
第15卷第5期
1999年10月

中国生物化学与分子生物学报
Ch inese Jou rna l of B iochem istry and M o lecu lar B io logy

V o l. 15,N o. 5
O ct. , 1999

3 　863高科技项目资助 (8632102209)

3 3 联系人　T el: (010) 62751859, Fax: (010) 62751843,

E2m ail: hum h@p lum. 1sc. pku. edu. cn

张曼, 女, 1972年5月生, 硕士研究生

收稿日期: 1998212204, 修回日期: 1999202225

重组抗人活化血小板单链抗体-尿激酶原导向
溶栓剂的基因构建及表达3

张　曼　方巧君　胡美浩3 3

(北京大学蛋白质工程及植物基因工程国家重点实验室, 北京　100871)

摘要　为了获得特异性高的导向溶栓药物, 应用 PCR 技术, 得到抗人活化血小板单抗 (SZ251) 的

Fab′基因片段。再用酶切方法, 将 Fab′中CH 1基因片段替换成合成的连接分子 ( linker) 基因, 构建

成单链抗体基因, 并插入到人尿激酶原分泌肽基因及低分子量单链尿激酶 ( scu2PA 232k) 之间, 最

终构建成重组抗人活化血小板单链抗体2尿激酶原融合蛋白基因。此融合蛋白基因在昆虫细胞中得

到表达。纯化的表达产物 SD S2PA GE 鉴定, 其分子量约为60 kD , 与预期值相符。其比活为9 000

IU öm g 蛋白。EL ISA 法初步证明此重组的融合蛋白具有与活化血小板抗原结合特异性。
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Con struction and Express ion of a Throm bolytic- targeted M olecule

w ith Single Cha in An tibody aga in st Activa ted Human Pla telet

ZHAN G M an, FAN G Q iao jun, HU M eihao
(N ationa l L abora tory of P rotein E ng ineering , Colleg e of L if e S ciences, P ek ing U niversity , B eij ing　100871)

Abstract　 In o rder to ob ta in a th rom bo lyt ic2ta rgeted p ro tein, a ch im erica l m o lecu le, scFv2U K32,
con ta in ing the low m o lecu lar w eigh t fo rm of P ro2u rok in se (scu2PA 232k) and the sing le cha in fo rm
(scFv)of the m onoclona l an t ibody SZ251 again st the g lycop ro tein GM P2140 on act iva ted p la telet

m em b rane w as designed and con structed. T he cDNA of scFv of SZ251 w as genera ted by PCR in
w h ich SZ251 Fab′cDNA served as the tem p la te and a flex ib le linker (Gly4Ser) 2Gly3 w as in tro2
duced betw een V H (variab le reg ion of heavy chain) and V K (variab le reg ion of ligh t cha in). Scu2
PA 232k DNA w as genera ted by PCR in w h ich the p ro2U K cDNA served as the tem p la te. In the
tran sferring vecto r pBacPA K8öFv2U K32, scFv w as in serted beh ind the P st É site after the secret
pep t ide, and scu2PA 232k w as loca ted on the C2term ina l of the en t ire ch im erica l m o lecu le. pBac2
PA K8öFv2U K32 w as co tran sfected in to in sect cells Sf9 together w ith the linear viru s A cN PV
DNA (BacPA K6öB su36 É digest). T he fib rin p la te assay show ed the th rom bo lysis act ivity of the
superna tan t of co tran sfected cells w as 20 IU öm l. T he affin ity2co lum n of m onoclona l an t ibody
again st B chain of p ro2U K w as u sed to pu rify the exp ression p roduct. SD S2PA GE show ed tha t the
m o lecu lar w eigh t of the ch im erica l p ro tein w as abou t 60 kD and the scann ing of the SD S2PA GE
show ed the pu rity w as 82%. T he th rom bo lysis act ivity of the lyoph ilized pow der w as abou t 9 000
IU öm g p ro tein. T he EL ISA assay dem on stra ted tha t the ch im erica l m o lecu le po ssessed the act ivi2
ty of b ind ing to the act iva ted p la telet as w ell.
Key words　T h rom bo lyt ic2ta rgeted m o lecu le, P la telet, scFv, scu2PA 232k

　　人尿激酶原, 作为第二代溶栓药物, 具有较强的

纤维蛋白特异性。在体外实验及体内动物模型实验,

均得到较好的溶栓效果。但在冠状动脉栓塞病人治

疗中, 所需剂量较大, 因此仍会引起全身性出血的副

作用。为了克服以上缺点, 我们构建了抗血小板 Α2



颗粒膜蛋白 GM P2140的抗体 SZ251[ 1 ]的单链抗体基

因, 作为导向抗体, 与低分子量尿激酶原 ( scu2PA 2
32k ) 融合, 并在昆虫杆状病毒系统中表达, 以期得

到一种新型导向溶栓药物。

1　材料与方法

111　材料

含低分子量人尿激酶原 cDNA 质粒 pBSö

U K32及人尿激酶原质粒 pBS2U PA (P st É ) 为本实

验室构建。含 SZ2512Fab 单抗 cDNA 质粒 (pH EN Iö

SZ251 Fab) 为苏州医学院阮长耿教授提供。昆虫杆

状病毒载体 pBacPA K8及线性野生病毒DNA (Bac2
PA K6öB su36 É digest ) 为 C lon tech 公司产品。抗

p ro2U K 单抗4D 1E8为L ijnen 教授和D eclerck 教授

赠送。T 7DNA 序列分析试剂盒购自 Pharm acia 公

司。纤维蛋白平板测活试剂购自中国生物药品检定

所。其它化学试剂均为分析纯。连接V H 及V K 的

linker (F ig. 1) 及扩增 SZ251Fab′的引物É 及Ê 由上

海生工公司合成 (F ig. 2)。

F ig. 1　T he nucleic acids and am ino acids sequences of the linker betw een V H and V K of SZ251

F ig. 2　T he PCR p rim ers of SZ2512Fab′

112　方法

11211　SZ251单链抗体 (scFv)基因的构建

合成分别具有 P st É 及C la É 位点的引物É 和

Ê (F ig. 2) , 分别与V H 的5′序列及V K 的3′序列互

补。以 pH EN 1öSZ251öFab 为模板, 扩增 SZ2512Fab′

基因片段, 并克隆入 pBS 克隆质粒。利用 SZ2512Fab

上的A p a É 位点, 将其中的CH 1换成合成的L inker

(F ig. 1) 基因片段, 最终构建成含 scFv 基因片段的

质粒 pBSöscFv。

11212 　 pBSöFv2U K32 质 粒 及 转 移 载 体 pBac2
PA K8öFv2U K32的构建

为了利用人尿激酶原 cDNA 的分泌肽基因, 我

们将人尿激酶原 cDNA 上分泌肽基因后引入了一

个 P st É 位点构成了质粒 pBSöU PA (P st É ) , 以便

scFv 基因片段与之连接。将 pBSöU K32质粒的 C la

É 及H ind Ë 酶切片段, scFv 基因片段及带有分泌

肽基因pBSöU PA (P st É )的 P st É 及H ind Ë 酶切

大片段进行三段连接 (F ig. 3) , 构建成 pBSöFv2
U K32。再利用 X ba É 及 Kp n É 位点将嵌合基因片

段插入 pBacPA K8, 构建成 pBacPA K8öFv2U K32转

移载体 (F ig. 4)。

11213　嵌合基因 scFv2U K32的表达

将野生型线性病毒 DNA 1 Λg, 与转移载体

DNA (5～ 10 Λg) , 加入到50 Λl 脂质体中, 终体积为

100 Λl, 室温下放置15 m in, 共转染对数生长期的

Sf9细胞。于27℃培养6 d 后, 用纤维蛋白平板法检测

细胞培养上清中的溶纤活性。

11214　DNA 测序

按照 T 7 DNA 序列分析套盒说明书进行。

11215　纤维蛋白平板法检测活性

参照中国生物药品检定所试剂说明书进行。

11216　EL ISA 法检测表达产物与活化血小板抗原

的结合活性

将活化血小板包被的 EL ISA 板, 用200 Λl PBS

洗涤3次, 每次5 m in。然后向各孔中加入适量表达产

物, 37℃保温2 h。用 PBST (含0102% Tw een280的

PBS ) 洗。再向各孔中加入200 Λl 抗 p ro2U K 单抗

4D 1E8 (5 Λgöm l) , 37℃保温2 h 后, 同上用 PBST 洗

涤。再向各孔加入180 Λl 辣根过氧化物酶偶联的羊

抗鼠 IgG (效价为1÷1000) , 37℃保温2 h, 最后用 PB2
ST 洗 3 次。加入 160 Λl 邻苯二胺 ( 400 Λgöm l) ,

0103% H 2O 2底物液, 于室温避光反应适当时间。再

加入50 Λl 2 m o löL H 2SO 4终止反应。

11217　scFv2U K32融合蛋白的分离纯化

按参考文献[2 ]进行。

11218　考马斯亮蓝法测定蛋白浓度

按参考文献[3 ]进行。
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F ig. 3　Construction of pBSöFv2U K32

F ig. 4　Construction of pBacPA KöFv2U K32
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2　结果与讨论

211　SZ-51的单链抗体 (scFv)基因的构建

由于动脉血栓富含大量活化血小板, 可以用抗

人活化血小板单链抗体做导向抗体。与完整的抗体

相比, scFv 与抗原结合能力虽然有所下降, 但在体

内能够更有效的参入到血栓深部, 并有利于在体内

的清除, 同时具有较低的免疫原性。近年来, 已有许

多将单链抗体与效应物分子相偶联的成功例子[ 4, 5 ] ,

因此我们选择单链抗体作导向分子。按照方法11211

构建成 SZ251的 scFv 基因, 经全长 (116 kb)测序, 除

两个碱基外, 其余序列均正确。序列测定中所发现的

两处突变碱基, 第一个是在 linker 的第5位核苷酸 G

变为 C, 导致 Gly 转变成A rg, 这可能是由于合成

L inker 时所产生的错误。第二个是在V H 区, 第171

位碱基 G 变为A , 则编码的61位氨基酸由A la 变为

Ser. 产生此突变的原因, 可能是由于 PCR 引起的。

从以后测定融合蛋白结合活化血小板抗原的活性

看, 此带有一个氨基酸突变的 scFv, 仍具有与活化

血小板结合能力。

212　scFv-UK32嵌合基因的构建及表达

由于尿激酶原的 Glu 1432L eu 144位被蛋白酶

水解后, 得到低分子量尿激酶原 scu2PA 232k。它与

完整的尿激酶原分子有完全相似的酶学性质[ 6 ]. 因

此我们在构建导向溶栓分子时选用了低分子量尿激

酶原做为效应分子, 这样可以减少融合蛋白总的分

子量, 使其在体内能够更有效地渗入到血栓深部。按

照方法11212构建成的含 scFv2U K32基因片段, 经

酶切鉴定及片段接头处的DNA 序列测定, 其序列

正确, 证明我们已构建成了 scFv2U K32嵌合分子基

因片段 (结果从略)。经重组成 pBacPA K8öFv2U K32

转移载体, 并共转染至 Sf9细胞中表达。纤维蛋白平

板法测得重组病毒感染的细胞上清液中具有溶纤活

性 (20 IU öm l)。其表达量比 p ro2U K 在昆虫杆状病

毒系统中的表达量要低。这可能是由于所用转移载

体不同而引起的[ 7 ]。

213　嵌合分子 scFv-UK32与活化血小板的结合活

性

按照方法11216, EL ISA 测得重组病毒共转染

细胞培养液上清具有结合活化血小板能力 (F ig. 5)。

与对照 (PBS) 相比, 其显色反应是阳性。颜色反应深

浅与样品浓度成正比。这初步证明表达产物具有结

合活化血小板的能力。同时也表明了 scFv 的V H 第

61位氨基酸虽然产生了突变, 但未引起抗体活性的

消失。在这一测定方法中, 我们利用了人尿激酶原单

抗与融合蛋白分子的结合。由于没有 SZ251的天然

样品, 因此尚不能对此融合蛋白的结合活化血小板

的能力进行定量分析。

F ig. 5 　 EL ISA of Fv2U K32 conjugation w ith activated2

p latelet

1: Contro l added w ith PBS;

2- 4: A dded w ith 100 Λl co2t ransfection supernatan t;

5- 7: A dded w ith 200 Λl co2t ransfection supernatan t;

8- 10: A dded w ith 20 Λl co2t ransfection supernatan t

214　纯化的 scFvöUK32融合蛋白的鉴定

收集含有表达产物的重组病毒感染上清, 按照

方法11217经免疫亲和柱纯化, 并经 SD S2PA GE 鉴

定 (F ig. 6) , 其分子量约为60 kD , 与理论值相符.

PA GE 胶紫外扫描显示嵌合蛋白的纯度达82%。用

考马斯亮蓝法测定蛋白含量, 纤维蛋白平板法测活

性, 计算其比活为9 000 IU öm g 蛋白。以上实验结果

说明我们通过基因工程手段制备了具有与活化血小

板特异结合并有溶纤性能的融合蛋白。这为进一步

开展导向溶栓剂的研究打下基础。

F ig. 6　SD S2PA GE of purified Fv2U K32

11M id2range p ro tein mo lecu lar w eigh t m arker;

21Fv2U K32
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