
(19)中华人民共和国国家知识产权局

(12)发明专利

(10)授权公告号 

(45)授权公告日 

(21)申请号 201511021748.0

(22)申请日 2015.12.30

(65)同一申请的已公布的文献号 

申请公布号 CN 106928360 A

(43)申请公布日 2017.07.07

(73)专利权人 广西医科大学

地址 530021 广西壮族自治区南宁市双拥

路22号

(72)发明人 赵永祥　卢小玲　

(74)专利代理机构 深圳市顺天达专利商标代理

有限公司 44217

代理人 郭伟刚　周娇娇

(51)Int.Cl.

C07K 16/28(2006.01)

C12N 15/13(2006.01)

G01N 33/68(2006.01)

A61K 39/395(2006.01)

A61P 35/00(2006.01)

B01J 20/24(2006.01)

B01D 15/08(2006.01)

B82Y 30/00(2011.01)

(56)对比文件

CN 103421115 A,2013.12.04

CN 104447988 A,2015.03.25

审查员 黄炎

 

 

(54)发明名称

一种CD105纳米抗体Nb68

(57)摘要

本发明公开了针对于CD105多肽分子抗原表

位的一种CD105纳米抗体，同时还公布了编码该

CD105纳米抗体的基因序列以及能够表达该

CD105纳米抗体的表达载体和宿主细胞，并且公

开了该CD105纳米抗体的用途。通过本发明公开

的CD105纳米抗体、基因序列及宿主细胞等，可以

在大肠杆菌内高效表达出CD105纳米抗体，其与

CD105免疫反应特异性好、亲和力高，可应用于制

备CD105检测试剂或抗肿瘤药物等。
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1.一种CD105纳米抗体，其特征在于，所述CD105纳米抗体为针对CD105表位的纳米抗

体，其VHH链的氨基酸序列如SEQ  ID  NO：9所示。

2.一种针对CD105纳米抗体的VHH链，包括框架区FR和互补决定区CDR，其特征在于，所

述框架区FR包括下组的FR的氨基酸序列：SEQ  ID  NO：1所示的FR1，SEQ  ID  NO：2所示的FR2，

SEQ  ID  NO：3所示的FR3，SEQ  ID  NO：4所示的FR4；所述互补决定区CDR包括下组的CDR的氨

基酸序列：SEQ  ID  NO：5所示的CDR1，SEQ  ID  NO：6所示的CDR2，SEQ  ID  NO：7所示的CDR3。

3.一种DNA分子，其特征在于，它用于编码选自下组的蛋白质：权利要求1所述的CD105

纳米抗体，或者权利要求2所述的针对CD105纳米抗体的VHH链。

4.根据权利要求3所述的DNA分子，其特征在于，其核苷酸序列如SEQ  ID  NO：8所示。

5.一种表达载体，其特征在于，它含SEQ  ID  NO：8所示的核苷酸序列。

6.一种宿主细胞，其特征在于，它能够表达权利要求1所述的CD105纳米抗体。

7.权利要求1所述的CD105纳米抗体在制备CD105检测试剂或抗肿瘤药物方面的用途。

8.一种CD105检测试剂或抗肿瘤药物，其特征在于，包括权利要求1所述的CD105纳米抗

体。

9.权利要求1所述的CD105纳米抗体在制备结合吸附CD105试剂中的应用。
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一种CD105纳米抗体Nb68

技术领域

[0001] 本发明属于生物医学或生物制药技术领域，更具体地说，涉及一种针对于CD105多

肽分子抗原表位分子的纳米抗体(Nb68)、其编码序列及用途。

背景技术

[0002] CD105又名endoglin ,为内皮细胞细胞膜表达的糖蛋白，是转化生长因子β

(transform  growthfactor ,TGF-β)受体复合物的成分之一，但能独立存在于细胞表面。

CD105含有633个氨基酸，相对分子质量约为68051，是一种与增殖相关的并可被缺氧诱导的

蛋白，其胞膜外部分含有561个氨基酸，跨膜区域含有25个氨基酸，胞膜内部分含有47个氨

基酸，构成CD105的尾部。在CD105的细胞外部分，有4个潜在的糖基化位点，分别是第63位、

96位、109位和282位氨基酸残基。这些糖基化位点可以被N-糖苷酶或内糖苷酶F修饰，因此

证明这些位点具备功能。

[0003] CD105作为一种细胞膜糖蛋白，在增殖的内皮细胞和肿瘤组织的新生血管内皮细

胞中呈过表达，而在正常成熟的血管内皮细胞中不表达或弱表达。它是抑制肿瘤血管生成、

治疗肿瘤的重要靶分子，与肿瘤组织浸润、转移有关。因此，作为一种可靠的肿瘤新生血管

标志物将为临床的诊断、治疗及预后的判断提供重要的参考信息。

[0004] 然而，目前市场上使用的CD105检测试剂主要是通过FITC荧光素标记的抗CD105单

克隆抗体来实现的，这种传统方法存在抗体稳定性差、灵敏度低、生产成本高等缺点。

[0005] 纳米抗体技术，是生物医学科学家在传统抗体的基础上，运用分子生物学技术结

合纳米粒子科学的概念进行的抗体工程革命，从而研发出的最新和最小的抗体分子，最初

由比利时科学家莱曼德.哈马斯在骆驼血液中发现。普通的抗体蛋白由两条重链和两条轻

链组成，而从骆驼血液中发现的新型抗体只有两条重链，没有轻链，这些“重链抗体”能像正

常抗体一样与抗原等靶标紧紧结合，但不像单链抗体那样相互黏连聚集成块。以该“重链抗

体”为基础的纳米抗体不仅分子量只是普通抗体的1/10，而且化学性质也更加灵活，稳定性

好，可溶性高，表达容易且容易获得，并容易偶联其他分子。但是，现有技术中并没有针对

CD105研发出适用的纳米抗体。

发明内容

[0006] 本发明要解决的技术问题在于，针对现有技术中缺乏针对CD105表位的纳米抗体

的缺陷，提供一种CD105纳米抗体，同时提供编码该CD105纳米抗体的DNA分子以及该纳米抗

体的用途等。

[0007] 本发明解决其技术问题所采用的技术方案是：本发明的第一方面，提供了一种

CD105纳米抗体，该CD105纳米抗体为针对CD105表位的纳米抗体，包括两条如SEQ  ID  NO：9

所示氨基酸序列的VHH链。本发明中该CD105纳米抗体可以简称为Nb68。

[0008] 本发明第二方面，提供了一种针对CD105纳米抗体的VHH链，包括框架区FR和互补

决定区CDR，所述框架区FR包括下组的FR的氨基酸序列：SEQ  ID  NO：1所示的FR1，SEQ  ID 
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NO：2所示的FR2，SEQ  ID  NO：3所示的FR3，SEQ  ID  NO：4所示的FR4；所述互补决定区CDR包括

下组的CDR的氨基酸序列：SEQ  ID  NO：5所示的CDR1，SEQ  ID  NO：6所示的CDR2，SEQ  ID  NO：7

所示的CDR3。框架区结构相对保守，主要起着维持蛋白质结构的作用；互补决定区结构相对

多样化，主要负责抗体的识别。

[0009] 优选地，所述针对CD105纳米抗体的VHH链，它具有SEQ  ID  NO：9所示的氨基酸序

列。

[0010] 本发明第三方面，提供了一种DNA分子，它用于编码选自下组的蛋白质：本发明所

述的CD105纳米抗体Nb68，或者本发明所述的针对CD105纳米抗体的VHH链。

[0011] 优选地，所述的DNA分子，它具有SEQ  ID  NO：8所示的核苷酸序列。

[0012] 本发明提供的CD105纳米抗体可通过噬菌体扩增或基因工程重组表达的方式进行

大量制备。噬菌体扩增是指将展示有CD105纳米抗体Nb68的噬菌体，通过生物扩增的方式，

大量繁殖生产展示有CD105纳米抗体Nb68的噬菌体粒子。基因工程重组表达的方式是指将

编码CD105纳米抗体Nb68的基因，通过克隆至表达载体，以蛋白表达的形式进行纳米抗体的

大量制备。

[0013] 本发明的第四方面，提供了一种表达载体，它含SEQ  ID  NO：8所示的核苷酸序列。

[0014] 本发明的第五方面，提供了一种宿主细胞，它可以表达本发明的CD105纳米抗体

Nb68。

[0015] 本发明的第六方面，提供了本发明所述的CD105纳米抗体Nb68在制备CD105检测试

剂方面的用途。本发明的CD105纳米抗体Nb68可以替代传统的CD105抗体，制备CD105检测试

剂，用于检测CD105多肽分子。

[0016] 本发明的第七方面，提供了本发明所述的CD105纳米抗体Nb68在非治疗目的免疫

学检测中的用途。该免疫学检测的类型包括酶联免疫吸附检测、胶体金免疫层析、免疫斑点

杂交等基于抗原抗体特异性反应的免疫学分析检测类型。本发明CD105纳米抗体Nb68在应

用时，可以通过噬菌体扩增获得的展示有CD105纳米抗体Nb68的噬菌体粒子直接用于分析

检测以及将CD105纳米抗体Nb68经过原核生物或真核生物表达后以蛋白的形式进行免疫学

检测分析。

[0017] 本发明的第八方面，提供了本发明所述的CD105纳米抗体Nb68在制备结合吸附

CD105试剂中的应用。例如，可以将本发明CD105纳米抗体制成免疫亲和柱，吸附抓取CD105，

在富集后供进一步的研究等。本发明还提供了CD105纳米抗体Nb68在制备抗肿瘤药物方面

的用途。本发明也相应提供了一种CD105检测试剂或抗肿瘤药物，包括如前所述的CD105纳

米抗体Nb68。

[0018] 实施本发明，具有以下有益效果：本发明首先合成CD105多肽，并使其具有免疫原

性，然后将CD105分子偶联在酶标板上，展示该蛋白的正确空间结构，以此形式的抗原利用

噬菌体展示技术筛选免疫纳米抗体基因库(骆驼重链抗体噬菌体展示基因库)，从而获得了

CD105特异性的纳米抗体基因，将此基因转至大肠杆菌中，从而建立了能在大肠杆菌中高效

表达的纳米抗体株；本发明方法筛选得到的CD105纳米抗体具有与CD105免疫反应特性，且

特异性好、亲和力高，可应用于制备CD105免疫学检测试剂等。
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附图说明

[0019] 下面将结合附图及实施例对本发明作进一步说明，附图中：

[0020] 图1为本发明CD105纳米抗体的氨基酸编号和结构示意图；

[0021] 图2是本发明CD105纳米抗体的DNA电泳图；

[0022] 图3是本发明CD105纳米抗体经镍柱树脂凝胶亲和层析纯化后的SDS-PAGE的电泳

图。

具体实施方式

[0023] 为了使本发明的目的、技术方案及优点更加清楚明白，以下结合附图及实施例，对

本发明进行进一步详细说明。

[0024] 本发明利用噬菌体展示技术，从驼源免疫的单域重链抗体库中筛选能与靶分子

CD105抗原特异性结合的单域重链抗体(VHH)噬菌体克隆，而获得了能在大肠杆菌中高效表

达的纳米抗体株，即CD105纳米抗体Nb68。

[0025] 下面结合具体实施例，进一步阐述本发明。

[0026] 实施例1：针对于CD105的纳米抗体文库的构建：

[0027] (1)首先合成CD105多肽，将1mg  CD105与弗氏佐剂等体积混合，免疫一只新疆单峰

驼，每周一次，共免疫7次，刺激B细胞表达抗原特异性的纳米抗体；

[0028] (2)7次免疫结束后，提取100mL骆驼外周血淋巴细胞并提取总RNA；

[0029] (3)合成cDNA并利用套式PCR扩增VHH；

[0030] (4)利用限制性内切酶PstI及NotI酶切20ug  pComb3噬菌体展示载体(Biovector

中国质粒载体菌株细胞基因保藏中心供应)及10ug  VHH并连接两个片段；(5)将连接产物转

化至电转感受态细胞TG1中，构建CD105纳米抗体文库并测定库容，库容大小为1.85×108。

[0031] 实施例2：针对CD105的纳米抗体筛选过程：

[0032] (1)将溶解在100mM  NaHCO3、pH  8.2中的20ug  CD105偶联在NUNC酶标板上，4℃放

置过夜；

[0033] (2)第二天加入100uL  0.1％酪蛋白，室温封闭1-3h；

[0034] (3)1-3h后，加入100uL噬菌体(5×1011tfu免疫骆驼纳米抗体噬菌展示基因库)，室

温作用1-2h；

[0035] (4)用0.05％PBS+Tween-20洗4-6遍，以洗掉不结合的噬菌体；

[0036] (5)用100mM  TEA(三乙胺)将与CD105特异性结合的噬菌体解离下，并感染处于对

数期生长的大肠杆菌TG1，37℃培养1h，产生并纯化噬菌体用于下一轮的筛选，相同筛选过

程重复3-5轮，逐步得到富集。

[0037] 实施例3：用噬菌体的酶联免疫方法(ELISA)筛选特异性单个阳性克隆：

[0038] (1)从上述3-5轮筛选后含有噬菌体的细胞培养皿中，挑选96个单个菌落并接种于

含有100微克每毫升的氨苄青霉素的TB培养基(1升TB培养基中含有2.3克磷酸二氢钾，

12.52克磷酸氢二钾，12克蛋白胨，24克酵母提取物，4毫升甘油)中，生长至对数期后，加终

浓度1毫摩尔的异丙基硫代半乳糖苷(IPTG)，30-35℃培养过夜。

[0039] (2)利用渗透法获得粗提抗体，并将抗体转移到经抗原包被的ELISA板中，在室温

下放置1-1.5小时。
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[0040] (3)用PBST洗去未结合的抗体，加入一抗鼠抗HA抗体(mouse  anti-HA  tag 

antibody，购自北京康为世纪生物科技有限公司)，在室温下放置1-1.5小时。

[0041] (4)用PBST洗去未结合的抗体，加入anti-mouse  alkaline  phosphatase 

conjugate(山羊抗小鼠碱性磷酸酶标记抗体，购自艾美捷科技有限公司)，在室温下放置1-

1.5小时。

[0042] (5)用PBST洗去未结合的抗体，加入碱性磷酸酶显色液，于ELISA仪上，在405nm波

长，读取吸收值。

[0043] (6)当样品孔OD值大于对照孔OD值3倍以上时，判为阳性克隆孔。

[0044] (7)将阳性克隆孔的菌转摇在含有100微克每毫升的LB液体中以便提取质粒并进

行测序。

[0045] 通过上述实验，本发明得到了6个阳性克隆孔与抗原表现出3倍以上的结合力，视

为初筛阳性克隆株。根据序列比对软件Vector  NTI分析各个初筛阳性克隆株的基因序列，

把CDR1，CDR2，CDR3序列相同的株视为同一克隆株，而其序列不同的株视为不同克隆株，可

以得到一组抗体的VHH链的氨基酸序列如SEQ  ID  NO：9所示。该CD105纳米抗体被编号为

Nb68，其氨基酸编号和结构示意图如图1所示。

[0046] 请参阅图2，为CD105纳米抗体的DNA电泳图。图中标号为M的第一个凝胶孔的DNA条

带是：1000bp的DNA分子标记，后面从左至右标号为1-24的凝胶孔的DNA条带均为CD105纳米

抗体DNA电泳条带。这些1-24凝胶孔的DNA均为CD105纳米抗体DNA的PCR产物，该PCR产物带

约为500bp。

[0047] 实施例4：纳米抗体在宿主菌大肠杆菌中表达、纯化：

[0048] (1)将前面测序分析获得的氨基酸序列如SEQ  ID  NO：9所示的克隆株的质粒电转

化到大肠杆菌WK6中，并将其涂布在LA+glucose即含有氨苄青霉素和葡萄糖的培养平板上，

37℃培养过夜；

[0049] (2)挑选单个菌落接种在5mL含有氨苄青霉素的LB培养液中，37℃摇床培养过夜；

[0050] (3)接种1mL的过夜菌种至330mL  TB培养液中，37℃摇床培养，培养到OD值达到0.6

～1时，加入IPTG，30-35℃摇床培养过夜；

[0051] (4)离心，收菌；

[0052] (5)利用渗透法，获得抗体粗提液；

[0053] (6)经镍柱离子亲和层析可制备纯度达90％以上的蛋白。

[0054] 请参阅图3，为CD105纳米抗体经镍柱树脂凝胶亲和层析纯化后的SDS-PAGE的电泳

图。标号M代表蛋白分子标记，标号Nb68代表本发明实施例4得到的CD105纳米抗体Nb68的

SDS-PAGE条带，图中单位为KDa。结果显示，CD105纳米抗体Nb68的大小约为15KDa，该CD105

纳米抗体Nb68经过上述纯化过程，其纯度可达到95％以上。

[0055] 本发明还对上述实施例4纯化后的CD105纳米抗体Nb68进行了动力学亲和力分析。

实验测得结合速率常数为5.92×104(单位M-1S-1)，解离速率常数为1.71×10-3(单位S-1)，由

此计算得到平衡解离常数为2.89×10-8(单位M)。与从噬菌体文库中选出的其它克隆株的亲

和力数据相比，该CD105纳米抗体Nb68平衡解离常数较低，代表抗体抗原间难以解离，其亲

和力较强。

[0056] 本发明是根据特定实施例进行描述的，但本领域的技术人员应明白在不脱离本发
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明范围时，可进行各种变化和等同替换。此外，为适应本发明技术的特定场合或材料，可对

本发明进行诸多修改而不脱离其保护范围。因此，本发明并不限于在此公开的特定实施例，

而包括所有落入到权利要求保护范围的实施例。

说　明　书 5/5 页

7

CN 106928360 B

7



[0001]

序　列　表 1/5 页

8

CN 106928360 B

8



[0002]

序　列　表 2/5 页

9

CN 106928360 B

9



[0003]

序　列　表 3/5 页

10

CN 106928360 B

10



[0004]

序　列　表 4/5 页

11

CN 106928360 B

11



[0005]

序　列　表 5/5 页

12

CN 106928360 B

12



图1

图2

图3

说　明　书　附　图 1/1 页

13

CN 106928360 B

13


	BIB
	BIB00001

	CLA
	CLA00002

	DES
	DES00003
	DES00004
	DES00005
	DES00006
	DES00007

	BIS
	BIS00008
	BIS00009
	BIS00010
	BIS00011
	BIS00012

	DRA
	DRA00013


