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抗 ＣＤ３×ＣＤ８７ 单链双特异抗体介导的单个核细胞

对前列腺癌细胞杀伤作用的体外研究

高婉莉ꎬ杨　 黎ꎬ刘　 姗ꎬ赵智辉

(南京师范大学生命科学学院ꎬ生物化学与生物制品研究所ꎬ江苏省分子与医学生物技术重点实验室ꎬ江苏 南京 ２１００２３)

[摘要] 　 本研究尝试探讨抗 ＣＤ３×ＣＤ８７ 单链双特异抗体介导的单核细胞对 ＣＤ８７＋前列腺癌细胞的杀伤作用. 首
先ꎬ利用基因工程手段ꎬ构建了 ｐＥＴ２４ａ /抗 ＣＤ３×ＣＤ８７ 单链双特异抗体原核表达载体ꎻ将重组载体转化 ＢＬ￣２１
(ＤＥ３)感受态细胞ꎬ用 ＩＰＴＧ 诱导蛋白表达ꎻ获得的工程菌经超声破碎ꎬ先在变性条件下亲和纯化目的蛋白ꎬ再采用

稀释复性方法对 ｓｃＢｓＡｂ 进行复性. 其次ꎬ利用流式细胞术检测表达纯化的 ｓｃＢｓＡｂ 与两种相应抗原的结合情况. 最
后ꎬ通过 ＣＣＫ￣８ 法检测外周血单个核细胞(ＰＢＭＣｓ)对 ＣＤ８７ 阳性前列腺癌细胞 ＰＣ￣３ 的杀伤效应. 结果表明ꎬ利用

基因工程手段获得了较高纯度的 ｓｃＢｓＡｂꎻｓｃＢｓＡｂ 能与 ＰＣ￣３ 细胞表面 ＣＤ８７ 特异性结合ꎬ并且能与 ＣＤ３ 特异性结

合ꎻｓｃＢｓＡｂ 的浓度及效靶比影响 ｓｃＢｓＡｂ 介导的杀伤作用. 在效靶比为 １０ ∶１ꎬｓｃＢｓＡｂ 浓度为 １００ μｇ / ｍＬ 时最大杀伤

率达到 ４０.８６％ꎻ在 ｓｃＢｓＡｂ 浓度为 １００ μｇ / ｍＬꎬ效靶比为 ４０ ∶１ 时达到最大杀伤率 ６０.９％. 此外ꎬＥＬＩＳＡ 检测表明ꎬ在
ｓｃＢｓＡｂ 介导的 ＰＢＭＣｓ 靶向 ＣＤ８７ 阳性肿瘤细胞杀伤过程中 ＩＦＮ￣γ 的水平显著增高. 结果证明ꎬｓｃＢｓＡｂ 能够在体外

有效介导效应细胞杀伤 ＣＤ８７ 阳性肿瘤细胞.
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双特异性抗体(ＢｓＡｂ)是目前肿瘤免疫治疗的热点研究内容[１] . 在肿瘤靶向治疗中ꎬ常见的双特异性

抗体含有两个抗原的结合位点ꎬ其中一个靶向效应细胞表面抗原ꎬ另一个靶向肿瘤细胞相关抗原

(ＴＡＡ) [２] . ＣＤ３ 是常见的 Ｔ 细胞靶向抗原ꎬ在 Ｔ 细胞表面均有表达[３]ꎬ而且 ＣＤ３ 复合体具有触发 Ｔ 细胞

的潜能ꎬ因此靶向 ＣＤ３ 的双特异性抗体被广泛研究. ＣＤ８７ 又被称为尿激酶型纤溶酶原激活剂受体

(ｕＰＡＲ) . ＣＤ８７ 是高度糖基化的单链膜蛋白ꎬ分子量约为 ５０ ｋＤａ~６０ ｋＤａ[４] . ＣＤ８７ 是一个多功能蛋白ꎬ除
了在纤溶酶原激活系统中发挥重要作用之外ꎬ它还通过与其他细胞表面分子的相互作用ꎬ参与不同的生理

或病理过程ꎬ包括细胞粘附、细胞迁移、血管生成、肿瘤的侵袭和肿瘤的转移等过程[５] . ＣＤ８７ 通常在单核

细胞、嗜酸性粒细胞、嗜中性粒细胞、树突细胞、活化的 Ｔ 淋巴细胞和自然杀伤细胞(ＮＫ)上表达[６－８]ꎬ然而

在红细胞ꎬ血小板或静息的 Ｂ 淋巴细胞和 Ｔ 淋巴细胞表面不表达[６ꎬ９－１０] . 有研究表明 ＣＤ８７ 的表达水平与

肿瘤的恶性程度有关[１１]ꎬ在人恶性肿瘤组织中 ＣＤ８７ 的表达水平远高于其在正常组织和良性肿瘤中的表

达水平. 本研究利用成功构建的 ｐＥＴ２４ａ /抗 ＣＤ３×ＣＤ８７ 单链双特异性抗体质粒ꎬ表达纯化 ｓｃＢｓＡｂꎬ并对其

介导效应细胞靶向 ＣＤ８７ 阳性前列腺癌细胞的体外杀伤作用展开研究.

１　 材料与方法

１.１　 材料

克隆菌株 Ｅ ｃｏｉｌ ＴＯＰ１０、表达菌株 Ｅ ｃｏｉｌ ＢＬ２１(ＤＥ３)、原核表达载体 ｐＥＴ２４ａ 均由本实验室保存. 高保

真 Ｔａｑ 酶、ｄＮＴＰ ｍｉｘ、６×ｌｏａｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ、限制性内切酶 ＢａｍＨⅠ和 ＸｈｏⅠ、Ｔ４ 连接酶、１０×Ｔ４ ｂｕｆｆｅｒ、１０×Ｋ
ｂｕｆｆｅｒ、感受态细胞制备试剂盒和核酸标准相对分子质量均购于 Ｔａｋａｒａ 公司. 质粒小提试剂盒和割胶回收

试剂盒购于 Ａｘｙｇｅｎ. 蛋白分子量标准购于 Ｔｈｅｒｍｏ 公司ꎬ酵母提取物和蛋白胨购于 ＯＸＯＩＤ 公司. 卡那霉

素、异丙基－β－Ｄ－硫代半乳糖苷( ＩＰＴＧ)、Ｌ－精氨酸、二硫苏糖醇、氧化型谷胱甘肽和尿素购于索莱宝生物

科技有限公司. ＰＥＧ２００００ 和氯化钠购于国药集团化学试剂有限公司ꎬ鼠抗 Ｈｉｓ 单克隆抗体购于南京巴傲

得生物科技有限公司ꎬ辣根过氧化物酶(ＨＲＰ)标记的山羊抗鼠二抗购于诺唯赞生物科技有限公司.
细胞培养所使用的抗生素(１００ Ｕ / ｍＬ 青霉素和 １００ μｇ / ｍＬ 链霉素)、胰酶、培养基 ＤＭＥＭ 和 ＲＰＭＩ

１６４０ 购自 Ｗｉｓｅｎｔ 公司. 胎牛血清购自于 Ｈｙｃｌｏｎｅ 公司. ＣＣＫ￣８ 试剂盒购于上海七星复泰生物科技有限公

司ꎬ淋巴分离液购于索莱宝生物科技有限公司. 细胞因子 ＩＬ￣２ 购于南京巴傲得生物科技有限公司ꎬ抗人

ＣＤ８７ 单克隆抗体购于 Ｒ＆Ｄ 公司. ＦＩＴＣ 蛋白标记试剂盒购于 Ｐｉｅｒｃｅ 公司. 人干扰素－γ ＥＬＩＳＡ 试剂盒购于

上海西塘生物科技有限公司. 引物由拓达生物科技公司合成.
人外周血来自于健康志愿者的外周静脉血.

１.２　 主要仪器

Ｂｉｏｆｕｇｅ Ｐｉｃｏ 高速台式离心机、ＢＢ５０６０ＵＶ 细胞培养箱、ＨＥＡＬ ＦＯＲＣＥ 生物安全柜、ＥＬｘ ８０８ 酶标仪、
ＳＳ－３２５ 高压蒸汽灭菌锅、ＤＣ１０１０ 恒温水浴锅、倒置荧光显微镜、Ａｃｃｕｒｉ Ｃ６ 流式细胞仪等.
１.３　 实验方法

１.３.１　 抗 ＣＤ３×ＣＤ８７ 基因片段的设计和表达载体的构建

根据文献的报道ꎬ将抗 ＣＤ３[１２]和 ＣＤ８７[１３]单克隆抗体的可变区基因片段ꎬ以柔性多肽 Ｇ４Ｓ(Ｇｌｙ４￣Ｓｅｒ)
连接ꎬ并根据 ｐＥＴ２４ａ 表达载体的多克隆位点选择酶切位点ꎬ设计 ＰＣＲ 扩增引物ꎬ并在上下游引物的 ５′段
分别引入 ＢａｍＨⅠ和 ＸｈｏⅠ酶切位点(下划线标出) .

上游引物:５′￣ＣＧＣＧＧＡＴＣＣＡＴＧＧＡＧＴＣＴＧＧＧＧＣＴＧＡＡＣＴＧＧＣ￣３′(ＢａｍＨⅠ)ꎻ
下游引物:５′￣ＣＣＧＣＴＣＧＡＧＣＣＧＴＴＴＴＡＴＴＴＣＣＡＧＣＴＴＧＧ￣３′(ＸｈｏⅠ) .
以合成的 ｐＥＴ２８ａ / ｓｃＢｓＡｂ 为模板ꎬＰＣＲ 扩增含有酶切位点的 ｓｃＢｓＡｂ 基因ꎬ割胶纯化大小正确的条

带. 回收完毕ꎬ１％琼脂糖凝胶电泳鉴定回收片段. 将大小正确的回收产物进行双酶切ꎬＴ４ 连接酶连接载体

和目的基因片段ꎬ构建 ｐＥＴ２４ａ / ｓｃＢｓＡｂ 表达载体. 次日将酶连产物转化 ＴＯＰ １０ 感受态细菌ꎬ涂布于卡那

平板上ꎬ３７ ℃倒置培养过夜. 挑取单克隆ꎬ经菌落 ＰＣＲ、ＢａｍＨⅠ和 ＸｈｏⅠ酶切验证ꎬ将阳性克隆接菌小提

质粒ꎬ将质粒送至上海杰李测序ꎬ测序结果与目的基因片段序列进行比对ꎬ将测序正确的重组质粒命名为

ｐＥＴ２４ａ / ｓｃＢｓＡｂ.
—２５—
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１.３.２　 ｐＥＴ２４ａ / ｓｃＢｓＡｂ 原核表达

将 ｐＥＴ２４ａ 空载质粒和 ｐＥＴ２４ａ / ｓｃＢｓＡｂ 质粒转化至 ＢＬ２１(ＤＥ３)中ꎬ涂布于卡那 ＬＢ 平板上ꎬ３７ ℃倒置

培养过夜. 挑取单克隆接种于含 ５０ μｇ / ｍＬ 卡那霉素的 ＬＢ 液体培养基中ꎬ３７ ℃ꎬ２２０ ｒ / ｍｉｎ 振荡培养. 当菌

体 ＯＤ ６００ 约为 ０.５~０.６ 之间时ꎬ加入 ＩＰＴＧ 至终浓度为 ０.２ ｍｍｏｌ / Ｌꎬ２４ ℃ꎬ１８０ ｒ / ｍｉｎ 诱导 １０ ｈ. 诱导结束

后取 １ ｍＬ 培养物装入 １.５ ｍＬ 离心管中ꎬ１２ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ２ ｍｉｎꎬ弃上清ꎬ得到菌体沉淀. 用 ８００ μＬ １×
ＰＢＳ 重悬菌体ꎬ置于冰浴中超声破碎. 超声破碎条件设置为工作 ５ ｓꎬ间歇 ６ ｓꎬ功率 ３００ Ｗ. 破碎完成后ꎬ分
别取全菌、上清和沉淀进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 分析.
１.３.３　 ｓｃＢｓＡｂ 的纯化及鉴定

当菌体 ＯＤ ６００ 约为 ０.５~０.６ 之间时ꎬ加入 ＩＰＴＧ 至终浓度为 ０.１ ｍｍｏｌ / Ｌꎬ１６ ℃ꎬ１００ ｒ / ｍｉｎꎬ诱导 １８ ｈꎬ
诱导结束后离心收集菌体沉淀. 将诱导表达菌体重悬于 １×ＰＢＳꎬ置于冰浴中超声破碎. 将上述破碎产物

１２ ０００ ｇꎬ４ ℃离心 １５ ｍｉｎꎬ收集包涵体. 包涵体重悬于洗涤液中(２０ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｔｒｉｓꎬ２ ｍｏｌ / Ｌ 尿素ꎬ１ ｍｍｏｌ / Ｌ
ＥＤＴＡ￣２Ｎａꎬ１％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ－１００ꎬ１ ｍｏｌ / Ｌ 氯化钠)ꎬ反复吹打均匀ꎬ离心收集包涵体ꎬ用洗涤液洗涤包涵体

２ 遍ꎬ第 ３ 遍用 １×ＰＢＳ 洗涤. 最后将包涵体溶解于变性缓冲液中(８ ｍｏｌ / Ｌ 尿素ꎬ５０ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｔｒｉｓ－盐酸缓冲

液ꎬｐＨ ７.６)ꎬ反复吹打ꎬ冰上溶解 ６０ ｍｉｎ.
平衡 Ｎｉ￣ＩＤＡ 树脂ꎬ将含有目的蛋白的溶液上样至 Ｎｉ 柱中ꎬ并以不同浓度咪唑缓冲液洗脱ꎬ收集穿流

液和不同浓度咪唑洗脱液. 经 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 检测ꎬ将含有目的蛋白的咪唑洗脱液缓慢逐滴加入 ４ 倍体积的复

性液中(０.６ ｍｏｌ / Ｌ Ｌ￣Ａｒｇꎬ１０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＤＴＴꎬ１ ｍｍｏｌ / Ｌ 还原型谷胱甘肽)ꎬ４ ℃放置过夜. 透析、浓缩得到纯化

蛋白ꎬ浓缩后蛋白样品采用 ＢＣＡ 蛋白检测试剂盒测定其蛋白质浓度ꎬＷｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测浓缩蛋白. 纯化

获得蛋白溶液放于－８０ ℃保存备用.
１.３.４　 ＦＩＴＣ 标记 ｓｃＢｓＡｂ

纯化得到的 ｓｃＢｓＡｂ 依照 Ｐｉｅｒｃｅ 公司使用说明进行异硫氰酸荧光素(ＦＩＴＣ)标记. 在充分透析除去游

离的 ＦＩＴＣ 后ꎬ避光储存于－２０ ℃ .
１.３.５　 分离外周血单个核细胞

按照淋巴分离液说明书分离得到 ＰＢＭＣｓ. 将分离得到的 ＰＢＭＣｓ 用含 １０％胎牛血清、５０ Ｕ / ｍＬ ＩＬ￣２、
１００ Ｕ / ｍＬ 青霉素和 １００ μｇ / ｍＬ 链霉素的 ＲＰＭＩ １６４０ 培养基在 ３７ ℃ꎬ５％ ＣＯ２ 细胞培养箱中培养.
１.３.６　 流式检测

将 １×１０６ 个细胞(ＣＤ８７ 阳性 /阴性肿瘤细胞系或 ＰＢＭＣｓ)用冷 １×ＰＢＡ 离心洗涤一遍ꎬ每个细胞样品

与纯化 ｓｃＢｓＡｂ￣ＦＩＴＣ(１００ μｇ / ｍＬ)混匀后ꎬ冰上避光孵育 ６０ ｍｉｎ. 离心弃去上清ꎬ再用冷 １×ＰＢＳ 离心洗涤

样品 ２ 次. 之后利用 Ａｃｃｕｒｉ Ｃ６ 流式细胞仪检测 ｓｃＢｓＡｂ 结合活性. 利用 Ａｃｃｕｒｉ 软件分析流式结合数据.
１.３.７　 ｓｃＢｓＡｂ 介导的细胞毒作用

采用 ＣＣＫ￣８ 试剂盒测定 ｓｃＢｓＡｂ 介导的细胞毒作用. 靶细胞为 ＰＣ￣３ 或 ＭＣＦ￣７ꎬ效应细胞为 ＰＢＭＣｓꎬ效
靶比为 １０ ∶１ꎬｓｃＢｓＡｂ 浓度为 ５ μｇ / ｍＬ 至 １００ μｇ / ｍＬꎬ测定步骤如下:

按照 ４×１０３ 细胞 /孔数量接种靶细胞至 ９６ 孔板中ꎬ于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 培养箱中培养 ６ ｈ~８ ｈ. 吸出 ９６
孔板中的靶细胞培养上清ꎬＰＢＭＣｓ 按照 ４×１０４ /孔的数量加入 ９６ 孔平板ꎬ再加入不同剂量的 ｓｃＢｓＡｂꎬ３７ ℃
孵育 ３６ ｈꎻ弃去培养基ꎬ用 １×ＰＢＳ 洗细胞 ２ 遍ꎬ每孔加入 １０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ 培养基 １００ μＬ 及 １０ μＬ
ＣＣＫ￣８ 溶液. 前后轻轻晃动培养板数次. 细胞培养箱内继续孵育 ４ ｈꎬ分别用酶标仪在 ４５０ ｎｍ 下检测 ＯＤ
值ꎬ每个实验组至少设 ３ 个复孔.

根据以下公式计算杀伤率:杀伤率＝(１－ＯＤ 实验组 / ＯＤ 对照组)×１００％.
根据上述实验结果ꎬ选择 ｓｃＢｓＡｂ 浓度为 １００ μｇ / ｍＬ(或作为对照的抗人 ＣＤ８７ 单克隆抗体浓度为 １００

μｇ / ｍＬ)ꎬ测定不同效靶比下 ｓｃＢｓＡｂ 介导的杀伤百分数. 上述实验至少设 ３ 个复孔ꎬ实验重复 ３ 次. 运用

Ｇｒａｐｈ Ｐｒｉｓｍ 和 ＳＰＡＳＳ １３.０ 软件统计分析 ｓｃＢｓＡｂ 介导的细胞毒作用.
１.３.８　 细胞因子的检测

按照 ４×１０３ 细胞 /孔数量接种 ＰＣ￣３ 或 ＭＣＦ￣７ 至 ９６ 孔板ꎬ效应细胞为 ＰＢＭＣｓꎬ效靶比为 １０ ∶１ꎬｓｃＢｓＡｂ
浓度为 １００ μｇ / ｍＬꎬ实验组将 ｓｃＢｓＡｂ、效应细胞和靶细胞于 ３７ ℃培养箱中共培养 ２４ ｈ. 对照组仅加入效应

细胞ꎬ其他操作均与实验组一致ꎬ每组设 ３ 个复孔. 离心收集无细胞的培液上清ꎬ按照人 ＩＦＮ￣γ ＥＬＩＳＡ 试剂
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盒说明书检测细胞培液中 ＩＦＮ￣γ 的水平ꎬＩＦＮ￣γ 含量由标准曲线计算得到.
１.３.９　 统计学分析

实验数据采用均值和标准误(ｍｅａｎ±ＳＥＭ)来表示ꎬ数据间的显著性差异用 ｏｎｅ￣ｗａｙ ＡＮＯＶＡ 或 ｔ检验ꎬ
图由 Ｇｒａｐｈ Ｐｒｉｓｍ 完成. 实验重复 ３ 次或以上ꎬ当 Ｐ<０.０５ꎬ∗表示具有统计学显著差异.

图 １　 表达载体 ｐＥＴ２４ａ / ｓｃＢｓＡｂ 图谱

Ｆｉｇ １　 Ｔｈｅ ｍａｐ ｏｆ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒ ｐＥＴ２４ａ / ｓｃＢｓＡｂ

２　 结果与讨论

２.１　 ｓｃＢｓＡｂ 的表达、纯化及鉴定

成功构建原核表达载体 ｐＥＴ２４ａ / ｓｃＢｓＡｂ(图 １)ꎬ
并将空载和重组 ｐＥＴ２４ａ 质粒转化到大肠杆菌 ＢＬ２１
(ＤＥ３)中ꎬＩＰＴＧ 诱导蛋白表达ꎬ对照组不加 ＩＰＴＧꎬ收
集全菌、上清和沉淀进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳. 结果如

图 ２(ａ)所示ꎬ在约 ５５ ｋＤａ 处有明显目的蛋白的表达

条带ꎬ而对照组中均没有此条带. 之后将超声破碎获

得的包涵体ꎬ经过洗涤、溶解于含 ８ ｍｏｌ / Ｌ 尿素的变性

缓冲液中. 变性的目的蛋白经 Ｎｉ 柱纯化、复性、透析

和浓缩后获得 ｓｃＢｓＡｂ. 通过 ＢＣＡ 蛋白定量方法及灰

度比较ꎬ从 ５００ ｍＬ 培养物可纯化获得 ６.５６ ｍｇ 的目的

蛋白. 纯化得到 ｓｃＢｓＡｂ 进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔｔｉｎｇ 鉴定ꎬ结
果显示在约 ５５ ｋＤａ 处有目的条带(图 ２(ｂ))ꎬ从而证明 ｓｃＢｓＡｂ 蛋白表达成功.

　 　 (ａ)ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 检测目的蛋白的表达ꎻＭ:标准分子蛋白ꎻ１:未诱导的 ｐＥＴ２４ａ 全菌ꎻ２:ＩＰＴＧ 诱导的 ｐＥＴ２４ａ 全菌ꎻ
３:未诱导的 ｐＥＴ２４ａ / ｓｃＢｓＡｂ 全菌ꎻ４:ＩＰＴＧ 诱导的 ｐＥＴ２４ａ / ｓｃＢｓＡｂ 全菌ꎻ５:ＩＰＴＧ 诱导的 ｐＥＴ２４ａ / ｓｃＢｓＡｂ 破碎沉淀ꎻ
６:ＩＰＴＧ 诱导的 ｐＥＴ２４ａ / ｓｃＢｓＡｂ 破碎上清. (ｂ)Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔｔｉｎｇ 鉴定复性 ｓｃＢｓＡｂꎻＭ:标准分子蛋白ꎻ１:纯化蛋白

(ａ)Ｔｈｅ ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｏｔａｌ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｅｌｌ ｌｙｓａｔｅｓꎬ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ａｎｄ ｓｅｄｉｍｅｎｔ ｗｉｔｈ ａｎｄ ｗｉｔｈｏｕｔ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｂｙ
ＩＰＴＧ. Ｍꎬｍａｒｋｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎꎻＬａｎｅｓ １－２ꎬｃｅｌｌｓ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄ ｗｉｔｈ ｐＥＴ２４ａ ｅｍｐｔｙ ｖｅｃｔｏｒꎻＬａｎｅｓ ３－６ꎬｃｅｌｌｓ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄ ｗｉｔｈ ｐＥＴ２４ａ /
ｓｃＢｓＡｂ. Ｌａｎｅｓ １－４ ａｒｅ ｔｏｔａｌ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｅｌｌ ｌｙｓａｔｅｓ. Ｌａｎｅ ５ ｉｓ ｓｅｄｉｍｅｎｔ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄ ｗｉｔｈ ｐＥＴ２４ａ / ｓｃＢｓＡｂ. Ｌａｎｅ ６ ｉｓ
ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄ ｗｉｔｈ ｐＥＴ２４ａ / ｓｃＢｓＡｂ.( ｂ)Ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔｔｉｎｇ. Ｍꎬｐｒｏｔｅｉｎ
ｍａｒｋｅｒꎻＬａｎｅ １ꎬｐｕｒｉｆｉｅｄ ｓｃＢｓＡｂ

图 ２　 目的蛋白的表达及鉴定

Ｆｉｇ ２　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｃＢｓＡｂ

２.２　 流式细胞分析

利用流式细胞仪ꎬ以人乳腺癌细胞系 ＭＣＦ￣７ 作为对照ꎬ以高表达 ＣＤ８７ 的人前列腺癌细胞系 ＰＣ￣３ 以

及表达 ＣＤ３ 的 ＰＢＭＣｓ 作为实验组ꎬ分析 ｓｃＢｓＡｂ 的结合活性. 如图 ３ 所示ꎬｓｃＢｓＡｂ 能够与 ＰＣ￣３ 细胞表面

的 ＣＤ８７ 特异性结合ꎬＰＣ￣３ 细胞表面的荧光强度显著高于 ＭＣＦ￣７ 细胞表面. 此外 ｓｃＢｓＡｂ 能与 ＣＤ３ 特异性

结合.
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　 　 (ａ)(ｂ)将 ＭＣＦ￣７ 细胞或 ＰＣ￣３ 细胞与 ｓｃＢｓＡｂ￣ＦＩＴＣ(红色曲线)孵育. (ｃ)将 ＰＢＭＣｓ 与 ｓｃＢｓＡｂ￣ＦＩＴＣ(红色曲线)孵育. 黑色曲线

表示阴性对照(即未与 ｓｃＢｓＡｂ 共孵的 ＭＣＦ￣７ꎬＰＣ￣３ 或 ＰＢＭＣｓ)
(ａ)(ｂ)ＭＣＦ￣７ ｃｅｌｌｓ ｏｒ ＰＣ￣３ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｉｎｃｕｂａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｓｃＢｓＡｂ￣ＦＩＴＣ( ｒｅｄ ｈｉｓｔｏｇｒａｍ) .( ｃ)ＰＢＭＣｓ ｗｅｒｅ ｉｎｃｕｂａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｓｃＢｓＡｂ￣ＦＩＴＣ

( ｒｅｄ ｈｉｓｔｏｇｒａｍ) . Ｂｌａｃｋ ｈｉｓｔｏｇｒａｍ ｉｓ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ(ＭＣＦ￣７ꎬＰＣ￣３ꎬｏｒ ＰＢＭＣｓ ａｌｏｎｅ)
图 ３　 流式细胞术检测 ｓｃＢｓＡｂ 结合活性

Ｆｉｇ ３　 Ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ｂａｓｅｄ ｂｉｎｄｉｎｇ ａｓｓａｙ ｆｏｒ ｓｃＢｓＡｂ

２.３　 ｓｃＢｓＡｂ 介导的细胞毒作用的测定

采用 ＣＣＫ￣８ 法测定 ｓｃＢｓＡｂ 介导 ＰＢＭＣｓ 对于肿瘤细胞的杀伤活性. 为了接近体内的条件ꎬ采用未刺

激的人 ＰＢＭＣｓ 作为效应细胞. 当效靶比为 １０ ∶１ꎬｓｃＢｓＡｂ 浓度范围为 ０ μｇ / ｍＬ~１００ μｇ / ｍＬꎬ靶细胞为 ＰＣ￣３
时ꎬｓｃＢｓＡｂ 介导的 ＰＢＭＣｓ 特异性杀伤 ＰＣ￣３ 百分数为 ３.９３ ~ ４０.８５ꎻ在相同条件下ꎬ当靶细胞为 ＭＣＦ￣７ 时ꎬ
特异杀伤百分数明显降低ꎬ为 ０.８７~７.８７(图 ４(ａ)) . 以上结果表明ꎬｓｃＢｓＡｂ 介导的细胞毒性依赖于细胞表

面 ＣＤ８７ 的密度. 当 ｓｃＢｓＡｂ 浓度为 １００ μｇ / ｍＬꎬ效靶比范围为 ２.５ ∶１~ ４０ ∶１ 时ꎬ对 ｓｃＢｓＡｂ 介导的肿瘤细胞

杀伤作用进行测定. 在效靶比达到 ４０ ∶１ 时ꎬ对于 ＰＣ￣３ 细胞的杀伤百分数达到了 ６０.９(图 ４(ｂ)) . 以 ＰＣ￣３
细胞为靶细胞时ꎬｓｃＢｓＡｂ 介导的细胞毒活性显著高于抗人 ＣＤ８７ 单克隆抗体(Ｐ<０.０５) .

图 ４　 ｓｃＢｓＡｂ 介导 ＰＢＭＣｓ对肿瘤的杀伤作用

Ｆｉｇ ４　 Ｋｉｌｌｉｎｇ ｏｆ ｔｕｍｏｒ ｂｙ ｓｃＢｓＡｂ￣ｍｅｄｉａｔｅｄ ＰＢＭＣｓ

图 ５　 ＥＬＩＳＡ 检测 ＩＦＮ￣γ的分泌

Ｆｉｇ ５　 Ｔｈｅ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｏｆ ＩＦＮ￣γ ｄｅｃｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＥＬＩＳＡ

２.４　 细胞因子 ＩＦＮ￣γ水平检测

ＥＬＩＳＡ 检测发现ꎬ两组对照组本身会释放一定量的 ＩＦＮ￣γꎬ
以 ＰＣ￣３ 为靶细胞的实验组的培液中 ＩＦＮ￣γ 的水平显著高于对

照组和 ＭＣＦ￣７ 实验组中 ＩＦＮ￣γ 的水平(Ｐ<０.０５)ꎬＩＦＮ￣γ 分泌量

达到 ２７５.３ ｐｇ / ｍＬ.

３　 讨论

研究表明ꎬ双特异性抗体具有介导 Ｔ 细胞发挥杀伤作用的

潜能[１４] . 目前已有两个双特异性抗体被批准应用于临床治

疗[１５] . 而对双功能抗体的设计聚集在不同的 ＴＡＡꎬ常用的 ＴＡＡ 为 ＣＤ１９、ＣＤ２０、上皮细胞粘附分子、受体

酪氨酸蛋白激酶 ｅｒｂＢ￣２、表皮生长因子受体等[１６] . 在本研究中ꎬ检验了 ＣＤ８７ 是否能够作为治疗前列腺癌
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的新型双特异性抗体的作用靶点ꎬ并于体外研究 ｓｃＢｓＡｂ 介导 ＰＢＭＣｓ 抗肿瘤作用. 成功构建了 ｐＥＴ２４ａ /
ｓｃＢｓＡｂꎬ之后对 ｓｃＢｓＡｂｓ 分布进行研究ꎬ发现目的蛋白在上清和沉淀中均有分布ꎬ但是目的蛋白在上清中

的分布较少ꎬ而在沉淀中含有较多的目的蛋白. 由于构建的 ｓｃＢｓＡｂ 缺少抗体的 Ｆｃ 段ꎬ因此在后续蛋白纯

化的过程中无法选择常规的 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ / Ｇ 亲和层析的纯化方式. 曾试图利用 ｓｃＢｓＡｂｓ 下游带有 Ｈｉｓ 标签ꎬ
采取镍离子亲和层析柱纯化可溶性目的蛋白. 但即使反复优化诱导表达条件均未能改善分布在上清中的

可溶性 ｓｃＢｓＡｂ 与镍离子亲和层析柱不结合的情况. 因此改变了纯化策略ꎬ采用了在变性条件下纯化包涵

体中的目的蛋白ꎬ复性获得 ｓｃＢｓＡｂ 的纯化策略. 获得了较高纯度的 ｓｃＢｓＡｂꎬ进而对其生物学活性展开研

究. 通过流式细胞仪分析证实ꎬ ｓｃＢｓＡｂ 能与高表达 ＣＤ８７ 的前列腺癌细胞系 ＰＣ￣３ 特异性结合ꎬ而且

ｓｃＢｓＡｂ 能特异性与 ＰＢＭＣｓ 表面的 ＣＤ３ 相结合. 结果表明ꎬｓｃＢｓＡｂ 能够在体外介导效应细胞发挥靶向

ＣＤ８７ 阳性前列腺癌细胞的细胞毒作用ꎬ但是单独使用抗 ＣＤ８７ 单克隆抗体对于前列腺癌细胞的细胞活力

没有影响. 参考相关文献[１７－２０]ꎬ实验中采用效靶比 ２.５ ∶１ ~ ４０ ∶１. 为了接近体内的条件ꎬ采用未刺激的人

ＰＢＭＣｓ 作为效应细胞. 当 ｓｃＢｓＡｂ 浓度为 １００ μｇ / ｍＬꎬ效靶比为 ４０ ∶１ 时ꎬ最大杀伤率能够达到 ６０.９％. 此

外ꎬ发现 ｓｃＢｓＡｂ 介导的效应细胞发挥杀伤作用的同时产生了较高水平 ＩＦＮ￣γ 的分泌. 总之ꎬ这都为进一步

的体内实验和 ｓｃＢｓＡｂ 的临床应用奠定了基础.
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