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!摘要"
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目的"设计并制备抗
M\?)

&

?+)

双特异性重链抗体!

]9N<U5

"#分析其与双特异性
A

细胞衔接子!

]9AE

"在体内外

抗肿瘤活性的差异*方法"通过全基因合成抗
M\?)

和抗
?+)

单域抗体!

D4U5

"序列#克隆至携带
I

B

M%=<

段的表达载体中#同

时利用
ZIN

技术形成稳定的双特异性重链抗体*

!

种质粒共转染
NEZ$!F)=

细胞#悬浮摇瓶培养获得目的抗体*

-+-$\UME

和考马斯亮蓝染色确定相对分子质量*通过流式细胞术检测与
M\?)

阳性肿瘤细胞和外周血单个核细胞!

\]S?

"的结合能

力*通过共培养检测
]9N<U5

介导的细胞杀伤效果及细胞因子释放%采用裸鼠异体移植模型实验检测
]9N<U5

的体内抑制肿

瘤活性*结果"成功构建并表达抗
M\?)

&

?+)]9N<U5

#相对分子质量约为
#"""""

#

]9AE

相对分子质量约为
J""""

*抗

M\?)

&

?+)]9N<U5

较
]9AE

对表达
M\?)

的肿瘤细胞具有更强的杀伤活性#同时促进释放更多的细胞因子!

I=7$

,

)

A7=$

(

)

IP$!

)

IP$(

"#差异有统计学意义!

$

#

","J

"*裸鼠体内实验显示抗
M\?)

&

?+)]9N<U5

比
]9AE

具有更强的体内抑制肿瘤生长

的作用#差异有统计学意义!

$

#

","J

"*结论"成功制备的抗
M\?)

&

?+)]9N<U5

较
]9AE

在体内外具有更强的抗肝癌作用*
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肝细胞肝癌!

@3

/

820<3;;.;81<81<9:0C8

#

N??

"

是全球癌症死亡的第四大常见病种'

#

(

#五年生存率

仅为
#"a

'

!

(

*晚期肝癌患者丧失手术切除指征#只

能进行放化疗#治疗效果欠佳'

)$%

(

*因此针对肝癌进

行特异性靶标的筛选和生物靶向治疗成为了研究

热点*

M;

6/

9<8:$)

!

M\?)

"是硫酸乙酰肝素糖蛋白

家族中的一员#通过糖基磷脂酰肌醇!

M\I

"锚定在

细胞膜表面*约
&"a

的
N??

存在
M\?)

表达'

J

(

#

而绝大多数正常成人组织及肝脏良性病变中没有

表达'

(

(

*研究'

&

(还发现#

M\?)

在刺激细胞恶性转

化#通过经典
[:2

信号通路促进肝癌生长中起着关

键作用*因此#

M\?)

作为一种肝癌特异性表达抗

原#是肝癌免疫治疗的潜在靶点*

既往抗
M\?)

人源化抗体
M?))

的
%

期临床试

验发现其在晚期
N??

患者中疗效未达到预期#终

止了临床试验'

'

(

*抗
M\?)

单域抗体
N7)

作为一

种仅含单个重链可变区的特殊抗体#具有相对分子

质量小且易于渗透的特点#能发挥一定的抗肝癌效

果'

F

(

*将其与
\E)'

等毒素融合构建免疫毒素#可

进一步增强抗肿瘤活性'

#"

(

*将抗
?+)D<=R

和抗

M\?)D<=R

用短的
P9:Y31

进行连接构建双特异性

A

细胞衔接子!

]9AE

"#可有效募集
A

细胞靶向杀伤

M\?)

阳性肝癌细胞'

##

(

*但
]9AE

亲和力低)纯化

困难和半衰期短的缺点限制了其应用*

另外靶向
M\?)

的嵌合抗原受体
A

细胞

!

?UT$A

"免疫疗法也是目前肝癌治疗热点之一#多

个机构开展了临床试验#其中一项
&

期临床试验结

果表明了其初步安全性'

#!

(

*但是发热)淋巴细胞计

数减少和细胞因子释放综合征!

?T-

"等不良反应以

及个体化疗法存在的高成本和批量生产的局限性#

限制了其进一步发展*

因此#本研究通过将抗
M\?)D4U5

和抗
?+)

D4U5

相结合构建抗
M\?)

&

?+)]9N<U5

#一方面较

传统双特异性抗体相对分子质量小#易于渗透%另

一方面加入
I

B

M%=<

段有利于提高稳定性)便于纯

化*本研究主要初步评价其体内外的抗肝癌效果*

!

!

材料与方法

#,#

!

细胞系
!

人肝癌细胞系
-Z$N3

/

$#

和
N3

/

)]

#

人皮肤鳞癌细胞系
U%)#

#

NEZ$!F)=

#人淋巴瘤细

胞
T8

K

9

均由本实验室保存*

U%)#$M[

为稳定转染

人
M\?)

的
U%)#

细胞*

\S]?

来源于健康人!海

军军医大学医学研究伦理委员会伦理审批号$

7SOSTE?$!"!#$"J"

"*

#,!

!

细胞培养
!

U%)#

和
U%)#$M[

于含
#"a

=]-

的
+SES

培养基中进行培养#

N3

/

)]

和
-Z$

N3

/

$#

于含
#Ja=]-

的
SES

培养基中进行培养#

\]S?

于
#"a=]-

的
T\SI#(%"

培养基中进行培

养#培养条件
Ja?H

!

)

)&e

)饱和湿度*

NEZ$!F)=

细胞在无血清
?+!F)AMES349.C

培养基中进行

培养#培养条件
&a?H

!

)

)&e

#转速
##J1

&

C9:

!

%c

!,J<C

"#饱和湿度*

#,)

!

载体构建
!

委托金唯智生物公司全基因合成

抗
?+)

和抗
M\?)

重链可变区#其氨基酸序列参考

[H!"#"")&')'U!

和
O-F!"(!J&]!

#通过密码子优

化方式将其转换为核酸序列%合成抗
M\?)

&

?+)

]9AE

序列#其氨基酸序列参考
M?))

和
HZA)

序

列#

?

端加入
(fN9D

*二者序列分别以
5

'

.

&

)

5

6

#

&

和
5

'

.

&

)

7#82

&

插入
/

?SX$I

B

M%

载体中*

#,%

!

抗体表达纯化
!

将重组质粒以
\EI

转染法导

入
NEZ$!F)=

细胞中#

(

'

&4

后收集培养上清*

]9N<U5

通过
\10239:U

柱进行纯化#

]9AE

通过镍

柱进行纯化*

#,J

!

流式细胞术
!

收集细胞#将检测抗体用
Ja

的

]-U

稀释到
#"

)

B

&

CP

#冰上孵育
#@

#清洗
!

遍后#

]9N<U5

用
U;3̂8=;.01%''

标记的
U:29$@.C8:I

B

M

抗体#

]9AE

用
U;3̂8=;.01%''

标记的
U:29$N9DA8

B

抗体#避光孵育
%JC9:

#再清洗
!

遍#上机检测*

#,(

!

细胞杀伤实验
!

以
#f#"

J个&孔的靶细胞与

\]S?

以
#h!"

的比例共培养并加入
#"

)

B

&

CP

抗

体为实验组#并设置效应空白组)靶细胞空白组以

及阳性对照组#培养
&!@

后用
?

6

20A0̂$M;0

?

6

20209<92

6

UDD8

6

进行检测*

#,&

!

EPI-U

检测
!

采用森雄公司的
I=7$

,

)

A7=$

(

)

IP$!

)

IP$(

的
EPI-U

检测试剂盒#按说明书检测上述

共培养体系中细胞培养上清中各细胞因子浓度*

#,'

!

裸鼠体内肝癌细胞异体移植模型
!

每组
%

周

龄雄性裸鼠
J

只#共
J

组#分别在其背部接种
#f#"

&

个
N3

/

)]

细胞和
#f#"

'个
\]S?

*注射后
",J@

#

尾静脉注射含有相应浓度的
]9N<U5

和
]9AE

抗体

#J"

)

P

#以生理盐水为阴性对照#连续
J4

通过尾静

脉注射抗体*观察
!#4

后处死小鼠#期间测量肿瘤

直径大小#并计算肿瘤体积
c

!长
f

宽!

"&

!

*

#,F

!

统计学处理
!

采用
-\--#F,"

统计软件对数据

)%(

!
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!
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进行统计分析#正态分布计量资料以
&

(g)

表示#

!

组均

数比较采用配对样本
*

检验*检验水准!

"

"为
","J

*

>

!

结
!

果

!,#

!

抗
M\?)

"

?+)

双特异性重链抗体的构建与表

达
!

将全基因合成的抗
M\?)

和抗
?+)

的单域抗

体
XNN

序列以
5

'

.

&

和
5

6

#

&

酶切位点克隆至含

I

B

M%=<

段!包括野生型)

Z:05

或
N0;3

突变体"的

表达载体
/

?SX$I

B

M%

中#双酶切筛选获得正确克

隆!图
#U

"*同时将抗
M\?)

&

?+)]9AE

序列以

5

'

.

&

和
7#82

&

酶切位点克隆至表达载体
/

?SX

中*转染
NEZ$!F)=

细胞#摇瓶中悬浮培养进行表

达*纯化浓缩后#进行蛋白电泳和考马斯亮蓝染

色*结果显示$抗
M\?)N<U5

)抗
?+)N<U5

)抗

M\?)

&

?+)]9N<U5

的相对分子质量约
#"""""

#还

原状态下相对分子质量约
%""""

%抗
M\?)

&

?+)

]9AE

的相对分子质量约为
J""""

!图
#]

"#提示成

功构建了
%

种抗体*

!,!

!

重链抗体与细胞表面相关抗原的结合能力
!

流式细胞术检测结果!图
!

"发现$抗
M\?)

重链抗

体能够与内源性表达
M\?)

的
N3

/

)]

细胞和过表

达
M\?)

的
U%)#$M[

细胞相结合#而不能与不表

达
M\?)

的
-Z$N3

/

$#

和
U%)#

细胞结合%抗
?+)

重链抗体能够与
\]S?

结合#而与不表达
?+)

的

T8

K

9

细胞不结合*结果提示前期构建的重链抗体具

有与细胞表面相应抗原的结合能力*

图
!

!

重链抗体和
X$JN

真核表达载体的构建和蛋白表达检测

!!

U

$双酶切筛选获得的正确克隆%

]

$考马斯亮蓝染色结果
,%

$

S81Y31

*

%

#

$

/

?SX$I

B

M(=<$[A$

(

M\?"

&

5

'

.

&

/5

6

#

&

%

"

$

/

?SX$

;

B

M(=<$[A$

(

M\?"

&

5

'

.

&

/7#82

&

%

(

$

/

?SX$;

B

M(=<$Z:05$

(

M\?"

&

5

'

.

&

/5

6

#

&

%

!

$

/

?SX$;

B

M(=<$Z:05$

(

M\?"

&

5

'

.

&

/7#82

&

%

&

$

/

?SX$;

B

M(=<$[A$

(

?+"

&

5

'

.

&

/5

6

#

&

%

)

$

/

?SX$;

B

M(=<$[A$

(

?+"

&

5

'

.

&

/7#82

&

%

'

$

/

?SX$;

B

M(=<$N0;3$

(

?+"

&

5

'

.

&

/5

6

#

&

%

+

$

/

?SX$;

B

M(=<$N0;3$

(

?+"

&

5

'

.

&

/7#82

&

%

%$

$

/

?SX$

(

M\?"

&

?+"$]9AE

&

5

'

.

&

/7#82

&

%

%%

$

S81Y31

"

*

图
>

!

流式细胞术检测重链抗体与细胞表面蛋白的结合

!!

U

$抗
M\?"

重链抗体与表达或不表达
M\?"

细胞的结合能力%

]

$抗
?+"

重链抗体与
\]S?

)

T8

K

9

细胞的结合能力*

!,)

!

双特异性重链抗体与细胞表面相关抗原的结

合能力
!

结果!图
)

"发现#抗
M\?)

&

?+)]9N<U5

既能与内源性表达
M\?)

的
N3

/

)]

细胞和过表达

M\?)

的
U%)#$M[

细胞相结合#也能与
\]S?

结

合#而与不表达
M\?)

的
-Z$N3

/

$#

和
U%)#

细胞不

结合#也与不表达
?+)

的
T8

K

9

细胞不结合!图
)U

"%

而抗
M\?)

&

?+)]9AE

也具有相似的结合能力!图

)]

"*结果表明构建的
]9N<U5

和
]9AE

都具有与

细胞表面相应抗原的结合作用*

!,%

!

双特异性重链抗体介导的细胞杀伤作用
!

将

靶细 胞)

\]S?

和 抗
M\?)

&

?+) ]9N<U5

!抗

M\?)

&

?+) ]9AE

)抗
M\?) N<U5

或 抗
?+)

N<U5

"共孵育
&!@

#细胞毒性检测结果!图
%

"发现$

]9N<U5

在表达
M\?)

的
U%)#$M[

和
N3

/

)]

细胞

中的杀伤率分别是!

%),#gF,"

"

a

和!

JJ,Jg

&,(

"

a

#显著高于
]9AE

组的杀伤率!

J,)g#",#

"

a

和!

##,"g!,'

"

a

#差异有统计学意义!

$

#

","#

"%

也显著高于
]9N<U5

在不表达
M\?)

的
U%)#

和

-Z$N3

/

$#

细胞的杀伤率!

##,#g&,(

"

a

和!

#!,(g

#,)

"

a

#差异有统计学意义!

$

#

","#

"*

'%(
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图
?

!

流式细胞术检测双特异性抗体与细胞表面蛋白的结合

U

$抗
M\?"

&

?+"]9N<U5

%

]

$抗
M\?"

&

?+"]9AE

与表达或不表达
M\?"

的细胞和
\]S?

)

T8

K

9

细胞的结合能力*

图
@

!

双特异性抗体介导的细胞杀伤效应

""

$

#

$,$%

%

&."

#

&

(-)

*

!,J

!

双特异性重链抗体介导的细胞因子释放
!

结

果!图
J

"表明$

]9N<U5

在表达
M\?)

的
U%)#$M[

细胞上清中诱导
I=7$

,

)

A7=$

(

)

IP$!

和
IP$(

的表

达量分别为!

F)(,)g!",F

")!

##&',!g)J,'

")

!

'J%,#g'#,"

"和!

'#','g!J,!

"

/B

&

CP

#显著高于

]9AE

组#分别为!

J%!,#g&%,"

")!

!F%,Jg!',#

")

!

%(",)g)(,"

"和!

(!","g#!,#

"

/B

&

CP

#差异有统

计学意义!

$

#

","#

"*同样在内源性表达
M\?)

的

N3

/

)]

细胞中#

]9N<U5

诱导
I=7$

,

)

A7=

(

)

IP$!

和

IP$(

的表达量分别为!

'%",)gJ",)

")!

FJ(,Jg

%F,"

")!

'&","gJ),"

"和!

FJ#,)g#)(,%

"

/B

&

CP

#

显著高于
]9AE

组#分别为!

)'(,!g!&,#

")!

)(!,"g

!!,&

")!

J%!,Jg)),&

"和!

J"J,#g!(,#

"

/B

&

CP

#差

异有统计学意义!

$

#

","#

"*

!,(

!

双特异性重链抗体体内抑制裸鼠肝癌细胞的

生长
!

裸鼠种植实验结果!图
(

"表明$与
7-

组相

比#高低浓度
]9N<U5

组均能显著抑制肝癌细胞在

裸鼠体内的生长!

$

#

","#

"#且也显著优于
]9AE

组

!

$

#

","J

"*与
7-

组相比#

]9AE

高浓度组可抑制

肝癌生长!

$

#

","J

"#但低浓度组作用不显著*当

第
!#

天时#各组裸鼠未出现恶液质表现#但因肿瘤

体积大于
#"""CC

)

#实验终止#处死裸鼠#称量体

质量#

7-

组)

!

)

B

]9N<U5

组)

!"

)

B

]9N<U5

组)

#

)

B

]9AE

组和
#"

)

B

]9AE

组的体质量分别为

!

!J,'g#,J

")!

!J,%g#,'

")!

!J,&g),"

")!

!(,!g

!,!

"和!

!(,Jg#,F

"

B

*分离肿瘤组织#观察发现

M\?)

&

?+)]9N<U5

组裸鼠肿瘤平均直径小于其他

组别#提示
]9N<U5

具有良好的抗肿瘤活性*

?

!

讨
!

论

M\?)

作为一种肝癌细胞表面特异性表达的糖

蛋白#被认为是肝癌靶向治疗的重要标志物#成为

近年来肝癌诊治研究的热点*研究表明
M\?)

特异

性抗体在肝癌的治疗和诊断中具有重要的作用%同

时靶向
M\?)

的免疫细胞治疗如
?UT$A

细胞治疗

也已进入了临床试验阶段*

然而目前
?UT$A

治疗还处于发展阶段#部分

关键问题如细胞因子释放综合征)通用型
?UT$A

的制备及其在实体瘤的治疗等方面都还未得到很

好的解决#而且个体化疗法所带来的高昂治疗费用

是一般家庭难以承受的*

+%(

!
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图
C

!

双特异性抗体介导的细胞因子释放

""

$

#

$,$%

%

&."

#

&

(-)

*

图
D

!

双特异性抗体体内抑制裸鼠肝癌细胞生长

!!

U

$裸鼠体内肝癌细胞异体移植瘤生长曲线%

]

$第
#%

天
!

组裸鼠和瘤体照片
,

0

$

$

$,$!

#

"

$

#

$,$!

#

""

$

#

$,$%

%

&.!

#

&

(-)

*

!!

靶向人
?+)

&肿瘤相关抗原!

AUU

"的
]9AE

可

作为抗肿瘤治疗的重要手段*

]9AE

作用的发挥必

须同时与
A

细胞表面的
?+)

和肿瘤细胞上的
AUU

相结合#然后激活
A

细胞#诱导细胞毒活性#释放众

多细胞因子#从而发挥其抗肿瘤效应'

#)

(

*

]9AE

具

有相对分子质量小)易穿透肿瘤组织)免疫原性低

等优点'

#%

(

#但其缺乏
=<

段#易在体内被快速消除#

血液半衰期较短#仅为
#,!J@

左右#因此需要持续

推注或者一天内多次输注以维持血药浓度'

#J

(

*目

前仅有一种靶向
?+#F

&

?+)

的
]9AE

博纳吐单抗

!

];9:82.C0C85

"#被美国
=+U

批准用于治疗急性

淋巴细胞性白血病*

!"

世纪
F"

年代初#

N8C31D$?8D231C8:

等'

#(

(偶

然从骆驼中发现了一种缺乏轻链)仅有重链的抗

体#称 为 重 链 抗 体 !

N38R

6

<@89: 8:2950493D

#

N<U5D

"#其单个重链可变区!

XNN

"即具有与抗原

的结合能力#又被称为纳米抗体!

78:0504

6

"*不同

于
XN

中包含一个面向
XP

的疏水面#

XNN

是完

全亲水的结构#其稳定性和溶解度优于
XN

*

XNN

的
?+T)

区通常比常规抗体
XN

的
?+T)

长#可形

$#(
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#
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#

X0;,!'

#
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成指状延伸#以触及常规抗体无法到达的抗原表

位%同时长的
?+T)

可增大与抗原的相互作用面#部

分补偿了
XP

缺失带来的影响'

#&

(

*

本研究通过构建抗
M\?)

&

?+)]9N<U5

#发挥

其类似
]9AE

的功能#以分别结合
A

细胞和肝癌细

胞#随之激活
A

细胞发挥杀伤肝癌细胞的作用*同

时重链抗体比完整抗体小)易于渗透#且因含
=<

段#

比
]9AE

的稳定性高#纯化更为方便*研究结果表

明
]9N<U5

在体外实验中针对
M\?)

阳性细胞的杀

伤率约为
J"a

#远高于
]9AE

的杀伤!约
#"a

"*同

时
]9N<U5

诱导释放的
I=7$

,

)

A7=$

(

)

IP$!

)

IP$(

等细胞因子的水平也高于
]9AE

组*这一方面由于

]9N<U5

带有
=<

段#其稳定性优于
]9AE

%另一方面

由于与
?+)

和
AUU

抗原表位结合的
XNN

结构域

比
]9AE

中的
D<=R

部分更小#可能使肿瘤细胞与
A

细胞在空间上更为靠近#导致能够更好地持续性激

活
A

细胞#释放更多的细胞因子#最终发挥更好的

肿瘤细胞杀伤活性*在裸鼠体内移植瘤模型中#本

研究进一步观察了不同浓度抗
M\?)

&

?+)]9N<U5

和抗
M\?)

&

?+)]9AE

对肝癌生长的抑制效果#发

现高低浓度
]9N<U5

组均具有较明显的肿瘤抑制效

果#而低浓度
]9AE

组抑制效果不明显*结合体内

外的实验#本研究初步证实
]9N<U5

较之
]9AE

具

有更好的抗肿瘤活性*然而本研究仅初步评价了

抗
M\?)

&

?+)]9N<U5

的体内外抗肝癌作用#以验

证本
]9N<U5

模型在肿瘤治疗中的有效性*下一步

还将深入探讨该抗体的作用和具体机制#为将来的

临床应用提供依据*
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