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摘 要 将HB3,IJ与抗癌胚抗原（K<L）单链抗体基因（,D8MN-B-）融合，重组到含47启动子的表达载体.<43
$$1（O）中，构建表达质粒.<4HB3,IJ3,D8M，并转化大肠杆菌PQ$!（J<6），进行高效表达，表达物占菌体可溶性总

蛋白的$5R。,J,3SLT<和蛋白质印迹图谱显示表达物分子量为5#UJ与融合基因编码蛋白质的理论值相符。该

蛋白质在大肠杆菌中为分泌型表达有利于纯化。VWL测定表明表达产物能特异性的与抗原K<L结合，同时邻苯

三酚法测定也表明表达产物具有,IJ酶的活性，该融合蛋白为分泌K<L肿瘤的靶向性治疗提供新的途径。
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利用单克隆抗体与相应抗原特异性结合的特性

将其与化学药物、放射性核素、免疫制剂或其它治疗

肿瘤药物相连接进行靶向性治疗已得到广泛研究，

并取得一定效果。癌胚抗原（K<L）单克隆抗体放免

治疗对结直肠癌等分泌K<L的肿瘤治疗有重要意

义。但传统以杂交瘤技术制备的完整单抗其分子量

大难以穿过血管，到达靶组织量较少效果不佳；而单

链抗体（,D8M）在保持抗原抗体结合特性的同时又

有效降低了其分子量，从而易于到达靶组织，所以是

较为理想的药物载体［!］。近年来随着对,IJ家族

的深入研究，表明人 HB3,IJ是一个由位于"E$#
基因编码的抗氧化酶，由于其紧挨着胶质细胞瘤、淋

巴瘤、卵巢癌等多种肿瘤染色体畸变的频发部位，

P29M92G［$］等提出 HB3,IJ是潜在的新型肿瘤抑制

基因（/@0(2A@..2-AA(2N-B-）；H=))=U=B［6］等研究表明

HB3,IJ具有抑制肿瘤细胞生长的功能；近年来的

研究 表 明 HB3,IJ 对 恶 性 肿 瘤 细 胞 有 抑 制 作

用［5，#］。本实验将HB3,IJ与抗癌胚抗原单链抗体

基因融合进行表达，拟为分泌K<L的肿瘤的靶向治

疗开辟另一新途径。

’ 材料与方法

’(’ 材料

’(’(’ 菌种、试剂、质粒：

大肠 杆 菌 菌 株 4T!、PQ$!（J<6），载 体.,Y

（O）、.<43$$1（O），为中国科学院上海生物化学研

究所吴祥甫教授组保存；限制酶、45J+L连接酶、

低融点琼脂糖、碱性磷酸酶底物+P4、PKWS均为

T=1D(3PVQ公司产品；J+L测序试剂盒为Z,P公

司产品；［6#,］3GL4S为L0-2AC90公司产品；丙烯

酰胺、+，+[3亚甲双丙烯酰胺等为,=N09公司产品；

WS4T为P(-C2=BN-2H9BBC-=0公司产品；J+L回收

试剂盒为华舜公司产品，其余试剂均为进口或国产

分析纯。

’(’() SKV引物：HB3,IJ引物!：#[34LKKL4T3
TLLTKLKLTKK4KKKKTLKK36[，含30(W位点，引

物$为#[3LK4K4LTL4KKTKK4KKLKKK44444
TKLLTKKL4T36[，含45+W位点；,D8M引物!为：

#[3TL4K4LTLK4TKLTTLT4K4TTLTTLT36[，

含45+W位点，引物$为：4LK4KTLTKLTK44TT
4KKKLTKLKKTLLK36[含4"(W位点。

’(’(* 抗体及免疫学试剂：鼠抗"\]=A的单克隆

抗体为XWLT<+公司产品。LYS标记的羊抗鼠多

克隆抗体为华美生物公司产品。

’() 方法

’()(’ 基因操作：质粒提取、酶切、连接、转化、鉴定

等按,9012((U实验手册［"］略加修改进行。

’()() HB3,IJ与抗癌胚抗原单链抗体基因融合

及表达质粒的构建：用HB3,IJ引物!和引物$以

含有HB3,IJ基因的.,YHB3,IJ质粒为模板［7］



进行!"#扩增，条件为：$%&变性%’(，)*&退火

+,-.，/*&延伸/’(，01个循环，最后延伸+1,-.，扩

增后的产物平端连入234（5）载体，连接产物转入

大肠杆菌67+，经 测 定 其 序 列 正 确 后 以 !"#8及

$%&8酶切，低熔点胶分片段；用39:;引物+和引物

*以含39:;基因的2<639:;质粒为模板［=］进行

!"#扩增，$%&变性%’(，’)&退火+,-./*&延伸

/’(，01个循环，最后延伸+1,-.。扩增后的产物平

端连 入234（5）载 体，连 接 产 物 转 入 大 肠 杆 菌

67+，经序列测定正确后以$%&8及$’#8酶切，低

熔点胶分片段。把两片段和经!"#8及$’#8双酶

切的载体2<6>**?（5）相连接，连接产物转入大肠

杆菌67+，经酶切鉴定，质粒构建如图+。

图+ @.>3AB和39:;融合基因表达质粒

2<6@.3AB>39:;构建图

:-CD+ "E.(FGH9F-E.EI@.3ABJ.K39:;IH(-E.CL.L
LM2GL((-E.2NJ(,-K2<6@.3AB>39:;

!"#"$ @.>3AB与抗癌胚抗原单链抗体融合基因

在大肠杆菌中的表达：所用表达质粒2<6>**?（5）

启动子为噬菌体的6/启动子，8!67诱导表达，含

表达质粒的单克隆菌OP*+（B<0）0/&培养过夜，按

*Q接种量转接于),PPO培养基中，0/&培养*R
后，取+,P菌液，测()11；并收集菌体作为诱导表达

前 的 对 照，其 余 菌 液 中 加8!67 至 终 浓 度 为

+,,EN／P，加@.*5至终浓度为’11!,EN／P；最佳诱

导表达条件()11为1S%"1S)左右，8!67诱导表达

约0R后，取+,P菌液测()11并收集菌体。

!"#"% 3B3>!T7<和蛋白质印迹：按3J,?GEEU实

验手册进行，诱导前和诱导后的样品按1S+)* 值

+1!P!O3悬浮菌体，加等体积的*V上样缓冲液，

沸水浴’,-.，进行+*Q3B3>!T7<以考马斯亮蓝

染色。蛋白质印迹在3B3>!T7<后电转移至硝酸

纤维膜上。以鼠抗)VW-(的单克隆抗体为一抗，

T4!标记的羊抗鼠多克隆抗体为二抗，用诱导前样

品作为阴性对照。

!"#"& #8T法抗原结合能力测定：表达产物’1!P，

+*’8>"<T+11!P（=11192,）和1S+QO3T+’1!P混

匀，0/&温育0R，加入*’Q!<7（)UB）和正常人血

清混匀，%&，0111G／,-.，*1,-.测定放射性记数，计

算结合率，阳性对照为鼠抗"<T单抗</O+1，阴性对

照为诱导前样品。

!"#"’ 3AB活性测定：收集的菌体溶于!O3，超声

处理，取上清用邻苯三酚法［$］测定表达产物的酶活

性，以诱导前样品作为阴性对照。

# 结果

#"! ()*+,-与抗癌胚抗原单链抗体基因融合及

表达质粒的构建

@.>3AB与抗癌胚抗原单链抗体基因融合的中

间连入了一段编码连接肽（7777）的+*个核苷酸

和编码两个氨基酸残基3#的$%&8酶切位点，以保

证两蛋白的空间构型相互影响较少，其0X端与表达

载体上)VW-(相接，并保持阅读框架不变（见图

*）。

#"# ()*+,-与抗癌胚抗原单链抗体融合基因在

!"#$%&中的高效表达

#"#"! 3B3>!T7<分析：从3B3>!T7<结果（图0）

可以看到，诱导后的样品有明显的表达条带，凝胶灰

度扫描显示其表达量占其可溶性总蛋白量的*%Q，

从标准曲线上可见其表达的分子量约为%’UB，与其

理论推算值相符。

#"#"# YL(FLG.印迹分析：YL(FLG.印迹分析结果

显示，经诱导后的表达产物在分子量为%’UB处呈

阳性结果，而对照没有（见图%）。

#"#"$ #8T法"<T结合性测定：#8T法进行"<T
结合性测定表明，融合的诱导表达产物结合抗原

"<T结 合 力 约 为0%Q，阳 性 对 照 其 结 合 力 约 为

%*Q，而阴性对照其结合力小于+1Q。可见表达产

物具有特异性结合抗原"<T的能力。

#"#"% 3AB活性测定：邻苯三酚法测定结果表明

诱导表达的产物具有3AB活性约为+*0H／,C总蛋

白；而未经诱导的样品其酶活力约为+S%H／,C总蛋

白。

$ 讨论

超氧化物歧化酶（3AB）是广泛存在于动物、植

物和微生物中的金属酶，对生物体防御毒性是关键

性的。对3AB的深入研究已经证实其具有广泛的

医用价值，而且其应用范围正日益扩大。OGJ;JGK等

发现 @.>3AB基因表达量伴随细胞的癌变过程呈

正相关下降的普遍现象［*］，并通过对恶性黑色素瘤
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图! "#$%&’$%()*的核苷酸和氨基酸序列

)+,-! ./(0123+415#4414/(1456+#25(+4
718/1#(129"#$%&’$%()*,1#1

细胞的研究证实了 "#$%&’是肿瘤抑制基因的假

设［:;］；"+00+<+#等［=］发现在恶性黑色素瘤细胞中过

度表达"#$%&’可使其恶性表型逆转成正常细胞；

>?/@(?等［::］研究发现人"#$%&’基因表达的增加

能够抑制辐射诱发的肿瘤形成和增加鼠成纤维细胞

的分化能力，因此认为"#$%&’是潜在的新型肿瘤

抑制基因；A/5#,等［:!，:=］提出 "#$%&’’.B甲基

化可能是使癌生长转录失活的一种机制，并得到证

实。

目前单克隆抗体多是经杂交瘤技术生产的鼠源

性单抗，抗体的重复注射可产生人针对鼠源抗体恒

定区的人抗鼠抗体（AB"B）反应［:C］，临床应用受到

限制。利用基因工程技术进行改造制备的嵌合抗体

和人源化抗体与亲本单抗一样具有高特异性和高亲

和力，但与鼠源性单抗一样完整抗体分子量很大，不

易穿透血管到达靶组织，血循环延长清除缓慢，无法

得到高靶组织／非靶组织（D／.D）比值。为提高（D／

.D）比值近年多集中于对分子量较小、穿透性更强

的单链抗体的研究。癌胚抗原（>EB）是一种肿瘤标

志性抗原，许多肿瘤均能分泌癌胚抗原，如结肠癌、

卵巢癌、乳腺癌及部分肺癌。抗癌胚抗原抗体能与

图= "#$%&’$%()*在大肠杆菌中表达

产物的%’%$FBGE分析

)+,-= %’%$FBGE5#50H7+7"#$%&’$%()*
1IJ@177+2#J@24/(37+#!"#$%&

:-%35#45@4J@231+#65@<1@；!-%56J01K192@1LFDG+#4/(3+2#；

=-%56J015931@LFDG+#4/(3+2#

图C "#$%&’$%()*在大肠杆菌中表达产物

的蛋白印迹分析

)+,-C M1731@#$K0235#50H7+729"#$%&’$%()*
1IJ@177+2#J@24/(37+#!"#$%&

:-%35#45@4J@231+#65@<1@；!-%56J01K192@1LFDG+#4/(3+2#；

=-%56J015931@LFDG+#4/(3+2#

癌胚抗原高特异性结合，因而可用于肿瘤的靶向性

治疗。在成功制备抗癌胚抗原单克隆抗体的基础上

已进一步利用基因工程技术制备抗癌胚抗原的单链

抗体（%()*）可减少AB"B反应，为对分泌癌胚抗

原的肿瘤进行靶向性治疗，本实验将"#$%&’基因
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与抗癌胚抗原的单链抗体基因融合并在大肠杆菌中

进行表达。

本研 究 利 用 已 克 隆 到 的 !"#$%&基 因 与 抗

’()的 单 链 抗 体 基 因 进 行 拼 接 构 建 了 !"#$%&#
$*+,#-./01融 合 表 达 质 粒2(3 !"#$%&#$*+,，

2(3#445（6）为 分 泌 型 表 达 载 体，细 菌 的 信 号 肽

2789（果胶亚支酯裂合酶信号肽），融合至!"#$%&#
$*+,:端，通过信号肽，直接将产物分泌到大肠杆

菌内膜与细胞外膜之间的周质；超声波破碎离心后

进行$&$#;)<(，从图谱可见表达产物主要存在于

上清中，可以直接用上清纯化，因此该表达产物的分

泌型表达易于其分离纯化。其表达量占菌体可溶性

总蛋白的4=>。$&$#;)<(图谱显示在分子量为

=?@&处有明显的表达条带。蛋白质印迹图谱也显

示在分子量为=?@&处有明显的条带，与 !"#$%&#
$*+,#-./01基因编码的理论推算值相符。对表达

产物用AB)法进行’()结合活性测定，融合蛋白

具有结合其特异性抗原’()的能力，同时邻苯三酚

法测定表明表达产物具有$%&酶的活性。

本实验成功地在大肠杆菌中表达了 !"#$%&
与抗癌胚抗原单链抗体的融合基因，该蛋白既能与

癌胚抗原特异性的结合，又具有$%&酶的活性，为

进一步研究 !"#$%&抑制肿瘤细胞的生长及对分

泌癌胚抗原的肿瘤进行靶向性治疗奠定了基础。有

关该融合蛋白是否具有抑癌功能的动物实验正在进

行之中。
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