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摘 要 从 SARS免 疫抗体 库获得 的一株抗 SARS—CoV人 源单链抗体 H12，亟待 鉴定。为 了快速制备大量具有生物活性的单链 

抗体 H12，构建了pET28a—H12原核高表达载体，表达量占茵体总蛋白质 30％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 1．5l倍 。柱复性后的单链 抗体亲和力测定的解 离常数 为 73．5nmol／mL。为进 一步研 究单链抗体 H12 

的功能奠定 了基础。 
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Abstract A novel human ScFv H12 against SARS—CoV has been selected from a SARS immune library．In order to Droduce a 

large amount of ScFv H12，pET28a—H12 expression vector was constructed and ScFv H12 was expressed at yield about 30％ of 

total proteins in E．coli．Here two different refolding procedures were used to refold ScFv H12 from inclusion body：gel filtration 

chromatography and dilution．The results showed that ScFv H12 could be  efficiently refolded by both procedures
． However，the 

refolding via gel filtration was 1．5 time more effective than that of dilution．Th e affinity of ScFv H12 to SARS—CoV virion was 

detected as Kd 73．5nmol／mL． 

Key words single-chain Fv antibody，refolding，SARS—CoV 

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 (Single chain Fv， 

ScFv)是 由抗体重链可变 区(V )和轻链 可变 区(V ) 

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 
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段金柱等 ：抗 SARS人源单链抗体 HI2的表达及 复性 

相关性质的快速鉴定及疾病 的治疗具有重要意义。 

SARS是一种 由 SARS冠状病 毒(SARS．CoV)引 

起的严重传染性疾病 。 ，尚无有效的治疗药物。尽 

管 SARS的大规模 流行 已经得 到 控制 ，然 而 加强 

SARS预防和治疗试剂 的研制不仅可 以对 SARS的 

复燃进行有效的技术和物质储备 ，而且对 SARS．CoV 

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 “j。本 室利用 噬菌体 展示技 术构建 了 

SARS免疫抗体库 ，成功筛 到多株单链抗 体，其 中一 

株单链抗体 H12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 H12，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 ，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 SARS免疫抗体库获得的一株 

单链抗体 H12进行了复性研究 ，我们筛到的 H12这 

株单链抗体 与传统 单链抗体不 同，为 v ．Linke卜v 

形式 ，并 且 Linker区 采 用 了 特 殊 设 计 的 21肽 

(sGGsTITsYNVYYTKLsss( )，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 H12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。 

1 材料和方法 

1．1 材 料 

1．1．1 质粒与菌种 ：pET28a(+)表达载体及表达菌 

株 BL21(DE3)购 自Novagen公司；含有单链抗体 H12 

基因的载体 pDNA5h训由本室从 SARS免疫抗体库筛 

选得到。 

1．1．2 试剂与仪器 ：限制酶与 T4连接 酶 (NEB)； 

DNA凝胶纯化试剂盒(QIAGEN)；抗 His．Tag抗体、凝 

胶 Sephacryl S-200HR 和 Chelating SephaFOseTM Fast 

Flow His亲 和 柱 (Pharmacia)；HRP标 记 的 羊抗 鼠 

(Pierce)；Bio．Rad液相层析系统 Biologic LP及酶联免 

疫检测仪 Model 550 Microplate Reader；变角度光谱椭 

扁仪 Variable Angle Spectroscopic Ellipsometers(J．A． 

Woollam Co．Inc．)。 

1．2 方法 

1．2．1 单链抗体的表达载体构建：根据 H12序列， 

设计了一对带有酶切位点的引物：5'-GGT CGC GGA 

TCC GAC ATC CGG GTG ACC CAG TCT CC-3 ：5 -TGC 

GGC CGC AAG C ITI’TGA GGA GAC AGT GAC CGT 

TG．3 。PCR扩增 获得 带 有 酶 切 位 点 BarnH I和 

HindIll的单 链抗体 基 因片段，酶切插 入表 达载体 

DET28a(+)相应 酶切位点，重组 pET28a(+)转化表 

达菌 BL21(DE3)，挑取单克隆 PCR鉴定 ，并测序，命 

名 为 pET28a．H12。 

1．2．2 单链 抗体 的表 达：pET28a．H12单 克隆 37℃ 

过夜培养 ，次 日 10％接种新鲜 LB培养基 ，37℃生长 

至 0D 约 0．6～0．8，加 入 IPTG至终浓度1mmol／L， 

诱导表达 4h，离心收集菌体，超声破碎菌体，分别收 

集可溶及不溶部分 ，SDS．PAGE分析表达形式 。 

1．2．3 包涵体纯化 ：超声破碎后 ，离心收集包涵体 

沉淀 ，分别用含 2．5mol／L NaC1，0．5％ Triton X．100和 

2mol几 尿 素 的 50mmol／L s．HC1，pH8．7，2mmol／L 

EDTA溶液洗 涤，最后离心沉淀 即为纯 化后 的包涵 

体。 

1．2．4 单链抗体的复性 ：A．稀释复性 ：将洗涤纯化 

后的包涵体 13000g离心 30min，称取沉淀重量，用变 

性液 (6mol／L盐 酸 胍 ，25mmol／L riffs．HC1，pH8．7． 

10mmol／L EDTA，10mmol／L DTY)溶解变性 ，为保证盐 

酸胍 6mo1／L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 1mL溶 解变性液 ， 

逐滴 加 入 300mL复性 液 (3mollL尿 素 ，25 mmol／L 

Tris．HC1，pH8．1，0．1mmol／L还原型谷胱 甘肽，1mmol／ 

L氧化型谷 胱甘 肽，0．4mol／L L．精氨 酸 )至终浓 度 

0．1 rag／mL，4℃ 放 置 24h，先 对 0．25mmol／L尿 素 ， 

25mmol／L riffs-HC1，pH8．0，0．15mol／L NaC1溶液缓慢 

透 析，然 后 以 25mmol／L riffs．HC1，DH8．0，0．15mol／L 

NaC1溶液透析，除去 L．精氨酸及残余 DTY，复性产 

物过 His亲和柱纯化浓缩 。 

B．柱复性 ：将洗 涤纯化后 的包 涵体 13000g离 

心 30min，沉 淀 用 8mollL尿 素 ，50mmol／L Tris．HC1， 

pH8．7，2mmol／L EDTA，10mmol／L DTY变性液溶解过 

夜 ，离 心 过 0．45ttm 膜。凝 胶 柱 采 用 Sephacryl S． 

200HR层 析 柱 (10mm ×1000mm)，复性 平 衡 液 为 

50mmol／L Tris．HC1，pH8．3，0．15mol／L NaC1，0．4mol／L 

L．精氨酸 ，2mmol／L EDTA，0．1mol／L尿素 ，0．4mmol／L 

还原型谷胱 甘肽 ，1mmol／L氧化 型谷胱 甘 肽，流速 

0．2mL／min，收集单链抗体 目标峰 。 

1．2．5 SDS．PAGE电泳及 Western blot检 测 ：SDS． 

PAGE电泳 ，用 12％分离胶 ；Westem blot分析 ：SDS． 

PAGE电泳后的凝胶于 电转印装置 中 70V转 3h，取 

出转有蛋白质的硝酸纤维膜 ，5％脱脂奶粉封闭 ，分 
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}；1j川 鼠抗 Ilis6一T 抗 体 为一 抗 ．辣根 过 氰化 物 酶 

rHI{1 蚌 iE 抗鼠 为 4i'1．．力I1̂ FII{I’发光底物 ．x光 

片曝光 H ± 

1．2．6 E1．[SA鉴 定活性 ：用业 化的 K话 ,'~AIIS病 毒 

牝 。f乜被漓 I：50衔释 )包 做96扎酶联扳 ．4。℃过 

使 封 浊c1|；}R ̂ 洁于 1)T -fI l 37℃封剐 2f1．把 

抗 体 【̈1人刑包 做呐 酶雌 板巾．37。 ：温育 I h、用 PBST 

灶 PBS丹 圳冼 扳4次 舒圳打̈烈抗 His6一Tag抗体 |J 

一 抗 ．HItp-羊 抗 鼠 l 抗．IIllD—It．【)，硅 乜，2tool／L 

H SO 终止反应 ．(i-490I1[11处鼢删每扎的 OD值(光 

吸收值) 

1+2．7 涟抗体的亲嗣l力删定 ： 链抗体 1112亲和 

采 用 变 们 度 光 蝻 仪 Variable Angle 

s『I【 ·t rI 1)l川 Elli[Isolm- 卜 f J ．̂wI Hl1lanl )． ．)测 

定 酋；Il三将 纯化 的 晒 ŝ 病 毒 粒共价 结合在 

蛋白芯片 『 的特定区域 ， f lm清封闭后 ．蛋 白芯 片放 

人含钉 I'1 小惜 ．i 追 八等 体积抗 体溶 液， 

抗体特件结 台后．待删 域的 表面量I 1灰度 随之增 

加 ．通过 仪器实时 雌删 侍驯I 峨 的 表面蛋 白灰度变 

化 ．绘制 j1{抗 体 实 I时绡 台曲 线 ．从 而 汁算 出亲 和 
。。 ⋯  

2 结 果 

2．1 构 建 SARS单链抗体高效表达载体 

眭 丁 Bradh．rY 等 构 睦 的 体 I 重 封1鼗 悼 

pDNA5，我们翰建 J Al 免疫机 体库 ．并从 巾筛选 

}_̂SARS特异单链抗 体 tlI 2 单谜抗 体 H12的轻链 

羽I重谜可变 区的连挂肚 (1ink~·r)足 了适应 pDNA5 

重 细 载 体 而 特 徘 发 的 2I 肽 

(S(；C．STI'I、S"tNVYY I'KISSS( 迫 耕‘ScF~．H12 ， 

pD'q．~5重组载体能够在 丘肠 f『曲 HB2 L51 L}l可熔表 

达 ．但是表达垃鞍骶 ，小能满 足泼单链机体的功能实 

验 因此 ．为 r大量 挠掰有活fI：的 单链抗体 Ï2，我 

J将 单链 抗 f；_I!=III 2基 范隆 刮 表 达 载体 DET28a 

(+)t．，枸建 f,ET28a—II1 2丧达 质粒f圈 L)一重 载 

体经 l{(圈 21相』铡序鉴 定．证HH HI2基 因序列 Ⅱ三 

确 

I 128a—I1t2 I是 戡休示 患图 

# I rIlell~all, 111 l dl̈ llf I}E r28a—I1I2 expres~hn L Y c1‘ 

Ckine*e ⋯ ，r】，Bi．ter h~mlogy 呈特工程生报 2005．Vol 21，No 5 

罔 2 P't：B 鉴 定重 组 ：五筏 l 柏 F H12基 

Fig 2 PCR ide,lifieati,：,u of blI2 gene ilI the 

pE’r28d—H 12 { ⋯ -sⅢ T1 vc ) 

2．2 单链抗体 HI2的诱 导表达 

将 PE’1"28a—H【2基l 导 人大肠 杆荫 引21【DE3) 

中 表达 经 IPTG诱 导 4h后，对 菌体 超声 破碎．．用 

SDS—PAGE电 泳分析 表达 产物 结果 表明 ，在 大 约 

29kD出 现 一条明 显增粗 的蛋 } I带 即 为单链 抗 体 

tiI 2表达产物 +表达量 占盥蛋 白的 30％ 上 ，且主要 

表选形式 、』J包涵体l图 31 词过进 一步降低诱 导温 

度 ．包涵 侔表达形式 未获得明显改变 

图 3 s—PAGE电泳分 析 链抗 体 HI2的诱导表达 

Fig 3 SDS PAGE analysis LI】the s 1n of 

S【-F 儿I 2in E COil~ 

I：ODII一1}叮t mdm l【JY柚lr：2 —4 11 rl；-lⅢ】Ⅲ l ll lysat~ 『2 

一 aI I f 1 ltlHI intI．si,~n l~,dy c 4) 

2．3 包涵体纯化 

根据 丈献 报道 pH值 偏碱 的 变性 液 有利 于 复 

性 ，我们1采用 了 pl1 8．7变性缓 冲液 对单链 抗体 

III!包涵体进行洗涤纯化 D 。PAGE分析显示 ，洗 

涤后也涵lf奉纯度un 9O％以上．这为复性奠定了基 

础 

2．4 稀释法复性单链 抗体 H12 

传统复性通常采用 两种方式 ．稀释复 性或缓 慢 

透析 复l生，但效 果 通常 不 好，为 了研 究 单链抗 体 
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FII 2传统复 效粜．匀将 来牛产府 提供依据 ．我们 

通过对传统复件斤 改进 ．尝试 rl 链 抗体 H12稀 

释 、透析 复件 们效果 IlI j： -h 仃谜 内 二硫 键 ， 

_二硫 键 的 正 确 形 成 利 于 r 链 抗 体 复 l生至 黄 重 

芟 ”’ ，因此 ．我 鹰优先 嚏 一硫谜 自{】正确形成 

由于随盐酸 浓懂下降刊 【}5mol／I． 下 ，折叠迅速 

发生并完成 ．过易造成错靛晌折叠 ，而随尿素浓度减 

． 折叠发 较缓慢 ．在 3～3 5mol／L时处于 50％折 

硅 与非折 叠的动 崽r⋯I曰垃程 利 单链 抗悼 随 

盐酸胍 与尿 素浓度减 少的 蛋『]厩 折蒋 动 学 差异 ． 

结 台稀释复性 和缓慢 透析 复性 二者优缺点 ，我⋯将 

包涵体盐 酸弧变性 J 先 缓 陧稀 释到 3，m·IlL尿 素复 

性液，使蚩 白终 浓度 为 c]．I n [1_l ．低 温 放 置．利 用 

GSH／GSS( 氧化 ．使 链 l 二硫 键 舄 f正确形 战 此 

外 ．为 厂更有敬地防止中间诈聚集 ．使 丹子 内二硫键 

正确形成，加八 了 0 4n]ol／【精 氨艘 透析时 先利用 

含0．25m l／I尿素缓冲液缓慢透析过渡 然后利 

His亲和柱绪 台缓 冲随’ 速透析 ．并直接用 Hi 亲和 

牲浓缩纯化 ．获得 高浓度 单链抗体 绎 SDS—PAGE I 

Westem bl 分析纯睦 >95％．Ⅱ没有多浆体产生(阁 

4j，以复性 liq-Scl'’v噩 口量与复性 前乜涵悼蛋白量之 

比I寸算 收毕为 ll I -一 

l 、 J 

kl' 

一  -  

一 ● ● ·-- 
{ 

4 谜} II11茬 土 } 化舒所 

n 4 tnalysi -·I h ft I 2 h,-fim *lnd ahl_r refrIIIling 

^ 、Ie-,-r Î-F．” ：* ·· -rnlJ_“-I：i rl-I lI h：2 nn ⋯一I⋯il r 

}_』̈、；3：Hl2 lII c lhY— 1 ¨-4：IlI2 r-川 l_ I nh r~tti，⋯ 一̈1 

【fJhm⋯ 

2．5 柱复性 

柱 复 近JL年来被尝 j 也涌悱蛋白的体外 

复 ，|】r cr高噩 [J俸度 F实现 复性．且操 n r简 

便，复 率高．吲此．我n1皿尝试 J · 链抗体 Hl2的 

托 复性 川 复性缓 冲液平衡好 Sef·h rvl S-200HR凝 

胶层析 fE，将 4mL变 『}蛋 r{【踉 度 !n- m1 1上样 ，流 

速 (1 2tnlJmin进辛==洗脱 ．洗脱图 见罔 5 峰 I为复 

性蛋白 ，峰 2受峰 3分别为 T)丌 盟昧 索，收集 峰 I。 

先 用 5Ommol／L 。l'ris·HCI，pH8 3，13, 1 5tool／I NaCI． 

2nunol／I EDTA缓 冲液缓慢透 析 ．螺后用 I 略 透 析 ， 

取透析后的 蛋R SDS—PAGE I!_乏'i~：esler rl hl1．1榆删 ， E 

啁复性后 蛋臼 为 29kD唯 一 条带 l 4) 透析 后 

复性后单链抗体蛋白量与复性前包涵体蛋白量之比 

汁算回收率 ．最高 吖达 70．5％ 

图 5 Sephacry1％20{tlIR疆 忙层 析牡 埘 

单健抗体 Hl2复忡岫挑睨图谱 

Fig 5 I'ne rrfi}lding 'I_51。PY 1112 IIh Sel~1]aeU．'] 2~11t】t 

I ll12；2：D'Pr： ⋯ 1． t r ： l̈⋯- il、ily 

2．6 ELISA检测复性的单链 抗体 活性 

不同的复性方法 ，由 下复-雌率不 同使 得蛋 白活 

性都有差别 匈 r选择活性最 好的用 于进 一步的功 

能实验 ．我f『】检删 了两种复一H：方法获得 的 链抗 体 

HI 2抗原结台活 眭 两种抗体 均 30yg／mL作为 起 

始浓度，10倍 系列稀 释两 个锑鹰 进行 检测 (如图 6 

所示)．在商浓度时 ．由于抗 体结 合抗 原处 于饱 和状 

态．二者 E1 ISA的 Uf)值 别小大 ；然而 随着单链抗 

体浓度的稀释 ，I询种复性方 法状得 的单 链抗 体抗 原 

结合活性表现 出差 异．柱复 获得 的单 链抗体 H12 

抗原结合活 约为稀释 复件的 】()6～I 5l倍 ．显示 

二者蛋 白浓 哇虽然柑同 ．但 复 率不同，即有活性的 

单链抗体 III2的l蘸度不同．住复件具有更高的复性 

Fig 6 1,21 ^十趣测 谜机休 Il12 n0活性 
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率，这使得 ELISA实验中，柱复性获得的单链抗体 

H12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 H12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 1。 

表 l 两 种复性方 法的复性 效果 

Table 1 The comparison of ScFv H12 with two refolding methods 

Note：Protein recovery is the ratio of the quantity of the refolded ScFv protein per quantity of inclusion body before refolding；activity ratio is the ratio of ELISA 

OD value of ScFv refolded by two different procedures in the salrne protein concentration． 

2．7 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 SARS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 

(SPR)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 H12 

具有高亲和力 ， 为 73．5nmol／L(表 2)。 

表 2 柱复性单链抗体 H12动 力学参数及结合亲和 力 

Table 2 Kinetic rates and binding affinity of ScFv H12 

3 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 SARS 

对人类 的威胁 ，快速获得治疗性抗体在I临床上非常 

迫切 。本文研究的单链抗体 H12是一株对 SARS病 

毒特异的单链抗体 ，在I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。H12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 

VIl-Linker—V 取向 v。在前 v 在后 ，与通常单链抗体 

不同，特殊设计的 Linker区必然影响到单链抗体的折 

叠特性，因此，研究单链抗体 H12复性特点十分必要 ， 

不仅有利于单链抗体 H12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 5％ ～20％l20 J。 

通过对稀释复性有效的修饰 ，虽然获得 了 11．1％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 H12，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 H12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 H12 

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 H12不仅具有对灭活 SARS病毒颗粒 

的特异性 ，而且具有 73．5nmol／L高亲和力(单链抗体 

通常的 值 1000～1nmol／L，K 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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