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抗人 !"#$受体!基因"区单链抗体基因的构建和表达

李 容 熊冬生" 邵晓枫 许元富 刘 嘉 朱祯平 杨纯正
（中国医学科学院G中国协和医科大学 血液学研究所实验血液学国家重点实验室，天津 $"""!"）

摘 要 采用 H5/IJH技术从分泌抗人血管内皮生长因子受体!（K<?+>6 <?>6,E =&;+<?/-&?E+<?<?@ ,6-6BE&,，LMH）基因

"区单克隆抗体 N-&;2M$的杂交瘤细胞中克隆出 %O 和 %P 可变区基因，通过重叠延伸拼接（>B’<-6/&Q6,’+B 69E6?><&?）

IJH方法在 %O 和 %P 基因之间引入柔性短肽（R’S# T6,）$，体外构建 N-&;2M$单链抗体基因（N-&;2M$/T-8Q），将其克

隆至 BUNV表达载体，在大肠杆菌中表达。TMT/IUR:和 W6>E6,?/D’&E分析结果表明，N-&;2M$/T-8Q在 3 ( 0(,# 27J3中
获得表达，重组蛋白的相对分子量为 $"KM，与预期结果一致。表达产物主要以不溶性包涵体形式存在，经过溶解包
涵体，5UPX) 金属亲合层析基质（5UPX) ;6E+’ +YY<?<ES ,6><?）纯化和体外复性过程，获得了高纯度的单链抗体片段。
流式细胞分析结果证实该单链抗体可与人脐静脉内皮细胞结合，保留了鼠源单抗与 LMH抗原的特异性结合活性。
抗 LMH"单链抗体基因 N-&;2M$/T-8Q的成功构建和功能性表达为靶向诊断治疗及进一步基因工程改造奠定了
基础。
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人血管内皮生长因子受体!（L<?+>6 <?>6,E =&/
;+<?/-&?E+<?<?@ ,6-6BE&,，LMH）是血管内皮细胞生长
因子（Q+>-C’+, 6?=&E.6’<+’ @,&[E. Y+-E&,，%:R8）的主要
受体之一，在介导血管内皮细胞增殖、迁移、分化、微

管形成、血管通透性增加等一系列生物活性中发挥

重要的作用［2］。LMH 几乎完全表达于被激活的内
皮细胞（如肿瘤位点），是一个高特异性的肿瘤治疗

靶点。通过抑制肿瘤相关血管新生，而达到抑制肿

瘤生长、转移的目的。

本室采用重组可溶性 LMH胞外"区表达产物
（LMH"）作为抗原免疫小鼠，目前已获得一株分泌
抗 LMH"单克隆抗体杂交瘤细胞株 N-&;2M$。体外
研究结果表明其可阻断 %:R8274诱导的脐静脉内皮

细胞增殖，从而显示出抗肿瘤血管新生的潜在治疗

价值［!，$］。但由于鼠源性单抗具有较高的免疫原性，

多次用药易产生人抗鼠抗体（OU*U）反应，严重限
制了其在临床的应用。为此我们将鼠源性抗体经基

因工程方法改造成单链抗体，并成功地在大肠杆菌

中进行了功能性表达，为靶向诊断治疗及进一步基

因工程改造奠定了基础。

% 材料与方法

%&% 材料
%&%&% 细胞与菌株：抗 LMH"单抗杂交瘤细胞株
N-&;2M$由本室研制并建株。原核表达载体 BUNV
及宿主菌 3 ( 0(,# 27J3由本室保存。
%&%&’ 试剂：限制性内切酶、5# M)U 连接酶、*/
*P%逆转录酶、5,<\&’试剂盒为 ]?Q<E,&@6?公司产品。
IS,&D6>E M)U 聚合酶为宝生物工程有限公司产品，
胶回收试剂盒、质粒提取试剂盒为上海华舜生物工

程有限公司产品，8]5J标记的羊抗鼠 ]@R为北京中
山生物技术公司产品，鼠抗 I6?E+/O<> 抗体为 ^<+@6?
公司产品，5UPX)金属亲合层析基质（5UPX) ;6E+’
+YY<?<ES ,6><?）为 J’&?E6-.公司产品。
%&%&( IJH引物：I2、I!、I$、I#为扩增抗体轻重链
可变区基因通用兼并性引物；I4、I7、I0、I1 为构建
抗 LMH" 单链抗体基因使用引物。引物均由上海
生工公司合成，画线部分为酶切位点。

I2：4_/J5UJUUUJRJR5URR5J（R）U（J）UU（R）J5RJURJ（R）
UR5JU（5）RR/$_（4,)#）
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!"!"# 人脐静脉内皮细胞的培养：无菌条件下取新
生儿脐带 */ 0 #/ 12（天津市中心妇产科医院），向脐
静脉内灌洗 "3# 456胰酶溶液约 7# 26，*-8消化 7#
29:，收集消化液，7*// ;529:离心 . 29:，沉淀细胞重
悬于 "/< =’>5?7@@培养液，接种至塑料培养瓶，于
*-8，#< ’A" 条件下培养 7" B 后换液。+ 0 , C后
细胞融合，胰酶消化传代，取 " 0 *代细胞用于实验。
!"$ 方法
!"$"! 抗 DEF"单抗（G1H27E*）轻、重链可变区基
因的克隆：取生长良好能持续分泌抗 DEF"单抗的
杂交瘤细胞，用 (;9IHJ试剂提取总 FK)，逆转录合成
1EK)。然后采用通用兼并性引物特异性扩增抗体
轻、重链可变区基因，并在 #$端和 *$端分别引入
’%&!和 !"#!限制性内切酶酶切位点，通过酶切、
连接，将 LM 和 L6 基因组装到 N)GO载体，构建成含
轻重链可变区 基 因 的 克 隆 载 体 N)GOD*%L6、

N)GOD*%LM，分别转化 ( P )"%* 7,’@感受态细胞，随机
挑取 "/个克隆，进行菌落 !’F，电泳鉴定阳性克隆。
!"$"$ 序列及分析：各挑取 + 个阳性克隆采用
>Q:C4R;双脱氧链末端终止法测序，并参照基因序列
分析（!ES）库中抗体特征对氨基酸序列进行分析，
以区分抗体轻链，重链框架区（=F）和抗体互补决定
区（’EF）。
!"$"% 抗 DEF"单链抗体（G1H27E*%>1=T）表达载
体的构建：根据轻、重链可变区基因的酶切图谱及构

建载体 N)GO的酶切位点，设计并合成了用于 LM 及

L6 基因拼接的引物。首先分别采用引物 !#、!, 及

!-、!.扩增重链、轻链可变区基因，再用重叠延伸拼
接（UNJ91R%HTR;JQN RVWR:U9H:）!’F方法将抗体重链、轻
链可变区基因用一编码（&JX+>R;）* 柔性短肽的 EK)
片段拼接成 #$LM%69:YR;%L6 *$片段，最后使用 !# 和

!.扩增全长 >1=T 基因，并在 #$端和 *$端分别引入
$%&!和 !"#!限制性内切酶酶切位点，通过酶切，
将全长 G1H27E*%>1=T基因组装到 N)GO表达载体，
构建抗 DEF"单链抗体表达载体 N)GODEF >1=T。
!"$"# 目的基因的诱导表达：将载体 N)GODEF
>1=T转化 ( P )"%* 7,’@，挑取单菌落接种于含氨苄青
霉素 #/ 4 Z 6 的 " [ G( 培养基，*-8振荡培养 7/ B
后，按 7：+ 的比例转接于含氨苄青霉素 #/ 4 Z 6 的
)!# 诱导培养基（每 7/// 26含葡萄糖 73# 4，酪氨酸
蛋白水解物 77 4，酵母抽提物 /3, 4，硫酸镁 /37@ 4，
氯化铵 73/- 4，氯化钾 *3-* 4，氯化钠 73" 4，7 2HJ56
三乙醇胺 7"/ 26，NM -3+），*/8振荡培养 "+ B后，
+8离心收集菌体。
!"$"& 包涵体蛋白的变性、纯化和复性：菌体沉淀
重悬于预冷的 #/ 22HJ56 (;9U%M’J，7// 22HJ56 KQ’J，
7 22HJ56 \E()（NM -3/），超声破碎细胞，7*///
;529:，+8离心 */ 29:。沉淀用 * 2HJ56 尿素，#/
22HJ56 (;9U%M’J（NM -3/）洗涤，7*/// ;529:，+8离心
*/ 29:收集包涵体。包涵体溶解于 , 2HJ56盐酸胍
和 /37 2HJ56 (;9U%M’J（NM -3/）中，+8摇动过夜。
7*/// ;529:，+8离心 */ 29:收集上清，用 /3+##2的
滤膜过滤后上样于 ()6AK 金属亲和层析柱。用 ,
2HJ56尿素，#/ 22HJ56 (;9U%M’J，"/ 22HJ56 咪唑（NM
-3/）洗柱，用含 "#/ 22HJ56 咪唑，, 2HJ56 尿素，#/
22HJ56 (;9U%M’J（NM -3/）洗脱。收集洗脱峰，将洗脱
液加到透析袋中，用 (\)缓冲液（/3+ 2HJ56 精氨酸%
M’J，/37 2HJ56 (;9U%M’J，" 22HJ56 \E()，NM -3/）充
分透析复性 "+ B后，继续用 !S> 透析 "+ B。超滤浓
缩样品至适当体积，6H];X法测定蛋白含量，̂ "/8
分装保存。

!"$"’ >E>%!)&\电泳和 _RUWR;:%‘JHW检测：表达产
物经 7#< >E>%!)&\电泳，将其转移至醋酸纤维素
膜上，#<脱脂奶溶液 +/8封闭过夜，基于表达产物
末端的 , [ M9U%WQ4短肽，用鼠抗 !R:WQ%M9U 抗体室温
孵育 " B，磷酸盐缓冲液（!S>）洗 *次后，加入稀释的
辣根过氧化物酶（MF!）标记的羊抗鼠 a4&多抗，室
温孵育 7 B，(]RR:%(;9U缓冲液（(S>(）洗 *次，每次 7/
29:，然后用二氨基联苯胺（E)S）显色。
!"$"( G1H27E*%>1=T 与 MbL\’ 细胞结合活性测
定：培养的人脐静脉内皮细胞经胰酶消化洗脱后，用

磷酸缓冲液洗 " 次，加入 +/ 孔细胞培养板，7 [ 7/,

细胞5孔，用含 7/ 456牛血清白蛋白的磷酸盐缓冲液
*-8封闭 7B。加入 G1H27E*%>1=T（终浓度为 7//

#4526），+8孵育 7 B，用 !S>洗 *次；然后加入稀释
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的鼠抗 !"#$%&’()抗体，*+孵育 , -，用 !./洗 0次；
最后加入羊抗鼠 123&4156，*+孵育 *7 8(#，用 !./
洗去未结合的荧光抗体，用流式细胞仪测定 ’9:;6
细胞的阳性率。

! 结 果

!"# $%&’#()轻、重链可变区基因的克隆
从 <=>8,?0杂交瘤细胞中提取总 @AB，经 @5&

!6@扩增后，用 ,C7D的琼脂糖凝胶电泳检测 !6@
扩增产物，见清晰的 :’ 和 :E 扩增条带，片段大小

分别约为 07FGH和 00FGH。扩增的 :’ 和 :E 基因分

别经 !"#!和 $%&!酶切插入到 HB<I载体，分别得
到含抗体重链、轻链可变区基因的重组质粒

HB<IJ0&:’，HB<IJ0&:E。!6@ 扩增结果及各重组
质粒的酶切鉴定见图 , 和图 K。分别转化 ’ L (%")
,M6N感受态细胞，挑取克隆测序。

图 , !6@扩增产物的琼脂糖凝胶电泳
4(2L, B#%OP)() >Q !6@ HR>ST=$) GP %2%R>)" 2"O "O"=$R>H->R")()
,：!6@ 8%RU"R（?E KFFF）；K：!6@ HR>ST=$ >Q :E；0：!6@ HR>ST=$ >Q :’

图 K 重组质粒 HB<IJ0&:’、HB<IJ0&:E

和 HB<IJ?@ /=4V的酶切鉴定
4(2LK @")$R(=$(># %#%OP)() >Q R"=>8G(#%#$ HO%)8(S
HB<IJ0&:’、HB<IJ0&:E %#S HB<IJ?@ /=4V

,：!6@ 8%RU"R（?E KFFF）；K：HB<IJ0&:’W!"#! X $%&!；0：

HB<IJ0&:EW!"#! X $%&!；*：HB<IJ?@ /=4VW!"#! X $%&!

!"! 序列测定及分析
对构建的抗体轻、重链可变区基因克隆载体进

行测序，结果显示分别挑取的 *个克隆的轻、重链可
变区基因序列均一致。其中 :’ 基因全长 07,GH，编
码 ,,Y个氨基酸，:E 基因全长 000GH，编码 ,,,个氨
基酸。序列分析显示该基因符合蛋白质数据库中小

鼠抗体基因所具有的特点，该序列为小鼠抗体基因

序列。

!") $%&’#()*+%,- 表达载体 ./$01(2 +%,- 的
构建

采用重叠延伸拼接 !6@方法将抗体重、轻链可
变区基因用一编码（3OP*/"R）0 短肽的 ?AB片段拼接
成 7Z:’&E(#U"R&:E0Z片段，!6@ 扩增该片段，并在 7Z
端和 0Z端分别引入 !"#!和 $%&!限制酶酶切位点，
通过酶切，将全长 /=4V基因组装到 HB<I表达载体，
构建抗 J?@" 单链抗体表达载体 HB<IJ?@ /=4V
（见图 0），重组质粒的酶切鉴定如图 K所示。质粒
转化 ’ L (%") ,M6N感受态细胞，挑取克隆测序，测序
结果显示所构建的 HB<IJ?@ /=4V质粒与抗 J?@"
单抗 <=>8,?0轻、重链可变区基因一致，两者间由
连接肽（3OP*/"R）0 相连，与实验设计相符。

图 0 抗 J?@"单链抗体表达载体 HB<IJ?@ /=4V的构建
4(2L0 6>#)$RT=$(># >Q "[HR"))(># V"=$>R HB<IJ?@ /=4V

!"3 $%&’#()*+%,-的诱导表达、鉴定和纯化
含有表达载体 HB<IJ?@ /=4V 的 ’ L (%") ,M6N

经低磷培养基 B!7诱导，表达产物除少量为可溶性
活性产物外，主要以包涵体形式存在。/?/&!B3;凝
胶电泳结果显示在分子量约为 0F U?处有一明显的
诱导条带，与该单链抗体的理论计算值相符，表达量

约占菌体总蛋白的 ,FD。\")$"R# GO>$ 实验结果则
进一步证实了其特异性。包涵体经盐酸胍溶解变

性，5BE]A 金属亲和层析柱纯化和体外复性过程，
最终获得高纯度的单链抗体片段，纯度达 NFD以上
（图 *）。
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图 ! 抗 "#$! %&’( 的 %#%)*+,- 及 ./01/23 4561 分析
’789! %#%)*+,- :3; ./01/23 4561 :3:5<070 6= :317)"#$! %&’(
+：%#%)*+,- >?@261/73 A:2B/2；C? =56D 1E26F8E =26A 1E/ G+HIJ A/1:5

:==7371< &65FA3；K? 1E/ DE65/ &/55 /L12:&1；!? M&6A>#K)%&’( @F27=7/; 4<

G+HIJ A/1:5 :==7371< &65FA3

N：./01/23 4561 :3:5<070 >? @2/01:73/; A:2B/2；C? 1E/ DE65/ &/55 /L12:&1；

K? =56D 1E26F8E =26A 1E/ G+HIJ A/1:5 :==7371< &65FA3 ；!? M&6A>#K)

%&’( @F27=7/; 4< G+HIJ A/1:5 :==7371< &65FA3

!"# $%&’()*+,%-.的 /0123细胞结合活性
为进一步鉴定经复性后的 M&6A>#K)%&’( 与表

达 "#$抗原的 OPQ-R细胞的结合活性，我们应用
免疫荧光标记及流式细胞仪检测，结果表明经复性

后的表达产物能够与人脐静脉内皮细胞结合，阳性

细胞百分率为 S>T，从而显示出与亲代鼠源性抗体
相类似的 "#$结合活性（图 U）。

图 U 流式细胞仪检测 M&6A>#K)%&’(与
OPQ-R细胞的结合活性

’789U ’56D &<16A/127& :3:5<070 6=
M&6A>#K)%&’( 473;738 16 OPQ-R0

>：*N% &631265；C：M&6A>#K)%&’(

* 讨 论

Q-,’是血管新生的重要调节因子，与肿瘤血
管形成及肿瘤生长转移高度相关，而 Q-,’的促内
皮细胞（-R）增殖和血管形成等生物学功能主要通
过受体 "#$介导。因而 Q-,’V"#$作用途径被认
为在肿瘤相关的血管新生过程中发挥关键作用。以

"#$为靶点，通过制备 "#$ 酪氨酸激酶受体抑制
剂，阻断 Q-,’V"#$的相互作用成为抑制肿瘤血管
新生的一条重要途径。目前正在研究中的抑制剂包

括单抗、可溶性受体、人工合成肽类和非肽类小分子

化合物等，其中单抗因作用靶点特异性较强、毒副作

用较小等优点成为目前开发研究的热点。由美国

WA&563/公司开发研制的抗 "#$嵌合抗体 WXR)>R>>
已进入临床 W 期试验阶段［!，U］。我们制备的抗
"#$!单抗 M&6A>#K 是专门针对 "#$胞外!区配
基结合区的单克隆抗体，体外研究结果表明其可抑

制 Q-,’>YU诱导脐静脉内皮的增殖，且抑制活性呈现
剂量依赖性，从而显示出其作为肿瘤血管新生抑制

剂的潜在价值。由于鼠源性抗体具有较强的免疫原

性，用于人体时会导致体内产生强烈的人抗鼠抗体

（O+X+）反应，将严重限制其在临床的应用［Y］，为此
我们进行了单链抗体的研制。

单链抗体是由接头（573B/2）将轻链可变区和重
链可变区基因以两种取向（QH)H73B/2)QO，QO)H73B/2)

QH）连接而成的具有特异性抗原结合功能的小分子

片段。它具有分子量小、免疫原性低、在细菌中表达

易于大量生产等优点。目前构建 %&’(基因片段应
用最为广泛的 H73B/2序列是由重复的 !个甘氨酸和
一个丝氨酸构成的 >U个氨基酸序列的短肽，其中甘
氨酸是分子量最小、侧链最短的氨基酸，可增加侧链

的柔性；丝氨酸是亲水性最强的氨基酸，可增加其亲

水性。本研究采用了（,5<!%/2）K 构成的柔性短肽作
为重链和轻链的 H73B/2，在复性及透析过程中表现
出良好的稳定性。

本文使用的 @+MZ表达载体带有 01WW信号肽序
列，是一种分泌性表达载体，可引导外源蛋白的分泌

表达，从而直接得到活性产物。但表达过程中却发

现虽然 M&6A>#K)%&’(也有少量可溶性产物，但主要
以包涵体形式存在。分析原因，可能与基因表达产

物的一级结构有关。"3:@@7B采用定点突变结合空
间结构分析的方法对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进行了研究，结果表

明可变区中 R#$0序列的多样性是造成不同抗体片
段表达差异的重要原因［S］。我们使用的载体多克隆

位点的下游有一个能够编码 Y [ O70)G:8序列，可与
上游的表达序列形成融合蛋白，它通常不影响表达

产物的生物学活性，因而不必通过酶水解来获得目

的蛋白。同时该序列可作为蛋白标签用于目的蛋白

的检测。本研究利用 G+HIJ金属亲和层析基质对

\]> 生 物 工 程 学 报 C\卷



!"#$%&’的特异性亲和性进行单链抗体纯化，得到高
纯度的产物，经透析复性最终获得能特异性与表达

()*抗原的 !+,-.细胞结合的单链抗体。无论是
作为靶向诊断治疗的载体还是作为双功能抗体的一

臂，均具有广泛的应用前景。
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