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摘要: 在鲨鱼等软骨鱼类体内存在天然的缺失轻链、仅包含重链的抗体, 源于这种重链抗体可变区的

片段称为单域抗体(single domain antibody)。目前单域抗体研究中的抗原主要来源于水溶性蛋白或病原

体, 筛选膜蛋白鲨鱼源单域抗体的领域接近空白。本研究以重组表达的小球藻病毒玻尿酸合成酶(一种

膜蛋白 )为抗原 , 经过免疫、建库、淘选、验证等步骤获得了抗原特异性条纹斑竹鲨(Chiloscyllium 

plagiosum)单域抗体序列。随后利用大肠杆菌表达了该单域抗体, 通过等温滴定量热技术(ITC)测定了

其与抗原的亲和力, 证实了以膜蛋白作为抗原制备鲨鱼源单域抗体的可行性。 
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传统抗体是由两条重链和两条轻链组成的具有

Y 形结构、能够识别和结合抗原的蛋白质。每条重

链包含一个可变区(VH)和三个恒定区(CH1、CH2、

CH3), 每条轻链包含一个可变区(VL)和一个恒定区

(CL)[1](图 1)。其中, VH 和 VL 结构域共同发挥识别

和结合抗原的作用。1993 年, 科学家在羊驼等骆驼

科物种体内发现了天然的缺失轻链, 仅由重链形成

的抗体 [2], 后来在鲨鱼等软骨鱼纲动物中也发现了

类似的轻链缺失型重链抗体(heavy chain only anti-

body)[3]。由于缺失轻链, 这种抗体中具有抗原识别与

结合作用的只有重链可变区(如图 1, 在羊驼中称为

VHH, 在鲨鱼中称为 VNAR)。在体外, 这种重链可

变区能够单独重组表达, 并发挥识别和结合抗原的

作用[4], 称为单域抗体, 也称为纳米抗体。 

单域抗体具有由较长 Loop 柔性区域组成的抗原

结合区[5], 能够紧密结合到传统抗体不易识别的抗原

表位, 其分子质量仅有 13 kDa 左右, 大约为传统抗

体的十分之一 , 且易于在大肠杆菌中大规模表达 [6], 

能够显著降低制备成本。同时, 相较于传统抗体及其

衍生物(如 Fabs、scFvs), 单域抗体具有更好的溶解度

和稳定性[7]。基于以上特点, 单域抗体被广泛应用于

疾病诊疗、生化检测和蛋白质结构研究等领域。在疾

病诊疗方面, 用于治疗血栓性血小板减少性紫癜症的

单域抗体药物 Cablivi®(caplacizumab-yhdp)已经分别

于 2018 年、2019 年和 2020 年获得了欧洲药品管理局、

美国食品和药品管理局以及加拿大卫生部的上市批

准[8-9]。用于治疗风湿性关节炎[10]、下呼吸道感染[11]、

乳腺癌[12]和炎症性肠病[13]等多种疾病的单域抗体药

物也相继进入了临床试验阶段。另外, 由于其尺寸小, 

易于代谢, 在医学造影剂领域也发挥了重要作用[14]。

在生化检测方面 , 特异性识别绿色荧光蛋白 (green 

fluorescent protein, GFP)的单域抗体产品已经上市, 

能够应用于 GFP 融合蛋白的亲和纯化[15]。在蛋白质
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结构研究方面, 单域抗体能够稳定并锁定目的抗原

蛋白的特定构象, 有助于解决蛋白质结构生物学研

究中关键的获得单一构象样品的问题。同时, 在蛋白

质晶体学研究中, 单域抗体本身可以作为潜在的晶

体堆积界面, 提高抗原蛋白-单域抗体复合物的结晶

几率[16]。 

 

图 1  传统抗体、羊驼源重链抗体、鲨鱼源重链抗体以及单域抗体的模式图 

Fig. 1  Schematic of traditional antibodies, alpaca-derived heavy chain only antibodies, shark-derived heavy chain only anti-
bodies and single domain antibodies 

注: VL 为轻链可变区, VH 为重链可变区, CL 为轻链恒定区, CH 为重链可变区, VHH 为驼源单域抗体, VNAR 为鲨鱼源单域抗体 

 
尽管羊驼源和鲨鱼源单域抗体具有相似的理化

性质 , 但是受制于养殖条件等 , 鲨鱼源单域抗体的

研究及应用还非常少。目前鲨鱼源单域抗体的研究

主要集中在铰口鲨、斑纹须鲨等[17-19], 如周文锦等人

完成了白鲢肌原纤维结合型丝氨酸蛋白酶单域抗体

免疫库(铰口鲨源)构建及淘选[19], UBAH 等人在铰口

鲨源免疫文库中筛选了肿瘤坏死因子 α(TNF-α)特异

性的单域抗体[20]。这些鲨鱼物种体型较大, 对养殖设

施要求高且不易于实验操作。另外, 在鲨鱼源单域抗

体抗原选择方面, 主要以水溶性蛋白或病原物为抗

原进行鲨鱼免疫并筛选制备单域抗体 [21-22], 很少使

用膜蛋白作为抗原 , 而膜蛋白数量众多 , 并且在生

物体内发挥重要作用, 同时也是药物开发的重要靶

标。因此, 膜蛋白抗原的鲨鱼源单域抗体制备是领域

内的研究热点和难点。 

玻尿酸 , 又称透明质酸 , 是定位于细胞外基质

的多糖, 在胚胎发育、伤口修复、细胞增殖和分化, 

以及恶性肿瘤迁移等方面具有重要作用[23-25]。玻尿

酸合成酶是一种具有多个跨膜区域的膜蛋白, 能够

利用胞内的尿苷二磷酸-乙酰葡糖胺 (UDP-NAG)和

尿苷二磷酸-葡萄糖醛酸(UDP-GA)为底物合成玻尿

酸并将其跨膜转运到胞外发挥功能[26]。尽管玻尿酸

合成酶的功能十分重要, 但其行使功能的分子机理

研究在其被发现后的几十年里一直没有得到突破。

本研究选用体型较小、更易于开展免疫等实验操作

步骤的条纹斑竹鲨 , 以玻尿酸合成酶为抗原 , 将其

整合至脂质体后进行免疫, 筛选并体外重组表达、纯

化了鲨鱼源单域抗体, 对其进行了亲和力测定并进

行了抗体结合对抗原活性影响实验, 为进一步的玻

尿酸合成酶分子机理研究奠定了基础。 

1  材料与方法 

本研究主要包括玻尿酸合成酶的制备与前处

理、单域抗体的筛选与体外重组表达纯化、单域抗

体亲和力测定, 以及单域抗体结合对抗原活性影响

的测定等步骤。 

1.1  玻尿酸合成酶的表达纯化 
玻尿酸合成酶的表达纯化步骤参考以往文献[27], 

略有修改。简要来说, 将过夜培养的大肠杆菌 C43 

(DE3)菌株接种至自诱导培养基, 37 ℃培养至 OD600= 

0.6~0.8 时加入终浓度为 0.5 mmol/L 的异丙基-β-D-

硫代半乳糖苷(IPTG), 30 ℃培养 12~16 h; 高速离心

(8 000 r/min, 10 min)收集细菌菌体并重悬[缓冲液为

25 mmol/L 吗啉乙磺酸钠盐(MES)pH 6.5, 0.1 mol/L
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氯化钠, 5 mmol/L β-巯基乙醇, 10%甘油, 1 mmol/L 

苯甲基磺酰氟(PMSF)]; 高压破碎细菌后超速离心收

集沉降的膜组分(42 000 r/min, 1 h), 将该膜组分与膜

蛋白提取缓冲液于 4 ℃混匀 1 h[20 mmol/L 磷酸缓冲

液 pH 7.5, 0.1 mol/L 氯化钠, 5 mmol/L β-巯基乙醇, 

10%甘油, 1 mmol/L PMSF, 1%十二烷基-β-D-麦芽糖

苷 (n-dodecyl-β-d-maltopyranoside, DDM, anatrace), 

0.05%胆固醇半琥珀酸酯 (cholesteryl hemisuccinate 

tris salt, CHS, anatrace), 40 mmol/L 咪唑], 超速离心收

集上层清液(42 000 r/min, 30 min); 将上清与 Ni-NTA 填

料 (invitrogen)于 4 ℃孵育 1 h, 然后用洗涤缓冲液

[25 mmol/L MES pH 6.5, 0.3 mol/L 氯化钠, 5 mmol/L 

β-巯基乙醇, 10%甘油, 60 mmol/L 咪唑, 0.05%十二烷

基麦芽糖乙戊二醇(lauryl maltose neopentyl glycol, 

LMNG, anatrace), 0.01% CHS]除去杂蛋白, 再用洗脱

缓冲液(25 mmol/L MES pH 6.5, 0.3 mol/L 氯化钠, 

5 mmol/L β-巯基乙醇, 10%甘油, 300 mmol/L 咪唑, 

0.05% LMNG, 0.01% CHS)洗脱得到目的蛋白。目的蛋

白浓缩后, 使用缓冲液为 25 mmol/L MES pH 6.5, 

0.2 mol/L 氯化钠, 5 mmol/L β-巯基乙醇, 10%甘油的

Superdex S200 凝胶过滤柱(GE Healthcare)进一步纯化; 

最终利用聚丙烯酰胺凝胶电泳和免疫印迹实验检测目

的蛋白纯化结果。其中聚丙烯酰胺凝胶电泳实验显色

方法为考马斯亮蓝染色, 免疫印迹实验所用一抗为组

氨酸标签特异性鼠源单抗(CST, 2366S), 所用二抗为

HRP 偶联的鼠 IgG 特异性抗体(CST, 7076P2)。 

1.2  玻尿酸合成酶活性检测实验 

玻尿酸合成酶的活性检测实验参考以往文献[26]。

简要来说, 取 10 μL 反应缓冲液(40 mmol/L 磷酸钠

缓冲液 pH 7.2, 40 mmol/L 氯化镁, 10 mmol/L 二硫

苏糖醇, 200 mmol/L 氯化钠, 10 mmol/L UDP-NAG, 

10 mmol/L UDP-GA 和 0.2 μCi UDP-[3H]-NAG)与 10 μL

玻尿酸合成酶(1 mg/mL)混合, 于 30 ℃水浴条件下反

应 1 h, 加入 40 mmol/L EDTA 终止反应。通过纸层

析法(展开液为 65% 1 mol/L 醋酸铵 pH 5.5, 35%乙

醇)分离合成的玻尿酸多糖与未反应的底物, 利用液

闪仪(PerkinElmer Tri-Carb 4910 TR)对产物进行检

测。单域抗体结合对玻尿酸合成酶的活性影响实验

步骤同上, 区别在于将 10 μL 玻尿酸合成酶更换为

10 μL 单域抗体与玻尿酸合成酶混合物(单域抗体和

玻尿酸合成酶按照摩尔浓度比 3∶1 于 4 ℃孵育 3 h, 

其中玻尿酸合成酶的终浓度为 1 mg/mL)。 

1.3  玻尿酸合成酶重组脂质体实验 

制备去垢剂溶解的大肠杆菌全脂质(E. coli total 

lipid, Avanti)溶液, 浓度为 16 mg/mL, 将其与玻尿酸

合成酶混合, 混合后玻尿酸合成酶浓度为 1 mg/mL, 

大肠杆菌全脂质浓度为 4 mg/mL, 混合物 4 ℃孵育

3 h后, 按照每毫升添加 0.5 g的比例添加适量聚苯乙

烯二乙烯基苯微球体(Biobeads, Bio-Rad), 4 ℃过夜

混匀, 去除去垢剂分子。 

1.4  鲨鱼免疫 

将 50 μg 玻尿酸合成酶抗原皮下注射条纹斑竹

鲨, 随后, 每间隔 14 d 皮下注射抗原一次, 以加强免

疫反应, 共完成 6 次免疫过程。 

1.5  抗体库构建 

从条纹斑竹鲨脾脏组织 , 分离取得淋巴细胞 , 

采用 TRIzol 法提取淋巴细胞总 RNA, 根据条纹斑竹

鲨 VNAR 区域保守序列设计引物, PCR、酶切后连入

pMES4 质粒。采用电转法将构建好的质粒转化大肠

杆菌 ER2738 菌株, 构建得到单域抗体文库。 

1.6  单域抗体淘选 

用包被液(0.05 mol/L pH 9.6 碳酸钠缓冲液)将玻

尿酸合成酶稀释为 10 μg/mL 后转移至 96 孔酶标板, 

4 ℃孵育过夜 , 去除未结合的玻尿酸合成酶 , 并用

3%BSA 封闭酶标板待用。取单域抗体文库接种于

50 mL LB 培养基中, 培养至指数期后, 加入 100 μL 辅

助噬菌体(M13KO7, 109 pfu/mL), 37 ℃继续培养 1.5 h。

离心(8 000 r/min, 3 min)后用 2YT 培养基(已提前加入

100 μg/mL 氨苄青霉素, 50 μg/mL 卡那霉素)重悬细菌

沉淀, 30 ℃过夜培养, 离心(8 000 r/min, 5 min)收集

上清, 加入 10 mL 聚乙二醇/氯化钠沉淀噬菌体, 离心

(5 000 r/min, 30 min)后用磷酸钠缓冲液溶解噬菌体沉

淀。取前述待用酶标板, 加入上述噬菌体溶液, 孵育

后洗去背景。用 Tris-HCl 缓冲液(0.1 mol/L pH 2.2)洗

脱结合玻尿酸合成酶的噬菌体, 添加 100 mL ER2738

菌液(OD600=0.6), 静置 30 min 后培养 2~3 h, 完成第

一轮淘选。用包被液将玻尿酸合成酶分别稀释至

5 μg/mL 和 2.5 μg/mL, 重复上述步骤, 完成第 2、3 轮

淘选。 

1.7  酶联免疫吸附测定实验 

将经过 3 轮淘选后获得的单域抗体文库接种至

具有氨苄青霉素抗性的固体培养基, 过夜培养后挑
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取 100~200 个单菌落分别转接至 500 μL 2YT 培养基

(已加入 100 μg/mL 氨苄青霉素), 37 ℃ 200 r/min 培

养 4~5 h。加入 1 μL 辅助噬菌体(109 pfu/mL), 静置

15 min 后, 离心弃去上清。沉淀部分用 500 μL 2YT 培

养基(已提前加入 100 μg/mL 氨苄青霉素, 50 μg/mL

卡那霉素)重悬并 30 ℃过夜培养。离心(8 000 r/min, 

5 min)后的上清转移至包被 2.5 μg/mL 抗原的 96 孔酶

标板, 37 ℃孵育 30 min 后洗去背景, 加入 1∶10 000

稀释后的 HRP 偶联的抗噬菌体抗体 (义翘神舟 , 

11973-MM05T-H), 37 ℃孵育 30 min, 洗去背景, 使

用 TMB 显色试剂盒检测。步骤 1.4~1.7 为鲨鱼源单

域抗体筛选的主要流程(图 2)。 

 

图 2  鲨鱼源单域抗体筛选流程 

Fig. 2  Schematic representation of screening the single domain antibody from the immunized shark 

 

1.8  单域抗体的表达纯化 
筛选得到的单域抗体序列用 NdeⅠ和 HindⅢ限

制性内切酶位点连入 pCold Ⅱ质粒, 并转入大肠杆

菌 SHuffle® T7 菌株中。使用 2YT 培养基, 37 ℃培

养至指数期, 加入 IPTG 诱导表达, 25 ℃培养过夜。

收集细菌菌体并重悬(缓冲液为 20 mmol/L Tris-HCl 

pH 7.8, 50 mmol/L 氯化钠), 破碎细胞后高速离心

(14 000 r/min, 30 min, 4 ℃), 取上清与 Ni-NTA 填料

(Invitrogen)于 4 ℃孵育 1 h。分别用 W1 缓冲液

(20 mmol/L Tris-HCl pH7.8, 1 mol/L 氯化钠, 20 mmol/L

咪 唑 ) 、 W2 缓 冲 液 (20 mmol/L Tris-HCl pH 7.8, 

50 mmol/L 氯化钠, 40 mmol/L 咪唑)洗脱杂蛋白, 然

后用 ELU 缓冲液 (20 mmol/L Tris-HCl pH 7.8, 

50 mmol/L 氯化钠, 300 mmol/L 咪唑)洗脱单域抗体, 

并用缓冲液为 25 mmol/L MES pH 6.5, 0.2 mol/L 氯

化钠 , 10%甘油的 Superdex S75 凝胶过滤柱 (GE 
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Healthcare)进一步纯化 ; 最终利用聚丙烯酰胺凝胶

电泳和免疫印迹实验检测目的蛋白纯化结果。其中

聚丙烯酰胺凝胶电泳实验显色方法为考马斯亮蓝染

色, 免疫印迹实验所用一抗为组氨酸标签特异性鼠

源单抗(CST, 2366S), 所用二抗为 HRP 偶联的鼠 IgG

特异性抗体(CST, 7076P2)。 

1.9  等温滴定量热实验 
纯化得到的玻尿酸合成酶和单域抗体分别置换

到同批配制的 ITC 缓冲液中(25 mmol/L MES pH 6.5, 

0.2 mol/L 氯化钠, 10%甘油, 2 mmol/L TCEP), 分别浓

缩至终浓度为 50 μmol/L(玻尿酸合成酶)和 5.6 mmol/L 

(单域抗体)。在等温滴定量热(MicroCal PEAQ-ITC, 

Malvern Panalytical)设备中向含有玻尿酸合成酶的样

品池中滴加单域抗体, 共滴加 19 次, 第一次为 0.4 μL, 

其余每次均为 2 μL。用 MicroCal PEAQ-ITC 分析软

件处理实验结果(实验设置对照组, 对照组为向缓冲

液中滴加单域抗体)。 

2  结果与分析 

2.1  玻尿酸合成酶的制备与前处理 

为提高单域抗体的特异性 , 要求进行鲨鱼免疫

的玻尿酸合成酶纯度较高、状态良好(有活性、无降

解等)。分子排阻层析的纯化图谱显示玻尿酸合成酶

在 11.5 mL 处洗脱, 无杂峰, 说明纯化的样品状态较

均一(图 3a), 聚丙烯酰胺凝胶电泳和免疫印迹实验均

呈现单一条带 , 说明样品无聚集 , 无降解 , 纯度高

(图 3b、图 3c)。纯化后的样品在 4 ℃静置过夜后, 再

次进行分子排阻层析和聚丙烯酰胺凝胶电泳实验 , 

仍然仅有单一洗脱峰和单一条带(数据未呈现), 进

一步说明样品状态良好。 

 

图 3  玻尿酸合成酶的纯化 

Fig. 3  Purification of hyaluronan synthase 

注: 泳道 M 为蛋白分子量标准, 泳道 1 为玻尿酸合成酶 

 
纸层析法结合同位素检测已被成功应用于玻尿

酸合成酶的活性检测。玻尿酸合成酶能够利用尿苷

二磷酸-葡萄糖醛酸和尿苷二磷酸-乙酰葡糖胺两种

底物合成玻尿酸。将玻尿酸合成酶与同位素标记的

尿苷二磷酸-乙酰葡糖胺, 以及其他底物混合孵育反

应 , 利用纸层析分离方法 , 除去未反应的小分子底

物, 最终通过同位素分析方法检测高分子量玻尿酸

产物, 进而检测玻尿酸合成酶的活性。纯化得到的玻

尿酸合成酶样品无论在去垢剂环境中还是重组至脂

质体中均具有活性, 而只有一种底物的对照实验组

没有检测到高分子量玻尿酸产物。玻尿酸酶是一种

能够特异性降解高分子量玻尿酸的酶分子, 当加入

两种底物并用玻尿酸酶处理时, 同位素信号强度明

显降低 , 证明生成的高分子产物为玻尿酸 , 本研究

中表达纯化的玻尿酸合成酶具有活性。玻尿酸合成

酶的活性较稳定, 在去垢剂环境中, 4 ℃静置一周后

仍然具有活性(数据未展示)。 

分子排阻层析、聚丙烯酰胺凝胶电泳、免疫印

迹实验结果以及活性测定结果互相验证, 表明本研

究中表达纯化得到的玻尿酸合成酶适于进一步开展
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鲨鱼免疫反应以获得单域抗体。 

2.2  单域抗体的筛选与体外重组表达纯化 
单域抗体的筛选及体外表达纯化包括: 将制备

的玻尿酸合成酶注射到鲨鱼体内, 促使其产生免疫

反应; 分离脾脏淋巴细胞, 提取总 RNA, 构建单域

抗体库 ; 利用三轮淘选 , 淘选出亲和力较高的单域

抗体; 挑取 100~200 个单菌落用酶联免疫吸附实验

检验抗原抗体的结合(图 2), 获得单域抗体的氨基酸

序列信息。 

在单域抗体体外重组表达中 , 首先选用了相关

研究中使用较多的 pMES4 质粒, 将其转化入 BL21 

(DE3)菌种中。pMES4 质粒中, 单域抗体上游包含有

pelB 信号肽片段, 能够引导单域抗体表达至氧化环

境的细胞间质中 , 遗憾的是 , 在此条件下单域抗体

没有得到表达。随后, 选用 pCold Ⅱ质粒, 将其转化

至 SHuffle® T7 菌株, 单域抗体在胞质内获得表达, 

且产量较高, 每升培养基能够获得约 5 mg 单域抗

体。同时, 后续的纯化过程中, 分子排阻层析和聚丙

烯酰胺凝胶电泳结果表明纯化得到的单域抗体纯度

很高, 状态单一(图 4)。 

 

图 4  单域抗体的纯化 

Fig. 4  Purification of single domain antibody 

注: 泳道 M 为蛋白分子量标准, 泳道 1 为单域抗体 

 

2.3  单域抗体亲和力检测 

等温滴定量热实验通过测定抗体滴定抗原过程

中的热量变化检测抗原与抗体的亲和力。等温滴定

量热实验结果显示(图 5), 抗原抗体化学计量数约为

1, 说明单域抗体仅识别并结合 1 个抗原表位; 平衡

解离常数(Kd)约为 171 μmol/L, 比已报道的通过免疫

筛选获得的单域抗体亲和力低, 这可能是由于选用

的大肠杆菌胞内表达体系, 其中的还原环境造成了

表达的单域抗体与筛选时(氧化环境)得到的单域抗

体在二硫键形成方面存在略微差异(详见讨论部分)。 

2.4  单域抗体对玻尿酸合成酶活性的影响 

将单域抗体与玻尿合成酶按照摩尔浓度比 3∶1

的比例混合, 检测单域抗体的添加对玻尿酸合成酶

活性的影响。图 6 显示添加单域抗体能够提高玻尿

酸合成酶的活性。 

3  讨论 

在鲨鱼源单域抗体的研究中, 主要是以水溶性

蛋白作为研究对象[21-22], 较少以膜蛋白作为抗原。一

方面是由于膜蛋白表达纯化较难[28], 另一方面是因

为单域抗体通常不能够识别线性抗原[29], 所以需要

保证膜蛋白抗原在免疫过程中保持天然构象, 而鲨

鱼血液中存在几百毫摩尔浓度的尿素[30], 对于膜蛋

白抗原保持正确折叠造成一定影响。本研究采用了

将膜蛋白重组至脂质体中的方式, 一定程度上保证

了抗原的天然构象, 为膜蛋白鲨鱼源单域抗体的制

备提供了借鉴。本研究中选用玻尿酸合成酶作为抗原 
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图 5  基于等温滴定量热实验的亲和力测定 

Fig. 5  Binding affinity determination by Isothermal Titra-
tion Calorimetry 

注: DP 即 power differential 

 

图 6  玻尿酸合成酶活性实验 

Fig. 6  Hyaluronan synthase activity assay 

注: 各组反应条件分别为, 1: 单域抗体与玻尿酸合成酶混合样品; 

2: 仅玻尿酸合成酶样品; 3: 在样品 2 的基础上添加玻尿酸酶; 4: 

单一底物样品 

 
也是经过考量的。玻尿酸合成酶的纯化中使用了可

与其高亲和力结合的去垢剂分子, 在最后的分子排

阻层析纯化步骤中, 不需要添加去垢剂分子, 仍然可

以得到具有活性的样品[31]。在一般膜蛋白体系中, 分

子排阻层析溶液中的去垢剂分子极有可能在后续的

样品浓缩过程中形成空的去垢剂胶束(micelle), 并进

而在 ITC 实验中由于滴定后体积的变化, 造成去垢

剂分子在胶束状态和自由状态平衡的移动, 引起热

量变化。因此, 玻尿酸合成酶这种特殊的膜蛋白体系

能够极大地减少 ITC 实验的误差。同时, 已经建立的

玻尿酸合成酶活性检测方法能够快速检测单域抗体

结合后抗原活性变化情况, 为抗原抗体相互作用研

究提供了新方案。蛋白质的结构决定其所发挥的功

能 , 在蛋白质行使功能的不同状态 , 其构象往往会

发生变化, 而单域抗体能够结合抗原蛋白并稳定特

定构象。例如, G 蛋白偶联受体有一系列功能状态, 

单域抗体 Nb80 能够将人 β2 肾上腺素受体的构象稳

定在激活状态[32]。本研究中, 单域抗体能够提高玻尿

酸合成酶的酶活力, 这可能是因为单域抗体的结合

稳定了玻尿酸合成酶的特定构象, 这种构象能够促

进玻尿酸合成酶合成玻尿酸, 这也是单域抗体结合

玻尿酸合成酶的间接证据。 

单域抗体作为已知天然存在的能够结合抗原的

最小蛋白抗体[33], 受到越来越多的关注。目前, 对羊

驼源单域抗体的研究较多, 而对鲨鱼源单域抗体研

究较少[34]。这主要是受到养殖条件的限制, 并无证据

表明鲨鱼源单域抗体较羊驼源单域抗体有劣势, 对

鲨鱼源单域抗体的研究能够拓宽单域抗体的应用范

围。但需要指出的是, 绝大部分羊驼源单域抗体只在

框架区的结构核心位置存在一对保守的半胱氨酸 , 

并形成二硫键[35]。鲨鱼源单域抗体也存在这对保守

的半胱氨酸 , 除此之外 , 多数鲨鱼源单域抗体还存

在其他非保守的半胱氨酸。根据非保守二硫键的数

目和位置, 鲨鱼源单域抗体被分为不同的类型[36]。本

研究筛选出的单域抗体为Ⅱ型单域抗体, 在抗原结

合位置的互补决定区 (complementarity determining 

regions, CDR)存在两个半胱氨酸 , 根据已知Ⅱ型单

域抗体的结构推测这两个半胱氨酸也能够形成二硫

键, 并发挥稳定抗原结合区域结构的作用[37-38]。这对

半胱氨酸位于蛋白表面位置, 极易受到表达纯化和

应用条件的影响 , 形成分子间二硫键 , 由于处于抗

原结合位置 , 一旦形成分子间二硫键 , 将极可能造

成其与抗原结合能力的丧失。本研究中采用了大肠

杆菌胞内表达, 由于胞内为还原环境, 因此, 位于蛋

白表面的半胱氨酸将不会形成分子内和分子间二硫

键, 可能也由此造成了较低的抗原亲和力(已报道的



 

118 海洋科学  / 2022 年  / 第 46 卷  / 第 8 期 

通过免疫筛选方式获得的单域抗体与抗原的平衡解

离常数一般为纳摩量级[39-40])。因此, 通过表达条件

优化, 例如优化大肠杆菌胞间质表达条件或者选用

真核表达系统, 使鲨鱼源单域抗体既能够有效表达

纯化 , 又能够确保其具有较高的抗原结合能力 , 将

是影响鲨鱼源单域抗体广泛应用的关键问题。同时, 

以胞内分子为靶标的胞内抗体技术发展迅速, 单域

抗体由于其尺寸小, 在入胞效率方面远高于传统抗

体 , 具有成为胞内抗体的独特优势 [41], 但胞内环境

具有高还原性, 鲨鱼源单域抗体还需要经过适当改

造, 将易受环境影响的二硫键替换为其他的共价键

或非共价键形式, 以实现其在高还原环境中的结构

稳定和高抗原亲和力。 

4  结论 
本研究筛选并制备获得了小球藻病毒玻尿酸合

成酶的鲨鱼源单域抗体, 该抗体能够一定程度上提

高抗原的活性 , 尽管由于抗体表达条件的影响 , 抗

体的二硫键可能没有完全正确折叠并进而造成了抗

原抗体亲和力较低的现象, 但是本研究证实了以膜

蛋白为抗原制备鲨鱼源单域抗体的可能性, 增加了

鲨鱼源单域抗体的抗原选择范围, 进而拓展了鲨鱼

源单域抗体的应用领域。 
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Abstract: The single domain antibody (sdAb) is derived from the variable fragment of the heavy-chain-only anti-

body, which has been found naturally in cartilaginous fishes, such as sharks. The sdAb research mainly arise from 

the soluble proteins and pathogens as the antigens to date. In this study, after the steps of immunogen preparation, 

immunization, repertoire cloning, library construction, selection and verificatione obtained the shark-derived sdAb, 

which specifically recognizes Chlorella virus hyaluronan synthase (a membrane protein). The sdAb was then ex-

pressed in E.coli and purified for the binding affinity determination performed by Isothermal Titration Calorimetry 

technology (ITC). Overall, this study proves the practicability of generating shark-derived single-domain antibodies 

against membrane protein antigen. 
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