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Abstract
AIM: To evaluate the expression of recombinant 
and soluble human anti-HBsAg Fab in murine 
liver.

METHODS: The 5-40 μg recombinant plasmid 
pXXUF1-HBs-Fab was transfected by hydrody-
namics-based administration via tail vein into 
C57BL/6 mice within 5 s. Meanwhile the empty 
plasmid transfection group and non-transfection 
group were established. The serum and tis-
sue samples from liver, kidney and spleen of 
these mice were collected 3 d after transfection. 
The expression of genetically engineered Fab 

antibody in vivo was identified by reverse tran-
scription-polymerase chain reaction (RT-PCR), 
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 
and immunohistochemistry both at mRNA and 
protein level.

RESULTS: After transfection with different 
doses (5, 10, 20 and 40 μg) of pXXUF1-HBs-Fab, 
the plasma expression of anti-HBsAg Fab was 
201.3 ± 13.7, 213.1 ± 13.5, 513.6 ± 12.8 and 954.1 
± 12.7 μg/L, respectively, with specific binding 
activities to HBsAg protein. There was a postive 
correlation between the expression of the protein 
and plasmid dose(r = 0.912, P < 0.01). Meanwhile, 
the mRNA of Fd and κ chain were detected in 
liver tissues by RT-PCR. Immunohistochemistry 
showed brown positive granules in the cytoplasm 
of liver cells and Fab protein cohered on the inner 
walls of glomerular capillary lumen and collec-
tors, but the parenchyma cells of the kidney and 
spleen had no expression of Fd, κ chain and the 
target protein. The expression of target protein 
was not observed in both empty plasmid trans-
fection and non-transfection group.

CONCLUSION: The recombinant and soluble 
human anti-HBsAg Fab can be successfully 
expressed in mice, and the expression level is 
increased with the increase of plasmid dose. The 
above study also shows the Fab protein can be 
filtrated through glomerular.
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摘要
目的: 研究人抗HBsAg-Fab重组体在小鼠体内
的表达分泌. 

方法: 将所构建的pXXUF1-HBs-Fab质粒以 
5、10、20和40 μg的剂量分别利用尾静脉液
压法转染C57BL/6小鼠, 建立实验1-4组; 同时

■背景资料
我国肝移植受者
多为乙肝相关终
末期肝病患者, 这
些患者移植后极
易发生乙肝病毒
(HBV)的复发感
染, 而复发后生存
率明显下降. 运用
基因治疗方法在
受者体内表达保
护性抗HBsAg小
分子Fab抗体预防
HBV复发感染的
研究对提高我国
肝移植患者生存
率和生存质量具
有重要意义. 
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■研发前沿
1 裸质粒注射需
要解决长期、稳
定、高水平表达
的问题. 因此可以
使用腺相关病毒
载体转染已达到
长期稳定和高水
平表达的目的. 
2  目前尚无小鼠
HBV感染模型, 体
内检验抗HBsAg
小分子Fab抗体预
防HBV感染功能
还是难题, 只能于
灵长类动物体内
研究其抗HBV感
染能力. 
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设立pXXUF1质粒转染对照组和空白组. 转染
3 d后采集血清和肝、肾、脾等组织标本, 运
用RT-PCR, ELISA和免疫组织化学染色等方
法从基因和蛋白水平分析基因工程抗体人抗
HBsAg-Fab在体内的表达能力. 

结果: 尾静脉液压注射pXXUF1-HBs-Fab组
小鼠血清中证实了人源性Fab蛋白的分泌性
表达, 各实验组血清中表达量分别为201.3±
13.7、213.1±13.5、513.6±12.8和954.1± 
12.7 μg/L, 并具有与HBsAg特异性结合的活
性, 蛋白表达与注射质粒剂量有正相关(r = 
0.912, P <0.01); 对照组和空白组血清中则未测
到目的蛋白. 实验组肝、肾、脾组织RT-PCR
检测可见肝组织中有Fd重链及κ轻链的mRNA
表达; 免疫组织化学检测显示肝细胞胞质中
有棕黄色阳性颗粒, 且部分肾小球毛细血管
腔内壁和肾脏集合管壁可见附着的Fab蛋白, 
肾实质细胞及脾脏均未见Fd重链及κ轻链的
mRNA和目的蛋白表达; 对照组和空白组均未
检测到目的蛋白.

结论: pXXUF1-HBs-Fab成功于小鼠肝脏分泌
表达人抗HBsAg-Fab重组体, 其表达水平与质
粒DNA注射剂量存在正相关关系, 并可通过
肾小球滤过代谢.

关键词: 真核表达; 小分子抗体; 乙肝表面抗原; 小鼠
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0  引言

我国肝移植受者多以乙肝相关终末期肝病患者[1-3], 
这些患者移植后极易发生乙肝病毒(HBV)的复

发感染, 无预防者肝移植后HBV再感染率可达

67%-80%, 而复发后生存率明显下降, 3 a生存率

仅44%, 5 a生存率为17%[4-7]. 运用基因治疗方法

在受者体内表达小分子抗HBsAg抗体预防HBV
复发感染的研究对提高我国肝移植患者生存

率和生存质量具有重要意义. 在前期研究中,我
们已将来源于人源性噬菌体抗体库筛选后的抗

HBsAg抗体的重链Fd段和κ轻链基因构建于重

组腺相关病毒穿梭质粒上, 即pXXUF1-HBs-Fab. 
质粒介导外源基因在体内的表达是研究基因功

能和基因治疗的主要手段. 我们采用尾静脉液

压法建立pXXUF1-HBs-Fab体内转染模型, 探索

小分子抗体基因在小鼠体内的表达情况. 

1  材料和方法

1.1 材料 含有抗人HBsAg 抗体重链Fd段、κ轻
链基因和IRES序列的重组腺相关病毒穿梭质粒

pXXUF1-HBs-Fab为本研究所构建; pXXUF1质
粒由美国匹兹堡大学肖啸教授惠赠; 清洁级健

康C57BL/6(H-2b/b)♂小鼠, 6-8 wk龄, 20-22 g, 由
本所动物中心提供; 质粒去内毒素抽提试剂盒

(Qiagen); HRP－羊抗人Fab抗体及鼠抗人Fab抗
体购(Sigma); 含HBsAg抗原的ELISA板(上海实

业科华生物技术公司); SP免疫组化试剂盒(北
京中山生物技术公司); Trizol RNA分离试剂盒

(Gibco); 逆转录酶M-MLV及oligi dT (Progema); 
高保真DNA聚合酶、dNTP和琼脂糖(Fermentas); 
PCR Marker(华美). PCR引物合成(上海英骏): 
F1: 5'>AGT GGC AGT GCT GGA AAC<3'; F2: 
5'>GCA GAT GTA GGT CTG GGT G<3'; K1: 
5'>GCC GGA CCA GTC AGG ACA T<3'; K2: 
5'>CCG ATT GGA GGG CGT TAT<3'; GADPH 5'
端引物: 5'>ACG GAT TTG GTC GTA TTG GG 
<3'; GADPH 3'端引物: 5'>TGA TTT TGG AGG 
GAT CTC GC<3'. 
1.2 方法 吸取已构建的重组质粒pXXUF1-HBs-
Fab和pXXUF1保种菌液各200 μL分别至100 mL
含100 m g/L氨苄青霉素的L B液体培养基中 , 
37℃剧烈振摇. 将菌悬液收集于离心管中, 4℃
离心15 min, 弃培养液, 使细菌沉淀尽可能干燥. 
按Qiagen去内毒素超纯质粒抽提试剂盒说明书

对pXXUF1-HBs-Fab和pXXUF1进行大量制备, 
ddH2O溶解沉淀. 紫外分光光度计测定质粒DNA
的浓度及纯度. 分别将5-40 μg纯化pXXUF1-
HBs-Fab和20 μg pXXUF1质粒溶解于1.6 mL的
生理盐水中, 通过C57BL/6小鼠尾静脉快速(5 s
内)注射完全部液体. 实验分组: 设立实验1组(注
射pXXUF1-HBs-Fab 5 μg＋生理盐水)、实验2
组(注射pXXUF1-HBs-Fab 10 μg＋生理盐水)、
实验3组(注射pXXUF1-HBs-Fab 20 μg＋生理盐

水)、实验4组(注射pXXUF1-HBs-Fab 40 μg＋生

理盐水)、对照组(pXXUF1＋生理盐水)和空白

组(生理盐水)每组10只. 注射3天后, 采集血清和

肝、肾和脾组织. 
1.2.1 ELISA检测 经小鼠眼眶采血1 mL, 放置2 h
后经2000 r/min离心5 min取血清. 以HBsAg包被

ELISA板, 加入各组小鼠血清及标准人抗HBsAg-
Fab蛋白孵育1 h; 再加入1∶8000稀释的HRP-羊
抗人Fab 100 μL孵育1 h, TMB显色, 于450 nm及

630 nm双波长检测. 
1.2.2 RT-PCR 采用Trizol试剂提取C57BL/6小鼠

■ 相 关 报 道 
目前国内外临床
预防肝移植后乙
肝复发的手段主
要是乙肝免疫球
蛋白(HBIG)、拉
米呋啶等抗病毒
药物、乙肝疫苗
主 动 免 疫 等 .  乙
肝 免 疫 球 蛋 白
(HBIG) 预防是目
前阻止HBV再感
染和改善长期生
存质量最有效的
一种方法, 但这一
措施应用于临床
还存在许多问题: 
治疗费用十分昂
贵; 人源血液制品
来源困难且可能
有病原微生物的
污染; 长期静脉注
射可能造成汞中
毒等. 因而HBIG
实际临床应用受
限, 我国尤为突出. 
   国 内 外 在
HBsAb的人鼠嵌
合抗体、全人源
化抗体片段如Fab
和scFv已开展研
究, 但大多处于抗
体库构建、大肠
杆菌表达、酵母
菌表达或植物细
胞表达等水平, 尚
无用于哺乳动物
基因治疗的研究.
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肝脏、肾脏和脾脏组织的总RNA, 以Oligo dT
为引物逆转录合成单链cDNA. 并F1和F2, K1和
K2为引物扩增抗HBs抗体Fd重链及κ轻链基因. 
RNA提取和RT-PCR方法详见试剂盒使用说明

书. PCR反应条件: 94℃预变性5 min, 循环参数

为; 94℃变性40 s, 55℃退火60 s, 72℃延伸60 s, 
35个循环, 72℃延伸10 min, 同时扩增管家基因

GADPH. 产物经琼脂糖凝胶电泳后鉴定. 
1.2.3 免疫组化检测 取40 g/L多聚甲醛灌注小鼠

肝脏至发白, 剪取1 cm3大小组织固定; 肾脏及脾

脏剪下后肝素盐水冲洗, 一并放入40 g/L多聚甲

醛固定. 石蜡包埋, 标本均作厚度4 μm的连续切

片4张, 分别进行HE和免疫组化染色. 鼠肝单克

隆抗人Fab抗体的工作浓度1∶40. 组化染色参照

SP 试剂盒说明书进行. PBS代替一抗作阴性对

照. 显微镜下观察并照相. 染色结果判定: 光镜下

Fab蛋白以棕黄色颗粒为阳性, 无着色为阴性,并
将着色浅淡的弱阳性也归为阴性.

统计学处理 使用SPSS 11.5软件进行统计分

析. 所有实验数据均以均数±标准差表示, 各组

间差异的两两比较采用t检验, 注射剂量与蛋白

表达量间进行一元线性相关分析, P <0.05时具有

显著统计学意义.

2  结果

Qiagen去内毒素超纯质粒抽提试剂盒制备的重

组质粒pXXUF1-HBs-Fab和pXXUF1浓度分别达

到850 mg/L和800 mg/L. 尾静脉高压注射后, 各
组小鼠均出现一过性心衰, 约30 min后恢复正

常, 成活率达100%. 
2.1 血清ELISA检测 实验组C57BL/6小鼠注射

5 μg, 10 μg, 20 μg和40 μg质粒后血清平均A
值分别为1.78±0.17、1.814±0.165、2.341±
0.131和2.712±0.13; 根据标准曲线计算, 血清中

小分子Fab抗体表达量分别为201.3±13.7 μg/L、

213.1±13.5 μg/L、513.6±12.8 μg/L和954.1
±12.7 μg/L. 对照组和空白组C57BL/6小鼠血

清中则未测到人抗HBsAg小分子Fab抗体. 证实

转染pXXUF1-HBs-Fab的小鼠可以分泌性表达

人源性Fab蛋白, 并具有与HBsAg特异性结合的

活性; 在40 μg pXXUF1-HBs-Fab质粒注射时抗

HBsAg Fab表达最高, 但5 μg和10 μg无明显的

差别, 其他剂量组的表达差异均显著(表1). 不同

pXXUF1-HBs-Fab注射剂量对人抗HBsAg Fab表
达水平的影响见(图1), 蛋白表达与注射质粒剂

量有正相关(r  = 0.912, P <0.01). 
2.2 组织RT-PCR检测 分别以各组小鼠的肝脏、

肾脏和脾脏组织提取的总RNA为模板, 进行RT-
PCR. 在实验组小鼠的肝脏组织中均可检测到人

抗HBsAg抗体Fd重链及κ轻链的mRNA表达, 而
肾脏和脾脏组织未检测; 对照组和空白组小鼠

的肝脏、肾脏和脾脏组织中均未检测到Fd重链

及κ轻链的表达. 图2显示的是实验3组和对照组

肝脏组织的RT-PCR产物凝胶电泳结果, 可见实

■创新盘点
基因工程抗体分
子和抗体片断正
在被越来越多的
用于科学研究和
临床疾病的诊治, 
HBsAb的人鼠嵌
合抗体、全人源
化抗体片段如Fab
和scFv在国内均
已 开 展 研 究 ,  但
大多处于抗体库
构建、大肠杆菌
表达、酵母菌表
达或植物细胞表
达 等 水 平 ,  尚 无
用于临床基因治
疗 的 研 究 .  我 们
已构建了含有抗
HBsAg抗体的重
链 F d 段 和 k 轻 链
基因的真核表达
质 粒 p X X U F 1 -
HBs-Fab. 在本研
究中证明重组抗
HBsAg Fab可以
在哺乳动物细胞
体内分泌表达, 通
过裸质粒注射的
方法主要在肝脏
表达, 并可进入血
液循环, 通过肾脏
代谢.

       

表  1  各转染组血清中人抗HBsAg小分子Fab抗体的含量

分组	             处理因素	      A 值 (mean±SD, n = 10)

pXXUF1-HBs-Fab   5  μg
pXXUF1-HBs-Fab 10  μg
pXXUF1-HBs-Fab 20  μg
pXXUF1-HBs-Fab 40  μg
pXXUF1 
生理盐水

  1.78±0.17a

1.814±0.165a

2.341±0.131ac

2.712±0.13ace

0.008±0.001
0.006±0.002

实验1
实验2
实验3
实验4
对照
空白

aP <0.05 vs 对照与空白组; cP <0.05 vs  实验1与实验2组; 
eP<0.05 vs 实验3组. 图  1  pXXUF1-HBs-Fab注射剂量对人抗HBsAg Fab表达水

平的影响(r = 0.912, P <0.01).

图  2  RT-PCR检测小鼠模型肝细胞中人抗HBsAg小分子Fab
抗体的表达. M: 100  bp DNA Ladder; 1-3: 实验3组(1: Fd, 2: 
κ链, 3: GADPH); 4-6: 对照组(4: Fd, 5: κ链, 6: GADPH).

质粒pXXUF1-HBs-Fab注射剂量 (mg)
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验组和对照组均有内参GADPH的扩增产物, 表
示逆转录过程和PCR过程均成功; 实验组可见长

约468 bp和402 bp的重链Fd段和κ轻链基因条

带, 而未转染组无带. 
2.3 免疫组化检测 体内转染C57BL/6实验组小

鼠肝细胞胞质内可见棕黄色阳性颗粒, 而对照

组肝细胞未见人小分子Fab抗体的表达; 实验组

小鼠部分肾小球毛细血管腔内壁也可见和肾脏

集合管壁可见附着的棕黄色颗粒, 其他肾实质

细胞未见表达, 对照组肾组织未见Fab蛋白表达; 

■应用要点
研究证明重组抗
HBsAg Fab可以
在哺乳动物细胞
体内分泌表达, 通
过裸质粒注射的
方法主要在肝脏
表达, 并可进入血
液循环, 通过肾脏
代谢, 充分验证其
体内转染表达特
点 .  今 后 将 转 染
该重组抗HBsAg 
Fab入灵长类动物
体内, 继续研究其
抗HBV感染的功
能及基因治疗安
全性, 最终运用于
肝移植受者预防
HBV复发感染.

脾脏免疫组化显示实验组与对照组无明显差异. 
图3显示了实验3组与对照组各组织的免疫组化

结果. 在实验组的不同剂量组肝脏均可见阳性

转染细胞, 而随着pXXUF1-HBs-Fab注射剂量的

增加脾脏和肾脏未见实质细胞有的人抗HBsAg 
Fab阳性表达.

3  讨论

基因工程抗体技术将重组DNA技术和遗传学及

免疫球蛋白结构功能方面的知识相结合, 对抗

图  3  转染小鼠体内人抗HBsAg Fab的表达(SP×400). A: 实验3组; B: 对照组; 1: 肝; 2, 3: 肾; 4: 脾. 
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体分子进行有目的的改造, 从而创建新的有价

值的抗体分子. 目前通过基因工程手段获得的

工程抗体分子和抗体片段正在被越来越多的用

于科学研究和临床疾病的诊治[8-10], HBsAb的人

鼠嵌合抗体、全人源化抗体片段如Fab和scFv在
国内均已开展研究, 但大多处于抗体库构建、

大肠杆菌表达、酵母菌表达或植物细胞表达等

水平, 尚无用于临床基因治疗的研究[11-13]. 抗体

分子为真核蛋白, 其体内形成过程涉及胞内分

隔作用以及转运酶、折叠酶及异构酶等蛋白的

相互作用和翻译后的糖基化、磷酸化、羟基化

等多种修饰作用, 这与原核细胞大不相同. 哺乳

动物细胞表达体系的最大优点是: 有关抗体分

子合成、加工和分泌的信号都能被哺乳动物细

胞准确而有效的识别. 并且哺乳动物细胞内质

网中有完善的重折叠机制, 可以对抗体分子进

行糖基化, 故常作为宿主细胞用于表达真核基

因. 已有报导表明抗体基因可以在非淋巴细胞

类宿主表达, 如COS, CHO和骨髓瘤细胞[14-17]. 另
外不同文献报道, 抗体信号肽或者第一框架区

中一个氨基酸的改变即可降低抗体的表达, 同
样轻链可变区中仅一个氨基酸的改变即可阻断

抗体的分泌[18]. 由此看来, 抗体可变区中氨基酸

序列对抗体的表达量具有重要的影响, 因为个

别氨基酸的改变可能会影响了可变区结构域的

折叠. 为了研究我们构建的pXXUF1-HBs-Fab能
否在哺乳动物非淋巴细胞中表达, 并能正确折

叠具有结合抗原的能力, 我们采用尾静脉液压

法对C57BL/6小鼠进行转染, 验证该重组载体

在哺乳动物体内表达人源性抗HBsAg-Fab的能

力. 我们已将anti-HBsAg轻链和重链Fd的表达序

列插入同一质粒, 并位于内部核糖体进入位点

(internal ribosome entry sites, IRES)[19-21]的两端, 
不仅省去了二次转染的步骤, 而且保证了重链

Fd和轻链cDNA的等量表达, 有利于其在真核细

胞胞质中正确结合成Fab片段. 
尾静脉液压法自1999年报道以来, 由于其

介导基因转染的高效性和以肝脏为主要靶器官

等特点, 已被广泛用于基因功能研究[22-27]. 我们

以anti-HBsAg Fab为报告基因, 建立尾静脉液

压注射系统, 进一步研究pXXUF1-HBs-Fab在
哺乳动物体内表达的能力, 同时还初步验证了

该方法介导的目的基因在小鼠体内转染分布情

况. 实验组小鼠免疫组化结果显示anti-HBsAg 
Fab基因可通过尾静脉大容量快速注射法高效

转染肝细胞, 这一结果与文献报导一致. 理论上

pXXUF1-HBs-Fab通过尾静脉进入体内后, 会
通过血液循环到达全身, 但由于这种尾静脉高

压注射方法将DNA大部分压入肝脏, 所有其他

部分DNA含量很少[28]. 我们研究各组小鼠的肝

脏、肾脏和脾脏组织RT-PCR结果显示实验组小

鼠的肝脏组织中可检测到人抗HBsAg抗体Fd重
链及κ轻链的mRNA表达; 而肾脏和脾脏组织未

检测到目的蛋白的表达, 且与注射质粒剂量无

关. Zhang et al [29]分析这种转染可能是由于大体

积DNA溶液快速注射到小鼠体内后在心脏发生

阻塞, 溶液返回来后通过肝静脉进入肝脏所致, 
但可能原因不止于此. Budker  et al [30]推测质粒

的吸收是通过受体介导非特异吸收的途径进入

细胞的, 质粒与细胞表面的接触时间可能会大

大提高DNA的转染效率. 我们考虑肝脏外其他

组织在转染初期可能有质粒DNA流经, 但未能

进入组织细胞, 故不能检测到细胞内有抗HBsAg 
Fab的mRNA及蛋白合成表达. 小鼠肾脏的免疫

组化结果显示pXXUF1-HBs-Fab转染组小鼠部

分肾小球毛细血管腔内壁和肾脏集合管壁可

见附着的Fab抗体, 但未见肾实质细胞内有anti-
HBsAg Fab的表达. 这一现象说明Fab蛋白的分

子质量较小, 可通过肾小球过滤而从血液中清

除. 从不同的角度来看这一现象既是Fab蛋白的

优点又是缺点. 一方面其半衰期短, 可以结合抗

原很快从血中清除; 但另一方面有可能影响其

局部有效浓度. 但对Fab蛋白功能的具体影响还

需进一步研究. 实验还进一步研究了质粒DNA
注射剂量与目的蛋白表达水平的关系, 其中注

射5 μg和10 μg质粒后小分子抗体Fab的表达量

无显著差异, 但于20 μg和40 μg注射组之间差

异显著, 随着pXXUF1-HBs-Fab剂量的增加血清

中目的蛋白水平逐渐升高. 
Liu et al [28]与Zhang et al [29]等均强调压力的

产生是细胞吸收DNA的必要条件. 注射速度和

注射体积直接影响到DNA的转染效率, 7 s内注

射2-3 mL体积可达到最高表达水平. 我们采用

这一注射条件, 注射后小鼠100%成活, 并检测

小鼠体内anti-HBsAg Fab的表达水平可达954.1
±12.7 μg/L. 裸质粒与病毒载体相比具有很多

优点, 如安全, 易制备, 因而费用低, 且可重复. 
尾静脉液压法是一种简单而高效的基因转染方

法, 观察时间短, 在快速检测基因体内表达能力

方面明显优于其他方法, 但该方法不能直接用

于人体实验, 所以将anti-HBsAg Fab用于临床预

防乙肝复发的应用研究则须利于pXXUF1-HBs-

■名词解释
小分子抗体Fab: 
F a b 由重链 F d 段
(VH+CH1)和完整
的轻链组成, 二者
通过一个链间二
硫键连接, 形成异
二聚体, 是完整抗
体的1/3, 仅有一
个抗原结合位点. 
属于小分子抗体. 
他具有许多优点: 
1: 分子小, 免疫源
性低, 用于人体不
易产生抗异种蛋
白反应; 2: 易于渗
透到达病灶周围
的微循环; 3: 血循
环和全身清除快, 
半衰期短, 肾脏蓄
积少; 4: 无Fc段, 
不易与具有Fc受
体的非靶细胞结
合. 这些都是杂交
瘤技术产生的抗
体无法比拟的优
点, 具有良好的应
用前景.
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Fab生产出rAAV, 证实安全有效后才能运用于人

体. 我们已在体外对转染质粒的细胞系表达的

目的蛋白进行纯化, 并初步证明其能预防HBV
感染人原代肝细胞的功能(即将发表). 目前尚无

小鼠感染HBV的模型, 因此不能在小鼠体内验

证该anti-HBsAg Fab的抗HBV感染肝细胞的能

力; 且小鼠体内表达的目的蛋白量少, 纯化后于

体外验证功能可能性也不大. 因此本文我们未

对蛋白功能进行深入探讨.
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第十届全军普通外科学术会议征文通知

本刊讯 由解放军普通外科专业委员会主办, 南京军区福州总医院承办的“第十届全军普通外科学术会议”拟

定于2006-07在福州举行. 会议采用院士论坛、专题报告等形式, 对普通外科近年来的新技术、新方法及发展

趋势进行介绍和讨论. 欢迎军内外普通外科医师参加会议.
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