
!" 卷 # 期

$%%& 年 " 月

生 物 工 程 学 报

!"#$%&% ’()*$+, (- .#(/%0"$(,(12
’()*!" +(*#

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
,-./-01-2 $%%&

收稿日期：$%%&3%43!5，修回日期：$%%&3%63&%。

基金项目：76& 计划（中试基金国科生字 $%%%!4! 和 $%%!88$!#&4!）和天津重大基金（+(*%%&!!"#!!）。

" 通讯作者。 9-)：763$$3$5$&%54%；:;<：763$$3$5$&%54%；=30;>)：?@A;BCD.E1)>?* /./ * /F * ?B
参加本工作的还有：彭 晖，杨 铭，朱桢平

抗 !"# 基因工程嵌合抗体 $%& 在哺乳动物细胞中的表达和活性测定

邵晓枫 徐 晨 许元富 熊冬生 刘银星 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 利用基因工程方法将鼠源性抗 GH& 抗体 IJ9&; 的可变区和人源抗体（JCK）的完整的恒定区连接起来，构建

全抗型抗 GH& 嵌合抗体，该型抗体具有较低的免疫源性可作为免疫抑制剂应用于器官移植，减少受体产生免疫排

斥，提高移植器官的存活率。利用 LGM 方法从抗 GH& ,?:N 重组噬菌体表达载体 .G8+98O #= 上扩增抗 GH& 抗体的

轻链和重链可变区，将轻链和重链可变区组装到含有人抗体（JCK）恒定区的表达载体中，构建抗 GH& 嵌合抗体 JCK
的轻链和重链表达载体 LP+!%% 和 LK!H!%#，并用脂质体法共转染 GIQ 细胞。结果证明，抗 GH& 嵌合抗体的 ’R 和

’I 与 IJ9&; 抗体的 ’R 和 ’I 完全相符，=RJ,8 和 S-T/-2B 1)(/ 检测结果证实转染细胞的培养上清中含有抗 GH& 嵌合

抗体 JCK 的表达，表达产物能与 UE2V;/ 细胞结合，并能竞争性抑制 IJ9&; 抗体和 UE2V;/ 细胞结合活性，&I39WM 掺入实

验表明，抗 GH& 嵌合抗体与亲代抗体 IJ9&; 一样，具有促进外周血单核细胞增殖的作用。我室构建的全抗型抗

GH& 嵌合抗体分子表达载体可在 GIQ 细胞中稳定表达，表达产物有较好生物活性，具有潜在的临床应用价值。
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单克隆抗体以其高度的抗原结合特异性而倍受

研究者关注，但它自身的免疫原性又阻碍了在临床

的大量应用。本实验研究目的在于利用基因工程方

法将鼠源性抗 GH& 抗体 IJ9&; 的可变区和人源抗体

的完整的恒定区连接起来，构建成抗 GH& 嵌合抗体

JCK 全分子，以降低鼠源性抗体的免疫原性，发挥抗

体分子 :? 端的生物学效应，可诱导免疫耐受有效防

止排斥反应，提高器官移植的存活时间和改善实验

性自身免疫疾病的病情，近年来，许多实验证明小剂

量 GH& 抗体在体内外具有活化 9 细胞的作用，生成

的 GH& 8P 细胞在内外可有效杀伤肿瘤细胞［!，$，&］。

IJ9&; 是由我所免疫室制备的一株能分泌较高活性

抗 GH& 鼠源单抗［4］，在此基础上我们设计构建了抗

GH& 嵌合抗体的不同片段［#］，本文构建的人源化抗

GH& 嵌合抗体载体，在 GIQ（WXY23）细胞中实现了稳

定分泌表达，其表达产物可与 GH&
Z 的 UE2V;/ 细胞特

异性结合，保持了亲代抗体与抗原特异结合的能力，

在器官移植和肿瘤治疗上都具有良好的应用前景。

’ 材料与方法

’(’ 细胞与试剂

GIQ（WXY2[ ）细胞由军事医学科学院微生物流

行病研究所王 海 涛 教 授 惠 赠，培 养 在 含 有 I9 和

!%\的 透 析 胎 牛 血 清（IA?)(B-）的 J]H] 培 养 基

（KJOGQOMR）中，UE2V;/ 细 胞 由 本 室 保 存，培 养 在

ML]M!64% 培养基（KJOGQOMR）中。L);T0>W ]>B> P>/
（^J8K=+ 公司），R>.(Y-?/;0>B- .)ET 2-;C-B/ 试剂盒和

92>@() 试 剂 盒，LR89J+_] 3+4 H+8 L()A0-2;T- I>CX
:>W-)>/A、]3]R’ 逆转录酶、94 H+8 连接酶、限制酶

.+5I!、6#$W"（KJOGQOMR），+>/2(?-))E)(T- 膜（LX;23
0;?>;），L2(/->B 8（KJOGQOMR），羊抗人 :? 抗体、IML
标记的羊抗人#链抗体（晶美生物工程公司），羊抗

人 JCK3:J9G（鼎国生物试剂公司），羊抗人 JCK3IML
（华美生物试剂公司），IML3发光试剂盒（LJ=MG=），

IML 标记的羊抗鼠抗体和 IJ9&;（中国医学科学院

血液学研究所科技公司）。



!"# 载体与菌体

抗 !"# $%&’ 重组噬菌体表达载体 (!)*+), -.
由本室构建。含有人的轻链!恒定区（!/）的轻链表

达载体 (0*122 和含有人的重链"恒定区（!3）的重

链表达载体 451"12-，由朱桢平教授馈赠。大肠杆

菌 16!7 由本室保存。

!"$ 引物

41 -89!+)5+)5!))!+5!))!+55)5+)!)++!)9
5)!)+!5)5!+9#8

4: -895)+!+)5))55)+!!)!+!)!555+!!!!59
)5!! 9#8（!"#3#）

4# -89!+)5+)5!))!+5!))!+55)5+)!)++!)9
!)55+5)5!+59#8

4; -89+!5))55)+!!)!+!)!!+5)+5)55)5)!9
55+9#8（!"#3#）

4- -8955+!))))5!++)+555)+55+!)+5+)+!9
)+!!+++++!+)5+)5!))!+9#8（$%&<$）

下划线为酶切位点。

!"% 抗 &’$ 抗体可变区的克隆及其表达载体的构建

以抗 !"# $%&’ 重组噬菌体表达载体 (!)*+),
-. 为模板，以 41 和 4: 为引物进行 4!=，扩增抗 !"#

抗体 >/ 基因片段，以 4# 和 4; 为引物进行 4!=，扩

增抗 !"# 抗体 >3 基因片段，哺乳动物分泌蛋白的

信号肽序列由引物 4- 和 4:，4- 和 4;，再次利用

4!= 方法，分别加在 >/ 和 >3 的 -8端。扩增产物 >/

和 (0*122 载体用 !"#3#和 $%&<$ 进行酶切、连

接，构建成抗 !"# 抗体的轻链表达载体 (0!#/；扩增

产物 >3 和 (51"12- 载体用 !"#3#和 $%&<$ 进行

酶切、连接，构建成抗 !"# 抗 体 的 重 链 表 达 载 体

(5!#3。

!"( &)* 细胞的转染及阳性克隆的筛选

!3?（<@ABC ）细胞的转染采用脂质体转染法，按

试剂使用说明所推荐的方法进行。将载体 (0*1229
>/ 和 (51"12-9>3 共转染 !3?（<@ABC ）细胞，细胞被

转染 :;@ 后换新鲜的 DE"E 选择培养基（含 12F的

透析胎牛血清，-22GHI/ 的 5;1J），每 ; 天换一次液，

直至细胞克隆形成。

!"+ 药物氨甲碟呤（,-.）的加压培养

将生长稳定的转染细胞系，在选择培养基中加

入 12C JGKLI/ E+M，培养 : N # 周后继续以 12 倍的

E+M 浓度梯度加压培养，E+M 浓度达到 12C ; GKLI/，

血清浓度逐渐减少，直至用无血清培养基培养。

!"/ 0-12&0
参照 +BOPKL 试剂盒说明书，提取细胞克隆的总

G=*)，在逆转录酶作用下反转录获得 %"*) 第一

链，以 %"*) 为模板，分别以 4- 和 4:，4- 和 4; 为引

物进行 4!= 扩增 >/ 和 >3 片段，并进行酶切鉴定，

以验证在 !3? 细胞克隆中存在抗 !"# 抗体 DH5 的

轻链和重链 G=*) 表达。

!"3 45678 测定抗 &’$ 抗体 69: 的表达

待细 胞 形 成 克 隆 后，收 集 细 胞 上 清，用 夹 心

./D$) 检测细胞上清中的抗 !"# 抗体 DH5 的表达。

以羊抗人 &% 抗体为包被抗体，经 1F 脱脂奶封闭

后，加入细胞培养上清和不同浓度的标准人 DH5，

;Q过夜，4,$ 洗 # 次后，加入 3=4 标记的羊抗人!
链抗体，室温孵育 : @，4,$ 洗 # 次后，加入 ?4" 底物

液显色，测 ’;72值。

!"; 抗 &’$ 嵌合抗体 69: 与抗原结合活性的测定

将浓度为 :2%HIG/ 的 3D+#R 溶液和所收集的

!3? 细胞培养上清，加入 1 S 126 TUBVRW 细胞 ;Q下孵

育 1@，:222BIGOX，;Q离心 12GOX，弃上清，4,$ 洗细胞

#次，将细胞重悬于 #2%/ 按效价稀释好的羊抗鼠

DH59&D+! 溶 液，;Q 放 置 1@，:222BIGOX，;Q 离 心

12GOX，弃上清，4,$ 洗细胞 # 次，&)!$ 测定 3D+#R 结

合 TUBVRW 细胞的阳性率。

!"!< =>?@>AB1CDE@ 免疫印迹法鉴定抗 &’$ 嵌合抗

体 69:
采用免疫共沉淀的方法，在培养上清中加入

4BKWYOX9) 使其产生沉淀，用 4,$ 离心洗 # 次，进行

$"$94)5. 电 泳 及 ZY[WYBX9\LKW 免 疫 印 迹。并 采 用

&KLOX 酚法测定蛋白含量。

!"!! $)1-F0 掺入促周血单个核细胞增殖试验

分离 新 鲜 正 常 人 外 周 血 单 个 核 细 胞，用 =49
ED16;2 完全培养基调整细胞浓度为 : S 12; IG/，将

抗 !"# 嵌 合 抗 体 DH5、3D+#R 分 别 配 成 :XHI%/、

:2XHI%/溶液，加入 76 孔细胞培养板中，每孔 -2%/，

每个浓度设 # 个平行孔，;Q孵育 #@，阴性对照加

-2%/ 培 养 基。每 孔 加 入 细 胞 悬 液 1 S 126 I-2%/，

#]Q、-F!?: 培养 ;2@，加入#39+<=（-%!OIG/），每孔

2^-%!O，继续培养 J@，用细胞收集器将细胞吸附在玻

璃纤维纸上，烘干，依次放入盛有 : G/ 闪烁液的测

量瓶内，液体闪烁仪自动测定样品的放射性，计算

$D，抗 !"# 嵌合抗体刺激管 %(G 均值I对照管 %(G 均

值。
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! 结 果

!"# 抗 $%& 抗体可变区的克隆及其表达载体的构

建和鉴定

以抗 !"# $%&’ 重组噬菌体表达载体 (!)*+),
-. 为模板，用相应的引物进行 /!0 扩增反应，扩增

产物和载体经过酶切、连接后，构建成抗 !"# 抗体

123 轻重链表达载体 (4*566789 和 (35"56-78:（图

5）。双脱氧终止法测定显示，克隆的 89 和 8: 与亲

代抗 !"# 抗体的 89 和 8: 完全相符。

图 5 抗 !"# 嵌合抗体表达载体构建流程图

&;2<5 !=>?@AB%@;=> =C DE(AD??;=> ’D%@=A =C F>@;7!"# F>@;G=HI

!"! 抗 $%& 嵌合抗体 ’() 在 $*+ 细胞中的表达

将纯 化 的 轻、重 链 表 达 载 体 (4*566789 和

(35"56-78:，用脂质体法共转染 !:J（HKCA7）细胞，以

3L5M（-66N2O9）作为选择药物，由于无血清培养基不

含次黄嘌呤和胸腺嘧啶（:+），所以只有同时含有二

氢叶酸还原酶 HKCA 与 >D=0 两种基因的细胞才能存

活。经 P Q # 周的培养，细胞形成克隆，0+7/!0 的实

验显示，在 R-6G( 的 !9 区和 5666G( 完整的 S 链，T-6
Q M66G( 之间的 &H 段，5666G( 的 &% 区，5T66 的完整

的重链，结果表明转染的 !:J 细胞中存在抗 !"# 抗

体 123 轻链和重链的 N0*)（图 P），扩增的片段经过

酶切得到的片段大小与预期相符。.91$) 检测结果

亦证实细胞培养的上清中含有抗 !"# 抗体 123 的表

达。

图 P 抗 !"# 嵌合抗体 N0*) 的 0+7/!0 检测

&;2<P )??FI =C N0*) /!0 =C F>@;7!"# F>@;G=HI
)5UVK=WD 4 %KF;>；)PU9;2K@ %KF;> !9

,5U:DF’I %KF;> &H；,PU&%；,#UVK=WD : %KF;>

!"& 竞争性免疫荧光抑制实验

&)!$ 测定结果显示，在无嵌合抗 !"# 抗体存在

的条 件 下，:1+#F 结 合 XBASF@ 细 胞 的 阳 性 率 为

Y6UYPZ，而在嵌合抗 !"# 抗体存在的条件下，:1+#F
结合 XBASF@ 细胞的阳性率仅为 LUYRZ（图 #)），表明

表达产物能抑制 :1+#F 和 XBASF@ 细胞表面 !"# 抗原

结合，并具有 !"# 结合特异性。同时为了进一步检

验抗 !"# 嵌合抗体结合活性，用抗 !"# 嵌合抗体与

XBASF@ 细 胞 直 接 反 应，&)!$ 测 定 结 合 阳 性 率 为

MMUYTZ（图 #,），表明表达产物与亲代抗体 :1+#F
具有一样的结合活性。

!", 抗 $%& 嵌合抗体 ’() 的鉴定

将培养上清做免疫共沉淀后，进行 $"$7/)3.
电泳及 VD?@AD>7GW=@ 免疫印迹后，结果显示，用羊抗

人 1237:0/ 反应后，放射显像即得到一条识别带，同

时用人 123 作为阳性对照，在相同位置也有识别带，

而无血清培养基没有此识别带（图 L）。其表达量为

6UR!2ON9 培养上清。

!"- 抗 $%& 嵌合抗体 ’() 体外促外周血单个核细

胞增殖作用
#:7+H0 掺入实验表明，抗 !"# 嵌合抗体与亲

代抗体 :1+#F 一样，具有促进外周血单核细胞增殖

的作用（图 -）。

& 讨 论

近年来，随着基因工程技术的发展，国内外许多

实验室纷纷对鼠源抗体进行改造，构建小分子抗体

或人7鼠嵌合抗体［R，T，M］。通过基因工程抗体的研制、

开发和应用，嵌合抗体可保持鼠源抗体的特异性，又

降低了对人体的免疫原性。嵌合抗体是用人源抗体

的恒定区取代鼠源性抗体的恒定区而得来的一种组

YP-- 期 邵晓枫等：抗 !"# 基因工程嵌合抗体 123 在哺乳动物细胞中的表达和活性测定



图 ! 抗 "#! 嵌合抗体免疫竞争实验

$%&’! "()*+,%,%-+ %))./(01.(2+34+/4+ %/5%6%,%(/
789:;< 4(/,2(1；=9>?@!A；!9>?@!A B A/,%C"#! A/,%6(DE

;89$2++ 3+2.) 4.1,.2+ )+D%.)；=9 A/,%C"#! A/,%6(DE

合抗体，嵌合抗体去除了鼠源抗体中免疫原性较强

的恒定区，代之以人的恒定区，因而嵌合抗体的免疫

原性大为降低。我们通过基因工程技术，建立了稳

图 F 抗 "#!嵌合抗体 <#<C:7GH及 I+3,+2/C61(, 免疫印迹图

$%&’F <#<C:7GH A/D I+3,+2/ 61(, (0 A/,%C"#! A/,%6(DE
79<#<C:7GH

897/,%C"#! A/,%6(DE；=9>?@!A；!9>.)A/ ?&G；

F9$2++ 3+2.) 4.1,.2+ )+D%.)
;9I+3,+2/C61(,

89>.)A/ ?&G；=9$2++ 3+2.) 4.1,.2+ )+D%.)；!97/,%C"#! A/,%6(DE

图 J !>C@DK 掺入促单核细胞增殖实验

$%&’J !>C@DK %/4(2*(2A,%(/ A33AE (0 *2(1%0+2A,%(/
(0 :;L" %/ ,5+ *2+3+/4+ (0 A/,%C"#! A/,%6(DE

定分泌抗 "#! 嵌合抗体转染的细胞株，且经多次冻

存和复苏仍具有稳定分泌抗 "#! 嵌合抗体的能力。

从 $7"< 测定及!>C@DK 掺入体外刺激外周血单核细

胞增殖反应试验来看，其结果显示，抗 "#! 嵌合抗

体与鼠源性抗体 >?@!A 竞争结合 M.2NA, 细胞，结合

位点基本一致，并能促进外周血单核细胞的增殖，为

其在临床应用上提供了可靠的实验数据。

抗 "#! 抗体是细胞多克隆刺激剂，在低浓度

"#! 抗体在体内外具有活化 @ 细胞作用，并能通过

@"K 途径刺激活化增殖，诱导 :;L" 和脾淋巴细胞

中多种细胞的细胞毒活性，在 ?OC= 的协同下，杀伤

肿瘤细胞，促进细胞产生多种与机体免疫机制有关

的细胞因子，这也是人体内免疫系统控制和杀伤肿

瘤细 胞 的 主 要 机 制 之 一［P，8Q，88］。因 此，嵌 合 抗 体

（?&G）是完整的抗体分子，因其含有人抗体的 $4 段，

所以能有效地与效应细胞上的 $4 受体结合，嵌合抗

体可用于抗肿瘤、抗感染、抗自身免疫等疾病的治

疗。实验证明本文所构建的抗 "#! 嵌合抗体分子

表达载体可在 ">R 细胞中表达，且由于前导序列的

存在，抗体分子为分泌性表达，所表达的抗体分子具

有与 "#! 抗原特异性结合活性，使其今后有可能开

发成为一种可用于临床治疗的生物技术药物。
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