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Anti-HER2-ScFv-GFP融合蛋白靶向结合体外乳腺

癌细胞表面受体的研究
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摘要      为了研究不同表达系统获得的携带绿色荧光抗HER2单链抗体(Anti-HER2-ScFv-GFP)
是否既可靶向结合HER2阳性乳腺癌细胞表面, 也可通过观察绿色荧光变化直接判断抗体结合乳腺

癌细胞表面后细胞的动态变化, 在前期成功构建两种表达系统的基础上, 利用Ni2+-NTA亲和层析法

纯化来源于真核表达系统pFAST Bac to Bac HT A/Tn-5B1-4和原核表达系统pBAD His B/TOP10的
融合蛋白Anti-HER2-ScFv-GFP, 设置HER2阳性细胞SKBR3为实验组、HER2阴性细胞MCF7为对

照组, 分别与之混合24 h后, 1×PBS洗脱细胞3次, 激光共聚焦显微镜观察到两种不同表达系统获得

的融合蛋白在HER2阳性细胞SKBR3表面分布均有绿色荧光, 真核表达的蛋白结合效率明显高于原

核表达的蛋白, SKBR3结合高浓度的融合蛋白后细胞表现出皱缩, 绿色荧光明显增强, 而两种不同

来源的融合蛋白与HER2阴性MCF7混合后均易被洗脱。GFP标准品与SKBR3混合后也容易被洗脱。

实验表明构建的携带绿色荧光抗HER2单链抗体同时具有靶向结合和报告作用两方面的功能。
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目前, 特异性杀灭肿瘤细胞的肿瘤靶向生物治

疗(targeted therapy)在癌症的治疗研究中受到了越来

越多的关注[1]。其中, 靶向HER2阳性肿瘤的单克隆

抗体治疗方案是众多方案之一[2~4]。单抗治疗具有

靶点特异性高、副作用低和可携带化疗药物、毒素

等优点, 但单克隆抗体的生产成本高, 分子较大而难

以进入实体瘤内[5]。而利用DNA重组技术制备的单

链抗体片段不但具有抗体靶向性强、分子小较易穿

透细胞外间隙到达深部肿瘤细胞的优点, 而且免疫

原性较弱, 能降低人体的抗体反应, 由于这种抗体片

段缺乏Fc段, 丧失完整抗体所具有的效应功能, 难以

杀伤靶细胞[6]。因此, 研制携带“弹头”分子如高效

的“弹头”药物或放射性核素等的小型化单链抗体

ScFv尤为重要。如何充分利用单链抗体片段的靶向

功能, 将“弹头”分子如化疗药物等输送到靶点细

胞进行靶向治疗或应用于临床分子病理诊断是目前

研究的热点。

本研究利用前期工作中构建的真核表达系统

pFAST Bac to Bac HT A/Tn-5B1-4和原核表达系统

pBAD His B/TOP10表达获得的均携带绿色荧光的

抗HER2单链抗体, 根据GFP在抗HER2单链抗体靶

向结合乳腺癌细胞表面中的指示作用, 分析抗HER2
单链抗体携带“弹头”靶向结合乳腺癌HER2受体

的能力, 为研究抗HER2单链抗体携带“弹头”与细

胞结合后的动态变化奠定基础。

1   材料与方法
1.1  材料

1.1.1  表达载体质粒与肿瘤细胞株        鼠源性人抗

HER2-ScFv片段由中山大学医学院宋尔卫教授课题

组提供、pFAST Bac to Bac HT A/Anti-HER2-ScFv-
GFP/Tn-5B1-4、pBAD His B/Anti-HER2-ScFv-GFP/
TOP10均由本实验室构建、HER2阴性乳腺癌细胞

株MCF7、HER2阳性乳腺癌细胞株SKBR3购自中国

科学院上海生物化学与细胞生物研究所。Tn-5B1-4
细胞由浙江大学张传溪教授惠赠。

1.1.2  主要试剂        胎牛血清、Trypin-EDTA购自
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GIBCO公司, DMEM-高糖(含丙酮酸钠)培养基、

RPMI-1640、PBS(10X)购自Hyclone公司 , 昆虫细

胞培养基NTM-FH insectmedium为Sigma公司产品。

GFP标准品购于上海物竞化学试剂部, Ni2+-NTA蛋

白纯化柱购于Novagen公司。

1.2  方法

1.2.1  融合蛋白Anti-HER2-ScFv-GFP的纯化获得        根
据两种系统表达产物均具有6×His的特点, 选择Ni2+-
NTA亲和层析法。取20 ml含有表达产物的经过第

三轮感染的Tn-5B1-4细胞培养液离心后收集细胞, 
用 100 mmol/L Tris-HC1(pH8.0)重悬 , 冰浴中温和

超声6次(每次2 min, 间隔10 s)破碎, 4 ℃ , 10 000 g离心

5 min, 收集上清, 用 Ni2+-NTA螯合层析柱室温结合1 h, 
用洗涤缓冲液(100 mmol/L Tris-HC1, 20 mmol/L咪唑, 
pH8.0)洗涤5次后, 分别用含100 mmol/L、200 mmol/L、
500 mmol/L的咪唑洗脱缓冲液洗脱, 蛋白核酸检测

仪检测回收获得真核表达系统的携带绿色荧光的

抗HER2单链抗体Anti-HER2-ScFv-GFP, 过0.45 μm
滤膜除菌待用。取200 ml诱导重组菌pBAD His B/
Anti-HER2-ScFv-GFP/TOP10离心后收集菌体, 用
100 mmol/L Tris-HC1(pH8.0)重悬, 冰浴中温和超声

6 次(每次2 min, 间隔10 s)破碎菌体, 4 ℃ , 10 000 g离
心5 min, 收集上清, 同上Ni2+-NTA螯合层析柱法获

得原核表达系统的携带绿色荧光的抗HER2单链抗

体Anti-HER2-ScFv-GFP, 过0.45 μm滤膜除菌待用。

考马斯亮蓝法分别测定两种不同来源的携带绿色荧

光的抗HER2单链抗体蛋白浓度, 取合适体积的纯化

融合蛋白样品Anti-HER2-ScFv-GFP, 使其测定值在

标准曲线的直线范围内, 利用标准曲线或回归方程

求出相当于标准蛋白质的量(μg), 以牛血清血蛋白

(BSA)为标准品。 
1.2.2  Western blot分析        被纯化蛋白样品经SDS-
PAGE分离后电转移至PVDF膜, 以5 g/L脱脂奶粉室

温封闭1 h, 依次加入鼠抗6×His-Tag mAb(1:5 000稀
释, 4 ℃孵育过夜)为一抗, HRP标记的山羊抗小鼠

IgG(1:5 000稀释, 室温2 h)为二抗用化学发光试剂盒

于暗室条件下感光显影, 分析蛋白质印迹结果。

1.2.3  细胞培养        用含10%胎牛血清、100 μg/ml
青霉素和100 μg/ml链霉素的DMEM高糖培养基, 在
37 ℃、5% CO2的细胞培养箱中培养HER2阳性乳腺

癌细胞SKBR3和HER2阴性乳腺癌细胞MCF7。取

对数生长的SKBR3和MCF7细胞, 以含0.25% EDTA

的胰酶消化制成单细胞悬液。

1.2.4  来源于真核表达系统的抗HER2单链抗体靶向

结合SKBR3、MCF7对比        胰酶消化生长铺满的

HER2阳性乳腺癌细胞SKBR3、HER2阴性乳腺癌细

胞MCF7, 重悬于无胎牛血清的RPMI-1640培养液, 
分别滴入不同稀释度的经过滤膜除菌的Anti-HER2-
ScFv-GFP融合蛋白样品(1:5、1:20、1:40), 调整细

胞密度为5×108个/L, 以1 ml/孔加入6孔细胞培养玻

底板, 设复孔为阴性洗脱对照, 使Anti-HER2-ScFv与
乳腺癌细胞SKBR3、MCF7细胞表面受体充分结合, 
37 ℃ , 5% CO2的细胞培养箱中培养2 h后, 添加胎牛

血清含100 ml/L, 37 ℃ , 5% CO2的细胞培养箱中培

养24 h, 1×PBS洗3次。激光共聚焦显微镜下观察单

链抗体与SKBR3、MCF7细胞表面受体结合情况、

肿瘤细胞结合后的动态变化、绿色荧光分布特点。

以相同浓度的GFP标准蛋白为阴性对照。

1.2.5  来源于原核表达系统的抗HER2单链抗体靶向

结合SKBR3、MCF7对比        结合实验方法如1.2.4, 
激光共聚焦显微镜观察来源于原核表达系统的抗

HER2单链抗体与SKBR3、MCF7细胞表面受体结

合情况、肿瘤细胞结合后的动态变化、绿色荧光分

布特点。

1.2.6  两种不同来源的抗HER2单链抗体靶向结合

HER2阳性乳腺癌细胞SKBR3效率对比        将不

同来源的经纯化Anti-HER2-ScFv-GFP融合蛋白样

品稀释至相同浓度, 均设置三个稀释度(1:5、1:20、
1:40), 以HER2阳性乳腺癌细胞SKBR3为结合对象, 
胰酶消化生长铺满的HER2阳性乳腺癌细胞SKBR3, 
重悬于无胎牛血清的RPMI1640培养液, 37 ℃ , 5% 
CO2培养箱中培养2 h, 调整细胞密度为5×108个/L, 
以1 ml/孔加入6孔细胞培养板, 每孔1 ml, 设复孔为

阴性洗脱对照, 使Anti-HER2-ScFv与乳腺癌细胞

SKBR3表面受体充分结合, 添加胎牛血清含100 ml/L, 
37 ℃ , 5% CO2培养箱中培养24 h, 1×PBS洗3次。激

光共聚焦显微镜观察两种来源的抗HER2单链抗体

与SKBR3细胞表面受体结合情况。

2   结果
2.1  融合蛋白Anti-HER2-ScFv-GFP的纯化获得

Ni2+-NTA蛋白纯化柱法分离纯化两种不同表

达系统的携带绿色荧光蛋白的抗HER2单链抗体, 测
定纯化蛋白浓度, 计算出来源于pBAD His B/Anti-
HER2-ScFv-GFP/TOP10的纯化样品蛋白质浓度约
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为492.8 µg/ml, 来源于pFAST Bac to Bac HT A /Tn-
5B1-4的纯化样品蛋白质浓度约为144.9 µg/ml。
2.2  Western blot分析

以鼠抗6×His-Tag mAb(1:5 000稀释, 4 ℃孵育

过夜)为一抗, HRP标记的山羊抗小鼠IgG(1:5 000稀
释, 室温2 h)为二抗, 做蛋白质印迹分析, 结果在60 kDa
左右有明显条带与预计相符合, 表明该融合蛋白在

两种表达系统中成功表达, 如图1所示。

2.3  真核系统的融合蛋白结合HER2阳性细胞株

SKBR3与HER2阴性细胞株MCF7对比

来源于真核表达系统的Anti-HER2-ScFv-GFP

图1　蛋白质印迹分析结果

A: 来源于原核表达系统的目的融合蛋白蛋白质印迹分析结果; B: 来
源于真核表达系统的目的融合蛋白蛋白质印迹分析结果。

Fig.1　The result of Western blot analysis
A: the aim fusion protein Anti-HER2-ScFv-GFP from prokaryotic ex-
pression system; B: the aim fusion protein Anti-HER2-ScFv-GFP from 
eukaryotic expression system.

图2　真核系统表达的融合蛋白与乳腺癌细胞结合结果

A: 来源于真核表达系统的融合蛋白与HER2阳性的乳腺癌细胞SKBR3结合结果; B: 来源于真核表达系统的融合蛋白与HER2阴性的乳腺癌细

胞MCF7结合结果; C: GFP标准品与HER2阳性的乳腺癌细胞SKBR3结合结果。

Fig.2　The binding result on the surface between the breast cancer cells and the fusion protein from eukaryotic expression system
A: the fusion protein from eukaryotic expression system bind the surface of HER2 positive breast cancer cell SKBR3; B: the fusion protein from eu-
karyotic expression system bind the surface of HER2 negative breast cancer cell MCF7; C: the standard protein GFP bind the surface of HER2 positive 
breast cancer cell SKBR3.

融合蛋白样品分别与SKBR3、MCF7混合后, 用PBS
反复洗脱如图2A和图2B所示, 用GFP标准品稀释液

滴加到HER2阳性的乳腺癌细胞SKBR3混合后, 用
PBS反复洗脱如图2C所示。结果来源于真核表达

系统携带绿色荧光的抗HER2单链抗体可以成功与

HER2阳性乳腺癌细胞表面结合, 融合蛋白浓度最

高时, 细胞有皱缩变小现象, 细胞增殖缓慢, 浓度以

1:40稀释的细胞表面绿色荧光分布清晰, 细胞变化

不明显, 而同样浓度的该蛋白与HER2阴性的MCF7
不能结合, GFP本身也不能与HER2阳性的乳腺癌细

胞表面结合, 从而排除HER2阳性表面的绿色荧光是

GFP自身结合在HER2阳性细胞表面的可能。

2.4  原核系统的融合蛋白结合HER2阳性细胞株

SKBR3与HER2阴性细胞株MCF7对比

来源于原核表达系统的Anti-HER2-ScFv-GFP
融合蛋白样品分别与SKBR3、MCF7混合后, 反复

洗脱结果如图3A和图3B所示, 用GFP标准品稀释液

滴加到HER2阳性的乳腺癌细胞SKBR3混合后, 反复

洗脱结果如图3C所示。结果来源于原核表达系统

的携带绿色荧光的抗HER2单链抗体可分布在HER2
阳性的乳腺癌细胞SKBR3表面, 但细胞动态变化不

明显, 而与HER2阴性的MCF7不能结合, GFP本身也
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图4　两种不同表达系统获得的融合蛋白与乳腺癌SKBR3结
合结果比较

A: 来源于原核表达系统的融合蛋白与SKBR3结合结果; B: 来源于真

核表达系统的融合蛋白与SKBR3结合结果。

Fig.4　The comparison of the binding function on the sur-
face of SKBR3 between the fusion protein from eukaryotic 
expression system and the fusion protein from prokaryotic 

expression system
A: the binding result of the fusion protein from prokaryotic expression 
system on the surface of SKBR3; B: the binding result of the fusion pro-
tein from prokaryotic expression system on the surface of SKBR3.

图5　融合蛋白的3D预测结构

A: 绿色荧光蛋白片段的短肽预测结构; B: Anti-HER2-ScFv片段的短

肽预测结构。

Fig.5　The predicted 3D structure of the fusion protein
A: the predicted peptide fragment of green fluorescent protein; B: the 
predicted peptide fragment of Anti-HER2-ScFv containing VL and VH.

图3　原核系统表达的融合蛋白与乳腺癌细胞结合结果

A: 来源于原核表达系统的融合蛋白与HER2阳性的乳腺癌细胞SKBR3结合结果; B: 来源于原核表达系统的融合蛋白与HER2阴性的乳腺癌细

胞MCF7结合结果; C: GFP标准品与HER2阳性的乳腺癌细胞SKBR3结合结果。

Fig.3　The binding result on the surface between the breast cancer cells and the fusion protein from prokaryotic expression system
A: the fusion protein from prokaryotic expression system bind the surface of HER2 positive breast cancer cell SKBR3; B: the fusion protein from 
prokaryotic expression system bind the surface of HER2 negative breast cancer cell MCF7; C: the standard protein GFP bind the surface of HER2 posi-
tive breast cancer cell SKBR3.

不能与HER2阳性的乳腺癌细胞表面结合, 从而排除

HER2阳性表面的绿色荧光是GFP自身结合在HER2
阳性细胞的表面。

2.5  真核系统的融合蛋白与原核系统的融合蛋白

的结合效率对比

将分别来源于两种不同表达系统的融合蛋白

稀释到相同浓度后做1:5、1:20、1:40的稀释后与

HER2阳性乳腺癌细胞SKBR3混合后反复洗脱结果
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如图4A和图4B所示。两种不同表达系统获得的携

带绿色荧光的抗HER2单链抗体均可与HER2阳性的

乳腺癌细胞SKBR3表面结合, 但是来源于真核的单

链抗体明显结合SKBR3的效率要高, 绿色荧光要强, 
细胞形态变化更加明显。

2.6  携带绿色荧光的抗HER2单链抗体三维结构

与功能的预测

根据融合基因构建的设计思路和融合蛋白结

合HER2 阳性的乳腺癌细胞SKBR3的结合情况, 针
对真核表达载体pFAST Bac to Bac HT A起始密码子

位置特点, 利用ESyPred3D软件通过PyMOL预测来

源于真核表达系统的携带绿色荧光抗HER2单链抗

体成功融合, GFP多肽片段以稳定共价键作用连接

在单链抗体的C端(图5A), 抗HER2单链抗体的VH、

VL肽段具有正确的三级结构(图5B), 能够特异性与

HER2阳性的乳腺癌细胞表面受体结合, 其假想三维

结构如图5所示。

3   讨论

由于传统抗肿瘤药物选择性低、毒性大, 对肿

瘤的治疗从传统细胞毒类药物转移到高效低毒的靶

向性抗肿瘤药物是一种趋势[7~10]。其中, HER2阳性

的乳腺癌靶向性化学药物或抗体治疗的主要机理是

通过结合乳腺癌细胞表面HER2, 阻断表皮生长因子

对HER2受体的激活, 从而抑制蛋白酪氨酸激酶活性

最终导致乳腺癌肿瘤细胞表面的HER2受体无法磷

酸化而停止增殖[11,12]。

目前, 利用HER2在细胞膜表达的特点, 以抗

HER2单链抗体为导向系统, 将效应分子药物有选择

地输送到HER2阳性肿瘤细胞的研究越来越多。此

研究思路是利用抗HER2单链抗体既可以封闭HER2
信号通道, 又能特异性发挥一定的杀伤作用。任君

琳等[13]将重组抗HER2 ScFv/tBid融合基因克隆入真

核表达载体pCMV中, 转染胃癌SGC7901细胞, 并观

察其对胃癌SGC7901细胞的促凋亡作用。 通过间

接荧光免疫染色技术观察染色细胞记数, 发现细胞

的增殖被明显抑制, 结果表明该融合蛋白可以靶向

结合胃癌SGC7901细胞并诱导细胞凋亡。Jia等[14]构

建了一种新型的靶向性促凋亡分子, 该分子保留了

抗HER2单链抗体以及PE40的转膜结构域, 而在C端
又连接了一种具有自发活性的caspase-3分子。结果

表明这种分泌产生的融合蛋白能特异性识别HER2

阳性肿瘤细胞, 并内化人肿瘤细胞发挥杀伤效应。

此外, 以抗HER2单链抗体作为导向系统靶向结合各

种HER2阳性肿瘤细胞表面HER2受体并特异性杀死

该肿瘤细胞的验证实验还有很多[15,16]。这些研究中, 
一般在结果验证中, 均采用间接免疫荧光染色法观

察转染后的细胞形态, 而融合基因在肿瘤细胞内的

表达情况则采用流式细胞仪进行检测分析。

此外, 对HER2基因表达状态的分子诊断临床

上主要有免疫组化法(IHC)、荧光原位杂交法(fluo-
rescence in situ hybridization, FISH)等。Tse等[17]认为

免疫组化法尽管应用最广泛, 但方法间接, 检测过程

受干扰因素多, 造成假阴性的频率高。FISH能直接

和准确地判断HER2/neu基因是否存在扩增, 但操作

繁琐, 需要配置专业的仪器设备[18]。同时, 两种诊断

方法中均需染色观察实验结果, 存在一定人为差异

从而影响结果的判断。

本研究利用不同表达系统表达获得携带绿色

荧光的抗HER2单链抗体, 其既利用了抗HER2 ScFv
在抗HER2治疗中的靶向功能, 又利用绿色荧光蛋

白的报告作用, 国内外均无相关报道。通过直接观

察绿色荧光的显示情况, 表明两种表达系统获得的

融合蛋白抗HER2 ScFv-GFP与HER2阳性肿瘤细胞

SKBR3均能特异性结合, 靶向性明显, 其靶向功能的

判断通过利用绿色荧光蛋白的报告作用即可实现, 
结果验证过程中避免了间接免疫荧光染色法, 排除

了人为判断染色效果的差异, 从临床分子诊断角度

分析具有较重要的应用前景。高浓度携带绿色荧光

的抗HER2单链抗体与HER2阳性肿瘤细胞结合后细

胞变小皱缩等现象表明只含有重链和轻链可变区的

单链抗体对肿瘤细胞的增殖具有一定的抑制作用, 
但杀伤性劣于靶向性, 增强杀伤作用还有必要携带

高效“弹头”药物一起协同作用。其中, 绿色荧光

对细胞受抑制现象有很强的报告作用, 且此结果也

可利用普通的荧光显微镜观察。分析认为, 融合蛋

白的两个融合片段抗HER2 ScFv与绿色荧光蛋白在

融合并形成高级结构时, 抗HER2 ScFv的活性域受

到影响较小, 因此, 在抗HER2 ScFv片段后融合其他

具有杀伤效应的“弹头”药物根据抗HER2 ScFv-
GFP的靶向性与报告作用研究杀伤效应在靶向生物

治疗方面也具有重要的研究价值。但是,  将不同来

源但浓度相同的抗HER2 ScFv-GFP与HER2阳性肿

瘤细胞SKBR3结合结果比较, 则表现出真核表达的
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蛋白结合效率明显高于原核表达的蛋白, 细胞变化

较明显。从真核表达载体pFAST Bac to Bac HT A和

原核表达载体pBAD His B自身的表达结构序列图谱

分析, 两种表达载体从各自的起始密码子开始都没

有设计信号肽序列, 融合基因在构建时也无插入信

号肽序列, 故可认为两种表达系统均不是分泌性表

达, 没有糖基化修饰。从Western blot分析结果看来

源于两种表达系统的融合蛋白分子量相近, 但与配

体的结合效率有明显差别, 推测两者的高级结构不

同, 分析认为, pBAD His B核糖体结合位点(RBS)后
的第一个翻译起始密码子与目的融合基因的起始密

码子ATG之间的碱基数目约多翻译出40个氨基酸左

右, 其是由ATG、6×His、Xpress epitope、Enteroki-
nase site构成, 而pFAST Bac to Bac HT A核糖体结合

位点后的第一个翻译起始密码子ATG与目的融合基

因的起始密码子之间的碱基数目多翻译出30个氨基

酸, 其是由ATG、6×His、TEV site构成, 最终导致不

同表达系统获得的融合蛋白抗HER2 ScFv-GFP一级

结构有一定差异。此外, 由于原核表达系统的缺陷

性对融合蛋白形成正确的高级结构有一定影响, 即
使氨基酸序列相同, 原核系统表达的蛋白质往往与

真核系统表达的蛋白质在高级结构上也有一定的差

别, 且在免疫反应和与其他分子结合中更明显。两

种不同来源的融合蛋白是否因为高级结构的差异而

导致结合效率不同, 验证实验可通过测定晶体结构

来进一步研究。在本实验中真核表达系统获得携带

绿色荧光的抗HER2单链抗体在靶向性方面的应用

价值明显高于原核表达系统来源的抗体。

本研究的成功使原来不可见的单链抗体结合

乳腺癌细胞表面HER2受体现象在荧光蛋白的报告

下能够变得可见。在分子病理诊断方面, 通过直接

观察携带绿色荧光的抗HER2单链抗体在肿瘤细胞

表面的分布从而判断HER2阳性水平。在肿瘤靶向

治疗方面, 进一步使该类单链抗体与“弹头”药物

相结合, 可直观分析癌细胞凋亡与单链抗体浓度变

化的关系, 从而判断“弹头”药物的最佳浓度、药

效等, 为靶向分子药理提供了新思路。
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The Study of the Targeting Selectivity and Binding the Surface of Breast 
Cancer Cells with the Fusion Protein Anti-HER2-ScFv-GFP 

in vitro Experiments

Guo-Hui Gao1, Qi-Di Huang2, Jin-Dan Wang1, Ji-FengYang1, Bing-Bing Bao1, Xiao-Qu Hu2*
(1School of Life Sciences Wenzhou Medical College, Zhejiang Provincial Key Laboratory of Medical Genetics, Wenzhou 325035, 
China; 2Department of Surgical Oncology, the First Affiliated Hospital of Wenzhou Medical College, Wenzhou 325035, China)

Abstract        The goal of this study was to test the targeting binding efficiency of the fusion protein Anti-
HER2-ScFv-GFP on the surface of breast cancer cells. We constructed the eukaryotic expression system pFAST 
Bac to Bac HT A/Anti-HER2-ScFv-GFP/Tn-5B1-4 and the prokaryotic system pBAD His B/Anti-HER2-ScFv-
GFP/TOP10. And then the fusion protein Anti-HER2-ScFv-GFP was separated to get the purification with Ni2+-
NTA argrose from the eukaryotic expression system pFAST Bac to Bac HT A/Tn-5B1-4 and the prokaryotic expres-
sion system pBAD His B/TOP10. Then we incubated SKBR3 (HER2+ cell) and MCF7(HER2- cell) containing the 
purification of the fusion proteins in 24 h, eluted these cells with 1×PBS three times, examined the targeting bind-
ing efficiency of the fusion protein Anti-HER2-ScFv-GFP on the surface of breast cancer cells with laser confocal 
microscopy system. Consequently, apparent green fluorescence was detected in SKBR3 cells. Fusion proteins from 
eukaryotic expression system showed a higher binding efficiency than those from prokaryotic expression system. 
Incubation with high concentration fusion proteins induced shrinking in SKBR3 cell. In contrast, fusion proteins 
were readily eluted from the HER2 negative cell MCF7, without obvious fluorescence detected. The standard GFP 
was readily eluted from the HER2 positive cell SKBR3, too. Fusion protein (Anti-HER2-ScFv-GFP) from these 
two systems can all bind to the surface of SKBR3 cell, but proteins from eukaryotic system showed a higher bind-
ing capacity than those from prokaryotic system. This suggested that GFP can report the developing of the breast 
cancer cells SKBR3 with anti HER2 ScFv and engineer antibodies selected to co-target critical functional pairs of 
HER2 on the surface of SKBR3 in vitro.

Key  words        the fusion protein Anti-HER2-ScFv-GFP; HER2 of breast cancer cells; targeting selectivity
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