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抗转铁蛋白受体单链抗体的可溶性表达及其对脑的靶向性研究

颜 冰" 朱恒奇 黄培堂
（军事医学科学院生物工程研究所，北京 /"""0/）

摘 要 分段合成大鼠抗转铁蛋白受体单链抗体基因（’@!1.A?BC），经三轮 DEF拼接成 05$:G的完整片段。测序后
构建 G2HI.2J@K’@!1.A?BC表达载体，在大肠杆菌 LM!/（N6#）中获得了可溶性表达，经 *8.*2O金属鏊合层析柱纯化，在
!5 PN处可见单一条带。大鼠 IQ#细胞免疫组化显示，该单链抗体能识别并与转铁蛋白受体结合。将单链抗体尾
静脉注射大鼠，于鼠脑组织切片上可见阳性染色，尤其是脑血管处着色明显，说明该单链抗体对脑血管具有较好的

靶向作用，并在受体的介导下通过了血脑屏障。
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近年来蛋白质、多肽等大分子脑治疗药物的研

究发展迅速，其中许多药物具有很好的疗效，但因血

脑屏障的屏蔽无法进入脑中，成为中枢神经系统疾

病诊断治疗的瓶颈。目前的临床医生多尝试鞘内或

脑室穿刺直接给药以绕过血脑屏障，或是通过渗透

压休克法开放血脑屏障，这些方法技术要求高，副作

用大，易造成颅内感染。最近几年国外文献报道受

体（主要是转铁蛋白受体和胰岛素受体）介导的血脑

屏障转运载体法特异性好、转运效率高、副作用小，

为大分子药物透血脑屏障的研究提供了新途

径［/ S %］。针对这些研究采用的载体多为单克隆抗

体，存在分子较大，制备成本高等问题，本文采用基

因工程方法克隆表达了小分子的抗大鼠转铁蛋白受

体的单链抗体蛋白（’@!1.A?BC），细胞和动物试验显
示该单链抗体能与转铁蛋白受体特异性结合，并对

脑有一定的靶向作用，可能是一种新型的血脑屏障

转运载体。

! 材料和方法

!"! 材料
!"!"! 细菌菌株：大肠杆菌 T+/"5、LM!/（N6#）为本
实验室保存。

!"!"# 质粒载体：大肠杆菌 G2HI.2J@ 表达载体由
本所赵志虎博士惠赠，是在 G62.!!:（ U ）载体的
34%!、50(F!之间插入了硫氧还蛋白（2J@）基因改
构而成。

!"!"$ 细胞系和动物：大鼠垂体瘤细胞系 IQ# 购
自北京细胞中心；VN大鼠（每只约 !"";）购自军事医
学科学院试验动物中心。

!"!"% 试剂：2,; D(WA!聚合酶为上海生工生物工
程公司产品；2$ N*O 连接酶、3(/!、50(F!、N*O
+,JP3J NM! """为 2,X,F,公司产品；含 6) >,; 标签
的无关抗肝癌单链抗体 7A?BC!%为本实验室制备；

O9>8.6) >,;单克隆抗体购自 O73JA=,7公司；羊抗鼠.
QFD购自 V,9>, EJW>Y 公司；生物素标记的羊抗鼠
H;I、QFD标记的链霉卵白素购自中山生物公司；*8.
*2O ,;,J’A3 购自 RHOI6* 公司；Z(>J,[J33./% 超滤柱
购自 +8((8G’J3 公司；!"":G N*O M,\\3J、蛋白分子量
标准购自华美公司。

!"# 方法
!"#"! ’@!1.A?BC 基因的合成：分 /4 段合成 ’@!1.
A?[C基因［1］，每段基因首尾各有 !":G的序列相互重
叠搭桥，以利于 DEF反应中片段的延伸。
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!"# $$%&&’$’’&&$$%%&’&%%&’%%&&$’%&’%%$’%$$%%$$&’%’&%&’’&%%’&&%%’
!"( $$&’%’&%&’’&%%’&&%%’’’%$’&’’’%%$’’&&’$’’&&$$’$’%%&’$%&%%&’$’
!") &&$$’$’%%&’$%&%%&’$’$’%$$%$$’&$’$’&$$%’$’%&$’’$%$’’$’&$$$&’$
!"* ’%&$’’$%$’’$’&$$$&’$’%$%&’&&’$%$%&$&&%$%’%%’$%&%&$’’&’%%$&&$
!"+ ’%%’$%&%&$’’&’%%$&&$$%%&’$%’$%&&&&$$’’&&$’$$’$%$%$’$’&%$%$$%
!", $’$$’$%$%$’$’&%$%$$%$$&&%&&’&&$&&%%$’&&%&&’&&%&&$%$%&&$&&%&&
!"-. &&’&&%&&$%$%&&$&&%&&’&&$%$’&’%’%$&%&’%$’$$$’’%$%$$’%$$’&%$%&
!"-- $$$’’%$%$$’%$$’&%$%&%$%&$’%$$$%%&&$&’$’$’’%%$%$’%$’$%%&$$’%&
!"-/ ’’%%$%$’%$’$%%&$$’%&$$’&%$’&’’$’%%’’%&%%%&&%%’’&%%&&%%$$’&$’
!"-0 %&&%%’’&%%&&%%$$’&$’&’’’$$’&&’’’%&$%$$%’’’$%&%%&’%$%’%’’&&$%
!"-# ’’$%&%%&’%$%’%’’&&$%%$$’’$%%&$’$’$’&&$&%$$$’%$’’&’%%%’&%&&$’
!"-( $$$’%$’’&’%%%’&%&&$’&%&&’%$%&&’’$’&&%%%$’$’%%’’$$’%$’&$’&$$%
!"-) ’$’%%’’$$’%$’&$’&$$%&$’&$$%&’’&’$’%%&$$’$%%’$%’$%&%$’’$’&&&%
!"-* $%%’$%’$%&%$’’$’&&&%$’’’&%%’%$$&%&&’$&%%$&&%&&’&&$’$$’’&$%&&
!"-+ $&&%&&’&&$’$$’’&$%&&’’’%$’’’$&&&$%

!"#"# 12/)34567全长基因的获得：
（-）引物设计：设计了 #对用于 12/)34567基因拼接和扩增的引物。

8-：(9 $&&’’%%$%’’’%&$’&&%&$’&$%&$’& 09 与片段 -的 (9端序列相同，含有 !"#:!位点、终止密码子及启始密码子。
8/：(9 &%$&&&$%&%%&’&%%&$’%& 09 与片段 ) 的 09端序列互补。
80：(9 $$&’%’&%&’’&%%’&&%%’’ 09 与片段 ( 的 (9端序列相同。
8#：(9 $’&’$%&&’%&&’&’%%&&&% 09 与片段 -.的 09端序列互补。
8(：(9 $’$$’$%$%$’$’&%$%$$%& 09 与片段 , 的 (9端序列相同。
8)：(9 %&$$’$%’’’%$%%&’%&&&’ 09 与片段 -#的 09端序列互补。
8*：(9 %&&%%’’&%%&&%%$$’&$’& 09 与片段 -0的 (9端序列相同
8+：(9 ’%’’&’’%&$&&$$&$ %%’&%&’%&&%&’%&’%&&%& ’$&$&&%%$$’&’&&’%$’&&’%’$&&$’$$&&$&$’$$ ’&$$$&%%%3
&’%%%$$’& 09 ! !

;<4= >?@ A= >?@

与片段 -+的 09端序列互补，含有 $#%!位点，终止密码子 %%’。并

引入了 )个氨基酸的 ;<4= >?@纯化标签和 -0个氨基酸的 A= >?@检测标签

（/）片段 6-、6/、60、6# 的扩增：分别以片段
!"-⋯⋯!") 为模板，8-、8/ 为引物扩增片段 6-；
!"(⋯⋯!"-. 为模板，80、8# 为引物扩增片段 6/；
!",⋯⋯!"-# 为模板，8(、8) 为引物扩增片段 60；
片段 !"-0⋯⋯!"-+ 为模板，8*、8+ 为引物扩增片
段 6#。每个片段浓度 .B./C1DEF，引物浓度 (.GC1DE
F。,#H 0.4，(+H 0.4，*/H 0.4，-. 个循环，,#H
0.4，)+H 0.4，*/H 0.4，/.个循环。
（0）片段 6- I /和片段 60 I #的扩增：8$:产物 6-、

6/、60、6#纯化后各取 -"F稀释 /.倍。以 6-、6/的
稀释产物各 /"F 为模板，8-、8# 为引物，扩增片段
6- I /；60、6# 的稀释产物各 /"F为模板，8(、8+ 为引

物，扩增片段 60 I #。反应条件：不加引物，,#H 0.4，

*/H (.4，*个循环。添加引物，,#H 0.4，)(H 0.4，
*/H #.4，/+个循环。

（#）12/)34567 全长基因的获得：以 8$: 产物 6- I /和

60 I #为模板，8-、8+ 为首尾引物，反应条件同上

［-B/B/3（0）］。
!"#"$ 12/)34567表达载体的构建及序列测定：8$:
产物和 G%J&3%K2载体分别用 !"#:!、$#%!双切后，
%# L!’连接酶 #H连接过夜。取上述连接产物转
化 ! = "#&’ MN-.,，铺板后，0*H倒置培养过夜。挑取
克隆，酶切鉴定分析，操作方法见《分子克隆实验指

南》。选取阳性克隆送交上海生工生物工程公司测

序，(9端测序引物为 %* GK1C1>OK GK<COK，09端测序引
物为 %* >OKC<P?>1K GK<COK。
!"#"% 12/)34567蛋白在大肠杆菌 QF/-（LA0）中的
表达：转化测序正确的 G%J&3%K2E12/)34567质粒入大
肠杆菌 QF/-（LA0），0*H培养过夜。挑取重组单菌
落于 /..CF 含 ’CGR 的 FQ 培养基中，0*H培养至
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!!"" # "$%，在不同温度（&’(，&"(，)%(，)"(），不
同 *+,- 诱 导 浓 度（ .//0123， "$.//0123， "$")
//0123）下，4546+7-8观察目的蛋白在胞浆中的表
达情况。

!"#"$ 可溶性表达产物的纯化：诱导表达 %""/3
重组菌，离心收集菌体，重悬于 .2." 体积的 19:;:
<=>>?@（ABC) +DE .$FG，ABH1 %$)!G，咪唑 "$)G，&"/3
."I 甘油，补足水至 &""/3）中，置于冰上超声碎菌。
E"""G，E( 离心 )"/;J，去除菌体碎片；收集上清，.)
"""G，E(，离心 !"/;J。以 )/3 A;6A,7 BGB@0:?溶液
装柱（约含 ./3分离胶），." 倍柱体积的 19:;: <=>>?@
平衡后，加入上述胞浆上清，上样完毕后用 .%倍柱
体积的KB:L <=>>?@（ABC)+DE .$FG，ABH1 %$)!G，咪唑

"$E.G，&"/3 ."I 甘油，补足水至 &""/3）洗涤，最后
以 81=M;0J <=>>?@（ABC) +DE .$FG，ABH1 %$)!G，咪唑

%$.G，&"/3 ."I 甘油，补足水至 &""/3）洗脱目的蛋
白（./32管），紫外监测下收集蛋白峰，取 ."!3 4546
+7-8电泳分析。
!"#"% 大鼠 -C&细胞免疫组化染色检测单链抗体
的结合活性：大鼠垂体瘤 -C&细胞滴加于免疫组化
片上，冷丙酮固定 ."/;J。以单链抗体可溶性表达
上清为一抗，含 8N MBG标签的无关抗肝癌单链抗体
/:OPQ)%为阴性对照，抗 8N MBG 的单克隆抗体为二抗
（.：%"" 稀释），CR+ 标记的羊抗鼠 *G- 为三抗（.：
."""稀释），底物 57S 显色，显微镜下观察染色情
况。

!"#"& 单链抗体对脑的靶向作用研究：DT)!6:OPQ
蛋白纯化后，+S4 透析过夜。以 U1M@B>@??6.% 超滤柱
浓缩蛋白，S@BV>0@V法定量后（见《精编分子生物学实
验指南》）过针头滤器除菌，每 ./3 W份贮存于无菌小
离心管中备用。

)""G左右的 45大鼠随机分为两组，一组尾静
脉注射目的蛋白 DT)!6:OPQ，另一组注射肝癌抗体
/:OPQ)%，%""!G2只。给药 E L后，将大鼠处死，取鼠脑
冰冻切片，片厚 ."!/。以抗 8N MBG的单克隆抗体为
一抗（. X &"" 稀释），生物素标记的羊抗鼠 *G- 为二
抗，CR+标记的链霉卵白素为三抗，充分洗涤后，底
物 57S显色，显微镜下观察鼠脑的染色情况。

# 结果

#"! ’(#%)*+,-基因的获取
0T)!6:OPQ基因的获取共经历了三轮 +HR。第一

轮 +HR，将 .F个片段每 !个为一组拼接成了 E个片

段 P.（)F&<Y），P)（)!"<Y），P&（)!"<Y）和 PE（)%"<Y）。
第二轮 +HR以纯化后的 +HR产物 P.和 P)为模板，
扩增了片段 P.6)（EE&<Y）；以 P&和 PE为模板，扩增了
片段 P& Z E（E."<Y）。第三轮 +HR以片段 P. Z )和 P& Z E

为模板，获得了 0T)!6:OPQ的全长基因，共 ’[E<Y。

图 . 0T)!6:OPQ全长基因的扩增
P;GN. 7/Y1;>;OBM;0J 0> 0T)!6:OPQ >=11 G?J?

.：0T)!6:OPQ（’[E<Y）；)：P&6E（E."<Y）；

&：P.6)（E&"<Y）；\：)""<Y 5A7 1BVV?@

#"# ’(#%)*+,-表达载体的构建及序列测定
+HR产物导入 Y,*-6,@T载体中，构建大肠杆菌

表达质粒 Y,*-6,@T20T)!6:OPQ。"#$R"、%$&"酶切鉴
定获阳性克隆 F个，经测序结果证实，其中两个克隆
目的基因序列正确。

图 ) 表达载体的双酶切分析
P;GN) R?:M@;OM;Q? V;G?:M;0J BJB19:;: 0> ?TY@?::;0J Q?OM0@

<9 "#$R" BJV %$&"
.：Y,*-6,@T20T)!6:OPQ Q?OM0@ V;G?:M?V <9 "#$R" BJV %$&"；

\：53)""" 5A7 \B@]?@；

)：Y,*-6,@T20T)!6:OPQ Q?OM0@；

&：Y,*-6,@T20T)!6:OPQ Q?OM0@ V;G?:M?V <9 "#$R"

#". /(#%)*+,- 蛋白在大肠杆菌 01#!（23.）中的
表达

Y,*-6,@T20T)!6:OPQ 重组质粒在大肠杆菌 S3).
（58&）中获得了表达，4546+7-8 于 )[]5 处可见表
达条带，目的蛋白以可溶成分和包涵体两种形式存

在。在常规诱导条件（.//0123 *+,-，&’(）下，目的
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蛋白主要为包涵体，可溶成分很少。随诱导温度及

!"#$浓度的降低，目的蛋白可溶性组分明显增加，
由此得到的可溶表达诱导条件为 %&%’(()*+, !"#$
’%-诱导 ’. /，此条件下目的蛋白总表达量约占菌
体蛋白总量的 012，其中可溶成分约占目的蛋白总
表达量的 032，包涵体约占 432。

图 0 重组质粒在大肠杆菌 5,’1（670）中的表达
89:;0 7<=>?@@9)A )B >?C)(D9AEAF =*E@(9G 9A ! ; "#$% 5,’1（670）
H：=>)F?9A (E>I?>

1：>?C)(D9AEAF DECF?>9E 9AGJCF9)A K9F/ %&%’(H !"#$，’%-

’： CLF)=*E@( @J@=?A@9)A )B >?C)(D9AEAF DECF?>9E 9AGJCF9)A K9F/

%&%’(()*+, !"#$，’%-

0：CLF)=*E@( @J@=?A@9)A )B 5,’1（670）K9F/)JF 9AGJCF9)A

图 . 不同诱导条件下重组质粒在大肠杆菌
5,’1（670）中的可溶性表达

89:;. M)*JD*? ?<=>?@@9)A )B >?C)(D9AEAF =*E@(9G 9A ! ; "#$%
5,’1（670）9AGJCF9)A K9F/ G9BB?>?AF C)AG9F9)A@

H：">)F?9A HE>I?>
1： CLF)=*E@( @J@=?A@9)A )B >?C)(D9AEAF DECF?>9E 9AGJCF9)A K9F/

1(()*+, !"#$，0N-；
’： CLF)=*E@( @J@=?A@9)A )B >?C)(D9AEAF DECF?>9E 9AGJCF9)A K9F/

1(()*+, !"#$，’%-；
0： CLF)=*E@( @J@=?A@9)A )B >?C)(D9AEAF DECF?>9E 9AGJCF9)A K9F/

%&%’(()*+, !"#$，’%-；
.： CLF)=*E@( @J@=?A@9)A )B >?C)(D9AEAF DECF?>9E 9AGJCF9)A K9F/

%&1(()*+, !"#$，’%-；
3： CLF)=*E@( @J@=?A@9)A )B >?C)(D9AEAF DECF?>9E 9AGJCF9)A K9F/

%&%’(()*+, !"#$，0N-；
4： CLF)=*E@( @J@=?A@9)A )B >?C)(D9AEAF DECF?>9E 9AGJCF9)A K9F/

%&%’(()*+, !"#$，’3-；
N： CLF)=*E@( @J@=?A@9)A )B >?C)(D9AEAF DECF?>9E 9AGJCF9)A K9F/

%&%’(()*+, !"#$，0%-；
O： CLF)=*E@( @J@=?A@9)A )B 5,’1（670）K9F/)JF 9AGJCF9)A

!"# 可溶性表达产物的纯化
’%-，%&%’(()*+, !"#$ 诱导表达 3%%(, =#!$P

#><+)<’4P@C8Q重组菌，沉淀细菌和超声破碎后，上清
过 R9PR#S金属鏊合层析柱纯化。M6MP"S$7显示：
T<’4P@C8Q蛋白在 ’UI6处可见单一纯化条带。

图 3 T<’4P@C8Q蛋白纯化后的 M6MP"S$7
89:;3 M6MP"S$7 EAE*L@9@ )B =J>9B9?G )<’4P@C8Q =>)F?9A

H：=>)F?9A (E>I?>；

1：=J>9B9?G )<’4P@C8Q =>)F?9A

!"$ 大鼠 %&’细胞免疫组化染色检测单链抗体的
结合活性

转铁蛋白受体在正常组织器官中含量很少，主

要集中于脑毛细血管内皮细胞、胎盘、肝脏枯否细胞

等处，不易提取。近年来研究发现，转铁蛋白受体在

增殖迅速的肿瘤细胞表面表达很高，与铁离子的转

运、细胞的活化、增殖、分化、肿瘤细胞的恶变密切相

关［N］，因此常将肿瘤细胞用作表达转铁蛋白受体的

检测细胞。本实验以大鼠垂体瘤 $V0 细胞［O］作为
抗原，固定于免疫组化片上，以含 7; FE: 标签的
T<’4P@C8Q蛋白纯化产物为一抗，含 7; FE:标签的肝
癌抗体 (@C8Q’3为阴性对照；以抗 7; FE:抗体为二抗，
VW"标记的羊抗鼠 !:$为三抗进行了免疫酶染色。
结果表明，滴加 T<’4P@C8Q蛋白纯化产物的组化片辣
根过氧化物酶染色阳性，肝癌抗体 (@C8Q’3对照无显
色，说明该 T<’4P@C8Q蛋白能识别并与转铁蛋白受体
特异性结合。

!"( 单链抗体对脑的靶向作用研究
目的蛋白 T<’4P@C8Q尾静脉注射 M6大鼠 ./后，

取鼠脑作免疫组化染色。结果显示目的蛋白组脑组

织切片可见明显阳性染色，尤其是脑血管处着色明

显，对照组无特异性染色。显示 T<’4P@C8Q对脑血管
有较好的靶向作用，并通过与脑血管内皮细胞膜上

转铁蛋白受体的相互作用转运到了脑组织中，为我

们研究建立以转铁蛋白受体为介导的血脑屏障转运

系统打下了基础。
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图 ! 大鼠 "#$细胞免疫组化染色检测单链抗体的
结合活性
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图 B 单链抗体对脑的靶向作用研究
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! 讨论
血脑屏障是一层位于脑组织和血液之间的屏障

系统，主要由脑毛细血管内皮细胞紧密排列而成。

正常生理情况下只允许分子量小于 GHH I !HH J（约
合 G个氨基酸）的脂溶性小分子通过，蛋白、多肽、抗
体等极性大分子是无法透过血脑屏障发挥作用的。

转铁蛋白受体介导大分子药物入脑的机理是：脑为

维持生命活动需从血液中吸收大量的铁，生理状态

下，铁是与转铁蛋白一起进行转运的，大分子的铁,
转铁蛋白复合物自身不能通过血脑屏障，靠与脑血

管内皮细胞壁上的转铁蛋白受体结合，经受体介导

的胞吞胞吐作用，向脑组织供铁。内源性转铁蛋白

在血液中含量很高，与受体的结合近于饱和，所以转

铁蛋白自身并不适于作为转运载体。抗转铁蛋白受

体的单克隆抗体 )K+!是迄今被认为最有前途的脑
转运载体，抗体,药物复合物通过和铁,转铁蛋白与
受体结合的类似机制，且抗体与受体的结合位点不

同于转铁蛋白和受体的结合位点，在转运中无竞争

抑制作用，大大提高了转运效率。本文利用基因工

程方法，克隆了抗转铁蛋白受体的单链抗体基因，并

在大肠杆菌中获得了可溶性表达，经细胞和动物实

验显示，该单链抗体对脑组织具有靶向作用。为我

们建立一条以 -.%/为导向，通过转铁蛋白受体介导

的中枢神经系统给药途径打下了基础。

此外，原核系统表达二硫键较多的抗体蛋白最

终获得的往往是无活性的包涵体，复性得率很低。

近年来，在大肠杆菌的可溶性表达方面取得了很大

进展，目前已知的影响因素主要有：外源基因自身的

氨基酸序列、表达载体启动子的强弱、诱导温度、诱

导剂浓度的高低、宿主菌、能促进外源蛋白可溶或正

确折叠的伴侣分子等。本文选择插入了分子伴侣基

因的 0CD",C1*作为研究的表达载体，探讨了不同温
度、不同 DLC" 诱导浓度下，目的基因在大肠杆菌
AM+N（JO$）中可溶性表达的情况。0CD",C1* 是在
0OC,++7载体多克隆位点的 !"#!和 $%&’!之间插
入了硫氧还蛋白基因 C1*的改构载体。硫氧还蛋白
是一种亲水性蛋白质，常被用作分子内伴侣，促进下

游目的蛋白的正确折叠，使其以可溶形式表达于胞

浆中。与此相似的辅助蛋白还有谷胱甘肽,P,转移
酶（"PC）、麦芽糖结合蛋白（QAL）等。本实验中，
0CD",C1*载体与 0OC,++7相比目的蛋白总表达量虽
有所下降，但可溶性产物大大增加，并具备了良好的

生物学活性。另外，本文还在诱导条件对可溶性表

达的影响方面进行了摸索，发现随诱导温度和 DLC"
诱导浓度的降低，目的蛋白的可溶性组分明显增加。

原因可能是系统的表达速率得以降低，使目的蛋白

折叠的更加充分。最后，我们确定的诱导条件是

HRH+??2<SM DLC"，+HT诱导 +G:。
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招聘启事

中国农科院重大创新工程中心

招聘博士后和博士生启事

本实验室属中国农业科学院重大创新工程中心，主要开展包括拟南芥、大豆在内的植物信号转导机制

及其功能基因组学研究（3--.：bTTT6 ’"0$+*" 6 /*’) 6 $2/b%*21"(bQ)*/’-&b@"#）。实验室位于中国农业科学院新建的
研究大楼内，拥有先进的分子生物学、遗传学和蛋白质组学研究设备。现拟招聘两名博士后，要求具有博士

学位及丰富的植物分子遗传学和生物化学的研究经验，实验室将提供住房、高薪及其他奖励等待遇，表现突

出者将有机会前往美国接受进一步培训。有意者请速将个人简历发给王宗华教授（U(#43/)Ta &)3((6 *(%）。
本实验室还招收若干名博士研究生，欢迎有志者报考。

中国农业科学院重大创新工程中心
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