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摘  要 : 旨在利用毕赤酵母分泌表达 gp96-scFv 抗体，纯化后得到能特异性结合 gp96 抗原的小分子抗体片段

(scFv)。根据 gp96-scFv 抗体基因序列，合成 gp96-scFv 抗体基因序列，将 gp96-scFv 抗体序列克隆到毕赤酵母

表达质粒 pPICZα-A，线性化的重组表达载体电转化到毕赤酵母 X33，甲醇诱导目的蛋白表达，通过亲和层析

法纯化目的蛋白，并以 SDS-PAGE 和 Western blotting 进行鉴定。通过 Western blotting、Immunofluorescence、

ELISA、FACS 方法对 gp96-scFv 抗体的生物活性进行了检测。结果成功地构建了分泌表达抗 gp96 蛋白 scFv

抗体的毕赤酵母菌，每升毕赤酵母菌培养上清经纯化可获约 50 mg gp96-scFv 抗体，所获抗体其分子量大约为

15 kDa，具有与 gp96 抗原特异性结合的活性。本研究通过毕赤酵母菌成功表达了 gp96-scFv 抗体，生物活性

Western blotting、Immunofluorescence、ELISA、FACS 分析表明该抗体能特异性结合 gp96。 

关键词 : gp96-scFv 抗体，毕赤酵母，gp96，分泌表达，亲和力，特异性 
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Expression of anti-gp96 scFv fragment in Pichia pastoris 
and identification of its biological activity 
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Abstract:  Secretory anti-gp96 scFv fragment was expressed in Pichia pastoris to obtain a small molecule antibody that 

specifically recognizes heat shock protein gp96. The gp96-scFv fragment gene was synthesized and cloned to Pichia 

pastoris expression plasmid pPICZα-A. Pichia pastoris X33 was electroporated with the linearized recombinant expression 

vector, and expression of gp96-scFv fragment was induced by methanol. The His-tagged recombinant protein was then 

purified by affinity chromatography and analyzed with SDS-PAGE and Western blotting assays. The biological activities of 

recombinant gp96-scFv fragment were determined by Western blotting, Immunofluorescence, ELISA and FACS assays. 

The gp96-scFv fragment was expressed successfully in Pichia pastoris. About 50 mg of recombinant protein could be 

purified from 1 liter of the Pichia pastoris culture supernatant. Its molecular weight was about 15 kDa. The gp96-scFv 

fragment could specifically bind to gp96 protein by Western blotting, immunofluorescence, ELISA and FACS analyses. 

Pichia pastoris-expressed gp96-scFv fragment specifically recognizes gp96 protein, which could be used for Western 

blotting, Immunofluorescence, ELISA and FACS analyses. 

Keywords:  gp96-scFv antibody, Pichia pastoris, gp96, secretory expression, affinity, specificity 

gp96 是存在于真核生物细胞内质网中分子

量约为 96 kDa的热休克蛋白 (又称 GRP94)[1]。

它属于 HSP90家族，是胞质 HSP90的旁系同源

蛋白，约占细胞总蛋白的 1%，在细胞各种代谢

功能中都起着重要的作用[2]。gp96 具有结合多

肽的能力，因而在抗原加工、呈递中发挥重要

作用。内源性或外源性抗原进入细胞后被细胞

中蛋白酶体降解，通过 TAP 分子进入内质网，

进而与 MHC (主要组织相容性复合物)Ⅰ类或Ⅱ

类分子结合，供 CD8+T细胞或 CD4+T细胞识别
[3]。研究表明 gp96 能结合进入内质网中的抗原

肽并将结合的抗原呈递给 MHCⅠ类或Ⅱ类分

子，在 T 细胞识别抗原的过程中发挥着重要作

用[4-6]。gp96作为一种重要的热休克蛋白，与多

种疾病及肿瘤的发生相关[7-8]。因此，获得特异

性结合 gp96 的抗体检测 gp96 的表达，同时作

为靶向 gp96 治疗来抑制有关疾病和肿瘤的发 

生[9-11]，具有很重要的意义。 

目前市场上已有的 gp96抗体大都是兔源、

鼠源的单克隆或多克隆抗体。而腹水法生产的

单抗或多抗往往含有较多的宿主性成分，应用

于临床特别是体内治疗时可能引起一些麻烦 

(例如引起患者不适)，此外腹水法自身也无法满

足工业、医药卫生及科研领域对抗体日益增长

的需求。由于各种原因，研究者纷纷开展新型

抗体研究来满足对抗体的日益需求[12]。新型小
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分子抗体单链可变区片段  (scFv) 是由一弹性

接头 (Linker) 将 VH 和 VL 连接而成的两个可

变区首尾相接的单一肽链，通过正确折叠，两

个可变区由非共价键形成具有抗原结合功能的

Fv 段，此单一肽链的结构既有利于表达和进行

基因重组操作，又增加了 Fv的稳定性[13]。scFv

抗体具有抗原结合部位的最小功能结构单位。

以分子量小、体内半衰期短、免疫原性低、易

于基因工程操作等特点而倍受关注[14]。已经有

文献报道利用原核表达系统获得了鼠源的 scFv[15]

和 Fab[16]小分子抗体。与原核表达系统相比，真

核表达系统具有遗传操作方便、培养基成分简

明和适合高密度发酵等优点；真核表达系统毕

赤酵母具有分泌表达和二硫键加工等翻译后修

饰的能力。因此许多在大肠杆菌中难以表达的

重组蛋白在毕赤酵母中得以成功表达。另外，

由于毕赤酵母遗传性状稳定、生产成本较低、

蛋白表达量高，因此其在生物制药业中受到越

来越多的关注 [17-18]。文中通过构建毕赤酵母

scFv抗体 pPICZα-A表达质粒进行分泌表达，获

得与 gp96 特异性结合的 scFv 小分子抗体，为

gp96蛋白的功能研究奠定了基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  载体菌株、细胞株 

毕赤酵母菌株 X33及表达质粒 pPICZα-A购

自 Invitrogene 公司 (美国)；大肠杆菌 DH5α、

293T细胞系、人乳腺癌细胞 SK-BR-3、人乳腺

癌细胞 MCF-7、人肝癌细胞 HepG2细胞为本实

验室保存。 

1.1.2  试剂 

限制性内切酶、T4 DNA 连接酶、DNA 

marker为 TaKaRa公司产品；博莱霉素 (Zeocin) 

购自 Invitrogene 公司  (美国 )；分子量蛋白

marker、PVDF 膜购自 Promega 公司；小鼠抗

His-Tag mAb、山羊抗小鼠 IgG-HRP、山羊抗小

鼠 IgG-FITC 为北京中杉金桥公司产品；

Anti-His- HRP为 Santa Cruze Biotech产品；gp96

兔多克隆抗体为 Enzo产品；DMEM、1640细胞

培养基和胎牛血清购自 Gibco 公司；质粒胶回

收试剂盒、质粒抽提试剂盒购自北京康为世纪

公司；Anti-His-tag 亲和层析柱(His-Trap HP)为

GE公司产品。 

1.1.3  PCR引物 

根据 gp96-scFv抗体片段序列设计引物：上

游引物  (5′-CGGAATTCCAGGTGCAGCTGGT 

GCAG-3′)，引入 EcoRⅠ酶切位点；下游引物

(5′-CGTCTAGATGAGTGGTGGTGGTGGTGAC

C-3′)，引入 XbalⅠ酶切位点和 His标签。 

1.2  方法 

1.2.1  gp96-scFv基因的设计及合成 

根据 gp96-scFv 的基因序列  (GenBank 

Accession No. AJ252276.1)[19]，委托上海生工生

物工程技术服务公司合成该基因。 

1.2.2  pPICZα-gp96-scFv重组表达载体的构建 

以合成的 gp96-scFv基因序列为模板设计引

物，利用 Taq DNA聚合酶进行常规扩增反应，

将扩增产物和 pPICZα-A 质粒分别用 EcoRⅠ和

XbalⅠ双酶切，回收、连接，获得 pPICZα- 

gp96-scFv重组表达载体，并对其进行酶切和测

序鉴定。 

1.2.3  酵母菌转化、筛选及鉴定 

将上述重组质粒和空载体 pPICZα-A分别用

SacⅠ单酶切，用 Bio-Rad电转仪 (270 V，11 ms) 

将线性化后的质粒分别转化至毕赤酵母株 X33
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中。取转化菌涂布于含有 100 mg/L Zeocin 的

YPDS平板上，于 28–30 ℃温箱中培养 2–3 d。

将抗性筛选转化子梯度接于含 500、 800、      

1 000 mg/ L Zeocin的 YPDS固体培养基上，48 h

左右观察转化子的生长情况。挑取 1 000 mg/ L 

Zeocin平板中单菌落接种于 5 mL YPD液体培

养基中，28–30 ℃培养 16–20 h。提取酵母菌基

因组 DNA，PCR鉴定目的基因是否整合成功。 

1.2.4  甲醇诱导表达及鉴定 

取阳性菌液接种于 100 mL BMGY 培养液

中，于 28–30 ℃培养至 OD600值为 2.0–6.0时，   

3 000 r/min离心 5 min收集菌体，用适量体积的

BMMY 培养基重悬，使 OD600值为 1.0 左右。

加入甲醇溶液诱导表达使其终浓度维持在

0.5%–1% (每 24 h补加 1次甲醇)，培养 4 d分别

在各诱导表达的时间点 (0、12、24、36、48、

72、96 h) 各取 1 mL发酵液，采用斑点杂交法

对表达产物进行鉴定。 

1.2.5  目的蛋白的纯化和鉴定 

采用 Anti-His-tag亲和层析柱 (His-Trap HP)

对表达的 scFv进行纯化，具体步骤见纯化试剂

盒说明书。通过 SDS-PAGE 和 Western blotting

对纯化目的蛋白进行鉴定。 

1.3  gp96-scFv 抗体生物活性的测定 

1.3.1  Western blotting方法评价 gp96-scFv抗

体对 SK-BR-3细胞 gp96蛋白的检测活性 

将培养的 SK-BR-3 细胞去培养基后，PBS

洗 2–3遍，加入 500 μL预冷的细胞裂解液，置

于冰上裂解 1 h，收集细胞裂解液，12 000 r/min

离心 30 min，取上清，与 SDS电泳上样缓冲液

混匀后上样，SDS电泳 3 h。然后，通过电转移

系统将凝胶中分离的蛋白转印 (恒压 100 V，   

95 min) 到 PVDF 膜上。PVDF 膜经含 5%脱脂

奶粉的 TBST封闭 2 h后，用终浓度为 1 μg/mL

的 gp96-scFv抗体于 4 ℃孵育过夜。PVDF膜经

TBST 漂洗后，置于含有 1 μg/mL 的小鼠抗

His-Tag抗体的 TBST中，4 ℃孵育 4 h。PVDF

膜经 TBST再次漂洗后，用 1∶2 000稀释的HRP

标记的山羊抗小鼠抗体于室温孵育 2 h。最后按

Western blotting 发光试剂盒的操作说明，将胶

片曝光显影观察结果。 

1.3.2  Flow cytometry 方法评估 gp96-scFv 抗

体对 SK-BR-3细胞膜表面 gp96的检测活性 

SK-BR-3经 0.5 mmol/L EDTA消化处理后，

收集 1×106 个细胞，PBS洗两遍。用 200 μL PBS

重悬细胞，加入纯化后的 gp96-scFv抗体使其终

浓度为 100 μg/mL，轻轻混匀，4 ℃孵育 1 h。

用 PBS洗两遍，以 200 μL的 PBS将细胞重悬，

加入 2 μL anti-His-FITC抗体，轻轻混匀，4 ℃

避光孵育 30 min，再用 PBS 洗两遍，最终用  

400 μL PBS重悬细胞，流式细胞仪观察结果。 

1.3.3  ELISA方法评估 gp96-scFv抗体对 gp96蛋

白的检测活性 

用于包被的 gp96 蛋白从人胎盘中纯化提 

取[20]，用包被液 (25 mmol/L 碳酸盐缓冲液，  

pH 9.6) 倍比稀释 10 μg gp96蛋白，每孔 100 μL，

4 ℃包被过夜，用 PBST洗涤 3次 (PBST： 0.05% 

Tween-20的 PBS，pH 7.4) 后，每孔加 200 μL

封闭液封闭 (封闭液：5% BSA)，置于 37 ℃孵

育 1 h，每孔加入 100 μL 1 μg/mL封闭液稀释的

gp96-scFv 抗体，37 ℃孵育 1 h。PBST 洗涤 3

次后加入 100 μL用封闭液稀释的 anti-His-HRP 

(1∶100) 抗体，37 ℃孵育 1 h，PBST洗涤 4次。

每孔加入100 μL TMB底物液避光反应10 min后，

每孔再加入 50 μL 终止液  (2 mol/L 硫酸)，      

5 min后读取 450 nm处的吸光值 (OD450)。 
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1.3.4  Immunofluorescence方法评估 gp96-scFv

抗体对 MCF-7细胞膜表面 gp96的检测活性 

将灭菌后的盖玻片放入 6 孔板，每孔加入

3×105的 MCF-7 细胞，培养过夜。吸去 6 孔板

中的培养液，用 PBS洗 1次。加入 5% BSA的

PBS 封闭液 37 ℃封闭 15 min。加入纯化后的

gp96-scFv抗体使其终浓度为 100 μg/mL，孵育  

1 h，PBS 洗 3 次。加入用封闭液稀释后的

anti-His-FITC (1∶100) 抗体避光孵育 1 h。PBS

洗 3次，用 4%多聚甲醛固定细胞 10 min，吸去

多聚甲醛固定液，PBS 洗 3 次。在载玻片上滴

一滴封片剂，用镊子轻轻夹出盖玻片，用吸水

纸将残留的液体吸干。最后用中性树胶封片，

荧光显微镜观察结果。 

2  结果 

2.1  pPICZα-gp96-scFv 重组表达载体的构建

及鉴定 

以合成 gp96-scFv抗体序列为模板，PCR扩 

增该基因片段，结果在琼脂糖凝胶电泳上出现 1

条约 300 bp 的 DNA 条带，同预期结果相符   

(图 1A)。以 EcoRⅠ和 XbalⅠ双酶切的 PCR 产

物和 pPICZα-A空载质粒连接后，再用双酶切鉴

定，在琼脂糖凝胶电泳上出现 2条分别约 300 bp

和 3.6 kb 的 DNA 条带 (图 1B)，与预期结果  

相符。 

2.2  重组质粒转化的毕赤酵母菌 Mut 的鉴定 

在含 500、800、1 000 mg/L 不同梯度的

Zeocin 的 YPDS 固体培养基上抗性筛选毕赤酵

母转化子，最后提取 1 000 mg/L Zeocin毕赤酵

母菌的基因组，PCR 鉴定为阳性重组的毕赤酵

母菌，PCR 产物包含 pPICZα-A 载体和 gp96- 

scFv基因片段，通过 EcoRⅠ和 XbalⅠ双酶切后

在琼脂糖凝胶电泳上出现 2条大小约是 300 bp

和 3.6 kb的 DNA条带，分别为 pPICZα-A载体

和 gp96-scFv 基因片段，同预期分子量相符合 

(图 1C)。 

 

 

 
图 1  pPICZα-gp96-scFv 重组表达载体的构建及鉴定 

Fig. 1  Construction and identification of pPICZα-gp96-scFv fragment recombinant plasmid. (A) The gp96-scFv 
fragment gene was produced by PCR from the pUC57 templates. M: DNA marker; 1–2: PCR products of gp96-scFv 
gene. (B) Identification of the recombinant vectors by enzyme digestion. M: DNA marker; 1: EcoR and Ⅰ

XbalⅠdigested plasmid. (C) Identification of the Pichia pastoris colonies by PCR and enzyme digestion. M: DNA 
marker; 1–5: EcoR and Ⅰ XbalⅠdigested PCR products from positive Pichia pastoris colonies. 
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2.3  目的基因在毕赤酵母菌中的表达 

将重组质粒转化的毕赤酵母菌加入甲醇诱

导不同时间后的培养上清进行斑点杂交检测，结

果显示以 pPICZα-gp96-scFv重组质粒转化，各时

间点毕赤酵母菌的培养上清在硝酸纤维素膜上

均出现斑点，其中第 72 h出现的斑点亮度最高；

而空载体转化的毕赤酵母菌各时间点的培养上

清在硝酸纤维素膜上均未出现斑点(图 2A)。 

2.4  目的蛋白的纯化和鉴定 

采用 Anti-His-tag亲和层析柱(His-Trap HP)

对表达的 gp96-scFv进行纯化，纯化的目的产物

经 SDS-PAGE 检测表明，考马斯亮蓝染色的丙

烯酰胺凝胶出现 2条分子量约为 15 kDa的条带 

(图 2B)。Western blotting鉴定的结果显示，纯化

的目的蛋白在胶片上出现 1条分子量为 15 kDa的

蛋白条带；而空载体转化的毕赤酵母菌发酵液作

为阴性对照则没有相应的条带 (图 2C)，并且条带

位置同预期分子量大小基本相同。同时，将人胎

盘中纯化的 gp96蛋白进行 SDS-PAGE检测，考马

斯亮蓝染色的丙烯酰胺凝胶出现 1 条分子量约为 
 

 
 

图 2  gp96-scFv 抗体在毕赤酵母中表达、纯化与鉴定 

Fig. 2  Expression, purification and identification of gp96-scFv fragment in Pichia pastoris. (A) Dot blotting of 
His-tagged gp96-scFv probed with HRP-conjugated anti-His antibody. The pPICZα-A electroporated clone serves as 
a negative control. (B) SDS-PAGE analysis of gp96-scFv. M: protein marker; 1–3: different amounts of gp96-scFv 
sample; 4–6: different amounts of the sample of negative control. (C) Determination of His-tagged gp96-scFv by 
Western blotting assay using anti-His antibody. (D) SDS-PAGE analysis of purification placenta gp96. M: protein 
marker; 1: placenta gp96 (left). Western blotting analysis of placenta gp96 with gp96 polyclonal antibody and 
gp96-scFv. 1: placenta gp96; 2: BSA (right). 
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96 kDa的明显条带，再使用商业化的 gp96兔多

克隆抗体或 gp96-scFv 抗体对人胎盘 gp96 蛋白

和牛血清白蛋白  (BSA) 作为阴性对照进行

Western blotting杂交，Western blotting结果显示

均能出现明显杂交条带 (图 2D)，结果表明纯化

的蛋白是 gp96-scFv 抗体，且能够结合 gp96   

蛋白。 

2.5  gp96-scFv 抗体生物活性检测 

2.5.1  gp96-scFv抗体的 Western blotting检测 

SK-BR-3 细胞经细胞裂解液处理后，分别

取 0、20、30 μg细胞裂解液上清进行 SDS-PAGE。

转膜以后将 PVDF 膜与 1 μg/mL 纯化后的

gp96-scFv 抗体 4 ℃孵育过夜。最后按 Western 

blotting发光试剂盒的操作说明，将胶片爆光显

影观察结果。结果显示，在胶片上出现 1 条分

子量约为 96 kDa的蛋白条带；而阴性对照则无

此条带 (图 3A)。同时，将野生型 HepG2 细胞和

siRNA 稳定敲低 gp96的 HepG2 细胞经细胞裂解

液处理后，分别取 30 μg 上清蛋白进行 Western 

blotting，结果显示 siRNA 稳定敲低 gp96 细胞 
 

 
 

图 3  gp96-scFv 抗体生物活性检测 

Fig. 3  Detection of the biological activities of gp96-scFv antibody. (A) Western blotting detection of endogenous 
gp96 in SK-BR-3 cells (up), and HepG2 cells or HepG2 cells stably transfected with gp96 RNAi (down) using 
gp96-scFv antibody. (up) lane 1: PBS as a negative control; 2–3: different amounts of SK-BR-3 cells lysates. (down) 
1: HepG2 cells lysates; 2: cell lysates of HepG2 cells stably transfected with gp96 siRNA. (B) FACS analysis of cell 
surface gp96 in SK-BR-3 cells using gp96-scFv antibody. Mouse control IgG serves as a negative control. gp96 
Rabbit polyclonal antibody serves as a positive control. (C) ELISA analysis of gp96-scFv antibody. gp96 Rabbit 
polyclonal antibody serves as a positive control. (D) Immunofluorescence staining of unpermeabilized MCF-7 cells 
and 293T cells (as a negative control) using gp96-scFv antibody. Bar=30 μm. 
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相对于野生型细胞条带明显变弱 (图 3A下)，这

些结果均表明 gp96-scFv 抗体能够特异结合

gp96蛋白。 

2.5.2  gp96-scFv抗体的 Flow cytometry检测 

用 EDTA处理 SK-BR-3细胞后，分别向细胞

中加入 1∶100 gp96 兔多克隆抗体和 100 μg/mL

表达纯化的 gp96-scFv抗体，其中 gp96 兔多克

隆抗体处理组为阳性对照组，不加 gp96抗体为

阴性对照组。孵育后分别加入 FITC标记的荧光

二抗，流式细胞仪结果显示阳性对照和纯化

gp96-scFv 抗体处理的都出现峰明显的偏移 (图

3B)。Flow cytometry结果表明 gp96-scFv抗体能

够结合细胞膜表面 gp96。 

2.5.3  gp96-scFv抗体的 ELISA检测 

将纯化的 gp96蛋白 10 μg依次梯减倍比稀

释包被，用 1 μg/mL纯化后的 gp96-scFv抗体，

同时加入 1∶1 000 gp96兔多克隆抗体处理组为

阳性对照组，经 Anti-His-HRP 二抗孵育显色后

在  450 nm 读取的吸光值  (OD450) (图 3C) 

gp96-scFv 抗体检测的 gp96 蛋白最低浓度为   

50 pg/μL。ELISA结果表明重组表达 gp96-scFv

抗体具有比商业化 gp96兔多克隆抗体 (Enzo产

品) 有更强的灵敏度和亲和力。 

2.5.4  gp96-scFv 抗体的 Immunofluorescence

检测 

将 MCF-7 细胞与 1 μg/mL 稀释后的

gp96-scFv 抗体孵育后，同时 293T 细胞 (293T

细胞表面没有 gp96) 与 1 μg/mL 稀释后的

gp96-scFv抗体孵育作为阴性对照，通过荧光显

微镜观察 MCF-7细胞表面分布大量绿色荧光，

而 293T 细胞表面没有绿色荧光  (图 3D)。

Immunofluorescence结果同样表明 gp96-scFv抗

体能够特异结合细胞膜表面 gp96。 

3  讨论 

本研究构建了重组载体 pPICZα-gp96-scFv，

使用毕赤酵母表达系统表达目的蛋白 gp96-scFv

抗体片段，且获得具有较高亲和力和特异性的

抗 gp96 蛋白的分泌型 scFv 小分子抗体[21-22]。

在毕赤酵母表达的目的蛋白 gp96-scFv 抗体筛

选体系中不仅限于传统的 PCR、RT-PCR及分子

杂交等方法筛选，而且利用毕赤酵母其强大的

分泌功能对蛋白直接筛选鉴定，本研究筛选多

拷贝整合转化子是参照了 Schagger 等[23]的斑点

杂交方法，由于本研究中工程菌 gp96-scFv基因

的密码子是毕赤酵母利用频率最高的密码子，

同时工程菌是通过斑点杂交筛选的拷贝数较高

的转化子，因此该毕赤酵母菌具有能高效分泌

表达的能力。 

毕赤酵母表达目的蛋白 gp96-scFv 抗体片

段通过在 C 端连接 His 标签是为了方便纯化和

鉴定，采用 Anti-His-tag 亲和层析柱 (His-Trap 

HP) 对表达的 gp96-scFv 进行纯化的方法，能

保持蛋白的生物活性，操作简单、经济，而且

可重复使用[24]。通过 Anti-His-tag 亲和层析柱

纯化目的蛋白的纯度能达到 95%，在经过截留

相对分子质量为 10 kDa膜进行超滤浓缩，浓缩

后的目的蛋白纯度效果更好。本研究中的目的

蛋白在电泳 SDS-PAGE 图中的条带大小位置与

预期蛋白的分子量大小接近，并通过 Western 

blotting鉴定了目的蛋白。并对纯化的目的蛋白

通 过 Western blotting、 Flow cytometry、

Immunofluorescence 等分析方法鉴定其生物活

性，结果表明 gp96-scFv抗体是具有较高亲和力
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和特异性抗 gp96 蛋白的 scFv 小分子抗体，

ELISA 试验分析发现表达的 gp96-scFv 抗体对

gp96 蛋白检测的灵敏度和亲和力高于市售的商

业化抗体。 

利用毕赤酵母可大量和相对廉价地表达

scFv 抗 体 片 段 ， 用 于 Western blotting、

Immunofluorescence、ELISA和 Flow cytometry

检测 gp96蛋白。scFv抗体片段的最大优点是能

增强荧光激活细胞分类筛选 (Fluorescence- 

activated cell sorting, FACS) 和 ELISA检测等许

多免疫化学应用中的灵敏性和效率[25]；其次，

scFv片段一般设计某种形式的“标签”(如组氨

酸或 E-tag 标签) 可用于快速检测和纯化 gp96

蛋白分子；此外，相对于传统抗体，由于 scFv

抗体分子小，有较强穿透能力，适合于肿瘤的

检测和靶向治疗[26-27]。因此 scFv片段抗体能够

广泛地应用于临床检测、治疗和免疫化学等  

领域[28-30]。 
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