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抗肿瘤血管三结构域单链抗体!"／#的构建与表达

吴小平 杨东玲 张志强 阎锡蕴"

（中国科学院微生物研究所微生物资源前期开发重点实验室，北京 !$$$2$）

摘 要 以本室研制的一株抗肿瘤血管单克隆抗体@@42为基础，采用ABC扩增抗体@@42基因的重链可变区
（%D）和轻链（E），以重链恒定区!（BD!）1F端!#个氨基酸的序列作为连接肽，并将连接肽中的E/>突变为G6.，构建

%D0连接肽0E三结构域单链抗体。重组%D／E单链抗体在大肠杆菌中得到了高效表达，其表达量占菌体总蛋白质

的#$H。表达的蛋白质在菌内形成包含体，经凝胶过滤法复性，获得了有抗原结合活性的%D／E。该三结构域单链
抗体的成功构建和复性，为重组抗体片段的研制提供了借鉴。
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抗体分子的抗原结合部位局限在可变区，因此

可以构建具有抗原结合功能的抗体片段。常见的抗

体功能片段有（!）单链抗体，最常见的是在J)@水
平将轻重链可变区基因通过一段连接肽连在一起，

使之表达成一条包含两个结构域的单链抗体即%D0
连接肽0%E单链抗体。但三结构域组成的单链抗体
鲜有报道。（#）9+K，由重链9L段和完整轻链通过
二硫键相连组成，相同或不同的9+K还可通过化学
交联形成（9+KF）#。（8）单域抗体（G=,M’60L&<+=,+,0
N=K&L/）和分子识别单位（O&’6?-’+..6?&M,=N=&,-0
,=N）：单一的重链可变区也可具有抗原结合活性，称
为单域抗体；单一的BJC区也可能有抗原结合活
性，称之为分子识别单位。在大肠杆菌中表达抗体

功能片段，有大量的报道。一般来说，采用分泌型表

达系统，抗体片段的产量较低，每升仅数毫克；而采

用包含体表达的产量较高，但包含体的复性过程较

复杂。@@42是我室研制出的一株高效特异性肿瘤
血管抗体［!］。获得@@42功能片段是研制重组免疫
毒素，进行肿瘤血管导向治疗实验的前提。本文设

计并构建了抗体功能片段%D／E，这种三结构域单
链抗体在国内未见报道。（M’/3G6.）8是单链抗体最
常用的连接肽，而本实验采用的连接肽来自重链

BD!，并将其第二个氨基酸E/>突变为G6.，以避免

荷正电的E/>与其空间相邻的带负电的氨基酸作用

而影响抗体的空间折叠［#］。该连接肽的设计可为

其它单链抗体的构建提供重要的参考。同时，本文

首次报道了%D／E包含体的成功复性。

$ 材料与方法

$%$ 材料
重组PQ;O050@@429L以及PQ;O050@@42"、

大肠杆菌JD1#、RE#!（J;8），人脐静脉内皮细胞
（DS%;B）为本室保存。碱性磷酸酶标记（@A）的抗
鼠"链抗体购自G=M<+公司。ABC产物回收试剂盒
购自IT@Q;)公司。表达载体P;5#!+为)&U+M6,
产品。限制酶及53J)@连接酶购自A.&<6M+公
司。蛋白质定量试剂R=&0C+LA.&N6=,@>>+/是R=&0
C+L产品。G6PV+?./!#$$为AV+.<+?=+产品。抗体

@@42对应的抗原提取液为本实验室从人脐静脉内
皮细胞中制备，其它试剂均为国产分析纯。

$%& 基因操作
以重组PQ;O050@@429L作模板，扩增%D及

其BD!区的前87个核苷酸（连接肽基因）。引物如
下：（!）1F+M+N+N+?+N+NMM++MNN?+M?NM?N’M+’N?N
MM(M?N8F（含34%$切点?+N+NM）；（#）1F+++M+M?N?
MM??+MNMM+N+M+??M+NMMMM?NMNNMNM?N+M?N8F（含

5+0$切点M+M?N?和3"%$切点M?N+M?）。以重组

PQ;O050@@42"为模板，扩增完整轻链"，引物如
下：（8）1F??MM+M?N?MNM+NM+?+?++N?N?8F（含5+0$



切点!"!#$#）和（%）&’!#$#$"!"""!#$$"$$""#"#$#"$
$##$!$$!""(’（含!"#)!切点""!#$$）。$%&"和

’()"酶切*+,连接肽，与经同样双酶切的-./01"
载体连接，转化大肠杆菌2+&#，鉴定重组子。然后
用’()"和!"#)!酶切轻链$，与经同样双酶切的

-./01",*+,连接肽连接，构建完成-./01",*+／3
表达质粒。具体操作参照文献［(］。

!"# $%／&在大肠杆菌中的表达及包含体的收获
和溶解

重 组 -./01",*+／3 转 化 大 肠 杆 菌 4301
（2.(），(56培养至*+78898:&，加1;;<=／3>?/@
诱导表达%A，离心收集菌体。超声破碎细胞，离心
即得包含体沉淀。依次用0:&;<=／3B"C=，8:8&D
/EF$<G,H,188，%;<=／3尿素洗涤沉淀，最后将包含体
溶解于变性液（-+I:8，&8;;<=／3/EFJ，7;<=／3
KEL"，8:1;<=／32//）中，%6搅拌过夜。

!"’ $%／&的复性

!"’"! 稀释复性法：将溶解的包含体逐滴滴入复性
液（&8;;<=／3/EFJ,+C=，18;;<=／3CMJ+，1:&;;<=／3
CMJ，0;;<=／3.2/N，CMJ微溶于水，用前滤去未溶的

CMJ）中，至终浓度约&8%!／;3%6静置%IA以上。然
后样品对-+5:%，8:81;;<=／3?4O透析。

!"’"( 柱复性法：采用凝胶过滤柱复性，OL-A"#EM=
088层析柱18;;P1888;;，包含体溶解液蛋白质
浓度0:&;!／;3，上样量(:8;3，流动相&8;;<=／3
/EFJ,+C=，18;;<=／3 CMJ+，1:&;;<=／3 CMJ，

0;;<=／3.2/N，-+I:(，流速8:0;3／;FG，收集富
含*+／3的目标蛋白质峰，并作活性检测。

!") *&+,-检测$%／&复性蛋白质的活性
经肝癌细胞培养上清刺激的人脐静脉内皮细胞

（+K*.C）种在Q7孔培养板上，培养至底部长满，
用1R1丙酮／甲醇固定，0D 4ON／?4O（含兔血清

0D，8:80DB"B(）封闭，加入不同稀释度的*+／3
复性蛋白质，(56温育0A，?4O/和?4O分别洗(
次，加N?标记的抗鼠$链抗体，(56温育1A后，以
对硝基酚磷酸（?B??）为底物显色，4F<,S");<)L=
&&8酶标仪上读取,%18。

!". $%／&与抗体--/0相对亲和力比较
［’］

抗体NNQI对应的抗原提取液包被Q7孔酶标
板，&D脱脂奶粉／?4O封闭后，分别加入*+／3复性
蛋白和抗体NNQI，(56温育0A，8:8&D/TLLG,08／

?4O和?4O各洗板(次。加入不同浓度（8，8:0，

8:%，8:I，1:0，1:7，0:8;<=／3）的 B+%OCB溶液各

&8%3，室温放置1&;FG，用?4O洗板(次。加N?,抗

鼠$抗体，(56温育1A，用?B??底物显色，4F<,S")
;<)L=&&8酶标仪上测定,%18。以,%18下降&8D时
相应的B+%OCB浓度作为相对亲和力的指数。

( 实验结果

("! 三结构域单链抗体$%／&的设计及其表达质
粒的构建

;SBN&’端结构是影响外源蛋白质在大肠杆菌
中表达量的重要因素。在氨基酸序列不变的前提

下，改变外源基因的&’序列可以使蛋白质的表达量
从无提高至&88;!／3［&］。本实验中，为保证*+／3
蛋白质的表达量，我们在设计扩增*+的&’引物时，
保持原氨基酸序列不变，根据大肠杆菌偏爱密码子，

并通过计算机模拟，保证N/@起始密码子位于引
物的“突环”结构上，突变了原序列中的(个核苷酸。
原基因序列是&’!""!$$#"!#$!#$1!"1$#$!!2!#$(’，
突变后的序列是&’!""!$$#"!#$!#$3!"3$#$!!4
!#$(’，黑体显示突变的部位。在设计*+,连接肽的

(’引物时，与原基因序列比较，设计了两个核苷酸突
变，使得相应的一个氨基酸发生了改变，原氨基酸序

列是N="&56/AE/AEN="?E<OLE*"=/ME?E<3LU
N="，突变后的序列是N=",78/AE/AEN="?E<OLE
*"=/ME?E<3LUN="。?CS扩增后，胶上分别可见
分子量约%88V-的*+,连接肽和约7&8V-的轻链，
然后将*+,连接肽和轻链依次连入高效表达载体

-./01"，构建过程如图1所示。

图1 表达载体-./01",*+／3的构建及酶切鉴定

WF!X1 C<GJ$EU#$F<G<YEL#<;VFG"G$-./01",*+／3"G)

LGZM;L)F!LJ$F<GF)LG$FYF#"$F<G
1X188V-2BN="))LE；0X$%&"／!"#)!)F!LJ$F<G<YEL#<;VFG"G$

-./01",*+／3；(X3F!A$#A"FG，%X*+,=FG[LE

("( $%／&在大肠杆菌中的表达

-./大肠杆菌表达质粒带有强 /5启动子，

>?/@诱导时，宿主4301（2.(）提供/5SBN聚合
酶，使得外源基因表达。诱导培养后，经O2O,?N@.
和\LJ$LEGV=<$$FG!检测到*+／3表达（图0"，0V）。
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抗鼠!链抗体识别分子量约!"#$的蛋白质带，与
根据核苷酸序列预测的%&／’分子量相同。说明在
大肠杆菌中获得了%&／’的表达。蛋白质凝胶薄层
扫描结构显示，其表达量占菌体总蛋白质的()*，
超声破碎后，获得的包含体纯度在"+*左右。

图(, -$-./012检测%&／’在大肠杆菌中的表达

3456(, -$-./012,7,89:4:;<=>??@AB?::4;7;<%&／’47!"#$%&
C6D?<;B8E?E%&／’；(6%&／’47F8G:4;7H;E9；!6I?8889:,=?;<

!"#$%&J’(C（$2!）（A2K(C,.%&／’）；L6I?8889:,=?;<

!"#$%&J’(C（$2!）（A2K(C,）；+6/B;=?47M,B#?B
图(H N?:=?B7H8;==475检测%&／’的表达

3456(H N?:=?B7H8;==475,7,89:4:;<%&／’

!"# $%／&的复性
由于部分复性的蛋白质可能相互聚集，因此复

性蛋白质中间物的溶解性即可溶性蛋白的回收率是

复性成功与否的限制因素。我们首先用稀释法，摸

索不同A&下，复性液中%&／’可溶性蛋白质的回
收率。图!,显示A&"O)""O+蛋白质的回收率最
高，A&小于PO+时，大部分蛋白质沉淀下来；A&大
于QO)时，蛋白质在复性液中能稳定存在，但透析后

图!, 不同A&值的复性液中可溶性%&／’的回收率

3456!, K>?B?F;R?B9;<:;8GH8?%&／’G7E?BE4<<?B?7=A&

图!H %&／’蛋白质的-?A>,FB98())柱上层析复性

3456!H D?<;8E475;<%&／’H95?8<48=B,=4;7F>B;M,=;5B,A>9

出现部分蛋白质沉淀，各A&下复性的%&／’都具
有00Q"抗原结合活性。凝胶过滤法具有蛋白质纯
化和包含体复性的双重作用，实验选择A&"O!的复
性液为流动相，包含体溶解液经凝胶过滤层析收集到

两个峰（图!H），经I?7=B4F;7（S4884A;B?）超滤浓缩后，
免疫印迹检测第一峰是杂蛋白质峰，第二峰为复性的

%&／’。%&／’复性蛋白质的回收率在T)*左右。

!"’ 复性后$%／&的活性
用2’U-0比较复性后%&／’与00Q"靶细胞

的结合活性。图L,显示%&／’与00Q"对细胞反
应的特异性相同，与靶细胞&V%2I特异结合，而
与肺癌细胞0+QL，胰腺癌细胞-NCQQ)，结肠癌’-.
CPL.P，结肠癌细胞-NCCT，膀胱癌K(L细胞几乎不
结合。图LH显示不同浓度 %&／’复性蛋白质与

&V%2I的结合曲线。随%&／’浓度升高，曲线接
近平台，它与&V%2I的结合渐趋饱和。

图L, 2’U-0检测重组%&／’与几种细胞系的反应

3456L, 2’U-0,7,89:4:;<=>?:A?F4<4F4=9;<%&／’
C6’G75F,7F?B0+QL；(6/,7FB?,:F,7F?B-NCQQ)；!6I;8;7F,7F?B

’-.CPL.P；L6&V%2I；+6I;8;7F,7F?B-NCCT；T6J8,EE?BF,7F?BK(L
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图!" 重组#$／%与抗体&&’(靶细胞$)#*+的结合

,-./!" *%01&232456-678#$／%"-39-3.:7

&&’(:2;.<:=<44$)#*+

!"# $%／&复性蛋白质与抗体’’()相对亲和力比较
图>所示，对于柱复性的#$／%，当纵轴值下降

到?@A’’，即!"下降到不加硫氰酸氨时的>BC时，
相应的硫氰酸氨浓度是?@DE74／%，即#$／%的相对
亲和力指数是?@D。而对于&&’(，其相对亲和力指
数是?@A。说明大肠杆菌表达的重组#$／%对抗原
的亲和力低于原抗体&&’(，而与本实验室构建的
重组&&’(,2"的（相对亲和力指数?@F）接近。

图> 硫氰酸盐洗脱法比较#$／%与&&’(的相对亲和力

,-./> G<26H;<E<3:78;<42:-I<288-3-:578#$／%239&&’(

"5*%01&H6-3.:J-7=5232:<<4H:-73

* 讨 论
常见的由重链和轻链可变区形成的单链抗体

（1=,I）中，在其K末端或+末端重组一段小肽作为
“标签”如=LE5=，*L:2.，842.:2.等，以方便检测。而
在#$／%中，不需要非抗体“标签”结构，用抗!链抗
体即可方便地检测。单链抗体中连接肽序列的长短

及电荷严重影响抗体的特性［F］。最常见的连接肽

是（M45!1<;）D。本实验采用的连接肽来自+$?的>N
序列，共?F个氨基酸，与原序列相比，我们将其第F
个氨基酸%56突变为1<;。该#$／%具有与原&&’(
相同的抗原特异性与&&’(,2"相似的亲和力，说明
我们所采用的连接肽几乎不影响原抗体&&’(抗原
结合部位的空间结构，连接肽的设计是成功的。该

连接肽的>N是#$%"切点，DN是&’("切点，因此它
可以作为独立的“组件”，用于构建其它单链抗体。

有文献报道，)*(+,-分泌表达的抗孕酮#$／!
可在包周质腔中通过二硫键形成（#$／!）F双体结
构［A］。本实验中未检测到双体结构，推测大肠杆菌

分泌表达的#$／!在包周质腔中相对浓度较高，有
利于分子间相互作用形成双体，而体外复性时，蛋白

质浓度相对较低，不利于分子间二硫键的形成。

三结构域#$／%构建简单，检测方便，它可用于
构建噬菌体抗体库，也可以作为抗体人源化或亲和

力成熟研究的材料。本实验表明，#$／%的复性，类
似于一般含二硫键蛋白质的复性，对于不同的抗体，

最佳复性条件可能存在一些差异，需具体探索。本

实验采用的柱复性法，一步完成复性和纯化，较稀释

法更为简单。
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新型甜味剂产品的开发

甜味剂是食品工业不可缺少的，微生物生产甜味剂如"’0’天冬胱胺’0’苯丙氨酸甲酯（简称天苯甲酯）或阿斯巴甜（,:;%D’
A%J<）已商品化。日本建构的“工程酵母”（6#49-9#2"-/-1）生产的甜蛋白（叫浆果甜蛋白或叫莫尼林）已工业化生产，其产品甜
度是蔗糖的L777倍，作为蔗糖代用品，比天苯甲酯要甜6Y倍；比蔗糖甜R777倍。这种“工程酵母”的甜蛋白基因源于西非植
物如?)1$)1$**)@7&//#.2::-4-1--浆果，经修饰后引入酵母体内，其表达产物是单链的甜蛋白（Y[个氨基酸组成），其含量占“工
程酵母”水溶性蛋白质的Y7U，其特点是：（6）在高温及不同;2值条件下甜蛋白结构稳定，而植物性甜蛋白则否，易遭破坏；
（R）产品甜度类似天然浆果甜蛋白；（L）较容易从“工程酵母”中提取；（[）此甜蛋白可实行工业化生产，不受季节影响；（Y）使用
该产品安全、无毒副作用；（M）实行工业化生产可降低生产成本，有潜力。荷兰与日本联合开发阿斯巴甜，采用荷兰.<?<<)热
蛋白芽孢杆菌蛋白酶，以0’天’苯丙氨酸为原料生产的阿斯巴甜，尽管有其优越性，但成本能否与化学法竞争，还有待提高酶
法的效力；木瓜蛋白酶也得到应用，酶固定化技术利用更有利于阿斯巴甜的连续生产，应该说，采用一步酶法合成阿斯巴甜是

最理想的工艺路线，需要筛选耐高浓度底物、产酶力高的优良菌种，再与固定化酶技术有机结合必将提高阿斯巴甜的产率。

美国一家公司也开发一种类似的甜味剂，命名“甜剂R777”新产品，其甜度是蔗糖的ZY77倍，似有大力开发之势。也正因
为“工程微生物”生产甜味剂有如此多的优越性，一旦美国食品与药物管理局审核批准，其产品将投放市场会取得巨大经济效

益。美国在开发高甜度的生物生产甜味剂的同时，还有两项研发甜味剂的成果值得注意：（6）研制一种不含热量的人造甜剂
叫\5=D%?&:<，味道与糖一样，甜度为糖的M77倍，这是唯一由糖制成的人造增甜剂，是经改变糖的分子而使甜度更浓，但又不使
人体吸收制成的产品，试验证明，该产品无毒副作用，可用于各种加工食品、饮料、餐桌上用糖等等；（R）美国加州大学研究人
员采用基因工程技术将一种甜料基因移植到番茄、莴苣植物细胞内而获得有效表达，首次培育出含甜料蛋白的“工程番茄”和

“工程莴苣”植株，经检测该蛋白的甜度，比蔗糖要高出67万倍。可见它的甜度已达到特高程度，此类“工程植物”称为“超甜味
植物”（\5;<D:I<<A;?%)A）。
目前，我国在生物甜味剂的研发方面也取得进展，这里仅举两例：（6）中国医学科学院药用植物研究所研究人员以中药罗

汉果为原料，用高科技技术生产出的罗汉果甜甙———新一代天然非糖甜味剂。其甜味为蔗糖的LL7倍（一级品），具有低热、
高甜、口感纯正、无毒无害、热稳定好的特点，是一类非发酵的物质，很适合于代替蔗糖在食品、饮料、医药和日化方面广泛应

用，完成了中试后将投入批量生产。（R）中国农业科学院生物技术研究所研究人员通过基因工程技术建构成含莫尼林（X&)’
<??$)）甜蛋白基因的大肠杆菌（=>.)/-），并获得高表达力，其表达产物的甜度为同等蔗糖甜度的6677倍，再经改造后，其甜度为
同等重量蔗糖甜度的[Y77倍，再进一步优化“工程大肠杆菌”的发酵条件，使其表达率由RYU提高到[7U，在完成LY0发酵罐
的发酵工艺的基础上将进一步扩大中试生产，有望实现甜蛋白的商品化生产。

总之，上述研究成果表明，不论“工程微生物”生产甜味剂，或者人造增甜剂研制以及高甜度“工程果蔬”植株的成功，均使

开辟新型甜料的来源和生产显现出巨大潜力；同时对糖尿病患者、动脉硬化者、心脑血管病患者以及儿童、老人的保健也具有

积极意义。这些安全性食料甜味剂的开发必将产生很好的经济效益和社会效益。 （柯 为 供稿）

[Y 生 物 工 程 学 报 6Z卷


