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一种双特异性抗原结合构建体及其制备方
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(57)摘要

本发明公开了一种双特异性抗原结合构建

体及其制备方法和应用，所述的构建体包括第一

抗原结合单元和第二抗原结合单元，所述的第一

抗原结合单元为特异性结合免疫细胞表面抗原

的单链可变区抗体片段ScFV，所述的第二抗原结

合单元为特异性结合肿瘤细胞表面抗原Robo1的

Slit2D2蛋白片段。即所述的构建体能够同时结

合免疫细胞表面抗原和肿瘤细胞表面Robo1分

子，从而拉近肿瘤细胞和免疫细胞间的距离，有

效激活静止的免疫细胞，起到杀伤肿瘤的效果，

且具有分子量小、组织穿透性好等优点，对高表

达Robo1肿瘤细胞具有显著的杀伤效果，可用于

抗肿瘤药物的开发。
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1.一种双特异性抗原结合构建体，所述的构建体包括第一抗原结合单元和第二抗原结

合单元，所述的第一抗原结合单元为特异性结合免疫细胞表面抗原CD3的单链可变区抗体

片段ScFV；所述的第二抗原结合单元为特异性结合肿瘤细胞表面抗原Robo1的Slit2D2片

段；

所述的免疫细胞选自：T细胞、NKT细胞和CIK细胞；

所述的单链可变区抗体片段ScFV包括VH和VL；

所述的构建体选自SEQIDNO：6、SEQIDNO：7、SEQIDNO：8和SEQIDNO：9所示的氨基酸序列。

2.如权利要求1所述的构建体，其特征在于，所述的构建体的构建方式包括：VH‑VL‑

Slit2D2、VL‑VH‑Slit2D2、Slit2D2‑VH‑VL、Slit2D2‑VL‑VH。

3.一种如权利要求1或2所述的构建体的制备方法，其具体步骤包括：

（1）重组载体的构建；

（2）转化体的制备和发酵；

（3）构建体蛋白的分离和纯化；

（4）构建体蛋白的鉴定，

步骤（1）包括以下具体步骤：

通过全基因合成得到编码构建体蛋白的基因片段，以其为模板，通过PCR扩增得到PCR

产物，纯化回收，将其克隆至载体质粒中，将得到的重组载体转化到第一宿主细胞后转种到

含有氨苄青霉素的固体培养基中进行繁殖、筛选阳性克隆、通过测序确认载体构建成功并

保种；

所述的载体质粒为pCDNA质粒；

所述的第一宿主细胞包括但不限于大肠杆菌菌株；

步骤（2）包括以下具体步骤：

在第一宿主细胞中提取重组载体；

培养第二宿主细胞，当细胞密度达到2.5×106细胞/毫升时转染已提取的重组载体，成

功转染目标基因的第二宿主细胞为转化体，筛选转化体，进行转化体的发酵，5天后收集上

清；所述的第二宿主细胞包括但不限于ExpiCHO细胞。

4.一种药物组合物，包括权利要求1或2所述的双特异性抗原结合构建体以及药学上可

接受的辅料。

5.一种权利要求1或2所述的双特异性抗原结合构建体在制备抗肿瘤药物中的应用。

6.如权利要求5所述的应用，其特征在于，所述的肿瘤为高表达Robo1的肿瘤及相关疾

病。
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一种双特异性抗原结合构建体及其制备方法和应用

技术领域

[0001] 本发明涉及免疫学技术领域，具体涉及一种双特异性抗原结合构建体及其制备方

法和应用。

背景技术

[0002] Robo是一次跨膜的受体蛋白，在哺乳动物中，已经克隆到4个Robo基因。从物种进

化的角度看，Robo1 ,2,3的胞外部分非常保守，从果蝇到人类都是由5个Ig样功能区和3个

FibronectinIII型重复序列组成。Robos有很短的跨膜区域和一个较长的胞内区；按照序列

的保守性，胞内区被划分为4个更小的区域，分别命名为：CC0,CC1 ,CC2,CC3。Robos胞外的

IgG  domains被认为是与配体Slit结合所必需的，较长的胞内区域则和一些重要的信号分

子相互作用，参与Slit/Robo下游的信号转导，从而完成刺激信号由细胞外部到内部骨架的

传递。目前，已完成slit2与Robo相互作用区域蛋白质的机构解析，发现slit2的第二个结构

域D2与Robo1的Ig1结合，进而启动信号传导。

[0003] 组织病理学检测显示Robo1在多种癌症中过表达，如肝细胞癌、乳腺癌、结肠癌、胰

腺癌、前列腺癌、神经胶质瘤等。有研究显示Robo1在肝癌中大量表达，而在正常组织中只有

少量表达，且84.7％的肝癌组织样本为阳性表达；80％的结肠癌患者的癌组织高度表达

Robo1mRNA，45％的患者是正常组织的4倍，15％的患者是正常组织的12倍，因此Robo1可以

作为一种新的肿瘤相关抗原，是一种潜在的治疗和诊断靶标。

[0004] 分化簇3(CD3)分子仅存在于T细胞表面，常与T细胞受体(T  cell  receptor，TCR)

紧密结合形成TCR‑CD3复合体，具有T细胞活化信号转导，稳定TCR结构的功能。

[0005] 本发明通过提供一种具有分别可结合CD3和Robo1的抗原结合部位的双特异性抗

原结合构建体，可有效地激活静止的T细胞，达到杀伤病变细胞的目的。

发明内容

[0006] 本发明的一个目的是提供一种双特异性抗原结合构建体，所述的构建体包括第一

抗原结合单元单元和第二抗原结合单元，所述的第一抗原结合单元为特异性结合免疫细胞

表面抗原的单链可变区抗体片段(single‑chain  variable  fragment，ScFV，又称为单链抗

体)；所述的第二抗原结合单元为特异性结合肿瘤细胞表面抗原Robo1的Slit2D2片段，其具

有与SEQ  ID  NO：1所示的氨基酸序列至少95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的氨基

酸序列；

[0007] 优选的，所述的免疫细胞选自：T细胞、NKT细胞和CIK细胞；更优选为T细胞；

[0008] 优选的，所述的第一抗原结合单元特异性结合免疫细胞表面抗原CD3；

[0009] 优选的，所述的ScFV包括重链可变区结构域(heavy  chain  variable  region，VH)

和轻链可变区结构域(light  chain  variable  region，VL)；所述的ScFV中，VH通过C末端与

VL的N末端连接，或VH通过N末端与VL的C末端连接；所述的连接可为直接连接，无任何连接

肽，即仅通过形成肽键实现连接；也可通过连接肽实现；优选的，所述的连接通过连接肽实
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现，所述的连接肽为含1‑20个氨基酸的多肽，更优选为10‑16个氨基酸，进一步优选为14个

氨基酸；

[0010] 所述的VH具有与SEQ  ID  NO：2所示的氨基酸序列至少95％、96％、97％、98％、99％

或100％相同的氨基酸序列；

[0011] 所述的VL具有与SEQ  ID  NO：3所示的氨基酸序列至少95％、96％、97％、98％、99％

或100％相同的氨基酸序列；

[0012] 优选的，所述的ScFV具有与选自SEQ  ID  NO：4和SEQ  ID  NO：5所示的氨基酸序列至

少95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的氨基酸序列；

[0013] 优选的，所述的构建体中，Slit2D2通过C末端与ScFV的N末端连接，或Slit2D2通过

N末端与ScFV的C末端连接；所述的连接可为直接连接，无任何连接肽，即仅通过形成肽键实

现连接；也可通过连接肽实现；优选的，所述的连接通过连接肽实现，所述的连接肽为含1‑

10个氨基酸的寡肽，更优选为3‑7个氨基酸，进一步优选为5个氨基酸；

[0014] 在本发明的一个实施例中，所述的构建体的构建方式包括：VH‑VL‑Slit2D2、VL‑

VH‑Slit2D2、Slit2D2‑VH‑VL、Slit2D2‑VL‑VH，“‑”表示连接键或连接肽。

[0015] 在本发明的一个优选实施例中，所述的构建体具有与选自SEQ  ID  NO：6、SEQ  ID 

NO：7、SEQ  ID  NO：8和SEQ  ID  NO：9所示的氨基酸序列至少95％、96％、97％、98％、99％或

100％相同的氨基酸序列。

[0016] 本发明还提供一种编码上述构建体蛋白的基因。

[0017] 本发明还提供一种上述构建体相关的生物材料，包括含有上述编码构建体蛋白的

基因的重组载体、重组细胞、重组菌株、重组病毒。

[0018] 本发明所述的构建体可人工合成，也可先合成其编码基因，再通过生物表达得到。

[0019] 本发明还提供一种上述构建体的制备方法，其具体步骤包括：

[0020] (1)重组载体的构建；

[0021] (2)转化体的制备和发酵；

[0022] (3)构建体蛋白的分离和纯化；

[0023] 任选的，(4)构建体蛋白的鉴定。

[0024] 所述的步骤(1)包括以下具体步骤：

[0025] 通过全基因合成得到编码构建体蛋白的基因片段，以其为模板，通过PCR扩增得到

PCR产物，纯化回收上述产物，将其克隆至载体质粒中，将得到的重组载体转化到第一宿主

细胞后转种到含有氨苄青霉素(AMP)的固体培养基中进行繁殖、筛选阳性克隆、通过测序确

认载体构建成功并保种；

[0026] 所述的载体质粒为pCDNA质粒，优选为pCDNA4.3；

[0027] 所述的第一宿主细胞包括但不限于大肠杆菌菌株，优选为TOP10菌株；

[0028] 所述的步骤(2)包括以下具体步骤：

[0029] 在第一宿主细胞中提取重组载体；

[0030] 培养第二宿主细胞，当细胞密度达到2.5×106细胞/毫升时转染已提取的重组载

体，成功转染目标基因的第二宿主细胞为转化体，筛选转化体，进行转化体的发酵，5天后收

集上清；

[0031] 所述的第二宿主细胞包括但不限于ExpiCHO细胞。
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[0032] 所述的步骤(3)包括以下具体步骤：

[0033] 取步骤(2)收集的培养液上清，高速离心，分离并纯化构建体蛋白；

[0034] 所述的纯化包括但不限于离子交换层析纯化蛋白。

[0035] 所述的步骤(4)包括以下具体步骤：

[0036] 鉴定融合蛋白的分子量和纯度。

[0037] 所述的融合蛋白的分子量鉴定可以通过一般的蛋白生化手段检测，包括但不限

于：SDS‑PAGE、Western  blotting、质谱MS等。

[0038] 所述融合蛋白的纯度通过SEC‑HPLC检测蛋白。

[0039] 本发明还提供一种药物组合物，包括上述双特异性抗原结合构建体，以及药学上

可接受的辅料。

[0040] 本发明所述的药物组合物可以为片剂(包括糖衣片剂，膜包衣片剂，舌下片剂，口

腔崩解片，口腔片剂等等)，丸剂，粉剂，颗粒剂，胶囊剂(包括软胶囊，微胶囊)，锭剂，糖浆

剂，液体，乳剂，混悬剂，控制释放制剂(例如，瞬时释放制剂，缓释制剂，缓释微囊)，气雾剂，

膜剂(例如，口服崩解膜剂，口腔粘膜‑粘附膜剂)，注射剂(例如，皮下注射，静脉注射，肌内

注射，腹膜内注射)，静脉滴注剂，透皮吸收制剂，软膏剂，洗剂，粘附制剂，栓剂(例如，直肠

栓剂，阴道栓剂)，小药丸，鼻制剂，肺制剂(吸入剂)，眼睛滴剂等等，口服或胃肠外制剂(例

如，静脉内，肌内，皮下，器官内，鼻内，皮内，滴注，脑内，直肠内等给药形式，给药至肿瘤的

附近和直接给药至病变处)。优选的，所述的药物组合物为注射剂。

[0041] 本发明所述的药学上可接受的辅料优选为药学上可接受的注射剂辅料，例如等渗

的无菌盐溶液(磷酸二氢钠、磷酸氢二钠、氯化钠、氯化钾、氯化钙、氯化镁等，或上述盐的混

合物)，或干燥的例如是冷冻干燥的组合物，其适当地通过加入无菌水或生理盐水形成可注

射溶质。

[0042] 本发明还提供一种上述双特异性抗原结合构建体在制备抗肿瘤药物中的应用。

[0043] 本发明还提供一种上述双特异性抗原结合构建体在抗肿瘤药物的筛选和药效评

价中的应用。

[0044] 优选的，所述的肿瘤为高表达Robo1的肿瘤及相关疾病，此处所述的高表达指肿瘤

细胞中Robo1的表达水平高于正常细胞中其表达水平。

[0045] 本发明中术语“结构域”是指是生物大分子中具有特异结构和独立功能的区域，例

如Slit2蛋白D2结构域是指Slit2蛋白中4个富含亮氨酸的重复序列中的第二结构域。

[0046] 本发明提供的双特异性抗原结合构建体，能够同时结合免疫细胞表面抗原和肿瘤

细胞表面Robo1分子，尤其是免疫细胞表面CD3分子和肿瘤细胞表面Robo1分子，从而拉近肿

瘤细胞和免疫细胞间的距离，有效激活静止的免疫细胞，尤其是T细胞，起到杀伤肿瘤的效

果，与传统抗体相比，具有分子量小、组织穿透性好等优点，对高表达Robo1肿瘤细胞具有显

著的杀伤效果，可用于抗肿瘤药物的开发。实验表明，本发明的双特异性抗原结合构建体

VH‑VL‑Slit2D2、LV‑VH‑Slit2D2、Slit2D2‑VL‑VH、Slit2D2‑VH‑VL对乳腺癌细胞MDA‑MB‑

231、肝癌细胞SMCC7721均具有较高的杀伤活性。

附图说明

[0047] 图1为本发明的双特异性抗原结合构建体的构建示意图。
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[0048] 图2为本发明的双特异性抗原结合构建体表达载体图谱。

[0049] 图3为实施例1中双特异性抗原结合构建体蛋白的SDS‑PAGE电泳图，其中M为标志

物泳道，6和7为双特异性抗原结合构建体蛋白泳道。

[0050] 图4为实施例2中检测药物活性的肿瘤杀伤实验结果。

具体实施方式

[0051] 下面将结合本发明实施例中的附图，对本发明实施例中的技术方案进行清楚、完

整地描述，显然，所描述的实施例仅是本发明一部分实施例，而不是全部的实施例。基于本

发明中的实施例，本领域普通技术人员在没有作出创造性劳动前提下所获得的所有其他实

施例，都属于本发明保护的范围。

[0052] 实施例1：双特异性抗原结合构建体Slit2D2‑ScFV的制备

[0053] 本实施例制备的双特异性抗原结合构建体为Slit2D2‑VH‑VL，其构建示意图如图1

所示。

[0054] 1.蛋白表达

[0055] 1.1实验材料：

[0056] 细胞株：ExpiCHO‑STMcells(Gibco  Catalog  No.A29127)

[0057] 转染试剂盒：ExpiFectamine TMCHO  Transfection  Kit(Gibco  Catalog 

No.A29129)OptiPROTMSFM(Gibco  Catalog  No.12309‑050)

[0058] 培养基：ExpiCHOTMExpression  Medium(Gibco  Catalog  No.A29100‑01)

[0059] pCDNA3.4质粒载体(Invitron)

[0060] 1.2实验过程：

[0061] 依据设计的Slit2D2‑ScFV的基因序列(如SEQ  ID  NO：8所示)，通过全基因合成得

到Slit2D2‑VH‑VL基因片段，并以其为模板通过PCR扩增得到PCR产物，用胶回收试剂盒纯化

回收上述产物。根据T‑A克隆原理，将其克隆至pCDNA3.4载体中，重组质粒图谱如图2所示，

然后转化至大肠杆菌TOP10中，氨苄青霉素筛选并挑取阳性克隆，并通过测序确认载体构建

成功。用无内毒素DNA提取试剂盒提取质粒DNA，用于转染ExpiCHO‑STM细胞。培养ExpiCHO‑

STM细胞，培养条件为：37℃、含8％CO2的培养箱，摇床培养，当密度达到2.5×106细胞/毫升

时进行转染。在ExpiCHOTMExpression  Medium中培养转染后的ExpiCHO‑STM细胞，转染5天后

收集培养液上清，高速离心，保留上清，用于后续纯化。

[0062] 2.蛋白纯化

[0063] 2.1实验仪器和材料：

[0064] AKTA蛋白纯化系统；

[0065] Binding  Buffer：20mM磷酸盐、0.5M  NaCl、20mM咪唑，调pH至7.4；

[0066] Elution  Buffer：20mM磷酸盐、0.5M  NaCl、500mM咪唑，调pH至7.4；

[0067] 去离子水；

[0068] 20％的乙醇溶液；

[0069] 2.2实验过程：

[0070] (1)启动AKTA设备，将His柱与AKTA连接；

[0071] (2)使用3‑5个柱体积的去离子水清洗His柱；
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[0072] (3)使用5个柱体积的Binding  Buffer平衡His柱；

[0073] (4)取出过滤的细胞上清液，依次流过His柱；

[0074] (5)使用Binding  Buffer清洗杂蛋白，直至UV280处吸光值趋近于0；

[0075] (6)使用Elution  Buffer洗脱目的蛋白，当UV280>400的时候开始收集洗脱液；

[0076] (7)PBS于4℃透析收集的蛋白洗脱液，透析后的蛋白保存于‑80℃；

[0077] (8)蛋白收集结束后，使用10个柱体积的Binding  Buffer冲洗His柱；

[0078] (9)使用10个柱体积的去离子水清洗His柱；

[0079] (10)使用10个柱体积的20％的乙醇清洗His柱，并将His柱保存于20％的乙醇中，4

℃存放；

[0080] (11)透析袋透析去除盐离子，置换为PBS溶液保存蛋白。

[0081] 注：a.纯化过程中所使用的试剂均需用0.45um滤膜过滤。

[0082] b.纯化过程中禁止空气进入His柱。

[0083] c.整个过程应在冰上操作，以防蛋白失活。

[0084] 2.3实验结果

[0085] 利用上述纯化过程获得目的蛋白，其SDS‑PAGE电泳图如图3所示。由图3可知，目的

蛋白分子量约为55KD，且纯度非常高，未检测到杂蛋白，表明已成功构建Slit2D2‑VH‑VL的

重组表达载体，并实现其在宿主细胞中的表达。

[0086] 实施例2肿瘤杀伤实验检测药物活性

[0087] 采用乳酸脱氢酶(lactate  dehydrogenase；LDH)释放法测定药物对肿瘤细胞的杀

伤活性。

[0088] 1.1实验材料：

[0089] 检测试剂盒：CytoTox Non‑Radioactive  Cytotoxicity  Assay  kit

(promega)；

[0090] 试剂盒成分：5vials  Substrate  Mix、60ml  Assay  Buffer、25μl  LDH  Positive 

Control、5ml  Lysis  Solution(10X)、65ml  Stop  Solution；

[0091] 靶细胞：乳腺癌细胞MDA‑MB‑231、肝癌细胞SMCC7721、PBMC；

[0092] 药物：双特异性抗原结合构建体蛋白Slit2D2‑VH‑VL(实施例1制备纯化得到)；

[0093] 培养基：DMEM(10％FBS，5％双抗)(Gibco)、T细胞培养基(Gibco)；

[0094] 试剂准备：Assay  Buffer在37℃下孵育，取12ml  Assay  Buffer加入Substrate 

Mix瓶中配制成CytoTox Reagent。

[0095] 1.2实验过程

[0096] (1)取靶细胞(MDA‑MB‑231/SMCC7721)，按100μl/4×103/孔加入96孔板；

[0097] 取效应细胞PBMC，按100ul/2×105/孔加入96孔板(即效靶比50:1)；

[0098] 药物设为3个梯度：1.2ug/ml、0.12ug/ml、0.012ug/ml；

[0099] LDH释放对照组的设计(每组均设6个复孔)：

[0100] (a)培养液对照组：单纯无血清1640培养液；

[0101] (b)LDH低释放组：靶细胞4×103/孔；

[0102] (c)LDH高释放组：靶细胞4×103/孔(培养结束后处理)；

[0103] (d)效应细胞对照组：PBMC  2×105/孔；
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[0104] (2)将已加入细胞的96孔板置于37℃、体积分数5％CO2的培养箱中培养过夜(18‑

24小时)；

[0105] (3)培养结束后，在LDH高释放组中加入细胞裂解液(Lysis  Solution10X)，10μl/

孔，37℃孵育45‑60min；

[0106] (4)将每孔细胞分别转移到EP管中，1000rpm离心5min；

[0107] (5)取50ul上述离心所得的上清液，加入酶标板中，于每孔中加入50ul  CytoTox

Reagent，室温孵育30min；

[0108] (6)于每孔中加入50ul终止液(Stop  Solution)终止反应；

[0109] (7)利用酶标仪检测步骤(6)得到的样品在492nm处的吸光度数值。

[0110] 1.3实验结果：

[0111] 对肿瘤细胞的杀伤活性的计算公式为：

[0112]

[0113] 实验结果如图4所示，由图4可知，药物(实施例1制备纯化的双特异性抗原结合构

建体蛋白Slit2D2‑VH‑VL)对肝癌细胞SMCC‑7721和乳腺癌细胞MDA‑MB‑231细胞均具有显著

的杀伤活性，且其杀伤活性随药物浓度升高而增强。

[0114] 以上所述仅为本发明的较佳实施例而已，并不用以限制本发明，凡在本发明的精

神和原则之内，所作的任何修改、等同替换等，均应包含在本发明的保护范围之内。
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