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[摘  要]  目的：构建靶向CD70分子的重组免疫毒素，通过表达、纯化制备PE38与抗CD70纳米抗体重组蛋白，体外抗肿瘤实

验探究重组蛋白是否对高表达CD70分子的阳性肿瘤细胞具有杀伤活性。方法：通过基因工程手段，将CD70纳米抗体Nb 2B3

基因片段通过一个连接子与pET21a-PE38基因片段相连，获得重组表达载体pET21a-Nb 2B3-PE38并转入BL21（DE3）感受态细

胞中进行表达、纯化与鉴定。用间接ELISA及FACS法检测Nb 2B3-PE38与CD70分子的结合活性，MTT法检测Nb 2B3-PE38对

高表达CD70分子的肾透明细胞癌786-O细胞的体外杀伤活性，Annexin Ⅴ-FITC/PI双染法检测Nb 2B3-PE38对786-O细胞凋亡

的影响。结果：成功构建抗CD70纳米抗体重组免疫毒素Nb 2B3-PE38，纯化获得纯度>90%的重组蛋白，SDS-PAGE及WB检测

结果表明目的蛋白正确表达，分子量为56 000。纯化后的Nb 2B3-PE38能与重组CD70抗原及786-O细胞表面的CD70分子特异

性结合；25 µg/mL Nb 2B3-PE38即对786-O细胞产生极显著的杀伤作用（P<0.001），并且促进 786-O细胞的细胞凋亡（P<0.01），

其杀伤效应强于阳性对照顺铂（P<0.01）。结论：成功制备了特异性靶向CD70分子的免疫毒素Nb 2B3-PE38，其能够有效杀伤

786-O细胞并诱导细胞凋亡且效果强于顺铂。
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Preparetion of anti-CD70 nanobody immunotoxin fused with PE38 and its killing 
effect on renal clear cell carcinoma 786-O cells

XU Xinlan, LIU Chang, ZHANG Xin, HU Qianqian, LI Jiangwei (Xinjiang Key Laboratory of Biological Resources and Genetic 

Engineering, College of Life Science and Technology, Xinjiang University, Urumqi 830046, Xinjiang, China)

[Abstract]  Objective: To construct a recombinant immunotoxin targeting CD70 molecule, prepare PE38 and anti-CD70 nanobody 

recombinant proteins by expression and purification, and explore whether the recombinant proteins have killing activity on positive 

tumor cells with high expression of CD70 molecule through in vitro anti-tumor experiments. Methods: The CD70 nanobody Nb 2B3 

gene fragment was ligated with the pET21a-PE38 gene fragment through a linker by genetic engineering, and the recombinant 

expression vector pET21a-Nb 2B3-PE38 was obtained and transformed into BL21 (DE3) competent cells for expression purification 

and identification. The binding activity of Nb 2B3-PE38 to CD70 molecule was detected by indirect ELISA and FACS. The in vitro 

killing activity of Nb 2B3-PE38 against renal clear cell carcinoma (786-O) with high expression of CD70 molecule was detected by 

MTT assay. The effect of Nb 2B3-PE38 on the apoptosis of 786-O cells was identified by Annexin Ⅴ -FITC/PI double staining. 

Results: The recombinant immunotoxin Nb 2B3-PE38 against CD70 nanobody was successfully constructed, and the recombinant 

protein with a purity higher than 90% was purified. The results of SDS-PAGE and WB showed that the target protein was correctly 

expressed and the molecular weight was 56 000. The purified Nb 2B3-PE38 could specifically bind to the recombinant CD70 antigen 

and the CD70 molecule on the surface of 786-O cells. 25 μg/mL Nb 2B3-PE38 has a highly significant killing effect on 786-O cells 

(P<0.001), and promotes apoptosis of 786-O cells (P<0.01). Its killing effect was stronger than that of positive control cisplatin 

(P<0.01). Conclusion: The immunotoxin Nb 2B3-PE38, which specifically targets CD70 molecules, was successfully prepared. This 

immunotoxin can effectively kill 786-O cells and induce apoptosis.
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CD70是肿瘤坏死因子受体超家族的一员，是一种

Ⅱ型穿膜糖蛋白。CD70在正常组织中呈低表达或不

表达[1-2]，但在多种恶性血液肿瘤和实体瘤表面高表达[3-7]，

因此成为肿瘤靶向治疗的理想靶点。免疫毒素，即通

过构建抗体片段与毒素分子[铜绿假单胞杆菌外毒素

（pseudomonas exotoxin，PE）、白喉毒素（diphteriatoxin，

DT）等]的重组蛋白，借助抗体的靶向性与毒素分子的

细胞毒性发挥靶向抗肿瘤作用，是靶向治疗的方法之

一[8-10]。PE38是在保证不影响内化后细胞毒性的前提

下，将PE中具有结合功能的Ⅰa及大部分Ⅰb区域切除

后获得的小分子细胞毒素。利用PE38合成的免疫毒素

已进入临床试验并取得较好的效果[11]。目前，多利用单

克隆抗体或单链抗体作为免疫毒素的靶向“弹头”，但

单克隆抗体分子量大、制备成本高，可能存在脱靶效应

及单链抗体存在稳定性低、亲和力低等缺点。纳米抗

体，也称单域抗体（single-domain antibody，SdAb）或重

链可变区单域抗体（variable domain of heavy chain of 

heavy chain antibody，VHH抗体）[12-13]，是一种天然存在

于骆驼体内的重链抗体的可变域，具有分子量小、免疫

原性低、容易进行基因改造等优点[14-15]，故基于纳米抗

体的免疫毒素有可能克服上述抗体存在的缺点。本研

究拟开发一种基于纳米抗体的特异性靶向CD70分子

的免疫毒素，该免疫毒素将抗CD70的纳米抗体作为靶

向配体，以失去结合能力的PE38毒素分子作为细胞毒

效应因子，探究其对CD70阳性肿瘤细胞的杀伤作用，

以期为高表达CD70分子肿瘤的治疗提供新思路。

1  材料与方法

1.1  主要材料与试剂

DH5a-pET22b-Nb 2B3工程菌种、无关纳米抗体Nb 

CD16及pET32a空载体对照工程菌种均由本课题组保

存，pET21a-Nb 7D12-PE38质粒由苏州金唯智生物科技

有限公司合成并保存在DH5a感受态细胞中。抗CD70

重组抗原及CD70 mAb购自北京义翘神州公司，抗His

鼠单抗、山羊抗小鼠IgG-HRP均购自北京全式金生物技

术有限公司，FLy Cut™ BamHⅠ快切酶、FLy Cut™ EcoRⅠ

快切酶、FLy Cut™ XhoⅠ快切酶均购自TaKaRa公司，质

粒小量提取试剂盒、切胶回收试剂盒及纯化回收试剂

盒均购自美国OMG生物公司，PVDF膜购自Minipore

公司，WB检测试剂盒（ECL）购自武汉Boster生物工程

有限公司，人肾透明细胞腺癌细胞 786-O购自北京协

和医学院（中国北京）国家细胞资源中心，胎牛血清（FBS）

购自四季清生物公司，双抗（青霉素链霉素混合液）购

自北京康维世纪生物公司，RPMI 1640基础培养基购自

美国Gibco公司。

1.2  抗CD70重组免疫毒素Nb 2B3-PE38的构建、表

达及鉴定

CD70 纳米抗体 NB 2B3 由本团队从骆驼 CD70

免疫的VHH文库中筛选获得[16]。首先通过双酶切的

方式分别获得 CD70 纳米抗体 Nb 2B3 及 pET21a-

PE38基因片段，在T4 DNA连接酶的作用下将两个

片段通过一个短的 KASGG 连接子连接 ，得到

pET21a- Nb 2B3-PE38重组载体，经酶切鉴定后将正

确构建的重组载体转入BL21（DE3）感受态细胞中进

行表达。挑取阳性单克隆并接种到含有 100 μg/mL

氨苄抗性的LB液体培养基中扩大培养至对数生长

期，加入诱导剂异丙基-β-D-硫代半乳糖苷（isopropyl-

beta-D-thiogalactopyranoside，IPTG）诱导培养 8 h，对

菌液进行超声处理（超声条件：300 W 9 s，间歇 9 s，

共25 min），收集包涵体沉淀，通过变复性处理获得重

组免疫毒素Nb 2B3-PE38的包涵体蛋白。将PE38基

因片段与pET32a空载体连接，得到pET32a-PE38重组

载体，转染、诱导表达后以反复冻融方式获得PE38可

溶性粗提取蛋白，通过Ni层析柱纯化得到纯度较高的

PE38蛋白。用SDS-PAGE及WB对重组蛋白进行鉴定。

1.3  ELISA 检测重组 Nb 2B3-PE38 与 CD70 重组抗

原的结合活性

以 1 µg/mL的CD70重组抗原包板，4 ℃放置过

夜，PBST洗板，每孔加入 200 µL 5% 脱脂奶粉封闭

2 h，洗板后加入 0.000 03～10 µg/mL 范围内梯度稀

释的 Nb 2B3-PE38 反应 2 h，同时将 1 µg/mL 的 Nb 

2B3作为阳性对照，无关纳米抗体 Nb CD16作为

阴性对照。洗板后，每孔加入 100 µL 抗 His 鼠单

抗（1∶3 000稀释）反应1 h，洗板，每孔加入100 µL山

羊抗鼠 IgG-HRP（1∶3 000）反应1 h，洗板后加入TMB

显色液，避光显色10 min。每孔加入50 µL终止液终

止显色，酶标仪检测各孔D450值。

1.4  FACS检测Nb 2B3-PE38与CD70阳性肿瘤细胞

的结合活性

将生长状态良好的 786-O细胞用胰酶消化后计

数，15 mL离心管中每管收集1×106个细胞，单细胞悬

液与质量浓度 10 µg/mL 的 Nb 2B3 及 10、25、50 µg/

mL Nb 2B3-PE38充分混合后，在冰上放置30 min，然

后加入抗His鼠单抗（1∶1 000稀释）反应30 min，再加

入山羊抗鼠 IgG-FITC荧光抗体（1∶1 000稀释）避光

冰浴45 min，洗涤细胞后加入300 μL PBS重悬细胞，

过铜网，使用FACS检测并采集数据。

1.5  MTT法检测Nb 2B3-PE38对786-O细胞的毒性

将生长至第三代的786-O细胞用胰酶消化并计数，

在96孔板上每孔接种100 µL（5×103个细胞），培养24 h，

细胞贴壁后弃去旧培养基。加入质量浓度为10、25及

50 µg/mL的Nb 2B3-PE38处理24 h，同时设置相应空白
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组、对照组Nb 2B3和PE38及阳性对照组（25 µg/mL顺

铂），每组 6 个复孔。培养结束后，每孔加入100 µL 

0.5 mg/mL的MTT溶液，避光培养4 h，弃去上清液并加

入150 µL DMSO将结晶完全溶解，测定D490值。细胞生

存率=（D490实验组/D490对照组）×100%。

1.6  流式细胞术分析Nb 2B3-PE38对 786-O细胞凋

亡的影响

786-O细胞以2.5×105个/孔接种到6孔板上，培养

24 h后，用10、25及50 µg/mL的Nb 2B3-PE38处理细

胞，对照组加入Nb 2B3及PE38蛋白，阳性对照组为

25 µg/mL的顺铂，空白组更换新培养基。无EDTA的

胰酶消化后收集单细胞悬液，并用AnnenxinⅤ-FITC

和PI避光染色后，使用流式细胞仪检测Nb 2B3-PE38

对肿瘤细胞凋亡的影响。

1.7  统计学处理

以上实验均独立重复3次。采用GraphPad Prism 

9软件进行数据统计分析，符合正态分布的计量数

据以 x̄±s 表示，组间差异的分析采用One-Way ANOVA。

以P<0.05或P<0.01表示差异具有统计学意义。

2  结  果

2.1  成功构建抗CD70纳米抗体融合免疫毒素表达载体

将纳米抗体Nb 2B3与毒素分子PE38通过KASGG

连接子进行分子融合，构建一种基于纳米抗体靶向的

新型免疫毒素（图 1A）。另外，将 PE38单独构建到

pET32a 载体上。对构建的重组质粒进行酶切分别

获得1 456 bp的Nb 2B3-PE38 片段（图 1B）、400 bp的

Nb 2B3（图1C）和1 056 bp的PE38（图1D）目的片段，符

合目标插入片段预期大小。通过DNA测序，证实重组

载体构建成功。

2.2  抗CD70纳米抗体免疫毒素的表达及纯化

将鉴定正确构建的重组质粒转入BL21（DE3）中诱

导表达。通过超声和透析的方式获得纯度较高的重组

蛋白。SDS-PAGE检测结果（图1A-C）显示，在分子量

为18 000、56 000及60 000处分别显示条带单一的纳米

抗体Nb 2B3、免疫毒素Nb 2B3-PE38和毒素分子PE38，

与预期蛋白大小一致。PE38在pET32a上表达，其融合

了一段109个氨基酸的硫氧还蛋白（thioredoxin，Trx）肽

序列，故其分子量增大为60 000。进一步通过WB实验

对重组蛋白进行验证，结果（图 1D）显示，在分子量

60 000及56 000处各有单一的条带，说明得到了纯度较

高的Nb 2B3-PE38以及PE38蛋白，重组蛋白分子量与

预期的大小一致，且蛋白的纯度估计超过90%。

A：pET21a-Nb 2B3-PE38的构建示意图；B：双酶切鉴定pET21a-Nb 2B3-PE38重组载体（1、3泳道：pET21a-Nb 2B3-PE38质粒；

2、4泳道: BamHⅠ/XhoⅠ双酶切pET21a-Nb 2B3-PE38质粒；M:2 000 DNA Marker）；C：双酶切鉴定pET21a-Nb 2B3-PE38重组载

体（1、2泳道：BamHⅠ/EcoRⅠ双酶切pET21a-Nb 2B3-PE38质粒；M：2000 DNA Marker）；D：双酶切鉴定pET32a-PE38重组载体

（1：pET32a-PE38质粒；2：EcoRⅠ/XhoⅠ双酶切pET32a-PE38质粒；M：10 000 DNA Marker）。

图1    pET21a-Nb 2B3-PE38和pET32a-PE38重组载体的构建及鉴定

A：SDS-PAGE鉴定Nb 2B3纯化蛋白（M: 蛋白质Marker；1：纯化后的Nb 2B3蛋白）；B：SDS-PAGE鉴定Nb 2B3-PE38纯化蛋白

（1：超声处理后上清液；2：超声沉淀；3、4: 纯化后的Nb 2B3-PE38蛋白）；C：SDS-PAGE鉴定PE38纯化蛋白（1、2：PE38纯化蛋白）；

D：WB法鉴定纯化的PE38及Nb 2B3-PE38重组蛋白（1：PE38纯化蛋白；2、3：Nb 2B3-PE38纯化重组蛋白）。

图2    SDS-PAGE和WB鉴定Nb2B3、Nb2B3-PE38和PE38的纯化蛋白
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2.3  Nb 2B3-PE38能够与CD70抗原靶向结合

ELISA 检测结果（图 3A）显示，Nb 2B3-PE38 能

够与抗原CD70相结合，且结合能力呈现质量浓度依

赖性，随着抗体质量浓度的升高，结合能力也逐渐增

强，半数结合浓度（BC50）为 0.008 377 µg/mL，而 Nb 

2B3-PE38与BSA不结合。结合特异性验证实验中，

使用 1 µg/mL 无关纳米抗体 Nb CD16 及纳米抗体

Nb 2B3作为对照，结果（图3B）显示，Nb 2B3-PE38与

CD70抗原结合的数量（D450）值较Nb CD16显著升高

（P<0.01），但较Nb 2B3有降低趋势（差异无统计学意

义），说明Nb 2B3-PE38与CD70抗原的结合有很强

的特异性。

A：梯度质量浓度Nb 2B3-PE38蛋白与CD70抗原的结合情况；B：同浓度下Nb 2B3-PE38、Nb 2B3及

Nb CD16蛋白与CD70抗原的结合情况；Nb 2B3：CD70纳米抗体；Nb CD16：无关纳米抗体。

图3    ELISA检测Nb 2B3-PE38与CD70重组抗原的结合

2.4  Nb 2B3-PE38能够与表达CD70的786-O细胞靶

向结合

采用 FACS测定在 10、25及 50 µg/mL质量浓度

下，Nb 2B3-PE38与786-O肿瘤细胞的结合水平。并用

10 µg/mL Nb 2B3 作为阳性对照[16]。从图 4A 可知，

Nb 2B3-PE38与未处理组峰相比明显向右偏移，且随

着蛋白质量浓度的增加，Nb 2B3-PE38峰向右偏移越

多。而无关纳米抗体Nb CD16及单独毒素分子PE38

与未处理组峰相比无明显偏移。图 4B中可知，随着

Nb 2B3-PE38蛋白质量浓度的增加，其平均荧光强度

MFI也在增加，与以上结合关系保持一致。由此可知

Nb 2B3-PE38与 786-O细胞特异性结合，且结合能力

呈浓度依赖关系，而Nb 2B3-PE38特异性靶向 786-O

细胞的能力依赖于纳米抗体Nb 2B3。

A：不同浓度Nb 2B3-PE38与786-O细胞结合的流式图；B：根据MFI值绘制的Nb 2B3-PE38与786-O细胞结合的柱状图。与未处理

组相比，***P<0.001。

图4  FACS测定重组纳米抗体免疫毒素与CD70阳性肿瘤细胞786-O结合

2.5  Nb 2B3-PE38能够靶向杀伤786-O细胞

MTT 法检测结果（图 5）显示，Nb 2B3-PE38 对

786-O肿瘤细胞有极强的细胞毒效应，在质量浓度达

到 25 µg/mL 时，对 786-O 细胞的杀伤活性达到近

50%，显著高于未处理的对照组（P<0.001）；随着Nb 

2B3-PE38质量浓度的增加，786-O细胞的存活率明显

降低，呈剂量依赖性。而PE38及Nb 2B3对786-O细

胞没有明显的细胞毒性，进一步证实了重组免疫毒

素特异性靶向杀伤CD70阳性肿瘤细胞。并用，50、

75 µg/mL Nb2B3-PE38 对 786-O 细胞的杀伤效力显

著强于顺铂（均P<0.05）。

2.6  Nb 2B3-PE38促进786-O细胞的凋亡

流式细胞术（Annexin Ⅴ-FITC/PI染色）检测结果（图

6）显示，Nb 2B3-PE38对786-O细胞凋亡有影响，在浓

·· 668



徐新兰, 等 . 融合PE38的抗CD70纳米抗体免疫毒素的制备及其对肾透明细胞癌786-O细胞的杀伤作用

度达到 25 µg/mL以上时，Nb 2B3-PE38 处理的786-O

肿瘤细胞的凋亡率显著高于对照组（均P<0.01）；而

与对照组相比，单独的毒素分子 PE38组及纳米抗体

Nb 2B3组均没有发生明显的细胞凋亡（P＞0.05）。

A：PE38；B：Nb 2B3；C：Nb 2B3-PE38对786-O细胞增殖的影响。与未处理组相比，***P<0.001；与顺铂组相比，△P<0.05。

图5    Nb 2B3-PE38抑制786-O细胞的增殖

A：流式细胞术测定Nb 2B3-PE38、Nb 2B3、PE38对786-O细胞凋亡的影响；B：统计分析Nb 2B3-PE38、Nb 2B3、PE38对

786-O细胞凋亡的影响。与对照组相比，**P＜0.01，***P＜0.001；与顺铂组相比，△P<0.05。

图6    Nb 2B3-PE38促进786-O细胞的凋亡

3  讨  论

免疫毒素是被开发用于治疗病毒与癌症的新型

治疗剂，与传统的化疗药物相比，重组免疫毒素既具

有特异性靶向功能，又具有毒性杀伤作用，这种特异

性的杀伤避免了对正常组织和细胞的非特异性损

伤，这一优势使其在癌症治疗中得到广泛应用[17-18]。

纳米抗体也因其独特优势在药物开发和疾病诊断、

治疗中广泛使用[19-21]。本研究用铜绿假单胞菌外毒

素的衍生物 PE38作为毒素分子，与抗CD70的纳米
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抗体进行连接，构建了靶向CD70的免疫毒素，其在

体外对高表达CD70分子的肾透明细胞癌显示出良

好的细胞毒性作用。

当前，靶向肿瘤的细胞毒药物主要包括抗体-药

物偶联物（antibody-drug conjugate，ADC）和免疫毒素

两种。ADC是通过化学链将具有生物活性的小分子

药物与单抗相连接[22]。相较与传统的给药模式，ADC

的靶向性大大提高，但由于肿瘤细胞对药物会产生

固有耐药或获得性耐药，使药物不能够充分发挥抗

癌作用，即使大多数肿瘤细胞被杀死，但少部分的耐

药细胞会继续生长，造成肿瘤复发[23]。同时，化学偶

联的方法复杂、稳定性差，会造成ADC的脱靶效应。

并且，构建ADC时多选择将细胞毒性药物连接在抗

体的 Fc 区域，不适合应用于缺少 Fc 区域的纳米抗

体，因此纳米抗体很少被用于ADC药物的开发。由

于纳米抗体具有较大的改造空间，可以与多种毒素

蛋白或肽进行分子融合，其产物均一性更好，较少产

生脱靶效应。重组免疫毒素对ADC耐药细胞也具有

潜在的毒性杀伤能力，且以毒素为基础的治疗方式

不会产生交叉耐药，能对肿瘤细胞进行更彻底的杀伤。

本研究所构建的Nb 2B3-PE38发挥细胞毒性主

要依赖于起靶向作用的抗体分子，抗体分子与细胞

表面的抗原特异性结合后，介导细胞发生内吞，

Nb 2B3-PE38通过内吞小泡进入细胞，在转移至内质

网前，被弗林蛋白酶切割二硫键，使抗体片段与毒素

分子分开，PE38分子被释放并从内质网进入细胞胞

质中，与延伸因子 2（EF-2）结合，使其发生ADP核糖

基化，从而抑制蛋白质合成导致细胞死亡，还可以激

活caspase级联反应造成靶细胞凋亡[24-26]。

本研究成功构建了CD70纳米抗体和PE38的重

组免疫毒素Nb 2B3-PE38，其可以包涵体的方式在大

肠杆菌中大量表达，由于包涵体中杂化蛋白含量低

且能避免了蛋白水解酶类的破坏，因此，经过复性后

能获得纯度较高且有活性的重组蛋白[27]。Nb 2B3和

Nb 2B3-PE38与CD70重组抗原在低浓度范围内具有

相似结合活性，且两者能都与表达CD70分子的786-

O细胞结合，而Nb 2B3-PE38对 786-O细胞的结合能

力弱于Nb 2B3，这可能是引入了连接子从而影响了

整个蛋白的结构及结合活性。连接子是将抗体与细

胞毒分子连接并发挥功能的关键成分，故在今后考

虑采用柔性连接子以提高重组免疫毒素的细胞结合

能力[28-30]。本研究发现，Nb 2B3-PE38能有效地抑制

CD70阳性肿瘤细胞的生长并促进细胞凋亡，而单独

的PE38及Nb 2B3组对细胞凋亡无明显影响。值得

注意的是，Nb 2B3-PE38在高质量浓度下，对CD70阳

性肿瘤细胞的杀伤效能强于阳性对照组顺铂。

综上所述，本课题首次制备了基于CD70纳米抗

体构建的免疫毒素Nb 2B3-PE38，其能够与 786-O细

胞表面的CD70分子特异性结合，并有效杀伤 786-O

细胞，表现出对CD70阳性肿瘤治疗的潜力，可能成

为肿瘤治疗领域的理想工具。
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