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【摘* 要】目的：构建人抗 Q3R$ 单链抗体（K>LN）S 人轻链恒

定区（-B）S 鱼精蛋白截短体（ @T）融合蛋白基因，在大肠杆菌

中表达、纯化并分析该融合蛋白的活性/ 方法：设计引物扩增

人抗 Q3R$ 单链抗体 1$+HLN 基因和轻链 恒 定 区 编 码 序 列

（-B），连接成 K>LN S -B 片段，人工合成 @T 序列，连接于 K>LN S
-B 末端，构建成 K>LN S -B S @T 融合基因，将其克隆入原核表达

载体 E30+$5 后，在大肠杆菌 .Z$!（D3+）Z8HK 中诱导表达，表

达产物经 KDK#TW[3 和 \1H@1F9 .2C@ 鉴定后，用 ]6#]0W 螯合

层析介质纯化/ 细胞 3ZJKW 分析 K>LN S -B S @T 融合蛋白抗原亲

合活性，凝胶迁移实验检测 K>LN S -B S @T 融合蛋白与 D]W 的

结合活性/ 结果：成功构建了人抗 Q3R$ K>LN S -B S @T 融合基

因，经 JT0[ 诱导后在大肠杆菌中实现了可溶性表达/ 表达的

K>LN S -B S @T 融合蛋白保持了与抗原的结合活性，同时具有结

合 D]W 的能力/ 结论：K>LN 与 -B，@T 融合后，同时具有抗原

和 D]W 结合活性，为该 K>LN 用于 Q3R$ 阳性肿瘤的靶向基因

治疗奠定了基础/
【关键词】Q3R$；单链抗体；鱼精蛋白

【中图号】R+&$/ !!,* * * 【文献标识码】W

JK 引言

Q3R$ 是癌基因 );<=$ > -)2 的表达产物，在乳腺

癌、卵巢癌等多种人类肿瘤细胞中高度表达，是目前

公认的肿瘤细胞表面的特异性标志分子［! ^ $］/ 单链

抗体（H69721 >G569 N5F65V21 ;F57419@，K>LN）和亲代抗体

相比，具有分子小、穿透力强、免疫原性低的特点，日

益成为诊断和治疗的良好导向载体 ［+ ^ )］/ 鱼精蛋白

是一种碱性蛋白，能与核酸结合［’］/ 鱼精蛋白截短体

（ @F<9>5@1= EFC@54691，@T）是一段长 $$ 个氨基酸的短

肽，它保留了富含碱性氨基酸的序列，同样具有核酸

结合功能/ 我们将抗 Q3R$ K>LN 基因和 @T 编码序列

融合，同时为了避免 K>LN 和 @T 之间空间结构的相互

影响，在其间插入了一段轻链恒定区编码序列（B5EE5
267G@ >G569 >C9H@59@ F176C9，-B），以期获得同时具有抗

原和核酸结合活性的 K>LN S -B S @T 融合蛋白，核酸与

该融合蛋白结合后，在其引导下，有望实现核酸的靶

向输送，旨在为该 K>LN 在 Q3R$ 阳性肿瘤的靶向基

因治疗的应用中奠定基础/

!"#第四军医大学学报（$ %&’()* +,- +./ 01,2）3445，3"（5）6 *))7：8 8 9&’(1:-; <==’; ./’; >1



!" 材料和方法

!! ! " 材 料 " 质 粒 "#$%&’()*+,&-.//&0123［4］，

"#567)8&+379:，";#9<，".=)(3；大 肠 杆 菌 >8:!，

2?(9（ >.)）?@*A 和 8.B( 阳 性 的 人 胃 癌 细 胞 系

A0#C<D9（第四军医大学生物化学与分子生物学教研

室）；限制性内切酶、连接酶（ 日本 =3E3B3 公司）；

/-=0（美国 -156’F3 公司）；质粒小量提取试剂盒、胶

回收试剂盒（ 合肥优晶生物技术有限公司）；8G=13"
HG&H=I 螯合层析介质（ 美国 /J,GK15F’J 公司）；4 8G*
6I7（德国 LG3F’J 公司）；8B- M 羊抗鼠 /F0（ 武汉博

士德生物有限公司）；.#? 化学发光试剂盒，2#I 蛋

白定量试剂盒（美国 -G’1N’ 公司）；B-$/ 94OD 培养基

（美国 0G7N5 公司）；标准胎牛血清（中国医学科学院

生物工程研究所）!
!! #" 方法

9! (! 9P 引物和 K- 编码序列寡核苷酸的设计与合成

P 设计扩增 AN+, 基因的引物 A:：:Q&KKK F33KKNF3NFKN&
N3FNKF3NNN3FKNK&)Q，A)：:Q&KKK NKNF3F FF3F3NFFKF3NNFKFFKN&
NN&)Q，在两端引物中分别引入 !"#B / 和 $%# / 酶切位

点（下划线部分）! 扩增 #R 序列的引物 #R:：:Q&KKK
NKNF3F 3NKFKFFNKFN3NN3KNKFK&)Q，#R)：:Q&KKK KNK3F3 NK33&
N3NKNKNNNNKFKKF3&)Q，在两端引物中分别引入 $%# / 和

$&’ / 酶切位点（下划线部分）! K- 编码序列寡核苷酸

合 成 K-9： :Q&NK3F3 NFN3FNN3F3FNNFF3FN3F3K3KK3N&
NFNN3F3F3N333F33FKNFN3F3NF33FF3FFNFF3FN FN&)Q，K-(：

:Q&KFNFKNFFKNKNFFNNKNFKNK3K33KFFNFFKNKNKFKKKNKKN3FNFKNKFNKK
NNKNNFNNKNF NFNNFF&)Q，寡核苷酸链的两端带有 $&’ /
和 (#) / 酶切位点的粘端序列（下划线部分），能够直

接与经 $&’ / 和 (#) / 酶切的载体连接! 引物和寡核

苷酸由北京奥科生物技术有限公司合成!
9! (! (P AN+, S #R S K- 融合基因重组表达载体的构建

及 鉴 定 P 分 别 以 "#$%&’()*+,&-.//&0123 和

"#567)8&+379: 质粒为模板，A:，A) 和 #R:，#R) 为

引物 -#B 扩增 AN+, 和 #R 片段，产物经相应的酶切

后，一起克隆入 ";#9< 质粒，并进行序列测定，测序

正确后的质粒命名为 ";#9<&AN+, S #R! 将合成的两

条 K- 编码序列寡核苷酸链缓慢退火后，与从 ";#9<&
AN+, S #R 质粒用 !"#B / 和 $&’ / 切下的 AN+, S #R 片

段一起连接入经 !"#B / 和 (#) / 双酶切的 ".=)(3 载

体，转化大肠杆菌 >8:! 后，筛选阳性克隆，酶切鉴

定，对酶切鉴定正确的克隆交由北京奥科生物技术有

限公司 测 序，将 测 序 正 确 的 质 粒 命 名 为 ".=)(3&
AN+, S #R S K-!
9! (! )P AN+, S #R S K- 融合基因的诱导表达及鉴定 P
将鉴定正确的重组质粒 ".=)(3&AN+, S #R S K- 转化大

肠杆菌 2?(9，挑取单克隆，接种于含有氨苄青霉素的

?2 培养基中，)C T过夜培养，次日以 9U9DD 接种，)C
T培养至 *4DD J6达 D! 4 左右，加入 /-=0 终浓度为 D! :
665V S ?，诱导培养 ) W，取 : 6? 未诱导及诱导菌液离

心收集菌体，以 9DD 665V S ? =1G*·8#V（"8 X! D）重

悬，超声裂菌后离心，取少量上清加入等量 ( Y A>A
上样缓冲液，沉淀重悬于适量 9 Y A>A 上样缓冲液，

煮沸 : 6GJ，离心后取上清进行 A>A&-I0. 分析，凝胶

薄层扫描分析蛋白表达情况! 同时对表达产物进行

Z’*K’1J 2V5K 鉴定，蛋白样品经 A>A&-I0. 分离后电

转移至硝酸纤维素膜，以 : F S ? 脱脂奶粉室温封闭 9
W，依次加入鼠抗 4 8G* 6I7（9U9DDD 稀释，O T孵育过

夜），8B- 标记的山羊抗小鼠 /F0（9U:DDD 稀释，室温

9 W），用化学发光试剂盒于暗室条件下 [ 光片感光显

影!
9! (! OP 表达产物的分离纯化P 取 (DD 6? 诱导菌离

心后收集菌体，用 9DD 665V S ? =1G*·8#V（"8 X! D）重

悬，冰浴中温和超声 4 次（每次 ( 6GJ，间隔 9D *）破碎

菌体，O T，9D DDD + 离心 : 6GJ，收集上清过 D! O: "6
滤膜，用镍&次氨基三乙酸（HG( \ &H=I）螯合层析介质

室温结合 9 W，用洗涤缓冲液（9DD 665V S ? =1G*·8#V，
(D 665V S ? 咪唑，"8 X! D）洗涤 : 次后，分别用含 9DD，

(DD，:DD 665V S ? 的咪唑洗脱缓冲液洗脱! 各取少量

不同组洗脱液加入等量 ( Y A>A ?53]GJF 2^__’1，煮沸

: 6GJ，离心后取上清进行 A>A&-I0. 分析!
9! (! : P 表达产物的抗原结合活性检测 P 采用细胞

.?/AI 的方法! 胰酶消化生长铺满的 A0#C<D9 细胞，

重悬于含 9DD 6? S ? 胎牛血清的 B-$/ 94OD 培养液，

调整细胞密度为 : Y 9DX S ? ，以 9DD "? S 孔加入 <4 孔

细胞培养板，)CT，:D 6? S ? #‘( 培养箱中培养 (O W，

细胞充分贴壁生长! OD F S ? 多聚甲醛固定 9D 6GJ，

-2A 洗 ) 次! 每 孔 加 入 9DD "? 含 )D 6? S ? 8(‘(

-2A，室温反应 (D 6GJ，-2A 洗 ) 次! 在细胞包被孔中

分别加入不同稀释度的蛋白样品，每孔 9DD "?，设复

孔，阴性对照，)CT孵育 9 W，依次加入鼠抗 4 8G* 6I7
（9U9DDD 稀释），8B- 标记的山羊抗小鼠 /F0（9U:DDD

稀释）孵育，=$2 显色，终止反应后测定各孔 *O:D J6

值!
9! (! 4P 表达产物的 >HI 结合活性检测P 采用凝胶

迁移阻滞实验! 将 9 "F 质粒 >HI 分别与不同量的

AN+, S #R S K- 融合蛋白于 D! ( 65V S ? H3#V 溶液中室温

孵育 )D 6GJ，9D F S ? 琼脂糖凝胶电泳分离，观察结果!

#" 结果

#! !" 重组表达载体的构建及鉴定 " -#B 分别扩增
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出长度为 !"# $% 的抗 &’(" )*+, 基因片段（ 图 -.）

和长度为 //# $% 的 01 片段（ 图 -2），与预期长度一

致，克隆入 %30-4 载体后，经测序证实序列与设计序

列完全相符5 用 !"#( 6 和 $%& 6 切下 )*+, 7 01 片段

后，与合成的 89 寡核苷酸退火产物一同连接入经

!"#( 6 和 ’#( 6 双酶切的 %’:/"; 载体，重组质粒经

!"#( 6 和 ’#( 6 双酶切后，出现长度为 --/# $% 左右

的片段（ 图 -0），与预期的 )*+, 7 01 7 89 片段长度一

致，经测序证实序列与设计序列完全相符，表明重组

原核表达质粒构建成功5

.< -：=>"### ?;@1A@；"：)*+, 基 因 的 90( 产 物5 2 < -：=>"###

?;@1A@；"：01 编码序列的 90( 产物5 0< -：=>"### ?;@1A@；"：!"#)

6 和 ’#( 6 双酶切后的 %’:/"; B )*+, 7 01 7 895

图 -< )*+, 基因，01 编码序列 90( 扩增产物和重组质粒的酶

切鉴定结果

!" !# $%&’ ( )* ( +, 融合蛋白的诱导表达及鉴定# 与

空载体相比，经 #5 C ??DE 7 > 69:F 诱导后细菌裂解上

清及沉淀中均出现 *@ 约为 G# 1H 的新生蛋白带，与

预期的 )*+, 7 01 7 89 融合蛋白 *@ 相符5 光度扫描显

示目的蛋白的表达量占上清蛋白的 IJ5 JK ，经 LAM8N
A@O 2ED8 分析证实，新生蛋白带即为带有 G &PM 标签的

)*+, 7 01 7 89 融合蛋白，提示目的蛋白表达成功，且以

可溶性表达为主（图 "）5

-：低分子质量蛋白 ?;@1A@；"：%’:/"; 未诱导全菌；/：%’:/"; 诱导

全菌；I：%’:/"; B )*+, 7 01 7 89 诱导菌裂解上清；C：%’:/"; B )*+, 7

01 7 89 诱导菌裂解沉淀；G：)*+, 7 01 7 89 融合蛋白的 LAM8A@O 2ED8 结果5

图 "< )*+, 7 01 7 89 融合蛋白的 )=)N9.F’ 及 LAM8A@O 2ED8 分析

!" - # $%&’ ( )* ( +, 融合蛋白的纯化 # )=)N9.F’ 显

示 )*+, 7 01 7 89 融合蛋白得到有效纯化，经薄层扫描

分析纯度分别达到 4#K以上（图 /）5 用 20. 法测定

纯化蛋白的平均浓度分别为 I## !Q 7 ?>5

-：低分子质量蛋白 ?;@1A@；"：与 RP B R:. 结合前的细菌裂解上清；

/：与RP B R:. 结合后的细菌裂解上清；I S C：-## ??DE 7 > 咪唑洗脱

液；G S !："## ??DE 7 > 咪唑洗脱液；J S 4：C## ??DE 7 > 咪唑洗脱液5

图 /< )*+, 7 01 7 89 融合蛋白纯化的 )=)N9.F’ 分析

!" .# $%&’ ( )* ( +, 融合蛋白的抗原结合活性检测#
细胞 ’>6). 检测结果显示：随着稀释度的增加，)*+, 7
01 7 89 融合蛋白与抗原的结合减弱，提示表达的融合

蛋白能与 )F0!4#- 细胞表面的 &’(" 抗原特异性结

合，并且与 )*+, 相比，)*+, 7 01 7 89 融合蛋白的结合活

性无明显差别，说明 01，89 的融合对 )*+, 的结合活

性没有显著影响（图 I）5

图 I< )*+, 7 01 7 89 融合蛋白抗原结合活性的 ’>6). 检测

!" /# $%&’ ( )* ( +, 融合蛋白的 012 结合活性检测

# 凝胶迁移阻滞实验结果显示：)*+, 7 01 7 89 融合蛋

白与质粒 =R. 作用后，可以使 =R. 的迁移速率变

慢，并且 )*+, 7 01 7 89 融合蛋白含量越高，=R. 的迁移

速率越慢，提示该融合蛋白能够与 =R. 结合（图 C）5

-# 讨论

&’(" 分子是与肿瘤生长、侵袭、转移有关的重
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!："#$%%% &’()*(；$：! !+ 质粒 ",-；.：! !+ 质粒 ",- / !% !+

0123；4：! !+ 质粒 ",- / ! !+ 0123 5 6) 5 78；9：! !+ 质粒 ",- / 4

!+ 0123 5 6) 5 78；:：! !+ 质粒 ",- / !% !+ 0123 5 6) 5 78;

图 9< 凝胶迁移实验检测 0123 5 6) 5 78 融合蛋白与 ",- 结合

活性

要分子，在多种肿瘤中高度表达且与患者预后密切相

关，是目 前 公 认 的 肿 瘤 细 胞 表 面 的 特 异 性 标 志 分

子［! = $］; 研究证实，以 >?@$ 分子为靶点的导向生物

治疗，能够抑制多种肿瘤恶性表型，对肿瘤进行有效

控制［A］; 完整抗体分子因其较强的免疫原性和较弱

的组织穿透性，临床应用受到限制; 0123 将抗体重链

可变区和轻链可变区通过一段柔性短肽连接起来，由

于只保留了 B 区，免疫原性大大降低，同时由于没有

21 段，不能与非靶细胞的 21 受体结合，减少了抗体

的非特异性结合而更集中到达特定部位，因而成为导

向药物的理想载体［. = 4］; 0123 可与其他效应分子融

合构建成多种具有双重功能的分子，最常见的如免疫

毒素、双特异抗体、放射性同位素标记的 0123 等［C］;
目前，部分 0123 及其衍生物已进入临床 D，DD 期试验

阶段［E］;
< < 鱼精蛋白最初发现于精子细胞，它能够将基因组

",- 集中在精子的头部，保证遗传信息的传递［4］; 78
也能够与 ",- 结合，这与它所具有的碱性氨基酸序

列有关［9］; 我们将抗 >?@$ 0123 与 78 融合，同时为

了避免两个结构域之间空间结构的相互影响，又在两

个基因之间插入了一段 6)，以期获得既有抗原结合

活性，又同时具有 ",- 结合活性的 0123 5 6) 5 78 融合

蛋白，",- 与 0123 5 6) 5 78 融合蛋白结合后可以在

0123 引导下到达特定组织，并在特定组织内表达，不

仅可以降低免疫原性，还可直接在体内获得有活性的

蛋白，将更有利于进一步应用［!%］;

< < 目前，单链抗体表达主要的宿主体系为大肠杆

菌，由于大肠杆菌遗传背景清楚、培养操作简单、成本

低廉，加之小分子抗体不存在 21 段糖基化修饰问题，

故较适合小分子抗体的表达; 我们将重组的 F?G.$’H
0123 5 6) 5 78 表达载体转化大肠杆菌 I#$!，经 D8GJ 诱

导后 0123 5 6) 5 78 融合蛋白以可溶性表达为主，表达

量占上清蛋白的 4%K 以上，利用载体 F?G.$’ 上的 :
>LM 融合标签，我们采用 ,L$ / H,G- 螯合层析介质成

功的从表达菌裂解上清中纯化出了高纯度的融合蛋

白; 和 0123 相比，0123 5 6) 5 78 融合蛋白与 >?@$ 抗

原的亲合活性没有显著差别，同时具有 ",- 结合活

性，为该 0123 用于靶向输送 ",- 或 ML@,- 的研究奠

定了基础;
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