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摘 要 设计并合成多个 60bp左右的 DNA小片段，经重叠延伸 PCR扩增获得 1640bp的抗 CD3／抗 CD20双特异性单链抗体完 

整基因片段 ，将其克隆入真核定点表达载体 pcDNA5／FRT中，脂质体法转染 Flp—In CHO细胞，获得稳定表达细胞株，目的蛋白 

在上清中的表达量约为300fig~L。采用 Ni—NTA柱对其进行 了纯化，经 SDS—PAGE蛋白电泳及 Western—blot分析结果表明，舍组 

氨酸标签 的 目的蛋 白的分子量 约为 70kD，与预期 结果一致 ：活细胞 间接 免疫荧光 实验 和玫瑰花 环 实验证 明抗 CD3／抗 CD20双 

特异性单链抗体具有与 Ramous(CD20+)及 Jurkat(CD3+)细胞特异性结合的活性。光学显微镜下可以观察到抗 CD3／抗 CD20 

双特异性单链抗体可以有效介导人外周血淋巴细胞裂解 B淋 巴瘤细胞 Ramous。以上工作为进一步了解抗 CD3／抗 CD20双特 

异性单链抗体的体内体外生物学活性奠定了基础： 
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Abstract The synthetic gene with 1640bp encoding for the anti—CD3／anti—CD20 bispecific single—chain antibod
．

Y was designed 

and obtained by SOE(splicing by overlap extension)PCR．The cDNA was cloned into Flp—In expression Yeetor pcDNA5／FRT 

and transfeced into Hp—In CHO cells to generate a stable expression cell line with a capacity for expressing anti—CD3／anti—CD20 

bispecific single—chain antibody at 300tag／L，The protein，which had a molecular weight of about 70 kD，was purified b
．

y Ni—NTA 

affinit
．

y chromatography and identified by SDS—PAGE and Western—blot analysis，Immunofluorescenee assay and cellular rosetting 

showed that it can react specifically on Jurkat(CD3+)an(1 Ramous(CD20+)cells，The lvsis of human PBL against CD20一 

positi~’e lymphoma Ramous cells in the presenee of the anti—CD3／anti—CD20 bispecific single—chain antibody
．

can obsen'ed by
． 

microscope，A1l these results would lighten the further stu(h of its biological funotions in vitro and in vivo． 

Key words bispecific single—chain antibody，expression，identification，bioactivity characterization 

BiTEs(bispecific T cell engagers)是 以 T细胞作 

为效应细胞的双特异性单链抗体，它采用单链抗体 

技术，将两个不同抗体的重链及轻链可变区连接在 

一 条多肽链上，并作 为活性蛋 白在 CHO细胞 中进行 

分泌表达 其 基本 的形式 是 V 一linker-＼： linker— 

V linker—V BiTEs具有两个抗原结合部位．可以 

同时和 T细胞及病变细胞表 面的抗 原分子结合 ，从 

而有效地激活静止的T细胞来达到杀伤病变细胞的 
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目的 ：。抗 CD3／抗 CD20双特异性单链抗体即是 

一 种 BiTEs形式的抗体，它可以和 T细胞、B细胞表 

面的特异性抗 原分 子 CD3、CD20发生特 异性结合 ， 

在 T细胞和肿瘤细胞之 间提 供一个物理连接 ，从而 

有效地激活静止的 T细胞杀伤病原细胞，达到治疗 

B细胞淋巴瘤的作用。本实验成功构建了抗 CD3／ 

抗 CD20双特异性单链抗体表达载体，并在 Flp—In 

CHO细胞 中实现 了稳定表达 ，为其 在 B细胞淋巴瘤 

的临床治疗上的应用奠定了基础。 

1 材料和方法 

1．1 材料 

1．1．1 质 粒、细 胞与菌株 ：定点 整合表 达载体 

pcDNA5／FRT、Flp—In CHO细胞购 自 Invitrogen公 司； 

CD3阳性细胞 Jurkat和 CD20阳性细胞 Ramous购 自 

中国协和医科大学基础医学细胞中心；大肠杆菌感 

受态细胞 DH5a购自道普公司。 

1．1．2 试剂：高保真 Taq酶 Pyrobest、T4 DNA连接酶 

及限制性内切酶 歇ZⅡ购自宝生物工程有限公司； 

限制性 内切酶 Nhe I、Not I购 自 Biolabs公 司；DNA 

n arkerⅢ购白天为时代生物有限公司；质粒提取试 

剂盒 、胶 回 收 试 剂 盒 、DNA clean—up试 剂 盒 购 自 

Promega公司；寡核苷酸片段合成及序列测定由上海 

博亚公司完成。转染试 剂 Lipofectanfine 2000、Anti— 

His(C term)一HRP Antibody、Anti—His(C term)一FITC 

Antibodv购 自Invitrogen公司 ；带组氨酸标签 的IL一1Ra 

由本所基因工程研究室杨志新博士惠赠；Ni 金属 

螯合填料购自安法玛西亚公司 

1．2 方法 

1．2．1 抗 CD3／抗 CD20双特异性单链抗体核苷酸 

片段的设计与组装 ：根据文献[3，4，5]报道的抗 CD3 

和抗 CD20重链可变区(V )和轻链可变区(V。)的基 

因序列，采用(Gly Ser) 作为连接肽，设计合成多个 

约60bp的寡核苷酸片段，每相邻的两个片段有约 

20bp的碱基互补 ，通过重叠延伸 PCR(SOE PCR)得 

到了全长 为 l640bp的抗 CD3／抗 CD20双特异性单 

链抗体全基因序列，其中为了便于蛋白的纯化，在序 

列的 3 端加入组氨酸标 签 、Not l酶切位点 ，并在组 

氨酸标签前加入凝 血酶酶切位点 ，以便在最终除去 

组氨酸标 签 ，在序列 的 5 端 加上 Me l酶切 位点 、 

KOZAK序列和前导 序列 。其 全基 因序列 示意 图如 

下 ：一K0zAK 序 列一前 导 序 列一V ，一 (q s) 一 

V 一 (q S) 一V 一 (G4 S) 一V D20m凝 血 酶切 

位点一(His) —— 。扩 增 全基 因所 用引 物 为：上 游 

引物：5 一CTAGCTAGCG CCGCCAGCC一3 下 游引 物 ： 

5 一GT几TrCC 几Tf TGCGGCCGCC TA一3 
一  

1．2．2 表达载体的构建：将得到的抗 CD3／抗 CD20 

双特异性单链抗体基因用 Nhe I和 Not I双酶切 

后，rr4连接酶连接到同样经 Nhe I和 Not I酶切过 

的真核定点表达载体 pcDNA5／FRT中，转化大肠杆 

菌 DH5a，挑取阳性克隆经菌落 PCR和酶切初步鉴 

定后 ，送上海博亚公司测序 ： 

1．2．3 表达载体的稳定转染：采用脂质体法将测序 

正确的连有 目的基 因的 pcDNA5／FRT质粒与表达重 

组酶 Flp的 pO(M4质粒共转染 Flp—In‘ CHO转染细 

胞，操作步骤按 Invitrogen公司的 Lipofectanfine 2000 

转染试剂盒说明书进行，并用终浓度为 500_ug／mL的 

Hyromycin B筛选阳性克隆? 

1．2．4 直接竞争 ELISA检测 目的基因的表达 ：待克 

隆长成后，细胞上清采用直接竞争法 ELISA检测 目 

的基因的表达 ，步骤如下 ：加入 200tzL培养上清(空 

白对照不加任何样品，阴性对照为转染 pcDNA5／FRT 

空载体的 Flp—In CHO细胞上清，阳性对照为含组 

氨酸标签 的 IL—lRa)包被 96孔酶联板，4 o【=过夜 倒 

掉上清 ，PBST洗 涤 4次 ，加入 200~L 3％BSA封 闭 ， 

37 o【=过夜。用 PBST洗涤 3次 ，加入 3％BSA稀 释的 

anti—His(C—teril1)一HRP抗 体 ，37cc I h 用 PBST洗涤 4 

次 。加入 TMB显 色 剂 A、B液 各 l滴 ，37 o【=10～ 

30rain(避光 )。加 入 50 L lmol／L H!SO 终 止 反应 ， 

阳性呈现亮黄色。酶标仪 450nm测量 OD值 = 

1．2．5 抗 CD3／抗 CD20双特异性单链抗体的纯化： 

收集转染后 的 Flp—In CHO无血清培养上清 ，加 入 

终浓度 为 5mmol／L的咪唑及 l nnnol／L的 CaC11，以 

1mL／nfin的流速过 Ni—NTA柱后，先用 PBS平衡柱 

子，然后用含 0．5tool／L NaC1的 PBS洗 杂蛋 白，最 后 

用咪唑浓度分别为 20mmol／L、lO0retool／L、200mmol／ 

L、400mmol／L的 PBS洗脱 目的蛋 白 

1．2．6 SDS—PAGE蛋 白电泳检测 及 Western—blot分 

析：收集各步洗脱液行 l2％的 SDS—PAGE蛋白电泳， 

将表 达 产物 转移 到 PVDF膜上 ，3％BSA室 温封 闭 

2h，基于表达产物末端 的 6×His标签，用 anti—His(C— 

terrn)一HRP作为检测抗体室温反直 l h，PBST洗涤 4 

×4nfin，然后用二氨基联苯胺(DAB)显色 

1．2．7 抗 CD3／抗 CD20双 特 异性 单链 抗 体 与 

Ramous及Jurkat细胞的结合活性的测定： 

活细胞免疫荧光实验：将一定浓度的纯 化抗 

CD3／抗 CD20双特异性单链抗体与 l×10。Ramous或 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


于 蕊等 ：抗 CD3／抗 CD20双 特异性单链 抗体 的表达 、鉴定及活 性分析 291 

Jurkat细 胞 4℃共 同孵 育 1h，3000r／min 4℃离 心 

3min，PBS洗 3次。加入 50 L 1：500稀释的 anti—His 

(C—term)一FITC antibody，4℃避 光 反应 1h，3000r／min 

4~C离心 3min，PBS洗 4次，荧光显微镜下观察并照 

相 ： 

玫瑰花环实验：将一定浓度的纯化抗体与 1× 

10。Ramous细 胞 混合 ，4℃孵 育 4h。4℃离 心 ，弃上 

清，PBS洗细胞 3次。加入 1 x 107 Jurkat细胞 ，混合， 

4℃孵育 4h。光学显微镜下观察玫瑰花环 的形成 。 

1．2．8 抗 CD3／抗 CD20双特异性单链抗体介导的 

人外周血淋巴细胞(PBL)杀伤 B淋巴瘤细胞 Ramous 

的形态学观察 ：新鲜分离的人外周血淋 巴细胞 ，用含 

160u／mL的 IL一2和 5％胎牛血清的 1640培养基培养 

4d后，与 Ramous细胞 以 10：1的比例加入 96孔板 

中，并加入 0．8“g／mL的抗 CD3／抗 CD20双特异性单 

链抗体，37℃反应 48h，光学显微镜下观察细胞形态。 

2 结果 

2．1 抗 CD3／抗 C3)20双特异性单链抗体基因的获得 

设计合成多个约 60 bp的寡核苷酸片段，每相 

邻的两个片段有约 20bp的碱基互补，通过 4次重叠 

延伸 PCR，得到 了全长为 1640bp的抗 CD3／抗 CD20 

双特异性单链抗体全基因序列(见图 1)，该基因序 

列的 5 端含有 Nhe I酶切位点 、KOZAK序列 和前导 

序列，在 3 端含 Not I酶切位点、组氨酸标签。 

492 386 320 498 686 l160 l640 bp 

图 l 抗 CD3／抗 CD20双特异性单链抗体基因合成的 

PCR分步 产物 

Fig．1 Step PCR products during the progress of the assemb1) 

cDNA of anti·-CD3／anti·-CD20 bispecific single·-chain antibody 

M：DNA marker Ill；1～4：the fourfragments(1，2，3 and 4)obtained by 

thefirst PCR；5：fragments 5 obtained by PCRfromfragments 2 and 3：6： 

fragments 6 obtained by PCR from fragments 1 and 5：7：complete cDNA 

assembled(obtained by PCR from fragments 4 and 6) 

2．2 表达载体的构建 

连有 目的基 因 的重 组 质 粒 pcDNA5／FRT—CD3／ 

CD20经限制酶 Nhe I、Not I双酶切后，1．5％琼脂 

M 

图 2 重组 质粒 pcDNA5／FRT-antiCD3／antiCD20酶切 鉴定 

Fig．2 Restriction analysis of recombinant plasmid 

pcDNA5／FRT-antiCD3／antiCD20 

M：DNA marker Il1． 

V I co3 ~ -Linker 

SV40 pA

~ Hy 6XH ns-
vL
la

(

g d V

、、Il1『1ker 

／  、＼ 
， 

糖凝胶电泳结果显示酶切片段与预期结果相符，切 

下了长度为 1619bp的 目的基因(见 图2)：此外 DNA 

序列分析结果显示得到的克隆基因序列与预期完全 

一 致 ，说 明已成 功构建 了抗 CD3／抗 CD20双特异性 

单链抗体稳定表达载体(见图3)。 

2．3 抗 CD3／抗 CD20双 特异 性 单 链抗 体 基 因在 

Flp．InTM CHO细胞 中的表达的检测 

用 500~g／mL的 Hyromyein B筛选转染 后的阳性 

克隆，细胞瓶中培养 48h，收获无血清上清，直接竞 

争法 ELISA检测表达，每组设 3个平行孔 ，取平均 

值，设空白对照孔 OD 为0，测量结果见图4，结果 

表明Flp—In CHO细胞表达了含组氨酸标签的目的 

蛋白。以精确定量的含组氨酸标签的 IL一1Ra作参 

照，含组氨酸标签的目的蛋白表达量约为 300t~g／L 

2．4 抗 CD3／抗 CD20双特 异性 单 链抗 体 的 SDS． 

PAGE电泳及 Western．blot分析 

12％的 SDS—PAGE蛋 白电泳 结果 显示 ，在 咪唑 

伽姗 渤 枷 

咖 猢 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


Ch一 如～ ， B M虹 骑 擘扎 21x15 v．I 2 L， m 2 

Nega~ e I⋯ m n IIIve 

c口 f w I ⋯ 11 

4 直接竞争 EI,IgA性删抗 CD3／抗 CD20舣朴 一 

单链抗伴的击退 

Fig 4 l1⋯ p⋯ n· Ihu anti uCD3]．．ti-CO20 l 

gle-tIl aatlbody detvcted by ELIZA 

浓度为 100t~lollL和 250mmot／L时均洗脱 F了 ⅢI的 

蛋白， 分于 量约 为 I(Ikll We~tem．blot讣 析 证明 

ar|【j_Hie(ctota1)HRP抗体能 该蚩自敏生特异性 

结合(址嘲5) 

2．5 抗 f’m，抗 CD~．II职特异十牛单链抗体与 Ranmus 

强 Jurkat细胞 的螭台活性 

活细胞 接见懂蓰光检洲坫皋垃 ：．Rm̈m 和 

Jurkat细胞与抗 CD3／抗 CD20 特 忙单貅机『丰 

用一段阡寸间后，经 m 【⋯Hi《C l 圳) 兀_r(：抗『丰的作 

川．住荧光显徽镜 l1J见绿乜啦光(见凹 6A _{J．Ⅱ 

主要n布在细胞膜周同．蜕明抗 CD3／CL CD20职特 

异性 链抗体县有升剐与 Ramous辅 Ju rkat细恤结 

台f 挥留丁与钯扎 的特异 结合能力 

现花环宴骑结粜证叫，该抗体川以同时邗 I{ uus 

Jurkat细胞结合．在细胞问形成连接 

2．6 抗 CIItM抗 CD20震特异性单蛙抗体介导的人 

外周血淋 巴细胞 【PIlL)泵伤 B淋 巴瘤耋田胞 Ramous 

的形态学观察 

学 昂龇镗下规察叮l 看到． 对 -+I L̈』比 痿 

赡蛆的 Ra洲岍 细胞叫飘破碎地iL(0 周 71_兑HH机 

髓 5 抗 CDM抗 CO20戡特异性 锚抗体曲 

SDS·J cE(A)与 wchI— bloL分析(附 

Fig 5 SDS-PAGE(A) d w 一 h1。 ĥ1”__cE) r lhe 

anti Cl')3Mmi CD20 hhpccifio Ek ehaln删 l 出 

M Tl⋯ 1w ⋯  I “_ l ：1 ⋯  u 

II ⅡⅡ∞I ；mzda~J⋯2 JM eint by 250m~ l／Limid~ol 

CD3／抗 CD20双特异性 甲链抗体可有效舟蚌^外J制 

血淋巴缃胞(PB1 )裂解 B淋巴瘟绌呶 R⋯ l 

j 可 化  

J{细胞淋巴瘤是由淋巴组织系统细咆增生昕引 

起的恶性肿瘤．我困淋巴蝴的死 I。率约为 l 5110 ． 

占所有恶性肿痈死 伸敛的 l1～I3位．城 }竹粒病宰 

高t农 时．寝精年龄以 29—40封嚣地．约占 5(】婚 

CD20是 种 精基化的⋯ 跨腆错白．具高压的徉 

守 CD20倪在前 B淋巴细肫 束成熟 u淋巴细 

j包 成熟 B淋巴细胞及澈话的 B淋巴细胞中表选． 

1nJ在浆细胞 、淋巴多能十细胞 硅萁 E组磬{t{均 正 

夜选．超过95％的 B细胞『帏巴宿 I‘都有 CD20的表 

选日没有 蔷的内 和脱落．这些特征使得 CD20 

成为 ̂ 疗 H细晌淋巴啸的珲饵靶 原 

BiTE~作为一种基 工程碾{}异札单链机休 

设汁 充分控掘丁几休 手南的细胞毒性T细胞 

6 活细 m瘫肯 删抗 CI)3／抗 0)'20 特#性甲链抗f 与 ‰m ĉ J l J- utlB)细胞的 台请性 眨性魄花{f宴斌 

Fig 6 Binding aeti~lb olthe ll̈_CD3lantl—CD20 bi．pm：di~t-l{’BJ qtmi c*amil~d) ll州 l lA) I Jul k“_JI1 El l t l 

l⋯  10n⋯ ⋯ ⋯ 1 vsI⋯anti ¨̈ l⋯  t t“ (I ) 

，  t O  0  n 0 
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：抗 CD31抗 cI】20 特异 链抗体 表硅 ，监连丑活性舟析 

芝 ．．．：0 ． ’ ， 瑟 孓’ 

(CTIA 的肿谢苯伤教廊．它克服了传统的化学偶联 

法 双杂变摇融台 制各抗体所存r十的免班源性强 

产且较低、纯度较差等缺点r‘． 其更高的最活性 、 

更捏的特异性和亲和力 庄肿徊的临床清疗上其有 

潜在的直 前罨 用 BiT 每与的 T细融清豫 B缃 

胞淋巴埔的体外实验证明其半教裂解靶细胞的刺量 

倥为 10—50p ml ．和 CD20嵌 合抗 体 药 物 

Hluxinlab相 比．Miemmet公 司 呐 CDI9 Bi1E 少 

1130 000倍的高教作用于粑细胞的裂解 建特大大降 

fft．药物的 『产成本 

此外．体内斌_螗也 }iE帅 r SiTEs在治疗肿蚺 』̂ 

秆中的显著疗效 Jan De Jonge“等建立了 几粪 忻 

阿杰 _̂疋淋巴赠的小乩填型来址 BiTEs彤式的亘 

绍单链机 a rni( D3／anti—idiotvpe 治疗 B蜊胞淋巴 

喃中的疗被 结果表明，用再组 链杭『率井蚺 台丁 

葡萄辟茼肠毒索 H超抗螵技人或鼠 rH，2柬清疗的 

小鼠能够K明存活．胂瘤{川睡做清除．I 隧有经过治 

疗的小鼠则 全部死亡 

目前国内外 冉很多美 BiTE~ 式晌积特异 

性荦链抗 的报道 其中．他同 Mj n H公uJ研制 

的针对 13细胞表面 ¨)19抗臌 BiTEs药物 M F103 

第一个被批 进^愉 斌骑的 BiTEs扭体琦搁 

目前 出用 丁治疔 非村 杰盅 S细 胞淋 巴搿 

fN H1．)临床1朗的研究．蚱即_懈进人 NHI{=【J慢性I韩 

巴细胞件 血病 床 I／Ⅱ期舳研究． f J刘 CD20 

抗原的 n· 闰内外诬禾 报遵 

我们 “； ) 为吐接 胩．将 CD3 CI)20的轻重 

挝可1奎区连披在一条多Hk链上，井在萁 3 端引^组 

氦酸标辖 戚功地辛旬建 r抗 CD3／扰 CD20双特肄件 

单链抗体，并宴巩 r其在 FIp—h1 ． T『n细胞 的稳 

定去达．竖 Ni NTA帏纯 的坑 CD3／扰 CD20理特 

异性 单锰抗体具有和 Ramnu~瞳Jttrkat细胞结合的 

能力并能有效介导人外刷血淋巴细胞裂解 B淋巴 

恼细胞 Ran~us．以上结粜为进一 }分析抗 CI)31抗 

CD20烈特异性 链抗体的牛物学活忡皿体外体由 

杀伤作用奠定 r基础 
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