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摘 要 对抗狂犬病毒 scFv进行稳定性改构，纯化制备有活性的人源抗狂犬病毒二硫键稳定性 F 抗体片段(dsF、．)
，然后 对其 

生物学活性进行研究。将 dsFv V 、V。基因在原核表达系统 pET22b(+)／BL21(DE3)中表达，将其 包涵体分别在 变性缓冲液 中 

溶解，稀释后加入折叠缓冲液使其折叠形成有活性的 ds F、t抗体片段 ，上 Ni—NTA柱进行纯化。然后以其亲本 F、作为对照
． 对 

dsF、’的亲和力、稳定性以及体外中和活性进行评价：结果显示，与其母本抗体 scFv相比，改构后的抗狂犬病毒 dsF、保持 了对 

狂犬病毒 Vero疫苗的特异性识别能力，而且其亲和力明显提高；抗狂犬病毒 dsFv在血清和 BSA中的稳定性有明显的改进
． 而 

且其热稳定性和抵抗尿素化学变性的能力亦大大改进 ；蚀斑减少中和实验显示，抗狂犬病毒 dsFv抗体片段能特异中和狂犬病 

毒，阻止狂犬病毒对 Vero细胞的吸附，抑制狂犬病毒对靶细胞的感染，从而导致蚀斑减少甚至消失； 。F、抗体片段仅可部分抑 

制蚀斑的形成，但不能全部抑制。这为进一步研究抗狂犬病毒 dsFv基 因工程抗体的免疫保护作用及其在 临床的应用奠定了 

基础 一 
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Abstract This study is(1)to improve the stabilization of human scFv to rabies virus；(2)to prepare active human dsFv frag— 

ment；and(3)to evaluate the biological activities of dsFv．The dsFv VH and V1 were separatelv expressed in PET22b(+)／BL21 

(DE3)，solublized and combined in appropriate molar ratio in refolding solution．The resultant dsFv fragments were evaluated f_0r 

its protection against rabies virus，its affinity and stability，in reference to the cognate scFv
． The dsFv was fbund to bind sDecifi— 

eal1
．

v to Vero vaccine of rabies virus． Compared to the seFv，the dsFv was more stable，had higher affinitv
， and was able to in— 

hibit the infection of Rabies virus to Vero cel1．This established a solid basis for the elinical applicati0n 0f dsF、t0 rabies Yirus
． 

Key words rabies virus，stability，disulfide—stabilized Fv 

免疫球蛋 白的 Fv片段 是由重链 可变区 (V )和 

轻链可变区(V )组成的异二聚体，Fv是针对特异性 

抗原并具有高亲和力的最小功能分子：IgG或 Fab 

片段是靠链问二硫键连接的，而 Fv片段则不是，所 
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以 Fv很 不稳定。Huston等 在 v 和 V 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(seFv)。尽管很多例子表明 seFv具有 良好 

的结合活性，但有时 seFv比其亲本抗体的亲和力明 

显降低，并常常显示聚集倾向，尤其在 37℃时 seFv 

的稳定性较差 ，这与轻重链可变 区由作 用力较弱 的 

非共价键连接在一起有关。为了改善这一缺点，有 

人在 V 和 V 之间导入 了一个链 间二硫键 ，构建 了 

dsFv ～ 。迄今已有十余个 dsFv见诸报道，与相应 

sc F、．相比，其稳定性有非常明显的改进 。 

与许多报道一致，本实验室经噬菌体抗体库技 

术筛选获得的抗狂犬病毒 seFv虽然具有较好的抗 

原特异性和亲和力 ，但其稳定性不理想 ，因此我们 

对其进行了稳定性改构，即应用 PCR定点突变法在 

seFv的V 的44位氨基酸和 V。的 lO0位氨基酸各 

引入了一个半胱氨酸，构建了抗狂犬病毒 dsFv V 、 

v 突变基因。本研究在此基础上将 dsFv V 、 基 

因分别在原核系统中表达，制备并纯化有活性的抗 

狂犬病毒 dsFv抗体片段，并以其母本抗体 seFv作为 

对照 ，对其生物学 活性进行 了研究。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

人源抗狂犬病毒 seFv的制备参见文献 [6]；携 

带抗狂犬病 毒 dsFv V 、V 突 变基 因 的克隆 由本 室 

制备；金葡菌肠毒素 B、Anti—Lewis dsFv(简称 Ly—ds— 

Fv)由军事医学科学院五所姜永强老师惠赠；狂犬病 

毒鸡卵黄抗体 IgY为本室制备；狂犬病毒 PM株 Vero 

疫苗为法国维尔博公司产品；狂犬病毒的细胞适应 

株 aG为中国药品生物制品鉴定所保存毒株；Vero 

细胞为军事医学科学院五所病毒室保存： 

1．2 dsFv V 和 v。 表达质粒的构建及表达 

将携带抗狂犬病毒 dsF、r V 、V 突变基因的质 

粒用 ，v幽 l和 Not I进行双酶切，分别与经同样双 

酶切回收好的 pET22b(+)载体用 T4连接酶连接， 

转化 E．coli BL21(DE3)，IIYFG诱 导 ，重组蛋 白以包 

涵体形式表达。 

1．3 dsFv重组蛋 白的折叠和纯化 

V 和 v，包涵体分别在变性缓冲液中溶解，稀 

释后加入折叠缓冲液中 ，V 和 V 比例为 1．5：l， 

加入折叠缓冲液中的稀释度为 1：lO0。10℃中进行 

折叠 16h。 

将经 过折叠 的溶液 加入 30kD超滤柱，4℃， 

4000dmin离心 4h，去除未折叠的 V 和 V ，然后把 

未滤过的液体上 Ni—NTA柱纯化 ，收集洗脱峰的流 

出液，取少量与等体积的 2×SDS样品缓冲液混合， 

煮沸 5min后离心，取上清进行 l5％ SDS—PAGE电泳 

分析。其余收集的重组蛋 白在 4℃对 PBS透析过 

夜，将纯化的重组蛋白冻存于一70℃备用： 

1．4 抗 狂 犬 病 毒 dsFv的 抗 原 特 异 结 合 活 性 

(ELISA检测 ) 

将狂犬病毒 Vero疫苗用包被液稀释成不同浓 

度，包被 96孔板，用金葡菌肠毒素 B和 BSA做对 

照 3％ BSA—PBS(pH 7．0)进 行封 闭后 ，加入用 PBS 

稀释的纯化抗体(seFv，dsFv)，每孔 70肚L，HRP标记 

的抗 His—Tag抗体作二抗，以北京耀华公司的 A液 

和 B液为底物 ，在 450nm波长下测定 OD值 ： 

1．5 抗狂犬病毒 dsFv的相对亲和力测定 

抗狂犬病毒人源抗体的相对亲和力采用硫氰酸 

盐洗脱法进行比较 一，狂犬病毒 Vero疫苗包被 96 

孔板 ，3％ BSA—PBS封闭 ，加入相同浓度的上述纯化 

人源化抗体，37℃孵育 lh。PBS—T洗板，加入含不同 

浓度 NHaSCN(0．2～2 mol／L)的 0．1tool／L PBS溶液 

(pH 6．0)，每孔 100t~L室温放置 15rain，PBS—T洗板 ， 

加入 HRP标记 的抗 His—Tag抗体 ，每孔 50t~L，37℃ 

lh 以 A液 和 B液为底物 ，显 色 ，加入 ltool／L硫 酸 

终止反应后，检测 OD 。。以 OD 下降 50％时相应 

的 NH SCN的浓度作为相对亲和力指数 ： 

1．6 抗狂犬病毒 dsFv的相对稳定性检测 

稳定性是影响抗体功能的最重要的生物学特性 

之一。抗 体 的相 对稳 定 性 比较 方 法 参 见 文献 

[4，l1]。用人血清、PBS与纯化抗体在 37℃共同孵 

育，以比较二者的稳定性。热稳定性的比较通过将 

纯化抗体与 PBS在不同温度下共同孵育 3h来检测： 

抵抗尿素变性能力的比较通过与不同浓度的尿素在 

PBS中于 l0℃孵育 3h来检测 ? 

1．7 抗狂犬病毒 dsFv的蚀斑减少中和实验 

将制备的seFv和 dsFv抗体片段用 MEM培养基 

调整为 400~g／inL，并用 MEM培养基作梯度稀释： 

取一定量各稀释度的抗体加入 24孔细胞培养板内． 

再加入等量中和用狂犬病毒 aG株病毒悬液，要求 

每孔 的狂犬病毒蚀斑数为 l0～60个 ，用抗狂犬病毒 

Vero疫苗 lgY抗体作阳性对照，Ly—dsF、·作阴性对 

照。每稀释度接种 4孔，放置 37℃水浴 lh=再将准 

备好的 Vero细胞悬液接种于上述 24孔细胞培养板 

内，每孔接种 lmL。置于 5％CO 34℃温箱内静置培 
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养 8～9d后，去培养液后用含 0．1％结晶紫的 10％ 

甲醛蒸馏水染色 5～8min，流水冲后于低倍光学显 

微镜下计数空斑 。 

2 结 果 

2．1 抗狂犬病毒 dsFv重组蛋白的制备 

v 和 V。包涵体分别在变性缓冲液中溶解，稀 

释后按比例混合在折叠缓冲液 中折叠 36h，SDS— 

PAGE分析结果见图 1。V 和 V。蛋白在约 25kD处 

形成了一个融合蛋 白(见泳道 5)，此蛋白在还原剂 

和煮沸 5～10rain后均可还原为 v 和 v．两个蛋 白 

(见泳道 4)，而在 37 c【=10min则没有发生还原 。 

2．2 抗狂犬病毒人源抗体与抗原结合的 ELISA检 

测结果 

以不同稀释浓度的狂犬病毒和 Vero疫苗包板， 

金葡菌肠毒素 B和 BSA做空 白对照，加入的抗体量 

一 致。ELISA检测结果见图 2和图 3。 

1 2 3 4 5 M 6 7 D 

’ 。 — — 97 
· - — — 66 

· - — —

43 

图 1 抗狂犬病毒 dsFv蛋白的 SDS．PAGE分析 

Fig．1 SDS—PAGE analysis of dsFv to rabies、irus 

M：protein markers；1：total cellular proteins(contro1)；2，3：purified 

dsF、；4：dsFv'alter lOmin in boiling water；5：VH protein and VL protein 

'alter folding；6：denatured VL protein；7：denatured VH protein 

图2 抗狂犬病毒 scFv的抗原特异结合活性 

Fig．2 Specific binding of scF＼ to the antigen 

结果显示，抗狂犬病毒 dsFv与其母本抗体 scFv 
一 样可以与狂犬病毒 Vero疫苗特异结合，且 ELISA 

值随抗原浓度的降低而呈梯度降低。 

2．0 
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：  l 2 

1 0 
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100 50 25 l2．5 

The concentration ofantigerv(pg mL) 

图 3 抗狂犬病毒 dsFv的抗原特异结合活性 

Fig．3 Specific binding of dsFv to the antigen 

2．3 抗狂犬病毒人源抗体的相对亲和力测定 

用硫氰酸盐洗脱法比较改构抗体 dsFv与母本 

抗体 scFv对狂犬病毒的相对亲和力(图 4)。纵轴值 

为 1．69即 。下降为未加 NH4SCN时的 50％时， 

scFv对应 的 NH SCN浓 度 即相 对 亲 和 力 指 数 ，为 

0．8mol／L，而 dsFv是 1．4mol／L。这表明改构后 的 ds— 

Fv对狂犬病毒的相对亲和力要高于 scFv： 

图 4 硫 氰酸盐洗 脱法 比较 scgv和 

dsFv对狂犬病毒的亲和力 

Fig．4 EH SA measurement of relati~e affinit)of 

scFv and dsFv using thiocyanate elution 

2．4 抗狂犬病毒人源抗体的相对稳定性比较 

稳定性是影响抗体功能的最重要的生物学特性 

之一，我们检测了抗狂犬病毒的scFv和 dsFv在血清 

和 PBS中的稳定性 、热稳定性以及抵抗尿素变性的 

能力，结果见图 5。 

结果显示 ，在 PBS中 37 c【=1h后 ，scFv的活性急 

剧降低 ，2h后 已基本没 有活性 。而 dsF、r仅在 3h后 

活性稍有降低，以后一直较稳定，到第 6天时仍然可 

以检测到。在血清中，2h时 scFv的活性迅速降低， 

而 dsFv的活性 在第 10天还可检测到 。 

热稳定性的比较结果显示，35 c【=时 scFv的活性 
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开始降低，40℃时其活性全部丧失。而 dsFv在 41℃ 

时活性才开始下降，42℃还有活性。在抵抗尿素变 

性的实验中，scFv在 0．5mol／L尿素中就全部丧失活 

性，dsFv暴露于 5mol／L尿素中，37℃ 3h后仍然保持 

活性。 

2．5 抗狂犬病毒 dsFv的蚀斑减少中和实验 

将制备的抗狂犬病毒 scFv和 dsFv抗体片段作 

梯度稀释后，对 aG株狂犬病毒蚀斑进行抑制实验， 

在蚀斑形成的高峰期倒掉培养液进行染色，光学显 

微镜下清晰可见不染色的蚀斑区。结果表明抗狂犬 

病毒 dsFv抗体片段和抗狂犬病毒 Vero疫苗 IgY抗 

L ．···· 

25 35 50 45 50 
remperature／℃ 

体一样可以完全抑制形成蚀斑的活病毒颗粒 ，且抑 

制程度与抗体片段的浓度成正比，dsFv片段的浓度 

为 32yg／mL时被完全抑制 而其母本抗体 scFv在 

一

定程度上可抑制蚀斑的形成，但不能全部抑制= 

而 Ly—dsFv对 aG株狂犬病毒蚀斑形成无抑制作用： 

这说明所制备的抗狂犬病毒 dsFv抗体片段能特异 

中和狂犬病毒，阻止狂犬病毒对 Vero细胞的吸附， 

抑制了狂犬病毒对靶细胞的感染，从而导致蚀斑减 

少，甚至消失。scFv抗体片段亦可抑制蚀斑的形成， 

但不能全部抑制，可能与其稳定性差有关： 

0 1 2 3 4 5 6 7 8 

Time in PBS／h 

图 5 dsF、和 scFv的稳定性 比较 

Fig．5 The stability of scFv and dsFv 

A stability of seFv and dsFv at 37℃ in PBS B：stability of scFv and dsFv in hmnan serutll at 37℃ ；C：thermostabilit) 

of scFv and dsFv at various temperatures after 3h ilrl PBS；D：stability of scFv and dsFv incubated for 3h at 10~C in PBS 

containing various concentrations of urea 

3 讨 论 

本研究将抗狂犬病毒 dsFv V 、V．突变基因分 

别在原核系统中表达，然后在折叠液中共同复性，成 

功制备了有活性的抗狂犬病毒 dsFv抗体片段j改 

构后 dsFv的抗原特异性和结合活性与其母本抗体 

没有明显区别，表明引入二硫键的位置不影响抗体 

的特异性和抗原结合活性。相对亲和力检测结果显 

示改构后 dsFv对狂犬病毒 Vero疫苗的相对亲和力 

指数要高于 scFv，分析原因可能是由于 dsFv的稳定 

性改进后，抵抗 NH4SCN变性的能力提高，从而导致 

相对亲和力指数升高。 

抗狂犬病毒 dsFv与其母本抗体 scFv相比，最大 

的改进 在于其稳定性 的提高 在血清和 PBS中 

37℃孵育 2～4h，scFv常常聚集而失去其全部或大 

部分的活性，而 dsFv却非常稳定，在 PBS中第 6天 

时仍然具有活性，在人血清中 37℃孵育 lOd以上还 

可以检测到活性。而且从结果可看出，dsFv的热稳 

定性和抵抗尿素化学变性的能力亦大大改进，35℃ 

时 scFv的活性开始降低，40℃时其活性全部丧失， 

而 dsFv在 41℃ 时活性才 开始 下 降，42℃还 具有 活 

性。scFv在 0．5mol／L的尿素中就会失活，而 dsFv在 

5mo1／L的尿素中仍可保持天然状态而不变性：分析 

其原 因 ，可能是 因为 dsFv中的链 间二硫 键加 强 了 

v 和 v 的结合，从而阻止二者的解离，避免了抗体 

分子的聚集。 

0 8  6  4 2 0  8  6  4  2  0  

2 1  1  1  1 1  0  0  0  0  

一 00 
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与其它药物一样，稳定性是抗体是否可用于临 

床的重要特性之一。本研究结果表明改构后的抗狂 

犬病毒 dsFv与其母本抗体 scFv相比，其抗原特异性 

未发生改变，而其亲和力和稳定性均有明显提高，并 

且抗狂犬病毒 dsFv可特异性地中和狂犬病毒，阻止 

病毒对 Vero细胞的吸附，从而抑制了狂犬病毒对靶 

细胞的感染，这为抗狂犬病毒基因工程抗体在临床 

的应用奠定了基础。另一方面，dsFv突变基因的构 

建技术成熟 、简便，而且 由于其稳定性的改进，使其 

产率比相应 scFv的产率大大提高。 ，因此是抗体稳 

定性改构的一种有效途径 。 
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以 生 物 一微 生 物 技 术 治 理 核 燃 料 铀 的 污 染 物  

铀(U 0 )是核燃料重要组成成分，也是污染源之一：铀矿开采之后排放的残留物也是重要污染源 这些核废料排泄于 

环境，如水域、土壤和大气之中，必然危及生态和人类健康 研究发现 ，某些微生物有清除这类放射性铀污染物的能力，并实 

现回收=1)一种地质细菌，如 C．eobacter su@rreducens可制成细菌制剂用于清除地下铀等放射性金属污染物，研究者认为，这类 

细菌在金属和碳的全球循环中起关键作用。该菌的特点是有很强的代谢活力，它不仅在静止期和厌氧环境 中进行活动，而且 

在非静止期的代谢活动能有效清除放射铀的污染物：2)氧化亚铁硫杆菌(Thiobax'illus，奢rrooxi&tns)能有效治理铀矿废料，并能 

从中苹取铀：加拿大、印度等国家存这方面开展了富有成效的研究工作j我国研究人员也分离到一侏叫 GF．1的细菌，可用于 

治理工业含铀废水的净化，在实际应用实验中显示 去铀效率高 、周期短 、成本低等优点 ，若能保持其有效性 、稳定性和生态 

的适应性 ，则有其实用性和开发价值 =3)一种根霉如少根根霉(Rhizopus arrhizus)，在用于治理铀矿废液时 ．回收铀的效率达 

lOOC／c，若与细胞固定化技术结合治理铀污染水域 ，其效力更高，可持续性地治理铀污染及其危害，并同时有效回收铀；同样用 

放线菌、绿藻细胞固定化回收铀也取得过 良好效果 ，一般用碳酸钠溶液洗脱回收铀，一举两得。4)源于生物材料研制的吸附 

剂治理铀污染物，并回收铀：至少有两点应引起注意：一是源于动物甲壳的壳聚糖，它可与各种金属离子结合生成各种有机 

络合物，町捕集稀有金属如铀等 ，哪怕污染水区的铀含量非常稀少，也可把它吸附上来以达到净化水区的日的；同样再采取稀 

碳酸钠溶液解吸，同收铀：这种生物材料有着极广泛的实用性 ，很有开发前景。某些真菌也可生产这种壳聚糖(是几丁质脱 

去乙酰基的产物)：二是源于以海藻为原料研制的吸附剂：可有效用于治理污水中铀等稀有金属物，使其浓度下降到 l0 以 

下 ，已是微 乎其微了。同样，在海水中也含有微量铀 235(3×)，尽管稀少，但可通过微生物和非生物(吸附剂)途径回收(提取 

铀 )，也还 是有 希望的 ： 

综 ，以微生物途径与细胞固定化技术相结合，清除核燃料铀的污染 ，并最终加以回收应该是可行的，但要真正应用于实 

践仍需要 做更深 入的研究 。 

(柯 为) 
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