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摘 要：转化了质粒 IJK+EE3 的 %2L5大肠杆菌可高水平地分泌表达可溶性 LM#$ 8（9-N）# 抗体；采用经优化的培养

条件，在发酵罐上进行高密度培养 !"""$值达 %!$；每升湿菌菌重 #$$C；抗体的产量每升为 #!%>C，其中 8（9-N）# 片段

达 "$O，8（9-N）# 可以特异性的识别 LM#$P 细胞并与 LM#$相结合；8（9-N）# 对 #$%& 细胞的 ’("$值为 ##Q1!C7>R；而

89-N对 #$%& 细胞的 ’("$值为 !"Q5!C7>R。
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LM#$是一个比较成熟的 T细胞表面标记，分子
量为 33 U 3<VM，属于非糖基化"型，! 次穿膜磷蛋
白。LM#$特异性地表达在正常前 T细胞以后的 T
细胞分化全过程（浆细胞时消失），以及相应的恶性

T细胞肿瘤细胞上；在其它组织中均无 LM#$ 的表
达［% U 3］，在人血清中也无游离 LM#$ 的存在［!］，因此
LM#$可作为 T淋巴细胞瘤治疗的一个很好的选择
性治疗靶点。目前以 LM#$ 为靶点的嵌合抗 LM#$
单克隆抗体 W?,F:9B已获准应用于 T淋巴细胞瘤临
床治疗［"］，这是单克隆抗体研究的又一个里程碑。

本实验室已经构建、成功表达了基因工程嵌合抗体

抗 LM#$单抗 XY!<的片段 89-N［2］，从 LM#$89-N抗体
表达载体上利用 ILW方法扩增并修饰其重链恒定
区 LX%L;末端的 M04 序列，然后将修饰后的
LX%M04序列重组到原 89-N表达载体中，构建成抗
LM#$抗体片段 8（9-N）# 表达载体，实现了 LM#$ 抗
体片段在8（9-N）#工程菌中的可溶性分泌表达

［<］。

研究 8（9-N）# 的目的是为了提高抗体与抗原之间的
结合力，延长抗体在生物体内的半衰期，实现 LM#$8
（9-N）# 抗体在生物体内直接表达。本文将论述有关
LM#$8（9-N）# 抗体工程菌通过高密度发酵大量制备
8（9-N）# 的工艺及其纯化。

) 材料和方法

)*) 材料
)*)*) 菌株和质粒：表达 LM#$8（9-N）# 抗体的质

粒［<］，%2L5感受态细菌和 W9G?细胞由本室保存。
)*)*# 培养基：# Z J6（每升溶液含胰化蛋白胨
%2C；酵母抽提物 %$C；氯化钠 "C，调整 EX 值为 <Q$
后灭菌）培养基用于试管种子菌培养；半合成培养基

用于发酵罐补料分批培养，每升含酪蛋白水解物

%#C，葡萄糖 3Q32C，异亮氨酸 $Q3C，硫酸铵 2Q#C，磷酸
二氢钠 %Q3C，磷酸氢二钾 3Q"C，柠檬酸三钠 %Q#C，硫
酸镁 #Q5C，消泡剂 %>R，%#"!>’(三氯化铁，硫酸锌、
硫酸锰、硫酸铜、氯化钴、硼酸、钼酸钠各 #$!>’(，%$R
培养基在 %5R发酵罐上灭菌后以氨水调 EX为 <Q$，
加 %C氨苄青霉素。
)*)*+ 试剂：酪蛋白水解物和胰化蛋白胨以及酵母
抽提物购自美国 [?C>9公司，其它购自天津化学试
剂一厂。

)*# 方法
)*#*) 质粒 M04转化大肠杆菌：取 %$!R " Z \L]
（$Q">’(7R \L(，$Q%">’(7R L9L(#，$Q#">’(7R ]CL(#）、

%$!R质粒 M04和 3$!R X#*混匀。加 !$!R感受态
细菌，混匀。冰浴 #$>?B，室温放置 %$>?B，加 #$$!R
# Z J6培养基，3<^缓慢摇动培养 %_。取 "$!R 或
%$$!R转化细菌，均匀涂布于含 "$!C7>R 氨苄青霉
素的 # Z J6琼脂平板上，液体晾干后于 3<^，倒置
培养过夜。

)*#*# 摇瓶培养：采用单因素考察法，对接种量、通
气量、种子龄、培养基 EX值、发酵温度、发酵周期等
2项发酵工艺指标逐一进行考察对 LM#$8（9-N）# 含



量的影响。

!"#"$ 高密度细菌培养：种子菌摇瓶扩大培养：取
! "#$冻存菌 %##!&接于 ’##(& " ) *+培养基中，
,-$，"##./(01培养 23。溶氧反馈4分批补料高密度
发酵：将 ’##(&发酵种子菌接种入 %#&发酵培养基
中，在 5&6 %2&发酵罐上进行 78"# 6（9:;）" 工程菌
高密度发酵，培养 <#3。主要参数为温度：,#$；=>
值：自动流加分析级 "’?氨水，将 =>值控制在 -@<；
溶氧值：溶解氧在整个发酵过程中保持在 "#?左
右；搅拌速度：下限 ,##./(01，上限 A’#./(01；补料流
加：补料泵速度由当前溶氧值控制（速度在 ’? B
%’?之间）。
!"#"% 提取和纯化：发酵液 %####./(01，<$ 连续离
心，弃上清，! "#$冻存 %3，化冻后，加 C3DEF9GH 液
（%& 裂解液中含 "##I 蔗糖，"##((DJ 597J，KLC6
#@%((DJ，M8+N %((DJ，+.0O·7J "’((DJ，=> -@’）将菌
体打散，冰浴轻摇 %3，%"###./(01离心 "#(01，上清液
过 #@<’!(膜，即发酵产物粗提液。用 P01Q01I PRSSH.
（#@#%(DJ/& 59>"KT<，#@#%(DJ/& 59">KT<，#@#’I/&
595,，=>-@#）平衡 K.DGH01 U亲和层析柱后上样（发
酵产物粗提液），再用 P01Q01I PRSSH.冲洗基线，至基
线稳定后，用 MJRG0D1 PRSSH.（ #@%((DJ/& UJVE01H，
=>,@#）洗脱，洗脱液用 5HRG.9J0W01I PRSSH.（%(DJ/&
+.0O·>7J，#@#’I 595,，=>X@"）中和 =>值得亲和层析
产物。用 C%##4>Y分子筛柱分离纯化 K.DGH01 U亲和
层析产物，流动相为 #@%(DJ/& KPC Z #@%(DJ/& 597J；
最后用 %"? C8C4KNUM分析纯化结果。
!"#"& 检测和分析方法：发酵液磷的含量采用磷钼
酸铵法定磷；蛋白测定采用 6DJ01酚测定抗体蛋白含
量；发酵液中葡萄糖含量采用 *C[ "-##测定。
!"#"’ 6（9:;）" 与 78"#Z P 淋巴细胞的结合活性：
取对数生长期的 Y9\0细胞，按每孔 % ) %#A 的密度将
细胞接种于 <#孔板，控制细胞悬液的体积约 ’#!&。
实验组每孔加 %#!&浓度为 <##!I/(& 的 6（9:;）" 溶
液，同时设空白对照组和阴性对照组，空白对照组

加 KPC，阴性对照组加非相关抗体（抗 78, 抗体）。

<$放置 %3 后，"###./(01，<$离心 %#(01，弃上清。
用 KPC洗涤细胞 ,次，加抗人"链46[+7抗体混匀后
在 <$避光放置 ,#(01。用 KPC洗涤细胞 ,次，向每
个样品中加入 #@’(& %?多聚甲醛固定细胞，用流
式细胞仪测定。

!"#"( 活性 78"# 6（9:;）" 抗体对 !"#$ 细胞的体外
生长抑制实验：取 2A孔细胞培养板，每孔加 #@%(&

含 ’ ) %#< 靶细胞 !"#$ 的培养液（含 %#?小牛血清的
YKL[4%A<#培养液）。每孔分别加入一系列不同浓
度的 6（9:;）" 或 69:;溶液各 #@%(&（样品浓度按 "倍
递次稀释），阴性对照孔加 #@%(& YKL[4%A<# 培养
液，在 ,-$ ’?7T" 的饱和水汽二氧化碳孵箱中培

养 -"3。离心弃上清，用 KPC 洗涤一次；每孔加
#@%(& KPC和 %#!& L++，在 ,-$ ’?7T" 的饱和水

蒸汽二氧化碳孵箱中培养 <3后每孔加酸化异丙醇
（异丙醇中含 #@#<(DJ/& 盐酸），混匀，使还原产物
（SD.(9W91 紫色结晶）充分溶解。置酶标仪（P0D4Y9Q
公司生产的 <’#型）上测定光密度（%&）值，检测波
长 ’-#1(。

# 结果

#"! 工程菌的发酵
#"!"! 摇瓶培养："##(& " ) *+培养基用 ’##(&锥
型瓶在 ,-$，""#./(01，摇瓶 <3后，<$、<###./(01离
心 %#(01，弃上清将菌体加入 <##(& NK’培养基 =>
值为 -@<，""#./(01 在 ’##(& 锥型瓶中发酵温度为
"’$，发酵周期 ,"3。采用这种发酵工艺条件，发酵
菌体经蛋白 U亲和纯化后，抗体片段的产量可以达
到 X@A(I/&，6（9:;）" 的含量 %’?左右（图 %）。

图 ! 摇瓶发酵产物电泳图谱
60I]% +3H C8C4KNUM DS 78"# 91G0:DQV（1D14.HQREHQ）

%@L9.FH.；"@K.DGH01 U SJD^ G3.DRI3]

#"!"# 工程菌的高密度培养：根据培养基中营养物
质耗尽时，细菌有氧代谢减缓，培养基中溶解氧提

高，当补充营养物质后，溶解氧又下降的规律，通过

溶氧控制营养物质的加入，使各营养物质浓度保持

在一定范围内，以减少有害物质的产生。基于以上

原理进行抗 78 "# 6（9:;）" 工程菌的高密度发酵，发
酵过程中发酵液 K>控制在 -@<左右，,#$生长，时
间 <#3，其中具有代表性的一批最终菌体密度 %&’’#
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达 !"#，湿菌体产量 $##%&’（图 $）；发酵菌体经蛋白 (
亲和纯化后，测得抗 )*$#抗体片段产量达$"!+%&’，
其中 ,（-./）$ 为 0#1，其余为 ,-./。

图 ! 工程菌高密度发酵生长、抗体表达和发酵液中无机
磷含量的时间曲线

,2%3$ 456 72+6 89:;6 <= 756 %:<>75 <= 756 :68<+.2?-?7 .-876:2-，-+<9?7@

<= -?72.<AB -?A 2?<:%-?28 C5<@C5-76 A9:2?% 52%5 A6?@27B 89D79:6

!"! 纯化
样品经 E!##FGH分子筛纯化，再进行 E*EFIJ(K

分析（图 L），而后薄层扫描分析表明 ,（-./）$ 百分含
量可达 M01。

图 # $%&’’纯化产物电泳图谱
,2%3L 456 E*EFIJ(K <= )*$# -?72.<AB（?<?F:6A986A）

!NO-:P6:；$NI:<762? ( =D<> 75:<9%5；LNEF!## =D<> 75:<9%53

!"# (（)*+）! 与 ,-!’. /淋巴细胞的结合活性

,（-./）$ 与 !"#$ 细胞结合实验的 ,J)E 测定结
果表明，,（-./）$ 与 !"#$ 的结合阳性率可达 M01以
上，远远大于非相关抗体（抗 )*L 抗体）与 !"#$ 细胞
的结合阳性率，也远大于空白对照组的阳性率。以

上结果说明，我们表达的 ,（-./）$ 可以特异性的识
别 )*$#Q细胞并与 )*$#相结合。
!"0 122法检测抗 ,-!’嵌和抗体片段对 !"#$ 细
胞的生长抑制作用

实验结果表明，,（-./）$ 和 ,-./对 !"#$ 细胞的生
长都具有剂量依赖性的生长抑制作用，与 ,-./相比，
,（-./）$ 对 !"#$ 细胞的生长抑制作用更强。经计
算，,（-./）$ 对 !"#$ 细胞的 %&0#值为 $$NR!%&+’；,-./

对 !"#$ 细胞的 %&0#值为 "0NM!%&+’（图 "）。

图 0 (（)*+）! 和 ()*+对体外培养 !"#$ 细胞的生长抑制

作用

,2%3" S?52.272<? <? C:<D2=6:-72<? <= !"#$ 86DD@ .B )*$# ,（-./）$ -?A ,-./

# 讨论
当大肠杆菌生长在厌氧或限氧条件时可产生乙

酸盐；在高密度发酵中，高浓度乙酸盐使生长速率，

菌体得率和最大可达细胞密度均下降，另外乙酸盐

对重组细胞的毒害作用比非重组细胞大，乙酸盐的

积累使重组蛋白产量明显下降，虽然这种有害作用

的确切机制尚不清楚，但乙酸盐抑制 *TJ、HTJ，蛋
白及脂质的合成是可能的，同时乙酸盐毒害作用可

因调控 CG的酸性或碱性盐的积累而加重，在补料F
分批培养中采用限制碳源或氮源等必需营养物和降

低培养的温度以（这是本文细菌未采用 LUV而采用
L#V培养的原因）控制生长速率，以达到降低乙酸盐
目的［R］。

)*$# ,（-./）$ 抗体的分子量是 ,-./的 $ 倍，延
长了抗体片段在生物体内半衰期；同时由于其具有

两个抗原结合位点，因此表观亲合力与 ,-./相比明
显提高，有利该抗体片段发挥药效。,-./可以通过
化学偶联方法制备 ,（-./）$，但产率将受到偶联效率
和分离纯化效率的影响，且产物活性也将下降；如能

在体内直接表达，将极大地简化生产工艺，有利于大

规模工业生产，因此我们通过对 ,-./进行改造，可在
细菌周质腔内自发形成可溶性 )*$# ,（-./）$ 抗体。
本文采用 C5<J启动子，将重链 ,*基因和轻链

基因的 0/端连接上细菌内毒素的信号序列，使所表
达的蛋白在信号肽的引导下分泌到周质腔，在类似

伴侣蛋白的协同作用下，形成完全正确的立体折叠

和连间二硫键，表达产物为可溶性 )*$# ,（-./）$ 抗
体，产量达 $"!+%&’。我们采用该系统表达具有以
下特点：（!）可避免产物被细胞内蛋白酶降解，（$）表

W0W 微 生 物 学 报 "" 卷



达产物可按正确方式进行折叠，具有良好生物活性，

可避免形成大量无活性的包涵体，简化了分离纯化

的步骤，（!）由于蛋白被分泌到细菌周质腔内，因而
降低了外源蛋白对宿主细胞的毒害作用。本文采用

的表达系统为分泌型，通常表达抗体的产量较低，仅

有每升数毫克左右，但我们应用高密度发酵技术达

到了每升数百毫克水平，使其大规模生产成为可能，

而且其活性与摇瓶培养的抗体生物活性基本一

致［"］。
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