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摘 要 7<2LE3是人炭疽毒素受体（7<2）的胞外区与人免疫球蛋白 XBT"的铰链区、FI!区和 FIG区组成的融合蛋白。表达
该蛋白是为了获得结合 S7的抗体样分子，通过阻断 S7与细胞受体的结合，而阻止炭疽致死毒素和水肿因子进入细胞内，可
作为预防和治疗炭疽感染的生物制品。将编码炭疽毒素受体 *端 "L!!8 氨基酸的基因和编码 E3 段的基因连接，插入到
-3Y*7GZ"的 ?#$:!和 @(/"位点得到表达 7<2LE3融合蛋白的真核表达载体 -3Y*7GZ"[7<2LE3，并用脂质体方法将该载体转
染至 FIUL\"细胞中，用 TO"N筛选并获得 7<2LE3表达水平为 "$ ] "##B[（"$

H 3,((>·6）的基因工程 FIU细胞系 7<2LE3L"Y#。采
用蛋白 7纯化重组蛋白，并用 PVX+7法鉴定 7<2LE3与 S7的亲和性，表明 7<2LE3可与 S7特异性结合。
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炭疽热是严重威胁人类健康的传染性疾病，美国疾病控

制与预防中心（FYF）将炭疽、鼠疫、天花等列为等级最高的
传染性疾病［"］，这类传染性疾病具有传播速度快、死亡率高、

易引发公众恐慌和社会混乱等特点，需要特别对待和严密监



测。在我国，每年都有炭疽感染的散发病例，根据卫生部公

布的 !""#年法定传染病疫情公告（见中华人民共和国卫生
部公报 !""#年第 $期，第 %"期，!""&年第 %期，’(()：**+++,
-.’, /.0, 12*1.--324536*1.--324536, 78)9），我国 !""# 年仍有
:%$人感染炭疽，并且有 :人死亡。由于炭疽杆菌极易发展
成生物武器，并且“;%%”事件后美国又出现炭疽菌袭击，研究
抵御生物恐怖袭击的新方法已成为美国政府优先资助的项

目，并且引起各国政府的高度重视。

抗生素如青霉素、强力霉素和 <4)=.>?.97142等能够抑制
炭疽杆菌［!］，但是大多数的炭疽热致死病例是由炭疽毒素不

可逆的毒性作用导致的。炭疽毒素包括保护抗原（@A）、致
死因子（BC）和水肿因子（DC），保护抗原是炭疽毒素的核心成
分，它能在细胞水平上促进炭疽感染进展。在没有保护抗原

的情况下，炭疽杆菌产生的水肿因子和致死因子对人体是无

害的，只有保护抗原与细胞表面的炭疽毒素受体结合形成保

护抗原E受体（@AEAFG）复合物，炭疽致死因子和水肿因子在
@AEAFG复合物的介导下才能进入细胞质内并产生毒性［H］。
因此，保护抗原在炭疽感染中起着举足轻重的作用，保护抗

原自然而然成为研制预防和治疗炭疽热新药的有效靶标。

抗体类药物的研究、开发和生产已成为生物制药行业中

最重要和最为活跃的领域［# I :］，抗炭疽毒素抗体是预防和治

疗炭疽感染最直接和最有效的手段之一［$，J］，有许多抗保护

抗原抗体（72(4E@A 72(4K.L468）在细胞保护实验和动物实验中
表现出明显的保护作用，并且在治疗中有明显疗效，由于具

有 C1 段，抗体不仅能结合炭疽毒素 @A，并且可以由抗体 C1
介导的生物学效应如抗体依赖性细胞介导的细胞毒效应

（AM<<）、补体依赖性细胞毒效应（<M<）或免疫调理促进吞噬
等作用而杀死炭疽孢子，起到治疗的作用［; I %!］。但是，不是

所有的 72(4E@A抗体都有细胞保护作用，相反，如果 72(4E@A抗
体不是封闭 @A与其受体 AFG结合部位，不仅不能保护细
胞，反而能强化致死毒素对巨噬细胞的杀伤作用［%H］。@A的
可溶性受体 AFG能够结合 @A并阻止致死毒素对细胞产生
杀伤作用［%#］，但是，由于可溶性受体半衰期短，而且没有抗

体分子的 C1段介导的对病原体产生杀伤作用的功能，因此，
我们设计了 AFGEC1 融合蛋白用于中和 @A，它是炭疽毒素

@A的受体（AFG）与 C1的二聚体融合蛋白，理论上既具有与
@A特异性结合的高亲和力，又含有 C1段，具有抗体的效应
功能，还具有较长的半衰期，并且由于两段基因来自人，该融

合蛋白应具有较低的免疫原性。本文构建了表达 AFGEC1融
合蛋白的真核表达载体，并且获得了稳定表达 AFGEC1融合
蛋白的基因工程 <NO细胞系。

! 材料和方法

!"! 材料
大肠杆菌 MN&!（道普公司）、)P<%;质粒和 <NOEQ%细胞

（本室保存）、)1MRAHS%真核表达载体（T204(=./62公司）、源自
基因组（含有内含子）的编码人免疫球蛋白 T/U% C1段（铰链
区、<N!区和 <NH 区）的基因（军事医学科学院刘荷中博士

馈赠）。炭疽毒素保护抗原（@A）的受体 AFG基因，本室化学
合成。

限制酶 !"#"、$%&N"、!’("、)*+L#等购自 RDV 公
司，F# MRA连接酶及高保真 F75酶 @W=.K68(购自宝生物工程
有限公司。质粒提取、@<G产物回收及酶切产物回收试剂盒
均购自 @=.-6/7公司。MRA X7=Y6=购自天为时代公司。

MXDX*C%!培养基及加强型小牛血清购自 NW1?.26 公
司；无血清培养基为本室配制［%&，%:］；U#%J 购自 Z4/-7 公司；
B4).>61(7-426FX!"""购自 UTV<O公司；NG@E羊抗人 C1抗体购
自北京中山生物工程公司；2@=.(642 A层析柱购自 @’7=-7147
公司。

!"# 分子克隆常规操作
参照分子克隆实验手册［%$］进行。

!"$ %&’()*真核表达载体 +*,-%$"!.%&’()*的构建
将本室获得的测序正确的编码炭疽毒素受体 AFG% I !!$

的基因和用)*+L#和 $%&N"双酶切，回收 AFG基因片段，
同时将连有 <M#"EC1 的表达载体 )1MRAHS%*<M#"EC1 用
)*+L#和 $%&N"双酶切，经低熔点胶电泳回收，在 F#连接
酶作用下将上述两段 MRA连接成 )1MRAHS%*AFGEC1表达载
体，转化大肠杆菌 MN&!，挑出的克隆经菌落摇瓶培养，提取
质粒行 )*+L# [ $%&N"和 )*+L# [ !’("双酶切鉴定。并
进行 AFGEC1基因全序列测定。
!"/ 重组质粒转染 012(3!细胞及筛选阳性克隆
转染采用 T204(=./62公司生产的 B4).>61(7-426FX!""" 阳离

子脂质体转染试剂盒，按照试剂盒说明书操作。转染的

<NOEQ%细胞培养于 &\ <O!、H$]温箱。转染 %!’ 后，换含

%"\加强型小牛血清（NW1?.26）的 MXDX*C%! 培养基
（NW1?.26）。#J’后，采用 $&"$/*-B U#%J（Z4/-7）筛选培养基加
压筛选，每 ! ^ HL换液 %次，加压约 %!L后，将抗性细胞克隆
用 "S!&\的胰酶消化，用有限稀释法在 ;:孔微孔细胞培养
板（RPR<公司）中进行单克隆化培养，即用含 %"\小牛血清
和 H""$/*-B U#%J 的 MXDX*C%! 培养基将细胞稀释至 %"
个*-B，在每个微孔中接种 !""$B培养基（平均每个孔中含有
约 !个细胞），!周后出现细胞克隆。换无血清培养基［%&］继
续培养 !L，收集培养上清以直接竞争 DBTZA挑选阳性克隆，
即将无血清培养上清直接包被 RPR<FX酶联板 #]过夜，H\
VZA封闭后加入 NG@标记山羊抗人 T/U（N[ B），孵育后加入
FXV试剂显色，#"&2-测 ,- 值。以无血清培养基为阴性对
照。

!"4 5012工程细胞的扩大培养、表达蛋白的纯化及 6,6(
7%89分析
选择表达水平最高的基因重组 <NO工程细胞系 AFGE

C1E%M&于 %"""-B转瓶中用含 !\小牛血清的 MXDX*C%!培
养基培养，待细胞长满瓶壁时，换为无血清培养基［%&］，隔天

收液，可连续收液 H ^ #次。
利用蛋白 A对 T/U的特异性吸附作用，采用 2@=.(642 A

Z6)’7=.86 # C78( C?.+分离介质（A-6=8’7- V4.81462168）进行亲
和层析，纯化表达蛋白。操作方法参见产品说明。结合的蛋

$!J高丽华等：炭疽毒素受体与人 T/U%的 C1段融合蛋白 AFGEC1在 <NO细胞中的表达



白用 !"#$%、&$’()*+, 甘氨酸-".* 缓冲液洗脱，并用 #()*+,
的 /012-".*缓冲液将洗脱液 !"调至 3。纯化后，以紫外分光
光度计测定 !#4&和 !#5&吸光度推算蛋白浓度，蛋白定量公式

为：蛋白含量（(6+(,）7 ’$8% 9 !#4& : &$38 9 !#5&。以 ;<;-

=>?@测定蛋白的纯度、分子量。
!"# $%&’(检测产物与炭疽毒素保护抗原（)(）的特异性结合
以基因重组 =>［’5］按 &$#!6+孔包被 ABA./C酶联板，DE

F;>封闭后加入 >/G-HI融合蛋白，孵育后充分洗涤，再加入
"G=标记山羊抗人 J6?（"K ,）酶标多抗，孵育后加入 /CF试
剂显色，8&%L(测 "#值。以 MLN1-=>鼠源单克隆抗体（自制）
为阳性对照，"G=酶标二抗为山羊抗小鼠 J6? HI多抗，以基
因重组肿瘤坏死因子受体（/AH"G）-HI和人 J6?’的 HI段连
接而成的 /AH"G-HI融合蛋白（自制）作为对照。在未包被
=>的微孔中直接包被未转染的 ."O-P’细胞培养上清为阴
性对照，同时，还直接包被 MLN1-=>鼠源单克隆抗体为阳性
对照。

* 结 果

*"! (+,-./分子的设计及其真核表达载体的构建
抗体的 HMQ片段的功能是结合抗原，而抗体的 HI段则

是发挥抗体生物学功能如 .<.、><..或调理作用关键部位，
由于炭疽毒素 =>的受体 >/G可以特异性高亲和力结合 =>，
因此，我们将 >/G胞外区 A端 ’-##3氨基酸（MM）替代抗体的
HMQ片段，保留抗体的重链恒定区 HI 段即铰链区、."# 和
."D区，设计出 >/G-HI融合蛋白全新抗体样分子（如图 ’（M）
所示）。该分子由两条相同的单链通过 HI段铰链区的三对
链间二硫键连接成同源二聚体分子，单链 >/G-HI的 ’-##3MM
为 >/G段，内部含有一对链内二硫键，其中 ’-#3MM为 >/G的
信号肽，##5-8%RMM为 HI段，含有两对链内二硫键，成熟的单
链 >/G-HI（不含信号肽）分子应由 8D# 个氨基酸残基组成。
根据 A-糖基化位点氨基酸序列特征 >2L-S-;T0+/U0，推测该蛋
白 >/G部分存在两个可能的糖基化位点［’8］，而 HI 部分在
."#区有一个糖基化位点，因此该融合蛋白是一个空间结构
复杂、二硫键多、分子量巨大，含有多个糖基化位点的复杂糖

蛋白，用大肠杆菌等表达系统无法正确表达该融合蛋白。我

们构建了表达 >/G-HI融合蛋白的真核表达载体 !I<A>D$’+
>/G-HI（图 ’（Q）另文，待发表）。推测用 ."O细胞表达 >/G-
HI融合蛋白，可以将该蛋白分泌到胞外，并且在 HI的作用
下，可以在 ."O细胞内将 >/G-HI正确组装成同源二聚体分
子，此外，还可以对翻译后的蛋白进行糖基化修饰，这是简单

的原核表达系统无法做到的。

*"* 012-3!细胞的转染及阳性克隆的筛选
真核表达载体 !I<A>D$’+>/G-HI 用 ,1!)VTINM(1LT/C #&&&

阳离子脂质体转染 ."O-P’细胞后，经过 ’#W ?8’5的加压筛
选，出现分散的细胞抗性克隆。将抗性克隆消化下，培养基

稀释细胞接种到 R4孔微孔细胞培养板中，接种密度为 #个
细胞+孔，进行单克隆培养。培养 #周后出现由一个细胞扩
增形成的细胞集落（图 #M），一般一个微孔中形成单个细胞

图 ’ >/G-HI分子的设计及其真核表达载体的构建

H16X ’ /UT WT216L )V >/G-HI()*TIY*T MLW I)L2N0YIN1)L )V
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TYZM0[)N1I T\!0T221)L ]TIN)0 V)0 T\!0T221)L )V >/G-HIX

克隆的几率为 D&E ^ %&E。将单个细胞克隆的微孔换成无
血清培养基［’%］培养 DW后，收集培养上清用直接 @,J;>筛选
阳性克隆，表达水平较高的阳性细胞克隆出现的几率约为

#&E ^ D&E（图 #Q）。
*"4 表达 (+,-./融合蛋白的 012工程细胞的扩大培养
及产物纯化

选择表达水平较高的单克隆细胞系 >/G-HI-’<% 用
’&&&(,转瓶扩大培养，每 #W收集无血清培养上清。收集的
上清用蛋白 >亲和层析柱分离纯化，用 !"#$%的甘氨酸-".*
缓冲液洗脱，有一明显的洗脱峰，收集做 ;<;-=>?@和 @,J;>
分析。’&&&(, 的上清经纯化后可以得到蛋白浓度约 &$R
(6+(,的收集液 D&(,，即该细胞在转瓶中的表达水平约 #3
(6+,，细胞的表达水平约 ’& ^ ’%!6+（’&

4 IT**2·W）。
*"5 ’6’-)(7$分析基因重组产物
如果 >/G-HI融合蛋白能够在 ."O细胞中正确表达，表

达的蛋白预计应是同源二聚体抗体样分子，即 >/G-HI单链
在铰链区通过链间二硫键连接成二聚体（见图 ’M）。单链
>/G-HI分子共有 8%R个氨基酸残基，其中前 #3个氨基酸为
>/G的信号肽，胞外分泌到细胞培养上清中时被切除，所以
实际的单链 >/G-HI有 8D#MM，二聚体为 548MM。由于 >/G和
HI段都有糖基化位点［’8］，因此单链 >/G-HI的分子量预期在
4& ^ 4%Z<。亲和层析纯化得到的 >/G-HI融合蛋白，分别在
还原和非还原条件下进行 ;<;-=>?@ 分析，考马斯亮蓝染
色。在非还原条件下，在 ’#& ^ ’D&Z<处有一条蛋白带，而在
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!"#$%&’单克隆抗体，有 ()* + ,-*的抗体不仅不能对受试细
胞产生保护作用，反而能促进 ./01对细胞的杀伤作用［23］，因
此来源于 &’免疫的血清特异性抗 &’多抗，其中有相当一部
分可能会促进病情的发展。

此外，治疗性单克隆抗体的有效性很大程度上取决于抗

体与抗原的亲和力，高亲和力抗体既能有效保护机体抵御抗

原侵袭，又能大大降低使用剂量。一般来说抗体与抗原的亲

和力（!4）提高一个数量级，抗体的剂量相应就可降低一个数

量级。5!6"!74 "# $% 8研制了多种抗炭疽毒素 &’抗原的单克
隆抗体［9)］，研究表明：在炭疽感染细胞模型中，抗体对细胞和

实验动物的保护性随着亲和力的增加而增加，亲和力较低的

抗体（!4!2): ;<=>?.），保护力较差甚至没有保护能力，而亲

和力高的单链抗体（!4!2): 2) <=>?.），细胞保护能力可达

@)* + 2))*，可见抗体与抗原的高亲和力是研发成功抗体
药物的关键之一。

研究既能够与 &’高亲和力结合，又能特异性封闭 &’与
其细胞受体结合区域的抗体类药物，是成功研制预防和治疗

炭疽感染的炭疽抗毒素的关键。本文研究得到的基因重组

’0A%BC融合蛋白便具有以上两个特征。在长期进化过程中
受体与配体的结合一般亲和力很高，而且由于可溶性受体是

细胞受体的胞外区，它封闭的位点正是配体与细胞受体结合

的区域。受体%BC融合蛋白已成为研制治疗性抗体类药物的
一个热门领域。BD’已批准上市的治疗中重度类风湿关节
炎的药物 E"F7/>（0GB!A%BC 融合蛋白）和治疗重度银屑病
’5EHIHE（JD9的受体 .B’%3%BC融合蛋白）［,］在临床中的出
色表现，证明了这种融合蛋白同样可以取得和抗体一样甚至

更好的疗效。这种融合蛋白可与抗原高亲和力结合，相当于

抗体的 B!F片段，而 BC段又提供了抗体的生物学活性，它有
以下特点：（2）无抗原性，两段蛋白均来自人体；（9）亲和力
高，一般配体和受体的亲和力都较高（!4 + 2): 2) <=>?.）；（3）

不用担心病毒或菌株等抗原的突变，抗体只是针对抗原的一

个表位，一旦该抗原的表位突变，抗体可能失去与抗原的亲

和力，而如果抗原突变导致抗原与受体不结合，则这种抗原

（即病原体）便失去了致病能力，如果抗原的突变不会影响其

与受体的结合，则受体%BC融合蛋白同样可以将抗原捕获并
清除；（K）也具有抗体的 ’DDJ效应和 JDJ效应；（(）半衰期
长，与人源抗体相近（2) + 9)4左右）。目前国内外还没有研
制 ’0A%BC融合蛋白的报道。我们获得了表达水平较高的表
达 ’0A%BC的基因工程 JLM细胞系 ’0A%BC%2D(，该细胞系的
表达水平约 2) + 2("N?（2)

, C/>>O·4），并且连续传代培养 2年，
表达水平没有变化，为系统研究该融合蛋白的生物学性质奠

定了基础。E.IP’证实 ’0A%BC可与 &’特异性结合，并且在
细胞保护实验中显示，’0A%BC可明显抑制炭疽毒素对细胞的
杀伤作用（待发表），该融合蛋白值得进一步研究并开发成防

治炭疽感染的抗体类药物。
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