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!!摘!要"对免疫Q[;M5&-L亚型抗原的条纹斑竹鲨中血清’脾脏和淋巴细胞进行多组学测序结果综合分析筛选
出特异性序列!构建重组表达质粒NH8&>*2<&14;&;*I)&M,<4&Q[;M5&6%’NH8&>*2<&14;&;*I)&M,<4&Q[;M5&6!!分别转
化大肠杆菌[U!%">HB#!并诱导表达以及纯化重组单域抗体!通过HU@6M和细胞水平检测重组单域抗体的活性(
结果表明$通过生物信息学分析筛选出!条特异性序列!在%DT’"AFII).%U诱导剂条件下可获得!I5%IU以上
的重组蛋白&HU@6M检测显示均与Q[;M5具有较好的结合力!细胞水平活性分析得到M,<4&Q[;M5&6%具有较好的
病毒抑制效果和生物学活性(该研究结果为其他抗原的特异性抗体筛选提供理论参考(
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9!引!言

乙型病毒性肝炎"简称乙肝#是由乙型肝炎病毒
"Q2N-<4<4;[:4+*;$Q[b#侵染生命体而导致的一
种疾病%在人体感染 Q[b后$急性乙型肝炎容易
转变成慢性乙型肝炎$甚至转变成肝硬化或肝细胞
癌症(%)%在全球范围内$病毒性肝炎造成的死亡人
数正在增加$预计到 !"#" 年$该数字将上升
D"a(!)%目前$乙肝的治疗主要以抗病毒药物为主$
而关于直接使用抗体作为治疗剂的研究还很少$其
原因主要是普通双链抗体分子量大$免疫原性强$且
抗体制备量低*过程复杂(B)%

单克隆抗体是生物技术中最成功的发现之一$
并被用作基础生物化学*生物传感*诊断和治疗人类
疾病的关键试剂(#&F)%单克隆抗体具有较多优点$但
仍有一定的局限性(D&$)$而分子量较小的天然重链抗
体受到广泛研究%鲨鱼新抗原受体可变区
"b-+4-S.2L)I-4,)/<12,2_-,<452,+272N<)+$

bcMX#和骆驼重链可变区片段"b-+4-S.2L)I-4,
)/12-:=71-4,)/12-:=&71-4,-,<4S)L=$bQQ#都是
新分离出的单体结合结构域(’&%%)%单域抗体大小仅
为%!"%F‘>-$在诊断和治疗应用方面都是潜在
的*具有吸引力的免疫球蛋白替代品(’$%!&%#)%免疫
球蛋白新抗原受体"@II*,)5.)S*.4,,2_-,<452,
+272N<)+$@5cMX#存在于软骨鱼类中$在护士鲨
"’&-.E9A3623A,W&JJ,2+A#中首次被分离出来$后
续又在条纹斑竹鲨"!*&E36W9EE&+ARE,.&36+A#等体
内被发现(%F&%C)%相比于传统的抗体$bcMX具有优
良的稳定性和溶解性(!")$小尺寸和穿透能力使其有
可能进入致密组织(!%)%bcMX具有与抗原裂隙结
合和阻断酶的活性位点的倾向$有利于其在体内更
稳定的存在$且对多种抗原裂解酶的活性位点具有
高的结合亲和力(!!)%鲨鱼在系统发育上不同于哺
乳动物$因此最大限度地发挥了靶向免疫原性的潜
力(!B&!#)$通过动物免疫方式也可以获得靶特异性和
高亲和力的抗体(!F)%

本文通过对免疫Q[;M5&-L亚型抗原的条纹
斑竹鲨多组学测序结果的综合分析$获得特异性
单域抗体基因序列$利用原核表达得到抗 Q[;M5
的单域抗体$并测定重组抗体的结合力和生物学
活性%本文结果为开发慢性乙型病毒性肝炎相
关诊断试剂和治疗药物提供实验思路和理论
基础%

:!材料与方法

:;:!材料与试剂
条纹斑竹鲨由福建兴国海洋农场提供$平均体

长#"7I&鲨鱼饲养设备由浙江理工大学生物化学
研究所提供&大肠杆菌[U!%">HB#*NH8&>*2<&14;&
;*I)载体由本实验室保存&Q2NZ!&c8]O细胞和
病毒颗粒由中山大学刘宽程博士提供%
Q[;M5&-L购自北京百桥瑞景生物技术有限公

司$鼠抗 Q[;M5"Q!W##’QXO购于[4);;公司$
[]M蛋白定量试剂盒购于8-‘-+-公司$>VHV’
W%!培养基*胎牛血清*含H>8M胰酶*青霉素链霉
素双抗购于Z4S7)公司$>V6?购于VO生物医疗
公司$OHZ购于阿拉丁$Ob>W膜*蛋白裂解液和
OV6W购于812+I)公司$HU@6M酶标条*6*I)蛋
白酶与[*//2+购于索莱宝公司$"A%a明胶溶液购
于V4..4N)+2公司$乙型肝炎病毒2抗原检测试剂盒
和乙型肝炎病毒表面抗原诊断试剂盒购于上海科华
生物工程股份有限公司%
:;<!鲨鱼免疫与抗体筛选

购买的鲨鱼在人工配制的海水中适应$L$待生
命状态稳定后免疫Q[;M5&-L抗原$选择腹部皮下
多点注射方法进行免疫$每隔%FL进行一次免疫$
共免疫#次$每次免疫前在鲨鱼尾静脉取血$分离血
清$样品送至杭州景杰生物科技有限公司进行质谱
检测%在首次免疫后第D"天$最后一次取血分离淋
巴细胞并解剖鲨鱼取脾脏$鲨鱼脾脏和淋巴细胞进
行转录组检测$并进行分析$筛选出数据库中免疫相
关的序列$分别获得免疫相关的转录组数据和质谱
数据%使用鲨鱼脾脏和淋巴细胞提取的XcM进行
反转录扩增$扩增出仅含有@5cMX可变区的序列$
对数据库中的序列进行汇总分析$并对其中不同序
列的数量进行统计%通过对三个数据库进行综合分
析$获得在免疫鲨鱼中特异性增加的bcMX序列%
:;?!载体构建与诱导表达

将筛选出的bcMX氨基酸残基序列以NH8&
>*2<&14;&;*I)为表达载体进行 M,<4&Q[;M5&6%*
M,<4&Q[;M5&6!全基因合成$将含有目的基因的工
程菌 活 化$转 接 到 新 鲜 的 含 有 氨 苄 青 霉 素
"MIN474..4,$MIN#的 U[液体培养基中$B$T*
!!"+’I4,培养过夜并提取质粒$取!"F$U重组质
粒转化至大肠杆菌[U!%">HB#感受态中$在含有
MIN抗性的U[固体平板上挑取!"B个单菌落$
转接到FIU含有F$UMIN的新鲜U[液体培养
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基中$B$T*!!"+’I4,培养B"#1$当菌液?>D""
为"AF""AD时加入不同量@O8Z诱导剂$使得终浓
度分别为%A"II).’U和"AFII).’U$以不加诱导
剂的空白对照%分别在B$*%DT温度下诱导表达$
取%IU菌液$剩余菌液%!"""+’I4,离心去除上
清$O[6清洗并溶解沉淀$冰浴条件下超声破碎处
理$%!"""+’I4,*#T离心%"I4,$取上清和沉淀$
根据6>6&OMZH结果选择最佳诱导表达浓度温度
和@O8Z浓度$扩大培养%
:;B!蛋白纯化与酶切

将扩大培养得到的菌体上清用"A#F$I滤膜过
滤后加入到平衡后的镍柱中$摇床#T孵育过夜$用
不同浓度"F"*%""*%F"*!""*!F"*B""*#""II).’U和
F""II).’U#咪唑U=;4;[*//2+依次洗脱蛋白$根据
6>6&OMZH结果确定最佳脱浓度%收集最佳咪唑
浓度的蛋白洗脱液$%"‘>-超滤管#"""+’I4,*#T
浓缩至%"!IU$[]M试剂盒测定蛋白浓度$根据
蛋白浓度用6*I)酶#T酶切浓缩后抗体过夜$再
次用镍柱纯化酶切后蛋白$B‘>-超滤管浓缩得到
最终重组抗体$[]M试剂盒蛋白定量$G’"T存放
备用%
:;C!单域抗体广谱结合活性测定

用抗原包被液将纯化后的蛋白分别稀释为
F""*!F"*%""*F"*%"$5’IU和F$5’IU等不同的
浓度$在HU@6M板中每孔加入%""$U稀释好的蛋
白$设置不含蛋白的空白对照孔$#T冰箱包被过
夜%移除包被液$O[68缓冲液清洗板条B次$每孔
加入B""$U$每次FI4,%移去洗涤液$将板子拍干
后每孔加入B""$U的封闭液$B$T孵育!1%移除
封闭液$O[68洗B次%将板子拍干后$每孔加入
%""$U浓度为!$5’IU的Q[;M5抗原$B$T孵育
!1$O[68洗#次%每孔加入稀释后"%:F"""#鼠
抗Q[;M5’QXO二抗%""$U$B$T孵育!1$O[68
洗#次%每孔加入%""$U8V[显色液$震荡均匀
后B$T避光孵育%FI4,%每孔加入F"$U浓度为
!I).’U的Q!6?#终止液$震荡均匀%酶标仪测定
?>#F"值$样品孔的?>值高于对照孔的!A%倍时可
判定该结果为阳性%
:;P!>LZ病毒颗粒感染细胞

用"A%a明胶处理培养皿B"I4,$复苏Q2NZ!&
c8]O细胞$待细胞长到’"a汇合度时传代%将%!
孔板预先用明胶处理$每孔铺细胞Fr%"F个$共铺
’组$每组B个复孔%待细胞长至’"a汇合度时进
行感染$取不同浓度重组抗体B"$U于HO管中$同

时加入感染混合液"F"倍稀释病毒粒子#"$U*#"a
OHZ#"$U*>V6?D$U和>VHV’W%!%C#$U#$
对照组用O[6代替抗体$其余成分相同$使得抗体
终浓度分别为%"G%*%"G!I5’IU和%"GBI5’IU$
B$T孵育%1后感染细胞$%D1后弃去感染液$用
温 Q[66清洗#次细胞$加入新的含有!AFa
>V6?的细胞培养基%
:;W!细胞上清>L37N和>L#7N检测

在细胞感染后的第B*D天收集细胞上清$用乙
型肝炎病毒2抗原检测试剂盒*乙型肝炎病毒表面
抗原诊断试剂盒测定收集的上清中乙肝病毒2抗原
和;抗原的含量$第B天收完上清后再加入新的含
有!AFa>V6?的培养基%酶标仪测定?>#F"值$
先用空白孔校零后测定%?>值$]?b值时检测
结果为阳性"]?b为阴性对照平均?>值r!A%#%
:;[!@#3’#"*L0)’测定乙肝病毒核心蛋白表达量

细胞感染后第D天$收集上清$用O[6清洗细
胞!次$弃去O[6后每孔加入含有OV6W的细胞裂
解液$冰上裂解B"I4,$%!"""+’I4,离心!"I4,$
收集上清$[]M试剂盒蛋白定量%每孔蛋白上样量
B"$5$先进行6>6&OMZH凝胶电泳$%""b$湿转转
膜C"I4,%在蛋白大小为!F"BF‘>-时将Ob>W
膜裁为两半$Fa脱脂奶粉室温封闭!1$8[68洗膜
!次$每次B I4,%以抗 Q[7为一抗$内参为

1&-7<4,$#T孵育过夜&羊抗兔二抗"%kF"""#室温孵
育!1$8[68洗膜B次$每次%"I4,$化学发光
显影%

<!结果与分析

<;:!特异性抗体序列筛选
分析转录组文库结果$筛选得到免疫相关的差

异基因$并翻译为氨基酸序列$命名为筛选文库%
">4//2+2,<852,28N2N#&对比分析bcMX高通量测
序文库$获得实验组差异序列$翻译为氨基酸序列$
得到 bcMX 差异蛋白库$命名为筛选文库 !
">4//2+2,<8bcMX8N2N#%使用[4)HL4<软件将筛选
文库%和筛选文库!进行S.-;<分析$找到共有序
列$并确定到筛选文库!中具体蛋白名称及出现频
率%使用[4)HL4<软件将质谱检测中确定的免疫相
关差异肽段与筛选文库!进行比对$找到共有序列$
并确定到该文库中具体蛋白名称以及出现频率%将
这!个数据库结合起来进行分析$得到!条可能的
能与Q[;M5结合的bcMX氨基酸序列$结果如表
%所示%通过免疫$可以产生@5cMX并释放到血清
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中&生成@5cMX的转录本可以存在于脾脏*淋巴细
胞中$并被相应抗体检测到%通过数据库的综合分
析$大大增加了筛选到的bcMX的准确性$减少了

需要筛选的bcMX数量$有利于特异性bcMX的
快速筛选$同时为后续筛选其他抗原对应的bcMX
提供有效参考%

表:!筛选出的ZE7G蛋白氨基酸序列
基因名称 氨基酸序列

M,<4&Q[;M5&6%
cbW8hXbHh8O8888dHMZH6U8@c]bUdZ6XgMU]d8gRgW8ddZM8ddH6U8cZZXg6b8Vc
dM6d6WUUZ@6>UXbH>6Z8gc]dMg66Zg8bQ]>8ZZhggHZZZ8@U8bdOZdhO6OO@@6UQg6M8

M,<4&Q[;M5&6!
cbW8hXbHh8O8888dHMZH6U8@c]bUdM68gdU]c8gRgW8ddZM8ddHcU8cZZXg6b8Vc
dM6d6W6UX@6>UXbH>6Z8gQ]dM68MZb8]8UdUZg>ggHZZZ8@U8bdXZdhO6OO@@6UQg6M8

<;<!重组蛋白诱导表达
图%为B$T诱导温度下$重组蛋白M,<4&Q

[;M5&6%和 M,<4&Q[;M5&6!的表达情况%由图%
可知$在该温度下$蛋白主要以包涵体形式存在$可
能是温度过高使得蛋白错误折叠%图!为%DT诱
导温度下$重组蛋白 M,<4&Q[;M5&6% 和 M,<4&
Q[;M5&6!的表达情况%图%和图!显示$%DT时
两个重组蛋白在上清中均有表达$但表达量较低$因
此需要后续扩大培养来增加上清中重组蛋白的表达
量$与b2+-等(!D)的结果相符合$降低温度可以提
高蛋白的正确折叠与表达&由于@O8Z对菌体也有
一定的毒性$如果浓度过高$不仅会杀死细胞$还
会造成较多包涵体的形成%因此选择%D T*

"AFII).’U@O8Z 浓度作为扩大培养的最优
条件%

图%!M,<4&Q[;M5&6%和M,<4&Q[;M5&6!
B$T诱导表达结果电泳图

注!V为!DD%D蛋白预染V-+‘2+&%-#为重组蛋白

M,<4&Q[;M5&6%&F-’为重组蛋白M,<4&Q[;M5&6!&%*F为

诱导前全菌&!*D为诱导后全菌&B*$为超声破碎后上清&

#*’为超声破碎后沉淀%

图!!M,<4&Q[;M5&6%和M,<4&Q[;M5&6!
%DT诱导表达结果电泳图

注!V为!DD%D蛋白预染V-+‘2+&%-B为重组蛋白M,<4&Q[;M5&6%$

#-D为重组蛋白M,<4&Q[;M5&6!&$为诱导前全菌$%*#为诱导后

全菌$!*F为超声破碎后上清$B*D为超声破碎后沉淀%

<;?!蛋白纯化与酶切结果
M,<4&Q[;M5&6%和 M,<4&Q[;M5&6!蛋白通过

用不同浓度的咪唑U=;4;[*//2+洗脱和6>6&OMZH
结果如图B所示%图B表明$最适洗脱杂蛋白的浓
度为 F" II).’U$最适洗脱目的蛋白浓度为
!F"II).’U%在后续的蛋白纯化过程中$按照该浓
度洗脱目的蛋白进行纯化$透析超滤纯化后蛋白
6>6&OMZH电泳结果如图B"-#所示$[]M试剂盒
测得重组蛋白浓度分别为 !AB’’ I5’IU 和
!AC"#I5’IU$用O[6将蛋白稀释为!I5’IU进
行酶切$酶切后的蛋白再次纯化后电泳结果如图B
"S#所示%
<;B!广谱AXFV7结合活性结果

重组蛋白 M,<4&Q[;M5&6%和 M,<4&Q[;M5&6!
与乙肝表面抗原的HU@6M实验结果如图#所示%
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图B!纯化后单域抗体电泳图
注!V为!DD%D蛋白预染V-+‘2+&%为重组蛋白M,<4&Q[;M5&6%$

!为重组蛋白M,<4&Q[;M5&6!%

由图#可以看出$两个单域抗体在F""*!F"*

%""$5’IU和F"$5’IU 浓度下有均有阳性率
"?>#F"值为对照组!A%倍以上#$重组蛋白 M,<4&
Q[;M5&6%最高?>#F"可达"AD#$且M,<4&Q[;M5&
6%在浓度为F$5’IU时仍有阳性率$两个单域抗
体均有较好的结合活性$最适浓度为F"$5’IU%

<;C!细胞上清中>L37N和>L#7N表达量
Q2NZ!&c8]O细胞在感染 Q[b病毒以后将

会在细胞上清中产生主要标志物 Q[;M5和
Q[2M5(!$)%在病毒感染后的第B天和第D天收集
细胞上清$利用HU@6M试剂测定 Q[;M5表达量$
结果如图F所示%由图F可知$第B天时重组蛋白
M,<4&Q[;M5&6%在%"G!I5’I和%"G% I5’IU浓
度下Q[;M5表达量与加了病毒和O[6的对照组相
比显著降低$在%"GB*%"G!I5’IU和%"G%I5’IU
浓度下抑制率分别为DAD!a*%’AC$a和!CABDa$
重组蛋白M,<4&Q[;M5&6!不仅没有抑制作用$可能
还促进病毒的复制%第D天重组蛋白M,<4&Q[;M5&
6%在%"G%I5’IU和%"G!I5’IU较高两个浓度
下起到抑制作用$分别为!"A%’a和%"ADDa%

图#!重组蛋白HU@6M结果
注!虚线以上代表阳性结果%

病毒感染后的第B天和第D天收集细胞上清$
利用HU@6M试剂测定Q[2M5表达量$结果如图D
所示%图D表明$在整个感染过程中$Q[2M5的表
达量呈增加趋势$说明病毒处于一个持续复制的过
程$所有实验组Q[2M5表达量降低$在第B天抑制
率最高达到了FFAB!a&第D天时$与第B天相比
Q[2M5的抑制率呈现降低趋势$在%"G%I5’IU浓
度下两个单域抗体的抑制率达到最大$分别为
BDAB#a*%$ADa$综合分析可知M,<4&Q[;M5&6%的
效果好%
<;P!乙肝病毒核心蛋白表达量

第D天收集细胞用于提取总蛋白$定量后通过
R2;<2+,[.)<来检测不同浓度重组抗体处理组
Q2NZ!&c8]O细胞总蛋白中乙肝病毒核蛋白的表
达情况$并计算条带的灰度值$结果如图$所示%由
图$可知抗体M,<4&Q[;M5&6%经过与病毒的共孵
育处理后感染细胞$使细胞中Q[7蛋白的表达量有
所降低%在%"G!I5’IU和%"G%I5’IU浓度时$
与对照组有显著差异$单域抗体M,<4&Q[;M5&6!处
理后细胞中 Q[7表达量没有降低$与上清中
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图F!不同时间段上清中Q[;M5表达量
注!9代表R""A"F$99代表R""A"%%

图D!不同时间段上清中Q[2M5表达量
注!9代表R""A"F$99代表R""A"%$999代表R""A""%%

Q[;M5表达量结果一致$说明抗体M,<4&Q[;M5&6%
可能对病毒的感染和复制起到一定的抑制作用$但
具体的机制还有待进一步研究%

图$!bcMX对细胞中Q[7表达的影响
注!9代表R""A"F%

?!讨!论

选择合适的表达系统对于确保功能性bcMX
蛋白生产的溶解性和正确折叠有非常关键的作

用(!F$!’)%细菌表达系统通常是分子生物学实验室
和生物技术工业中的首选$快速生长*高水平的蛋白
质生产及多重表达筛选和蛋白质生产的能力使它可
以生产用于一系列生物应用的重组蛋白$大肠杆菌
中实现蛋白质翻译后修饰的机制不太复杂$而缺乏
翻译后修饰的真核生物伴侣会导致蛋白质错误折叠
和聚集(!C)$因此本文选择大肠杆菌表达体系来对单
域抗体进行重组表达%Q[;M5表达与病毒的>cM
转录过程有关$乙肝表面抗原蛋白主要来自
777>cM转录产物的翻译和宿主体内基因已经整合
的Q[b核苷酸转录产物的翻译(B")$因此本文中

Q[;M5在第#"D天内表达量的减少可能是由于其
转录过程活跃度降低$IXcM数量的降低$间接说
明了777>cM表达量的减少(B%)%利用抗体效应功
能的被动免疫疗法可能有助于直接清除循环病毒*
病毒抗原或产生病毒的细胞%因此利用bcMX的
优势来开发调节细胞Q[;M5和Q[2M5表达量的抗
病毒药物是提高治疗效果*避免慢性乙肝进展的有价
值治疗手段$为探究单域抗体在病毒预防感染方面提
供了思路和方法$同时也可利用其与Q[;M5较好的
结合力来开发更加便捷灵敏的乙肝病毒检测试剂盒%
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B!结!论

本文通过免疫条纹斑竹鲨筛选出特异性抗
Q[;M5的bcMX序列$利用原核系统重组表达了
单域抗体$并进行活性探究$获得以下主要结果!

-#利用该体系针对Q[;M5的单域抗体基因的
筛选方法是可行的$由此筛选出!条特异性bcMX
序列%
S#利用原核表达体系$通过增加促溶标签$在

%DT*"AFII).’U@O8Z条件下诱导表达出单域
抗体$且浓度高于!I5’IU%

7#纯化后的特异性单域抗体HU@6M和细胞水
平检测得到一个活性较好的重组域单域抗体M,<4&
Q[;M5&6%%

综上所述$本文利用条纹斑竹鲨系统发育的优
势筛选出单域抗体基因$分析了其对乙肝病毒的结
合活性和抑制作用$为针对乙肝病毒诊断试剂的开
发和治疗药物的研究提供了新的方法和思路%
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