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摘 要 以pPIC9K为栽体 ，构建抗 HIV—lgpl20单链抗体 scFv120与葡萄球菌肠毒素 A(Staphylococcal enterotoxin A，SEA)融合基 

因表达质粒，线性化、电转化法整合入巴斯德毕赤酵母菌，经表型鉴定、PCR分析和 G418筛选得到 Muts型多拷贝整合菌，甲醇 

诱导培养可分泌表达57kD的预期大小蛋白一重组导向毒素 SL120，表达量达 50．1mg／L。通过单链抗体亲和力测定，表明蛋白 

SEA和 scFv120的构象有微弱的相互影响，但此重组导向毒素仍可高效介导 CTLs杀伤 HIV．1靶细胞。 

关键词 HIV一1，gpl20，单链抗体，金黄色葡萄菌外毒素 A，分泌表达，毕赤酵母 
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Abstract Anti-HIV-1 gp120 single chain antibody(scFv)gene and staphylococcus extoxin A(SEA)gene were inserted into 

vector pPIC9K．The recombinant plasmid was integrated into Pichia pastoris by electroporation． High level expression was 

performed by determining the Muts phenotype and screening muti-copy integrants．Th e recombinant protein was about 57kD and 

the production was 50．1 mg／L．It was shown that the two kinds of protein affected the conform ation of each other by antibody 

affinity assay，but the recombinant targeting toxins could highly mediate CTLs to kill HIV一1 target cells． 
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艾滋病 (人获得性免疫缺陷综合症，AIDS)自 

1981年首例报道 以来，已经在全世界许多地区流 

行，造成严重危害。虽然高效抗病毒疗法 (Highly 

active anti。retroviral therapy，HAART)可有效地抑制病 

毒复制，基本上清除血清中游离的 HIV。1病毒粒子， 

但对潜伏感染的 HIV。1无作用⋯。针对此现象，人 

们提出辅助疗法，导向治疗为其中之一。目前，超抗 

原 SEA用于肿瘤导向治疗得到广泛研究 ，并且疗效 

显著，利用 SEA治疗 HIV／AIDS的研究国内外 尚未 

见报导。本文利用 Pichia pastoris表达系统，构建了 

高效分泌表达抗 HIV。1 gpl20单链抗体与超抗原 

SEA融合表达产物的酵母工程菌，并对表达产物进 
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行了初步纯化及活性检测研究。 

1 材料和方法 

1．1 材料 

pPI(gK载体，质粒 pKS、pET．SL120，菌 株 E． 

coli DH5a，毕赤 酵母菌 株 GS1 15，稳定表 达 HIV． 

1gpl60蛋 白 的重 组 人 肝 癌 细 胞 株 SMMC．7721． 

gpl60，人抗 HIV一1 gpl60阳性血清等本室保存。各 

种限制酶、碱性磷酸酶、连接酶、Taq酶、dNTPs等分 

别购自TaKaRa公司。辣根过氧化物酶标记的羊抗 

兔 IgG抗体和 DAB为北京鼎国生物技术有限责任 

公司产品，抗 SEA多抗为Sigma公司产品。HIV一1抗 

原硝酸 纤维膜条 购 自杭州 澳亚生物有 限公 司。 

CytoTox96 Non—Radioactive Cytotoxicity Assay 购 自 

Promega公司。低分子量标准蛋白质(分子量分别为 

97．4kD、66．2kD、43kD、31kD、20kD、14kD)购 自上海 

西巴斯生物技术开发有限公司。 

1．2 方法 

1．2．1 鉴定重组子用引物：通用引物(针对载体上 

信号 肽序 列)：P1：5 ．TACTA1TrGCCAGCA1TrGCTGC一 

3 ；P2：5'-GCAAATGGCATTCTGACATCC．3 。特 异弓l 

物(针对 SEA基因)：P3：5 ．GGCCATGGAGCGAGAAA 

AGCG．3 ：P4：5 ．GGAGATCTAGATrCCGCCTCCACCAC 

TYGTATATAAATATATAGC．3 。 

1．2．2 重组表达质粒构建：按常规方法进行 ，基因 

scFvl20、SEA人工合成，L(Linker)为(Gly4Ser) ，质粒 

pET-SL120构建过程见参考文献[2]。 

1．2．3 转化酵母菌 GS115感受态细胞及多拷贝转 

化子 的筛选：重 组质 粒 pPIC9K．SL120及空 载体 

pPIC9K分别用 Bgl I1线性化，电击转化 GS115酵母 

感受态细胞，菌液涂布于 MD平板，30℃培养箱培养 

至出现菌落为止，用无菌牙签同时接种单菌落于 

MD和 MM平板上，28～30℃培养 2～4d，挑选在 MD 

板生长快速而 MM板生长缓慢或几乎不生长的 Mut 

表型酵母菌，然后经 YPD液体培养基扩菌后，涂布 

0．25、0．5、0．75、1．0、2．0mg／mL G418+YPD平板 ，筛 

选多拷贝转化子。 

1．2．4 PCR鉴定酵母转化子：分别挑选不同抗性的 

转化子，利用玻璃珠法提取转化子基因组 DNA，以 

提取的基因组 DNA为模板，分别用通用引物 P1、P2 

及特异性引物 P3、P4进行 PCR扩增，扩增产物经琼 

脂糖凝胶电泳鉴定。 

1．2．5 重组菌诱导表达：接种重组菌于5mL YPD液 

体培养基中，28～30℃ 250 r／min振摇过夜，次日将培 

养物转移入 lOOmL BMGY培养基中，28～30℃ 250 

r／min振摇过夜，培养至 DD咖=2．0～6．0，离心收集 

菌体，用 20mL BMMY培养基重悬，25～28℃ 250r 

hnin诱导培养 2～6d，每 日取样 1mL并补加甲醇于培 

养基中至终浓度为 0．5％ ～1％。样品离心收集上 

清，以备 SDS．PAGE分析。 

1．2．6 表达产物检测：通过 SDS．PAGE和 Western 

blot方法检测重组蛋白的表达。 

1．2．7 表达产物的初步纯化：培养液取上清，加入 

固体 (NH )：SO 达 65％饱 和度，4℃过夜。10000 

r／min离心 10min，沉淀溶于 0．01mol／L、pH7．0的磷酸 

缓冲液中，上样于 Sephadex G．75凝胶过滤层析柱， 

并用同种磷酸缓冲液洗脱(流速为 30mL／h)，分别收 

集不同洗脱峰的洗脱液并检测。 

1．2．8 单链抗体亲和力测定：采用间接 ELISA方法 

检测 ]。表达 HIV．1gpl60蛋白的 SMMC一7721一gpl60 

细胞，5000r／min离心 5min，收集细胞沉淀，加入细胞 

裂解液冰浴 30min，12000r／min离心 10min，所得细胞 

裂解产物上清作为包被抗原；酵母表达产物经初步 

纯化并用离心超滤管浓缩后，进行 SDS．PAGE分析， 

估算浓度。ELISA具体方法参照《现代动物免疫 

学》 J，酶联 检测 仪 492 nm下 测每孔 吸光 度值 

(OD)，亲和力常数按如下公式计算： 

Ka= } ； 
n = [Ag]。／[Ag’] 

公式中：[Ab’]：表示抗原浓度为[A只’]时 OD= 

112OD 对应的抗体浓度；[Ab]。：表示抗原浓度为 

[Ag] 时 OD=112OD⋯对应的抗体浓度；n：为抗原 

[鲰’]与[Ag] 间的稀释倍数。 

1．2．9 CTL杀伤活性检测： 

PBMCs分离：取静脉血(肝素抗凝)，利用淋巴细 

胞分离液参照说明书分离。 

效应细胞的制备：PBMC 10 cell／mL，加入 1～ 

10~tg／mL过滤除菌的重组 导向毒 素或单链抗 体、 

100IU／mL IL．2，37℃、5％CO：的饱和湿度条件下培养 

72h，收集细胞、2000r／min离心 10min、Hank’s溶液洗 

涤2次；10％FCS．RPMI1640悬起、记数，分成不同细 

胞浓度组，再加入 1～lO／~g／mL重组导向毒素或单链 

抗体，同时加入 100IU／mL IL．2，4℃孵育 30min，用于 

测 CTL活性。 
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靶细胞的准备： 鹏酶消化培养n0靶细胞f表谜 

HIv—I gPI60抗源 的 SMMC一772】一 pt61)细胞) Hank’t 

液洗涤 3次，用 I()嘶I"CS—I{PMII640培 养液 整细胞 

浓度至 l×10 ／m] 

t： FI 活性删定：按细胞毒删定试剂盒的说l啊干5 

进i r．即 乳酸脱氢酶铎放法榆测 ( 1【_反应 在96 

檄孔瓶J 划静吁样- 、自然释_姣驶最犬释放孑L．敢靶 

细胞比例(I(／I。。” l 2．5：1．25：】 50：1．每孔补 加 5％ 

FCS—R】 MII640至2(Xh 1．每组没3十复孔，效靶细胞 

于37 5％ CO，培养箱共同孵育 4h 每 L吸取上 

清．1】『I于另一 ELISA反扁板的孔小，每孔中1JⅡ人新鲜 

配胃的底物澈50 ，章温避光反应 后．每孔加 八 cL终 止液 ,．

终

L

止酶健反直

30

在

m

晦

in

50f 联 捡删仪 

492nm下删每钆吸光崖值(ODI，CT[ 活性 杀伤率 

表示．按钏 公式计算： 

乐fb活r c = 壁 2 }； 8 ； i ； — i x 

2 结 兵 

2．I 表达载体的构建 

重组 表达质粒构建过程 

一 目一  
7 Ii 21i K-̈  、iiin - 

．． 

K I I 20 nill【9K 

—

垦 玉E圃珊卜_ —昌{．卜 

Ani『1 5|、1]Xl l l 21 J Ïb,4 Kan 3 AOXI 

I 埙牝 I,PIC9K—SI I20 建流程 箬 

『 l l5msml,Ïill rlI _̈1川 i,I II K—SI I 2f 

2．2 酵母转化子的 PCR鉴定 

Pl ̈{扩塔站粜 图2．．其叶 1．I4为 性埘 ． 

昧道 14 4—8为特异 f物扩增产物【 泳结果e sEA 

基因特异I~f c物)．淋道 I 9～I 3为通 引物{针 时 

载伟信号l扯=引物功 增产物电泳结 ．山图可见，4～ 

8沫道扩增L}I 7【H}ll[I带．与SEA．基冈大 、相当：9～ 

】3泳瞧_}J的带有 l 8kb久小 正好与日的 l-kl加分 

泌情号(1．5kb+298bp)太小相当；1泳道扩增 约 

300bp条带，与载体分泌信号带大小相当；证明我们 

的日的 圆已l茂功嫠台^酵母基因 -{i 

2．3 表达产物的 SDS．PAGE分析 

将经 PCR鉴定为阳性的转化子丹驯接种 l{MI 

和 BM"．'IY培养基诱导表达后．表达 清用硫酸铰浓 

缩 10倍『 取样进 SI)S—PAGE、其结果见罔3．从罔 

3可以看 ，在 57k1)处出现与预fr夫小相符最带， 

蚌且能抗o 75rag／in[ ( I 8∞重组于诱导培养4d．目 

的蚩I=l表达量最高，达50．I ng／L 南图中可 在目 

的带上方迁干丁I基带．分析原 可能是表达产物信 

号肽切割 完全 

I 2 { 5 ， Il J ll l： I{ 

h 

’Ⅲ l̈— 

il-—+  

2 障母转化子 PCll箍定 

2 R l,[．,．1ili~；ati,m r“vI- 川 r lI l hI liI、 

I pll f， ICgE I⋯  m㈣  hy ge,leral prin~r．4～E：l’c：l／ 

19 }’̂ ili,I’l1illl’一9 l3 n R l_1 r rl l,tl f’rm r．I4：pt：ll rlf 

LCgK I l ̂ Ⅷ ⋯ ¨ l' -riIi- ⋯  

l 2 J 5 b 

kII 

" 4一  一  

一

一  
一  

43 cI一 ，～  ～ 

蝴 

l -_  

2 一 ～ 一 ～  ～  

匦 3 1 表达 l：清 SDS,-PAGE讣机 

Fig 3 】 P̂ 【 E of tho express,：-II SI I20 fmm -t,ht,ral 

‘u n1al ̈ I ot【：SI【5／pl‘l【 K— 【21} 

：mll rk~'r：2：4；41 -()25 3 I 418-0 5：4 (4 l k-O 75：5 I 18 I：6 

-PI【9K ¨-⋯Ⅲl 

2．4 表达产物的 Western blot检测 

利 ttIV—l抗原基榆删 sol"、 I 20，利用抗 SEA的 

多}lt 删 SEA，结果 址 4．5 山图 4【『J ．I、2、3 

试纸条住 I60．gqd20所在位置均出现条一}l{：，填中 

纸条 I、2足使用表达产物捡删结粜，试纸条 3足 

一 
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使用人抗 HIV一1阳性血清检测结果，从而证明本研 

究获得的重组导向毒素具有特异性与 HIV一1 gpl20 

结合的活性；从图中可见在 gpl60、gpl20处均出现 

条带，原因是 gpl60经细胞蛋白酶作用被水解为非 

共价连接 的 gpl20和 gp41两部分，因此在 gpl60、 

gpl20处均出现条带；另外 gpl60条带处明显深于 

gpl20处，分析原因可能为厂家制作的抗原条中抗 

原的定量是以摩尔单位计算。由图 5可见在 57kD 

处显出特异性条带，正好与 SEA+Llinker+scFvl20 

大小相当，证明我们的目的基因得到完好表达。 

l _= i； 黜 

图 5 检测 SEA 

Fig．5 Western blot for SEA 

1：negative control：2．3：SL120． 

2．5 表达产物初步纯化 

表达产物经(NH ) SO4沉淀、分子筛层析后， 

SDS—PAGE检测 ，可见大部分杂质已除去(图 6)。薄 

层扫描显示纯度达 85％以上。 

1 ， 

—  

SL12o_ ～  一  

一  

图6 纯化的 SL120 SDS．PAGE分析 

Fig．6 SDS-PAGE of purified SL120 

1，2：SL120；3：marker． 

2．6 单链抗体亲合力测定 

在抗原分别作 20倍、40倍稀释条 件下，0．2 

~g／mL目的产物倍比稀释，所测 OD值见图 7。根据 

抗体亲和力常数公式可计算出本实验所表达的重组 

导向毒素中单链抗体的亲和常数为2．18 X 10 ，略低 

于单独表达的 scFvl20亲和力值(未列出)，说明两 

蛋白间有微弱的相互影响。 

l2 U 32UU UU 2UU 5U 

M ultiple of antibody dilution 

图7 单链抗体亲和力曲线 

Fig．7 Affinity curves of scFv 

2．7 特异性 CTL杀伤活性检测 

以单独表达的 scFv120为对照，定量的样品经 

过滤除菌后，分别加入细胞培养孔中，使其终浓度分 

别达到 1、2、3、5、10~g／mL，刺激分离的 PBMCs，使之 

激活、增殖；在效靶比分别为 l2．5：1、25：1和50：1条 

件下，特异性 CTL杀伤率检测结果见表 1。 

表 1 特异性 CTL杀伤活性(％) 

Table 1 The specific CTL cytotoxicity activity(％) 

从表 1可知：实验组因 SL120的加入，SEA可非 

特异的激活 T细胞 ，在 scFv120导向下可特异性杀 

伤 HIV．1靶细胞，杀伤活性明显高于对照组(scFv120 

对 T细胞无作用，因此无 T细胞激活，无法杀伤 

HIV．1靶细胞)，并且当重组导向毒素终浓度达 2t-tg／ 

mL时，可最大限度的激活 PBMCs并介导 CTLs发挥 

杀伤活性。 

3 讨 论 

虽然 HAART疗法可显著降低病毒载量，延迟疾 

病进展，但却不能根除感染者体内的病毒，一旦停 

药，病毒感染就会出现反弹。针对此现象，人们提出 

辅助治疗策略，而导向治疗为其中之一。本研究应 

3  2  2 1  1  0  

g 0 
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用 SEA作为“弹头”有三点优势：一、可使处于潜伏 

感染的表达 T细胞抗原受体(TCR)V13区的T细胞活 

化 J，从而表达病毒蛋白，被机体免疫系统识别并杀 

伤或直接被我们的导向药物介导而杀伤；二、强烈诱 

导 CTL活性及产生各种细胞因子，如 INF一 、TNF—a、 

IL一2和 IL一6等 ，细胞因子可直接或间接产生杀伤 

作用；CTLs在 scFvl20的导向作用下可杀伤 HIV一1 

感染的靶细胞；并且激活的淋 巴细胞主要分泌 Thl 

型细胞因子，可使因 HIV．1感染引起的 Thl型细胞 

因子向Th2型转换发生逆转 ，从而增强机体细胞免 

疫水平；三、虽然 HAART疗法已显著降低 HIV一1相 

关的发病率和死亡率，但由于它所具有的强副作用， 

很多患者不能持续用药，而一旦停药，病毒就会出现 

反弹。如用抗 HIV．1单链抗体 导 向的 SEA辅助 

HAART治疗，可显著降低体内处于 HIV．1潜伏感染 

的细胞数，使病毒反弹周期相对于只用 HAART治疗 

的时间延长，从而可延长HAART治疗的间隔期。目 

前利用 SEA治疗 HIV／AIDS的研究国内外尚未见报 

导，但在肿瘤免疫治疗中得到广泛研究，并且取得显 

著疗效，如 Takemura等 用融合蛋白 SEA—D227A．M 

×3(M×3为 anti．MUC1×anti—CD3 diabody)进行的 

SCID鼠试验表明，注射 SEA—D227A—M×3激活的 T— 

LAK(具有 T细胞表型的淋巴因子激活杀伤细胞)9 

周后，对照组肿瘤达 20mm，实验组 6只鼠中有 3只 

肿瘤完全消退，其他 3只的肿瘤也得到明显抑制。 

SEA同其他 T细胞超抗原一样，与 T细胞作用 

导致其所处的状态与所用超抗原的剂量和次数有 

关。一般在初次刺激可导致细胞大量活化和快速增 

殖，但多次刺激后，却导致 T细胞免疫耐受。余德 

厚 等用 Mrrr法检测外周血 T淋巴细胞的增殖，显 

示 SEA浓度在 1t~g／mL时，可使外周血 T细胞产生最 

大增殖，并且增殖高峰在 72h左右出现；本研究设不 

同浓度 SL120组进行实验，发现当 SL120浓度为 

2 g／mL时可高效地活化 T淋巴细胞并且杀伤 HIV一1 

靶细胞，与上述研究结果相符。 

本研究利用酵母分泌型表达载体 pPIC9K构建 

了酵母表达质粒，它带有 Gt因子分泌信号序列，能够 

引导表达的外源蛋 白分泌到细胞外。通过 SDS— 

PAGE分析，表明表达产物 SL120主要存在于上清 

中，这有利于重组蛋白的分离纯化；通过饱和度为 

65％的(NH4) SO 沉淀、凝胶过滤层析，目的蛋白得 

到了初步纯化，纯度达 85％以上。 

为了更好地发挥单链抗体与 SEA各自的作用， 

我们利用 PCR方法在两基 因问引入柔性连接肽 

Gly4Ser基因序列。对表达产物中的 scFv120结合活 

性的检测(与 HIV一1抗原硝酸纤维膜条的结合反应 

及抗体亲和力测定)及重组导向毒素活化 PBMCs并 

介导 CTLs发挥杀伤活性的检测，说明两蛋白问虽有 

微弱的相互影响，但仍能很好地发挥各 自的功能。 

因此，此重组导向毒素有可能成为 HAART治疗的良 

好辅助药物。 
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