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摘 要 采用 2;OIM2方法从分泌抗人类白细胞表面分化抗原 M\"%单克隆抗体的杂交瘤细胞中克隆出 &U 和 &] 可变区基

因，再通过重叠延伸拼接（=-(43,O’5,1(@- ,S.,B=4’B）IM2方法在 &U 和 &] 可变区基因之间引入连接肽（Y(:L+,1）E，体外构建抗人

M\"%单链抗体（抗 M\"%O+3G5）基因。将其克隆至表达载体 IR;!F@并在大肠杆菌中表达。+\+OI7YR和 X,=.,1BO0(’.分析结果
表明，抗 M\"%O+3G5在 ^]!"（\RE）菌中获得表达，重组蛋白的相对分子量为 !P?\，表达产物以不溶性包涵体形式存在，经过溶
解包涵体，镍柱亲和层析纯化和体外复性过程，获得了高纯度的单链抗体片段。流式细胞分析结果证实抗 M\"%O +3G5可与人
类白细胞表面的分化抗原 M\"%结合，保留了鼠源性单抗与 M\"%结合活性。抗人 M\"%O+3G5的构建与表达，为下一步针对 ^
淋巴系统恶性肿瘤的靶向治疗奠定了基础。
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应用基因工程抗体进行肿瘤免疫治疗是当前生

物治疗的研究热点之一。M\"%分子是 ^淋巴细胞
表面的一种分化抗原［"］，在 ^淋巴系统恶性肿瘤如
急性淋巴细胞白血病、非何杰金氏淋巴瘤中广泛表



达［!］。而在造血干细胞、浆细胞、"细胞及其他组织
中则没有表达。上述特点使其成为一种理想的靶向

治疗的靶点［#，$，%］。但由于鼠源性单抗具有较高的免

疫原性，多次用药易产生人抗鼠抗体反应，限制了其

在临床的应用。而单链抗体（&’()）因其具有分子量
小、穿透力强、能较好的保持抗原亲和性及特异性同

时降低免疫原性等特点，已成为当前肿瘤免疫治疗

中的一种重要手段。为此我们将鼠源性单克隆抗体

经基因工程方法改造成单链抗体，并成功地在大肠

杆菌中进行了功能性表达。抗 *+,-单链抗体的构
建为下一步针对 . 淋巴系统恶性肿瘤的靶向治疗
奠定了基础。

! 材料和方法

!"! 材料
!"!"! 细胞与菌株：抗人 *+,-单克隆抗体的杂交
瘤细胞株 /0,-1，由中国医学科学院血液学研究所
自行研制。原核表达载体 23"!41（ 5 ）和大肠杆菌
.6!,（+3#）购自 78)19:;公司，2<+=,4"载体、大肠
杆菌 +/%!购自大连 "1>1?1公司。
!"!"# 试剂：限制酶、<<6@ 逆转录酶及高保真
2AB8C:DE聚合酶购自大连 "1>1?1公司；"BFG8H试剂盒
购自 0;)FEB89:;公司；胶回收试剂盒为上海华舜生物
工程公司产品；纯化镍柱购自 78)19:; 公司；尿素、
盐酸胍、精氨酸盐酸购自上海生工生物工程有限公

司。鼠抗 /FD=E19抗体为 78)19:;公司产品；I3标记
的兔抗鼠 09J为协和干细胞公司产品。
!"!"$ I*?引物：为扩增抗体轻重链可变区基因通
用兼并引物，引物均由上海生工公司合成，画线部分

为酶切位点。

表 ! %&’扩增所用的引物及其序列
()*+, ! %-./,- 0,12,34,0 20,5 67- 89, %&’ )/:+.4)8.73
7KLC:B IBFL:B D:MK:;’:

,） %N=JO* O"" J"J *"* O** *OJ P*" &</=#N

!） %N=**J ""O JO" *"* *O? ."" >J" &*& Q #N

#） %N=*OJ J"& <O? *"J *OJ &OJ "*P JJ=#N

$） %N="JO JJO JO* JJ" JO* *J" JJ" *** ""J J**
**=#N

%） %N=**J JOO ""* JO* O"" J"J *"* O** *OJ "*"
**O=#N

R） %N=JJO J** J** J** J** OJO O** O** O** O**
**J """ "O" ""* *OJ *"" JJ" ***=#N

S） %N=JJ* JJ* JJ* JJ* "** JJ" JJ" JJ" JJ" "*"
*OJ J"* *OJ *"J *OJ *OJ "*"=#N

4） %N=*** OOJ *"" J"J OJJ OJO *"J "JO JOJ "JJ
"J* *=#N

!"# 方法
!"#"! 抗人 *+,-单抗轻、重链可变区基因的克隆：
取生长良好、能持续分泌抗 *+,- 单克隆抗体的杂
交瘤细胞，用 "BFG8H试剂盒提取总 ?7O，应用 8HF98T"
为引物逆转录为 ’+7O。用设计的通用兼并引物 ,
和 !、#和 $分别扩增抗 *+,- 抗体的轻、重链可变
区基因。将轻、重链可变区基因 I*? 产物回收，与
2<+=,4"载体连接，连接反应按试剂盒要求进行。
取连接产物 %"6，转化大肠杆菌 +/%!感受态，以蓝U
白斑方法挑选阳性克隆。

!"#"# 序列及分析：应用菌落 I*?方法进一步鉴定
阳性克隆，随机各挑取 ,V个阳性克隆采用 &1;9:B双
脱氧链末端终止法测序，并参照基因序列分析库中

抗体特征对氨基酸序列进行分析，以区分抗体轻链、

重链框架区（(?）和抗体互补决定区（*+?）。
!"#"$ 抗 *+,-单链抗体表达载体的构建：根据轻、
重链可变区基因的酶切图谱及表达载体 23"!41的
酶切位点，设计并合成了用于 @/ 和 @6 基因拼接的

引物。首先用引物 %和 R、S和 4分别扩增轻、重链
可变区基因，再用引物 %和 4经重叠延伸拼接 I*?
方法将抗体重链、轻链可变区基因拼接成 %N @6=
6F;W:B=@/ #N片段，最后使用扩增全长 &’()基因并在
%N端和 #N端分别引入 !"#?#和 $%&T$限制性酶切
位点，通过酶切后将全长的抗 *+,-=&’() 基因组装
到 23"!41表达载体，构建抗 *+,-=&’()表达载体。
!"#"; 目的基因的诱导表达：将表达载体 23"!41=
抗 *+,-=&’()转化 .6!,菌，挑取单菌落接种于含氨
苄青霉素（,VVL9UL6）的 6. 培养基中，#SX，!!V
BULF;剧烈振荡至 ’( Y VZR [ VZ4，加入 0I"J至终浓
度为 ,VVLL8HU6，#SX继续振荡诱导培养 %\ 后，$X
离心收集菌体。

!"#"< 包涵体蛋白的变性、纯化和复性：将表达的
菌体沉淀重悬于预冷的 %VLL8HU6 "BFD=/*H、,VV
LL8HU6 71*H、,LL8HU6 3+"O（2/SZV）中溶解，超声破
碎细菌，$X，#VVVV9 离心 #VLF;。沉淀用 #L8HU6 尿
素和 %VLL8HU6 "BFD=/*H（2/SZV）洗涤，#VVVV9，$X离
心 #VLF; 收集包涵体。RL8HU6 盐酸胍和 VZ,L8HU6
"BFD=/*H（2/SZV），于 $X摇动过夜溶解包涵体。
$X，#VVVV9离心 #VLF;去除沉淀，用 VZ$%"L的滤膜
过滤，上清用于纯化。上样于镍金属亲和层析柱，用

RL8HU6 尿素、%VLL8HU6 "BFD=/*H 和 %VLL8HU6 咪唑
（2/SZV）洗柱，用含有 !%V LL8HU6咪唑、RL8HU6尿素
和 %VLL8HU6 "BFD=/*H洗脱结合在镍柱上的 &’()。将
洗脱液加到透析袋中，用 "3O缓冲液充分复性 !$\
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后，继续用 !"# 透析 $%&。超滤浓缩样品至适当体
积，"’(法测定蛋白含量，) $*+分装保存。
!"#"$ #,#-!(./电泳和 0123145-6783检测：取纯化
产物 9!:，;*< #,#-!(./ 电泳，将其转移至醋酸纤
维素膜上，9<脱脂奶 %+封闭过夜，基于表达产物
末端的 = > ?@2-3AB短肽，用鼠抗 ?@2-3AB抗体室温孵
育 $&，!"#充分洗涤 C次后，加入稀释的辣根过氧化
物酶标记的羊抗鼠 DB. 多抗，室温孵育 ;&，!"#-
EF115 洗涤 C 次，每次 ;*G@5，再用二氨基联苯胺
（,"(）显色。
!"#"% 抗 ’,;H-#IJK 抗原结合活性测定：取 ’,;H
表达阳性的人类白血病 LA7G=细胞系，9 > ;*9 细胞M
孔。阴性对照组加 ;**!:人 ("血清，%+孵育 ; &，
!"#洗细胞 $次，加鼠源性 DB. $*!:（; GBMG:）；阳性
对照组于人 ("血清封闭 ;&后加入抗 ’,;H单克隆
抗体 ?D;HA工作液 $*!:；试验组加人 ("血清封闭
后先加 ;**!:抗 ’,;H-#IJK，%+孵育 ;&，!"# 洗细
胞 $ 次，再加抗 ’,;H 单克隆抗体 ?D;HA $*!:（;
GBMG:），%+孵育 ;&，!"#洗细胞 $次。三组细胞分
别重悬于 !"#中，加入 $*!:羊抗鼠 DB.-JDE’二抗，
%+孵育 %9 G@5，!"#洗去未结合的荧光抗体，流式
细胞仪检测单克隆抗体 ?D;HA与 LA7G=细胞系结合
的阳性率。

!"#"& 抗 ’,;H #IJK解离常数的测定：在 H=孔酶标
板中加入 ;**!: LA7G=细胞裂解液，CN+包被 $&，甩
去包被液，以 !"#（含 *O*9< EF115-$*）洗 C次，加入
封闭液（!"#含 C<牛血清白蛋白，;*<羊血清）封闭
$&后甩去封闭液，!"# 洗涤 C 次。一式二孔加入
;**!: ;P % 倍比稀释的抗 ’,;H-#IJK，以 C<的牛血
清白蛋白溶液作对照，CN+孵育 $&。除去反应液后
以 !"#洗涤 C 次，加入抗 &@2-3AB单抗 CN+孵育 $&，
甩去第一抗体溶液，!"#洗 C次后加入辣根过氧化
物酶偶联羊抗鼠 DB.，CN+孵育 $&。甩去反应液，
!"#洗 C次后，加显色液（Q!,，?$Q$）反应约 ;*G@5，
用酶标仪（RAG1S /5B@5114@5B，(T234@A）测定各孔
!"%H$5G吸光值。

# 结 果

#"! 抗 ’(!)*+,-.轻、重链可变区基因的克隆
从杂交瘤细胞中提取总 UL(，经 UE-!’U 扩增

后，用 ;<的琼脂糖凝胶电泳检测 !’U扩增产物，见
清晰的 R? 和 R: 扩增条带，片段大小分别约为

C=*6V和 C$*6V。扩增的 R? 和 R: 基因分别插入到

VWX,-;YE载体，得到含抗体重链、轻链可变区基因
的重组质粒。!’U扩增结果见图 ;，分别转化 ,?9"
感受态细胞，挑取克隆测序。

图 ; !’U扩增 R? 和 R: 基因产物，琼脂糖凝胶电泳

J@BZ ; (GV7@[@IA3@852 8[ R? A5S R: B151 [48G &\64@S8GA ?D;HA

图 $ 扩增的抗 ’,;H-#IJK基因片段琼脂糖凝胶电泳
J@BZ $ (GV7@[@IA3@85 8[ A53@-’,;H #IJK B151

#"# 序列测定及分析
对构建的抗体轻、重链可变区基因克隆载体进

行测序，结果显示挑取的 ;*个克隆的轻、重链可变
区基因序列均一致。其中 R? 基因全长 C==6V，编码

;$$个氨基酸，R: 基因全长 C$%6V，编码 ;*Y 个氨基
酸。序列分析显示该基因符合蛋白质数据库中小鼠

抗体基因所具有的特点，该序列为小鼠抗体基因序

列。

#"/ 抗 ’(!)*+,-.表达载体 012#&3*’(!) +,-.的
构建

采用重叠延伸拼接 !’U方法将抗体轻、重链可
变区基因用编码（.7\%#14）C 短肽的 ,L( 片段拼接
成 9]R:-:@5^14-R: C]片段，!’U扩增该片段，并在 9]
端和 C]端分别引入 #$%U#和 &’(S$限制性酶切位
点，通过酶切，将全长 #IJK基因组装到 V/E$YA表达
载体，构建抗 ’,;H-#IJK 表达载体 V/E$YA-抗 ’,;H-

YY= )*’(+,+ -%./(01 %2 3’%4+$*(%1%56 生物工程学报 $**9，R87O$;，L8O9



!"#$（见图 %），质粒转化 ! & "#$% ’()*感受态细胞，挑
取克隆测序，测序结果显示所构建的 +,-)./0抗
12*30!"#$质粒与抗 12*3单抗轻、重链可变区基因
一致，两者间由连接肽（4567!89）% 相连。

图 % 抗 12*3单链抗体表达载体 +,-)./0抗 12*3 !"#$的构建
#:;& % 1<=>?9@"?:<= <A 8B+98>>:<= $8"?<9 +,-)./0/=?:012*3 !"#$

!"# 抗 $%&’()*+, 的诱导表达、鉴定和纯化
含有表达载体 +,-)./0抗 12*30!"#$ 的 ! & "#$%

’()*，经 CD-4于 %EF诱导 GH后其表达产物以包涵
体形式存在。!2!0DI4,凝胶电泳结果显示在分子
量约为 %JK2处有一明显的诱导条带，与该单链抗体
的理论计算值相符，L8>?89=0M5<?试验结果则进一步
证实了其特异性，包涵体经盐酸胍溶解变性，镍离子

亲和层析柱纯化和体外复性过程，最终获得高纯度

的单链抗体片段（图 7、G）。复性后所得活性蛋白产
量为 N!;OP(，浓缩后达到 .G!;OP(。
!"- 抗 $%&’()*+,抗原结合活性测定
为进一步检测经复性后的抗 12*30!"#$ 与

12*3抗原的结合活性，我们应用流式细胞仪和竞争
性免疫荧光结合实验对复性后的抗 12*30!"#$的结

图 7 抗 12*30!"#$ 纯化后样品，*JQ!2!0DI4,凝胶电泳
#:;& 7 *JQ!2!0DI4, /=/56>:> <A ?H8 +@9:A:8R /=?:012*30!"#$

图 G 抗 12*30!"#$ 纯化后样品，L8>?89=0M5<?试验结果
#:;& G L8>?89=0M5<? /=/56>:> <A ?H8 +@9:A:8R /=?:012*30!"#$

合活性进行检测，结果表明复性后的表达产物能够

与抗 12*3单克隆抗体竞争性结合细胞表面的 12*3
抗原。结果见图 N，N/为阴性对照组（I’血清 S鼠
源 C;4，）NM为阳性对照组（TC*3/ S D’!），N"为竞
争性抑制实验组（ 抗 12*30!"#$ S TC*3/），NR为阳
性对照组 NM与实验组 N"重叠图，峰 * 为竞争性抑
制实验组，峰 )为阳性对照组。

图 N 竞争性免疫荧光结合实验
#:;& N 1<P+8?:?:$8 :=H:M:?:<= <A :PP@=8 A5@<998>"8="8 8B+89:P8=?

/U V8;/?:$8 "<=?9<5；MU TC-*3/ S D’!；"U TC-*3/ S /=?:012*30!"#$；RU <$895/+ <A ) /=R % &

!". 抗 $%&’()*+,解离常数的测定
每个抗 12*30!"#$ 浓度的光吸收值取均值，将

数据代入"& W"&XIY Z ’ O（(R S ’）即"& W [ (R Z

"& O’ ["&XIY（"& 为实验组与对照组的 )* 值的

3.N陈 森等：抗人 12*3单链抗体基因的构建、表达及功能测定



差，! 为加入的重组的抗 !"#$ %&’( 的浓度。回归
分析，计算解离常数 ") 值。经计算解离常数 ")

值，") * #+, - #./ 012345（#6 * .+$$），结果见图 ,。

图 , 抗 !"#$7%&’(解离常数的测定及 %&89&:8;)曲线
’<=> , 8?9<7!"#$7%&’( )<@@2&<89<2? &2?@98?9

8?) %&89&:8;) &A;(B

! 讨论
急性淋巴细胞白血病（8&A9B 3C1D:2<) 3BAEB1<8，

F55）是一种以原始淋巴细胞积聚为特征的血液系
统恶性疾患，占所有白血病的 6GH。而在 F55中，
I细胞 F55（I7F55）占 ,.H J 0.H。由于成人 F55
患者的临床治疗效果较差，大多不能达到长期无病

生存。因此开展以化疗、干细胞移植、免疫治疗及生

物治疗等综合手段以提高患者远期疗效的研究方兴

未艾。应用基因工程抗体进行肿瘤免疫治疗是当前

的研究热点之一，生物工程类抗体美罗华的临床应

用为肿瘤的生物免疫治疗开创了新的局面，研究表

明联合应用美罗华及化疗可以明显提高 I7F55和 I
细胞淋巴瘤（I7KL5）患者的临床预后［M，,］。

!"#$是广泛分布在 I淋巴细胞表面的一种功
能受体分子，在干细胞以外的 I淋巴细胞所有发育
阶段均有表达，在 I淋巴系统恶性肿瘤如急性淋巴
细胞白血病、非何杰金氏淋巴瘤中广泛表达。而在

造血干细胞、浆细胞、N细胞及其他组织中则没有表
达。因此可以作为 I7F55和 I7KL5的一个理想治
疗靶点。与毒素相联结的 !"#$单克隆抗体的白血
病和淋巴瘤治疗现已应用于临床试验［0］。

由于鼠源性抗体因具有较强的免疫原性，应用

于人体时会产生强烈的人抗鼠抗体反应，因此严重

限制了其在临床的应用［$］；单链抗体是由接头

（3<?EB;）将轻链可变区和重链可变区基因以两种取
向（GOP575<?EB;7PL QO和 GOPL75<?EB;7P5 QO）连接而成
的具有特异性抗原结合功能的小分子片段。因其具

有分子量小、穿透力强、能较好的保持抗原亲和性及

特异性同时降低免疫原性、体内半衰期短，易与效应

分子相连构成多种新功能的抗体分子，在细菌中易

于大量生产等特点，已成为当前应用生物工程方法

进行肿瘤免疫治疗的一种重要手段。为此我们进行

了抗 !"#$单链抗体的研制。
目前构建单链抗体基因片段应用最为广泛的

5<?EB;序列是由重复的 R个甘氨酸和一个丝氨酸构
成的 #G个氨基酸序列的短肽，其中甘氨酸是分子量
最小，侧链最短的氨基酸，可增加侧链的柔性；丝氨

酸是亲水性最强的氨基酸，可增加其亲水性［#.］。本

研究采用了（S3CR%B;）Q 作为柔性连接短肽，经复性及
透析后所得单链抗体表现出良好的稳定性。

本文采用了 DTN608表达载体进行诱导表达，此
载体所表达的外源性蛋白以包涵体形式存在，表达

产量高，同时其目的蛋白比较稳定，不会被蛋白酶所

降解。其多克隆位点的下游有一个能编码 M - L<@7
N8=序列，可与上游的表达序列形成融合蛋白，它通
常不影响表达产物的生物学活性，因此不必通过酶

水解来获得目的蛋白。同时该序列可作为蛋白标签

用于目的蛋白的纯化和检测。经过镍柱亲和层析、

变性及透析复性，我们得到了具有良好生物学活性

的单链抗体，复性后所得活性蛋白产量为 M!=415，
浓缩后达到 0G!=415。体外研究证明此 %&’(可与抗
!"#$单克隆抗体竞争性结合 !"#$细胞表面抗原，
解离常数检测显示 ") * #+, - #./ 0（#6 * .+$$）。结
合活性较强。!"#$单链抗体的成功构建为下一步
在此基础上进行 I 淋巴细胞白血病和淋巴瘤的靶
向免疫诊断、治疗奠定了基础。
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生物技术应用于改造沙漠

沙漠化的危害是人所共知的，沙尘暴的威力更是让越来越多的人领教了。人类是沙漠的导致者，也是沙漠的受害者。改

造、治理和利用沙漠是人类面临的一项永恒的任务，科技工作者为此作出了不懈的努力。目前，改造、治理沙漠地带有众多途

径，除了新型固沙剂、木质素固沙新材料用于固沙、治理沙尘暴之外，如何发挥生物技术的特定功能，有效改造和治理沙漠，已

引起广大生命科学工作者的高度关注。

从 CDDN年开始，有关生物技术治沙大致有 !种思路和措施。
C5 寻找稀有沙生植物，并加强其繁殖和生态研究，为改造沙漠地带提供先锋植物；
@5 引进适应性强的沙生植物，使其在沙漠地带“安家落户”，并加强对该类植物抗旱性及生态学方面的研究；
B5 用某些特定微生物改造沙漠性质。如加强对硅酸盐细菌的研究，通过该菌剂的利用以达到变沙子为土壤的目的；
L5 发展高吸水性生物聚合物（某些微生物可生产），用于改造沙漠；
M5 基因工程技术建构、培育抗旱植物用于改造沙漠；
!5 将各类有机废弃物与有效微生物（好氧者与厌氧者）相结合的使用，有利于改造沙漠。
近年来，随着生物技术研究的深入和快速发展，科学家们对于如何有效治理沙漠，又有了进一步的更新的想法：

C5 引入两种抗旱能力强又具有共生固氮能力的植物———沙棘和甘草。这两种植物都与固氮微生物息息相关，不仅可增
强植物氮素营养，而且还能使沙漠化基地逐渐增加有机质和肥沃化；这样，既有利于沙漠化土地的改造，反过来又有利于这两

种植物的生长繁殖，还可以同时获得可观的高附加值产品，如具有保健功能的医药产品，实现一举多得。

@5 引入一种耐贫瘠、又与菌根菌建立共生关系的能源植物———麻疯树。麻疯树是一种能在干旱环境中生长的野生灌木，
其果实能提供优质油料（生物柴油），是一种不含硫、无污染、无毒害、纯天然的，能被生物降解的生物燃料，可作为柴油替代

品，广泛用于交通、电器设备及其他靠矿石燃料提供动力的机器。为了提高麻疯树种子繁育能力和产油率，可有效利用其共

生真菌———菌根菌作为接种剂，一般可使其产量提高 @AY Z BAY。
B5 发展微型蓝藻、绿藻用于荒漠化土地改造。有一种蓝藻，即普通念珠藻（7&2"&- -&//0+!），系地木耳（注：一种黑木耳，是

开发抗癌物质和降血脂产品的重要原料），将其制成标本，干燥保存 NA年仍没有丧失生命，只要给它一点水分，即可恢复生机
“死而复生”。在自然界干旱的岩壁表层常布满带色的“结皮”（.,1’6），其中含有微型生物的不同成分，包括蓝藻与真菌共生的
地衣等，一旦有了水分，它们照样恢复生命活动。结皮生物的这种特性可否用来进行荒漠化土地的改造呢？如果能攫取其中

的耐旱基因，通过转基因技术培育出高度抗旱的、有极强生命力的转基因植物，那将为沙漠化的有效治理带来福音。

L5 我国“生物地毯式治沙工程”正在启动。中国科学院拟联合国内有关研究单位，探索综合利用包括微生物、孢子植物的
微型生物结皮治理荒漠化的新途径。就是以干旱、半干旱区、荒漠地区自然形成的微生物结皮为“模板”，通过现代生物技术

途径予以复制，为活化的沙漠表层铺上微型生物结皮式色“地毯”，以达到控制流沙和治理沙漠化的目的。这是我国首次拟将

“生物地毯式治沙工程”引向实用化、产业化，其优越性通过实战必将显现出来。

用生物技术治理荒漠的好处是不言而喻的，应大力提倡和发展这项“绿色”生物技术的应用，这对维持地球的生态平衡将

起到关键性的作用。

（柯 为）
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