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摘   要：重链抗体可变区抗体(variable domain of heavy-chain antibody, VHH)已被广泛用于药物治

疗、诊断和研究。大肠杆菌是生产 VHH 最常用的表达系统，但可能会导致 VHH 的生物活性降低。

哺乳动物细胞是目前最理想的 VHH 表达宿主之一。本研究通过优化 VHH 的信号肽(signal peptide, 
SP)和密码子，以期提高 VHH 在 Expi293F 细胞中的产量。VHH1-Fc 被用于筛选 SP，通过酶联免

疫吸附试验(enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA)筛选出的 SP IFN-α2 分泌效果最佳；通过提

高基因的 GC3 和 GC 含量，VHH1 的产量提高了约 1 倍，且对 VHH1 与 A 型塞内卡病毒(Senecavirus 
A, SVA)的结合活性无明显影响；其他 5 种重组 VHHs 分别连接 SP IFN-α2 并进行密码子优化，其

平均产量大于 191.6 mg/L。此外，这些 VHHs 在培养上清中具有高纯度和高回收率的优点。本研

究证实 SP IFN-α2 和密码子优化可以在 Expi293F 细胞高效表达 VHH，为 VHH 的大规模生产提供

了参考。 
关键词：重链抗体可变区抗体；信号肽；密码子优化；表达 

·生物技术与方法·
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Abstract: The variable domain of heavy-chain antibody (VHH) has been developed widely in 
drug therapy, diagnosis, and research. Escherichia coli is the most popular expression system 
for VHH production, whereas low bioactivity occurs sometimes. Mammalian cells are one of the 
most ideal hosts for VHH expression at present. To improve the yield of VHH in Expi293F cells, 
we optimized the signal peptide (SP) and codons of VHH. Firstly, the fusion protein VHH1-Fc 
was used to screen SPs. The SP IFN-α2 showed the highest secretion as quantified by 
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). Subsequently, codon optimization by improving 
GC3 and GC content doubled the yield of VHH1 and kept its binding activity to Senecavirus A 
(SVA). Finally, the mean yields of other 5 VHHs that fused with SP IFN-α2 and 
codon-optimized were over 191.6 mg/L, and these VHHs had high recovery and high purity in 
the culture supernatant. This study confirms that SP IFN-α2 and codon optimization could 
produce VHHs in Expi293F cells efficiently, which provides a reference for the large-scale 
production of VHHs. 
Keywords: variable domain of heavy-chain antibody (VHH); signal peptide; codon optimization; 
expression 

 
 

重链抗体可变区抗体 (variable domain of 
heavy-chain antibody, VHH)是重链抗体的可变

结构域，负责与靶标的结合。与传统抗体相比，

VHH 的分子量更小，结构更简单，而且通常没

有糖基化，具有良好的耐热性，能够在不同的

酸碱条件下保持其结构和功能[1-3]。因此，越来

越多基于 VHH 的应用得到发展，如肿瘤和传染

病的治疗、生物标志物检测、分子成像等[4]。

在 2019 冠状病毒病大流行期间，研究者已经分

离出数百个用于中和严重急性呼吸综合征冠状

病毒 2 型的 VHH[5]。 
细菌、酵母、真菌、昆虫细胞和哺乳动物

细胞都被用来表达 VHH[6]。其中，大肠杆菌是

VHH 最常用的表达宿主。利用大肠杆菌周质表

达 VHH 的产量只能达到几十 mg/L 或更低[7]。

虽然大肠杆菌胞质表达 VHH 的产量要高得多，

但可能形成无功能的包涵体，增加纯化 VHH 的

难度。有研究通过提高包涵体复性效率[8]或使

用突变菌株[9]来提高活性 VHH 产量。然而，包

涵体复性和使用突变菌株增加了活性 VHH 产

量的不确定性。哺乳动物细胞是生产抗体的最

佳表达系统，悬浮适应型重组中国仓鼠卵巢

(Chinese hamster ovary, CHO)细胞系用于生产

人类治疗性抗体已有几十年的历史[10]。与重组
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CHO 细胞株相比，人胚胎肾 293 (human 
embryonic kidney 293, HEK293)细胞因其高转

染效率和优秀的外源蛋白质生产能力常被用于

基 因 的 瞬 时 表 达 (transient gene expression, 
TGE)，更适合于抗体开发的早期阶段[11]。目前，

在 HEK293 细胞中增强 VHH 表达的研究鲜见

报道。 
重组蛋白的 TGE 产量与多个重要因素相

关，包括转染试剂、培养基、培养控制、表达

载体设计[12]。表达载体设计是提高 TGE 产量的

关键，包括启动子、内含子、开放阅读框架(open 
reading frame, ORF)、非翻译区、poly(A)信号

序列等多种影响因素[13-14]。本研究以 Expi293F
细胞为表达宿主，选择 ORF 作为优化对象，

通过筛选 SP 和优化密码子使多种 VHH 的产

量远高于大肠杆菌的一般产量，且 VHH 活性

良好，为哺乳动物细胞大规模生产 VHH 提供

借鉴。 

1  材料与方法 
1.1  抗体、病毒与细胞 

辣根过氧化物酶 (horseradish peroxidase, 
HRP)标记的小鼠抗人 IgG Fc 单克隆抗体购自

艾博抗(上海)贸易有限公司。HRP 标记的兔抗

6×His 多克隆抗体购自 Bethyl Laboratories 公

司。A 型塞内卡病毒(Senecavirus A, SVA) CH- 
HB-2017 株(GenBank 登录号：MN922286)由中

国农业科学院兰州兽医研究所口蹄疫防控技术

团队保存[15]。Expi293F 细胞购自 ThermoFisher 
Scientific 公司。293SFM 培养基购自苏州天信

和生物科技公司。 

1.2  载体构建方法 
VHH1 的 5′端连接人天青素(azurocidin, Azu)、

小鼠免疫球蛋白 κ 轻链(Mutant A2)、人免疫球

蛋白重链(heavy chain, HC)、Secrecon、人干扰

素-α2 (interferon-alpha 2, IFN-α2)或人白介素-2 
(interleukin-2, IL-2)的 SP 序列，VHH1 的 3′端连

接人 IgG Fc 片段，带有不同 SP 的 VHH1-Fc 基

因克隆至 pTT5 的 Hind Ⅲ和 Not Ⅰ位点。pTT5
图谱见图 1，SP 信息见表 1。 

VHH1 的 5′端和 3′端分别连接 SP IFN-α2 和

6×His 标签，根据 KUDLA 等[18]的方法进行密

码子优化，避开哺乳动物稀有密码子并优先选

择使用率最高的密码子。优化后的 VHH1 命名

为 OptiVHH1。合成该基因并克隆至 pTT5 的

Hind Ⅲ和 Not Ⅰ位点。按照 VHH1 的优化方法对

VHH2–VHH6 进行优化，将优化后的基因分别

克隆至 pTT5 的 Hind Ⅲ和 Not Ⅰ位点。VHH1 和

OptiVHH1 的 cDNA 序 列 分 别 为 ： VHH1 
(GenBank 登 录 号 ： PP879182) 、 OptiVHH1 
(GenBank 登录号：PP879183)。VHH2–VHH6
的原始 cDNA 序列分别为：VHH2 (GenBank 登

录号：PP879184)、VHH3 (GenBank 登录号：

PP879185)、VHH4 (GenBank登录号：PP879186)、
VHH5 (GenBank 登录号：AJ629049.1)、VHH6 
(GenBank 登录号：KJ751546.1)。 

1.3  蛋白质表达 
利用 Expi293F 细胞进行蛋白表达。转染 

 

 
 

图 1  pTT5质粒图谱   含有不同 SP 的 VHH1-Fc、
VHH1、OptiVHH1、VHH2、VHH3、VHH4、VHH5
和 VHH6 基因插入至 Hind Ⅲ和 Not I 位点 
Figure 1  Plasmid profile of pTT5. The genes of 
VHH-Fc with different SPs, VHH1, OptiVHH1, 
VHH2, VHH3, VHH4, VHH5, and VHH6 were 
inserted between Hind Ⅲ and Not Ⅰ. 
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表 1  信号肽信息 
Table 1  Overview of SPs used in this study 
Origin of  
SPs 

Amino acid  
sequences of SPs 

cDNA sequences of SPs GenBank accession  
numbers or references 

IL-2 MYRMQLLSCIALS
LALVTNS 

ATGTACAGGATGCAACTCCTGTCTTGCATTGCACTAAGT
CTTGCACTTGTCACGAATTCC 

NP_000577.2 

Mutant A2 MDMRAPAGIFGFL
LVLFPGYRS 

ATGGACATGAGGGCCCCCGCCGGCATTTTCGGGTTCTT
GCTGGTGTTGTTCCCCGGCTACAGGAGC 

[16] 

HC MEFGLSWVFLVAI
LKGVQC 

ATGGAGTTCGGGTTGAGCTGGGTGTTCTTGGTGGCCAT
CTTGAAGGGGGTGCAGTGC 

QBK47494.1 

IFN-α2 MALTFALLVALLVL
SCKSSCSVG 

ATGGCCTTGACCTTTGCTTTACTGGTGGCCCTCCTGGTG
CTCAGCTGCAAGTCAAGCTGCTCTGTGGGC 

NP_000596 

Secrecon MWWRLWWLLLLL
LLLWPMVWA 

ATGTGGTGGAGGCTGTGGTGGCTGCTGCTGCTGCTGCT
GCTGCTGTGGCCCATGGTGTGGGCT 

[17] 

Azu MTRLTVLALLAGL
LASSRA 

ATGACCCGGCTGACCGTGCTGGCCCTGCTGGCTGGACT
GCTGGCCTCCTCCCGGGCT 

NP_001691 

 
时细胞体积为 25 mL，密度为 2×106 个/mL。将

50 μg 质粒 DNA 和 150 μg 聚乙烯亚胺(25 kDa, 
Polysciences 公司)加入至 1.25 mL PBS 溶液中，

混匀后静置 10 min，将混合液逐滴加入细胞中。

表达 VHH1-Fc 的培养物在转染后 5 d 收获培养

上清。表达 VHH-6×His 的培养物在转染后 4 d
收获培养上清。 
1.4  Western blotting 

转染后收获的培养上清依次进行 SDS-PAGE
电泳、蛋白质转印、封闭、抗体孵育、化学发光。

使用 HRP 标记的小鼠抗人 IgG Fc 单克隆抗体

鉴定携带不同 SP 的 VHH1-Fc。使用 HRP 标记

的兔抗 6×His 多克隆抗体鉴定 VHH1-6×His 和

optiVHH1-6×His。 

1.5  蛋白纯化 
根据 AGRAWAL 等[19]的方法纯化 VHH1-Fc

标准品。使用 Protein A 填料[通用电气医疗系统

贸易发展(上海)有限公司]纯化 IL-2-VHH1-Fc
的培养上清。标准品经 SDS-PAGE 鉴定纯度在

95%以上，并使用 BCA 蛋白定量试剂盒测定其

浓度。 
对于 VHH-6×His 的纯化，将培养上清与缓

冲液 1 (500 mmol/L NaCl, 20 mmol/L Tris-HCl, 
5%甘油，pH 8.0)混合，加载至 Ni-NTA 填料[通
用电气医疗系统贸易发展 (上海 )有限公司 ]进
行蛋白吸附，使用缓冲液 2 (500 mmol/L NaCl, 
20 mmol/L Tris-HCl, 30 mmol/L 咪唑，5%甘油，

pH 8.0)洗脱杂蛋白，使用缓冲液 3 (500 mmol/L 
NaCl, 20 mmol/L Tris-HCl, 500 mmol/L 咪唑，

5%甘油，pH 8.0)洗脱目的蛋白。 
1.6  VHH1-Fc 的定量分析 

4 ℃过夜包被纯化的灭活 SVA (4 μg/mL)，
100 μL/孔；洗板 5 次后拍干，使用 0.5%牛血清

白蛋白(bovine serum albumin, BSA) 37 ℃封闭

1 h，100 μL/孔；洗板 5 次后拍干，使用 PBST
缓冲液对标准品和待测培养上清稀释 100 倍，

加入包被板中，倍比稀释，使每孔的最终体积

为 100 μL，37 ℃孵育 1 h；洗板 5 次后拍干，

15 000 倍稀释 HRP 标记的小鼠抗人 IgG Fc 单

克隆抗体，100 μL/孔加入板中，37 ℃孵育 1 h；
洗板 5 次后拍干，加入 3,3ʹ,5,5ʹ-四甲基联苯胺

(3,3ʹ,5,5ʹ-tetramethylbenzidine, TMB)溶液 37 ℃
显色 15 min，100 μL/孔；加入终止液，50 μL/孔；

读取 450 nm 处的吸光值，并绘制标准曲线，计
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算培养上清蛋白浓度。 

1.7  重组 VHH 的定量分析 
将表达 VHH-6×His 的培养上清进行 SDS- 

PAGE 电泳、考马斯亮蓝 R250 染色、考马斯亮

蓝脱色。使用 Image J 软件对目的条带进行纯度

分析，根据 BCA 蛋白定量试剂盒测定的总蛋白

浓度计算目的蛋白浓度。 

1.8  VHH 结合活性的检测 
4 ℃过夜包被纯化的灭活 SVA (1 μg/mL)，

100 μL/孔；洗板 5 次后拍干，使用 0.5% BSA 
37 ℃封闭 1 h，100 μL/孔；洗板 5 次后拍干，

使用 PBST 分别稀释纯化的 VHH1 和 OptiVHH1
至 10 nmol/L，加入包被板中，倍比稀释，使每

孔的最终体积为 100 μL，37 ℃孵育 1 h；洗板

5 次后拍干，5 000 倍稀释 HRP 标记抗 6×His
多克隆抗体，100 μL/孔加入板中，37 ℃孵育

1 h；洗板 5 次后拍干，加入 TMB 溶液 37 ℃显

色 15 min，100 μL/孔；加入终止液，50 μL/孔；

读取 450 nm 处的吸光值，使用 GraphPad Prism
软件中绘制结合曲线，并计算达到最大吸光值

一半时所需的抗体浓度。 

2  结果与分析 
2.1  VHH SP 的优化 

SP 在膜蛋白前体靶向内质网的过程中起

着至关重要的作用[20]。研究表明，优化 SP 可以

提高单克隆抗体和细胞因子等分泌性蛋白的表

达[21-22]。VHH 是一类分泌性蛋白，可以通过 SP
的优化提高其分泌表达。 

将 6 种常用的 SPs (表 1)分别连接至 VHH1-Fc
的 N 端，以筛选促进 VHH 分泌表达的 SP。所

有筛选的 SPs都具有清晰的 41 kDa条带(图 2A)，
Western blotting 证明该条带为 VHH1-Fc (图 2B)。
SP Mutant A2、IFN-α2、Azu 获得相近的蛋白表

达量，但 SP IFN-α2 获得的表达量最高[(541.3± 
45.8) mg/L] (图 2C)。之前的研究表明，提高 SP
核心区的疏水性可以增强蛋白的分泌 [23]。SP 
IFN-α2 在其核心区具有一段长的疏水性多肽

(图 3)，可能促进 VHH1-Fc 的分泌。因此，VHH
的优选 SP 为 SP IFN-α2。 

 

 
 

图 2  SP 的筛选   A：SDS-PAGE 分析. B：Western blotting 分析. C：ELISA 定量 
Figure 2  Screening of SP suitable for the secretion of VHH. VHH1-Fc fused with different SP were 
expressed in Expi293F cells, which was followed by SDS-PAGE (A), western blotting (B), and ELISA 
quantification (C). One-way ANOVA was used, ns indicates no statistically significant differences,        
* indicates P-value<0.05, ** indicates P-value<0.01. 
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图 3  SP 疏水性分析   根据 Kyte-Doolittle 亲水指数分析氨基酸的疏水性，亲水指数越大代表疏水性

越强，X 轴数字代表 SPs 的氨基酸顺序 
Figure 3  Hydropathy analysis of SP. Hydropathy charts for each SP was performed according to the 
Kyte-Doolittle Hydrophobicity scale. Larger number means higher hydrophobicity, and the X-axis number 
represents the amino acid order of the SPs. 

 
2.2  VHH 密码子的优化 

虽然许多在线服务器提供密码子优化服

务，但依然需要切实可靠的哺乳动物密码子优

化方法。本研究聚焦于同时提高 GC3 含量和

GC 含量的密码子优化方法，以期提高 VHH 的

分泌表达水平。含有 SP IFN-α2 和 6×His 标签

的 VHH1 经密码子优化后，GC3 含量增加了

34%，GC 含量增加了 12%，表达量明显增加

(图 4A、4B)，达到(254.5±20.9) mg/L (图 4C)。
之前的研究表明，在真核细胞中优化酶的密码

子可能会影响酶的功能 [24]。然而，在病毒结

合实验中发现 VHH1 和 OptiVHH1 的吸光曲

线几乎重叠，VHH1 达到最大吸光值一半时的

浓度为 0.25 nmol/L，而 OptiVHH1 为 0.26 nmol/L 
(图 4D)，表明密码子优化未明显影响 VHH1 对

SVA 的结合活性。 

2.3  多种 VHHs 的表达与纯化 
为进一步检验 SP IFN-α2 与密码子优化对

VHHs 产量的影响，将 SP IFN-α2 和 6×His 标签

连接至多种 VHHs，并修改密码子以提高 GC3
含量和 GC 含量。转染后 4 d 收集培养上清，依

次进行 SDS-PAGE 分析、产量分析、蛋白纯化。

结果显示，所有重组 VHHs 在培养上清中占比

较高(图 5)，纯度在 50%以上(表 2)。所有 VHHs
的平均产量超过 190 mg/L，VHH2 和 VHH4 的

平均产量超过 320 mg/L (表 2)。除 VHH6 外，

其他 VHH 纯化后的回收率在 85%以上(表 2)。
这些结果表明，使用 SP IFN-α2并提高重组VHH
基因的 GC3 含量和 GC 含量可以在较短时间内

获得高产量和高纯度的 VHH。 
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图 4  密码子优化对 VHH 产量和结合活性的影响   A：SDS-PAGE 分析. B：Western blotting 分析. C：

产量分析. D：VHH 结合活性检测 
Figure 4  Effects of codon-optimization on yield and binding activity of VHH. VHH1 fused with SP IFN-α2 
and a 6×His tag was codon-optimized and expressed in Expi293F cells, which was followed by SDS-PAGE 
(A), Western blotting (B), yield analysis (C), and binding activity analysis to SVA (D). t-test was used, ** 
indicates P-value<0.01. 

 

 
 

图 5  VHHs 的 SDS-PAGE 分析 
Figure 5  SDS-PAGE analysis of VHHs. VHH2- 
VHH6 fused with SP IFN-α2 and a 6×His tag were 
codon-optimized and expressed in Expi293F cells. 

 

表 2  多种 VHHs 的表达 
Table 2  Expression of VHHs 
Name Yield  

(mg/L) 
Mean purity  
(%) 

Mean recovery 
(%) 

VHH2 328.5±7.9 71.4 93.1 
VHH3 239.4±11.6 72.9 86.5 
VHH4 357.0±19.7 67.1 92.9 
VHH5 282.4±12.9 71.5 89.7 
VHH6 191.6±8.8 51.5 76.2 

3  讨论与结论 
近年来，第一个纳米抗体药物 Caplacizumab

被欧洲药品管理局和美国食品药物监督管理局

批准用于临床[4,25]，更多的研究者和商业公司开

发基于 VHH 的应用。VHH 需求的增加促使

VHH 及其融合蛋白的大规模生产。包括 VHH
在内的重组蛋白的表达是一个复杂的过程，许

多因素影响重组蛋白的产量和生物活性，如目

的基因序列、表达宿主、表达条件等。蛋白质

折叠系统是原核宿主表达蛋白质的主要缺点之

一，可导致部分 VHH 形成无功能的包涵体。并且

原核宿主的 VHH 产量较低，一般低于 100 mg/L。
哺乳动物细胞具有强大的蛋白质折叠机制，可

保证重组 VHH 的结构与天然结构相近。为解决

VHH 折叠和产量问题，本研究以悬浮适应型

Expi293F 细胞为表达宿主，通过优化 VHH 的

SP 和密码子提高了 VHH 的产量，优化后的

VHH 产量达到 190 mg/L 以上。 
位于分泌蛋白前体 N 端的 SP 通过与信号

识别颗粒的作用指导分泌蛋白前体靶向内质

网 [26]。合适的 SP 决定于细胞类型和蛋白质特异

性。本研究测试了 6 种 SP 对 VHH1-Fc 分泌表达

的影响，其中 SP IFN-α2 获得最高表达量，这与

使用增强型绿色荧光蛋白为模板在 HEK293 细

胞中测试 SP 的结果一致 [27]。SP 的氨基酸序

列被划分为 3 个区域：N 端的碱性区、中间的

疏水核心区、C 端的切割区。Zhang 等[23]在 SP 
IL-2 的疏水核心区引入亮氨酸以提高核心区的

疏水性，提高了胎盘碱性磷酸酶和内皮抑素的分

泌，说明合理提高核心区的疏水性能增强蛋白质
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的分泌表达。SP IFN-α2 的核心区拥有一段比其

他 5 种 SP 更长的连续疏水氨基酸序列可能是其

获得最高产量的原因。密码子优化是在原核与真

核系统中提高蛋白表达量的强有力工具[28-29]。

提高 GC3 或 GC 含量能提高 mRNA 在哺乳动

物细胞中的水平、稳定性和翻译速率 [16,30-31]。

GC3 含量的提高导致 GC 含量的提高，通过密

码子选择可以进一步提高 GC 含量。因此，本

研究综合了提高 GC3 含量和 GC 含量的密码子

优化方法，成功将 VHH1 的产量提高了 1 倍。

在包括哺乳动物细胞在内的宿主中，同义密码

子的改变会引起一些蛋白质的构象变化，从而

导致功能的异常[32-34]，并且蛋白质的无规则卷

曲区域对同义密码子的改变更为敏感 [35]。然

而，研究结果未观察到密码子优化前后 VHH1
对 SVA 结合活性的明显变化，这可能是 VHH
分子量小并且依靠多个区域发挥结合活性所

致。本研究随机选择不同 VHH 测试 SP IFN-α2
和密码子优化的组合对 VHH 表达的效果，VHH
的平均产量在 191.6–357.0 mg/L 之间，远高于大

肠杆菌的一般产量。 
综上所述，使用 SP IFNα2 和优化的密码子

能在 Expi293F 细胞中高效表达 VHH，为 VHH
的大规模生产奠定基础。 
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