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抗ＡＥＧ１单链可变区抗体的原核表达及纯化

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（第四军医大学唐都医院检验科，西安７１００３８）

　　摘　要：目的　构建抗星形细胞上调基因１（ＡＥＧ１）单链可变区抗体（Ｖ２３）的原核表达载体，并对表达蛋白进行纯化及免疫

活性检测。方法　应用Ｐｒｉｍｅｒ５软件设计针对抗ＡＥＧ１单链可变区抗体基因序列的引物，构建ＰＲｓｅｔＣ／Ｖ２３原核表达质粒，经限

制性内切酶Ｐｓｔ１酶切以及ＤＮＡ测序鉴定正确后，将原核表达质粒导入大肠杆菌ＢＬ２１中，构建含Ｖ２３基因的原核表达工程茵。

经ＩＰＴＧ诱导后，用带 Ｈｉｓ标签的磁珠纯化目的蛋白，ＳＤＳＰＡＧＥ电泳检测目的蛋白含量，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ及ＥＬＩＳＡ检测抗ＡＥＧ１

单链可变区抗体的免疫活性。结果　构建的原核表达质粒ＰＲｓｅｔＣ／Ｖ２３经单酶切和测序分析显示，构建的 Ｖ２３基因与设计序列

１００％一致。ＩＰＴＧ诱导后，ＳＤＳＰＡＧＥ电泳显示在３１×１０３ 处出现一条明显蛋白条带，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测在８０×１０３ 处出现

ＡＥＧ１特异反应条带，ＥＬＩＳＡ检测显示阳性结果。结论　成功构建了ＰＲｓｅｔＣ／Ｖ２３原核表达质粒及 Ｖ２３原核表达工程茵，该工

程茵可表达抗ＡＥＧ１单链可变区抗体蛋白，且该蛋白具有良好的免疫活性。
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　　星形细胞上调基因１（ＡＥＧ１）基因最初是在人类免疫缺

陷病毒（ＨＩＶ１）感染的人胚胎初级星形细胞（ＰＨＦＡ）中发现

的［１］。Ｓｕ等
［２］于２００２年采用快速减数杂交法证实 ＨＩＶ１感

染后，人胚胎初级星形细胞中有１５个基因表达上调，命名为

ＡＥＧ，其中包括 ＡＥＧ１。近些年针对 ＡＥＧ１的研究发现，

ＡＥＧ１在乳腺癌、食管癌、肺癌、前列腺癌等多种恶性肿瘤中

高表达，并且与恶性肿瘤的发生、发展、转移、耐药、血管形成及

患者预后等密切相关［３９］，因此，ＡＥＧ１是一个潜在的肿瘤治

疗靶点。

单链可变区抗体（ＳｃＦｖ）由抗体可变区重链和可变区轻链

通过１５～２０个氨基酸的短肽连接而成，其相对分子质量约为

２５×１０３，仅为完整抗体的１／６。相对全抗体单链抗体在生物

治疗方面的优点体现在：（１）相对分子质量小，容易通过血管

壁，容易穿透实体瘤，是导向药物首选的载体；（２）免疫原性弱，

不易引起超敏反应和排斥反应；（３）无Ｆｃ段，不与非靶细胞的

Ｆｃ受体结合，在影像分析中非特异性少；（４）在体内清除快，造

影时对周围组织损伤小；（５）易于构建和表达，易于大批量制备

等优点。单链抗体是小分子抗体中的一种，是目前研究最活跃

的基因工程抗体之一。

本试验室前期通过杂交瘤技术获得１株能稳定分泌抗

ＡＥＧ１单克隆抗体的杂交瘤细胞株。本研究从抗 ＡＥＧ１单

克隆抗体的杂交瘤细胞株中分别克隆抗体轻链、重链编码序

列，并通过短肽连接，旨在构建ＡＥＧ１单链可变区抗体编码序

列，并通过原核表达得到具有良好免疫活性的 ＡＥＧ１单链可

变区抗体。

１　材料与方法

１．１　材料　包括原核表达质粒ＰＲｓｅｔＣ、大肠杆菌ＢＬ２１和

ＴＯＰ１０菌株。
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１．２　仪器与试剂　２７２０型 ＰＣＲ仪由美国基因公司提供，

ＤＹＹ８Ｃ双稳定时电泳仪由北京六一公司提供，凝胶图像分析

仪由美国ＡＬＰＨＡ公司提供，ＵＢＲ４型干浴器由Ｇｒａｎｔ公司提

供，ＴＨＺＤ台式恒温振荡器由华美生化仪器厂提供，ＢＣＤ

６２８ＷＡＣＷ冰箱由海尔公司提供，超净工作台由富康公司提

供，生化培养箱由永生 ＹＳＥＩ公司提供，ＤＹＣＰ４０Ｃ半干式碳

板转移槽由北京六一公司提供。胶回收试剂盒、质粒提取试剂

盒由Ｏｍｅｇａ公司提供，限制性内切酶ＥｃｏＲ１由Ｔａｋａｒａ公司提

供，ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ由西安润德公司生物技术有限公司提供，

ＰｒｏｔｅｉｎＭａｒｋｅｒ由Ｔｈｅｒｍｏｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司提供，山羊抗小鼠二

抗及山羊抗兔二抗由中山生物技术有限公司提供。

１．３　方法

１．３．１　ＡＥＧ１单链可变区抗体编码序列的克隆　上游５′端

引入内切酶 ＥｃｏＲ１，下游 ３′端引人内切酶 ＥｃｏＲ１。Ｐｒｉｍｅ

ＳＴＡＲ体系ＰＣＲ出Ｖ２３目的片段，全基因序列为８３７ｐｂ。

１．３．２　Ｖ２３原核表达工程菌的构建和鉴定　参照分子克隆试

验指南，将 Ｖ２３基因连接入原核表达载体 ＰＲｓｅｔＣ中，转化

ＴＯＰ１０菌株，挑取克隆提取质粒，Ｐｓｔ１单酶切鉴定阳性克隆并

测序正确的ＰＲｓｅｔＣ／Ｖ２３质粒转化到大肠杆菌ＢＬ２１中。鉴定

阳性克隆，命名为Ｖ２３ＢＬ２１。

１．３．３　Ｖ２３的诱导表达及纯化　将Ｖ２３ＢＬ２１单克隆接种至

３ｍＬ的氨苄加氯霉素抗性（ＬＢ）中，培养１２～１６ｈ（３７℃离心

２２０ｒ／ｍｉｎ）。取１００μＬ 转接至５ｍＬ 的抗性 ＬＢ中，摇至

ＯＤ６００为０．６时，加入５μＬ的１ＭＩＰＴＧ，培养１２ｈ（２８℃离

心２００ｒ／ｍｉｎ），离心收集菌体，２００μＬＰＢＳ重悬菌体并进行超

声破碎，离心分离上清液，沉淀ＳＤＳＰＡＧＥ及 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检

测蛋白表达。采用Ｎｉ柱纯化目的蛋白。

１．３．４　抗ＡＥＧ１单链可变区抗体免疫活性检测

１．３．４．１　ＥＬＩＳＡ检测纯化后抗体的免疫活性　用 ＡＥＧ１蛋

白包被ＥＬＩＳＡ板，４℃过夜。Ａ１、Ａ２、Ａ３为１００ｍｍｏＬ咪唑中

纯化出的抗体（１∶５００稀释）；Ｂ１、Ｂ２、Ｂ３为ＰＲＳＥＴＣ空载体菌

超声后的上清液；Ｃ１、Ｃ２、Ｃ３为空白对照。Ａ、Ｂ、Ｃ先加入抗κ

链抗体（１：５００稀释），再用山羊抗小鼠作为二抗（１∶５０００稀

释）。Ｄ１、Ｄ２、Ｄ３为商品化ＡＥＧ１多克隆兔抗（１∶５００稀释），

用山羊抗兔作为二抗（１∶５０００稀释）。

１．３．４．２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测纯化后抗体的免疫活性　收集

Ａ５４９、ＨｅｐＧ２、Ｈｅｐ２、Ｈｅｌａ细胞，用ＤＨａｎｋ′ｓ清洗１遍；每

管细胞中加入２００μＬ的细胞裂解液和２μＬＰＭＳＦ，４℃摇床

摇３０ｍｉｎ；１４０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ取上清液。将细胞裂解蛋

白 Ａ５４９、ＨｅｐＧ２、Ｈｅｐ２、Ｈｅｌａ上样，用纯化后的ＡＥＧ１单链

可变区抗体作为一抗（１∶５００稀释），先加入抗κ链抗体（１∶

５００稀释），再用山羊抗小鼠作为二抗（１∶５０００稀释）。

２　结　　果

２．１　合成引物及ＰＣＲ　ＶＬＥｃｏＲ１：５′ＣＧＧＡＡＴＴＣＡＴＧＧ

ＡＴＧＴＴＴＴＧＡＴＧＡＣＣＣＡＡＡＣＴＣＣ３′ＶＨＥｃｏＲ１：５′ＣＧＧ

ＡＡＴＴＣＣＴＡＣＣＡＧＧＧＧＣＣＡＧＧＧＧＡＴＡＡＡＣＧＧＧＴＧ

ＣＴ３′ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ体系ＰＣＲ出Ｖ２３目的片段，全基因序列为

８３７ｐｂ。

２．２　Ｖ２３原核表达工程菌的鉴定　将 Ｖ２３基因插入到原核

表达载体ＰＲｓｅｔＣ中，经Ｐｓｔ１单酶切和测序分析显示，构建的

Ｖ２３基因与设计序列１００％一致。

２．３　Ｖ２３的诱导表达及纯化　Ｖ２３经１ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ诱导

表达（２８℃保持１２ｈ），菌体超声破碎后，采用 Ｎｉ柱对目的蛋

白进行纯化，结果显示纯化效果良好，１００ｍｍｏｌ／Ｌ 及２００

ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑可将目的蛋白洗脱，且目的蛋白纯度高，纯化的

蛋白经过透析除盐后用于后续鉴定，见图１。

　　１：Ｖ２３原核表达工程菌超声后上清液；２：Ｖ２３原核表达工程菌超

声后上清液过 Ｈｉｓ柱流出液；３：ＰＢＳ洗涤；４：ＰＢＳ洗涤；５：２０ｍｍｏＬ咪

唑；６：２０ｍｍｏＬ 咪唑；７：１００ｍｍｏＬ 咪唑；８：１００ｍｍｏＬ 咪唑；９：２００

ｍｍｏＬ咪唑。

图１　　ＳＤＳＰＡＧＥ检测目的蛋白纯化效果

２．４　抗ＡＥＧ１单链可变区抗体免疫活性检测

２．４．１　ＥＬＩＳＡ检测纯化后抗体的免疫活性　采用ＥＬＩＳＡ检

测纯化后抗体的免疫活性，结果显示纯化后抗体具有较好的免

疫亲和力，但是与阳性对照相比，亲和力还具有一定的差距，见

图２。

图２　　纯化后抗体ＥＬＩＳＡ结果（４９０ｎｍ比色结果）

２．４．２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测纯化后抗体的免疫活性　收集４种

肿瘤细胞蛋白，以纯化后的抗体作为一抗，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果

显示条带单一，表明纯化后的抗体具有良好的特异性，可特异

性的识别细胞蛋白中的ＡＥＧ１蛋白，见图３。

　　Ａ图：ＡＥＧ１蛋白大小在８０左右。１：Ａ５４９细胞裂解蛋白；２：

ＨｅｐＧ２细胞裂解蛋白；３：Ｈｅｐ２细胞裂解蛋白；４：Ｈｅｌａ细胞裂解蛋白；

Ｂ图：Ａ５４９、ＨｅｐＧ２、Ｈｅｐ２、Ｈｅｌａ为４种细胞βａｃｔｉｎ结果。

图３　　肿瘤细胞蛋白 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果

３　讨　　论

ＡＥＧ１在乳腺癌、食管癌、肺癌、前列腺癌等多种恶性肿

瘤中高表达，并且与恶性肿瘤的发生、发展、转移、耐药、血管形

成及患者预后等密切相关。ＡＥＧ１通过ＮＦκＢ途径增加黏附

分子的表达，从而增强肿瘤细胞的侵袭性［１０］。因此，ＡＥＧ１可

以作为潜在的肿瘤治疗靶标。

近些年来，抗体治疗逐渐成为肿瘤治疗研究的热点，然而

完整抗体的相对分子质量较大，体内应用时难以穿越血管进入

靶部位。单链可变区抗体则不存在这些问题，具有良好的应用

前景。本研究成功制备了高纯度的 ＡＥＧ１单链可变区抗体，

经过ＥＬＡＳＡ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测，此单链可变（下转第２４页）
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独使用ＣＡ１２５或ＳＭＲＰ，敏感性、特异性进一步得到提高。

综上所述，为了提高卵巢癌诊断的敏感性和特异性，可以

联合检测组织和血清中的ＣＡ１２５及ＳＭＲＰ，其对于卵巢癌病

情的监测、患者的早期诊断及治疗效果的评估具有重要意义。
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区抗体具有免疫活性，已经申请专利。由于 ＡＥＧ１蛋白在多

种恶性肿瘤细胞中高表达，因此 ＡＥＧ１单链可变区抗体不仅

具备了单链可变区抗体的相对分子质量量小、易透过血管壁、

清除快等优点，还具备可与大多数肿瘤细胞结合的特性。以

ＡＥＧ１单链可变区抗体作为载体，连接放射性核素、生物毒

素、药物等就可以靶向性的杀伤肿瘤细胞［１１］，并且在 ＡＥＧ１

ＳＣＦＶ上标记上ＦＩＴＣ就能准确定位肿瘤细胞的位置，因此本

研究为ＡＥＧ１单链可变区抗体在肿瘤早期诊断、示踪及治疗

的应用提供了一定的理论基础。

当然，本研究中制备的 ＡＥＧ１单链可变区抗体的敏感性

相比全链抗体还有一定的差距。因此，笔者将在后续的研究中

继续筛选具有更高特异性和敏感性的 ＡＥＧ１单链可变区抗

体。
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３５９２３６０２．

［３］ＬｉＪ，ＺｈａｎｇＮ，ＳｏｎｇＬＢ，ｅｔａｌ．Ａｓｔｒｏｃｙｔｅｅｌｅｖａｔｅｄｇｅｎｅ１ｉｓａｎｏｖｅｌ

ｐｒｏｇｎｏｓｔｉｃｍａｒｋｅｒｆｏｒｂｒｅａｓｔＣａｎｃｅｒｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｏｖｅｒａｌｌｐａ

ｔｉｅｎｔｓｕｒｖｉｖａｌ［Ｊ］．ＣｌｉｎＣａｎｃｅｒＲｅｓ，２００８，１４（１１）：３３１９３３２６．

［４］ ＹｕＣＰ，ＣｈｅｎＫ，ＺｈｅｎｇＨＱ，ｅｔａｌ．Ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆａｓｔｒｏｃｙｔｅｅｌｅ

ｖａｔｅｄｇｅｎｅ１ （ＡＥＧ１）ｉｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｅｓｏｐｈａｇｅａｌｓｑｕａｍｏｕｓ

ｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ（ＥＳＣＣ）ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ［Ｊ］．Ｃａｒｃｉｎｏ

ｇｅｎｅｓｉｓ，２００９，３０（５）：８９４９０１．

［５］ＳｏｎｇＩ，ＷｕＪ，ＺｈａｎｇＨ，ｅｔａｌ．ＯｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＡＥＧｌｓｉｇｎｉｆｉ

ｃａｎｔｌｙａｓｓｏｃｉａｔｅｓｗｉｔｈｔｕｍｏｕｒａｇｇｒｅｓｓｉｖｅｎｅｓｓａｎｄｐｏｏｒｐｒｏｇｎｏｓｉｓ

ｉｎｈｕｍａｎｎｏｎｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇＣａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＪＰａｔｈｏｌ，２００９，２１９（３）：

３１７３２６．

［６］ＬｉｕＬＰ，ＷｕＪＥ，ＹｉｎｇＺ，ｅｔａｌ．Ａｓｔｒｏｃｙｔｅｅｌｅｖａｔｅｄｇｅｎｅ１ｕｐｒｅｇｕ

ｌａｔｅｓｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ９ａｎｄｉｎｄｕｃｅｓｈｕｍａｎｇｌｉｏｍａｉｎｖａ

ｓｉｏｎ［Ｊ］．ＣａｎｃｅｒＲｅｓ，２０１０，７０（９）：３７５０３７５９．

［７］ ＸｉａＺ，ＺｈａｎｇＮ，ＪｉｎＨ，ｅｔａｌ．Ｃｌｉｎｉｃａｌｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅｏｆａｓｔｒｏｃｙｔｅｅｌｅ

ｖａｔｅｄｇｅｎｅ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｈｕｍａｎｏｌｉｇｏｄｅｎｄｒｏｇｌｉｏｍａｓ［Ｊ］．Ｃｌｉｎ

ＮｅｕｒｏｌＮｅｕｒｏｓｕｒｇ，２０１０，１１２（５）：４１３４１９．

［８］ＣｈｅｎＷ，ＫｅＺ，ＳｈｉＨ，ｅｔａｌ．ＯｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＡＥＧｌｉｎｒｅｎａｃｅｌｌ

ｃａｒｃｉｎ０Ｍａａｎｄｉｔｓｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｗｉｔｈｔｕｍｏｒｎｕｃｋａｒｇｒａｄｅａｎｄｐｒｏ

ｇｒｅｓｓｉｏｎ［Ｊ］．Ｎｅｏｐ１ａｓｍａ，２０１０，５７（６）：５２２５２９．

［９］ ＥｍｄａｄＩ，ＬｅｅＳＧ．Ａｓｔｒｏｃｙｔｅｅｌｅｖａｔｅｄｇｅｎｅｌ（ＡＥＧ１）：Ａ ｍｕｌｔｉ

ｆｕｎｃｔｉｏｎａ１ｒｅｇｕｌａｔｏｒｏｆｎｏｒｍａｌａｎｄａｂｎｏｒｍａｌｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ［Ｊ］．Ｐｈａｒ

ｍａｃｏｌＴｈｅｒ，２０ｌ１，１３０（１）：１８．

［１０］ＬｅｅＳＧ，ＳｕＺＺ，ＥｍｄａｄＬ，ｅｔａｌ．Ａｓｔｒｏｃｙｔｅｅｌｅｖａｔｅｄｇｅｎｅ１（ＡＥＧ

１）ｉｓａｔａｒｇｅｔｇｅｎｅｏｆｏｎｃｏｇｅｎｉｃＨａｒａｓｒｅｑｕｉｒｉｎｇｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉ

ｎｏｓｉｔｏｌ３ｋｉｎａｓｅａｎｄｃＭｙｃ［Ｊ］．ＰｒｏｃＮａｔｌＡｃａｄＳｃｉＵＳＡ，２００６，

１０３（４６）：１７３９０１７３９５．

［１１］徐黎明，任桂萍，尹杰超，等．基于流式细胞术的ｓｃＦｖ抗体库筛选

技术的建立［Ｊ］．细胞与分子免疫学杂志，２０１３，２９（１）：６５６８．

（收稿日期：２０１４０８２０）

·４２· 国际检验医学杂志２０１５年１月第３６卷第１期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｊａｎｕａｒｙ２０１５，Ｖｏｌ．３６，Ｎｏ．１




