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摘 要 为构建能同时表达抗人 JZ!K嵌合重链和嵌合轻链基因的双启动子杆状病毒转移载体，利用 EJ2法扩增出抗人
JZ!K鼠源性单抗的可变区基因和人 XAY"的恒定区基因，再采用一种不需要限制性核酸内切酶和连接酶的新方法———三引物
EJ2（;EMEJ2）法将两者拼接后分别插入杆状病毒转移载体 -73U[I的 ;"和 ;"$启动子后，并通过酶切、电泳、EJ2扩增和测序
对重组体进行了鉴定。研究结果表明，;EMEJ2法快速、方便、准确，无需设计外源的 Z*7序列，就能构建完好的融合表达基
因。该转移载体的构建成功为嵌合抗体基因在昆虫细胞中的表达奠定了基础。
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!"#$分子是表达于 % 淋巴细胞表面的跨膜糖蛋白，参
与介导 %细胞活化所需的协同刺激信号［& ’ (］，!"#$分子的
激发)阻断型单抗可增强)阻断协同刺激信号的转导［*，+］。采
用这一免疫干预手段，对肿瘤、自身免疫性疾病及移植排异

等均具有重要的治疗意义［, ’ $］。目前采用 -淋巴细胞杂交
瘤技术获取的鼠源性抗体，体内应用可产生人抗鼠抗体而降

低治疗效果，同时还可能导致过敏反应等副作用［. ’ &#］。解决

的办法是采用基因工程技术对鼠源性抗体进行改造，即保留

鼠源性抗体的可变区，用人免疫球蛋白的恒定区取代鼠源性

抗体的相应区域。

以杆状病毒为载体，昆虫细胞或虫体为受体的基因工程

表达系统在上世纪 $/年代建立以来，由于其独特的优点和

巨大的潜力，已有近千种外源基因通过这一表达系统得以表

达，该系统后加工过程好，表达量高，表达产物具有天然的生

物活性而受到国内外广泛关注［&(］。

本研究在已获取了稳定分泌鼠抗人 !"#$单抗的杂交瘤
细胞株并对抗体特性进行鉴定的基础上，以杆状病毒为载

体，采用图 &所示的策略，将鼠抗人 !"#$单抗的重、轻链可
变区基因与人 012&恒定区基因通过 %343!5（6784978:;7 3!5）
的方法进行拼接，再将嵌合重链基因和嵌合轻链基因分别插

入杆状病毒转移载体 9<=>?( 中的多角体蛋白基因
（9@ABC;D78@E，!"）和 #&/基因启动子后，构建成重组转移载
体 9<=>?()（FG4!&，FH4"）。本文报道这一研究结果。

图 & 重组转移载体 9<=>?()（FG4!&，FH4"）的构建策略图

I81J& !@EK67L=68@E @M 7;=@:N8EOE6 67OEKM;7 F;=6@7 9<=>?()（FG4!&，FH4"）

! 材料和方法

!"! 质粒和菌株
克隆载体 9P"&$4%购自 %OQO5O公司；双启动子昆虫表

达载体 9<=>?(由中国科学院上海细胞与生物化学研究所

吴祥甫教授惠赠，苏州大学生命科学学院生物化学与分子生

物学教研室保存；转化用宿主菌 $ J %&’( %@9&/、含有编码鼠

抗人 !"#$单抗重、轻链可变区基因、人 012&恒定区基因的
质粒均由苏州大学医学生物技术研究所保存。

!"# 工具酶和主要试剂

H< %OR "S< 聚合酶、3B7@N;K6 "S< 聚合酶、限制酶

$%&5#，)(*D$，+,-G#，#./#，+0’%，%* "S<连接酶等均

购自大连 %OQO5O公司。小量质粒抽提试剂盒、胶回收试剂

盒购自杭州维特洁公司。

!"$ 引物设计

根据鼠抗人 !"#$单抗重链可变区基因和人 012&重链

恒定区基因以及鼠抗人 !"#$单抗轻链可变区基因和人 012&
轻链恒定区基因序列分别设计配对引物 #$G4< 和 #$G4-、

1O::O&4<和 1O::O&4-、#$H4<和 #$H4- 、QO99O4<和 QO99O4-。

按照 %343!5法设计，图中方框部分是抗人 !"#$单抗可变区

基因，阴影部分是人 012&恒定区基因。

#$G4<：+T42!% 22< %!! <%2 2%2 !<2 !%2 !<2 !<2
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!"# $$# ""!%&’（含 !"#(!位点）
)*(%+： ,’%$$$ $## $#" "$# !$$ $"" "!! $$! $$#

$$" !$# $$# $#" !$! $#$ #$! %&’

-.//.0%#：,’%!"" #"" ##$ $$" ""# !"$ $!" !!"%&’
-.//.0%+：,’%$#$ $$# !"" !"# !!! #"" "$$ #$#

"#$ $$# $#$%&’（含 !"#(!位点）
)*1%#：,’%$"# #$# !"! #!$ $#" #!! $#$ #!$ #""

"#$ !"! "%&’（含 !$%"位点）
)*1%+： ,’%$#! $## $#" #$# !$$ !$" #$" "#" #$!

""$ !!! $$! !!" "#$ "!! $$! %&’

2.33.%#：,’%#"! $!$ $"! $"# ""# !"! $!" !!"%&’
2.33.%+：,’%$"# $## !!" "!# #"# "!" !"" ""! $!!

$## $"!%&’（含 &’(4!位点）
以上引物由上海生工生物工程技术服务有限公司合成。

3#567&转移载体测序引物：
80：,’%##! $#! ##" "#! "!" $"# ##! ### !## $!%&’
8)：,’%$!# "## "## !!$ !"! $!# ##! "## "## "%&’
以上测序引物由上海博亚生物技术有限公司合成。

!"# 鼠抗人 $%&’ 单抗重、轻链可变区基因（()、(*）和人
+,-!重、轻链恒定区基因（!!、"）的扩增

用小量质粒抽提试剂盒分别抽提含鼠抗人 "9)* 单抗
重、轻链可变区基因和人 :-$0重、轻链恒定区基因的质粒，
并以此为模板，在 8;<=>?@A酶作用下分别用 )*(%#和 )*(%+、
)*1%#和 )*1%+ 、-.//.0%#和 -.//.0%+、2.33.%#和 2.33.%+
扩增出鼠抗人 "9)* 单抗重、轻链可变区基因 B(、B1 和人
:-$0重、轻链恒定区基因#0、$，扩增条件为 CDE预变性

0/FG，CDE变性 ,,@，,*E退火 ,H@，I)E延伸 ,,@，扩增 &,个循
环，最后 I)E延伸 0H/FG。8"4产物经 0J的琼脂糖凝胶电
泳后用胶回收试剂盒回收目的基因。

!". ()和!!、(*和"嵌合基因的融合拼接

利用 !8%8"4的方法，分别以 B(和#0、B1和$为模板，

用 1# !.K 9L#聚合酶将 B(和#0、B1和$基因拼接起来。反

应分两步进行，先是在不加引物的情况下，CDE预变性 0/FG，
CDE变性 D,@，,HE退火 D,@，I)E延伸 0/FG，扩增 0H 个循环
后，分别加入引物 )*(%#和 -.//.0%+、)*1%#和 2.33.%+，然
后 CDE变性 0/FG，MHE退火 0/FG，I)E延伸 )/FG，扩增 &,个
循环，最后 I)E延伸 0H/FG。8"4产物电泳后割胶回收拼接
成功的目的片段，并克隆至 3N90*%!载体，进一步测序验证。
!"/ 感受态细菌的制备、连接产物的转化、重组质粒的筛选
与鉴定

均按 O./><==P的方法进行［0D］。
!"0 序列测定与序列分析
序列测定由上海博亚生物技术有限公司完成，测序结果

提交 L"+:网站进行在线分析。
!"’ 含 ()1!! 和 (*1"人鼠嵌合基因的转移载体的构建

测序正确的 3N90*%!QB(%#0 质粒用 !"#(!单酶切，

&IE，DR，同时单酶切 3#567&，&IE，DR，割胶回收酶切后的

目的片段，继而连接、转化感受态细菌，分别用 3#567&载体
上的引物（80，8)）8"4法和载体上的酶切位点 &’(4!和融
合基因上的酶切位点 )*+!双酶切鉴定的方法获得 B(%#0 连

接方向正确的重组转移载体 3#567&QB(%#0。然后将测序正

确的 3N90*%!QB1%$质粒用 &’(4!和 !$%"双酶切，&IE，,R，
同时双酶切含 B(%#0 的重组转移载体 3#567&QB(%#0，&IE，

,R，同样割胶回收酶切后的目的片段，连接、转化感受态细
菌，挑选、鉴定重组转移载体 3#567&Q（B(%#0，B1%$），并再次

测序验证。

& 结果

&"! 抗人 $%&’单抗可变区基因 ()、(*和人 +,-!恒定区
基因!!、"的扩增

根据合成的上述配对引物，用 8;<=>?@A酶分别从 3N90*%
!Q"9)*B(、3N90*%!Q"9)*B1、3!S%+0 Q#0、3N90*%!Q$中扩增出

"9)*单抗的可变区基因 B(、B1和人 :-$0恒定区基因#0、$。

经 0J琼脂糖凝胶电泳鉴定，这四条特异性条带与理论值一
致，大小分别为 &,H>3、&)H>3、CCH>3、&)H>3左右。
&"& ()和!!、(*和"嵌合基因的拼接

用 B(和#0、B1和$作为拼接 B(%#0、B1%$的模板，根据

!8%8"4 法，选择配对引物 )*(%# 和 -.//.0%+、)*1%# 和
2.33.%+，分别用 1# !.K酶拼接两段基因。琼脂糖凝胶电泳
显示，有大约 0&&H>3和 M,H>3左右的两种 9L#条带产生，这
与嵌合重、轻链的分子量是一致的。将纯化后的 B(%#0、B1%$
融合基因分别装进 3N90*%!载体，酶切鉴定结果如图 )。经
上海博亚生物技术有限公司测序，全长测序结果显示重、轻

链融合基因均成功获得。重链融合基因有两处同义突变，而

轻链融合基因无任何突变。

图 ) 3N90*%!QB(%#0、3N90*%!QB1%$酶切鉴定图

TF-U) :V?GAFWF5.AF=G =W 3N90*%!QB(%#0、3N90*%!QB1%$
>; VF-?@AF=G XFAR <?@A<F5AF=G ?GY;/?@

0：3N90*%!Q B(%#0 Q &’(4! .GV ,-.V%；

)：3N90*%!QB1%$Q &’(4! .GV ,-.V%；N：9L# /.<P?< 91)HHH U

&"2 含 ()1!! 和 (*1"基因的双启动子重组转移载体的构

建

将测序正确的 3N90*%!QB(%#0 质粒和载体 3#567& 用

!"#(!单酶切后，割胶回收目的片段，经连接、转化和筛选
得阳性重组转移载体。为了确保 B(%#0 基因连接方向的正

确性，选取 B(%#0 为模板，以 3#567& 载体上的引物 80 和

D&* /0-.1*1 2(34."% (5 !-(+1’0.(%($6 生物工程学报 )HH,，Z=[\)0，L=\,



!"##"$%&扩增目的基因，用载体上的酶切位点 !"#$!和目
的基因的酶切位点 %&’!双酶切鉴定。若插入的融合基因是
正向的，’()应扩增出大小为 $**+,-的基因片段，酶切片段
应为 ./.0,-和 *+0,-；若基因插入方向是反向的，则 ’()扩
增不出条带，酶切片段则为 +$+0,-和 $1.0,-。结果显示 ’()
扩增出了大小约为 $*/0,-的基因片段，而酶切片段大小也
与正向插入的预测结果相同（图 *2）。随后将测序正确的
-34$+%5678%"质粒和含 79%#$ 的重组转移载体 -2:;<*679%

#$ 用 !"#)!和 ()*$双酶切，割胶回收后，连接、转化细菌。

筛选的阳性克隆酶切后产生的目的基因片段经 $=琼脂糖
凝胶电泳分析与 78%"融合基因大小一致，结果如图 *&。测
序结果表明含目的基因的重组转移载体 -2:;<*6（79%#$，

78%"）构建成功。图 /2、&显示了测序正确的重轻链融合基
因接头部分序列及其编码的氨基酸。

图 * 重组转移载体 -2:;<*679%#$ 的酶切

及 ’()鉴定电泳图（2）和 -2:;<*6（ 79%#$，78%"）（&）

>?!@* ABCDE?F?:"E?GD GF HC:G#,?D"DE EH"DIFCH 7C:EGH -2:;<*679%#$,J

B?!CIE?GD K?EL HCIEH?:E?GD CDMJ#CI "DB ’()（2）"DB

-2:;<*6（ 79%#$，78%"）（&）

2@$：-2:;<*679%#$ 6!"#)! "DB %&’!；N：-2:;<*679%#$ ’()；

3：4O2 #"HPCH 48N000@

&@$：-2:;<*6（79%#$，78%"）6!"#)! "DB ()*$；

#：4O2 #"HPCH 48N000@

图 / 重链及轻链融合基因接头部分序列及其编码的氨基酸

>?!@/ OQ:RCGE?BC ICSQCD:C "DB ?EI BCBQ:CB "#?DG ":?B ICSQCD:C GF ELC

:L?#CH?: HC!?GD ?D ELC FQICB !CDC 79%#$ "DB 78%"

2：ELC ICSQCD:C ,CFGHC T(( ?I ELC 7"H?",RC HC!?GD GF "DE?%(4N+ #2,

LC"7J :L"?D；&：ELC ICSQCD:C "FECH 5(( ?I ELC :GDIE"DE HC!?GD

GF LQ#"D !"##"%$；ELC ICSQCD:C ,CFGHC (TT ?I ELC 7"H?",RC

HC!?GD GF "DE?%(4N+ #2, R?!LE :L"?D@

! 讨 论

本实验是在已成功采用 &淋巴细胞杂交瘤技术获取了
多株鼠源性稳定分泌抗人 (4N+分子单抗的杂交瘤细胞株，
且对单抗特性进行初步鉴定的基础上进行的。

已有的研究结果表明，激发型抗人 (4N+单抗可在体外
高效活化及扩增 5淋巴细胞，故在肿瘤的生物治疗中具有重
要的应用和开发价值［/，U］。在肿瘤的临床治疗方案中，免疫

抑制剂很多都是生物制剂，许多单抗类生物制剂来源于小

鼠，患者会产生人抗鼠抗体，很快使生物制剂失效，解决的办

法是鼠源性单抗人源化［$U］。为此，我们在实验中将鼠源性

(4N+单抗的可变区和人 A!T$的恒定区拼接起来，构成嵌合
抗体，选择了转移载体 -2:;<*，此载体是一种杆状病毒转移
载体，可在同一昆虫细胞中高水平表达两个不同基因。

-2:;<*携带 2:O’V两个强启动子，+, 和 +$0基因启动子。
这两个启动子具有相似的强度，可在感染昆虫细胞的晚晚期

被活化，同时表达重、轻链嵌合基因［$1］。 +, 启动子后有一

(-.9!克隆位点，而 +$0启动子后有 ()*$和 !"#)!的克
隆位点。正是根据这些特点，我们设计了引物，为避免引入

额外的密码子产生多余或变异的氨基酸，研究中不引入新的

酶切位点而直接采用三引物 ’()（5’%’()）的方法快速实现
了两个基因的融合拼接。测序结果显示，鼠的可变区与人的

恒定区均连接在一起。克隆进 -34$+%5载体测序正确后，分
别将其酶切，插入到转移载体的相应位点。由于轻链融合基

因中有 (-.9!位点，为避免将其切断，故先将重链融合基
因插入到载体，鉴定正确后再将轻链装进。为了确定单酶切

重链基因插入方向的正确性，我们根据载体序列在多克隆位

点两侧的载体上设计了一对引物（’$，’N）并通过分析酶切产
物片段大小的方法进行鉴定。此重组转移载体 -2:;<*6
（79%#$，78%"）的成功构建为进一步构建抗人 (4N+嵌合抗体

的重组杆状病毒及其在昆虫细胞中表达奠定了良好的物质

基础。

本实验所使用的融合基因的拼接方法为 5’%’()法，它
是近年来备受广大研究者青睐的一种 ’()方法。传统的融
合基因构建多是通过限制酶将两个 4O2片段进行酶切，然
后通过连接酶将两个具有互补粘性末端酶切位点的 4O2片
段进行连接。这一方法需要对 4O2片段的限制性酶切位点
有所了解，而且有时很难找到合适的内切酶对 4O2片段进
行酶切，因此某种程度上限制了该方法的应用。5’%’()法
有很多方面的应用：（$）拼接融合基因［$W X N$］；（N）目的基因中
碱基的定点突变；（*）目的基因中某些功能结构域的人工缺
失研究［NN］；（/）在目的基因中的任何位置插入外源基因片
段，进行重组基因的研究。5’%’()法简便、快捷、经济；无需
高档设备仪器和试剂盒，即可实现对所研究的目的基因的改

造。本方法的突出优点在于无需设计外源的 4O2序列，从
而避免在原有基因中引入冗余的酶切位点的碱基序列，即可

实现对目的基因的任何常规性改造。正因为这些优点，5’%
’()法在分子生物学和基因工程领域发挥了越来越重要的
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作用。

本研究结果表明，应用 !"#"$%法构建表达融合蛋白基
因时，需注意以下因素：（&）精心设计合理的中间引物是保
证融合基因构建成功的关键之一，通过反复的实验条件摸

索，构建本融合基因较理想的中间引物长度为 ’( ) *+,-。
（.）合适的模板浓度，!"#"$%所需模板浓度是普通 "$% 的
&/左右为宜。（’）必须用高保真的 012聚合酶来代替普通
!34聚合酶，以降低 "$%过程中的突变率和避免在被拼基因
的 ’5加入 2碱基。
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