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［摘　 要］ 　 为利用大肠埃希菌表达猪圆环病毒 ２ 型（ＰＣＶ２）Ｃａｐ 蛋白特异性纳米抗体，并对其抗原

结合活性进行鉴定，以 Ｃａｐ 蛋白特异性纳米抗体基因（ｖｈｈｃａｐ）序列为模板，利用 Ｐｒｉｍｅｒ ５． ０ 软件设计

一对通用 ｖｈｈｃａｐ特异性扩增引物，通过 ＰＣＲ 方法扩增 ｖｈｈｃａｐ基因片段，经双酶切处理后分别克隆到

ｐＣｏｌｄ － ＳＵＭＯ和 ｐＥＴ － ３２ａ（＋）载体上，转化宿主菌 Ｅ． ｃｏｌｉ ＢＬ２１（ＤＥ３），使用 ＩＰＴＧ 进行诱导表达，
表达产物通过 Ｎｉ２ ＋ 亲和层析柱进行纯化，经 ＳＤＳ － ＰＡＧＥ 分析和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 鉴定，同时使用

ＥＬＩＳＡ 方法对两种载体表达的纳米抗体 ＥＬＩＳＡ 效价进行检测和对比分析。 ＳＤＳ － ＰＡＧＥ 结果显示

ｐＣｏｌｄ － ＳＵＭＯ 和 ｐＥＴ － ３２ａ（＋）载体均能实现 ＶＨＨｃａｐ纳米抗体重组蛋白的原核可溶性表达，Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔｔｉｎｇ 表明纳米抗体重组蛋白可通过 ６ × Ｈｉｓ － Ｔａｇ 进行检测；ＥＬＩＳＡ 结果显示 ｐＣｏｌｄ － ＳＵＭＯ 载体

表达的纳米抗体重组蛋白效价为 １∶ ５００，ＥＬＩＳＡ 效价明显高于 ｐＥＴ － ３２ａ（＋）载体表达产物。 ＰＣＶ２
Ｃａｐ 特异性纳米抗体成功表达为 ＰＣＶ２ 检测及治疗用新型的抗体开发奠定了基础。
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ａｃｔｉｖｉｔｙ ｗａｓ ａｎａｌｙｚｅｄ． Ａ ｐａｉｒ ｏｆ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ｐｒｉｍｅｒｓ ｗａｓ ｄｅｓｉｇｎｅｄ ａｃｃｏｒｄｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅ ｎａｎｏｂｏｄｙ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｂｙ
ｕｓｉｎｇ ｓｏｆｔｗａｒｅ Ｐｒｉｍｅｒ ５． ０ ａｎｄ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｗａｓ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｂｙ ＰＣＲ ｍｅｔｈｏｄ． Ｔｈｅ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｔａｒｇｅｔ
ＤＮＡ ｗａｓ ｄｉｇｅｓｔｅｄ ｂｙ ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｅｎｚｙｍｅｓ ａｎｄ ｔｈｅｎ ｗａｓ ｃｌｏｎｅｄ ｉｎｔｏ ｖｅｃｔｏｒ ｐＣｏｌｄ － ＳＵＭＯ ａｎｄ ｐＥＴ３２ａ （＋） ｔｏ
ｇｅｎｅｒａｔｅ ｖｈｈｃａｐ － ｐＣｏｌｄ － ＳＵＭＯ ａｎｄ ｖｈｈｃａｐ － ｐＥＴ３２ａ（＋），ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ ｗａｓ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄ
ｉｎｔｏ Ｅ． ｃｏｌｉ ＢＬ２１（ＤＥ３） ｓｅｐａｒａｔｅｌｙ． Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｂａｃｔｅｒｉａ ｗａｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＩＰＴＧ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔｓ
ｗｅｒｅ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｂｙ Ｎｉ２ ＋ ａｆｆｉｎｉｔｙ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ ｃｏｌｕｍｎ． Ｔｈｅｓｅ ｓｐｅｃｉｍｅｎｓ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ＳＤＳ － ＰＡＧＥ． Ｔｈｅ
ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｎａｎｏｂｏｄｙ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ｆｕｒｔｈｅｒ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ ａｎｄ ｉｔｓ ａｎｔｉｇｅｎ ｂｉｎｄｉｎｇ ａｃｔｉｖｉｔｙ
ｗａｓ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ＥＬＩＳＡ ｍｅｔｈｏｄ． ＳＤＳ － ＰＡＧＥ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ＶＨＨｃａｐ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ
ｓｏｌｕｂｌｅ ｆｏｒｍ ｂｙ ｖｅｃｔｏｒ ｐＣｏｌｄ － ＳＵＭＯ ａｎｄ ｐＥＴ３２ａ（＋）． Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ＶＨＨｃａｐ

ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｒｅａｃｔｅｄ ｗｅｌｌ ｗｉｔｈ ６ × Ｈｉｓ － Ｔａｇ． Ａｎｄ ＥＬＩＳＡ ｒｅｓｕｌｔ ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ａｎｔｉｇｅｎ ｂｉｎｄｉｎｇ
ａｃｔｉｖｉｔｙ ｔｉｔｅｒ ｏｆ ＶＨＨｃａｐ － ｐＣｏｌｄ － ＳＵＭＯ ｗａｓ １∶ ５００ ａｎｄ ｉｔ ｗａｓ ｂｅｔｔｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ＶＨＨｃａｐ － ｐＥＴ３２ａ（＋）． Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ
ｐｒｏｖｉｄｅｄ ａ ｂａｓｉｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｎｏｖｅｌ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ｆｏｒ ＰＣＶ２ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｐｏｒｃｉｎｅ ｃｉｒｃｏｖｉｒｕｓ ｔｙｐｅ ２； ｎａｎｏｂｏｄｙ； ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ； ＥＬＩＳＡ ｔｉｔｅｒ

　 　 猪圆环病毒（Ｐｏｒｃｉｎｅ ｃｉｒｃｏｖｉｒｕｓ，ＰＣＶ）属于圆环

病毒科、圆环病毒属，病毒粒子呈 ２０ 面体对称结

构，无囊膜［１］。 目前已发现的猪圆环病毒有 ＰＣＶ１、
ＰＣＶ２ 和 ＰＣＶ３ 三种基因型，以 ＰＣＶ２ 对养猪业造成

的危害最为严重，是断奶仔猪多系统衰竭综合征、
皮炎和肾病综合征等疾病的主要病原［２ － ３］。 ＰＣＶ２
基因组全长约 １． ７６ ｋｂ，包括 １１ 个开放性阅读框［４］

（Ｏｐｅｎ Ｒｅａｄｉｎｇ Ｆｒａｍｅｗｏｒｋ，ＯＲＦ），其中 ＯＲＦ２ 编码

的 Ｃａｐ 蛋白是 ＰＣＶ２ 主要的结构蛋白和免疫相关

蛋白［５］。 Ｃａｐ 蛋白相对分子质量约 ２７． ８ ｋｕ，具有

很好的免疫原性［６ － ７］，在 ＰＣＶ２ 的感染和机体免疫

过程中起重要作用，因此 Ｃａｐ 蛋白是研制亚单位疫

苗或使用免疫学方法检测 ＰＣＶ２ 的首选靶抗原。
目前已经报道的可供 Ｃａｐ 蛋白抗原表位分析、

ＰＣＶ２ 鉴别诊断的特异性抗体均为传统的全分子抗

体［８ － １１］，这类抗体蛋白相对分子质量大且热稳定性

较差，通过哺乳动物细胞制备导致生产成本较高。
１９９３ 年比利时科学家 Ｈａｍｅｒｓ 报道在骆驼体内存在

一种天然缺失轻链的重链抗体［１２］，克隆其可变区

可得到只有重链可变区的单域抗体 （ Ｖａｒｉａｂｌｅ
ｄｏｍａｉｎ ｏｆ ｈｅａｖｙ ｃｈａｉｎ ｏｆ ｈｅａｖｙ ｃｈａｉｎ ａｎｔｉｂｏｄｙ，
ＶＨＨ），相对分子质量约 １５ ｋｕ，仅为传统全分子抗

体相对分子质量的 １ ／ １０，也被称为纳米抗体。 与传

统全分子抗体相比，纳米抗体具有相对分子质量

小、结构简单、热稳定性好、能在大肠杆菌和酵母细

胞中快速大量表达的优点［１３］，因此受到越来越多

的关注。 纳米抗体的这些特点使其成为 ＰＣＶ２ 抗

原检测或治疗性抗体药物的理想选择。 本研究利

用大肠埃希菌原核表达系统对淘洗获得的 ＰＣＶ２
Ｃａｐ 蛋白特异性纳米抗体序列（ ｖｈｈｃａｐ）进行了克隆

表达，以期为 ＰＣＶ２ 检测、治疗用新型纳米抗体工

具开发提供实验依据。
１　 材料与方法

１． １ 　 菌株与载体 　 Ｅ． ｃｏｌｉ ＤＨ５α 感受态细胞、
Ｅ． ｃｏｌｉ ＢＬ２１ （ ＤＥ３） 感受态细胞、原核表达载体

ｐＣｏｌｄ － ＳＵＭＯ、ｐＥＴ３２ａ（＋）均由山东省滨州畜牧兽

医研究院保存。
１． ２　 主要试剂　 ２ × Ｔａｑ ＰＣＲ ＭａｓｔｅｒＭｉｘ 购自天根

生化科技有限公司；Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶、ＢａｍＨ Ｉ 限制

性内切酶、Ｈｉｎｄ ＩＩＩ 限制性内切酶均购自 ＮＥＢ 公

司；ＤＬ ２０００ Ｍａｒｋｅｒ 购自宝生物工程（大连）有限公

司；质粒小量提取试剂盒和胶回收试剂盒购自

Ｏｍｅｇａ Ｂｉｏ － Ｔｅｋ 公司；Ｕｎｓｔａｉｎｅｄ Ｐｒｏｔｅｉｎ ＭＷ Ｍａｒｋｅｒ
购自赛默飞世尔公司；氨苄青霉素（Ａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ）为

ＳＩＧＭＡ 公司产品；Ｎｉ２ ＋ － ＮＴＡ 亲和层析柱为常州天

地人和生物科技有限公司产品； Ａｎｔｉ Ｈｉｓ － ｔａｇ
（ＨＲＰ）鼠源单抗购自康为世纪生物科技有限公司；
猪圆环病毒 Ｃａｐ 蛋白由山东绿都生物科技有限公
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司制备；ＥＣＬ 发光试剂为北京赛智产品；其他试剂

均为进口或国产分析纯。
１． ３　 方法

１． ３． １　 ｖｈｈｃａｐ 基因片段扩增 　 根据前期淘洗筛选

获得的 ６０ 株 ＰＣＶ２ Ｃａｐ 蛋白纳米抗体基因（ ｖｈｈｃａｐ）
序列，使用 Ｐｒｉｍｅｒ ｐｒｅｍｉｅｒ ５． ０ 软件设计一对通用

ｖｈｈｃａｐ特异性扩增引物，引物上、下游 ５’端分别加入

ＢａｍＨ Ｉ 和 Ｈｉｎｄ ＩＩＩ 限制性内切酶酶切位点，用于扩

增克隆到 ｐＣｏｌｄ － ＳＵＭＯ 和 ｐＥＴ － ３２ａ（＋）载体上的

ｖｈｈ 片段。 引物送上海捷瑞生物工程有限公司进行

合成。
以其中 １ 株 ｖｈｈｃａｐ为模板，利用上述引物进行

ＰＣＲ 扩增。 ＰＣＲ 反应体系为：ｖｈｈｃａｐ模板 １ μＬ、上下

游引物各 １ μＬ、２ × Ｔａｑ ＰＣＲ ＭａｓｔｅｒＭｉｘ ２５ μＬ、ｄｄＨ２Ｏ
２２ μＬ。 ＰＣＲ 反应条件为：９５ ℃ ５ ｍｉｎ，９５ ℃ ３０ ｓ、
６０ ℃ ３０ ｓ、７２ ℃ ４５ ｓ，３０ ｃｙｃｌｅｓ，７２ ℃ １０ ｍｉｎ。 ＰＣＲ
反应结束后将 ＰＣＲ 产物进行琼脂糖凝胶电泳，鉴
定片段大小；将鉴定正确的 ＰＣＲ 产物割胶回收。
１． ３． ２　 ｖｈｈｃａｐ － ｐＣｏｌｄ － ＳＵＭＯ 和 ｖｈｈｃａｐ － ｐＥＴ３２ａ（＋）
重组表达载体构建　 将 ｖｈｈｃａｐ目的基因和 ｐＣｏｌｄ －
ＳＵＭＯ 质粒分别用 ＢａｍＨ Ｉ 和 Ｈｉｎｄ ＩＩＩ 双酶切，纯化

后使用 Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶连接，构建 ｖｈｈｃａｐ － ｐＣｏｌｄ －
ＳＵＭＯ 重组质粒；连接产物转化 Ｅ． ｃｏｌｉ ＤＨ５α 感受

态细胞，涂布 Ａｍｐ 抗性平板，过夜培养后挑取单菌

落，进行菌液 ＰＣＲ 鉴定。 从菌液 ＰＣＲ 鉴定为阳性

的重组菌中提取质粒，即为构建成功的 ｖｈｈｃａｐ －
ｐＣｏｌｄ － ＳＵＭＯ 重组质粒。

ｖｈｈｃａｐ － ｐＥＴ３２ａ（＋）重组表达载体的构建方法

同上。
１． ３． ３ 　 ＶＨＨｃａｐ 重组蛋白诱导表达 　 将 ｖｈｈｃａｐ －
ｐＣｏｌｄ － ＳＵＭＯ 和 ｖｈｈｃａｐ － ｐＥＴ３２ａ（＋）重组质粒分别

转入 Ｅ． ｃｏｌｉ ＢＬ２１（ＤＥ３），按 １％比例将过夜培养的

重组菌转接到 ５ ｍＬ 新鲜 ＬＢ 液体培养基中，３７ ℃
振荡培养至 ＯＤ６００约 ０． ６ 时进行诱导表达，以不加

诱导剂的菌液作为阴性表达对照。 ｖｈｈｃａｐ － ｐＣｏｌｄ －
ＳＵＭＯ ／ ＢＬ２１ 诱导条件为： ＩＰＴＧ 终浓度１ ｍｍｏｌ ／ Ｌ，
１６ ℃ １６０ ｒ ／ ｍｉｎ 诱导表达 ５ ｈ；ｖｈｈｃａｐ － ｐＥＴ３２ａ（＋） ／
ＢＬ２１ 诱导条件为： ＩＰＴＧ 终浓度１ ｍｍｏｌ ／ Ｌ，３０ ℃

１６０ ｒ ／ ｍｉｎ 诱导表达 ５ ｈ。 诱导表达完成后收集菌体

沉淀并超声破碎，将超声破碎后的样品离心，分离上

清和沉淀，分别变性处理后进行 ＳＤＳ － ＰＡＧＥ 分析。
１． ３． ４ 　 ＶＨＨｃａｐ 重组蛋白纯化 　 ｖｈｈｃａｐ － ｐＣｏｌｄ －
ＳＵＭＯ ／ ＢＬ２１ 和 ｖｈｈｃａｐ － ｐＥＴ３２ａ（＋） ／ ＢＬ２１ 重组菌同

时进行诱导表达，按 １％ 比例分别将过夜培养的重

组菌接种到 ５００ ｍＬ 新鲜 ＬＢ 培养基中，诱导表达条

件同 １． ３． ３。 表达完成后将菌体超声破碎，离心分

别收集上清和沉淀；超声上清采用 Ｎｉ２ ＋ － ＮＴＡ 亲和

层析柱进行纯化，操作方法参考产品说明书进行。
对纯化后重组蛋白进行 ＳＤＳ － ＰＡＧＥ 分析并用 ＢＣＡ
试剂盒测定浓度。
１． ３． ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 分析　 采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ
对表达的纳米抗体重组蛋白鉴定。 将纯化后的重

组蛋白进行 ＳＤＳ － ＰＡＧＥ 电泳后转移至醋酸纤维素

膜上，用 ５％ 脱脂奶粉封闭 ２ ｈ 后洗涤 ５ 次，加入

１∶ ２０００稀释的 Ａｎｔｉ Ｈｉｓ － ｔａｇ （ＨＲＰ）鼠源单抗，室温

孵育 １ ｈ，０． ０５％ ＰＢＳＴ 洗涤 ５ 次后使用 ＥＣＬ 化学

发光显色液显色 １ ｍｉｎ 并拍照观察。
１． ３． ６　 ＶＨＨｃａｐ纳米抗体 ＥＬＩＳＡ 效价分析　 两种载

体表达的 ＶＨＨｃａｐ重组蛋白纯化后使用 ＢＣＡ 试剂盒

测定浓度，通过间接 ＥＬＩＳＡ 法对两种 ＶＨＨｃａｐ 重组

蛋白进行效价分析，并做对比分析。 以 ＰＣＶ２ Ｃａｐ
蛋白作为抗原包被 ９６ 孔酶标板， 包被浓度为

１０ μｇ ／ ｍＬ，每孔加入 ２００ μＬ ３％ ＭＰＢＳ 进行封闭，
两种 ＶＨＨｃａｐ重组蛋白分别调整至相同浓度水平后

进行梯度稀释，分别以梯度稀释的两种 ＶＨＨｃａｐ重组

蛋白作为一抗，分别以未诱导的 ｖｈｈｃａｐ － ｐＣｏｌｄ －
ＳＵＭＯ ／ ＢＬ２１ 和 ｖｈｈｃａｐ － ｐＥＴ３２ａ（＋） ／ ＢＬ２１ 超声上清

稀释 ５０ 倍作为阴性对照，３７ ℃孵育 １ ｈ；洗涤后使

用 １ ∶ ２０００ 稀释的 Ａｎｔｉ Ｈｉｓ － ｔａｇ（ＨＲＰ）鼠源单抗

３７ ℃孵育 １ ｈ；洗涤后加入 ＴＭＢ 底物显色液室温

显色１５ ｍｉｎ，显色完成后加入终止液，酶标仪读取

４５０ ｎｍ 波长处吸光值。
２　 结果与分析

２． １　 ｖｈｈｃａｐ目的基因扩增　 测序结果表明，淘洗获

得的该株 ｖｈｈｃａｐ序列长度为 ４０８ ｂｐ，编码 １３６ 个氨

基酸，ＣＤＲ３ 区域包含 １９ 个氨基酸残基，与 ＮＣＢＩ 数
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据库序列比对结果显示匹配序列均为羊驼或骆驼重

链抗体可变区序列。 ＰＣＲ 产物电泳结果显示，扩增

条带大小约 ４００ ｂｐ，与预期条带大小一致（图 １）。

Ｍ：ＤＬ ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ；Ｎｃ：ＰＣＲ 阴性对照；

１ － ６：ｖｈｈｃａｐ ＰＣＲ 扩增产物

Ｍ： ＤＬ ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； Ｎｃ： ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ；

１ － ６： ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ｖｈｈｃａｐ ｓｅｇｍｅｎｔ

图 １　 ｖｈｈｃａｐ基因片段 ＰＣＲ 扩增结果

Ｆｉｇ １　 Ａｇａｒｏｓｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ

２． ２ 　 重组表达载体构建 　 ｖｈｈｃａｐ 目的片段分别

与 ｐＣｏｌｄ － ＳＵＭＯ 和 ｐＥＴ３２ａ（＋）载体连接，连接产

物分别转化 Ｅ． ｃｏｌｉ ＤＨ５α 感受态细胞，从过夜培养

后的平板上随机挑取单菌落进行 ＰＣＲ 鉴定，阳性

重组菌 ＰＣＲ 产物出现约 ４００ ｂｐ 的特 异 性 扩

增条带（图 ２）。

Ｍ：ＤＬ ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ；Ｎｃ：ＰＣＲ 阴性对照；

１ － ５：ｖｈｈｃａｐ － ｐＣｏｌｄ － ＳＵＭＯ ／ ＤＨ５α 重组菌 ＰＣＲ 鉴定产物；

６ － １０：ｖｈｈｃａｐ － ｐＥＴ３２ａ（＋） ／ ＤＨ５α 重组菌 ＰＣＲ 鉴定产物

Ｍ： ＤＬ ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； Ｎｃ： ＰＣＲ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ；

１ － ５： ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ｖｈｈｃａｐ － ｐＣｏｌｄ － ＳＵＭＯ ／ ＤＨ５α

ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｂａｃｔｅｒｉａ；６ － １０： ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ

ｖｈｈｃａｐ － ｐＥＴ３２ａ（＋） ／ ＤＨ５α ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｂａｃｔｅｒｉａ；

图 ２　 重组菌菌液 ＰＣＲ 鉴定结果

Ｆｉｇ ２　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｂａｃｔｅｒｉａ ｂｙ

ＰＣＲ ｍｅｔｈｏｄ

２． ３ 　 ＶＨＨｃａｐ 纳米抗体蛋白表达、纯化 　 经鉴定

正确的 ｖｈｈｃａｐ － ｐＣｏｌｄ － ＳＵＭＯ 和 ｖｈｈｃａｐ － ｐＥＴ３２ａ（＋）
重组质粒分别转化 Ｅ． ｃｏｌｉ ＢＬ２１ （ＤＥ３）进行诱导

表达。 ＳＤＳ － ＰＡＧＥ 结果显示， ＶＨＨｃａｐ － ｐＣｏｌｄ －
ＳＵＭＯ重组蛋白为可溶性表达，在聚丙烯酰胺凝胶

上呈现为约 ３０ ｋｕ 的蛋白条带（图 ３，泳道 ３），与预

期目的蛋白大小相符；而未诱导菌在该位置无蛋白

条带（图 ３，泳道 １ 和 ２）；ＶＨＨｃａｐ － ｐＥＴ３２ａ（＋）重组

蛋白同样为可溶性表达，表达产物相对分子质量大

于 ＶＨＨｃａｐ － ｐＣｏｌｄ － ＳＵＭＯ 重组蛋白，蛋白条带位

置略低于 ３５ ｋｕ（图 ３，泳道 ６）。
按优化后的最佳表达条件分别利用 ｐＣｏｌｄ －

ＳＵＭＯ 和 ｐＥＴ３２ａ（＋）载体对 ＶＨＨｃａｐ纳米抗体重组蛋

白进行大量表达，并使用 Ｎｉ２ ＋ 亲和层析柱进行纯

化。 取纯化前样品、流穿液以及纯化后的蛋白样品

进行 ＳＤＳ － ＰＡＧＥ 分析，结果显示，经亲和层析纯化

后蛋白条带与未纯化的纳米抗体重组蛋白大小一

致（图 ４ －图 ５），流穿液中虽有少量目的蛋白存在，
但大量 ＶＨＨｃａｐ纳米抗体重组蛋白存在于洗脱液中，
表明 ＶＨＨｃａｐ － ｐＣｏｌｄ － ＳＵＭＯ 和 ＶＨＨｃａｐ － ｐＥＴ３２ａ（＋）
重组蛋白均纯化成功。
２． ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 分析　 将纯化后的 ＶＨＨｃａｐ －
ｐＣｏｌｄ － ＳＵＭＯ 和 ＶＨＨｃａｐ － ｐＥＴ３２ａ（＋）纳米抗体重

组蛋白分别进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 分析，结果显示，
两种原核表达载体表达的 ＶＨＨｃａｐ纳米抗体重组蛋

白与抗 Ｈｉｓ 单克隆抗体反应活性良好，ＶＨＨｃａｐ －
ｐＣｏｌｄ － ＳＵＭＯ 在约 ３０ ｋｕ 处可见一条明显的条带

（图 ６，泳道 ２），ＶＨＨｃａｐ － ｐＥＴ３２ａ（＋）重组蛋白条带

大小约 ３５ ｋｕ（图 ６，泳道 １、３ 和 ４），蛋白条带位置

与 ＳＤＳ － ＰＡＧＥ 结果一致，进一步确认纯化后的蛋

白为含 Ｈｉｓ － Ｔａｇ 的 ＶＨＨｃａｐ纳米抗体重组蛋白，同
时也表明可以利用 Ｈｉｓ － Ｔａｇ 通过间接 ＥＬＩＳＡ 方法

测定重组纳米抗体的反应活性。
２． ５　 不同表达载体对 ＶＨＨｃａｐ纳米抗体活性的影响

纯化后的 ＶＨＨｃａｐ － ｐＣｏｌｄ － ＳＵＭＯ 和 ＶＨＨｃａｐ －
ｐＥＴ３２ａ（＋）重组蛋白分别经 ＢＣＡ 方法测定浓度，并
将两种重组蛋白调整至相同初始浓度水平后再进

行梯度稀释，然后与固相包被的 Ｃａｐ 蛋白进行抗

·３１·
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Ｍ：蛋白 Ｍａｒｋｅｒ；１：未诱导 ｖｈｈｃａｐ － ｐＣｏｌｄ － ＳＵＭＯ ／ ＢＬ２１ 超声上清；

２：未诱导 ｖｈｈｃａｐ － ｐＣｏｌｄ － ＳＵＭＯ ／ ＢＬ２１ 超声沉淀；３：诱导 ｖｈｈｃａｐ －

ｐＣｏｌｄ － ＳＵＭＯ ／ ＢＬ２１ 超声上清；４：诱导 ｖｈｈｃａｐ － ｐＣｏｌｄ － ＳＵＭＯ

超声沉淀；５：未诱导 ｖｈｈｃａｐ － ｐＥＴ３２ａ（＋） ／ ＢＬ２１；６：诱导 ｖｈｈｃａｐ －

ｐＥＴ３２ａ（＋） ／ ＢＬ２１ 超声上清；７：诱导 ｖｈｈｃａｐ － ｐＥＴ３２ａ（＋） ／ ＢＬ２１

超声沉淀

Ｍ： Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｍａｒｋｅｒ； １： ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ａｆｔｅｒ ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｎｏｎ －

ｉｎｄｕｃｅｄ ｖｈｈｃａｐ － ｐＣｏｌｄ － ＳＵＭＯ ／ ＢＬ２１；２： ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ ａｆｔｅｒ

ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｎｏｎ － ｉｎｄｕｃｅｄ ｖｈｈｃａｐ － ｐＣｏｌｄ － ＳＵＭＯ ／ ＢＬ２１；

３： ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ａｆｔｅｒ ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｄｕｃｅｄ ｖｈｈｃａｐ － ｐＣｏｌｄ －

ＳＵＭＯ ／ ＢＬ２１；４：ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ ａｆｔｅｒ ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｄｕｃｅｄ ｖｈｈｃａｐ －

ｐＣｏｌｄ － ＳＵＭＯ ／ ＢＬ２１；５： ｎｏｎ － ｉｎｄｕｃｅｄ ｖｈｈｃａｐ － ｐＥＴ３２ａ（＋） ／ ＢＬ２１；

６： ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ａｆｔｅｒ ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｄｕｃｅｄ ｖｈｈｃａｐ － ｐＥＴ３２ａ（＋）

／ ＢＬ２１；７： ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ ａｆｔｅｒ ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｄｕｃｅｄ

ｖｈｈｃａｐ － ｐＥＴ３２ａ（＋） ／ ＢＬ２１

图 ３　 两种表达载体对 ＶＨＨｃａｐ重组蛋白

表达结果 ＳＤＳ － ＰＡＧＥ 分析

Ｆｉｇ ３　 ＳＤＳ － ＰＡＧＥ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＶＨＨｃａｐ ｐｒｏｔｅｉｎ

ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｂｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｖｅｃｔｏｒ

体—抗原反应。 以 ＯＤ４５０大于阴性对照吸光值 ３ 倍

以上作为阳性判定标准，间接 ＥＬＩＳＡ 试验结果显

示，ＶＨＨｃａｐ － ｐＣｏｌｄ － ＳＵＭＯ 纳米抗体重组蛋白

ＥＬＩＳＡ 效价为 １∶ ５００，而 ＶＨＨｃａｐ － ｐＥＴ３２ａ（＋）纳米抗

体重组蛋白效价为 １∶ ２５０（图 ７）。 相同浓度水平下

ＶＨＨｃａｐ － ｐＣｏｌｄ － ＳＵＭＯ 重组蛋白的效价水平均高

于 ＶＨＨｃａｐ － ｐＥＴ３２ａ（＋）重组蛋白，推测不同原核表

Ｍ：蛋白 Ｍａｒｋｅｒ；１：菌体超声破碎后离心沉淀；

２：菌体超声破碎后离心上清；３：蛋白过柱流穿液；

４ － ８：亲和层析纯化后的 ＶＨＨｃａｐ 蛋白

Ｍ： Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｍａｒｋｅｒ； １： ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ ａｆｔｅｒ ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｄｕｃｅｄ

ｖｈｈｃａｐ － ｐＣｏｌｄ － ＳＵＭＯ ／ ＢＬ２１；２： ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ａｆｔｅｒ ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃａｔｉｏｎ

ｏｆ ｉｎｄｕｃｅｄ ｖｈｈｃａｐ － ｐＣｏｌｄ － ＳＵＭＯ ／ ＢＬ２１；

３： ｆｌｏｗ － ｔｈｒｏｕｇｈ ｏｆ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ｏｆ ｃｅｌｌ ｌｙｓａｔｅ ｄｕｒｉｎｇ ｌｏａｄｉｎｇ；

４ － ８： ＶＨＨｃａｐ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｆｔｅｒ ａｆｆｉｎｉｔｙ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ

图 ４　 ＶＨＨｃａｐ － ｐＣｏｌｄ － ＳＵＭＯ 重组蛋白

纯化结果 ＳＤＳ － ＰＡＧＥ 分析

Ｆｉｇ ４　 ＳＤＳ － ＰＡＧＥ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＶＨＨｃａｐ － ｐＣｏｌｄ － ＳＵＭＯ

ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｆｔｅｒ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ

达载体可能对纳米抗体重组蛋白与抗原的结合活

性产生影响。
３　 讨论与结论

ＰＣＶ２ 导致的猪圆环病毒相关疾病每年给养猪

业造成巨大经济损失［１， １４］，因此建立高效的 ＰＣＶ２
诊断和治疗方法对该病毒的综合防控具有重要意

义。 纳米抗体技术的发展为 ＰＣＶ２ 的检测与治疗

提供了有力工具。 纳米抗体相对分子质量更小［１５］

的特点使其能够识别传统全分子抗体无法识别的

隐蔽表位或小表位；同时，纳米抗体对热和酸碱有

更强的抵抗力，稳定性更强［１６］，克服了传统抗体在

使用过程中必须低温存储的劣势。 将高密度纳米

抗体固定于固相载体，良好的特异性使其具有避开

复杂样本中的干扰因素结合更多配体的能力［１７］，
能够捕捉微量抗原，可以极大提高检测的灵敏度。

·４１·
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Ｍ：蛋白 Ｍａｒｋｅｒ；１：菌体超声破碎后离心沉淀；

２：菌体超声破碎后离心上清；

３：蛋白过柱流穿液；４ － １１：亲和层析纯化后的 ＶＨＨｃａｐ蛋白

Ｍ： Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｍａｒｋｅｒ； １： ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ ａｆｔｅｒ ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ

ｉｎｄｕｃｅｄ ｖｈｈｃａｐ － ｐＥＴ３２ａ（＋） ／ ＢＬ２１；２： ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ａｆｔｅｒ

ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｄｕｃｅｄ ｖｈｈｃａｐ － ｐＥＴ３２ａ（＋） ／ ＢＬ２１；

３： ｆｌｏｗ － ｔｈｒｏｕｇｈ ｏｆ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ｏｆ ｃｅｌｌ ｌｙｓａｔｅ ｄｕｒｉｎｇ ｌｏａｄｉｎｇ；

４ － １１： ＶＨＨｃａｐ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｆｔｅｒ ａｆｆｉｎｉｔｙ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ

图 ５　 ＶＨＨｃａｐ － ｐＥＴ３２ａ（＋）重组蛋白

纯化结果 ＳＤＳ － ＰＡＧＥ 分析

Ｆｉｇ ５　 ＳＤＳ － ＰＡＧＥ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＶＨＨｃａｐ － ｐＥＴ３２ａ（＋）

ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｆｔｅｒ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ

图 ７　 不同载体表达的 ＶＨＨｃａｐ ＥＬＩＳＡ 反应效价鉴定

Ｆｉｇ ７　 ＥＬＩＳＡ ｔｉｔｅｒ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＶＨＨｃａｐ

ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｂｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｖｅｃｔｏｒ

本研究利用原核表达系统对 ＰＣＶ２ Ｃａｐ 特异性

纳米抗体进行了表达制备，并比较了两种不同原核

表达载体对纳米抗体 ＥＬＩＳＡ 效价的影响。 结果显

示，该纳米抗体片段在 ｐＣｏｌｄ － ＳＵＭＯ 和 ｐＥＴ３２ａ（＋）

Ｍ：预染蛋白 Ｍａｒｋｅｒ；１：ＶＨＨｃａｐ － ｐＥＴ３２ａ（＋）重组蛋白；

２：ＶＨＨｃａｐ － ｐＣｏｌｄ － ＳＵＭＯ 重组蛋白；

３ － ４：ＶＨＨｃａｐ － ｐＥＴ３２ａ（＋）重组蛋白；５：阴性对照

Ｍ：ｐｒｅｓｔａｉｎｅｄ Ｍａｒｋｅｒ；１：ＶＨＨｃａｐ － ｐＥＴ３２ａ（＋）ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｎａｎｏｂｏｄｙ；

２： ＶＨＨｃａｐ － ｐＣｏｌｄ － ＳＵＭＯ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｎａｎｏｂｏｄｙ；

３ － ４： ＶＨＨｃａｐ － ｐＥＴ３２ａ（＋） ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｎａｎｏｂｏｄｙ；

５： Ｎｅｇｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ

图 ６　 ＶＨＨｃａｐ纳米抗体重组蛋白 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 分析

Ｆｉｇ ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＶＨＨｃａｐ

ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ

载体中均为可溶性表达，但两种不同载体表达的纳

米抗体重组蛋白的 ＥＬＩＳＡ 效价存在差异：相同浓度

条件下，ＶＨＨｃａｐ － ｐＣｏｌｄ － ＳＵＭＯ 重组蛋白的 ＥＬＩＳＡ
效价大于 ＶＨＨｃａｐ － ｐＥＴ３２ａ（＋）重组蛋白。 本研究中

两种载体表达的纳米抗体重组蛋白均通过 Ｈｉｓ 标

签进行纯化，ＳＵＭＯ 蛋白作为重组蛋白表达的融合

标签和分子伴侣，能够促进靶蛋白的正确折叠、提

高重组蛋白的可溶性。 有研究表明 ＳＵＭＯ 标签与

ＭＢＰ 和 Ｈｉｓ 标签相比更适合作为纳米抗体原核表

达的标签［１８］，本研究得到的结果与之相符。

由于纳米抗体基因为真核序列，利用大肠埃希

菌表达纳米抗体基因过程中，大肠埃希菌与真核生

物在密码子偏好性方面的差异可能导致纳米抗体

重组蛋白不能正常表达。 例如李玲霞等［１９］ 利用大

肠埃希菌表达抗 ＣＤ１３３ 纳米抗体过程中多个纳米

抗体序列未能表达，而冯凡等［２０］ 利用大肠埃希菌

·５１·
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表达了抗黄曲霉素 Ｂ１ 独特型纳米抗体，表达产物

主要以包涵体形式存在。 本研究过程中也出现

Ｃａｐ 蛋白特异性纳米抗体序列未能表达的现象，对
于这部分纳米抗体序列，可以尝试通过密码子优化

的方法使其正确表达。 另外，从 Ｃａｐ 特异性纳米抗

体的 ＥＬＩＳＡ 反应效价来看，本研究制备的纳米抗体

效价最高仅能到 １∶ ５００，后续研究需要进一步对淘

洗出的纳米抗体序列进行表达与活性筛选，并将其

制备成双价或多价纳米抗体，以进一步提高其亲和

活性。
总之，纳米抗体由于其分子量小、特异性强、稳

定性好、免疫原性低等独特优势，在疾病检测和治

疗等方面已经被广泛应用［２１］，而在畜牧兽医及食

品安全领域的应用则刚处于起步阶段。 本研究通

过大肠埃希菌原核表达系统实现了 ＰＣＶ２ Ｃａｐ 蛋白

特异性纳米抗体的高效可溶性表达，为 ＰＣＶ２ 的检

测及治疗提供了新型抗体工具。
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ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ａｇａｉｎｓｔ ｐｏｒｃｉｎｅ ｃｉｒｃｏｒｖｉｒｕｓ ｔｙｐｅ ２ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｐｒｉｍａｒｙ

ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ［ Ｊ］ ． Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｓｃｉｅｎｃｅ， ２０１４，
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Ｃｈｉｎａ Ａｎｉｍａｌ Ｈｕｓｂａｎｄｒｙ ＆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， ２０１５， ７：

１６７４ － １６７９．
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Ｎａｔｕｒａｌｌｙ ｏｃｃｕｒｒｉｎｇ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ｄｅｖｏｉｄ ｏｆ ｌｉｇｈｔ ｃｈａｉｎｓ ［ Ｊ ］ ．

Ｎａｔｕｒｅ， １９９３， ３６３（６４２８）： ４４６．

［１３］ Ｗａｇｎｅｒ Ｈ， Ｗｅｈｒｌｅ Ｓ， Ｗｅｉｓｓ Ｅ， ｅｔ ａｌ． Ａ ｔｗｏ － ｓｔｅｐ ａｐｐｒｏａｃｈ

ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｓｉｇｎ ａｎｄ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｎａｎｏｂｏｄｉｅｓ ［ Ｊ］ ． Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ
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［１４］ Ｂｌａｎｃｈａｒｄ Ｐ， Ｍａｈé Ｄ， Ｃａｒｉｏｌｅｔ Ｒ， ｅｔ ａｌ． Ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｓｗｉｎｅ

ａｇａｉｎｓｔ ｐｏｓｔ － ｗｅａｎｉｎｇ ｍｕｌｔｉｓｙｓｔｅｍｉｃ ｗａｓｔｉｎｇ ｓｙｎｄｒｏｍｅ （ＰＭＷＳ）

ｂｙ ｐｏｒｃｉｎｅ ｃｉｒｃｏｖｉｒｕｓ ｔｙｐｅ ２ （ ＰＣＶ２） ｐｒｏｔｅｉｎｓ ［ Ｊ］ ． Ｖａｃｃｉｎｅ，

２００３， ２１（３１）： ４５６５ － ４５７５．

［１５ ］ Ａｒｂａｂｉ － Ｇｈａｈｒｏｕｄｉ Ｍ． Ｃａｍｅｌｉｄ ｓｉｎｇｌｅ － ｄｏｍａｉｎ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：

ｈｉｓｔｏｒｉｃａｌ ｐｅｒｓｐｅｃｔｉｖｅ ａｎｄ ｆｕｔｕｒｅ ｏｕｔｌｏｏｋ ［ Ｊ ］ ． Ｆｒｏｎｔｉｅｒｓ ｉｎ

Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ， ２０１７， ８（１５８９．

［１６］ Ｓａｌｖａｄｏｒ Ｊ Ｐ，Ｖｉｌａｐｌａｎａ Ｌ，Ｍａｒｃｏ Ｍ Ｐ． Ｎａｎｏｂｏｄｙ： ｏｕｔｓｔａｎｄｉｎｇ ｆｅａ⁃

ｔｕｒｅｓ ｆｏｒ ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ ａｎｄ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ［ Ｊ］ ． Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ

ａｎｄ Ｂｉｏａｎａｌｙｔｉｃａｌ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ， ２０１９， ４１１（９）： １７０３ － １７１３．

［１７］ 孔庆明， 姚亚波， 陈 睿， 等． 纳米抗体及其在诊断检测中的

研究进展 ［Ｊ］ ． 生物工程学报， ２０１４， ３０（９）： １３５１ － １３６１．
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ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｉｎ ｄｉａｇｎｏｓｉｓ ［ Ｊ］ ． Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，

２０１４， ３０（９）： １３５１ － １３６１．

［１８］ 黄 迪． 纳米抗体三种原核表达系统的比较及耐热性研究
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