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摘 要 j Hl PCR定点突变 缓，或功地梅建 r抗 H~sAg dsFv抗体的轻、重链 突变基因 NdeI和 

Ec。RI晴切后分别插入 1)ET20b表达质粒 经洲 证明在重链第 44位氨基酸和轻链第 100位氨基 

酸巴突变形成半胱氨馥(Cysj vH和 v【 重组质粒分别转化到大脑肝菌 BL21(DE3)中 IPTG 

导岳，经 SD~PAGE电泺表 刚]在 l2 KD处有包 吉体蛋 白表达，表达 蛋白古量分别 为 28％和 35％。 

VH和 v【 包告体 l=f缆 ( uHCI变性 后．等量混合在复性折叠液中结合 ．形成了一个约 24 kD并有 
一 定垢性的 dsFv蛋自。抗 FtBsAg dsFv抗体表达及美性的成功，为今后基固工程抗体的研究卫应 

用 婆 定 _基 Ij一 

关键词dsFv抗体，14BsAg，P(’x定妊 变． 选 I奸爱磊磊 

ll：醯健稳定 性 Fv抗体(disulfide stabilized Fv fragments，dsFv)，是通过在重链的可变区 

(VH)和轻链的可变区(vI )之闯形成二硫键来稳定 Fv片段。和相应的 ScFv相比，dsFv的稳 

定性和亲和力都得到很大提高 并且也具有象 ScFv小分子的优势，所以 dsFv和 dsFv-免疫毒 

素在临床上具有很高的应用价值。自1990笠 Glockshuber等 “第一次成功构建 MCP603 ds— 

Fv抗体 以来，dsFv及 dsFv一免疫毒素的研究得到了突飞猛进的发展。我们采用 Jung等 预测 

的通用突变位点，即重链自j第 44位氨基酸和轻链的第 100位氨基酸(简写为 VH44／VL100) 

应用 PCR定点突变方法 成功地构建了抗 HBsAg dsFv轻．重链的突变基因，并分 大肠肝 

菌中进行了表达，表达蛋白还正确还原折叠形成了 dsFv蛋 白，现将结果报告如下。 

1 材料和方法 

1 l 质粒 板 质粒是带有 抗 HBse~g Fab噬简体抗体轻、莺链基田的载体为本 室掏建，表达质粒 pET 20b 

购 J 于 Novagen公 J 。 

l 2 引物 由 质桩1 Fd基因突变成 dsF1-VH基因，设计了如 F引蜘 ： 

V卜r5 _L _( GAA 1、TCAr[A FC-G ,G~．CAGTCT1-GG 3 (1=立于 1～23 b口，j}ji线处 为 Ndel酶 

切 位 。 l 

VHM 5一Tt：ccAT(’ A rcAAG楚  CTG~f、CCAGGGGCCTGTCGCACC-3 (位于 108～147 bp，戈町线处为 

!l芟确 H． 1998—03—119．修 Hlclj I998- u6一J 8 

* 袈 862 r 州重点弼踮项 日 。z{8—01．此工作珀军事医学科学院错生 试行病研究所完成 
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燕变位点) 

VH3：5 一CGG垒 卫 CAT'IATGACGAGACGGPGACCGTGG'I一3 (位于 340～360 bp，划线处为 EcoRI酶切 

位 点 ) 

为将质粒 中 K链基因囊变成 dsFv VI 基因，设 计了如下引物 ： 

VL5：5 GCGGAATFCATATGGAGCTCGTGATGACCCAGT．3(位于 1～19 bp，划线处 为 Ndd酶切 ) 

VL3：5。一GGAArrcATTAAGTTCG'I TGA7TTCCACCTTGGTCCCACAC,C~ GAP CGTCC-3 位 于 293 

～ 333 bp，划实线为 EcoRI酶切位点．划虚线处 为突变位点) 

vH和 vI 氨基酸位置(VH44／VI，100)的选择 依据文献 3] 

1 3 构建 dsFv vH突变基因的方法 采用 Mega primer PCR方法 ]̈ 先用弓{物 VH5和 VHM 以带有 Fd基 

因的质粒为模板进行第一轮 PCR：质粒 DNA 5 ng 引物 VH5和 VHM 各 0 4 vg，Taq酶 2 U，dNTP 1 l，，10 

buf~r 5 p．L，加水至 50 I ：扩增条件：94℃变性 5rain，然后 94℃ 1 rain，55℃ 1rain，7212'Irain，30个循环，72 

℃ 3 mJn PCR产物采用低熔 点胶纯化 回收．浩 于 50／*L TE中 以此纯化的 PCR产物为 Mega primer引物 

(VH5一M)进行第二次 PCR：质粒DNA1／*g，弓 物 VH5 M 3／ag，引物 VH3 0 4 Taq酶2 u，dNIt 1．uI ．10 

buffer 5 I，，加水至 50止 ；扩增条件 ：94℃变 l眭6mln，然后 94℃ 2mln、55℃ 1min、72℃ 1min，循环 30发，72 

℃ 5 min。扩增产物均在 2％琼脂糖凝腔电泳，254 nm紫外灯下观察粉红色条带 。采用第二次 PCR产物进行 

测序 。 

1 4 构建 dsFv V1，突变基因的方法 采用常规 PCR方法：质粒 DNA 5 ng，弓l物 V1 5和 vL3各 0 4 g，Taq 

酶 2 u，dNTP1 L，10×buffer 5 L，加水至 5O 【 扩增条件厨 1 3第 一次 PCR。 

1 5 突变基因的序列测定 VH和 VL的 PCR产物用 NdeI干ⅡEcoRI双酶切，低溶点睦纯化 回收 后，与经 

Ndel和 EcoR1双酶切的 pET一20b载体连接，转化 XL一1 blue细胞，用T7 promoter和 T7terminater引物进行双 

脱氧末端终止法删序。 

1．6 vH和 vL蛋白的表达 将上述 l 5制备的重组质粒转化大肠杆菌 BL21(DE3)，用 PCR法 鉴定阳性克 

隆 将含重组质粒的单个苗落置于 2mL Lid培养镀 (Amp100II1 mL)中．37℃ 振摇过夜。第 一天，分别取 

3O止 菌液转种于 2mL】 培养液(Amp100mg／ml )中，37℃振摇 3～4 h至 OD61l1)=0 6～1 1l，加 IPTG至 

0 4mmol／L，继续振摇 3 h 诱导后苗液 6000 r／mitt离心 10rain．弃上清，加 100 L1×上样缓冲坡，95℃水浴 

5 min，12 000 r／min离心 1 min。取上清 加样于 SD~PAGE电泳，考马 氏亮兰染色，脱色后观察结 果=SDS- 

PAGE凝胶在双薄层扫描仪(Shirnadzu CS．930)检测蛋 白表达含量。 

1．7 VII和 vL包含体蛋白的分离 50mL 液按上述 I 6进行诱导表达，6000 r／rain离心 5rain，弃上清．沉 

淀 用5 mL 50 mmol／L Tris—HCI pH8 0，2 mmol／l EDTA悬浮，加溶苗酶至 100 g／mL及 0 5 rr,I 1％ Triton x 

100，30℃水浴 15rain。置冰上，超吉渡 粉碎细胞．4℃．12 000 r／rain离心 15rain 上清 包含 叮溶性 蛋白，取 

50 L加等量 2X上样缓冲液 ；沉淀包含承不 可溶蛋 白，加 100 L1×上样缓冲渡，加样于 SDS-PAGE电泳 ，考 

马氏亮兰染色，脱色后观察结果 

1．8 VH和 VL蛋白折叠形成 dsFv蛋白 vH和 vIJ包古体分别在 GuHCI变性缓冲液中溶解，然后混合加入 

折叠缓冲液(0．1tool／I Tris。HC．I，0 5mot／I L-arginine，8mmol／L GSSG，2mmol／L EDTA)中，lO℃温育 24 

～ 36 b．vH和 VL折叠、结 合形成 出F、， 取折叠渍 100 uL，加 1×上拌缓冲瓣(不含 口一巯基乙醇)，加样于 SDS- 

PAGE电泳，考马氏亮兰染色，脱色后观察结果。羁体方法参见文献[5] 

1 9 dsFv蛋白的纯化 及活性捡删 10 kD和 3O kD超滤柱均啮 自美国 Am[con公 司。取 10．丌】折叠梭加入 

30 kD超滤桂，4℃．4000 r／min离心 4 h，去除未折叠的 vH和 v【 然后把耒 滤过的被体转八 10 kD超穗柱， 

， 4℃，4 000 r／min离心 4 h，进行港缩 取 i00 I 浓缩后 的折叠液进行 SDS-PAGE电泳，观察纯化结果。以 
”

2 g／n1I 的抗 HBsAg的 dsFv蛋自包被 ELISA板孔，4t2过液 2％BSA封闭，分别加八适量的 HBsAg和 HCV 

C区重组抗原．再加^酶标抗 H~sAg和酶标抗 HCV， 底物邻荦二胺显色，在 495 nm处测定吸光值 (OD )， 

重复三次计算其平均值。 
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2 结果 

2，1 测序结果 

VH和 VL的 PCR产物与 pET一20 b载体连接，转化 XL-I blue细胞后，用 T7 promoter和 

3"7 terrninater引物进行双脱氧末端终止测序。vH和 vL的序列分别见圉 1和图 2。 

Sequence： VH Length： 381 

GG~ TTCAT ATG GTG AAA CTG CTC GAA CAG TCT GGG GCT GAG GTG AAG AAG CCT 5 4 

M V K L L E Q S G A E v K K P 

GGG TCC TCG GTG AAG GTC TCC TGC AGG GCT TCT GGA GAC ACC TTC 9 9 

G S S V K V S C R A S G D T F 

AAT A TC TAT GCT TTC AGC TGG GTG CGA CAG GCC CCT GGA CAG TGT 14 4 

N I Y A F S W V R Q A P G Q C 

CTT GAG TGG ATG GGA GGG ATC ATC CCT TTC CTT GGT ACA GTA AAC 18 9 

L E W M G G I I P F L G T V N 

TAC GCA CAG AAC TTC CAG GGC AGA GCC ACA ATT ACC GCG GAC AAA 2 34 

Y A 0 N F Q G R A T I T A D K 

TCC ACG AGC ACA GCC TAC ATG TAC CTG AGC AGC CTG AGA TTT GAC 279 

S T S T A Y M Y L S S L R F D 

GAC ACG GCC GTG TAT TAC TGT GCG AGA GAT CGA TAT ACA TAC TAT 32 4 

D T A V Y Y C A R D R Y T Y Y 

TAT GGT ATG GAC GCC TGG GGC CAA GGG ACC ACG GTC ACC GTC TCG 369 

Y G M D A W G 0 G T T v T v S 

TCA TAA TGA ATT 381 

S # @ I 

嘲 1 抗 HBsAg dsF,．抗体 韭链 娈 区的 基 因序 列及推 导 的氨 基酸序 列 

Fig l DNA and deduced amino acid sequences o vH o dsFv ag一 【卜盯BsAg 

从 Ⅷ 和 vL序列，我们可以看出 VH第 44位氨基酸已由 Gly(GGC)突变成 Cys(TGT)， 

VL第 100位氨基酸已由Gln(cAA)突变成 Cys(TGT)。原序列及氨基 酸位置分别参见文献 

[6]和 [3]。 

2．2 VII和 vL蛋白的表达 

SDS—PAGE检测可见 vH和 VL重组质粒分别在 12 kD处有蛋 白表达带，vL蛋白稍大， 

并且都是以包含体形式表达 (图 3)，密度扫描检测 VH和 vL蛋 白表达量分别约为 28％和 

35％ 。 

2．3 VII和 VL蛋白正确折叠形成 dsFv 

VH和 VL包含体经 GuHCI溶解后，等量混入折叠液中折叠 36 h。SDS—PAGE检测可见 

Ⅷ 和 VL蛋自在 24 kD处折叠形成了一个融合蛋白，此蛋白经 D一巯基乙醇处理或者煮沸 5～ 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


 

第 l期 朱宏彬等 ：抗 HBsAg二硫键稳定性 Fv抗体(dsFv)基因的构建与表达 45 

S~ClUerlce： VL Length： 372 

GG~ ．'rTCAT ATG GAG CTC G'rG A'rG ACC CAG 'rc'r ccA GAC ACC C'rG TOT 'r'rG TCT 54 

M E L V M T Q S P D T L S L S 

CCA GAC ACC C'rG TCT TTG 'rc'r CCA GGG GAA ACA GCC ACC C'rC TCC 99 

P D T L S L S P G E T A T L 鼻 

TGC AGG ACC AGT CAG AGT ATT AGC AGC AAC TAC T'rA GCC TGG T'rC 1{4 

C R T S Q S I S S N Y L A W F 

CAG CAG A A CC'r GGC CAG GCT CCC AGG CTC CTC ATG 'rT'r GCT CA 189 

Q Q K P G Q A P R L L M F A T 

'rCC TAC ATG ACC TCT GAC T'rC CCA GAC AGG 'rTC AG'r GGC AG'r GGG 23t 

S Y M T S D F P D R F S G S G 

TCT GGG ACA GAC TTC ACT CTC ACC ATC AGC AGA CTG CAG CCT GAA 27 9 

S G T D F T L T I ’ S R L Q P E 

GAT GT'r GCA GTG TAT 'rAT 'rGT C C TAT GGT TAC TC CCG TGG 324 
● 

D V A V Y Y C Q Q Y G Y S P W 

ACG 'r'rc GGC TGT GGG ACC AAG GTG GAA A'rC A cGA AcT TAA TGA 369 

T F G C G T K V E I K R T # @ 

ATT 372 

I 

．  图 2 抗 HBsAg dsF 抗体轻链可查区的基因序列及推导的氨基酸序列 

Fig 2 DNA and deduced amiao ac_d sequeaees of VL d宣Fv against}虹 Ag 

10min均可还原为vH和vL商个蛋白，但此融合蛋白可耐受 37℃ 15min没有发生还原(图 

4)。 

2．4 dsFv的活性检测 

经 DSD—PAGE分析，在 24 kD处有一条经超滤柱纯化并浓缩的 dsFv蛋 白带。ELISA结 

果显示，在 dsFv-HBsAg一酶标抗 HgsAg反应系统中，OD49~平均为0 75，而在以dsFv—HCV C区 

抗原一酶标抗 HCV反应系统中，OD49 5平均为 0 07，这说明我们表达的 dsFv不仅对 HBsAg有 
一 定的亲和活性，还具有很好的特异性。‘ 

3 讨论 

免疫球蛋白的Fv片段是由重链的可变区(VH)和轻链的可变区(VL)组成的异二聚体，Fv 

是针对特异性抗原具有高亲和力的最小功能分子。由于IgG或F丑b片段是靠链间二硫键连接 

的，而 Fv片段则不是 ，所以 Fv很不稳定。1988年，Huston等 在 Ⅷ 和 VL链之间通过一个 

连接肽(1inker peptide)来增强其稳定性，称为单链抗体(ScFv)，但 ScFv在很多情况下，稳定性 

也不理想，容易解离形成多聚物沉淀，而dsFv抗体是靠链间二硫键连接的，和相应的ScFv相 

比，稳定性和亲和力都得到很大提高。我们采用 PCR定点突变方法，成功地构建了抗HBsAg 
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图 3 vH和 VL重组质粒表遗产物 

SD~PAGE分 析(12％聚 丙烯 

酰胺凝腔) 

1 全细胞裂解液(束诱导)； 2转化 

vL表达 质 粒 的 细 胞裂 解 渣 沉 淀 

(IPTG诱导) 

3．转化 VH表选质粒的细胞裂解液沉 

淀(IPTG诱导)； 4 转化 vL表达质 

粒的细胞裂解液上清(IPTG诱导) 

5 转化 vH表过质粒的细胞裂解掖上 

清(IFI'G诱导)； 6 转化 vL寝过质 

粒的全细胞裂解液(IFI'G诱导) 

7 转化 vH表过质粒的全细胞裂解液 

(IPTG诱导)； 8 蛋白质分于量标准 

Fig 3 SDS PAGE analysis of ex 

pressed VH gene and VI 

gene of dsF~'against HBsAg 

打0m E ． 

1 Toral cell protein： 2 In∞ ble 

f~ctions口f。elI expressed VI gene 

3 In吕。 bh fractions cell expr~sed 

VH gene； 

4 S0 ble fractions of cell e~pre~ d 

VI gene 

5 s0hhie fractions cell expressed 

VH gene； 

6 Total fractions of eel[Pxpressed VL 

gene． 

7 Total fractions of ce cI expre~ed VH 

genel 8 Protein molecular ~eight 

⋯ rk 

图4 VH和 vL蛋 白折叠形成 dsFv 

蛋白 SDS PAGE分析 (12％粢 

雨烯酰胺凝肢) 

1蛋白分子量标准； 2 dsFv煮拂 5 

ra in 

3 dsFv煮沸 10⋯ ； 4 dsFv 37℃ 

承涪 10 rain 5 VH和 vL折叠 形 

成dsFv； 6折叠前 vH和 vL的混 

台物 7Ⅵ 表达产物 ； 

8 dsFv加’ 口．琉基 乙醇； 9 VH表 

遗产物 

Fig 4 )S．PAGE analysis 0f ~,rlq 

I otein and VI protein fo 

i ginto dsFv 

1 Protein nolecutar we ht markers； 

2 dsn boiled 5 min： 3 dsFv 

boiled 10 n n 4 dsFv incubated I U 

nl 日t 37 ； 5．vH protein且nd VI 

prrxeinfolding into d v：fi VH pro 

teln and VlJ protein diluted into『efold 

ing buffer； 

7． VL protein： 8， dsFv inCUbated 

with口 rca p10e【h⋯ 】； 9 VH pro- 
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dsFv轻重链的突变基因，分别在大肠肝菌 中得到表达，表达产畦分别 为28 【 vH响 

vL蛋白通过在折叠液中复性，形成了一个融合蛋白 dsFv．此蛋 白不仅有租 } ： 稳定性，还对 

HBsAg有一定的亲和活性．而且特异性也不错。 

vH和 vL重组蛋白以包含体形式存在细盹内．通过裂解细胞．包含体 分离出束 溶解在 6 

mol／L的盐酸胍中，在复性溶液中还原，折叠过程需要用大量的氧化型谷胱甘肮，亡会增加有 

活性 dsFv蛋白的产量_日J。这是由于二硫键的形成需要氧化型各胱甘肽参加，之酌 二硫键 与重 

组蛋白中的半胱氨酸(Cys)的巯基之间产生交换，使其琉基转换成氧化的二琬键．答胱甘肽还 

原成它的巯基形式。二硫键对稳定蛋白质的结构有重要作用，折叠的蛋 白质分子通过 二硫键 

的作用变得更加稳定。 

I Gloekshuber R。M~dia M Pfitzinge,． 

istry 1990．29：1362 
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Construction，Expression and Folding of dsFv 

M utated Gene of Human Antibody to HBsAg 

Song Hongbin M ao Chunsheng Chen W ei l)u Yong X Dezhong W ang l laitao 

(Deparcment ofEpidemiolog2．，The Fa r*rth M ， r MeMica{[,rnlve ， J’，Xi 710032j 

Ahsl~aet The murated gene of dsFv to UP,sag by PCR—based point cnutagene~sis med~cd-Lvc3s co~mtrucmd 

and sequemced The mutated genes of VH and vl were cloned imo plan-mid pET-20 b ljld ~equenced 

with the dideoxynucleotid method Tt1e results showed that the cysteincs wPre introduceel into pasidc．a 44 

aa 0{VH ai1d position 100 aa ofⅥ J．The r~con1bir~aint plasmids of_vH an(1 VI．which were trarksioruled 

into E．co／i BL21(DE3)separately produced 1 2 kD inclusion lx~dy protien upon induction with 

IPTG．1 e expression levd 0f vH(and VL)protein Was 28％ (and 35 J Ⅵ{md VL inclusion~)dies 

weIe sotubilized and combined in equal molar ratio in the refolding m]ution Then．vH m1d V1 were 

{tided into a 24 kD protein-- anti HB dsFv which showed strong binding ∞ HBsAg T e k e hdd a 

ftmdation to apply the dsFv against HIjs越  

Key words DsFv，HBsAg．PCR—based point nlutagenesis method．I：,xpression 
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