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胞内抗体及其研究进展

洪美亚曾冬云龚兴国*

(浙江大学生物大分子与酶 ι程研究所，杭州 310027)

摘要 胞内抗体是指在细胞内表达并被定位于亚细胞区室的一类新的工程抗体。目前胞内

抗体的研究主要集中于 ScFv ， ScFv基因结构简单，易导入细胞内表达且使于体外重组操作。胞内

抗体作为一种新的基因治疗工具，在肿瘤基因治疗、人艾滋病基因治疗的实验研究及潜在的临床

治疗方面展示了广泛的应用前景。同时，胞内抗体可以用作分析靶蛋白功能的研究工具，是对传

统的"基因剔除"转基因动物的一种有效补充。现从月色内抗体的设计及载体选择、肿瘤基因治疗、

人艾滋病基因治疗等方面对胞内抗体的研究进展进行结过。
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随着抗体_L程技术的发展以及对细胞内蛋白质

运输信号的深入了解，派生出了一项全新的可阻断

细胞内草要靶蛋白的胞内抗体技术。胞内抗体

(intracellular antibody , intrabody)是指在非淋巴细胞

内表达 )j:被定位于亚细胞区室(如细胞核、细胞浆

或某些细胞器)，特异性干扰或阻断革E分子的活性

或加工、分泌过程，从而发挥其生物学功能的 d类

新的上程抗体。它是靶向细胞内抗原，具有特异性

高、亲和力强的结合特性，并能在特定的亚细胞中

稳定表达的免疫球蛋白。胞内抗体己成为功能基因

组学、蛋白质组学及基因治疗领域中广泛应用的实

验工具。

1 胞内抗体的设计及载体选择

胞内抗体主要以 ScFv、 Fab 两种形式存在。 ScFv

抗体分子结构简单，由抗体的重链可变区与轻链可

变|豆通过古旧j大(GGGGS 3)连接而成，它基本保持

了亲本抗体对抗原的亲和力。可变区基因不仅可通

过提取某一特异性杂交瘤细胞 mRNA 后用 RT-PCR

获得， 1(1日且噬菌体抗体库技术为其获取提供了丰富

的源泉。由于 ScFv 基因结构简单，便于体外重组

操作，当前已成为胞内抗体技术最常采用的抗体形

式。 Fab 包拈重链的 VH-CHl(Fd 段)和完整轻链，两

者通过 个链问二硫键连接，是完整抗体的三分之

o Fab 具有 Lj抗体相同的抗原结合特性，但是其

重链和轻链必须在内核糖体入口位置同时表达才有

实际应用价值。

针对不同的实验目的，对 ScFv 蛋白的 N 端或

C 端进行一些修饰，就可将 ScFv 人为地滞留f各个

亚细胞区室中。将来源于 SV40 大 T 抗原的核定位

信号(NLS)或 TAT 核仁前导序列信号同 C 末端连接，

可以制成核滞留型或核仁滞留型胞内抗体。在 N 端

融合一段导肤或在 C 端引入 段内质网滞留信号

(KDEL) ，可使 ScFv 滞留于内质|呀，这在实际研究

中比较常见。这是囚为内质网是多种生物活性蛋白

加工、分泌的通路，将抗体滞留于内质网管腔或内

膜上，大大增加了抗体与靶蛋白相互作用的机会。

细胞内表达单链抗体的载体包括:逆转录病毒

载体、腺病毒载体及腺病毒相关病毒载体、单纯疤

摩病毒载体和脂质体载体11)。其中腺病毒载体口J携

带 Fab 基因转导入淋巴细胞， {吏治疗基因导入复制

和非复制细胞，且消除了鼠源性逆转录病毒基因转

化中潜在激活 HIV-l 的问题。通过改变载体调控结

构、改进载体的包装技术，可捉高转化效率，并

使 ScFv 在宿主细胞内高效表达。

2 胞内抗体与肿瘤基因治疗

经重组 DNA 技术及具核表达载体的构建，可

使胞内抗体在肿瘤细胞特远的亚细胞器中表达并且

靶向抗原底物。目前研究较多的主要靶蛋白包括:

表皮生长因于受体超家族(EGFR、 E巾B-2 、 ErbB-3 、

ErbB-4)、白细胞介素 2 受体(IL-2R) 、 Ras 蛋白、叶
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酸受体(FR)、抑癌蛋白 p53 、 Bcl-2 蛋白、 c-Myb

蛋白以及 IV 型胶原酶等与肿瘤发生发展各个阶段密

切相关的重要蛋白质。胞内抗体阻断靶蛋白主要有

以下两种方式。

2.1 在分泌途径上阻断靶蛋白

IL-2R 是→种异源三聚体，由 α、自和 y链组

成。它在许多 T 细胞和 B 细胞白血病细胞中均有过

度表达，尤其是在 T细胞白血病病毒(HTLV-l)相关

成人 T 细胞白血病中。研究发现内质网滞留型胞内

抗体可通过在内质网中结合 IL-2R 从而有效阻断其

向细胞表面的运输。 Richardson 等[2]构建了抗 IL-

2Rα 的 ScFv ，转入 Jurkat T 细胞中，在细胞内表

达的 ScFv Tac 完全抑制细胞表面的 IL-2R 表达，其

机制可能是在内质网中将表达的受体链降解。研究

结果表明 ScFv胞内抗体为考察 IL-2R在T细胞活化、

IL-2 信号转导和白血病细胞生长抑制研究提供了一

个有价值的工具。

E由B-2 跨膜蛋白是在肿瘤细胞表面过度表达的

酷氨酸激酶受体，通过细胞内抗体在内质网内可使

ErbB-2 的表面表达明显降低，导致生长停滞和细胞

向非转化塑显性塑逆转。由于受体酷氨酸激酶家族

在调节细胞生长和分化中起重要作用，它们也就成

为抗癌治疗的新的靶标[3] 0 Alvarez 等[4]把抗 ErbB-2

的 ScFv-5R 亚克隆入逆转录病毒载体，导入小鼠成

纤维细胞 NIH/3T3 中，结果显示该抗体与 ErbB-2 结

合并阻止了其通过内质网的转运，表现为细胞中含

磷酸酷氨酸的蛋白质密度降低和转化表型的逆转。

Deshane等I到报道了内质网靶向的针对 HER-2细胞外

结构域的细胞内抗体的生物学作用，研究结果显示

胞内抗体抑制了细胞表面 HER-2 的表达和细胞增

殖，并诱导细胞凋亡，对肿瘤细胞克隆生成具有较

强抑制作用。利用带有抗 ErbB-2 的单链抗体基因的

重组腺病毒，可使腹腔内接种人类 ErbB-2 过度表达

的卵巢癌小鼠的存活期得到显著延长，为胞内抗体

技术应用于临床基因治疗打下了基础。

恶性肿瘤细胞的侵袭转移与肿瘤细胞及其基质诱

导产生的基质金属蛋白酶(matrix metalloproteinase. 

MMPs)的水平呈正相关。 IV 型胶原酶(包括 MMP-2

和 MMP-9)在人类前列腺癌、膜腺癌、结直肠癌、

乳腺癌、卵巢癌等肿瘤细胞中均有高表达，与肿瘤

的侵袭、转移和恶性进展密切相关[6-8] 。构建编码

可在内质网滞留的抗 IV 型胶原酶单链抗体的表达载

体，并通过脂质体转入人巨细胞肺癌 PG 细胞系内。

-综述.

此 ScFv 可以在 PG 细胞内表达，并能够特异性地与

靶蛋白结合，在蛋白质加工、分泌这一→关键步骤抑

制 MMPs 的活性，从而抑制了肿瘤细胞体外侵袭和

增殖，在肿瘤基因治疗中具有重要的应用前景[9] 。

2.2 在细胞质和细胞核中阻断靶蛋白

在细胞质中表达胞内抗体一般通过简单地删去

免疫球蛋白的前导序列来完成。 ras- 原癌基因 p21 ras

是一膜相关蛋白质，在细胞生长和分化过程中具有

关键性功能。突变型的 ras 墓因广泛存在于许多人

类肿瘤中，其蛋白质产物 p21 ras 是细胞浆中一种乌

嘿岭核昔酸结合蛋白，主要与细胞的增殖、分化有

关。用细胞内捕获技术分离能与 Ras 蛋白相结合的

胞内抗体，将可洛性较大的 ScFv 核心结构突变成

标准核心结构，实验表明即使功能域中无二硫键连

接，核心结构还是胞内抗体发挥功能的区域。通过

将轻、重链可变区的抗原互补决定簇插入核心结构

后，改建后 ScFv 与 Ras 蛋白呈现高亲和力并且明显

抑制 Ras 介导 NIH-3T3 细胞的转化[10] 。

原癌基因 c-myb 的表达是癌转化的重要因素。

在c-Myb癌蛋白阳性细胞一-K562的细胞质和细胞核

内表达抗体，导致对 c-Myb 癌蛋白的功能性剔除[II] ，

为研究 c-myb 诱导的癌转化分子机制和 c-myb 依赖

性疾病的基因治疗提供了新思路。

3 胞内抗体与人艾滋病基因治疗

胞内抗体自-开始便被认为有望在艾滋病的基

因治疗中有广泛地应用前景，它作用于病毒结构蛋

白、调节蛋白、酶蛋白，并在特定细胞器与靶结

构结合并抑制病毒生活周期不同阶段的功能，而这

些靶结构都是 HIV-l 病毒生存、繁殖的必需结构。

目前，抗 HIV-l 胞内抗体研究处于体外试验阶段，

临床基因治疗的报道较少。

3.1 抗包膜糖蛋白胞内抗体

HIV-l 包膜糖蛋白是作为 gp160前体合成的，并

在高尔基复合体内分裂为成熟的 gp120/41 蛋白 [12] 0 

gp120 与未感染细胞的 CD4 受体的相互作用不仅对

病毒感染而且对CD4+T细胞耗竭、功能失调和CD4

介导的细胞信号破坏都有重要作用，这将有助于

AIDS 的发病机制的研究[口]。胞内抗体 sFvl05 可以

在内质网结合 gp160 前体从而阻止其向细胞表面的

转运，导致病毒颗粒不具备感染力。在 HIV-l 感染

的细胞内，胞内抗体 Fab105 与 gp160 前体结合并抑

制其加工整合，产生弱或无感染力的病毒颗粒。此
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外，分泌到细胞外的 Fabl05 可以中和胞外游离的病

毒颗粒，保护未被感染的周围细胞。

3.2 抗 Tat 胞内抗体

Tat 是 HIV斗的一关键反式激活蛋自，是一种

小分子HIV-l 长末端序列重复序列(LTR)转录激活因

子，它通过与转录延伸因子的亚单位人 cyclinT1作

用，然后共同结合到转录激活反应元件 RNA上，从

而激活病毒转录。针对 Tat 外显子 1 和 2，构建两种

扩t Tat ScFv 0 ScFvTat1能阻断 Tat 的反式活化和质-核

转运，而 ScFvTat2 作用较弱。因此有研究认为外

显子 1 对 Tat 反式激活是必需的，而 2 是非必需的。

在稳定表达抗人cyclinT1的 Jurkat T细胞几乎可完全

抑制低剂量 HIV-l 病毒的攻击，在稳定表达抗人

cyclinT1SupT1细胞中可抑制 74%-88%高剂量 HIV-

1 病毒的攻击，这两种抗体都没观察到对细胞的毒

性作用 [1飞由于针对 Tat 的体液和细胞免疫反应在

人和猴中能延缓疾病发展，有人认为 Tat 是控制病

毒复制和阻止疾病发展的最理想的靶蛋白 [15] 。目

前，针对 Tat 的 HIV 基因治疗正处于临床试验阶段。

3.3 抗 Rev 胞内抗体

Rev 是 HIV-l 必需的另一调节蛋白，它通过控

制胞浆内的阳A种类来调节蛋白质的表达。它穿梭

于感染细胞的核和胞浆之间并促进含有内含子的HIV

mRNAs 的核浆转运[16]在病毒复制中发挥重要作用。

Rev 缺乏导致仅早期调节蛋白的表达，晚期调节蛋

白和结构蛋白不能表达。扩tRev胞内抗体在 HeLa细

胞内表达，与 Rev 结合并阻断了其向核内的转位，

病毒 mRNA 初始转录、加工、释放和合胞体形成

被抑制，最终导致病毒产生被抑制。

3.4 抗 Vif胞内抗体

Vif是因V-l编码的与病毒复制和感染相关的重要

蛋白质，存在于胞浆中以一种不明的机制参与病毒的

组装，是体内决定 HIV-l 传染性的重要因素。 Vif与

细胞膜、中问丝、 HIV-l Gag 和病毒 RNA 相互作
用I归口川，1叭8

的活性，从而作为 HIV-l 复制的抑制剂。 Concalves

等[凹I用逆转录病毒载体含抗Vif细胞内抗体基因转染

外周血核细胞，显标对 HIV-l 病毒具有抗性。

4 胞内抗体作为研究分子功能的工具

细胞内抗体可以用作分析靶蛋白功能的研究工

具，是对传统的"基因剔除"转基因动物的一种

有效补充。与基因剔除相比，胞内抗体技术的优势
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在于它可用于一些与细胞生长、分化必需的蛋白质

的研究，还可以同时对一种以上的蛋白质进行"剔

除"。用细胞内抗体通过在内质网中与 IL-2R 结合

可有效阻断其在激活的 Jurkat T 细胞上的高表达，

而并不影响细胞表面其他分子，如 CD2 、 CD4 和

CD8 的表达。利用这种方法可以研究 IL-2 信号转导

及 IL-2R 过量表达对白血病细胞生长的影响[20] 。同

样，高亲和力 IL-2R 表达的抑制，可为各种 T 细胞

介导的异常反应引起的疾病，如排异及某些自身免

疫疾病的治疗提供新途径。细胞内抗体也可抑制整

合素(integrin)VLA-4 的成熟和功能。将抗 VLA-4 的

单链抗体可变区基因 ScFv-195 导入人 RD 细胞和

Jurkat 细胞，检测发现这些细胞表面 VLA-4 的表达

分别下降 80%和 65%~100% ，并且站附和伸展功

能受损 [21] 。

5 展望

近年来的研究使胞内抗体的应用范围更加广

泛。它主要应用在抑制病毒复制特别是 HIV-l 复制

和肿瘤基因治疗方面，现在己经拓展到中枢神经系

统疾病、移植排斥和自身免疫疾病等领域。 Hun

tington 舞蹈病(HD)是常染色体显性遗传的缓慢进行

性基底节和大脑皮质的变性疾病，临床以舞蹈、进

行性痴呆、精神情感障碍为主要表现，其特征是亨

亭顿蛋白的 N末端有多个谷服酌氧，诱导病理性的

蛋白质问相互作用形成多聚体而致病。抗亨亭顿蛋

白的N末端 17 个氨基酸多肤的胞内抗体可减少多聚

体的形成，有望用于该疾病的治疗[22] 0 Mi11er 等[23]

首先发现了 htt特异的胞内抗体(C4)选择性作用于可

溶的 C 末端片段， C4 通过结合非团聚的 htt 降低了

C 末端 htt 片段的稳态水平。

胞内抗体主要以 ScFv的形式成功地抑制了胞内

靶蛋白在特定细胞区室的功能。正如单克隆抗体开

辟了人类疾病治疗的新纪元，胞内抗体作为治疗和

研究的抗体工具也存在广泛的前景。尽管胞内抗体

对一些疑难疾病的治疗方面显示了良好的应用前

景，但它真正用于疾病治疗前还存在一些问题[叫;

如抗靶分子的抗体基因如何到特定的组织细胞内:

载体的研究还需要长足的进展:胞内抗体基因在细

胞内能不能持久稳定的表达以达到足够的细胞内浓

度:胞内抗体的毒性和免疫原性问题:如何增加

胞内抗体的正确折叠、保持生物活性、延长血中半

衰期:如何获得大量有治疗价值的胞内抗体等这些
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问题还有待于进 a步的研究和临床试验。 [11] Kasono K et al. Biochem Biophy Res Commun , 1998, 251: 124 
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Intrabody and Its Latest Advances 

Mei-Ya Hong, Dong-Yun Zeng, Xing-Guo Gong * 
(Institute of Biomacromolecule and Enzymatic Engineering, Zhejiang Universi砂， Hangzhou 3 /0027, China) 

Abstract As we all know, intrabody is a new engineering antibody which is expressed in cell and oriented 

in subcellu1ar area. Due to ScFv gene 's simp1e structure, it is amiab1e to expressed in cell and convenient for in vitro 

recombination operation. According1y current research on intrabody concentrate on ScFv. As a new gene therapy 

too1, intrabody brings forth extensive app1ication foreground in the aspects of tumor gene therapy and human HIV 

gene therapy's experimental study and potentia1 clinica1 therapy. At the same time, intrabody is also served as a study 

too1 for ana1yse the function of target protein, and it' s an effective comp1ement缸ity to the traditiona1 "gene knock

out" genetically modified animal. This article summarizes intrabody's 1atest research advances from its design and 

the se1ection of vector, tumor gene therapy and human HIV gene therapy. 

Key words intrabody; gene therapy; HIV -1; ScFv 
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