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摘要 目的：应用 AdEasy-1系统构建包含 tmTNF-琢单克隆抗体轻、重链序列的重组腺病毒表达载体。方法：首先 PCR合成抗体

轻、重链序列，分别将轻、重链序列插入经过改造的含有双启动子的穿梭质粒 pShuttle-2CMV，将穿梭载体电转化转化 AdEasy系

统 BJ5183感受态，挑取单克隆扩增质粒后酶切鉴定。结果：成功构建重组腺病毒表达载体 pAdEasy-tmTNF-琢，抗体重链、轻链序
列酶切后经 1%琼脂糖凝胶电泳证实条带片段大小正确，电转化 BJ5183后挑选重组克隆提取质粒，PacI酶切后重组片段位于 4.5
kb及 3 kb位置，证明重组腺病毒质粒 pAdeasy-1-tmTNF-琢构建成功。结论：将腺病毒系统与单克隆抗体技术相结合，利用AdEasy-1

系统成功构建腺病毒重组 tmTNF-琢单克隆抗体表达载体，为进一步开展肿瘤基因治疗的研究提供基础。
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Construction and Identification of an Adenovirus-Mediated Recombinant
Monoclonal Antibody Against Transmembrane TNF-琢

To construct a recombinant adenovirus vector which contains the sequences of light and heavy chain of

tmTNF-琢 antibody through AdEasy system. The heavy and light chain sequences of the antibody were firstly amplified by

PCR, and these segments were respectively cloned into a reconstructed pShuttle vector that contains 2CMV. The vector was

electrotransformed within the AdEasy expression competent cell BJ5183. Monoclones were picked and then recombinant plasmid was
purified and identified. The recombinant adenovirus pAdEasy-tmTNF-琢 was successfully constructed and confirmed by 1%

agarose gel electrophoresis. The recombinant adenovirus plasmid pAdEasy-tmTNF-琢, which electrotransformed into BJ5183 was also

examined by enzyme digestion. Recombinant adenovirus tmTNF-琢 monoclonal antibody expression vector was successfully

constructed through AdEasy-1 system by means of the integration of adenovirus system and monoclonal antibody technology, which may

provide the basis for further research of gene therapy of tumor.
Recombinant adenovirus; Monoclonal antibody; Transmembrane TNF-琢; Tumor

; ;

前言

肿瘤坏死因子 -琢 (Tumor necrosis factor-琢，TNF-琢)是一种

具有多种生物学活性和功能的细胞因子，在体内主要以两种形

式存在：分子量为 26 kD的跨膜型(transmembrane TNF-琢，tmT-

NF-琢)和分子量为 17 kD的分泌型(secreted TNF-琢，sTNF-琢) [1]，

tmTNF-琢是一种跨膜蛋白，在 TNF-琢转换酶(TNF-琢 converting

enzyme，TACE) 的作用下，其胞外段被切割而产生 sTNF-琢[2]。

tmTNF-琢 与 sTNF-琢 的生物学作用不尽相同，sTNF-琢 多引起
靶细胞坏死[3]，而 tmTNF-琢主要诱导靶细胞凋亡[4]。在对肿瘤细

胞的杀伤作用方面，tmTNF-琢的抗瘤谱较 sTNF-琢更广[5]，在动

物实验中，tmTNF-琢在体内可直接杀伤肿瘤细胞，同时还可促
使肿瘤细胞高表达 Fas基因，从而诱导肿瘤细胞凋亡[6,7]。

TNF-琢可通过多种机制发挥抗肿瘤作用[8,9]，但在某些情况

下也可能促进肿瘤生长[10]，甚至对肿瘤细胞产生保护作用[11,12]，

对抗体内 TNF-琢 可诱导慢性淋巴细胞白血病(CLL)细胞凋

亡[13]。还有学者证实，急性白血病(AL)通过化疗达到完全缓解

的患者体内 TNF-琢 水平显著降低 [14]。肿瘤细胞自身表达的

TNF-琢可以通过激活 NF-资B来抑制肿瘤细胞凋亡[15]。

通过靶向对抗或抑制 TNF-琢可能有利于一些疾病的治疗
及预后，寻找高效、特异性的拮抗药物靶向对抗 TNF-琢的某些

4256· ·



现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress in Modern Biomedicine Vol.14 NO.22 AGU.2014

生物学活性，是许多肿瘤治疗和改善预后的重要策略[16]，具有

中和活性的单克隆抗体因高效、特异、精确、低毒等优势成为研

究者关注的焦点[17]。传统的抗体制备技术繁琐，抗体制备工艺

复杂、成本高昂，限制了其临床应用，将腺病毒系统与单克隆抗

体技术相结合，通过重组腺病毒系统能够高效制备单克隆抗

体[18]。本研究首先构建 tmTNF-琢抗体的腺病毒表达载体，有望
以该载体为基础，高效制备高度选择性的单克隆抗体，在 tmT-

NF-琢阳性肿瘤细胞的靶向治疗中发挥重大作用。
1 材料与方法

1.1 序列、菌株和质粒

tmTNF-琢单克隆抗体轻链（Light Chain，以“L”表示）、重链

（Heavy Chain，以“H”表示）序列由华中科技大学同济医学院免

疫学系提供，DH5琢感受态为天根公司产品，BJ5183感受态、穿

梭质粒 pShuttle-CMV、pAdTrack-CMV及腺病毒基因组骨架质

粒 pAdEasy-1均由华中科技大学同济医学院附属同济医院肿

瘤生物医学中心保存。

1.2 试剂

PCR引物由美国 Invitrogen公司合成， V、 I、 I、

I、 I、 lI、 I、 I、 I 等限制性内切酶购自日本

TAKARA公司，T4 DNA连接酶、凝胶回收试剂盒为美国 Fer-

mentas公司产品，质粒提取试剂盒为中国博大泰克公司产品。

1.3 方法

1.3.1 质粒的构建及鉴定

1）扩增抗 tmTNF-琢抗体轻链、重链片段
分别用 PCR扩增并纯化轻链、重链序列，扩增引物序列如

下：

轻 链 ：5'-GCTAGCTAGCTAGCATGCAGACAGTCA-

CACTTCGAT

1

3’-GCCGACGCGTCGTTATAATTCTACCGTTCGACG CT

重链：5'’-GGCCTAGTCGACCTAGCATGGATCAGCTGT

GGTCA

3'-GGCGTGCGGCCGCAGCTAGAGCAGACTCACCTGC

1

2）改造 pShuttle-CMV质粒多克隆位点

①人工合成一段长度 20 bp左右的多克隆位点片段，此片

段包含以下多克隆位点：- I- I- I- I- V-，片

段序列为：5'-ctcgaggctagctagcctnaggcgacgcgtgatatc-3'，将人工合

成的片段退火、解链，得到两端为 I和 V酶切位点的

单链 DNA用于后续连接反应。

②将 pShuttle-CMV以 XhoI和 EcoRV双酶切并纯化。
③将退火处理后的人工合成序列与双酶切后的 pShut-

tle-CMV 连接，使 pShuttle-CMV 的多克隆位点变为：-CMV-

II- I- I- I- I- I- I- I- V-。

④将连接产物转化 DH5琢感受态，挑取单克隆，提取质粒。

3）改造 pAdtrack-CMV质粒多克隆位点

①将 pAdtrack-CMV以 X I和 I双酶切并纯化，得到

以下片段：- I- III- V-polyA-CMV- I-。

②将改造后的 pShuttle-CMV同样以 I和 I双酶切

并纯化。

将上述两步的酶切纯化片段连接，pShuttle-CMV的多克隆

位 点 变 为 ：-CMV- II- I- I- I- I- III- V-

polyA-CMV- I- I- I- V-polyA，即构建双启动子

的穿梭载体 pShuttle-2CMV。

4）插入轻链和重链序列

①轻链序列含有的酶切位点为：- I-L- I-，用 I和

I双酶切轻链 PCR产物和 pShuttle-2CMV。

②将上述 1) 步骤的酶切产物纯化后连接，连接产物转化

DH5琢，挑取单克隆，提取质粒，得到 pShuttle-2CMV-L。

③ 1 和 1 双酶切鉴定轻链序列插入 pShut-

tle-2CMV。

④重链序列含有的酶切位点为：- I-H- I-，用 SalI和

NotI双酶切重链 PCR产物和 pShuttle-2CMV-L。

⑤将上述④步骤的酶切产物纯化后连接，连接产物转化

DH5琢，挑取单克隆，提取质粒，得到 pShuttle-2CMV-H-L。

⑥ I 和 1 双酶切鉴定重链序列插入 pShut-

tle-2CMV-L。

经过上述改造，使最终得到的 pShuttle-2CMV-H-L的多克

隆位点为：-CMV- I- I- I-H- I- I- III- V-

polyA-CMV- I-L- I- V-polyA。

1.3.2 重组腺病毒表达载体的构建和鉴定

1）将重组质粒 pShuttle-2CMV-H-L以 I酶切线性化。

2）将上一步中酶切后的质粒行琼脂糖凝胶电泳，位置正确

则纯化酶切产物，并测量质粒浓度，取 0. 1滋g酶切产物与 0.1 滋g

pAdEasy-1质粒混匀，加入 BJ5183感受态中混合后，选择适当

程序进行电转化，挑选克隆，依据琼脂糖凝胶电泳结果选择合

适大小重组腺病毒质粒 pAdEasy-H-L，PCR 及 I 酶切鉴定

正确后提取质粒，测定浓度备用。

3）将上述电转化 BJ5183的 LB平皿经 37℃下 12-16 h培

养，平皿上长出密布的针尖大小克隆，用无菌牙签或枪头小心

挑取单克隆，置于 3-5 mL相同抗性 LB液体培养基中，37℃恒

温摇床内振摇 12-14 h，小提重组质粒，琼脂糖凝胶电泳挑选位

置正确的克隆，得到正确位置的重组克隆质粒用 I酶切鉴

定，观察切下的重组片段是否位于 4.5 kb或 3 kb位置，以证实

重组克隆的正确性[20]。

1.4 统计学处理

数据以(均数± 标准差)表示，采用 SPSS 13.0统计学软件

包进行分析，2检验进行率的比较，组间差异用 t检验进行比

较，以 P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 重组穿梭质粒载体 pShuttle-2CMV的鉴定

如图 1 所示，泳道 2#-4# 中 pAdtrack-CMV、pShut-
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tle-2CMV-H-L、pShuttle-2CMV-H质粒位置正确，条带清楚；而

泳道 6#-7#分别为双酶切鉴定上述质粒的电泳图，6#切下片

段为含有一个 CMV的序列，7#切下条带为轻链序列，8#切下

条带为重链序列，上述切下条带位置正确、条带清晰，证明重组

腺病毒穿梭质粒 pShuttle-2CMV构建成功，轻链、重链序列成

功插入穿梭质粒。

2.2 重组腺病毒质粒的鉴定

如图 2 所示，泳道 3#-5# 分别为腺病毒骨架质粒

pAdeasy-1、重组腺病毒质粒 pAdeasy-1-tmTNF-琢、以及
pAdeasy-1-tmTNF-琢用 PacI酶切鉴定的电泳条带，各条带位置

正确、条带清晰，酶切鉴定证明重组腺病毒质 粒

pAdeasy-1-tmTNF-琢构建成功。
3 讨论

基因治疗是一种新的肿瘤治疗手段，可利用基因工程技术

将一段有一定功能的外源性基因整合或通过载体运送到体内，

通过靶向抗原、化疗药增敏等机制使肿瘤细胞生长受抑或被直

接杀伤，随着分子克隆技术的进步及人们对肿瘤病因、免疫、药

理及分子机制等研究的不断深入，肿瘤的基因靶向治疗已成为

提高疗效、减少毒副作用的重要方法。腺病毒系统具有宿主范

围广、感染效率高、可容纳外源基因插入片断大、病毒制备相对

容易、腺病毒本身很少和被感染细胞发生基因整合等特点，逐

渐成为肿瘤基因治疗中应用最广泛的载体之一。

目前针对 TNF-琢的抗体制剂(如 Infliximab等)大多只能靶

向 sTNF-琢，利用抗体中和血清中的 sTNF-琢，在临床应用中常
需要输注大量抗体才能起到一定治疗作用。对于因 tmTNF-琢
致病的疾病则没有明显效果，抗体在中和 sTNF-琢后，tmTNF-琢
往往还在发挥其重要的致病作用，使病情得不到良好控制[19]。

这些现象造成了诸多弊端，比较突出的有以下两点：(1)在 tmT-

NF-琢相关疾病尤其是肿瘤性疾病中，大量输注抗体制剂难以
控制病情，将造成抗体治疗费用昂贵以及抗体制剂的浪费；(2)

机体中 sTNF-琢担负着许多重要功能，是机体免疫防御的重要
介质，正常水平的 sTNF-琢可以参与调解免疫应答、抗感染、诱
导肿瘤细胞凋亡、促进组织创伤修复等。FDA报道：利用现有

抗体使 sTNF-琢被大量中和后有可能使机体免疫系统失衡，从
而引发一系列不良反应，严重的甚至可能导致二次肿瘤的发

生。提高 TNF-琢抗体制剂的选择性是一个至关重要的问题，一
方面能够通过靶向致病的 TNF-琢分子以抑制其肿瘤致病作用
的某些功能，另一方面保留 TNF-琢所具有的某些对机体有益
的作用，可能成为 TNF-琢靶向治疗的方向。

华中科技大学同济医学院免疫学系通过长期研究，设计出

一段 tmTNF-琢抗原肽，通过此抗原肽免疫动物获得了一株人 /

鼠嵌合型抗 tmTNF-琢单克隆抗体 C1，通过计算机抗体分子空

间构象模拟及测序技术成功获取了该单克隆抗体的轻链、重链

序列，该单克隆抗体能通过特异性识别 tmTNF-琢分子上 TACE

酶切位点结合 tmTNF-琢，与 sTNF-琢则没有亲和力。此抗体具
有独特的优点：能选择性的结合 tmTNF-琢，而不与 sTNF-琢 结
合，通过抗体分子的空间位阻效应阻止 TACE的酶切作用，减

少 sTNF-琢的分泌量，同时并不封闭 tmTNF-琢的功能结构域，
与 tmTNF-琢结合的亲和力极高，在针对 tmTNF-琢阳性肿瘤细
胞的靶向治疗中无疑将发挥重大的作用。这一嵌合型单克隆抗

体的成功制备使得前文所述的两大弊端得到很好的解决。

在上述发现的基础上，我们首先得到了抗 tmTNF-琢单克
隆抗体轻链、重链的完整序列及模板，通过 PCR扩增得到抗体

轻链和重链片段，并成功构建含双启动子的穿梭质粒 pShut-

tle-2CMV，使抗体轻链、重链在载体内共表达。此后我们通过限

制性内切酶酶切反应的载体和重链、轻链片段依次进行连接，

成功得到载有抗体轻、重链序列的穿梭质粒 pShut-

tle-2CMV-H-L，酶切鉴定证实轻链和重链片段成功插入穿梭质

粒。随后通过质粒间同源重组得到重组腺病毒表达载体

pAdEasy-1-tmTNF-琢，酶切鉴定证实重组成功。
单克隆抗体通过多种机制杀伤肿瘤细胞，包括诱导凋亡、

抑制增殖、发挥补体介导的细胞毒效应(CDC)、介导抗体依赖细

胞介导的细胞毒效应(ADCC)等[20]，此外还可通过放疗、化疗增

敏等来达到肿瘤治疗作用。tmTNF-琢单克隆抗体靶向治疗恶性
肿瘤是一项具有显著应用意义的研究，需要进一步深入探索。

上述抗 tmTNF-琢单克隆抗体腺病毒表达载体的成功构建，是
抗 tmTNF-琢抗体靶向治疗走出的第一步。今后我们将在以下

图 1 重组穿梭质粒的酶切鉴定

Fig. 1 Identification of recombinant shuttle plasmid pShuttle-2CMV

图 2 重组腺病毒质粒的酶切鉴定

Fig. 2 Identification of recombinant adenovirus plasmid
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几个方面进一步开展研究：1、通过 AdEasy-1系统包装、扩增、

纯化产生含有单克隆抗体的腺病毒；2、通过 ELISA、Western

Blotting鉴定抗体与抗原的特异性结合能力；3、观察该抗体在

体外能否杀伤肿瘤细胞及其机制；4、研究该抗体对于肿瘤细胞

信号传导通路的影响及其机制；5、通过构建动物荷瘤模型，进

行初步体内实验，观察靶向治疗效果。
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