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一种抗SARS-CoV-2单链抗体及其制备方法

和应用

(57)摘要

本发明涉及一种抗SARS‑CoV‑2单链抗体及

其制备方法和应用。所述抗SARS‑CoV‑2单链抗体

的互补决定区包括CDR1和CDR3，所述CDR1包括

SEQ  ID  NO.1或SEQ  ID  NO.2所示的氨基酸序列，

所述CDR3包括SEQ  ID  NO.3或SEQ  ID  NO.4所示

的氨基酸序列。所述抗SARS‑CoV‑2单链抗体具备

高亲和力，高效和SARS‑CoV‑2结合，不易解离，具

备高病毒中和活性，且可以在原核系统中高效表

达，表达流程标准可控，可大大降低生产成本，同

时，分子量小，理化性质稳定，耐热性好，可大大

降低作为防治药物的运输成本，在防治SARS‑

CoV‑2领域具有重要应用价值。
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1.一种抗SARS‑CoV‑2单链抗体，其特征在于，所述抗SARS‑CoV‑2单链抗体的互补决定

区包括CDR1和CDR3；

所述CDR1包括SEQ  ID  NO.1或SEQ  ID  NO.2所示的氨基酸序列；

所述CDR3包括SEQ  ID  NO.3或SEQ  ID  NO.4所示的氨基酸序列。

2.根据权利要求1所述的抗SARS‑CoV‑2单链抗体，其特征在于，所述抗SARS‑CoV‑2单链

抗体还包括高变区HV2和HV4；

所述HV2包括SEQ  ID  NO.5或SEQ  ID  NO.6所示的氨基酸序列；

所述HV4包括SEQ  ID  NO.7所示的氨基酸序列；

优选地，所述抗SARS‑CoV‑2单链抗体还包括骨架区FR1、FR2和FR3；

优选地，所述FR1包括SEQ  ID  NO.8或SEQ  ID  NO.9所示的氨基酸序列；

优选地，所述FR2包括SEQ  ID  NO.10或SEQ  ID  NO.11所示的氨基酸序列；

优选地，所述FR3包括SEQ  ID  NO.12或SEQ  ID  NO.13所示的氨基酸序列。

3.根据权利要求1或2所述的抗SARS‑CoV‑2单链抗体，其特征在于，所述抗SARS‑CoV‑2

单链抗体包括SEQ  ID  NO.14或SEQ  ID  NO.15所示的氨基酸序列。

4.一种核酸分子，其特征在于，所述核酸分子包括编码权利要求1‑3任一项所述抗

SARS‑CoV‑2单链抗体的核酸序列。

5.一种重组载体，其特征在于，所述重组载体包括权利要求4所述的核酸分子。

6.一种重组细胞，其特征在于，所述重组细胞包括权利要求4所述的核酸分子或权利要

求5所述的重组载体。

7.一种权利要求1‑3任一项所述的抗SARS‑CoV‑2单链抗体的制备方法，其特征在于，所

述制备方法包括以下步骤：

(1)使用SARS‑CoV‑2S1蛋白免疫条纹斑竹鲨，分离免疫后条纹斑竹鲨的外周血单核细

胞并提取总RNA，以所述RNA为模板逆转录制备cDNA；

(2)以所述cDNA为模板，PCR扩增单链抗体可变区，构建噬菌体展示文库；

(3)在所述噬菌体展示文库中筛选具有SARS‑CoV‑2抗原特异性的噬菌体抗体，并进行

测序，获得抗体的核酸序列；

(4)利用所述抗体的核酸序列构建表达载体，并转入细胞进行表达及纯化，得到所述抗

SARS‑CoV‑2单链抗体。

8.根据权利要求7所述的方法，其特征在于，步骤(4)所述构建表达载体包括构建原核

表达载体或真核表达载体；

优选地，所述原核表达载体转化入大肠杆菌进行表达；

优选地，所述真核表达载体转入293细胞进行表达。

9.一种药物组合物，其特征在于，所述药物组合物包括权利要求1‑3任一项所述的抗

SARS‑CoV‑2单链抗体、权利要求4所述的核酸分子、权利要求5所述的重组载体或权利要求6

所述的重组细胞中的任意一种或至少两种的组合；

优选地，所述药物组合物还包括药学上可接受的载体、稀释剂或赋形剂中的任意一种

或至少两种的组合。

10.如权利要求1‑3任一项所述的抗SARS‑CoV‑2单链抗体、权利要求4所述的核酸分子、

权利要求5所述的重组载体、权利要求6所述的重组细胞或权利要求9所述的药物组合物在
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制备抗SARS‑CoV‑2药物中的应用。
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一种抗SARS‑CoV‑2单链抗体及其制备方法和应用

技术领域

[0001] 本发明属于生物医药技术领域，涉及一种抗SARS‑CoV‑2单链抗体及其制备方法和

应用。

背景技术

[0002] 新型冠状病毒SARS‑CoV‑2是由世界卫生组织命名的一种新型的β属的冠状病毒，

该病毒有包膜，颗粒呈圆形或椭圆形，主要结构蛋白包括刺突蛋白(Spike，S)、信使蛋白

(Envelop，E)、膜蛋白(Membrane，M)和核衣壳蛋白(Nucleocapsid，N)，有研究发现SARS‑

CoV‑2通过与血管紧张素转换酶2(Angiotensin  converting  enzyme  2，ACE2)受体结合进

入宿主细胞，进行病毒的感染和复制，引发肺损伤，肺炎，严重可导致严重急性呼吸系统综

合征，脓毒症休克、难以纠正的代谢性酸中毒和出凝血功能障碍及多器官功能衰竭等。

[0003] 目前主要依赖于疫苗的预防作用防治SARS‑CoV‑2，但SARS‑CoV‑2能够发生突变产

生新的致病突变体，使得疫苗的保护效果降低，因此需要针对COVID‑19快速有效的预防和

治疗策略。

[0004] 除了疫苗，许多研究证明中和性抗体在机体抵抗病毒感染中起到关键性作用，含

有中和抗体的恢复期血清已被用于治疗COVID‑19患者。

[0005] CN112442120A公开了一种抗严重急性呼吸系统综合征II型冠状病毒SARS‑CoV‑2

的中和抗体，从COVID‑19康复患者血液中提取外周免疫细胞，并从中筛选可以和新冠病毒

抗原蛋白‑刺突蛋白结合的B细胞，然后对已生产抗体的单个B细胞在单细胞水平上进行分

析，获得B细胞内编码中和抗体可变区重链和轻链的基因序列，利用所述序列重新构建和表

达中和抗体，有望用于新冠病毒所引起的肺炎等疾病的治疗和预防，但由于缺乏来源和潜

在的副作用而受到限制，并且人源中和抗体生产成本高，运输条件严格，免疫剂量大以及可

能的ADE副作用，难以大规模应用。

[0006] 纳米抗体是一种在骆驼和鲨鱼中发现的单链抗体，近年来受到了广泛的关注，纳

米抗体分子量小、亲和力高、热稳定性强且生产成本低，有望成为未来治疗性抗体发展的重

要方向。

[0007] 综上所述，提供一种亲和力高、热稳定性强且生产成本低的抗SARS‑CoV‑2抗体，对

于SARS‑CoV‑2防治领域具有重要意义。

发明内容

[0008] 针对现有技术的不足和实际需求，本发明提供一种抗SARS‑CoV‑2单链抗体及其制

备方法和应用，所述抗SARS‑CoV‑2单链抗体具备高亲和力，且可以在原核系统中高效表达，

生产成低本，理化性质稳定，耐热性好，运输成本低，在防治SARS‑CoV‑2领域具有重要应用

价值。

[0009] 为达上述目的，本发明采用以下技术方案：

[0010] 第一方面，本发明提供一种抗SARS‑CoV‑2单链抗体，所述抗SARS‑CoV‑2单链抗体
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的互补决定区包括CDR1和CDR3，所述CDR1包括SEQ  ID  NO.1或SEQ  ID  NO.2所示的氨基酸序

列，所述CDR3包括SEQ  ID  NO.3或SEQ  ID  NO.4所示的氨基酸序列。

[0011] 本发明的抗SARS‑CoV‑2单链抗体具备高亲和力，高效和SARS‑CoV‑2结合，不易解

离，且可以在原核系统中高效表达，表达流程标准可控，可大大降低生产成本，同时，分子量

小，理化性质稳定，耐热性好，可大大降低作为防治药物的运输成本，在防治SARS‑CoV‑2领

域具有重要应用价值。

[0012] 根据本发明，所述抗SARS‑CoV‑2单链抗体还包括高变区HV2和HV4，所述HV2包括

SEQ  ID  NO.5或SEQ  ID  NO.6所示的氨基酸序列，所述HV4包括SEQ  ID  NO.7所示的氨基酸序

列。

[0013] 优选地，所述抗SARS‑CoV‑2单链抗体还包括骨架区FR1、FR2和FR3。

[0014] 优选地，所述FR1包括SEQ  ID  NO.8或SEQ  ID  NO.9所示的氨基酸序列。

[0015] 优选地，所述FR2包括SEQ  ID  NO.10或SEQ  ID  NO.11所示的氨基酸序列。

[0016] 优选地，所述FR3包括SEQ  ID  NO.12或SEQ  ID  NO.13所示的氨基酸序列。

[0017] 优选地，所述抗SARS‑CoV‑2单链抗体包括SEQ  ID  NO.14或SEQ  ID  NO.15所示的氨

基酸序列。

[0018] SEQ  ID  NO.1：DSPCSLDS。

[0019] SEQ  ID  NO.2：DSSCALDS。

[0020] SEQ  ID  NO.3：RAYSTTGDERDCRWQGYI。

[0021] SEQ  ID  NO.4：RAYSLSAGMCAWMGYI。

[0022] SEQ  ID  NO.5：ATKKENLS。

[0023] SEQ  ID  NO.6：ATKKESLS。

[0024] SEQ  ID  NO.7：NKASK。

[0025] SEQ  ID  NO.8：ERVEQTPTTTTKEAGESLTINCVLR。

[0026] SEQ  ID  NO.9：ERLEQTPTTTTKETGESLTINCVLR。

[0027] SEQ  ID  NO.10：TFWYFTKKGATKKE。

[0028] SEQ  ID  NO.11：TYWYFTKKGATKKE。

[0029] SEQ  ID  NO.12：NLSNGGRYAETVNKASKSFSLQISDLRVEDSGTYHC。

[0030] SEQ  ID  NO.13：SLSNGGRYAETVNKASKSFSLRISDLRVEDSGTYHC。

[0031] SEQ  ID  NO.14：

[0032] MAERVEQTPTTTTKEAGESLTINCVLRDSPCSLDSTFWYFTKKGATKKENLSNGGRYAETVNKASKSF

SLQISDLRVEDSGTYHCRAYSTTGDERDCRWQGYIEGYGTILTVN。

[0033] SEQ  ID  NO.15：

[0034] MAERLEQTPTTTTKETGESLTINCVLRDSSCALDSTYWYFTKKGATKKESLSNGGRYAETVNKASKSF

SLRISDLRVEDSGTYHCRAYSLSAGMCAWMGYIEGGGTTLTVN。

[0035] 第二方面，本发明提供一种核酸分子，所述核酸分子包括编码第一方面所述抗

SARS‑CoV‑2单链抗体的核酸序列。

[0036] 优选地，所述核酸分子包括SEQ  ID  NO.16或SEQ  ID  NO.17所示的核酸序列。

[0037] SEQ  ID  NO.16：

[0038] atggccgaacgggttgaacaaacaccgacaacgacaacaaaggaggcaggcgaatcactgaccatcaa
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ttgcgtcctaagagattctccctgttcattggatagcacgttctggtatttcacaaaaaagggtgcaacaaagaag

gagaacttatcaaatggcggacgatatgcggaaacagtgaacaaggcatcaaagtccttttctttacaaattagtg

acctaagagttgaagacagtggtacatatcactgtagagcgtatagcaccaccggggatgagagggactgtaggtg

gcagggctatattgaaggatacggcaccattctgactgtgaat。

[0039] SEQ  ID  NO.17：

[0040] atggccgaacggcttgaacaaacaccgacaacgacaacaaaggagacaggcgaatcactgaccatcaa

ttgcgtcctaagagattccagctgtgcattggatagcacgtactggtatttcacaaaaaagggcgcaacaaagaag

gagagcttatcaaatggcggacgatacgcggaaacagtgaacaaggcatcaaagtccttttctttgcgaattagtg

acctaagagttgaagacagtggtacatatcactgtagagcgtatagcctttcagctgggatgtgtgcctggatggg

ctacattgaaggaggcggcaccactctgactgtgaat。

[0041] 第三方面，本发明提供一种重组载体，所述重组载体包括第二方面所述的核酸分

子。

[0042] 第四方面，本发明提供一种重组细胞，所述重组细胞包括第二方面所述的核酸分

子或第三方面所述的重组载体。

[0043] 第五方面，本发明提供一种第一方面所述的抗SARS‑CoV‑2单链抗体的制备方法，

所述制备方法包括以下步骤：

[0044] (1)使用SARS‑CoV‑2S1蛋白免疫条纹斑竹鲨，分离免疫后条纹斑竹鲨的外周血单

核细胞并提取总RNA，以所述RNA为模板逆转录制备cDNA；

[0045] (2)以所述cDNA为模板，PCR扩增单链抗体可变区，构建噬菌体展示文库；

[0046] (3)在所述噬菌体展示文库中筛选具有SARS‑CoV‑2抗原特异性的噬菌体抗体，并

进行测序，获得抗体的核酸序列；

[0047] (4)利用所述抗体的核酸序列构建表达载体，并转入细胞进行表达及纯化，得到所

述抗SARS‑CoV‑2单链抗体。

[0048] 优选地，步骤(3)所述抗体的核酸序列为如SEQ  ID  NO.16或SEQ  ID  NO.17所示的

核酸序列。

[0049] 优选地，步骤(4)所述构建表达载体包括构建原核表达载体或真核表达载体。

[0050] 优选地，所述原核表达载体转化入大肠杆菌进行表达。

[0051] 优选地，所述真核表达载体转入293细胞进行表达。

[0052] 第六方面，本发明提供一种药物组合物，所述药物组合物包括第一方面所述的抗

SARS‑CoV‑2单链抗体、第二方面所述的核酸分子、第三方面所述的重组载体或第四方面所

述的重组细胞中的任意一种或至少两种的组合。

[0053] 优选地，所述药物组合物还包括药学上可接受的载体、稀释剂或赋形剂中的任意

一种或至少两种的组合。

[0054] 第七方面，本发明提供如第一方面所述的抗SARS‑CoV‑2单链抗体、第二方面所述

的核酸分子、第三方面所述的重组载体、第四方面所述的重组细胞或第六方面所述的药物

组合物在制备抗SARS‑CoV‑2药物中的应用。

[0055] 与现有技术相比，本发明具有以下有益效果：

[0056] (1)本发明的抗SARS‑CoV‑2单链抗体具备高亲和力，高效和SARS‑CoV‑2结合，不易

解离，且制造成本和运输成本均较低，在防治SARS‑CoV‑2领域具有重要应用价值；
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[0057] (2)本发明的抗SARS‑CoV‑2单链抗体能够以高亲和力和SARS‑CoV‑2病毒RBD蛋白

结合，且具备高病毒中和活性。

附图说明

[0058] 图1A为SARS‑CoV‑2单链抗体20G6纯化后蛋白电泳图，左1泳道为Maker，之后泳道

为多次技术重复；

[0059] 图1B为SARS‑CoV‑2单链抗体17F6纯化后蛋白电泳图，左1泳道为Maker，之后泳道

为多次技术重复；

[0060] 图2A为ELISA检测20G6抗体与不同突变SARS‑CoV‑2病毒RBD蛋白结合活性图；

[0061] 图2B为ELISA检测17F6抗体与不同突变SARS‑CoV‑2病毒RBD蛋白结合活性图；

[0062] 图3A为20G6抗体与WH‑Hu‑1株病毒RBD蛋白亲和力图；

[0063] 图3B为17F6抗体与WH‑Hu‑1株病毒RBD蛋白亲和力图；

[0064] 图3C为20G6  Fc抗体与WH‑Hu‑1株病毒RBD蛋白亲和力图；

[0065] 图3D为20G6  Fc抗体与Alpha株病毒RBD蛋白亲和力图；

[0066] 图3E为20G6  Fc抗体与Beta株病毒RBD蛋白亲和力图；

[0067] 图3F为20G6  Fc抗体与Kappa株病毒RBD蛋白亲和力图；

[0068] 图3G为20G6  Fc抗体与Delta株病毒RBD蛋白亲和力图；

[0069] 图3H为17F6  Fc抗体与WH‑Hu‑1株病毒RBD蛋白亲和力图；

[0070] 图3I为17F6  Fc抗体与Alpha株病毒RBD蛋白亲和力图；

[0071] 图3J为17F6  Fc抗体与Beta株病毒RBD蛋白亲和力图；

[0072] 图3K为17F6  Fc抗体与Kappa株病毒RBD蛋白亲和力图；

[0073] 图3L为17F6  Fc抗体与Delta株病毒RBD蛋白亲和力图；

[0074] 图4为20G6、17F6、20G6  Fc和17F6  Fc抗体对WH‑Hu‑1株病毒中和抑制率图。

具体实施方式

[0075] 为进一步阐述本发明所采取的技术手段及其效果，以下结合实施例和附图对本发

明作进一步地说明。可以理解的是，此处所描述的具体实施方式仅仅用于解释本发明，而非

对本发明的限定。

[0076] 实施例中未注明具体技术或条件者，按照本领域内的文献所描述的技术或条件，

或者按照产品说明书进行。所用试剂或仪器未注明生产厂商者，均为可通过正规渠道商购

获得的常规产品。

[0077] 实施例1

[0078] 本实施例构建单链抗体噬菌体库，所述单链抗体噬菌体库的构建方法包括以下步

骤：

[0079] (1)取100μg  SARS‑CoV‑2S1蛋白(购自北京义翘神州)溶于250μL  PBS中，并与等体

积铝佐剂充分振荡乳化，皮下及肌肉多点注射免疫条纹斑竹鲨，共免疫6次，每次间隔2周；

[0080] (2)从第二次免疫开始，每次免疫一周后尾静脉采血1mL，将其中0.5mL经抗凝处理

分离淋巴细胞，trizol裂解，‑80℃保存备用；另外取0.5mL室温静置1小时，离心分离血清检

测血清效价，最后一次免疫后尾静脉采血检测血清假病毒中和效价；
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[0081] (3)取第3、4、5、6次免疫后的淋巴细胞裂解液，使用氯仿抽提总RNA，采用bio‑rad

公司的逆转录试剂盒(bio‑rad，Cat:1708891)合成cDNA；

[0082] (4)以所述cDNA为模板，利用特异性引物，上游引物：GCGAGGAGGAGGCCCAGCCGGCCA

TGGCCSMACGGSTTGAACAAACACC下游引物：ATAAGAATGCGGCCGCWTTCACAGTCASARKGGTSCC(参考

文献，doi:10.1016/j.molimm.2006.07.299)扩增单链抗体可变区，PCR反应体系包括：

[0083]

[0084] PCR扩增程序为：

[0085] 98℃预变性30s；

[0086] 98℃变性10s、61℃退火30s、72℃延伸30s，27个循环；

[0087] 72℃延伸7min；

[0088] (5)使用1％琼脂糖凝胶电泳鉴定PCR产物，并进行回收纯化(Magen  DNA凝胶回收

试剂盒)，得单链抗体可变区PCR产物，将单链抗体可变区PCR产物与pcantab5e噬菌粒载体

分别进行NotI和SfiI双酶切，按载体150ng，片段50ng的比例于16℃连接过夜，连接产物经

纯化后电转化入TG1感受态中，涂板，并同时做10倍倍比梯度稀释计算库容，37℃过夜培养，

用涂布棒刮取平板上的菌落，重悬于培养基中，加入终浓度20％的甘油，‑80℃保存备用，挑

取96个克隆进行菌液PCR鉴定文库阳性转化率并测序验证抗体多样性，经鉴定，库容达2×

108，阳性转化率100％，文库多样性大于90％。

[0089] 实施例2

[0090] 本实施例进行SARS‑CoV‑2单链抗体筛选及表达，包括以下步骤：

[0091] (1)取100μL实施例1制备的单链抗体噬菌体库，接种于50mL含有氨苄抗生素和1％

葡萄糖的2YT培养基中，37℃培养至对数期，加入20倍菌数的辅助噬菌体M13KO7，混匀后37

℃静置20分钟，再振荡培养30分钟，离心，弃掉培养基，加入50mL  2YT氨苄霉素卡那霉素培

养基，30℃振荡培养过夜，第二天离心，收集上清，加入1/4体积的PEG/NaCl，4℃沉淀重组噬

菌体2小时，离心收集噬菌体沉淀，使用5mL  PBS溶解，重复沉淀1次，PBS溶解噬菌体，加入终

浓度为15％的甘油，分装保存于‑80℃备用，同时取10μL做10倍梯度稀释，感染对数期TG1，

培养过夜，计算滴度；

[0092] (2)RBD抗原用CBS缓冲液稀释至10μg/mL，充分混匀后加入96孔酶标板中，100μL/

孔，4℃孵育12小时，弃掉抗原，加入封闭液(5％脱脂牛奶溶解于PBST中)，200μL/孔，37℃封

闭2小时，洗板，0.05％PBST，200μL/孔，洗4次，2分钟/次，甩掉液体，拍干，备用；

[0093] (3)第一轮筛选，取100倍库容的重组噬菌体稀释于100μL封闭液中，加入包被了

RBD的酶标孔中，室温孵育2小时，弃掉噬菌体，使用0.1％PBST洗涤10次，2分钟/次，100μL三

乙胺洗脱10分钟，取出洗脱液，立即加入1M  Tris‑HCl(pH  7.4)中和洗脱液，中和后的洗脱

液加入3mL对数生长期TG1中，静置30分钟，振荡培养30分钟，取10μL做10倍梯度稀释，计算

库容，剩下全部离心，留300μL培养基将菌体重悬，涂于2YT固体培养基平板，37℃倒置培养

过夜，第二天，梯度稀释的平板计算库容，菌库平板用涂布棒将菌体刮下，重悬于3mL  2YT培
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养基中，加入终浓度为20％的甘油，‑80冻存备用，得到第一轮菌种库，取100μL第一轮菌种

库于50mL培养基中，37℃振荡培养至对数期，并按步骤(1)所述制备第一轮重组噬菌体库；

[0094] (4)第二轮筛选，具体步骤如步骤(3)中所述，在第一轮基础上改变条件，洗涤次数

增加15次，包被抗原量降低3倍；

[0095] (5)第三轮筛选，具体步骤如步骤(3)中所述，在第二轮的基础上改变条件，洗涤次

数增加15次，包被抗原量降低3倍，从第三轮筛选获得的库中挑选单个克隆，进行Phage 

ELISA验证；

[0096] (6)Phage  ELISA验证，挑取单个克隆于96孔板中，37℃振荡培养过夜，第二天取5μ

L菌液于新的96孔板中(300μL培养基/孔)，37℃振荡培养至对数期，加入20倍菌量的辅助噬

菌体，37℃静置30分钟，再振荡培养30分钟，离心，去掉培养基，加入300μL  2YT氨苄卡那培

养基，30℃振荡培养过夜，取100μL上清于包被了RBD抗原(50ng/孔)的酶标板中，室温孵育2

小时，同时用重组噬菌体库作为阳性对照，辅助噬菌体作为阴性对照，PBST洗板4次，加入

HRP标记的抗M13抗体(购于成都阿帕克)，100μL/孔，37℃孵育1小时，PBST洗板6次，加入TMB

显色底物(购自millipore)，100μL/孔，37℃避光孵育15分钟，加入50μL  1M  H2SO4终止，检测

450nm吸光值；

[0097] (7)原核表达：将Phage  ELISA验证的阳性克隆进行测序，获得序列不同的抗体，

PCR扩增出不同的抗体序列，上游带有NcoI酶切位点，下游带有XhoI酶切位点，回收PCR产物

后，同时用NcoI和XhoI将PCR产物与PET28a载体分别进行双酶切，酶切体系为：1μg  PCR产物

和1μg质粒，无菌水补至50μL，37℃酶切20小时，胶回收，取150ng载体与50ng片段，16℃连接

3小时，连接产物加入大肠杆菌TOP  10感受态中，冰置30分钟，42℃热激90s，立即冰置3分

钟，加入500μL  LB培养基复苏60分钟，涂板，37℃静置培养过夜，第二天每个平板挑取5个克

隆进行菌落PCR，并测序鉴定抗体片段是否正确插入，抗体片段插入正确的克隆接入10mL 

LB卡那培养基中，振荡培养过夜，提取质粒，转化入大肠杆菌表达菌Arctic  express中，挑

取单个克隆，于LB培养基中培养至对数期，加入0.1mM  IPTG，16℃诱导表达20小时，收集菌

体沉淀，高压破碎，离心，收集上清，进行Ni柱亲和纯化，得到的粗提物再进行离子交换和分

子筛，最终获得SARS‑CoV‑2单链抗体20G6(SEQ  ID  NO.14)和17F6(SEQ  ID  NO.15)，纯度>

95％，纯化后蛋白电泳图如图1A和1B所示；

[0098] 真核表达：以pET28a‑20G6和pET28a‑17F6为模板扩增20G6与17F6，上游带有AfeI

酶切位点，下游带有NheI酶切位点，胶回收PCR产物后，同时用AfeI和NheI将PCR产物与

PCMV‑hIgG1Fc载体分别进行双酶切，酶切体系为：1μg  PCR产物和1μg质粒，无菌水补至50μ

L，37℃酶切20小时，胶回收，取150ng载体与50ng片段，16℃连接3小时，胶回收，取150ng载

体与50ng片段，16℃连接3小时，连接产物加入大肠杆菌TOP  10感受态中，冰置30分钟，42℃

热激90s，立即冰置3分钟，加入500μL  LB培养基复苏45分钟，涂板，37℃静置培养过夜，第二

天每个平板挑取5个克隆进行菌落PCR，并测序鉴定抗体片段是否正确插入，抗体片段插入

正确的克隆接入200mL  LB氨苄培养基中，振荡培养过夜，去内毒素提取质粒，将400μg质粒

与800μg  PEI转染试剂分别重悬于5mL  Opti‑MEM培养基中，混合，静置20min，加入200mL对

数生长期的expi293细胞中，37℃、5％CO2培养5天，离心收集培养上清，Protein  A亲和层

析，获得Fc标签融合表达的20G6  Fc抗体和17F6  Fc抗体，抗体纯度>95％。

[0099] 实施例3
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[0100] 本实施例检测实施例2制备的SARS‑CoV‑2单链抗体结合能力，包括以下步骤：

[0101] (1)分别将五种不同毒株RBD(刺突蛋白中受体结合位点结构域，为第332～527位

氨基酸)蛋白(WH‑Hu‑1株，英国株B.1 .1 .7(Alpha，包含N501Y突变位点)，南非株B.1 .351

(Bbeta，包含K417N、E484K、N501Y三个位点突变)和印度株B.1 .617(Kappa，包含L452R ,

E484Q突变位点)、B.1.617.2(Delta，包含L452R,T478K突变位点))稀释于CBS缓冲液中，包

被酶标板，50ng/100μL/孔，4℃孵育12小时，弃掉抗原，加入封闭液(5％脱脂牛奶溶解于

PBST中)，200μL/孔，37℃封闭2小时，洗板，0.05％PBST，200μL/孔，洗4次，2分钟/次，甩掉液

体，拍干；

[0102] (2)分别将20G6与17F6抗体稀释于PBST中，从100μg/mL开始，做半对数稀释，共稀

释12个梯度，100μL/孔加入酶标板中，37℃孵育2小时，PBST洗板4次，2分钟/次，加入HRP标

记的抗人IgG二抗，37℃孵育1小时，PBST洗板6次，2分钟/次，甩掉液体，拍干，加入TMB显色

底物，100μL/孔，37℃避光孵育15分钟，加入50μL  1M  H2SO4终止，检测450nm吸光值，计算抗

原抗体结合EC50，结果如图2A和图2B所示，20G6抗体的EC50为0.003μg/mL，17F6  EC50为

0.007μg/mL。

[0103] 实施例4

[0104] 本实施例检测实施例2制备的SARS‑CoV‑2单链抗体亲和力。

[0105] 利用生物膜干涉技术(BLI)检测单链抗体亲和力，使用gator  bio  BLI设备，分别

将20G6、17F6、20G6Fc和17F6  Fc单链抗体按10μg/mL稀释于PBS缓冲液中(含0.02％tween‑

20和0.2％BSA)，五种RBD蛋白(WH‑Hu‑1，Alpha，Beta，Kappa，Delta)的浓度梯度为200nM、

100nM、50nM、25nM、12.5nM、6.25nM和3.125nM，结果如图3A‑图3L所示，根据结合曲线计算结

合常数Ka，解离常数Kd，和亲和力常数KD，如表1所示。

[0106] 表1

[0107]

[0108] 由表1可知，本发明通过原核表达和真核表达制备的SARS‑CoV‑2单链抗体均具备

高亲和力。

[0109] 实施例5

[0110] 本实施例检测实施例2制备的SARS‑CoV‑2单链抗体体外病毒中和活性。

[0111] 分别将20G6及17F6单链抗体进行梯度稀释，从10μg/mL开始做4倍梯度稀释，共稀

释5个梯度，加入96孔板中，60μL/孔，分别与100TCID50的WH‑Hu‑1株SARS‑CoV‑2病毒或南非

株SARS‑CoV‑2病毒(Beta)混合，37℃孵育2小时，取100μL抗体病毒混合物加入提前在96孔
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细胞板中培养的Vero  E6细胞中，37℃5％CO2培养96小时，40倍镜下观察细胞病变效应

(CPE)现象，以不出现CPE的最大稀释倍数为终点计算IC100，结果如表2所示，所有体外病毒

中和实验均在P3实验室中完成。

[0112] 表2

[0113]

[0114] 由表2可知，CPE方法检测20G6抗体和17F6抗体完全中和100TCID50  WH‑Hu‑1株

SARS‑CoV‑2(IC100)的浓度分别为156ng/mL和1.25ng/mL，完全中和100TCID50南非株SARS‑

CoV‑2(IC100)的浓度分别为312ng/mL和1250ng/mL，表明本发明的单链抗体能有效结合并

中和SARS‑CoV‑2突变株感染细胞。

[0115] 实施例6

[0116] 本实施例检测SARS‑CoV‑2单链抗体体外病毒中和活性(FRNT)，包括以下步骤：

[0117] (1)第一天：Vero  E6细胞细胞铺板，96孔板，2×104细胞/孔；

[0118] (2)第二天：将抗体稀释至浓度为100μg/mL，然后做4倍连续稀释，共9个梯度；

[0119] (3)将WH‑Hu‑1株SARS‑CoV‑2病毒用DMEM稀释至200FFU/25μL。

[0120] (4)取75μL病毒与75μL梯度稀释的抗体充分混匀，37℃、5％CO2孵育1小时；

[0121] (5)弃掉细胞培养液，取50μL病毒抗体混合液加入细胞板中，每个梯度3个复孔，轻

微晃动，使液体均匀覆盖细胞，37℃、5％CO2孵育1小时；

[0122] (6)弃掉病毒抗体混合液，加入预热的1.6％CMC，100μL/孔，37℃、5％CO2孵育24小

时；

[0123] (7)细胞固定、染色：

[0124] 1)加入200μL/孔4％多聚甲醛，固定1小时；

[0125] 2)弃掉培养基及固定液，再加满4％多聚甲醛，紫外照射30分钟；

[0126] 3)弃固定液，用PBS洗板3次，200μL/孔；

[0127] 4)用1％BSA含0.2％triton封闭，50μL/孔，室温放置30min，PBST洗3次；

[0128] 5)一抗：1％BSA稀释兔抗SARS‑N多克隆抗体，50μL/孔，37℃孵育1小时，PBST洗3

次；

[0129] 6)二抗：1％BSA稀释羊抗兔IgG‑HRP，50μL/孔，37℃孵育1小时，PBST洗3次；

[0130] 7)显色：TrueBlue  50μL/well，室温放置10min，ddH2O洗板三次，甩干，计数；

[0131] (8)计算中和抑制率：抑制率＝[1‑实验孔病灶数目/病毒对照组病灶数目]×

100％，Graphpad软件拟合抗体中和曲线，如图4所示，并计算IC50，结果如表3和图4所示。

[0132] 表3

[0133]   IC50(ng/mL)

20G6 370(24.67nM)

17F6 2562(170.8nM)

20G6  Fc 860(8.6nM)

17F6  Fc 3647(36.5nM)
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[0134] 由表3可知，FRNT检测20G6和17F6对200FFU  WH‑Hu‑1株SARS‑CoV‑2病毒体外中和

IC50分别为370ng/mL和2562ng/mL，20G6  Fc和17F6  Fc对200FFU  WH‑Hu‑1株SARS‑CoV‑2病

毒体外中和IC50分别为860ng/mL和3647ng/mL，表明本发明的单链抗体能有效结合并中和

SARS‑CoV‑2突变株感染细胞。

[0135] 综上所述，本发明的抗SARS‑CoV‑2单链抗体能够以高亲和力结合SARS‑CoV‑2病毒

RBD蛋白，且几乎不解离，能有效结合并中和SARS‑CoV‑2突变株感染细胞，且制造成本和运

输成本均较低，在防治SARS‑CoV‑2领域具有重要应用价值。

[0136] 申请人声明，本发明通过上述实施例来说明本发明的详细方法，但本发明并不局

限于上述详细方法，即不意味着本发明必须依赖上述详细方法才能实施。所属技术领域的

技术人员应该明了，对本发明的任何改进，对本发明产品各原料的等效替换及辅助成分的

添加、具体方式的选择等，均落在本发明的保护范围和公开范围之内。
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SEQUENCE  LISTING

<110> 厦门福宸百奥生物技术有限公司，厦门联合呼吸健康研究院，广州医科大学

<120> 一种抗SARS‑COV‑2单链抗体及其制备方法和应用

<130>  20210726

<160>  17

<170>  PatentIn  version  3.3

<210>  1

<211>  8

<212>  PRT

<213> 人工序列

<400>  1

Asp  Ser  Pro  Cys  Ser  Leu  Asp  Ser

1               5

<210>  2

<211>  8

<212>  PRT

<213> 人工序列

<400>  2

Asp  Ser  Ser  Cys  Ala  Leu  Asp  Ser

1               5

<210>  3

<211>  18

<212>  PRT

<213> 人工序列

<400>  3

Arg  Ala  Tyr  Ser  Thr  Thr  Gly  Asp  Glu  Arg  Asp  Cys  Arg  Trp  Gln  Gly

1               5                   10                  15

Tyr  Ile

<210>  4

<211>  16

<212>  PRT

<213> 人工序列

<400>  4

Arg  Ala  Tyr  Ser  Leu  Ser  Ala  Gly  Met  Cys  Ala  Trp  Met  Gly  Tyr  Ile

1               5                   10                  15

<210>  5

<211>  8

<212>  PRT
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<213> 人工序列

<400>  5

Ala  Thr  Lys  Lys  Glu  Asn  Leu  Ser

1               5

<210>  6

<211>  8

<212>  PRT

<213> 人工序列

<400>  6

Ala  Thr  Lys  Lys  Glu  Ser  Leu  Ser

1               5

<210>  7

<211>  5

<212>  PRT

<213> 人工序列

<400>  7

Asn  Lys  Ala  Ser  Lys

1               5

<210>  8

<211>  25

<212>  PRT

<213> 人工序列

<400>  8

Glu  Arg  Val  Glu  Gln  Thr  Pro  Thr  Thr  Thr  Thr  Lys  Glu  Ala  Gly  Glu  Ser  Leu

1               5                   10                  15

Thr  Ile  Asn  Cys  Val  Leu  Arg

    20

<210>  9

<211>  25

<212>  PRT

<213> 人工序列

<400>  9

Glu  Arg  Leu  Glu  Gln  Thr  Pro  Thr  Thr  Thr  Thr  Lys  Glu  Thr  Gly  Glu

1               5                   10                  15

Ser  Leu  Thr  Ile  Asn  Cys  Val  Leu  Arg

            20                  25

<210>  10

<211>  14

<212>  PRT
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<213> 人工序列

<400>  10

Thr  Phe  Trp  Tyr  Phe  Thr  Lys  Lys  Gly  Ala  Thr  Lys  Lys  Glu

1               5                   10

<210>  11

<211>  14

<212>  PRT

<213> 人工序列

<400>  11

Thr  Tyr  Trp  Tyr  Phe  Thr  Lys  Lys  Gly  Ala  Thr  Lys  Lys  Glu

1               5                   10

<210>  12

<211>  36

<212>  PRT

<213> 人工序列

<400>  12

Asn  Leu  Ser  Asn  Gly  Gly  Arg  Tyr  Ala  Glu  Thr  Val  Asn  Lys  Ala  Ser

1               5                   10                  15

Lys  Ser  Phe  Ser  Leu  Gln  Ile  Ser  Asp  Leu  Arg  Val  Glu  Asp  Ser  Gly

            20                  25                  30

Thr  Tyr  His  Cys

        35

<210>  13

<211>  36

<212>  PRT

<213> 人工序列

<400>  13

Ser  Leu  Ser  Asn  Gly  Gly  Arg  Tyr  Ala  Glu  Thr  Val  Asn  Lys  Ala  Ser

1               5                   10                  15

Lys  Ser  Phe  Ser  Leu  Arg  Ile  Ser  Asp  Leu  Arg  Val  Glu  Asp  Ser  Gly

            20                  25                  30

Thr  Tyr  His  Cys

        35

<210>  14

<211>  113

<212>  PRT

<213> 人工序列

<400>  14

Met  Ala  Glu  Arg  Val  Glu  Gln  Thr  Pro  Thr  Thr  Thr  Thr  Lys  Glu  Ala
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1               5                   10                  15

Gly  Glu  Ser  Leu  Thr  Ile  Asn  Cys  Val  Leu  Arg  Asp  Ser  Pro  Cys  Ser

            20                  25                  30

Leu  Asp  Ser  Thr  Phe  Trp  Tyr  Phe  Thr  Lys  Lys  Gly  Ala  Thr  Lys  Lys

        35                  40                  45

Glu  Asn  Leu  Ser  Asn  Gly  Gly  Arg  Tyr  Ala  Glu  Thr  Val  Asn  Lys  Ala

    50                  55                  60

Ser  Lys  Ser  Phe  Ser  Leu  Gln  Ile  Ser  Asp  Leu  Arg  Val  Glu  Asp  Ser

65                  70                  75                  80

Gly  Thr  Tyr  His  Cys  Arg  Ala  Tyr  Ser  Thr  Thr  Gly  Asp  Glu  Arg  Asp

                85                  90                  95

Cys  Arg  Trp  Gln  Gly  Tyr  Ile  Glu  Gly  Tyr  Gly  Thr  Ile  Leu  Thr  Val

            100                 105                 110

Asn

<210>  15

<211>  111

<212>  PRT

<213> 人工序列

<400>  15

Met  Ala  Glu  Arg  Leu  Glu  Gln  Thr  Pro  Thr  Thr  Thr  Thr  Lys  Glu  Thr

1               5                   10                  15

Gly  Glu  Ser  Leu  Thr  Ile  Asn  Cys  Val  Leu  Arg  Asp  Ser  Ser  Cys  Ala

            20                  25                  30

Leu  Asp  Ser  Thr  Tyr  Trp  Tyr  Phe  Thr  Lys  Lys  Gly  Ala  Thr  Lys  Lys

        35                  40                  45

Glu  Ser  Leu  Ser  Asn  Gly  Gly  Arg  Tyr  Ala  Glu  Thr  Val  Asn  Lys  Ala

    50                  55                  60

Ser  Lys  Ser  Phe  Ser  Leu  Arg  Ile  Ser  Asp  Leu  Arg  Val  Glu  Asp  Ser

65                  70                  75                  80

Gly  Thr  Tyr  His  Cys  Arg  Ala  Tyr  Ser  Leu  Ser  Ala  Gly  Met  Cys  Ala

                85                  90                  95

Trp  Met  Gly  Tyr  Ile  Glu  Gly  Gly  Gly  Thr  Thr  Leu  Thr  Val  Asn

            100                 105                 110

<210>  16

<211>  339

<212>  DNA

<213> 人工序列

<400>  16

atggccgaac  gggttgaaca  aacaccgaca  acgacaacaa  aggaggcagg  cgaatcactg  60
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accatcaatt  gcgtcctaag  agattctccc  tgttcattgg  atagcacgtt  ctggtatttc  120

acaaaaaagg  gtgcaacaaa  gaaggagaac  ttatcaaatg  gcggacgata  tgcggaaaca  180

gtgaacaagg  catcaaagtc  cttttcttta  caaattagtg  acctaagagt  tgaagacagt  240

ggtacatatc  actgtagagc  gtatagcacc  accggggatg  agagggactg  taggtggcag  300

ggctatattg  aaggatacgg  caccattctg  actgtgaat  339

<210>  17

<211>  333

<212>  DNA

<213> 人工序列

<400>  17

atggccgaac  ggcttgaaca  aacaccgaca  acgacaacaa  aggagacagg  cgaatcactg  60

accatcaatt  gcgtcctaag  agattccagc  tgtgcattgg  atagcacgta  ctggtatttc  120

acaaaaaagg  gcgcaacaaa  gaaggagagc  ttatcaaatg  gcggacgata  cgcggaaaca  180

gtgaacaagg  catcaaagtc  cttttctttg  cgaattagtg  acctaagagt  tgaagacagt  240

ggtacatatc  actgtagagc  gtatagcctt  tcagctggga  tgtgtgcctg  gatgggctac  300

attgaaggag  gcggcaccac  tctgactgtg  aat  333
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图3B
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图3E
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图3H

图3I

图3J
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图3K

图3L
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