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Abstract
AIM : To expre ss the fusion protein of enhanced green fluore s2
cent protein ( EGFP) with the light chain variable domain of the

neutralizing monoclonal antibody MA18/ 7 (mAb) against hepati2
tis B virus in E. coli , and determine its bioactivity. METHODS :

The EGFP gene wa s cloned into vector pTO2T7 to construct an

expre ssion vector. And then according to ORF gene , MA18/ 72
VL wa s inserted into the 5′terminal of EGFP gene free of termi2

nal code TAA to construct expre ssion vector of fusion protein.

The fusion protein wa s expre ssed in E. coli and its bioactivity

wa s detected with ELISA and relative fluore scence intensity.

RESULTS : The expre ssion vector EGFP2VL wa s constructed.

SDS2PAGE analysis showed that expre ssed fusion protein wa s

mainly in the form of inclusion body. The fusion protein retained

the property of EGFP and it could bind to VH to form Fv which

had binding activity to pre2S1. CONCLUSION : The obtained fu2
sion protein had good bioactivity and could be applied to further

studie s.
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摘要
目的 : 在大肠杆菌中表达抗 HBV中和抗体 MA18/ 7轻链可变

区基因 (VL)与增强型绿色荧光蛋白 ( EGFP)的融合蛋白 , 并测

定其生物学活性。方法 : 应用基因工程技术 , 将 EGFP基因克

隆到载体 pTO2T7中构建原核表达载体。然后将MA18/ 7的 VL

基因按照读码框插入到无终止密码子 TAA的 EGFP基因的 5′

末端 , 构建融合蛋白表达载体。通过 ELISA和相对荧光强度

测定在大肠杆菌中表达的融合蛋白的活性。结果 : 构建了

EGFP2MA18/ 72VL表达载体。SDS2PAGE表明 , 融合蛋白主要

以包涵体的形式存在。荧光测定显示 , 融合蛋白保持了 GFP

的荧光性质。ELISA的结果表明 , 融合蛋白与重链可变区 (VH)

片段结合成的 Fv , 能特异性地识别 HBV pre2S1抗原。结论 :

成功地获得具有良好生物学活性的融合蛋白 , 可用于进一步

的研究。
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　　完整抗体的 Fv为由 VH和 VL 借非共价键而形成

的具有抗原结合活性的最小抗体片段。将该抗体片

段的基因与其他蛋白的基因融合表达 , 可得到既具

有抗体活性又具有其他蛋白活性的多功能抗体融合

蛋白。绿色荧光蛋白 ( GFP)常以融合蛋白的形式广泛

应用于研究之中。目前 , 对抗体 Fv融合蛋白的研究

大都偏重于单链抗体 ( scFv) , 而对更小的抗体片段

VH和 VL融合蛋白的研究则相对少见。由于VH和VL

对特异性抗原具有结合的能力 , 研究抗体可变区的

融合蛋白就显得很有意义。我们在研究抗 HBV pre2
S1单克隆抗体 (mAb) MA18/ 7 的小分子抗体片段时 ,

发现单独的 VH和 VL 片段都不具有结合 pre2S1 抗原

的能力 , 只有两者结合形成完整的 Fv片段后 , 才能

保持亲本抗体对 pre2S1 抗原的结合活性。在此基础

上 , 我们构建了 EGFP与MA18/ 7的VL基因融合表达

的原核表达载体 , 并在大肠杆菌中获得以包涵体形

式表达的融合蛋白。应用 ELISA和荧光测定法证实 ,

经过变性复性过程后得到的融合蛋白 , 既保持了

EGFP的特性 , 又具有与 VH片段形成 Fv后特异性结

合 pre2S1抗原的活性 ,有可能进一步应用于免疫荧光

和免疫检测等多个领域。

1　材料和方法
1. 1　材料 　可分泌抗 HBV pre2S1 mAb 4D11 的鼠杂

交瘤细胞系和可分泌抗 HEV mAb 8C11的鼠杂交瘤细
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胞系 , 均由本实验室制备。大肠杆菌 DH5α株和

ER2566株及质粒 pTO2T7 , 均由本室构建保存[1 ]。载

体 pMD182T购自大连宝生物工程有限公司。质粒

pEGFP购自 Clontech公司。限制性内切酶购自大连宝

生物工程有限公司。T4 DNA连接酶购自华美生物工

程有限公司。DNA柱式胶回收试剂盒购自上海华舜

生物工程公司。PCR用 Taq酶及 dNTP购自上海生工

生物工程公司。引物合成及测序均由上海博亚生物

技术有限公司协助完成。

1. 2　方法

1. 2. 1　EGFP原核表达载体的构建　根据 EGFP基因

的序列合成两条引物。上游引物的序列为 : GGA TCC

ATG GTG AGC AAG GGC GAG (划线部分为引入的

BamH I识别位点) ; 下游引物的序列为 : GAA TTC

CCC AGA TCT CTT GTA CAG CTC GTC (划线部分为引

入 EcoR I和 Bgl II识别位点) 。以 pEGFP为模板扩增

EGFP基因。扩增条件为 : 94℃预变性5 min , 然后按

94℃40 s , 55℃35 s , 72℃50 s , 共进行 28 个循环 ,

最后于 72℃延伸 10 min。回收 PCR 产物 , 连接入

pMD182T载体中。提取阳性质粒 ,用 BamH I和 EcoR

I双酶切后 , 回收酶切片段 , 与经 BamH I和 EcoR I

双酶切的 pTO2T7载体连接 , 即获得重组载体 pTO2T72
EGFP。

1. 2. 2　EGFP2VL融合表达载体的构建　根据MA18/ 7 VL

基因的序列 ( GenBank登录号 : AJ002099)合成两条引

物。上游引物的序列为 : GAA TTC GAC ATT GTGACC

CAG (划线为引入 EcoR I识别位点) , 下游引物的序

列为 : AAG CTT TTT CAG CTC CAG CTT G (划线为引

入 Hind III 识别位点 ) 。以 pTO2T72MA18/ 72VL (含

MA18/ 7的 VL基因)为模板扩增 VL 基因。扩增条件

为 : 94℃预变性 5 min , 然后按照 94℃ 35 s , 55℃

35 s , 72℃40 s , 共进行 30个循环 , 最后再于 72℃延

伸 10 min。回收 PCR产物 , 与载体 pMD182T连接后

用 EcoR I和 Hind III双酶切。回收酶切片段 , 与用

EcoR I和 Hind III双酶切的 pTO2T72EGFP连接 , 后即

为重组融合表达载体 pTO2T72EGFP2VL。

1. 2. 3　诱导条件的优化和融合蛋白的初步纯化　以

重组质粒 pTO2T72EGFP2VL 转化 E. coli ER2566菌株 ,

挑取单个菌落接种于 3 mL LB (含 Kan 100 mg/ L)培养

基中 , 于 37℃振荡培养过夜。在菌液的 A600值达 0. 6

左右时 , 加入 0. 2 mmol/ L 的 IPTG诱导融合蛋白表

达 ,诱导温度分别为 15℃、20℃、25℃、30℃和 37℃,

诱导时间分别为 12 h、10 h、8 h、6 h和 4 h。表达后 ,

直接对试管中的培养基进行相对荧光强度的测定 ,

然后离心收集菌体进行 SDS2PAGE分析 , 以确定最佳

的表达条件。再挑取单个菌落接种于 500 mL LB (含 Kan

100 mg/ L)培养基中 , 于 37℃振荡培养过夜。在菌液

的 A600值达 0. 8左右时 , 加入 0. 2 mmol/ L 的 IPTG诱

导 ,按照上述优化的诱导温度和时间进行表达。离

心收集菌体 , 超声破碎后离心分离包涵体沉淀和上

清。将沉淀先后用 Buffer I (0. 1 mol/ L NaCl、5 mmol/ L

EDTA 及 20 mmol/ L Tris2Cl , pH 8. 5)和 20 mL/ L的 Triton

洗涤后 , 溶于 4 mol/ L 尿素中 , 稀释至蛋白浓度约为

100 mg/ L , 对 2 mol/ L 尿素进行透析 , 并不断减少尿

素的含量直至将蛋白对 PBS透析。以 PEG20 000浓缩

透析后的样品 , 即得 EGFP2VL 融合蛋白的初步纯化

产物。对纯化过程中各部分的样品 , 用 SDS2PAGE进

行分析。

1. 2. 4　融合蛋白的荧光测定 　采用紫外分光光度

计 , 分别测定 EGFP2VL 和纯化的 EGFP蛋白的浓度。

分别取 EGFP2VL、EGFP以及 EGFP2VL与VH的等量混

合物 , 以 PBS调整使三者 EGFP的摩尔浓度相当。然

后对调整后的上述 3种样品做梯度倍比稀释 , 应用荧

光和化学发光检测仪 (labsystem fluoroskan ascent FL) ,

以激发波长 485 nm、发射波长 510 nm , 测定系列稀释

物的相对荧光强度 ( relative fluorescence intensity ,

RFI) 。

1. 2. 5　融合蛋白抗原结合活性的测定　采用竞争抑

制 ELISA法。以 1 mg/ L HBV pre2S1 21～47多肽包被

聚苯乙烯板 , 经 10 g/ L BSA封闭后 ,每孔加入 50μL各

种待测样本 , 包括 : 抗体片段 MA18/ 72VH、MA18/ 72
VL、VH和 VL 等量混合物、VH和 EGFP2VL 等量混合

物。以 PBS、抗 HBV pre2S1 mAb 4D11 和抗戊型肝炎

(HEV) mAb 8C11作为对照 , 再加上 50μL 1∶1 000 HRP

标记的mAb 4D11 ,于 37℃温育 1 h。以 PBST洗涤后 ,

加 TMB显色 , 用酶标仪测定 A450/ 620值。

1. 2. 6 　融合蛋白活性的间接 ELISA测定 　将 VH和

EGFP2VL 等量混合后进行倍比稀释 , 分别加到以

1 mg/ L HBV pre2S1 21～47多肽包被的聚苯乙烯板中 ,

每孔 100μL , 于 37℃孵育 1 h。以 PBST洗涤 5次后 ,

再加入 1∶2 500 HRP标记的抗 His抗体 , 每孔 100μL ,

于 37℃孵育 0. 5 h , 以后步骤同上述。

2　结果
2. 1　融合基因表达载体 EGFP2VL 的构建　EGFP基

因存在终止密码子 TAA ,由于对该基因进行 5′末端融
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合时 , 可阻止其后插入的 VL 基因的转录和表达 , 为

此 ,在下游引物中将 TAA替换为酶切位点 , 以保证

大肠杆菌对融合基因的正确转录。在表达载体 pTO2
T7的多克隆位点后有 His标签 , 通过引物设计对读

码框进行选择 , 可使融合蛋白正确表达后能继续表

达 6个 His , 以有利于对表达产物的纯化。分别以

BamH I、EcoR I和 Hind III、EcoR I双酶切鉴定的结

果证明 , 720 bp 的 EGFP基因和 321 bp 的 VL 基因被

克隆到表达载体 pTO2T7中 , 构建为重组质粒 pTO2T72
EGFP2VL (图 1) 。对 pTO2T72EGFP2VL进行序列测定表

明 , EGFP、VL基因及读码框均正确无误。

图 1　重组质粒 pTO2T72EGFP2VL 的构建

Fig 1　Construction of recombinant plasmid pTO2T72EGFP2VL

2. 2　融合蛋白的表达与复性纯化　以重组质粒 pTO2
T72EGFP2VL 转化大肠杆菌 ER2566 , 分别于 15℃、

20℃、25℃、30℃和 37℃用 IPTG诱导表达。每隔 1 h

取样 1 次 , 用荧光和化学发光检测仪 , 在激发波长

485 nm、发射波长 510 nm条件下 , 检测菌液的 RFI。

结果表明 , 在同一温度下 , 随着诱导时间的增加 , 蛋

白的表达量和菌液的荧光强度逐渐增加 , 但达到一

定时间后 , 蛋白的表达量和菌液的荧光强度均稳定

在一定水平不再继续增加。诱导温度与出现峰值的

时间两者依次为 : 37℃4 h、30℃6 h、25℃8 h、20℃

10 h和 15℃15 h (图中未显示) 。诱导后离心菌体发

现 ,于 37℃和 30℃诱导后 , 菌体沉淀无肉眼可见的

绿色荧光 ; 而其他 3个温度诱导后 , 菌体沉淀均呈明

显的绿色荧光。荧光检测的结果也显示 , 诱导温度

与菌液的荧光峰值之间呈现较明显的负相关 (图 2) 。

随着诱导温度的逐步提高 , 融合蛋白的表达产量也

逐步提高 , 于 37℃诱导时蛋白的表达量最高 , 而在

15℃诱导时目的蛋白的表达量则相对较低 (图 3) 。5

种温度诱导所产生的融合蛋白大部分以包涵体的形

式存在 , 上清中蛋白的含量很低 (图中未显示) 。于

15℃诱导时菌体的荧光强度相对较高 , 但融合蛋白的

产量很低 , 所以选用菌体的荧光强度较高而目的蛋

白的产量相对较高的诱导温度 (20℃) , 作为最佳诱导

温度。分离和洗涤在 20℃条件下诱导的融合蛋白包

涵体 , 目的蛋白主要溶解在 4 mol/ L 尿素中 , 经逐步

透析法可使变性蛋白复性 (图 4) 。

图 2　不同温度条件诱导后菌体的 RFI

Fig 2　RFI of thalluses after induction under the conditions of various

temperatures

图 3　不同温度条件下诱导后表达的 EGFP2VL融合蛋白的 120

g/ L SDS2PAGE

Fig 3　Identification of expressed fusion protein EGFP2VL after induc2

tion under the conditions of various temperatures by 120 g/ L

SDS2PAGE

M: Protein marker ; 1 : pTO2T7 control ; 2 : Induction at 15℃; 3 : Induction at

20℃; 4 : Induction at 25℃; 5 : Induction at 30℃; 6 : Induction at 37℃.

图 4　融合蛋白 EGFP2VL的表达和初步纯化

Fig 4 　Expression and preliminary purification of the fusion protein

EGFP2VL (120 g/ L SDS2PAGE)

M: Protein marker ; 1 : pTO2T7 control ; 2 : Induction at 20℃; 3 : Precipitate af2

ter ultrasonication ; 4 : Supernatant after ultrasonication ; 5 : Fusion protein dis2

solved in 4 mol/ L urea ; 6 : EGFP2VL renatured after dialysis.

2. 3　融合蛋白的荧光测定　以紫外分光光度计测得

融合蛋白 EGFP2VL复性产物的浓度为 0. 5 g/ L , 纯化

后 EGFP蛋白的浓度为 1. 0 g/ L。由图 4可见 , EGFP2
VL的复性产物中融合蛋白的含量在 80 %以上。以

PBS稀释调整 EGFP2VL、EGFP以及 EGFP2VL 与 VH的

等量混合物 , 使 3种样品中 EGFP的摩尔浓度均为 12
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μmol/ L。梯度稀释的荧光测定结果显示 , EGFP的摩

尔浓度相同的 3种样品的荧光强度 , 均随蛋白浓度的

下降而降低。EGFP2VL 能保持荧光性质 , 但与 VL 融

合之后 , EGFP的荧光强度与未融合表达的 EGFP相

比较有所下降。EGFP2VL 与 VH等量混合后 , 混合物

仍能保持荧光性质 , 且荧光强度并未因 VH的加入而

降低 (图 5) 。

图 5　不同浓度的融合蛋白 EGFP2VL的 RFI

Fig 5　RFI of various concentrations of EGFP2VL

2. 4　融合蛋白抗原结合活性的竞争抑制 ELISA测定

　单独的MA18/ 7 VH和VL ,以及单独的 EGFP2VL ,均

没有对 HBV pre2S1 抗原的结合活性 ; 而在 VH 与 VL

结合为 Fv后 , 即具有较好的抗原结合活性。融合蛋

白 EGFP2VL 与 VH 的混合物也能与抗 pre2S1 mAb 竞

争 , 提示其可较好地结合 pre2S1。这说明 EGFP与 VL

基因的融合表达并不影响 VL 与 VH的结合 , 以及两

者形成的 Fv同抗原 pre2S1的结合 (图 6) 。

图 6　MA18/ 7抗体 Fv片段对 mAb 4D11与 HBV pre2S1抗原结

合的竞争抑制作用

Fig 6 　Competition of inhibition between Fv of MA18/ 7 and mAb

4D11 for binding to pre2S1 antigen

2. 5　融合蛋白抗原结合活性的间接 ELISA测定　将

融合蛋白 EGFP2VL (表达 6 个 His)与 VH (不表达 His

tag)混合后 , 倍比稀释进行间接 ELISA测定。结果表

明 , 原混合物的 A 值为 3. 284 , 提示其具有较好的结

合抗原的活性。随着混合物的逐步稀释 , 相应的 A

值也逐步降低 , 说明混合物能够与 HBV preS1 21～47

表位特异性结合 (图 7) 。以上说明 , 融合蛋白 EGFP2
VL 能够与 VH结合形成 Fv片段 ; 而单独的 EGFP2VL则

未显示出具有结合 HBV preS1抗原的活性。

图 7　融合蛋白 EGFP2VL抗原结合活性的间接 ELISA测定

Fig 7 　Detection of antigen2binding activity of EGFP2VL by indirect

ELISA

3　讨论
本研究表明 , GFP基因与MA18/ 72VL融合表达的

融合蛋白较好地保持了 GFP的特性。GFP的晶体结

构显示 , 其紧密的桶状型结构有助于保护其整体构

象 , 因此 , 连接其他蛋白质分子后不易影响其自发荧

光的特性[2 ]。GFP与 scFv或其他多种不同的蛋白融

合所产生的融合蛋白 , 能较好地保持后者的生物学

活性。GFP的相对分子质量 ( Mr)为 27 000 , 与之相

比 , scFv的 Mr很多要大于 GFP , 仅有部分与 GFP相

差不多。本研究中 , MA18/ 72VL 片段的 M r 仅为

12 000 , 尚不足 GFP的一半 , 而其与 GFP融合表达的

小分子荧光抗体 , 仍能较好地保持 VL 与 VH形成的

Fv与 HBV pre2S1抗原的结合活性 , 提示该融合蛋白

的两个组成部分在融合表达后并没有产生明显的空

间位阻 , 使 VL的抗原结合位点得以很好的暴露。这

也进一步证明 GFP融合蛋白在应用上的广泛性。

抗体偶联 FITC已被广泛应用于免疫荧光和流式

细胞仪的荧光标记。但一方面 FITC容易发生光漂白

和非特异性标记 , 另一方面由于抗原结合位点常有

被 FITC偶联的目标赖氨酸 , 若偶联发生在抗原结合

位点 , 将会导致抗体部分或完全失去与抗原结合的

能力。与之相比 , GFP的荧光效率高 (可达 80 %) 、荧

光稳定 , 不易发生光漂白[3 ] , 而且抗体片段与 GFP融

合表达后抗体与荧光物之比是 1∶1 , 可最大限度地避

免非特异性的荧光标记和游离荧光染料的存在。已

有研究证实 , GFP 与 scFv 融合表达所获融合蛋白

EGFP2scFv , 可应用在免疫荧光的研究中 , 与目前最

常用的荧光素标记抗体的免疫荧光方法相比较 , 具

有类似的灵敏度[4 ]。我们以所获小分子荧光抗体作
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为荧光反应物 , 同样有可能在免疫荧光等方面获得

理想的应用。在此基础上 , 对抗体 Fv分别与不同的

目的基因融合表达 , 既能使 VL、VH结合获得特异性

识别抗原的功能 , 又能充分显示目的蛋白的生物学

活性 , 因此其具有重要的应用前景。
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三种检测 SARS 抗体试剂盒的临床使用
效果比较
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摘要
目的 : 对重组双抗原夹心法 ELISA、全病毒间接法 ELISA和免

疫荧光分析法 3种 SARS抗体诊断试剂盒进行临床应用效果

评价 , 比较不同试剂的使用效果。方法 : 使用 3种试剂检测

了 257例临床确诊 SARS 患者的血清标本 279 例和其他非

SARS患者标本 24例、健康体检者血清标本 80份。结果 : 临床

确诊 SARS患者发病 1～20 d的病例中双抗原夹心法 ELISA检

出率最高 , 间接免疫荧光法与其接近 , 全病毒间接法 ELISA

检出率最低。在发病 20 d后 , 三者检出率接近 (94 %左右) , 3

种方法的符合率在 97 %以上。在 104例非 SARS病例中 , 双抗

原夹心法 ELISA和免疫荧光法均未见出阳性结果 , 全病毒间

接法 ELISA检出阳性结果 3例 , 假阳性率2. 9 %。结论 : 检测

SARS抗体双抗原夹心法 ELISA试剂盒、免疫荧光试剂盒具有

类似的灵敏度和特异性 , 其灵敏度和特异性高于全病毒间接

法 ELISA。

关键词 : 严重急性呼吸综合征 ( SARS) ; 酶联免疫吸附试验

( ELISA) ; 免疫荧光分析

中图分类号 : R563. 803　　　文献标识码 : B

　　严重急性呼吸综合征 (SARS)的诊断具有重要意义 , 抗体

检测 (含 ELISA和免疫荧光分析) 是目前主要的实验室诊断方

法之一。本研究我们选用了通过国家检定的 3种诊断试剂 (军

事医学科学院微生物流行病研究所研制的免疫荧光试剂

盒[1 ]、华大基因生产的全病毒间接 ELISA试剂及军事医学科

学院生物工程研究所研制的双抗原夹心法 ELISA诊断试剂

盒) , 进行 SARS抗体的检测 , 并比较了它们的使用效果。

1　材料和方法

1. 1　材料来源　确诊 SARS病例血清样本为我院、广州市第

八人民医院、解放军第 177医院及北京小汤山医院等收治的

不同发病时间的 257例患者的血清 279例 ; 非 SARS患者血清

分别为我院收治的其他呼吸道患者血清 (24例)、健康体检者

血清 (80例)作为对照、另外收集到的血清标本包括密切接触

SARS患者的医务人员 (109 例) , 广州市儿童医院收治的非

SARS儿童病例 259例。

1. 2　检测方法　全病毒间接法 ELISA采用 GBI试剂盒 , 免疫

荧光法检测使用军事医学科学院微生物流行病研究所免疫荧

光试剂检测 , 双抗原夹心法 ELISA使用军事医学科学院生物

工程研究所研制的试剂。均严格按其说明书同时进行操

作[12 4 ]。

2　结果

2. 1　双抗原夹心法 ELISA试剂盒的使用效果　使用双抗原夹

心法 ELISA试剂检测临床上 SARS患者及不同来源标本的检

出结果如表 1所示。表中发病时间指从发病到采血间的天数。

结果表明 , 在临床确诊 SARS病例血清样本中 , 发病 1～10 d ,

检出率为 40 % ; 发病 11～20 d ,检出率近 90 % ; 发病21 d以上

检出率达 93 %左右。在 472例非 SARS患者、健康人和密切接

触者中 , 仅在儿童患者中检出 2例弱阳性 , 非特异性 < 0. 5 %。

回访早期检测为阴性或弱阳性病例 18例 , 除 1例 13 d复检时

仍未阳转之外 , 其他 17例均转为阳性。

2. 2　双抗原夹心法 ELISA、全病毒间接法 ELISA和免疫荧光

法的特异性比较　健康体检者 80人 , 非 SARS呼吸道患者 24

例 , 同时使用 3种试剂检测。结果显示双抗原夹心法 ELISA和

免疫荧光法均为阴性 ; 全病毒间接法 ELISA出现 3例阳性 , 假

阳性率 2. 9 %。因此 , 双抗原夹心法 ELISA和免疫荧光法特异

性高于全病毒间接法 ELISA。
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