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摘 要 从 +:2+免疫抗体库获得的一株抗 +:2+LG’&人源单链抗体 W"!，亟待鉴定。为了快速制备大量具有生物活性的单链
抗体 W"!，构建了 -M=!J8LW"!原核高表达载体，表达量占菌体总蛋白质 <$\以上。采用稀释复性和分子筛柱复性两种方法对
包涵体蛋白进行复性与纯化，结果显示两种方法都能使得单链抗体复性。与稀释复性法相比，柱复性效果更好，其抗原结合

活性是稀释复性法的 "P#"倍。柱复性后的单链抗体亲和力测定的解离常数 46 为 H<P#C/’(]/^。为进一步研究单链抗体 W"!
的功能奠定了基础。
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随着抗体工程技术的发展，人源抗体越来越多

的用于疾病的治疗。单链抗体（+4CB(, 3984C _5，
+3_5）是由抗体重链可变区（&W）和轻链可变区（&^）

经连接肽拼接后形成的小分子抗体。这种新的抗体

片段在保持原有抗体结合特异性的基础上，由于分

子量小，易于原核表达、快速大量制备，对于新抗体



相关性质的快速鉴定及疾病的治疗具有重要意义。

!"#!是一种由 !"#! 冠状病毒（!"#!$%&’）引
起的严重传染性疾病［($)］，尚无有效的治疗药物。尽

管 !"#! 的大规模流行已经得到控制，然而加强
!"#!预防和治疗试剂的研制不仅可以对 !"#! 的
复燃进行有效的技术和物质储备，而且对 !"#!$%&’
致病机理的研究以及预防其他突发事件的发生具有

重要意义［* + ,］。本室利用噬菌体展示技术构建了

!"#!免疫抗体库，成功筛到多株单链抗体，其中一
株单链抗体 -(.显示了更高的特异性和亲和力，为
了大量获得有活性的单链抗体 -(.，我们对其进行
了表达及纯化。

由于重组蛋白在大肠杆菌中的高水平表达经常

导致无活性的蛋白聚集体———包涵体。包涵体蛋白

需经过一个适合的复性过程才能成为具有天然构象

的活性蛋白。尽管国内外对于融合蛋白的复性已取

得了许多经验［/ + 0］，但是由于蛋白质的个体差异较

大，使得每种蛋白质适用的复性方法不同。本实验

采用两种复性方法对 !"#!免疫抗体库获得的一株
单链抗体 -(.进行了复性研究，我们筛到的 -(.这
株单链抗体与传统单链抗体不同，为 ’1$123456$’-

形式，并且 123456 区采用了特殊设计的 .( 肽
（!77!898!:;’::8<1!!!78），对于这种形式的单链
抗体表达、复性国内外少有报道，因此，研究单链抗

体 -(. 复性，增加个案分析，对于促进单链抗体的
复性研究具有重要启示意义。

! 材料和方法

!"! 材料
!"!"! 质粒与菌种：=>8.?@（ A）表达载体及表达菌
株 B1.(（C>)）购自 ;&D@E53公司；含有单链抗体 -(.
基因的载体 =C;"F［(G］由本室从 !"#!免疫抗体库筛
选得到。

!"!"# 试剂与仪器：限制酶与 8* 连接酶（;>B）；
C;"凝胶纯化试剂盒（H9"7>;）；抗 -2I$8@E抗体、凝
胶 !5=J@K6LM !$.GG-# 和 %J5M@N23E !5=J@6&I58O P@IN
PM&Q -2I 亲和柱（RJ@6S@K2@）；-#R 标记的羊抗鼠
（R256K5）；B2&$#@T液相层析系统 B2&M&E2K 1R及酶联免
疫检测仪 O&T5M FFG O2K6&=M@N5 #5@T56；变角度光谱椭
扁仪 ’@62@UM5 "3EM5 !=5KN6&IK&=2K >MM2=I&S5N56I（V W "W
X&&MM@S %&W 93K W）。
!"# 方法
!"#"! 单链抗体的表达载体构建：根据 -(.序列，
设计了一对带有酶切位点的引物：FY$778 %7% 77"

8%% 7"% "8% %77 787 "%% %"7 8%8 %%$)Y；FY$87%
77% %7% ""7 %88 87" 77" 7"% "78 7"% %78
87$)Y。R%# 扩增获得带有酶切位点 !"#-!和
$%&T"的单链抗体基因片段，酶切插入表达载体
=>8.?@（ A）相应酶切位点，重组 =>8.?@（ A）转化表
达菌 B1.(（C>)），挑取单克隆 R%#鉴定，并测序，命
名为 =>8.?@$-(.。
!"#"# 单链抗体的表达：=>8.?@$-(. 单克隆 )/Z
过夜培养，次日 (G[接种新鲜 1B培养基，)/Z生长
至 ’(,GG约 G\, ] G\?，加入 9R87至终浓度(SS&M^1，
诱导表达 *J，离心收集菌体，超声破碎菌体，分别收
集可溶及不溶部分，!C!$R"7>分析表达形式。
!"#"$ 包涵体纯化：超声破碎后，离心收集包涵体
沉淀，分别用含 .\FS&M^1 ;@%M，G\F[ 862N&3 _$(GG和
.S&M^1 尿素的 FGSS&M^1 862I$-%M，=-?\/，.SS&M^1
>C8"溶液洗涤，最后离心沉淀即为纯化后的包涵
体。

!"#"% 单链抗体的复性："W稀释复性：将洗涤纯化
后的包涵体 ()GGGE离心 )GS23，称取沉淀重量，用变
性液（,S&M^1 盐酸胍，.FSS&M^1 862I$-%M，=-?\/，
(GSS&M^1 >C8"，(GSS&M^1 C88）溶解变性，为保证盐
酸胍 ,S&M^1 浓度，加入与沉淀同重量的固体盐酸
胍，复性前离心去除不溶物。取 (S1溶解变性液，
逐滴加入 )GGS1 复性液（)S&M^1 尿素，.F SS&M^1
862I$-%M，=-?\(，G\(SS&M^1还原型谷胱甘肽，(SS&M^
1氧化型谷胱甘肽，G\*S&M^1 1$精氨酸）至终浓度
G\( SE^S1，*Z放置 .*J，先对 G\.FSS&M^1 尿素，
.FSS&M^1 862I$-%M，=-?\G，G\(FS&M^1 ;@%M 溶液缓慢
透析，然后以 .FSS&M^1 862I$-%M，=-?\G，G\(FS&M^1
;@%M溶液透析，除去 1$精氨酸及残余 C88，复性产
物过 -2I亲和柱纯化浓缩。

BW柱复性：将洗涤纯化后的包涵体 ()GGGE 离
心 )GS23，沉淀用 ?S&M^1 尿素，FGSS&M^1 862I$-%M，
=-?\/，.SS&M^1 >C8"，(GSS&M^1 C88变性液溶解过
夜，离心过 G\*F#S 膜。凝胶柱采用 !5=J@K6LM !$
.GG-#层析柱（(GSS ‘ (GGGSS），复性平衡液为
FGSS&M^1 862I$-%M，=-?\)，G\(FS&M^1 ;@%M，G\*S&M^1
1$精氨酸，.SS&M^1 >C8"，G\(S&M^1 尿素，G\*SS&M^1
还原型谷胱甘肽，(SS&M^1 氧化型谷胱甘肽，流速
G\.S1^S23，收集单链抗体目标峰。
!"#"& !C!$R"7> 电泳及 X5IN563 UM&N 检测：!C!$
R"7>电泳，用 (.[分离胶；X5IN563 UM&N 分析：!C!$
R"7>电泳后的凝胶于电转印装置中 /G’转 )J，取
出转有蛋白质的硝酸纤维膜，F[脱脂奶粉封闭，分
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别用鼠抗 !"#$%&’( 抗体为二抗，辣根过氧化物酶
（!)*）标记羊抗鼠为三抗，加入 !)*发光底物，+光
片曝光分析结果。

!"#"$ ,-./0鉴定活性：用纯化的灭活 /0)/ 病毒
颗粒［11］（包被液 1 234稀释）包被 5$孔酶联板，67过
夜。封闭液（18 9/0溶于 *9/中）:;7封闭 <=，把
抗体加入到包被的酶联板中，:;7温育 1=。用 *9/&
及 *9/分别洗板 6次。分别加鼠抗 !"#$%&’(抗体为
二抗，!)*%羊抗鼠为三抗，>*?%!<><显色，<@ABC-
!</>6 终止反应，在 654 D@处检测每孔的 !" 值（光
吸收值）。

!"#"% 单链抗体的亲和力测定：单链抗体 !1<亲和
力 采 用 变 角 度 光 谱 椭 扁 仪 E’F"’GBH 0D(BH
/IHJKFA#JAI"J ,BB"I#A@HKHF#（L M 0M NAABB’@ OAM .DJ M）测
定。首先将纯化的灭活 /0)/病毒颗粒共价结合在
蛋白芯片上的特定区域，牛血清封闭后，蛋白芯片放

入含有 *9/ 的小槽里，迅速加入等体积抗体溶液，
抗体特异结合后，待测区域的表面蛋白灰度随之增

加，通过仪器实时监测待测区域的表面蛋白灰度变

化，绘制出抗体实时结合曲线，从而计算出亲和

力［1< P 16］。

# 结 果

#"! 构建 &’(&单链抗体高效表达载体
基于 9F’QGRFS 等［14］构建的体内重组载体

I?T03，我们构建了 /0)/免疫抗体库，并从中筛选
出 /0)/特异单链抗体 !1<。单链抗体 !1<的轻链
和重链可变区的连接肽（ B"DUHF）是为了适应 I?T03
重 组 载 体 而 特 殊 设 计 的 <1 肽
（ /VV/&.&/WTEWW&X-///V&）。这 种 /JYZ !1< C
I?T03重组载体能够在大肠杆菌 !9<131中可溶表
达，但是表达量较低，不能满足该单链抗体的功能实

验。因此，为了大量获得有活性的单链抗体 !1<，我
们将单链抗体 !1< 基因克隆到表达载体 I,&<[’
（ \）上，构建 I,&<[’%!1<表达质粒（图 1）。重组载
体经 *O)（图 <）和测序鉴定，证明 !1< 基因序列正
确。

图 1 I,&<[’%!1<重组表达载体示意图
Y"(M 1 /J=H@’K"J Q"’(F’@ A] I,&<[’%!1< H^IFH##"AD ZHJKAF

图 < *O)鉴定重组质粒中的 /JYZ !1<基因
Y"(M < *O) "QHDK"]"J’K"AD A] /JYZ !1< (HDH "D K=H

I,&<[’%!1< H^IFH##"AD ZHJKAF

#"# 单链抗体 )!#的诱导表达
将 I,&<[’%!1< 基因导入大肠杆菌 9-<1（?,:）

中表达。经 .*&V诱导 6=后，对菌体超声破碎。用
/?/%*0V,电泳分析表达产物。结果表明，在大约
<5U?出现一条明显增粗的蛋白带，即为单链抗体
!1<表达产物，表达量占总蛋白的 :48以上，且主要
表达形式为包涵体（图 :）。通过进一步降低诱导温
度，包涵体表达形式未获得明显改变。

图 : /?/%*0V,电泳分析单链抗体 !1<的诱导表达
Y"(M : /?/%*0V, ’D’BS#"# A] K=H H^IFH##"AD A]

/JYZ !1< "D # M $%&’
1：DAD%.*&V "DQRJHQ JHBB BS#’KH；< _ 6：.*&V%"DQRJHQ JHBB BS#’KH（<）

#RIHFD’K’DK（:）’DQ "DJBR#"AD GAQS（6）M

#"* 包涵体纯化
根据文献报道 I! 值偏碱的变性液有利于复

性［13］，我们采用了 I! [‘; 变性缓冲液对单链抗体
!1<包涵体进行洗涤纯化。/?/%*0V,分析显示，洗
涤后包涵体纯度可达 548以上，这为复性奠定了基
础。

#"+ 稀释法复性单链抗体 )!#
传统复性通常采用两种方式，稀释复性或缓慢

透析复性，但效果通常不好。为了研究单链抗体
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!"#传统复性效果，为将来生产应用提供依据，我们
通过对传统复性方法改进，尝试了单链抗体 !"#稀
释、透析复性的效果。由于 $%&’含有链内二硫键，
二硫键的正确形成对于单链抗体复性至关重

要［"( ) "*］，因此，我们应优先考虑二硫键的正确形成。

由于随盐酸胍浓度下降到 +,-./012以下，折叠迅速
发生并完成，这易造成错误的折叠，而随尿素浓度减

少，折叠发生较缓慢，在 3 4 3,-./012时处于 -+5折
叠与非折叠的动态中间过程［"6］。利用单链抗体随

盐酸胍与尿素浓度减少的蛋白质折叠动力学差异，

结合稀释复性和缓慢透析复性二者优缺点，我们将

包涵体盐酸胍变性后先缓慢稀释到 3./012 尿素复
性液，使蛋白终浓度为 +,".71.2，低温放置，利用
8$!18$$8氧化，使链内二硫键易于正确形成。此
外，为了更有效地防止中间体聚集，使分子内二硫键

正确形成，加入了 +,9./012精氨酸。透析时先利用
含 +,#-./012 尿素缓冲液缓慢透析过渡，然后利用
!:;亲和柱结合缓冲液快速透析，并直接用 !:;亲和
柱浓缩纯化，获得高浓度单链抗体，经 $<$=>?8@和
AB;CBDE F0/C分析纯度 G H-5，且没有多聚体产生（图
9），以复性后 $%&’蛋白量与复性前包涵体蛋白量之
比计算回收率为 "","5。

图 9 单链抗体 !"# 表达与纯化分析
&:7I 9 ?EJ0K;:; /L $%&’ !"# FBL/DB JEM JLCBD DBL/0M:E7

?：$<$=>?8@；N：AB;CBDE F0/C；"：:E%0O;:/E F/MK；#：POD:L:BM :E%0O;:/E

F/MK；3：!"# DBL/0MBM FK M:0OC:/E；9：!"# DBL/0MBM FK 7B0 L:0CDJC:/E /E J

%/0O.EI

!"# 柱复性
柱复性近几年来被尝试用于包涵体蛋白的体外

复性［"H］，可以在高蛋白浓度下实现复性，且操作简

便，复性率高，因此，我们也尝试了单链抗体 !"#的
柱复性。用复性缓冲液平衡好 $BPQJ%DK0 $=#++!R凝
胶层析柱，将 9.2变性蛋白（浓度 #.71.2）上样，流
速 +,#.21.:E进行洗脱，洗脱图谱见图 -，峰 " 为复

性蛋白，峰 #及峰 3分别为 <SS及尿素，收集峰 "。
先用 -+../012 SD:;·!T0，P!6,3，+,"-./012 UJT0，
#../012 @<S?缓冲液缓慢透析，然后用 >N$ 透析，
取透析后的蛋白 $<$=>?8@及 AB;CBDE F0/C检测，证
明复性后蛋白为 #HV<唯一条带（图 9）。透析后以
复性后单链抗体蛋白量与复性前包涵体蛋白量之比

计算回收率，最高可达 *+,-5。

图 - $BPQJ%DK0 $=#++!R凝胶层析柱对
单链抗体 !"#复性的洗脱图谱

&:7I - SQB DBL/0M:E7 /L $%&’ !"# W:CQ $BPQJ%DK0 $=#++!R
"：$%&’ !"#；#：<SS；3：ODBJ；) XY；===%/EMO%C:’:CK I

&:7I ( @2Z$?检测单链抗体 !"#的活性
&:7I ( @2Z$? JEJ0K;:; CQB J%C:’:CK /L $%&’ !"#
! !"# DBL/0MBM FK 7B0 L:0CDJC:/E /E J %/0O.E；" !"#

DBL/0MBM FK M:0OC:/EI

!"$ %&’()检测复性的单链抗体活性
不同的复性方法，由于复性率不同使得蛋白活

性都有差别，为了选择活性最好的用于进一步的功

能实验，我们检测了两种复性方法获得的单链抗体

!"#抗原结合活性。两种抗体均以 3+!71.2作为起
始浓度，"+ 倍系列稀释两个梯度进行检测（如图 (
所示），在高浓度时，由于抗体结合抗原处于饱和状

态，二者 @2Z$?的 !" 值区别不大；然而随着单链抗
体浓度的稀释，两种复性方法获得的单链抗体抗原

结合活性表现出差异，柱复性获得的单链抗体 !"#
抗原结合活性约为稀释复性的 ",+( 4 ",-"倍，显示
二者蛋白浓度虽然相同，但复性率不同，即有活性的

单链抗体 !"#的浓度不同，柱复性具有更高的复性

-H(段金柱等：抗 $?R$ 人源单链抗体 !"#的表达及复性



率，这使得 !"#$% 实验中，柱复性获得的单链抗体
&’(需稀释更多倍数，与抗原结合反应才进入对数
下降期，从而表现为柱复性获得的单链抗体 &’(随

抗体的稀释，抗原结合活性变化相对小一些。总结

两种复性结果如表 ’。

表 ! 两种复性方法的复性效果
"#$%& ! "’& ()*+#,-.)/ )0 1(23 4!5 6-7’ 76) ,&0)%8-/9 *&7’)8.

)*+,-./01 2*34,.
56,3*/0
6*7,8*69

5:6/39
%73/8/39 6;3/,

!"6*+,-./01 <9 1*- +/-36;3/,0 =!"6*+,-./01 <9 ./-:3/,0）

)*+,-.*. <9 ./-:3/,0 ’’>’? @ AB? ’

)*+,-.*. <9 1*- +/-36;3/,0 CD>B? @ AB? ’>DE F ’>B’

G,3*：56,3*/0 6*7,8*69 /H 34* 6;3/, ,+ 34* I:;03/39 ,+ 34* 6*+,-.*. $7J8 K6,3*/0 K*6 I:;03/39 ,+ /07-:H/,0 <,.9 <*+,6* 6*+,-./01；;73/8/39 6;3/, /H 34* 6;3/, ,+ !"#$%
!" 8;-:* ,+ $7J8 6*+,-.*. <9 3L, ./++*6*03 K6,7*.:6*H /0 34* H;2* K6,3*/0 7,07*036;3/,0M

5:; 单链抗体亲和力测定
利用柱复性获得的单链抗体，我们进一步测定

了对灭活 $%)$病毒颗粒的亲和力。椭扁仪是利用
椭扁光学成像技术研究生物分子之间相互作用的一

种新型的光学检测技术，可以像表面等离子波共振

（$5)）传感器技术一样实时检测蛋白分子间结合作
用，获得抗体对抗原的实时结合曲线，从而计算出分

子间亲和力的大小。利用该技术测定单链抗体 &’(
具有高亲和力，#. 为 CN>B02,-="（表 (）。

表 5 柱复性单链抗体 4!5动力学参数及结合亲和力
"#$%& 5 <-/&7-( ,#7&. #/8 $-/8-/9 #00-/-7= )0 1(23 4!5

#,0 =［2,-="）O ’·$O ’］ #,++ =$ O ’ #; =（"=2,-） #. =（2,-="）

C>B P ’DN E>E P ’D O Q ’>NE P ’DC C>NB P ’D O R

> 讨 论
噬菌体抗体库技术的快速发展，使得利用基因

工程获得的治疗性人源抗体越来越多。面对 $%)$
对人类的威胁，快速获得治疗性抗体在临床上非常

迫切。本文研究的单链抗体 &’(是一株对 $%)$病
毒特异的单链抗体，在临床上具有潜在的应用价值。

单链抗体的原核表达多以包涵体形式表达，它的

复性研究虽已有报道，然而融合蛋白复性的复杂性使

得我们必须对每一种蛋白特殊对待。&’(在单链抗
体 的形式上与传统的单链抗体有极大的区别，除了

S"T"/0U*6TS& 取向 S" 在前 S& 在后，与通常单链抗体

不同，特殊设计的 "/0U*6 区必然影响到单链抗体的折
叠特性，因此，研究单链抗体 &’(复性特点十分必要，
不仅有利于单链抗体 &’(的大量生产，而且对于其它
类似单链抗体的复性也有启示作用。

稀释复性与透析复性是两种最简便的复性方

法，但通常难以成功，复性率低，为 B? F (D?［(D］。
通过对稀释复性有效的修饰，虽然获得了 ’’>’?的
蛋白回收率，但是活性的回收率却不及柱复性的单

链抗体 &’(，更重要的是，柱复性可以在高蛋白浓度
下实现复性与纯化一步完成，且操作简便，复性率

高，如本文试验所示，正是由于柱复性较高的复性

率，使得柱复性纯化的单链抗体 &’(与抗原的结合
活性相应的高于稀释复性，因此，对于单链抗体 &’(
柱复性依然是优先于稀释透析复性的选择，柱复性

获得单链抗体 &’(不仅具有对灭活 $%)$病毒颗粒
的特异性，而且具有 CN>B02,-="高亲和力（单链抗体
通常的 #. 值 ’DDD F ’02,-="，#. 值越低，亲和力越

高），这对于抗病毒研究与应用将具有重要意义。
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适当提及实验条件、使用的主要设备和仪器，结论部分应尽

可能提及本结果和结论的应用范围、应用情况或应用前景。

GYDYG 写法：
!）最好用重要的事实开头，避免用第一人称或辅助从句

开头。E）用过去时态叙述作者工作，用现在时态叙述作者结
论。G）关键词应明确、具体，一些模糊、笼统的词语最好不
用，如基因、表达⋯⋯

英文摘要完成后的最终效果应是，国外同行根据英文摘

要及图表，就可以大致了解论文的全貌。文摘写完后，应请

英文较好的专家审阅定稿后再寄至编辑部。

D 特别说明
DY! 关于综述
综述类稿件一定要结合自己的工作，应具备文献新，观

点明，有评论，有展望，切忌资料堆砌。

DYE 关于测序类论文
凡涉及测定 [#*、+#*或蛋白质序列的论文，请先通过

计算机网络进入国际基因库 PT/M（欧洲）或 N$-/’-3（美国）

或 [[/K（日本），申请得到国际基因库接受号（*22$;;18- #84）
后再投来。

DYG 关于版权
DYGY! 本刊只接受未公开发表的文章，请勿一稿两投。
DYGYE 凡在本刊通过审稿，同意刊出的文章，所有形式

的（即各种文字、各种介质的）版权均属本刊编辑部所有。作

者如有异议，敬请事先声明。

DYGYG 对录用的稿件编辑部有权进行文字加工，但如
涉及内容的大量改动，将请作者过目同意。

DYGYD 文责自负。作者必须保证论文的真实性，因抄
袭剽窃、弄虚作假等行为引发的一切后果，由作者自负。

DYD 审稿程序及提前发表
DYDY! 来稿刊登与否由编委会最后审定。凡被录用的

稿件将及时发出录用通知，对不录用的稿件，一般在收到来

稿 G个月之内致函说明原因。打印及复印稿不退，请自留底
稿及原图，特殊情况请在来稿时注明。

DYDYE 对投稿的个人和单位一视同仁。坚持文稿质量
为唯一标准，对稿件采取择优先登的原则。如作者要求提前

发表，请在投稿的同时提出书面报告，说明该研究成果的重

要性、创新性、竞争性和提前发表的必要性，经过我刊的严格

审查并通过后，可予提前刊出。

S 发表费及稿费
论文一经录用，将在发表前根据版面收取一定的发表

费，并酌付稿酬，寄送样刊及单行本。发表费 E"" 元\面，彩
版每面另加 B"" 元（发表费如有调整，以本刊所发通知为
准）。

C 编辑部地址
（!"""B"） 北京市海淀区中关村 中国科学院微生物
研究所《生物工程学报》编辑部
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