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抗 ! 型肉毒毒素人源三结构域抗体的重组设计与表达
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（军事医学科学院微生物流行病研究所 北京 3$$$/3）

摘 要：以获得的抗 ) 型肉毒毒素人源单链抗体 CBD@ 23/ 为模板，E1F 扩增抗体 CBD@ 基因的重链可变区（%G）和轻

链可变区（%!），以重链恒定区 3（1G3）"H端 3# 个氨基酸的序列作为连接肽，构建成三结构域抗体分子：%G9连接肽9
%!（%GI%!）。重组 %GI%!抗体分子在大肠杆菌中得到高效表达，其表达量占菌体总蛋白质的 0!J以上。表达的蛋

白质在菌内形成包含体，采用镍柱金属鏊合层析法对该包含体进行纯化，得到了纯度高达 ."J的 %GI%!。:KLC) 等

实验结果显示，重组设计并制备的三结构域抗体蛋白 %GI%!不但可以特异识别毒素抗原，具有与原母本单链抗体

CBD@ 相同的抗原特异性，而且具有了更高的相对亲和力和稳定性。
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O<;,<> 的研究结果认为，单链抗体中连接肽序

列的长短和电荷严重影响抗体的特性。使用不同的

K,>P6+A 序列连接抗体可变区构建而成的单链抗体，

其功 能 性 抗 体 蛋 白 的 重 组 产 量 会 不 同［3］。不 同

K,>P6+A 序列组装成的单链抗体具有不同的可溶分

泌表达能力（可以相差 " 倍以上），并具有不同的特

异抗原结合能力。优化的 K,>P6+ 序列可以提高在尿

素中的复性单链抗体的稳定性，增加蛋白的可溶性，

帮助抗体可变区进行正确折叠。CBD@ 23/ 是我们利

用噬菌体表面展示抗体文库技术［# Q !］筛选获得的一

株对 ) 型肉毒毒素特异的人源单链抗体，其在肉毒

中毒被动免疫治疗应用方面具有一定应用前景。本

文在母本抗体分子 CBD@ 的基础上，以人重链 1G3 的

"H序列 3# 个氨基酸，替换母本 CBD@ 中的通用连接肽

（C6+R’S!）0，与重链可变区和轻链可变区重新组装成

新型三结构域抗体，进行重组制备，观察其抗原结合

活性，并在抗体分子的相对亲和力和稳定性方面与

母本 CBD@ 进行比较。

" 材料和方法

"#" 材料

"#"#" 载体和菌株：*R:T9CBD@ 23/ 为已构建的重

组质粒、人源重组 CBD@ 抗体实验室制备（另文发

表），大肠杆菌（!"#$%&’#$’( #)*’）OG""、2K#3（O:0）为

本室保存，表达载体 *:5##U 为 -&@<=6> 产品。

"#"#$ 试剂：过氧化物酶（GFE）标记的抗 G,A95<=
抗体购自 E,6+B6 公司。限制性内切酶及 5! O-) 连

接酶购自 E+&;6=< 公司。-,9-5) 为 EV<+;<B,< 产品。

其它试剂均为国产分析纯。

"#$ 三结构域抗体设计和重组表达质粒构建

以重组质粒 *R:T9CBD@ 作模板，扩增重链可变

区（%G），轻链可变区（%!），并合成 1G’ 区的前 08 个

核苷酸（连接肽基因）。E1F 反应条件：.!W 3;,>，

""W 3;,>，/#W 3;,>，#" 个循环。分别回收扩增片

段。以基因融合方式获得 %GI%!基因。 +#)#和

+),#酶切 %GI%!基因，与经同样双酶切的 *:5##U
载体连接，转化大肠杆菌 OG""，E1F 和酶切鉴定重

组子，即 *:59%GI%!表达质粒。

"#% 三结构域抗体在大肠杆菌中的表达

重组表达质粒 *:59%GI%!及空载体 *:5##U 分

别转化大肠杆菌 2K#3（O:0），在 K29);* 培养基中

0/W培养至 -.8$$ 为 $N"，然后加 $N";;&’IK LE5R 诱

导表达 !V，COC9E)R: 分析 %GI%!的表达。对比空

载体和重组质粒转化子的蛋白条带，观察有无外源

基因表达。

"#& 包含体的制备和亲和层析纯化

提取重组蛋白的包含体，将尿素溶解的包涵体

溶液 逐 滴 滴 入 复 性 液（"$;;&’IK 5+,A9G1’ *G/N#，

3$;;&’IK 1SAG，3N";;&’IK 1SA，#;;&’IK :O5)，1SA
微溶于水，用前滤去未溶的 1SA）中，至 终 浓 度 约



!"!#$%&，’( 静 置 ’)* 以 上。 然 后 用 "+",%%-.$&
/01 234+5 对样品进行透析。复性蛋白以 67869:
柱为介质进行含 ;37< 标签特异蛋白的亲和层析纯

化，收集蛋白进行定量和 1=18/:>? 分析。

!"# $%&’( 检测 )*+)!的抗原结合活性

以肉毒类毒素包被 @; 孔，以 3A/ 标记的抗 37<8
9B# 抗体直接检测梯度稀释 C3$C"蛋白的抗原结合

活性，酶标仪上读取 !’!"，结果绘图表示。

!", )*+)!与抗体 ’-./ 相对亲和力的比较

在抗原抗体结合过程中，加入不同浓度63’1D6
溶液，以 !’!" 下降 !"E时相应的 63’ 1D6 浓度作为

相对亲和力的指数，比较抗体分子 C3$C"和单链抗

体 1FGH 针对肉毒毒素抗原相对亲和力的大小。

!"0 )*+)!与母本抗体 ’-./ 稳定性的比较

比较不同结构 5 种重组抗体分子在 I4( /01
缓冲液 234+5 和 I4(血清条件下保持抗体结合活

性的时间，对变性剂尿素的稳定性，及 I* 热稳定性。

1 结果

1"! 三结构域抗体 )* 2 )!的设计

依据原 D3, !J端基因序列，合成连接肽序列，其

对应氨基酸序列为 :K99:/1CL/&:，置换原母本单

链抗体中的通用连接肽（1MN>&O’）I，构建三结构域抗

体 C3$C"，原 母 本 单 链 抗 体 核 苷 酸 序 列 已 登 录

>MP0BPQ（:FFM<<7-P 6-R :L),;,@I）。/DA 扩增后，胶

上可见分子量约 I"" S !""T2 的 C3 和 C"，然后将

C3 和 C"用 新 连 接 肽 连 接，插 入 高 效 表 达 载 体

2?955T。

C3$C"共 5’4 个氨基酸，其中 C3 共 ,5I 个氨基

酸（, S ,5I），C"长 ,,5 个氨基酸（,I; S 5’4），连接肽

,5 个氨基酸（,5’ S ,I!）。/N-U2BNB% U--. 软件分析结

果显示，C3$C"可编码分子量 5;455+4=B 的蛋白，理

论等电点 2V !+,!，蛋白不稳定系数 VV I)+,@，蛋白质

稳定。

1"1 重组表达质粒 3$45)*+)!的构建及 )*+)!
的重组表达

构建的重组质粒 2?98C3$C"经 /DA 可以扩增

出约 4!"T2 的特异产物，"#$#和 "$%#酶切鉴定，

可以获得同样大小的 C3$C"基因片段以及大的载

体片段，表明重组表达质粒 2?98C3$C"构建成功。

重组 2?98C3$C"转化大肠杆菌 0&5,（=?I），随机挑

取单菌落进行 V/9> 诱导表达 ’*，经 1=18/:>? 分

析，各重组子在大约 54Q= 处有一空载体 2?955T 转

化子所没有的条带（图 ,）；这与预测的 C3$C"分子

量相同。目标表达蛋白占菌体蛋白的 I’E 以上。

重组蛋白定位分析结果显示，C3$C"以包含体形式

存在，超声破碎后，经洗涤，获得的包含体纯度达

;"E S 4"E。

图 ! ’6’57(8$ 检测 )*+)!的表达和纯化

G7#R, :PB.O<7< -W MX2NM<<MY BPY 2ZN7W7MY C3$C"TO 1=18/:>?

,+ VPYZFMY 2?98C3$C"$0&5, U-UB. 2N-UM7P；5+ VPYZFMY 2?955T$0&5,

U-UB. 2N-UM7P；[+ AM.BU7HM %-.MFZ.BN \M7#*U %BNQMN；I+ /ZN7W7MY C3$C"R

1"9 重组蛋白 )* 2 )!的复性与金属离子亲和层析

纯化

采用稀释法复性 C3$C"变性蛋白，复性后可溶

蛋白质回收率约 ;"E。应用 67869: 柱纯化的重组

蛋白纯度高达 @!E（图 ,），0NBYW-NY 法定量测定蛋

白［!］。

1": 重组蛋白 )* 2 )!的抗原结合活性

用 ?&V1: 检测重组 C3$C"是否可与抗原结合。

图 5 显示不同浓度 C3$C"复性蛋白质与抗原的结

合曲线。随 C3$C"浓度升高，曲线接近平台，它与

毒素抗原的结合渐趋饱和。

图 1 重组 )*+)!与 ( 型肉毒类毒素的结合曲线

G7#R5 07PY7P# FZNHM -W NMF-%T7PBPU C3$C"BPY 0-69B U-X7-Y

1"# )*+)!与 ’-./ 的相对亲和力比较

结果显示，对于 C3$C"复性蛋白质，当 &’ 值下

降为不加硫氰酸氨时的 !"E时，相应的硫氰酸氨浓度

是 ,+’，即 C3$C"的相对亲和力指数是 ,+’。而对于

’55 微 生 物 学 报 ’! 卷



!"#$，相应的硫氰酸氨浓度是 %&’，其相对亲和力指数

是 %&’。说明大肠杆菌表达的重组三结构域抗体对肉

毒毒素抗原的亲和力高于原母本单链抗体。

!"# $%&’(&% 与母本抗体 $%&’ 稳定性的比较

表 % 中列出了 !"#$ 及 ()*(!的相对稳定性，包

括生理半衰期、抗变性能力和热稳定性等数据。结

果显示，比较 !"#$，()*(!的生理稳定性和热稳定性

都有提高。

表 ) 重组 *+,*!及其母本 $%&’ 的稳定性

+,-./ % !0,-1.102 34 5/"36-17,70 ()*(!,78 109 :,5/70 !"#$

;701-381/9 <=!（,0 >?@）!/5A6（,0 >?@） B5/,!
+/6:/5,0A5/

（435 >C）!!

!"#$ % D >C %&E D >C %63.*F GE D >?@

()*(! EC > D EC %63.*F H’@

!!0,-1.102 34 ,701-382 63./"A./9 ,I,1790 8/7,0A517I ,I/70；!!+/6:/5,0A5/
,0 JC1"C ,701-382 63./"A./9 5/6,17 0C/15 -17817I ,"01$102 435 > C3A59K

- 讨论

目前最常见的连接肽是（!/5L.2H）>
［M］，母本 !"#$

中的连接肽就是这种。设计优化的 F17N/5 序列考虑

的基本因素：一是要有一定的长度保证其柔性，又要

有一定的刚性维持抗体结构；二是要低免疫原性，无

毒性。因此本实验设计中采用的连接肽来自人免疫

球蛋白重链 O)% 的 EP序列，共有 %G 个氨基酸，由此

连接肽构成的 ()*(!的理论和实际生物稳定性得

到了提高，从 ()*(!的蛋白参数分析中可以看到，

()*(!的不稳定系数为 >Q&%R，为稳定蛋白，而母本

!"#$ 为不稳定蛋白质。()*(!的重组表达水平（ S
>HT）亦高于母本 !"#$（另文发表），均为包涵体形

式。有文献报道，! K "#$% 分泌表达的抗孕酮 ()*!
可在细胞周质腔中通过二硫键形成（()*(!）双体结

构。本实验在重组表达和复性纯化过程中未检测到

双体结构，推测大肠杆菌分泌表达的 ()*(!在细胞

周质腔中相对浓度较高，有利于分子间相互作用形

成双体，而体外复性时，蛋白质浓度相对较低，不利

于分子间二硫键的形成。

实验结果表明重组蛋白 ()*(!不但可以特异

识别毒素抗原，具有与原母本单链抗体 !"#$ 相同的

抗原特异性，而且具有了更高的相对亲和力和稳定

性。说明新的连接肽不但不影响原抗体的抗原结合

能力，而且使抗原抗体的结合更稳定，连接肽的设计

与使用是成功的。该连接肽有可能作为独立的“组

件”，用于构建其它单链抗体。
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