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　　[摘　要 ]　为构建抗人整合素 ΑΜΒ3 单抗 E10 鼠ö人嵌合 Fab 噬菌体抗体表达载体, 并在噬菌体表面表达, 采用

PCR 方法从整合素 ΑΜΒ3 单抗 E10ScFv 载体中, 扩增重链可变区V H 和轻链可变区V L 基因。将V H 基因与人重链恒

定区 CH 1 基因连接, V L 基因与人 CK 基因连接, 分别构建了鼠ö人嵌合重链 FD 基因和轻链基因, 将其克隆入

pCom b3, 构建了鼠ö人嵌合 Fab 噬菌体抗体表达载体, 用辅助噬菌体V CSM 13 超感染, 间接 EL ISA 及竞争抑制

EL ISA 检测鼠ö人嵌合 Fab 噬菌体抗体活性。结果成功构建了鼠ö人嵌合 Fab 噬菌体抗体表达载体, 并在噬菌体表

面展示了可结合人整合素 ΑΜΒ3 抗原的鼠ö人嵌合 Fab 抗体。
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　　肿瘤的生长、复发和转移均与血管形成密切相

关。Fo lkm an [1, 2 ]提出, 可通过抑制肿瘤血管生成来

限制其氧气和养分的供给, 从而抑制肿瘤的生长, 这

为肿瘤的治疗提供了新的策略。当前研究肿瘤血管

导向治疗和肿瘤血管靶标分子已成为国内外的研究

热点。整合素 ΑΜΒ3 是细胞粘附分子超家族成员, 由

于其在肿瘤血管生成和肿瘤转移上的作用, 近年来

备受重视。本室获得的抗人整合素 ΑΜΒ3 杂交瘤细胞

株 E10, 具有很好的中和整合素 ΑΜΒ3 而促进肿瘤血

管生成的活性, 在体内、体外试验均能有效地抑制肿

瘤的生长, 显示了其临床治疗肿瘤的良好前景。但目

前由于鼠单抗应用于人体易产生人抗鼠 (HAM A )

反应, 故严重限制了其在临床上的应用。而鼠ö人嵌

合抗体保留了原鼠单抗的高亲和力, 其恒定区为人

的免疫球蛋白 G ( IgG) , 使其在人体的HAM A 反应

大大降低, 可以满足临床应用的需要, 显著提高了鼠

单抗在临床治疗中的应用价值。为此, 本室构建了鼠

ö人嵌合 Fab (抗原结合片段) 噬菌体抗体表达载体,

利用噬菌体展示技术在噬菌体表面表达了具有特异

结合活性的鼠ö人嵌合 Fab 抗体, 为进一步表达其

他基因工程抗体和临床应用奠定了基础。

1　材料与方法

1. 1　材　料

　　噬菌粒 pCom b3、大肠杆菌XL 12B lue 及辅助噬

菌体V CSM 13 为本室保存; 抗人整合素 ΑΜΒ3 鼠源单

抗由本室保存; 含鼠抗E10 V H ,V L 基因的E10 ScFv

载体由杜桂鑫博士构建 (另文发表) ; 含人 IgG 全分

子B 7 载体由本室构建保存; 人整合素 ΑΜΒ3 购自美

国 Ch im con 公司; 限制性内切酶 X ba É , S ac É ,

X hoÉ 和S p eÉ 均购自大连宝生物公司; 质粒提取试

剂盒及DNA 片段回收试剂盒购自博大公司; 其他

试剂为国产纯或进口纯。

1. 2　方　法

1. 2. 1　引物设计　分别设计了 8 条引物扩增 E10

V H ,V L 和人重链CH 1 及人CK 基因。其中, 分别在扩

增 E10 V H ,V L 的上游引物mV H 5′和mV L 5′时, 设计

了X hoÉ 和S acÉ 酶切位点。在人重链CH 1 和CK 的

下游引物HCH 3′和HCK3′, 设计了S p eÉ 和X baÉ 酶

切位点。引物序列如下:

mV H 5′: 5′2CA G GT T CA G CT G CTC GA G TCT GGA
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GCT GA G CT G GCG23′(X hoÉ ) ;

mV H 3′: 5′2T GG GCC CT T GGT GGA GGC T GA GGA

GA C GGT GA C T GA GGT TCC23′;

mV L 5′: 5′2GAA A T T GA G CTC A CC CA G TCT CCA

A CC23′(S acÉ ) ;

mV L 3′: 5′2A GC CCG CT T TA T T TC23′;

HCH 5′: 5′2GCC TCC A CC AA G GGC CCA TCG GTC23′;

HCH 3′: 5′2GCA T GT A CT A GT T T T GTC A CA A GA

T T T GGG23′(S p eÉ ) ;

HCK5′: 5′2A TA AA G CGG GCT A CT GT G GCT GCA

CCA 23′;

HCK3′: 5′2GCG CCG TCT A GA A T T AA C A T T CA C

T GT T GA A GC TCT T 23′(X baÉ )。

1. 2. 2　PCR 扩增鼠V H , V L 及人恒定区CH 1, CK 基

因　以本室构建的E10 ScFv 载体为模板, 根据上述

引物mV H 5′, mV H 3′和mV L 5′, mV L 3′配对扩增 E10

V H 和V L 基因; 以本室保存的B 7 载体为模板, 以

HCH 5′, HCH 3′和HCK5′, HCK3′为引物分别扩增人恒

定区CH 1 和CK 基因。所扩增的 PCR 产物, 经琼脂

糖凝胶电泳, 切胶回收。

1. 2. 3　鼠ö人嵌合 FD 基因的连接与克隆　取上述

合成的V H , CH 1 基因作为模板, 加入mV H 5′引物和

恒定区引物 HCH 3′各 1 ΛL , 通过融合 PCR E10 V H

基因片段与人恒定区 CH 1 基因, 拼接成鼠ö人嵌合

FD 基因。取扩增产物 2 ΛL 进行 1% 琼脂糖电泳, 以

检测扩增效果, 并进行结果判定。其余经琼脂糖凝胶

电泳纯化后, 经 X hoÉ 和 S p eÉ 双酶切, 与同样酶切

的 pCom b3 载体连接, 转化大肠杆菌 XL I2B lue 后,

挑选菌落提质粒后, 质粒再经酶切鉴定插入鼠ö人嵌

合 FD 基因的阳性克隆。

1. 2. 4　鼠ö人嵌合 Fab 表达载体的构建　取上述

合成的V K , CK 基因作为模板, 加入mV L 5′引物和恒

定区引物HCK3′, 融合 PCR , 回收约 700 bp 的鼠ö人
嵌合轻链基因, PCR 产物经 S acÉ 和X baÉ 酶切后,

与同样处理的 pCom b32FD 载体连接。转化大肠杆

菌XL I2B lue, 提取质粒经酶切鉴定, 筛选阳性克隆。

鼠ö人嵌合 Fab 表达载体的构建见图 1。

图 1　重组噬菌体载体 pCom b32Fab 的构建

F ig. 1　Sketch m ap of phagom id pCom b32Fab

1. 2. 5　鼠ö人嵌合 Fab 的表达　挑取阳性菌落, 接

种于 2 mL SB 培养基中 (含 50 ΛgömL 羧苄, 10

ΛgömL 四环素) , 37 ℃培养至OD 600 = 0. 5～ 0. 6, 加

入辅助噬菌体V CSM 13 20 ΛL (1011 Pfu) , 37 ℃振摇

2 h 后补足卡那霉素至 70 ΛgömL , 过夜培养。次日

离心收集上清液, 即为鼠ö人嵌合 Fab 噬菌体抗体。

1. 2. 6　鼠ö人嵌合 Fab 噬菌体抗体的鉴定　 (1) 鼠

ö人嵌合 Fab 噬菌体抗体的抗原结合活性——间接

EL ISA。将人整合素ΑΜΒ3 抗原稀释至 1 ΛgömL , 每孔

100 ΛL 包被酶联板, 4 ℃过夜。以 100 göL 脱脂奶粉

2PBS 封闭 2 h 后, 将上述鼠ö人嵌合 Fab 抗体与等

量 200 göL 脱脂奶粉混合, 室温放置 30 m in 后加入

到封闭的孔内, 每孔 100 ΛL , 37 ℃孵育 2 h。用 PB2
ST 洗板 3 次, 加入辣根过氧化物酶HR P2抗M 13 抗

体, 37 ℃放置 1 h。PBST 洗板 3 次, 加TM B 显色 10

m in (先加 A 液后加 B 液, 各 1 滴) , 用 50 ΛL 2

mo löL H 2SO 4 终止反应。酶标仪测OD 450值, 并以辅

助噬菌体V CSM 13 作阴性噬菌体抗体对照。(2) 噬

菌体抗体的交叉反应性。用鼠ö人嵌合 Fab 噬菌体

抗体对不同抗原进行交叉结合活性鉴定, 所用抗原

有牛血清白蛋白 (BSA )、乙型肝炎病毒表面抗原

(H b sA g)、木瓜蛋白酶、小鼠 IgG。将各种抗原包被

酶联板进行 EL ISA 检测。(3) 竞争抑制 EL ISA。包

被人整合素 ΑΜΒ3 抗原。用不同稀释度的鼠抗人整合
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素 ΑΜΒ3 单抗 E10 与鼠ö人嵌合 Fab 噬菌体抗体等体

积混合, 加入酶联板中, 37 ℃孵育 2 h, 其余步骤同

间接 EL ISA , 按下式计算抑制率。

抑制率ö% = ( (抑制前OD 450值- 抑制后OD 450值) ö
抑制前OD 450值)×100%。

抑制率> 50% 为阳性。

2　结　果

2. 1　PCR 扩增 E10 V H , V L 及人恒定区CH 1, CK 基

因

分别以上述引物配对扩增 E10 V H , V L 及人恒

定区 CH 1, CK 基因, 结果 4 个基因片段均能很好地

扩增, 大小分别为 354, 330, 315 及 310 bp 左右, 与

引物设计时理论推断大小一致。

2. 2　鼠ö人嵌合 FD 和轻链基因的连接

通过融合 PCR , E10 V H ,V L 基因分别和人恒定

区 CH 1, CK 基因连接, 构建鼠ö人嵌合 FD 和轻链基

因, 融合 PCR 结果 (图 2) 表明, 构建了大小分别为

687 和 640 bp 左右的嵌合 FD 和轻链基因。

图 2　鼠ö人嵌合 FD 和轻链基因的 PCR 构建

1. 鼠ö人嵌合轻链基因片段的扩增产物;

2. 鼠ö人嵌合 FD 基因片段的扩增产物;

3. 相对分子质量标准DL 2000

F ig. 2　Construction of genes of mouseöhum an

ch im eric FD and ligh t chain by overlap PCR

1. Genes of VL 2CK; 2. Genes of

V H 2CH 1;M. DL 2000 m arker

2. 3　鼠ö人嵌合 Fab 表达载体的构建及酶切鉴定

构建的鼠ö人嵌合 FD 基因经X hoÉ 和S p eÉ 酶

切后, 与同样酶切的 pCom b3 连接, 转化大肠杆菌

后, 挑选菌落经提取质粒酶切鉴定, 证明成功筛选到

阳性重组子, 命名为 pCom b32m hFD。pCom b32
m hFD 经载体 S acÉ 和 X ba É 酶切后, 与同样酶切

的鼠ö人嵌合轻链基因连接、转化, 挑选阳性克隆命

名为pCom b32Fab。阳性克隆pCom b32Fab 经X hoÉ
+ S p eÉ 和 S acÉ + X baÉ 配对酶切鉴定, 分别切出

700 bp 左右的片段 (图 3) , 表明阳性克隆插入了鼠ö
人嵌合 FD 基因和轻链基因。

图 3　鼠人嵌合 Fab 噬菌体抗体表达

载体的酶切鉴定

1. 鼠ö人嵌合轻链基因片段; 2. 鼠ö人嵌合 FD 基因片段;

3. 鼠人嵌合 Fab 表达载体 pCom b32Fab;

4. pCom b32Fab 经 S acÉ öX baÉ 酶切;

5. pCom b32Fab 经 X hoÉ öS p eÉ 酶切;

M. 相对分子质量标准DL 2000

F ig. 3　R estrict ion enzym e iden tifyicat ion of

exp ression vecto r of mouseöhum an ch im eric Fab

1. M ouseöhum an ch im eric ligh t chain genes;

2. M ouseöhum an ch im eric FD genes; 3 pCom b32Fab;

4. pCom b32Fab digested by S acÉ öX baÉ ;

5. pCom b32Fab digested by X hoÉ öS p eÉ ;

M. DL 2000 m arker

2. 4　鼠ö人嵌合 Fab 抗体的鉴定

2. 4. 1　鼠ö人嵌合 Fab 噬菌体抗体抗原的结合活

性——间接 EL ISA 　挑取阳性菌落, 辅助噬菌体超

感染后, 培养上清液即为鼠ö人嵌合 Fab 噬菌体抗

体。用间接 EL ISA 检测其对人整合素ΑΜΒ3 抗原的结

合活性, 结果培养上清液OD 450 = 0. 760, 阳性对照

鼠单抗 E10 为 1. 02 (1∶20 稀释) , 阴性对照辅助噬

菌体V CSM 13 为 0. 045。

2. 4. 2　鼠ö人嵌合 Fab 噬菌体抗体的交叉反应性

鉴定　为排除鼠ö人嵌合 Fab 噬菌体抗体与其他抗

原的交叉反应, 将鼠ö人嵌合 Fab 噬菌体抗体对

BSA、H b sA g、木瓜蛋白酶 Papain、小鼠 IgG 等无关

抗原进行间接 EL ISA 检测 (表 1) , 结果 Fab 抗体只

与人整合素 ΑΜΒ3 抗原发生结合反应, 而与其他抗原

均不发生反应, 说明 Fab 抗体具有与整合素 ΑΜΒ3 的

特异结合活性。
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表 1　鼠ö人嵌合 Fab 噬菌体抗体的交叉反应性鉴定

T able 1　C ro ss2reactivity of mouseöhum an ch im eric an tibody to a panel of so lid2phase an tigens by EL ISA

项目
Item

人整合素 ΑΜΒ3

H um an in tegrin
ΑΜΒ3

BSA H bsA g
木瓜蛋白酶

Papain m IgG

PBS① 0. 034±0. 01 0. 043±0. 01 0. 036±0. 01 0. 041±0. 01 0. 036±0. 01

V CSM 13② 0. 045±0. 01 0. 048±0. 01 0. 052±0. 01 0. 042±0. 01 0. 038±0. 01

Fab 0. 760±0. 01 0. 056±0. 01 0. 054±0. 01 0. 047±0. 01 0. 052±0. 01

mA b E10 1. 02±0. 01 ND ND ND ND

　　注: ①为 PBS 空白对照; ②为辅助噬菌体V CSM 13 阴性对照; ND 表示未做。

N o te: ① PBS as b lank con tro l; ② H elper phage V CSM 13 as negative con tro l; ND: N on done.

2. 4. 3　鼠ö人嵌合 Fab 噬菌体抗体的竞争抑制

EL ISA 　以稀释度为 1∶20, 1∶50, 1∶100 的鼠单

抗 E10 与鼠ö人嵌合 Fab 噬菌体抗体等体积混合,

对人整合素 ΑΜΒ3 抗原竞争 EL ISA。结果抑制率在鼠

单抗E10 稀释度为 1∶20 时为 75. 13% , 1∶50 时为

56. 25% , 1∶100 时为 45. 42% , 即随鼠源单抗 E10

稀释度下降, 抑制率反而增加, 二者成反比关系。表

明鼠源单抗 E10 对鼠ö人嵌合 Fab 抗体具有抑制关

系, 这进一步说明鼠ö人嵌合 Fab 抗体与人整合素

ΑΜΒ3 抗原具有特异的结合活性。

3　讨　论

整合素 ΑΜΒ3 是细胞粘附分子, 其主要存在于受

生长因子刺激的内皮细胞或者肿瘤及周围的内皮细

胞表面, 整合素 ΑΜΒ3 不仅可以籍 A rg2Gly2A sp

(R GD ) 序列与多种基质分子结合, 还可以通过非

R GD 依赖方式结合并激活基质金属硫蛋白MM P2
2, 导致细胞外基质分子降解, 使内皮细胞得以侵入

并形成血管[3, 4 ]。试验同时表明, 抗 ΑΜΒ3 单抗和小分

子 ΑΜΒ3 拮抗多肽均可以抑制 ΑΜΒ3 与蛋白酶结合, 从

而阻断新生血管发生。以 ΑΜΒ3 拮抗剂阻断 ΑΜΒ3 与

MM P22 之间的结合, 可以阻断新生血管发生和肿

瘤生长[5, 6 ]。近年来发现的新生血管发生抑制剂 en2
do steh 和 tum sta in 为胶原蛋白衍生而来的小分子

蛋白成分, 它们通过与 ΑΜΒ3 结合而抑制新生血管发

生[7 ] , 同时 ΑΜΒ3 在肿瘤转移中也发挥了重要作用[8 ]。

因此, 当前以整合素 ΑΜΒ3 为靶标, 研究其抗肿瘤血

管生成的作用, 就具有重要的实际意义。

本室保存的抗人整合素 ΑΜΒ3 杂交瘤细胞株

E10, 具有很好的中和活性, 为扩宽其临床应用, 本

试验构建了鼠ö人嵌合 Fab 噬菌体抗体表达载体。

选用的 pCom b3 载体是美国加州 Scripp s 研究所构

建的一套可用于 Fab 克隆与表达的噬菌体载体系

统, 可有效表达 Fab 抗体分子, 抗体的 FD 片段C 端

可与噬菌体外壳蛋白Ë C 端 198～ 406 的AA 片段

通过 5 肽 GGGGS 相互连接形成融合蛋白, 共同展

示在噬菌体表面, 而轻链和 FD 片段被置于 2 个

L acZ 启动子和 pelB 引导序列之下等量表达, 表达

产物在 pelB 信号肽作用下, 被分泌至细菌外周质空

间, 在外周质空间的氧化还原环境中, 抗体 FD 片段

与轻链片段通过链间二硫键自发组装成功能性的

Fab 蛋白[9, 10 ]。1985 年, Sm ith 等[11 ]发现, 将一基因

片段与噬菌体 fd2tet 的基因Ë 连接, 则该基因编码

的多肽可以与噬菌体基因Ë 编码的蛋白以融合形式

出现在噬菌体表面。至此, 噬菌体展示技术得到了广

泛的应用, 目前已有多种分子表达在噬菌体表面。本

室从已构建的 E10 ScFv 载体中扩增 E10 V H 及V L

基因, 分别与人恒定区CH 1 及CK 基因连接, 构建了

鼠ö人嵌合 Fab 噬菌体抗体表达载体。经辅助噬菌

体超感染后, EL ISA 及竞争抑制 EL ISA 结果表明,

在噬菌体表面成功展示了与人整合素 ΑΜΒ3 抗原有

特异结合活性的鼠ö人嵌合 Fab。
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Con struct ion and exp ression of m ou seöhum an ch im eric Fab of

mA b E10 aga in st in tegrin ΑΜΒ3 on phage

W ANG Chen 1, HOU L i-hua2, ZHANG Yan -m ing1,L I J ian -m in 2,

L IAO Zhen - l in 2,D U Gui-x in 2, CHEN W e i2, TONG Y i-gang2

(1 Colleg e of A n im al S cience and T echnology ,N orthw est S ci2T ech U niversity of A g ricu ltu re and F orestry , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina;

2 Institu te of M icrobiology and Ep id em iology ,A cad em of M ilita ry M ed icine, B eij ing 100071, Ch ina)

Abstract: To con struct and exp ress the mou seöhum an ch im eric Fab an t ibodies on phage, the genes of

the variab le reg ion of the heavy chain (V H ) and ligh t chain (V L ) w ere amp lifyied by PCR from exp ression

vecto r of an t i2hum an in tegrin ΑΜΒ3 ScFv, and then V H and V L genes of mA b E10 w ere liga ted w ith hum an

heavy chain CH 1 and hum an CK genes. T he ch im eric Fab exp ression vecto r w as con structed by clon ing the

ch im eric heavy chain FD and ligh t chain genes in to pCom b3. Fab an t ibodies w ere exp ressed on phage by su2
perinfect ion w ith the helper phage V CSM 13, and the b inding act ivity of an t ibody w as detected by indirect

EL ISA and compet it ive inh ib it ion EL ISA. M ou seöhum an ch im eric Fab exp ression vecto r w as con structed

and exp ressed on phage successfu lly. T he Fab an t ibodies had b inding act ivity w ith hum an in tegrin ΑΜΒ3.

Key words: in tegrin ΑΜΒ3; ch im eric an t ibody; phage disp lay
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