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摘  要：【背景】卵泡刺激素受体(Follicle-stimulating hormone receptor，FSHR)在人体成熟破骨细

胞及单核细胞表面表达，成为阻断卵泡刺激素(FSH)作用的潜在靶点，制备亲和力较高的 FSHR
抗体已成为靶向治疗 FSH 相关疾病的切入点。【目的】构建 FSHR 重组载体获得表达量较高的可

溶性蛋白，进一步制备骆驼多克隆抗体及其纳米抗体。【方法】利用 XhoⅠ和 BamHⅠ双酶切重

组质粒 pET30a-FSHR234，将目的基因 fshr 构建于 pGEX-4T-1 载体并进行原核表达，利用 Western 
blot 及 ELISA 检测目的蛋白的配体结合能力。免疫新疆双峰驼制备骆驼多克隆抗体，并利

用噬菌体展示技术筛选获得 FSHR 纳米抗体。细胞免疫化学法检测 FSHR 抗体在 coav-3 的

表达情况。【结果】构建了 pGEX-4T-1-FSHR234 重组质粒，获得了表达量较高的 FSHR234
可溶性蛋白；并构建了 5 株 FSHR 纳米抗体，鉴定出一株结合能力较强的纳米抗体，命名

为 VHH-3F9。【结论】制备的骆驼 FSHR 多克隆抗体效价达 1:128 000，筛选获得的 VHH-3F9 纳

米抗体能与 FSHR234 具有较高的结合性，且两者均能表达于 coav-3 细胞表面。 

关键词：卵泡刺激素受体，pGEX-4T-1，胞外区，纳米抗体 
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Abstract: [Background] Follicle-stimulating hormone receptor (FSHR) is secreted by the anterior 
pituitary cells which expressed in the cell surface of human mature osteoclasts and mononuclear, was 
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regarded as potential targets for blocking FSH. [Objective] For the purpose of obtaining soluble FSHR 
protein in order to acquire FSHR nanobody with high affinity for the treatment of related diseases 
caused by FSH and bone loss. [Methods] Recombinant plasmid pET30a-FSHR234 was double enzyme 
cut by XhoⅠand BamHⅠ, fshr gene was constructed to the pGEX-4T-1 vector and expressed in the 
prokaryotic cell. Its’ binding capacity was determined by Western blot and ELISA. Immunized 
Xinjiang camels were used to prepare polyclonal antibody. Phage display technology was used to obtain 
FSHR nanobodies of high affinity. The expression of coav-3 was detected by cellular immunochemistry. 
[Results] Recombinant pGEX-4T-1-FSHR was constructed successfully, and the soluble FSHR234 
protein expressed with high concentration. Five FSHR nanobodies were obtained successfully by mean 
of subclone. [Conclusion] The titer of camel FSHR polyclonal antibody prepared in the experiment 
was 1:128 000. VHH-3F9 nanobody could combine FSHR234 at a low concentration and its binding 
capacity enhanced with increasing FSHR234 concentration. In addition, both FSHR polyclonal 
antibody and VHH-3F9 nanobody could expressed on the surface of coav-3. 

Keywords: FSHR, pGEX-4T-1, Extracellular domain, Nanobodies 

卵泡刺激素受体(Follicle-stimulating hormone 

receptor，FSHR)是垂体前叶细胞分泌的，属于 G 蛋

白偶联受体超家族中的糖蛋白亚家族成员，是一个

7 次跨膜糖蛋白，在睾丸和卵巢血管内皮细胞低表

达。相关研究证明，FSHR 与成年女性绝经后雌激素

降低有密切联系，因此对于骨质疏松症的治疗也有

一定效果，抗 FSHR 纳米抗体在血管形成中具有一

定作用。FSH 是由垂体分泌的一种糖蛋白激素，主

要作用是促进和维持正常的性腺发育和生殖功能。

FSH 与其受体 FSHR 特异性结合，在女性卵泡发生

和男性精子发生的启动和维持中分别起着至关重要

的作用[1-2]。在女性绝经前后骨代谢调节方面也发挥

着重要作用。FSH 的生理作用是通过其靶细胞——

颗粒细胞上特异性受体 FSHR 介导而完成的。因此，

FSH 水平作为雌激素变化引起骨质疏松的重要因子，

在动物实验中用于骨质疏松症治疗效果的研究[3-7]。 

FSHR 的激素结合位点局限在细胞外域，存在

多个参与激素受体相互作用的区域[8-9]，通过 X-ray

可以从 FSH 和 FSHR 结合的晶体结构研究中推测出

许多重要的结合位点，包括胞外区、胞内区和富含

亮氨酸重复(Leucine-rich repeats，LRR)区等。

FSHR 特异性表达于男性睾丸支持细胞(Sertoli cell)

表面，在男性青春期生精的启动和成年期生精过程的

维持中发挥重要作用[10]。由于 FSHR 含有较多二硫

键，使其空间结构较为复杂，因而 FSHR 蛋白较多

以包涵体的形式存在，其变性-复性过程复杂耗时，

不便于快速表达和纯化。因此，本试验通过构建重

组质粒以获得表达较高的原核蛋白，为后期制备高

纯度的 FSHR 纳米抗体奠定基础。 

纳米抗体是骆驼及骆驼科动物体内自然产生

的具有完整功能的最小抗原结合片段[11]，软骨鱼如

鲨鱼等动物体内也产生纳米抗体[12]，与传统抗体相

比，具有分子量小、特异性强、亲和力高、溶解性

及热稳定性高等优点，适合于原核表达和各种真核

表达系统，正是这些特征使得该抗体成为新一代治

疗性抗体，具有很大的开发应用价值[13]。FSHR 是

卵巢癌靶向 T 细胞治疗癌症患者的潜在靶点，在免

疫缺陷小鼠中，FSHR 定向 T 细胞过继转移能够显

著抑制人类卵巢癌异种移植瘤的生长，表明 FSHR

是一种很有前景的卵巢癌免疫治疗靶点，因而可以

进一步探索FSHR针对癌症患者的免疫治疗方法[14]。

也有研究表明，FSHR 异位表达于许多性腺外肿瘤

(尤其是内分泌肿瘤)的瘤内血管内皮细胞，在肿瘤

细胞中也有发现，包括垂体腺瘤、神经内分泌瘤等，

通过人 T 细胞转导表达抗 FSHR 免疫受体已在卵巢

癌细胞上得到证实[15]。目前研究领域还缺少针对

FSHR 靶点的检测抗体，本试验采用噬菌体展示技

术从骆驼免疫文库中筛选制备靶向 FSHR 纳米抗

体，以期为今后卵巢癌及肿瘤诊断和骨质疏松症等

的治疗提供新的研究方法。 
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1  材料与方法 

1.1  材料 

大肠杆菌 DH5α、BL21(DE3)感受态细胞，北

京全式金生物技术有限公司；pGEX-4T-1 载体为新

疆大学生物资源基因工程重点实验室保存；限制性

内切酶、还原型谷胱甘肽等，宝生物工程(大连)有

限公司；抗 His 标签鼠单克隆抗体、Anti-FSHR IgG

单克隆抗体、山羊抗鼠 IgG(H&L)-HRP 抗体、山羊

抗骆驼 IgG(H&L)-HRP 抗体，北京义翘神州生物技

术有限公司。凝胶成像仪、核酸电泳仪、SDS-PAGE

电泳仪，Bio-Rad 公司；隔水式电热恒温培养箱，

上海跃进医疗器械有限公司。 

LB 培养基(g/L)：胰蛋白胨 10.0，酵母提取物

5.0，氯化钠 10.0，pH 7.2。 

1.2  方法 
1.2.1  重组质粒 pGEX-4T-1-FSHR234 的构建  

选择限制性内切酶 XhoⅠ、BamHⅠ将 pET30a- 

FSHR 于 37 °C 进行双酶切 8 h，得到 FSHR 胞外区

片段，切胶回收目的基因片段。利用相同的限制性

内切酶对 pGEX-4T-1 进行双酶切，16 °C 连接 pGEX- 

4T-1 与 FSHR 过夜，并将重组质粒 pGEX-4T-1-FSHR

转化 DH5α，挑取单克隆进行 PCR 和酶切鉴定，将

鉴定的阳性克隆进行测序以确定是否构建成功。 

1.2.2  谷胱苷肽 S 转移酶标签 FSHR234 蛋白的表

达及条件优化 

将 pGEX-4T-1-FSHR 表达菌按 1%接种到氨苄

抗性(100 mg/L)的 LB 培养基，在 37 °C、220 r/min 培

养 4 h 至 OD600 达 0.6−0.8，加入终浓度为 0.1 mmol/L

的 IPTG 于 37 °C 诱导 4 h，于 4 °C、12 000 r/min

离心 5 min 分离上清和沉淀，用 12% SDS-PAGE 分

别检测上清和沉淀蛋白表达。进一步改变温度为

18、20、25、30 °C，IPTG 终浓度为 0.05、0.1、0.2、

0.5 及 1 mmol/L，每个温度分别对应以上 5 个不同

IPTG 浓度以确定最佳诱导条件。转速 120−220 r/min

诱导 4−6 h。离心分离上清和沉淀，沉淀用含有

6 mol/L 尿素的 Tris-HCl 溶液溶解变性，经过透析液

Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ分别复性 24 h。经 GST 柱料分别纯化上

清与包涵体 FSHR234 蛋白，Bradford 法检测蛋白浓度。 

1.2.3  ELISA 及 Western blot 试验    

FSHR234 蛋白定量浓度为 300 μg/mL，ELISA

检测 FSHR234 蛋白表达试验中 FSHR 蛋白包被浓

度为 2、5、10 μg/mL，阴性对照为 3%牛血清蛋白

(Bovine serum albumin，BSA)，一抗为抗 FSHR 鼠单

克隆抗体(1:500)，二抗为羊抗鼠 IgG-HRP (1:5 000)。

Western blot 实验中蛋白上样量 12 μg，采用辣根过

氧化氢酶 DAB 显色试剂盒显色。ELISA 检测纳米

抗体的结合能力时 FSHR234 包被浓度为 2 μg/mL，

一抗为 VHH-3F9，稀释浓度分别为 0.25、0.5、2.0

以及 10.0 μg/mL，阳性对照为抗 FSHR 单克隆抗体

(1:1 000)，二抗为羊抗驼 IgG-HRP (1:5 000)。 

1.2.4  FSHR234抗原筛选获得的VHH-X基因序列

分析  

FSHR 免疫骆驼制得 VHH 噬菌体展示文库，抗

原 FSHR234 包被浓度分别为 5、2.5、1.25 μg/μL，

每孔 100 μL，经过 3 轮淘洗筛选，获得了 63 个阳

性克隆。其中选择丰度最高的 2 个序列 VHH-3F9

与 VHH-3F19，丰度较低的 1 个序列 VHH-3F20 以

及单独序列中随机 2 个序列 VHH-3F8 与 VHH-3F10

共 5 个 VHH 基因序列，将它们分别构建至 pET22b

载体，于 0.1 mmol/L IPTG 条件下 37 °C 诱导 4 h，

共表达 5 株抗 FSHR 纳米抗体，Ni 柱纯化抗体蛋白。 

1.2.5  细胞免疫化学检测抗 FSHR 抗体在 coav-3 

表面的结合  

将对数期生长的 coav-3 细胞按 2×105 个/mL

铺于 24 孔板，37 °C 培养过夜。次日 4%多聚甲醛

固定细胞，加入 3%脱脂奶粉于 37 °C 封闭 2 h，然

后加入一抗即抗 FSHR 骆驼多抗 IgG (1:500)在 37 °C

放置 2 h，再加入二抗即抗 FSHR 纳米抗体 VHH-3F9 

(1:50)，37 °C 放置 1.5 h，期间用 PBS 洗 3 次，每

次 5 min，对照组为未免骆驼纯化血清(1:500)，二

抗为羊抗驼-HRP (1:2 000)，室温避光 DAB 显色。 

2  结果与分析 

2.1  重组质粒 pGEX-4T-1-FSHR234 的构建 

FSHR234 胞外区全长为 702 bp，提取质粒

pGEX-4T-1 与 pET30a-FSHR 并分别进行双酶切，从

图 1 可以看出，重组质粒酶切后目的基因大小正确。 
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图 1  pGEX-4T-1 与 pET30a-FSHR 双酶切以及重组质粒 pGEX-4T-1-FSHR 的酶切鉴定 
Figure 1  Double enzyme digestion of pGEX-4T-1 and pET30a-FSHR and enzyme identification of pGEX-4T-1-FSHR 
注：M：DL5000 marker；1：质粒 pGEX-4T-1；2：双酶切 pGEX-4T-1；3：质粒 pET30a-FSHR；4：双酶切 pET30a-FSHR；5：质

粒 pET30a；6：双酶切 pGEX-4T-1-FSHR；7：质粒 pGEX-4T-1；8：双酶切 pGEX-4T-1-FSHR.  
Note: M: DL5000 marker; 1: pGEX-4T-1 plasmid; 2: Double enzyme digestion of pGEX-4T-1; 3: pET30a-FSHR plasmid; 4: Double enzyme 
digestion of pET30a-FSHR; 5: pET30a plasmid; 6: Double enzyme digestion of pGEX-4T-1-FSHR; 7: pGEX-4T-1 plasmid; 8: Double 
digestion of pGEX-4T-1-FSHR.  
 
 
 

进一步双酶切鉴定重组质粒 pGEX-4T-1-FSHR234，

核酸电泳结果表明目的片段大小与预计值一致，说

明构建成功。 

2.2  FSHR234 蛋白表达及其条件优化 

FSHR 基因胞外区全长为 702 bp，蛋白大小约

为 52 kD，IPTG 诱导之后有明显的蛋白表达且大小

正确(图 2)。由图 3 可以看出，在不同温度及 IPTG

条件下，蛋白表达量不同，最终在 18 °C、0.1 mmol/L 

IPTG、转速 120 r/min 条件下诱导 16 h 得到可溶性

表达较高的 FSHR234，浓度测定为 0.3 mg/mL。 

2.3  FSHR234 结合性检测及其多克隆抗体的鉴定 

ELISA 及 Western blot 结果表明，FSHR234 蛋白

能与抗 FSHR 单克隆抗体特异性结合。FSHR234 按 
 

 
图 2  FSHR234 蛋白的诱导表达 
Figure 2  Protein expression of FSHR234 
注：M：蛋白 Marker；1、3：未诱导蛋白；2、4：诱导后蛋白. 
Note: M: Protein marker; 1, 3: Uninduced proteins; 2, 4: Induced proteins. 

300 μg 免疫骆驼，每 2 周一次，共免疫 5 次，得到

抗 FSHR 多克隆抗体，经 ELISA 检测抗体效价达

1:128 000。Planeix 等通过 RT-PCR 已发现在 coav-3

细胞表面具有 FSHR 表达[10]，本试验利用细胞免疫

化学法进一步直观地发现抗 FSHR 抗体在 coav-3 细

胞表面的表达。DAB 显色结果表明，与阴性血清相

比，抗 FSHR234 骆驼多克隆抗体 IgG 在 coav-3 细

胞表面具有大量表达(图 4D)。 

2.4  利用噬菌体展示技术从骆驼免疫抗体文库

中筛选抗 FSHR 纳米抗体 

作者前期于新疆大学生物资源基因工程重点实

验室建立了骆驼免疫抗体文库，库容为 8.3×106 PFU。

本试验采用亲和淘洗法进行了 3 轮筛选，获得 5 个

VHH 基因序列构建于 pET22b 载体，并利用 IPTG

诱导表达原核蛋白即为纳米抗体。诱导蛋白分离

上清和沉淀，发现 VHH-3F9 可以在上清和胞间质

均表达，且浓度及纯度较高(图 5A、B)，其余纳米

抗体上清表达量较低。经 ELISA 验证纳米抗体结

合性表明，5 个表达的纳米抗体中只有 VHH-3F9

和 VHH-3F19 能与 FSHR234 结合，且 VHH-3F9

结合能力较高(图 5C)，经测定其温度稳定性得知

VHH-3F9 在 37 °C 处理 12 h 仍保留 70%的活性。

细胞免疫化学实验结果表明 VHH-3F9 纳米抗体和 
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图 3  12% SDS-PAGE 检测条件优化后 FSHR 蛋白表达 
Figure 3  Expression of FSHR protein under optimum condition detected by 12% SDS-PAGE 
注：A：1、2、3、4 和 5、6、7、8 分别为 37 °C 和 30 °C 条件下未诱导、诱导、上清、沉淀所表达的蛋白；B：1、2、3、4 和 5、

6、7、8 分别为 25 °C 和 18 °C 条件下的未诱导、诱导、上清、沉淀所表达的蛋白；M：蛋白 Marker. 
Note: A: 1, 2, 3, 4 and 5, 6, 7, 8 are uninduced, induced, supernatant and inclusion-body protein under 37 °C and 30 °C; B: 1, 2, 3, 4 and 5, 6, 
7, 8 are uninduced, induced, supernatant and inclusion body protein under 25 °C and 18 °C; M: Protein marker. 

 

 
 

图 4  抗 FSHR 多克隆抗体结合能力的鉴定 
Figure 4  Identification of the binding ability of anti-FSHR polyclonal antibody  
注：M：蛋白 Marker. A：FSHR234 纯化结果，1、2、3、4 分别为粗蛋白、流穿液、洗脱 1、洗脱 2；B：Western blot 结果；C：ELISA

结果，***：P<0.001；D：细胞免疫组化结果，a 为阴性对照，b 为抗 FSHR 骆驼多抗，c 为 VHH-3F9 纳米抗体(200×). 
Note: M: Protein marker. A: Purification of FSHR234, 1, 2, 3, 4 are crude protein, impure liquid, elution 1 and elution 2; B: Results of 
Western blot; C: Results of ELISA, ***: P<0.001; D: Cell immunohistochemistry, a is control, b is FSHR polyclonal antibody, c is VHH-3F9 
nanobody (200). 
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图 5  VHH-3F8、VHH-3F10、VHH-3F19、VHH-3F20 以及 VHH-3F9 蛋白表达及抗原结合力检测 
Figure 5  The expression of VHH-3F8, VHH-3F10, VHH-3F19, VHH-3F20 and VHH-3F9 proteins and identification of 
binding capacity 
注：M：蛋白 Marker. A：1：VHH-3F8 上清蛋白；2：VHH-3F8 胞间质蛋白；3：VHH-3F10 上清蛋白；4：VHH-3F10 胞间质蛋白；

5：VHH-3F19 上清蛋白；6：VHH-3F19 胞间质蛋白；7：VHH-3F20 上清蛋白；8：VHH-3F20 胞间质蛋白. B：1、4 为未诱导 VHH-3F9

蛋白；2、5 为 VHH-3F9 上清蛋白；3、6 为 VHH-3F9 胞间质蛋白. C：ELISA 鉴定 VHH-3F9 与 FSHR234 结合能力，***：P<0.001. 
Note: M: Protein marker. A: 1: Supernatant of VHH-3F8; 2: Intercellular protein of VHH-3F8; 3: Supernatant of VHH-3F10; 4: Intercellular 
protein of VHH-3F10; 5: Supernatant of VHH-3F19; 6: Intercellular protein of VHH-3F19; 7: Supernatant of VHH-3F20; 8: Intercellular 
protein of VHH-3F20. B: 1, 4 are uninduced VHH-3F9; 2, 5 are supernatant of VHH-3F9; 3, 6 are intercellular protein of VHH-3F9. C: The 
combining capacity of VHH-3F9 with FSHR234 by ELISA, ***: P<0.001. 

 
 

抗 FSHR 骆驼多克隆抗体 IgG 与 coav-3 细胞表面的

FSHR 结合，且多抗 IgG 结合能力高于 VHH-3F9。 

3  讨论与结论 

噬菌体展示技术(Phage display technology)可

以靶向亲和筛选特异性抗体，通过抗体的富集可以

获得 cDNA 或开放阅读框精确的序列，在生物医学

领域占据重要地位，是一种经典的制备特异性抗体

的方法。通过高度多样化的噬菌体肽库可以获得具

有阻断功能及高亲和力的多肽，目前该技术已用于

抗原表位的分析、应用疫苗的制备、新型生物催化 

剂的选择和研究、酶抑制剂的筛选以及蛋白之间相

互作用的研究。大肠杆菌同样也应用于噬菌体展示

技术产生抗体，通过对噬菌体展示文库的筛选，可

以获得大量与抗原决定簇结合的抗体，是一种很有

效的选择靶抗体的方法。 

本试验通过将目的基因构建于不同载体进行

蛋白表达，再经过条件优化获得了可溶性表达的

FSHR234 蛋白。pET22b 载体 N 端携带有 pel-B 信

号肽序列，能够将表达的目的蛋白定位于外周质

腔，也称为胞间质；同时载体含有 C 端 His 标签，

以便于蛋白的制备和纯化，避免了大量包涵体的形

成，因此我们将 FSHR 纳米抗体基因构建于 pET22b
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载体以提高可溶性表达率。本文经过亚克隆诱导

表达了 5 个抗 FSHR 纳米抗体 VHH-3F8、VHH-3F9、

VHH-3F10、VHH-3F19 以及 VHH-3F20，它们均可

在 上 清 和 胞 间 质 得 到 表 达 ， 其 中 VHH-3F9 和

VHH-3F19 表达量较高。本文获得的纳米抗体结合

能力不同，可能原因是真核表达的骆驼 VHH 基因

在原核系统中存在机制差异，导致蛋白表达情况各

异且在淘洗筛选过程中不免有非特异结合抗体产

生。VHH-3F9 结合能力较高，主要是因其序列为重

复次数最多的克隆序列，很有可能是高度富集的特

异结合 FSHR 的纳米抗体。然而，产生亲和力更高

的抗 FSHR 单抗有待进一步探究。 

免疫骆驼产生的多克隆抗体靶点多、效价强，

本试验制备了效价较高的抗 FSHR 多克隆抗体，通

过噬菌体展示技术筛选获得了结合能力较高的抗

FSHR 纳米抗体 VHH-3F9，并且在 coav-3 细胞表面

高表达。已有动物实验证实，FSH 对骨的吸收产生

直接影响，亮丙瑞林(Leuprorelin，LE)是一种常用

的激素类抗恶性肿瘤药物，作用于垂体前叶后也具

有促使 FSH、LH 释放的功能，LE 对 OVX 大鼠实

验性根尖周损伤后牙槽骨丢失有保护作用，FSHR

阳性细胞数与牙槽骨丢失面积具有显著相关性[16]。

阻断 FSH 与其受体 FSHR 的结合能够抑制骨质流

失，不管是临床还是科研领域，力求寻找靶向针对

FSHR 的单克隆抗体势在必得。本文制备的纳米抗

体属于一种单抗，来自骆驼血清的纳米抗体是完全

没有轻链的最小功能抗原结合片段，它可以呈现独

特的表位并结合到靶抗体的空腔[17]，为今后基于该

靶点的临床研究提供有价值的技术参考[18]。 
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