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构建一种可以同时靶向抑制人类表皮生长因子受体
,
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#和表皮生长因子受体"

Z79
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#分子的双特异性单链抗体!从而降低单一通路抑制而造成的耐药性!增强抗肿瘤效果$方法
!

采用
YM?>@#

=

OP)

法通过柔性肽"

7<!

#将曲妥珠单抗的可变区与西妥昔单抗连接!构建工程载体!并通过大肠埃希菌系统进

行表达纯化!获得同时靶向
*Z),

和
Z78)

的双特异性单链抗体)流式细胞术检测双特异性单链抗体对
Z78)

和
*Z),

过表达的乳腺癌细胞
[6<%<

的结合能力)噻唑蓝"

.66

#法检测单链抗体对
[6<%<

乳腺癌细胞的增

殖抑制)建立
[6<%<

荷瘤小鼠动物模型!检测双特异性单链抗体的体内抗肿瘤活性)使用免疫组织化学检测单

链抗体是否可以抑制表皮生长因子受体"

Z78)

#的磷酸化!并对肿瘤细胞增殖指标
bA9'%

进行检测$结果
!

通

过基因工程手段和毕赤酵母表达及镍柱纯化!成功获得双特异性单链抗体!经蛋白印迹法鉴定验证了双特异性

单链抗体表达及装配正确$流式细胞术检测双特异性单链抗体与乳腺癌细胞
[6<%<

的结合率为
5(4(T

!与曲

妥珠单抗"

':4&T

#%西妥昔单抗结合率"

'&4(T

#相当$

.66

法中!与磷酸盐缓冲液"

O[!

#组相比!曲妥珠单抗

组%西妥昔单抗组与双特异性单链抗体组对乳腺癌细胞
[6<%<

均有抑制作用!且抑制作用呈浓度依赖性$在蛋

白水平为
<&&1"0@

(

+

时!双特异性单链抗体组抑制率+"

'54;:S<4,;

#

T

,强于曲妥珠单抗组+"

<&4'%S

;4%-

#

T

,与西妥昔单抗组+"

(,4,&S,4:<

#

T

,$通过裸鼠移植瘤模型的体内抗肿瘤实验!双特异性单链抗体组

在体内仍能发挥较强的抗肿瘤效果!高剂量组肿瘤抑制率可以达到"

%<4(,S<4(%

#

T

!明显优于曲妥珠单抗组

"

<<4-(S'4&,

#

T

与西妥昔单抗组"

(:4<<S-4%5

#

T

$通过免疫组织化学对给药后的肿瘤组织进行分析!与

O[!

组相比!双特异性单链抗组可以明显抑制
[6<%<

皮下移植瘤组织中
=

9Z78)

%

bA9'%

的表达量$结论
!

采

用毕赤酵母表达体系成功构建并表达了双特异性单链抗体$双特异性单链抗体具有良好的体内外抗肿瘤活

性!有效抑制乳腺癌细胞
[6<%<

的体内外增殖!并通过免疫组织化学分析到双特异性单链抗体可以抑制
Z78)

的磷酸化并抑制肿瘤细胞的增殖!为抗肿瘤治疗提供了新的思路!有潜在的临床应用前景$
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据统计#全球因乳腺癌死亡的人数达到每年
<'

万)

;

*

(乳腺癌成为严重危及女性健康甚至生命的恶

性肿瘤(如今对于乳腺癌的治疗仍以手术切除和化

疗'放疗'内分泌治疗的联合治疗为主)

,9(

*

#但不良反

应多'患者依从性差'复发率高等问题仍然没有得到

很好解决(而近些年分子靶向药物的发展明显改善

了乳腺癌的治疗效果#单克隆抗体药物作为最为主要

的靶向药物#其通过与受体的结合激活下游信号通路

或者下调受体表达#达到促肿瘤细胞凋亡或抑制的作

用)

<9'

*

(其中最为有效的抗体治疗药物为靶向人类表

皮生长因子受体
,

$

*Z),

%的曲妥珠单抗和靶向表皮

生长因子受体$

Z78)

%的西妥昔单抗)

%9-

*

(

*Z),

与

Z78)

都属于酪氨酸激酶
Z78)

家族#在多种乳腺癌

的发生'发展过程中过度表达或激活(针对
*Z),

与

Z78)

靶点的单克隆抗体可以很好地阻断肿瘤细胞

的信号传导#抑制酪氨酸激酶的活性#从而抑制肿瘤

的发生'发展)

:

*

(

研究发现#当长期使用单一靶向
*Z),

或
Z78)

的药物抑制某一通路时#在给药一段时间后会造成肿

瘤细胞的代偿#产生耐药性#致使药效明显降低(而

同时靶向
*Z),

和
Z78)

两个靶点则可以抑制多条

细胞信号传导通路#避免单一抑制的代偿#降低耐药

性和不良反应)

:

*

(基于这一理论#本文提出一种同时

靶向
*Z),

和
Z78)

双特异性单链抗体的研究方

案(其相较于单克隆抗体含有两种特异性抗原结合

位点#在肿瘤细胞的不同靶点之间同时发挥效应功

能#产生协同抑制的效果#解决了抗体单独使用疗效

不佳且易产生耐药性的问题)

;&9;(

*

(并且双特异性单

链抗体相对于双特异性抗体相对分子质量更小#肿瘤

组织渗透能力更强#免疫原性更低#为肿瘤的临床治

疗提供新的方案和思路)
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材料与方法
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!

材料来源
!

R.Z.

培养基购自美国
X1MAD>0

K

?1

公司&蛋白标志物购自美国热电公司&鼠抗
*A/

抗体'

8X6P

偶联的羊抗鼠
X

K

798G

单克隆抗体购自南京赛

博生物公司&西妥昔单抗购自德国默克公司&曲妥珠

单抗购自瑞士罗氏公司&胎牛血清$

8[!

%购自美国
X19

MAD>0

K

?1

公司&

[#@I

"

G

裸鼠购自扬州大学动物中心&免

疫组织化学试剂盒
R3[

显色剂购自
R3bZ

公司&细

胞培养瓶及相关培养耗材购自美国热电公司(
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!

方法

$4/4$

!

双特异性单链抗体表达及纯化
!

通过
R>H

K

9

[#1L

数据库搜索曲妥珠单抗和西妥昔单抗的轻链与

重链可变区蛋白序列#使用柔性肽$

7<!

%将其连接在

一起#并在
P

端引入
'

个组氨酸作为
*A/

标签(双特

异性单链抗体序列经过毕赤酵母偏爱密码子优化后

送公司合成#并导入工程质粒中(采用毕赤酵母
f9((

表达系统进行检测(发酵液经硫酸铵沉淀法初步提

取后采用镍柱进一步分离纯化得到电泳纯蛋白#最后

利用蛋白印迹法$

J?/D?>1I@0D

%对纯化得到的蛋白进

行鉴定#以期获得高产量'高纯度的双特异性单链

抗体)
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流式细胞术
!

制备乳腺癌
[6<%<

单细胞悬

液#细胞密度为每毫升
;&

% 个(分为曲妥珠单抗组'

西妥昔单抗组#双特异性单链抗体组和脱脂牛奶空白

对照组(在每组中分别加入
,5&

%

+

相应的抗体或脱
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脂牛奶#抗体水平为
;&&1"0@

"

"+

#冰上孵育
;E

#洗

涤#孵育鼠抗
*A/

抗体#洗涤#再孵育
8X6P9

偶联的羊

抗鼠
X

K

7

抗体#洗涤#上机检测(使用
8@0J̀0%4'4;

对流式数据进行处理(

$4/4'

!

细胞增殖抑制实验$

.66

法%

!

制备
[6<%<

单细胞悬液#铺板#用培养基将细胞水平调整至每毫

升
(_;&

< 个#以每孔
;&&

%

+

接种于
:'

孔细胞培养

板#设置只有培养基不含细胞的空白对照组(用含

,T8[!

的相应培养基将曲妥珠单抗'西妥昔单抗以

及等量双特异性单链抗体以每孔
5&

%

+

的量加入
:'

孔板中#每个水平设置
(

个复孔#

(%U

培养箱中静置

培养
;E

(按照每孔
5&

%

+

的量加入含
,&1

K

"

"+

表

皮生长因子$

Z78

%和血管内皮细胞生长因子$

WZ78

%

的
,T8[!9;'<&

培养基#使每孔中
Z78

和
WZ78

的

终浓度均为
;&1

K

"

"+

&培养
%,E

后每孔加入
;;

%

+

的
.66

溶液$

5"

K

"

"+

%#

(%U

培养箱中继续培养
<

E

#弃上清液#每孔加入
;5&

%

+R.!Y

后将
:'

孔板放

于微量振荡器上振荡
;"A1

(最后用酶标仪检测
5%

1"

处和
'(1"

处的吸光度#将
3

5%&

&

3

'(&

作为每个孔

的吸光度(抑制率按此计算公式!抑制率
\

$对照组

吸光度
^

实验组吸光度%"对照组吸光度
_;&&T

(

$4/41

!

体内抗肿瘤活性检测
!

制备
[6<%<

单细胞悬

液#细胞数在每毫升
;&

' 个#取
,&&

%

+

细胞悬液接种

于裸鼠右侧腋皮下#观察移植瘤生长情况(并随机分

组#每组
-

只#共分为以下
5

组!阴性对照组)磷酸盐

缓冲液$

O[!

%组*'抗
*Z),

的曲妥珠单抗组$

;&

"

K

"

L

K

%'抗
Z78)

的西妥昔单抗组$

;&"

K

"

L

K

%'同时

靶向
*Z),

与
Z78)

的双特异性单链抗体高剂量组

$

;&"

K

"

L

K

%'双特异性单链抗体低剂量组$

5"

K

"

L

K

%(

待瘤体积达到
5&

&

;&&""

( 时开始尾静脉给药$记为

$#

B

;

%#每两天给一次药并且对肿瘤体积进行测量#按

以下公式计算肿瘤体积!

W\+_d

,

"

,

$其中
W

代表

肿瘤体积#

+

代表肿瘤最长径#

d

代表肿瘤垂直方向

的最大横径%#绘制肿瘤生长曲线(在第
;:

天结束给

药#并计算各组体内肿瘤抑瘤率#抑瘤率
\

$对照组平

均体积
^

实验组平均体积%"对照组平均体积
_

;&&T

(

$4/42

!

免疫组织化学检测瘤内指标
!

将肿瘤切取合

适大小的组织块用于固定#组织块用
O[!

洗涤两遍#

迅速浸入
<T

多聚甲醛固定液中固定
,<E

(之后浸入

%&T

乙醇
(&"A1

$重复
(

次%#

-&T

乙醇
(&"A1

$重复
,

次%#

-5T

乙醇
(&"A1

#

:&T

乙醇
(&"A1

#

:5T

乙醇
(&

"A1

#

;&&T

乙醇
(&"A1

$重复
,

次%(乙醇
a

二甲苯

$

;a;

%

(&"A1

#二甲苯
;&"A1

#二甲苯
a

石蜡$

;a;

%

(&"A1

#石蜡
,E

(将浸好蜡的肿瘤组织于包埋机内

进行包埋(将蜡块置于切片机上进行切片#片厚

<

%

"

(切片漂浮于摊片机#

<&U

温水上将组织展平#

用载玻片将组织捞起#放进
'&U

烘箱内烤片(切片

脱蜡 后 将 修 复 盒 盛 满
ZR63

抗 原 修 复 缓 冲 液

$

=

*:4&

%#然后将组织切片置于其中并放入微波炉内

加热#进行抗原修复#自然冷却后将玻片置于
O[!

#摇

洗
(

次(

(T*

,

Y

,

溶液室温避光孵育
,&"A1

#

O[!

中

洗涤
(

次(

5T

&

;&T

的山羊血清室温孵育
;&"A1

以

封闭切片#去封闭液后#滴加适量
5T[!3

稀释好的

一抗#

<U

孵育过夜(

O[!

洗涤
(

次#将组织切片稍甩

干后#滴加适当比例稀释的
*)O

偶联的二抗#

(%U

孵育
,E

#

O[!

洗
(

遍(

R3[

试剂盒显色(用梯度乙

醇将切片脱水干燥#吹风机吹干玻片后二甲苯透明#

中性树胶封片#最后拍照(

$4'

!

统计学处理
!

采用
!O!!,&4&

统计软件进行统

计分析#计量资料以
BS<

表示#组间比较采用
H

检

验#组间两两比较采用
+!R94

检验#以
!

$

&4&5

为差

异有统计学意义(

/

!

结
!!

果

/4$

!

获取双特异性单链抗体
!

搜索曲妥珠单抗和西

妥昔单抗的轻链与重链可变区蛋白序列#通过
YM?>9

@#

=

OP)

技术将其通过
7<!

连接在一起#并在
P

端引

入
'

个组氨酸作为
*A/

标签$图
;3

%#导入工程质粒

中#毕赤酵母
f9((

进行表达(经过硫酸铵沉淀法和

镍柱纯化得到双特异性单链抗体(在双特异性单链

抗体的示意图$图
;[

%可以看出#其具有同时靶向

*Z),

和
Z78)

的双特异性(双特异性单链抗体的

相对分子质量为
55_;&

(

#

J?/D?>1I@0D

验证了双特异

性单链抗体装配的正确性$图
;P

%(研究获得了纯度

较高且装配正确的双特异性单链抗体(

!!

注!

3

为双特异性单链抗体基因设计&

[

为双特异性单链抗体结构

示意图&

P

为
J?/D?>1I@0D

验证抗体相对分子质量&

W*

6>#/DHVH"#I

为曲妥

珠单抗重链可变区&

W+

P?DHCA"#I

为西妥昔单抗轻链可变区&

W*

P?DHCA"#I

为

西妥昔单抗重链可变区&

W+

6>#/DHVH"#I

为曲妥珠单抗轻链可变区&

;

为纯

化的双特异性单链抗体&

.

为蛋白标记物

图
;

!!

双特异性单链抗体的基因设计&结构示意图及

J?/D?>1I@0D

验证

/4/

!

流式细胞术结合实验结果
!

双特异性单链抗体

能有效结合到乳腺癌
[6<%<

细胞表面(结果显示#曲

妥珠单抗与
[6<%<

细胞的结合率为
':4&T

#西妥昔

单抗为
'&4(T

#双特异性单链抗体为
5(4(T

#表明制

备的双特异性单链抗体仍然保留母体抗体的结合活

性#并没有因为抗体改造造成结合能力的降低(同时

也从另一个方面说明乳腺癌
[6<%<

细胞株是
*Z),

阳性#同时也是
Z78)

阳性的细胞株#证明了模型选

+

:--,

+

检验医学与临床
,&;-

年
;&

月第
;5

卷第
;:

期
!

+#I.?$P@A1

!

YGD0I?>,&;-

!

W0@4;5

!

204;:



择的正确性(见图
,

(

/4'

!

.66

法分析双特异性单链抗体对乳腺癌

[6<%<

细胞增殖的抑制作用
!

实验结果表明#与
O[!

组相比#曲妥珠单抗组'西妥昔单抗组与双特异性单

链抗体组$包括高剂量组和低剂量组%对
[6<%<

细胞

均有抑制效果#且抑制作用呈浓度依赖性(在抗体水

平达到
<&&1"0@

"

+

时#双特异性单链抗体高剂量组

抑制增殖率可以达到$

'54;:S<4,;

%

T

#明显强于曲

妥珠单抗组)$

<&4'%S;4%-

%

T

*和西妥昔单抗组

)$

(,4,&S,4:<

%

T

*(通过
.66

法可以进一步确定

双特异性单链抗体设计的优势与效果(见表
;

(

/41

!

体内抗肿瘤实验检测结果
!

在体外细胞活性实

验中#双特异性单链抗体展现出良好的抗肿瘤活性#

其抑制
[6<%<

肿瘤细胞增殖的能力强于曲妥珠单抗

和西妥昔单抗(进一步研究了其体内抗肿瘤活性#实

验结果表明#单独抑制
*Z),

或
Z78)

均能有效抑

制肿瘤的生长#同时抑制
*Z),

和
Z78)

的作用效

果更加明显(双特异性单链抗体能显著抑制
[6<%<

细胞裸鼠移植瘤的生长#其抗肿瘤作用效果呈现浓度

依赖性#高浓度抗体给药组的活性比低浓度给药组

强(在第
;:

天给药结束#通过肿瘤体积的测量发现#

双特异性单链抗体高剂量组在体内发挥较强的抗肿

瘤效果#该给药组的肿瘤体积明显低于其他各组$图

(

%(与
O[!

组相比#双特异性单链抗体高剂量组肿瘤

抑制率可以达到$

%<4(,S<4(%

%

T

#明显优于双特异

性单链抗体低剂量组)$

5%4%'S(4:-

%

T

*'曲妥珠单

抗组)$

<<4-(S'4&,

%

T

*'西妥昔单抗组)$

(:4<<S

-4%5

%

T

*#差异均有统计学意义$

!

$

&4&5

%(

!!

注!

3

为曲妥珠单抗与
[6<%<

细胞的结合&

[

为西妥昔单抗与

[6<%<

细胞的结合&

P

为双特异性单链抗体与
[6<%<

细胞的结合

图
,

!!

曲妥珠单抗&西妥昔单抗&双特异性单链

抗体与
[6<%<

细胞的结合

表
;

!!

.66

法检测各组细胞抑制率#

BS<

%

T

$

组别
' ;&&1"0@

"

+ ,&&1"0@

"

+ <&&1"0@

"

+

曲妥珠单抗组
- ,:4&(S&4:,

"

(;4-(S;4(,

"

<&4'%S;4%-

"

西妥昔单抗组
- ,545&S&4-(

"

,%4<,S,4&%

"

(,4,&S,4:<

"

双特异性单链抗体高剂量组
- (-4;-S(4&; <%4('S,4:' '54;:S<4,;

!!

注!与双特异性单链抗体高剂量组比较#

"

!

$

&4&5

图
(

!!

不同给药组
;:$

内荷瘤裸鼠的瘤体积变化

/42

!

免疫组织化学法检测结果
!

在
[6<%<

细胞裸鼠

移植瘤模型中#双特异性单链抗体显示出比其他抗体

更强的抗肿瘤活性(通过进一步的免疫组织化学法

检测发现#在
[6<%<

细胞裸鼠移植瘤模型中#双特异

性单链抗体不仅能抑制
Z78)

的磷酸化#还能抑制肿

瘤细胞的增殖(与
O[!

组相比#双特异性单链抗体高

剂量组可以明显抑制
[6<%<

皮下移植瘤组织中
=

9

Z78)

'

bA9'%

的表达量(

=

9Z78)

和
bA9'%

表达量的

减少说明靶向
*Z),

"

Z78)

的抗体可以抑制裸鼠肿

瘤细胞表面
Z78)

的磷酸化#抑制肿瘤细胞的增殖(

进一步说明联合靶向
*Z),

"

Z78)

比单靶向在抗肿

瘤方面更有前景(见图
<

(

图
<

!!

免疫组织化学法检测
[6<%<

裸鼠皮下移植瘤组织中

=

9Z78)

及细胞增殖指标
bA9'%

的表达

'

!

讨
!!

论

!!

*Z),

和
Z78)

都为乳腺癌研究的热门靶点#其

在乳腺癌肿瘤细胞表面高表达#与肿瘤的发生和发展

有关(但是多项研究表明单独抑制某一条通路#在乳

腺癌治疗前期有较好的效果#但一段时间后治疗效果

逐步降低#肿瘤产生耐药#无法进行下一步治疗(耐

药的产生与肿瘤的代偿机制有关#当抑制一条通路

后#另一条相关通路就会代偿性地被激活#故造成肿

瘤的耐药(基于此#本研究设计出双特异性单链抗

+

&:-,

+

检验医学与临床
,&;-

年
;&

月第
;5

卷第
;:

期
!

+#I.?$P@A1

!

YGD0I?>,&;-

!

W0@4;5

!

204;:



体#其有两种特异性抗原结合位点#在肿瘤细胞的不

同靶点之间同时发挥效应功能#产生协同抑制的效

果#更好地发挥靶向抑制的功能&并且其相对于全长

抗体的优势在于#其相对分子质量较小和生产成本较

低#拥有更好的体内外渗透性#故在抗肿瘤领域拥有

较好的应用价值)

;&

#

;(

#

;%

*

(

本研究以双靶向
*Z),

和
Z78)

的双特异性单

链抗体为研究对象#考察其在体内外抑制乳腺癌

[6<%<

细胞的活性#获得增强的抗肿瘤功能#可以为

双靶向抑制
*Z),

和
Z78)

通路的乳腺癌治疗策

略#以及新型抗乳腺癌药物的开发提供一定的经验和

理论基础(首先设计并表达双特异性单链抗体#流式

细胞术结合实验验证了改造的双特异性单链抗体保

留了其原有的乳腺癌细胞靶向性(

..6

法验证了双

特异性单链抗体较其他抗体更为有效的体外抗肿瘤

活性(最后#利用
[6<%<

细胞裸鼠移植瘤模型对双特

异性单链抗体体内的抗肿瘤活性进行研究#实验表明

相比于其他抗体#双特异性单链抗体可以显著抑制小

鼠体内移植瘤的生长#抑制
Z78)

的磷酸化和肿瘤细

胞的增殖(

综上所述#双特异性单链抗体双靶向
*Z),

和

Z78)

信号通路#对乳腺癌
[6<%<

细胞的体内外抗肿

瘤作用效果优于单靶向的抗体#可以为
*Z),

和
Z79

8)

信号通路联合治疗提供一种新的临床治疗思路和

经验(
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