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  [摘 要] 目的 探讨从制备的单克隆抗体中快速筛选出与滋养层糖蛋白(TPBG)具有高亲和力的单克

隆抗体的方法。方法 采用高通量表面等离子体共振技术(SPR),将不同种属的TPBG通过氨基偶联的方式

固定在GLC传感器芯片上,梯度稀释的抗体作为流通相,筛选能高度亲和TPBG的单克隆抗体,并测定相互作

用的动力学常数。抗体1结合人和食蟹猴TPBG,亲和力分别为65.0、31.6
 

nmol/L;抗体6结合人、小鼠、食蟹

猴TPBG,亲和力分别为77.6、92.1、87.7
 

nmol/L。结果 该研究成功筛选出2种能与TPBG特异性结合的单

克隆抗体。动力学图谱显示,这2种抗体与TPBG蛋白的特异性结合稳定。结论 采用SPR可筛选出与TP-
BG蛋白具有高亲和力的单克隆抗体,为开发出一些新型的抗肿瘤药物提供一种方法。
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[Abstract] Objective To

 

investigate
 

a
 

method
 

of
 

rapidly
 

screen
 

monoclonal
 

antibodies
 

with
 

high
 

affini-
ty

 

to
 

trophoblastic
 

glycoprotein
 

(TPBG)
 

from
 

the
 

prepared
 

monoclonal
 

antibodies.Methods High-through-
put

 

surface
 

plasmon
 

resonance
 

(SPR)
 

technology
 

was
 

used
 

to
 

immobilize
 

TPBG
 

of
 

different
 

species
 

on
 

the
 

GLC
 

sensor
 

chip
 

by
 

amino
 

coupling.Gradient
 

dilution
 

of
 

the
 

antibody
 

was
 

used
 

as
 

the
 

flow
 

phase
 

to
 

screen
 

monoclonal
 

antibodies
 

that
 

can
 

highly
 

affinity
 

TPBG,and
 

the
 

kinetic
 

constants
 

of
 

the
 

interaction
 

were
 

deter-
mined.Antibody

 

1
 

binds
 

to
 

human
 

and
 

cynomolgus
 

monkey
 

TPBG
 

with
 

affinity
 

of
 

65.0
 

and
 

31.6
 

nmol/L,re-
spectively.

 

Antibody
 

6
 

binds
 

to
 

human,mouse
 

and
 

cynomolgus
 

monkey
 

TPBG
 

with
 

affinity
 

of
 

77.6,92.1
 

and
 

87.7
 

nmol/L,respectively.Results This
 

study
 

successfully
 

screened
 

two
 

monoclonal
 

antibodies
 

that
 

can
 

spe-
cifically

 

bind
 

to
 

TPBG.Meanwhile,the
 

specific
 

binding
 

of
 

these
 

two
 

antibodies
 

to
 

TPBG
 

protein
 

was
 

stable
 

by
 

binding
 

kinetic.Conclusion The
 

monoclonal
 

antibodies
 

with
 

high
 

affinity
 

to
 

TPBG
 

protein
 

are
 

screened
 

out
 

by
 

SPR,which
 

provides
 

a
 

method
 

for
 

the
 

development
 

of
 

some
 

new
 

anti-tumor
 

drugs.
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  胚胎滋养层糖蛋白(TPBG)是一种高度
 

N-糖基

化的 蛋 白 质[1-2],也 称 为5T4,是 相 对 分 子 质 量 为

72
 

kD的一种细胞表面分子,可以在母体中的半同种

异体移植物或宿主中的肿瘤存活[3],在胚胎发育时期

的各种滋养层细胞中均有广泛表达。但对于成人来

说,其在正常组织和肿瘤组织的表达中存在明显差

异,正常组织中只有几种细胞有TPBG的表达,在肿

瘤组织中如子宫癌、结肠癌等肿瘤组织中均检测到

TPBG的表达,且其表达量与癌症的治愈率低存在相

关性,甚至在有些肿瘤组织如非小细胞肺癌中TPBG
的表达量高达95%以上[4],同时 TPBG

 

表达有助于

推动癌细胞扩散的过程[5]。因此,开发具有高亲和力

TPBG抗体在肿瘤诊断和治疗上有广阔的应用前景。
表面等离子体共振(SPR)是一种具有极强的快

速性、灵敏度和实时性的一种技术,可以准确地捕捉

到生物分子之间的复杂相互作用[6],其可用于鉴定并
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量化分子相互作用,如蛋白质与其他物质分子相互作

用的结合亲和力[7-9]。ProteOnXPR36的SPR技术具

有独特的6×6结构,能够将6种不同的抗原固定到

一起,并且通过6种不同浓度的抗体将其进行循环,
从而能够完整地捕捉到36种物质之间的相互作用的

反应曲线,同时记录和分析。其优点就是一次进样就

可以分析一种抗体和不同靶抗原之间相互作用的动

力学参数及亲和力常数,大大提高了分析速度和通

量。本研究旨在开发一种利用ProteOnXPR36高通

量SPR技术快速筛选高亲和力TPBG抗体的方法,
并对所得到的抗体进行初步的特性分析。
1 材料与方法

1.1 实验材料

1.1.1 实验试剂 二甲基亚砜(DMSO,美国Sigma
公司);1-(3-二甲氨基丙基)-3-乙基卡巴朴胺/N-羟基

丁二酰亚胺(EDC/NHS,美国GE公司);胰酶(美国

Gibco公司);DMEM培养基(美国Corning公司);胎
牛血清(美国 Gibco公司);细胞裂解液、蛋白酶抑制

剂(PMSF)、30%丙 烯 酰 胺 溶 液、1MTris-HCl(pH
7.4)、

  

10%十二烷基硫酸钠(SDS)、四甲基乙二胺

(TEMED)、BCA试剂盒(美国 Gibco公司);真核表

达质 粒 pIRES(美 国 Clontech 公 司);转 染 试 剂;
HEK293-F(美国Life

 

Technologies公司)、FreeStyle
 

293-F(美国 Life
 

Technologies公司);HisTrap
 

HP
(美国GE

 

Healthcare公司);Triethylamine(美国Sig-
ma-Aldrich公 司);商 业 化 抗 体 (美 国 Invitrogen
公司)。
1.1.2 实验仪器 电子天平(上海天平仪器厂);

 

CO2 细胞培养箱(德国 Thermo公司);离心管(美国

Corning公司);低温高速台式离心机(德国 Thermo
公司);移液枪(德国 Eppendorf公司);HiLoad

 

16/
60Superdex

 

200制备级(美国GE
 

Healthcare公司);
Amicon

 

Ultra滤 器(德 国 Merck
 

Millipore公 司);
ProteOn

 

XPR36(美国BioRad公司)。
1.2 实验方法

1.2.1 TPBG抗原的制备及鉴定 编码人TPBG胞

外段(第25位丝氨酸-第355位丝氨酸)的核苷酸

(genebank参考序列为AAH37161.1)被克隆至真核

表达质粒pIRES中,并在其末端添加His标签。类似

地,将编码小鼠TPBG胞外段(第32位丝氨酸-第361
位丝 氨 酸)的 核 苷 酸 (genebank 参 考 序 列 为

AJ012160.1),食蟹猴TPBG胞外段(第32位丝氨酸-
第361位丝氨酸)的核苷酸(genebank参考序列为

NM_001319624.1)分别克隆至真核表达质粒pIRES。
在HEK293F细胞中瞬时转染含有 TPBG的胞

外域的质粒。简而言之,在FreeStyle
 

293-F表达培养

基中培养细胞。转染前1
 

d,以1×106
 

mL-1 培养基

的密度接种细胞。第2天,每毫升培养基使用1
 

μg质

粒DNA。使用293Free
 

(Life
 

Technologies)转染试

剂进行瞬时转染。将经转染细胞在Erlenmeyer烧瓶

中于37
 

℃和8%CO2 温育4~5
 

d,同时以125~130
 

r/min摇动。4~5
 

d后收获上清液用于纯化。使用

HisTrap
 

HP柱自细胞培养物上清液纯化含有 Avi-
His6标签的重组TPBG。洗脱以咪唑分阶梯度发生。
随后在 HiLoad

 

16/60Superdex
 

200制备级大小排阻

柱上加载亲和纯化的蛋白质。收集产物峰并用Ami-
con

 

Ultra滤器通过超速离心调节体积。最终的贮存

缓冲液由20
 

mol/mL组氨酸、140
 

mol/mL
 

NaCl、pH
 

5.5组成。
纯化后的抗原通过酶联免疫吸附试验(ELISA)

方法鉴定其活性,简单描述如下,将抗原用磷酸盐缓

冲液(PBS)稀释成1
 

μg/mL,包被在酶标板里剂量为

每孔100
 

μL,4
 

℃过夜;第2天加入脱脂奶粉封闭剂,
浓度为5%,每孔剂量为200

 

μL在37
 

℃环境中封闭

1
 

h;然后加入梯度稀释的商业化抗体起始浓度10
 

μg/mL,3倍稀释,7个梯度,每孔100
 

μL,放在37
 

℃
的环境中封闭1

 

h;清洗后,加入3,3',5,5'-四甲基联

苯胺(TMB)显色液,显色10
 

min;最后加入终止液,
上机检测。
1.2.2 TPBG抗体的筛选 本研究使用噬菌体文库

筛选的方法得到多个靶向TPBG的抗体。其中噬菌

体展示文库为库容为1E+11。筛选方法简单描述如

下:包被10
 

μg/mL抗原TPBG于免疫管,4
 

℃过夜。
第2天,用2%

 

MPBS(脱脂奶粉溶于PBS)封闭2
 

h,
然后将噬菌体文库加入包被了抗原的免疫管中结合

1.5
 

h。接着使用PBS进行5~10遍的清洗,以去除

非特异性的噬菌体。最后,使用 Triethylamine进行

洗脱,并将其与1
 

mol/L
 

Tris-HCl
 

(pH
 

7.4)的溶液

进行中和,以感染对数生长期的大肠杆菌TG1。将洗

脱下来的噬菌体扩大培养,并将PEG/NaCl沉淀纯化

扩大后的噬菌体文库被用于下一轮的筛选。此步骤

进行3~4个循环后,用于富集与TPBG特异性结合

的scFv噬菌体克隆。通过ELISA初步筛选培养上

清液,将信号值高的克隆进行原核表达纯化,并用于

ProteOnXPR36高通量SPR系统进行亲和力检测。
1.2.3 ProteOnXPR36高通量SPR系统亲和力测

定 在25
 

℃环境下,PBST被作为运行缓冲液,利用

ProteOn
 

XPR36仪器,对3种不同物种(人、小鼠和食

蟹猴)的TPBG及无关对照蛋白,通过表面等离子共

振技术来测量抗体的动力学速率常数[结合速率

(kon)和 解 离 速 率(koff)及 亲 和 力 平 衡 解 离 常 数

(kD)]。以高水平(直到约5.000
 

RU)和以30
 

μL/min
的速度,通过氨基偶联的方式将不同抗 原 固 定 到

GLM芯片不同的垂直通道上,所述固定过程包括活

化-包被-封闭3个步骤。首先用新鲜制备的1-乙基-3-
(3-二甲基氨基丙基)-碳二亚胺(EDC)和N-羟基琥珀

酰亚胺(sNHS)混合物将所有通道进行活化;随后将

10
 

μg/mL不同抗原溶于pH为4.5的10
 

mol/mL乙

酸钠缓冲液中进行包被,180
 

s后进行注射;最后利用

注射的乙醇胺封闭通道,时间为5
 

min。在动力学测
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定法设置(OSK)中,以100
 

μL/min流速沿着水平通

道注射梯度稀释的抗体(起始浓度100
 

nmol/L,3倍

稀释,5个梯度)进行亲和力检测,其中结合阶段记录

160
 

s,解离阶段记录240
 

s,在第6通道上将注射运行

缓冲液(PBST)用来作为空白参照物。通过同时拟合

结合和解离传感图并使用简单1∶1朗格缪尔(Lang-
muir)结合模型(Prote

 

On
 

Manager
 

Software
 

Version
 

2.1)计算kon和koff。以比率koff/kon计算kD。最

后将50
 

mol/mL的
 

NaOH以100
 

μL/min的速度对

水平通道注射30
 

s进行再生,接着进行下一个抗体的

亲和力检测。
2 结  果

2.1 TPBG的抗原制备及活性鉴定 将纯化的人

TPGB及鼠TPBG抗原通过SDS凝胶电泳分析分子

量及纯度。结果如图1A、B所示,人TPBG和鼠TP-
BG的相对分子质量大小分别在66

 

kD及70
 

kD。使

用商业化抗体,通过ELISA鉴定人TPBG的活性,见
图2。重组表达的人TPBG与商业化抗体具有梯度

依赖的结合活性,可用于候选筛选。

  注:A.人TPBG抗原;B.鼠TPBG抗原。

图1  人TPBG(A)及鼠TPBG(B)SDS凝胶电泳图

图2  人TPBG与商业化抗体的结合试验

2.2 TPBG抗体的初筛鉴定 通过ELISA法鉴定

噬菌体文库筛选的上清,得到多个阳性克隆,挑取其

中10个最好的克隆单独作图,结果如图3所示。其

中大部分克隆只结合人、猴TPBG,只有克隆6与人、
鼠、猴TPBG均结合。

图3  噬菌体筛选上清与TPBG抗原的结合

2.3 TPBG抗体的亲和力测定 通过氨基偶联的方

式在GLM芯片的垂直通道L1和L2上包被人TP-
BG,L3和L4上包被小鼠 TPBG,L5上包被食蟹猴

TPBG,L6上包被无关对照蛋白。见图4。

图4  高通量SPR技术分析检测流程示意图

  利用ProteOnXPR36高通量SPR技术对TPBG
抗体进行筛选,快速检测了不同抗体与不同种属TP-
BG的亲和力(表1),并获得了一个亲和力低于10

 

nmol/L的与人、食蟹猴结合的TPBG抗体和一个与

人、小鼠、食蟹猴TPBG均结合的抗体。抗体1结合

人和 食 蟹 猴 TPBG,亲 和 力 分 别 为 65.0、31.6
 

nmol/L;抗体6结合人、小鼠、食蟹猴TPBG,亲和力

分别为77.6、92.1、87.7
 

nmol/L。
表1  不同抗体与不同种属TPBG的亲和力检测结果

抗体
亲和力kD(M)

人TPBG 小鼠TPBG 食蟹猴TPBG

1 6.50E-09 - 3.16E-09

2 2.80E-08 - 3.25E-08

3 4.11E-08 - 4.76E-08

4 4.73E-08 - 4.87E-08

5 6.17E-08 - 6.29E-08

6 7.76E-08 9.21E-08 8.77E-08

7 1.06E-07 - 8.98E-08

8 1.66E-07 - 1.38E-07

9 2.89E-07 - 4.44E-07

10 3.79E-07 - 4.99E-07

  注:-表示无此项。

3 讨  论

  TPBG
 

作为一种肿瘤相关膜蛋白,在多种恶性肿

瘤中高表达,并且与肿瘤侵袭、转移等生物学行为密

切相关。靶向TPBG的抗体用于癌症的治疗最早被

SHAW等[10]发现。目前,抗体偶联药物作为新型抗

癌药物,是通过连接分子,将小分子细胞毒素与单克

隆抗体分子,偶联结合所形成的药物,具有靶向性和

杀伤性作用,正在引领靶向癌症治疗的新时代[11]。靶

向TPBG的抗体偶联药物及双特异性抗体处于临床

或者临床前研究中[12-13],但抗体偶联药物中选择合适

的抗体也很重要,同时对疗效、药代动力学/药效学特

征和治疗指数产生重大影响。抗体偶联药物中理想
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单克隆抗体应具有靶特异性及较强的靶结合亲和力。
本研究提供了一种基于高通量SPR技术,快速筛选亲

和力高、特异性强的TPBG抗体的方法,并且成功从

抗体库中筛选到2个高亲和力的靶向TPBG抗体,该
抗体可作为治疗TPBG阳性癌症的潜在治疗药物中

的偶联抗体,为下一步的药物研发提供了一些高特异

性、高亲和力的单克隆抗体。
单克隆抗体药物因其明显的特异性强、不良反应

少等优点逐步成为各种疾病的理想治疗药物[14-17],是
目前生物医药领域发展的最热门方向之一[18]。由于

抗体在生物医学研究和临床应用中扮演着非常重要

的角色,其药效和安全性评价均要求抗体具有种属交

叉属性。因在某些情况下,需在多个物种中进行药效

或者毒理研究,种属交叉抗体可以降低抗体开发的成

本和时间,只需研究和开发一种抗体即可满足多种物

种的需要。因此,具有种属交叉属性的抗体对于生物

医学研究和临床应用非常重要,可以实现多种物种共

用一种抗体,以提高实验效率和可行性。本研究提供

的筛选方法,不仅可以高通量筛选高亲和力的结合

TPBG的抗体,还可以同时进行结合不同种属TPBG
的抗体,也为靶向TPBG的抗体在小鼠和食蟹猴中进

行药效、安全性评价提供了可能。
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