
书书书

·研究原著· 文章编号：!"""#$%&"（$""’）!(#!)*&#"*

人抗 !"#$% 单链抗体 & 鱼精蛋白截短体融合蛋白基因的构建、表达及活性

鉴定

孟艳玲!!，温伟红!!，薛+ 茜!，张+ 勇!，张+ 巍!，鲍+ 炜!，任君琳!，贾林涛$，王成济$，杨安钢!

（第四军医大学基础部：! 免疫学教研室，$生物化学与分子生物学教研室，陕西 西安 %!""))

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
）

收稿日期：$""(#!!#$*；+ 接受日期：$""(#!$#!*

基金项目：国家重点基础研究发展（&%)）计划（$""*,-(!.."(）；国家自

然科学基金（)"*"")%&）

通讯作者：杨安钢/ 012：（"$&）.*%%*($. 34562：578597: ;44</ 1=</ >9

作者简介：孟艳玲/ 助理实验师/ 012：（"$&）.*%%*()! 3?@/ ."(+ 34562：

A4197B68C<: 85DCC/ >C4/ >9/ 温伟红，博士生（ 导师杨安钢）/ 012：

（"$&）.))%*()! 3?@/ ."(+ 34562：A19A16D: ;44</ 1=</ >9

!：为共同第一作者/

’()#*+,-*.() /)0 123+1##.() (4 5,6/)
/)*.7!"#$% 8-9: & *; 4,#.() 3+(*1.) .)
!" #$%& /)0 .01)*.4.-/*.() (4 .*# <.)0.)%
/-*.:.*=
!"#$ %&’()*’+!!，,"# ,-*(./’+!!，01" 2*&’!，3.4#$
%/’+!，3.4#$ ,-*!，546 ,-*!，7"# 89’()*’!，8:4 )*’(;&/$，

,4#$ <=-’+(8*$，%4#$ 4’($&’+!

!E1F5G@419@ C; H44<9C2C78，$E1F5G@419@ C; -6C>D146I@G8 59=
JC21><25G -6C2C78，K>DCC2 C; -5I6> J1=6>691，LC<G@D J626@5G8
J1=6>52 M96N1GI6@8，O6P59 %!""))，,D695

【$<#*+/-*】$>?：0C >C9I@G<>@ 5 ;<I6C9 7191 C; D<459 59@6#
Q-IR7 K>LN S @T 59= 59528B1 @D1 U69=697 5>@6N6@8 C; K>LN S @T ;<I6C9
FGC@169 A6@D @D1 59@6719 59= EVR 5;@1G @D1 FGC@169 A5I 1?FG1II1=
59= F<G6;61= 69 "> ?/@*/ ?@A!BC8：0DG11 C267C9<>21C@6=1
FG641GI A1G1 =1I6791= 59= <I1= @C 54F26;8 @D1 K>LN Q-I!( 7191/
,C=697 I1W<19>1 C; @T A5I 5==1= 69 @D1 )X FG641G @1G469<I/ 0D1
K>LN S @T 7191 A5I 54F26;61= U8 T,Y 59= >2C91= 69@C 1?FG1II6C9
N1>@CG F30#)$5 59= 1?FG1II1= 69 "> ?/@* -Z$!（E3)）/ 3?FG1II1=
FGC@169 A5I =1@1>@1= U8 KEK#TR[3 59= \1I@1G9 U2C@ 59= F<G6;61=
U8 V6#V0R >D125@697 575GCI1/ 0D1 59@6719#U69=697 5>@6N6@8 C; @D1
K>LN S @T ;<I6C9 FGC@169 A5I >C9;6G41= U8 69=6G1>@ 3ZHKR，59= @D1
EVR U69=697 5U626@8 A5I >C9;6G41= U8 3JKR/ D@8EFA8：

Y1I@G6>@6C9 19=C9<>215I1 =671I@6C9 59= EVR I1W<19>697 FGCN1=
@D5@ K>LN S @T 7191 A5I >CGG1>@28 >2C91= 69@C 1?FG1II6C9 N1>@CG/
KEK#TR[3 59= \1I@1G9 U2C@ 59528I6I IDCA1= @D5@ K>LN S @T ;<I6C9
FGC@169 A5I I<>>1II;<228 1?FG1II1= 69 "> ?/@* -Z$!/ H9=6G1>@
3ZHKR 5II<G1= @D5@ @D1 ;<I6C9 FGC@169 D5= 59@6719#U69=697
5>@6N6@8，59= 3JKR >C9;6G41= @D5@ 6@ D5= IF1>6;6> EVR U69=697
5>@6N6@8/ ’BG’FE8>BG： 0D1 59@6#Q-IR7 K>LN S @T ;<I6C9
FGC@169 1?FG1II1= 69 "> ?/@* >C<2= IF1>65228 U69= A6@D UC@D Q-IR7

59= EVR ;G57419@/
【H1=I(+0#】I69721 >D569 59@6UC=8；Q-IR7；FGC@54691

【摘+ 要】目的：构建人抗 Q-IR7 单链抗体（K>LN）S 鱼精蛋白

截短体（ @G<9>5@1= FGC@54691，@T）融合基因，在大肠杆菌中进行

表达纯化并分析 K>LN S @T 融合蛋白的活性/ 方法：设计引物扩

增人抗 Q-IR7 K>LN Q-I!( 基因，在其 )X端引物引入 @T 的编码

基因，T,Y 扩增获得 K>LN S @T 融合基因，将其克隆入原核表达

载体 F30#)$5 后，在大肠杆菌 -Z$2（E3)）Z8IK 内诱导表达/
表达产物经 KEK#TR[3 及 \1I@1G9 U2C@ 鉴定后，用 V6#V0R 螯

合层析介质纯化/ 间接 3ZHKR 分析 K>LN S @T 融合蛋白的亲和

活性，凝胶迁移阻滞实验检测 K>LN S @T 融合蛋白与 EVR 结合

的情况/ 结果：成功获得人抗 Q-IR7 K>LN S @T 融合基因，经

HT0[ 诱导后在大肠杆菌中表达，表达的 K>LN S @T 融合蛋白不

仅保持了与 Q-IR7 结合的能力，同时具有 EVR 结合活性/ 结

论：K>LN 与 @T 融合后，同时具有与抗原和 EVR 结合的活性，

为该 K>LN 的进一步应用奠定了基础/
【关键词】单链抗体；肝炎表面抗原，乙型；鱼精蛋白类
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JK 引言

单链抗体（K>LN）相对于完整抗体具有免疫源性

低、组织穿透力强的特点，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

EVR 结合［)］，鱼精蛋白截短体（ @G59>5@1= FGC@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 EVR 结合功能［*］/ 我们旨

在将 K>LN 基因和 @T 编码序列融合，获得同时具有抗

原结合活性和 EVR 结合活性的 K>LN S @T 融合基因，

EVR 与该融合蛋白结合后，在其引导下，有望实现

EVR 的靶向输送，为该 K>LN 在乙型肝炎靶向治疗中

的应用奠定基础/

LK 材料和方法

L/ L K 材料 K 质 粒 F3[LT#V)#Q-I!(［(］，F30#)$5 载

体，大肠杆菌 EQ(!，-Z$2（E3)）Z8IK（ 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

接酶及 HT0[（05^5Y5 公司）；质粒小量提取试剂盒、
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胶回收试剂盒（合肥优晶生物技术有限公司）；!"#$%&
’"(’#) 螯合层析介质（ 美国 *+,"-$./0+ 公司）；1 !"2
3)4（5"%/0+ 公司）；!67(羊抗鼠 */8（ 武汉博士德生

物有限公司）；!92)/ 抗 原（ 华 美 生 物 技 术 有 限 公

司）；!(:;7［<=#7］（北京福瑞生物技术公司）；>=? 化

学发光试剂盒、9=) 蛋白定量试剂盒（ 美国 7"0$@0 公

司）A
!A "# 方法

BA ;A BC 引物的设计与合成C 根据已知的抗体序列设

计相应的引物，序列为 D7E：EF(---/%%--@/%//-/@%/@-//-/(
/%/-@(:F；D7:：EF(-/-@-@-//@//-%%-%-@-/@-@@//@-@-//@-/@/
@-@/%/-@/%--/%---@@%@@--//(:F； D7:?： EF(---/@//@@/@
/@-@@/@@-@@--@/-@-/@/%@--@---/-@-@-//@//-%%-%-@-/(:FA 在 :F
端引物中引入了 -7 的编码序列（ 下划线部分），同时

在两端引物中分别引入 !"#6 * 与 $#% * 的酶切位点A
引物由北京奥科生物技术有限公司合成A
BA ;A ;C D@G, H -7 融合基因重组表达载体的构建及鉴

定C 以质粒 &>8G7(’:(!92BE 为模板，以 D7E 和 D7:
为引物进行 7=6 扩增，再以纯化的扩增片段为模板，

以 D7E 和 D7:? 为引物进行 7=6 扩增，纯化第二轮扩

增产物后用 !"#6 * 和 $#% * 双酶切，连接入表达载体

&>#(:;% 中，转化大肠杆菌 I!E! 后，筛选阳性克隆，

酶切鉴定A 对酶切鉴定正确的克隆进行序列测定，测

序由北京奥科生物技术有限公司完成，测序正确的质

粒命名为 &>#:;%(D@G, H -7A
BA ;A :C D@G, H -7 融合基因的诱导表达及鉴定C 将鉴

定正确的重组质粒 &>#:;%(D@G, H -7 转化大肠杆菌

9?;B，挑取单克隆，接种于含有氨苄青霉素的 ?9 培

养基中，:JK过夜培养，次日以 BLBMM 接种，:JK培养

至 &1MM +3 达 MA 1 左右，加入 *7#8 至终浓 度 分 别 为

MA MB，MA B 和 B 33.N H ?，诱导培养 : O，取 B 3? 未诱

导及诱导菌液离心收集菌体，以 79D 重悬，超声裂菌

后离心，沉淀重悬于 B 3? H ? #$"-.+ P BMM，各取少量上

清和重悬后的沉淀加入等量 ; P DID 上样缓冲液，煮

沸 E 3"+，离心后取上清进行 DID(7)8> 分析，凝胶薄

层扫描分析蛋白表达情况A 同时对表达产物进行

Q02-0$+ 4N.- 鉴定，蛋白样品经 DID(7)8> 分离后电

转移至硝酸纤维素膜，以 E / H ? 脱脂奶粉室温封闭 B
O，依次加入鼠抗 1(!"2 3)4（BLBMMM 稀释，RK孵育过

夜），!67 标记的山羊抗小鼠 */8（BL;MMM 稀释，室温 B
O），用化学发光试剂盒于暗室条件下 S 光片感光显影A
BA ;A RC 表达产物的分离纯化C 取 BMM 3? 诱导菌离

心后收集菌体，用 MA B 3.N H ? #$"2(!=N（ &! TA M）重

悬，超声破碎菌体 1 次（每次 ; 3"+，间隔 BM 2），RK，

BM MMM ’ 离心 E 3"+，收集上清过 MA RE "3 滤膜，用

镍(次氨基三乙酸（’"; U (’#)）螯合层析介质室温结

合 B O，用洗涤缓冲液（MA B 3.N H ? #$"2(!=N，;M 33.N H
? 咪唑，&! TA M）洗涤 E 次后，分别用含 BMM，;MM，EMM
33.N H ? 的咪唑洗脱缓冲液洗脱A 各取少量不同组洗

脱液加入等量 ; P DID 上样缓冲液，煮沸 E 3"+，离心

后取上清进行 DID(7)8> 分析A
BA ;A EC 表达产物的抗原结合活性检测C 间接 >?*D)
法检测表达产物的抗原结合活性A 用 !92)/（BM 3/ H
?）包被 >?*D) 板，RK过夜，加入不同稀释度的样品，

:JK孵育 B O，同时设空白和阴性对照，依次加入鼠抗

1 !"2 3)4（B LBMMM 稀释），!67 标记的山羊抗小鼠

*/8（BL;MMM 稀释）孵育，#V9 显色，终止反应后测定

各孔 &REM +3值A
BA ;A 1C 凝胶迁移阻滞实验 C 采用 7=6 方法，用 !(
:;7［<=#7］标记 I’) 探针，探针序列为 !92)/ 片段，

引物序列为 !9DE：EF(@%%@--/-@@-//--%-@/@(:F；!9D:：EF(
%%/@@@-%@/%%@@%@-/%%(:FA 以 !0&8;A ;A BE 细胞的 @I(
’) 为模板，以 !9DE 和 !9D: 为引物，进行 7=6 扩

增，琼脂糖电泳后用胶回收试剂盒纯化，取 BM +/ 标

记探针分 别 与 不 同 浓 度 的 纯 化 蛋 白 于 MA ; 3.N H ?
’%=N 溶液中室温孵育 :M 3"+，用 TM / H ? 非变性聚丙

烯酰氨凝胶电泳分离，干胶，S 光片 W JMK压片 ;R O，

暗室显影A

"# 结果

"A ! # 重组表达载体的构建及鉴定 # 7=6 及 二 次

7=6 分别扩增出长度为 TMM 4& 左右的基因片段（图

B），与预期大小一致A 重组质粒经 !"#6 * 与 $#% * 双

酶切后，出现长度为 TMM 4& 左右的片段（图 ;），经测

序证实序列与设计序列完全一致，表明重组原核表达

质粒构建正确A

B：3%$X0$ I?;MMM；;，:：D@G, H -7 基因的 7=6 产物A

图 BC D@G, H -7 基因 7=6 扩增产物的琼脂糖凝胶电泳结果

"$ "# %&’( ) *+ 融合蛋白的诱导表达及鉴定# 与未诱

导菌相比，不同 *7#8 浓度诱导后细菌裂解上清及沉

淀中均出现 ($ 约为 EM XY 的新生蛋白带，与预期的

($ 相符，光度扫描显示目的蛋白的表达量分别占上
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清蛋白的 !"# "$，!%# &$ 和 ’"# &$，% 种诱导浓度对

蛋白表达量影响不明显# 经 ()*+),- ./0+ 分析证实，

该条带即为带有 ’ 12* 标签的 3456 7 +8 融合蛋白，提

示 3456 7 +8 融合蛋白表达成功，且以可溶性表达为主

（图 %）#

"：9:,;), <=>???；>：!"#@ A 和 $#% A 双酶切后的 BCD%>:E3456 7 +8#

图 >F BCD%>:E3456 7 +8 质粒的酶切鉴定结果

"：中分子量蛋白 9:,;),；>：BCD%>:E3456 7 +8 未诱导菌；%，!，G：分别

用 ?# ?"，?# "，" 990/ 7 = A8DH 诱导后的 BCD%>:E3456 7 +8 细菌裂解上

清；I，’，&：分别用 ?# ?"，?# " 和 " 990/ 7 = A8DH 诱导后的 BCD%>:E

3456 7 +8 细菌裂解沉淀；J：3456 7 +8 融合蛋白的 ()*+),- ./0+ 结果#

图 %F 3456 7 +8 融合蛋白表达的 3<3E8KHC 及 ()*+),- ./0+ 分析

!" #$ %&’( ) *+ 融合蛋白的纯化 $ 3<3E8KHC 显示目

的蛋白得到有效纯化，经薄层扫描分析纯度达 J?$
以上（图 I），用 LMK 法测定纯化蛋白的平均浓度为

"!? 9N 7 =#

"：9:,;),；>，%：与 O2EODK 结合前的细菌裂解上清；I，!："?? 990/ 7

= 咪唑洗脱液；’，G：>?? 990/ 7 = 咪唑洗脱液；&，J：!?? 990/ 7 = 咪唑

洗脱液#

图 IF 3456 7 +8 融合蛋白纯化的 3<3E8KHC 分析

!" , $ %&’( ) *+ 融 合 蛋 白 的 亲 和 活 性 检 测 $ 间 接

C=A3K 检测结果显示：随着稀释度的增加，3456 7 +8 融

合蛋白与 1L*KN 抗原的结合也增强，提示 3456 7 +8 融

合蛋白具有 1L*KN 结合活性（ 图 !），且此结合活性

与 3456 无明显差别，说明 +8 的融合对 3456 的结合

活性没有明显影响#

图 !F 3456 7 +8 融合蛋白抗原结合活性的 C=A3K 检测

!# -$ 凝胶迁移阻滞实验$ 3456 7 +8 融合蛋白与 <OK
作用后，可 以 使 <OK 的 迁 移 速 度 变 慢，并 且 随 着

3456 7 +8 融合含量的增加，<OK 的迁移明显滞后，提

示该融合蛋白能够与 <OK 结合（图 ’）#

"："? -N <OK 片段；>："? -N <OK 片段 P "? -N 3456；%："? -N <OK 片

段 P > -N 3456 7 +8；I："? -N <OK 片段 P I -N 3456 7 +8；!："? -N <OK

片段 P "? -N 3456 7 +8#

图 ’F 检测 3456 7 +8 融合蛋白与 <OK 结合的迁移阻滞实验

#$ 讨论

较强的免疫源性和较弱的组织穿透性是阻碍

9K. 进入临床的关键问题# 3456 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 Q 区，免疫源性大大降低，同时由于没有 54 段，

不能与非靶细胞的 54 受体结合，更易集中到达特定

部位，有利于作为导向药物的载体［" R >］# 3456 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、双特异抗体等［’ R G］# 目前，部分

3456 及其衍生物已进入临床 A，AA 期试验阶段［&］#
鱼精蛋白最初发现于精子细胞，它能够将基因组

<OK 集中在精子的头部，保证遗传信息的传递［%］# +8
也能够与 <OK 结合，这与它所具有的碱性序列有
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关［!］" 我们将 #$%& 与 ’( 融合，使其不仅具有抗原结

合活性，同时具有与 )*+ 结合的功能，)*+ 与 #$%& ,
’( 融合蛋白结合后，可以在 #$%& 引导下到达特定组

织，在特定组织内表达，不仅可以降低免疫源性，并且

可直接在体内获得有活性的蛋白，将更有利于进一步

的应用［-］"
大肠杆菌是目前用于表达有抗原结合活性的

#$%&，%./ 等 片 段 小 分 子 抗 体 的 最 常 用 表 达 系 统"
#$%& 在原核系统中的表达方式有胞质内表达和分泌

性表达两种" 胞质内表达可以是可溶性表达，也可能

形成包涵体，可溶性表达产物大多具有良好的生物学

活性［01］，而包涵体则需要经过变性、复性的复杂过

程，并且所得产物通常没有生物学活性［00 2 03］" 我们

将重组的 456783.7#$%& , ’( 表达载体转化大肠杆菌

9:30，经 ;(6< 诱导后 #$%& , ’( 融合蛋白主要以可溶

性表达为主，表达量占上清蛋白的 =1> 以上，利用载

体 456783. 上的 ?@AB 融合标签，我们采用 *A3 C 7*6+
螯合层析介质成功地从表达菌裂解上清中纯化出了

高纯度的 #$%& , ’( 融合蛋白，所纯化的 #$%& , ’( 融合

蛋白的 @9B+D 结合活性与 #$%& 相比没有明显差别，

因此 ’( 的融合对 #$%& 的结合活性没有明显影响" 获

得的 #$%& , ’( 融合蛋白同时具有 @9B+D 和 )*+ 结合

活性，为该 #$%& 在靶向输送中的进一步应用奠定了

基础"
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