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摘 要 采用酶切连接和重叠 ?@A 连接两种方法将抗黑色素瘤单链抗体基因和去除 + 端信号肽的金黄色葡萄球

菌肠毒素 B 基因进行融合，并将融合基因克隆于 C64$517 表达载体上，转化大肠杆菌 DE$!（F6&）。用 +81+4B 系统

对表达产物进行分离、纯化。G44 法检测融合蛋白对黑色素瘤细胞的体外抑制率。结果表明 #H8<1I>J,1I6B 融合蛋

白可在 3 * 0(,# DE$!（F6&）中稳定表达，表达量占菌体蛋白的 &%K，主要以包涵体的形式存在。融合蛋白可通过激

活效应细胞对表达相关抗原的黑色素瘤细胞发挥抑制作用。
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金黄色葡萄球菌肠毒素 B（IN7COP)(>(>>7) -=N-0(1
N(Q8= B，I6B）是金黄色葡萄球菌产生的系列肠毒素

之一，也是一种重要的细菌超抗原。它在主要组织

相容性复合体（GH@）!类分子的递呈下，只需极小

的剂量（!%R !$ .()SE）就可以刺激比普通抗原多数千

倍的 ’"特异性 4 细胞增殖，并释放大量细胞因子，

是一种极好的免疫调节剂和增效剂［!］，近年来被广

泛应用于肿瘤治疗。为了增强 I6B 的抗肿瘤特异

性，T7))7=U 等用基因工程手段构建了 I6B 和抗结肠

癌单克隆抗体 @$!M、@$2$ J7/ 片段的融合蛋白，并

证明它可以提高 I6B 对肿瘤细胞的亲和力，减少对

GH@!类分子的依赖性，同时保持其强烈的激活 4
细胞的特性［$，&］。B)C7VWO 等已将 @$2$J7/1I6B 融合

蛋白用于#期临床，并取得较好的治疗效果［2］。我

国对单抗导向的 I6B 研究尚处于起步阶段，目前尚

无融合基因的报道。本研究将抗黑色素瘤单链抗体

（I8=W)- >O78= ,7087/)- :07W.-=N，I>J,）基因和 I6B 基因

进行了融合表达，并证实它可以通过激活效应细胞，

对表达相关抗原的黑色素瘤细胞发挥抑制作用。为

研究 I6B 对黑色素瘤的靶向杀伤作用奠定了可靠

的实验基础。

’ 材料和方法

’(’ 细菌、载体及细胞

抗黑色素瘤单链抗体表达质粒 C64$571IJ 和金

黄色葡萄球菌肠毒素 B 表达质粒 CI6B. 为本室构

建。大肠杆菌 DE$!（F6&）及表达载体 C64$57 为本

室保存。载体 CX6G 41-7<P 购自 ?0(.-W7 公司。人

黑素瘤细胞株 E8D0 来自美国细胞菌种库（B.-08>7=
4PC- @V)NV0- @())->N8(=，B4@@），人 乳 腺 癌 细 胞 株

G@J3 由天津肿瘤医院免疫室提供。

’() 工具酶和试剂

47Y F+B 聚 合 酶、42 F+B 连 接 酶 及 限 制 酶

45%#、30(A#、6#$U$ 购 自 47T7A7 公 司；罗 氏

F+B 纯化试剂盒购自罗氏公司。+81+4B 纯化系统

购自 Z=,8N0(W-= 公司。

’(* 引物设计

根据单链抗体和 I6B 基因［M，#］的已知序列，遵

循引物设计原则，设计了 & 组引物，用于酶切连接和

?@A 连接，构建 I>J,1I6B 融合基因。

第 ! 组：

I>J, J M[ @B4B4X @BXX4XBBX@4X@BX@BX4@ &[
45%#位点

I>J, A M[ XBB44@@@X444XB444@@BX@44 &[



!"#!!位点

第 " 组

#$% & ’( %%)*++++%%*++)+%+%+%%%+%+%+%+* ,(
!"#!!位点

#$% ! ’( )%%++*%)*)%)%%%%)*)%%)%%%+% ,(
$%&-"位点

第 , 组

./ ’( ++*+*)*+**)+++)%+++**%)*++ ,(

." ’( *%%%*))%)*)%)%%%%)*)%%)%% ,(

!"# $%& 扩增 ’()* 基因

以 0$+"12#3&4 56% 为模板用第 / 组引物，按照

789 ,:;、’<9 ,:;、<"9 8:;、,: 个循环、<"9延伸 /:
=>? 的反应条件，扩增 #3&4 56%。取 /:#@ .*! 产物

在 /A的琼脂糖凝胶上电泳。

!"+ $%& 扩增 ’,- 基因

以质粒 0#$%= 为模板，用第 " 组引物，按下述

条件：78 9 ,:;、8’ 9 ,:;、<" 9 8:;、,: 个循环，扩

增 #$% 56%。取 /:#@ .*! 产物在 /A的琼脂糖凝

胶上电泳。

!". /0,1 23’()*、/0,1 23’,- 重组质粒的构建

扩增的 #3&4、#$% .*! 产物经罗氏 56% 纯化试

剂盒纯化后，’B +CD 酶 <:9反应 ,:=>?，引入 % 尾。

.*! 产物和 0)$E +2FC;G 载体按 , H/ 的摩尔比混合，

+8 56% 连接酶 89连接过夜，连接产物转化 IE/:7
感受态细胞，经蓝白斑筛选，挑选重组子培养。提取

质粒 56%，酶切鉴定后送宝生物公司测序。

!"4 酶切连接构建 ’()*3’,- 融合基因

经测序证实含有正确重组的 0)$E +2#3&4 质粒

用 ’()!和 !"#!!双 酶 切，0)$E +2#$% 质 粒 用

!"#!!、$%&-"双酶切，0$+"12C 质粒用 ’()!和

$%&-"双酶切，/J’A的琼脂糖凝胶电泳纯化后，罗

氏 56% 回收试剂盒回收 #3&4、#$% 片段及 0$+"12C
粘性质粒。将三者按 ’ H ’ H / 的摩尔比混合，用 +8
56% 连 接 酶 /K9 连 接 /K L /1M。连 接 产 物 转 化

N@"/（5$,）感受 态 细 胞，筛 选 得 到 重 组 表 达 质 粒

#&#/。’()!O$%&-"，’()!O!"#!!，及 !"#!!O
$%&-"双酶切鉴定后，再经测序证实。

!"5 重叠 $%& 构建 ’()*3’,- 融合基因

分别用 #3&4 &、./ 和 ."、#$%! 两组引物扩增

#3&4和 #$% 56%，扩增条件同上。引物 ./ 中含有

#$% 上游互补序列，引物 ." 中包括一段引物 ./ 的

重复序列。第 , 次 .*! 反应以前两次 .*! 产物为

模板，以 #3&4 &、#$% ! 为上下游引物，按照 789
8:;，’: 9 ,:;，<" 9 /=>?，,: 个循环，<" 9延伸 /:
=>? 进行聚合酶链反应，拼接 #3&42#$% 融合基因。

同样方法连接到 0)$E +2FC;G 和 0$+"12C 载体中，得

到重组表达质粒 #&#"，进行 ’()!O$%&-"双酶切鉴

定和序列测定。

!"6 ’()*3’,- 融 合 蛋 白 在 ! 7 "#$% 中 的 表 达 和

’8’3$-0, 鉴定

将含两种重组质粒的 N@"/（5$,）接种于 /:=@
的 @N 培养液中，,: 9，,:: PO=>? 振荡培养 , L 8M，

至菌液吸光度值（*+K::）为 :JK 时，加入 Q.+) 诱导

（/==RSO@）,M，分级分离菌体蛋白。进行 /’A #5#2
.%)$，考马斯亮蓝染色，确定融合蛋白的表达强度、

表达部位及形式。

!"!9 目的蛋白的分离、纯化

离心收集诱导菌液 ’:=@，用 1=@ 的 NBTTFP %
（K=RSO@ 盐 酸 胍，": ==RSO@ 6CU".V8，’:: ==RSO@
6C*S 0U <J1）重悬沉淀，大功率超声破菌，,::: W X
离心 /’=>? 取上清；1=@ 的 NBTTFP N（1=RSO@ 尿素，

":==RSO@ 6CU".V8，’::==RSO@ 6C*S，0U <J1）加入

6>" Y 6+% 柱，1:: X 离心 "=>? 平衡该亲和层析柱；

1=@ 的裂解上清液加入平衡过的 6>" Y 6+% 柱，1:: W
X 离心 /=>?；8=@ 的 NBTTFP N 洗 " 次；8=@ 的 NBTTFP *

（1=RSO@ 尿素，":==RSO@ 6CU".V8，’::= =RSO@ 6C*S，

0U KJ: ）洗 " 次； 1=@ 的 NBTTFP5（ "’:==RSO@
6CU".V8，"J’ =RSO@ 6C*S，":==RSO@ 咪唑 0U 1J:）洗

8 次；1=@ 的 NBTTFP $（"’:==RSO@ 6CU".V8，"J’ =RSO@
6C*S，"’:==RSO@ 咪唑 0U 1J:）洗柱，收集样品进行

#5#2.%)$。

!"!! 融合蛋白对人黑色素瘤 :;<= 体外抑制效应

的测定

将健康人外周血单个核细胞（.FP>0MFPCS NSRR-
ER?R?B3SFCP *FSS .NE*）和对数生长期的 @>NP 黑色素

瘤细胞，按效靶比 /: H / 接种于 7K 孔培养板。加入

#3&42#$% 融 合 蛋 白，使 融 合 蛋 白 终 浓 度 分 别 为

:J/:、/J::、"J::、’J::、/:J::#XO=@，设单加肿瘤细胞

对照孔，单加 .NE* 对照孔，肿瘤细胞加融合蛋白对

照孔，.NE* 加融合蛋白对照孔。并设 E*&<（抗原

阴性）与 .NE*、融合蛋白共育的阴性对照组。,< 9
培养 81M，E++ 法检测细胞的 *+ 值计算抑制率。

> 结 果

>"! /,2>53?3’()*3’,- 重组质粒的酶切鉴定

将酶切连接和 .*! 连接重组表达质粒 #&#/、

#&#"，用 ’()!和 $%&-"双酶切，均有 /’::Z0 基因

片段存在。#&#/ 用 ’()!O!"#!!，及 !"#!!O$%&-
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!双酶切有约 !"#$% 基因片段存在（图 &）。’() 测

序证实酶切连接的重组质粒，*+,- 和 *.) 两基因间

有 !"#/ "酶切位点，而另一种为两基因直接拼接。

图 & 重组表达质粒 *,*&，*,*0 的酶切鉴定

,123& 456 6789:6 ;126<=1>7 >? @6+>:$176;
6A%@6<<1>7 %BC<:1; *,*& C7; *,*0

&D&" ###:C@E6@；0D%.40FGC +H= I1=5 $%&"J’();!；

K，L 3 *,*&，*,*0 +H= I1=5 $%&"J’();#；

M 3 *,*& +H= I1=5 $%&"J!"#/"；

! 3 *,*& +H= I1=5 !"#/"J’();!

! "! #$%&’#() 融合蛋白的高效表达

将含重组质粒 *,*&、*,*0 的 NO0&（’.K）接种于

&#:O 的 ON 培养液中，经 K# P培养和 QR4S 诱导后，

进行 &"T *’*GR)S.，同时以空菌株和未诱导的菌

液做对照（图 0）。从图 0 可见，两菌株均表达了相

对分子量约 "FE’ 的蛋白条带，与预期的分子量吻

合。经凝胶灰度扫描测得表达量占菌体蛋白总量的

K#T。主要以包涵体的形式存在。

图 0 ! 3 "#*( NO0&J*,*&
和 NO0&J*,*0 表达产物的 *’*GR)S. 分析

,1230 456 *’*GR)S. C7CB9<1< >? 6A%@6<<1>7 %@>;H+=<
>? ! 3 "#*( NO0&J*,*& C7; NO0&J*,*0

&DR@>=617 :>B6+HBC@ I6125= :C@E6@
（UL ###’；M! ###’；LK ###’；K& ###’；&M ###’）；

0D ! 3 "#*( NO0& B9<C=6；
KD 4>=CB B9<C=6 >? H717;H+6; ! 3 "#*( NO0&J*,*&；

L，"D 4>=CB B9<C=6 >? 17;H+6; ! 3 "#*( NO0&J*,*& C7; ! 3 "#*( NO0&J*,*0；

M，!D Q7+BH<1>7 $>;9 ?@>: 17;H+6; ! 3 "#*( NO0&J*,*&；

FDRH@1?16; %@>=617 ?@>: ! 3 "#*( NO0&J*,*0 B9<C=6

!*+ #$%&’#() 的分离、纯化

转化 *,*&，*,*0 的 NO0&（’.K）经 QR4S 诱导，菌

体裂解后，采用 (1G(4) 亲和层析柱分离纯化得到了

单一的 "FE’ 蛋白条带（图 0），凝胶成像系统分析融

合蛋白的纯度达 U#T以上，蛋白定量约 #DL!:2J:O。

!*, 抗黑色素瘤 #$%&’#() 对 -./0 细胞的体外抑

制效应

效靶比为 &# V & 时，随融合蛋白浓度的增大，对

黑色素瘤细胞 O1N@ 的抑制率逐渐增大；融合蛋白浓

度为 & W 0$2J:O 时，抑制率最高，达 "!T W M0T，大

于 0$2J:O 抑制率不再增加。单加 RNXY，单加融合

蛋白对 O1N@ 无明显影响。对不表达相关抗原的乳

腺癌细胞 XY,!，未表现明显的抑制效应（图 K）。

图 K *+,-G*.) 融合蛋白对 O1N@ 的抑制效应

,123K 456 Q751$1=1>7 6??6+= >? *+,-G*.)
>7 :6BC7>:6 +6BB< O1N@

—!—O1N@ Z RNXY Z *6,-G*.)；—"—XY,! Z RNXY Z *+,-G*.)；

—#—O1N@ Z RNXY；— [ —O1N@ Z *+,-G*.)

表 1 #$%&’#() 融合蛋白对 -./0 和 23%4 细胞的抑制率

56789 1 5:9 .;:.7.<.=; 06<.= => <:9 >?@.=; A0=<9.; #$%&’#()
=; <:9 B0=C<: => <:9 $988 8.;9 -./0 6;D 23%4

’><6 O1N@ XY,! +
#D&$2J:O 0LD!F \ &&D"K &MD0U \ &&D&& + ] #D#"
&$2J:O "KDLK \ &0D!! 00DUK \ &KD"! + ^ #D#"
0$2J:O MKD!" \ &KDF& 0"D#" \ &"D"F + ^ #D#"
"$2J:O "!D!M \ &0DKK 0&DLM \ &LDKL + ^ #D#"
&#$2J:O "KDUL \ &&DM" 0LDF& \ &KDKK , ^ #D#"

+ 讨 论

黑色素瘤是一种常见的皮肤恶性肿瘤，发病率

占全部恶性肿瘤的 &T W KT，早期即可发生转移，

预后差，常规的手术治疗、化疗、放疗不能取得满意

效果，有必要寻求更加有效的治疗手段。“免疫毒

素”因其具有高效、低毒、高特异性等特点，故又被称

作“生物导弹”，已成为肿瘤生物治疗的重要分支。

小分子抗体和毒素构成的免疫毒素属于“小分子免

疫毒素”。与传统的免疫毒素相比，具有分子量小，

免疫原性低，穿透性强，更易达到肿瘤局部等诸多优

点，因此更适合临床应用。

本文中采用的抗黑色素瘤单链抗体，是通过噬

菌体展示技术筛选获得的，并已证实它能和高表达

神经节苷脂 0 的黑色素瘤细胞 O1N@ 特异性结合（另

文发表）。为了寻求一种更合理、更简便、更经济的

0"! 生 物 工 程 学 报 &U 卷



抗体导向药物的构建方法，并使重组的融合基因在

翻译后达到预期的蛋白结构和生物活性，我们设计

了重叠延伸引入连接序列、重叠延伸直接拼接、酶切

拼接 ! 种融合方案，分别将 "#$%&’()*+,&"-.、"#$%&
"-. 和 "#$%&!"#/!&"-. 融合基因序列输入计算

机，用 01234+5 软 件 对 它 们 的 二 级 结 构 进 行 了 预

测［6］，结果显示 ! 种氨基酸序列的抗原性、表位、疏

水性无明显差异。因此，我们采用了后两种较简捷

的方法构建重组免疫毒素，并采用 7(&78. 螯合层析

柱对融合蛋白进行了纯化、柱上复性，检测蛋白的复

性率达 9!:。体外细胞实验证实该融合蛋白可以

通过活化效应细胞，对表达相关抗原的肿瘤细胞产

生有效的抗增殖作用，而对不表达该抗原的肿瘤细

胞无明显影响，这说明该融合蛋白赋予了 "-. 抗黑

色素瘤特异性，达到了预期目的。由于抗体导向治

疗的真正优势在于抗体&毒素融合蛋白可以在表达

相关抗原的肿瘤组织中集中分布，对外周组织的不

良影响少，这一特性在体内药物代谢过程中才能更

好地体现出来，因此该融合蛋白的靶向优势尚需动

物实验进一步验证。我们将逐渐完善纯化工艺、希

望可获得有临床应用价值的抗黑色素瘤生物治疗

剂。
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