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抗黄曲霉毒素 B1独特型纳米抗体的表达及复性 

冯  凡 1, 许  杨 1, 2*, 王  丹 1, 雷  达 1, 孙澄浩 1 
(1. 南昌大学食品科学与技术国家重点实验室, 南昌  330047; 2. 中德联合研究院, 南昌  330047) 

摘  要: 目的  快速制备大量具有生物活性的独特型纳米抗体 F7。方法  构建 pET22b-F7 原核表达载体, 转

化至大肠杆菌 E. coli BL21(DE3)中进行诱导表达, 对诱导温度、诱导剂浓度和诱导时间进行优化。结果  独特

型纳米抗体 F7表达量有所增加但主要以包涵体形式存在。经过包涵体的溶解、复性获得了具有生物活性的抗

AFB1独特型纳米抗体, ELISA证实复性后的蛋白依然存在对鼠源 AFB1抗体的结合特性。结论  为后续抗体

的性质研究和改造奠定了基础。 
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Prokaryotic expression and renaturation of anti-idiotype nanobody 
against aflatoxin B1 
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ABSTRACT: Objective  To rapidly produce a large amount of anti-idiotype nanobody against aflatoxin B1 
(AFB1). Methods  Prokaryotic expression vector pET22b-F7 were constructed, and then transformed into 
E.coli BL21(DE3) for expression of anti-idiotype nanobody against aflatoxin B1 (AFB1). The conditions such 
as temperature, concentration of inducer, and induction time were optimized. Results  The expression quantity 
of anti-idiotype nanobody F7 increased, with the main form of inclusion body. Anti-idiotype nanobody against 
AFB1 with bioactivity were obtained after dissolution and renaturation. ELISA results indicated that the rena-
tured protein had the properties of combination with AFB1 antibody. Conclusion  It provides a reference for 
further study of properties and subsequent transformation. 
KEY WORDS: aflatoxin B1; anti-idiotype antibody; nanobody; prokaryotic expression; renaturation 
 
 

 
 

黄曲霉毒素 B1(aflatoxin B1, AFB1)是真菌的次级
代谢产物, 主要是由黄曲霉(Aspergillus flavus)寄生
曲霉(Aspergillus parasiticus)和集峰曲霉(Aspergillus 
nomius)产生[1], 广泛存在于花生、玉米、小麦和稻米
等作物中, 是目前已知的化学强致癌诱变剂[2]。目前, 
常采用检测方法主要有仪器分析法[3,4]和免疫学检测

法[5,6]。在食品安全领域的免疫学检测 AFB1方法中常

要用到 AFB1 标准品, 该标准品主要依赖进口, 不仅
价格昂贵, 而且对试验操作人员存在安全隐患。寻找
AFB1标准品的替代物已成为目前研究的热点。 

抗独特型抗体(anti-idiotype antibody, AId)是针对
抗体分子 V 区上的特异抗原表位群(称为独特型)的
抗抗体。AId与最初抗原的决定簇分子互为“内影像”
关系, 与最初抗原有相似的氨基酸排列顺序或空间
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构型, 因此可以作为替代抗原用于免疫分析, 同时它
能够在体内模拟始动抗原的作用, 进而可以作为一
种新型疫苗[7]。 

1993 年, Hamers 等[8]报道了在骆驼血清中大量

存在的一种天然缺失轻链的抗体 , 即重链抗体
(heavychain antibodies, HCAbs)。克隆重链抗体的可
变区得到只由一个重链可变区组成的单域抗体称为

VHH 抗 体 (variable domain of heavy chain of 
heavy-chain antibody, VHH), 单独的重链可变区仍然
具有抗原结合能力[9], 是最小的功能性抗原结合片段, 
相对分子质量(Mr)仅为 15000, 也被称为纳米抗体
(nanobody, Nb)[10]或单域重链抗体。纳米抗体具有许

多其他抗体分子所没有的特性, 很适合进行基因改
造, 可转变为多种形式, 并能携带某些特定的结构, 
用于疾病的诊断和治疗[11]。纳米抗体分子量小、结构

简单, 由单一的基因编码, 所以它很容易在微生物中
合成, 能在噬菌体、酵母等微生物中大量的表达。一
旦分离出抗原特异的 VHH 克隆, 则能在细菌系统中
表达出毫克量含适当折叠了的纳米抗体溶液, 在酵
母中产量更大。 

本实验室在前期工作中, 已从驼源抗 AFB1独特

型纳米抗体库中挑选出一株能与鼠源AFB1抗体独特

性结合的抗抗体, 命名为 F7。F7既是黄曲霉毒素 B1

的抗抗体 , 也兼具有纳米抗体的特性 , 它能模拟
AFB1 引起机体毒理反应的空间构型 , 但不具有毒
性。本研究将 F7 构建到原核表达载体上, 转入大肠
杆菌并诱导表达, 通过对原核表达条件(包括诱导温
度、诱导剂浓度、诱导时间)进行优化选择, 诱导表
达产生大量的包涵体蛋白, 经体外复性后, 对其活性
进行鉴定, 得到具有生物活性的抗 AFB1独特型纳米

抗体。为今后对抗 AFB1独特型纳米抗体的性质研究

以及提高其亲和力的研究等奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  质粒与菌种 
pET22b 表达载体购自 Novagen 公司; 克隆宿主

菌 E.coli DH5α 和表达宿主菌 E. coli BL21(DE3) 
为本实验室保存 ; 含有纳米抗体 F7 基因的载体
pHEN 从本实验室自制的驼源 AFB1纳米抗体库中淘

选得到。 

1.1.2  试剂与仪器 
酶联免疫分析仪(美国 Thermo 公司); 凝胶成像

系统(美国 BIO-RAD 公司); Mulotifuge X1R 高速冷
冻离心机(美国 Thermo公司); SDS-PAGE 电泳仪(美
国 BIO-RAD公司); Taq DNA 聚合酶、限制性内切酶
(NotⅠ、NcoⅠ等)购自 TaKaRa 公司; 质粒提取试剂
盒、普通 PCR 产物回收试剂盒、胶回收试剂盒购自
天根公司; 辣根过氧化物酶标记的抗 M13 抗体购自 
Parmacia公司。 

1.2  方法 

1.2.1  表达载体 pET22b-F7 的构建 
表达载体 pET22b-F7构建方法如图 1。根据淘选

的测序结果以及 pET22b 的质粒图谱选择 NotⅠ、
NcoⅠ两个酶切位点。酶切含有纳米抗体 F7 基因的
载体 pHEN得到 F7基因片段, 再将 F7基因片段与表
达载体 pET22b 结合 , 重组载体转化克隆宿主菌 
E.coli DH5α, 挑单克隆 PCR 鉴定, 并测序, 命名为
pET22b-F7。转化表达菌 E.coli BL21(DE3), 挑单克
隆 PCR鉴定。 
1.2.2  F7 独特型纳米抗体的诱导表达条件优化 
1.2.2.1  诱导温度 

pET22b-F7单克隆 37 ℃过夜培养, 次日 1%接种
新鲜 LB-A培养基, 37 ℃生长至 OD600约 0.6~0.8, 加
入 IPTG至终浓度 0.4 mmol/L分别于 20、25、30、
35 ℃诱导表达 8 h, SDS-PAGE分析温度对诱导表达
的影响。 
1.2.2.2  IPTG诱导浓度 

方法同 1.2.2.1, 诱导温度为 20 , ℃ 比较 0.1、0.2、
0.4、0.6、0.8、1.0 mmol/L IPTG浓度对诱导表达的
影响。 
1.2.2.3  诱导时间 

方法同 1.2.2.1, 诱导温度为 20 , IPTG℃ 浓度为

0.4 mmol/L对比 1、3、6、12、24 h诱导时间对诱导
表达的影响。 
1.2.2.4  表达形式的分析 

方法同 1.2.2.1, IPTG终浓度 0.4 mmol/L于 20 ℃

诱导表达 6 h, 10000 r/min、4 ℃离心 10 min离心收集
菌体, 超声破碎菌体, 分别收集可溶与不可溶部分, 
SDS-PAGE分析表达形式。 
1.2.3  F7 独特型纳米抗体的溶解和复性 

根据文献报道 pH值偏碱性的环境有利于复性[12],
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超声破碎菌体后 10000 r/min  4 ℃离心 10 min收集
包涵体沉淀, 用 50 mmol/L Tris HCl (pH 8.0), 2 
mmol/L EDTA, 100 mmol/L NaCl, 0.5% Tri-
tonX-100(v/v), 2 mol/L 尿素溶液洗涤, 冰浴中超声 6
次, 每次 10 s, 10000 r/min、4 ℃离心 10 min, 收集沉
淀。重复 1次。沉淀用 50 mmol/L Tris HCl (pH 8.0), 8 
mol/L 尿素, 10 mmol/L DTT, 2 mmol/L EDTA溶液溶
解。待沉淀全部溶解后, 用 50 mmol/L Tris-HCl (pH 
8.0), 0.5mmol/L EDTA, 50 mmol/L NaCl, 5% 

 

图 1  原核表达载体 pET22b-F7构建示意图 
Fig. 1  Scheme of construction of the prokaryotic expression 

vector pET22b-F7 

Glycerol (v/v), 3 mmol/L 还原型谷胱甘肽(GSH), 1 
mmol/L 氧化型谷胱甘肽(GSSG)配制的复性液逐步
稀释。尿素浓度最终降到 0.5 mol/L 以下, 溶液的蛋
白浓度在 1 mg/mL以下。 
1.2.4  F7 独特型纳米抗体的活性鉴定 

用间接竞争 ELISA 来鉴定复性后的蛋白活性。
用鼠抗 AFB1抗体 (5 µL/mL)包被 96孔酶标板, 4 ℃
过夜。PBST洗板 3次, 4%脱脂牛奶 37 ℃封闭 1 h。
PBST洗板 3次, 加入 1.2.3中复性后经浓缩纯化的蛋
白溶液(PBS稀释)与等体积的AFB1标准品稀释液(浓
度分别为 0、10、100 ng/mL), 100 µL/孔, 37 ℃作用 1 
h。PBST 洗板 3 次, 加入辣根过氧化物酶标记的抗
M13抗体, 37 ℃作用 1h。PBST洗板 6次, 加入反应
底物 TMB显色液显色, 100 µL/孔, 37 ℃作用 5 min, 
加入 50 µL/孔, H2SO4(2 mol/L)终止反应, 于 450 nm
下检测每孔的 OD值。 

2  结果与分析 

2.1  pET22b-F7 表达载体的构建和验证 

按照方法 1.2.1 构建 pET22b-F7表达载体。扩增
后提取质粒用 NcoI和 NotI进行双酶切验证, 酶切验
证结果如图 2。质粒 pET22b-F7(图 2)酶切出约 400 bp
和 5450bp的两条片段, 即与 F7基因片段和双酶切的
载体片段预期大小相符。经测序表明 pET22b-F7 未
发生突变, 即原核表达载体构建正确。 

 

图 2  重组表达质粒双酶切验证琼脂糖凝胶电泳结果 
Fig. 2  Identification of the recombinant plasmids by agarose 

gel electrophoresis 
M1: λ-Hind III digest DNA Marker；M2: DL 2000 DNA marker；1: 

the recombinant plasmids digested by NcoI and NotI 
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2.2  F7 独特型纳米抗体表达条件的优化 

将 pET22b-F7质粒导入 E.coli BL21(DE3)中, 分
别置于不同温度和不同 IPTG浓度以及不同诱导时间
的条件进行诱导表达, SDS-PAGE分析目的蛋白表达
情况。 

由图 3可知, 在添加终浓度 0.4 mmol/L的 IPTG
时, 目的蛋白在 20、25、30、35 ℃表达量有明显差

异, 即上述四个不同温度对目的蛋白表达的影响有
明显差异, 以 20 ℃最佳。 

由图 4可知, 在 20 ℃诱导条件下, 0.1、0.2、0.4、
0.6、0.8、1.0 mmol/L 的 IPTG 终浓度对目的蛋白表
达的影响差异不显著。但可见目的蛋白条带附近有一

条杂蛋白条带, 分析认为可能是表达的蛋白有一定
程度的分解。 

由图 5可知, 在 0.4 mmol/L的 IPTG浓度于 20 ℃
条件下分别诱导表达 1、3、6、12、24 h。目的蛋白
的表达量在 1~6 h内随时间增加, 在 6 h时表达量最
大, 6 h后表达量开始下降。 

鉴于上述结果, 选取 0.4 mmol/L 的 IPTG 浓度
于 20 ℃条件下诱导表达 6 h, 10000 r/min 4 ℃离心
收集菌体, 超声破碎菌体, 分别收集可溶与不可溶
部分, SDS-PAGE分析表达形式。由图 6可知, 目的
蛋白主要以包涵体的形式存在, 纯度在 80%以上。
分析认为构建的重组质粒 pET22b-F7有 N端信号肽
(pelB)序列 , 其可引导目的蛋白分泌至大肠杆菌细
胞质周质中 , 目的蛋白在理论上预测是可溶蛋白 , 
但原核表达是一个复杂的过程, 包涵体形成的主要
原因是外源基因在原核细胞中高效表达时, 由于形
成蛋白的速度过快, 蛋白不能及时正确折叠而大量
堆积形成[13]以及目的蛋白中二硫键的存在, 在原核
表达系统中不易获得可溶性表达。为了获得较理想

的可溶性表达, 往往需要将载体、宿主菌、融合蛋
白、分子伴侣和诱导条件进行组合分析[14-16]。本研

究最后得到了大量的包涵体蛋白, 目前的理论认为, 
包涵体蛋白因无正常的折叠结构而没有活性, 要经
过体外复性过程才能得到具有生物学活性的蛋白

质。当然包涵体蛋白也有一定的优势[17]: 可溶性蛋
白在细胞内易受蛋白酶的攻击, 形成包涵体可避免
蛋白酶对外源蛋白的降解; 降低了细胞内外源蛋白
的浓度, 有利于提高表达量; 包涵体蛋白质中杂蛋
白含量较低, 有利于分离纯化。 

2.3  F7 独特型纳米抗体的体外复性及复性后活

性鉴定 

SDS-PAGE分析显示, 包涵体的纯度在80%以上
(图 6)故直接进行了包涵体的溶解、复性。我们采用
了 pH 8.0 缓冲液对包涵体进行复性。在传统的稀释
复性方法上稍加改进, 采用逐步稀释复性的方法, 使
包涵体溶解液内尿素的浓度从 8 mol/L 逐步降低到
0.5 mol/L以下, 并调整溶液内蛋白的浓度, 使其在 1 
mg/mL以下。 

 

图 3  SDS-PAGE 分析不同温度对 F7诱导表达的影响 
Fig. 3  SDS-PAGE analysis of the expression of F7 at dif-

ferent temperature. 
M: protein molecular weight marker (low); 1: total cell protein (TCP) 

under non-induced; 2, 3, 4, 5: total cell protein at 20, 25, 30, 35 ℃ 

 

图 4  SDS-PAGE 分析不同 IPTG浓度对 F7诱导表达的影响 
Fig. 4  SDS-PAGE analysis of the expression of F7 at dif-

ferent concentrations of IPTG 
M: protein molecular weight marker (low); 1: TCP under 

non-induced condition；2, 3,4, 5, 6 ,7: TCP at 0.1, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 
1.0 mmol/L IPTG 
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图 5  SDS-PAGE 分析不同诱导时间对 F7表达的影响 
Fig. 5  SDS-PAGE analysis of the expression of F7 at dif-

ferent induced time 
M: protein molecular weight marker (low); 1: TCP under 

non-induced condition；2, 3,4, 5, 6: TCP at 1, 3, 6, 12, 24 h 

 

图 6   SDS-PAGE电泳分析 F7在 E.coli BL21(DE3)中诱导
表达 

Fig.6   SDS-PAGE analysis of the expression of F7 in E.coli 
BL21(DE3) 

M: protein molecular weight marker (low); 1, 2: TCP under non-induced 
and induced condition; 3: soluble protein; 4: insoluble protein 

 
间接竞争 ELISA鉴定复性后的蛋白和原始噬菌

体的活性。用鼠源 AFB1抗体 (5 µL/mL)包被 96孔
酶标板, 参与竞争的 AFB1 标准品的终浓度分别为

0、10、100 ng/mL。图 7表明复性后的抗 AFB1独特

型纳米抗体 F7 和 F7 原始噬菌体都能与 AFB1标准

品竞争鼠源 AFB1抗体的结合区, 加入 10 ng/mL 的
AFB1标准品时都产生了比较明显的阻断, 即都具有
生物活性。但复性后的抗 AFB1独特型纳米抗体 F7

的灵敏度相较于 F7原始噬菌体有所下降, 分析认为
蛋白体外复性只是恢复了其正确的空间构象, 活性
也只是得到了部分恢复, 一个蛋白的活性还依赖于
其氨基酸侧链的修饰, 但这是体外复性条件不能提
供的。 

 

图 7  间接竞争 ELISA检测 F7独特型纳米抗体的活性 
Fig. 7  Analysis of the F7 activities by indirect 

competition ELSA 
F7 from phage; F7 from pET22b-F7 

 

3  讨  论 

本研究基于前期工作中淘选获得的抗AFB1独特

型纳米抗体基因成功构建了原核表达载体, 将质粒
pET22b-F7 转化至 E.coli BL21(DE3) 中, 分别对诱
导温度(图 3)、诱导剂 IPTG浓度(图 4)以及诱导时间
(图 5)进行优化后获得包涵体表达, 未能获得预期的
可溶性表达。 

经过包涵体的溶解、复性, 通过间接竞争 ELISA
鉴定, 能与 AFB1标准品竞争鼠源 AFB1抗体的结合

区, 即获得了具有活性的抗 AFB1 独特型纳米抗体, 
但复性后抗体的灵敏度不够高。 

目前食品中对于黄曲霉毒素只能被动的检测其

含量, 而人与动物一旦误食了含有黄曲霉毒素污染
的食品, 便会诱发肝癌。抗独特型抗体可模拟抗原诱
发机体产生特异免疫性抗体或免疫细胞应答, 独特
型抗体疫苗的研究已有不少文献报道[18,19] 。我们的

研究可为未来进行抗AFB1独特型纳米抗体成为用于

动物甚至人预防黄曲霉毒素的新一代基因工程疫苗

的一个初步基础。 
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