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抗!"9单链抗体基因克隆和表达

王 菲 马清钧"

（军事医学科学院生物工程研究所，北京!$$$"!）

摘 要 以分泌抗AB9单克隆抗体的杂交瘤细胞C’(D（E）;F*E为模板，通过F40GAF扩增出抗AB9单克隆抗
体的重链可变区（&H）和轻链可变区（&I）.B*E片段组装出抗AB9单链抗体（J.7K）.B*E片段。该J.7K片段被
克隆到CAE*4EL9:载体上，以340(,#4M!为宿主，进行噬菌体表面呈现。通过+’(N03细胞表面分子AB抗原，
对噬菌体表面呈现的J.7K进行免疫亲和富集筛选。经细胞0:IOJE鉴定，得到3株高亲和力克隆。B*E序列分析
得知，单链抗体全长"%#碱基，其中&H为%%1碱基，&I为%$$碱基。抗AB9J.7K在340(,#HL#!9!中以可溶形式
分泌表达，产物主要分布于周质之中，占周质中总蛋白的#$P。
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单链抗体（R<?S(50./,<?T-,S;5?N’TK,-<,@(5-50
S<’?，J.7K）［!，#］由抗体重链可变区&H和轻链可变
区&I通过设计的短肽连接起来，大小仅为原分子
的!／6"!／!$，使其易通过生理屏障。小分子抗体
的免疫原性明显下降，如果进一步人源化，其免疫原

性有可能被消除。

AB9是4淋巴细胞和慢性淋巴白血病L细胞
表面糖蛋白［%，3］。因为表达AB9的L细胞与人的
自身免疫疾病有关联，所以抗AB9单链抗体有望成
为上述疾病治疗的候选药物。蓖麻毒素与抗AB9
单抗化学偶联构成的免疫毒素［9，6］，已经进入临床

观察阶段。为了开展新一代抗AB9重组免疫毒素
的研究，我们应用基因工程抗体技术与噬菌体表面

呈现技术，以分泌抗AB9单克隆抗体的杂交瘤细胞
为材料，构建单链抗体.B*E，并进行了表达研究。

# 材料与方法

#$# 材料
菌种 340(,#4M!、340(,# HL#!9!和质粒

CAE*4EL9:购于G/,-;,.<,公司。抗AB9单抗
分泌株细胞和 +’(N03细胞由军事医学科学院基础
医学研究所沈倍奋教授提供。

逆转录酶（E+& F4）购自 G-’;5S,公司。

+!%UV"辅助噬菌体、&5?NB*EG’(D;5-,R5及其

GAF系统和各种限制酶使用L<’(,@R公司产品。化

学试剂基本使用国产分析纯试剂。［#0%#G］WE4G由
北京亚辉生物医学工程公司提供。

#%& 单链抗体的克隆、表达与活性检测
使用了G/,-;,.<,F5.’;@<?,?NG/,S5E?N<@’WD

JDRN5;中部分内容与方法。基因克隆、表达按《分
子克隆》操作。

#%’ 哺乳动物细胞的包被
悬浮生长的哺乳动物的细胞悬液（#X!$6.5((／

;I）在培养板中离心，形成单层分散分布。缓慢加
入!倍体积戊二醛固定液（$Y#P戊二醛于GLJ
中），室温!9;<?。用GLJ0LJE（$Y#9PLJE溶于

GLJ）溶液洗#遍后，用$Y!;’(／IM(D0GLJ封闭液
封闭，室温%$;<?，3Z保存待用。

& 结 果

&$# 抗!"(单链抗体的基因克隆
以分泌AB9单克隆抗体的杂交瘤细胞［"］中分

离出G’(DE[ ;F*E为模板，逆转录合成出.B*E
第一链。用两组鼠抗体重链、轻链可变区简并性引

物（G/,-;,.<,公司）扩增出重链可变区&H和轻链
可变区&I.B*E双链。&H和&I.B*E片段再用

I<?\5-引物（G/,-;,.<,公司）组装成单链抗体
（J.7K）.B*E 片段。电泳显示J.7K片段符合

"9$@C的设计长度（图!）。J.7K片段定向克隆到

CAE*4EL9:（C9:）噬菌粒（G/,-;,.<,公司）上，转



化到!"#$%&!"#中。在含有氨苄青霉素和葡萄糖
的$%&’"平板上长出约#()个菌落。酶切鉴定证
明克隆连接方向正确。

图# $*+,-./组装产物的电泳分析

+012# *34’56$*+,7689:-./7;;9<=>?
#2@7:A9:：!34’／’&(BCCCD!#$/C；E2$*+,34’<7:A9:；

F2*34’6:71<9G856$*+,（7=5H8I)((=J）

!"! 单链抗体基因的#$%序列分析
从正反两个方向分别测定KL和KM34’序

列。结果KL的34’序列为FFN=J；KM的34’序
列为F((=J；连接两者的M0GA9:为NF=J，其中包含
了一个（">?O$9:）O的连接肽；与设计结构一致。通
过与鼠抗体基因库的比较分析，KL和KM34’序列
既与鼠抗体家族有很高的同源性，又与其它抗.3)
单克隆抗体的.3/区序列有差异。
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!"& 抗’#(单链抗体基因克隆的富集和鉴定
噬菌体表面呈现的$*+,表达于噬菌体颗粒尾

部。用表达.3)抗原的@5>8PO细胞对$*+,重组噬
菌体进行两轮亲和富集。NQ个克隆中有#E个克隆
对@5>8PO细胞具有亲和力。用.9>>PRMC$’方法对
富集出来的重组噬菌体克隆做亲和力鉴定（图E）。
结果，O个克隆亲和力很强。它们是"I、+S、+#(、

’#E克隆。将这O个克隆转化到!"#$%&L&E#)#中
获得了O株表达抗.3)单链抗体基因的菌株，分别
命名为$*+,P.3)的"I、+S、+#(和’#E株。

图E 细胞PRMC$’测定重组噬菌体的亲和性

+012E ’660G08?B989:<0G7805G56:9*5<=0G7G8JT719;
=?*9>>PRMC$’U08T@5>8PO*9>>P>0G9

!") 抗’#(单链抗体基因的表达
重组噬菌粒 J)R／$*+,P.3)转化到 !"#$%&

L&E#)#受体菌中。L&E#)#是琥珀突变非抑制表
型，融合基因可表达游离的抗.3)$*+,，并借助1F
信号肽分泌性表达。工程菌"I、+S、+#(、’#E株于

$&P’"培养基中FIV培养。经C-!"诱导后，$3$P
-’"R分析培养物上清、全菌体裂解液和周质提取
物。$*+,P.3)分子量理论值为F#A3。电泳结果显
示（图F和图O）O株菌的细胞周质和全细胞裂解样
品均在$3$P-’"R上呈现F#A3表达产物区带，在
全细胞裂解样品中，所占比例较小。在培养上清中

则未显示该区带。表明$*+,P.3)基因得到有效表
达，表达产物主要分布于周质之中。

我们对$*+,P.3)的工程菌进行了培养及诱导
时间对表达影响的观察。培养时间延长，可提高菌

体密度，有利于获得$*+,P.3)表达产物，但菌体密
度过高，表达水平下降，以培养E小时较合适。延长
诱导培养时间将会增加表达产量，但诱导)T之后表
这量不再提高。所以，诱导培养时间以OT为宜。

& 讨 论

.3)是!淋巴细胞表面糖蛋白［S］，在慢性淋巴
白血病&细胞表面也被检测出来［N］。现已证实，表
达.3)的&细胞与人的自身免疫疾病有关联，如系
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图! 菌株表达"#$%&’()蛋白样品的"("&*+,-分析

$./0! "#$%&’()123415516.75849.75,:，$;，$<=976+<>
?971<976<=：@A@94B14；>C)：314.3D95E5；FCG：HIJD1&#1DD12849#85；<<C<K：#LD8L415L3147989785；

>0F0<<：5849.7,:；!0:0<>：5849.7$;；K0;0<!：5849.7$<=；)0G0<K：5849.7+<>

图K "#$%&’()的工程菌周质蛋白
样品的"("&*+,-分析

$./0K *14.3D95E5JM!"#$%&NO><)<976!"#$%&
NO><)<（3)-／"#$%&’()）

<：@0A0@94B14；>：!"#$%&NO><)<（PD97B）；!0!"#$%&NO><)<
（3)-／"#$%&’()）.76L#16PQR*S,；K0!"#$%&NO><)<
（3)-／"#$%&’()）H.8IJL8R*S,.76L#1

统红斑狼疮、类风湿性关节炎等。抗’()免疫毒素
有望成为自身免疫疾病、淋巴性白血病及一些传染

性疾病的治疗和辅助治疗的候选药物。在淋巴细胞

瘤和淋巴细胞白血病［<=，<<］、类固醇顽固性移植物抗

宿主病［<>］、R型糖尿病［<!］和系统红斑狼疮［<K］上的
临床疗效已被肯定，也可用于在骨髓同体或异体移

植前，清除残留肿瘤细胞［<)］和免疫活性S细胞［<F］。
蓖麻毒素与抗’()单抗化学偶联构成的免疫毒
素［F，<:］，已经进入临床观察阶段。在人体的自身免

疫疾病的治疗和辅助治疗中，已经观察到肯定的治

疗效果。为了开展新一代抗’()重组免疫毒素的
研究，我们应用基因工程抗体技术与噬菌体表面呈

现技术，以分泌抗’()单克隆抗体的杂交瘤细胞为
材料，构建单链抗体#(T+。
为了克服以往抗’()免疫毒素存在的弱点，我

们构建抗’()单链抗体用来构建免疫毒素，既减小
抗体的分子量以利于通过生理屏障（如肿瘤的毛细

血管内皮间隙），又可望去除抗体恒定区带来的免疫

原性和非特异性吸附，使靶细胞识别特异性增高。

我们构建成功抗’()"#$%#(T+，得到K株高亲和
力的基因克隆。在大肠杆菌中，抗’()"#$%基因
获得了可溶性分泌表达，产物主要分布于周质中，单

链抗体含量约占周质蛋白的>=U!>)U。
用于噬菌体表面呈现的结构蛋白有/!3和/;3

蛋白［<;］。/!3是鞭毛噬菌体外壳上的结构蛋白，在
每个噬菌体上只有!!)个拷贝，与噬菌体成熟无
关，与抗体片段融合后，不会影响噬菌体包装成熟过

程。/;3蛋白在噬菌体的外壳上拷贝数很多（!!==
个），可它有一个弱点：/;3与抗体片段融合后，本身
的结构发生变化，影响噬菌体的成熟，使呈现抗体片

段的重组噬菌体产量下降［<G］。因此，我们选择了

/!3结构蛋白来融合单链抗体，进行噬菌体表面呈
现。选择/!3结构蛋白的另一个原因是：在免疫亲
和筛选时，"#$%&/;3呈现的拷贝数高，与抗原结合
牢固，掩盖了亲和力的作用因素，不利于筛出高亲和

力的单链抗体。

我们观察到单链抗体的表达水平不高，原因可

能是*D9#启动子较弱，也可能是单链抗体表达产物
对宿主菌具有毒性。在噬菌粒3)-上，控制单链抗
体基因表达的是可诱导*D9#启动子，它的表达被宿
主菌!"#$%&S,<和NO><)<所携带的?9#RV基因
阻遏。诱导前低温培养（!=W）且用葡萄糖抑制*D9#
启动子的菌体在诱导后的表达水平仍不高，表达量

没有随诱导时间增加而明显增加。这一现象很可能

是表达产物对细胞的毒性所致。文献中也有类似报

道，过量的/!3或/!3融合蛋白基因的表达对宿主
菌的生长产生致死性［>=］。

!!<>期 王 菲等：抗’()单链抗体基因克隆和表达
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