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一种新型肿瘤血管抗体!"#的基因克隆与表达

吴小平 张志强 杨东玲 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 !$$$3$）

摘 要 鼠单克隆抗体4423是我室研制的一株新型抗肿瘤血管抗体，体内实验证明它可以抑制血管生成，抑制
肿瘤生长。从分泌抗体4423的杂交瘤细胞中提取总5)4，采用逆转录/675（58/675）分别扩增重链9:及轻链

!，并进行序列测定。将9:和!链依次与噬菌粒;7&,-<=连接，构建;7&,-<=/44239>-表达载体。在大肠杆菌
中表达了44239>-。免疫印迹表明该9>-片段识别分子量为!$$?@的蛋白，具有原抗体4423的抗原特异性。

44239>-是研究抗体4423作用机理的工具，也为制备重组免疫毒素，尝试肿瘤血管靶向治疗实验打下了基础。
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肿瘤的生长和转移依赖于血管生成（4CDE&D+C/
+FEF）［!］。肿瘤的迅速生长、浸润和转移，均需要肿瘤
血管供给氧和营养。如果没有血管生成，实体瘤的

生长直径不会超过#,,；血管生成亦是肿瘤转移过
程的关键环节，无血管期的肿瘤没有转移能力。通

过抑制肿瘤血管生成，切断肿瘤的血供，可以有效地

抑制肿瘤的生长和转移。针对肿瘤血管上的特异性

的靶标研制肿瘤抑制剂，是目前肿瘤研究领域的一

大热点。

用经肝癌细胞培养上清刺激的人脐静脉内皮细

胞（=G%H7）免疫小鼠，本室制备了一株肿瘤血管
特异抗体4423，它可与#$余种肿瘤组织的血管特
异结合，不仅能够抑制和杀伤=G%H7细胞，而且
能够抑制平滑肌肉瘤和胰腺癌的生长和转移，是一

株特异、高效的肿瘤血管抗体，有希望成为理想的肿

瘤血管导向治疗抗体［#］。初步的鉴定实验表明，

4423所对应的靶标不同于目前已知的血管内皮标
志物，如"#$<

［<］，%HI9受体［1］，H/选择素［0］，HC/
:&FE>’EC［"］，及HC:&D’EC［B］等，很可能是一种新的血管
内皮标志分子。本实验从分泌抗体4423的杂交瘤
细胞中克隆了4423基因，构建并在大肠杆菌中表
达了抗体片段9>-，它保持了抗体4423的抗原特
异性，在新型基因重组免疫毒素的制备及肿瘤血管

靶向治疗等方面有着广阔的应用前景。

$ 材料和方法

$%$ 材料
分泌抗体4423的杂交瘤细胞由本室保存。噬

菌粒;7&,-<=承海军总医院王琰教授惠赠。大肠
杆菌JK!/L’M+为本室保存。碱性磷酸酶（46）标记
抗鼠9>-抗体购自NED,>公司。8.EO&’试剂（用于
提取细胞总 5)4）和 NM;+.FP.E;Q6.+>,’EREP>QE&C
NSFQ+,（用于反转录合成P@)4）均为ITL7U公司
产品。675产物回收试剂盒，购自AT4IH)公司。

;IHV/8质粒、限制酶及81连接酶购自6.&,+D>
公司。抗体4423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。其它试剂为国产分析

纯。

$%& 方法

$%&%$ 抗体4423基因克隆及9>-重组表达质粒
的构建：细胞总5)4提取及P@)4合成参照试剂
盒说明进行，离心收集细胞（约0W!$"%"W!$"），加
入!,K8.EO&’试剂，吸打细胞，室温放置0,EC，氯仿
抽提，取水相，等体积异丙醇沉淀5)4，B0X乙醇洗
涤沉淀，室温干燥，用去5)>F+水悬起沉淀。以所
得5)4作模板，&’ED&:8为引物，反转录合成P@/
)4，用作675扩增的模板。用于扩增重链9:的引
物是!，0’>DDQPP>DPQDPQPD>DQPQDD<’（含3"(T切



点）和!，"’#$%$%&$&%$#%###&&&#&%###&%&’’（含

!"#(切点）。用于扩增轻链!的引物是’，"’#$%$%%
#$#&%&#%#$%#$&（&／$）&$（#／$）（%／$）&%&&’’（含

!$%(切点）和)，"’#&%&%$#$$$#&%%$%%$$&$&%&$%%
&&%#%%#$$’’（含&’$(切点）。*+,反应条件-).，

/012，"!.，/012，3!.，/012，’"个循环。*+,产
物经/4琼脂糖凝胶电泳后，回收约35567处的特
异扩增带，分别与789:;<质粒连接，转化大肠杆
菌=>""。采用*+,和酶切筛选重组789:;<;?@
和789:;<;!，分别以<’和<3通用引物从两个方
向测序。

!$%(和&’$(双酶切789:;<;!，与经同样双
酶切的7+A06’>质粒大片段连接，转化大肠杆菌

BC/;DEFG，鉴定重组质粒7+A06’>;!。
设计?@链"’端引物"’$##%&&$#&%##%&#$&%

&%##’’（含!$((切点），将原&)*(切点换为与其有
匹配粘端的!$((，以789:;<;?@为模板，与引物!
再扩增?@，经&)*(和!"#(双酶切，与经同样双酶
切的7+A06’>;!质粒连接。构建7+A06’>;?$6。
用+)#(和!"#(切除噬菌粒7+A06’>上的噬菌体
外壳蛋白(((基因，然后载体自连，即构建成功

7+A06’>;?$6可溶性表达质粒。

!"#"# HH-I?$6在大肠杆菌中的表达及HH-I?$6
粗提液制备：重组可溶性表达质粒7+A06’>;?$6转
化大肠杆菌BC/;DEFG，在CD培养基中培养至,-
J5K"，加(*<8至终浓度/00AE／C，’5.诱导培养

/!L，离心收集菌体。采用超声法破碎细胞，离心收
集破碎上清液，即为重组?$6粗提液。

!"#"$ MGN%GO2DEA%%12#检测重组?$6的表达：?$6
粗提液经/54P=P;*H89，电转移至硝酸纤维素膜
上，"4脱脂奶粉*DP封闭后，用碱性磷酸酶（H*）标
记的抗鼠?$6抗体检测?$6的表达，具体操作参见
文献［I］。

!"#"% MGN%GO2DEA%%12#检测重组?$6的抗原结合
活性及特异性：将抗体HH-I对应的抗原提取液经

I4P=P;*H89，电转移至硝酸纤维素膜，"4脱脂奶
粉／*DP封闭/L，加 ?$6粗提液，’3.温育!L，

5K5"4 <QGG2;!5／*DP和*DP各洗膜’次，每次

"012，加H*;抗鼠?$6抗体，用氮蓝四唑（RD<）／";
溴;);氯;’;吲哚;磷酸（D+(*）底物显色。以抗体

HH-I作阳性对照，抗原与H*;抗鼠?$6抗体的反应
以及抗原与空菌包周质提取液的反应作阴性对照。

!"#"& 重组?$6相对亲和力的测定［-］：将抗体

HH-I对应的抗原提取液包被-S孔酶标板，"4脱

脂奶粉／*DP封闭后，分别加入?$6粗提液和抗体

HH-I，’3.温育!L，5K5"4<QGG2;!5／*DP和*DP
各洗板’次。加入不同浓度（5，5K!，5K)，5KI，/K!，

/KS，!K50AE／C）的R>)P+R溶液各"5#C，室温放置

/"012，用*DP洗板’次。加H*;抗鼠?$6抗体，

’3.温育/L，用对硝基苯磷酸（*R**）底物显色，

D1A;,$@0A@GE""5酶标仪上测定.)/5。.)/5下降

"54时相应的R>)P+R浓度作为相对亲和力的指
数。

# 结果与讨论

#"! ’’()抗体片段基因克隆和重组*+,表达质
粒的构建

从分泌抗体 HH-I的杂交瘤细胞中提取总

,RH，以AE1#A;@<为引物，合成&=RH，并以此为模
板，分别扩增?@和!链，琼脂糖电泳检测，可在约

35567左右见到特异的扩增带。胶上回收扩增带，
分别与789:;<载体连接，测序。与T$6$%免疫球
蛋白基因数据库［/5］相比较，确证所扩增的是抗体基

因。

测序结果表明，?@链基因的恒定区中有一个

&)*(切点，因此用&)*(和!"#(直接将?@链亚克
隆至7+A06’>载体上时，会切断?@基因，重新设
计合成?@的"’引物为"’$##%&&$#&%##%&#$&%&%#
#’’，将原引物中的&)*(切点换成!$((切点，以

789:;<;?@作模板，扩增出?@链，然后依次将?@
和!链装入7+A06’>质粒。以+)#(和!"#(双酶
切去 除 噬 菌 体 基 因 (((（约 "5567）后，完 成

7+A06’>;?$6表达质粒的构建。?@和!链*+,产
物及重组质粒酶切鉴定如图/所示。

#"# ’’()*+,在大肠杆菌中的表达

7+A06’>是一双顺反子质粒，C$&U启动子控
制一个转录单位，一条0,RH翻译出?@和!链，分
别在V07H和*GED信号肽引导下至细菌包周质腔，
两者通过二硫键连接，组装成?$6。用H*标记的抗
鼠?$6抗体检测?$6的表达如图!所示，在约)IW=
处可见特异条带，分子量与根据核酸序列所预测的

一致。表明在大肠杆菌中获得了重组HH-I?$6的
表达，但其表达量较低，约"##／0C。

#"$ 重组*+,的抗原结合活性
采用 MGN%GO26EA%%12#方法检测重组?$6的抗

原结合活性。抗原经P=P;*H89，电转移到硝酸纤
维素膜上，与?$6粗提液反应后，用H*标记的抗鼠

?$6抗体检测。结果表明?$6特异识别分子量约
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!""#$的条带，其识别的抗原与抗体%%&’的相一
致，结果如图(所示。

图! )*和!链基因扩增产物及重组

+,-./(01)2/的酶切鉴定

)345! 6718,62.+93:3;*4;<;=-:%%&’2<*;<>?.;
*34;=@3-<3*;<@3:3A2@3-<-:B;A-./3<2<@+,-./(01)2/

!C$D%.2B#;B；EC!AF23<2.+93:3;*:B-.A$D%；(C!"#G2<*$%"G
*34;=@3-<-:B;A-./3<2<@+,-./(01!；HCIJ；KC)*AF23<2.+93:3;*

:B-.A$D%；LC)*AF23<2.+93:3;*:B-.B;A-./3<2<@+,-./(01

)2/；MCI0

图E N;=@;B</9-@@3<4鉴定%%&’)2/的表达

)345E N;=@;B</9-@@3<42<29?=3=-:
@F;;O+B;==3-<-:%%&’)2/

图( N;=@;B</9-@@3<4分析重组

)2/的抗原特异性

)345( N;=@;B</9-@@3<42<29?=3=-:@F;
2<@34;<=+;A3:3A3@?-:B;A-./3<2<@)2/

!C7F;B;A-4<3@3-<-:%%&’@-3@=2<@34;<；EC6;A-./3<2<@)2/B;A-41

<3>;*@F;=2.;+B-@;3</2<*2=3@=+2B;<@%%&’*3*

!"# 重组$%&的相对亲和力
用硫氰酸盐洗脱法测定)2/与%%&’的相对亲

和力。对于)2/，当纵轴数值下降为!5L&&，即&’
下降为不加硫氰酸氨时的K"P时，相应的硫氰酸氨
浓度是!5E，即)2/的相对亲和力指数是!5E。而对
于%%&’，相应的硫氰酸氨浓度是!5L，其相对亲和
力指数是!5L（图H）。说明大肠杆菌表达的重组

)2/对抗原的亲和力略低于原抗体%%&’。

图H 硫氰酸盐洗脱法比较重组

)2/与抗体%%&’相对亲和力

)345H ,-.+2B3=-<-:B;92@3Q;2::3<3@?
/;@R;;<B;A-./3<2<@)2/2<*%%&’

’ 讨 论
由于杂交瘤中也可能存在多克隆抗体可变区

.6D%，有时仅用6718,6不能得到功能性单抗基
因［!!］，通过建立杂交瘤A$D%噬菌体抗体库，用固
相抗原筛选有可能获得功能性的抗体基因。噬菌粒

+,-./(0可用来构建噬菌体文库。所幸我们用

6718,6法即获得了抗体基因，且可溶性表达后，检
测到了其抗原结合活性，无需建库筛选功能)2/片
段。

抗体片段在细菌包周质中的折叠是抗体产量的

瓶颈因素［!E］，我们用酶标抗!链抗体检测结果显
示，有大量的未组装成)2/的!链，分子量约EH#$，
这是造成重组)2/表达量较低的重要原因之一。影
响)2/组装和有效折叠的因素很多：降低细菌培养
温度可能有助于抗体的组装和折叠；抗体基因中部

分氨基酸的点突变可能影响抗体的折叠效率；宿主

菌的种类也是影响功能性抗体片段产率的因素，不

同宿主菌的二硫键异构酶和脯氨酸顺反异构酶的活

性，及蛋白水解酶的活性都将会影响抗体片段的组

装、折叠和分泌。在我们实验中发现，用$0K"作宿
主菌表达时，)2/的得率较低，N;=@;B</9-@@3<4鉴定
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中出现分子量小于!"#但可被抗!链抗体识别的阶
段。而用$%&’()*+作宿主时，则没有观察到这一现
象。

,,-.抗体所识别的抗原位于新生的血管内皮
上，其分子量约&//01。本室目前正通过层析分离
提纯、蛋白质氮末端测序，以及建立内皮细胞213,
表达文库，对该抗原的进行鉴定。初步的实验表明，

该抗原分子可能含有多个亚基，与目前已报道的肿

瘤血管内皮特异标志物均有所不同。该分子可能是

肿瘤新生血管所特有并参与肿瘤生长和转移的一种

新的靶分子。

比较抗体片段!"#和完整,,-.抗体在体内对
血管的作用，有助于了解,,-.抑制血管生成的作
用机理，如是否通过!2段介导而起作用，是否与抗
体的“价”有关，或其作用仅仅是抗体对于其内皮细

胞上抗原的封闭作用。
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