组系统，进行腺病毒的同源重组，提高了病毒

的重组效率，缩短了病毒包装所需的时间；在腺病毒

包装前就可检验目的片断是否装入重组的腺病毒质粒

中；并带有绿色荧光蛋白标记，可直接观测转染的效

率和病毒感染的情况；是高效便捷的腺病毒重组系统，

在基因治疗中有很好的前景.

        病毒样颗粒能在表面合适的位置规则的排列所需

的多肽，使其成为理想的免疫分子载体.而无传染性的

HbcAg为最佳选择[27]，其由183个氨基酸组成，能形

成20面体微粒，在外源性的蛋白插入时，仍可形成对

称性颗粒.使插入的外源性抗原具有较好的免疫活性，

能明显刺激B细胞及T细胞产生免疫反应 ,是一种很有

潜力的疫苗载体[27-30].

        本研究成功构建含有MG7-Ag 模拟表位基因的胃

癌重组腺病毒疫苗，希望能够利用腺病毒的高效表达

系统及HBcAg和腺病毒刺激免疫的作用，使其能产生

强而持久的免疫.为进一步研究MG7-Ag模拟表位在诱

发抗胃癌免疫中的作用，打下基础.
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10 000 bp→

M          1           2          3

3 000 bp→

500 bp→

1     2     M

← 23 130 bp
← 4 361 bp
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