
!"卷!期

#$$$年!月

生 物 工 程 学 报

!"#$%&%’()*$+,(-.#(/%0"$(,(12
%&’(!")&(!
*+,-+./

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
#$$$

收稿日期：!0012$"2$1，修回日期：!0002$32#4。

肝癌特异性鼠源及人源化单链抗体基因的

构建及在大肠杆菌中的表达

袁清安 俞炜源 黄翠芬
（军事医学科学院生物工程研究所 北京 !$$$5!）

摘 要 为探讨一株肝细胞癌特异性鼠源及其人源化单链抗体基因在大肠杆菌中的可溶性表达策略并比较二者

对抗原的结合能力，在三种载体中分别以融合、分泌及胞内表达的方式进行了研究，表达产物均以包涵体形式存

在；对复性后的单链抗体以细胞6789:及竞争抑制流式细胞仪法进行检测，表明人源化单链抗体和鼠源单链抗体

有相近的抗原结合能力。结论是：在大肠杆菌中表达的基因工程单链抗体的可溶性可能主要由自身氨基酸一级序

列决定；先前的设计所采取的人源化方案没有影响到鼠源抗体的;<=的天然构象，表达的人源化单链抗体提供了

免疫原性评价及临床应用的基础。
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抗体是免疫系统中最重要的调适分子，在临床

上有极大的应用价值，但应用于体内会诱导人抗鼠

抗体（@:A:）反应［!］，严重限制了它的应用前景。

为降低鼠源抗体的免疫原性，必须将其进行人源化，

目前的主要方法是互补决定区（;<=）2移植［#］。但

单纯的;<=移植常常导致亲和力和／或特异性的改

变，只有将人源化抗体框架区（B=）中某些残基回复

突变成原残基才能重建活性［?］。@:C#3是肝细胞

癌特异性鼠源单克隆抗体［4］，进行人源化改造，表

达出的单链抗体将可能用于放射免疫显像及生物导

向治疗。先前的研究［3］报道了通过同源模建预测

抗体可变区的三维结构及利用蛋白质工作站，以计

算机辅助设计确定人源化突变方案，本文通过构建

鼠源及人源化单链抗体基因并进行可溶性表达研究

及活性测定，初步评估所采取的人源化方案是否会

影响;<=的构象。

! 材料和方法

!"! 材料

!(!(! 菌株：<@3!，*A!$0，D7#!（<6?）为本室保存。

!(!(# 质粒：EF;!0EG6HI4JI!，E6JI!3CK，

E6JI##C（L）均为本室保存；

!(!($ 细胞：肝癌细胞株9AA;I55#!为第四军

医大学病理教研室保存。

!(!(% 主要试剂：各种工具酶均为M.&NOP+公司

产品；核酸分子量标准购自华美生物工程公司；蛋白

质低分子量标准购自北方同正公司。抗62Q+P抗体

（!R#$$$）为MS+.N+TU+公司产品；辣根过氧化物酶

（@=M）标记的羊抗鼠8PG为北京中山公司产品。

!"# 方法

!(#(! 人源化方案［3］：在蛋白质工作站上通过同

源模建获得了@:C#3可变区的三维结构。通过分

析及参考;<=结构分类，确定了影响;<=结构的

几类主要残基，包括正则结构关键残基、;<=可接

触残基、轻、重链界面残基，包埋残基。为确定鼠、人

抗体可变区残基的差异，要进行多重序列比较。

!(#(# 质粒的构建、序列测定以及表达载体的构建

：寡核苷酸片段由<):合成仪自动合成，M;=扩

增按常规进行，质粒的抽提、酶切，<):片段的回

收，连接，连接产物的转化见文献［"］，<):序列测

定在自动测序仪（?5?:，:D8公司）上进行。

!(#($ 9<92M:G6及包涵体变性、复性：单链抗体

的表达按文献［5］进行。9<92M:G6按常规方法进

行。包涵体的变性、复性见文献［1］。

!(#(% 细胞6789:：基本过程同常规6789:。简

述如下：肝 癌 细 胞 系55#!培 养 物 稀 释 到3V!$4

TO’’／N7，接种至0"孔细胞培养板，?5W培养#4S后

弃去培养液，冷丙酮固定!$NU,。弃去丙酮，每孔



加入!""!# 阻 断 液（!"$#%&’(!""!#)"*
+,-,），室 温 保 持)"$./。%&’洗 涤)次，每 次0
$./。其后操作同1#2’3。鼠源及人源化单链抗体

复性原液（约)"!4／$#）作0倍梯度稀释。无关抗

体（无关杂交瘤上清）作阴性对照。

!5"5# 竞争抑制流式细胞仪法：见文献［6］。

" 结 果

"5! 单链抗体基因的构建及序列测定

+37,0轻、重链可变区基因已被分别克隆在

89:!6;<=$及89:!6;<+>$（含连接肽序列）中。

合 成 引 物 %!? （ 0?;:3@A: :3 @A
A33@@::3AA@A:3A:@A@@AA3A;)?，其 中 0?
含!"#2，$"#B2酶 切 位 点），%C（0?;:AAA3@:
:A3A:@:A@A3@A3:::3A;)?，其 中 0?端 含

%&’+2位点），%D（0?;:AAA3@::3A3@::A:

:3::A::3A3;)?，其中0?端含%&’+2位点）。以

%!’及%C为 引 物，以89:!6;<+>$ 为 模 板 扩 增

<+!，回收目的条带并以$"#B2，%&’+2双酶切；以

%D及下游公用引物%!,!,为引物，89:!6;<=$为

模板扩增得到<=，以%&’+2，(&)2双酶切；二者回

收与经$"#B2，(&)2双酶切的89:!6连接，构建出

+37,0的 鼠 单 链 抗 体（EFGH;$,0）基 因 的 载 体

89:!6;<$，酶切鉴定和序列测定证明构建正确。

根据人源化替换方案，重链可变区将对,!处进

行人源化，保留I处；轻链进行,处替换而保留其余

J处差异残基。由于重链可变区的人源化突变集中

于前I"个氨基酸，可通过部分基因合成、重叠%:B
方法构建人源化重链可变区基因；轻链可变区的两

个突变则在引物中引入。设计时同时考虑大肠杆菌

翻译的偏性，合成的人源化抗体重链基因相应的寡

核苷酸片段G!"G0及引物%!，%,，%)，%7序列为：

G!：0?;A33@@:A3AA@3:3A:@AA@@A33@:@AA@AA@AA@:@AA@@:3A::AAA@AA@@
:@:@A:A@:@A@:@@A:K)?；

G,：0?;3A::@A@@@33:::3A@A:3@::3A@33A33:@A333A@A@33:
:3A33A:3A:A:33A3:3A3:A:3A3A33:K)?；

G)：0?;A:3:@AAA@@:A@:3AA:@::AAA@333AA@:@AA33@AA3@:AA
@A333@:33:::A@:@33:AA@:A@3@:K)?；

GC：0?;A@@:@@3A3@@@A@:33:3A@:3A3A@3A:@@@A@@:@@A33:@@@@
:A@@A@3A3@3:A3::A@@3A3:AAA;)?；

G0：0?;3:@A@@A3:333@:@33A33:3:@A:@@3::@A:3A3@A33:@:@:@A
:A@A:@A3AA3:3:@A@AA@:@3@@3;)?；

%!：0?;:3@A::3@AA33@@:A3AA@3:3A:@AA;)?；

%,：0?;:@A3AA3:3:@A@AA@:@3@@3:@A;)?；

%7：0?;33@:@@A:3:33A33@3A3::A::A:3A3A@::@:3A;)?；

%)：0?;::A:@:A3A@:3A@:A3:3:A@@@A3@:@:A3::@@AA@:::@:::33:AK)?。

重叠延伸%:B法构建+37,0的人源化单链抗体

（EFGH;L,0）全基因，得到克隆载体89:!6;<L。序列

测定结果表明与设计一致。

"$" 鼠及人源化单链抗体基因的表达

"5"5! 融合表达：外源开放的阅读框架与8A1M;
C@;!的A’@编码区融合，通过亲和纯化可一步获

得融合蛋白，利用MN因子可以将目的蛋白切出。

如果融合蛋白可溶，则十分有利于产物纯化及测活。

通过酶切（$"#B2，(&)2）及回收，分别将EFGH;
$,0及EFGH;L,0基因与载体8A1M;C@;!连接，转

化O+0#后，筛选得到表达质粒8A1M;C@;$（鼠）和

8A1M;C@;L（人源化）。以PQ!"6作受体菌，按常规

方法诱导（2%@A终浓度!$$R>／#）培养表达，分别

制备表达菌体的全菌、胞浆及沉淀，进行’O’;%3A1
（!,*），结果见图!。表达的融合蛋白预期为0C
SO，电泳表明表达产物以包涵体形式存在。

降低培养温度至)"T，诱导物2%@A浓度降至

"U,$$R>／#，进行表达产物的表达形式分析，融合

蛋白仍是包涵体形式（图略）。

"5"5" 胞内表达：为探讨单链抗体在细菌胞浆内

的可溶性，仅将单链抗体基因进行表达。考虑到活

性检测，将单链抗体基因转移至含1;VN4序列（来源

于%LNW$NF.N公司的8:3X@3&;01载体）的81@;
!07E载体上。为便于克隆，合成引物%6（)J78，0’;
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的肝癌特异性人源化单链抗体可进一步评价其免疫

原性，为其临床研究和应用奠定了基础，所采取的人

源化方案将也为其他抗体可变区的人源化提供了参

考。
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