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摘  要：为了制备能够特异性识别 CD63 蛋白胞外大环中保守结构域的抗体，本研究利用毕赤酵母分

泌表达 CD63 单链抗体(single chain variable fragment, scFv)，纯化后得到能特异性结合 CD63 蛋白以及

SK-MEL-28 细胞表面 CD63 分子的 CD63 scFv。对筛选得到的 CD63 单克隆抗体细胞株进行可变区测序

得到重链可变区(variable heavy chain, VH)与轻链可变区(variable light chain, VL)，经柔性肽连接构

成 scFv，通过密码子优化后全基因合成 CD63 scFv 序列并克隆至毕赤酵母表达质粒 pPICZα-A，质

粒经 Sac I 线性化后电转到毕赤酵母 X33，1%甲醇诱导表达 scFv，发酵上清通过 Ni 柱纯化，并用

SDS-PAGE 和 Western blotting 进行了鉴定。通过免疫印迹、免疫荧光、基于细胞的酶联免疫吸附实

验、流式细胞术对 CD63 scFv 的生物活性进行鉴定。本研究成功构建了能够分泌表达抗 CD63 scFv 的

毕赤酵母菌株，抗体分子量约为 30 kDa，能与 CD63 蛋白特异性结合。抗 CD63 scFv 在毕赤酵母中的

表达是一种经济有效的抗体获取方法，为大规模生产抗 CD63 抗体奠定了基础。 
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Abstract: To prepare antibodies that specifically recognize the conserved domain in the large 
extracellular loop of the CD63 protein, we expressed anti-CD63 single-chain variable fragment 
(scFv) antibody in Pichia pastoris in a secreted form. The purified expression product was 
found to bind specifically with CD63 protein and recognize CD63 on the surface of SK-MEL-28 
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cells. The variable region of the anti-CD63 monoclonal antibody in an anti-CD63-positive cell 
line was sequenced. The anti-CD63 scFv consisted of a variable heavy chain and a variable light 
chain linked by a flexible peptide was then designed. After codon optimization, the gene was 
synthesized and cloned into the expression plasmid pPICZα-A. The SacI-linearized plasmid was 
electroporated into P. pastoris X33, and 1% methanol were used to induce the expression of 
scFv. The fermentation supernatant was purified by Ni column. Anti-CD63 scFv was identified 
by SDS-PAGE and Western blotting, and its biological activities were analyzed by 
immunoblotting, immunofluorescence, cell-based ELISA, and flow cytometry. A P. pastoris 
strain capable of expressing and secreting anti-CD63 scFv was successfully obtained. The 
antibody had a molecular weight of approximately 30 kDa and specifically recognized CD63 
protein. The expression of anti-CD63 scFv in P. pastoris paves the way for the production of 
anti-CD63 antibodies on a large-scale, which is undoubtedly an economical and effective way 
of antibody acquisition.  
Keywords: anti-CD63 single-chain variable fragment; Pichia pastoris; secretory expression; 
affinity; specificity 

 
CD63 基因位于人类 12q13 染色体上，编  

码一个含有 237 个氨基酸的蛋白，分子量在  
30–60 kDa 之间[1]。CD63 具有 4 个疏水跨膜结构

域，属于四次跨膜蛋白家族，是一个有 28 个成

员的质膜蛋白超家族。包括 CD63 在内的四次跨

膜蛋白的结构包括形成短胞质结构域的 N 端和

C 端、跨膜结构域 2 和 3 之间的胞内互连环，以

及 2 个胞外结构域[跨膜结构域 1 和 2 之间的小

环(small extracellular loop, SEL)以及跨膜结构域

3和 4之间的大环(large extracellular loop, LEL)]。
四次跨膜蛋白的特征是在其 4 个跨膜结构域中

具有高度保守的序列，并在大的胞外环中存在

CCG 基序[2]。CD63 在几乎所有的细胞和组织类

型中均有表达，不仅位于细胞质膜上，还位于晚

期内体、溶酶体和多囊泡体(multivesicular bodies, 
MVBs)中[3]。 

外泌体的生物合成被认为始于内吞作用引

起的膜嵌入(图 1)。细胞膜嵌入后形成早期内体，

当其成熟并成为晚期内体后，膜嵌入形成腔内囊

泡(intraluminal vesicles, ILVs)。当含有大量 ILVs
的多囊泡体与细胞膜融合时，会分泌囊泡。在此

过程中分泌的囊泡通常被称为外泌体[4]。有研究

发现，CD63 存在于细胞膜表面，但更多地定位于

内体和溶酶体中，它在 ILVs 中的丰度大约比晚期

内体中高 7 倍，还参与 ILVs 的分选[5]。Fordjour
等[6]发现，通过突变内吞信号(CD63/Y235A)，将

CD63 从内体重定向到质膜，其外泌体分泌增加

了 6倍，而通过添加内体靶向信号(CD9/YEVM)，
将 CD9 重定向到内体，其外泌体分泌减少了

80%。这些数据表明，定位于质膜的蛋白更有利

于外泌体的分泌。质膜是外泌体生物发生的主要

部位，更重要的是，细胞拥有外泌体出芽(budding)
的共同途径，即在质膜和内体膜上都起作用。 

CD63 是广泛存在于外泌体表面的四次跨膜

蛋白受体之一。外泌体标志物 CD63 在外泌体分

离鉴定、免疫磁珠法纯化回收以及外泌体载药、

靶向修饰等方面有较高应用价值。目前国内外已

有几十个公司主要聚焦外泌体研究，近年来也有

大型生物医药公司 Lonza[7]、Eli Lilly[8]等加入到

外泌体诊断与治疗领域。随着外泌体研究领域的

不断发展，对靶向外泌体标志物抗体的需求也逐

步增加。目前市售的 CD63 抗体大多是鼠源的单

克隆抗体，且腹水法生产的单抗数量有限，往往

无法满足工业化生产的需求。 
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图 1  外泌体产生机制 
Figure 1  Mechanism of exosome production. Exosomes are formed by embedding in cell membranes and are 
secreted outside the cell when they contain a large number of molecules on the membrane surface or within the 
vesicles. ILVs: Intraluminal vesicles; MVB: Multivesicular body; MHC: Major histocompatibility complex; 
HSP20: Heat shock protein 20; TSG101: Tumor susceptibility gene 101. Created with MedPeer. 
 

近年来，毕赤酵母表达系统渐受关注，艾

普奈珠单抗(Eptinezumab)[9]是继 Ablynx 公司的

卡拉西单抗(Caplacizumab)获美国食品药品监督

管理局(Food and Drug Administration, FDA)批准

上市后的又一种采用毕赤酵母表达系统生产的

抗体药物。毕赤酵母不仅具有原核表达系统的优

势[10]，如生产成本低、发酵周期短、易于培养、

操作简便、可大规模生产等，同时还有真核表达

系统的特点，如蛋白加工、折叠、翻译后修饰等。

因此，毕赤酵母受到越来越多生物医药企业的青

睐。毕赤酵母与中国仓鼠卵巢细胞 (chinese 
hamster ovary cell, CHO)表达系统相比也有诸

多优势，首先，毕赤酵母构建细胞株更快；其

次，毕赤酵母细胞倍增时间较 CHO 短，可以明

显缩短发酵周期；最后，毕赤酵母表达系统有

操作更简单、更便宜、更高产的特点，可以进

行高密度发酵培养，从而大幅降低抗体的生产

成本。 
本研究采用毕赤酵母表达系统发酵生产抗

CD63 胞外大 loop 结构域的单链抗体 (single 
chain variable fragment, scFv)，以期为外泌体  
诊断与靶向外泌体研究提供更加经济、有效的 
抗体。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  载体、菌株及细胞 

巴斯德毕赤酵母(Pichia pastoris) X33 及表
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达质粒 pPICZα-A 购自赛默飞世尔科技公司；大

肠杆菌 DH5α、HEK 293 细胞系、人恶性黑色素

瘤细胞 SK-MEL-28 为本实验室保存。 

1.1.2  试剂 
Sac I、Xho I、BamH I 均为 New England 

Biolabs 公司产品；DNA marker 为 Biosharp 公司

产品；博来霉素(zeocin)购自上海懋康生物科技有

限公司；三色预染蛋白 Marker 购自上海七纯生物

科技有限公司；聚丙二氟乙烯 (polyvinylidene 
fluoride, PVDF)膜购自默克公司；HRP-conjugated 
6×His antibody、CoraLite® 594-conjugated 6×His 
antibody、CoraLite® 647-conjugated 6×His antibody、
Myc tag Monoclonal antibody、放射免疫沉淀法

(radio immunoprecipitation assay, RIPA)裂解液、

灵敏 ECL 化学发光检测试剂盒购自武汉三鹰生

物技术有限公司；Goat anti-Mouse IgG (H&L) 
HRP 购自 Immunoway 公司；DMEM、1640 细

胞培养基和胎牛血清购自 Gibco 公司；PCR 产

物回收试剂盒、质粒抽提试剂盒购自 Omega 公

司；Tris-MOPS 电泳缓冲液、Sure PAGETM 购自

南京金斯瑞生物科技有限公司；酵母提取物、蛋

白胨购自 Oxoid 公司；YNB 购自 BD Difco 公司；

山梨醇购自国药集团化学试剂有限公司；其余化

学试剂均为国产分析纯。 
1.1.3  试剂配制 

酵母膏胨葡萄糖琼脂培养基(yeast extract 
peptone dextrose medium, YPD)：1%酵母抽提物，

2%胰蛋白胨，2%葡萄糖(0.45 μm 滤膜过滤除菌，

待培养基降温到 50 ℃左右加入)，固体培养基再

加入琼脂 15 g/L，121 ℃灭菌 20 min。按需加入

一定量 100 mg/mL 的博来霉素配制成不同浓度

梯度的 YPD 抗性筛选平板。 
基础甲醇培养基(minimal methanol medium, 

MM)：1.34%无氨基酸酵母氮源、1%甲醇与 
0.000 04%生物素(0.45 μm 滤膜过滤除菌，待培

养基降温到 50 ℃左右加入)，固体培养基再加入

琼脂 15 g/L，121 ℃灭菌 20 min。按需加入一定

量 100 mg/mL 的博来霉素配制成 MM 平板。 
含有甘油的缓冲性完全培养基 (buffered 

glycerol-complex medium, BMGY)：1%酵母抽提

物，2%胰蛋白胨，100 mmol/L 磷酸钾缓冲液  
(pH 6.0)，1%甘油，1.34%无氨基酸酵母氮源与

0.000 04%生物素(0.45 μm 滤膜过滤除菌，待培

养基降温到 50 ℃左右加入)，121 ℃灭菌 20 min。 
含有甲醇的缓冲性复杂培养基 (buffered 

methanol-complex medium, BMMY)：1%酵母抽

提物，2%胰蛋白胨，100 mmol/L 磷酸钾缓冲液

(pH 6.0)，1.34%无氨基酸酵母氮源、1%甲醇与

0.000 04%生物素(0.45 μm 滤膜过滤除菌，待培

养基降温到 50 ℃左右加入)，121 ℃灭菌 20 min。 

1.2  方法 
1.2.1  Anti-CD63 scFv 基因的设计及合成 

将 CD63 单克隆抗体的重链可变区(variable 
heavy chain, VH)与轻链可变区(variable light chain, 
VL) 序列通过 GS 柔性肽 linker 进行连接

[VH-(G4S)3-VL]，经过密码子优化与全基因合成

将目的片段无缝克隆到表达载体 pPICZa-A 上。

添加 α-factor 信号肽，保留载体上的 Myc 和 His
标签方便后续抗体的纯化与鉴定。目标序列委托

南京铭研生物科技有限公司合成(图 2)。 

1.2.2  酵母菌转化、筛选 
将上述重组质粒和空载体 pPICZα-A 分别用 

Sac Ⅰ单酶切线性化，之后经过 PCR 产物回收试剂

盒直接回收并电泳鉴定，产物浓度大于100 ng/μL，
线性化质粒总量大于 5 μg，可用于电转。用

Bio-Rad 电转仪(1 500 V, 25 μF, 200 Ω, 5 ms)进行

电击，将线性化后的质粒分别转化至毕赤酵母菌

株 X33 中。取转化菌涂布于含有 zeocin 的 YPD
平板上，30 ℃倒置培养 2−3 d。将转化子分别转

接于不同梯度的含 25、50、100、300、500 μg/mL 
zeocin YPD 固体平板上以及仅含有甲醇作为唯 
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图 2  Anti-CD63 scFv 序列结构的示意图 
Figure 2  Schematic of the anti-CD63 scFv. Created 
with MedPeer. 
 

一碳源的含 25 μg/mL zeocin 的 MM 平板上，48 h
左右观察转化子的生长情况。 

1.2.3  甲醇诱导表达及鉴定 
随机挑取 7 个能够在含 300 μg/mL zeocin 的

YPD 平板以及 MM 平板生长的毕赤酵母菌株进

行甲醇诱导表达。分别接种于 5 mL BMGY 培养基

中进行扩大培养至 OD600值为 2.0–6.0，1 500 r/min
离心 5 min 收集菌体，用适量体积的 BMMY 培

养基重悬，使毕赤酵母菌株的起始接种密度为

OD600 约 1.0，培养体系为 BMMY 培养基(1%甲

醇) 10 mL，pH 6.0，诱导温度为 24 ℃。每隔    
24 h 取样 100 µL 并补加甲醇至终浓度为 1%，连

续甲醇诱导 3 d，诱导 anti-CD63 scFv 的表达。 
1.2.4  目标抗体的纯化和鉴定 

酵母发酵液采用 Ni 柱纯化，首先对 Ni 柱进

行再生，上样平衡后用 50、250、500 mmol/L 咪

唑进行梯度洗脱，对 50 mmol/L 与 250 mmol/L
咪唑洗脱组分进行 SDS-PAGE 鉴定，并通过

Western blotting 对目标抗体进行进一步鉴定。 

1.3  anti-CD63 scFv 生物活性的鉴定 
1.3.1  细胞 ELISA 检测毕赤酵母表达的

anti-CD63 scFv 生物活性 
将 SK-MEL-28 细胞按每孔 2×104 个的密度接

种于 96孔板，每孔100 µL，37 ℃贴壁培养 24–48 h，
待细胞伸展至长满 96 孔板即可用于后续检测。加

入 100 µL 的 8%多聚甲醛溶液，将细胞固定到    
96 孔板上，室温固定 30 min。用 PBS 洗 3 次，加

入 5%脱脂奶粉封闭 2 h。用 PBS 洗 3 次，将表达

纯化后的毕赤酵母来源的抗体稀释至一定比例作

为一抗，加入到 96 孔板中，37 ℃孵育 2 h。用 PBS

洗 5 次，将 anti-His-HRP 二抗按 1:10 000 稀释，每

孔 100 µL，37 ℃孵育 1 h。用 PBS 洗 5 次，加入

100 µL 显色液，室温显色 5–10 min。加入 100 µL
终止液，酶标仪上测定 OD450吸光值。整个 PBS 洗

涤过程需轻柔，避免细胞脱落影响读数。 
1.3.2  Western blotting 鉴定 anti-CD63 
scFv对人恶性黑色素瘤细胞SK-MEL-28与
CD63 蛋白的结合活性 

将长满的 T75 细胞培养瓶中的 SK-MEL-28
细胞去除培养基后，PBS 洗 2–3 遍，加入 3 mL
胰酶消化并收集细胞沉淀，加入 500 µL 预冷的

RIPA 裂解液，置于冰上裂解 1 h，收集细胞裂解

液，12 000 r/min 离心 30 min，取上清，与蛋白

上样缓冲液混匀后上样，SDS-PAGE 电泳 45 min。
然后通过 eBlotTML1 快速湿转仪将凝胶中分离的

蛋白转印至 PVDF 膜上。PVDF 膜经含 5%脱脂

奶粉的 TBST 封闭 2 h 后，用纯化所得的不同组

分的 anti-CD63 scFv 室温孵育 2 h。PVDF 膜经

TBST 洗 3 次，每次 5 min。用含有 His 标签的

小鼠单克隆抗体(1:2 000)作为二抗，室温孵育  
1 h。对于用 HEK293 细胞中表达的 CD63 蛋白

则以含有 myc 标签的小鼠单克隆抗体(1:2 000)
作为二抗，室温孵育 2 h。PVDF 膜再经 TBST
洗 3 次，每次 5 min。以含 HRP 的山羊抗小鼠抗

体(1:5 000)为三抗，室温孵育 1 h。最后根据 ECL
化学发光试剂盒的操作说明在全自动化学发光

凝胶成像系统(ChampChemiTM)中观察结果。 
1.3.3  免疫荧光检测 anti-CD63 scFv 对

SK-MEL-28 细胞膜表面 CD63 的结合活性 
将天然高表达 CD63 的阳性细胞株 SK- 

MEL-28 作为检测用细胞，以合适的密度接种于

6 孔板中，将无菌盖玻片置于 6 孔板中，进行细

胞爬片；取出铺好细胞的盖玻片，用 PBS 洗 1 遍；

用 4%多聚甲醛固定细胞，200 µL/孔，室温固定

30 min，PBS 洗 3 遍；在室温下将细胞与 anti-CD63 
scFv (毕赤酵母发酵所得)孵育 60 min；然后用 1% 
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牛血清白蛋白(bovine serum albumin, BSA)溶液

稀释荧光二抗 (CoraLite® 594-conjugated 6×His 
antibody)，1:100 稀释，每孔加入 200 µL，37 ℃
避光孵育 30 min，用 PBS 洗 3 遍；用 DAPI 染

色细胞核，室温避光孵育 10 min，PBS 洗 3 遍；

在荧光显微镜下观察实验结果。 
1.3.4  流式细胞术检测 anti-CD63 scFv 对

SK-MEL-28 细胞表面的 CD63 的结合活性 
将天然高表达 CD63 的阳性细胞株 SK- 

MEL-28 作为检测用细胞，CoraLite® 647-conjugated 
6×His antibody 作为二抗，对自制 anti-CD63 scFv 
(作为一抗)进行亲和力检测。收集并洗涤 SK- 
MEL-28 细胞，用冰冷 PBS 溶液重悬细胞至约

(1–5)×106 细胞/mL。向每根离心管中添加 100 µL
细胞悬液。添加一抗(100 μg/mL)。4 ℃避光孵育

1 h。细胞洗涤 3 次：以 400×g 的速度离心 5 min，
然后在冰冷的 PBS 中重悬。使用 3% BSA/PBS
将荧光染料标记二抗稀释到最佳浓度(1:2 000 稀

释)，然后在该溶液中对细胞进行重悬。4 ℃避

光孵育 30 min。细胞洗涤 3 次：以 400×g 的速

度离心 5 min，然后在冰冷 PBS 溶液中重悬。之

后立即用流式细胞仪对细胞进行分析。 

1.4  Alphafold2 软件预测蛋白-蛋白相

互作用 
通过在线软件 AlphaFold2 (https://colab. 

reserach.google.com)对 CD63 抗原(胞外大 loop- 

LEL，GenBank登录号：NP_001244318.1)与anti-CD63 

scFv (unpublished data)进行蛋白-蛋白相互作用预

测(CD63 LEL loop 序列：anti-CD63 scFv 序列填入

query_sequence，修改 jobname；然后点击全部运

行，大约 30 min–1 h 可以完成计算)，计算完成后，

计算结果会以压缩包的形式保存。压缩包里面有 

5 个 pdb 文件，rank_001 是可信度较高的。这个

pdb 文件是预测的三维结构，可以导入到可视化软

件进行展示(例如导入到 pymol 分析互作)。然后对

运算结果评分最高者 (scores_rank_001_) 进行

pymol 分析(https://pymol.org/2/)。 

2  结果与分析 
2.1  pPICZα-A-CD63 scFv 重组表达载

体的鉴定 
pPICZα-A-CD63 scFv 质粒图谱见图 3A，其

中 VH 与 VL 通过(G4S)3 柔性肽进行连接，位于 
 

 

 
 

图 3  pPICZα-A-CD63 scFv 质粒图谱(A)与酶切电泳图(B)    
Figure 3  Plasmid map and enzyme digestion of pPICZα-A-CD63 scFv. A: Plasmid map of pPICZα-A-CD63 
scFv. The VH and VL are linked by (G4S)3 flexible peptide, located at the behind of α-factor signal peptide. B: 
Enzyme digestion of pPICZα-A-CD63 scFv. Lane 1: Undigested plasmid; Lane 2, 3: Plasmid digested with Xho I or 
BamH I; Lane 4: Plasmid digested with Xho I and BamH I; Lane 5: Plasmid linearized with Sac I; M: DNA marker. 
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α-factor 信号肽之后；pPICZα-A-CD63 scFv 质粒

经 Xho I/BamH I 双酶切后的电泳图见图 3B。 

2.2  毕赤酵母阳性转化子 Mut+表型筛

选与抗性筛选 
随机挑取的毕赤酵母阳性转化子在含 25、

50、100、300 μg/mL 的博来霉素 YPD 抗性平板

与含 25 μg/mL 博来霉素的 MM 平板上生长良

好；部分毕赤酵母阳性转化子菌株可以耐受  
500 μg/mL 的博来霉素抗性筛选，可以为后续大

规模发酵生产抗体提供高拷贝的高产菌株；并且

这些高拷贝(1#, 5#, 6#)转化子均能在 MM 平板

上生长，说明它可以利用甲醇，是 Mut+而非 Muts

表型，在电转质粒进行同源重组的过程中其

AOXI 基因没有被替换(图 4)。 

2.3  Anti-CD63 scFv 在毕赤酵母菌株

中的初步表达 
毕赤酵母阳性转化子(1#−7#)在含 1%甲醇

的 BMMY 培养基中连续 3 d 进行诱导，可表达

出 anti-CD63 scFv，目的条带大约 30 kDa (图 5)；
但由于毕赤酵母发酵液上清中存在较多除了

anti-CD63 scFv 以外的杂质，比如 AOXI 蛋白含

量高达细胞分泌总蛋白的 30%[11]。为了对得到

的 anti-CD63 scFv 的生物活性进行进一步鉴定， 
 

 
 

图 4  毕赤酵母转化子 Mut+表型筛选(MM 平板)
与抗性筛选(YPD 平板) 
Figure 4  Pichia pastoris transformant Mut+ 

phenotype screening (MM plate) and resistance 
screening (YPD plate). 25B, 50B, 100B, 300B, 500B 
YPD plate refers to 25, 50, 100, 300, 500 μg/mL 
zeocin resistant YPD plate; 25B MM plate refers to 
25 μg/mL zeocin resistant minimal methanol plate. 

将毕赤酵母发酵液上清进行 Ni 柱法纯化除杂，

对带 His 标签的 anti-CD63 scFv 进行有效富集，

分别收集 50 mmol/L 与 250 mmol/L 咪唑洗脱组

分进行 SDS-PAGE 鉴定(图 6)，anti-CD63 scFv 主

要存在于250 mmol/L咪唑洗脱液中，而50 mmol/L
咪唑洗脱液中几乎没有；另外，对 250 mmol/L
咪唑洗脱组分进行 Western blotting 鉴定，其中

表达的 7个 anti-CD63 scFv均能与His二抗结合，

而对照 pPICZα-A (空载质粒)不表达抗体，故不

与 His 标签结合(图 7)。 
 

 
图 5  毕赤酵母菌株(1#−7#)表达上清的SDS-PAGE
分析 
Figure 5  SDS-PAGE analysis of Pichia pastoris 
(1#−7#) expression supernatant. M: Protein marker. 
 

 
 

图 6  酵母(1#−7#)发酵液纯化后 SDS-PAGE 分析 
Figure 6  SDS-PAGE analysis after purification 
(1#−7#). Anti-CD63 scFv (30 kDa) mainly exists in 
250 mmol/L imidazole elution. M: Protein marker. 

 
图 7  酵母(1#−7#)发酵液纯化后(250 mmol/L 咪唑

洗脱)组分的 Western blotting 分析   
Figure 7  Western blotting analysis of purified  
(250 mmol/L imidazole elution) components of yeast 
(1#−7#) fermentation broth. M: Protein marker. 
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2.4  Anti-CD63 scFv 生物活性检测 
2.4.1  细胞 ELISA 检测毕赤酵母表达的 
anti-CD63 scFv 生物活性 

通过天然高表达 CD63 分子的 SK-MEL-28
细胞进行细胞 ELISA 测活，发现上述 7 株毕赤

酵母表达菌株产生的 anti-CD63 scFv 均能有效

识别 SK-MEL-28 细胞表面的 CD63 分子，并且

具有较高的亲和力；而对照 pPICZα-A (空载质

粒)菌株发酵液产物几乎不结合(图 8)；说明本轮

构建的毕赤酵母表达菌株能够产生具有生物活

性的 anti-CD63 scFv。 

2.4.2  Western blotting 检测毕赤酵母表达

的 anti-CD63 scFv 的生物活性 
通过不同标签对纯化后的 anti-CD63 scFv 

1#、3#、7#分别进行 Western blotting 检测后发

现，无论 SK-MEL-28 细胞裂解液(图 9A)，还是

HEK293 细胞中表达的 CD63 蛋白(图 9B)， 
anti-CD63 scFv 都能够识别 12–15 kDa 左右的

CD63 抗原表位。另外，天然表达 CD63 分子的

SK-MEL-28 细胞本身可以和带 His 标签的

anti-CD63 scFv 进行反应，虽然细胞裂解液本身

的组分非常复杂，但是 anti-CD63 scFv 具有一定

特异性，这与细胞 ELISA 检测毕赤酵母表达的

anti-CD63 scFv 的亲和力时的结果较为一致；而

HEK293细胞中表达的CD63蛋白带有 His标签，

不能用带 His 的标签抗体进行检测，故采用 Myc
标签抗体进行检测，发现 anti-CD63 scFv 也能 

 

 
 

图 8  细胞ELISA检测毕赤酵母表达的 anti-CD63 
scFv 亲和力 
Figure 8  The affinity of anti-CD63 scFv expressed 
in Pichia pastoris detected by cell-based ELISA. 
Among them, 1#−7# is the antibody (250 mmol/L 
imidazole elution) after purification of P. pastoris 
positive transformant fermentation broth, and 
pPICZα-A as negative control. 

 

 
 

图 9  Western blotting 检测 SK-MEL-28 细胞裂解液(A)和 HEK293 细胞中表达的 CD63 蛋白(B) 
Figure 9  Western blotting analysis of CD63 protein expressed in SK-MEL-28 cell lysate and HEK293 cells. 
A: Western blotting analysis of CD63 protein expressed in SK-MEL-28 cell lysate. Purified anti-CD63 scFv 1#, 
3#, and 7# were used as primary antibodies, and anti-His tag antibody was used as secondary antibody for 
Western blotting and SDS-PAGE analysis of SK-MEL-28 cell lysate (S). B: Western blotting analysis of CD63 
protein expressed in HEK293 cells. Purified anti-CD63 scFv 1#, 3#, and 7# were used as primary antibodies 
and anti-Myc tag antibody was used as secondary antibody to detect the expression of CD63 protein in HEK293 
cells. Western blotting and SDS-PAGE were performed on CD63 protein (S) expressed in HEK293 cells using 
anti-His tag antibody as the primary antibody. M: Protein marker. 
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特异性地识别 12–15 kDa 左右的 CD63 抗原表位

(图 9B)。 

2.4.3  免疫荧光检测毕赤酵母表达的 anti- 
CD63 scFv 生物活性 

用人 SK-MEL-28 细胞检测毕赤酵母阳性转

化子发酵液纯化后抗体(250 mmol/L 咪唑洗脱组

分)，其中 1#、3#、7#作为待测一抗进行亲和力

测定，pPICZα-A (空载质粒)为空白质粒转化子发

酵液(阴性对照)，将市售 CoraLite® 594-conjugated 
6×His antibody 作为二抗，在荧光显微镜下观察

细胞膜(红色)与细胞核(蓝色)共定位(图 10)。
Anti-CD63 scFv 主要位于 SK-MEL-28 细胞外围

的质膜和一些小的细胞内区室 ( in t racel lu lar 
compartments)中以及细胞外少量散在的 CD63 

 

 
 

图 10  免疫荧光检测毕赤酵母(1#, 3#, 7#)表达的 anti-CD63 scFv 亲和力 
Figure 10  Immunofluorescence detected the affinity of anti-CD63 scFv expressed in Pichia pastoris (1#, 3#, 
7#) (Low magnification: scale bar, 10 μm; High magnification: scale bar, 5 μm). 
 

阳性颗粒中(图 10，虚线框放大图中黄色箭头  
标记)。 

2.4.4  流式检测毕赤酵母表达的 anti-CD63 
scFv 生物活性 

将 SK-MEL-28 作为流式检测用细胞，市

售 CoraLite® 647-conjugated 6×His antibody 作

为二抗，对自制 anti-CD63 scFv (作为一抗)进
行亲和力检测。其中 1#、3#、7#为毕赤酵母阳

性转化子发酵液纯化后抗体(250 mmol/L 咪唑

洗脱组分)，pPICZα-A (空载质粒)为空白质粒

转化子发酵液(阴性对照)。流式细胞仪分析结

果见图 11。 

 
 

图 11  流式检测毕赤酵母 (1#, 3#, 7#)表达的

anti-CD63 scFv 亲和力 
Figure 11  The affinity of anti-CD63 scFv expressed 
in P. pastoris (1#, 3#, 7#) detected by flow cytometry. 
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2.5  Alphafold2 软件预测蛋白-蛋白相

互作用 
由图 12A 可知，CD63 LEL loop 序列在蛋白

数据库中的丰度较高，而 anti-CD63 scFv 序列

coverage 较低(因为模型之前没预测过这种序

列)。图 12B、12C 是 pLDDT 结构预测显示

rank_001 评分最高；图 12D 是 alphafold2 预测的

pdb 文件导入到 pymol 后展示的蛋白-蛋白相互

作用的三维结构，其中 CD63 LEL loop 蛋白结构

域与 anti-CD63 scFv 主要通过极性相互作用(黄 
 

 
 

图 12  Alphafold2 软件预测蛋白-蛋白相互作用 
Figure 12  Alphafold2 predicts protein-protein interactions. A: Abundance of each part sequence in the protein 
database. B, C: pLDDT structure prediction score. D: Pymol analysis of protein interaction regions, shows the 
predicted polar interaction between the CD63 LEL loop protein domain and anti-CD63 scFv by alphafold2 
(yellow dotted line). 
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色虚线)，潜在的结合位点为：Glu53 & Asn55；
Lys60 & Pro53；Asn61 & Thr30；Pro56 & Tyr50；
Asn78 & Gly99。结合 Western blotting 检测结果，

推测该 anti-CD63 scFv 抗体特异性识别 CD63 
LEL loop 蛋白结构域中 CD63 核心蛋白，而非

N-糖基化位点。 

3  讨论与结论 
毕赤酵母表达系统是分子生物学中最常用

的重组蛋白生产工具之一。毕赤酵母表达系统生

产蛋白质的优点在于能够在内质网中对重组蛋

白进行适当的折叠并将其分泌到细胞外部环境。

此外，由于毕赤酵母内源性分泌蛋白的含量有

限，使得重组蛋白很容易纯化。有研究表明，毕

赤酵母表达系统在钙、钾通道，硝酸盐、磷酸盐

转运体以及组胺 H1 受体等膜蛋白的生产中具有

独特意义[12]。放射性配体结合分析显示，与哺

乳动物细胞系统相比，一些受体在毕赤酵母中表

达时具有更高的功能[13]。 
尽管毕赤酵母表达系统有诸多优势，但不同

的菌株和外源蛋白之间的表达水平有所不同。在

实际生产中，尤其是使用生物反应器进行大规模

发酵时需要一定程度的过程优化，进而实现最高

产量的目标蛋白。因此，必须根据实际情况适当

调整甲醇的浓度、选择合适的温度和培养时间，

以获得最佳的条件[14]。由于之前开发的毕赤酵

母表达系统的几乎所有表达载体都是基于乙醛

氧化酶 1 启动子(aldehyde oxidase 1, AOX1)调控

的[15]，AOX1 启动子可产生高达 22 g/L 的细胞

内[16]和 10.5 g/L 的分泌型[17]的异源蛋白，但因其

诱导剂甲醇是一种有毒和易燃的化合物，在工业

应用中可能会引起安全问题；同时，甲醇诱导的

发酵过程需要转化碳源，发酵时间较长；此外，

高水平的甲醇(浓度超过 5%)对细胞有毒，会导

致甲醛和过氧化氢的积累，从而导致细胞死亡。

反之，低水平的甲醇会引发蛋白降解，造成较低

的生产效率[18]。目前的替代方案是开发无甲醇

诱导体系，比如 PHO89 启动子[19]、THI11 启动   
子[20]等。新的启动子 ICL1 (由葡萄糖消耗抑制和

乙醇诱导 ) 、 ADH1( 由甘油和乙醇诱导 ) 和
GUT1(由葡萄糖、甘油和乙醇诱导)已经获得了

专利授权[21]。启动子改造的研究不仅丰富了毕

赤酵母启动子种类，更拓宽了其调控模式[22-23]。

近年来，以龙沙生物为代表的 XS® Pichia 表达系

统，采用的是葡萄糖调节启动子，其生产工艺可

以很容易地从 50 L 放大到 15 000 L，而且过程

相对简单，同时也没有甲醇及其代谢产物的不良

影响[24]。 
此外，信号肽是影响毕赤酵母异源蛋白分泌

效率的关键因素之一。目前最常使用的信号肽是

来自酿酒酵母的 α 交配因子(α-mating factor, 
MFα)的信号肽，利用这个外源信号肽已经成功

分泌表达了多种异源蛋白。然而，MFα 可能不

适用于所有外源蛋白的分泌表达。毕赤酵母分泌

蛋白中具有许多典型的信号肽序列，这些内源信

号肽更加丰富了信号肽的选择性。朱淩宣等[25]

利用 SignalP、TMHMM、Phobius、WoLF PSORT
和NetGPI等生物信息工具预测出了10条可能用

于外源蛋白表达的内源性信号肽。Ito 等 [26]对

MFα 进行了单点突变，发现其中 8 个单点突变

可以显著提高毕赤酵母中单链抗体的分泌量，并

通过机制研究发现这些突变可以减少未折叠蛋

白反应活化，避免重组蛋白在分泌过程中进入细

胞内蛋白质降解途径。该团队还开发了高通量筛

选系统(high-throughput screening, HTS)，极大地

提高了发现分泌目的蛋白菌株的可能性[27]。 
许多治疗性蛋白质是糖蛋白，需要碳水化合

物结构附着在蛋白质主干上(即糖基化)，以便正

确折叠、溶解、维持稳定和适当的生物活性[28]。

尽管毕赤酵母可以进行翻译后修饰，如 O-糖和
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N-糖基化和二硫键的形成。然而不容忽视的是，

在毕赤酵母中 N-聚糖的结构是典型的超甘露糖

型，与人类细胞中的有所不同，可能引起免疫反

应或与人细胞中的部分受体结合，从而降低其功

效[29]。最近，研究人员设计了新的策略来改造

毕赤酵母的 N-糖基化途径。通过毕赤酵母糖开

关，酵母自身的高糖基 N-聚糖被转换为更多人

源化的双触角的复杂型 N-聚糖。在糖工程策略

中，通过破坏内源性糖基转移酶基因 och1 并引

入异源酶活性，毕赤酵母被改造为能产生人源化

的糖蛋白的菌株[[30]。在过去的几十年里，已开

发出一些人源化的毕赤酵母菌株并应用于多药耐

药蛋白 1 (multidrug resistance protein 1, MRP1)的
生产，实现了更均匀和更合适的糖基化修饰[31]。 

本研究首次成功构建了 pPICZα-A-CD63 
scFv 表达质粒并将其电转到毕赤酵母菌株中，

通过博来霉素抗性平板与 MM 平板筛选，获得

若干能够分泌 anti-CD63 scFv 的菌株。经过 1%
甲醇诱导表达后对发酵液进行 Ni 柱 His 标签的

纯化，得到 30 kDa 的目标抗体。然后对纯化的

目标抗体进行基于细胞的酶联免疫吸附实验、免

疫印迹、免疫荧光、流式细胞术等方法，鉴定其

具有较好的生物活性，对天然高表达 CD63 蛋白

的 SK-MEL-28 细胞具有较高亲和力和特异性。

利用毕赤酵母可大量表达 anti-CD63 scFv，可以

为外泌体诊断与靶向外泌体研究提供更加经济、

有效的抗体。 
本研究对毕赤酵母表达系统表达 anti-CD63 

scFv 进行了初步探索并对其生物活性进行鉴定。

Anti-CD63 scFv 本身的理化性质如等电点

(isoelectric point, PI)、热稳定性、聚集性、抗体

二/三级结构、糖基化位点、翻译后修饰等还需

要后续进一步的抗体表征研究。此外，抗体结构

预测、成药性分析、抗体功能优化(亲和力成熟、

人源化改造)、抗体结构优化(点突变、去糖基化、

Fc 区改造、串联成多抗)等均有助于进一步认识

与改良抗体的性质。石井明子等[32]总结了利用

抗体工程的方法可以将 scFv 进行个性化的组

装，产生不同药物代谢动力学(pharmacokinetics, 
PK)特性的改良型的低分子抗体，比如 scFv-Fc、
scFv-IgBD、scFv-HSA、scFv-ABD 等，这将有

助于根据需求进行个性化设计与改造抗体分子。 
最后，在外泌体检测与鉴定方面，通常会对

超速离心及蔗糖密度梯度离心[33]后获得的外泌

体通过蛋白质印迹、流式细胞术、透射型电子显

微镜(transmission electron microscopy, TEM)、纳

米颗粒示踪分析(nanot racking analysis, NTA) 
等[34]多种方法，对外泌体膜上的标志性蛋白如

CD63、CD81、CD9、TSG101 等[35]的表达情况、

外泌体的形态结构与粒径大小等进行综合评价。

免疫电子显微镜与冷冻电子显微镜在检查外泌

体表面的 CD9 与 CD63 标志性蛋白方面的研究

报道极少[36-37]；而外泌体荧光标记最常规的方法

有直接用脂溶性荧光染料 PKH26[38]或 PKH67[39]

标记提取好的外泌体的脂质双层膜，再与靶细胞

共培养后进行激光共聚焦显微镜观察。优点是可

以体内外示踪研究，缺点是外泌体分离提取步骤

复杂、成本高且特异性不高，尤其常规超速离心

法富集的细胞外囊泡(extracellular vesicles, EVs)，
无法排除来自其他 EVs 亚群(如微囊泡)污染的

可能性[40]。目前，仅有极少数的研究人员在外

泌体的荧光标记中采用 anti-CD63多抗[41]；此外，

也有少数研究者在 EVs 的荧光标记中采用

anti-CD63 单抗[42-43]或多抗[44]结合对应的荧光二

抗(FluorTM 488 或 594)进行激光共聚焦显微镜观

察，优点是特异性好。可能由于目前开发出来的

针对 CD63 抗原的抗体较少，也可能受限于显微

成像系统，CD63 抗体在外泌体与 EVs 的荧光标

记中的应用研究报道甚少。相信随着 CD63 抗体

与一体化荧光显微成像系统(比如 BZ-X800)[45]
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的普及，精确定位及经时动态观察细胞释放的外

泌体将不再困难。 
另外，在开发一种新的靶向外泌体 miRNA

的药物传递系统时，Yamayoshi 等[46]使用抗外泌

体 anti-CD63 IgG 的抗体偶联抗 miR 寡核苷酸复

合物形成 ExomiR- Tracker，可以与外泌体结合，

然后将复合物引导进入到受体细胞，并且这种抗

miR 寡核苷酸在体内和体外对外泌体 miRNA 功

能具有抑制作用。这与目前研究比较热门的抗体

药物偶联物(antibody-drug conjugate, ADC)类似。

Ma 等 [47]在研究抗血管内皮生长因子(vascular 
endothelial growth factor, VEGF)抗体的耐药机制

时发现 CD63 可以介导 VEGF 在 EVs 中的免疫

逃逸。基于上述相似的理论，de Goeij 等[48]首次

报道了一种新型的靶向溶酶体膜蛋白 CD63 的

双特异性抗体(bispecific antibodies, BsAbs)，其

中一个抗体结合臂专门靶向 CD63 (CD63 被认

为可以在质膜和胞内膜之间穿梭)，另一个抗体

结合臂与肿瘤特异性结合的人类表皮生长因子

受体 2 (human epidermal growth factor receptor 2, 
HER2)相连。由此产生的 HER2×CD63 双特异性

抗体可以在 HER2 阳性肿瘤细胞中表现出很强

的结合、内化和溶酶体积累的特性，改善 ADC
的细胞内运输，而在 HER2 阴性细胞中具有最小

的内化作用。 
由于本研究制备的 Human CD63 抗原为胞

外大 loop (aa103−203)，不含 C 端胞质尾的溶酶

体靶向基序(GYEVM)[49]，因此 anti-CD63 scFv

的亚细胞定位(subcellular localization, SL)与上

述 CD63/Y235A (突变体)在细胞中的定位类似，

更容易识别 SK-MEL-28 细胞外围的质膜和一些

小的细胞内区室(intracellular compartments)中的

CD63，而文献报道的 CD63 单抗，比如 Invitrogen

的 MEM-259[42]或 Cosmo Bio 株式会社的 8A12[43]

主要定位于细胞质中的 MVBs 或 EVs，这可能

与本研究筛选到的抗体的靶向性不同有关。

Mathieu 等[50]通过跟踪标记 CD9 和 CD63 从内质

网到其驻留区室(分别是细胞膜和晚期内体)的

细胞内运输过程，为研究不同亚群的 EVs (含外泌

体)的异质性及其特定功能奠定基础。另外，本研

究在荧光显微镜下也意外地发现在 SK-MEL-28

细胞外有少量散在的 CD63 阳性颗粒。 

肿瘤细胞经常会脱落过多的外泌体，并通过

多种方式促进肿瘤的生长、生存和转移[51-52]。

Edgar 等[53]研究指出，外泌体通过栓蛋白附着在

细胞表面，栓蛋白在外泌体的命运中发挥着关键

作用，决定将其保留或释放到细胞外基质中。因

此推测 SK-MEL-28 细胞外少量散在的 CD63 阳

性颗粒可能就是肿瘤细胞分泌的外泌体，该现象

背后的机制有待于进一步研究与探讨。 
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