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抗结肠癌相关抗原单链抗体基因的构建和表达

宋林霞 俞炜源
（军事医学科学院生物工程研究所 北京 !$$$5!）

摘 要 通过678扩增和酶切分别得到抗结肠癌相关抗原抗体的重链可变区序列、轻链可变区序列及连接肽序

列，将它们构建成为%92’:,;<.2%=形式的单链抗体基因片段，并在大肠杆菌中进行了表达。>?>26@AB分析结果表

明，以C7&DE3为载体，在大肠肝菌*F13中，GHIJ未获得有效表达，而以CBK2##E（L）为载体的GHIJ在大肠杆菌

M=#!（?B3）中，3$N诱导培养获得了高效表达，表达水平占全菌蛋白的3OPOQ。
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单链抗体（GHIJ）是抗体重链可变区和轻链可变

区由一短的连接肽连接而成的抗体分子片段，是抗

体结合抗原的最小单位。GHIJ分子小，免疫原性

低，组织渗透能力强，与细胞的非特异结合少，用于

临床的影像学诊断和肿瘤定位具有本底低、图像清

晰的特点。解放军总医院肿瘤生物学研究室用结肠

癌细胞系=>!54K免疫小鼠获得了分泌抗结肠癌相

关抗原的单克隆抗体细胞株7=24，本室已成功地构

建了该抗体的I+E基因片段并在大肠杆菌中获得了

高表达。但是由于I+E片段仍然存在着分子量较

大，难以大量制备，不便于与其它蛋白融合等问题，

为了进一步降低其免疫原性，使其以分子量较小的

单链分子表达，便于与放射性核素标记用于体内造

影诊断，本文进行了单链抗体的研究。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌株与质粒：340(,#*F13、M=#!（?B3）由

本室保存；质粒C7&DE3、CBK2##E（L）、C=!0、COB2
GHIJ@!!、C7&DE3A由本室构建和保存。

!"!"# 酶类及主要生化试剂：各种限制酶购自

)<S B,T’+,UM:&’+EG 公 司，K4 ?)@’:T+G< 为

6.&D<T+公司产品，K+V?)@C&’/D<.+G<购自北京

原平 公 司。678D+.;<.、!?)@／30(8WL5#$UWWW
D+.;<.和低分子量蛋白标准购自华美生物工程公

司。其他试剂均为分析纯。

!"!"$ 678引物：

引物!：OX27AA7K7A@A
6"(W

AK（A／7）（@／7）@（A／@）7KA7@A
7&/W

（A／7）@7K7（K／@）AA23X

引物#：OX2A7K7K@A@
68+W

7A7A@A7K7
9+0W

7A@K77A77@77A77@A23X

引物3：OX277@AKK77A@A7K7
9+0W

AKA@KA@7（7／@）7@（A／@）（K／@）7K7723X

引物4：OX2A7K7K@A@
68+W !!!!!@@A7KK

5#$UWWW
@KK@KKKA@（K／A）（K／7）K77@A7KKAAK（A／7）7723X

引物的设计参照文献［!］，由本所合成。引物!
和引物#用于扩增抗体重链可变区及’:,;<.序列，

引物3和引物4用于扩散抗体轻链可变区，划线部

分为限制酶识别位点。

!"# 方法

!"#"! ?)@常规操作：质粒?)@的提取、酶切、

?)@片段的回收、连接、转化均参照文献［#］方法进

行。

!"#"# ?)@序列的测定：采用>+,UT<.双脱氧链

终止法。

!"#"$ 抗结肠癌相关抗原GHIJ基因的表达：含有

GHIJ基因的重组质粒转化大肠杆菌，3$N活化过

夜，次日!：!$$扩大培养，接种于含!$$"T／D=氨苄

青霉素的=M培养基中，振摇至:;"$$Y$(##$(4，







复性液进行了检测，结果表明!"#$具有与原代抗体

相似的抗原结合活性和组织特异性（结果另文发

表）。

! 讨 论

!"# 单链抗体基因的构建

根据抗体可变区#%区在某些位点上保守性不

高的现象，轻链可变区上下游引物的设计中分别将

三个位点处理成简并位点，在很大程度上增加了引

物的种类，扩大了引物的适用范围。

!"$ 不同系统的表达与包涵体的形成

在两种表达系统中对!"#$进行表达的结果表

明，启动子的强弱及外源基因的转录水平直接影响

表达效率。同时，宿主菌的不同对表达效率也可能

有一定的影响［&］。可见，选择恰当的载体和宿主菌

有时是表达成功与否的关键。

本文使用的’()*++,（-）是分泌型载体，带有

大肠杆菌信号肽序列，目的在于得到分泌性蛋白。

但./.*012(分析结果表明产物以包涵体形式为

主。分析原因，可能与基因表达产物的一级结构有

关。345’’67［8］采用定点突变结合空间结构分析的

研究方法，研究了可变区一级结构与抗体片段在大

肠杆菌中可溶性表达的关系，结果表明可变区中

9/%!序列的多样性是造成不同抗体片段表达差异

的重要原因。另外，包涵体的形成也可能与采用的

强启动子有关［:］，强启动子的使用，造成分泌效率、

正确折叠的效率与表达速率不成比例。由于抗体片

段的高水平表达，使其在胞浆中聚集形成不溶性的

包涵体。此外，本文还采用了+8;和++;等不同温

度对重组质粒菌进行诱导，分析其表达形式，结果都

是以包涵体为主，说明本文所作的!"#$表达形式与

培养温度关系不大。
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