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人源抗狂犬病毒单链二硫键稳定抗体的重组设计与表达

蔡 昆，王 慧"，包士中，史 晶，侯晓军
（军事医学科学院微生物流行病研究所 病原微生物生物安全国家重点实验室 北京 2$$$"2）

摘 要：以人源抗狂犬病毒糖蛋白母本单链抗体 D?E< 为模板，利用 FGH 点突变分别在重链 EH 可变区 IJ（!!）和轻

链 EH 可变区 IK（2$$）分别引入一个半胱氨酸，成功构建了重组单链二硫键稳定抗体基因。连接 =5.##L（ M ）载

体，转化入 ! > "#$% NK#2（O5’）得到工程菌，PF.Q 诱导表达。体外复性并经 R81R.) 亲和层析对目的蛋白 D?S,E< 进

行纯化；利用荧光抗体实验和 5KPD) 检测抗体活性及稳定性。结果表明重组 D?S,E< 蛋白实现了原核高效表达，通

过体外复性和 R81R.) 柱纯化获得纯度大于 3$T 的 D?S,E< 蛋白。荧光抗体实验和 5KPD) 结果表明 D?S,E< 具有特

异的抗原结合活性，与母本 D?E< 比较，稳定性有明显提高。这种具有特异抗原结合活性的稳定 D?S,E< 蛋白的获得

为其进一步的功能研究提供了材料。
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众所周知，狂犬病一旦出现症状几乎是百分之

百死亡［ 2 ］，因此唯一的预防措施就是在被疯动物致

伤前或致伤后注射狂犬疫苗。由于狂犬病发病目前

还无法医治，所以研究狂犬病的预防制品是非常必

要的。本室已经成功表达了抗狂犬病毒单链抗体

D?E<［ # ］。但是有在血液中不稳定的缺点［ ’ ］。因此，

需要对其进行结构改造以提高其稳定性。本文在母

本抗体分子 D?E< 的基础上，利用 FGH 点突变分别在

重链可变区（IJ）和轻链可变区（IK）的框架区（EH）

各引入一个半胱氨酸，以 24 个氨基酸的（D/BQ0V!）’

作为连接肽，构建单链二硫键稳定抗体基因［ ! ( & ］。

在大肠杆菌中表达、纯化、体外复性并检测其特异抗

原结合活性及稳定性。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌 株、毒 株 和 载 体：大 肠 杆 菌（ !&"’()%"’%*
"#$%）OJ4!和 ! > "#$% NK#2（O5’）购自天根生化公司；

狂犬病毒 GID 株由军事医学科学院夏咸柱院士惠

赠；表达载体 =5.##L（ M ）为本室保存。

!"!"# 试剂：胶回收试剂盒、质粒提取试剂盒购自

天根；+,("、+#-"购自 R5N 公司；=WO2%1. </?-:B、
限制性内切酶及 .! OR) 连接酶购自 .7X7H7 公司；

R81R.) 为 FY7B67?87 产品；过氧化物酶（JHF）标记抗

J8, 抗体购自 F8/B?/ 公司；荧光标记抗狂犬病毒核衣

壳抗体购自吉泰公司；5<79, N0*/ 购自 D8+67 公司；

人用狂犬病纯化疫苗为法国维尔博公司产品。

!"# $%&’() 表达工程菌的构建

引物两端分别引入 +,("、+#-"酶切位点，以

母本单链抗体为模板，利用 FGH 点突变在重链 EH
可变区 IJ（!!）及轻链 EH 可变区 IK（2$$）各突变一

个氨基酸为半胱氨酸并分别扩增突变后的 IJ 和

IK，同时合成 24 个氨基酸的（D/BQ0V!）’ 连接肽。利

用 FGH 技术将 IJ 和 IK 用连接肽连接。FGH 反应

条件：34Z 4689，3!Z 2689，&$Z2689，"#Z 2689’$,；
"#Z 2$689。产物连接 =WO2%1. </?-:B 转化 ! > "#$%
OJ4!。阳性克隆提取质粒并用 +,("和 +#-"双酶

切，与经同样双酶切的 =5.##L（ M ）载体连接后，转

化 ! > "#$% OJ4!，FGH 和酶切鉴定，测序。正确克隆

质粒转化 ! > "#$% NK#2（O5’）。

!"* $%&’() 在大肠杆菌中的表达及 +,’-,./ 012-
将已转化单链二硫键稳定抗体表达的 ! > "#$%

NK#2（O5’）阳性克隆接种于 KN 培养液（含 2$$#+[6K
氨苄青霉素）中，’"Z过夜培养。按 2T比例转接新

鲜 KN 培 养 液 培 养 至 .&$$ 值 约 为 $C&，加 终 浓 度

$C266:0[K PF.Q 诱导表达 4Y，离心收集菌体，DOD1
F)Q5 分析。将蛋白转移至 RG 膜上，过氧化物酶

（JHF）标 记 抗 J8, 抗 体 为 一 抗，O)N 显 色 后 观 察



结果。

!"# 包涵体的体外复性及纯化

离心 收 集 菌 体 超 声 破 碎 菌 体 后 分 别 用 !"
#$%&’(、)*’+ 脲素、纯水洗涤获得重组蛋白的包涵体。

用 ,*’+-. 盐 酸 胍 溶 解 变 性，以 /%0/#1 柱 进 行 含

,2%3 标签特异蛋白的亲和层析纯化。纯化收集蛋白

装于透析袋中，在分别含有 ,*’+-.，4*’+-.，)*’+-.，

!*’+-. 脲素的 5657*’+-. 89: 溶液中进行梯度透析，

最终 透 析 至 5657*’+-. 89: 中。复 性 蛋 白 在 含 有

;## 变性和没有 ;## 的条件下进行 :;:081<=。

!"$ 荧光抗体实验检测 %&’()* 的结合活性

荧光抗体实验用来检测抗体与病毒的特异结

合［>］。将过量目的蛋白 :?@3AB 与适量 CD: 株狂犬

病毒孵育后加入单层 9:E 细胞继续培养 )4F，89:
洗涤后，细胞单层用冷丙酮固定，=BG(3 9+HI 染色，并

加入 ! J)55 稀释至工作浓度的荧光标记抗核衣壳抗

体染色，荧光镜下观察细胞。对照组为抗狂犬病毒

马血清，抗破伤风马血清以及 9:1。

!"+ 相对亲和力测定

采用硫氰酸盐洗脱法对 :?AB 和 :?@3AB 的相对

亲和力进行比较。以人用狂犬病纯化疫苗（DI$’ 细

胞，K%3&G$ 株）为抗原包被 L, 孔板，7"9:1 封闭，加

入相同浓度的 :?AB 和 :?@3AB，7>M 孵育 !F。洗涤

后，加入含不同浓度 /24:C/（56) N )65*’+-.）的 56!
O89:，每孔 !55!.，洗后加入 2E8 标记的抗 2%30#GP
抗体。显色并检测 !4Q5。

!", -./%0 检测 %&’()* 的结合稳定性

以人用狂犬病纯化疫苗（DI$’ 细胞，K%3&G$ 株）

为抗原包被双复孔，分别以 75!R :?AB 和 :?@3AB 为一

抗，2E8 标记抗组氨酸抗体为二抗，间接 =.S: 方

法［T，L］检测 7>M在人血清中孵育不同时间段（5、!)、

)4、7,、4T、,5、>)F）以及在不同温度条件下 :?AB 和

:?@3AB 的抗原结合活性。

1 结果

1"! 单链二硫键稳定抗体表达质粒的构建

以通用连接肽（:I$<+U4）7 连接半胱氨酸点突变

的 D2 与 D. 成功构建单链二硫键稳定抗体。8CE
扩增得到约 >T5VW 的片段，符合设计大小。测序结

果表明，构建的 :?@3AB 基因序列与设计完全一致。

1"1 %&’()* 重组表达及 23(4356 7894 分析

将重 组 质 粒 转 化 " X #$%& 9.)!（ ;=7），经

56!**’+-. S8#< 诱导培养 ,F，离心收集菌体后 :;:0
81<= 分析。在相对分子质量约 75Y;G 处有一空载

体 W=#))V（ Z ）转化子所没有的明显条带（图 !），这

与预期的目的蛋白大小一致。以过氧化物酶（2E8）

标记抗 2%3 抗体为一抗进行 KI3&I$( V+’& 分析。结果

显示，在相应位置 75Y;G 处有特异条带（图 !），说明

表达产物正确。

图 ! %&’()* 的 %:%;<0=- 及 23(4356 >894 分析

A%RX! 1(G+U3%3 ’[ I\W$I33I@ :?@3AB VU :;:081<= G(@ KI3&I$( V+’& X !6

#’&G+ W=#))V（ Z ）-9.)! W$’&I%( G[&I$ %(@H?I@；)6 #’&G+ W=#))V（ Z ）0

:?@3AB-9.)! W$’&I%( G[&I$ %(@H?I@；OX .’] *’+I?H+G$ ]I%RF& W$’&I%(

*GYI$3；761(G+U3%3 ’[ I\W$I33I@ :?@3AB VU KI3&I$( V+’& X

1"? %&’()* 体外复性及 @A;@B0 纯化

超声破碎菌体后获得重组蛋白的包涵体。经变

性以 及 /%0/#1 柱 纯 化 后，在 相 对 分 子 质 量 约 为

75555 处得到纯度大于 L5" 的目的蛋白（图 )），与

设计蛋白大小一致。体外脲素梯度复性。复性蛋白

在非还原电泳的不同迁移速率表明在轻、重链间形

成了二硫键。

图 1 纯化 %&’()* 的 6C4A*3 蛋白电泳分析

A%RX) 1(G+U3%3 ’[ WH$%[%I@ :?@3AB VU :;:081<=X !6EI@H?I@ :?@3AB

G[&I$ WH$%[%I@；)6/’(0$I@H?I@ :?@3AB G[&I$ WH$%[%I@；OX .’] *’+I?H+G$

]I%RF& W$’&I%( *GYI$3X

1"# 荧光抗体实验检测 %&’()* 的结合活性

如果样品具有中和抗体的作用，足够量的样品

将能完全中和病毒，则无病毒感染细胞，镜下检测不

出荧光抗体；如果样品没有中和作用，病毒感染不受

影响，固定后荧光抗体能标记在感染的细胞上，镜下

能观察到荧光。结果显示，:?@3AB 与病毒孵育后不

4>, C1S ^H( ’( )% X -!#() *&#+$,&$%$-&#) .&/&#)（)55>）4>（4）



能被标记上荧光抗体（图 !"#），说明 $%&’() 与马血

清一样（图 !"*）能中和病毒。而 +,$（图 !"-）与抗

./. 马血清（图 !",）均能被标记上荧光，说明不能中

和病毒。

图 ! "#$%&’ 的荧光抗体实验检测

(012! -3456’0’ 78 ’9:%080% ;03&031 4%<0)0<6 78 $%&’() ;6 (5=7>:’%:3<

43<0;7&6 <:’<（(-.）2 -2 +,$；,2 ./. 43<0"’:>4；*2 ?4;0:’ 43<0"’:>4；

#@$%&’()2

()* 相对亲和力测定

采用硫氰酸盐洗脱法比较 $%() 和 $%&’() 的相

对亲和力。纵坐标为各样品 !ABC 值占未加硫氰酸盐

样品 !ABC值的百分比，当 !ABC下降为未加 DEA$*D 时

样品的 BCF 时，对应的 DEA$*D 浓度即为相对亲和

力指数。从图 A 中可以看出，$%() 的相对亲和力指

数为 C@GH75IJ，而 $%&’() 为 K@BH75IJ，表明改构后的

$%&’() 的相对亲和力要高于 $%()。

图 + 硫氰酸盐洗脱法比较 "#&’ 和 "#$%&’ 的相对亲和力

(012A L:4’=>:H:3< 78 >:54<0): 488030<6 78 $%() 43& $%&’() ;6 /JM$-

=’031 <N07%6434<: :5=<0732

(), "#$%&’ 的稳定性

/JM$- 结果显示目的蛋白具有特异的抗原结合

活性。/JM$- 测定的 !ABC 数值作为抗体的结合活性

指标［G，O］，温育各时间段及各温度时的样品 !ABC 数值

相对未温育目的蛋白 !ABC 数值的百分比作图，反映

结合活性下降的趋势。可以看出，在 KPN，母本单链

抗体 $%() 结合活性只有最初的 PC@OPF，而目的蛋

白 $%&’() 能保持 GA@!KF 的活性。并且在第 QPN 仍

能检测到 BPF 的活性（-）。在热稳定性实验中，

$%() 在 !BR时已基本无活性，而 $%&’() 能保持 BCF
以上的活性，在 BBR才降到 PCF（,）。可见，$%&’()
的结合稳定性相比母本单链有明显提高（图 B）。

图 * 目的蛋白稳定性 -./"0 检测

(012 B -3456’0’ 78 <N: ;03&031 4%<0)0<6 43& ’<4;050<6 78 $%&’() ;6 /JM$-2

-：$<4;050<6 03 ’:>=H 03 )4>07=’ <0H:’ 4< !QR；,：$<4;050<6 4< )4>07=’

<:H9:>4<=>:’2

! 讨论

单链抗体（’0315: %N403 8>41H:3< 78 )4>043<’，$%()）
是现在研究最多的小分子抗体，它由一段弹性连接

链（ 503S:>）把抗体重链可变区（TE）与轻链可变区

（TJ）相连而成，是具有亲代抗体全部抗原结合特异

性的最小功能结构单位［ ! ］。但是它有在血液中不

稳定的缺点。因此，需要对其进行改构提高其稳定

性。有报道称在轻、重链之间具有肽链 503S:> 和二

硫键的 $%&’() 在人血浆（!QR）条件下至少能保持

Q& 的生物活性，比 &’() 具有更高的中和活性［ KC ］。

本 试 验 选 用 母 本 $%() 中 的 连 接 肽

（$:>U56A）!
［KK］。同时分别在轻、重链框架区引入半胱

氨酸突变位点，使其在折叠过程中形成二硫键，成功

表达了单链二硫键稳定抗体。经 D0"D.- 纯化得到

目的蛋白，并由 /JM$- 及荧光抗体试验验证了其结

合活性及稳定性。改构的 $%&’() 与母本抗体相比，

具有相同的抗原结合特异性，说明引入二硫键的位

置不影响抗体的活性。同时稳定性得到较大提高。

为进一步对其进行功能性研究提供了试验材料。但

在本试验中还仍然存在原核系统变复性的工艺问

题。复性效率不高影响到其作为抗体的大量制备和

应用。我们可以尝试通过融合蛋白表达的方式，从

BQV蔡 昆等：人源抗狂犬病毒单链二硫键稳定抗体的重组设计与表达 2 I微生物学报（PCCQ）AQ（A）



而提高其变复性效率。

综上所述，!"#$%& 是一个重要的稳定性改构策

略，它的制备为将来的功能性研究及稳定性研究提

供了材料并奠定了基础。
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