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  摘 要:目的 构建以铁蛋白笼形纳米颗粒为基础的分子展示平台,并应用于 HIV-1
 

P24抗原检测,实现

低丰度、高灵敏检测。方法 采用分子生物学手段,构建生物素耦联的铁蛋白笼形纳米颗粒,基于链霉亲和素

与生物素特异性结合,将其应用于 HIV-1
 

P24抗原的酶联免疫吸附测定(ELISA)检测中,并测试其检测灵敏

度。结果 构建出具有链霉亲和素特异性结合能力的生物素化铁蛋白笼形纳米颗粒,应用到 HIV-1的P24抗

原
 

ELISA检测中,实现0.1
 

ng/mL的检测下限,显著提高检测灵敏度。结论 成功建立基于铁蛋白笼形纳米

结构的分子展示平台,以HIV-1
 

P24抗原
 

ELISA检测为例,该平台能够应用于低丰度、高灵敏检测。
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Abstract:Objective To
 

construct
 

a
 

molecular
 

display
 

platform
 

based
 

on
 

ferritin
 

cage
 

nanoparticles
 

and
 

apply
 

it
 

to
 

HIV-1
 

P24
 

antigen
 

detection
 

to
 

achieve
 

low
 

abundance
 

and
 

high
 

sensitivity.Methods Biotin-cou-
pled

 

ferritin
 

cage
 

nanoparticles
 

were
 

constructed
 

by
 

molecular
 

biology.Based
 

on
 

the
 

specific
 

binding
 

of
 

strep-
tavidin

 

and
 

biotin,they
 

were
 

applied
 

to
 

the
 

detection
 

of
 

HIV-1
 

P24
 

antigen
 

by
 

enzyme-linked
 

immunosorbent
 

assay
 

(ELISA)
 

and
 

the
 

detection
 

sensitivity
 

was
 

tested.Results The
 

cage-shaped
 

biotinylated
 

ferritin
 

nanop-
articles

 

with
 

the
 

specific
 

binding
 

ability
 

of
 

streptavidin
 

were
 

constructed
 

and
 

applied
 

to
 

the
 

detection
 

of
 

HIV-
1

 

P24
 

antigen
 

by
 

ELISA.The
 

detection
 

limit
 

was
 

0.1
 

ng/mL,and
 

the
 

detection
 

sensitivity
 

was
 

significantly
 

improved.Conclusion A
 

molecular
 

display
 

platform
 

based
 

on
 

ferritin
 

cage
 

nanostructure
 

was
 

successfully
 

es-
tablished.Taking

 

ELISA
 

detection
 

of
 

HIV-1
 

P24
 

antigen
 

as
 

an
 

example,the
 

platform
 

can
 

be
 

applied
 

to
 

low
 

a-
bundance

 

and
 

high
 

sensitivity
 

detection.
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  医学检验技术在疾病的预防和诊断中发挥重要

作用,特别是低丰度指标的检测具有重要价值。生物

自组装纳米材料引入生物传感系统并应用于医学检

验,能够实现低丰度、高灵敏度的检测[1-4]。铁蛋白作

为一种生物自组装纳米材料,操控性好,应用于生物

传感系统具有实际意义。

1 材料与方法

1.1 仪器与试剂 PCR仪、蛋白电泳装置购自美国

Bio-Rad公司;离心机购自德国 Thermo
 

Electron公

司;冷冻离心机购自德国Eppendorf公司;核酸电泳

仪购自中国北京六一生物科技有限公司;凝胶成像系

统购自美国 Alpha公司;超声细胞粉碎仪购自美国

Sonics公司;微孔板检测仪购自美国Bio-Tek公司;
超微量样本分光光度计购自美国Thermo公司;透视

电子显微镜购自日本日立公司,型号H7000。

DNA聚合酶、限制性内切酶、T4
 

DNA连接酶、
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dNTPs等均购自日本Takara公司;PCR产物回收试

剂盒、质粒抽提试剂盒、核酸胶回收试剂盒等均购自

美国Omega
 

Bio-Tek公司;所用抗体均购自中国上海

优宁维生物科技股份有限公司;蛋白质 Marker(Fer-
mentas)、DNA

 

Marker(TransGen
 

Biotech)、BCA
 

Protein
 

Assay
 

Kit(Pierce)、HIV-1
 

P24抗原酶联免疫

吸附测定(ELISA)试剂盒等均购自中国上海起发实

验试剂有限公司。

1.2 引物与测序 DNA测序由中国华大基因测序

公司完成,引物合成由中国上海生工生物工程股份有

限公司完成,见表1。
表1  引物序列

目的基因 引物名 引物序列(5'-3')

BAP-linker-rHF FF15'-TGG
 

ATC
 

GGG
 

TGG
 

AGG
 

TGG
 

ATC
 

GGA
 

ATT
 

CGG
 

AGG
 

TGG
 

TAC
 

CAT
 

GAC
 

GAC
 

CGC
 

GTC
 

C-3'

FF25'-GAA
 

GCT
 

CAG
 

AAA
 

ATC
 

GAA
 

TGG
 

CAC
 

GAA
 

GGT
 

GGA
 

GGT
 

GGA
 

TCG
 

GGT
 

GGA
 

GGT
 

GGA
 

TCG-3'

FF35'-TTT
 

TCC
 

ATG
 

GGA
 

GGC
 

CTG
 

AAC
 

GAT
 

ATT
 

TTC
 

GAA
 

GCT
 

CAG
 

AAA
 

ATC
 

G-3'(NcoⅠ)

FR 5'-TTT
 

TCT
 

CGA
 

GCT
 

AGC
 

TTT
 

CATT
 

ATC
 

ACT
 

GTC-3'(XhoⅠ)

BirA
BF 5'-TTT

 

TCC
 

ATG
 

GGA
 

ATG
 

AAG
 

GAT
 

AAC
 

ACC
 

GTG
 

CC-3'(NcoⅠ)

BR 5'-TTT
 

TGT
 

CGA
 

CTT
 

ATT
 

TTT
 

CTG
 

CAC
 

TAC
 

GCA
 

GGG-3'(SalⅠ)

  

1.3 菌种及质粒
  

 菌种:大肠杆菌DH5α作为目标

质粒复制菌种;大肠杆菌BL21(DE3)作为目标质粒表

达菌种;大肠杆菌BL21基因组DNA作为扩增生物

素连接酶基因序列(BirA)的模板。质粒:pET28a-F-
H-Chain作为扩增铁蛋白基因序列(rHF)的模板;

pET28a作为承载耦联生物素结合肽(BAP)的铁蛋白

基因序列原核表达质粒载体;pCDFDuet作为承载Bi-
rA的原核表达质粒载体。所用菌种和质粒均来源于

本实验室保存。

1.4 方法

1.4.1 质粒构建 以pET28a-F-H-Chain为模板,分
别以FF1、FF2、FF3为正向引物,以FR为反向引物,
经3次PCR扩增出耦联生物素结合肽的铁蛋白基因

序列 BAP-linker-rHF,NcoⅠ/XhoⅠ 酶 切 并 插 入

pET28a,构成pET28a-rHF-BAP;以大肠杆菌BL21
(DE3)基因组为模板,BF、BR为正反向引物,PCR扩

增BirA,NcoⅠ/SalⅠ酶切并插入pCDFDuet,构成

pCDFDuet-BirA。

1.4.2 生 物 素 化 铁 蛋 白 的 表 达 pET28a-rHF-
BAP、pCDFDuet-BirA共转化大肠杆菌BL21(DE3)

获得目标工程菌,以终浓度1
 

mmol/L的异丙基-β-D
硫代半乳糖苷(IPTG),25

 

℃,190
 

r/min,诱导培养

10
 

h;以未经诱导的工程菌为对照,全菌裂解液通过

聚丙烯酰氨凝胶电泳(SDS-PAGE)观察目标蛋白表

达情况。

1.4.3 生物素化铁蛋白的纯化和表征 诱导表达的

工程菌经超声破碎,并以40%蔗糖为基质,270
 

000
 

r/min超速离心4
 

h,上清透析去糖,获得纯化的生物

素化铁蛋白。分别针对铁蛋白和生物素进行免疫印

迹试验(Western
 

blot)验证分析;同时以2%,pH7的

磷钨酸负染,透视电子显微镜观察自组装结果,并用

Image
 

J图像软件分析处理。采用BCA法蛋白浓度

测定试剂盒测定提取纯化的生物素化铁蛋白浓度。

1.4.4 生 物 素 化 铁 蛋 白 应 用 于 P24 检 测  以

5
 

μg/mL
 

HIV-1
 

P24抗体包被酶标板,并以0.5%脱脂

奶粉封闭;按照ELISA操作步骤,分别依次加入10倍

梯度稀释的 HIV-1
 

P24抗原(1
 

000~0.001
 

ng/mL),
每个浓度设3个重复,生物素化 HIV-1

 

P24抗体,链
霉亲和素,生物素化铁蛋白(24

 

μg/mL),链霉亲和素

耦联的辣根过氧化物酶;最后以现配 TMB显色,

2
 

mol/L硫酸铵终止反应,450
 

nm读取吸光度;以蛋

白浓度为横坐标,吸光度为纵坐标作线性回归曲线,
并与商业HIV-1

 

P24抗原ELISA试剂盒作对比。

2 结  果

2.1 质粒构建 通过基因重组手段将597
 

bp的

rHF-BAP基因片段插入到质粒载体pET28a上,构建

出pET28a-rHF-BAP。将966
 

bp的BirA基因片段

插入到质粒载体pCDFDuet上,构建出pCDFDuet-Bi-
rA原核生物表达载体。2个表达载体均经限制性酶

切和基因测序验证无误。

2.2 生物素化铁蛋白的表达 pET28a-rHF-BAP、

pCDFDuet-BirA共转化大肠杆菌BL21(DE3)获得目

标工程菌。在IPTG 的诱导作用下,全菌裂解液经

SDS-PAGE显 示:在 相 对 分 子 质 量25.0×103 和

35.0×103 大小左右出现2条明显蛋白条带,相对分

子质量与耦联生物素结合肽的铁蛋白(23.5×103)和
生物素连接酶(32.0×103)蛋白相对分子质量大小一

致。见图1。

2.3 生物素化铁蛋白的表征 对提取纯化的生物素

化铁蛋白进行 Western
 

blot验证分析显示:针对铁蛋

白和生物素的蛋白印迹均在25.0×103 左右处出现

目标 印 迹 条 带,与 耦 联 生 物 素 结 合 肽 的 铁 蛋 白

(23.5×103)相对分子质量大小一致。透射电镜观察

纯化的生物素化铁蛋白在体外自组装的情况,发现提

取纯 化 的 生 物 素 化 铁 蛋 白 悬 液 存 在 大 量 直 径 为

12
 

nm左右的颗粒状规则结构,与铁蛋白笼形纳米结
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构一致。通过BCA法测定得出提取并纯化的生物素

化铁蛋白原浓度为1.8
 

mg/mL。见图2、3。

  注:L1泳道为诱导后的工程菌裂解液电泳;L2泳道为未经诱导工

程菌裂解液电泳

图1  生物素化铁蛋白诱导表达电泳结果

  注:A表示针对铁蛋白的免疫印迹试验;B表示针对生物素的免疫

印迹试验

图2  免疫印迹试验验证生物素化铁蛋白

图3  生物素化铁蛋白自组装电镜表征

2.4 生物素化铁蛋白应用于P24检测 将提取纯化

所得 的 生 物 素 化 铁 蛋 白 应 用 于 HIV-1
 

P24
 

抗 原

ELISA检测中,与商业化 HIV-1
 

P24
 

抗原ELISA检

测试剂盒相比较:按照cut-off=2.1×阴性对照,商业

化HIV-1
 

P24
 

抗原ELISA检测试剂盒对HIV-1
 

P24
抗原的检测下限为1

 

ng/mL,展示有生物素的铁蛋白

笼形纳米颗粒作桥联的ELISA检测对 HIV-1
 

P24抗

原下限达到0.1
 

ng/mL,检测下限提高10倍。见

图4。
 

图4  生物素化铁蛋白笼形纳米颗粒应用

于P24
 

ELISA检测

3 讨  论

检测技术的更新与发展,特别是对低丰度指标的

高灵敏检测的开发能够给临床医疗提供依据和指导,
例如HIV-1

 

P24抗原的高灵敏检测能够提高艾滋病

早前期的检出率,缩短检测窗口期,为临床诊治提供

指导[5-7];同时低丰度、高灵敏度的检测也深化和补充

了目前医学检验技术中的不足。基于纳米材料的各

种特性,将纳米材料引入到检验技术中得到了很好的

效果[8-9],特别是容易通过基因工程改造的生物源性

纳米结构,例如病毒颗粒,大部分病毒由单体衣壳蛋

白组装形成的规则结构,通过单体分子修饰可在病毒

颗粒上展示多分子的功能基团,且这些新改造的病毒

颗粒处于纳米水平,应用于生物传感能 实 现 信 号

放大[10-12]。
铁蛋白具有病毒衣壳蛋白的性质,在体外能自组

装形成两种纳米结构,即大铁蛋白笼形纳米颗粒由24
个基 本 元 件 形 成 八 面 体 对 称 的 中 空 结 构,外 径

12
 

nm,小铁蛋白笼形纳米颗粒由12个基本元件形成

四面体对称的中空结构[13]。以大铁蛋白笼形纳米颗

粒为对象,通过分子生物学的手段对铁蛋白单体进行

生物素化修饰,铁蛋白单体自组装时可将生物素展示

于笼形纳米颗粒上,1个纳米颗粒可展示24分子生物

素,通过生物素与链霉亲和素的特异性结合,检测信

号被放大,提高了检测相对灵敏度。经过验证,将生

物素化铁蛋白应用到HIV-1
 

P24抗原ELISA的检测

当中,与商业化 HIV-1
 

P24抗原ELISA试剂盒检测

比较,检测下限有明显提高,可以用于检测低丰度的

分析指标。
铁蛋白笼形纳米颗粒上功能性分子展示不仅仅

·4752· 国际检验医学杂志2019年11月第40卷第21期 Int
 

J
 

Lab
 

Med,November
 

2019,Vol.40,No.21



局限于生物素,也可以将检测相关联的某种或多种分

子展示于铁蛋白笼形纳米颗粒上,构建出单功能或多

功能的铁蛋白笼形纳米颗粒[14-15],实现其特定的检测

指标的高灵敏甚至超灵敏检测。

4 结  论

通过基因工程技术,采用分子生物学的手段,成
功构建生物素化铁蛋白单体,并在体外自组装形成表

面展示有多分子生物素的铁蛋白笼形纳米颗粒。以

HIV-1
 

P24抗原检测为例,将其应用到ELISA检测

中,与商业化的 HIV-1
 

P24抗原ELISA试剂盒检测

相比,成功实现了检测信号的放大,具有相对较高的

检测灵敏度,可用于检测相对丰度较低的分析指标。
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