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抗牛 Ａ 群轮状病毒 ＶＰ７ 蛋白单链抗体原核表达
及活性鉴定

许博阳ꎬ陈　 曦ꎬ汤　 承ꎬ岳　 华

(西南民族大学动物医学四川省高等学校重点实验室ꎬ四川 成都 ６１００４１)

摘　 要:旨在制备靶向牛 Ａ 群轮状病毒(Ｇｒｏｕｐ Ａ Ｂｏｖｉｎｅ ＲｏｔａｖｉｒｕｓꎬＢＲＶＡ)ＶＰ７ 蛋白的单链抗体( ｓｉｎｇｌｅ￣ｃｈａｉｎ ｆｒａｇｍｅｎｔ
ｖａｒｉａｂｌｅꎬｓｃＦｖ) .以项目组前期实验制备的 ＢＲＶＡ ＶＰ７ 蛋白鼠源单克隆抗体 Ｃ８ 杂交瘤细胞为模板ꎬ通过高通量测序获得

其抗体可变区(ｖａｒｉａｂｌｅ ｒｅｇｉｏｎꎬＶ 区)基因序列ꎬ并使用(Ｇｌｙ４ Ｓｅｒ)
× ３ 作为 ｌｉｎｋｅｒ 构建 ｓｃＦｖ 基因片段ꎬ并将其克隆至

ｐＥＴ２８ａ(＋)载体ꎬ转化至大肠杆菌 ＢＬ２１(ＤＥ３)中表达.结果显示ꎬＣ８￣ｓｃＦｖ 在大肠杆菌 ＢＬ２１(ＤＥ３)中以包涵体形式表

达ꎬ其相对分子质量约为 ２６ ｋＤａ.免疫荧光试验结果表明ꎬＣ８￣ｓｃＦｖ 能够特异性识别 ＢＲＶＡꎬ具有良好的反应活性.研究成

功制备了靶向 ＢＲＶＡ ＶＰ７ 蛋白的 ｓｃＦｖꎬ为开发基于免疫学的 ＢＲＶＡ 检测技术奠定了基础.
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ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ＢＲＶＡ ＶＰ７ ａｎｄ ｐｒｏｖｉｄｅｄ ａ ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ ｆｏｒ ＢＲＶＡ.
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ:ｇｒｏｕｐ Ａ ｂｏｖｉｎｅ ｒｏｔａｖｉｒｕｓꎻｓｉｎｇｌｅ￣ｃｈａｉｎ ａｎｔｉｂｏｄｙꎻＶＰ７ ｐｒｏｔｅｉｎꎻｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙꎻｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎻａｅｔｉｖｉｔｙ
ｉｎｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ

　 　 单链抗体是一种基因工程抗体ꎬ由抗体重链可变

区(ｖａｒｉａｂｌｅ ｄｏｍａｉｎ ｏｆ ｈｅａｖｙ ｃｈａｉｎｓꎬＶＨ)和轻链可变区

(ｖａｒｉａｂｌｅ ｄｏｍａｉｎ ｏｆ ｌｉｇｈｔ ｃｈａｉｎｓꎬＶＬ)通过一个连接肽

(ｌｉｎｋｅｒ)连接而成ꎬ分子量约为 ２５ ｋＤａꎬ是具有抗体活

性且分子量最小的功能完整结构单位之一[１] .ＶＨ 和

ＶＬ 区域分别由骨架区(Ｆｒａｍｅｗｏｒｋ ＲｅｇｉｏｎꎬＦＲ)和抗
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体互补决定区 ( Ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｉｔｙ￣Ｄｅｔｅｒｍｉｎｉｎｇ Ｒｅｇｉｏｎꎬ
ＣＤＲ)组成ꎬ其中抗体序列的多样性主要集中在 ３ 个

ＣＤＲ 区域[２] .ｓｃＦｖ 的连接方式主要分为两种:ＶＨ￣Ｌｉｎ￣
ｋｅｒ￣ＶＬ 或 ＶＬ￣Ｌｉｎｋｅｒ￣ＶＨ.两种连接方向的差异通常不

影响抗体的生物学活性ꎬ但可能对其亲和力和表达量

有一定影响.连接肽通常由 １５ ~ ２０ 个氨基酸组成ꎬ常
用重复的甘氨酸￣丝氨酸短肽(Ｇｌｙ４Ｓｅｒ)作为 ｌｉｎｋｅｒ.这
种设计可以增强 ｓｃＦｖ 的柔性和亲水性ꎬ同时维持其

特定的空间结构[３] .由于针对病毒抗原的 ｓｃＦｖ 具有特

异性识别病毒的能力ꎬ它广泛应用于病毒的检测

中[４] .与单克隆抗体(ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙꎬＭｃＡｂ)的制

备相比ꎬｓｃＦｖ 能够在大肠杆菌等原核表达系统中实现

低成本、高产量的制备[５] .这一优势使其在快速诊断

试剂的开发中展现出广阔的应用前景ꎬ尤其是可以替

代生产成本较高的传统抗体[６] .
牛 Ａ 群轮状病毒(Ｇｒｏｕｐ Ａ Ｂｏｖｉｎｅ ＲｏｔａｖｉｒｕｓꎬＢＲ￣

ＶＡ)是一种引发犊牛腹泻的主要病原ꎬ尤其在新生犊

牛中可导致严重感染ꎬ造成一定的经济损失[７] .目前ꎬ
ＢＲＶＡ 的检测方法主要包括病毒分离、ＲＴ￣ＰＣＲ 和免

疫荧光等技术[８] .基于单克隆抗体的免疫学方法已广

泛应用于 ＢＲＶＡ 抗原的检测[９￣１２]ꎬ但尚未有报道使用

基因工程抗体对 ＢＲＶＡ 进行检测.项目组前期基于

ＢＲＶＡ ＶＰ７ 蛋白制备了一株具有良好特异反应性的

单克隆抗体杂交瘤细胞株 Ｃ８.本研究旨在获得 Ｃ８ 抗

体的 ＶＬ 和 ＶＨ 基因序列ꎬ并构建其 ｓｃＦｖ 原核表达载

体ꎬ优化其表达条件ꎬ为开发 ＢＲＶＡ 快速诊断试剂奠

定基础.

１　 材料与方法

１􀆰 １　 主要材料

大肠杆菌 ＢＬ２１(ＤＥ３)感受态细胞、ｐＥＴ￣２８ａ( ＋)
载体均购自天根生化科技(北京)有限公司ꎻ兔抗 Ｈｉｓ
标签抗体与羊抗兔 ＨＲＰ￣ＩｇＧ 购自于 Ａｂｂｋｉｎｅ 公司ꎻ
ＫＣＭ 溶液由本实验配置ꎻＢＲＶＡ ＶＰ７ Ｃ８ 杂交瘤细胞

株由西南民族大学畜牧兽医学院实验室制备.
１􀆰 ２　 主要试剂

ＨｉｓＣａｐ ６ＦＦ 镍离子纯化柱购自于常州天地人和

生物科技有限公司ꎻＦＩＴＣ 购自于德国 Ｂｉｏ ｆｒｏｘｘ 公司ꎻ
ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 凝胶电泳试剂盒、ＢＣＡ 蛋白浓度测定试剂

盒与 ＤＭＳＯ 购自于博士德(武汉)生物工程有限公

司ꎻＤＬ５０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ 与 ＰａｇｅＲｕｌｅｒ 预染蛋白 Ｍａｒｋ￣
ｅｒ 购自于 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司ꎻ异丙基硫代半

乳糖苷 ＩＰＴＧ 购自于 Ｓｉｇｍａ 公司ꎻＢｉｎｄｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒ、Ｗａｓｈ
ｂｕｆｆｅｒ、Ｅｌｕｔｉｏｎ Ｂｕｆｆｅｒ、透析液、标记缓冲液等由实验室

配制.
１􀆰 ３　 抗体基因的测序及 ｓｃＦｖ 的设计

按 ＴＲｉｚｏｌ 法提取杂交瘤细胞 Ｃ８ 的总 ＲＮＡꎬ根据

反转录试剂说明书ꎬ用 Ｒａｎｄｏｍ ｐｒｉｍｅｒｓ / Ｏｌｉｇｏ(ｄＴ)反

转录成 ｃＤＮＡꎬ送至派森诺公司进行宏基因组测序.通
过抗体可变区分析网站(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｖｂａｓｅ２􀆰 ｏｒｇ / )分
析 Ｃ８ 抗体的基因序列来获得 ＶＨ 和 ＶＬ 基因.选择

(Ｇｌｙ４Ｓｅｒ)
× ３ 作为串联 ＶＨ 和 ＶＬ 的 Ｌｉｎｋｅｒ 构建 Ｃ８￣

ｓｃＦｖ 抗体基因序列.
１􀆰 ４　 Ｃ８￣ｓｃＦｖ 抗体基因序列分析及同源建模

使用 ＩＭＧＴ(ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ. ｉｍｇｔ. ｏｒｇ / )的工具分析

构建的 Ｃ８￣ｓｃＦｖ 的核苷酸序列及氨基酸序列ꎬ验证其

是否包含完整的结构域及关键氨基酸.而后经 ＳＷＩＳＳ￣
ＭＯＤＥＬ(ｈｔｔｐｓ: / / ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ. ｅｘｐａｓｙ. ｏｒｇ / )同源模拟构

建 ｓｃＦｖ 三维模型ꎬ并使用 ＵＣＬＡ￣ＤＯＥ ＬＡＢ—ＳＡＶＥＳ
(ｈｔｔｐｓ: / / ｓａｖｅｓ.ｍｂｉ􀆰 ｕｃｌａ􀆰 ｅｄｕ / )对模型进行评估.
１􀆰 ５　 Ｃ８￣ｓｃＦｖ 抗体基因原核表达表达及鉴定

１􀆰 ５􀆰 １　 Ｃ８￣ｓｃＦｖ 抗体基因原核表达载体的构建

通过 Ｓａｎｇｏ ｇｅｎｅ ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｐｌａｔｆｏｒｍ 对 ｓｃＦｖ 基因

序列进行优化ꎬ调整其密码子使用偏差以适应在大肠

杆菌中的高效表达ꎻ在其 ５′端增加酶切位点 Ｎｃｏ Ｉꎬ３′
端增加酶切位点 Ｘｈｏ Ｉꎬ优化调整的序列送生工生物

工程(上海)股份有限公司合成ꎬ将合成的序列与经过

Ｎｃｏ Ｉ 和 Ｘｈｏ Ｉ 双酶切的 ｐＥＴ￣２８ａ(＋)载体连接ꎬ构建

重组质粒 ｐＥＴ２８ａ￣ｓｃＦｖ.
１􀆰 ５􀆰 ２　 重组质粒 ｐＥＴ２８ａ￣ｓｃＦｖ 的转化

在冰上融化 ＢＬ２１(ＤＥ３)感受态细胞后ꎬ将 １０ μＬ
ＫＣＭ、１０ μＬ 重组质粒 ｐＥＴ２８ａ￣ｓｃＦｖ 和 ５０ μＬ 细胞混

合ꎬ并补加 ３０ μＬ ｄｄＨ２Ｏ 至 １００ μＬꎬ混匀后冰浴

２０ ｍｉｎꎬ室温放置 １０ ｍｉｎ.加入 １ ｍＬ 无抗 ＬＢ 培养液ꎬ
３７ ℃摇床培养 １ ｈꎬ离心后重悬 ５０ μＬ ＬＢ 液体ꎬ涂布

于含卡那霉素的琼脂平板ꎬ３７ ℃过夜培养.挑取单克

隆菌落ꎬＰＣＲ 鉴定后送测序ꎬ同时设立空载体对照.
１􀆰 ５􀆰 ３　 Ｃ８￣ｓｃＦｖ 重组蛋白表达

转化成功的阳性菌接种至含卡那霉素的 ＬＢ 培养

基ꎬ３７ ℃、１８０ ｒ / ｍｉｎ 培养 ２~３ ｈ 后按 １∶１００ 比例接种
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培养 基ꎬ 培 养 至 ＯＤ６００ 为 ０􀆰 ６ ~ ０􀆰 ８. 加 入 终 浓 度

１ ｍｍｏｌ / Ｌ ＩＰＴＧꎬ３７ ℃、１８０ ｒ / ｍｉｎ 诱导 ３ ~ ５ ｈ.收集菌

液ꎬ４ ℃、１０ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ 取沉淀ꎬ用 ＰＢＳ 重

悬后加入 ５×ＳＤＳ 上样缓冲液制样ꎬ进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 和

考马斯亮蓝染色ꎬ同时使用 ＨＲＰ 标记的兔抗 Ｈｉｓ 抗

体(１∶２ ０００ 稀释)通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ｓｃＦｖ 的表达.
１􀆰 ５􀆰 ４　 Ｃ８￣ｓｃＦｖ 蛋白诱导表达条件的优化

鉴定表达成功后ꎬ 将上述转化成功的 ＢＬ２１
(ＤＥ３)感受态细胞初步培养扩繁后分为两组ꎬ一组在

３７ ℃ １８０ ｒ / ｍｉｎ 条件下培养ꎬ另一组在 １６ ℃ １８０ ｒ / ｍｉｎ
条件下培养ꎬ每一组分为 ５ 个 ＩＰＴＧ 浓度对照管ꎬ分别

使用终浓度为 ０.１、０.３、０.５、０.８ 、１ ｍｍｏｌ / Ｌ 的 ＩＰＴＧ 诱导

表达ꎬ每隔 ４ ｈ 收取菌液用于鉴定.分别取菌体超声破

碎后的上清液以及包涵体制样后ꎬ进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电

泳和考马斯亮蓝显色ꎬ分析 Ｃ８￣ｓｃＦｖ 蛋白的表达情况.
１􀆰 ５􀆰 ５　 Ｃ８￣ｓｃＦｖ 蛋白的纯化与浓度测定

验证完成后将粗蛋白使用 ５ ｍＬ ＨｉｓＣａｐ ６ＦＦ 镍离

子纯化柱进行纯化ꎬ将收集到的所有流出液体经

ＳＤＡ￣ＰＡＧＥ 检测ꎬ将纯度高呈单一目的条带的流出

液ꎬ使用透析袋透析除去小分子杂质后使用 ＢＣＡ 试

剂盒测定蛋白浓度.
１􀆰 ６　 免疫荧光试验鉴定 Ｃ８￣ｓｃＦｖ 蛋白活性

采用透析法将 ｓｃＦｖ 与 ＦＩＴＣ 进行偶联备用ꎻ将
ＢＲＶＡ 病毒接种至 ２４ 孔板ꎬ同时设不接毒阴性对照ꎬ观
察到细胞病变时ꎬ弃上清液ꎻ加入 ８０％丙酮固定１０ ｍｉｎꎬ
用 ＰＢＳ 洗涤 ３ 次ꎻ每孔加入 １％ＢＳＡ 浓度的 ＰＢＳꎬ室温

孵育 ３０ ｍｉｎ 后洗涤ꎻ加入 ＦＩＴＣ 标记的 ｓｃＦｖꎬ３７ ℃孵育

１ ｈꎻ再次洗涤后通过荧光显微镜观察.

２　 结果

２􀆰 １　 获得的 Ｃ８ 杂交瘤细胞抗体基因及设计的 ｓｃＦｖ
得到 Ｃ８ 杂交瘤细胞宏基因组测序数据后ꎬ经序

列拼接比对分析获得 Ｃ８ 抗体基因序列ꎬ确定 Ｃ８ 单抗

为 ＩｇＧ１ 型抗体.通过抗体可变区分析得到其 ＶＨ 和

ＶＬ(表 １)ꎬＶＨ 和 ＶＬ 均存在 ＣＤＲ１、ＣＤＲ２ 和 ＣＤＲ３ 高

变区以及 ＦＲ１、ＦＲ２、ＦＲ３ 和 ＦＲ４ 骨架区ꎬ符合小鼠抗

体重链和轻链可变区序列特征ꎬ并用于 ｓｃＦｖ 构建ꎬ顺
序为 ＶＨ￣Ｌｉｎｋｅｒ￣ＶＬꎬ见表 １.

表 １　 ＶＬ 和 ＶＨ 的氨基酸序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ＶＬ ａｎｄ ＶＨ

项目 序列(Ｎ′→Ｃ′)

ＶＬ ＱＳＧＰＥＬＫＫＰＧＥＴＶＫＩＳＣＫＡＳＧＹＴＦＴＴＹＡＩＮＷＶＫＱＡＰＧＫＧＬＫＷＭＧＷＩＮＴＹＴＧＥＰＴＨＤＮＤＦＫＧＲＦＡＦＳＳＥＴＳＡＳＴＡＹＬＱＩＮＮＬＫＮＥＤＴＡＴＹＦＣ
ＴＲＧＧＲＧＰＹＦＬＹＷＧＱＧＴＬＶＴＶＳＡ

ＶＨ ＱＳＰＡＳＬＳＡＳＶＧＥＴＶＴＩＴＣＲＡＳＥＮＩＹＳＹＬＡＷＹＱＱＫＱＧＫＳＰＱＶＬＶＹＮＡＫＴＬＰＥＧＶＰＳＲＦＳＡＳＧＳＧＴＱＦＳＬＫＩＮＳＬＱＰＥＤＦＧＳＹＹＣＱＨＨＹＧＮＰＦ
ＴＦＧＳＧＴＫＬＥＩＫＲＡ

Ｃ８￣ｓｃＦｖ
ＱＳＧＰＥＬＫＫＰＧＥＴＶＫＩＳＣＫＡＳＧＹＴＦＴＴＹＡＩＮＷＶＫＱＡＰＧＫＧＬＫＷＭＧＷＩＮＴＹＴＧＥＰＴＨＤＮＤＦＫＧＲＦＡＦＳＳＥＴＳＡＳＴＡＹＬＱＩＮＮＬＫＮＥＤＴＡＴＹＦ
ＣＴＲＧＧＲＧＰＹＦＬＹＷＧＱＧＴＬＶＴＶＳＡＧＧＧＧＳＧＧＧＧＳＧＧＧＧＳＱＳＰＡＳＬＳＡＳＶＧＥＴＶＴＩＴＣＲＡＳＥＮＩＹＳＹＬＡＷＹＱＱＫＱＧＫＳＰＱＶＬＶＹＮＡＫＴＬＰＥ
ＧＶＰＳＲＦＳＡＳＧＳＧＴＱＦＳＬＫＩＮＳＬＱＰＥＤＦＧＳＹＹＣＱＨＨＹＧＮＰＦＴＦＧＳＧＴＫＬＥＩＫＲＡ

２􀆰 ２　 Ｃ８￣ｓｃＦｖ 序列分析及同源结构模拟

经 ＩＭＧＴ 和 ＳＷＩＳＳ￣ＭＯＤＥＬ 分析结果显示ꎬＣ８￣
ｓｃＦｖ 与其对应的模板序列的相似性为 ６６􀆰 ８１％ꎬ满足

于同源建模要求.ＵＣＬＡ￣ＤＯＥ ＬＡＢ ＳＡＶＥＳ 的质量评估

结果显示ꎬ该模型的 ＥＲＲＡＴ 评分高于 ９２ 分ꎬＶＥＲＩ￣
ＦＹ３Ｄ 得分 ９３􀆰 ０１％ꎬ表明该结构具有良好的稳定性

(图 １).
２􀆰 ３　 构建的 Ｃ８￣ｓｃＦｖ 原核表达质粒

通过 Ｎｃｏ Ｉ 及 Ｘｈｏ Ｉ 限制 性 内 切 酶 分 别 对

ｐＥＴ２８ａ￣ｓｃＦｖ 质粒双酶切鉴定结果显示ꎬ在约 ７１０ ｂｐ
与 ５ ２００ ｂｐ 出现一暗一亮 ２ 个条带(图 ２Ａ)ꎬ片段大

小与预期一致ꎬ测序结果显示抗体基因序列正确插入

ｐＥＴ￣２８ａ(＋)ꎬ重组质粒 ｐＥＴ２８ａ￣ｓｃＦｖ 构建成功.
２􀆰 ４　 Ｃ８￣ｓｃＦｖ 的原核表达的纯化及鉴定

将重组质粒 ｐＥＴ２８ａ￣ｓｃＦｖ 转化至大肠杆菌菌株

ＢＬ２１( ＤＥ３) 中ꎬ用 ＩＰＴＧ 诱导表达ꎬ菌体蛋白进行

ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 分析ꎬ结果显示ꎬ与空载体转化菌相比ꎬ表
达的 ｓｃＦｖ 分子量为 ２６ ｋＤａꎬ与预期相符 (图 ２Ｂ).
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析显示ꎬ表达的 Ｃ８￣ｓｃＦｖ 与 ＨＲＰ￣抗 Ｈｉｓ
标签的兔抗体发生特异性反应(图 ２Ｃ).以上结果表

明ꎬＣ８￣ｓｃＦｖ 蛋白成功表达.进行表达条件的优化后ꎬ
经 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 结果显示ꎬ在 ３７ ℃ꎬＩＰＴＧ 终浓度为 ０􀆰 ５
ｍＭ 时ꎬ诱导 １６ ｈ 后表达效果最好.超声破碎后进行

表达形式的验证ꎬ结果显示 Ｃ８￣ｓｃＦｖ 蛋白以包涵体形
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式表达(图 ２Ｄ)ꎻ通过将包涵体蛋白用 ８ Ｍ 尿素经变 性处理ꎬ纯化后复性处理.

图 １　 Ｃ８￣ｓｃＦｖ 同源结构模拟示意

Ｆｉｇ.１　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ Ｃ８￣ｓｃＦｖ ｈｏｍｏｌｏｇｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ

图 ２　 Ｃ８￣ｓｃＦｖ 的原核表达的鉴定及纯化

Ｆｉｇ.２　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｃ８￣ｓｃＦｖ
Ａ􀆰 Ｎｃｏ Ｉ 及 Ｘｈｏ Ｉ 限制性内切酶分别对 ｐＥＴ２８ａ￣ｓｃＦｖ 质粒双酶切 ＰＣＲ 产物.１:原始质粒电泳ꎻ２:重组质粒电泳ꎻＭ:Ｍａｒｋｅｒ
Ｂ􀆰 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 鉴定 Ｃ８￣ｓｃＦｖ 的表达.１:Ｃ８￣ｓｃＦｖ 重组菌电泳ꎻ２:空载体转化菌电泳ꎻＭ:Ｍａｒｋｅｒ
Ｃ.Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定 Ｃ８￣ｓｃＦｖ 的表达.１:抗 ｈｉｓ 抗体特异性结合ꎻＭ:Ｍａｒｋｅｒ
Ｄ.ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 鉴定 Ｃ８￣ｓｃＦｖ 蛋白的表达形式.１:超声破碎后的沉淀ꎻ２:超声破碎后的上清液ꎻ３:空载体转化菌的对照ꎻ

Ｍ:Ｍａｒｋｅｒ

２􀆰 ５　 免疫荧光鉴定 ｓｃＦｖ 活性

ＢＲＶＡ 接种 ＭＡ１０４ 细胞ꎬ４８ ｈ 培养后ꎬ将细胞固

定ꎬ与 ＦＩＴＣ 标记的 ｓｃＦｖ 反应ꎬ同步设定正常细胞作

为对照组.结果显示ꎬＦＩＴＣ 标记的 ｓｃＦｖ 与 ＢＲＶＡ 感染

的 ＭＡ１０４ 细胞特异性结合(图 ３Ａ)ꎬ未接种 ＢＲＶＡ 的

ＭＡ１０４ 细胞无特异性荧光显色反应图(图 ３Ｂ)ꎬ证明

Ｃ８￣ｓｃＦｖ 蛋白能与 ＢＲＶＡ 病毒发生特异性反应.

Ａ􀆰 Ｃ８￣ｓｃＦｖ 与接种 ４８ ｈ 后产生病变的 ＭＡ１０４ 细胞中的 ＢＲＶＡ 结合ꎻＢ􀆰 阴性对照

图 ３　 ＢＲＶＡ 免疫荧光试验

Ｆｉｇ.３　 ＢＲＶＡ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｓｓａｙ

２８３



第 ４ 期 许博阳ꎬ等:抗牛 Ａ 群轮状病毒 ＶＰ７ 蛋白单链抗体原核表达及活性鉴定 　　　　　

３　 讨论

　 　 单克隆抗体(ＭｃＡｂ)已广泛应用于病原微生物感

染的诊断与治疗[１３￣１４] .由 ＭｃＡｂ 衍生的 ｓｃＦｖ 保留了完

整抗体的抗原结合能力ꎬ同时具备特异性与亲和力.
但由于其缺乏完整抗体的其他结构域ꎬ因此在某些情

况下相较于传统抗体ꎬ其检测灵敏度更高[１５￣１８] .目前ꎬ
尚未见有针对 ＢＲＶＡ 的 ｓｃＦｖ 相关研究报道.基于实验

室已制备的靶向 ＢＲＶＡ ＶＰ７ 蛋白的特异性强且反应

活性好的鼠源单克隆抗体 Ｃ８ꎬ采用宏基因组测序技

术成功获得 Ｃ８ 单克隆抗体的完整基因序列ꎬ并进一

步确认其为 ＩｇＧ１ 型抗体ꎬ丰富了针对 ＢＲＶＡ 的抗体

信息.ｓｃＦｖ 的结构域顺序可为 ＶＨ￣ｌｉｎｋｅｒ￣ＶＬ 或 ＶＬ￣ｌｉｎ￣
ｋｅｒ￣ＶＨꎬ前者通常具有较强的抗原亲和力[１９￣２０] .采用

ＶＨ￣ｌｉｎｋｅｒ￣ＶＬ 结构域顺序ꎬ并通过大肠杆菌表达系统

成功表达了 ＢＲＶＡ Ｃ８￣ｓｃＦｖ.免疫荧光试验结果表明ꎬ
该抗体具有与 ＢＲＶＡ 特异性结合的性质.

本研究成功制备了靶向 ＢＲＶＡ ＶＰ７ 蛋白的 ｓｃＦｖꎬ
为进一步开发 ＢＲＶＡ 的快速免疫学诊断方法奠定了

坚实的抗体分子基础ꎬ在轮状病毒检测领域具有良好

的应用前景.目前ꎬ获得 ＭｃＡｂ 基因的常用方法主要包

括抗体基因扩增和宏基因组测序技术[２１￣２２] .抗体基因

扩增通常通过 ＲＴ￣ＰＣＲ 技术以杂交瘤细胞的 ｍＲＮＡ
为模板获取 ＶＨ 和 ＶＬ 序列ꎬ这一方法操作简便、成本

较低ꎬ且应用较为成熟.然而ꎬ由于高变区序列的复杂

性和多样性ꎬ特异性引物的设计面临一定困难ꎬ因此

扩增的成功率和准确性受到限制[２３] .近年来ꎬ随着宏

基因组测序技术的迅速发展及其成本的逐步降低ꎬ该
技术已被广泛应用于基因组学、病原鉴定以及抗体基

因获取等领域[２２ꎬ２４￣２５] .与传统抗体基因扩增方法相

比ꎬ宏基因组测序技术无需特异性引物即可快速准确

地获得完整的 ＭｃＡｂ 基因序列ꎬ避免了引物设计困难

及序列扩增不完整的问题ꎬ成为高效获取抗体基因的

可靠选择.
ｓｃＦｖ 可以在原核或真核表达系统中进行表达ꎬ目

前各种宿主生产的 ｓｃＦｖ 各有优劣ꎬ原核表达系统最

为常用且经济高效[２６￣２７] .近年来ꎬ原核表达系统生产

的定制重组 ｓｃＦｖ 抗体已成为“常规”免疫诊断试剂的

潜在替代品[２８]ꎬ这些表达生产的 ｓｃＦｖ 被广泛应用于

各种病毒的检测及相应疫病的治疗ꎬ其中大肠杆菌原

核表达系统的发展最为成熟、应用最为广泛[２９￣３２] .与
真核细胞相比ꎬ大肠杆菌遗传学和分子生物学背景清

晰简单ꎬ能够快速繁殖ꎬ在短时间内可以大量表达蛋

白ꎬ便于纯化和改造ꎬ生产成本低ꎬ故成为最常使用的

表达系统[３３] .大肠杆菌无法对完整抗体进行糖基化修

饰故最后很难表达出有活性的蛋白ꎬ但单链抗体不包

含完整抗体的恒定区片段ꎬ不需要表达系统对其进行

糖基化修饰ꎬ故使用大肠杆菌表达单链抗体不会对其

活性造成影响[３４]ꎬ可以应用于基因工程诊断抗体的

生产.

４　 小结

　 　 构建了靶向 ＢＲＶＡ ＶＰ７ 蛋白的 ｓｃＦｖ 的原核表达

系统ꎬ表达的 ｓｃＦｖ 能与 ＢＲＶＡ 特异性结合ꎬ为开发

ＢＲＶＡ 的快速诊断试剂奠定了基础.
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