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摘  要：阿尔茨海默病（Alzheimer’s disease, AD）是一种由脑内淀粉样蛋白（Aβ）聚集引起的，以老年人记

忆和认知功能丧失为临床表征的神经退行性疾病。研究表明，Aβ寡聚体是 AD 发生发展的主要因素。应用自行筛

选出的能够特异识别淀粉样蛋白寡聚体的单链抗体 W20 基因，构建了以绿色荧光蛋白为报告基因的真核表达载体

pSNAV2.0-W20-EGFP，并应用流式细胞分选、蛋白免疫印迹以及荧光显微镜等技术对该单链抗体融合蛋白在真核

细胞中的表达进行了初步研究，为针对 AD 的抗体基因治疗奠定了基础。 
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Abstract: Alzheimer’s disease is the most common form of neurodegenerative disease that leads to a pro-
gressive loss of memory and cognitive functions. Increasing evidence indicates that beta-amyloid oligomers are 
pivotal toxins in the pathogenesis of Alzheimer's disease. In this study, W20, a single-chain variable fragment 
antibody specifically recognizing beta-amyloid oligomers was cloned to pSNAV2.0-EGFP vector and its ex-
pression in 293T cells was examined by flow cytometry, western blot and fluorescence microscope. Such scFv 
antibody eukaryotic expression vectors may have valuable application in the further investigation of AD gene 
therapy in vivo. 
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阿尔茨海默病是老年痴呆最常见的形式，典型

的病理特征包括神经细胞外由β淀粉样蛋白沉积形

成的老年斑(senile plaque，SP)，细胞内由超磷酸化

的 Tau 蛋白形成的神经原纤维缠结(neurofibrillary 
tangles，NFT)以及神经元变性、丢失所引起的脑萎

缩[1-2]。在疾病的发生过程中，Aβ聚集形成的寡聚

体是最主要的致病因素[3-4]。 
单链抗体（single chain variable fragment，scFv）

是基因工程抗体中的一种小分子抗体，由重链可变

区（VH）和轻链可变区（VL）通过 10～15 个氨基

酸的弹性多肽（linker）首尾连接而成，无需糖基化

修饰即可形成有功能的抗体分子[5]，该种抗体仍然

具有完整抗体的特异、单一性结合抗原的亲和力[6]。

缺乏 IgG Fc 片段的 scFv 不能诱导由 Fc 受体介导的

炎症反应。研究显示多种细胞系以及宿主都能成功

表达 scFv[7]。并且，scFv 基因较短，易于操作，容

易穿透致密的组织屏障而到达靶组织发挥作用，在

基因治疗方面具有独特的优势。 
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本实验室利用噬菌体展示技术从人源单链抗体

库筛选出的特异识别淀粉样蛋白寡聚体的单链抗体

W20 能够抑制淀粉样蛋白的聚集，有效降低 Aβ引

起的细胞毒性，改善 AD 转基因小鼠的记忆力，降

低脑内的病理变化[8-9]，对阿尔茨海默病治疗和诊断

具有潜在的价值。本研究将应用基因重组技术构建

W20 与增强型绿色荧光蛋白（EGFP）融合的真核

表达载体 pSNAV2.0-W20-EGFP，对其在真核细胞

中的表达以及定位进行初步研究，为此种新型抗体

进一步的研发以及 AD 的基因治疗奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  主要试剂  限制性内切酶 KpnⅠ、EcoRⅠ、

T4 DNA 连接酶、DNA Marker、Taq DNA 聚合酶等

为 TaKaRa 公司产品；高纯度质粒小提中量试剂盒、

凝胶回收试剂盒、加强化学发光(ECL)试剂盒购自

北京天根生化科技有限公司；硝酸纤维素膜 (ni-
trocellulose filter membrane，NC 膜)为 GE 公司产

品；兔源抗 GFP 多克隆抗体购自 MBL(598)；HRP 
标记的山羊抗兔抗体购自北京中杉金桥生物科技有

限公司；高效真核转染试剂 VigoFect 购自北京威格

拉斯生物技术有限公司；细胞培养所需小牛血清、

高糖 DMEM、胰酶以及抗生素购自 Hyclone 公司，

其他常规试剂均为进口或国产分析纯试剂。 
1.1.2  菌株、细胞以及载体  E.coli DH5α感受态

细胞为北京全世金生物技术有限公司产品；

pMD18-T Simple Vector 为 TaKaRa 公司产品；含有

Kpn Ⅰ、 EcoR Ⅰ多克隆位点的真核表达载体

pSNAV2.0-EGFP 由本实验室构建，其中空载体

pSNAV2.0 购于本元正阳基因技术有限公司；人胚

肾 293T 细胞以及 W20 表达菌株 E.coli [HB2151] 
为本实验室保存。 
1.2  方法 
1.2.1  W20 基因的扩增  以 W20 基因序列（726 bp）
设计引物，在上游引物的 5’端设计 KpnⅠ的酶切

位点，下游引物 5’端设计 EcoRⅠ的酶切位点。 
P1: 5’-GGGGTACCATGGCCGAGGTGCAGCTGTT-3’ 
P2: 5’-CGGAATTCCCGTTTGATTTCCACCCTTGGTCC-3’ 
所需引物由上海生工生物公司合成。PCR 反应条件

为 94℃变性 5 min 后开始循环，94℃变性 1 min，
53℃退火 1 min，72℃延伸 1 min，30 个循环后于

72℃延伸 10 min。PCR 产物经 1%琼脂糖凝胶鉴定、

回收、纯化后，经 T4 连接酶连入 pMD18-T Simple 
Vector 载体， PCR 鉴定后阳性克隆由上海生工生物

公司测序。 
1.2.2  真核表达质粒 pSNAV2.0-W20-EGFP 的构建  
用 Kpn I 和 EcoRⅠ分别酶切 pSNAV2.0-EGFP 载体

和插入 W20 片段的 pMD18-T Simple Vector 载体，

1%琼脂糖凝胶电泳后回收酶切的载体和W20片段，

T4 连接酶连接，转化 DH5α感受态细胞，37℃过

夜培养，提质粒酶切、PCR 鉴定。 
1.2.3  293T 细胞的培养以及质粒转染  293T 细胞

在含 10%FBS、1%双抗（青霉素 100 u·mL-1，链霉

素 100 u·mL-1）的高糖 DMEM 培养液中，置 37℃、

5% C02 条件培养箱中培养，每 2～3 d 传代 1 次。转

染前将 293T 细胞以 3×105 个·孔-1 接种于 12 孔板，

待细胞融合至 80％左右时，采用高效真核转染试剂

VigoFect 转 染 质 粒 pSNAV2.0-W20-EGFP 和

pSNAV2.0-EGFP，转染 4 h 后更换培养基继续培养

10 h、24 h 与 48 h。 
1.2.4  流式细胞仪检测质粒转染效率   质粒

pSNAV2.0-W20-EGFP 和 pSNAV2.0-EGFP 转 染

293T 细胞培养 10 h、24 h 与 48 h 后，弃去培养基，

细胞经 PBS 清洗、0.25%胰蛋白酶消化后，制备细

胞悬液，以未经转染的 293T 细胞作为阴性对照，

通过流式细胞分选仪（FACS）分析质粒转染效率。 
1.2.5  蛋白免疫印迹检测 W20 蛋白表达水平  收集

转染后培养 48 h 的细胞裂解液与细胞培养液，经加

热蛋白变性后，进行 SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳，电

泳结束后将蛋白质转移至硝酸纤维素膜(NC 膜)上，

5%的脱脂奶粉 37℃封闭 2 h，兔源抗 GFP 多克隆

抗体（1:2 000 稀释，一抗）4℃孵育过夜，辣根过

氧化物酶(HRP)标记山羊抗兔 IgG（二抗）室温孵育

1 h，加入加强化学发光(ECL)试剂于暗室自显影，

曝片。 
1.2.6  倒置荧光显微镜观察 W20 融合蛋白表达以及

定位  将质粒 pSNAV2.0-W20-EGFP 和 pSNAV2.0- 
EGFP 转染 293T 细胞培养 48 h 后，在倒置的荧光显

微镜下观察 W20-EGFP 融合蛋白的表达及定位，激

发波长为 488 nm，发射波长为 507 nm。 

2  结果与分析 

2.1  W20 目的片段的扩增以及重组 W20-EGFP 融

合表达质粒的鉴定 
W20 的 PCR 产物经 1%琼脂糖凝胶电泳，可见

大约 730 bp 的特异性条带（图 1），回收纯化该核酸

条带克隆于 pMD18-T Simple Vector 载体，测序证实

所获得 W20 的 DNA 序列与先前实验室的测序结果

完全一致。将测序正确的 W20 序列亚克隆于真核表
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达质粒 pSNAV2.0-EGFP 中，经 Kpn I 和 EcoRⅠ酶

切、W20 上下游引物 PCR 扩增后得到 730 bp 大小

的片段； 以 W20 上游引物和 EGFP 下游引物 PCR
扩增得到 1.45 kb大小的片段(图 2)，说明W20-EGFP
融合蛋白真核表达载体构建成功。 

 

 
 

M：DNA Marker；1.W20 基因片段 
M：DNA Marker; 1.W20 fragment 
图 1  W20 片段的 PCR 扩增 

Figure 1  PCR amplification of the W20 gene 
 

2.2  流式细胞仪检测融合表达质粒 W20-EGFP 的

转染效率 
W20-EGFP 质粒带有报告基因 EGFP，因此可以

通过流式细胞仪检测质粒转染 293T 细胞的转染效

率。结果显示，转染细胞培养 10 h 后质粒 pSNAV2.0- 
W20-EGFP 和 pSNAV2.0-EGFP 的转染率分别为

41.4%和 66.3%；培养 24 h 后，质粒 pSNAV2.0-W20- 

EGFP 和 pSNAV2.0-EGFP 的转染率分别为 74.8%和

81.9%；培养 48 h 后，两质粒转染率都达到 90%以上

（图 3）。 
 

 
 
M：DNA Marker；1.质粒 pSNAV2.0-W20-EGFP 经 Kpn 

I 和 EcoRⅠ酶切的结果；2.质粒 pSNAV2.0-W20-EGFP 经

W20 的 上 游 和 下 游 引 物 PCR 扩 增 结 果 ； 3. 质 粒

pSNAV2.0-W20-EGFP 经 W20 上游引物和 EGFP 下游引物

PCR 扩增结果 
M: DNA Marker; 1. pSNAV2.0-W20-EGFP enzyme di-

gestion result by Kpn I and EcoRⅠ; 2. pSNAV2.0-W20-EGFP 
PCR result by W20 upper primer and W20 lower primer; 3. 
pSNAV2.0-W20-EGFP PCR result by W20 upper primer and 
EGFP lower primer 

图 2  pSNAV2.0-W20-EGFP 酶切以及 PCR 鉴定结果 
Figure 2  Enzyme digestion and PCR analysis of pSNAV2.0- 

W20-EGFP 

 
NC：阴性对照，NC：Negative control  

图 3  流式细胞仪检测质粒 pSNAV2.0-W20-EGFP 和 pSNAV2.0-EGFP 的转染效率 
Figure 3  Analysis of transfection efficiency of pSNAV2.0-W20-EGFP and pSNAV2.0-EGFP by FACS 
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图 4  蛋白免疫印迹分析 W20-EGFP 融合蛋白的表达 
Figure 4  Western blot analysis of W20—EGFP fusion protein 

in 293T cells transfected with plasmid pSNAV2.0- 
EGFP and pSNAV2.0-W20-EGFP 

 

 
 
图 5  蛋白 EGFP 和融合蛋白 W20-EGFP 的亚细胞定位 

Figure 5  Subcellular localization of the W20-EGFP fusion pro-
tein or EGFP protein．293T cells were transfected with 
pSNAV2.0-EGFP (A) or pSNAV2.0-W20- EGFP (B) 

 
2.3  蛋白免疫印迹检测融合蛋白在 293T 细胞中的

表达 
免疫印迹结果显示，转染pSNAV2.0-W20-EGFP

的细胞裂解液中可以检测到 56 kD W20—EGFP 融

合蛋白的表达，而转染 pSNAV2.0-EGFP 质粒的

293T 细胞裂解液中则可以检测到 27 kD 的 EGFP 的

表达(图 4)，进一步说明 W20 融合蛋白在转染的

293T 细胞中得到了表达。然而，细胞培养液中并没

有检测到 W20—EGFP 特异性的条带。 
2.4  融合蛋白在细胞中的表达和定位 

为了更直观地证实构建的融合蛋白在细胞中的

表达和亚细胞定位情况，作者应用倒置荧光显微镜

对转染后培养 48 h 的转染细胞进行了观察，结果显

示，在转染 pSNAV2.0-EGFP 质粒的 293T 细胞中，

绿色荧光广泛分布于胞质和胞核(图 5A)，而转染

pSNAV2.0-W20-EGFP 质粒的 293T 细胞，绿色荧光

主要呈颗粒状分布于细胞核，少部分分布于细胞质

中(图 5B)。 

3  讨论 

阿尔茨海默病（AD）是由 Aβ（β-amyloid）
聚集引起的以老年人记忆力下降、脑内形成老年斑

为特点的神经退行性疾病[10]。目前对 AD 的临床治

疗只能应用胆碱酯酶抑制剂、神经营养和消炎类药

物延缓或者减轻临床症状，尚没有任何特异性治疗

的药物面世[1]。应用常用的主动和被动免疫方法治

疗 AD 一直是 AD 研究领域的热点之一，但一直存

在着副作用以及成本昂贵等问题。研究表明，基因

治疗介导的单链抗体可以在宿主体内稳定持久地表

达，可以克服在被动免疫中需要重复注射昂贵抗体

的弊端[6]。本实验室从人源单链抗体库筛选出了对

AD 治疗具有较好应用前景的单链抗体 W20。为克

服 W20 在血液中半衰期短的缺点，加快其在临床上

的应用，我们构建了具有示踪作用的 W20-EGFP 融

合蛋白真核细胞表达载体，并对其在 293T 细胞中

的表达和分泌进行了研究。 
EGFP 在紫外或蓝光激发下发出绿色荧光，且

荧光性质稳定，对细胞无毒性，可进行活细胞检   
测[11]。因此，本研究选用 EGFP 作为报告基因，采

用基因工程技术构建了能特异识别淀粉样蛋白寡聚

体的单链抗体 W20-EGFP 融合蛋白真核表达载体，

转染 293T 细胞后，流式细胞仪分析显示构建的载

体有较高的转染效率；免疫印迹实验进一步证明，

构建的 W20-EGFP 融合蛋白可在细胞中成功表达。

应用倒置荧光显微镜技术研究了融合蛋白

W20-EGFP 在 293T 细胞中的表达和定位，与单独

的绿色荧光蛋白同时存在于细胞质和细胞核不同，

融合蛋白主要以点状颗粒的形式分布在细胞核。通

过生物信息学比对，构建的融合蛋白并没有明确的

核定位信号，推测其可能和细胞核中的某些物质发

生相互作用而被滞留在细胞核内。单链抗体 W20
是基于人源抗体库筛选得到的特异针对 Aβ寡聚体

的一种抗体，体内外的研究结果表明 W20 具有较大

的临床应用潜力。本实验成功构建了单链抗体

W20-EGFP 真核表达载体，W20 基因在细胞内的成

功表达，为今后应用此抗体对于 AD 的体内基因治

疗研究奠定了基础。 
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