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摘要" 不同的杂交瘤细胞株!分泌的抗黄曲霉毒素单克隆抗体的灵敏度也大不相同!通过筛选

获得三株杂交瘤细胞!分别命名为
"%!&

"

"'(

和
")!

!其中
"%!&

分泌的单克隆抗体在酶联免疫

吸附#

'*+,-

$试验中具有最高的灵敏度!

"'(

次之!

")!

再次之% 为了能够更好的展现和理解抗

体和抗原之间的反应关系!以及最大程度的提高重组抗体的灵敏度!实验通过构建
$

株细胞株

的单链抗体!并在
12 3/4$ .*"!

&

/'$

$中表达纯化单链抗体蛋白质!采用竞争
'*+,-

法展现了不

同的单克隆抗体与所对应的单链抗体灵敏度之间的关系% 结果表明!灵敏度最好的单克隆抗体

"%!&

所对应的单链抗体!其灵敏度也是最好的!

"'(

的次之!

")!

的再次之% 同时实验也表明!

人工合成的单链抗体的灵敏度较其所对应的单克隆抗体的灵敏度要下降许多%

关键词" 黄曲霉毒素
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./01

!

<!(!2=!(,=#,($)>!;+

!

'2/*

!

8DEF.

黄曲霉毒素
!"

#

#$!%

$主要是由产毒黄曲霉%

寄生曲霉和集峰曲霉产生的具有极高毒性的次生

代谢产物&

&$!%

可以在农作物生长%收获%贮藏%运

输和销售等任何环节中产生!并由此直接进入食物

链!造成淀粉类食品%动物性食品与肉%蛋%奶等的

交叉污染&

&$!%

对人和动物的肝脏具有很强的毒

性!是国际公认的致癌物质'%(

& 因此!

#$!%

的检测与

分析技术的研究是非常必要的& 到目前为止!关于

#$!%

分析检测方法的研究报道很多! 如薄层层析

法%高效液相色谱法%纳米金标记法%免疫亲和柱法

和近红外光谱法 ')*+(

& 免疫化学学分析法因具有快

速%简单%灵敏%针对性强等优点而被广泛应用!在

这些检测方法中!其中
,-./&

法要求有较高质量的

抗体'0*12(

&

在过去的十年里!在抗黄曲霉毒素多克隆抗体

的基础上!对半抗原具有不同亲和力的抗黄曲霉毒

素单克隆抗体应运而生& 在免疫检测方法中!抗原

和抗体之间的高亲和力是非常重要的& 随着抗体技

术的发展!重组抗体尤其是单链抗体#

/3$4

'已经运

用到黄曲霉毒素的检测中'56(

&重组抗体具有成本低%

易于操作的亲和力和灵敏度的特点& 而且!通过定

点突变的方法可以提高抗体亲和力&

单链抗体 #

789:;< 3=>89 $4 >9?8@ABC DE>:FF<9?

!

/3$4

'是由抗体的重链可变区#

GH

'和轻链可变区

#

G-

' 通过一段约
IJKLJ

个碱基组成的柔性肽

#

-89M<E

'连接而得到的'%J*%L(

!是一种新型重组小分子

抗体蛋白质&

73$4

仅为完整抗体的
%N0

大小!由于

其相对分子质量小!结构单位小!因此其组织穿透

力强!免疫原低!可在多种表达系统中表达!具有成

本低!血流中半衰期短等特点!在医学和生物学领

域中的应用极为广泛'%OPQ"(

&又由于
73$4

易于制备%无

$3

段引起的非特异性反应%易于改造且表达产量高

而获得了研究学者们的广泛关注&

73$4

中的
GH

和

G-

来源于不同的杂交瘤细胞! 构建成的
73$4

的灵

敏度%特异性等生物活性也有所不同&

作者所在实验室通过大量筛选!最后得到几株

能稳定分泌抗黄曲霉毒素单克隆抗体的三株杂交

瘤细胞株#

QR5S

%

Q,0

和
QH"

'!在这些细胞中!

QR"S

杂交瘤细胞株分泌的单克隆抗体表现有最高的灵

敏度!

Q,0

次之!

QH"

再次之& 分别提取杂交瘤细胞

的总
TU&

!设计通用引物!采用分子生物学技术分

别克隆其相应的重链可变区 #

=<>4C 3=>89 4>E8>@;<

E<:8A9

!

GH

' 和轻链可变区 #

;8:=? 3=>89 4>E8>@;<

E<:8A9

!

G-

'基因 !以一段连接肽 #

-89M<E

'将
GH

和

G-

连接起来!组装成三种不同的
73$4

基因&将通过

融合
VRT

构建的
73$47

在大肠杆菌表达系统中进

行蛋白质表达!纯化蛋白质后通过竞争
,-./&

法展

现不同的单克隆抗体与所对应的单链抗体灵敏度

之间的关系(另外分别对编码单链抗体的
W

种可变

区基因)

GHNG-

'进行克隆和测序!并对此做核酸同

源性分析和氨基酸同源性分析& 通过可变区基因序

列的比对! 比较
GH

和
G-

来源的不同对
73$4

生物

活性的影响!初步探究具有高灵敏度蛋白质的碱基

结构组成! 以便后续改善和提高重组抗体的灵敏

度!并获得更高灵敏度的重组抗体&

)*)

实验材料

&$!5

" 购于瑞士
&;<X87

公司( 杂交瘤细胞株

QR5S

%

Q,0

%

QH5

和
!"#$%&

菌株
YE>97J!

%表达菌株
!"

#$%& !-Q5

#

Z,W

'及表达载体
[,Y*WS>

"为作者所在

实验室常规保存(

,>7C Y>\

酶%

YE>97)] V;^7 ZU&

_>EM<E

%

YE>97J] V;^7 ZU& _>EM<E

"购于中国北京全

式金生物技术有限公司( 限制性内切酶%

ZU&

连接

酶%

V_Z%`PY /8F[;< G<3?AE

" 购自
Y>]>T>

公司(质

粒小提%

ZU&

凝胶回收试剂盒" 购自杭州
&XCa<9

(

引物"南京金斯瑞生物科技有限公司合成(羊抗小

鼠
.:aPHTV

酶标二抗" 购于中国华美生物工程公

司(质粒提取试剂盒"购于中国北京擎科新业生物

技术有限公司(

U8PUY&

亲和层析填料%

,R-

显色

液%

V>:< T^;<EVE<7?>89<B VEA?<89 ->BB<E

" 购于美国

Y=<EFA

公司(

ZU&

凝胶回收纯化试剂盒"购于中国

北京庄盟国际生物基因科技有限公司&

材材材材材料料料料料与与与与与方方方方方法法法法法
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!"#

实验方法

!"#"!

引物设计与目的基因扩增 活化并亚克隆

实验室筛选保存的灵敏度分别为
!"#$

!

%&"'(

!

)*+,** -./01

2))3的三株杂交瘤细胞株
)45*

!

)6(

和

)75

" 收集
%!58

( 杂交瘤细胞" 采用
9:;<=>

试剂

#

;-?@AB=.C-

"

DEF

$ 分别进行总
:GF

的提取 % 以

=>@.=HI9J%

为引物"经反转录
K4:

&

:9HK4:

$获得三

种不同的单链
LMGF

%

:9HK4:

反应体系为
)& !1

'

& !1

的
& !NB@0COLB@NA PQRRCB

"

J !1

的
&8 00=>S1

=>@.=HI9J%

"

) !1

的
),& 00=>S1 IG9K

溶液"

8,& !1

的
:GTOC @-U@P@A=B

"

& !1

的总
:GF

"以及
8,& !1

的

NB@0COLB@NA :9TOC

&

)88 DS!1

$"

JJ !1

的
M6K4

处理

过的
II7

)

V

%

:9HK4:

反应程序为'

W& " J8 0@-

"

$W

" J U

"

'8 " J& 0@-

%

分别以已经获得的
LMGF

为模板 " 以
X7H

YV:

(

X7HZTL[

(

X1HYV:

和
X1HZTL[

为引物 2W+HW$3

"

K4:

扩增
X7

和
X1

基因"见表
J

% 将获得的
X7

和

X1

基因片段分别连接到载体
N\MJ!H9

上"将获得

的重组载体
N\MJ!H9HX7

和
N\MJ!H9HX1

转化到

!" #$%& 9BT-O&T

细胞中"以便基因测序%

以已经测序成功的重组质粒
N\MJ!H9HX7H

W4J8SW6(SW7J

和
N\MJ!H9HX1HW4J8SW6(SW7J

分

别为模板" 设计相应的引物" 采用重叠延伸
K4:

&

.C-C ON>@L@-. P] =?CB>TN C^AC-O@=- K4:

"

EV6HK4:

$

扩增
OLY?HW4J8SW6(SW7J

基因片段 2W#3

"并在目的基

因两端分别引入
'#$"

和
()$"

酶切位点%

首先"以引物
J

和引物
W

为引物"

K4:

扩增出
_

种带有部分
1@-[CB

的
X7H1@-[CB

片段)以引物
_

和

引物
$

为引物"

K4:

扩增出
_

种带有部分
1@-[CB

的

1@-[CBHX1

片段%

K4:

扩增条件如下'

!& "

预变性

& 0@-

"&

!$ "

变性
_8 O

"

&$ "

退火
_8 O

"

'W "

延伸

_8 O

$"

W%

个循环"

'W "

延伸
% 0@-

%每轮
K4:

后"将

_ !1 K4:

产物与
J !1 ( ! 1=TI@-. PQRRCB

混匀"采

用
8`% .SI1

的琼脂糖凝胶电泳分析并借助凝胶回

收试剂盒分别纯化回收不同的
K4:

产物
X7H

1@-[CB

和
1@-[CBHX1

% 然后" 通过
EV6HK4:

构建

OLY?HW4J8SW6(SW7J

基因%

EV6HK4:

分两步'第一

步" 以上述回收的产物
X7H1@-[CB

和
1@-[CBHX1

为

模板进行
K4:

扩增反应"将
X7

和
X1

通过
1@-[CB

连接合成一条单链%

K4:

扩增条件如下'

!& "

预变

性
& 0@-

)&

!$ "

变性
+8 O

"

&$ "

退火
+8 O

"

'W "

延

伸
+8 O

$"

J8

个循环)

'W "

延伸
% 0@-

%经
8,% .SI1

的

琼脂糖凝胶电泳分析并纯化回收
K4:

产物% 第二

步" 以第一步纯化产物为模板" 以引物
J

和引物
$

为引物" 分别
K4:

扩增
OLY?HW4J8SW6(SW7J

基因%

K4:

扩增条件如下'

!& "

预变性
& 0@-

)&

!$ "

变性

+8 O

"

&& "

退火
+8 O

"

'W "

延伸
J 0@-

$"

+8

个循环)

'W "

延伸
J8 0@-

% 经
8,% .SI1

的琼脂糖凝胶电泳分

析并分别纯化回收
K4:

产物% 根据基因来源的不

同" 最后获得
+

种不同的
K4:

产物" 即为
'#$"H

OLY?*()$"HW4J8

(

'#$"HOLY?*()$"HW6(

和
'#$

"HOLY?H()$"HW7J

%

表
! $%

#

$&

和
'()*

基因
+,-

扩增#克隆所用的引物序列

./012 ! 34(1256782 '2942:(2' /:8 ;<7=2<' 4'28 >5< $%?

$& /:8 '()* /=;17>7(/675:? (15:7:@? /:8

'40(15:7:@

T

'横线的为
'#$"

酶切位点)

P

'横线的为
>@-[CB

序列)

L

'横线

的为
>@-[CB

序列)

I

' 横线的为
()$"

酶切位点" 双线的为

U@OAT.

序列%

!"#"#

重组质粒
N69 H+8T HNC>Z HOLY? HW4J8SW6(S

W7J

的构建和鉴定
KC>Z

信号肽可以引导蛋白质

产物在细胞周质表达"为了方便后续的蛋白质纯化

引物名称 序列
a a&#

!

+$bc

大小
SPN

X1dYV:5 499eee49eF449FeeF4Fe9

X1dYV:) 44e999fFgf944F:499

X1dYV:+ eeF9F4Fe99ee9e4Fe4F94

X1dZTL[J 4Fee49e99e9eF494FeeFF

X1dZTL[) eF9:99g9eF9:F4E4F

X1dZTL[+ eFf F99e9e\9:F4f4F:949

X1dZTL[$ eFf F944Fe\9eF4h4Feh49

X1dZTL[& 4FFF99e99494F444Fe949

X7dYV:J 9e4FeFeF4Fe9eF44FeFe9

X7dYV:) 9eFeeFeF49e9eFeFe9ee9

X7dYV:+ 9eFeeFeF4ee9eF4fehee9

X7dYV:$ 4Fee9:4Fe49e4FeeFe94Fee

X7dZTL[J eF9e9eFFe4994FeeFe94

X7dZTL[) 4Fee9e4Fe49eFFeEFe94

X7dZTL[+ 4Fee99F4949eFFFeFe94

X7dZTL[$ eFee944Fe49e4F:4F:94

X7dZTL[& eFee9eFFe49ee9eeF:94

X7dZTL[( 9e\eeFeF4eF9eF44:9ee9444

引物
J

4F9e44F9ee4eeFee9eFFe49ee9eeFe

T

引物
)

e44F44e44eeF944F44F44e444eFe44F44e

44F449eFeeFeF49e9eFeFe9ee9

P

引物
+

ee4ee9ee9eeF944ee4ee9ee4ee99444Fee

49e99e9eF494FeeFF

L

引物
$

44e494eFe99Fe9ee9eF9ee9eF9eF9e499ee

e49eF449FeeF4Fe9

I

)J

J%

)J

)J

J'

)J

)J

)J

)J

)J

)J

)+

)8

)8

)8

)8

)8

)$

+8

(8

&J

&J

Q:
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胡 莉!等" 不同杂交瘤细胞株单链抗体的构建及性质比较

工作! 现将
!"#$%%&

载体上的
!'()

信号肽序列克

隆到最终使用载体
!"*$+,-

上!方法分为两步" 首

先将 #

./%0.

$ 中第二步获得的
123

产物
!"#!$

45678$%#!$%2.,

%

&"#!$4567$$%#!$%9:

%

&"#!

$4567$$%#!$%;.

和质粒
!9*$%%&

均采用限制性

内切核酸酶
&"#!

和
$%#!

进行双酶切! 纯化回收

产物后!采用
<=>

连接酶将
45678%2.,?%9:?%@.

和

!9*8%%&

进行连接获得重组质粒
!9*8%%&845678

%2.,?%9:?%;.

!并转化
'( "#)* *A-B4C"

细胞"挑取单

克隆进行菌落
D23

验证"

然后提取上述阳性克隆子
!9*8%%&845678

%2.,?%9:?%;.

的质粒! 纯化后将重组质粒
!9*8

%%&845678%2.,?%9:?%;.

和质粒
!9*8+,-

分别用

&+,!

和
-%#!

进行双酶切!纯化回收产物后!采用

<E>

连接酶将
!'()845678%2.,

和
!9*8+,-

进行连

接! 获得重组质粒
!9*8+,-8!'()845678%2.,?%9:?

%;.

并转化
'( "#)* *A-B4C"

细胞" 挑取单克隆进行

菌落
D23

验证!选取阳性转化子送至南京金思瑞生

物科技有限公司测序"

测序正确的阳性转化子培养并提取质粒后!将

空载体
!9*8+,-

和所提取质粒分别转化到
)F%.

&

<9+

'感受态细胞中!挑取菌落转化子进行
D23

验

证! 阳性转化子分别命名为
)F%.

&

<9+

'

8!9*8+,-

和
)F%.

&

<9+

'

8 !9*8+,-8!'()845678%2.,?%9:?%;.

(

!"#"$

重组质粒
!9*8+,-8!'()84567

的表达及鉴定

无菌条件下挑取
./%/%

中转化成功的单菌落转化子

)F%.

&

<9+

'

8!9*8+,-

和
)F%.

&

<9+

'

8 !9*8+,-8

!'()845678%2.,?%9:?%;.

!分别培养于
.,, GF

液体

F)

培养基中 &含有
.,, #F

的
C, GH?GF

的
I-B-

'!

于
%,, A?GJB

%

+K !

条件下培养至
L<

:,, BG

为
,/M

左

右时 ! 加入诱导剂异丙基
8$8<8

硫代半乳糖苷

&

ND*O

'!并使其终浓度为
. GGP(?F

!

.:!

诱导表达
%,

Q

)多次试验发现!诱导时间为
%, Q

时蛋白质表达量达

到最高" 收集菌体!进行蛋白质预表达分析实验"

由于
!'()

信号肽的存在! 所以基本确定目的蛋

白质主要存在于细胞周质内" 又由于只有当新生肽链

的合成速率大于蛋白质折叠速率时!蛋白质才会以包

涵体的形式存在!而肽链的合成速率又与温度有着直

接的关系! 选择
.: !

低温诱导蛋白质的表达可以有

效地避免包涵体形式的形成!且实验证明的确如此"

采用
R<R$1>O9

对
4567$%2.,?%9:?%;.

的预

表达情况进行验证分析! 将破碎后的菌体细胞于
S

!

低温离心! 可溶性蛋白质经镍柱亲和层析法进行

蛋白质纯化!纯化后的蛋白质与上样缓冲液混匀后

煮沸
: GJB

直接上样!经
R<R$D>O9

验证后!接着

转印
DT<6

膜!再以
CU

牛奶封阻
DT<6

膜!最后采

用羊抗小鼠
NHO8;3D

酶标二抗孵育后! 利用
92F

显色液显色!观察结果"

!"#"%

抗
>6). 456748%2.,?%9:?%;.

的性质分析

以
%, GF D)R

缓冲溶液悬浮!在冰浴条件下将细胞

超声破碎&

+, GJB

!功率
.,C V

!

% 4

开启!

% 4

关闭'!

S !

下
., ,,, A?GJB

离心
., GJB

!取上清液!采用镍

柱亲和层析纯化上清液!纯化后所得到的蛋白质经

R<R81>O9

初步验证后!再以间接竞争
9FNR>

检测

上述两种表达载体所表达的目的蛋白质抗
>6).

45678%2.,?%9:?%;.

的灵敏度! 试验中以
!9*8+,-

空载体的表达为阴性对照"

用
2)R

缓冲液稀释
>6).L8LT>

为
. #H?GF

!

包被
W:

孔板过夜!

D)R*

洗涤甩干" 每孔加入
%,,

#F

封阻液!

+K !

静置
% Q

! 甩干封阻液!

D)R*

洗涤

甩干 " 每孔加入
W, #F

用
D)R*

稀释的抗
>6).

45678%2.,?%9:?%;.

和
., #F

以
D)R

稀释的不同质

量浓度的
>6).

溶液&质量浓度分别为
%

%

M

%

%,

%

S,

%

:, #H?GF

'!

+K !

静置
. Q

! 甩干液体!

D)R*

洗涤甩

干" 每孔加入
.,, #F

的羊抗鼠
NHO8;3D

酶标二抗

&以
D)R* S ,,,

倍稀释'!

+K !

静置
. Q

!甩干液体!

D)R*

洗涤甩干" 每孔加底物缓冲液
.,, #F

!

+K !

静置
.C GJB

! 每孔加入
C, #F

%

% GP(?F ;

%

RL

S

终止

反应!

SW% BG

测吸光值"

#"!

目的基因
&'()*#+!,-#./-#0!

扩增

以 质 粒
!X<.W 8* 8T; 8%2.,?%9:?%;.

和

!X<.W8*8TF8%2.,?%9:?%;.

分别为模板!经
RL98

D23

第一步扩增产物为模板! 进行第二步
D23

!获

得两端带有酶切位点的产物
45678%2.,?%9:?%;.

基

因" 经
,/M H?YF

琼脂糖凝胶电泳检测! 大小约为

KC, &!

! 与理论值一致! 见图
.

" 回收试剂盒回收

45678%2.,?%9:?%;.

基因片段"

#"#

株间氨基酸序列同源性比较

由于三种
T;

氨基酸和
TF

氨基酸均来自于杂

交瘤细胞 ! 且单克隆抗体的灵敏度高低顺序为

%2.,Z%9:Z%;.

! 因此使用
E2)N )(-4[

分析比对各

株间
T;

%

TF

氨基酸序列的同源性! 比对分析结果

分别见表
%\+

"

结结结结结果果果果果与与与与与分分分分分析析析析析
!!!!

!

(%
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!

!

"#$%&'( )*+ !$#,-#

"

.

!

&/01234.5

基因片段
6 3

!

&/017

389

基因片段
6 :

!

&/0123;.

基因片段
<

图
! "#$%&'()*+,-.+,/)

基因的
012

扩增结果

3456 ) 712 89":;<" => ?@A;4>4B?<4=C "B3%&,1)*D,-.D,E)

表
,

不同
FE

氨基酸序列比较分析

G?H;9 , E=@=;=5I ?C?;I"4" => J4>>989C< F/ ?@4C= ?B4J

"9K:9CB9

表
L

不同
FM

氨基酸序列比较分析

G?H;9 L /=@=;=5I ?C?;I"4" => J4>>989C< FM ?@4C= ?B4J

"9K:9CB9

由表
3=:

可知# 菌株
34.>

和
3?9

之间的重链

可变区氨基酸序列的同源性是
.>>@

# 与
3;.

的同

源性只有
A3<BA@

"

3;.

和
3C.>

$

3?9

和
3C.>

之间

的轻链可变区氨基酸序列的同源性分别为
A3@

和

A:@

# 而
3?9

和
3;.

之间的同源性可以达到
DE@

%

相同的重链#不同的轻链对单链抗体的生物活性也

有一定的影响%

,6L

重组质粒
ANGOL*?OA9;PO"B3%

的构建及鉴定

将
F?"7:>$

质粒和回收产物
F-GH7&/0173C.>I

3?9I3;.

分别进行
!"#!

和
$%&!

双酶切反应和连

接反应#获得重组质粒
F?"7:>$7F-GH7&/01

% 将重组

质粒转化到
'()&*+ "#$%&D"

细胞#挑取转化子#以引

物
.

和引物
A

对其进行菌落
JCK

验证#见图
3

&

$

'%

JCK

产物大小约为
LD> MF

#与理论预期值一致% 测

序结果进一步验证了重组质粒构的建成功%

将测序成功的阳性转化子
F?"7:>$7F-GH7&/01

和空质粒
F?"7:>$

分别转化到
HN3.

&

)?:

'感受态

细胞中#转化子进行
JCK

验证#见图
3

&

M

'#

JCK

产

物大小约为
LD> MF

#与理论值一致%

图
,

含目的基因的转化子
012

验证结果

3456 , 012 89":;<" => <8?C">=8@?C<" B=C<?4C4C5 <?859< 59C9

,6Q

重组质粒
A-GOL*?OA9;PO"B3%

的表达及鉴定

挑取固体
NO

平板上生长的阳性菌落进行诱导

表达# 镍柱亲和法纯化表达蛋白质# 采用
P)P7

J+Q?

和
R-&S-#% MGTS

对抗
+0O. &/01734.>I3?9I

3;.

蛋白质进行验证# 结果见图
:

% 由图
:

可知#

PUP7J+Q?

和
R-&S-#% MGTS

鉴定结果表明已成功诱

导表达了目的蛋白质#该蛋白质相对分子质量约为

3V >>>

#与目的蛋白质理论值一致%

O4+

法测定诱

导
3> W

纯化后目的蛋白质的产率约为
:A XYZN

%

,6R

抗
S3P)"B3%O,1)*D,-.D,/)

的性质分析

分别以间接非竞争
?N[P+

和间接竞争
?N[P+

纯化后的
&/01734.>I3?9I3;.

进行分析% 间接非竞

争
?N[P+

表明 #

+0O.\7\]+

包被质量浓度为
.

#YIXN

#抗
+0O. &/01734.>I389I3;.

的质量浓度约

为
>^.L XYIXN

时#

\U

AV3 %X

约为
.^>

% 在此条件下#以

+0O.

为竞争抗原# 进行间接竞争
8N[P+

检测不同

表达系统表达的目的蛋白质的灵敏度#并取五点以

细胞株 株间同源性
I@

34.>

#

3;. A3^LA

34.>

#

389 .>>

389

#

3;. A3^LA

细胞株 株间同源性
I@

34.>

#

3;. A3

34.>

#

389 A:

389

#

3;. DV

�

�

QR
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图
!

抗
"#$% &'#()*+%,-*./-*0%

表达的
121)3"4.

和

56&7689):;<7

分析

#=>? ! 121 )3"4. @9A 56&7689 ):;<7 @9@;B&=& C<8

6DE86&&=<9 <C @97=)"#$% &'#()*+%,-*./-*0%

绘制
!"#$%&'()*&+,*&-.

的间接竞争抑制曲线!由

图
/

可知! 目的蛋白质
!"#$%&'.)*&+,*&-.

的检测

灵敏度分别约为
/)

"

0) !1*23

和大于
0) !1*23

#可

以看出!随着单克隆抗体灵敏度的下降!它所对应

的单链抗体的灵敏度也随之降低$这表明
!"#$

的灵

敏度与其本身的
4-

和
43

的基因组成相关! 要想

改变
!"#$

的灵敏度!可以考虑改变其基因组成$

M�Marker�1: B2pET-30a-pelB-scFv-2C10A��; 2: B2pET-
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4: B2pET-30a-pelB-scFv-2C10A�	; 5: B2pET-30a-pelB-scFv-
2E6A�	; 6: B2pET-30a-pelB-scFv-2H1A�	; 7: B2pET-30a
A��; 8: B2pET-30aA�	�
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图
F &'#()*+%,-*./-*0%

的间接竞争
.GH1"

抑制曲线

#=>I F H+).GH1" =9J=:=7=<9 'K8(6& <C E.L)!,@ )E6;$ )

&'#()*+%,-*./-*0%

()



!"#"$!%& $!'(%)"

*+,!-$) +. .++/ #%("-%" $-/ 0(+'"%&-+)+12 345678 -4699 :;9<

&, )=

!

>? @5

"

%4AB?CDE?=4A $AF %4GH@C=B4A 4I JA?=K$.L9 #D.M .C4G

'N> /=II>C>A? &OPC=F4G@ %>55 )=A>B

参考文献"

! " #$%&'()&*$+$,

!

*-&./0%$.$1

!

,-23'$2$'

!

45$678$39765:;<=

"

6$>?@A46B$:CADD4A$:9$E4FG6=<D5<F$6=C$5B6=D765<:=67$5:;<F:7:HA

!I#8$!"#$%"& '()

!

J?""

!

"J?

#

"

$"

JKLMK8

! J #$NO))3PQ

!

R3*%3%O$Q8$39765:;<=$."$6=C$:FGB65:;<=$3$<=$SB46T96D5$F4B467D$9B:E$65G4=D$E6BT45

"

:FFUBB4=F4$6=C$B<DT$6DD4DDE4=5

!I#8$*""+ ,"-./"&

!

J??V

!

J?

%

>

&"

M>>LMW"8

! X #$YZ&'2$R$Y

!

*O0Z3*1$I$)

!

.O'1&*$I8$3$B4[<4\$:9$B6]<C$E45G:CD$9:B$5G4$6=67AD<D$:9$EAF:5:;<=D!I#8$01%"23.4"&"5)3

!

J??W

!

"W"

%

>

&"

JW"LJ^X8

! M #PYZ3'2PZU<7<

!

_3'2P(:=H

!

(/PIU=\4<

!

45P678P1<994B4=5PC454F5<:=DP:=P]46=U5P<=94F54CPSAP!"#$%&'(()" *(+,)" !I#8P6"7/-3& "8 *""+ '()9-(9

3-+:)".9(4-"&"51

!

J?"X

!

XJ

%

K

&"

KWKLPK^M8

%

<=P0G<=4D4

&

! > #P )OP I<=`U6=

!

R3-P a<UbU=

!

,3'2P YG:U]<=H

!

45P 678P '6=:H:7CP 76S47<=HP S6D4CP =:[47P C454F5<:=P E45G:CP 9:BP 69765:;<=P ." !I#8!

6"7/-3& "8 *""+ '()9-(9 3-+ :)".9(4-"&"51

!

J??V

!

JK

%

>

&"

W^>LPWK"8

%

<=P0G<=4D4

&

! W #P *3ZR3'OP 3

!

IO'3QP (

!

(-)&OR3'_P c

!

45P 678P (6E]74P ]B4]6B65<:=P :]5<E<d65<:=P 9:BP 5G4P D<EU756=4:UDP C454BE<=65<:=P :9P

EAF:5:;<=DP<=PF4B467D!I#8P;7/ *""< =9> ?9%4-"&

!

J?""

!

JXJ

%

M

&"

^JXL^X>8

! ^ #P.*3RPNP1P2

!

(Q3+ZP(

!

1O&+*O0ZPZ

!

45P678P.<:D4=D:BDP6=CPEU75<]74PEAF:5:;<=P6=67AD<D!I#8P*""+ ,"-./"&

!

J??X

!

"M

%

M

&"

J>"LJ>M8

! K #P_&P_

!

YZ-/P_Pa

!

R-PYPY

!

45P678P*6]<CPC454F5<:=P:9P69765:;<=P."P:=PE4ESB6=4PSAPC:5L<EEU=:H:7CP9<75B65<:=P6DD6A!I#8P?3&3-.3

!

J?"?

!

K"

%

X

&"

^VJL^VK8

! V #P_&'+/*P2

!

1&RO*Z3'P.P&

!

-Y%3'PRP2

!

45P 678P1454BE<=65<:=P :9P 69765:;<=DP <=P ]46=U5P SU554BP 6=CP D4D6E4P D6E]74DP UD<=HP

G<HGL]4B9:BE6=F4P7<`U<CPFGB:E65:HB6]GAPE45G:C!I#8P;7/ *""+ =9> ?9%4-"&

!

J??W

!

JJM

%

J

&"

"W^L"^?8

!"?#P,3'2P1

!

Z/P,PZ

!

aO-'2P_PZ

!

45P 678PRU75<9U=F5<:=67<d4CP B4CUF4CP HB6]G4=4P :;<C4LC:]4CP ]:7A]ABB:74e]ABB:74]B:]A7<FP 6F<CP

=6=:F:E]:D<54P<E]4C<E45B<FP<EEU=:D4=D:BP5:PU75B6LD4=D<5<[47APC454F5PDE677PE:74FU76BP69765:;<=P."!I#8P:)">9-> :)"9&9%./"-

!

J?">

!

WX

%

"

&"

"K>L"KV8

!""#PIOP_P,

!

*&'PRP)

!

)OP_PQ

!

45P678P1454F5<:=P:9P69765:;<=P.P"P\<5GP<EEU=:FGB:E65:HB6]G<FP54D5PD5B<]D

"

4=G6=F4CPD<H=67PD4=D<5<[<5AP

基于
!"#$

的毒性!其检测极限显得尤为重要'

目前的检测分析方法中使用较广的是酶联免疫吸

附法!该法以检测快速(灵敏(样品制备简单等优点

而广受关注' 在该检测方法中!抗体是核心试剂!以

实验室保存的抗
!"%$

单克隆杂交瘤细胞株为原料

构建不同的
&'"(

基因'

目前!对于外源蛋白质的表达!

-. /0('

表达系统

是应用较多( 研究较多的! 也最具有代表性的!

-.

/0('

作为
)"%$&'"(

的表达系统!

-. /0('

具有操作方

便快速(实验周期不长(生产成本小等优点'

*+,#

信号肽可以引导目的蛋白质在细胞周质

内表达!并且采取一定的手段可以避免包涵体的形

成!增加可溶蛋白质的表达!提高纯化效率-./0

' 基于

此!实验先将目的基因克隆到带有
*+,%

信号肽的载

体
*123445

上! 再将
*123445

上的
*+,%

信号肽序

列和目的基因序列一同克隆到载体
*123678

上!这

样是为了充分利用
*+,#

信号肽的上述特性' 基于

此!实验将三种目的基因分别转化
-. /0('

表达体系

进行蛋白质表达' 最终本研究成功构建了三种重组

载体
*1236783*+,#3&'"(349$7:41;:4<$

!并将其转

化到相应的表达细胞中进行蛋白质表达! 以分析

&'"(

的亲和力是否与其对应的单克隆抗体有关' 实

验结果显示! 蛋白质最高表达量约为
6= >?:@

' 经

1@AB!

实验结果表明! 三种目的蛋白质
&'"(3C9D7:

41;:4<$

均显示出活性! 检测灵敏度分别约为
=7

(

E7 !?:>@

和大于
E7 !?:>@

' 这说明随着单克隆抗

体灵敏度的升高!其所对应的单链抗体的灵敏度也

随之升高!原因可能是
&'"(

的灵敏度与其碱基组成

息息相关'其次!由于
49$7

和
41;

的重链可变区的

碱基组成是相同的!而二者的灵敏度却有一定的差

距!这充分说明单链抗体与抗原的结合位点不仅存

在于重链!轻链的影响也很大' 所以!接下来的实验

要想调高其灵敏度! 还需要大量的实验分析和改

进!分析其原因最终可能是因为
&'"(

的自身编码基

因的亲和力不够高!所以在未来的实验中!可能会

采取基因工程技术手段!如基因定点突变或随机突

变等对
&'"(

的亲和力进行提高'

结结结结结 语语语语语
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