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摘 要 用重组昆虫病毒表达系统，在家蚕细胞和虫体表达了抗人小细胞肺癌人’鼠嵌合抗
体。重组病毒-$./0*，-$./1(,及双重组病毒-$./01(+感染的家蚕细胞和虫体血淋巴
中都检测到抗体分子的表达。双重组病毒的双基因共表达部分产物可装配。20345分析表
明抗体重轻链基因共表达产物具有比单基因表达产物高得多的与小细胞肺癌细胞免疫结合

功能。
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重组昆虫杆状病毒表达系统（:;<=>%?@-=ABCD-BAA@%EAFAGBH:24）由于它的高表达效
率及表达后加工等特点而被越来越广泛地运用，已有几百种蛋白在:24中表达［(］。用

:24进行多价外源基因的共表达和表达后装配成有生物活性的多肽也已有不少成功的报
道［*，8］。杆状病毒表达系统一个主要特点是可利用虫体系统作为生物反应器，家蚕虫体

是一个优良的外源基因表达宿主。一般来说外源基因体内表达量比细胞系统要高成百

倍［(］。

抗体由*条重链*条轻链装配而成四聚体。重轻链又分可变区和恒区，可变区与抗
原结合，恒区则起细胞识别效应功能［9］。近年来多有选用重组昆虫病毒表达系统表达鼠

单抗，人’鼠嵌合抗体和有活性的抗体片段报道［"!!］。我们已报道了功能性抗乙肝病毒表
面抗原人’鼠嵌合抗体在昆虫4I细胞中重轻链单独表达和装配型共表达［+，((］，及小细胞
肺癌抗体轻链基因的表达［((］。本文报道用重组昆虫病毒表达系统，在家蚕细胞和蚕体中

共表达抗人小细胞肺癌人鼠嵌合抗体重轻链双基因。表达产物具有与小细胞肺癌细胞免

疫结合功能。

! 材料和方法

!"! 材料
家蚕细胞（!"#$%&#"’(:H$）由本研究室传代培养。家蚕核型多角体病毒:H:;<’

.5J为本组研制的可线性化修饰病毒。蚕种新四元由中国农科院蚕业研究所提供。
质粒D5<KL#由6%MB-G.%AABA博士馈赠［(*］。抗人小细胞肺癌抗体可变区基因由上
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海肿瘤研究所克隆［!"］。工具酶，#$%&’()*$+，碱性磷酸酶标记的抗兔,-.及其底物/01／

02,3，昆虫细胞培养基12!44及胎牛血清均为05#.,026公司产品。人,-.由生化所
张祖传教授馈赠。7()*&8#9:&89*&8;公司的7<21=>1=,/=02药盒用于免疫结合功能
检测。

!"# 方法

!"#"! 昆虫细胞的培养和重组病毒的分离：按文献［!!，!?］进行。

!"#"# 转移载体构建：人鼠嵌合抗体基因结构［!!］，含抗体轻链基因的转移载体%09)#@
见图!=。将人A鼠嵌合抗体重链基因构建在质粒%=)BC"!"#D,位点，使其在核多角
体蛋白基因3E启动子控制下，获得转移载体%=)D!F，见图,0。嵌合抗体轻链基因再构
建到%=)D!F的!$%,,位点，使轻链基因由3!4启动子调控，获得含重轻链双基因，双启
动子转录方向相反的双重组转移载体%=)#D!G，见图!2。

图! 转移载体结构模式图
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!=)/37J(QO(+)(J，"38&K&(8J，7#7D798$9:P(8(-$&+，2!"2"EOK9+)&+J*9+*8(-$&+，

0I09KD,；0-I0-!,,，DID$+L,,,；5I<)&5,；5MI<)&57；RIR:9,

!"#"$ 嵌合抗体基因的表达：用重组病毒8/37#@，8/37D!F，8/37#D!G分别感染家
蚕细胞，@FS培养"L后收集细胞，30>悬浮的细胞加含或不含#A巯基乙醇的@R样品缓
冲液，!44S变性"K$+，作!@T>N>A3=.<。用重组病毒感染五龄起眠家蚕，桑叶喂养@$
UL，收取蚕血淋巴，30>!V"稀释后同样条件作!@T>N>A3=.<分析。C(J*(8+:P&*按文
献［!!］进行。

!"#"% 免疫结合活力测定：按7()*&8#9:&89*&8;产品说明书稍作改动。小细胞肺癌细
胞裂解液包被GW孔培养板，!T0>=室温"4K$+封闭，加不同稀释度液氮冻融"次的蚕血
淋巴液!44%#，?S结合过夜。以下步骤同说明书。
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! 结果和讨论

!"# 转移载体
如图!所示"，#，$%个载体，它们分别含抗人小细胞肺癌人鼠嵌合抗体轻链基因，

重链基因，以及重轻链双基因。通过部分&’"序列分析证明外源基因与启动子连接处序
列正确，转录方向亦正确。轻链基因的人源恒区为$!链，重链基因的人源恒区为$"%链。

图( 重组病毒感染的家蚕细胞表达
的嵌合抗体免疫印迹分析
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!"! 抗人小细胞肺癌嵌合抗体在家蚕细胞

#.’中的表达
以上%个载体分别与#7/%N-酶切线性

化的#.#5>B"E病毒&’"借助I*;189>4*0
试剂共转染家蚕细胞，获得重组病毒<’G
BHI(，<’BHK!L，<’BHIK!O。P1/4?9<0杂
交证明它们分别含抗体轻链基因，重链基因

及重轻链双基因（数据略）。用重组病毒感

染家蚕细胞，%=后收集细胞，用D9749<02314
分析表达产物。图(显示 D9749<02314结
果。轻链产物分子量约为(JQ&，重链产物
约为MRQ&，与对照人-+S基本相同。在双
基因共表达情况下，#.’细胞中不仅产生
了抗体轻链，而且产生了抗体重链。轻链产

物出现(条，推测是从编码基因的第(个

"TS开始翻译的结果［!!］。重轻链产物之间
还出现多余的区带，可能是重链降解的产

物［R］。在不存在$G巯基乙醇的非还原性电
泳条件下，双基因共表达时，可见除了重轻

链产物外，还有大分子免疫杂交区带，应为

重轻链装配后的产物。但装配不完全，并有

异常二聚体存在。这现象与报道基本一

致［J，!U］。

!"$ 抗人小细胞肺癌抗体在家蚕虫体中的表达
将重组病毒<’BHI(，<’BHK!L，<’BHIK!O分别注射五龄起眠家蚕，不同感染时间

收集血淋巴，作D9749<02314分析。图%可以看出，对照正常血淋巴和非重组病毒感染的
血淋巴都未给出免疫阳性结果，而重组病毒感染J#M=后，表达产物明显增加。参照标准
阳性对照人-+S的量，通过计算机S&PRUUU扫描，计算出家蚕血淋巴中表达的人鼠嵌合
抗体重链约为(MU%+／蚕（按每条蚕UVJ.I血淋巴计算）。

!"% 虫体表达的嵌合抗体免疫结合功能测定
为检测在家蚕虫体中重轻链共表达的嵌合抗体是否具有免疫结合功能，我们用小细

胞肺癌细胞裂解物包被ON孔酶标板，虫体表达的嵌合抗体为一抗，酶标记抗人-+S为二
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图! 家蚕虫体表达的嵌合抗体免疫印迹分析
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图C 重组病毒感染的家蚕血淋巴表达的抗体
对小细胞肺癌结合活力测定
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抗，进行SL@RE测定，结果见图C。可见蚕体
表达的重轻链单基因均具有一定的结合功

能，但双基因共表达的产物与小细胞肺癌细

胞免疫结合活力高得多。非重组病毒D4N
D/2<EF感染的家蚕血淋巴对照则无任何结
合活力。

我们获得了人N鼠嵌合抗体重轻链双基
因在重组昆虫病毒系统中的共表达。但抗体

分子装配不完全，且存在异常聚合现象。对

异源四聚体蛋白体内组装机理尚不清楚，用

其他系统表达抗体分子存在诸如表达量低，

产物不稳定性及不能装配完整抗体四聚体等

问题使应用受限制［H］。我们利用重组昆虫病

毒表达效率高且多基因共表达等特点研究抗

体分子的表达，对基因工程抗体在医学研究

和临床应用前景具有一定意义。
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