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(57)摘要

本发明属于生物技术领域，尤其涉及一种纳

米抗体荧光亲和柱以及利用该亲和柱纯化HbeAg

抗原的方法。所述纳米抗体荧光亲和柱以琼脂糖

构建基架，在琼脂糖基架上偶联有含抗His蛋白

的纳米抗体，以及荧光基团和/或荧光染料。本发

明通过凝胶柱结合特定的含抗His蛋白的纳米抗

体，能够实现对目标HbeAg抗原的有效且高效的

纯化，减少杂质干扰，纯化效果优异、纯化后检测

精度高。
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1.一种纳米抗体荧光亲和柱，其特征在于，

所述纳米抗体荧光亲和柱以琼脂糖构建基架，在琼脂糖基架上偶联有含抗His蛋白的

纳米抗体，以及荧光基团和/或荧光染料。

2.根据权利要求1所述的一种纳米抗体荧光亲和柱，其特征在于，

所述纳米抗体荧光亲和柱采用以下方法进行构建：

通过环氧乙烷基活化方法对琼脂糖凝胶进行活化处理，并通过环氧预活化填料后，通

过巯基与配基偶联的方式将含抗His蛋白的纳米抗体偶联指经过活化的琼脂糖凝胶上，通

过配基偶联荧光基团再与填料连接的方式构建形成基架；即得到纳米抗体荧光亲和柱。

3.根据权利要求1或2所述的一种纳米抗体荧光亲和柱，其特征在于，

所述含抗His蛋白的纳米抗体通过哺乳动物表达系统利用噬菌体展示技术获取；

所述噬箘体展示技术获取的具体过程为：

1)细胞复苏；

2)细胞转染；

3)对转染后的细胞进行检测；

4)细胞计数；

5)离心取上清。

4.根据权利要求1或2所述的一种纳米抗体荧光亲和柱，其特征在于，

所述荧光基团包括：FAM或TET；

所述荧光染料包括：藻红蛋白或异硫氰酸荧光素或Gel‑Green染料。

5.根据权利要求1或2所述的一种纳米抗体荧光亲和柱，其特征在于，

所述纳米抗体荧光亲和柱pH值为4～13。

6.一种纯化HbeAg抗原的方法，其特征在于，

所述方法包括：

取表达的HbeAg样本并将其破碎，取含目的蛋白的上清液，除杂后通过纳米抗体荧光亲

和柱进行上样，所述上样流速为1.0mL/min，温度为2～8℃，上样结束后洗脱并收集洗脱液，

即完成HbeAg抗原纯化。

7.根据权利要求6所述的一种纯化HbeAg抗原的方法，其特征在于，

所述除杂包括过滤。

8.根据权利要求6所述的一种纯化HbeAg抗原的方法，其特征在于，

所述洗脱所用的解离液为2～8mol/L的尿素溶液。

9.根据权利要求6或8所述的一种纯化HbeAg抗原的方法，其特征在于，

所述洗脱过程连接核算蛋白检测仪，至无蛋白检出即完成洗脱；

所述洗脱过程连接荧光检测仪，利用荧光检测仪检测是否产生配基脱落。

10.根据权利要求6所述的一种纯化HbeAg抗原的方法，其特征在于，

所述洗脱液进行蛋白凝胶电泳。
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一种纳米抗体荧光亲和柱以及利用该亲和柱纯化HbeAg抗原

的方法

技术领域

[0001] 本发明属于生物技术领域，尤其涉及一种纳米抗体荧光亲和柱以及利用该亲和柱

纯化HbeAg抗原的方法。

背景技术

[0002] 乙型肝炎E抗原，英文缩写为HBeAg，是乙肝病毒核心颗粒中的一种可溶性蛋白质。

在一般情况下，HBeAg埋藏于HBcAg内部，当HBcAg裂解时，HBeAg从肝细胞核内溶入血清，它

的出现迟于HBsAg，而消失却早于HBsAg，所以是人体感染HBV后跟随HBsAg出现的第2个血清

学抗原标志物。其具有带His标签的显著识别特征。

[0003] 但现有技术对于纯化带His标签的蛋白首选都是Ni填料，但用Ni填料纯化带His标

签的蛋白可能会因为蛋白表达折叠过程中His标签裸露不完全，His标签结合填料不够牢

固，Ni柱针对His标签的特异性不够强，导致蛋白在FT中或在低浓度咪唑中会很容易和杂蛋

白一起被洗脱下来，这样获得的蛋白纯度较低。另外在用咪唑洗脱时，因为咪唑本身在A280

也会有一定的背景吸收峰，无法很直观的判断洗脱下来的溶液中是否含有目的蛋白。

[0004] 因而现有的纯化效果和效率较差，亟待改进。

发明内容

[0005] 为解决现有的HbeAg抗原纯化效果较差，容易引入杂质导致纯度下降等问题，本发

明提供了一种纳米抗体荧光亲和柱以及利用该亲和柱纯化HbeAg抗原的方法。

[0006] 本发明的目的在于：

一、提供一种能够有效用于HbeAg抗原纯化的亲和柱；

二、提高亲和柱的结合特异性和牢固度；

三、能够有效识别杂质，确保纯化效果较佳；

四、能够有效用于实现HbeAg抗原的纯化，并提高纯化后的检测精度。

[0007] 为实现上述目的，本发明采用以下技术方案

一种纳米抗体荧光亲和柱，所述纳米抗体荧光亲和柱以琼脂糖构建基架，在琼脂

糖基架上偶联有含抗His蛋白的纳米抗体，以及荧光基团和/或荧光染料。

[0008] 作为优选，

所述纳米抗体荧光亲和柱采用以下方法进行构建：

通过环氧乙烷基活化方法对琼脂糖凝胶进行活化处理，并通过环氧预活化填料

后，通过巯基与配基偶联的方式将含抗His蛋白的纳米抗体偶联指经过活化的琼脂糖凝胶

上，通过配基偶联荧光基团再与填料连接的方式构建形成基架；即得到纳米抗体荧光亲和

柱。

[0009] 作为优选，

所述含抗His蛋白的纳米抗体通过哺乳动物表达系统利用噬菌体展示技术获取；
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所述噬箘体展示技术获取的具体过程为：

1)细胞复苏；

2)细胞转染；

3)对转染后的细胞进行检测；

4)细胞计数；

5)离心取上清。

[0010] 作为优选，

所述荧光基团包括：FAM或TET；

所述荧光染料包括：藻红蛋白或异硫氰酸荧光素或Gel‑Green染料。

[0011] 作为优选，

所述纳米抗体荧光亲和柱pH值为4～13。

[0012] 一种纯化HbeAg抗原的方法，

所述方法包括：

取表达的HbeAg样本并将其破碎，取含目的蛋白的上清液，除杂后通过纳米抗体荧

光亲和柱进行上样，所述上样流速为1.0mL/min，温度为2～8℃，上样结束后洗脱并收集洗

脱液，即完成HbeAg抗原纯化。

[0013] 作为优选，

所述除杂包括过滤。

[0014] 作为优选，

所述洗脱所用的解离液为2～8mol/L的尿素溶液。

[0015] 作为优选，

所述洗脱过程连接核算蛋白检测仪，至无蛋白检出即完成洗脱；

所述洗脱过程连接荧光检测仪，利用荧光检测仪检测是否产生配基脱落。

[0016] 作为优选，

所述洗脱液进行蛋白凝胶电泳。

[0017] 由于现有的Ni填料柱在纯化HbeAg抗原时，Ni柱对于His标签的特异性捕集效果相

对较弱，捕集效果较差，实际纯化过程中容易导致HbeAg损失而导致漏检，具体使用时相当

于提高了检测阈值，无法有效实现患病早期的HbeAg抗原检测，并且配合Ni柱洗脱时需要采

用咪唑，咪唑洗脱产生了较大的背景噪音，容易出现假阳性等问题。而本发明通过采用特定

的方式，制备了一种凝胶柱。本发明凝胶柱能够十分有效地结合含抗His蛋白的纳米抗体，

其对His标签的特异性捕集、富集效果显著优于Ni柱，并且能够减少杂质干扰，大大降低了

纯化HbeAg抗原时的纯化阈值，实际使用时相当于降低了检测阈值，能够实现更有效、更广

泛的检测。

[0018] 且对于本发明技术方案而言，以尿素进行洗脱，能够减少洗脱液产生的背景噪音

干扰，与此同时，本发明通过对纯化柱的荧光化，能够以荧光检测仪检测配基，以减少、避免

配基脱落对检测结果产生的干扰，提高检测精度。

[0019] 本发明的有益效果在于：

本发明通过凝胶柱结合特定的含抗His蛋白的纳米抗体，能够实现对目标HbeAg抗

原的有效且高效的纯化，减少杂质干扰，纯化效果优异、纯化后检测精度高。
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具体实施方式

[0020] 以下结合具体实施例对本发明作出进一步清楚详细的描述说明。本领域普通技术

人员在基于这些说明的情况下将能够实现本发明。此外，下述说明中涉及到的本发明的实

施例通常仅是本发明一部分的实施例，而不是全部的实施例。因此，基于本发明中的实施

例，本领域普通技术人员在没有做出创造性劳动的前提下所获得的所有其他实施例，都应

当属于本发明保护的范围。

[0021] 如无特殊说明，本发明实施例所用原料均为市售或本领域技术人员可获得的原

料；如无特殊说明，本发明实施例所用方法均为本领域技术人员所掌握的方法。

[0022] 实施例1

一种纳米抗体荧光亲和柱，所述纳米抗体荧光亲和柱以琼脂糖构建基架，在琼脂

糖基架上偶联有含抗His蛋白的纳米抗体，以及荧光基团和/或荧光染料；

具体的，所述纳米抗体荧光亲和柱采用以下方法进行构建：

将质量比为3：1的环氧氯丙烷与琼脂糖凝胶混合，并在1h内匀速滴加与环氧氯丙

烷等体积的50wt％NaOH溶液，于70℃条件下反应3h即实现通过环氧乙烷基对琼脂糖凝胶的

活化得到活化基质，将活化基质填充在管状载体中，取硫基乙酸、去离子水和过硫酸铵浸润

活化基质，所述硫基乙酸、去离子水、过硫酸铵和活化基质的用量比为1.5mL：10mL、0.3g：

10mL，于60℃条件下反应8h，去除溶剂后依次用30wt％丙酮溶液、70wt％丙酮溶液和

100wt％丙酮溶液清洗，再以100wt％二氧六环清洗3次，得到中间体基质，最后向中间体基

质中加入二氧六环、N‑羟基丁二酰亚胺和含抗His蛋白的纳米抗体的上清液浸润，所述二氧

六环、N‑羟基丁二酰亚胺、含抗His蛋白的纳米抗体的上清液和中间体基质的用量比为

10mL：0.5g：0.5g：10mL，于25℃条件下振荡12h反应，即实现将含His蛋白的纳米抗体偶联至

琼脂糖凝胶上，得到抗体偶联凝胶，随后再以1mL：10mL：10mL的比例将Gel‑Green染料、去离

子水和抗体偶联凝胶混合，对抗体偶联凝胶进行浸润和染色，最后依次以100wt％二氧六环

清洗3次、100wt％甲醇清洗3次和100wt％丙酮清洗3次，即得到纳米抗体荧光亲和柱。

[0023] 其中，所述含抗His蛋白的纳米抗体通过哺乳动物表达系统利用噬菌体展示技术

获取；所述噬箘体展示技术获取的具体过程为：

1)细胞复苏；

2)细胞转染；

3)对转染后的细胞进行检测；

4)细胞计数；

5)离心取上清。

[0024] 所述含抗His蛋白的纳米抗体也可以通过直接采购现有的His‑tag抗体配制，配制

所得的含抗His蛋白的纳米抗体溶液浓度至5000～50000IU/mL。

[0025] 对本实施例所制得的纳米抗体荧光亲和柱的pH值进行检测，所述纳米抗体荧光亲

和柱pH值符合4～13的标准。

[0026] 实施例2

一种纯化HbeAg抗原的方法，取表达HbeAg的大肠杆菌，将其破碎后取1mL上清液，

滤布过滤去除固体杂质后，于4℃条件下以1.0mL/min的流速上样，将其通过实施例1所制得

的纳米抗体荧光亲和柱(填料体积为10mL)，随后以2mol/L的尿素水溶液洗脱，洗脱过程中
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连接至核酸蛋白检测仪和荧光检测仪，至无蛋白检出即完成洗脱，若出现荧光反应则判定

洗脱过程产生配基脱落，收集洗脱完成且无荧光反应(配基脱落)的洗脱液样品，对其进行

凝胶电泳分析计算上清液中的HbeAg抗原蛋白含量，进行20次上述纯化和凝胶电泳分析试

验，并取20次计算结果均值记录为C(HbeAg)1。

[0027] 取上述相同的1mL上清液，以Abbott  ARCHITECT  i2000发光免疫分析仪对上清液

中HbeAg抗原蛋白含量进行检测，取20次检测结果均值记录为C(HbeAg)2。

[0028] 以C(HbeAg)2作为标准结果，计算结果偏差Rb。

[0029] 所述结果偏差的计算式为：

计算结果显示，Rb＜0 .1％。表明本发明纯化能够非常有效且高效地分离纯化

HbeAg抗原蛋白，用于进行简洁高效且低成本的凝胶电泳含量分析，且能够有效提高凝胶电

泳含量分析的检测精度。

[0030] 对比例1

一种纯化HbeAg抗原的方法，取表达HbeAg的大肠杆菌，将其破碎后取1mL上清液，

滤布过滤去除固体杂质后，于4℃条件下以1.0mL/min的流速上样，将其通过常规用于HbeAg

抗原蛋白分离的Ni柱，随后以2.0mol/L咪唑水溶液洗脱，收集洗脱完成的洗脱液样品，对其

进行凝胶电泳分析计算上清液中的HbeAg抗原蛋白含量，进行20次上述纯化和凝胶电泳分

析试验，取20次计算结果均值记录为C(HbeAg)1′。

[0031] 以实施例2所得的C(HbeAg)2作为标准结果，计算结果偏差Rb′。

[0032] 所述结果偏差的计算式为：

计算结果显示，Rb′＝2.82％，出现较大的结果偏差，并且20次试验中出现较大的

偏差，主要原因在于咪唑干扰，产生了较大的检测误差。

[0033] 实施例3

一种纯化HbeAg抗原的方法，配制500IU/mL的HbeAg抗原蛋白溶液作为测试样，取

1mL于4℃条件下以1.0mL/min的流速上样，将其通过实施例1所制得的纳米抗体荧光亲和柱

(填料体积为10mL)，随后以2mol/L的尿素水溶液洗脱，洗脱过程中连接至核酸蛋白检测仪

和荧光检测仪，至无蛋白检出即完成洗脱，若出现荧光反应则判定洗脱过程产生配基脱落，

收集洗脱完成且无荧光反应(配基脱落)的洗脱液样品，对其进行凝胶电泳分析计算上清液

中的HbeAg抗原蛋白含量，进行20次上述纯化和凝胶电泳分析试验，并取20次计算结果均值

记录为C(HbeAg)3。

[0034] 一种纯化HbeAg抗原的方法，

配制500IU/mL的HbeAg抗原蛋白溶液作为基样，取1mL与100μL可疑干扰物(黄疸和

类风湿因子阳性样本以1：1混合，500IU/mL)混合作为测试样，于4℃条件下以1.0mL/min的

流速上样，将其通过实施例1所制得的纳米抗体荧光亲和柱(填料体积为10mL)，随后以

2mol/L的尿素水溶液洗脱，洗脱过程中连接至核酸蛋白检测仪和荧光检测仪，至无蛋白检

出即完成洗脱，若出现荧光反应则判定洗脱过程产生配基脱落，收集洗脱完成且无荧光反
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应(配基脱落)的洗脱液样品，对其进行凝胶电泳分析计算上清液中的HbeAg抗原蛋白含量，

进行20次上述纯化和凝胶电泳分析试验，并取20次计算结果均值记录为C(HbeAg)4。

[0035] 以C(HbeAg)3作为标准结果，计算结果偏差Rb″。

[0036] 所述结果偏差的计算式为：

计算结果显示，Rb″＜0.1％，可以看出本发明亲和柱以及纯化方法能够非常有效

地克服可疑干扰物对测试结果的干扰，亲和柱对于含His标签的抗原蛋白(HbeAg抗原蛋白)

具有非常高的特异性和分离效果，可以有效分离并纯化HbeAg抗原蛋白。

[0037] 通过上述各例及测试结果可以看出，本发明通过凝胶柱结合特定的含抗His蛋白

的纳米抗体，能够实现对目标HbeAg抗原的有效且高效的纯化，减少杂质干扰，纯化效果优

异、纯化后检测精度高。
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