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双酶修饰制备纳米抗体靶向成像蛋白簇

田 瑶,武田田,刘扬中

(中国科学技术大学化学与材料科学学院,安徽合肥230026)

摘要:通过分选酶和谷氨酰胺转氨酶催化反应制备了一种由纳米抗体和绿色荧光蛋白sfGFP组成

的靶向成像探针.通过设计一类具有两种酶识别结构的树枝状聚氨基酸底物来制备偶联了纳米抗

体和sfGFP的蛋白簇.该靶向蛋白簇能够特异性结合靶细胞并呈现绿色荧光信号.在肿瘤异种移

植的小鼠模型中,该靶向蛋白簇能够快速富集到肿瘤部位,并在9h内逐渐被代谢排出.
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Nanobodyclusterimagingprobebasedonsortaseandtransglutaminase
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Abstract:Sortaseandtransglutaminasewasrenderedforpreparingatargetedproteinclusterprobe,which
iscomposednanobodyandgreenfluorescenceprotein (sfGFP).Auniquesubstrate,whichcanbe
recognizedbybothsortaseandtransglutaminase,wasdesignedfornanobodyandsfGFPconjunctionby
solidphasesynthesis.Thetargetedproteinclusterprobe,namelyKK-sfGFP(Nb),canspecificlybindto
theEGFRoverexpressedcellsandshowsgreenfluorescenceassignal.TheKK-sfGFP(Nb)exhibitsfast
accumulationinmousexenografttumorandthefluorescencesignalgraduallymetabolizeswithin9h.
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0 引言

蛋白质定点修饰能够赋予蛋白质多种优良性

能,因此受到科学家们广泛关注[1].蛋白质的空间结

构是蛋白质功能的基础,因此在对蛋白质进行修饰

时,避免对蛋白质结构的破坏显得尤为重要[2].常规

的化学修饰手段是以蛋白质氨基酸侧链活性基团

(例如氨基、巯基等)为目标,由于这类基团在蛋白质

中丰度高,且很难针对某一特定氨基酸上的侧链残

基反应,因此常规的化学修饰方法常导致产物均一

性差甚至使蛋白质失活.研究表明,生物酶催化蛋白

质的修饰能够识别特定的氨基酸序列,是高特异性

的蛋白质修饰手段[3].通过基因工程的方法在目的
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修饰的蛋白质与所需配体偶联,既能保证被修饰蛋

白的主体结构不被破坏,又能使反应能够在温和的

条件下高效进行.
分选酶(sortase)是一种能够识别-LPXTG(X=

Leu,Pro,Thr,Gly)与多聚甘氨酸(Gn,n=3~5)复
合结构,并催化甘氨酸氨基团与-LPXTG的苏氨酸

羧基团形成酰胺键的一种酶.分选酶因其高特异性

的性质被广泛用作蛋白质的修饰工具,在纳米药物

运输体系的设计中也有广泛的应用[4-7].谷氨酰胺转

氨酶(Transglutaminase,TGase)能够识别并催化谷

氨酰胺与氨基形成异肽键,在蛋白质修饰中扮演重

要角色[8-10].研究表明,谷氨酰胺转氨酶在单克隆抗

体的修饰中,能够在单抗没有被基因改造的情况下,
实现精确比例的修饰并对抗体功能没有明显影

响[11].可见,生物酶作为功能性蛋白的修饰工具,具
有独 特 的 优 点 和 广 泛 的 应 用 前 景.纳 米 抗 体

(nanobody,Nb)来自于骆驼科动物体内天然缺失轻

链的抗体,目前它被认为是具备完整抗体功能的最

小抗体[12].纳米抗体能够原核表达,不需要糖基化,
并且易于改造.除此之外,纳米抗体还具有亲和力

强、稳定性高、溶解性好以及免疫原性低等多种优

势,在肿瘤诊断和治疗方面得到广泛应用[13].
本文中我们以特异性靶向细胞表皮生长因子受

体(EGFR)的纳米抗体为靶向分子,综合利用分选

酶和谷氨酰胺转氨酶的催化活性以及绿色荧光蛋白

(sfGFP)的荧光特性,通过简便、高效的方法制备靶

向多蛋白簇.通过固相合成的方法,一步制备同时能

够被分选酶和谷氨酰胺转氨酶识别的树枝状底物

K[(GGG)(NH2)](KG),KK[(GGG)2(NH2)2]
(KKG),KKK[(GGG)(NH2)](KKKG).在分选酶

和谷氨酰胺转氨酶两种酶的作用下将sfGFP与纳

米抗体偶联到树枝状底物上.细胞实验表明,靶向成

像蛋白簇对细胞有明显的选择性.动物模型实验表

明,靶向成像蛋白簇能够快速富集到肿瘤部位,并在

注射后9h左右逐渐被代谢清除.

1 实验部分

1.1 树枝状聚氨基酸底物的合成与表征

通过固相合成的方法,制备末端带有氨基和

-GGG-聚甘氨酸两种基团的树枝状聚赖氨酸.根据

制备的代数不同,分别命名为:K[(GGG)(NH2)]
(KG,一代),KK[(GGG)2(NH2)4](KKG,二代)
和KKK[(GGG)4(NH2)8](KKKG,三代).先加入

5mLDMF(N,N-二甲基甲酰胺)溶胀树脂,随后按

照“氨基酸偶联—洗涤树脂—脱保护基—洗涤树

脂—下一个氨基酸偶联”的流程制备不同代数的树

枝状聚赖氨酸底物.合成好的树枝状聚赖氨酸底物

使用0.1%的三氟乙酸/二氯甲烷切割.旋转蒸发浓

缩后,加入乙醚沉淀,得到略显黄色固体.产物通过

高效液相色谱(HPLC)(以0.1%三氟乙酸为B相,
梯度为30min由0%到60%)表征.
1.2 纳米抗体的改造、表达和纯化

Nb-Q的制备是通过基因工程技术在anti-
EGFRnanobody7D12的C端引入TGase识别段,
即 Qtag (-LLQS-).蛋白与tag标签之间插入

-GGGGS-Linker.将基因片段插入表达载体pET
22b质粒中.将带有蛋白序列的质粒转入E.coil表

达菌株Rosetta-gami中.Nb-Q的纯化按照文献报

道的步骤进行[9].菌液培养至OD600为0.8~1.0时

加入IPTG(异丙基硫代半乳糖苷)诱导Nb-Q表达.
培养结束后,收获的菌体按照文献报道的步骤进行

纯化[9].通 过 Ni-NTA 亲 和 层 析 除 去 杂 蛋 白

(50mmol·L-1咪唑洗杂,500mmol·L-1咪唑洗脱).
1.3 纳米抗体的改造、表达和纯化

sfGFP-LPETG-His的构建表达与Nb-Q类似.
通过基因工程技术在sfGFP的 C端引入能被

sortase识别的LPETGtag.蛋白与tag之间插入

-GGGGS-Linker.将基因片段插入表达载体pET
22b质粒中.将带有蛋白序列的质粒转入E.coil表

达菌株BL21中.菌液培养至OD600为0.8~1.0时

加入IPTG诱导SfGFP-LPETG表达.培养结束后,
收获的菌体按照文献报道的步骤进行纯化[14].通过

Ni-NTA亲和层析除去杂蛋白(50mmol·L-1咪唑

洗杂,500mmol·L-1咪唑洗脱).
1.4 分选酶的制备和纯化

本文采用的分选酶由原核蛋白表达体系制备.
制备方法严格按照文献报道的操作进行[15].携带有

分选酶基因序列的表达菌 BL21培养至 OD600
为0.8~1.0时加入IPTG诱导表达.培养结束后收

获菌体,于冰上重悬、破碎.菌液通过Ni-NTA亲和

层析 除 去 杂 蛋 白(50 mmol·L-1 咪 唑 洗 杂,
500mmol·L-1咪唑洗脱).
1.5 靶向成像蛋白簇的制备

受分选酶反应活性的限制,靶向成像蛋白簇的

制备采取底物过量以增加转化率的策略.首先进行

分选 酶 催 化 反 应.分 选 酶 主 要 识 别 底 物 中的
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-LPETG 和 GGG-结 构.按 照 sfGFP-LPETG:
(GGG)为1∶5的比例投料,在分选酶反应缓冲液

(50mmol·L-1Tris,150mmol·L-1NaCl,pH=
7.5)体系中反应3h.反应产物反穿镍柱,除去未反

应完全的sfGFP-LPETG、KnG底物和分选酶.获得

的产物通过 OD280 对sfGFP进行定量,以确定

KnG-sfGFP的 量.按 照 KnG-sfGFP:Nb-Q 为 1
(n=1)、2(n=2)、4(n=3)的比例将上一步反应产

物与Nb-Q混合.加入1U/mL的TGase,室温反应

1h.反应情况用SDS-PAGE检测.反应结束后,通
过AKTA 蛋白纯化仪(HiLoad10/60Superdex
200column)进行纯化.
1.6 靶向成像蛋白簇的细胞选择性验证

将EGFR+A431细胞与EGFR-A2780细胞种

板按照1×106 个/每孔的密度接种于24孔板,
在5%CO2、37℃的条件下培养过夜.每孔加入含

有2mgKKG-sfGFP(Nb)的1mL新鲜培养基,37
℃培养4h后吸去培养基.细胞用冷的PBS溶液洗

涤3次,加入4%多聚甲醛固定10min,细胞核用

DAPI染色.制片后使用共焦激光扫描显微镜(LSM
710CLSM,CarlZeiss,Jena,Germany)观测.
1.7 靶向成像蛋白簇在动物模型上的功能验证

实验小鼠通过皮下植瘤植入EGFR+ A431移

植瘤,待肿瘤长至长径约0.6~1.0cm时进行实验.
通过尾静脉向小鼠静脉内注射1mgKKG-sfGFP
(Nb).在15min、30min、1h、3h、6h、9h后将裸鼠

处死,摘取主要器官进行荧光扫描.

2 结果与讨论

2.1 树枝状聚氨基酸底物的合成与表征

固相合成技术因易操作、成本低、反应速度快、
产物纯度高在多肽合成领域得到广泛的应用[16].我
们通过固相合成技术将分选酶识别结构聚甘氨酸

GGG-接到树枝状聚赖氨酸的末端,而赖氨酸侧链

上的氨基与GGG-部位末端氨基均能够被谷氨酰胺

转氨酶识别.制备代数不同的树枝状聚氨基酸底物,
结构图与表征数据见图1.其中,K[(GGG)(NH2)]
具有1个sortase识别结构和2个TGase识别结

构.KK[(GGG)2(NH2)2]具有2个sortase识别结

构和4个TGase识别结构.KKK[(GGG)(NH2)]
具有4个sortase识别结构和8个 TGase识别

结构.

图1 树枝状聚氨基酸的分子结构、HPLC分析和ESI-MS分析

Fig.1 Molecularstructureandcharacterizationofdendritic
poly(aminoacid)s

2.2 靶向成像蛋白簇的制备

以分选酶介导的蛋白质定点修饰具有极高的特

异性,然而在实际操作中,需要底物过量才能使蛋白

有较高的修饰率.因而,本实验中使用带有多个活性

位点 的 树 枝 状 底 物 使 反 应 效 率 增 加.GFP 与

nanobody的共价连接已被分子排阻色谱证明(图
2).随后,将修饰后的一代、二代和三代树枝状底物

进行聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS-PAGE),实验结果

如图3所示.可以看到,以KKKG(三代)为底物制

备的蛋白簇产物分布较为杂乱,难于分离纯化(图3
(b)).以KKG(二代)为底物制备的蛋白簇在分子筛

纯化后,能够得到较为均一的产物(图3(b)).因此

综合反应效率和产物均一性的结果,我们选择二代

KKG底物制备的产物KKG-sfGFP(Nb)n 进行后

续实验.
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图2 分子排阻色谱验证GFP与nanobody的共价连接

Fig.2 ThebindingofGFPandnanobodywas
detectedbysizeexclusionchromatography

(a)3种不同代数的树枝状聚氨基酸底物在酶催化下与sfGFP和

纳米抗体反应的产物;(b)纯化后的KKG反应产物

图3 SDS-PAGE验证sortase和TGase反应产物分布

Fig.3 SDS-PAGEanalysisoftheproduct
ofsortase&TGasereaction

2.3 靶向成像蛋白簇的制备

特异性靶向细胞表面EGFR的纳米抗体被作

为主动靶向分子来制备成像探针.细胞实验表明,蛋
白簇KKG-sfGFP(Nb)具有明显的细胞选择性(图
4).在anti-EGFR纳米抗体的作用下,KKG-sfGFP
(Nb)能够与EGFR+ A431细胞结合,sfGFP的绿

色荧光分布在细胞骨架范围处.而阴性对照细胞则

没有可检测到的绿色荧光信号.
2.4 动物模型验证靶向成像蛋白簇的功能

肿瘤成像探针不仅需要良好的特异性,还应具

备富集速度快、易清除等特性[17].为了验证KKG-
sfGFP(Nb)在动物水平的荧光成像效果,我们对裸

鼠植瘤后进行尾静脉注射KKG-sfGFP(Nb)探针.
如图5所示,在注射约0.5h时,荧光信号便快速分

布在肿瘤组织中.注射6h后,KKG-sfGFP(Nb)逐
渐在肝脏中代谢完全,随着时间变化,肾脏中KKG-

sfGFP(Nb)荧光信号也逐渐减弱,表明该成像蛋白

簇主要通过肝肾途径代谢,并且KKG-sfGFP(Nb)
在动物体内的滞留时间较短.综上,KKG-sfGFP
(Nb)体系具备良好的肿瘤靶向成像功能.

将KKG-sfGFP(Nb)与细胞孵育后通过激光共聚焦显微镜成像

图4 靶向蛋白簇KKG-sfGFP(Nb)的细胞选择性验证

Fig.4 SpecificbindingandinternalizationofKKG-sfGFP(Nb)

从上到下依次为肿瘤、
肝、肺、心脏、脾脏、肾脏、胃和肠

图5 荷瘤小鼠在注射KKG-sfGFP(Nb)探针后不同

时间点主要器官荧光图

Fig.5 Thefluorescenceimageofmainorgansofmice
injectedwithKKG-sfGFP(Nb)atdifferenttimepoints

3 结论

本文充分利用分选酶和谷氨酰胺转氨酶对蛋白

特异性位点识别并催化偶联的特性,开发了一种能

够简易高效地制备靶向荧光探针的方法.通过化学

合成制备末端带有酶识别底物的树枝状聚氨基酸载

体,在酶的催化下将带有靶向功能的纳米抗体和绿

色荧光蛋白偶联到树枝状聚氨基酸载体上,制备出

多价纳米簇.细胞实验表明,该体系具有良好的细胞

选择性,sfGFP绿色荧光填充在EGFR+A431细胞

处.实验结果表明,定点修饰对于纳米抗体和sfGFP
的功能没有产生显著影响.小鼠实验表明,该纳米簇

能够在肿瘤部分快速高效富集,并且随着时间增加
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逐渐被代谢,清除速率较高.
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