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抗 !"#$嵌合抗体片段 %&’(突变体的表达和活性研究

刘银星 熊冬生 范冬梅 邵晓枫 许元富 朱祯平 杨纯正"

（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 利用 FGH方法从抗 GI$%单链抗体（J<7K）表达载体上扩增抗 GI$%抗体轻链可变区基因（’L）、重链可变区

基因（’M），同时在抗体的可变区引入突变，然后将 ’M、’L 基因重组到 7-CN表达载体 AOP7!中，构建抗 GI$%嵌合抗

体 7-CN片段表达载体，并在大肠杆菌 !5<"中进行高效可溶性分泌表达。经大量的筛选，获得一个产量和活性均有
所提高的突变克隆。其突变位点在轻链可变区的 GIH!区，即 Q66#2（J4R#2S>）。突变的抗体的表达量为每克干
菌 #T0 :?，而未突变抗体的表达量为每克干菌 !*# :?。突变体的亲和力常数 3-为 $*$ U !%" LV:()，约为突变前的 $
倍。竞争性免疫荧光抑制实验表明，突变的 7-CN片段能竞争性抑制鼠源性抗 GI$%抗体 MW16和 GI$%表达细胞 H-E;
细胞的结合，使 MW16的结合阳性率由 "0X下降至 #6*&&X，体外细胞生长抑制试验亦证明突变的 7-CN片段的抑制活

性明显高于未突变的抗体。
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单克隆抗体是理想的抗血液肿瘤的药物。Y淋
巴细胞的增殖和分化与细胞表面的膜蛋白 GI$%分
子有关。GI$%分子仅在前 Y淋巴细胞、未成熟 Y淋
巴细胞、成熟 Y淋巴细胞、激活 Y淋巴细胞中表达，
而在浆细胞、淋巴多能干细胞以及其它组织均无

GI$%的表达，在人体血清中亦无游离 GI$% 的存
在［!］。GI$%在 Y淋巴细胞中的表达特点为靶向治
疗 Y淋巴细胞瘤提供了一个理想的靶点。目前抗
GI$%的抗体主要有：H;DB8;:-C、W7&、2>D;/Y!和 MW16，
H;DB8;:-C在治疗 Y淋巴细胞瘤方面已表现出显著
的临床效果［$］。鼠源性单克隆抗 GI$% 抗体 MW16
（W?Q#）在第四届国际人类白细胞分化抗原会议上被

正式命名为 GI$% Z [［#］。我们曾经成功地将 MW16的
可变区与人的恒定区连接起来，构建并在大肠杆菌

中表达了嵌合的抗 GI$% 抗体的 7-CN片段，体外实
验亦证实其具有抑制 Y 淋巴肿瘤细胞生长的活
性［1，&］，这预示抗 GI$%抗体 7-CN片段在治疗 Y淋巴
肿瘤中有潜在的应用价值。抗体与靶点的亲和力和

抗体的产量决定了临床应用的可能性。本研究的目

的在于在嵌合的抗 GI$% 抗体的可变区中引入突
变，降低 MW16的免疫源性的同时，增强抗体与靶抗原

的亲和力，提高抗体的表达量，降低生产成本，满足

临床的需要。

) 材料与方法

) *) 材料
) *) 细胞和蛋白：人 Y淋巴细胞 H-E;细胞由本室保
存，用含 !%X的小牛血清的 HF,W!51%，于 &X G\$，

#6]下培养。抗 GI$% 单克隆抗体 MW16 和 7W3G标
记的羊抗鼠 W?Q由我所免疫室提供。
) *# 载体与菌种：抗 GI$%J<7K 表达载体 AG2+3/
2Y&9 GI$%J<7K，AOPL，AOPM，A2OP^IH以及表达载
体 AOP7为我室构建，大肠杆菌菌株 !5<" 由我室保
存。

) *+ 培养基：$ U O3 培养基；2F& 培养基：每 !%%%

:L含葡萄糖 !& ?，酪氨酸蛋白水解物 !! ?，酵母提
取物 %T5 ?，硫酸镁 %T!" ?，氯化铵 !T%6 ?，氯化钾
#T6# ?，氯化钠 !T$ ?，! :()VL三乙醇胺 !$% :L，AM
6T1。
) *, 周间质提取液：三羟甲基氨基甲烷 $& ::()VL，
乙二胺甲乙酸 !::()VL，苯甲基磺酰氟 %T! ::()VL，
蔗糖 $%X（4 V5），氯化钠 $%% ::()VL，过滤灭菌。



! "# 方法
! "# " ! !"#反应随机突变率的测定［$］：通过普通
的 !"# %&’ 聚合酶进行多聚酶链反应（!"#），随机
引入突变。简而言之，!"#的反应体积为 ()!*，体
系如下：+, --./0* 123456"/（7689,），), --./0* :"/，
,9+; 123<.= >5+,,，,9 ,+;（$0%）?@/A<3=，+9 ) --./0*
B="/(，( 9 ) --./0* B?"/(，, 9 () --./0* C’1!，, 9 ()
--./0* C"1!，, 9() --./0* CD1!，, 9 () --./0* C11!；
含有 EFDG受体 +5H区片段（:%#+5H，8I+ J7）的载体
7’KL:%# 为模板，+ =?；上游引物（ )M5’’’’’5
D’’1’1"D"’111"11"11D5HM）和下游引物（)M5""D5
"’1D""D "D"1’1D"DD"’"D"DD11""’D5HM），各 (,
7-./；( N 的 !"# %&’ 聚合酶。反应条件为：8OP，
+ -3=，)+P，+ -3=，I(P，H -3=，+) 个循环。对 !"#
产物测序，计算该反应条件下的随机突变率。

! "# " # 抗 "%(, 抗体 GAJM突变库的建立：抗 "%(,
抗体 GAJM表达载体的构建参见文献［O］。简而言之，
以抗 "%(,4QGR 表达载体 7"’&1’S)F"%(, 为模板，
分别以 !+ 和 !(，!H 和 !O 为引物扩增 E* 和 E6 片

段，反应条件与上述相同。分别以 &’(T U )*"T、
&’(T U +,-T消化 E* 和 E6，然后重组到带有人免疫

球蛋白相应 "6+、"* 的 7KL6+、7KL*载体相应的内
切酶位点中，构建成 7KL6+QC(, 和 7KL*QC(, 载体。
将载体 7KL6+QC(,和 7KL*QC(,分别电转化 +$Q8菌
株后，收集所有的生长菌落，提取 7KL*QC(,、
7KL6+QC(,质粒。分别以 &’(T U ./0T、+*0T U +*/T
消化 7KL*QC(,和 7KL6+QC(,，琼脂糖电泳分离纯化
含 E*、E6 的相应 %&’片段，利用 ./0T、+*0T同裂酶
的特点，将这两个片段和经 &’(T U +*/T消化所得的
7KLG 载体片段连接成抗 "%(, GAJM表达载体
7KLG+QC(,，电转化 +$Q8菌株后构建成抗 "%(, GAJM
抗体库。

引物 +：)M5D"1’"’’’"D"D1’"D"1D’"’1"D’D"1"
5HM（&’("）
引物 (：)M5111"’D"1""’""11DD1""5HM（+,-#）
引物 H：)M5D"1’"’’’"D"D1’"D"1"’DD1D’’D"1D
5HM（&’("）
引物 O：)M5D’""D’1DDD"""11DD1DD’DD"1D’DD5
’D’"DD15HM（)*""）
引物均由上海生工生物工程公司合成。画线部分为

酶切位点。

! "# "$ 抗 "%(, GAJM片段的表达筛选：随机挑取单
菌落，于 + -* ( V K1培养基中（含 ),!?0-*氨苄青

霉素），HIP，(,, 20-3= 振荡培养过夜；离心收集菌
体，将菌体重悬于 O -* ’!) 培养基（含 ),!?0-*氨
苄青霉素），H,P，振荡培养 (O W；离心收集菌体，将
菌体于 X (,P冷冻 + W，化冻后，加 +-*周间质提取
液，将菌体打散，OP轻摇 + W，((,,, ?，OP离心 (,
-3=，收集上清。以同样的样品量进行 Y%Y5!’DF电
泳和 Z@4<@2=5J/.<检测。
! "# "% 抗 "%(, GAJM片段的分离纯化：将表达较高
的克隆进行扩大培养，收集菌体裂解液上清并经

!2.<@3= D ’?A2.4@（DTS"[S#*公司）亲和层析柱分离。
! "# "& Y%Y5!’DF电泳和 Z@4<@2=5J/.<检测：表达产
物经 Y%Y5!’DF电泳后，将其转移到硝酸纤维素膜
上，);脱脂奶溶液 OP封闭过夜，加一抗兔抗人 T?D
（GAJM）(，OP孵育 ( W，磷酸盐缓冲液（!SY）洗 H次，加
二抗辣根过氧化酶标记羊抗兔 T?D，OP 孵育 ( W，
1\@@=51234缓冲液（1SY1）洗 H 次，每次 +, -3=，然后
用二氨基联苯胺（%’S）进行显色。
! "# "’ 亲和力的测定：利用直接饱和分析法。
! "# " ( 竞争免疫荧光结合实验：将浓度为 O!?0!*
的 6TOI溶液与 + V +,$ #A]3 细胞在 OP下孵育 + W，
(,,, ?，OP离心 +, -3=，弃上清液，!SY洗 H次，将细
胞重悬于含有 (,!? 抗 "%(, GAJM片段的 H,!* 的
!SY溶液中，OP放置 + W，(,,, ?，OP离心 +, -3=，弃
上清液，!SY洗 H次，将细胞重悬于 H,!*的工作液
羊抗鼠 T?D5GT1"溶液，OP放置 H, -3=，(,,, ? 离心
+, -3=，弃上清液，!SY洗 H 次，G’"Y 测定 6TOI结合

#A]3细胞的阳性率。
! "# ") 抗体对 #A]3细胞的生长抑制作用：按 + V +,O

细胞0孔接种 8$ 孔培养板，分别加入不同浓度的
GAJM溶液，每个浓度做 H 个平行孔，HIP，);"[( 培

养 I( W，(,,, 20-3=离心 +, -3=，弃上清，每孔加入浓
度为 , 9 ( -?0-*新鲜配置的 B11 (,,!*，继续培养
O W，(,,, 20-3= 离心 +, -3=，弃上清，每孔加 %BY[
(,,!*，振荡摇匀，)O$=-，测量 12 值。

# 结 果

# "! *+,反应的随机突变率的测定
:%#+5H片段的 !"# 产物的测序结果表明，长

为 8I+J7的 :%#+5H片段平均有 (个突变，因此该反
应条件下的突变率约为 , 9(;。
# "# 抗 +-#. /012片段突变库的构建和筛选
利用 !"# 法从抗 "%(,YQGR 表达载体上扩增

E6、E* 基因，将 E6、E* 基因分别重组到 7KL6+、7K5
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!"载体中，构建成 #$!%&’()* 和 #$!"’()* 载体。
将载体 #$!%&’()*和 #$!"’()*分别电转化 &+’,菌
株后，收集所有的生长菌落，提取的 #$!"’()*、
#$!%&’()* 质粒 为 多 克 隆。酶 切 #$!"’()* 和
#$!%&’()*，得到 -" . /"、-% . /%& 相应的 012 片
段，轻链为 +3)4#，重链为 55&4#。将这两个片段重
组到表达载体 #$!6中，构建成抗 /0)* 6748表达载
体 #$!6&’()*（图 &），电转化 &+’,菌株后，构建成抗
/0)* 6748抗体库。
经过 &*9 的筛选，筛选到一株产量明显高于原

克隆 ! : "#$% &+’,（#$!6&’()*;)）的克隆。经过测序
鉴定发现 ! : "#$% &+’,（#$!6&’()*;5）克隆的轻链的
第 55位碱基 <突变为 2（/0=&区），即 >?@ )+ 2AB。

图 & 抗 /0)*抗体 6748片段表达载体示意图
6CD:& EF? ?G#@?AACHB #$!6&’()* I?’JH@ HK JF?

7BJC;/0)* 6748 K@7DL?BJ

! "# $%!&’(的表达及分离纯化
将 ! : "#$% &+’,（#$!6&’()*;5）和 ! : "#$% &+’,

（#$!6&’()*;)）分别进行扩大培养，表达产物用周质
腔提取液提取，用 #@HJ?CB <纯化，&MN >0>;O2<P电
泳分析结果显示纯化后的产物约为 3MQ0（图 ) 7和
4），与预期的分子量相同，还原后轻重链的二硫键断
裂，分子量约为 )MQ0。在抗 /0)*抗体 6748的表达
产物中，还含有一些未装配的轻重链。! : "#$% &+’,
（#$!6&’()*;5）和 ! : "#$% &+’,（#$!6&’()*;)）的表达
产物 /0)*;5和 /0)*;)有明显的差异（图 ) ’），经激
光薄层扫描 /0)*;5和 /0)*;)分别约占菌体总蛋白
的 )MN和 &)N。蛋白测定证实 /0)*;5表达量为每
克干菌 9 :R LD，/0)*;)表达量为每克干菌 & :9 LD。

图 ) >0>;O2<P电泳和 S?AJ?@B;4THJJCBD分析
6CD:) >0>;O2<P 7B( U?AJ?@B;4THJJCBD 7B7TVACA HK 7BJC;/0)*

6748 ?G#@?AACHB 7B( #W@CKC’7JCHB
7: &MN >0>;O2<P &: PGJ@7’J HK /0)*;5（ @?(W’?(）；): PGJ@7’J HK
/0)*;)（ @?(W’?(）；9 : OW@CKC?( /0)*;5（BHB;@?(W’?(）；3: OW@CKC?(
/0)*;)（BHB;@?(W’?(）；M : OW@CKC?( /0)*;5（ @?(W’?(）；+: OW@CKC?(
/0)*;)（ @?(W’?(）4: S?AJ?@B;4THJJCBD & : OW@CKC?( /0)*;5（BHB;@?;
(W’?(）；) : OW@CKC?( /0)*;)（BHB;@?(W’?(）；9: OW@CKC?( /0)*;5（@?;
(W’?(）；3 : OW@CKC?( /0)*;)（@?(W’?(）

! ") 抗体亲和力常数 !*的测定
利用直接饱和分析法测定 /0)*;)和 /0)*;5的

亲合力，经 >’7@J’F 作图（图 9）计算表明，/0)*;) 和
/0)*;5 的 &7 分别约为 & X &*, "YLHT和 )Z) X &*,

"YLHT。因此，/0)*;5 与 =7[C 细胞的亲合力高于
/0)*;)。

图 9 抗 /0)*抗体 6748亲和力的测定
6CD:9 0?J?@LCB7JCHB HK &7 KH@ ’FCL?@C’ 7BJC;/0)*

7BJC4H(V K@7DL?BJA 4V >’7@J’F #THJA

! "+ 竞争免疫荧光结合实验
为了检验 /0)*;5 结合特异性，我们进行了

/0)*;5和 %\35竞争性免疫荧光抑制实验。结果显
示，=7[C细胞结合 %\35的阳性率为 ,R N（图 3(），而
在 /0)*;)片段存在的条件下，=7[C细胞结合 %\35的
阳性率为 5* :R+ N（图 3’），在 /0)*;5片段存在的条
件下，=7[C 细胞结合 %\35的阳性率为 95 : MM N（图

34）。结果表明 /0)*;5 片段与 /0)*;) 片段均具有
/0)*结合活性，都能够竞争性抑制 %\35与 =7[C细胞
结合，/0)*;5的抑制 %\35结合 =7[C细胞的活性强于

/0)*;)。
! ", -*./细胞体外生长抑制试验

]EE法检测抗 /0)*抗体 6748片段对 =7[C细胞
生长的抑制试验的结果说明，/0)*;5 和 /0)*;) 对
=7[C细胞的生长均具有抑制作用（图 M），前者的的生
物活性明显高于后者，这与亲和力的实验结果相符

合。

# 讨 论
近年来，一系列的研究表明抗 /0)* 单克隆抗

体治疗 ^细胞淋巴瘤有着较好的疗效。抗 /0)*单
克隆抗体不仅可以有效的降低 ^ 细胞淋巴瘤的复
发，还可以与化疗药合用时降低化疗药的 \/M* 值，
减轻毒副作用。这就为其在今后肿瘤免疫治疗中的

广泛应用奠定了基础。但鼠源性的单克隆抗体具有

较强的免疫源性，在用于人体时会导致体内产生强

35) 生 物 工 程 学 报 &,卷



烈的人抗鼠（!"#"）反应，杂交瘤技术难以提供临
床治疗所需要的抗体。基因工程抗体的发展为解决

这一难题提供了一条新途径。

图 $ 竞争免疫荧光结合实验
%&’($ )*+ ,-./+0&0&1+ &..23-452-6+7+3,+ &3*&8&0&-3 9779:7 -4 930&;<=>? 930&8-@: 469’.+307 8: %"<A

9( BCA；8( !D$E F <=>?;E；,( !D$E F <=>?;>；@( !D$E

图 G 抗 <=>?抗体对 H9I&细胞生长的抑制作用
%&’(G J44+,0 -4 930&;<=>? 930&8-@: 469’.+307 -3

/6-5&4+690&-3 -4 H9I& ,+557

在抗体中引入少量的突变可改变抗体的表达和

活性。例如，!-6K&0L等对轻链可变区的 %HM进行改
造后，原来表达量低的轻链的表达量可提高 E倍［E］。
A+6’+:等发现抗 <=N抗体的重链（O52 PP O53）和（<:7
M?G A+6）两个位点发生突变可影响抗体 <=N A,%1片
段的表达量，且抗体与抗原的结合活性保持不变［Q］。

<=>?;E 的突变位置处于轻链高可变区 <=HM 区
（R>P），我们用计算机分子模拟（D37&’*0!S#AD）的结
果证实，轻链的 <=HM区的 >$;NN位氨基酸为抗原结
合区之一，但轻链 R>P 的突变（A+6!"73）对抗体高
可变区（<=H7）的构象没有任何显著影响，几乎与
<=>?;>相同［T］，但它有可能对抗体局部的氨基酸极
性有影响，增强了抗体与抗原的结合能力，表现为亲

和力的增加。R>PA;U的突变影响了抗 <=>? %98V片

段在大肠杆菌中的高表达，分析其原因，可能是 R>P
A;U突变后，改变了抗体片断 U端紧随信号肽后的
>? W N?个残基组成的局部跨膜构象，使得信号肽穿
膜效率和穿膜后的被切割效率提高，从而大大提高

了抗体片段被可溶性释放到外周质中的产量。生物

学活性实验结果初步显示突变前后抗 <=>? 抗体
%98V片段的结合活性有一定的差异，二者均能与
<=>?F的 H9I&细胞特异性结合，但这两种抗体片段
的亲合活性均低于亲代鼠源性抗体，主要原因是亲

代鼠源性抗体是双价的，%98V抗体片段是单价的，因
此后者不能完全竞争和取代前者与 H9I& 细胞的结
合。
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《生物工程学报》加入“万方数据———数字化期刊群”的声明

为了实现科技期刊编辑、出版发行工作的电子化，推进科技信息交流的网络化进程，我刊现已入网“万方数据———数字化

期刊群”，所以，向本刊投稿并录用的稿件文章，将一律由编辑部统一纳入“万方数据———数字化期刊群”，进入因特网提供信

息服务。有不同意者，请事先声明。本刊所付稿酬包含刊物内容上网服务报酬，不再另付。

本刊全文内容按照统一格式制作，读者可上网查询浏览，并订阅本刊。（*//Z：̂^9-):YA= Z4,.+3.:’59= :+?= :(）
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