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前列腺特异性膜抗原、粒细胞巨噬细胞集落刺激因子双顺反子ＤＮＡ疫
苗的构建及其免疫活性的测定

黄云腾，叶传忠，陈　方，齐　隽
（上海交通大学医学院附属新华医院泌尿外科，上海２０００９２）

［摘要］　目的：构建前列腺特异性膜抗原（ＰＳＭＡ）、粒细胞巨噬细胞集落刺激因子（ＧＭＣＳＦ）核酸疫苗并测定其免疫活性。

方法：应用ＤＮＡ疫苗载体ｐＩＲＥＳ构建ｐＩＲＥＳＰＳＭＡｍＧＭＣＳＦ、ｐＩＲＥＳＰＳＭＡ、ｐＩＲＥＳｍＧＭＣＳＦ重组质粒，酶切鉴定正确

后与ｐＩＲＥＳ空质粒分别免疫Ｃ５６ＢＬ／６小鼠（每组１５只），ＬＤＨ 释放试验测定各自免疫后小鼠的特异性细胞毒性 Ｔ细胞

（ＣＴＬ）杀伤活性。结果：成功构建上述重组质粒；ｐＩＲＥＳＰＳＭＡｍＧＭＣＳＦ免疫后小鼠特异杀伤率最高，ｐＩＲＥＳＰＳＭＡ、

ｐＩＲＥＳｍＧＭＣＳＦ次之，ｐＩＲＥＳ空质粒最差（Ｐ＜０．０５），各组杀伤效果以效靶比为１０１时最高。结论：ＰＳＭＡ及 ｍＧＭＣＳＦ
双顺反子ＤＮＡ疫苗有望在前列腺癌的基因治疗中发挥积极的作用。
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　　核酸疫苗（ＤＮＡ疫苗）是近年来免疫学研究的
一个热点，它为肿瘤和传染病疫苗研制带来了新的
希望［１］。粒细胞巨噬细胞集落刺激因子（ｇｒａｎｕｌｏ
ｃｙｔｅｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ｃｏｌｏｎｙｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇ ｆａｃｔｏｒ，ＧＭ
ＣＳＦ）是一种由活化的Ｔ淋巴细胞、内皮细胞、成纤
维细胞及巨噬细胞产生的具有广谱效应的多肽生长

因子，具有重要的免疫调节作用，尤其是具有增强机
体抗肿瘤免疫的功能 ［２］。随着对ＧＭＣＳＦ免疫激
活功能研究的深入，ＧＭＣＳＦ作为疫苗佐剂应用于
肿瘤防治方面的潜力正引起越来越广泛的关注。前
列腺癌（ｐｒｏｓｔａｔｅｃａｎｃｅｒ，ＣａＰ）是目前为数不多的存
在明确肿瘤相关抗原（ｔｕｍｏｒａｓｓｏｃｉａｔｅｄａｎｔｉｇｅｎ，

ＴＡＡ）的肿瘤之一，在ＤＮＡ疫苗治疗中有其独特的
优势，应用具有较高特异性的前列腺特异性膜抗原

（ｐｒｏｓｔａｔｅｓｐｅｃｉｆｉｃｍｅｍｂｒａｎｅａｎｔｉｇｅｎ，ＰＳＭＡ）ｃＤＮＡ
进行ＣａＰ的ＤＮＡ疫苗治疗有望获得广阔的应用前
景。因此，本研究构建ＰＳＭＡＧＭＣＳＦ融合基因，
制备ＣａＰ的ＤＮＡ疫苗并观察其免疫活性，探讨其
用于ＣａＰ免疫治疗的可行性。

１　材料和方法

１．１　实验动物和主要试剂　Ｃ５７ＢＬ／６小鼠，普通
级，６～８周龄，体质量１８～２２ｇ，由中国科学院生物
工程中心动物中心提供。Ｋｌｅｎｏｗ大片段、ＣｙｔｏＴｏｘ
９６非放射细胞毒测试试剂盒（ＣｙｔｏＴｏｘ９６ＮｏｎＲａ
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ｄｉｏａｃｔｉｖｅＣｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙＡｓｓａｙ）、质粒ＤＮＡ提取试剂
盒 （ＷｉｚａｒｄＴＭ ｐｌｕｓ ｍｉｎｉｐｒｅｐｓ ＤＮＡ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ
Ｋｉｔ）、限制性内切酶、ＴａｑＤＮＡ聚合酶、Ｔ４ＤＮＡ连
接酶均为Ｐｒｏｍｅｇａ公司产品；ＰＣＲ产物纯化回收试
剂盒（ＡｄｖａｎｔａｇｅＴＭ ＰＣＲｐｕｒｅＫｉｔ）为ＣＬＯＮＴＥＣＨ
公司产品；ＧｅｎｅＪａｍｍｅｒＴＭ ＴｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎＲｅａｇｅｎｔ转
染试剂盒为ＴＲＡＴＡＧＥＮＥ公司产品。

１．２　质粒、菌种和细胞株　小鼠 ＧＭＣＳＦ质粒

ｐＬＸＳＮｍＧＭＣＳＦ由中国人民解放军第３０４医院
杜楠博士惠赠；真核表达质粒ｐｃＤＮＡ３．１、双 ＭＣＳ
真核表达质粒ｐＩＲＥＳ为ＣＬＯＮＴＥＣＨ公司产品；宫
颈癌细胞株 ＨｅＬａ细胞为中国科学院典型培养物保
藏委员会基因库提供，小鼠黑素瘤细胞株Ｂ１６由军
事医学科学院野战输血研究所裴雪涛教授惠赠。

１．３　引物设计　根据ｍＧＭＣＳＦｃＤＮＡ序列（Ｇｅｎ
Ｂａｎｋ登录号：Ｘ０２３３３），参考文献［３］（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．
ｂａｓｉｃ．ｎｗｕ．ｅｄｕ／ｂｉｏｔｏｏｌｓ／Ｐｒｉｍｅｒ３）设计引物，并注
意避开与人 ＧＭＣＳＦ 的同源部分，ＰＧ１：５′ＧＣＣ
ＴＴＧＧＡＡＧＣＡＴＧＴＡＧＡ ＧＧ３′，ＰＧ２：５′ＣＣＧ
ＴＡＧＡＣＣＣＴＧＣＴＣＧＡＡＴＡ３′，扩增产物为１６０
ｂｐ。ＰＳＭＡ引物参照Ｉｓｒａｅｌｉ等［４］发表的序列合成。

１．４　重组质粒的构建及鉴定　３种质粒的构建
（ｐＩＲＥＳｍＧＭＣＳＦ、ｐＩＲＥＳＰＳＭＡ、ｐＩＲＥＳＰＳＭＡ
ｍＧＭＣＳＦ）按照试剂盒及文献［５］进行。构建流程如
图１所示，ＢａｍＨⅠ单酶切ｐＬＸＳＮｍＧＭＣＳＦ质
粒，获得ｍＧＭＣＳＦ片段、亚克隆到ｐＩＲＥＳ载体，构
建ｐＩＲＥＳｍＧＭＣＳＦ重组质粒，双酶切鉴定插入片
段的大小及方向。ＮｈｅⅠ和 ＸｈｏⅠ双酶切 ｐｃＤ
ＮＡ３．１ＰＳＭＡ，获 得 ＰＳＭＡ 片 段，定 向 克 隆 到

ｐＩＲＥＳｍＧＭＣＳＦ重组质粒和ｐＩＲＥＳ载体中，构建

ｐＩＲＥＳＰＳＭＡｍＧＭＣＳＦ和ｐＩＲＥＳＰＳＭＡ 重组质
粒，双酶切鉴定大小。

１．５　转染后稳定表达ＰＳＭＡ的Ｂ１６细胞株的筛选

１．５．１　质粒的转染　参照转染试剂盒流程说明并
稍加改进。具体步骤：（１）取对数生长期Ｂ１６细胞
（２×１０５）接种于３５ｍｍ平皿，３７℃、５％ＣＯ２ 培养箱
培养２４ｈ，使细胞密度达５０％。（２）制备ＧｅｎｅＪａｍ
ｍｅｒＴＭＤＮＡ混合物：在１２ｍｍ×７５ｍｍ无菌试管
中准备１００μｌ无血清、无抗生素的ＲＰＭＩ１６４０培养
液；加入１２μｌＧｅｎｅＪａｍｍｅｒ

ＴＭＴｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎＲｅａｇｅｎｔ
轻轻混匀，置室温１０ｍｉｎ；在以上液体中按比例加入

２μｇ重组质粒ｐＩＲＥＳＰＳＭＡ（或加入ｐｃＤＮＡ３．１
ＰＳＭＡ作为对照），置室温１０ｍｉｎ；（３）吸弃Ｂ１６细
胞培养上清，ＲＰＭＩ１６４０培养液洗涤２次，将０．９
ｍｌ的 ＲＰＭＩ１６４０完全培养液及 ＧｅｎｅＪａｍｍｅｒＴＭ

ＤＮＡ混合物分别小心滴加至细胞上，轻轻混匀（或
只滴加完全ＲＰＭＩ１６４０培养液作为阴性对照）。３
ｈ后追加等体积的完全培养液，继续培养７２ｈ后加
入终浓度为４００μｇ／ｍｌ的Ｇ４１８筛选；每３～４ｄ更
换选择培养基１次，直至３周左右出现抗性克隆。
（４）用无菌滤纸沾适量０．２５％胰酶，选取数个抗性
细胞克隆分别消化后接种于培养瓶内，仍加含４００

μｇ／ｍｌＧ４１８的ＲＰＭＩ１６４０选择培养液加压培养，
得到数个细胞系，并冻存部分细胞。

１．５．２　转染后Ｂ１６细胞株的筛选　参照 ＭＰＥＲＴＭ

抽提试剂盒提供的方法，采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法分析
转染后细胞ＰＳＭＡ蛋白表达情况，筛选稳定表达的

Ｂ１６细胞，将稳定表达ＰＳＭＡ 的Ｂ１６细胞命名为

Ｂ１６ＰＳＭＡ。

１．６　ＰＳＭＡ、ｍＧＭＣＳＦ双顺反子质粒的共表达鉴
定　将ｐＩＲＥＳＰＳＭＡｍＧＭＣＳＦ瞬时转染 ＨｅＬａ
细胞后，ＲＴＰＣＲ法分别鉴定细胞ＰＳＭＡ及 ｍＧＭ
ＣＳＦ的ｍＲＮＡ表达水平，操作按试剂盒说明进行。

１．７　动物分组和免疫　６０只Ｃ５７ＢＬ／６小鼠随机分
为４组，每组ｌ５只。腹腔注射０．７５％戊巴比妥钠
（１００μｌ／１０ｇ），待小鼠全身麻醉后剃去后腿毛，暴露
胫骨及股四头肌，各组分别缓慢注射１００μｇ应用碱
裂解法制备和纯化的 ｐＩＲＥＳＰＳＭＡｍＧＭＣＳＦ、

ｐＩＲＥＳＰＳＭＡ、ｐＩＲＥＳｍＧＭＣＳＦ 及 ｐＩＲＥＳ 空 质
粒，于第２、３、４周加强注射１次，共注射４次，末次
注射后１４ｄ引颈处死小鼠，检测ＣＴＬ反应。

１．８　ＬＤＨ释放试验测定免疫后各组小鼠ＣＴＬｓ杀
伤活性　参照Ｐｒｏｍｅｇａ公司提供的ＣｙｔｏＴｏｘ９６试
剂盒操作手册进行，实验分３步：（１）效应细胞（Ｅ）的
制备：末次注射后１４ｄ引颈处死小鼠（ｎ＝１５），７５％
乙醇浸泡５ｍｉｎ后，无菌取脾脏；Ｈａｎｋｓ液洗１次
后，经２００目不锈钢筛网研磨，制备单细胞悬液；加
入０．８３％ＮＨ４ＣｌＴｒｉｓ重悬细胞，在３７℃培养箱放
置１５ｍｉｎ，２１５×ｇ离心５ｍｉｎ，弃上清；Ｈａｎｋｓ液洗
涤２次，将脾淋巴细胞重悬于含重组人ＩＬ２（１００Ｕ／

ｍｌ）和 ＭＢＰｅｄＰＳＭＡ（１０μｇ／ｍｌ）的 ＲＰＭＩ１６４０完
全培养液，３７℃，５％ＣＯ２中培养；第５天用Ｆｉｃｏｌｌ（密
度为１．０７７）离心，除去死细胞。收集活细胞作为效
应细胞，调整细胞密度为２×１０６／ｍｌ。（２）靶细胞
（Ｔ）的制备：以稳定表达ＰＳＭＡ的Ｂ１６ＰＳＭＡ作为
靶细胞，收集对数生长期的Ｂ１６ＰＳＭＡ细胞，无血
清的ＲＰＭＩ１６４０洗涤２次，重悬于ＲＰＭＩ１６４０完全
培养液，调整细胞密度为ｌ×１０５／ｍｌ。（３）ＬＤＨ释放
试验：设立实验孔、靶细胞自然释放孔及最大释放
孔、效应细胞自然释放孔、空白对照孔，实验孔中按
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图１　顺反子表达质粒ｐＩＲＥＳｍＧＭＣＳＦ及ｐＩＲＥＳＰＳＭＡｍＧＭＣＳＦ的构建

Ｆｉｇ１　ＣｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｏｆｃｉｓｔｒｏｎｉｃｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐｌａｓｍｉｄｐＩＲＥＳＰＳＭＡｍＧＭＣＳＦａｎｄｐＩＲＥＳｍＧＭＣＳＦ
（ｐＩＲＥＳＰＳＭＡｗａｓｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｉｎｔｈｅｓａｍｅｗａｙ）

１０ｌ、５ｌ、２．５１、１１不同的效靶比（ＥＴ），将
效应细胞和靶细胞依次加样于９６孔板，每一比例设

３个复孔；３７℃、５％ＣＯ２ 环境中孵育４ｈ，２１５×ｇ离

心５ｍｉｎ；取出培养板，吸取各孔上清５０μｌ到新的

９６孔板上；加入５０μ１反应液，室温避光环境反应

２０ｍｉｎ，加５０μｌ终止液，在酶标仪上测波长４９０ｎｍ
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处光密度值（Ｄ４９０），计算细胞杀伤率（ｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ），
公式如下：细胞杀伤率（％）＝（实验孔－效应细胞自
然释放孔－靶细胞自然释放孔）／（靶细胞最大释放
孔－靶细胞自然释放孔）×１００％。

１．９　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１０．０统计软件进行
分析处理，小鼠杀伤率的比较采用单因素方差分析
（ＯｎｅＷａｙＡＮＯＶＡ），Ｐ＜０．０５为显著差异。

２　结　果

２．１　重组质粒的酶切鉴定　如图２所示，双酶切

ｐＩＲＥＳｍＧＭＣＳＦ，正向插入者可获得５５０ｂｐ的

ｍＧＭＣＳＦ片段和６１００ｂｐ的ｐＩＲＥＳ载体，反向插
入者仅获得６６５０ｂｐ的片段；用ＸｈｏⅠ酶切重组质
粒ｐＩＲＥＳＰＳＭＡｍＧＭＣＳＦ 可获得预期大小的

ＤＮＡ片段（８９０３ｂｐ），用 ＸｈｏⅠ和 ＮｈｅⅠ双酶切

ｐＩＲＥＳＰＳＭＡｍＧＭＣＳＦ，可获得２２５３ｂｐ的 ＰＳ
ＭＡ片段。以上酶切结果证明ＰＳＭＡ和ｍＧＭＣＳＦ
ｃＤＮＡ已成功亚克隆于双顺反子载体ｐＩＲＥＳ上，并
筛选出正向重组子。大量抽提以上质粒，经ＰＥＧ纯
化，终浓度约为１．８～２．２μｇ／μｌ。

图２　ｐＩＲＥＳＰＳＭＡｍＧＭＣＳＦ和

ｐＩＲＥＳｍＧＭＣＳＦ的酶切鉴定

Ｆｉｇ２　Ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｅｎｚｙｍｅａｓｓａｙｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄ

ｐＩＲＥＳＰＳＭＡｍＧＭＣＳＦａｎｄｐＩＲＥＳｍＧＭＣＳＦ
１：ｐＩＲＥＳＰＳＭＡｍＧＭＣＳＦ； ２： ｐＩＲＥＳＰＳＭＡｍＧＭＣＳＦ； ３：

ｐＩＲＥＳｍＧＭＣＳＦ（ｂａｃｋｗａｒｄｉｎｓｅｒｔｉｏｎ）；４：ｐＩＲＥＳｍＧＭＣＳＦ；５：

ＤＬ１５０００＋ＤＬ２０００ＤＮＡｍａｒｋｅｒ

２．２　稳定表达ＰＳＭＡ的Ｂ１６细胞株的获得　经

ｐＩＲＥＳＰＳＭＡ转染后Ｂ１６细胞裂解后用ＰＳＭＡ单
抗４Ｇ５进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹分析，显示在１０００００附
近形成特异性杂交条带，与预期结果一致，表明

ｐＩＲＥＳＰＳＭＡ质粒转染的Ｂ１６细胞能稳定表达ＰＳ
ＭＡ，命名为Ｂ１６ＰＳＭＡ。

２．３　 ｐＩＲＥＳＰＳＭＡｍＧＭＣＳＦ 转 染 ＨｅＬａ 细
胞　ＲＴＰＣＲ检测结果表明转染后 ＨｅＬａ细胞可特
异性扩增出１６０ｂｐ的 ｍＧＭＣＳＦ基因片段和５２７
ｂｐ的ＰＳＭＡ片段（图３），与预期结果一致。

图３　ｐＩＲＥＳＰＳＭＡｍＧＭＣＳＦ转染后

ＨｅＬａ细胞ＲＴＰＣＲ检测

Ｆｉｇ３　ＲＴＰＣＲａｎａｌｙｓｉｓｏｆＰＳＭＡａｎｄ
ｍＧＭＣＳＦｉｎｔｒａｎｓｉｅｎｔｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｃｅｌｌｓ

１，６：ＤＬ２０００ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ；２：ＨｅＬａ／ＰＳＭＡｍＧＭＣＳＦｃｅｌｌ：Ｔｈｅ

ＲＴＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆＰＳＭＡｐｒｉｍｅｒｓ，ｗｈｉｃｈｄｅｆｉｎｅｓａ５２７ｂｐｆｒａｇ

ｍｅｎｔｓ；３：ＨｅＬａｃｅｌｌｕｓｅｄａｓｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ；４：ＨｅＬａ／ＰＳＭＡｍＧＭ

ＣＳＦｃｅｌｌ：ＴｈｅＲＴＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆｍＧＭＣＳＦｐｒｉｍｅｒｓ，ｗｈｉｃｈｄｅ

ｆｉｎｅｓａ１６０ｂｐｆｒａｇｍｅｎｔｓ；５：ＨｅＬａｃｅｌｌｕｓｅｄａｓｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ．Ａｓａ

ｃｏｎｔｒｏｌｆｏｒｔｈｅｑｕａｌｉｔｙｏｆｍＲＮＡｓａｍｐｌｅ，ａｃｏｎｔｒｏｌｇｅｎｅ（ＧＡＰＤＨ）

ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｗａｓｓｅｌｅｃｔｅｄ，ｗｈｉｃｈｄｅｆｉｎｅｓａ３１０ｂｐｆｒａｇｍｅｎｔｓ

２．４　免疫后各组小鼠脾细胞ＰＳＭＡ特异性ＣＴＬｓ
杀伤活性　ｐＩＲＥＳＰＳＭＡｍＧＭＣＳＦ免疫后小鼠
特异杀伤率最高，ｐＩＲＥＳＰＳＭＡ、ｐＩＲＥＳｍＧＭＣＳＦ
次之，ｐＩＲＥＳ空质粒最差（Ｐ＜０．０５）；各组的杀伤效
果以效靶比为１０１时最高（图４）。

图４　四种重组质粒免疫后Ｃ５７／ＢＬ６
小鼠脾细胞抗原特异性ＣＴＬ活性比较

Ｆｉｇ４　Ａｎｔｉｇｅｎｓｐｅｃｉｆｉｃｃｙｔｏｔｏｘｉｃｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅａｃｔｉｖｉｔｙ
ｆｏｌｌｏｗｉｎｇｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎｏｆＣ５７／ＢＬ６ｗｉｔｈＤＮＡｖａｃｃｉｎｅ

Ｐ＜０．０５ｖｓｐＩＲＥＳ，□Ｐ＜０．０５ｖｓｐＩＲＥＳｍＧＭＣＳＦ，■Ｐ＜０．０５
ｖｓｐＩＲＥＳＰＳＭＡ

３　讨　论

　　基于ＰＳＭＡ的ＣａＰ免疫治疗已成为目前的研
究热点。从目前的动物实验和为数不多的临床试验
来看，相关研究还是集中在经肿瘤相关肽致敏树突状
细胞（ｄｅｎｄｒｉｔｉｃｃｅｌｌｓ，ＤＣｓ）的免疫治疗［６］。此疗法必须
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依赖高水平的医疗设施，而且花费高、工作量大，需根
据每个患者进行不同的操作，不适用于推广应用。因
此，寻找一种经济、高效的新疗法十分必要。

　　众所周知，细胞因子在免疫细胞分化成熟和免
疫应答过程的各个环节起着重要的作用。目前多种
细胞因子已被证实具有一定的抗肿瘤作用，其中普
遍认为效果较好的有 ＧＭＣＳＦ、ＩＬ１２、ＩＬ２ 等。

ＧＭＣＳＦ能激活 ＡＰＣ，增加 ＡＰＣ的 ＭＨＣ Ⅱ类抗
原表达，也能加强初始的抗体应答［２］。Ｄｒａｎｏｆｆ
等［７～９］将ＧＭＣＳＦ导入肿瘤细胞以引发机体特异性
的抗肿瘤免疫作用，发现其作用最强而且持久，优于

ＩＬ２、ＩＬ４、ＩＬ５、ＩＦＮγ及 ＴＮＦα。一些研究［１０，１１］

将ＧＭＣＳＦ基因作为基因佐剂，应用于增加ＤＮＡ
疫苗的疗效，发现其能升高抗体滴度，可明显增强特
异性的细胞免疫及体液免疫反应，抑制肿瘤生长，并
提供抵抗致死量肿瘤攻击的保护性免疫。近年来，

ＤＮＡ疫苗研究在一些领域的成功给基于ＰＳＭＡ的

ＣａＰ免疫治疗带来了新的希望，但关于构建ＰＳＭＡ
ＧＭＣＳＦ融合基因，制备 ＤＮＡ疫苗用于治疗ＣａＰ
的报道较少见，本研究将ＰＳＭＡ和ＧＭＣＳＦ构建到
同一载体，设计一种新型的共表达ＤＮＡ疫苗，以期
达到增强疗效的作用。

　　基因治疗中常用的多基因表达方式主要是通过
使用多启动子或重组表达融合蛋白，但由于多启动
子之间或目的基因之间的相互影响，往往会减弱甚
至于丧失某些基因的表达［１２］。内部核糖体进入位
点（ｉｎｔｅｒｎａｌｒｉｂｏｓｏｍｅｅｎｔｒｙｓｉｔｅ，ＩＲＥＳ）序列来源于
某些病毒和细胞的 ｍＲＮＡ５′端的一段非翻译区。
在上游启动子的控制下，该序列及与之相连的基因
可同时转录，并以不依赖帽的方式启动远端 ｍＲＮＡ
的翻译，从而在同一转录本上翻译出不同的蛋白。
来源于脑心肌炎病毒（ｅｎｃｅｐｈａｌｏｍｙｏｃａｒｄｉｃｉｓｖｉｒｕｓ，

ＥＭＣＶ）的ＩＲＥＳ又被称为不依赖帽的翻译增强子
（ｃａｐｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎｅｎｈａｎｃｅｒ，ＣＩＴＥ），在
大部分细胞中可直接招募核糖体启动其下游顺反子

的翻译［１３］。因此，近年来多基因表达大都采用

ＩＲＥＳ元件代替内部启动子克服启动子间的抑制现
象。我们在以往的研究［１４］中曾构建了 ＨＳＶｔｋ和

ＧＦＰ（绿色荧光蛋白）共表达的真核表达载体并成功
地在膀胱癌细胞株ＥＪ中获得表达。因此在本研究
中，我们采用已商品化的双 ＭＣＳ真核表达质粒

ｐＩＲＥＳ作为基因载体，值得一提的是，该质粒的氨苄
青霉素抗性基因含有ＣｐＧ序列，能够非特异刺激免
疫反应，从而增强其表达抗原的免疫应答［１３］。

　　本研究结果表明制备的ｐＩＲＥＳＰＳＭＡｍＧＭ

ＣＳＦ双顺反子ＤＮＡ疫苗具有一定的免疫活性，有
望在前列腺癌的基因治疗中发挥积极的作用；但对
于ＤＮＡ核酸疫苗免疫保护的时效特点、免疫机制
及其安全性评价等方面还需要作更多的深入研究，
提供更详细的实验资料。
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