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断裂内含肽在含有抗体铰链区氨基酸序列的

非天然外显肽中的剪接

窦同璐，陈　浩，曹　津，陈俊升，朱建伟

（上海交通大学药学院，细胞工程及抗体药物教育部工程研究中心，上海 ２００２４０）

摘　要　内含肽是一种能够介导蛋白质分子从前体分子中自我切除，同时将其双侧的外显肽蛋白通过肽键连接起来的功
能性蛋白质，其中断裂型内含肽在抗体连接领域有着广泛应用。但由于天然断裂型内含肽Ｃ端可特异性识别外显肽的前３
位氨基酸序列———半胱氨酸、苯丙氨酸和天冬酰胺（ＣＦＮ），因此在蛋白剪接反应后不可避免的会引入外源氨基酸。由于本
课题组前期开发出的断裂内含肽介导的双特异性抗体药物装配平台也存在该缺陷，因此本研究尝试采用抗体铰链区的半

胱氨酸、天冬氨酸和赖氨酸（ＣＤＫ）取代“ＣＦＮ”作为内含肽的识别位点，并构建突变型断裂内含肽 ＮｐｕＧＥＰＤｎａＥ。结果表
明，突变体可以识别“ＣＤＫ”并成功发生了内含肽剪接反应。进而对影响该内含肽剪接反应平台的各因素如ＮａＣｌ浓度、ＤＴＴ
浓度、ｐＨ和温度等进行了考察，结果表明在所考察的范围内断裂内含肽的剪接反应均可很好的进行。该内含肽剪接反应
平台的建立将有助于减少外源氨基酸的引入，进一步拓展了内含肽底物宽泛性，为内含肽应用于抗体药物特别是双特异性

抗体药物的装配提供了技术支持。
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　　内含肽 （ｉｎｔｅｉｎ）可以催化蛋白质剪接反应［１］，

将其自身从前体蛋白中自我剪除的同时将其两端

的外显肽（ｅｘｔｅｉｎ）以肽键相连［２－３］。尽管内含肽通

常是以连续的形式存在，但是某些内含肽在天然状

态下是以断裂的形式存在的［４－６］。这些天然存在

的断裂内含肽可以催化蛋白质反式连接，将两个外

显肽连接成一个新的蛋白质，并且此过程无需其他

外部能量［７－８］。

蛋白质反式剪接（ｐｒｏｔｅｉｎｔｒａｎｓｓｐｌｉｃｉｎｇ，ＰＴＳ）
目前已经在蛋白质剪切和连接的过程中得到广泛

的应用［９］，如蛋白质的纯化［１０］，免疫毒素非特异性

毒性的降低［１１］，蛋白质的环化［１２］及体内蛋白质工

程［１３］等。本实验室结合这一技术，开发出一种基

于断裂内含肽的双特异性抗体装配系统，可以很好

的解决双特异性抗体轻重链错配的问题［１４－１５］，此

平台的建立为双特异性抗体药物的工业制备提供

了技术支持。但值得注意的是，天然的断裂内含肽

与外显肽连接时，通常在 Ｃ末端连接处含有保守
的“ＣＦＮ”三肽序列，它们是 Ｃ末端外显肽序列的
前３个氨基酸［１６］。这３个氨基酸在剪接后仍保留
在剪接反应产物中［６，１７］，这意味着最终的产物引入

了外源氨基酸而可能影响抗体药物的质量。

为了解决这一问题，本课题组探究寻找不引入

外源氨基酸的断裂内含肽剪接断开位点。“ＫＳＣＤ
ＫＴＨＴ”是一段来自于人ＩｇＧ１型抗体铰链区的氨基
酸序列，以“ＫＳ／ＣＤＫ”为断开位点可以很好的解决
引入外源氨基酸的问题。但是，天然断裂蛋白质内

含子的剪接活性高度依赖于外显肽，当 Ｃ末端外
显肽前３位氨基酸为天然氨基酸序列即“ＣＦＮ”时，
蛋白质内含子表现出高剪接活性［１８－１９］，而当 Ｃ末
端外显肽序列为非天然氨基酸序列时，会使断裂内

含肽活性降低甚至丧失［１７］，而寻求“ＣＤＫ”为断开
位点高效剪接的天然断裂内含肽比较困难。本研

究希望结合文献报道［６］，以对野生型断裂内含肽

第１２２位到１２４位进行突变，使其可以识别“ＣＤＫ”
序列，在不引入抗体外源氨基酸的情况下使断裂内

含肽的剪接反应得以顺利发生。这将能够帮助指

导断裂内含肽在双特异性抗体装配的实际应用，并

有助于为更多复杂的工程内含肽的设计奠定基础。

"

　材　料

１１　菌株和质粒
大肠埃希菌 ＤＨ５α、ＢＬ２１（ＤＥ３）（上海唯地生

物技术有限公司）；包含抗体 ＣＨ１片段的质粒
ｐＥＴ３０ａ／ＣＨ１、包含断裂内含肽 ＮｐｕＤｎａＥ的质粒
ｐＥＴ２８ａ／ＮｐｕＤｎａＥ和包含绿色荧光蛋白（ｅＧＦＰ）的
质粒ｐＥＴ２８ａ／ｅＧＦＰ均为本实验室保藏。
１２　仪器与试剂

ＤＮＡ凝胶电泳仪和凝胶成像分析系统（上海
天能科技有限公司）；蛋白凝胶电泳仪（美国 Ｂｉｏ
Ｒａｄ公司）；ＰＣＲ所用 ＤＮＡ聚合酶、连接酶和限制
性内切酶（大连宝生物工程有限公司）；同源重组

试剂盒（南京诺唯赞生物科技有限公司）；质粒抽

提试剂盒，ＰＣＲ产物回收试剂盒（美国 Ａｘｙｇｅｎ公
司）；ＥＣＬ发光显色液（美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ生物公司）；
异丙基βＤ硫代半乳糖苷（ＩＰＴＧ，美国 Ｓｉｇｍａ公
司）；抗硫氧还蛋白抗体（ａｎｔｉＴ）、抗组氨酸标签抗
体（ａｎｔｉＨｉｓ）、抗绿色荧光蛋白抗体（ａｎｔｉｅＧＦＰ）和
羊抗鼠二抗（ｇｏａｔａｎｔｉｍｏｕｓｅＩｇＧ）均购自生工生物
工程（上海）股份有限公司；引物合成及测序服务

由英潍捷基（上海）贸易有限公司提供。

#

　方　法

２１　重组表达质粒的构建
本研究使用抗体片段 ＣＨ１和模式蛋白 ｅＧＦＰ

作为外显肽，在原核系统内表达内含肽与外显肽融

合蛋白。本实验中用到的引物见表１。
２１１　ＣＨ１ＮｐｕＮ重组表达质粒的构建　使用引
物１（含限制性内切酶 ＥｃｏＲⅠ位点）和引物２从
ｐＥＴ３０ａ／ＣＨ１中通过ＰＣＲ扩增 ＣＨ１片段。使用引
物３（含限制性内切酶 ＨｉｎｄⅢ位点）和引物 ４从
ｐＥＴ２８ａ／ＮｐｕＤｎａＥ中扩增 ＮｐｕＮ片段基因，通过重
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叠 ＰＣＲ连接 ＣＨ１片段和 ＮｐｕＮ片段，将产物用
ＥｃｏＲⅠ和ＨｉｎｄⅢ双酶切后，使用 ＤＮＡ连接酶将
产物与经过 ＥｃｏＲⅠ和 ＨｉｎｄⅢ双酶切的 ｐＥＴ３２ａ
质粒相连接，将连接产物转化入大肠埃希菌 ＤＨ５α
感受态中，挑取单菌落并送测序。

２１２　ＮｐｕＣＣＦＮｅＧＦＰ和 ＮｐｕＣＣＤＫｅＧＦＰ野生
型及突变型重组表达质粒的构建　Ｃ端野生型重
组表达质粒的构建以 ｐＥＴ２８ａ／ＮｐｕＣＣＤＫｅＧＦＰ为
例，使用引物５和引物 ６从 ｐＥＴ２８ａ／ＮｐｕＤｎａＥ中
ＰＣＲ扩增 ＮｐｕＣ片段基因。使用引物７和引物１０
从ｐＥＴ２８ａ／ｅＧＦＰ中通过 ＰＣＲ扩增 ｅＧＦＰ片段。通
过重叠ＰＣＲ连接 ＮｐｕＣ片段和 ｅＧＦＰ（ＣＤＫ）片段，
将产物使用同源重组的方法连入 ｐＥＴ２８ａ中，将连
接产物转化入大肠埃希菌ＤＨ５α感受态中，提取质
粒后测序鉴定。ｐＥＴ２８ａ／ＮｐｕＣＣＦＮｅＧＦＰ重组表

达质粒的构建采用引物５、８、９和１０，其余步骤与
上述过程相同。

Ｃ端突变型重组表达质粒的构建以 ｐＥＴ２８ａ／
ＮｐｕＣＧＥＰＣＤＫｅＧＦＰ 为 例，以 ｐＥＴ２８ａ／ＮｐｕＣ
ＣＤＫｅＧＦＰ重组质粒为模版，将 ＮｐｕＣ第 １２２１２４
位氨基酸由谷氨酸、精氨酸和天冬氨酸（ＥＲＤ）突
变为甘氨酸、谷氨酸和脯氨酸（ＧＥＰ）。以引物１１
和１２对 ｐＥＴ２８ａ／ＮｐｕＣＣＤＫｅＧＦＰ重组质粒进行
ＰＣＲ扩增。将得到的ＰＣＲ产物使用 ＤｐｎⅠ限制性
内切酶进行消化，之后对产物进行同源重组，将产

物转化入大肠埃希菌ＤＨ５α感受态中，挑取单菌落
并送测序。ＮｐｕＣＣＦＮｅＧＦＰ突变体的构建以
ｐＥＴ２８ａ／ＮｐｕＣＣＦＮｅＧＦＰ重组质粒为模板，其余构
建步骤同上。

Ｔａｂｌｅ１　Ｐｒｉｍｅｒｓｕｓｅｄｉｎｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

Ｎｏ Ｎａｍｅ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ
１ ＣＨ１Ｆ ５′ＣＣＧＧＡＡＴＴＣＧＣＧＴＣＧＡＣＧＡＡＧＧＧＧ３′
２ ＣＨ１ＮｐｕＮＲ１ ５′ＴＴＣＡＴＡＧＣＴＴＡＡＡＣＡＣＴＴＧＴＣＧＣＡＧＣＴＣＴＴ３′
３ ＣＨ１ＮｐｕＮＦ２ ５′ＡＡＧＡＧＣＴＧＣＧＡＣＡＡＧＴＧＴＴＴＡＡＧＣＴＡＴＧＡＡ３′
４ ＣＨ１ＮｐｕＮＲ２ ５′ＧＣＧＡＡＧＣＴＴＴＴＡＡＴＴＣＧＧＣ３
５ ＮｐｕＣｅＧＦＰＦ１ ５′ＡＧＡＡＧＧＡＧＡＴＡＴＡＣＡＴＡＴＧＡＴＣＡＡＡＡＴＡＧＣＣＡＣＡ３′
６ ＮｐｕＣＣＤＫｅＧＦＰＲ１ ５′ＡＡＣＴＣＣＡＡＴＧＴＣＡＴＡＧＡＣＡＴＴＴＴＧＴＴＴＧＣＣＴＡＡＡＴＡＴＴＴ３′
７ ＮｐｕＣＣＤＫｅＧＦＰＦ２ ５′ＡＡＴＧＴＣＴＡＴＧＡＣＡＴＴＧＧＡＧＴＴＧＡＧＣＧＣＧＡＣＣＡＴＡＡＴＴＴＴ３′
８ ＮｐｕＣＣＦＮｅＧＦＰＲ１ ５′ＡＡＴＴＴＴＡＴＣＧＣＴＣＡＴＧＴＴＡＡＡＡＣＡＡＴＴＡＧＡＡＧＣＴＡＴＧＡＡ３′
９ ＮｐｕＣＣＦＮｅＧＦＰＦ２ ５′ＴＴＣＡＴＡＧＣＴＴＣＴＡＡＴＴＧＴＴＴＴＡＡＣＡＴＧＡＧＣＧＡＴＡＡＡＡＴＴ３′
１０ ＮｐｕＣｅＧＦＰＲ２ ５′ＡＴＧＡＧＴＧＡＣＧＡＣＴＧＡＴＴＴＡＴＣＡＣＡＡＴＴＡＧＡＡＧＣＴＡＴ３′
１１ ＮｐｕＣＧＥＰＦ ５′ＡＴＴＧＧＡＧＴＴＧＧＴＧＡＡＣＣＧＣＡＴＡＡＴＴＴＴＧＣＡＣＴＣＡＡＡＡＡＴ３′
１２ ＮｐｕＣＧＥＰＲ ５′ＡＡＡＡＴＴＡＴＧＣＧＧＴＴＣＡＣＣＡＡＣＴＣＣＡＡＴＧＴＣＡＴＡＧＡＣＡＴＴ３′

２２　重组蛋白的诱导表达及纯化
２２１　重组蛋白的诱导表达　将以上所得重组表
达质粒分别转化入大肠埃希菌 ＢＬ２１（ＤＥ３）中得
到相应重组蛋白表达菌株（见表２）。挑取单菌落
分别接种至含有对应抗性的 ＬＢ培养基中，在

３７℃下过夜培养。在ＬＢ培养基５００ｍＬ中１∶１００
接种过夜培养的种子液继续培养，当 Ａ６００达到０５
时，加入 ＩＰＴＧ至终浓度 ０５ｍｍｏｌ／Ｌ并过夜诱导
（２５℃，１８０ｒ／ｍｉｎ）。

Ｔａｂｌｅ２　Ｐｒｏｔｅｉｎｓｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎｔｈｉｓｓｔｕｄｙ

Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｒｏｔｅｉｎｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ Ｓｈｏｒｔｎａｍｅ Ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔ／ｋＤ
Ｔｒｘ６×Ｈｉｓ·ｔａｇＣＨ１ＮｐｕＮ６×Ｈｉｓ ＣＨ１ＮｐｕＮ ４０
ＮｐｕＣＣＤＫｅＧＦＰ６×Ｈｉｓ ＮｐｕＣＣＤＫｅＧＦＰ ３３
ＮｐｕＣＣＦＮｅＧＦＰ６×Ｈｉｓ ＮｐｕＣＣＦＮｅＧＦＰ ３３
ＮｐｕＣＧＥＰＣＤＫｅＧＦＰ６×Ｈｉｓ ＮｐｕＣｄＧＥＰＣＤＫｅＧＦＰ ３３
ＮｐｕＣＧＥＰＣＦＮｅＧＦＰ６×Ｈｉｓ ＮｐｕＣＧＥＰＣＦＮｅＧＦＰ ３３

２２２　重组蛋白纯化　过夜诱导后，４０００ｒ／ｍｉｎ
离心１５ｍｉｎ收集菌体，配制纯化用上样缓冲液
（２０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ，１５０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，ｐＨ７４），用其
将沉淀菌体重悬，用高压匀质机加压至 ９００ｂａｒ

（１ｂａｒ＝０１ＭＰａ），４℃破碎３ｍｉｎ后逐渐减压并收
集菌液。后迅速在离心机内４℃，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心
３０ｍｉｎ，收集上清液放置在冰上备用，收集裂菌沉淀
并制备蛋白电泳样品。使用上样缓冲液与２ｍｏｌ／Ｌ

８０６
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咪唑母液梯度稀释配制洗脱缓冲液，进行梯度洗

脱。取大肠埃希菌 ＢＬ２１（ＤＥ３）诱导前、诱导后、
裂菌沉淀、裂菌上清液、纯化过程中的流穿及各洗

脱浓度下收集的样品进行ＳＤＳＰＡＧＥ电泳检测。
２３　内含肽的体外剪接反应的探究
２３１　内含肽的体外剪接反应的检测　Ｎ末端反
应底物为 ＣＨ１ＮｐｕＮ，分别与 Ｃ末端反应底物
ＮｐｕＣＣＦＮｅＧＦＰ，ＮｐｕＣＣＤＫｅＧＦＰ，ＮｐｕＣＧＥＰ
ＣＤＫｅＧＦＰ和ＮｐｕＣＧＥＰＣＤＫｅＧＦＰ以１∶１物质的
量比混合，加入二硫苏糖醇（ＤＴＴ）的终浓度为
１ｍｍｏｌ／Ｌ，乙二胺四乙酸（ＥＤＴＡ）的终浓度为
１ｍｍｏｌ／Ｌ，３７℃反应２ｈ。其中，阳性对照的反应
组合为ＣＨ１ＮｐｕＮ与ＮｐｕＣＣＦＮｅＧＦＰ反应。

以上剪接反应均加入蛋白电泳的５×上样缓
冲液终止反应，反应产物用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测，分别
使用抗硫氧还蛋白抗体（ａｎｔｉＴ）、抗组氨酸抗体
（ａｎｔｉＨｉｓ）和抗绿色荧光蛋白抗体（ａｎｔｉｅＧＦＰ）作
为一抗。随后，用考马斯亮蓝染色法对内含肽剪接

反应进行检测。

２３２　质谱鉴定酶解肽段相对分子质量　分别对
ＣＨ１ＮｐｕＮ与ＮｐｕＣＧＥＰＣＤＫｅＧＦＰ发生的内含肽
的剪接反应后和 ＣＨ１ＮｐｕＮ与 ＮｐｕＣＣＦＮｅＧＦＰ发
生的内含肽的剪接反应后的体系进行 ＳＤＳＰＡＧＥ
蛋白电泳。蛋白胶经过考马斯亮蓝法染色及脱色

后，在对应相对分子质量位置切割反应产物条带，

进行胶内酶解，使用纳升液相色谱四极杆飞行时
间串联质谱联用仪测定肽段的氨基酸构成。质谱

分析由上海交通大学分析测试中心完成。

２３３　影响断裂内含肽剪接反应因素的探究
为了进一步研究改造后断裂内含肽的剪接活

性，本文对影响其反应产物生成率的４个因素进行
考察，分别是 ＮａＣｌ浓度、ｐＨ、ＤＴＴ浓度和温度。通
过不同条件下断裂内含肽剪接产物生成率的比较，

考察构建的突变型断裂内含肽对剪接反应不同条

件的耐受度。

反应初始条件均为在２５℃，ｐＨ７４，ＤＴＴ终浓
度１ｍｍｏｌ／Ｌ，内含肽剪接反应 ２ｈ后取样。加入
５×上样缓冲液煮沸后进行 ＳＤＳＰＡＧＥ电泳检测，
每组实验均重复 ３次。使用 ＩｍａｇｅＪ软件扫描
ＳＤＳＰＡＧＥ电泳图上对应条带的光密度并将内含
肽剪接反应产物生成率绘制成柱形图，产物生成率

计算公式如下：

产物生成率（％）＝目的条带的光密度／所有
条带的光密度×１００。

分别选取 ＮａＣｌ为 ０、５０、１５０、２５０、和 ５００
ｍｍｏｌ／Ｌ的剪接条件来研究 ＮａＣｌ对内含肽剪接反
应的影响。以ＮａＣｌ浓度为横坐标，内含肽剪接效
率为纵坐标，绘制剪接效率随 ＮａＣｌ浓度变化柱状
图。分别选取ｐＨ为６０、６５、７０、７４、８０、８５和
９０的剪接条件来研究ｐＨ对内含肽剪接反应的影
响。以ｐＨ为横坐标，内含肽剪接效率为纵坐标，
绘制剪接效率随 ｐＨ变化柱状图。分别选取 ＤＴＴ
浓度为１、２和４ｍｍｏｌ／Ｌ来研究 ＤＴＴ浓度对内含
肽剪接反应的影响。以 ＤＴＴ浓度为横坐标，内含
肽剪接效率为纵坐标，绘制剪接效率随 ＤＴＴ浓度
变化柱状图。

分别选取温度为４℃，２５℃，３０℃，３７℃的剪
接条件来研究温度对内含肽剪接反应的影响。分

别在内含肽剪接反应０，５，１０，２０，３０，６０，１２０，１８０，
９００，１４４０ｍｉｎ时间点取样。以时间为横坐标，内
含肽剪接效率为纵坐标，绘制不同温度下剪接效率

随时间变化的曲线。

!

　结　果

３１　重组表达质粒的构建
ＣＨ１ＮｐｕＮ重叠 ＰＣＲ产物经 １％琼脂糖凝胶

电泳鉴定，结果显示获得了６００ｂｐ左右的产物，与
目的片段大小一致（图１Ａ）。ＮｐｕＣＣＦＮｅＧＦＰ和
ＮｐｕＣＣＤＫｅＧＦＰ的重叠ＰＣＲ产物经１％琼脂糖凝
胶电泳鉴定，结果显示在７５０ｂｐ附近出现了单一、
锐利条带，与目的片段大小一致（图１Ｂ）。突变的
ＮｐｕＣＧＥＰＣＦＮｅＧＦＰ和 ＮｐｕＣＧＥＰＣＤＫｅＧＦＰ的
ＰＣＲ产物消化处理后经１％ＤＮＡ琼脂糖凝胶进行
鉴定，结果显示在５０００ｂｐ以上出现了２条清晰锐
利的条带，与目的片段大小一致（图１Ｃ）。以上结
果经过测序后均正确。

３２　重组蛋白的表达与纯化
将大肠埃希菌 ＢＬ２１（ＤＥ３）作为宿主细胞表

达重组蛋白。蛋白经过镍柱纯化后，使用 ＳＤＳ
ＰＡＧＥ进行鉴定。由图２可知对于内含肽 Ｃ端反
应底物ＣＨ１ＮｐｕＮ，在４０ｋＤ处出现单一条带，符合
预期相对分子质量。在６０ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑洗脱下浓
度及纯度较高，利用超滤管将洗脱液浓缩，以待下

一步反应。

９０６
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Ｆｉｇｕｒｅ１　ＤｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｂｙａｇａｒｏｓｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ
Ａ：１ＣＨ１ＮｐｕＮ；Ｂ：１ＮｐｕＣＣＦＮｅＧＦＰ；２ＮｐｕＣＣＤＫｅＧＦＰ；Ｃ：１ＮｐｕＣＧＥＰＣＦＮｅＧＦＰ；２ＮｐｕＣＧＥＰＣＤＫｅＧＦＰ

Ｆｉｇｕｒｅ２　ＳＤＳＰＡＧＥｏｆＣＨ１ＮｐｕＮｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ｕｓｉｎｇＮｉｃｏｌｕｍｎ，ｅｌｕ
ｔｉｏｎｆｒｏｍ２０ｍｍｏｌ／Ｌｉｍｉｄａｚｏｌｅｔｏ５００ｍｍｏｌ／Ｌｉｍｉｄａｚｏｌｅ
１：ＢａｃｔｅｒｉａｂｅｆｏｒｅａｄｄｉｎｇＩＰＴＧ；２：Ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ；３：Ｆｌｏｗｔｈｒｏｕｇｈ，Ｍ．
ｍａｒｋｅｒ；４：４０ｍｍｏｌ／Ｌｉｍｉｄａｚｏｌｅｅｌｕｔｉｏｎ；５：６０ｍｍｏｌ／Ｌｉｍｉｄａｚｏｌｅ
ｅｌｕｔｉｏｎ；６：８０ｍｍｏｌ／Ｌｉｍｉｄａｚｏｌｅｅｌｕｔｉｏｎ；７：１００ｍｍｏｌ／Ｌｉｍｉｄａｚｏｌｅｅｌｕ
ｔｉｏｎ；８：２００ｍｍｏｌ／Ｌｉｍｉｄａｚｏｌｅｅｌｕｔｉｏｎ；９：５００ｍｍｏｌ／Ｌｉｍｉｄａｚｏｌｅｅｌｕｔｉｏｎ

由ＳＤＳＰＡＧＥ电泳结果（图３）可以看出，对于
内含肽Ｃ端反应底物，使用镍柱梯度咪唑纯化后，在

３３ｋＤ处出现单一条带，符合预期相对分子质量。
由泳道６可以看出，在２０ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑洗脱下杂蛋
白含量较高。由泳道９可以看出，在１００ｍｍｏｌ／Ｌ咪
唑洗脱下浓度及纯度较高，因此将在此浓度洗脱下

的蛋白收集后利用超滤管浓缩，以待下一步反应。

３３　内含肽的体外剪接反应的探究
３３１　内含肽的体外剪接反应的检测　Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ结果显示，ＮｐｕＮＣＨ１与 ＮｐｕＣＣＦＮｅＧＦＰ剪接
后在５６ｋＤ处出现新条带，符合剪接产物 ＣＨ１
ｅＧＦＰ的理论相对分子质量大小［（图４Ａ（泳道３），
图４Ｂ（泳道４），图４Ｃ（泳道４）］。ＮｐｕＮＣＨ１与
ＮｐｕＣＣＤＫｅＧＦＰ混合后加入 ＤＴＴ诱导，在相应位
置并未出现新条带［图４Ｂ（泳道６），图４Ｃ（泳道
６）］，表明野生型ＮｐｕＤｎａＥ不能够识别前３位为

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＳＤＳＰＡＧＥａｎａｌｙｓｉｓｏｆＮｐｕＣｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ
Ａ：ＮｐｕＣＧＥＰＣＤＫｅＧＦＰ；Ｂ：ＮｐｕＣＣＤＫｅＧＦＰ；Ｃ：ＮｐｕＣＧＥＰＣＦＮｅＧＦＰ；Ｄ：ＮｐｕＣＣＦＮｅＧＦＰｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ｕｓｉｎｇＮｉｃｏｌｕｍｎ，ｅｌｕｔｉｏｎｆｒｏｍ２０ｍｍｏｌ／Ｌ
ｉｍｉｄａｚｏｌｅｔｏ５００ｍｍｏｌ／Ｌｉｍｉｄａｚｏｌｅ
１：Ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｂｅｆｏｒｅｉｎｄｕｃｔｉｏｎ；２：Ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｆｔｅｒｉｎｄｕｃｔｉｏｎ；３：Ｓｅｄｉｍｅｎｔ；４：Ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ；５：Ｆｌｏｗｔｈｒｏｕｇｈ；６：２０ｍｍｏｌ／Ｌｉｍｉｄａｚｏｌｅｅｌｕｔｉｏｎ；
７：４０ｍｍｏｌ／Ｌｉｍｉｄａｚｏｌｅｅｌｕｔｉｏｎ；８：６０ｍｍｏｌ／Ｌｉｍｉｄａｚｏｌｅｅｌｕｔｉｏｎ；９：１００ｍｍｏｌ／Ｌｉｍｉｄａｚｏｌｅｅｌｕｔｉｏｎ；１０：２００ｍｍｏｌ／Ｌｉｍｉｄａｚｏｌｅｅｌｕｔｉｏｎ；１１：５００ｍｍｏｌ／Ｌ
ｉｍｉｄａｚｏｌｅｅｌｕｔｉｏｎ
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第５０卷第５期 窦同璐，等：断裂内含肽在含有抗体铰链区氨基酸序列的非天然外显肽中剪接

ＣＤＫ的 Ｃ端外显肽，反式剪接反应无法进行。
ＮｐｕＮＣＨ１与ＮｐｕＣＧＥＰＣＤＫｅＧＦＰ的反应体系内
检测到５６ｋＤ处出现了新条带，大小符合剪接产物
ＣＨ１ＣＤＫｅＧＦＰ的理论相对分子质量［（图４Ａ（泳

道２），图４Ｂ（泳道２），图４Ｃ（泳道２）］。表明将
１２２～１２４位的ＥＲＤ突变为ＧＥＰ的ＮｐｕＤｎａＥ突变
体能够识别前３位为 ＣＤＫ的 Ｃ端外显肽，进而发
生反式剪接。

Ｆｉｇｕｒｅ４　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔｏｆｉｎｔｅｉｎｓｐｌｉｃｉｎｇｒｅａｃｔｉｏｎ
Ａ：ａｎｔｉＴｒｘａｎｔｉｂｏｄｙ１ＣＨ１ＮｐｕＮ；２ＣＨ１（ＮｐｕＧＥＰ）ＣＤＫｅＧＦＰ；３ＣＨ１（Ｎｐｕ）ＣＦＮｅＧＦＰ；４ＣＨ１（Ｎｐｕ）ＣＤＫｅＧＦＰ
Ｂ：ａｎｔｉｈｉｓａｎｔｉｂｏｄｙ；Ｃ：ａｎｔｉＧＦＰａｎｔｉｂｏｄｙ．１ＮｐｕＣＧＥＰＣＤＫｅＧＦＰ；２ＣＨ１ＮｐｕＧＥＰＣＤＫｅＧＦＰ；３ＮｐｕＣＣＦＮｅＧＦＰ；４ＣＨ１（Ｎｐｕ）ＣＦＮｅＧＦＰ；
５ＮｐｕＣＣＤＫｅＧＦＰ；６ＣＨ１（Ｎｐｕ）ＣＤＫｅＧＦＰ

　　用考马斯亮蓝染色法对内含肽剪接反应进行
检测（图 ５），可以看出，ＣＨ１ＮｐｕＮ与 ＮｐｕＣＧＥＰ
ＣＤＫｅＧＦＰ发生的内含肽的剪接反应，不仅可以在
ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ中被检测出，也可以在ＳＤＳＰＡＧＥ中被
检测出。ＣＨ１ｅＧＦＰ理论相对分子质量为５６ｋＤ，反
应产物相对分子质量大小与阳性对照一致。

Ｆｉｇｕｒｅ５　ＳＤＳＰＡＧＥｏｆｉｎｔｅｉｎｓｐｌｉｃｉｎｇｒｅａｃｔｉｏｎ
１：ＣＨ１ＮｐｕＮ；２：ＮｐｕＣＣＦＮｅＧＦＰ；３：ＣＨ１（Ｎｐｕ）ＣＦＮｅＧＦＰｒｅａｃ
ｔｉｏｎ；４：ＮｐｕＣＧＥＰＣＦＮｅＧＦＰ；５：ＣＨ１（ＮｐｕＧＥＰ）ＣＦＮｅＧＦＰｒｅａｃ
ｔｉｏｎ；６：ＮｐｕＣＧＥＰＣＤＫｅＧＦＰ；７：ＣＨ１（ＮｐｕＧＥＰ）ＣＤＫｅＧＦＰｓｒｅ
ａｃｔｉｏｎ

３３２　质谱鉴定酶解肽段相对分子质量　ＣＨ１
ＮｐｕＮ与 ＮｐｕＣＧＥＰＣＤＫｅＧＦＰ发生的内含肽的剪
接反应后和ＣＨ１ＮｐｕＮ与 ＮｐｕＣＣＦＮｅＧＦＰ发生的
内含肽的剪接反应后，这２个内含肽剪接反应产物
经过酶解后，分别可以检测到包含有“ＣＤＫ”和
“ＣＦＮ”的肽段，肽段的理论相对分子质量和实测相
对分子质量见表３，说明产生了本研究预期的反应
产物，突变后的断裂内含肽可以成功识别 Ｃ末端

前３位氨基酸为“ＣＤＫ”的外显肽。

Ｔａｂｌｅ３　ＬＣ／ＭＳｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｓｐｌｉｃｉｎｇｐｒｏｄｕｃｔｓ

Ｐｅｐｔｉｄｅｓｓｅｑｕｅｎｃｅ
Ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌｍｏｌｅｃｕｌａｒ

ｗｅｉｇｈｔ／ｋＤ
Ｍｅａｓｕｒｅｄｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｗｅｉｇｈｔ／ｋＤ

ＫＶＥＰＰＫＳＣＦＮＭＳＫ １５６８７４４７３ １５６８７５１８８
ＶＥＰＰＫＳＣＤＫ １０５９５１３９２ １０５９５１０３８

３３３　影响断裂内含肽剪接反应因素的探究　对
于内含肽剪接反应的考察中（图６），ＮａＣｌ浓度为
０～５００ｍｍｏｌ／Ｌ时，产 物 生 成 率 为 ３３６％ ～
４７８％。ＤＴＴ浓度在１～４ｍｍｏｌ／Ｌ时，产物生成率
为４７４％～５４１％。ｐＨ为 ６～９时，产物生成率
为３８３％～５１１％。

由图７可以看出，对于温度影响内含肽剪接反
应速率的考察中，除了４℃之外，在其他３个温度
下，反应３０ｍｉｎ后产物生成率均可达到６０％以上，
在４℃条件下，反应３０ｍｉｎ后产物生成率均可达
到４０％以上。在反应２４ｈ后，３７℃最终反应效率
最高，达到８５１％。

)

　讨　论

内含肽在蛋白质工程领域是一个非常强大的

工具，特别是在蛋白质连接领域有着十分广阔的应

用。但是天然断裂型内含肽对 Ｃ末端外显肽的识
别十分保守，使得在蛋白质连接的过程中引入外源

氨基酸，导致重组蛋白潜在的免疫原性增加，从而

降低了重组蛋白的质量。因此，拓展断裂内含肽对

１１６



学 报　ＪｏｕｒｎａｌｏｆＣｈｉｎａＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　２０１９，５０（５）：６０６－６１３ 第５０卷

Ｃ端外显肽的宽泛性，使其能够识别抗体铰链区中 的ＣＤＫ等氨基酸序列十分必要。

Ｆｉｇｕｒｅ６　Ｆａｃｔｏｒｓａｆｆｅｃｔｉｎｇｔｈｅｓｐｌｉｃｉｎｇｒｅａｃｔｉｏｎｏｆｉｎｔｅｉｎ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
Ａ：ＳｐｌｉｃｉｎｇｐｒｏｄｕｃｔｆｏｒｍａｔｉｏｎｗｉｔｈｓｐｅｃｉｆｉｅｄＮａＣｌｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ；Ｂ：ＳｐｌｉｃｉｎｇｐｒｏｄｕｃｔｆｏｒｍａｔｉｏｎｗｉｔｈｓｐｅｃｉｆｉｅｄＤＴＴｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ；Ｃ：Ｓｐｌｉｃｉｎｇｐｒｏｄｕｃｔｆｏｒ
ｍａｔｉｏｎｗｉｔｈｓｐｅｃｉｆｉｅｄｐＨ

Ｆｉｇｕｒｅ７　Ｒｅａｃｔｉｏｎｋｉｎｅｔｉｃｃｕｒｖｅｓｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｃｏｎｄｉ
ｔｉｏｎｓｂｅｔｗｅｅｎＣＨ１ＮｐｕＮ（Ｎ）ａｎｄＮｐｕＣＧＥＰｅＧＦＰ

　　本研究构建了 ＮｐｕＣＧＥＰ突变体，探究内含肽

的底物宽泛性以及首次探究 Ｃ端外显肽前３位作
用。结果表明在Ｃ末端前３位氨基酸为“ＣＤＫ”时，
ＮｐｕＣＧＥＰ突变体成功发生了剪接反应。接下来，

本研究对影响断裂内含肽剪接反应的因素进行考

察。由结果可以看出考察的不同的ＮａＣｌ浓度断裂
内含肽剪接反应的影响，除 ＮａＣｌ浓度为０ｍｍｏｌ／Ｌ
时产物生成率较高之外，在不同 ＮａＣｌ浓度下产物
生成率并无太大区别。同样的，在不同 ｐＨ和 ＤＴＴ
浓度下进行断裂内含肽的剪接反应，产物生成率的

区别也不大。在对反应温度和反应时间进行考察

中，在反应温度为２５℃、３０℃和３７℃的条件下反
应２４ｈ后，产物生成率均可达８５％以上。对上述
各种因素的考察体现出本技术平台的优势，即在所

考察的范围内断裂内含肽的剪接反应均可很好的

进行反应，说明本研究构建的突变型断裂内含肽的

适用的剪接反应条件宽泛，而这些条件都是在双特

异性抗体装配中可能采用的，因此本平台可以很好

的为后续双特异性抗体的装配提供技术支持。同

时，本课题仍有许多方面可以进行更为深入的研

究，例如在断裂内含肽介导的双特异性抗体装配平

台中，可以进一步探索内含肽 Ｎ端融合蛋白和 Ｃ
端融合蛋白进行剪接反应时加入的摩尔比，加入还

原剂类型的筛选以及用量等等。总之，本文为双特

异性抗体的开发提供了新的思路，为生物制药的工

艺开发提供了有力的技术支持。
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２０１８，２７（３）：６１４－６１９

［６］　ＳｔｅｖｅｎｓＡＪ，ＳｅｋａｒＧ，ＳｈａｈＮＨ，ｅｔａｌ．Ａｐｒｏｍｉｓｃｕｏｕｓｓｐｌｉｔｉｎｔｅｉｎ

ｗｉｔｈｅｘｐａｎｄｅｄｐｒｏｔｅｉｎｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ［Ｊ］．ＰｒｏｃＮａｔｌ

ＡｃａｄＳｃｉＵＳＡ，２０１７，１１４（３２）：８５３８－８５４３

［７］　ＩｗａｉＨ，ＺüｇｅｒＳ，ＪｉｎＪ，ｅｔａｌ．Ｈｉｇｈｌｙｅｆｆｉｃｉｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎｔｒａｎｓｓｐｌｉｃｉｎｇ

ｂｙａｎａｔｕｒａｌｌｙｓｐｌｉｔＤｎａＥｉｎｔｅｉｎｆｒｏｍＮｏｓｔｏｃｐｕｎｃｔｉｆｏｒｍｅ［Ｊ］．

ＦＥＢＳＬｅｔｔ，２００６，５８０（７）：１８５３－１８５８

［８］　ＬｉＹＦ．Ｓｐｌｉｔｉｎｔｅｉｎｓａｎｄｔｈｅｉｒｂｉｏａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ［Ｊ］．ＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌＬｅｔｔ，

２０１５，３７（１１）：２１２１－２１３７

［９］　ＭｉｌｌｓＫＶ，ＪｏｈｎｓｏｎＭＡ，ＰｅｒｌｅｒＦＢ．Ｐｒｏｔｅｉｎｓｐｌｉｃｉｎｇ：ｈｏｗｉｎｔｅｉｎｓ
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第５０卷第５期 窦同璐，等：断裂内含肽在含有抗体铰链区氨基酸序列的非天然外显肽中剪接

ｅｓｃａｐｅｆｒｏｍｐｒｅｃｕｒｓｏｒｐｒｏｔｅｉｎｓ［Ｊ］．ＪＢｉｏｌＣｈｅｍ，２０１４，２８９

（２１）：１４４９８－１４５０５

［１０］ＳｈｉＳＷ，ＣｈｅｎＨＨ，ＪｉａｎｇＨ，ｅｔａｌ．ＡｎｏｖｅｌｓｅｌｆｃｌｅａｖａｂｌｅｔａｇＺｂａ

ｓｉｃΔＩＣＭａｎｄｉｔｓａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｉｎｔｈｅｓｏｌｕｂｌｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｒｅｃｏｍ

ｂｉｎａｎｔｈｕｍａｎｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１５ｉｎＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ［Ｊ］．ＡｐｐｌＭｉｃｒｏ

ｂｉｏｌＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌ，２０１７，１０１（３）：１１３３－１１４２

［１１］ＷａｎｇＪ，ＨａｎＬ，ＣｈｅｎＪＳ，ｅｔａｌ．Ｒｅｄｕｃｔｉｏｎｏｆｎｏｎｓｐｅｃｉｆｉｃｔｏｘｉｃｉｔｙ

ｏｆｉｍｍｕｎｏｔｏｘｉｎｂｙｉｎｔｅｉｎｍｅｄｉａｔｅｄｒｅｃｏｎｓｔｉｔｕｔｉｏｎｏｎｔａｒｇｅｔｃｅｌｌｓ

［Ｊ］．ＩｎｔＩｍｍｕｎｏｐｈａｒｍａｃｏｌ，２０１９，６６：２８８－２９５

［１２］ＳｃｏｔｔＣＰ，ＡｂｅｌＳａｎｔｏｓＥ，ＷａｌｌＭ，ｅｔａｌ．Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆｃｙｃｌｉｃｐｅｐ

ｔｉｄｅｓａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｖｉｖｏ［Ｊ］．ＰｒｏｃＮａｔｌＡｃａｄＳｃｉＵＳＡ，１９９９，９６

（２４）：１３６３８－１３６４３

［１３］ＧｉｒｉａｔＩ，ＭｕｉｒＴＷ．Ｐｒｏｔｅｉｎｓｅｍｉｓｙｎｔｈｅｓｉｓｉｎｌｉｖｉｎｇｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＪＡｍ

ＣｈｅｍＳｏｃ，２００３，１２５（２４）：７１８０－７１８１

［１４］ＨａｎＬ，ＣｈｅｎＪＳ，ＤｉｎｇＫ，ｅｔａｌ．Ｅｆｆｉｃｉｅｎｔｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｏｆｂｉｓｐｅｃｉｆｉｃ

ＩｇＧａｎｔｉｂｏｄｉｅｓｂｙｓｐｌｉｔｉｎｔｅｉｎｍｅｄｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｔｒａｎｓｓｐｌｉｃｉｎｇｓｙｓ

ｔｅｍ［Ｊ］．ＳｃｉＲｅｐ，２０１７，７（１）：８３６０

［１５］ＨａｎＬ，ＺｏｎｇＨＦ，ＺｈｏｕＹＸ，ｅｔａｌ．ＮａｔｕｒａｌｌｙｓｐｌｉｔｉｎｔｅｉｎＮｐｕＤｎａＥ

ｍｅｄｉａｔｅｄｒａｐｉｄｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｏｆｂｉｓｐｅｃｉｆｉｃＩｇＧａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ［Ｊ］．Ｍｅｔｈ

ｏｄｓ，２０１９，１５４：３２－３７

［１６］ＳｈａｈＮＨ，ＥｒｙｉｌｍａｚＥ，ＣｏｗｂｕｒｎＤ，ｅｔａｌ．Ｅｘｔｅｉｎｒｅｓｉｄｕｅｓｐｌａｙａｎ

ｉｎｔｉｍａｔｅｒｏｌｅｉｎｔｈｅｒａｔｅｌｉｍｉｔｉｎｇｓｔｅｐｏｆｐｒｏｔｅｉｎｔｒａｎｓｓｐｌｉｃｉｎｇ

［Ｊ］．ＪＡｍＣｈｅｍＳｏｃ，２０１３，１３５（１５）：５８３９－５８４７

［１７］ＣｈｅｒｉｙａｎＭ，ＰｅｄａｍａｌｌｕＣＳ，ＴｏｒｉＫ，ｅｔａｌ．Ｆａｓｔｅｒｐｒｏｔｅｉｎｓｐｌｉｃｉｎｇ

ｗｉｔｈｔｈｅＮｏｓｔｏｃｐｕｎｃｔｉｆｏｒｍｅＤｎａＥｉｎｔｅｉｎｕｓｉｎｇｎｏｎｎａｔｉｖｅｅｘｔｅｉｎ

ｒｅｓｉｄｕｅｓ［Ｊ］．ＪＢｉｏｌＣｈｅｍ，２０１３，２８８（９）：６２０２－６２１１

［１８］ＭｉｌｌｓＫＶ，ＰｅｒｌｅｒＦＢ．Ｔｈｅｍｅｃｈａｎｉｓｍｏｆｉｎｔｅｉｎｍｅｄｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ

ｓｐｌｉｃｉｎｇ：ｖａｒｉａｔｉｏｎｓｏｎａｔｈｅｍｅ［Ｊ］．ＰｒｏｔｅｉｎＰｅｐｔＬｅｔｔ，２００５，１２

（８）：７５１－７５５

［１９］ＪｏｈｎｓｏｎＭＡ，ＳｏｕｔｈｗｏｒｔｈＭＷ，ＨｅｒｒｍａｎｎＴ，ｅｔａｌ．ＮＭＲｓｔｒｕｃｔｕｒｅ

ｏｆａＫｌｂＡｉｎｔｅｉｎｐｒｅｃｕｒｓｏｒｆｒｏｍＭｅｔｈａｎｏｃｏｃｃｕｓｊａｎｎａｓｃｈｉｉ［Ｊ］．

ＰｒｏｔｅｉｎＳｃｉ，２００７，１６（７）：１３１６－１３２８

·校园信息·

中国药科大学２０１９年８～９月获授权专利情况

申请（专利）号 名称 发明（设计）人

ＣＮ２０１７１００１２３０３．９ 一种表面结合载药纳米粒的干细胞肿瘤靶向系统的构建 宗莉；金亮；徐梦露

ＣＮ２０１７１１０８２０２１．２ 一种大环内酯类抗生素中空多孔型分子印迹聚合物的制
备方法及应用

纪顺利；丁黎；杨文；李腾飞；李多

ＣＮ２０１７１０１９５７１４．６ 含脲基的ＩＤＯ１和ＩＤＯ２双重抑制剂、其制法及其医药用途 朱启华；方升阳；段齐珠；徐云根；江振洲；衡浩；张陆勇

ＣＮ２０１８１０２６８５７３．０ 一种基质金属蛋白酶９的多肽抑制剂及其应用 薛建鹏；徐寒梅；韩艳珍；胡加亮；李伟光；栾佳琪

ＣＮ２０１６１０６７８１２１．０ 一种高活性长效降糖融合蛋白及其制备方法与医药用途 谭树华；古丽丽；付剑；张永波；田清华；王癑；龚晓健

ＣＮ２０１５１０６２６５１０．４ 一种基于碳量子点的荧光双水相的制备方法 何华；王娜；潘仁锋；肖得力；彭军；李思桥

ＣＮ２０１７１０１９５１６５．２ 具有抗癌活性的３Ｏ（对甲磺酸酯苯甲基）抗坏血酸及
制备方法

栾立标；胡思源

ＣＮ２０１７１０２４７５９７．３ 一种尼莫地平脂质纳米粒及其制备工艺 周建平；丁杨；姜孟劳

ＣＮ２０１６１０４６３０３５．８ 喹唑啉Ｎ苯乙基四氢异喹啉类化合物及其制备方法和
应用

黄文龙；钱海；崔建；刘保民；邱倩倩；吴玉祥；潘渺博

ＣＮ２０１６１０２２７１３６．５ 高活性艾塞那肽类似物及其医药应用 谭树华；古丽丽；黄传龙；王癑；许雅琼

ＣＮ２０１９１００７３３６８．３ ＳＮａｓｅ在制备治疗炎症性肠病药物中的应用 吴洁；董万法；张婷婷

ＣＮ２０１７１００４６０２８．２ 白花前胡乙素的医药用途 徐晓军；李会军；卢罛；郑祖国；李萍

ＣＮ２０１８１００９０７３５．６ 神经氨酸酶抑制剂用于制备治疗心肌炎的药物的用途 齐炼文；张蕾；尹小建；李菁；马高祥

ＣＮ２０１７１０２９０１９１．３ 一种七甲川菁荧光染料及其肿瘤精准诊断和治疗的应用 顾月清；马；韩智豪

ＣＮ２０１７１０４９２８９３．Ｘ 一种５磺酰氧基８酰胺基喹啉衍生物的制备方法 朱启华；吴欢欢；徐云根；贺新；王致斌；崔芷莹；纪德重；

其他发明人请求不公开姓名

ＣＮ２０１７１０１１９５９２．２ 硫酸化透明质酸２辛基十二醇酯 栾立标；易芳莲

ＣＮ２０１７１０３０９４９３．０ 一种评估药物发生不良反应倾向的方法 顾月清；洪尚志；包未央

ＣＮ２０１６１００６４２１５．９ 吡咯［４，３，２ｄｅ］喹啉２（１Ｈ）酮类 ＢＲＤ４蛋白抑制剂的
制备方法及其用途

陆涛；陈亚东；张智敏；冉挺；姜飞；陈红丽；卞媛媛；

张德伟

ＣＮ２０１６１０２５０４７２．１ ４芳香胺香豆素衍生物及其制备方法和医药用途 向华；莫希斯；骆国顺；王崇；邱荣茂；陈明琪；陈德英；

尤启冬

检索用数据库：ＣＮＩＰＲ中外专利数据库服务平台；检索日期：２０１９１０２１

（图书与信息中心 顾东蕾）
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