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摘 要 以抗癌胚抗原（C,DA:=’29ED-’=:A ,=@:>2=，C8F）单链抗体与假单胞菌外毒素（GB2<H’9’=,B 27’@’7:= F，G8F）的

截短和修饰形式 G8#3IJK8L 构建重组免疫毒素 C8FIG8#3IJK8L，并在大肠杆菌菌株 ML!0（K8#）.B@,D 中表达。采用

镍离子螯合层析法纯化变性的包涵体样品，并用连续梯度透析的方法对纯化后的包涵体进行复性。采用流式细胞

术鉴定复性产物与靶细胞的结合活性，结果表明免疫毒素 C8FIG8#3IJK8L 具有与靶细胞特异性结合的活性。以

+11 法检测免疫毒素对肿瘤细胞的体外杀伤活性，结果表明该免疫毒素对 NO0004 和 C*8.! 细胞具有特异性杀伤

活性。证明了经包涵体复性的抗 C8F 免疫毒素 C8FIG8#3IJK8L 对表达 C8F 抗原的肿瘤细胞具有良好的结合和杀

伤活性。
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免疫毒素用于肿瘤治疗是在现代医学生物学发

展的基础上提出的一种新的治疗策略［0］。免疫毒素

是由抗体分子或细胞因子等与毒素分子组合而成的

产物。抗体端负责与细胞表面抗原或细胞因子受体

结合，而毒素负责引发细胞死亡［!］。重组免疫毒素

是指经基因工程技术表达的免疫毒素，其中研究较

为深入的是由能与细胞表面抗原结合的抗体 6Q 段

与截短形式的毒素通过基因融合组成的产物［#，$］。

重组免疫毒素用于肿瘤生物治疗早已被证实具有良

好的应用前景［%，4］，在国外部分免疫毒素已进入临床

实验阶段，一些产品已经成为处方药物。

癌胚抗原（C,DA:=’29ED-’=:A ,=@:>2=，C8F）是广泛

存在于多种肿瘤细胞表面的一种抗原，因而我们选

择了抗 C8F 单链抗体作为导向分子，截短并改造的

假单孢菌外毒素 G8#3IJK8L 作为效应分子，采用基

因融合技术构建免疫毒素表达载体 R81!3,（ S ）.
CT1，并以包涵体形式在原核生物中表达，在此基础

上对该免疫毒素的纯化、复性和生物学活性等方面

进行了研究，最终获得了具有较高生物学活性的免

疫毒素。

$ 材料和方法

$%$ 材料

质粒 R81.!3,（ S ）购自 *’Q,>2= 公司。抗 C8F
的单链抗体片段基因是由文献报道［5］的抗 C8F 抗

体的 &U 和 &L 部分氨基酸序列，以重复性连接肽

（V$N）#连接，反向翻译成核苷酸序列，经本实验室合

成、拼接而成。G8#3IJK8L 片段基因来自毒素表达

载体 R+N3.#3 W S 1，由 MD:=X9,== 博士惠赠（L+M，

KCMKC，*CT，*TU，YNF）。3 ) 0(,# 菌株 ML!0（K8#）.
B@,D，细胞株 #1#、NO0004 和 C*8.! 为本室保存。鼠

抗 A.+-A 抗体 /80" 由本室制备，6T1C 标记的羊抗

鼠 T> 为 MK G;,D9:=>2= 产品，UZG.羊抗鼠 T> 购自中

山生物技术公司。限制酶和连接酶购自 1,J,Z, 公

司。镍离子金属螯合柱填料 *:.*1F F>,D’B2 购自

PTFV8* 公司。K*F 测序由上海博亚（M:’FB:,）公司

完成。

$%& 方法

$%&%$ C8FIG8#3IJK8L 免疫毒素基因表达载体的

构建：将 R81.!3,（ S ）载体中插入抗 C8F 的单链抗



体基因序列和截短并修饰的假单孢菌外毒素 !"#$%
&’"( 基因序列，并在 !" 毒素结构域 的末端 )*+ 位

氨基酸密码子后插入 ,-./, 标签，后面跟有结构域

)*0-)1# 位氨基酸编码区，构建成抗 2"3 免疫毒素

融合表达载体 4"5-6$7（ 8 ）-295，对构建的载体进行

!2: 和测序鉴定。!2: 所用引物为：

;<引物：;<23==5523=25=23=23=3=2 #<
#<引物：;<=253=55355=2523=2== #<

!"#"# 2"3%!"#$%&’"( 免疫毒素的表达和纯化：用

4"5-6$7（ 8 ）-295 转化到 ! > "#$% 菌株 ?(61（’"#）-
@A7B 中，挑取单克隆于 (? 培养基中 #+C过夜，次日

按 1 D;* 转接，#+C培养至 &’)***E) F *E$，加入终浓

度为 *E0 GGHI%( 的 9!5= 在 #+C诱导 0 J，离心收集

菌体。菌体重悬于 !?K 中，超声破菌，离心收集包

涵体，洗涤包涵体 # F ; 次。将包涵体沉淀于变性缓

冲液（$ GHI%( LBM7，1* GGHI%( 5BN@·2I，1** GGHI%(
O7P6!Q0）中，室温温和振荡 1 J，离心除去不溶物。

于变性包涵体溶液中加入咪唑至终浓度为 1*
GGHI%(，过 ON-O53 柱纯化，以 6* GGHI%( 咪唑洗涤 1*
个柱体积，6** GGHI%( 咪唑洗脱，收集样品峰。

!"#"$ K’K-!3="：按文献［$］的方法进行，分离胶浓

度为 16R，浓缩胶浓度为 ;R的垂直电泳。

!"#"% SM@AMBT UIHAANTV：K’K-!3=" 分离后，采用电

转移装置，恒流 0** G3，1E; J，将电泳后凝胶上的蛋

白成分转移到醋酸纤维素膜上。0R脱脂牛奶封闭，

以鼠抗 ,-./, 单克隆抗体、P:!-羊抗鼠单克隆抗体

依次处理，’3? 显色。

!"#"& 2"3%!"#$%&’"( 免疫毒素的复性：将纯化后

的变性包涵体装入透析袋中，放在含 $ GGHI%( WBM7
的复性液（6* GGHI%( 5BN@-P,I 4P +E;，*E; GHI%( 7BV-
TNTM，1 GGHI%( "’53，1 GGHI%( =KP，1 GGHI%(
=KK=）中透析，放在漩涡混合器上搅拌，采用恒流泵

逐渐向透析液中加入复性液，控制流速使 $ F 1* J
后尿 素 的 终 浓 度 达 1 GGHI%(，换 含 有 复 性 剂（1
GGHI%( =KP，1 GGHI%( =KK=）的 !?K（4P +E6）中透析

# F ; J，最后换入大体积 !?K（4P +E6）中透析过夜。

离心去沉淀。

!"#"’ 2"3%!"#$%&’"( 免 疫 毒 素 与 KS111) 和

2O"-6 细胞的结合活性（X32K）：采用间接荧光标记

的方法，运用流式细胞术检测 2"3%!"#$%&’"( 免疫

毒素对靶细胞的结合活性。将单细胞悬液加入小试

管中，离心除去上清液；以冷的 !?3（!?K 8 6R牛血

清白蛋白 8 *E1RO7O# ）6**!( 离心洗涤，去上清；

加入复性免疫毒素 6**!(（6**!V%G(），轻轻吹打混

匀，0C孵育 0; GNT，离心弃上清；冷 !?3 洗涤离心，

去除多余未结合的免疫毒素；加入 6**!( !?3 适当

稀释的抗组氨酸抗体，混匀，0C孵育 0; GNT，离心弃

上清；冷 !?3 洗涤离心，去除多余抗体；加 !?3 适当

稀释的荧光素标记的二抗———羊抗鼠 9V-X952 6**

!(，混匀，0C孵育 0; GNT，避光。冷 !?3 洗涤离心，

去上清；将细胞重悬于 ;**!( !?3 中，流式细胞仪

检测。

!"#"( 体外细胞杀伤实验：将细胞以 1*0 个%孔铺入

Y) 孔板，#+C培养 60 J。更换培养基，按不同的浓

度梯度加入滤菌的免疫毒素样品，#+C培养 0$ J。

.55 法检测活细胞数。细胞死亡率计算方法如下：

肿瘤细胞死亡率（R）Z 1 [ 实验组 &’
活细胞对照( )&’ \ 1**R

# 结果

#"! )*+,-*$.,/0*1 免疫毒素基因表达载体的

构建

成功构建了免疫 毒 素 基 因 表 达 载 体 4"5-6$7
（ 8 ）-295，;<端带组氨酸标签，毒素末端含 ,-./, 标

签（图 1）。!2: 鉴定结果为，阳性克隆在 6***U4 处

有一条特异的亮带，而空载体对照没有条带（图 6），

核苷酸序列测定结果为正确的。

图 1 抗 2"3 免疫毒素基因表达载体 4"5-6$7（ 8 ）-295
XNV>1 "]4BM@@NHT ^M,AHB 4"5-6$7（ 8 ）-295

H_ 7TAN-2"3 NGGWTHAH]NT

图 6 表达载体 4"5-6$7（ 8 ）-295 的 !2: 鉴定

XNV>6 !2: N‘MTAN_N,7ANHT H_ AJM M]4BM@@NHT ^M,AHB 4"5-6$7（ 8）-295
1：’(-1;*** ’O3 @NaM G7BbMB；6：M]4BM@@NHT ^M,AHB

4"5-6$7（ 8 ）-295；#：MG4A/ ^M,AHB 4"5-6$7（ 8 ）
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!"! #$%&’$()&*+$, 免疫毒素的表达和纯化

用 !"#$%&’（ ( ）$)*# 表 达 载 体 转 化 大 肠 杆 菌

+,%-（."/）$01’2，经摇瓶培养，超声破碎，包涵体的洗

涤，洗后的包涵体以 & 3456, 尿素变性，经 78$7#9 柱

纯化后得终产物，平均每克菌体（湿重）的产量为

:3;。
!"( -+-.’%/$ 和 0123145 6783395:

纯化的免疫毒素经 <.<$=9>" 分析显示，在分

子量为 ?? @. 处有一条蛋白质带，无其他明显蛋白

质带（图 /（9））。AB01B2C D54118C; 结果表明纯化产物

为目的蛋白（图 /（+））。

图 / 表达及纯化产物的 <.<$=9>"（9）和 AB01B2C
D54118C;（+）分析

E8;F/ <.<$=9>"（9）’CG AB01B2C D54118C;（+）’C’5H080
4I 1JB BK!2B00BG ’CG !L28I8BG !24GLM184C

9F -：!241B8C 345BML5’2 NB8;J1 3’2@B20；%：141’5 BK!2B0084C !24GLM10；
/：0L!B2C’1’C1 4I 04C8M’1B；O：!2BM8!81’1B 4I 04C8M’1B；:：!L28I8BG )"96
="/&6P.",
+F -：!2B01’8CBG !241B8C 345BML5’2 NB8;J1 3’2@B20；%：!L28I8BG )"96
="/&6P.",

图 O )"96="/&6P.", 靶细胞结合活性的检测

E8;FO )B55 D8CG8C; ’00’H 4I )"96="/&6P.",
<458G !B’@：CB;’18QB M4C1245；"3!1H !B’@：)"96="/&6P.",

!"; #$%&’$()&*+$, 免疫毒素的复性

纯化后的免疫毒素样品采用连续梯度透析法进

行复性获得了成功，蛋白基本上没有聚集。复性后

可溶形式的蛋白浓度可达 RS: 3;63,，复性过程蛋

白回收率约为 &RT。复性蛋白的稳定性较好，OU
长时间存放未发生再聚集。

!"< #$%&’$()&*+$, 免疫毒素与靶细胞的结合

活性

流式细胞术分析图表明，)"96="/&6P.", 免疫

毒素具有与 <A---? 和 )7"$% 细胞结合的活性而没

有与 /#/ 等对照细胞的结合活性。这表明该免疫毒

素与靶细胞的结合是特异性的（图 O）。

!"= #$%&’$()&*+$, 免疫毒素的体外杀伤实验

活细 胞 体 外 杀 伤 实 验 结 果 表 明，)"96="/&6
P.", 免疫毒素具有特异性杀伤表达 )"9 抗原的靶

细胞的活性，对表达 )"9 抗原较多的细胞的杀伤活

性高，对表达 )"9 抗原少或不表达该抗原的细胞的

杀伤活性低，并且特异性杀伤活性与免疫毒素的浓

度呈正相关（图 :）。

图 : )"96="/&6P.", 免疫毒素的杀伤活性

E8;F: )H1414K8M81H 4I )"96="/&6P.", 833LC414K8C

( 讨论

癌症治疗的关键在于治疗药物的靶向性，免疫

毒素用于肿瘤治疗充分利用了抗体的特异性识别特

性，靶向结合肿瘤细胞，将治疗药物集中在病灶中，

提高治疗效率，降低对其他组织的毒性和损伤。免

疫毒素的治疗用剂量很小，因为毒素 =" 是一种具

有高催化效率的酶，可以对翻译延伸因子$% 进行

9.=$核糖基化修饰而使其失活，从而抑制靶细胞蛋

白质的合成，导致细胞凋亡，这就意味着只需要有少

量的分子传递进细胞质就可以起到杀伤靶细胞的作

用［%］。我们选择了在众多肿瘤细胞表面广泛存在的

R:/ 生 物 工 程 学 报 %R 卷



!"#抗原作为靶目标，构建了抗 !"# 单链免疫毒

素，以实现对肿瘤细胞的靶向识别和杀伤，最终达到

治疗目的。

以包涵体形式在大肠杆菌中表达重组蛋白是最

有效率的生产克隆产物的方法之一［$］，但包涵体蛋

白质的复性率一般都很低，因而根据不同的蛋白来

摸索适合的复性方法成为了关键。免疫毒素是一种

多功能蛋白，其各个结构区域都有着各自的功能且

在复性过程中以各自独立的形式进行折叠，折叠的

速率也不尽相同［%&］，其复性是个缓慢的过程。对于

!"#’(")*’+,"- 单链免疫毒素，我们对其复性条件

及方法进行了摸索，连续梯度透析法的复性后蛋白

活性和蛋白回收率都较其他方法理想。此外这种缓

慢的透析法能维持蛋白浓度在较高的水平复性而不

发生聚集［%%］，故能省去浓缩等步骤，使复性过程简

单化。虽然变性蛋白在复性过程中若长期暴露在较

低浓度的变性剂下很容易形成聚集［%.］，但由于免疫

毒素的复性过程需要时间较其他一些蛋白要长，且

!"#’(")*’+,"- 免疫毒素在逐渐降低变性剂的过

程中比较稳定，缓慢的复性过程并非完全不利。基

于此种方法的方便简捷、容易操作、不要求高端设备

和经济等优点，此法比较适合应用于样品的中小型

制备。我们通过包涵体复性的方法成功的制备了具

有较高活性的抗 !"# 免疫毒素，实验表明，免疫毒

素 !"#’(")*’+,"- 具有良好的靶细胞结合活性和

特异性。体外细胞杀伤实验对 !"#’(")*’+,"- 的

完整活性进行了进一步检测，验证了该免疫毒素针

对表达靶抗原的肿瘤细胞的特异性疗效。
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