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单链抗体 scFv-GCN4在大肠杆菌中的重组表达及活性检测 *
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摘要目的：重组表达融合 GST或MBP标签的单链抗体 scFv-GCN4，对其进行分离纯化，并检测其生物学活性。方法：构建

pBAD-MBP-scFv-GCN4及 pBAD-GST-scFv-GCN4表达载体，使用大肠杆菌( ) Top10菌株表达并亲和纯化重组蛋

白MBP-scFv-GCN4及 GST-scFv-GCN4。构建 pET30a-Nus-GCN4载体，使用 BL21(DE3)菌株表达重组蛋白 Nus-GCN4及

Nus。以重组的 GCN4为特异性抗原，通过 Pull-down技术和Western Blot技术，检测MBP-scFv-GCN4及 GST-scFv-GCN4的抗体

活性及特异性。结果：重组菌株 Top10可高效表达可溶性的MBP-scFv-GCN4和 GST-scFv-GCN4蛋白，通过亲和纯化，均

得到了高纯度的重组蛋白。重组菌株 BL21(DE3)可高效表达可溶性的 Nus与 Nus-GCN4蛋白。Pull-down及Western Blot

结果显示，重组蛋白 MBP-scFv-GCN4 及 GST-scFv-GCN4 均可以高效、特异地识别重组的 GCN4 抗原。结论：重组抗体

GST-scFv-GCN4及MBP-scFv-GCN4均可在 中高效表达，并且具有良好的抗体活性及特异性。
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Expression of Recombinant Antibody scFv-GCN4 in and
Determination of its Biological Activity*

To express and purify the single chain Fv antibodies against GCN4 (scFv-GCN4) which fused with

GST-Tag or MBP-Tag, and to determine the characteristics of the recombinant antibody. Construct recombinant plasmids

pBAD-MBP-scFv-GCN4 and pBAD-GST-scFv-GCN4, purify recombinant antibodies expressed in Top10. Construct recombinant

plasmids pET30a-Nus-GCN4, express recombinant proteins Nus and Nus-GCN4 in BL21 (DE3). Identify the biological activity

and specificity of the recombinant antibodies by Pull-down and Western Blot. Recombinant antibodies MBP-scFv-GCN4 and

GST-scFv-GCN4 could be expressed and purified efficiently. Nus and Nus-GCN4 could be expressed efficiently in BL21(DE3).

The methods of Pull-down and Western Blot proved that recombinant antibodies could recognize GCN4 specifically and efficiently.

Recombinant antibodies MBP-scFv-GCN4 and GST-scFv-GCN4 could be expressed efficiently in , and possessed

high biological activity and specificity to GCN4.
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前言

单链抗体(Single-chain variable fragment, scFv)，由抗体重

链可变区(VH)和轻链可变区(VL)通过约 20个氨基酸的短肽连

接而成[1]。scFv具有天然抗体的特异性，而分子大小只有完整抗

体的 1/6，根据这一优势，scFv已经广泛应用于流式细胞术[2, 3]、

免疫组化[4, 5]、CAR-T技术[6, 7]及肿瘤治疗[8-11]等领域。scFv可以

通过基因工程方法在 中大量产生[12]，这在很大程度上节

约了时间和资金。但是，在 中表达 scFv时，经常遇到表

达量或可溶性低的问题[13]，例如，王弘等[14]在抗克伦特罗 scFv

的研究中，袁若森[15]在抗狂犬病毒糖蛋白 scFv研究中，scFv全

部存在于包涵体，影响了其生物学活性。

课题组前期研究中，在 中重组表达酵母转录激活因

子 GCN4 的一个肽段特异性单链抗体 (scFv-GCN4) 时，

scFv-GCN4表达量极低。为了解决这一问题，我们选择了 GST
[16] 及 MBP [17] 两种重组表达中常用的标签蛋白，将其与

scFv-GCN4 融合，得到高效表达并可溶的重组蛋白

GST-scFv-GCN4和MBP-scFv-GCN4。最后，通过 Pull-down和

Western Blot证明，重组抗体 scFv-GCN4具有良好的生物学活

性。

1 材料与方法
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1.1 试验材料与仪器

菌种及载体：载体 pBAD、pET30a、pET30a-Nus，菌株

DH5琢、Top10和 BL21(DE3)均由中国海洋大学医

药学院糖生物学实验室提供与保存。

试剂：Primer Star DNA聚合酶、限制性内切酶、T4 DNA连

接酶、DNA Marker均购于宝生物（大连）公司；IPTG购于德国

Merck公司；L-阿拉伯糖购于台湾生工；质粒小提试剂盒购于

康为世纪生物公司；Ni Sepharose 6 Fast Flow、Glutathione

Sepharose 4B、Dextrin Sepharose High Perfromance 均购于美国

GE公司；蛋白Marker、BCA蛋白含量测定试剂盒均购于美国

Thermo公司；GST抗体、MBP抗体、His抗体、HRP标记的羊抗

鼠抗体均购于美国 Santa Cruz公司。

仪器：PCR仪（Thermo）；琼脂糖凝胶电泳仪（Pharmacia）；

高速冷冻离心机（Sigma）；化学发光成像仪（GE公司）；蛋白电

泳仪（北京六一）引物及基因合成（由华大公司提供）：根据文献
[18]中的 scFv-GCN4及 GCN4的基因序列，按照大肠杆菌密码

子偏好性进行密码子优化，合成MBP-scFv-GCN4以及 GCN4

基因，图 1-A为MBP-scFv-GCN4基因示意图，图 1-B为 GCN4

基因示意图。根据 GST基因序列设计引物，序列如下：

GST-F: 5'-ATAAGAATGCGGCCGCAATGTCCCCTATAC

TAGGTTATT-3'

GST-R: 5'-CCCGGGATCCGATTTTGGAGGATGGTC-3'

1.2 载体构建及鉴定

1.2.1 pBAD-MBP-scFv-GCN4 载体的构建 将通过 I和

I双酶切后的回收产物MBP-scFv-GCN4与 pBAD连接、转

化，随机挑取单克隆，提取质粒， I和 I双酶切鉴定，将

阳性克隆测序，得到载体 pBAD-MBP-scFv-GCN4。

1.2.2 pBAD-GST-scFv-GCN4载体的构建 使用引物 GST-F

及 GST-R，PCR扩增 GST，将用 I和 I双酶切回收的

GST与 pBAD-scFv-GCN4连接、转化，随机挑取单克隆，提取

质粒， I和 I双酶切鉴定，将阳性克隆测序，得到载体

pBAD-GST-scFv-GCN4。

1.2.3 pET30a-Nus-GCN4载体的构建 通过 V和 I

双酶切后的回收产物 GCN4与 pET30a连接，转化，随机挑取

单克隆，提取质粒， V和 I双酶切鉴定，筛选得到阳性

载体 pET30a-GCN4。通过 I和 I双酶切，将回收产物

Nus与 pET30a-GCN4连接、转化，挑取单克隆并提取质粒，

I 和 I 双酶切，筛选阳性克隆并测序，得到载体

pET30a-Nus-GCN4。

1.3 重组抗体 scFv-GCN4的诱导表达及纯化

将 带 有 重 组 质 粒 pBAD-GST-scFv-GCN4 或

pBAD-MBP-scFv-GCN4 的 Top10 菌株于 37 ℃震荡培

养至 OD600达到 0.6，加入终浓度为 0.1%的 L-阿拉伯糖，25

℃诱导过夜。次日，离心收集菌体，加入 1/10原始菌液体积的

PBS，超声，离心收集上清。

按 照 Glutathione Sepharose 4B 说 明 书 ， 纯 化

GST-scFv-GCN4 蛋白，按照 Dextrin Sepharose High Perfro-

mance说明书，纯化MBP-scFv-GCN4。将纯化后的重组蛋白透

析到 PBS中，BCA法测定蛋白含量。SDS-PAGE电泳检测纯化

得率及纯度。

1.4 重组抗原 GCN4的诱导表达

将带有重组质粒 pET30s-Nus或 pET30a-Nus-GCN4的

BL21(DE3)菌株于 37℃震荡培养直至 OD600达到 0.6，加

入终浓度为 0.1 mM的 IPTG，25℃诱导过夜。次日，离心收集菌

体，加入 1/10原始菌液体积的 PBS，超声、离心收集上清，加入

蛋白 Loading Buffer，煮沸 5 min，SDS-PAGE电泳检测蛋白的

表达及可溶性。

1.5 重组抗体 scFv-GCN4的活性检测

1.5.1 Pull-down检测重组抗体 scFv-GCN4的活性 按照重组

抗体 scFv-GCN4与 Nus-GCN4（或 Nus）的摩尔比为 1：1的比

例，加入各组分并混匀，4℃摇床孵育 3 h。按照 Ni Sepharose凝

胶珠说明书，纯化 Nus 或 Nus-GCN4。加入蛋白 Loading

Buffer，煮沸 5 min，SDS-PAGE电泳检测。

1.5.2 Western Blot检测重组 scFv-GCN4的活性 使用 1.4 中

得到的蛋白样品，进行 SDS-PAGE电泳并将蛋白转到 PVDF

膜上，封闭后加入终浓度为 5 滋g/mL的 GST-scFv-GCN4 或

MBP-scFv-GCN4，4℃孵育过夜。次日，洗去未结合的蛋白，加

入 GST抗体或MBP抗体，37℃孵育 1 h，洗去未结合的抗体，

加入 HRP标记的羊抗鼠抗体，37℃孵育 0.5 h，用化学发光成像

仪曝光。

2 结果

2.1 载体的构建及鉴定

载体 pBAD-MBP-scFv-GCN4、pBAD-GST-scFv-GCN4 及

pET30a-Nus-GCN4阳性克隆的酶切鉴定结果如图 2所示。图

2-A 中，在 4100 bp 和 2100 bp 有两条带，基因 MBP-scFv-

GCN4的长度约为 2100bp，图 2-B中，在 4100 bp和 1600 bp有

两条带，基因 GST-scFv-GCN4的长度约为 1600 bp，图 2-C中，

在 5400 bp和 2000 bp有两条带，基因 Nus-GCN4的长度约为

2000 bp，结合测序结果，说明三个载体均构建成功。

2.2 重组抗体 scFv-GCN4的表达及纯化

重组蛋白 GST-scFv-GCN4 的理论分子量约为 52 kDa，

MBP-scFv-GCN4 的理论分子量约为 67 kDa。图 3-A 的

SDS-PAGE结果显示，参照蛋白Marker和未加入诱导剂的菌

体蛋白，L-阿拉伯糖诱导后，重组菌株能高效表达可溶性重组

抗体 GST-scFv-GCN4 及 MBP-scFv-GCN4，并且，通过亲和纯

化可以得到高纯度的重组抗体。

2.3 重组抗原 GCN4的诱导表达

重组蛋白 Nus的理论分子量约为 75 kDa，Nus-GCN4蛋白

的理论分子量约为 87 kDa。图 3-B的 SDS-PAGE结果显示，参

图 1全基因合成示意图

Fig. 1 Schematic plot of gene synthesis

A: MBP-scFv-GCN4; B: GCN4
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图 2载体酶切鉴定

Fig. 2 Identification of recombinant plasmids

M: DL10,000 DNAMarker; Line 1 in Fig. A: Production of pBAD-MBP-scFv-GCN4 plasmid digested by I and I; Line 1 in Fig. B: Production of

pBAD-GST-scFv-GCN4 plasmid digested by I and I; Line 1 in Fig. C: Production of pET30a-Nus-GCN4 plasmid digested by I and I

图 3重组蛋白的诱导表达及纯化

Fig. 3 Expression and purification of recombinant proteins

A: Expression and purification of recombinant scFv-GCN4 (M: Protein Marker; 1: Total protein of Top10; 2: Soluble protein of Top10 containing

pBAD-GST-scFv-GCN4 plasmid; 3: Purified protein of GST-scFv-GCN4; 4: Soluble protein of Top10 containing pBAD-MBP-scFv-GCN4 plasmid; 5:

Purified protein of MBP-scFv-GCN4) B: Expression of recombinant Nus-GCN4 and Nus (M: Protein Marker; 1: Soluble protein of BL21(DE3) containing

pET30a-Nus plasmid; 2: Soluble protein of BL21(DE3) containing pET30a-Nus-GCN4 plasmid; 3: Total protein of BL21(DE3) )

图 4重组抗体 scFv-GCN4的活性检测

Fig. 4 Identification of the biology characteristics of recombinant scFv-GCN4

A: Identification of the biological characteristics of recombinant scFv-GCN4 by Pull-down and SDS-PAGE; B: Identification of the biological

characteristics of recombinant scFv-GCN4 byWestern Blot
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照蛋白 Marker和阴性对照，加入 IPTG诱导后，重组菌株能高

效表达可溶性 Nus及 Nus-GCN4。

2.4 重组 scFv-GCN4的活性检测

重组蛋白 Nus及 Nus-GCN4上都带有 His标签，使用 His

Pull-down方法，通过检测重组 scFv-GCN4与其抗原 GCN4的

相互作用，来检测重组 scFv-GCN4 的抗体活性。图 4-A 的

SDS-PAGE结果显示，当使用 Ni Sepharose 凝胶珠纯化带有

His 标签的蛋白时，与 GCN4 特异性相互作用的蛋白

GST-scFv-GCN4 或者 MBP-scFv-GCN4 随着 Nus-GCN4 一起

被纯化出来，而不能随着 Nus被纯化出来。

将重组蛋白 GST-scFv-GCN4 或 MBP-scFv-GCN4 作为

GCN4的抗体，用Western Blot检测其抗体活性与特异性。图

4-B结果显示，诱导表达 Nus-GCN4的泳道中，在 Nus-GCN4

分子量处有特异性信号，而诱导表达 Nus的泳道中，在 Nus分

子量附近未检测到特异性信号。

Pull-down和Western Blot实验结果均表明，在 中

表达的重组单链抗体 scFv-GCN4可以特异识别其抗原 GCN4，

证明其具有良好的生物学活性及特异性。

3 讨论

单链抗体 scFv是目前研究最广泛的基因工程抗体。scFv

具有很多优点：分子小，易通过血管壁或实体瘤，可用于导向药

物载体；免疫原性弱，不易引起排异反应；体内易清除，对周围

组织损伤小；易于批量表达与制备等。因此，通过基因工程制备

的重组单链抗体在疾病研究与治疗中展现了良好的前景[19]。

但是，使用 表达 scFv时常遇到表达量低或不可溶

等问题[20]。为此，我们选择了 GST及 MBP两个常用的标签蛋

白与 scFv-GCN4融合，得到高效表达并高度可溶的重组抗体

GST-scFv-GCN4 和 MBP-scFv-GCN4。 通 过 Pull-down 和

Western Blot方法，证明重组抗体 scFv-GCN4具有良好的抗体

活性及特异性。将标签蛋白与 scFv-GCN4之间带上 Thrombin、

SUMO protease等常用的蛋白酶作用位点，通过蛋白酶切割，将

标签蛋白去除，这一策略可以有效的获得大量可溶性

scFv-GCN4，可用于活性抗体的大量制备，对于抗体的工业化

生产有重要的意义。
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