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摘 要 采用 >ILIQ. 法，将抗人 Q<!S 单链抗体的重、轻链可变区基因和人工设计的昆虫杆状病毒多角体蛋白基因（ ;"）偏好

的连接肽序列，拼接成抗人 Q<!S 单链抗体（抗 Q<!SL40<7）基因，并将其插入昆虫杆状病毒转移载体 :MC0I9NS 的 ;" 启动子，

构建成重组转移载体 :MC0I9NS^Q<!SL40<7。为便于表达产物的纯化，在 Q<!SL40<7 的 Q 端增加了 8 _ J1@ ;CD 序列。通过脂质

体介导法将重组转移载体 :MC0I9NS^Q<!SL40<7 和线性化病毒 M4LMC0I9N8 共转染 M4* 细胞，经空斑分析和蓝白斑筛选，获得

重组杆状病毒 M4LMC0I9N8 Q<!SL40<7。将重组病毒 M4LMC0I9N8 Q<!SL40<7 感染 M4* 细胞和 O 龄家蚕，G<GLI9[K 和 ‘/@;/6E
M(’;;1ED 分析表明，在分子量约为 !SB< 处有一表达带。M4* 细胞的表达始于 !#?，表达峰在 %!?，78? 时表达量开始下降，而 O 龄

家蚕的表达始于 #S?，表达峰在 =!$?。结果证明，抗人 Q<!S 单链抗体基因在 M4* 细胞和家蚕中得到了特异性表达。上述研究

成果为抗人 Q<!S 基因工程抗体的研制奠定了基础。
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: 细胞的活化需要两个信号：抗原特异性的第

一信号和协同刺激信号。在已发现介导协同刺激信

号的分子中，;>FB856 是最基本的协同刺激分子，而

大多数肿瘤细胞缺乏或低表达 ;> 分子，从而导致

不能有效激发机体的抗肿瘤免疫应答，这可能是肿

瘤逃逸免疫监视的重要原因之一［@］。研究表明，抗

B856 激发型抗体可以代替 ;> 分子协同第一信号激

活 : 细胞，激发其抗肿瘤效应［5 G =］。针对 B856 分子

的多种肿瘤治疗策略已成为研究的热点，抗 B856
激发型单抗有望成为有效治疗恶性肿瘤的生物制

剂。由于鼠源性单抗在人体使用后可产生人抗鼠抗

体（HIJI），分子量大，不能有效进入病灶部位，临

床使 用 受 到 限 制。而 单 链 抗 体（ .%#30( !+2%# D?，
K!D?）因其分子小，实体组织穿透力强，血浆半衰期

短，因而在临床疾病的诊断和治疗中具有重要的应

用价值［L—6］。

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 5A 世纪 6A 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［M］。本研究在成功建立稳定分泌鼠

抗人 B856 单抗的杂交瘤细胞株并对抗体特性进行

鉴定基础上，以杆状病毒为载体，采用图 @ 所示的策

略，拼接抗人 B856 人鼠单链抗体基因，构建了昆虫

杆状病毒重组转移载体 -;2!NIO6FB856C!"#$，并成

功地在家蚕细胞（;’<）和蚕体中进行了表达，上述

成果为抗人 B856 人鼠单链抗体抗肿瘤效应研究奠

定了基础。

) 材料和方法

)*) 材料

)*)*) 质粒、病毒、菌株、细胞和家蚕：昆虫杆状病

毒转 移 载 体 -;2!NIO6、线 性 化 病 毒 ;’C;2!NIOP、

;’< 细胞由中国科学院上海生物化学与细胞生物

学研究所吴祥甫教授惠赠，苏州大学生物化学与分

子生物学教研室保存；转化用宿主菌 - Q "&., :"-@A、

含有编码鼠抗人 B856 单抗重、轻链可变区基因片

段的质粒均由苏州大学医学生物技术研究所保存；L

图 @ 昆虫杆状病毒重组转移载体 -;2!NIO6
FB856C!"#$ 的构建策略图

D%39@ B"#.*&1!*%"# "$ &(!"’4%#2#* *&2#.$(&
?(!*"& -;2!NIO6FB856C!"#$

龄家蚕（吴花 / 浒星）由苏州大学遗传与基因工程实

验室提供。

)*)*+ 工具酶与试剂：RI :2S 8<I 聚合酶、NE&"4(.*
8<I 聚合酶、限制酶 -"&T!，%0’H!，1,2)"，345
!，%46UP!（-"&T6@）等购自 :2O2T2 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；

:BC@AA 培养基、胎牛血清 D;K 购自 V<WV:TXYZ< 公

司；鼠抗 H%. 单克隆抗体，<XWIYZ< 公司产品；羊抗

鼠 V3YCHTN，:VI<YZ< 公司产品。

)*)*, 引 物 设 计：D?HCI：L[CY:B B:Y BIY I:Y

Y:Y BIY B: : BIY BIY :BI YYI BB: YIYCU[（含

345!位点，进行了定点 突 变 B: : ：B:Y!B::）；

D?HC;：L[C:BB YBB :BB YB: IBB :BB YBB YBB
YYB :YI YYI YIB :Y: YIY IY: YY:CU[；D?RCI@：

L[CYYI YYB :B: YYB YYI YYB YY: IYB YIB I::
YIY I:Y IBB BIY :B: BBICU[；D?RC;@： L[C
I:Y Y:Y Y:Y I:Y Y:Y Y:Y BBY ::: YY: ::B
BIY B:: YY: YBBCU[（阴影部分代表 P \ H%. 的 *23

6>L 78,2949 :&6+20. &; %,&59"82&.&<) 生物工程学报 5AA>，W"0Q5U，<"Q=



序列）；!"#$%&：’($))* ))* ))% ))+ %)* ))%
))* ))% ))* +*+ ))* ))% ))* ))+ %)*$,(；!"#$
-&： ’($*+) )%% ++* ++% **)
%+) )+) )+) %+) )+) )+) **) +++$,(（下划线部

分代表 !"#.!位点，阴影部分代表 / 0 123 的 456 序

列）。以上引物由上海生工生物工程技术有限公司

合成。

!"# 方法

!"#"! 抗人 *7&8 单抗重、轻链可变区基因的克隆：

用小量质粒抽提试剂盒分别抽提含抗人 *7&8 单抗

重、轻 链 可 变 区 基 因 的 质 粒 9:7;8$+<*7&8=1、

9:7;8$+<*7&8=#，并以此为模板，用 >?@ABC34 酶分别

以 !"1$% 和 !=1$-、!"#$%; 和 !"#$-; 为引物扩增出

抗人 *7&8 单 抗 重、轻 链 可 变 区 基 因 !"1、!"#;。

>*. 产物经 ;D的琼脂糖电泳后用胶回收试剂盒回

收。

以割胶回收产物 !"#; 为模板，用 #% +5E 7F%
聚合 酶 以 !"#$%& 和 !"#$-& 为 引 物 扩 增 出 !"#&。

>*. 产物经 ;D的琼脂糖电泳后用胶回收试剂盒回

收。

!"#"# !"1 和 !"#& 基 因 的 拼 接：分 别 以 !"1 和

!"#& 为模板，用 #% +5E 7F% 聚合酶将 !"1 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，GHI预变性 ;J2K，GHI变性 H’3，’LI退火

H’3，M&I 延伸 ;J2K，扩增 ;L 个循环后，加 入 引 物

!"1$% 和 !"#$-&，然 后 GHI 变 性 ;J2K，/LI 退 火

;J2K，M&I延伸 &J2K，扩增 ,’ 个循环，最后 M&I延伸

;LJ2K。>*. 产物为拼接成功的 $"%& 基因片段，经

;D的琼脂糖电泳后用胶回收试剂盒回收。

!"#"$ 昆 虫 杆 状 病 毒 重 组 转 移 载 体 9-5N>%O8<
*7&8$$"%& 的构建及筛选：将上述 >*. 产物 $"%& 基

因片段纯化后用 !"#.!和 ’()!进行双酶切，,MI，

’P，同时双酶切转移载体 9-5N>%O8，,MI，’P，割胶

回收酶 切 后 的 目 的 片 段，连 接、转 化 感 受 态 细 菌

+A9;L，挑 选、鉴 定 重 组 转 移 载 体 9-5N>%O8<*7&8$
$"%&，筛选阳性克隆，用 !"#.!和 ’()!进行双酶切

及 >*. 鉴定。

!"#"% 序列测定：基因序列测定由上海博亚生物技

术有限公司使用 ,M,L 测序仪进行。

!"#"& 病毒培养：线性化病毒 -J$-5N>%O/ 在 -JF
细胞中传代，用 ;:QR（JST429T2N24? AU 2KUCN42AK，感染复

数）的病毒感染 ; 0 ;L/ 个 -JF 培养细胞，&8I培养

H8 V M&P 后收集上清，;&LLL@<J2K，;LJ2K 去杂质，分

装密封后保存于 HI备用。

!"#"’ -J$-5N>%O/ 基因组 7F% 的制备：根据 WS
等［;L］的 方 法 从 感 染 的 培 养 -JF 细 胞 提 取 病 毒

7F%，溶于 +X（918YL）的 -J$-5N>%O/ 7F% 经浓度测

定和电泳检查，HI保存待用。

!"#"( -J$-5N>%O/ 酶切线性化：用 *(+,/!酶切上

述提取的 -J$-5N>%O/ 7F%，,MI过夜。

!"#") #29AUCN42K 共转染：根据朱江等［;;］的方法进

行。转移质粒 9-5N>%O8<$"%& 7F% 用量为 & V ’"6，
线性化 -J$-5N>%O/ 7F% 用量为 LY’ V ;"6。经共转

染的 -JF 细胞，培养 H V ’ Z 后出现明显的病毒感染

症状，收集上清，用于重组病毒筛选。

!"#"* 重组病毒的筛选：将共转染上清液感染 -JF
细胞，先用 ,’JJ 培养皿进行空斑筛选，再经 , 轮 G/
孔板的蓝白斑筛选，将最后一轮阳性斑接种到新的

细胞瓶中，进行重组病毒扩增。

!"#"!+ 重组病毒的 >*. 鉴定：以提取的重组病毒

7F% 为模板，-J$-5N>%O/ 7F% 为对照，以引物 !"1
和引物 !"#& 进行重组病毒鉴定。

!"#"!! 重组病毒的感染及细胞 -JF、家蚕表达样

品制备：用 -J$-5N>%O/$$"%& 分别感染对数生长期

的 -JF 细胞及 ’ 龄家蚕，每隔 &HP 收集细胞及家蚕

血淋 巴。同 时 以 接 种 了 线 性 化 病 毒 -J$-5N>%O/
（G/P）的 -JF 细胞和家蚕作为对照。制备的细胞裂

解物和家蚕血淋巴 [ &LI保存备用。

!"#"!# \7\$>%)X 电 泳 和 WC34C@K BTA442K6 检 测：

\7\$>%)X 按 #5CJJT2 的方法进行，分离胶浓度为

;&D，浓缩胶浓度为 ’D。将电泳分离后的凝胶转

移至硝酸纤维素膜上，加入封闭液室温温育 ;P。用

鼠抗 123$456 抗体室温孵育 ;P，++-\ 充分洗涤 , 次

后，加入稀释的辣根过氧化物酶标记的羊抗小鼠

R6) 多抗，室温孵育 ;P，++-\ 洗涤 , 次，再用显色液

显色。

# 结果与分析

#"! 鼠抗人 ,-#) 单抗重、轻链可变区基因的扩增

根据 设 计 的 引 物 !"1$% 和 !=1$-、!"#$%; 和

!"#$-;，分别从 9:7;8$+<*7&8=1、9:7;8$+<*7&8=#
各成功扩增出 ; 条大小在 &’L V ’LLB9 之间的目的

片段（!"1 为 ,8LB9，!"#; 为 ,HHB9），且条带单一，无

非特异性（图 &%）。

序列测定结果显示，!"1 和 !"#; 7F% 序列与理

论值一致，无任何碱基突变。!"1 实现了定点突变

*+ + ：*+)!*++，成功将 ’()!位点突变。进一步

GM’朱 艳等：抗人 *7&8 单链抗体基因的构建及在 -JF 细胞和家蚕中的表达



以 !"#$ 为模板，!"#%&’ 和 !"#%(’ 为引物，成功扩增

出 $ 条大小在 )*+,- 左右的目的片段，与理论值大

小一致（图 ’(）。

!"! #$% 和 #$&! 基因的融合拼接

分别以 !". 和 !"#’ 为模板，用 #& /01 23& 聚

合酶拼接 !". 和 !"#’，成功扩增出 $ 条大小在 45+
左右的目的片段（!"#$ 为 45+,-），且条带单一，无非

特异性（图 ’6）。经上海博亚公司测序，结果显示，

拼接获得的抗人 62’* 人鼠单链抗体（ !"#$）基因与

设计的单链抗体基因分子大小一致，大小为 45+,-，

无任何碱基突变。

图 ’ 抗人 62’* 单克隆抗体可变区基因 !". 和 !"#$ 768
扩增（&）；!"#’ 768 扩增（(）；可变区基因（!".、!"#’）拼

接产物抗人 62’* 人鼠单链抗体（!"#$）基因扩增（6）

!9:;’ /<= 0>-?9@9A0B9CD C@ "0E90,?= E=:9CD :=D= !". 0DF !"#$
C@ 0DB9%<G>0D 62’* >CDCA?CD0? 0DB9,CFH（&）；B<= 0>-?9@9A0B9CD
C@ "0E90,?= E=:9CD :=D= !"#’（(）；768 -ECFGAB C@ 0DB9%<G>0D
62’* !"#$（6）

I：23& >C?=AG?0E J=9:<B >0EK=E（2#’+++）；$：!".（)L5,-）；’：!"#$
（)LL,- ）；)： !"#’（ )*+,- ）；I： 23& >C?=AG?0E J=9:<B >0EK=E
（2#’+++）；$：!"#$（45+,-）;

!"’ 昆虫杆状病毒重组转移载体 ()*+,-./012!/3
!"#$ 的获得

将纯化的 !"#$ 基因片段与转移载体 -(0A7&M*
分别进行 %"&8!和 ’()!双酶切，回收后进行连接

并转化感受态细菌 /C-$+，挑选阳性克隆，进行酶切

及 768 鉴定（图 )）。电泳结果显示 !"#$ 基因片段

成功克隆至转移载体 -(0A7&M*。

!"4 抗人 12!/ 单链抗体基因的序列分析

从正反两个方向分别测定 N. 和 N# 23& 序列，

结果 显 示，序 列 全 长 4)5,-，其 中 包 括 N. 序 列

)L5,-；N# 序列 )’+,- 和连接肽序列 L5,-；在抗体链

段的 6 端增加了 O P .9Q 的 B0: 序列，并成功实现了

定点 突 变 6//：6/R! 6//。测 序 结 果 显 示 抗 人

62’*!"#$ 基 因 序 列 与 理 论 值 一 致，无 任 何 碱 基

突变。

图 ) 重组昆虫转移载体 -(0A7&M*S62’*%!"#$
的酶切和 768 鉴定

!9:;) TF=DB9@9A0B9CD C@ E=AC>,9D0DB 9DQ=AB ,0AG?C"9EGQ
BE0DQ@=E "=ABCE ,H E=QBE9AB9CD 0DF 768

I：23& >C?=AG?0E J=9:<B >0EK=E（2#’+++）；$：E=QBE9AB9CD F9:=QB9CD C@
-(0A7&K%*S62’*%UA!"；’：768 -ECFGAB C@ !"#$ ;

!"5 共转染和重组病毒的筛选、鉴定

病毒 (>%(0A7&MO 提取后经 *(+)O!酶切线性

化，线 性 化 (>%(0A7&MO 23& 与 -(0A7&M*S 62’*%
!"#$ 按 $ V5 共转染 (>3 细胞，5F 后细胞局部变圆，

出现病毒感染症状，取共转染上清转接另一瓶正常

(>%3 细胞，LF 后开始发病，感染细胞核染色质浓

缩、核仁增大，细胞内出现较多折光较强的颗粒物，

细胞破碎悬浮，可见已经发生同源重组（图 L&）。

图 L 重 组 转 移 载 体 和 (>%(0A7&MO 共 转 染 (>3 细 胞

（&）；筛选的重组病毒感染 (>3 细胞 WO<（(）

!9:; L 6C%BE0DQ@=AB9CD C@ (>%(0A7&M*S !"#$ 0DF (>%
(0A7&MO（&）；(>3 A=?? 9D@=AB=F J9B< (>%(0A7&MO 62’*%!"#$
@CE WO<（(）

将共转染上清按设定要求稀释并感染 (>3 单

层细胞，进行空斑筛选。重组病毒以感病细胞为中

心对四周细胞进行感染；而可线性化病毒的 (>%

+*5 ,-./0(0 1&+2/34 &5 *.&)0"-/&4&67 生物工程学报 ’++4，NC?X’)，3CXL



!"#$%&’ 感染细胞后几乎每个细胞都出现感病症

状。挑取数个空斑病毒，(’ 孔板培养 )* 后加入 +,
-". 大部分未出现变蓝现象，表明第一轮筛选即可产

生不表达!,半乳糖苷酶的重组病毒株。选取未出现

变蓝现象的 / 个病毒株，进行第二轮和第三轮筛选，

最后用挑选的阳性空斑扩增病毒。

重组病毒感染 /0#1/ 培养瓶中的 !12 细胞，感

染细胞形状首先由原来的多梭形变为圆形，随后核

染色质浓缩、核仁增大、数目增多；最后细胞内出现

较多的颗粒物，细胞离壁悬浮。(’3 后细胞病变的

效果如图 4! 所示。

$56 检测结果表明，经三轮空斑筛选的阳性重

组病 毒 即 为 所 需 的 重 组 病 毒 !1,!"#$%&’ 57/8,
!"#$。

!"# $%!&’!"#$ 基因在 ()* 细胞中的表达及表达

产物的鉴定

将 9:; 约 为 0 < => 的 重 组 毒 株 !1,!"#$%&’
57/8,!"#$ 及 !1,!"#$%&’ 分别感染对数生长期的

!12 细胞，>3、/43、483、?/3、(’3 分别收取病毒感染

的细胞，以 !1,!"#$%&’ 感染 (’3 的 细 胞 为 对 照。

病毒感染 /43 时细胞开始出现病变症状，部分 !12
细胞形状由原来的多梭形变为圆形，但尚有部分细

胞仍呈梭形；483 时感染细胞核染色质浓缩、核仁增

大、数目增多；?/3 时细胞内出现较多的颗粒物，大

部分细胞离壁悬浮；(’3 时全部细胞离壁悬浮，部分

细胞开始破裂。

表达产物经处理后进行 @7@,$%AB 检测，结果

显示，感染后 /43，重组病毒感染区就可见到分子量

约 /8C7 的蛋白条带，随时间推移，表达量增加，?/3
时表达量最大（图 0%）。进一步的 DEFGEHI !.JGGKI- 分

析表明，!1,!"#$%&’ 57/8,!"#$ 感染 /43 时，细胞表

达蛋白中就有单链抗体基因表达，?/3 时表达量最

大，(’3 时表达量开始下降，而 !1,!"#$%&’ 毒株的

免疫印迹结果为阴性（图 0!）。实验证明，!12 细胞

所表达的蛋白具有 LKF 抗性，表达产物即为预期的

单链抗体 57/8,@#MN。
!"+ $%!&’!"#$ 基因在家蚕中的表达及表达产物

的鉴定

用 重 组 毒 株 !1,!"#$%&’ 57/8,!"#$ 及 !1,
!"#$%&’ 分别接种家蚕，每隔 /43 收取感染家蚕的

血淋巴直至 =/>3；同时收取 =/>3 的 !1,!"#$%&’ 感

染的家蚕血淋巴作为对照。表达产物经处理后进行

@7@,$%AB 和 DEFGEHI !.JGGKI- 分析，尽管 @7@,$%AB
图谱中不能见到清晰的表达条带，但 DEFGEHI !.JGGKI-

分析结果表明，感染后 483 重组病毒感染区就可见

到分子量约 /8C7 的蛋白条带，随时间推移，表达量

增加，=/>3 时表达量最大（图 ’ %、!）。家蚕所表达

的蛋白具有 LKF 抗性，其表达谱同 !12 细胞中的相

似，但表达峰在 =/>3，对照的免疫印迹结果为阴性。

图 0 @#MN 基因在 !12 细胞中表达产物的 @7@,$%AB 分

析（%）和 DEFGEHI !.JGGKI- 分析（!）

MK-O0 @7@,$%AB（%）"I* DEFGEHI !.JGGKI-（!）"I".PFKF JQ
@#MN RHJ*S#GF ETRHEFFE* KI !12
%O 9：RHJGEKI 1"HCEH；=：!1,!"#$%&’；/：>3；)：/43；4：483；0：?/3；’：

(’3；!O =：#JIGHJ.；/：>3；)：/43；4：483；0：?/3；’：(’3O

图 ’ !"#$ 基因在家蚕中表达产物的 @7@,$%AB 分析（%）

和 DEFGEHI !.JGGKI- 分析（!）

MK-O’ @7@,$%AB（%）"I* DEFGEHI !.JGGKI-（!）"I".PFKF JQ
!"#$ RHJ*S#GF ETRHEFFE* KI !12
%O 9：RHJGEKI 1"HCEH；=：!1,!"#$%&’；/：>3；)：/43；4：483；0：?/3；’：

(’3；?：=/>3；!O =：#JIGHJ.；/：>3；)：/43；4：483；0：?/3；’：(’3；?：=/>3O

, 讨论

肿瘤的生物治疗已经成为当今研究的热点。机

体在肿瘤状态下，肿瘤特异性 U 细胞（5UV）处于免

疫耐受状态，57/8 激发型单抗在体内、外均可有效

=80朱 艳等：抗人 57/8 单链抗体基因的构建及在 !12 细胞和家蚕中的表达



逆转 ! 细胞的耐受，再次激发其抗肿瘤效应。近年

来，利用 "#$% 激发型单抗单独或联合 "#& 单抗或

细胞因子 ’()$ 等扩增肿瘤特异性 "!( 的研究正在

日益深入［*$ + *,］。同时，器官移植的基础和应用研究

也获得了很大突破，目前特异性免疫抑制剂的开发

研制是移植免疫的研究热点。越来越多的研究表

明，通过特异性阻断协同刺激信号 -./"#$% 以及

"#,0/"#,0( 的传导，可获得外周性免疫耐受［*1，*2］。

实验证实，"#$% 阻断型抗体的运用，可有效延长移

植物的存活时间，若同时与 "#,0( 单抗联合使用，

效果更好［*.］。因此，鉴于单链抗体在临床治疗方面

的独特优势，本实验成功构建了抗人 "#$% 单链抗

体基因，并在昆虫细胞和家蚕中表达，为抗人 "#$%
单链抗体在今后临床治疗的研究奠定了基础。

3-45678% 的启动子后有一 !"#!和 $%&9!的

克隆位 点，由 于 抗 人 "#$% 单 链 抗 体 重 链 可 变 区

（:;）基因也含有一个 !"#!位点，所以在引物设计

时进行了定点突变（"! ! ："!<!"!!）。为避免引

入额外的密码子产生变异的氨基酸，本研究不引入

新的酶切位点而直接采用 !6)6"9 的方法快速实现

了两个基因的融合拼接。!6)6"9 特别适用于没有

合适酶切位点情况下通过所设计的三对引物实现两

基因的快速拼接［*%，*=］。

无论原核生物还是真核生物，对同一氨基酸使

用的密码子是有选择偏倚的（>?4@ ?A 5BCBA 5DB?5E），

本研究在设计连接肽时，根据昆虫密码子的使用频

率，连接肽的密码子大部分采用了昆虫杆状病毒多

角体蛋白基因的偏爱密码子［$0］。由于 F5GH 仅为抗

体分子可变区片段，为了便于纯化和检测表达产物，

设计单链抗体时，在抗体链段的 " 端增加了 2 I ;?@
J4K 序列。

F#F)67<L 电泳和 ME@JENA -OBJJ?AK 分析显示，重

组病毒 -P)-456782 "#$%)’%() 在 -PQ 细胞和家蚕

中得 到 了 融 合 表 达，-P)-456782 "#$%)’%() 感 染

-PQ 细胞后 $,D，"#$%)’%() 就开始表达，.$D 时表

达量最高，=2D 时表达量开始下降；感染家蚕蚕体后

,%D，亦开始表达，*$0D 时表达量最高。-P)-456782
"#$%)’%() 在 -PQ 细胞和家蚕中的表达谱与大多数

以家蚕为生物反应器表达外源基因的情况相似。表

达的目的蛋白分子量的理论值应为 $1R2S#，但是，

实际表达的 "#$%)’%() 比理论值稍大，分子量的增

加可能与 "#$%)’%() 的糖基化相关，而糖基化的鉴

定、糖基化的种类和程度尚待进一步研究。家蚕 1

龄幼虫血淋巴蛋白中有一群分子量 $% T &$S# 的小

分子 脂 蛋 白，F#F)67<L 电 泳 中 不 能 清 楚 地 见 到

"#$%)’%() 的表达条带，可能是由于该表达条带被

小分子脂蛋白覆盖的缘故［$*］。

目前单链抗体及其融合蛋白的研制尚处在体外

实验和动物模型阶段，进入临床研究和利用的还较

少。主要存在的问题有：大量生产有活性的可溶性

蛋白技术尚不成熟，包涵体的复性困难；单链抗体的

稳定性不够，在体内易降解；鼠源抗体的免疫原性；

单链抗体与功能蛋白（如各种毒素［$$］等）的连接要

保持二者的活性，对连接链的要求较高。目前有将

:; 与 :( 的适当部位各引入一半胱氨酸，形成二硫

键稳定的 GH（#@GH），其稳定性和结合能力比 F5GH
高［$&］。为降低免疫原性，采用噬菌体库直接制备人

源抗体以及表位印膜选择构建人抗体库，再用抗原

进行选择可制备人源单链抗体。相信随着分子生物

学技术的迅速发展，将会解决现在的难题，制备更

多、更好的基因工程产品应用于临床。

-P)-456782 "#$%)’%() 在 -PQ 细胞及家蚕体

内表达产物的分离纯化以及 "#$%)F5GH 的生物学活

性分析将是我们继续探讨的问题。
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