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抗 !"#$抗 %&’微型双功能抗体的构建和表达
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（中国医学科学院中国协和医科大学血液学研究所 实验血液学国家重点实验室，天津 &%%%$%）

摘 要 构建和表达抗 CD&E抗 FG>微型双功能抗体，并测定该微型双功能抗体的生物学活性。采用 FCH和 )I6J*9>
FCH方法构建抗 CD&E抗 FG>微型双功能抗体，并用双脱氧终止法测定 D,3序列；采用亲和层析法纯化该产物，并用
K6L@6JB ?*)@和分子排阻层析鉴定纯化产物；采用免疫荧光法、放射免疫分析法鉴定纯化产物与靶细胞的结合活性。
D,3序列测定结果表明：抗 CD&E抗 FG>微型双功能抗体已构建成功，表达可溶性产物的产量达 $8GEM以上，纯化产
物中二聚体的比例达 "%N，具有与 -.JO9@（CD&P）和 Q42$E3%$细胞（FG>P）结合的活性，与抗 CD& R;SI及抗 FG> R;SI
的亲合常数相当。成功地构建了抗 CD&E抗 FG>微型双功能抗体，并获得高效表达，表达产物具有与相应二个靶抗
原结合的活性。
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应用针对特异肿瘤抗原的单克隆抗体对肿瘤进

行治疗是肿瘤免疫疗法的重要组成部分。与传统化

疗相比，单抗具有针对性强的特点，因此避免了对正

常组织的杀伤，特别对清除肿瘤的残留灶、转移灶具

有良好应用前景。

单抗应用于肿瘤的治疗主要有两方面的困难：

具有恒定区的大分子量单抗具有较长的半衰期且能

介导 CDC及 3DCC作用，但很难穿透肿瘤发挥杀伤
作用。而缺失恒定区的小型基因工程抗体虽然具有

较好的穿透性，但半衰期短且本身细胞毒作用低。

因此，抗体片段与放射性同位素、前药（FJ)UJ.G）、生
物毒素及免疫效应细胞形成偶联物成为治疗肿瘤特

别是实体瘤的首选方案。其中最有临床应用前景的

是利用双特异抗体使针对肿瘤抗原的单抗与效应细

胞相连，共同作用于肿瘤细胞，实现肿瘤的靶向治

疗。微型双功能抗体（D:9?)U/）［!］是基因工程双功能
抗体的一种形式。这类抗体片段通常是由一个启动

子控制下的两个顺反子表达产物间反向配对而成、

具有两个抗原结合位点的双特异抗体片段。它的基

本原理是同一顺反子中 (V 和 (M 因 M:BO6J太短（通
常只有 4 W !$个氨基酸），产生空间位阻，不能配对，

只能与另一顺反子上的 (V 和 (M 配对，从而形成二

聚体。通常使用的效应细胞主要有 5 细胞（CD$，
CD&）、,Q细胞（CD!2）、单核E巨噬细胞（CD2#）、树突
状细胞（CD2#）和激活的髓系细胞（CD2#，CD1"），由
于存在以下两方面的原因，使得以 5细胞为效应细
胞要比其它两类细胞为效应细胞来构建双特异抗体

更为常见：!X5细胞群中存在着免疫记忆细胞；$X 有
证据表明在恶性肿瘤患者体内存在着肿瘤特异性的

5细胞［$］。体内外生物学实验结果表明：微型双功
能抗体能同时与 5细胞和癌细胞结合，并通过激活
5细胞，来靶向杀灭癌细胞［&，#］。
肿瘤细胞对一系列结构及作用机制不同的药物

产生交叉耐药的现象称为多药耐药（Y.*@:UJ.G J6L:L0
@9B;6，YDH）。产生 YDH最主要的分子基础是细胞
膜表面分子量为 !’%OD 的糖蛋白 FG>。FG> 是 35F
依赖性的药物外排泵，可将各种不同的细胞毒药物

泵出到细胞外，从而降低细胞内的药物浓度，阻止药

物杀伤细胞的作用。我实验室应用阿霉素诱导人慢

性白血病细胞系（Q42$）建立了高表达 FG>的多药耐
药细胞系 Q42$E3%$［’］。VZ5&9［4］和 FVY3%$［2］是我所
研制的鼠源性抗 CD& 和抗 FG>（F0G*/;)>J)@6:B）杂交



瘤细胞系，我们在克隆单克隆抗体 !"#$% 和
&!’()*轻、重链可变区基因的基础上，构建和表达
了抗 +,$-抗 &./微型双功能抗体，并以多药耐药细
胞系 012*为模型研究了其生物学功能。

! 材料与方法

!"! 材料
! #! # ! 细胞系和载体：! 3 "#$% 42+5 由本室保存。
多药耐药细胞系 012*-()*由本室建立［6］。789:%; 和
012*细胞系由本室保存，培养在含 4)<小牛血清
（本所科技开发公司）的 =&’"42>)（?"@+A@=B）。抗
+,$ CDEF表达载体［G］和抗 &./ CDEF表达载体本室构
建。表达载体 /HIE和克隆载体 /HIB由我室保存。
! #! #$ 酶和试剂：#%. ,J(聚合酶，限制酶 &$’ "、
()* "、+,) "、(#- " 均购自 ?"@+A@=B 公司，抗 +,$
单克隆抗体 !"#$%由本所协和科技公司提供，抗 &./
单克隆抗体 &!’()*由本室制备。鼠抗 KL;%.抗体，
!=&标记的鼠抗 KL;%. 抗体及抗 KL;%. 亲和层析柱
均购自 &M%9N%DO%公司。E"#+标记的羊抗鼠 ".?多
抗购自北京中山生物工程公司。其它均为国产分析

纯生化试剂。

! #! #% &+=引物：
&4 1P +#( ?+? +(+ ?+? #(+ ?+# ?(+ (#+ ?(?
+#+ (+# +(? #+# ++ $P（&$’ "）
&* 1P +?( +++ #++ ?++ (++ ++? ### +(? +#+
+(? +## ? $P
&$ 1P ??# ??+ ??( ??? #+? +(? ?#+ ((( +#?
+(? +(? #+ $P
&> 1P ?(? +#( ?+# (?+ #+( #?( ??( ?(+ ??#
?(+ +?# ? $P（()* "）
&1 1P +?( +++ #++ ?++ (++ ++? ### (#( ##+
+(? +## ??# $P
&2 1P ??# ??+ ??( ??? #+? +(? ?#? +(? +#?
+(? +(? # $P
&6 1P ?(( #(# +?+ (#? +?? #?? #+( #?( ??(
?(+ ??# ?(+ +?# ? $P（+,) "）
&G 1P +## +?( ?+# (?+ #(+ ++? ??? (#+ +#+
#(? (? $P（()* "）
&5 1P +?+ (++ #?+ ??+ +?+ #?( ??( ?(+ ??#
?(+ +?# ? $P（(#- "）
下画线为括号内的限制酶位点。

! #$ 方法
! #$ #! ,J(的酶切、连接、转化等常规分子生物学
操作按文献［5］进行。

! #$ #$ 抗 +,$-抗 &./ 微型双功能抗体表达载体的
构建：利用 &+=法从抗 +,$ CDEF和抗 &./ CDEF表达
载体上分别扩增 +,$QB、+,$Q!、&./QB、&./Q! 基因，

经琼脂糖凝胶电泳分离纯化后，利用 RFS9T%/ &+=，以
?>C作为连接肽，分别将 +,$QB 与 &./Q!，&./QB 与

+,$Q! 连接形成 ,J( 片段 +,$QBL&./Q!、&./QBL
+,$Q!。经琼脂糖凝胶电泳分离纯化后，,J(片段

+,$QBL&./Q! 用 &$’ " U +,) "消化，并与经 &$’" U
+,)"消化的克隆载体 /HIB连接，经转化，鉴定后提
取质粒，再用 &+= 扩增 ,J( 片段 &./QBL+,$Q!，使

其 1P端加上引导肽，$P端加上 (#-"识别位点，经琼
脂糖凝胶电泳分离纯化后，用 ()*" U (#-"消化，先
前扩增的 +,$QBL&./Q!用 &$’" U ()*" 消化，将这
两个酶切片段与经 &$’" U (#-" 消化的表达载体
/HIE连接，形成抗 +,$-抗 &./微型双功能抗体表达
载体 /(HI,+&。
! #$ #% 抗 +,$-抗 &./微型双功能抗体的高效表达：
将载体 /(HI,+&转化 ! 3 "#$%42+5，挑取单菌落接种
于含氨苄青霉素（)V4N.-NB）的 *H#培养基（4V2<胰
蛋白胨，4<酵母提取物，)V1<J%+T）中，$6W振荡培
养 GM 后，按 4 X * 的比例转接于含氨苄青霉素
（)V4N.-NB）的 (/1 培养基（)V41<葡萄糖，4V4<酸
水解酪蛋白，)V)2<酵母提取物，)V)45< ’.CA>，

)V4)6<J!>+T，)V$6$<0+T，)V4*<J%+T，)V4*NRT-B
三乙醇胺 /! 6V>）中，*1W振荡培养 *>M，>W离心收
集菌体，冻融菌体沉淀后，加入细菌周质腔提取液

（三羟甲基氨基甲烷 *1NNRT-B，乙二胺四乙酸
4NNRT-B，苯甲基磺酰氟（&’CE）)V4NNRT-B，蔗糖 *)<
（. -/），J%+T *))NNRT-B，/! 6V1），于 >W轻摇 4M，
4*)))9-NOY，>W离心 4)NOY，收集上清为表达产物的
粗提物。

! #$ #& 抗 +,$-抗 &./微型双功能抗体的纯化：应用
抗 KL;%.亲和层析柱纯化抗 +,$-抗 &./ 微型双功能
抗体。4)NNRT-B ’KC（/! 1V1），4 NNRT-B K,#( 平
衡，)V4 NNRT-B甘氨酸洗脱（/! *V6），E&B+收集洗脱
峰。41<C,CL&(?K及 ZS[;S9Y \TR;对纯化后的蛋白
进行分析。

! #$ #’ 大小排阻层析：取 1))!B样品上样于 C8/S9L
]S^61（5-2)）（&M%9N%DO%）分子筛层析柱上，用 &@C 洗
柱，流速为 )V*1NB-NOY，其操作过程均在 E&B+（&M%9L
N%DO%）上完成。
! #$ #( 应用活细胞间接免疫荧光法（E(+C）进行抗
+,$-抗 &./ 微型双功能抗体与 789:%; 细胞及 012*-
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!"#细胞的结合活性的测定：将一定浓度的纯化抗
$%&’抗 ()*微型双功能抗体与 + , +"- ./-#’!"#细
胞或 012345细胞 67共同孵育 +8，#""" 2’9:;，+"9:;，
67离心，弃上清，(<=洗细胞，重复 &次。细胞再与
鼠抗 >?54) 抗体（&"!)’9@ ，(84294A:4）67共同孵育
+8，#""" 2’9:;，+"9:;，67离心，弃上清，(<= 洗细
胞，重复 &次，将细胞重悬于 #"!@ BCD$标记的羊抗
鼠 C)E 多抗，67共同孵育 6" 9:;，B!$=测定荧光强
度。

! "# "$ 抗 $%&’抗 ()* 微型双功能抗体亲和常数的
测定：应用放射免疫分析法测定抗 $%&’抗 ()* %:4?
FGHI与 012345细胞（$%&抗原）及 ./-#’!"#细胞（()*
抗原）的亲和常数。用+#/ C标记抗 $%&’抗 ()* 微型
双功能抗体（氯胺 D法），分别与 012345细胞或 ./-#’
!"#细胞 &J7共同孵育 +8，#""" 2’9:;，+"9:;，67离
心，弃上清，(<= 洗细胞，重复 6 次，"记数仪测定
$(K值。
! "# "% 竞争性免疫荧光抑制实验：将一定浓度的纯
化抗 $%&’抗 ()*微型双功能抗体和单抗 (LK!"#或
单抗 LCD&4混合，再与 + , +"-./-#’!"#细胞或 012345
细胞 67共同孵育 +8，#""" 2’9:;，+"9:; ，67离心，
弃上清，(<=洗细胞，重复 &次。将细胞重悬于 #"!@
BCD$标记的羊抗鼠 C)E 多抗，67共同孵育 +8，#"""
2’9:;，+"9:; ，67离心，弃上清，(<= 洗细胞，重复 &
次，B!$=测定荧光强度。

# 结 果

# "! 抗 &’()抗 *+, 微型双功能抗体表达载体的构
建

为防止链内配对，$%& M@ 基因羧基端与 ()*ML

基因的氨基端通过短肽 E6=相连。()*M@ 基因的羧

基端与 $%&ML 基因的氨基端也通过相同的短肽连

接，并经与克隆载体连接及随后的 ($N，抗 ()*M@ 基

因的氨基端加上与表达载体相同的 =%序列和引导
肽序列。最后将上述两片段与带有纯化标记 >?54)
短肽表达载体连接而构建成微型双功能抗体表达载

体 *!OP%$(（图 +）。
经序列测定其核苷酸序列与原始序列相同。该

表达载体在低磷酸盐的培养条件下，由启动子 *8G!
诱导合成带双顺反子的 9NQ!，并在该 9NQ! 的 #
个含有 =%序列的位置合成相应的多肽链，在引导
肽 R5CC的作用下分泌到细菌周质腔，形成微型双功
能抗体。

图 + 抗 $%&’抗 ()* %:4FGHI表达载体 *!OP%$(的构建
B:)S + $G;R521A5:G; GT *U4R9:H *!OP%$(

# "# 抗 &’()抗 *+,微型双功能抗体的表达和纯化
用抗 $%&’抗 ()* 微型双功能抗体表达载体

*!OP%$(转化 ! S "#$% +-$V，经低磷酸盐诱导表达，
在信号肽的引导下，微型双功能抗体分泌进入细菌

外周质腔。应用高渗溶液提取细菌外周质腔表达产

物，并用抗 >?54)亲和层析柱纯化。纯化产物的产量
约为 #9)’@。纯化的 %:4FGHI经 +/W的 =%=?(!E>分
析，出现分子量为 #X3%和 #-3%两条蛋白带，经扫描
分析 #X 3%的蛋白占纯化产物的 -#YVJW，#-3% 的
蛋白占纯化产物的 &&Y+&W。Z[R5[2; FUG5 结果表
明，抗 >?54)抗体只能与带有 >?54)片段的分子量为
#X3%的蛋白带杂交，而与分子量为 #- 3%的蛋白带
无特异性反应（图 #）。

图 # 抗 $%&’抗 ()*微型双功能抗体蛋白的
=%=?(!E>分析和 Z[R5[2;?FUG5结果

B:) # =%=?(!E> 4;H Z[R5[2;?FUG5 4;4UIR:R GT
4;5:?$%&’4;5:?()* H:4FGHI

KS @G\ 24;) \[:)85 9423[2；+S !;5:?$%&’4;5:?()* H:4FGHI[U15[H T2G9 58[

4;5:?>?54) AGU19; 4;4UI][H FI +/W =%=?(!E>；#S !;5:?$%&’4;5:?()*

H:4FGHI [U15[H T2G9 58[ 4;5:?>?54) AGU19; 4;4UI][H FI :991;GFUG5

# "( 大小排阻层析
抗 $%&’抗 ()* 微型双功能抗体，抗 ()*=AB^ 的

滞留时间分别为 JJY#V9:;、V"Y+" 9:;。抗 $%&’抗
()* %:4FGHI 主峰含量 V"W，而分子量为 -- 3%，
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!"#$，%"#$ 的蛋白质标准品（&’()*）的滞留时间分
别为 +",-. )’/、+0,10 )’/、02,-3)’/。上述实验结果
表明抗 4$15抗 6(7 $’*89:;主要以二聚体的形式存
在。

! "# 抗 $%&’抗 ()*微型双功能抗体与 +,-./0细胞
及 123!’45!细胞的结合活性
间接免疫荧光测定结果经流式细胞仪分析计算

表明，抗 4$15抗 6(7 微型双功能抗体能与 <=>#?@细
胞及 A".%5B2%细胞特异性结合（图 1C-，%，!，"），表

明抗 4$15抗 6(7 微型双功能抗体具有与 4$1及 6(7
靶抗原特异结合的能力。

! "2 抗 $%&’抗 ()* 微型双功能抗体亲合常数的测
定

以放射免疫分析法测定抗 4$15抗 6(7 微型双
功能抗体与 4$1 及 6(7 靶抗原的亲合力，并应用
&D*@DE*>:作图法计算亲和力常数。抗 4$15抗 6(7微
型双功能抗体的亲合常数与抗 4$1&DFG 及抗 6(7
&DFG的亲合常数相当（表 -）。

表 6 单抗 (7845!、79:&;，单链抗体抗 ()*<=>?、抗 $%&<=>?，抗 $%&’抗 ()* %@;ABCD 亲合力的测定
:;AE/ 6 4FF@G@0@/H BF 84A ;GC ;G0@ABCD F-;)I/G0H

<=>#*@ D?HHI A".%5B2% D?HHI

B/@’89:; JKL1* B/@’C4$1&DFG $’*89:; 6JMB2% B/@’C6(7&DFG $’*89:;

A* %,+ N -20 1,% N -23 -," N -23 -,- N -20 !,2 N -23 ",2 N -23

! "3 竞争性免疫荧光抑制实验
单抗 JKL1* 单独与 <=>#*@ 细胞共同孵育，再与

FKL4标记的羊抗鼠 K(O多抗共同孵育，经流式细胞
仪分析计算结合的阳性率为 0","2P，而单抗 JKL1*
与抗 4$15抗 6(7微型双功能抗体混合后与 <=>#*@细
胞共同孵育，再与 FKL4标记的羊抗鼠 K(O多抗共同
孵育，结合的阳性率仅为 %",%2P。单抗 6JMB2%单

独与 A".%5B2%细胞共同孵育，再与 FKL4标记的羊
抗鼠 K(O多抗共同孵育，结合的阳性率为 0!,".P，
而单抗 6JMB2%与抗 4$15抗 6(7微型双功能抗体混
合后与 A".%5B2% 细胞共同孵育，再与 FKL4标记的
羊抗鼠 K(O 多抗共同孵育，结合的阳性率仅为
12,.3P（图 1C1，.）。

图 1 FB4& 分析抗 4$15抗 6(7 $’*89:;与 <=>#*@细胞和 A".%5B2%细胞的结合活性
F’(,1 FB4& */*H;I’I 9Q */@’C4$15*/@’C6(7 :’*89:; 8’/:’/( @9 89@E 4$1C79I’@’G? <=>#*@ D?HHI */: 6(7C79I’@’G? A".%5B2% D?HHI

- R <=>#*@ D?HHI ’/D=8*@?: S’@E 6T&；%R <=>#*@ D?HHI ’/D=8*@?: S’@E */@’C4$15*/@’C6(7 :’*89:;；1R U?Q@ 7?*#：<=>#*@ D?HHI ’/D=8*@?: S’@E 6T&；>’(E@ 7?*#：<=>C

#*@ D?HHI ’/D=8*@?: S’@E JKL1*；)’::H? 7?*#：<=>#*@ D?HHI ’/D=8*@?: S’@E JKL1* */: */@’C4$15*/@’C6(7 :’*89:;；!R A".%5B2% D?HHI ’/D=8*@?: S’@E 6T&；"R

A".%5B2% D?HHI ’/D=8*@?: S’@E */@’C4$15*/@’C6(7 :’*89:; ；.R H?Q@ 7?*#：A".%5B2% D?HHI ’/D=8*@?: S’@E 6T&；>’(E@ 7?*#：A".%5B2% D?HHI ’/D=8*@?: S’@E

6JMB2%；)’::H? 7?*#：A".%5B2% D?HHI ’/D=8*@?: S’@E 6JMB2% */: */@’C4$15*/@’C6(7 :’*89:;
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实验结果表明抗 !"#$抗 %&’ 微型双功能抗体
能与全抗竞争靶抗原的结合位点，但由于微型双功

能抗体为单价，而全抗为双价，所以尽管使用较高浓

度的微型双功能抗体也不能完全抑制全抗与靶抗原

的结合。

! 讨 论
肿瘤细胞对抗癌药物的耐受是导致临床化疗失

败的主要原因。肿瘤细胞对一系列结构及作用机制

不同的药物产生交叉耐药的现象称为多药耐药

（()*+,-.)& ./0,0+123/，("4）。产生 ("4最主要的分
子基础是细胞膜表面分子量为 5678" 的糖蛋白
%&’。%&’是 9:%依赖性的药物外排泵，可将各种不
同的细胞毒药物泵出到细胞外，从而降低细胞内的

药物浓度，阻止药物杀伤细胞的作用。

通过对 %&’ 蛋白的深入研究发现，%&’ 不仅与
耐药相关，还与肿瘤的侵袭、转移等生物学特性相

关［57］。国内外相关资料表明，消化系统肿瘤、乳腺

癌等恶性肿瘤细胞的 %&’及其 !"#;5基因 <4=9的
水平与肿瘤细胞的侵袭、转移密切相关。国外发现

肺癌、结肠癌转移淋巴节有 %&’阳性高表达，我们初
步实验也证实，乳腺癌转移灶亦有 %&’高表达。在
白血病、淋巴瘤、神经母细胞瘤、%&’ 的高表达与疗
效差是高度相关的。由此可见 %&’既可作为肿瘤恶
性进展的诊断学标志，也可作为新型的治疗靶点。

而且在多种耐药的实体瘤及白血病细胞系均有 %&’
的高表达，所以针对 %&’这一广谱肿瘤抗原的治疗
具有广泛的应用前景。在所有正常人类组织中均可

检测到 %&’ 及 !"#;5 基因的 <4=9，不同器官中的
%&’及 !"#;5基因 <4=9的水平相差很大，在肾脏、
肝、消化道、肺等器官 %&’及 !"#; 5基因 <4=9的水
平较高，而在睾丸、卵巢、子宫、皮肤等器官处于较低

水平［55］。这些研究提示 %&’ 与正常细胞的分泌功
能密切相关。而且，越来越多的研究表明 %&’是人
体保护正常细胞免受毒物损害的机制之一。例如，

在血脑屏障和胎盘组织均有 %&’的高表达。目前，
抗体应用于人体发挥靶向治疗作用主要通过携带细

胞毒药物或标记同位素来实现，这就势必造成对

%&’高表达的正常细胞的杀伤。而双功能抗体通过
激活人体内的效应细胞发挥杀伤肿瘤细胞的作用，

为抗 %&’抗体应用于耐药肿瘤的治疗提供了新的策
略。

>?:#1是我所研制的鼠源性抗 !"#的单克隆抗
体，并已经过国际人类白细胞分化抗原协作组会议

正式命名。%>(97@为我室自行研制的抗 %&’的鼠
源性单克隆抗体，只有针对 %&’抗原的识别功能，并
无 %&’功能的抑制作用，因此应用于人体后不会干
扰正常细胞的排泄分泌功能。我室已成功构建了抗

!"#$抗 !"@7微型双功能抗体，并进行了体外、体内
活性的测定，实验证实抗 !"#$抗 !"@7双特异双链
抗体具有明显的抑制肿瘤生长的活性，有望成为一

种新的治疗 A细胞恶性肿瘤的方法［5@］。与 !"@7相
比，%&’作为一种广谱的耐药肿瘤抗原具有更为重
要的临床价值。

我们在克隆单克隆抗体 >?:#1 和 %>(97@ 轻、
重链可变区基因的基础上构建、表达了抗 !"#$抗
%&’ 微型双功能抗体。纯化的抗 !"#$抗 %&’ 微型双
功能抗体具有与 B).81+ 和 CDE@$97@ 细胞结合的能
力。说明抗 !"#$抗 %&’ 微型双功能抗体具有亲代
抗体的免疫学活性，具备将肿瘤细胞和免疫效应细

胞连接在一起、使免疫细胞在肿瘤细胞周围富集，从

而更有效的杀伤肿瘤细胞的作用。已进行的细胞毒

实验也表明，抗 !"#$抗 %&’微型双功能抗体具有介
导激活 :淋巴细胞杀伤肿瘤细胞的作用，且杀伤作
用的强弱呈剂量依赖关系（另文发表）。以上实验结

果表明抗 !"#$抗 %&’ 微型双功能抗体具有抑制肿
瘤细胞生长的活性，有可能为耐药肿瘤的治疗提供

新的途径。
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