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癌胚抗原单链抗体在细菌表面的展示及其应用

蒋依俐１），　 罗砚曦２），　 翟利娟１），　 谢　 恬１）∗，　 阎　 辉２）∗

（ １） 杭州师范大学整合药学研究院， 杭州　 ３１１１００； ２） 浙江省医学科学院药物研究所， 杭州　 ３１００１３）

摘要　 癌胚抗原（ｃａｒｃｉｎｏｅｍｂｒｙｏｎｉｃ ａｎｔｉｇｅｎ， ＣＥＡ）作为肿瘤标志物，在临床肿瘤诊断及肿瘤靶向治

疗等方面具有重要应用价值。 癌胚抗原单链抗体（ＣＥＡ⁃ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｓｉｎｇｌｅ ｃｈａｉｎ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ，
ＣＥＡ⁃ｓｃＦｖ）能够特异性结合癌胚抗原。 本研究将癌胚抗原单链抗体展示于大肠杆菌细胞表面，分

析其作为癌胚抗原检测平台和细菌靶向载体的可行性。 首先将 ＣＥＡ⁃ｓｃＦｖ 基因克隆到表面展示载

体 ｐＢＡＤ⁃ＯｍｐＡ⁃ｍＣｈｅｒｒｙ 中，经酶切和测序证实，成功构建了重组质粒 ｐＢＡＤ⁃ＯｍｐＡ⁃ｍＣｈｅｒｒｙ⁃ＣＥＡ。
重组菌经阿拉伯糖诱导后可检测到红色荧光，荧光强度在胰酶的作用下降低，全菌 ＥＬＩＳＡ 检测呈

阳性反应，提示融合蛋白和目的蛋白质在重组菌表面展示成功。 由 Ｗｅｓｔｅｒｎ 印迹分析可知，融合蛋

白质的相对分子质量约为 ８５ ｋＤ，符合预期设计。 进一步的研究提示，重组菌在大肠杆菌表面展示

的癌胚抗原单链抗体具有生物活性，能够有效结合 Ａ５４９ 细胞裂解液的癌胚抗原。 在细菌侵染细

胞实验中，与对照组相比，重组菌孵育 Ａ５４９ 细胞后细胞内可明显观察到点状红色荧光，证明重组

菌能够靶向侵入癌胚抗原阳性肿瘤细胞。 本研究为癌胚抗原相关的快速诊断和基于细菌载体的肿

瘤靶向治疗奠定了实验基础。
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　 　 肿瘤标志物是肿瘤早期诊断、转移监测及预后

判断的临床重要参考指标［１］。 血清肿瘤标志物以

其简便、无创和费用低等优点，成为肿瘤研究领域的

热点。 癌胚抗原（ｃａｒｃｉｎｏｅｍｂｒｙｏｎｉｃ ａｎｔｉｇｅｎ， ＣＥＡ）是
一种人类胚胎抗原特性的酸性糖蛋白，其表达水平

与肿瘤的大小及转移等密切相关，是目前研究最广

泛的肿瘤标志物之一。
癌胚抗原单链抗体（ＣＥＡ⁃ｓｃＦｖ）是通过噬菌体

展示（ｐｈａｇｅ ｄｉｓｐｌａｙ）技术筛选出来的能够与癌胚抗

原结合的抗体片段，其分子结构相比于完整抗体更

简单，但仍然具备与相应抗原结合的特异性。 此外，
其较简单的分子结构极大程度地降低了机体的免疫

排斥反应。 癌胚抗原单链抗体在癌胚抗原相关的肿

瘤诊断、预后评估及肿瘤靶向治疗载体构建中具有

重要应用价值。 但癌胚抗原单链抗体主要采用原核

系统表达和纯化，此过程不仅需要破菌处理和蛋白

质的提取纯化，还涉及到繁琐的蛋白质变性⁃复性，
耗时费力，成本昂贵。

细菌表面展示技术是利用锚定蛋白质将异源蛋

白质以融合蛋白质的形式展示于宿主细胞外膜的一

种微生物表面展示技术。 由于被展示的蛋白质能够

保持原有的生物活性，其产物的提取纯化过程也得

到了简化，因此该技术被广泛应用于多个领域［２，３］。
本研究设计将癌胚抗原单链抗体以融合蛋白质形式

展示于细菌表面。 蛋白质在细菌表面展示的策略，
可克服上述常规蛋白质原核表达中涉及的繁琐问

题，该方法系将靶蛋白与某些特定蛋白质载体融合

而“锚定”于细菌表面，从而有利于通过简单的重组

菌培养获得靶蛋白。 更重要的是，靶蛋白在细菌表

面展示，可直接省略免疫检测和蛋白质相互作用实

验中的固相化步骤，省时省力。
Ｌｐｐ⁃ＯｍｐＡ 表面展示系统，是由大肠杆菌脂蛋

白（ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ，Ｌｐｐ）和外膜蛋白 Ａ（ｏｕｔｅｒ ｍｅｍｂｒａｎｅ
ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ，ＯｍｐＡ）两部分构成，二者相辅相成［４］。 大

肠杆菌脂蛋白的功能是将靶蛋白锚定于细菌外膜，
而外膜蛋白 Ａ 区域是转运靶蛋白跨越外膜的关键

区域。 研究证明，靶蛋白与 Ｌｐｐ⁃ＯｍｐＡ 的 Ｃ 端融合

后可有效展示于宿主菌的表面［５，６］。 因此， Ｌｐｐ⁃
ＯｍｐＡ 系统是细菌展示外源蛋白质的优良载体［７，８］。
本研究以大肠杆菌 ＢＬ２１（ＤＥ３）为宿主菌，利用 Ｌｐｐ⁃
ＯｍｐＡ 表面展示系统，将癌胚抗原单链抗体以融合

蛋白方式展示于细菌表面，为基于癌胚抗原的癌症

快速诊断和肿瘤靶向治疗的研究奠定了实验基础。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 菌株、质粒和细胞

大肠杆菌感受态 ＢＬ２１（ＤＥ３）为本实验室保存，
阿拉伯糖诱导表达载体 ｐＢＡＤ⁃ＯｍｐＡ⁃ｍＣｈｅｒｒｙ（表面

展示红色荧光蛋白质）、ｐＢＡＤ⁃Ｚ（空载体）和 ｐＣＢ⁃
ＭＣＺ（胞内表达红色荧光蛋白质）为本实验室构建

（未发表，将另文报道），含 ＣＥＡ⁃ｓｃＦｖ 基因序列的质

粒 ｐＭＤ⁃ＣＥＡ 为德国洪堡大学 Ｇａｂｒｉｅｌ Ｐｅｃｈｅｒ 教授惠

赠。 人肺癌 Ａ５４９ 细胞和人胚肾 ２９３ 细胞为本实验

室保存。
１􀆰 ２　 培养基

大肠杆菌 ＬＢ 培养基购于上海生工公司。
１􀆰 ３　 试剂和仪器

Ｔｒａｎｓ２Ｋ Ｐｌｕｓ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ 购自北京全式金生物

技术有限公司；Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶、限制性核酸内切酶

购自 ＮＥＢ 公司； ＰＣＲ 试剂盒、切胶回收试剂盒、
ＡＢＴＳ （ ２′⁃ａｚｉｎｏ⁃ｂｉｓ⁃３⁃ｅｔｈｙｌｂｅｎｚｔｈｉａｚｏｌｉｎｅ⁃６⁃ｓｕｌｐｈｏｎｉｃ
ａｃｉｄ）显色试剂盒均购自上海生工公司；小鼠 ａｎｔｉ⁃
Ｈｉｓ⁃ｔａｇ 抗体、小鼠抗人癌胚抗原抗体、羊抗小鼠

ＩｇＧ⁃ＦＩＴＣ、羊抗小鼠 ＩｇＧ⁃ＨＲＰ 购自武汉博士德公司；
ＰＣＲ 引物由上海生工公司合成；胰酶、胎牛血清和

ＤＭＥＭ（Ｄｕｌｂｅｃｃｏ‘ ｓ Ｍｏｄｉｆｉｅｄ Ｅａｇｌｅ’ ｓ Ｍｅｄｉｕｍ）培养

基购自 Ｇｉｂｃｏ 公司；其他化学试剂均为国产或进口

分析纯；倒置荧光显微镜为上海光学仪器六厂产品；
核酸电泳装置为上海天能科技有限公司产品；荧光

检测仪器为 ｃｙｔａｔｉｏｎ３，美国伯腾仪器有限公司产品。
１􀆰 ４　 重组质粒的构建

以质粒 ｐＭＤ⁃ＣＥＡ 为模板，ｂｇ⁃ＣＥＡ 和 Ｅｃｏ⁃ＣＥＡ
为上下游引物（Ｔａｂｌｅ １），ＰＣＲ 扩增获得 ＣＥＡ⁃ｓｃＦｖ 片
段。 纯化后以 Ｓｐｅ Ｉ 和 ＥｃｏＲ Ｉ 双酶切并回收酶切产

０７７



第 ７ 期 蒋依俐等： 癌胚抗原单链抗体在细菌表面的展示及其应用

物，与同样双酶切的 ｐＢＡＤ⁃ＯｍｐＡ⁃ｍＣｈｅｒｒｙ 载 体

（Ｆｉｇ． １） 相 连 接， 得 到 重 组 质 粒 ｐＢＡＤ⁃ＯｍｐＡ⁃
ｍＣｈｅｒｒｙ⁃ＣＥＡ（Ｆｉｇ． １）。 构建的重组质粒经酶切和测

序验证，以保证编码框正确。
Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ
Ｐｒｉｍｅｒｓ Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ （５′⁃３′）
ｂｇ⁃ＣＥＡ
Ｅｃｏ⁃ＣＥＡ

ＧＧＡＡＴＴＣＣＡＴＡＴＧＧＡＴＡＴＣＧＧＡＴＣＣＡＴＧＧＣＴＣＴＣＧＡＣＡＡＧＧＣＧＴ
ＣＣＧＣＴＣＧＡＧＡＴＴＡＧＡＡＴＴＣＡＣＴＡＧＴＡＧＡＴＣＴＣＧＧＧＣＣＴＴＴＧＣＴＧＣＣＧＴＧＡＴＴＧＴＣＧＣＣＡＣＴＣＡＡＣＧ

Ｆｉｇ． １　 Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｋｅｙ ｅｌｅｍｅｎｔｓ 　 　 Ｐ⁃ＢＡＤ： Ａｒａｂｉｎｏｓｅ⁃ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ
ｐｒｏｍｏｔｅｒ． Ｌｐｐ⁃ＯｍｐＡ： Ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｅｎｃｏｄｉｎｇ ｆｕｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｍａｊｏｒ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ ｓｉｇｎａｌ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｆｒａｇｍｅｎｔ ａｎｄ ａ ｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｏｕｔｅｒ
ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ． ｍＣｈｅｒｒｙ： Ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｅｎｃｏｄｉｎｇ ｒｅｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ． Ｚｅｏ： Ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｇｅｎｅ ｏｆ Ｚｅｏｃｉｎ． ＣＥＡ： Ｔｈｅ ｇｅｎｅ
ｃｏｄｉｎｇ ＣＥＡ⁃ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｓｉｎｇｌｅ ｃｈａｉｎ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ （ＣＥＡ⁃ｓｃＦｖ）． Ｈｉｓ： Ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｅｎｃｏｄｉｎｇ ６Ｘ Ｈｉｓｔｉｄｉｎｅ⁃ｔａｇ （Ｈｉｓ ｔａｇ）

１􀆰 ５　 融合蛋白的诱导表达和 Ｗｅｓｔｅｒｎ 印迹鉴定

参照文献［９，１０］ 方法。 重组质粒转化于大肠

杆菌 ＢＬ２１（ＤＥ３）中用于表达分析，大肠杆菌感受态

的制备和转化按照分子克隆实验指南（第三版）中

方法进行。 前 １ ｄ 将鉴定正确的重组菌摇菌过夜，
第 ２ 天按 １∶ １００ 接种到新鲜的含 ５０ ｍｇ ／ Ｌ 氨苄青霉

素和 ５０ ｍｇ ／ Ｌ 博来霉素的 ＬＢ 液体培养基中，振荡

培养至 Ａ 值为 ０􀆰 ４ ～ ０􀆰 ６ 时，加入阿拉伯糖使其终浓

度分别为 ０􀆰 ０００２％ 、０􀆰 ００２％ 、０􀆰 ０２％ 、０􀆰 ２％ 、２％ 。
摇床温度设为 ３０℃，２００ ｒ ／ ｍｉｎ，诱导过夜后取 １ ｍＬ
菌液离心，用 ＰＢＳ 洗 ２ 次，最后用 ２００ μＬ ＰＢＳ 重悬

菌体检测荧光强度。
按以上方法用阿拉伯糖诱导重组菌和 ｐＢＡＤ⁃Ｚ

转化菌（对照），收集菌液离心，ＰＢＳ 洗 ３ 次，最后用

ＰＢＳ 溶液重悬。 加入上样缓冲液，煮沸 １０ ｍｉｎ 后进

行 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ，再将胶上蛋白质转移至硝酸纤维素

膜上。 用 ＴＢＳ⁃Ｔ （０􀆰 １％ Ｔｗｅｅｎ⁃２０ 的 ＴＢＳ） 配制的

５％脱脂奶粉封闭 １ ｈ，再加入 ａｎｔｉ⁃Ｈｉｓ ｔａｇ 抗体，４℃
孵育过夜。 ＴＢＳ⁃Ｔ 充分洗膜后，加入相应的二抗（羊
抗小鼠 ＩｇＧ⁃ＨＲＰ）室温孵育 １ ｈ。 ＴＢＳ⁃Ｔ 充分洗膜，
显色并在暗室曝光。
１􀆰 ６　 胰酶消化实验

参照文献［３，１１］ 方法。 将重组菌按照 １􀆰 ５ 中

的方法诱导重组菌，振荡培养过夜后按 １∶ １００ 接种

到新鲜的含 ５０ ｍｇ ／ Ｌ 氨苄青霉素和 ５０ ｍｇ ／ Ｌ 博来霉

素的 ＬＢ 液体培养基中，振荡培养至 Ａ 值为 ０􀆰 ４ ～
０􀆰 ６ 时，加入阿拉伯糖使其终浓度为 ０􀆰 ２％ ，３０℃，

２００ ｒ ／ ｍｉｎ 诱导 ６ ｈ 取菌液 １ ｍＬ，８ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心

５ ｍｉｎ弃上清，用 ＰＢＳ 洗涤 ２ 次，得到的菌体沉淀用

５００ μＬ 胰酶重悬，３７℃反应 ０ ～ ７ ｍｉｎ。 反应后立即

插入冰中， 并加入 ５００ μＬ 含 １０％ 胎牛血清的

ＤＭＥＭ 培养液终止消化。 再用 ＰＢＳ 洗涤菌体 ２ 次，
８ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ３ ｍｉｎ，沉淀用 ２００ μＬ 的 ＰＢＳ 重

悬，放入酶标板测荧光强度，无荧光表达的 ｐＢＡＤ⁃Ｚ
转化菌和胞内表达红色荧光蛋白的 ｐＣＢ⁃ＭＣＺ 转化

菌用相同条件处理，作为对照。
１􀆰 ７　 全菌 ＥＬＩＳＡ 检测

参照文献［１２，１３］ 方法。 重组菌和 ｐＢＡＤ⁃Ｚ 转

化菌分别经阿拉伯糖诱导过夜，调整菌液 Ａ６００ ＝
１􀆰 ０，离心收集菌体，并用 ＰＢＳ 洗涤 ２ 次。 加入 １ ∶
２００ 稀释的一抗（小鼠 ａｎｔｉ⁃Ｈｉｓ ｔａｇ 抗体），混匀后室

温下反应 ２ ｈ，反应完成后用 ＰＢＳ 洗 ３ 次，８ ０００ ｒ ／
ｍｉｎ 离心 ３ ｍｉｎ 弃上清。 加入 １ ∶ ２ ０００ 稀释的二抗

（羊抗小鼠 ＩｇＧ⁃ＨＲＰ），混匀后室温下反应 １ ｈ，反应

完成后用 ＰＢＳ 洗 ５ 次。 最后用 ＡＢＴＳ 显色试剂盒显

色，重悬菌体，避光反应 ２０ ｍｉｎ，１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心

２ ｍｉｎ后取上清至酶标板，于 ４０５ ｎｍ 检测 Ａ 值。 重

组菌和 ｐＢＡＤ⁃Ｚ 转化菌再分别设置阴性对照组，即
不加一抗只加二抗，其他处理同前面所述。
１􀆰 ８　 靶细胞表面癌胚抗原的检测

在细胞培养瓶（２５ ｃｍ２）中培养 Ａ５４９ 和 ２９３ 细

胞，待细胞生长至 ８０％ ～ ９０％ ，弃培养液，ＰＢＳ 洗 ２
次，ＥＤＴＡ 处理（不含胰酶，以避免对细胞表面蛋白

质的破坏），消化完成后收集细胞。 细胞用 ４％多聚

１７７
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甲醛固定，室温下反应 ３０ ｍｉｎ，再用 ＰＢＳ 洗涤 ２ 次。
加入 １∶ ２００ 稀释的一抗（小鼠抗人癌胚抗原抗体），
混匀后室温下反应 ２ ｈ，反应完成后用 ＰＢＳ 洗 ３ 次，
１ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ 弃上清。 加入 １∶ ２００ 稀释的

二抗（羊抗小鼠 ＩｇＧ⁃ＦＩＴＣ），混匀后室温下反应 １ ｈ，
反应完成后用 ＰＢＳ 洗 ５ 次，最后用 １００ μＬ ＰＢＳ 重悬

细胞，５２５ ｎｍ 处测荧光强度。 Ａ５４９ 和 ２９３ 细胞再

分别设置阴性对照组，即不加一抗只加二抗，其他处

理同前面所述。
１􀆰 ９　 重组菌结合可溶癌胚抗原的 ＥＬＩＳＡ 检测

冻融裂解液的制备：培养 Ａ５４９ 细胞，待细胞培

养瓶（２５ ｃｍ２ ）的细胞生长至 ８０％ ～ ９０％ 时，弃上

清，用 ＰＢＳ 溶液洗 ３ 次，最后加入 ８００ μＬ ＰＢＳ 溶液，
－７０℃ ／ ３７℃，冻融 ３ 次，最后收集细胞冻融裂解液，
储存于⁃２０℃备用。

参照文献 ［１１， １４ ］ 方法。 重组菌和 ｐＢＡＤ⁃
ＯｍｐＡ⁃ｍＣｈｅｒｒｙ 转化菌诱导后离心收集菌体，调整菌

液 Ａ６００ ＝ １􀆰 ０。 ＰＢＳ 洗涤 ２ 次，分别与癌胚抗原表达

量高的 Ａ５４９ 细胞冻融裂解液混合均匀，室温下反

应 ２ ｈ。 ＰＢＳ 洗涤 ３ 次，加入 １∶ ２００ 稀释的一抗（小
鼠抗人癌胚抗原抗体），室温放置 ２ ｈ。 ＰＢＳ 洗涤 ３
次，加入 １ ∶ ２００ 稀释的二抗（羊抗小鼠 ＩｇＧ⁃ＦＩＴＣ），
室温下反应 １ ｈ。 反应完成后用 ＰＢＳ 洗涤 ５ 次，最
后用 ２００ μＬ ＰＢＳ 重悬菌体，５２５ ｎｍ 处测细菌表面

结合的绿色荧光强度，即检测癌胚抗原单链抗体与

可溶性癌胚抗原的特异性结合能力。 重组菌和

ｐＢＡＤ⁃ＯｍｐＡ⁃ｍＣｈｅｒｒｙ 转化菌再分别设置阴性对照

组，即不加一抗只加二抗，其他处理同前面所述。
１􀆰 １０　 免疫荧光检测

参照文献［１４］ 方法。 重组菌诱导过夜后离心

收集菌体，并将菌体重悬于含 １０ ｇ ／ Ｌ 牛血清白蛋白

的 ＰＢＳ 中，调整 Ａ６００ ＝ １􀆰 ０，将菌体与含癌胚抗原的

冻融裂解液（方法 ２􀆰 ６）混合均匀，室温放置 ２ ｈ。
ＰＢＳ 洗涤后加入 １∶ ２００ 稀释的一抗（小鼠抗人癌胚

抗原抗体），室温放置 ２ ｈ。 ＰＢＳ 洗涤 ３ 次，加入 １ ∶
２００ 稀释的二抗（羊抗小鼠 ＩｇＧ⁃ＦＩＴＣ），室温下放置

１ ｈ，最后将菌体用 ＰＢＳ 洗涤 ５ 次，在荧光倒置显微

镜下观察。
１􀆰 １１　 重组菌侵染细胞实验

参照文献［１５，１６］ 方法。 前 １ ｄ 将 Ａ５４９ 细胞

接种于 ６ 孔板中，３７℃，５％ ＣＯ２培养过夜，弃上清，
用无血清的 ＤＭＥＭ 洗 ２ 次。 重组菌和 ｐＢＡＤ⁃ＯｍｐＡ⁃
ｍＣｈｅｒｒｙ 转化菌分别经阿拉伯糖诱导过夜，离心收

集菌体，调整菌液 Ａ６００ ＝ １􀆰 ０。 用无血清的 ＤＭＥＭ 洗

涤 ２ 次，再用 ５００ μＬ 无血清 ＤＭＥＭ 细胞培养液重

悬细菌沉淀。 将重悬液加入 ６ 孔板中，轻轻摇晃使

之均匀分布，在 ３７℃，５％ ＣＯ２　 条件下放置 ３ ｈ，无
菌 ＰＢＳ 洗 ３ 次以除去未结合的细菌。 最后加入庆

大霉素，使其终浓度为 １００ ｍｇ ／ Ｌ，在 ３７℃条件下作

用 ２ ｈ，以杀死未进入肿瘤细胞内的细菌；无菌 ＰＢＳ
冲洗 ５ ～ ８ 次，倒置荧光显微镜观察。

２　 结果

２􀆰 １　 重组质粒构建成功

将 ＣＥＡ⁃ｓｃＦｖ 基因片段通过 ＰＣＲ 扩增和双酶切

（Ｓｐｅ Ｉ 和 ＥｃｏＲ Ｉ） 插入到同样双酶切的 ｐＢＡＤ⁃
ＯｍｐＡ⁃ｍＣｈｅｒｒｙ 载体中，获得重组质粒 ｐＢＡＤ⁃ＯｍｐＡ⁃
ｍＣｈｅｒｒｙ⁃ＣＥＡ。 经酶切鉴定（Ｆｉｇ． ２）和测序证实，重
组质粒构建成功。

Ｆｉｇ． ２ 　 Ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｅｎｄｏｎｕｃｌｅａｓｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ
ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ ｐＢＡＤ⁃ＯｍｐＡ⁃ｍＣｈｅｒｒｙ⁃ＣＥＡ　 　
１： ｐＢＡＤ⁃ＯｍｐＡ⁃ｍＣｈｅｒｒｙ⁃ＣＥＡ ｄｉｇｅｓｔｅｄ ｗｉｔｈ Ｐｓｔ Ｉ． Ｔｈｅ
ｂａｎｄｓ ａｒｅ ｉｎ ｌｉｎｅ ｗｉｔｈ ｅｘｐｅｃｔａｔｉｏｎｓ； ２： ｐＢＡＤ⁃ＯｍｐＡ⁃
ｍＣｈｅｒｒｙ⁃ＣＥＡ ｄｉｇｅｓｔｅｄ ｗｉｔｈ Ｍｌｕ Ｉ ａｎｄ Ｘｈｏ Ｉ． Ｔｈｅ ｂａｎｄｓ ａｒｅ
ｉｎ ｌｉｎｅ ｗｉｔｈ ｅｘｐｅｃｔａｔｉｏｎｓ； Ｍ： ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒ

２􀆰 ２　 重组菌的融合蛋白诱导表达成功

在重组菌菌液中加入阿拉伯糖，使其终浓度分

别为 ０􀆰 ０００２％ 、 ０􀆰 ００２％ 、 ０􀆰 ０２％ 、 ０􀆰 ２％ 、 ２％ ， 在

３０℃摇菌 ２００ ｒ ／ ｍｉｎ 诱导过夜。 取 １ ｍＬ 菌液洗涤后

用 ２００ μＬ ＰＢＳ 重悬测荧光强度，结果如 Ｆｉｇ． ３Ａ 所

示。 由于融合基因中的标志物是红色荧光蛋白质

（ｍＣｈｅｒｒｙ），因此通过融合蛋白质的荧光检测可证

明融合蛋白质的表达，且在阿拉伯糖浓度为 ０􀆰 ２％
时重组菌荧光强度达到最高。 重组菌表面展示的融

合蛋白质中含有 Ｈｉｓ⁃ｔａｇ 标签，故通过 ａｎｔｉ⁃Ｈｉｓ ｔａｇ 抗

体可鉴定融合蛋白的表达。 Ｗｅｓｔｅｒｎ 印迹检测结果

如 Ｆｉｇ． ３Ｂ 所示，融合蛋白在 ８５ ｋＤ 处出现特征带，
符合预期条带大小。

２７７
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Ｆｉｇ． ３　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｆｕｓｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ Ｅ． ｃｏｌｉ ＢＬ２１ （ＤＥ３） ｃｅｌｌｓ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄ ｗｉｔｈ ｐＢＡＤ⁃ＯｍｐＡ⁃ｍＣｈｅｒｒｙ⁃ＣＥＡ　 　
（Ａ） Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｆｕｓｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｆｔｅｒ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ａｒａｂｉｎｏｓｅ． Ｔｈｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ
ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｂａｃｔｅｒｉａ ｃｈａｎｇｅｄ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ａｒａｂｉｎｏｓｅ， ａｎｄ ｔｈｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｂａｃｔｅｒｉａ
ｒｅａｃｈｅｄ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔ ｗｈｅｎ ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ａｒａｂｉｎｏｓｅ ｗａｓ ０􀆰 ２％ ． （Ｂ） Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｆｕｓｉｏｎ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｗｈｏｌｅ ｃｅｌｌ ｌｙｓａｔｅｓ ａｆｔｅｒ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ａｒａｂｉｎｏｓｅ． Ｔｈｅ ｅｘｐｅｃｔｅｄ ８５⁃ｋＤ ｆｕｓｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ａｎｔｉ⁃Ｈｉｓ
ａｎｔｉｂｏｄｙ （ｌｅｆｔ ｐａｎｅｌ） ． Ｒｉｇｈｔ ｐａｎｅｌ： Ｍａｒｋｅｒ． ｐＢＡＤ⁃Ｚ ｗａｓ ｕｓｅｄ ａｓ ａ ｃｏｎｔｒｏｌ （ｍｉｄｄｌｅ ｐａｎｅｌ）

２􀆰 ３　 融合蛋白质在大肠杆菌表面展示成功

本文癌胚抗原单链抗体与红色荧光蛋白质

（ｍＣｈｅｒｒｙ）串联融合表达，其外膜带有红色荧光，故
重组菌在阿拉伯糖诱导后呈现红色荧光（Ｆｉｇ． ４）。
重组菌外膜展示的融合蛋白质经胰酶处理后结构破

坏，导致菌体荧光强度随之变化。 而胞内表达的红

色荧光蛋白（ｐＣＢ⁃ＭＣＺ）和无荧光标记基因的菌体

（ｐＢＡＤ⁃Ｚ）不受胰酶的影响，从而证明融合蛋白质在

大肠杆菌表面展示成功。

Ｆｉｇ． ４ 　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｆｕｓｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｏｎ ｔｈｅ
ｓｕｒｆａｃｅ ｏｆ Ｅ． ｃｏｌｉ ｂｙ ｔｒｙｐｓｉｎ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ 　 　 Ｔｈｅ
ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｂａｃｔｅｒｉａ （ ｐＢＡＤ⁃
ＯｍｐＡ⁃ｍＣｈｅｒｒｙ⁃ＣＥＡ） ｄｉｓｐｌａｙｉｎｇ ｒｅｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｎ
ｔｈｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｏｖｅｒ ｔｉｍｅ ａｆｔｅｒ ｔｒｙｐｓｉｎ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ． Ｆｏｒ
ｐＣＢ⁃ＭＣＺ ｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ ｒｅｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｌｙ，
ｔｈｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｗａｓ ｎｏｔ ａｆｆｅｃｔｅｄ ｂｙ ｔｒｙｐｓｉｎ． ｐＢＡＤ⁃
Ｚ ｉｓ ｃｏｎｓｉｄｅｒｅｄ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌｓ ｎｏｔ ｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ ｒｅｄ
ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ

２􀆰 ４　 目的蛋白质在大肠杆菌表面展示成功

全菌 ＥＬＩＳＡ 用于鉴定细菌表面展示的蛋白质。
本研究将 ６ × Ｈｉｓ⁃ｔａｇ 序列导入 ＣＥＡ⁃ｓｃＦｖ 目的基因

末端，有利于重组融合蛋白质和目的蛋白质的免疫

检测。 将 ｐＢＡＤ⁃Ｚ 转化菌和重组菌诱导表达后收集

菌体。 用一抗（小鼠 ａｎｔｉ⁃Ｈｉｓ ｔａｇ 抗体）和二抗（羊抗

小鼠 ＩｇＧ⁃ＨＲＰ）相继孵育，显色后检测。 结果显示

（Ｆｉｇ． ５），重组菌加一抗的实验组 Ａ 值是不加一抗重

组菌的 ５ 倍多，而 ｐＢＡＤ⁃Ｚ 转化菌实验组和不加一

抗的阴性对照组 Ａ 值无变化，且重组菌加一抗的实

验组 Ａ 值远高于 ｐＢＡＤ⁃Ｚ 转化菌。 本次实验采用的

是未经破碎的完整细菌，只有表面展示 Ｈｉｓ⁃ｔａｇ 的重

组菌才能被 Ｈｉｓ⁃ｔａｇ 抗体识别，进而与二抗结合，从
而证明重组菌的融合蛋白质和目的蛋白质成功展示

于宿主菌表面。
２􀆰 ５　 Ａ５４９ 细胞表面癌胚抗原的检测

细胞表面的癌胚抗原可通过 ＥＬＩＳＡ 进行鉴定。
细胞固定后直接用一抗（小鼠抗人癌胚抗原抗体）
和二抗（羊抗小鼠 ＩｇＧ⁃ＦＩＴＣ）孵育，于 ５２５ ｎｍ 处测

荧光强度。 结果显示（Ｆｉｇ． ６），Ａ５４９ 细胞经一抗二

抗孵育后荧光强度明显增强，是 ２９３ 细胞的 ３ 倍以

上，且 Ａ５４９ 细胞加一抗二抗的荧光强度是不加一

抗的 ２ 倍以上，说明 Ａ５４９ 细胞表面含有癌胚抗原，
故选用 Ａ５４９ 细胞作为癌胚抗原阳性细胞使用。
２􀆰 ６　 重组菌表面展示的癌胚抗原单链抗体具有生

物活性

Ａ５４９ 细胞表面表达癌胚抗原，故其冻融裂解液

３７７
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Ｆｉｇ． ５　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ ｏｎ ｔｈｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｏｆ
Ｅ． ｃｏｌｉ ｂｙ ｗｈｏｌｅ⁃ｃｅｌｌ ＥＬＩＳＡ 　 　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ ｏｎ ｔｈｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｗａｓ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｐｒｉｍａｒｙ
ｍｏｕｓｅ ａｎｔｉ⁃Ｈｉｓ ａｎｔｉｂｏｄｙ ａｎｄ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｇｏａｔ ａｎｔｉ⁃ｍｏｕｓｅ ＩｇＧ⁃
ＨＲＰ ａｎｔｉｂｏｄｙ， ａｓ ｗｅｌｌ ａｓ ｃｈｒｏｍｏｇｅｎｉｃ ｓｕｂｓｔｒａｔｅｓ ＡＢＴＳ．
Ｔｈｅ ａｂｓｏｒｂａｎｃｅ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｂａｃｔｅｒｉａ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ
ｔｈｅ Ｈｉｓ⁃ｔａｇ ｇｅｎｅ ｉｎｃｕｂａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｐｒｉｍａｒｙ ａｎｄ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ
ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ｗｅｒｅ ｍｏｒｅ ｔｈａｎ ｆｉｖｅ ｔｉｍｅｓ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ｔｈｅ
ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ｏｎｌｙ． Ｈｏｗｅｖｅｒ， ｔｈｅ ａｂｓｏｒｂａｎｃｅ ｖａｌｕｅ
ｏｆ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｄａｔａ ｏｆ ｐＢＡＤ⁃Ｚ⁃ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄ ｂａｃｔｅｒｉａ ｗｉｔｈｏｕｔ
ｔｈｅ Ｈｉｓ⁃ｔａｇ ｇｅｎｅ ｄｉｄ ｎｏｔ ｃｈａｎｇｅ， ｗｈｅｔｈｅｒ ｏｒ ｎｏｔ ｔｈｅ ｐｒｉｍａｒｙ
ａｎｔｉｂｏｄｙ ｗａｓ ａｄｄｅｄ

Ｆｉｇ． ６　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＣＥＡ ｏｎ ｔｈｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｏｆ Ａ５４９ ａｎｄ ２９３
ｃｅｌｌｓ ｂｙ ＥＬＩＳＡ 　 　 Ａ５４９ ａｎｄ ２９３ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｄｉｒｅｃｔｌｙ
ｉｎｃｕｂａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｐｒｉｍａｒｙ ｍｏｕｓｅ ａｎｔｉ⁃ｈｕｍａｎ ＣＥＡ ａｎｔｉｂｏｄｙ
ａｎｄ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｇｏａｔ ａｎｔｉ⁃ｍｏｕｓｅ ＩｇＧ⁃ＦＩＴＣ ａｎｔｉｂｏｄｙ ａｆｔｅｒ ｂｅｉｎｇ
ｆｉｘｅｄ ｂｙ ｐａｒａ⁃ｆｏｒｍａｌｄｅｈｙｄｅ． Ｔｈｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｏｆ
Ａ５４９ ｃｅｌｌｓ ｉｎｃｕｂａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｐｒｉｍａｒｙ ａｎｔｉｂｏｄｙ ａｎｄ
ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｗａｓ ｍｏｒｅ ｔｈａｎ ｔｈｒｅｅ ｔｉｍｅｓ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ
ｔｈａｔ ｏｆ ２９３ ｃｅｌｌｓ

含有大量可溶性癌胚抗原，可作为癌胚抗原母液使

用。 Ａ５４９ 细胞裂解液分别与 ｐＢＡＤ⁃ＯｍｐＡ⁃ｍＣｈｅｒｒｙ
转化菌（表面展示红色荧光蛋白质但不展示癌胚抗

原单链抗体）和重组菌（表面展示红色荧光蛋白和

癌胚抗原单链抗体）室温孵育后，用癌胚抗原一抗

（其与癌胚抗原单链抗体识别位点不同）和二抗（羊
抗小鼠 ＩｇＧ⁃ＦＩＴＣ）孵育，检测荧光强度（Ｆｉｇ． ７）。 重

组菌经一抗二抗孵育后绿色荧光强度明显增强，是
ｐＢＡＤ⁃ＯｍｐＡ⁃ｍＣｈｅｒｒｙ 转化菌和不加一抗的重组菌

的 ３ 倍以上。 此结果证明，表面展示癌胚抗原单链

抗体的重组菌具有生物活性，能够特异性结合可溶

Ｆｉｇ． ７　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｂａｃｔｅｒｉａ ｂｉｎｄｉｎｇ ｔｏ
ｓｏｌｕｂｌｅ ＣＥＡ ｏｆ Ａ５４９ ｃｅｌｌ ｌｙｓａｔｅｓ ｂｙ ｗｈｏｌｅ⁃ｃｅｌｌ ＥＬＩＳＡ　
Ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｂａｃｔｅｒｉａ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｐｒｉｍａｒｙ ｍｏｕｓｅ
ａｎｔｉ⁃ｈｕｍａｎ ＣＥＡ ａｎｔｉｂｏｄｙ ａｎｄ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｇｏａｔ ａｎｔｉ⁃ｍｏｕｓｅ
ＩｇＧ⁃ＦＩＴＣ ａｎｔｉｂｏｄｙ ａｆｔｅｒ ｉｎｃｕｂａｔｉｎｇ ｗｉｔｈ ｓｏｌｕｂｌｅ ＣＥＡ ｏｆ
Ａ５４９ ｃｅｌｌ ｌｙｓａｔｅｓ． Ｔｈｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ
ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｂａｃｔｅｒｉａ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｔｈｅ ＣＥＡ⁃ｓｃＦｖ ｇｅｎｅ ｗｉｔｈ
ｐｒｉｍａｒｙ ａｎｄ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ｗｅｒｅ ｍｏｒｅ ｔｈａｎ ｔｈｒｅｅ ｔｉｍｅｓ
ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄ ｂａｃｔｅｒｉａ （ｐＢＡＤ⁃ＯｍｐＡ⁃
ｍＣｈｅｒｒｙ） ｗｉｔｈｏｕｔ ＣＥＡ⁃ｓｃＦｖ

性癌胚抗原。
２􀆰 ７　 表面展示癌胚抗原单链抗体的重组菌能够有

效结合可溶性癌胚抗原

表面展示癌胚抗原单链抗体的重组菌与可溶性

癌胚抗原孵育后，再利用重组菌结合的可溶性癌胚

抗原与癌胚抗原抗体发生特异性反应，从而使得重

组菌与二抗（羊抗小鼠 ＩｇＧ⁃ＦＩＴＣ）有效结合。 荧光

倒置显微镜观察结果显示（Ｆｉｇ． ８），自带红色荧光的

重组菌与可溶性癌胚抗原及抗体反应后，菌体表面

呈现绿色荧光（ＦＩＴＣ 标记二抗为绿色荧光）。 此实

验结果进一步证明，大肠杆菌表面展示的癌胚抗原

单链抗体能够特异性结合可溶性癌胚抗原。
２􀆰 ８　 重组菌靶向侵入 Ａ５４９ 细胞

如上所述，重组菌表面展示的癌胚抗原单链抗

体能够特异性结合癌胚抗原，故推测重组菌可以靶

向结合癌胚抗原阳性的肿瘤细胞（如 Ａ５４９ 细胞），
从而使重组菌靶向侵入肿瘤细胞。 细菌与 Ａ５４９ 细

胞孵育 ３ ｈ 后经庆大霉素杀死细胞外细菌。 荧光显

微镜观察结果显示（Ｆｉｇ． ９），重组菌孵育 Ａ５４９ 细胞

后，Ａ５４９ 细胞内出现明显的点状红色荧光，说明带

有荧光标记的重组菌已经侵入到 Ａ５４９ 细胞内，而
ｐＢＡＤ⁃ＯｍｐＡ⁃ｍＣｈｅｒｒｙ 转化菌（表面展示红色荧光蛋

白质但无癌胚抗原单链抗体展示）孵育细胞后，未
检测到红色荧光，从而证明了表面展示癌胚抗原单

链抗体的重组菌能够特异性侵入癌胚抗原阳性的癌

细胞。
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Ｆｉｇ． ８　 Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｂａｃｔｅｒｉａ ｃａｎ ｂｉｎｄ ｔｏ ｓｏｌｕｂｌｅ ＣＥＡ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙ　 　 Ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｂａｃｔｅｒｉａ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｐｒｉｍａｒｙ ｍｏｕｓｅ
ａｎｔｉ⁃ｈｕｍａｎ ＣＥＡ ａｎｔｉｂｏｄｙ ａｎｄ ｔｈｅ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｇｏａｔ ａｎｔｉ⁃ｍｏｕｓｅ ＩｇＧ⁃ＦＩＴＣ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｓｕｃｃｅｓｓｉｖｅｌｙ ａｆｔｅｒ ｉｎｃｕｂａｔｉｎｇ ｗｉｔｈ ｓｏｌｕｂｌｅ ＣＥＡ．
（Ａ） Ｂｒｉｇｈｔ ｆｉｅｌｄ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｂａｃｔｅｒｉａ ｓｕｒｆａｃｅ⁃ｄｉｓｐｌａｙｉｎｇ ＣＥＡ⁃ｓｃＦｖ ａｆｔｅｒ ａ ｓｅｒｉｅｓ ｏｆ ｒｅａｃｔｉｏｎｓ． （Ｂ） Ｇｒｅｅｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ
ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｂａｃｔｅｒｉａ ｓｕｒｆａｃｅ⁃ｄｉｓｐｌａｙｉｎｇ ＣＥＡ⁃ｓｃＦｖ． Ｇｒｅｅｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｂａｃｔｅｒｉａ ａｆｔｅｒ
ａ ｓｅｒｉｅｓ ｏｆ ｒｅａｃｔｉｏｎｓ． （ Ｃ） Ｒｅｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｂａｃｔｅｒｉａ ｓｕｒｆａｃｅ⁃ｄｉｓｐｌａｙｉｎｇ ＣＥＡ⁃ｓｃＦｖ． Ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ
ｂａｃｔｅｒｉａ ｄｉｓｐｌａｙｅｄ ｒｅｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｏｎ ｔｈｅ ｓｕｒｆａｃｅ

Ｆｉｇ． ９　 Ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｂａｃｔｅｒｉａ ｃａｎ ｔａｒｇｅｔ ａｎｄ ｉｎｖａｄｅ Ａ５４９ ｃｅｌｌｓ ｓｐｅｃｉｆｉｃａｌｌｙ　 　 （Ａ） Ｂｒｉｇｈｔ ｆｉｅｌｄ ｉｍａｇｅｓ ａｎｄ （Ｂ） Ｒｅｄ
ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ Ａ５４９ ｃｅｌｌｓ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄ ｂａｃｔｅｒｉａ ｗｉｔｈ ｐＢＡＤ⁃ＯｍｐＡ⁃ｍＣｈｅｒｒｙ． Ｎｏ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ
ｉｎ Ａ５４９ ｃｅｌｌｓ ａｆｔｅｒ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ． （Ｃ） Ｂｒｉｇｈｔ ｆｉｅｌｄ ｉｍａｇｅｓ ａｎｄ （Ｄ） ｒｅｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ Ａ５４９ ｃｅｌｌｓ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ
ｂａｃｔｅｒｉａ ｓｕｒｆａｃｅ⁃ｄｉｓｐｌａｙｉｎｇ ＣＥＡ⁃ｓｃＦｖ． Ｔｈｅ ｐｕｎｃｔａｔｅ ｒｅｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｗａｓ ｃｌｅａｒｌｙ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｉｎ Ａ５４９ ｃｅｌｌｓ ａｆｔｅｒ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

３　 讨论

癌胚抗原是由 Ｇｏｌｄ 等于 １９６５ 年在人结肠癌血

清中被发现。 随后的研究显示，癌胚抗原广泛表达

于多种类型的肿瘤细胞，如胃癌［１７］ 和非小细胞肺

癌［１８，１９］等。 因此，癌胚抗原一直是临床上最常用的

肿瘤标志物和检测指标之一［２０］。 而针对癌胚抗原

获得的单链抗体在肿瘤诊断中的作用不容忽视。
癌胚抗原单链抗体（ＣＥＡ⁃ｓｃＦｖ）是通过噬菌体

展示技术筛选出来的能够与癌胚抗原结合的抗体片
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段，在肿瘤诊断方面可代替全抗体，而在肿瘤诊断和

靶向治疗方面具备独特优势。
外膜蛋白 Ａ（ＯｍｐＡ） 在革兰氏阴性菌高度保

守。 通过反向平行的 β⁃链穿过细菌膜，有利于靶蛋

白质的表面展示。 近年来，有研究者利用外膜蛋白

Ａ 将链球菌的免疫原 ＧａｐＣ１⁃１５０ 展示于细菌表面，从
而增强了细胞免疫应答［２１］。 Ｗｅｎｄｅｌ 等将 ＯｍｐＡ 基

因、绿色荧光标记基因和纳米抗体基因融合。 实验

证明，绿色荧光有利于筛选和优化表面展示系统，从
而达到简化蛋白质生产等目的［２２］。 因此，本研究将

ＣＥＡ⁃ｓｃＦｖ 基因融合到含有标志物荧光抗性融合基

因（ｍＣｈｅｒｒｙ⁃Ｚｅｏｃｉｎ）的表面展示载体中，从而使癌胚

抗原单链抗体展示于大肠杆菌表面，探讨基于细菌

表面展示癌胚抗原单链抗体的肿瘤诊断和靶向治疗

的新颖应用。
本文通过 ＰＣＲ 使 ＣＥＡ⁃ｓｃＦｖ 末端带上组氨酸标

签基因（Ｈｉｓ⁃ｔａｇ），纯化后插入到具有标志红色荧光

抗性基因（ｍＣｈｅｒｒｙ⁃Ｚｅｏｃｉｎ）的细菌表面展示载体中。
系列实验（全菌 ＥＬＩＳＡ、胰酶消化实验、免疫荧光实

验等）证明，诱导表达后癌胚抗原单链抗体成功展

示于大肠杆菌表面。 既而本文探讨了表面展示癌胚

抗原单链抗体重组菌的初步应用的可行性。
酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）发明迄今已近半个

世纪（１９７１ 年发明）。 由于其简便易行，无需昂贵仪

器，避免同位素使用及适合于基层单位等优点，至今

仍是最常用的免疫检测方法之一。 但 ＥＬＩＳＡ 也有

缺点，即制备特异性抗体并将抗体或待检抗原包被

在固相支撑物上。 抗体包被过程耗时（一般需过

夜）费力，不易标准化和均一化，容易导致实验参数

变异。 在本研究中，将癌胚抗原单链抗体展示于细

菌表面，一步完成抗体制备和抗体包被（固相化）步
骤，使得重组菌成为 ＥＬＩＳＡ 检测平台系统。 结果表

明，该系统可用于检测细胞裂解液的可溶性癌胚抗

原，而避免了常规 ＥＬＩＳＡ 检测中耗时费力的抗体制

备包被过程，大大缩短了检测时间。
近年来，有研究者将 ａｎｔｉ⁃ＨＥＲ２ ／ ｎｅｕ 抗体展示

于大肠杆菌外膜［１５］。 结果表明，该重组菌可直接侵

入相应受体阳性的癌细胞，其原因在于其表面展示

的抗体对 ＨＥＲ２ ／ ｎｅｕ 高度表达的细胞具有靶向性。
因此，本文将重组菌直接与癌胚抗原阳性的癌细胞

（Ａ５４９ 细胞）孵育。 由 Ｆｉｇ． ９ 可知，表面展示癌胚抗

原单链抗体的重组菌可靶向结合癌胚抗原阳性的癌

细胞，与上述研究结果相符。 此侵染实验结果为基

于细菌载体的肿瘤基因靶向治疗展示了广阔前景。

接下来，本室将对重组菌进行一系列改造，期望重组

菌可以携带一种或多种抗癌药物，再利用重组菌的

靶向性将抗癌药物转运到癌胚抗原高水平表达的肿

瘤细胞中，以提高药物治疗的效果。
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