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柑桔溃疡病（Citrus bacterial canker disease, CBCD）

是 影 响 全 球 柑 桔 产业 发 展 的 重 大 顽固 性 病 害，也 是国内

外重点检疫 对象 . 其病原菌为地毯草黄单胞柑桔致病变种

（Xanthomonas axonopodis pv. citri），它危害数十种芸香科植

物，包括柑桔属中的绝大多数商品化栽培品种. 该病分布于

世界各地约30多个国家，以亚洲国家发生较为普遍. 我国是

柑桔产业大国，栽培面积超过146.5×104 hm2，居世界首位，

柑桔溃疡病的发生严重影响和阻碍了我国柑桔产业的发展，

目前还没有根除该病的最佳方法. 为控制病害的蔓延，目前

很多国家仍然沿用挖除病树集中烧毁的方法. 因此，发展有

效的柑桔溃疡病诊断方法及防治新途径对于我国柑桔产业

的发展具有重要意义. 
近年来，基因工程单克隆抗体 在植物病害的诊断与防

治方面已有所应用. 其中，由抗体重链可变区和轻链可变区

通过一接头（Linker）连接而组成的单链抗体（Single chain 
variable fragment, scFv）结构简单，具备完整单克隆抗体与抗

原特异结合的特性，而分子量（Mr）大小为完整抗体的1/6，

灵活性和组织穿透力得到增强，还便于体外重组并大量表

达. 已有报道应用传统的杂交瘤技术或噬菌体展示技术制备

抗马铃薯Y病毒、马铃薯卷叶病毒、番茄斑萎病毒、柑桔衰
退病毒及黄瓜花叶病毒等植物病原菌的scFv [1~8]用于免疫诊
断. 另外，应用scFv抑制植物病原菌的生长或致病性还是新
近发展的植物病害防治新途径 [9~13]. 
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Abstract   The single chain variable fragments (scFvs) GX13, GX44 and GX95 against Xanthomonas axonopodis pv. citri (Xac) 
had been selected by ribosome display in previous research. In order to express the scFvs with bio-activity effi ciently, the genes 
of the selected scFvs were transformed into Escherichia coli HB2151 for expressing resoluble antibodies. The expression levels 
of scFvs were detected by dot blotting and Western blotting, and the expressed scFvs were purifi ed by affi nity chromatography, 
and then the activity of the purifi ed scFvs was tested by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). The results showed 
that the three scFvs specifi c for Xac were successfully expressed in E. coli HB2151. The molecular weight (Mr) of expressed 
products was about 32.0×103 and the products were mainly located in the periplasm. All the purifi ed scFvs had the antigen-
binding activity by ELISA and could be further used for immunoassay and disease control for citrus bacterial canker disease. 
Fig 4, Ref 14
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摘  要   前期采用核糖体展示技术筛选了抗柑桔溃疡病菌（Xanthomonas axonopodis pv. citri, Xac）高亲和力单链抗体

（Single chain variable fragment, scFv）GX13、GX44和GX95，为高效表达具有生物活性的单链抗体，本研究将前期筛选

的高亲和力单链抗体基因转入大肠杆菌HB2151中进行可溶性表达，点印迹和Western印迹检测可溶性单链抗体的表达

水平，亲和层析纯化表达的单链抗体，酶联免疫吸附法（ELISA）检测纯化单链抗体的抗原结合活性. 结果显示，3株

抗柑桔溃疡病菌可溶性单链抗体在大肠杆菌HB2151中均获得成功表达，表达产物分子量（Mr）约为32.0×103，主要集

中于细菌周质腔中. ELISA检测纯化的单链抗体都具备抗原结合活性，可进一步应用于柑桔溃疡病菌的免疫诊断和病

害防治. 图4 参14
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高效表达并具有生物学活性是scFv有效应用的关键. 目
前，有多种表达系统适于scFv的表达，但尚无普适性的表达

系统能确保scFv高水平的分泌型表达. 大肠杆菌(Escherichia 
coli)具 有易于操作、遗传背景清楚、发酵成 本低以及生产

和研 究周期短等 优 点，是其最常用的表 达 系统 . scFv在一

些E. coli菌株中表达，其产物为不溶性的包涵体（Inclusion 
body），虽产量较高，但需要变性及复性，有时复性较困难；

另外在一些E. coli菌株中也可进行分泌型表达成为可溶性蛋

白，优点是具有抗原结合活性，勿需变性和复性过程，且可

简化包括纯化在内的技术流程，已成为制备scFv的首选策略. 
项目前期应用核糖体展 示技术筛选出了抗 Xac特异性

scFv基因 [14]，本研究将筛选的scFv基因由E. coli  TG1细胞转

入HB2151细胞中进行可溶性表达，并进行纯化及抗体生物

学 活 性 鉴 定，为后期 柑 桔 溃 疡 病 的 诊 断及 防 治工作 奠 定

基础 .  

1  材料与方法
1.1  主要材料

E. coli TG1、E. coli HB2151、Anti E Tag抗体、噬菌体载

体pCANTAB-5E、辅助噬菌体M13K07及Anti E Tag亲和层析

柱均为Pharmacia公司产品；AP标记山羊抗小鼠IgG、pNPP显

色试剂盒、底物BCIP/NBT均为北京鼎国生物有限公司产品. 
低分子量标准蛋白为日本TaKaRa公司产品，NC膜、PVDF膜

为美国基因有限公司产品. 
1.2  噬菌体转染E. coli HB2151细胞

项目前 期构建了scFv文 库，采用核糖 体展 示技 术从构

建的scFv文库中筛选了3株抗 Xac特异性高亲和力单链抗体

（scFv GX13、GX44和GX95），具体步骤见Yuan等 [14]. 为提高
scFv的表达量，将筛选scFv基因通过辅助噬菌体M13K07从E. 
coli TG1细胞转染入表达量高的E. coli HB2151细胞中进行可

溶性表达 . 具体步骤为：分别将含有相应抗体基因的TG1克

隆子挑出于2×YT-AG（2×YT培养基中含100 µg mL-1氨苄青霉

素，2%葡萄糖）液体培养基中30 ℃培养过夜. 次日，取饱和

培养的培养液40 µL于新鲜配制的400 µL 2×YT液体培养基中

（含100 µg mL-1氨苄青霉素，2.5×108 M13K07辅助噬菌体），
37 ℃、250 r/min培养2 h，离心，重悬沉淀于400 µL 2×YT液体

培养基中（含100 µg mL-1氨苄青霉素，50 µg mL-1卡那霉素），
30 ℃培养过夜. 次日，离心取上清液，上清液中即含有噬菌

体表达. 取噬菌体抗体克隆上清液2 µL加入400 µL对数生长

的E. coli HB2151中，于37 ℃中速摇30 min，然后划线接种于
SOBAG-N平板上，30 ℃培养至长出单菌落. 
1.3  单链抗体可溶性表达

挑取转染了scFv基因的E. coli HB2151单克隆子分别接种

于5 mL 2×YT-AG液体培养基中，于30 ℃以250 r/min培养过

夜. 将5 mL过夜培养菌加到50 mL新鲜的2×YT-AG培养基中，

于30 ℃以250 r/min培养1 h，室温下3 500 r/min离心20 min，

弃上清液. 将沉淀重悬于50 mL新鲜的2×YT-AI液体培养基

中（2×YT培养基中含100 µg mL-1 氨苄青霉素，1 mmol L-1 
IPTG），于30 ℃以250 r/min培养5 h. 把培养物分至两个不同

的离心管中，室温下3 500 r/min离心20 min，取上清液超滤浓

缩5倍后4 ℃保存备用. 沉淀分两管分别采用两种方法处理，

其中一管沉淀用0.5 mL冰冷的1×TES（0.2 mol L-1 Tris–HCl 
[pH 8.0]，0.5 mmol L-1 EDTA，0.5 mol L-1蔗糖） 重悬，然后加

入0.75 mL冰冷的1/5×TES进行涡旋，继而冰浴30 min，10 000 
r/min离心10 min，取上清液4 ℃备用（即周质提取物）；另一

管沉淀用0. 5 mL PBS悬浮，煮沸5 min，10 000 r/min离心10 
min，取上清液4 ℃备用（即全菌提取物），制备的样品若短

期内不用，则于－20 ℃储存. 由于噬菌体载体pCANTAB5E的
Not I位点后有一编码E-tag小肽的基因，表达的可溶性scFv可

通过结合此短肽的抗体（Anti E Tag 抗体）进行检测和纯化. 
1.4  点印迹检测可溶性scFv的表达

将上述制备的超滤浓缩5倍的培养基上清液、周质提取

物和全菌提取物各取2 µL点于NC膜上，待膜彻底干燥后，于

封闭缓冲液PBSB（PBS含5% BSA）中室温封闭2 h；用PBST
（PBS中含0. 05% Tween 20）洗涤后，将膜与PBSB稀释的Anti 

E Tag抗体（终浓度为8 μg mL-1）室温振荡温育1 h；PBST洗涤

后，将膜与PBSB稀释的AP标记的山羊抗小鼠IgG（1 : 5000）
室温振荡温育1 h；PBST洗涤后，用BCIP/NBT显色，阴性对照

为空质粒菌株周质提取物. 
1.5  单链抗体的纯化及Western印迹鉴定

采用Anti E Tag亲和层析柱对表达的scFv进行纯化，具

体步骤见纯化试剂盒说明书. 纯化后的产物分两份于12%分

离胶和6%浓缩胶进行SDS-PAGE电泳，电泳后一份用于银染

鉴定纯化效果，另一份将蛋白从胶上转移至PVDF膜上，进

行Western印迹鉴定（后续步骤同点印迹）. 
1.6  ELISA鉴定纯化scFv的抗原结合活性

用碳酸 盐缓冲 液（pH 9.6）将Xac菌悬液（1×107 CFU 
mL-1）固定在酶标板上，用封闭缓冲液PBSB于37℃封闭2 h
后，加入PBSB稀释的纯化单链抗体（5 ng mL-1 ）37 ℃孵育
1 h；PBST洗涤后，加入 PBSB稀释的Anti  E Tag抗体（1µg 
mL-1）37 ℃孵育1 h；PBST洗涤后，再加入 PBSB稀释AP标

记的山羊抗小鼠IgG（1 : 5000）37 ℃孵育1 h；PBST洗涤后，
ρNPP底物显色，于酶标仪上在405 nm处读数，阴性对照为空

质粒菌株表达产物，P/N>2 为阳性. 

2  结果与分析
2.1  点印迹检测　　

分别将scFv GX13、GX44和GX95基因通过噬菌体转染

从E. coli TG1转入高效表达菌株HB2151中进行可溶性表达. 
表达5 h后，分别将周质提取物、培养基上清液5倍浓缩液和

全菌提取物点于NC膜上进行点印迹检测scFv的表达情况. 结
果如图1所示，HB2151菌株中表达的3株scFv在全菌提取物中

无检测信号，在上清液浓缩物中为弱阳性，而周质提取物中

则呈阳性信号，说明3株scFv加入 IPTG诱导表达5 h后，其表

达产物主要集中于周质提取物中，阴性对照为表达的空质粒

菌株周质提取物. 
2.2  Western印迹检测　

将表达在周质提取物的scFv GX13、GX44和GX95蛋白

用Anti E Tag亲和层析柱进行纯化后，SDS-PAGE电泳后银

染结果显示，在蛋白分子量约为32.0×103处有单一条带产生，

其大小与预计的可溶性scFv的分子量大小相符，并且无其他

杂带产生（图2），说明采用Anti E Tag亲和层析柱纯化效果
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好. 为验证表达产物的正确性，将纯化的scFv GX13、GX44和
GX95 蛋白进行SDS-PAGE电泳后，Western印迹检测，结果显

示，在蛋白分子量约为32.0×103处同样有单一条带产生，与纯

化后的scFv SDS-PAGE电泳条带一致，如图3所示. 说明scFv 
GX13、GX44和GX95在E. coli HB2151中得到了表达，并且表

达产物正确. 
2.3  可溶性scFv的生物学活性检测

为了验证在E. coli HB2151中表达的scFv GX13、GX44和
GX95具备抗原结合活性，将抗原Xac固定于酶标板上，加入

纯化后的scFv进行ELISA测试. 结果显示，在HB2151中表达

的3株scFv都具备生物学活性，与抗原Xac结合良好，如图4
所示. 

3  讨 论
近20年来抗体工程的发展经历了多克隆抗体、单克隆抗

体和基因工程重组抗体3个阶段，其中scFv由于具有分子量

小、免疫原性低、组织穿透力强并且可以在多种宿主中表达

的特点，成为医学领域研究的热点. 近年来，scFv在植物病害

的诊断和防治方面也有所应用 [1~13]. 但其应用在植物病毒病

方面较多，关于抗植物细菌scFv的报道较少. 对于抗Xac抗体

方面的研究，只有胡春华等制备了柑桔溃疡病致病基因pthA
核定位信号肽 抗 血清并发现其对Xac致病力有一定的抑制

作用 [13]. 本研究将前期筛选的抗Xac单链抗体进行可溶性表

达，表达的具备生物学活性的scFv不但可应用于柑桔溃疡病

的免疫诊断，还可为柑桔溃疡病的防治提供新途径. 
scFv可通过噬菌体展示或核糖体展示技术筛选获得，获

得的scFv基因可在E. coli TG1或HB2151中进行表达，基于实

验中所使用的噬粒载体pCANTAB-5E的特性，当宿主菌为抑

制型菌株TG1时，翻译可通过琥珀密码子，使scFv与噬菌体基

因Ⅲ编码的蛋白融合，共同呈现于噬菌体表面；在换用非抑

制型菌株HB2151 时，琥珀终止密码子被识别，蛋白的合成终

止于scFv 基因下游的E-Tag序列. 在这种情况下，所产生的携

带E-Tag 的scFv为可溶性形式，它不断被转运到周质间隙，并

且随着培养时间的延长而渗透到培养上清液中. 本研究利用

此原理，选用抑制性菌株HB2151为宿主菌，成功地表达了抗

柑桔溃疡病菌Xac的可溶性scFv片段. 
在 E. coli  H B2151中成 功 表 达 的 scFv通 过 点印 迹 及

Western印迹检测表明为正确的产物，各表达克隆的可溶性抗

体均在细菌周质提取物中含量最高，其次为培养上清液. 这
种结果可能与诱导培养时间有关，如果延长诱导时间，上清
液中的scFv浓度可能会增加. 然而，可溶性抗体富集于周质提
取物中更有利于制备高浓度的可溶性抗体，其原因在于周质

图1  点印迹检测表达的可溶性scFv在各组分中的分布

Fig. 1  Analysis of soluble scFvs in different fractions by dot blotting
1A~3A. 克隆子GX13、GX44和GX95的周质提取物；1B~3B. 克隆子GX13、
GX44和GX95的培养基上清液浓缩物；1C~3C. 克隆子GX13、GX44和GX95
的全菌提取物；1D~3D. 阴性对照

1A~3A. Periplasmatic fractions derived from clone GX13, GX44 and GX95; 
1B~-3B. Concentrated culture supernatants derived from clone GX13, 
GX44 and GX95; 1C~3C. Whole cell extracts derived from clone GX13, 
GX44 and GX95; 1D~3D. Negative control

图2  SDS-PAGE鉴定纯化后的scFvs
Fig. 2  Identifi cation of the purifi ed scFvs by SDS-PAGE

M. 低分子量蛋白质marker  Low molecular weight protein marker. 1. scFv 
GX13; 2. scFv GX44; 3. scFv GX95

图3  Western 印迹鉴定纯化后的scFvs
Fig. 3  Identifi cation of the purifi ed scFvs by Western blotting

1. scFv GX13; 2. scFv GX44; 3. scFv GX95

图4  ELISA检测纯化scFv的抗原结合活性
Fig. 4  Analysis of the antigen-binging activity of the purifi ed scFvs by 

ELISA
1. scFv GX13; 2. scFv GX 44; 3. scFv GX 95. 4. 阴性对照 Negative control
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提取物是从离心沉淀后的细菌中制备而来，其中不含培养基

成分，并且制备体积可人为控制，所以本项目经过摸索，以

在30 ℃诱导表达5 h时，可溶性scFv在周质腔中的浓度最高. 
在对scFv表达产物进行纯化时，由于表达的scFv携带有E-tag
标签，所以采用了Anti E Tag亲和层析柱进行纯化，结果显示

纯化的效果好，银染后只有目的靶带产生，无其他蛋白杂带. 
ELISA检测结果表明，纯化的scFv具备与抗原结合的生物学

活性. 
综上所述，抗Xac单链抗体在E. coli HB2151菌株中成功

得到了表达，表达的scFv集中于细菌周质提取物中，并具备

抗原结合活性. 表达纯化的scFv可用于柑桔溃疡病的诊断，

还可进一步用于防治柑桔溃疡病的研究. 
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