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　　提　要　目的: 构建抗骨形成蛋白单链抗体并获得表达。方法: 应用一段人工合成的含 15个氨基酸的连

接肽 ,采取亚克隆技术 ,将一株鼠抗 BM P单克隆抗体的重链可变区 ( V H )的 N端和轻链可变区 ( VL )的 C端

连接起来 ;将连接产物克隆入融合蛋白表达载体 pEGX-4T-l,在大肠杆菌 JM109中进行表达。 结果: 构建的

单链抗体 ( ScFv )全长 705 bp,并获得融合表达产物约 52× 103u。 结论: 亚克隆方法是一种构建单链抗体快

速、简便、可靠的方法。
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　　骨形成蛋白 ( BM P)在正常组织中含量很低 ,当骨

肿瘤发生时 ,其含量明显增高 ,因此可作为一种相关抗

原应用于骨肿瘤的诊断和导向治疗 [1 ]。但鼠源性 BMP

单抗所具有的免疫性 ,限制了其在临床上的直接应用。

近年来随着基因工程技术的不断进步 ,鼠源性单克隆

抗体的改建工作得到了突飞猛进的发展 ,如 F(ab′) 2、

F ( ab′)、 ScFv等抗体分子片段的构建 ,更是倍受关

注 [2 ] ,临床应用前景十分广阔 [3, 4 ]。在此背景下 ,我们利

用从 BMP单抗杂交瘤中扩增、克隆的轻、重链可变区

基因片段 ,并应用一种亚克隆方法 ,成功地构建了

BM P单链抗体 ,在一种融合蛋白表达载体中获得了表达。

1　材料与方法

1. 1　材料
1. 1. 1　 BM P单抗基因片段　　鼠 BM P单抗杂交瘤由第四军

医大学口腔医学院病理教研室制备并保存 ,此杂交瘤能稳定地

分泌 BM P单抗。 BM P单抗轻、重链 ( V L、 V H )分别克隆于

pUC18、 19质粒。

1. 1. 2　试剂　　限制性内切酶、 T4 DN A快速连接 Kit、 cDN A

合成 Kit购自 Boeh ringer公司 , T7 DN A聚合酶测序 Kit购自

Promega公司。

1. 1. 3　引物和连接肽　　由上海肿瘤所合成。

1. 1. 3. 1　 PCR扩增引物 ,见图 1

　　　V H Back: 5′-CCGAAT TCATGGTCCAGCTGGTGG

AGT CTGG-3′

　　　V H For: 5′-CCGAGCTCTGAGGAGACTGTGAGA

CTGGTCC-3′

　　　VL Back: 5′-GAAGATCTATGGAT ATCGAGCT GA

CTCAGT CTCC-3′

　　　VL For: 5′ATGTCGACACGTT TGAT CTCCAGC

TT GGT CCC-3′

图 1　 PCR引物核苷酸序列

Fig 1　 Neucleotide sequeces of PCR pr imers

1. 1. 3. 2　连接肽 Linke rFo r中引入 Sacl和 BamHI酶切粘端

序列 ,见图 2

　　　 Linker Back: 5′-GGT GGAGGCGG TTCAGGCGGAGG TGGCT

CTGGCGGTGGCG-3′

　　　 Linker For: 5′-GATCCGCCACCGCCAGAGCCACCTCCGC

CTGAACCGCCTCCACCGAGCT-3′

图 2　链接肽核苷酸序列

Fig 2　 Neucleotide sequeces of linkers

1. 1. 3. 3　质粒　　融合表达载体 pGEX-4T-l由胡川闽博士

惠赠。

1. 2　方法
1. 2. 1　 BM P单链抗体 ( BM P ScFv )的构建

1. 2. 1. 1　多肽链的退火　　取 LinkerBack和 LinkerFo r各

0. 1μg /10μl,加入 3 mo l / L Na Ac 1μl煮沸 5 min,令其自然冷

却 ,再经 SacI /BamHI双酶切后纯化。

1. 2. 1. 2　多肽链的克隆　　将 pUC19用 Sac I /BamHI双酶切

后 ,与酶切纯化的多肽链进行连接反应 ,连接产物常规转化大

肠杆菌 ,挑取阳性克隆酶切鉴定。

1. 2. 1. 3　以 pUC 19-V L重组质粒为模板 , VL Back、 VL Fo r为

引物 ,常规扩增出 V L片段。 VL片段经 Bg lⅡ /Sal I双酶切 ,

pUC19-Linker重组质粒亦经 BamHI /SalI双酶切后进行连接

反应 ,常规转化和鉴定。

1. 2. 1. 4　以 pUC 19-VH重组质粒为模板 , V H Back、 V H For为

引物 ,常规扩增出 V H片段。 V H片段经 SacI / EcoRI双酶切后 ,

与经同样双酶切的 pUC 19-Linker-VL进行连接反应 ,反应产

物常规转化与鉴定。

1. 2. 2　 BM P单链抗体 ( BM P ScFv )的表达
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1. 2. 2. 1　表达载体的构建　　先将 pUC 10-VH-Linker-V L重

组质粒用 EcoRI酶切、 Klenow酶补平后 ,再经 SalI酶切 ,回收

切下的约 710 bp片段 ,和用 Sma I /SalI双酶切的 p GEX-4 T-l

进行连接反应 ,连接产物转化大肠杆菌 JM 109。

1. 2. 2. 2　诱导表达　　阳性克隆经酶切鉴定后 ,取 2μl过夜

菌加入 2 ml LB(含氨苄青霉素 )中 ,剧烈振摇 2～ 3 h至对数生

长期 ,加入 IPTG至终浓度 1 mmo l /L ,继续剧烈振摇培养 4 h。

收集菌体进行 SDS-PAGE电泳观察结果。

2　结果

2. 1　抗 BM P单链抗体构建结果

　　 pUC 19-linker重组质粒经 EcoRI /Sal I双酶切后 , 20%聚

丙烯酰胺凝胶电泳观察 ,见一约 60 bp片段切下。 pUC 19-

BMPscFv、 pGEX-4T-l-BM PscFv重组质粒均用 Sal I /Eco RI双

酶切后 , 1. 5%琼脂糖凝胶电泳观察 ,均可见有约 710 bp片段

切下 ,见图 3。

图 3　 BMP ScFv重组质粒的酶切鉴定

A:重组质粒 pUC19-BM P ScFv　 B: 重组质粒 pGEX-

4T-1-BM P ScFv　 C: 标准分子量

Fig 3　 Identif icat ion of pUC19-BMPscFv and pGEX-

4T-l-BMP ScFv recombinant plasmid digested

with SalI and EcoRI

A: pUC19-BM PscFv ( 3. 40 kb )　 B: pGEX-4T-l-

BM PscFv ( 5. 68 kb)　 C: PC R markers

2. 2　 pGEX-4T-l-BMPscFv的诱导表达

　　经 IPTG诱导的 pGEX-4T-l-BM PscFv质粒菌体 ,在 SDS-

PAGE电泳谱上出现一条约 52× 103 u左右的新蛋白表达带。

其分子量与预计的 GST蛋白和 BM PscFv抗体蛋白分子量之

和一致 ,见图 4。

图 4　 BMP ScFv融合蛋白 SDS-PAGE电泳结果

A: 未诱导的 pGEX-4T-1　 B: 诱导的 pGEX-4T-1　
C: 未诱导的 p GEX-4F1-BMP ScFv　 D: 诱导的

pGEX-4T-1-BMP ScFv　 E:蛋白标准分子量参照

Fig 4　 SDS-PAGE of pGEX-4T-l-BMPscFv

A: without induction o f pGEX-4T-l　 B: induction o f

pGEX-4T-l　 C: without induction o f pGEX-4T-l-

BM PscFv　 D: induction o f pGEX-4T-l-BMPscFv　
E: mo lecular w eight standa rd

3　讨论

　　由于天然抗体的 Fv片段中 VH与 V L为非共价性

结合 ,只是依靠两链之间的两个二硫键以维持其结构

和功能 ,因此在去除 Fc片段后 , VH与 V L片段在浓度

很低的条件下极易解离而失去活性。为解决定问题 ,有

人采取了用戊二醛使 VH、 V L表面的亮氨酸和半胱氨

酸聚合、或在 Fv骨架区设计链间二硫键等方法来加

强 VH、V L的联系 ,但近年来倍受关注的是单链抗体的

研究 [6, 7 ]。单链抗体是用一条人工合成的多肽链将 VH、

V L连接起来 ,使之即保持抗原结合区的完整基因 ,又

不易发生解离的抗体分子片段。为了不影响 Fv的空

间结构与稳定性 ,多肽链的设计十分重要 ,一般是长度

为 15个氨基酸为最佳 ,同时具有疏水性和伸展性。

Huston等人根据 Fab片段 X线衍射分析资料 ,设计

出 ( Cly4Ser ) 3连接肽 ,研究表明此连接肽将 VH的 C

端与 V L的 N端连接后 ,不影响 Fv的二级结构 ,使之

具有较好的稳定性与活性。 此连接肽已成为 “通用

Linker” ,广泛应用于 ScFv的构建
[ 8]。 作者在应用

( Gly4Ser ) 3Linker时 ,在其 Fo r引物上引入了 SacI /

BamHI限制性酶切位点 ,便于克隆 ,同时为 VH、 VL的

定向亚克隆提供了条件。在构建单链抗体的方法上 ,作

者所采用的定向亚克隆方法是一种快速、简便易行的

方法 ,且结果可靠。将所构建的 BM PScFv克隆入融合

蛋白表达载体 pGEX-4T-l中 ,经 IPTG诱导 ,获得表

达。表达产物的进一步纯化与活性检测有待于今后的
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Construction and expression of bone morphogenetic protein ( BMP ) sin-

gle-chain Fv
Sun Yuan, Yang Lianjia, Gao Yuhao, Jin Yan ( Depar tment o f O ral-facial-maxillar y Surg ery , Southw est Hospital, Third

M ilitary Medical Univ er sity , Chongqing , 400038)

　　 Abstract　Objecti ve: T o const ruct and express bone mo rphogenetic pro tein ( BM P) sing le-chain Fv

( ScFv ) . Methods: A synth etic linder containing 15 amino acids being used, the C end of the heavy chain gene

fragment ( V 8 ) and the N end o f the ligh t chain gene fragment ( V 1) of BM P monoclonal antibody were con-

nected with a subclonal method. Then the recombinant BM P ScFv was cloned into pGEX-4T-1 plasmid and

induced to expr ess in JM 109 E . coli. Results: BM P ScFv gene consisted o f 705 base pairs and the BM P ScFv

fusion pro tein w as about 52 kd. Conclusion: Subclonal method is a rapid, simple and reliable way to con-

struct ScFV .

　　 Key words　 bone mo rphogenetic pro tein; linker; sing le-chain Fv ; expr ession
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着肺动脉压力下降其含量亦下降 ,提示 TN F确实与肺动脉高

压的形成有关 ,其可能的机制有:① TN Fα有抗内皮细胞源性

舒张因子 ( EDRF)的作用 ,可能通过调节血管活性物质来调节

肺血管的收缩 [3]。 ② TNFα可激活血管平滑肌细胞信号传递系

统 ,激活蛋白激酶 ,从而引起血管平滑肌收缩 [4 ]。 ③ TN Fα可激

活 PLA2 ,并且是 PAF合成的激动剂 ,前列腺素、血栓素及 PAF

在肺动脉高压形成中具有重要作用 (如前述 ) [5 ]。

　　综上 , PLA2、 TN F在合成、释放、激活上相互作用 ,可能最

终通过血管活性物质的调节在肺动脉高压的形成中产生重要

作用 ,但其具体作用机制尚待进一步研究。

　　关键词　缺氧 ;肺动脉高压 ;磷脂酶 A2; TN F

　　中图法分类号　 R345. 61; R544; R730. 3
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