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[ Abstract] 　A IM : To co n s truc t the ge ne o f hum an ized

s ing le2dom a in an tibo dy hu3D3VH aga in s t hum an lung ca nc2

e r, to e xp re s s it in E. co li and ana lyze its ac tivity. M ETH2

OD S: The mAb3D3VH w a s hum an ize d by u s ing CDR s g raft2

ing te chn ique. The hu3D3VH ge ne w a s a s sem b led by o ve r2

lapp ing PCR. The e xp re s s io n ve c to r p ET22 ( b + ) /hu3D3VH

w a s co n s truc ted a nd tran sfo rm e d in to E. co li BL21 (D E3 )

a nd the hu3D3VH p ro te in w a s exp re sse d unde r IPTG induc2

tio n. Afte r p u rifica tio n by N i2 + 2a ffin ity ch rom a to g rap h ic co l2

um n, the a c tivity o f hu3D3VH p ro te in w a s a na lyzed by ind i2

re c t EL ISA a nd com p e titive inh ib itio n EL ISA. RESUL TS:

The ta rge t ge ne w ith co rre c t se quence w a s o b ta ined by o 2

ve rlapp ing PCR. The hu3D3VH p ro te in w a s exp re s se d a s in2

c lu s io n bo d ie s w ith the yie ld o f m o re than 30% o f to ta l bac2

te ria l p ro te in s. Afte r p u rifica tio n, the p u rity o f hu3D3VH w a s

m o re than 95%. The rea c tivity o f p u rifie d p ro te in w a s the

sam e a s p a ren t an tibo dy, and co u ld inh ib it the b ind ing o f

mAb3D3 to L342 ce lls. CO NCL US IO N: The hu3D3VH s till

re ta in s the rea c tivity and sp e c ific ity o f mAb3D3, w h ich la ys

the fo unda tio n fo r its fu rthe r c lin ica l app lica tio n.

[ Keywords] 　hum a n iza tio n; s ing le 2dom a in a n tibo dy aga i2

n s t hum an lung ca nce r; e xp re s s io n; ac tivity

ana lys is

[摘 要 ]　目的 : 构建人源化的抗人肺癌单域抗体 hu3D3VH

基因 , 在大肠杆菌中表达 , 对其蛋白活性进行分析。方法 :

采用 CDR移植技术对 mAb3D3的重链可变区进行人源化 , 通

过重叠 PCR获得 hu3D3VH 的基因。构建 pET22 ( b + ) /

hu3D3VH表达载体 , 并转化大肠杆菌 BL21 (DE3) , 在 IPTG

诱导下表达。表达产物通过 N i亲和层析柱纯化。采用间接

EL ISA和竞争抑制 EL ISA法进行活性分析。结果 : 通过重叠

PCR获得序列正确的目的基因。目的蛋白以包涵体的形式表

达 , 表达量占菌体总蛋白的 30%以上。纯化后 , 目的蛋白的

纯度达 95%以上。hu3D3VH具有与亲本抗体相同的抗原反应

性 , 并能抑制 mAb3D3与 L342细胞的结合。结论 : 获得的人

源化单域抗体 hu3D3VH , 保留了与 mAb3D3相同的反应性和

特异性 , 为进一步临床应用奠定了基础。

[关键词 ]　人源化 ; 抗人肺癌单域抗体 ; 表达 ; 活性分析

[中图分类号 ]　Q342, Q786　　 [文献标识码 ]　A

　　本室制备的鼠源抗人肺癌的单克隆抗体 (mAb)

3D3, 在一系列体内外研究中 , 显示出其具有较理想

的临床应用前景 [ 1 - 3 ]。免疫组化实验证实 , mAb3D3

主要与人肺腺癌、鳞癌起反应 ; 与人肺巨细胞癌也有

反应 , 其靶抗原为细胞膜糖蛋白 , 可内化入细胞。动

物实验证实 , mAb3D32ADM等有较好的靶向治疗效

果 ; 放免实验显示 ,
131

I2m3D3的肿瘤 /肺组织同位素

放射性比大于 7∶1、99m Tc2m3D3与人肺鳞癌和肺腺癌

的结合率分别 69%和 60% , 与肺泡癌的结合率为

38%。mAb 3D3重链单域抗体的基因工程产品已建

立 [ 4 ]。但鼠源性 mAb存在 3大缺点限制其临床应

用 [ 5 ]
: 即完整抗体的分子大 , 不易穿透实体瘤 ; Fc

段的存在可使其与体内具有 Fc受体的非特异组织和

细胞结合 , 影响其靶向效果 ; 在人体内反复使用可产

生人抗鼠抗体 ( HAMA )反应。为了克服上述弊端 ,

推进 mAb 3D3的临床应用 , 本实验中采用 CDR移植

技术和基因工程技术 , 制备了人源化的重链单域抗

体 hu3D3VH。

1　材料和方法

1. 1　材料　大肠杆菌 BL21 (DE3)菌株及质粒 pET22 ( b + ) ,

均购自 Novagen公司。MGC2803 (人胃癌细胞株 )、A549和
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L342 (人肺腺癌细胞株 )、95D (人肺巨细胞癌细胞株 ) , 均由

本室保存。mAb3D3由本室制备。引物由上海生工公司合成。

限制性内切酶、T4连接酶及 Pfu酶为 NEB公司产品。质粒提

取及胶回收试剂盒为 OMEGA公司产品。N i2 + 2 H iTrap Chela2

ting HP树脂为 Amersham Pharmacia B iotech公司产品。鼠抗 6

×H is mAb和 HRP标记的羊抗鼠 IgG购自上海生工公司。

1. 2　方法

1. 2. 1　单域抗体 hu3D3VH的人源化设计 　参照文献 [ 6, 7 ]

设计 , V区氨基酸的编号及互补决定区 (CDR )根据 Kabat系

统确定 , 按最适匹配 ( best fit)策略选择人源骨架区 ( FR)模板

(运用 NCB I的 BLAST和 GenBank的 FASTA程序 )。参考

“Humanization by design”( http: / /peop le. cryst. bbk. ac. uk /～

ubcg07 s/ ) , 将 mAb3D3的 CDR移植到人源模板的相应区域 ,

并对 FR区的重要氨基酸残基进行调整 , 得到 hu3D3VH的氨

基酸序列。

1. 2. 2　单域抗体 hu3D3VH基因的构建　根据密码子的简并

性和大肠杆菌的密码子喜好性原则 , 将 hu3D3VH的氨基酸序

列转换成核苷酸序列。将其分成以下 6个长引物片段分别合

成 : F1 CAGGTGCAACTTCAGGAATCTGGCGCCGAACTGGTTCG

TTCTGGTGCATCTG; F2 TTCGCTCTGGTGCCTCTGTGAAGCT2

GAGCTGCACCACCAGCGGCTTTAATATTAATGATACT TATAT2

TCATTGGGTGAAACAGCG; F3 TCATTGGGTGAAACAGCGC2

CCGGAACAGGGTCTGGAATGGATTGGCCGCATTGATCCGGCG

AATGCCAACACCAACTACGACCAG; R1 AGAGCTCACGGTCA

CGGTAGTG CCCTGGCCCCAGCAATCAAACAGGGCGGTG; R2

CAATCAAACAGGGCGGTGGTATCCCAGCGCGCGCAATAATACA

CGGCAGTATCTTCAGAGGTCAGGCTAGACAGCTGCAGATACG;

R3 TAGACAGCTGCAGATACGCGGTATTAGAAGAGGTATCGGC

GGTCATGGTGGCCTTATCTTTAAATTTCTGGTCGTAGTTGGTGTT,

经重叠 PCR拼接得到 hu3D3VH 基因。利用引物 hu3D3VH F:

CTAGCCATGGAACAGGTGCAACTTCAG和 hu3D3VH R: TATA

CTCGAGGCTAGACACGGTCAC, 扩增 hu3D3VH 基因并引入

N co I和 X ho I酶切位点。

1. 2. 3　hu3D3VH表达载体的构建、表达及纯化　 (1)表达载

体的构建 : PCR扩增产物及质粒分别用 N co I和 Xho I消化 ,

胶分离纯化和回收。在 T4 DNA连接酶催化下 , 将 hu3D3VH

基因克隆至质粒 pET22 ( b + )中 , 构建成重组质粒 pET22 ( b

+ ) /hu3D3VH , 并转化 E. coli BL21 (DE3)。对重组子进行菌

液 PCR鉴定 , 阳性克隆送上海博亚公司测序。 (2) 表达和纯

化 : 挑取含测序正确的重组质粒 pET22 /hu3D3VH 的 E. coli

BL21 (DE3)单菌落 , 于 37℃振荡培养过夜。按 1∶100稀释加

入到 22YT培养液中 , 于 37℃振荡培养至 A600值约为 0. 5时 ,

加入终浓度为 0. 5 mmol/L的 IPTG诱导表达 5 h。目的蛋白

的纯化参照 Amersham Pharmacia B iotech公司提供的 N i亲和

层析柱蛋白纯化操作手册进行。采用透析法复性后 , 用

120 g/L的 SDS2PAGE及 B IO2RAD凝胶成像系统 (Quantity

One24. 6)分析表达量与纯度。

1. 2. 4　活性分析 　 ( 1 ) 细胞培养 : 取对数生长期的 MGC2

803、952D、A549和 L342细胞 , 接种于 96孔细胞培养板中

(2 ×104个细胞 /孔 )。待贴满底壁 , 用甲醇固定后 , 于 4℃保

存 , 作为抗体活性分析的抗原用。 (2)抗原反应活性及特异

性分析 : 间接 EL ISA: 将上述处理的 4种细胞培养板经封闭

后 , 分别加入倍比稀释的单域抗体 (100～3. 125 mg/L) , 阳性

对照加完整抗体 (4 mg/L) , 阴性对照加空载体表达产物 , 于

4℃过夜。加入鼠抗 6 ×H is mAb (阳性孔不加 ) , 于 37℃温育

1 h; 再加入 HRP标记的羊抗鼠 IgG, 于 37℃温育 30 m in。以

TMD显色后 , 加 2 mol/L H2 SO4终止反应 , 测定 A405值。每步

骤间用 PBST洗 5次 , 每次 3 m in。竞争抑制实验 : 上述处理

的包被有 L342细胞的培养板 , 经含 100 mL /L羊血清的 PBS

封闭后 , 先加入倍比稀释的单域抗体 (浓度同上 ) , 于 37℃温

育 30 m in, 再加入完整抗体 (4 mg/L ) , 阳性对照只加完整抗

体 , 阴性对照加空载体表达产物 , 于 37℃温育 1 h; 最后加入

HRP标记的羊抗鼠 IgG, 于 37℃温育 30 m in。以 TMD显色

后 , 加 2 mol/L H2 SO4终止反应。测定 A405值 ,计算竞争抑制率。

竞争抑制率 = (1 - A405样本 /A405阳性对照 ) ×100%。

2　结果

2. 1　单域抗体 hu3D3VH的人源化设计　从人抗体基因库中

搜寻到的与 mAb3D3VH的同源性为 66%～73%的人源抗体模

板有 8条 , 其中 Pab421VH
[ 10 ]的同源性为 73% , 且 FR区的同

源性最高 , 故被选作模板。以此模板构建的人源化单域抗体

hu3D3VH 的 氨 基 酸 序 列 为 : QVQLQESGAELVRSGAS2

VKLSCTTSGFN INDTYIHWVKQRPEQGLEW IGR IDPANANTNYD

QKFKDKATMTADTSSNTAYLQLSSLTSEDTAVYYCARWDTTALF

DCW GQGTTVTVSS。其中划线部分为 CDR区 , 斜体字部分为

所调整的 FR区氨基酸残基 : 39位 (V区氨基酸的编号 , 下

同 )和 93位回变为鼠源残基 Q和 A (链间包埋残基 ) ; 1～4位

补加人抗体 VH1亚类基因的前 4个氨基酸 QVQL (人源抗体

模板在这些位点缺少残基 ) ; 94位插入鼠源残基 R (人源抗体

模板在该位点缺少残基 )。

2. 2　单域抗体 hu3D3VH基因的构建　经重叠 PCR将 6个长

引物片段拼接成完整的 hu3D3VH基因序列。第 1步 PCR: F3

+ R3生成产物Ⅰ; 第 2步 PCR反应 : F2 + R2 +Ⅰ生成产物

Ⅱ; 第 3步 PCR反应 : F1 + R1 +Ⅱ生成产物Ⅲ。反应条件均

为 : 95℃预变性 2 m in; 95℃变性 30 s, 55℃退火 45 s, 72℃延

伸 1 m in,循环数 5; 95℃变性 30 s, 72℃退火并延伸 1. 5 m in,

循环数 25; 72℃延伸 5 m in。最后以 hu3D3VH F和 hu3D3VH R

为引物 , 以产物Ⅲ为模板 , 扩增 hu3D3VH基因。图 1的 2～5

泳道中 , 分别可见 376 bp、354 bp、286 bp和 152 bp左右的产

物带 , 均与理论计算的片段的大小相一致。

2. 3　重组质粒的鉴定 　重组子先用载体 pET22的通用引物

T7p romoter和 T7 term inator进行菌液 PCR初筛。阳性克隆的
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PCR产物 , 再用 hu3D3VH F和 hu3D3VH R进行 PCR鉴定。两

次均为阳性的克隆送上海博亚公司测序 , 即获得一正确序列

的重组子。

图 1　PCR产物的琼脂糖凝胶电泳分析

Fig 1　Agarose gel eletrophoresis analysis of PCR p roducts

1: DNA marker; 2: Amp lified hu3D3VH ; 3: ProductⅢ; 4: Product Ⅱ;

5: ProductⅠ.

2. 4　单域抗体在大肠杆菌中的表达及纯化 　含重组质粒

pET22 /hu3D3VH的 E. coli BL21 (DE3)经 IPTG诱导后 , 目的

蛋白主要以包涵体的形式表达 , 表达量占菌体总蛋白的 30%

以上。包涵体经尿素洗涤和溶解后 , 通过 N i亲和层析柱纯

化。图 2所示 , 在相对分子质量 (M r ) 14 400附近有一特异条

带 , 符合目的蛋白的理论推算 (M r约为 14 800) , 其纯度达

95%以上 (Quantity One24. 6)。

图 2　hu3D3VH表达及纯化产物的 SDS2PAGE分析

Fig 2　SDS2PAGE analysis of the exp ression and purification of

hu3D3VH p rotein

1: Protein marker; 2: Cell extract without IPTG induction; 3: Cell extract

with IPTG induction; 4, 5: Supernatant and p recip itate after ultrasonica2

tion, respectively; 6: Purified p rotein.

2. 5　hu3D3VH的活性分析　hu3D3VH是以 C2末端融合 6 ×

H is tag的形式表达 , 因此 , 可利用鼠抗 6×H is mAb检测与细

胞抗原结合的 hu3D3VH。间接 EL ISA表明 , 纯化后的单域抗

体 hu3D3VH与人肺腺癌细胞 L342有较强的反应性 , 与人肺

腺癌细胞 A549和人肺巨细胞癌细胞 952D也有反应 , 与人胃

癌细胞 MGC2803不起反应。其中 hu3D3VH与人肺腺癌细胞

L342反应孔的 A405值为 0. 359～0. 673,阴性对照为 0. 103,阳

性对照为 1. 025, 待测值高于阴性对照 3. 5倍以上 (图 3)。竞

争抑制试验表明 , 单域抗体 hu3D3VH可抑制 mAb3D3与 L342

细胞的结合 , 其抑制率达 43. 25%～18. 74% (图 4)。

图 3　hu3D3VH与不同细胞株的反应性

Fig 3　The reactivities of hu3D3VH to different cell lines

图 4　hu3D3VH对 mAb3D3与细胞膜抗原结合的竞争抑制

Fig 4　Competitive inhibition of hu3D3VH on binding of mAb3D3

to the membrane antigen on L342 cells

3　讨论

肺癌是发病率和病死率增长最快、对人类健康

和生命威胁最大的肿瘤之一。除传统三大治疗手段

外 , 以 mAb为载体 , 荷载放射性核素、细胞因子或

毒素蛋白等的靶向治疗为肺癌的诊治开辟了又一途

径。本室制备的 mAb3D3具有较好的选择性、亲和

力等特点 , 有望成为一种分子靶向治疗的良好载

体 [ 1 - 4 ]。为了克服鼠源 mAb在临床应用中的弊端 ,

我们采用 CDR移植并结合对 FR区重要氨基酸残基

进行调整的策略 , 对 mAb3D3VH进行了人源化改造。

从人抗体基因库中搜寻到的人源抗体模板与

mAb3D3VH的同源性最高为 73% , 比一般报道的同

源性低 [ 7 ] , 这可能与 mAb3D3VH的氨基酸序列是少

见序列有关。但活性分析显示 , 使用同源性为 73%

的人源抗体模板构建的人源化单域抗体 hu3D3VH ,

与人肺腺癌细胞 L342有较强的结合反应性 , 与人肺

腺癌细胞 A549和人肺巨细胞癌细胞 952D也有结合
反应 , 而与人胃癌细胞 MGC2803不起反应 , 其抗原

反应性与亲本 mAb3D3相一致 [ 1 ]。同时 , hu3D3VH

能显著抑制亲本mAb3D 3与靶抗原的结合 ,其抑制

(下转 199页 )
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基因引物 [ 3, 4 ]
, 构建了库容量一般 (1. 2 ×10

7
CFU )但

重组率与多样性均较好的一个人 2鼠杂合 Fab抗体

库 , 仅通过一个循环的快速导向筛选 , 便成功得到抗

γ2sm的特异性人源化轻链。这提示 , 如将库构建的

重点放在提高基因重组率与多样性上可能更有利于

高效筛选。

以往有报道称 pComb3载体构建的 Fab噬菌体抗

体库存在目的基因的重组丢失现象 , 利用 pComb3X

作为展示载体并在 30℃条件下进行培养可缓解此现

象 [ 6, 7 ]。从本实验看来 , 这种缓解似乎只是部分的。

另外 , 随着筛选强度增加出现的基因丢失现象 , 也可

能与筛选用抗原的包被浓度有关。我们分析 , 抗原

包被浓度降低过快会产生过大的筛选压力。虽然强

的筛选压力会使特异性克隆得到了有效富集 , 但由

于每轮洗脱出的结合克隆实际是由特异结合克隆和

非特异性吸附的噬菌体两部分组成的 , 所以强的筛

选压力可能会使这种特异性克隆的富集程度要小于

无效克隆的富集 , 此时出现基因重组率下降也就可

以理解了。当然 , 具体原因还须下一步筛选人源化

重链时比较抗原浓度降低与不降低来进一步验证。

本实验中通过构建多样性好的人 2鼠杂合的噬菌
体 Fab抗体库 , 以鼠源抗γ2sm抗体重链 Fd片段为

模板 , 成功导向筛选到特异性抗γ2sm的人源化 Lc

基因 , 为进一步获得全人源化 Fab抗体提供了良好

的条件。
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率高达 43% , 与同类报道相似 [ 5 ]。这些结果证明 ,

hu3D3VH保留了亲本 mAb3D3的抗原反应性和特异

性 , 人源化达到了预期目的。单域抗体分子小 , 且

能较好地保留完整抗体的抗原反应性和特异性 , 在

制备和应用上具有自身优点。尽管单域抗体存在亲

和力比完整抗体低的缺点 , 但通过构建单域抗体与

人 p53四价功能域或与 Vero细胞毒素蛋白的 B亚基

(VT1B )的融合蛋白 , 可获得单域抗体的同源四聚体

或五聚体而显著提高单域抗体的亲和力 , 为制备高

亲和力的小分子抗体提供了新的途径 [ 9, 10 ]。本实验

中成功地制备了人源化的抗人肺癌单域抗体

hu3D3VH , 为其进一步分子改造及研制新型的肺癌

细胞靶向药物奠定了基础。

参考文献 :
[ 1 ]颜江华 , 杨善民 , 孙亚敏 , 等. 抗人肺癌单克隆抗体 ( 3D3)的研

制及其特性鉴定 [ J ]. 单克隆抗体通讯 , 1992, 8 (3) : 22 - 24.

[ 2 ]颜江华 ,杨善民 ,郑　耘 , 等. 131 I标记抗人肺癌单克隆抗体 3D3

对裸鼠载人肺癌的放射免疫显像研究 [ J ]. 北京实验动物科学 ,

1993, 10 (4) : 15 - 17.

[ 3 ]颜江华 , 苏金华 , 郑　耘 , 等. 阿霉素与肺癌单克隆抗体交联物

的制备及其生物活性 [ J ]. 厦门大学学报 (自然科学 ) , 1995, 34

(1) : 116 - 120.

[ 4 ]史依仁 , 郭先健 , 颜江华. 单克隆抗体 3D3重链可变区基因结构

分析 [ J ]. 中国免疫学杂志 , 1999, 15: 264.

[ 5 ]刘广芝 , 冯　捷 , 周　萍 , 等. 抗人卵巢癌单域抗体 VH基因的

克隆、表达及放射免疫显像 [ J ]. 中国生物化学与分子生物学报 ,

2001, 17 (3) : 350 - 355.

[ 6 ] Martin ACR. Accessing the kabat antibody sequence database by com2

puter[ J ]. PRO TEINS: S tructure, Function and Genetics, 1996, 25:

130 - 133.

[ 7 ] Son JH, Lee UH, Lee JJ, et a l. Humanization of agonistic anti2hu2

man 421BB monoclonal antibody using a phage2disp layed combinatori2

al library[ J ]. J Imm unol M eth, 2004, 286: 187 - 201.

[ 8 ] Jannot CB, Hynes NE. Characterization of scFv2421, a single2chain

antibody targeted to p53 [ J ]. B iochem B iophys Res Comm un, 1997,

230 (2) : 242 - 246.

[ 9 ]武国军 ,白玉洁 ,王　栋 , 等. 抗人 CD3单链抗体 /p53四聚功能

域融合基因的构建及表达 [ J ]. 细胞与分子免疫学杂志 , 2004,

20 (5) : 560 - 567.

[ 10 ] Zhang JB, L i QG, Nguyen TD, et a l. A pentavalent single2domain

antibody app roach to tumor antigen discovery and the development of

novel p roteom ics reagents[ J ]. J M ol B iol, 2004, 341: 161 - 169.

991ISSN1007 - 8738细胞与分子免疫学杂志 (Chin J CellMol Immunol) 2006, 22 (2)


