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达沙替尼的合成工艺优化···························王洪刚，费  凡，张乃华，潘高峰，张贵民*
Improved Synthetic Process of Dasatinib····································································
················································WANG H G, FEI F, ZHANG N H, PAN G F, ZHANG G M*
DOI：10.16522/j.cnki.cjph.2019.12.005
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The purity of the product was 99.95%, and the total yield was 83.16% 
(based on 2).The improved process had been verified by pilot test.

This process avoided this double substituted impuritiy in the 
conventional process.
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(S)-2-[(芴甲氧羰基)氨基]-5-[(叔丁氧羰基)氨基]-4,4-二氟戊酸的合成··························
····················································································王  迪，刘海侠，傅  磊*
Synthesis of (S)-2-[(Fluorenylmethoxycarbonyl)amino]-5-[(tert-butoxycarbonyl)amino]-4,4-
difluoropentanoic acid···························································WANG D, LIU H X, FU L*
DOI：10.16522/j.cnki.cjph.2019.12.006
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5- 氯-2-(3- 氯甲基-1,2,4- 三唑-4- 基) 二苯酮氯乙酸盐的合成·········································
····························································范  钢，仲  慧，高浩凌，卢时湧，钱秀萍*
Synthesis of 5-Chloro-2-(3-chloromethyl-1,2,4-triazol-4-yl)dibenzophenone Chloroacetate·········
··························································FAN G, ZHONG H, GAO H L, LU S Y, QIAN X P*
DOI：10.16522/j.cnki.cjph.2019.12.007
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邻氨基苯甲酸对达托霉素发酵的影响············徐  鲁，卢雪欢，张建斌，李继安，林惠敏*
Effect of Anthranilic Acid on Fermentation of Daptomycin··············································
·······························································XU L, LU X H, ZHANG J B, LI J A, LIN H M*
DOI：10.16522/j.cnki.cjph.2019.12.008
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CD47 胞外区蛋白的真核表达与多克隆抗体的制备······················································
····························································朱中松，赵丽丽，王玲玲，张贵民，刘  忠*
Eukaryotic Expression of CD47 Extracellular Domain Protein and Preparation of Polyclonal Antibody
····················································ZHU Z S, ZHAO L L, WANG L L, ZHANG G M, LIU Z*
DOI：10.16522/j.cnki.cjph.2019.12.009
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大孔树脂-正相硅胶柱色谱法制备闹羊花二萜有效部位·················································
····························································姚禹民，房  鑫，张继全，阮克锋，梁  爽*
Preparation of Diterpenoid Fraction from Fruits of Rhododendron molle G. Don by Macroporous 
Resin Combined with Normal-phase Silica Gel Column Chromatography·······························
····················································YAO Y M, FANG X, ZHANG J Q, RUAN K F, LIANG S*
DOI：10.16522/j.cnki.cjph.2019.12.010
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It is the first time to report the preparation process of diterpenoid fraction from fruits of Rhododendron 
molle G. Don which takes rhodojaponin Ⅲ & Ⅳ as the indexes with purity no less than 50%.
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琥珀布考固体分散体的制备及其Beagle犬体内药物动力学研究······································
····························································王  菁，王  瑶，张  磊，张志文，李又欣*
Preparation of Succinobucol Solid Dispersion and Its Pharmacokinetics in Beagle Dogs··············
·······················································WANG J, WANG Y, ZHANG L, ZHANG Z W, LI Y X*
DOI：10.16522/j.cnki.cjph.2019.12.011
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蛋白药物相转化微针的浸泡吸附制备法·····················董晓陶，吴  飞，尹  芹，金  拓*
Phase-transition Microneedle Patches Loaded with Protein Drugs via Impregnation··················
··············································································DONG X T, WU F, YIN Q, JIN T*
DOI：10.16522/j.cnki.cjph.2019.12.012
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ERP+CSV在制药企业中的实施应用··············陆振宇，徐秀卉，徐  蓉，沈  忱*，章欢明
Implementation and Application of ERP&CSV in Pharmaceutical Manufacturers····················
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CD47 也被称为整合素相关蛋白 ( IAP)，属于

免疫球蛋白超家族，相对分子质量约 50 000，该蛋

CD47 胞外区蛋白的真核表达与多克隆抗体的制备

朱中松
1,2
，赵丽丽
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，王玲玲
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3*
(1. 山东新时代药业有限公司，山东临沂 273400；2. 哺乳动物细胞高效表达国家工程实验室，山东临沂 273400；

3. 鲁南制药集团，山东临沂 276000)

摘要：通过真核表达系统表达 CD47 胞外区融合蛋白，并免疫新西兰兔，制备多克隆抗体。构建 CD47 胞外区真核表达

质粒 pCHO1.0-CD47-mFc，转染 CHO-S 细胞，建立高效表达 CD47 胞外区融合蛋白的稳转细胞库，并表达 CD47 胞外区

融合蛋白，通过 protein G 亲和色谱法纯化，SDS-PAGE 和 Western Blot 方法进行鉴定，Fortebio 测定蛋白浓度。结果显

示，获得的 CHO-S-CD47-mFc 细胞库的表达量在 322 mg/L，纯化后蛋白纯度大于 92％，表达的 CD47-mFc 融合蛋白可

同 CD47 抗体特异性结合；将此 CD47-mFc 蛋白免疫新西兰兔，多克隆抗血清的效价达到 1 ∶ 102 400。
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Eukaryotic Expression of CD47 Extracellular Domain Protein and
Preparation of Polyclonal Antibody

ZHU Zhongsong1,2, ZHAO Lili1,2, WANG Lingling1,2, ZHANG Guimin3, LIU Zhong3*
(1. Shandong New Times Pharmaceutical Co., Ltd., Linyi 273400; 

2. National Engineering Lab. for High Level Expression in Mammalian Cells, Linyi 273400; 3. Lunan Pharmaceutical Group, Linyi 276000)

ABSTRACT: Polyclonal antibodies were prepared by expressing the fusion protein of CD47 extracellular domain 
through adopting an eukaryotic expression system, and the products were used to immunize New Zealand white rabbits. 
The eukaryotic expression plasmid pCHO1.0-CD47-mFc of CD47 extracellular domain was constructed and transfected 
into CHO-S cells to establish a stable cell bank expressing CD47 extracellular domain protein. Protein G purification, 
SDS-PAGE and Western Blot methods were used to identify the protein, and concentration of the obtained protein was 
determined by Fortebio. The results showed that the expression level of the obtained CHO-S-CD47-mFc cell bank was 
322 mg/L, the purity was greater than 92％ purified by protein G affinity chromatography, and the expressed CD47-mFc 
fusion protein could specifically bind to the CD47 antibody. CD47-mFc protein was immunized to New Zealand white 
rabbits, and the titer of polyclonal antiserum reached 1∶102 400.

Key Words: eukaryotic expression; CD47 extracellular domain; antibody; cell bank

白为 5 次跨膜蛋白，胞外区含有 123 个氨基酸，形

成 IgV 样结构，在 C 端有 34 个氨基酸的胞质区 [1]。

CD47 是细胞表面一个重要的“self”标记，是调节

巨噬细胞吞噬作用的一个重要信号，可以与巨噬细

胞表面信号调节蛋白 α(SIRPα) 结合，磷酸化其免

疫受体酪氨酸抑制基序 ( ITIM)，随后招募蛋白酪

氨酸磷酸酶 1(SHP-1) 蛋白，产生一系列的级联反

应抑制巨噬细胞的吞噬作用 [2]。
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CD47 可广泛地表达在很多健康细胞的表面，

释放“Don't eat me”信号，告诉巨噬细胞不要吞噬

它们，从而保护健康细胞不被免疫系统破坏。而当

细胞老化或病变时，细胞表面就会逐渐丧失 CD47，
如此一来，机体便可识别并处理掉那些细胞 [3]。不

幸的是，这个机制被肿瘤细胞利用：肿瘤细胞为了

保护自己，在表面布置了比正常细胞更多的 CD47，
CD47 与 SIRPα 结合，也释放“Don't eat me”信

号，使其不被巨噬细胞吞噬。抗 CD47 抗体通过阻

断 CD47-SIRPα 信号通路，能有效激活巨噬细胞对

肿瘤细胞的吞噬作用，为肿瘤治疗提供了有效的途

径 [4]。目前，用于实体瘤和急性骨髓性白血病的抗

CD47 单克隆抗体 Hu5F9-G4 正处于临床Ⅱ期研究阶

段 [5]，国内也有多家企业布局 CD47 产品线，本研

究旨在为 CD47 抗体的研究提供前期资料。

1   仪器与试药

1.1   仪器

核酸电泳仪和蛋白电泳与转印系统 ( 美国 Bio-Rad 公

司 )；CO2 恒温摇床 (瑞士 Infors 公司 )；凝胶成像系统 (美

国 GE 公司 )；Fortebio OCTET K2(Pall) 生物分子相互作用

分析仪 (美国 Fortebio 公司 )；超净工作台 (苏州净化设备

有限公司 )。

1.2   材料

真核表达载体 Freedom pCHO1.0、细胞 CHO-S、转

染试剂 FreestyleTM( 美国 Invitrogen 公司 )；限制性内切

酶 AVR Ⅱ、BSTZ17 Ⅰ和 T4 DNA 连接酶 ( 美国 NEB 公

司 )；质粒提取试剂盒和凝胶回收试剂盒 ( 日本 TaKaRa 公

司 )；CD47-His 蛋白 (北京义翘神州科技有限公司 )；兔抗

人 CD47 抗体 (美国 Abcam 公司 )；辣根过氧化物酶 (HRP)

标记兔抗羊 IgG 的和羊抗兔 IgG 抗体 [赛默飞世尔科技 (中

国 )有限公司 ]；protein A 探针 (美国 Pall 公司 )；质粒大

量提取试剂盒 ( 美国 Omega 公司 )；弗氏完全佐剂和弗氏

不完全佐剂 (美国 Sigma 公司 )；CD47-mFc 基因全长由南

京金斯瑞有限公司合成。

新西兰兔 ( 邳州市东方养殖有限公司，合格证编号

201815554)。

2   方法与结果

2.1   pCHO1.0-CD47-mFc 质粒的构建及鉴定

CD47-mFc 基因的全长，根据 UniProt 网站公

布的人 CD47 蛋白的全长序列 (UniProt ：Q08722)
选取 19 ～ 141 位氨基酸，通过连接肽 3 个(GGGGS)
肽连接小鼠 IgG1 重链恒定区序列，由南京金斯瑞

生物科技有限公司进行序列优化和 DNA 合成，将

优化合成的 pUC57-CD47-mFc 质粒和 pCHO1.0 质

粒用 AVR Ⅱ和 BSTZ17 Ⅰ双酶切，琼脂糖凝胶回

收试剂盒回收目的片段，用 T4 DNA 连接酶 16 ℃
连接过夜，转化 DH5α 载体，挑取克隆，接菌，提

取质粒，进行双酶切鉴定，鉴定正确的质粒送上海

生工生物工程有限公司测序鉴定。双酶切质粒经 1％
琼脂糖凝胶电泳鉴定，由电泳结果可知在 1 148 bp

处有明显条带，见图 1 泳道 1，该条带与 pUC57-
CD47-mFc 质粒经 AVR Ⅱ和 BSTZ17 Ⅰ双酶切后的

电泳条带一致。经上海生工生物工程有限公司测序，

测序结果与设计序列一致，由此可知本试验已成功

地将CD47-mFc的核苷酸序列克隆入 pCHO1.0载体。
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图 1   真核表达载体的双酶切鉴定

Fig.1   Eukaryotic Expression Vector Digested by 
Double Enzymes

2.2   CD47-mFc 蛋白的真核表达

2.2.1   CHO-S 细胞转染

采 用 脂 质 体 法， 将 线 性 化 后 质 粒 pCHO 
1.0-CD47-mFc 转染 CHO-S 细胞，检测 CD47-mFc

融合蛋白表达情况。质粒转染按照 FreestyleTM MAX

转染试剂使用说明书，CHO-S 细胞转染前 1 d 按照

每 1 ml 0.5×106 个传代，转染当天计数，调整细

胞密度为 1×106 个，37 ℃培养。然后配制转染溶

液，将 50 mg 线性化质粒 pCHO1.0-CD47-mFc 加入
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OptiPROTM SFM 培养基至 1.5 ml，50 ml FreestyleTM 
MAX 转染试剂加入 1.45 ml OptiPROTM SFM 培养

基中，分别混匀后，将转染试剂混合液缓慢加入

至 DNA 混合液中，混匀室温静置 10 min 后，将转

染混合液缓慢滴加入 30 ml 的 CHO-S 细胞中。8％ 
CO2、37 ℃、130 r/min 培养。转染 48 h 后，不同

浓度的嘌呤霉素和甲氨蝶呤加压，经 2 轮加压，细

胞活力恢复至 90％，冻存 4 支；并取部分细胞以每

1 ml 0.3×106 个接种，补料降温培养。采用补料培养

基 C(Feed C，美国 Gibico 公司 )隔天补料，并于

d5 开始降温培养，细胞生长曲线如图 2 所示，细胞

密度能达到 22.4×106 个，在 32 ℃培养到 13 d 时，

细胞活率仍可达 93％，表明细胞生长良好。
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图 2   CHO-S-CD47-mFc 细胞补料培养生长曲线

Fig.2   CHO-S-CD47-mFc Cell Feed Culture Growth Curve

2.2.2   Fortebio 测定 CD47-mFc 稳转细胞库表达量

取细胞培养上清，磷酸盐吐温缓冲液 (PBST)
分别进行 4 倍和 8 倍稀释，以标准浓度的 IgG 作

标准品，用 PBST 稀释至 500、250、125、62.5、
31.25、15.63、7.81、3.91 µg/ml，绘制标准曲线。

以 protein A 做探针，上样进行蛋白浓度测定。测定

结果如图 3 所示，4 倍稀释测出浓度在 80.5 µg/ml ；
8 倍稀释，蛋白浓度在 40.2 µg/ml，标准曲线良好，

由结果计算可知，构建的 CD47-mFc 稳转细胞库的

细胞表达量达到 322 mg/L，可方便地表达大量蛋白。

2.2.3   CD47-mFc 蛋白的纯化和鉴定

2.2.3.1  CD47-mFc 蛋白纯化

细胞培养上清，采用 protein G 亲和色谱法进行

纯化。首先用20 mmol/L磷酸盐缓冲液(PBS，pH 7.4)

平衡 protein G 柱子，将离心并经 0.4 µm 滤膜过滤

的细胞培养上清过柱，然后用 20 mmol/L PBS(pH 
7.4) 洗至 OD 值至基线，以 20 mmol/L 枸橼酸溶液

(pH3.2) 洗脱，收集峰值区的洗脱液，调节 pH 值，

备用。SDS-PAGE 电泳后进行灰度扫描分析，纯化

后蛋白纯度大于 92％。

2.2.3.2   CD47-mFc 蛋白的鉴定

将 protein G 纯化后的蛋白与上样缓冲液混合，

煮沸 10 min，进行 SDS-PAGE 电泳。电泳后样品转

聚偏二氟乙烯 (PVDF) 膜，5％脱脂奶粉封闭过夜，

加入兔抗人 CD47 抗体，37 ℃孵育 2 h，洗膜后加

入羊抗兔 IgG-HRP 二抗，37 ℃孵育 2 h，洗涤 4 次，

二氨基联苯胺 (DAB) 显色。CD47-mFc 蛋白的理

论相对分子质量在 41 5 00，SDS-PAGE 结果见图 4，
显示其相对分子质量为 44 300 ～ 66 400，因真核表

达蛋白带有糖基化修饰，相对分子质量电泳结果显

示较大。Western Blot 结果见图 5，CD47-mFc 蛋白

同兔抗人 CD47 抗体的特异性反应结果见泳道 1 和

2，同阴性对照蛋白牛血清白蛋白无反应，见泳道 3，
表达的蛋白为 CD47 胞外区特异性蛋白。

2.2.4   CD47 多克隆抗体的制备与血清效价测定

2.2.4.1   CD47 多克隆抗体的制备

取 A、B 两只新西兰兔为试验对象。将 2 mg

纯化的 CD47-mFc 与 2 ml 弗氏完全佐剂混合，磁

力搅拌器上乳化完全，不同部位皮下多点免疫，2

只新西兰兔均给予 500 µg。2 周后，将 1 mg CD47-
mFc 与 1 ml 弗氏不完全佐剂混合后，乳化完全，

对 2 只兔进行加强免疫 1 次，间隔 2 周后再加强免

图 3   Fortebio 测定 CD47-mFc 细胞库表达量

Fig.3   Determination of CD47-mFc Cell Bank Expression 
by Fortebio
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疫 1 次，每次每只兔均给予 250 µg。共免疫 3 次。

d 10 采血，收集血液，37 ℃恒温箱中放置 30 min，
后 4 ℃放置过夜，4 ℃离心 (10 000×g)10 min，收

集血清。

2.2.4.2   抗血清的酶联免疫吸附 (ELISA) 法鉴定

CD47-His 蛋白包被 ELISA 板，每孔 20 ng，
4 ℃包被过夜，质量分数 5％的脱脂乳于 37 ℃封

闭 2 h，加系列稀释的兔抗血清，37 ℃孵育 2 h，用

PBST 洗涤 3 次，加 HRP 标记的羊抗兔 IgG 二抗

(1 ∶ 8 000) 孵育 40 min。用 PBST 洗涤 5 次，四

甲基联苯胺 (TMB) 避光显色 10 min，2 mol/L 硫酸

终止显色，酶标仪 450 nm 测定 OD 值。另采集免

疫前新西兰兔的血清作为阴性对照。各组设 3 个复

孔，进行试验，结果见图 6。由结果可知 A、B 两

只新西兰兔均产生抗体，其中 B 兔产生的抗体滴度

较高，可达 1 ∶ 102 400。
3   讨论

肿瘤发病与机体免疫密切相关。正常情况下，

肿瘤细胞会被免疫细胞清除，而在病理状态下，肿

M-Protein Marker ；1,2-CD47-mFc 蛋白；3- 牛血清白蛋白

图 5   CD47-mFc Western Blot 鉴定

Fig.5   Identification of CD47-mFc by Western Blot

瘤细胞表面高表达 CD47 蛋白，借此逃避免疫识

别，避免被巨噬细胞清除；利用抗 CD47 抗体，阻

断 CD47-SIRPa 信号通路，可导致肿瘤细胞被巨噬

细胞重新识别，从而杀伤、清除肿瘤细胞 [6]。郭

亚楠等通过 Hek293T 瞬时转染的方法，表达小鼠

CD47-Fc 融合蛋白，此蛋白可与腹腔巨噬细胞表面

的 SIRPa 相互作用 [7]。严学倩利用大肠埃希菌表

达 Trx-His-hCD47，此蛋白能够与巨噬细胞上的受

体 SIRPa 结合，能够促进巨噬细胞对 Jurkat 细胞的

吞噬 [8]。本研究通过构建真核细胞表达系统，转染

CHO-S 细胞表达 CD47-mFc 融合蛋白，此方法可以

方便地实现蛋白的高表达，蛋白带有 mFc 标签，可

以方便地进行纯化，真核细胞表达蛋白为分泌性的

糖基化蛋白，避免了原核表达系统蛋白的变性复性，

蛋白带有糖基化修饰，更接近蛋白的天然结构，免

疫动物可产生更多抗空间结构域的抗体，对新型抗

体的发现作用巨大。以前，由于哺乳动物细胞培养

困难、成本高、表达量低等原因，大家习惯用原核

表达系统进行蛋白的表达，现在很多公司已推出成

熟的真核表达系统，蛋白表达量达到 5 g/L，甚至

10 g/L[9]，蛋白表达量高，并且蛋白的结构与活性

更接近天然蛋白，真核表达系统也不失为蛋白表达

的优良选择。

图 6   ELISA 法测定兔抗 CD47 抗血清的效价 (n=3)
Fig.6   Determination of Titer of Rabbit Anti-CD47 

Antiserum by ELISA (n=3)
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图 4   CD47-mFc SDS-PAGE 结果

Fig.4   CD47-mFc SDS-PAGE Results
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