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柑桔溃疡病菌重组单链抗体的高效表达及活性检测

陈 刚，殷幼平，袁 青，夏玉先，王中康"

（重庆大学生物工程学院 重庆市基因功能与调控重点实验室 重庆 !%%%1%）

摘 要：运用 I0J 方法扩增利用核糖体展示技术筛选的抗柑桔溃疡病菌（!"#$%&’&#"( ")&#&*&+,( *- C .,$/,，KL0）的单

链抗体（M+6N (/）基因片段，将单链抗体基因重组到原核表达载体 O:31%7（ P ）中，构建单链抗体高效表达载体

O:31%7（ P ）2KL02M+6N。再将 O:31%7（ P ）2KL02M+6N 质粒转化进大肠杆菌 QR$&（):1）后诱导表达，并对表达产物进

行纯化、复性及活性检测。获得了抗 KL0 单链抗体的高效表达蛋白，以包涵体形式存在的表达蛋白大小约 1$=)7。
包涵体蛋白经过变性、纯化和复性后，初步获得有功能的单链抗体。同时用 Q;7+D.* 分析 KL02M+6N2(/ 与 KL0 RIM 作

用，结果表明复性后的 KL02M+6N2(/ 具有较高的亲和力，从而为柑桔溃疡病菌 KL0 的免疫诊断和防治研究提供了

新的工具和途径。
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柑桔溃疡病是由地毯草黄单胞杆菌柑桔致病变

种（!"#$%&’&#"( ")&#&*&+,( *- C .,$/,）引起的一种国

内外重大检疫性病害，给世界柑桔产业带来了巨大

经济损失。目前国内外除了烧毁病树外并无其他切

实可行的根除方法，探索柑桔溃疡病的防治新途径

在目前和将来都具有重大意义。

基因工程重组单抗兼具治疗和诊断双重功能，

利用抗原 E 抗体特异性结合原理，可用于人类疾病、

植物 病 害 的 诊 断、治 疗 和 预 防。单 链 抗 体（B;?@4*
+T7;? N7.;7-4* U.7@,*?V，M+6N）是利用基因工程的方法

用一连接肽将抗体的重链可变区（WX）和轻链可变

区（WR）拼接在一起的重组蛋白。近几年，国内外相

继出现了单链抗体应用于医学领域的研究报道［&，$］。

但是，单链抗体 M+6N 应用于植物病害方面的研究报

道寥寥无几［1 ’ #］，且抗柑桔溃疡病菌的重组基因工

程抗体的研究尚未见报道。抗柑桔溃疡病菌单链抗

体 M+6N 是本基因中心实验室自主研制的 )YL 重组

单克隆抗体，这种小分子抗体在病原微生物的快速

鉴定和病害诊断预防等方面具有灵敏度高、特异性

强、使用简便等优点。

前期工作中，已从构建的核糖体展示文库中筛

选到高亲和力、专一性强的抗柑橘溃疡病菌重组单

链抗体（M+6N (/）［"］，针对其分泌型表达存在表达量

低，不易纯化等问题，故本研究将筛选的单链抗体进

行高效原核表达、复性及功能验证。可为柑桔溃疡

病菌的早期免疫诊断提供新型检测试剂，并为植物

病害的防治提供新的途径。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 基因操作材料：核糖体展示技术筛选的高

亲和力、专一性强的单链抗体 M+6N (/ 由本实验室构

建和保存，O:31%7（ P ）表达载体为 YDN7@*? 公司产

品，大肠杆菌（0(.%1/,.%," .&2,）QR$&（):1）由本室保

存。限制性内切酶（0.& J!、3,# G"）、3! 连接酶、

4"5)YL 聚合酶等均购自 37Z7J7 公司，凝胶回收试

剂盒和质粒抽提试剂盒为天为时代公司产品。

!"!"# 蛋白纯化和复性材料：Y;2Y3L X;B Q;?G 树脂

购自 [:J0Z 公司，M*OT7+.\42$%% 为 IT7,7+;7 公司产

品，异 丙 基 硫 代 半 乳 糖 苷（ ]I3^）、溶 菌 酶、I[M6、

:)3L、)33、R2L.@、3.;VD? K2&%%、_.*7、氧化型谷光苷

肽（^MM^）及还原型谷光苷肽（^MX）为 M;@,7 公司产

品，其余试剂均为国产分析纯。

!"!"$ 引物：由上海生物工程公司合成，上游引

物：/‘2L^LL3300L^^30LL^03^0L^0 L^30L^21‘；
下 游 引 物：/‘2000LL^03333L3^0L^0L30L^000^
33321‘。
!"# %&’( 基因的克隆



!"# 扩增核糖体展示技术筛选的单链抗体 $%&’
() 基因片段，!"# 扩增程序为 (*+ ,-./，0 个循环；

(*+ 123，42+ 123，5,+ 0-./，12 个循环；5,+延伸

6-./。07,8琼脂糖凝胶电泳，凝胶成像系统成像

（9:;3<=>% 0222，?.>#<@，A$B），鉴 定 !"# 扩 增 的

=CB 片段，凝胶回收后与提取的 DEF12<（ G ）表达载

体一起经 !"##!和 $%&@"双酶切，载体去磷酸化

在 04+ 连接过夜，连接产物转化进 ?H,0（=E1）大肠

杆菌，挑取阳性克隆并测序。

!"# $%&’ 基因的表达

将含 DEF12<（ G ）I$%&’ 的 ?H,0（=E1）菌株接种

到含 022-JKH 卡那霉素的 H? 培养液中，于 15+过夜

培养，次日，按 0：022 的比例接种到新鲜的 H? 培养

液中，放于 15+中 ,)2;K-./ 震荡培养到 ’(422 L 274
M 276 时，加入终浓度 0-->NKH 的 O!FP，于 12+下继

续培养 *Q。

!"( 包涵体的提取和变性

诱导完成后，将培养瓶于冰上放置 )-./，然后

在 *+，以 )222;K-./ 离心 0)-./，收集菌体。用超声

缓 冲 液 （ )2-->NKH F;.3IR"H，)-->NKH E=FB，

270)->NKH C<"H，0-JK-H 溶菌酶 DR 672）重悬（02-HK
0J 菌体），于 *+放置 *)-./，然后加入 0)-->NKH 的

!S$& 超 声 破 碎，破 碎 后 于 *+，02222;K-./ 离 心

02-./ 收集沉淀，用 *2-H 洗涤液（)2-->NKHF;.3IR"H，

)-->NKH E=FB，270)->NKH C<"H DR 672）洗涤，离心

弃上清，沉淀分别先后用含 1->NKH 尿素和含 27)8
F;.T>/ UI022 洗 1 遍后，溶解于变性液（)2-->NKHF;.3I
R"H，6->NKH V;:<，270->NKH =FF DR 672）中，在室温下

裂解 0,Q，以 0,222;K-./ 离 心 02-./ 取 上 清 并 经

27*)#- 滤膜过滤。

!") *+,-$%&’ 的纯化和鉴定

因表达的 $%&’ 融合蛋白含 4IR.3IT<J，因此用 C.I
CFB R.3 ?./@ 树脂对其进行纯化，具体操作参照试

剂盒说明书。表达后未纯化蛋白和纯化蛋白进行

$=$I!BPE 鉴定，以考马斯亮蓝染色后，观察结果。

并做 W:3T:;/ XN>T 验证目的蛋白，一抗采用抗 R.3IT<J
抗体，二抗采用碱性磷酸酯酶标记羊抗鼠 OJP。

!". *+,-$%&’ 的复性与亲和力鉴定

复性 采 用 凝 胶（$:DQ<%;YNI,22R#）柱 上 在 位 复

性，柱 子 用 平 衡 液（ )2-->NKHF;.3IR"H，)-->NKH
E=FB，270)->NKH C<"H DR 672）平衡后，按柱床体积

)8上载纯化样品，用洗脱液（)2-->NKH F;.3IR"H，

)-->NKH E=FB，270)->NKH C<"H，07,)-->NKH P$R，

27,)-->NKH P$$P，27)->NKH HIB;J DR 672）洗脱，流

速控制为 27)-HK-./，每管收集 0-H。收集 UB"I$%&’
蛋白峰，将复性后的样品 *+下透析 ,*Q（)2-->NKH
F;.3IR"H，)2-->NKH C<"H DR 672）以除去 HIB;J 及残

留 =FF，最后过截流 S; 为 02222 的超滤器浓缩。复

性后 的 抗 体 用 ?.<%>;: 检 测 其 亲 和 力。将 纯 化 的

02#JK-H $%&’ () 按厂家说明书提供的方法固定在

"S) 芯片上。由于 $%&’ () 是用 UB" 的脂多糖作为

抗原筛选的，所以根据 BNX;:%QT 报道［6］的 H!$ 提取

方法分别提取柑橘溃疡病菌 H!$ 及柑橘溃疡病菌近

源种甘蓝黑腐病菌（U""）H!$、水稻条斑病菌（UZZ）

H!$、水稻白叶枯（UZZ%）H!$，H!$ 用 RE!E$ 缓冲液

（02-->NKH RE!E$，022-->NKH C<"H DR 57*）稀释成

)#JK-H，以 12#HK-./ 注入。用 ?.<%>;: :’<V<T.>/ 软件

分析单链抗体亲和常数。

/ 结果

/"! $%&’ 基因的扩增及克隆

将扩增的单链抗体 $%&’I() 基因片段与 DEF12<
（ G ）表达载体连接并转化进大肠杆菌 ?H,0（=E1），

挑取并验证阳性克隆。将克隆构建的质粒送上海生

工测序表明，$%&’ 基因与载体连接后 9R、9H 和 H./[
序列均正确（P:/?</[ 登陆号：E&0,06)5）。

/"/ $%&’ 基因表达和纯化

将含 DEF12<（ G ）I$%&’ 的 ?H,0（=E1）菌 株 经

O!FP 诱导并初步纯化包涵体，变性后的包涵体经过

C.ICFB R.3 ?./@ 树脂纯化后进行 $=$I!BPE 分析。

结果显 示 包 涵 体 表 达 量 很 高，并 且 经 C.ICFB R.3
?./@ 树脂纯化后的蛋白纯度达 (68以上。将表达

的 UB"I$%&’ 抗体做 \:3T:;/ XN>T 验证。如图显示在

1,[=< 位置出现了明显的目标蛋白条带（图 0）。

图 ! *+,-$%&’ 基 因 表 达 与 纯 化 的 $0$-1+23 和

4567589 :;<7 分析

&.J]0 B/<NY3.3 >^ :_D;:33:@ </@ DV;.^.:@ UB"I$%&’ \.TQ $=$I!BPE
</@ W:3T:;/ XN>T ] B： $=$I!BPE] S： D;>T:./ -<;[:;（ N>\）；0：

:_D;:33:@ D;>T:./ <3 ./%NV3.>/ X>@.:3；,：DV;.^.:@ D;>T:./] ?：W:3T:;/
XN>T ] S：D;:I@Y: D;>T:./ -<;[:;；0：:_D;:33:@ D;>T:./]

5420陈 刚等：柑桔溃疡病菌重组单链抗体的高效表达及活性检测 ] K微生物学报（,225）*5（4）



!"# $%&’()*+ 的复性和活性鉴定

纯化后的蛋白上 !"#$%&’()*+,,-. 分子筛进行

柱上在位复性，结果收获到了单一的蛋白峰（图 +）。

将收集的蛋白透析并经过超滤处理后，固定于蛋白

芯片 /01 上，分别提取了 23/ 45!、2// 45!、266&
45! 和 266 45! 与 !&7891 相作用。结果显示，只有

23/ 45! 与 23/*!&78*91 相作用，而 2//、266& 和

266 的 45! 与 23/*!&78*91 没有结合能力。一方面

说明复性的 23/*!&78*91 具备抗体生物活性，能与

23/ 的 45! 相结合，另一方面说明 23/*!&78*91 具

有较高的特异性，不与 23/ 近源种 2//、266&、266
的 45! 相互作用（图 :）。;<%&=’" "8%>%?<=@ 软件分析

23/*!&78*91 与 23/ 45! 作用常数，结果显示其结

合常数为 A% 为 1BCD E C,1，解离常数为 AF 为 CB9, E
C,G +，亲和常数 H3（A% I AF）为 +BD+ E C,D 0G C。从而

表明复性后的 23/*!&78*91 具有较高的亲和力。

图 ! (,-./)012’!3345 分子筛层析复性抗体

7<JK + ."@%?>’%?<=@ =L %@?<M=F( M( !"#$%&’()* +,,-. J")*L<)?’%?<=@

&$’=N%?=J’%#$(K

图 # 67/)80, 测定 ()*+ 亲和力

7<JK : 3@%)(O<O =L ?$" %LL<@<?( %@F O#"&<L<&<?( =L ?$" ’"@%?>’"F !&78 >O<@J

;<%&=’" O(O?"NK

# 讨论

随着基因工程技术不断发展，!&78 等小分子抗

体以其不含 7& 段，免疫源性低；相对分子质量小，穿

透力强以及可在大肠杆菌等原核体系表达，易于进

一步基因工程改造等优点而受到重视［9］，单链抗体

!&78 应用于植物病害的检测与防治等方面还是一

项新开展的领域，由于其特异性强、灵敏度高的特点

势必成为研究的热点。

本研究采用了以 #PQ 作为载体的 QD 表达系统，

载体内含 QD 启动子，在 QD.R3 聚合酶的存在下，受

其控制的基因可成高水平转录，载体克隆位点的上

游有一个能够编码 S 个组氨酸的 -<O*?%J 序列，该序

列可 作 为 蛋 白 标 签 来 进 行 目 的 蛋 白 的 检 测 和 纯

化［C,］。利用基因重组技术构建了 23/ 的单链抗体

（!&78）基因的表达载体 #PQ:,%（ T ）*!&78。该质粒

在大 肠 杆 菌 中 高 效 表 达 23/ 的 单 链 抗 体（23/*
!&78）。为了制备足够的具有免疫活性的抗体，对单

链抗体（23/*!&78）的复性方法进行了探索，复性是

一个非常复杂的过程，除与蛋白质复性的过程控制

相关外，还很大程度上与蛋白质本身的性质有关，因

此复性后的抗体活性不如分泌表达那么高，但是包

涵体表达具有产量高，易于分离纯化等优点，如果复

性成功，便可为实际应用提供所需的大量抗体。近

年来凝胶柱层析复性是采用较多，效果较好的复性

方法［CC］，本研究采用 !"#$%&’()*+,,-. 分子筛作为填

料，成功地获得了（23/*!&78）功能性抗体。本文是

国内外关于核糖体展示技术制备筛选的作用于植物

病原细菌单链抗体高效表达方面的首次报道，可以

预计单链重组抗体在植物病原菌的诊断和防治等方

面都具有广阔的应用前景。
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