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根据已知的研究成果，可以认为，与动物
细胞类似在植物中也存在一条由基因控制的细

胞死亡途径[1]。当这些基因在发育 过程中表

达， 或者细胞受到外界损伤，而这种损伤不足

以引起细胞坏死 (necrosis ) ， 但又可能引起可

遗传的变异时，便触发了细胞的程序化死亡。

这种机体发育和生存的基础，维持着生存与死

亡之间微妙的平衡。
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抗前列腺特异抗原的单链抗体的克隆和表达
咎虫五 "t 每支

( 中国科学院上海细胞生物学研究所 200031) 

抗体的轻重链可变区 VH 与 VL 由一个小

肤连接而成的单链抗体[1] (Single Chain Ant­

ibody , Single Chain Fv , ScFv) ， 据分析， 与

抗体 V 区具有类似的空间结构，也能形成抗

原结合部位， 并能在细菌中表达。

抗体片段在大肠杆菌中的高效表达是基因

工程抗体研究的一个重要问 题。前后 相链的

λPRPL 启动子具有比单独 λ(PR 或 PL)启动子

与化学诱导启动子， 如 tac 、 trp 或 lac 启动子相

比， 具有更高地促进外源蛋白表达的能力山， 而

且 λ 启动子还能提供有效的表达水平的控制。

本文构建了含有 λPR 和PL 启动子的温度诱导

表达载体，以提高单链抗体基因的表达效率。
前列腺特异抗原 (Prostate Specific Anti-

gen , PSA )是一种 34kD 的丝氨酸蛋白酶 ， 其

量;在前列腺肿瘤病人体内明显上升[3]。本研究

拟为高效表达抗 PSA 单链抗体建立基础。

材料和 方法

, .质粒和菌株
质粒 pSW 1 Fab (D 1. 3) 为可诱导表达抗溶菌酶

人-鼠嵌合 Fab 的重组质粒， 带有人 CH1 和 CK 基

因 ， 具有 lacZ 启动子。 pSW 1 ScFv(D 1.3)带有 lacZ

启动子[叫， 可诱导表达抗溶菌酶单链抗体， 由英国剑

桥 MRC 的 G.Winter 教授惠赠。 质粒 pHZ 01 (526 

VK-HuCk )为本实验室构建[5] ， 质粒 pJLA 503[川大

肠杆菌细胞株 XL 1- Blue , TG 1, DH 5a ， 本实验室

保存。

2. 分泌抗 PSA 单抗小鼠细胞株 526 总 RNA

本课题是在本所研究生基金、 所长基金及世界实
验室 (World Laboratory )资助下完成。

衷心感谢英国剑桥 MRC Greg Winter 教授以及
叶庆炜博士和徐永华教授的大力支持。
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由 Yes Biotech Lab, Ltd. 叶庆炜博士和 ;本所 3. PCR 引物

徐永华教授提供。 引物设计参照[h7] ， 稍加改动。

VHBACK: 5' - AGGTC (Gl A (C) AA (G) CTGCAGC (G) AGTCA (丁) GG-3' 
Pst I 

JHFOR: 5' - TGAGGAGAGACGGTGACCGTGGTCCC了TGGCCCCAG-3' 

Bs t EII 

VKBACK: 5' 一GACA1寸GAGC丁CACCCAGTCTCCA- 3' 

Sacl 

VKBA.CK 1 1: 5' -GA TG (A) TT旦旦旦且C (T) C (G) CAAA (G) CTC (G) CACT (C) C寸'

Sacl 

JKFOR: 5 / -Gπ寸GATCT∞AGCITGG丁GCC- 3 '
XhoI 

Ilu CKFORNot: 5 / -GACπ时GGCCGCAGA盯'CTCCCCTG甘GAAG盯口T-]，

Not 

165 

4. cDNA 合成与扩增[ 8)

以抗 PSA 杂交瘤细胞株 526 总 RNA 为模板分

别用引物 JHFOR 和 JKFOR 以引物延伸法 (primer

extention ) 合成抗休轻、 重链 V 区第一链 cDNA。反

a. 

b. 

pJLA503 pSW1FabDl .3 
泪。I

嚼.-.... l →斗 C I .3VH I H Li::日 1 十---[，ï:jl百可HuCK
r- . -1 Xhol , EcoRI XlnI I E耐

:6,01 N Jell B削q s扭 ι=L斗

....lB 

Splú 叫 ι「

I T4 DNA ligase 

-Lp豆叶uCK -17
R1 

. 

萨JIJA(Hù--cK)

pSW1(526VH-D 1.3VK) 

Sphl PR PL 

Sacl 咽.....-

PR PL SPI叫 Sacl 
I Sphl , Sacl 

~ 

Sphl I S" CI 

i嘀ωVHJI
pelll S.岛 U且1m.

__......田~ l526VK I HIICK ←一

I T4 DNA ligase 
PR PL ，.泪'玩'" liJÙot r 

一圃......-护噩 526VH • 526VK I H.CK ~ 
pHZ02(526ScFv-HuC:K) 

圄 1 抗 PSA 单链抗体表达载体 pHZ 02 (526 ScFv-H\lÇK ) 的构建
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应体积 20μ1 ， 包括 10μ1 (约 10 吨)细 胞总 RNA，

4μ1 5 x RT buffer (GlBICO BRL) , 2μ1 0.1 mol / L 

DTT , 2μ1 5 mmol/L dNTPs , 1μ1 (25 pmol ) 引物，

56 "C 变性 5 分钟后冷却至室温加入 1μ1 MMLV 反转

录酶 (200 U;μ1 ， BRL) , 37 "C反应 1 小时 . 产物经乙

醇沉淀并溶于 20μl水中。

分别取 3μI 轻、重链 cDNA， 用轻链引物 VKB­

ACKII , JKFOR 和重链引物 VHBACK ， JHFOR 进

行 PCR 扩增 ， 50 μl 反应体积含 5 μ1 Taq DNA pol­

ymerase 10 x buffer (Promega) , 2 μ1 5 mmol/ L 

dNTPs ， 正反向引物各 25 pmol o 94. oc变性 1 分钟 z

50 "C退火 1 分钟 l 72"C延伸 1 分钟共 35 个循环。

5. 抗 PSA 单链抗体温度诱导表达载体 pHZ 02 

( 526 ScFv-HuCK ) 的构建[ 4 ]

如图 1 a 所示首先将人轻链恒定区基国 (HuCK)

插入到 pJLA 503 中 g 用 XhoI 和 EcoRI 从 pSW 1 Fab 

D 1 . 3 中切下 HuCK 片段， 从限制位点 XhoI 和 EcoRI

处插入到 pJLA 503 巾 ， 得到 pJLA(HuCK) 。

然后如图 1 b，所示，先用 526 VH PCR 扩增片

段替换 pSW 1 FabD 1. 3 VH 基因， 再 用 Hind llI 和

Sac 1 从重链替换后的 pSW1 ScFv (D 1 . 3 ) 中切下包括

Pe lB-526 VH-ScFvlinker 的 500 bp 的片段， 将该片

段从Hind llI 和 Sac 1 位点 插入到 pHZ 01 (526 VK­

HuCK) 中 ， 即构建成抗 PSA 单链抗体表达载体 pHZ02

(526 ScFv-HuCK ) 。

6. 526 单链抗体片段在大肠杆菌中的表达[ 2 ]

重组 pHZ 02 (526 ScFv-HuCK )转化的阳性菌株

接种于含 100 μg/ml 氨书青霉素(Amp )的 2YT 培养基

(2 YT-Amp ) 中， 28 "c振蔼培养过夜， 按 1 % 的量接

种到新鲜的 2 YT-Amp 培养基中， 28 0C继续培养至

OD600m = 0. 5 ， 升温至 42 "C ， 热诱导 4 小时。收集菌体

用 1/5 初始体积的冰冷的 ddH20 低渗破开菌体， 4 "c 

离心。 上清液即为周质 (periplasm )样 品。沉淀悬于

1/5 初始体积的 PBS 中 ， 超声波破碎细胞， 离心去掉

沉淀， 上清为可溶性胞质 (cyloplasm )部分。

7 . SDS-PAGE 及 Western-blotting 分析

参照[们 的方法， 取 1 ml 温度诱导培养物离心，收

集菌体， 悬于 100 μ1 水中 ， 再加入 100 μI 的 SDS 样

品缓冲液， 取 10 μl 上样， 进行 SDS-PAGE 电泳 ， 肢

浓度为 12% ， 用考马斯亮蓝染色。

Western-blotting: 

SDS-PAGE 电泳后， 蛋白转移到硝酸纤维膜上，

用 HRP 偶联的羊抗人-IgG(Fab 特异〉抗体 (SIGMA)

进行酶标显色， DAB+H20 2o 

8. ELISA 分析

分别用鸡丙种球蛋白 (FγG ， 本实验室制备)、 卵

自蛋白 (OVA， 东风试剂厂)， 1.容国酶 (HEL ， SIGMA) 、

破伤风类毒素 (TT， 上海生物制品所)和 PSA (叶庆炜

博士惠赠)作为抗原， 各 20 吨/ml 包被酶标板， 用表

达产物的周质和胞质两部分分别作为一抗，用 HRP 偶

联的羊抗人-IgG (Fab 特异 )抗体作为二抗进行 ELISA

测定，底物为 3' ， 3 ， 5 ' ， 5-四甲基联苯胶 (TMB)H202o

结 果

1.可变区基因的扩增

以抗 PSA 杂交瘤细胞株 526 总 RNA 为模

板， 分别用引物 JHFOR 和 VHBACK ， 以及

JKFOR 和 VKBACK J[ 经 RT-PCR 扩增， PCR 

产物经 2%的琼脂糖凝胶电泳检测见到 350 bp 

左右的 VH 和 320 坤 的 VK 特异扩增条带， 用

引物 JKFOR、 VKBACK 进行 RT-PCR 扩增得

到 200 bp 左右的扩增条带，用 HuCKFORNot 、

VKBACK 扩增得到 500 bp 左右的条 带，用

8;Ul ,j' 

;jGO !)P 

在1 1 2 

图~2 52 6 可蛮医甚囚的扩增

M.λ/Hind班， EcoR 1 • 
1. 526 VH (amplified with VHBACK , J HFOR) . 
2. 526 VK (amplified with VKBACK , JKFOR) . 
3. 526 VK (amplified W ith VKBACK 11 , JKFOR) . 
4. . 526 K (amplified with VKBACK , 

HuCKFORNot) • 
5. 526 K chain (amplified with VKBACKII). 
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表 1 526 单链抗体与抗原的结合反应

O.D 45 0 (X 士SD )

OVA FγG HEL 

周质蛋白 0 . 10 :t 0 . 02 0 . 16 士 0 . 02 0 . 11 土 0 . 02

胞质蛋白 0 . 14土 0 . 02 0 . 21 土 0 . 05 0 . 17士 0 . 04

对照 (pJLA 503)- 0 . 07土 0 . 01 0. 10土 0 . 02 0. 08 :t 0. 02 

·温度诱导下 XLI-Blue 中 pJLA 503 表达的周质蛋白和胞质蛋白。

PSA 

0.49士 0.05

0.57 士 0 .04

0.08士 0 .02

的 5' 端与 VKBACK 的同源性较低， 因此我 526 的轻、 重链可变区基因，构建了在大肠杆

们设计了针对VK Subgroup J[的 V 端引物 VK- 菌中表达单链抗体的具有强启动子 PR 和 PL

BACK J[ ，应用它获得了全长的 VK 片段。轻 、 的温度诱导型表达载体， 表达了抗前列腺特异

重链扩增片段经测序证明确为免疫球蛋白。 抗原的单链抗体。 表达产物经 ELISA 测定证

重链扩增片段在 PstI 酶解 时，切成 100

bp f.日 20 0 bp 左右的片段，说明内部存在 Pst 1 

位点，因而在克隆 VH 时 PStI酶切采用部分

酶解， 以回收 300 bp 左右的条带。

为了便于用抗 Ig 抗体进行检测 ， 在研制

单链抗体时， 我们将人轻链 C 区与抗 PSA 单

链抗体融合表达，在实际应用中可从 XhoI 于

Not 1 位点将其切掉，再经 T 4 DNA 聚合酶补

平自连就可表达真正的 ScFv。而从理 论上讲，

加一段轻链恒定区片段并不影响它与抗原的结
A 
r.:t。

我们在细菌中表达了抗原特异的抗PSA单

链抗体，为从细菌中高效表达有功能的抗休片

段建立了一定的基础。

摘 要

本文克隆了抗前列腺特异抗原 (PSA )单抗

明具有特异结合 PSA 的能力。

关键词 z 前列腺特异抗原单链抗体温度诱导

型表达载体
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CLONING AND EXPRESSION OF ANTI-PROSTATE SPECI­
FIC ANTIGEN (PSA) SINGLE CHAIN FV 

ZAN Hong YEH Ming 
(Shanghai Institute of CeH Biology, Chinese Academy of Sciences , Shanghai 200031) 

ABSTRACT 
We c10ned the heavy chain and light chain variable region genes of anti-PSA antibody 

from mouse hybridoma 526 , and constructed the temperature-inducible expression vector pHZ02 , 
which contains two strong promotor PR and PL , for the expression of single chain Fv in E. 
coli. The single chain F v was expressed. ELISA indicated that the expressed single chain Fv 
has specific binding activ ity to PSA 

Key words: Prostate specific antigen (PSA) Single chain Fv Temperature inducible 
expression vector 
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