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两株中和性抗!"#$!单抗可变区与!"#$!
相互作用的计算机模拟及实验研究
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摘 要 在:;<图形工作站上，用同源蛋白结构预测的方法，建立了#株中和性抗=5)8!小鼠单抗（!>4?"，

48"@!$）可变区的三维结构模型；并在实验研究#株单抗表位特异性的基础上，根据#株单抗与=5)8!分子表面的

形状、静电性、疏水性、氢键等性质，对#株单抗可变区与=5)8!分子的可能结合模式进行了模拟和分析。再根据
结合模型，设计并制备了#个=5)8!突变体，然后从实验与计算机模拟两方面着手，对比研究了=5)8!突变前后
与两株单抗的结合能力与结合方式的变化。对比研究结果支持了结合模型，该结合模型的建立，为下一步的抗体

人源化或小分子化改造等打下了基础。
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人肿瘤坏死因子1!（=5)8!）是一种具有复杂生
物学活性的细胞因子［!］。当体内=5)8!水平异常
升高时，即可介导多种疾病和炎症反应［#，4］。动物

实验证明，中和性抗 =5)8!单抗可用于阻断

=5)8!引起或介导的多种疾病和炎症反应（如败血
性休克、类风湿性关节炎以及移植器官异体排斥反

应等）。但鼠源单抗用于临床时有许多弊端［4］，因

而人们希望对鼠源单抗进行人源化或有机小分子化

等改造，以便更好地用于临床。这样，人们就很希望

了解中和性抗=5)8!单抗与=5)8!的作用方式，
以指导鼠源单抗的改造工作。

由于生物大分子（尤其复合物）晶体的培养及解

析等都很不容易，因而通过实验方法来快速获取抗

原与抗体的相互作用的模型变得相当困难。近年

来，利用计算机技术模拟研究抗原与抗体的相互作

用备受人们青睐。鉴于抗体序列和结构的高度保守

性，根据“同源蛋白结构预测”的方法，已经能得到准

确率很高的结构模型。但由于目前没有比较可靠的

分子对接（B&CDE,F）软件来预测抗原1抗体的结合方
式，因而人们一般采用以能量为指导人工操作的方

法来模拟分子之间的相互作用。由于分子之间的结

合位点很难仅通过分析#分子的结构模型来确定，
对于如何提高对分子间结合位点的判定，本文进行

了尝试。

我室于!00G年制备了#株中和性抗=5)8!鼠
源单抗（!>4?"，48"@!$）

［2］，并于!003年克隆了这两
株单抗的可变区基因，然后进行了序列测定和分

析［G］。为了研究=5)8!与这两株抗体的相互作用
方式，我们在:;<图形工作站上用同源蛋白结构预
测方法［"］，构建了这两株单抗可变区的三维结构模

型。并在实验研究两单抗表位特异性的基础上，结

合计算机分析预测了抗原1抗体的分子对接位点，然
后根据结合模型，设计并制备了两株=5)8!突变
体，从实验和计算机模拟两方面着手，对比研究了

=5)8!突变后与两株单抗的结合能力和结合方式
的变化。实验结果支持了我们构建的结合模型。该

结合模型的建立，为下一步鼠源单抗的人源化或有

机小分子化改造工作打下了基础。

% 材料和方法

%&% 材料

%&%&% 氨基酸序列：抗=5)8!单抗!>4?"、48"@!$



的轻、重链可变区氨基酸序列是由已克隆的可变区

!"#$序列翻译得到［%］；所利用的已知晶体结构的
抗体可变区氨基酸序列分别来自相应的&"’文件。

!"!"# 抗原()#*!和同源抗体可变区的晶体结构
：抗原()#*!和同源抗体或变区的晶体结构的原
子坐标数据均取自相应的&"’文件（&+,-./0"1-1
’102，’+,,2(13.0#1-/,014516，$7+/4，899:）。

!"!"$ 硬、软件：在;<==0>/?,图形工作站上，运
用)+/7,@公司的;A’A5:BC分子设计软件［D］和中
国科学院上海生物化学研究所丁达夫研究组编制的

蛋白质结构检测软件［E］。

!"!"% ()#*!及其单抗与受体：()#*!基因及其
原核高效表达载体7;’9C为本室保存，所用()#*!
蛋白及抗()#*!单抗（8FGH:、G*:$8I）

［J］均由本室

制备，受体细胞59C9亦为本室保存。

!"# 方法

!"#"! 抗()#*!单抗的轻、重链可变区的三维结
构模型的建立：单克隆抗体的轻、重链三维结构模

型是在;<==0>/?,图形工作站上用;A’A5分子模
拟软件系统的FKL&K;HM模块进行模建的。首
先，用序列／序列联配的方法，找出与轻、重链有同源

关系的已知晶体结构的蛋白链，这些蛋白分子与单

抗的序列同源性一般在%:BDN"EGB%N；通过对已
知结构的同源蛋白的结构联配，确定出单抗可变区

部分的保守区和环区；再分别确定出保守区和环区

的F1的空间位置，并建立二硫键。随后对上述模建
的单抗轻、重链安装侧链、氢原子和电荷，并调整侧

键、&+,4/0.和酰胺侧链。
根据同源性的高低、结构和序列联配的结果等

因素，确定各单抗的模板蛋白，将抗体的轻、重链分

别与模板分子的轻、重链进行叠合，以确定单抗中

轻、重链的相对位置。叠合的ML;值，轻链一般在

IBI%"IBC0O，重链在IB8"IBJ0O范围。将这些
单抗的初始结构模型进行调整以消除立体上的碰撞

及不合理的构象，最后经分子动力学和分子力学优

化等处理，得到最终的单抗结构模型。

!"#"# 单抗可变区结构模型的检测：为检验模建
的两株单抗三维结构的可信度，使用中国科学院上

海生物化学研究所编制的蛋白结构检测软件$;P
;H;;KM、;)HMHKFQR等对模建的抗体结构模型
进行了整体折叠的可靠性、局部区域的可靠性以及

立体化学参数的检测［E，9］。

!"#"$ 两单抗的抗原结合位点（表位）特异性的测
定：采用竞争抑制法，测定两株抗()#*!单抗的抗

原结合位点（表位）。将()#*!包被于微孔板

CII0?／8II#5／孔，再将%I#5 工作浓度的 QM&P
G*:$8I（QM&P8FGH:）和%I#5系列稀释（8S%0）的未
标记单抗8FGH:（G*:$8I）同时加入每一孔，GDT孵
育C(，洗涤后加入底物溶液显色，并测!J8%值。反
应结果以未标记单抗的稀释度为横坐标，以!J8%值
为纵坐标作图。

!"#"% 受体结合竞争抑制实验：将培养中的59C9
细胞分入9:孔培养板，GU8I%／孔，培养过夜。弃上
清，加入IBI%N戊二醛%I#5／孔，室温8%O/0。洗涤
后加入含IB%N’;$的&’;8II#5／孔，GDT8(。洗
涤后加()#*!和()#*!单抗的混合液，JT过夜。
洗涤后加入酶标记兔抗鼠=?<，GDT8(，洗涤，余同
常规H5=;$。反应结果以!J8%值表示。同时设定
阳性与阴性对照。

!"#"& ()#*!与两株抗体的结合模型的建立：在
研究上述两实验结果的基础上，并结合单抗F"M@
表面和()#*!分子表面的形状、静电性、疏水性以
及氢键作用等特征，在能量的指导下分别将两株单

抗可变区与()#*!分子进行对接。初始结合模型
能量较高，需要进行能量优化。在$L’HM力场
中［D］，首先对结合模型进行8III步最陡下降法优
化，然后用共轭梯度法优化8III步，最后对其进行
分子动力学优化，选取能量最低、结构合理的作为最

终的结合模型。随后对上述结合模型进行了检测和

结合能的计算［E，9］。

!"#"’ ()#*!突变体的设计和其与单抗相互作用
的模拟研究：在分析了()#*!与单抗结合模型的
基础上，设计了C个()#*!突变体，并用模拟残基
突变的方法分析了()#*!突变后与两株单抗的作
用情况。随后，采用K3.+P4177/0?&FM方法制备了
这两个()#*!突变体，具体实验方法参见文献
［8I］。突变体基因的"#$序列测定由上海基康生
物工程公司用$’=GDD型自动测序仪完成。

!"#"( ()#*!突变前后与抗体亲和力的检测：用
原核高效表达载体7;’9C表达了()#*!的野生型
及突变体的基因，表达产物经分离纯化，纯度达到

E%N以上。然后将()#*!的野生型及突变体蛋白
分别包被于微孔板（CII0?／8II#4／孔），再分别用梯
度稀释（8S%0）的酶标单抗（8FGH:，G*:$8I）结合，显
色后测!J8%值。

# 结 果

#"! 两株抗)*+,!单抗可变区的分子结构模型
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