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抗阿尔茨海默病重组真核表达载体的构建

何颖，黄力，章亚男，黎怀星，陈忠雯，孙树汉#

(第二军医大学基础医学部医学遗传学教研室，上海 200433)

[摘要] 自由台:将淀粉样蛋白 N 端的抗原表位基因以 4 种不同的组合与小鼠 IgG 重链区基因融合，构建抗阿尔茨海默病的

重组质粒。方自奋:通过 RT-PCR 技术从小鼠脾组织中克隆 IgG 重链区 cDNA ，将柔性接头与抗原表位基因序列设计在 5' 端引

物中，然后以克隆出的小鼠 IgG 重链区 cDNA 为模板，用 PCR 法克隆出由柔性接头将抗原表位和 IgG 重链区基因融合在一

起的序列，并插入到 pVAX 质粒载体中。结采:扩增出来的 4 种不同组合的抗原表位基因和 IgG 重链区基因融合序列大小分

别为 999 、 1 020 、 1 005 、 1 026 bp ，均与 GenBank 上登录的相符 ;pVAX 重组质粒酶切结果表明融合基因正确地插入到 pVAX

载体中，全自动测序亦显示抗原表位基因和 IgG 重链区基因为所需基因，接头序列也完全正确。结品公:成功构建了抗阿尔茨海

默病的 4 种表位基因 IgG 重链区融合表达的重组质粒，为探索防治阿尔茨海默病打下基础。

[关键词] 阿尔茨海默病;表位 ;IgG 重链区;重组真核表达载体

[申图分类号] R 745.7 [文献标识码] A C文章编号] 0258-879X(2004)01-0055-03 
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[ABSTRACT] Objective: To COnstruct anti-Alzheimer disease recombinant plasmids by fusing N-terminal epitope gene of the 

amyloid ß-peptide CAß) with mice IgG heavy chain gene in 4 ways. Methods: Mice IgG heavy chain cDNAs , prepared from 

mice spleen tissue using RT -PCR were used as template DNA for PCR of the sense primers containing a flexible adaptor and 

epitope sequences at their 5' ends. The resultant genes were then cloned into p V AX vector. All junction area of the recombi

nant DNAs were confirmed by endonuclease digestion and sequencing. Results: Endonuclease digestion of the recombinant 

plasmids indicated that all the 4 fusion genes (999 ,1020 ,1005 ,1026 bp) were inserted into pVAX vectors with correct direc

tions. Sequence analyses suggested that the IgG heavy chain and the epitopes sequences were identical to those published in 

GenBank. Conclusion: Four recombinant plasmid candidates of anti-Alzheimer disease have been successfully constructed , 

and this may provide a basis for the prevention and treatment of the disease. 
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阿尔茨海默病 CAlzheimer disease , AD)是老年

期最为常见的神经系统病变。其研究发展较快，但病

因及病理机制至今仍不明了，长期以来无有效的治

疗措施[JJ 近年来，对 AD 的治疗热点在于大脑内

Aß 斑块的清除[2J 。但以毒性 Aß 肤免疫可能导致自

身积聚而产生毒性，而被动免疫又担心产生抗抗体，

因此研究者们将目光转向小分子的 Aß 肤 N 端抗原

表位的应用，认为以此免疫动物能有效地清除斑块，

并能避免产生炎症反应[气核酸疫苗作为新一代疫

苗，因其自身的优点而在多种疾病和肿瘤的防治中

显示出巨大优势。故本研究将 IgG 重链与鼠 Aß 肤

N 端含 EFGH 四个氨基酸、DAEFGH 六个氨基酸

的表位及其不同组合融合构建重组真核表达载体，

希望免疫功物后能在体内诱发较强的体液免疫，从

而达到有效防治阿尔茨海默病的目的。

[Acad J Sec Mil Med Univ ,2004 ,25(1) :55-57] 

1 材料和方法

1. 1 菌种、质粒和动物 DH5a 菌、 pVAX 质粒由

本室保存。 BALB/c 小鼠购于本校实验动物中心。

1. 2 引物 5 对引物分别用来扩增 IgG 重链和 4

种与 IgG 重链融合的抗原表位，由上海市生工生物

工程服务有限公司合成。 4 种不同组合的表位的 5'

端引韧含有柔性接头序列，以利于表位之间以及表
位与蛋白之间的融合，反义引物序列与扩增 IgG 重

链的反义引物序列一致。引物序列如下 :IgG 正义引

物: 5' -ccc aag ctt CHind m ) gcc aaa acg aca ccc-3' , 

反义引物: 5' -acg ctc gag C Xho 1 ) tta ttt acc agg 
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aga-3' ;mEl 正义引物: 5'-ccc Çlag ctt CHind ][ )atg 

gaa ttc gga cat ggc ggc ggc tcc gcc aaa acg aca ccc 

cca tct g-3' ;mE2 正义引物: 5' -ccc aag ctt CHind ][ ) 

atg gat gca gaa ttc gga cat ggc ggc ggc tcc gcc aaa 

acg aca ccc cca tct g-3' ; mE3 正义引物: 5'-ccc aag 

ctt (Hind ][ )atg gaa ttc gga cat gcc gcc tac gaa ttc 

gga cat ggc ggc ggc-3' ; mE4 正义引物: 5'-ccc aag 

ctt(Hind][ )atg gaa ttc gga cat gcc gcc tac gat gca 

gaa ttc gga cat ggc gg-3' 。

1. 3 酶类及主要生物化学试剂 限制性内切酶、

Taq 酶、 T4 DNA 连接酶等购自 TaKaRa 公司;

RNA 抽提试剂盒购自华舜生物工程公司。

1. 4 PCR 获得 IgG 重链区取 4~6 周龄 BALB/c

小鼠脾脏，进行 RNA 抽提，方法参见试剂盒说明。

然后以 Oligo-dT 为引物，以总 RNA 中的 mRNA

为模板，在 M叩MLV 的作用下进行逆转录反应，合

成 cDNA 第 1 链。以第 1 链为模板进行 PCR 反应，

PCR 条件 :94 C预变性 5 min ，然后 94C 30 s , 65 C 

1 min ,72C 1 min ， 30 个循环后 72C延伸 7 mino 

1. 5 抗原表位基因的扩增 将不同组合的表位基

因序列及接头序列(图1)合成在 5'端引物序列中，

3'端引物序列与扩增 IgG 重链区基因相同，以获得

的 IgG 重链区 cDNA 为模板，用 PCR 法扩增出融

合的抗原表位和 IgG 重链。退火温度均为 65C 。
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图 1 4 种不同组合的表位及接头序列

Fig 1 Seqeunces of 4 fusion epitopes 

。f Aß and IgG heavy chain 

1. 6 融合表达质粒的构建与鉴定 将 PCR 法获得

的抗原表位和 IgG 重链的融合序列通过 T4DNA 连

接酶连接到 pVAX 真核表达载体中。4 种融合表达的

质粒分别为 pVAX-mEI-IgG 、 pV AX -mE2-IgG 、

pVAX-mE3-IgG 、 pVAX-mE4-IgG ，插入片段的酶切

位点均为 Hind ][ 、 Xho 1 。酶切鉴定后，融合表达质

粒由 TaKaRa 公司测序。

2 结果

2. 1 IgG 重链区编码区的获取 PCR 扩增后，扩

增出一条 1 000 bp 左右的特异片段，大小与 Gen-

Bank 中登录的相符。全自动测序也表明扩增出的

IgG 重链区基因序列正确。

2. 2 抗原表位 cDNA 的扩增 经 PCR 反应后，扩

增出带有不同抗原表位组合和 IgG 重链的约 999 、

1 020 、 1 005 、 1 026 bp 左右的特异片段(图 2) ，均与

GenBank 上登录的相符。

bp 2 4 

10 

图 2 PCR 扩增产物的电泳分析

Fig 2 Electrophoretic analysis of PCR products 

1: DL2000 marker; 2: mE1 十 !gG;

3: mE2+!gG; 4: mE3十 !gG; 5: mE4十 !gG

2.3 融合表达质粒阳性重组子的筛选与鉴定

p V AX-mEI-IgG 、 pVAX-mE2-IgG 、 pVAX-mE3-

IgG 、 pVAX-mE4-IgG 经双酶切 (Hind ][ 、 Xho 1 ) 

后，产生的片段与预期结果相符(图 3); 融合表达质

粒经全自动测序，抗原序列和接头序列正确。其核昔

酸序列见表 1 。

bp 2 3 4 5 6 
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图 3 重组质粒 pVAX-mEI-IgG 、 pVAX-mE2-IgG 、

pVAX-mE3-IgG 、 pVAX-mE牛IgG 酶切鉴定结果

Fig 3 EndonucIease digestion and gel 

electrophoresis of recombinant plasmids 

pVAX-mEI-IgG ,pVAX-mE2-IgG , 
pVAX-mE3-IgG and pVAX-mE4-IgG 

1: DL2000 marker; 2: pVAX; 3: mE1 十!gG;

4: mE2十 !gG; 5: mE3+!gG; 6: mE4十 !gG

3 讨论

AD 患者大脑内的主要病理学改变是老年斑和

神经纤维缠结，Aß 是老年斑的主要成分。 Aß 白发聚

积或组装成自片层结构即具有激活神经元变性的毒

性作用山。因此能否清除大脑内 Aß 斑块，已成为防

治阿尔茨海默病的关键。
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表 1 4 种不同 Aß 抗原表位组合及接头 cDNA 的测序结果

Tab 1 Sequencing of 4 epitopes of Aß and adaptors cDNA 

Name Sequencing result 

mGEl atggaattcggacatggcggcggctcc 

mGE2 atggatgcagaattcggacatggcggcggctcc 

mGE3 atggaattcggacatgccgcctacgaattcggacatggcggcggctcc 

mGE4 atggaattcggacatgccgcctacgatgcagaattcggacatggcggcggctcc 

Schenk 等[5J发现 Aß 肤疫苗可阻止 AD 鼠的病

理学改变，提高小鼠的智能，而且人和许多动物均对

该疫苗具有耐受性。但该疫苗进入 I 期临床试验后，

即有 1 例患者在使用了该蛋白疫苗后，出现了大脑

炎症，并死于血栓阳。 Bard 等[7J发现直接用扩t Aß 抗

体免疫小鼠也能清除大脑内的斑块，并认为此种方

法优于用 Aß 肤疫苗。以化学合成的 Aß 肤免疫治疗

AD 存在较多的局限性，如代价昂贵、纯度低、免疫

原性低，在免疫时需添加佐剂，需重复给予抗原以获

得高水平的抗 Aß 抗体，更严重的是以毒性 Aß 肤进

行免疫也可能导致其自身的积聚而产生毒性。此外，

尽管有报道认为抗体不必通过血脑屏障而起到清除

脑内斑块的作用[8J 但是大分子抗体是否能通过血

脑屏障仍然是 AD 疫苗需要考虑的一个重要的因

素，因此基于小分子表位抗原的 AD 疫苗便成为了

该领域的一个研究热点。 Frenkel 等[9J将携带有 Aß

肤 N 端含 EFRH 四个氨基酸表位的丝状噬菌体展

示肤免疫豚鼠，获得了高滴度的抗 Aß P 特异性抗

体。随后，McLaurin 等[3J也发现，用 Aß 肤 N 端含 7

个氨基酸的小片段肤段免疫转基因小鼠，可产生相

应抗体且能识别整个 Aß 肤。而且受试动物体内并

没有发现 T 细胞被激活和出现炎症反应。

研究提示经过优化的表位疫苗不仅成本低、易

控制，而且可能避免炎症的发生，是 AD 疫苗的一个

重要的研究方向。 DNA 疫苗被称为第 3 代疫苗，是

20 世纪 90 年代兴起的一种新的免疫接种剂。其在

宿主的注射组织部位表达保护性抗原，从而激发免

疫应答，该过程与胞内感染的病原体侵入宿主细胞

的过程相似，兼有诱发体液免疫和细胞免疫应答的

功能，且诱发的免疫应答较持久。而小分子抗原肤需

与大分子载体蛋白相连构成融合蛋白才能有效地诱

发机体产生免疫应答。一般认为，连上载体一方面可

避免小分子抗原肤被降解，从而增加抗原的稳定性，

另一方面是由于小分子抗原肤单独使用时因相对分

子质量太小而无法有效地诱发机体产生免疫应答。

由于自体免疫球蛋白在体内半衰期较长，重链 Fc 段

上具抗原提呈细胞受体而易被抗原提呈细胞所摄

取，并且安全无毒性，因而 IgG 重链与小分子蛋白
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构成的融合蛋白的空间结构更有利于免疫系统的识

别，同时提高了小分子的免疫原性，增加抗体效

价[10J 。接头序列的选用对表位的呈递亦能够产生影

响，所选的 AAY 序列可能通过增强蛋白酶在此处

的切割，提高 N 端表位的稳定性及被 TAP 的转运

来增强该表位的呈递，从而调节 DNA 疫苗的免疫

效果。基于上述观点，本研究通过 RT-PCR 技术，克

隆出小鼠 IgG 重链区 cDNA，随后将带有 Aß 肤 N

端的 4 个或 6 个氨基酸的基因序列和柔性接头序列

设计在 5'端引物序列中，用 PCR 方法，以克隆出的

IgG 重链为模板，成功地扩增出 4 种不同组合的抗

原表位基因与 IgG 重链区基因通过接头相融合的

基因。 PCR 反应中，用 PyrobestTM DNA Polymerse 

确保其高可信度，极大减少了融合基因突变的机率。

融合基因的成功克隆，保证了下一步重组真核表达

载体的成功构建。而构建好的重组真核表达载体为

进一步动物实验打下了基础，也为阿尔茨海默病的

防治提供新的思路。
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