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　 　 摘要:　 构建可用于特异性单链抗体(ＳｃＦｖ)筛选和应用的大容量鼠源噬菌体抗体展示库ꎬ获得拥有自主知识

产权的抗体库材料ꎮ 从小鼠脾脏细胞中提取总 ＲＮＡꎬ反转录成 ｃＤＮＡ 后ꎬ分别扩增抗体的重链基因、轻链基因ꎬ并
设计 ２ 条互补的 Ｌｉｎｋｅｒ 基因ꎮ 采用重叠延伸 ＰＣＲ (ＳＯＥ￣ＰＣＲ)法将重链￣Ｌｉｎｋｅｒ 和 Ｌｉｎｋｅｒ￣轻链拼接为完整的 ＳｃＦｖ 基

因ꎬ酶切、酶连后ꎬ将 ＳｃＦｖ 基因克隆到 ｐＣＡＮＴＡＢ￣５Ｅ 噬菌粒载体上ꎬ经电穿孔导入 Ｅ.ｃｏｌｉ ＴＧ１ 感受态细胞中ꎬ过夜培

养获得初级噬菌体展示库ꎮ 以单克隆菌落数计算库容量大小ꎬ通过比对随机挑取的单克隆噬菌体 ＳｃＦｖ 可变区序列

的差异ꎬ分析库的多样性ꎮ 以 Ｂｔ 毒素(Ｃｒｙ１Ｂ、Ｃｒｙ１Ｃ、Ｃｒｙ１Ｆ)为包被抗原ꎬ从库中筛选具有结合活性的 ＳｃＦｖ 验证库

的实用性ꎮ 经检测ꎬ提取的总 ＲＮＡ 条带清晰ꎬ浓度为 ２􀆰 ７６ μｇ / μｌꎬ扩增的抗体重链基因、轻链基因条带清晰ꎬ且 ２ 条

互补的 Ｌｉｎｋｅｒ 基因成功添加到重链基因和轻链基因上ꎮ 经 ＳＯＥ￣ＰＣＲ 法扩增ꎬ重链￣Ｌｉｎｋｅｒ 与 Ｌｉｎｋｅｒ￣轻链成功拼接为

ＳｃＦｖ 基因ꎮ 电转化后ꎬ经 ＰＣＲ(Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ)扩增和凝胶电泳检测ꎬ证实 ＳｃＦｖ 基因克隆成功ꎬ测得初级

噬菌体抗体展示库的库容为 ３.６７×１０８ꎮ 随机挑取 １２ 个单克隆菌种进行测序和比对ꎬ证实 ＳｃＦｖ 基因为鼠源抗体基

因ꎬ且 １２ 个单克隆菌种的 ＳｃＦｖ 基因可变区均有一定差异ꎬ说明 ＳｃＦｖ 基因具有多样性ꎮ 以 ３ 种 Ｂｔ 毒素(Ｃｒｙ１Ｂ、
Ｃｒｙ１Ｃ、Ｃｒｙ１Ｆ)为抗原ꎬ经 ４ 轮特异性富集筛选后均获得了具有抗原结合活性的噬菌体 ＳｃＦｖ 菌种ꎬ表明该库的实用

性较强ꎮ
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　 　 噬菌体展示抗体库构建技术是伴随分子生物

学、分子免疫学发展起来的新型基因工程抗体改造

技术ꎬ是第 ３ 代抗体的重要载体[１￣３]ꎮ １９８５ 年 Ｓｍｉｔｈ
首次发明了噬菌体表面展示技术ꎬ将人工抗体基因

克隆到噬菌粒载体上ꎬ实现了外源基因在噬菌体衣

壳蛋白表面的串联共表达[４]ꎮ 通过该技术将基因

工程抗体基因克隆到丝状噬菌粒载体的基因组

ＤＮＡ 中ꎬ随着噬菌体传代复制进行串联共表达ꎬ使
抗体蛋白展示在噬菌体衣壳蛋白表面ꎬ形成融合形

式的蛋白抗体ꎬ从而使抗体的表型和基因型联系在

一起ꎬ并通过固相化包被抗原捕获特异性结合的噬

菌体展示抗体ꎬ经洗脱分离后即可获得单一抗体及

其基因ꎬ从而实现特异性抗体和基因的筛选[５￣６]ꎮ 噬

菌体展示抗体库构建及配套筛选技术有效避免了多

克隆抗体、单克隆抗体须经动物免疫或细胞杂交等

的繁冗过程ꎬ经高通量筛选直接获得靶标特异性抗

体及其基因ꎬ同时可以在基因水平上进行抗体结构

和功能的定向改造ꎬ并能将筛选出的基因克隆到多

种表达系统中进行抗体蛋白的大量表达和体内亲和

成熟进化[７￣９]ꎮ ２００２ 年英国剑桥大学蛋白质工程中

心成功构建大库容量(１×１０８级)的人源化 Ｔｏｍｌｉｎｓｏｎ
(Ｊ＋Ｉ)噬菌体抗体库ꎬ并获得国际专利授权ꎬ是目前

研究最成熟、商业化运营最成功的噬菌体抗体展示

库[１０￣１１]ꎬ获得了巨大的经济效益ꎮ 近年美国 ＮＥＢ
(Ｎｅｗ Ｅｎｇｌａｎｄ Ｂｉｏｌａｂｓ)公司也成功推出了大库容量

(１×１０９级)的噬菌体展示随机十二肽抗体库[１２]ꎬ深

受市场认可ꎮ
本研究拟通过构建大容量天然鼠源噬菌体展示

库ꎬ获得能在农产品产供过程中对农药、生物毒素等

各类危害物进行检测的单链抗体筛选库材料ꎬ从而

提高在农产品质量安全管控过程中对危害物的筛查

和分析能力ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料

Ｂａｌｂ / ｃ 小鼠购自扬州大学比较医学中心ꎬ电
穿孔仪 ＥＣＭ ８３０ 购自美国 ＢＴＸ 公司ꎬ全自动凝胶

成像分析仪购自上海培清科技有限公司ꎬＰＣＲ 仪

购自日本 ＴａＫａＲａ 公司ꎬ酶标仪购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ
公司ꎬ酶标板购自美国 Ｃｏｒｎｉｎｇ 公司ꎬ超微量分光

光度计、ｐＣＡＮＴＡＢ￣５Ｅ 噬菌粒载体及配套菌种均购

自美国 ＧＥ 公司ꎬＴｒｉｚｏｌ 和 ＧＢＳＳ 缓冲液购自美国

Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司ꎬ引物和 ＤＥＰＣ 购自上海生工公司ꎬ
ＰＣＲ Ｍｉｘ 和 ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ 购自北京 ＴｒａｎｓＧｅｎ Ｂｉｏｔｅｃｈ
公司ꎬＮｏｔ Ｉ、 Ｓｆｉ Ｉ、 Ｔ４ ＤＮＡ Ｌｉｇａｓｅ 酶均购自美国

ＮＥＢ 公司ꎬＰＣＲ 产物纯化试剂盒、胶回收试剂盒购

自 德 国 Ｑｉａｇｅｎ 公 司ꎬ Ｂｔ 毒 素 ( Ｃｒｙ１Ｂ、 Ｃｒｙ１Ｃ、
Ｃｒｙ１Ｆ)标样购自上海佑隆生物科技有限公司ꎬＡｎ￣
ｔｉ￣Ｍ１３￣[ＨＲＰ] Ａｎｔｉｂｏｄｙ 购自武汉博士德公司ꎬ其
他试剂为国产分析纯ꎮ
１.２　 方法

１.２.１　 鼠脾脏细胞总 ＲＮＡ 提取及 ｃＤＮＡ 合成　 小

１１２徐重新等:鼠源噬菌体抗体展示库的构建及初步应用



鼠麻醉致死后置于纯酒精中浸泡 ３ ｍｉｎ 以消毒ꎬ于
无菌条件下解剖取出脾脏ꎬ在 ＧＢＳＳ 缓冲液中预冷

并去除残留的脂肪和结缔组织ꎬ将脾脏迅速剪碎分

装到经 ＤＥＰＣ 处理过的 ２ ｍｌ 离心管中ꎬ在液氮中放

置 ２ ｍｉｎꎬ用组织研磨器磨碎后ꎬ每管加入 １ ｍｌ Ｔｒ￣
ｉｚｏｌꎬ室温静置 ５ ｍｉｎꎬ１２ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 ５ ｍｉｎꎮ 将上

清液加入 ２００ μｌ 氯仿中ꎬ充分混匀ꎬ静置 １５ ｍｉｎꎬ
１２ ０００ ｇ 离心 １５ ｍｉｎꎮ 吸取上层水相ꎬ加入 ５００ μｌ
异丙醇ꎬ充分混匀ꎬ静置 １０ ｍｉｎꎬ１２ ０００ ｇ 离心 １０
ｍｉｎꎬ弃上清液ꎮ 用 １ ｍｌ ７５％乙醇重悬沉淀ꎬ８ ０００ ｇ
离心 ５ ｍｉｎꎬ弃上清液ꎬ室温干燥后ꎬ用 ３０ μｌ 去

ＲＮａｓｅ 水溶解沉淀物ꎮ 以超微量分光光度计测

Ａ２６０ / Ａ２８０确定 ＲＮＡ 的浓度[１３]ꎬ以琼脂糖凝胶电泳检

测其纯度ꎬ按 ＲＮＡ 反转录试剂盒产品操作手册中的

步骤将提取的 ＲＮＡ 反转录成 ｃＤＮＡꎬ纯化后于－８０
℃下冻存备用ꎮ
１.２.２　 重链基因(ＶＨ)、轻链基因(ＶＬ)扩增及拼接

ＳｃＦｖ 基因　 参考文献[１４]设计鼠源重链抗体基因

和轻链抗体基因特异性上下游通用物、Ｌｉｎｋｅｒ 引物

以及单链抗体基因上下游加酶切位点引物(表 １)ꎮ
ＰＣＲ 产物及酶切产物、酶连产物均经试剂盒纯化回

收再供后续试验用ꎬ纯化步骤参照商品说明书ꎮ 重

链基因和轻链基因的扩增程序为:取冻存的 ｃＤＮＡ
为模板ꎬ以 ＶＨ￣１￣ｂａｃｋ 和 ＶＨ￣１￣２￣ｆｏｒ 为上下游引物扩

增 重 链 基 因ꎬ 以 Ｖλ２ｂａｃｋ 和 ＭＪλ１ｆｏｒ、 ＭＪλ２ｆｏｒ、
ＭＪλ４ｆｏｒ、ＭＪλ５ｆｏｒ(按 １ ∶ １ ∶ １ ∶ １ 混合)为上下游引

物扩增轻链基因ꎮ ＰＣＲ 条件均为:９５ ℃ １０􀆰 ０ ｍｉｎꎻ
９４ ℃ １􀆰 ０ ｍｉｎꎬ５６ ℃ １􀆰 ０ ｍｉｎꎬ７２ ℃ １􀆰 ０ ｍｉｎꎻ７２ ℃
１０􀆰 ０ ｍｉｎꎬ共 ３５ 个循环ꎮ 重链基因、轻链基因添加

Ｌｉｎｋｅｒ 序列为:分别取纯化的重链基因、轻链基因为

模板ꎬ以合成的 ＶＨ￣１￣ｂａｃｋ 和 Ｌｉｎｋｅｒ￣ｂａｃｋ 为上下游

引物ꎬ扩增重链￣Ｌｉｎｋｅｒ 基因ꎬ以合成的 Ｌｉｎｋｅｒ￣ｆｏｒ 基

因和轻链 ＭＪλ１ｆｏｒ、ＭＪλ２ｆｏｒ、ＭＪλ４ｆｏｒ、ＭＪλ５ｆｏｒ (按

１ ∶ １ ∶ １ ∶ １ 混合)为上下游引物ꎬ扩增 Ｌｉｎｋｅｒ￣轻链

基因ꎮ 其 ＰＣＲ 条件为:９５ ℃ １０􀆰 ０ ｍｉｎ ꎻ９５ ℃ １􀆰 ０
ｍｉｎꎬ５８ ℃ １􀆰 ５ ｍｉｎꎬ７２ ℃ １􀆰 ０ ｍｉｎꎻ７２ ℃ １０􀆰 ０ ｍｉｎꎬ
共 ３０ 个循环ꎮ ＳｃＦｖ 重链基因、ＳｃＦｖ 轻链基因拼接

程序为:采用 ＳＯＥ￣ＰＣＲ 法ꎬ以扩增的重链￣Ｌｉｎｋｅｒ 基

因和 Ｌｉｎｋｅｒ￣轻链基因(１ ∶ １)为模板ꎬ经 ＰＣＲ 拼接为

完整的 ＳｃＦｖ 基因ꎮ 其 ＰＣＲ 条件为:９５ ℃ １０􀆰 ０ ｍｉｎꎻ
９５ ℃ １􀆰 ０ ｍｉｎꎬ６０ ℃ １􀆰 ５ ｍｉｎꎬ７２ ℃ １􀆰 ０ ｍｉｎꎻ７２ ℃
１０􀆰 ０ ｍｉｎꎬ共 ３０ 个循环ꎮ ＳｃＦｖ 基因添加酶切位点程

序为:以拼接的 ＳｃＦｖ 基因为模板ꎬ以添加酶切位点

的 Ｓｆｉ Ｉ ｂａｃｋ 和 Ｊλ１ Ｎｏｔ Ｉ、Ｊλ２ Ｎｏｔ Ｉ、Ｊλ４ Ｎｏｔ Ｉ、Ｊλ５
Ｎｏｔ Ｉ(按 １ ∶ １ ∶ １ ∶ １ 混合)为上下游引物ꎬ进行

ＳｃＦｖ 基因扩增ꎮ 其 ＰＣＲ 条件为:９４ ℃ １０􀆰 ０ ｍｉｎꎻ９４
℃ １􀆰 ０ ｍｉｎꎬ５６ ℃ １􀆰 ０ ｍｉｎꎬ７２ ℃ １􀆰 ０ ｍｉｎꎻ７２ ℃
１０􀆰 ０ ｍｉｎ ꎬ共 ３５ 个循环ꎮ
１.２.３　 Ｅ. ｃｏｌｉ ＴＧ１ 电转感受态制备 　 挑取 Ｅ. ｃｏｌｉ
ＴＧ１ 单菌落ꎬ接种到 １０ ｍｌ ２×ＴＹ 液体培养基中ꎬ３７
℃下 ２５０ ｒ / ｍｉｎ振荡培养过夜ꎮ 次日取 ５ ｍｌ 菌液

加入到 ５００ ｍｌ 经 ３７ ℃ 预热的 ２×ＴＹ 液体培养基

中ꎬ３７ ℃下 ２５０ ｒ / ｍｉｎ振荡培养ꎮ 每隔 ２０ ｍｉｎ 以超

微量分光光度计测一次 Ｄ６００ 值ꎬ直至 Ｄ６００ 值达到

０􀆰 ４ 时迅速将菌液置于冰水混合物中ꎬ冰水浴冷

３０ ｍｉｎꎬ期间不时缓慢摇动菌液ꎬ以确保 Ｅ.ｃｏｌｉ ＴＧ１
充分冷却ꎮ 将冷却好的菌液转移到冰水预冷的

２５０ ｍｌ 离心瓶中ꎬ４ ℃下以１ ０００ ｇ 离心 １５ ｍｉｎꎬ弃
上清液ꎮ 沉淀细胞用 ５００ ｍｌ 冰水预冷的纯水重

悬ꎬ４ ℃下以１ ０００ ｇ 离心 １５ ｍｉｎꎬ弃上清液ꎬ此步

骤重复 ２ 次ꎮ 收集沉淀细胞ꎬ用 ２５０ ｍｌ 冰水预冷

的 １０％甘油重悬ꎬ４ ℃下以１ ０００ ｇ 离心 １５ ｍｉｎꎬ弃
上清液ꎮ 向沉淀细胞中加入适量冰水预冷的 １０％
甘油ꎬ调节细胞浓度为 ２×１０１０ ~ ３×１０１０ꎬ每管 １００
μｌ 分装ꎬ－８０ ℃下冻存备用ꎮ 按照公式(１)测定制

备的感受态电转效率[１５] ꎮ
电转感受态电转化率(ＣＦＵ / μｇ)＝ 克隆菌落数

(ＣＦＵ) /质粒 ＤＮＡ 量(ｎｇ)×稀释倍数×１ ０００ (１)
１.２.４　 噬菌体 ＳｃＦｖ 展示库构建 　 参照质粒提取

试剂盒附录操作方法提取 ｐＣＡＮＴＡＢ￣５Ｅ 噬菌粒载

体ꎮ 将 ｐＣＡＮＴＡＢ￣５Ｅ 载体和方法 １.２. ２ 中加酶切

位点的单链抗体基因分别用 Ｎｏｔ Ｉ 酶和 Ｓｆｉ Ｉ 酶进

行酶切ꎬ产物用试剂盒纯化回收ꎬ然后通过 Ｔ４
ＤＮＡ Ｌｉｇａｓｅ 连接ꎬ构建 ｐＣＡＮＴＡＢ￣５Ｅ￣ＳｃＦｖ 重组噬

菌粒载体ꎬ并采用电转法(２ ５００ Ｖꎬ１００ μｓ)将其导

入到 Ｅ.ｃｏｌｉ ＴＧ１ 感受态细胞中ꎮ 菌液涂到 ＴＹＥ￣ＡＧ
固体培养基(含终质量浓度为 １００ μｇ / ｍｌ的 Ａｍｐꎬ
１％的葡萄糖)上ꎬ次日长出的菌落计数后参照文

献[１６]方法洗脱并处理ꎬ即构成噬菌体 ＳｃＦｖ 库ꎮ
１.２.５　 抗 Ｂｔ 毒素 ＳｃＦｖ 筛选　 参照 Ｔｏｍｌｉｎｓｏｎ(Ｊ＋Ｉ)
噬菌体抗体库操作手册和文献[１７]报道方法ꎬ从构

建的鼠源展示库中筛选与 Ｂｔ 毒素具有结合活性的

ＳｃＦｖꎬ以分析该库的实用性ꎮ
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表 １　 试验中所需合成的引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｆｏｒ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

基因　 　 　 　 引物名称　 　 　 　 　 　 序列 (５′→３′) 　 　 　 　 　 　 　 　 参考来源

重链基因(ＶＨ) ＶＨ￣１￣２￣ｆｏｒ ＴＧＡＧＧＡＧＡＣＧＧＴＧＡＣＣＧＴＧＧＴＣＣＣ ＴＴＧＧＣＣＣＣ 参考文献[１３]

ＶＨ￣１￣ｂａｃｋ ＡＧＧＴＳＭＡＲＣＴＧＣＡＧＳＡＧＴＣＷＧＧ

轻链基因(ＶＬ) ＭＪλ１ｆｏｒ ＣＣＧＴＴＴＧＡＴＴＴＣＣＡＧＣＴＴＧＧＴＧＣＣ

ＭＪλ２ｆｏｒ ＣＣＧＴＴＴＴＡＴＴＴＣＣＡＧＣＴＴＧＧＴＣＣＣ

ＭＪλ４ｆｏｒ ＣＣＧＴＴＴＴＡＴＴＴＣＣＡＡＣＴＴＴＧＴＣＣＣ

ＭＪλ５ｆｏｒ ＣＣＧＴＴＴＣＡＧＣＴＣＣＡＧＣＴＴＧＧＴＣＣＣ

Ｖλ２ｂａｃｋ ＧＡＣＡＴＴＧＡＧＣＴＣＡＣＣＣＡＧＴＣＴＣＣＡ

连接肽(Ｌｉｎｋｅｒ) Ｌｉｎｋｅｒ￣ｂａｃｋ ＧＧＴＧＧＡＧＧＣＧＧＴＴＣＡＧＧＣＧＧＡＧＧＴＧＧＣＴＣＴＧＧＣＧＧＴＧＧＣＧＧ
ＡＴＣＧＧＡＣＡＴＴＧＡＧＣＴＣＡＣＣＣＡＧＴＣＴＣＣＡ

Ｌｉｎｋｅｒ￣ ｆｏｒ ＣＧＡＴＣＣＧＣＣＡＣＣＧＣＣＡＧＡＧＣＣＡＣＣＴＣＣＧＣＣＴＧＡＡＣＣＧＣＣＴＣＣ
ＡＣＣＴＧＡＧＧＡＧＡＣＧＧＴＧＡＣＣＧＴＧＧＴＣＣＣＴＴＧＧＣＣＣＣ

单链抗体(ＳｃＦｖ) Ｓｆｉ Ｉ ｂａｃｋ ＧＴＣＣＴＣＧＣＡＡＣＴＧＣＧＧＣＣＣＡＧＣＣＧＧＣＣＡＴＧＧＣＣＣＡＧＧＴＳＭＡ
ＲＣＴＧＣＡＧＳＡＧＴＣＷＧＧ

Ｊλ１ Ｎｏｔ Ｉ ＧＡＧＴＣＡＴＴＣＴＧＣＧＧＣＣＧＣＣＣＧＴＴＴＧＡＴＴＴＣＣＡＧＣＴＴＧＧＴＧＣＣ

Ｊλ２ Ｎｏｔ Ｉ ＧＡＧＴＣＡＴＴＣＴＧＣＧＧＣＣＧＣＣＣＧＴＴＴＴＡＴＴＴＣＣＡＧＣＴＴＧＧＴＣＣＣ

Ｊλ４ Ｎｏｔ Ｉ ＧＡＧＴＣＡＴＴＣＴＧＣＧＧＣＣＧＣＣＣＧＴＴＴＴＡＴＴＴＣＣＡＡＣＴＴＴＧＴＣＣＣ

Ｊλ５ Ｎｏｔ Ｉ ＧＡＧＴＣＡＴＴＣＴＧＣＧＧＣＣＧＣＣＣＧＴＴＴＣＡＧＣＴＣＣＡＧＣＴＴＧＧＴＣＣＣ

ｐＣＡＮＴＡＢ￣５Ｅ 基因 Ｒ１ ＣＣＡＴＧＡＴＴＡＣＧＣＣＡＡＧＣＴＴＴＧＧＡＧＣＣ 产品说明书

Ｒ２ ＣＧＡＴＣＴＡＡＡＧＴＴＴＴＧＴＣＧＴＣＴＴＴＣＣ
Ｓ＝Ｇ ｏｒ ＣꎻＲ＝Ｇ ｏｒ ＡꎻＭ＝Ａ ｏｒ Ｔꎮ

２　 结果与分析

２.１　 鼠脾脏细胞总 ＲＮＡ
取 ２ 管分装的鼠脾脏组织ꎬ分别提取总 ＲＮＡꎬ

最后各获得 ３０ μｌ 的 ＲＮＡ 提取物ꎮ 从中各取 １ μｌ
进行 ＲＮＡ 凝胶电泳检测ꎬ发现均含有 ２８ Ｓ、１８ Ｓ、５ Ｓ
３ 条高等动物脾脏细胞总 ＲＮＡ 特征性目的条带(图
１)ꎮ 测得 Ａ２６０ / Ａ２８０总 ＲＮＡ 浓度为 ２􀆰 ７６ μｇ / μｌꎬ说明

提取成功ꎬ可供后续试验使用ꎮ 由于 ＲＮＡ 容易被自

然环境中无处不在的 ＲＮＡａｓｅ 降解ꎬ所以在提取和上

样检测过程中要严格进行 ＲＮＡａｓｅ 酶消解处理ꎮ 本

试验中提取的总 ＲＮＡ 也有部分降解的痕迹ꎬ可能是

电泳上样过程中被空气中的 ＲＮＡａｓｅ 降解了ꎬ所以电

泳检测过程中还需对环境和容器进行更为严格的酶

失活处理ꎮ
２.２　 重链基因和轻链基因扩增及 ＳｃＦｖ 基因拼接

对重链基因和轻链基因进行扩增ꎬ先分别添加

Ｌｉｎｋｅｒ 序列ꎬ最后通过 ＳＯＥ￣ＰＣＲ 将重链基因和轻链

基因拼接为完整的 ＳｃＦｖ 基因ꎬ试验效果分别见图 ２、
图 ３ 和图 ４ꎮ 从图 ２、图 ３ 和图 ４ 中可以看出ꎬ各

图 １　 鼠脾脏细胞总 ＲＮＡ
Ｆｉｇ.１　 Ｔｏｔａｌ ＲＮＡ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｆｒｏｍ ｓｐｌｅｅｎ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ｍｏｕｓｅ

ＰＣＲ 产物(重链基因约 ３４０ ｂｐꎬ轻链基因约 ３２０ ｂｐꎬ
重链￣Ｌｉｎｋｅｒ 基因约 ４４０ ｂｐꎬＬｉｎｋｅｒ￣轻链基因约 ４２０
ｂｐꎬＳｃＦｖ 基因约 ７５０ ｂｐ)经 ＤＮＡ 电泳检测ꎬ均含有

清晰的目的基因片段ꎬ表明各 ＰＣＲ 试验都达到了预

期效果ꎬ目的基因扩增成功ꎮ
２.３　 Ｅ.ｃｏｌｉ ＴＧ１ 电转感受态制备

取 １ μｌ ＤＮＡ 浓度为 ０􀆰 １ μｇ / μｌ的 ｐＣＡＮＴＡＢ￣５Ｅ
噬菌粒载体ꎬ将其电转化到制备的 Ｅ.ｃｏｌｉ ＴＧ１ 感受

态细胞中ꎬ按公式(１)算得电转化效率为 ６.７６×１０９ꎬ
转化效率达到高效电转要求ꎮ
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Ｍ:ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻ１、３:轻链基因 ＶＬꎻ２:重链基因 ＶＨꎮ
图 ２　 重链基因、轻链基因 ＰＣＲ 扩增

Ｆｉｇ.２　 ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＶＨ ａｎｄ ＶＬ

Ｍ:ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻ１、３:Ｌｉｎｋｅｒ￣ＶＬꎻ２:ＶＨ￣Ｌｉｎｋｅｒꎮ
图 ３　 重链基因和轻链基因添加 Ｌｉｎｋｅｒ基因 ＰＣＲ 扩增

Ｆｉｇ.３　 ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＶＨ ａｎｄ ＶＬ ａｄｄｅｄ Ｌｉｎｋｅｒ ｇｅｎｅ

Ｍ:ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻ１、２:ＳｃＦｖ 基因ꎮ
图 ４　 ＳｃＦｖ 基因 ＰＣＲ 扩增

Ｆｉｇ.４　 ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＳｃＦｖ ｇｅｎｅ

２.４　 噬菌体单链抗体展示库构建

ｐＣＡＮＴＡＢ￣５Ｅ 噬菌粒载体提取并纯化后ꎬ分别

以 Ｎｏｔ Ｉ 酶、Ｓｆｉ Ｉ 酶进行单酶切ꎬ以 Ｎｏｔ Ｉ 酶和 Ｓｆｉ Ｉ 酶
进行双酶切ꎬ经 ＤＮＡ 电泳跑胶(图 ５)后ꎬ发现 ３ 种

酶切方式处理的质粒载体条带均比未经过酶切处理

的质粒大ꎬ表明在购买的噬菌粒载体中存在 Ｎｏｔ Ｉ 酶
和 Ｓｆｉ Ｉ 酶的酶切位点ꎬ且酶具有活性ꎮ 将拼接好并

且添加酶切位点基因扩增的 ＳｃＦｖ 基因和 ｐＣＡＮＴ￣

ＡＢ￣５Ｅ 噬菌粒载体酶切、酶连后ꎬ电转导入到 Ｅ.ｃｏｌｉ
ＴＧ１ 电转感受态细胞中ꎬ经系列梯度稀释后涂板

(图 ６)ꎮ 计算获得初级噬菌体展示库库容量为

３.６７×１０８ꎬ随机挑取 １２ 个单克隆菌种进行 ＰＣＲ(图
７)和测序验证(表 ２)ꎬ发现所有供测菌种中均含有

目的基因大小片段(约 ９００ ｂｐꎬ含克隆位点前后约

１５０ ｂｐ 通用序列)ꎬ经序列比对分析ꎬ证实均为小鼠

抗体基因ꎬ且这些单克隆菌中 ＳｃＦｖ 基因的重链可变

区基因、轻链可变区基因均存在或多或少差异ꎮ 由

此说明ꎬ试验中构建的鼠源噬菌体展示库库容量较

大ꎬ多样性较丰富ꎬ初步确定达到预期试验目标ꎮ

Ｍ:ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻ１:ｐＣＡＮＴＡＢ￣５Ｅꎻ２:ｐＣＡＮＴＡＢ￣５Ｅ (经 Ｎｏｔ Ｉ 酶

切)ꎻ３:ｐＣＡＮＴＡＢ￣５Ｅ(经 Ｓｆｉ Ｉ 酶切)ꎻ４:ｐＣＡＮＴＡＢ￣５Ｅ (经 Ｎｏｔ Ｉ、
Ｓｆｉ Ｉ 双酶切)ꎮ
图 ５　 ｐＣＡＮＴＡＢ￣５Ｅ 噬菌粒载体酶切验证

Ｆｉｇ.５　 Ｔｈｅ ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｅｎｚｙｍｅ ｃｕｔｔｉｎｇ ｏｆ ｐＣＡＮＴＡＢ￣５Ｅ ｐｈａｇｅ
ｖｅｃｔｏｒ

Ａ:原液(１００ μｌ)ꎻＢ:稀释比例 １×１０４(１００ μｌ)ꎻＣ:稀释比例 １×

１０５(１００ μｌ)ꎻＤ:稀释比例 １×１０６(１００ μｌ)ꎮ
图 ６　 ｐＣＡＮＴＡＢ￣５Ｅ￣ＳｃＦｖ重组质粒电转 Ｅ.ｃｏｌｉ ＴＧ１后涂板菌种

Ｆｉｇ.６　 Ｃｏｌｏｎｉｅｓ ｏｆ ｐＣＡＮＴＡＢ￣５Ｅ￣ＳｃＦｖ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ ｉｎ￣
ｔｒｏｄｕｃｅｄ ｉｎｔｏ Ｅ.ｃｏｌｉ ＴＧ１ ｂｙ ｅｌｅｃｔｒｏｐｏｒａｔｉｏｎ
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Ｍ:ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻＣＫ:Ｅ.ｃｏｌｉ ＴＧ１ꎻ１~１２:单链抗体基因ꎮ
图 ７　 随机单克隆菌落噬菌体 ＳｃＦｖ 基因 ＰＣＲ 验证

Ｆｉｇ.７　 ＰＣＲ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ｃｏｌｏｎｙ ｐｈａｇｅ ＳｃＦｖ ｆｒｏｍ ｒａｎｄｏｍ ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ

表 ２　 随机单克隆菌落噬菌体 ＳｃＦｖ 基因翻译后的氨基酸序列

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ｃｏｌｏｎｉｅｓ ｐｈａｇｅ ＳｃＦｖ ｇｅｎｅ ｆｒｏｍ ｒａｎｄｏｍ ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ

单克隆编号
重链可变区

ＶＨ￣ＣＤＲ１ ＶＨ￣ＣＤＲ２ ＶＨ￣ＣＤＲ３

轻链可变区

ＶＬ￣ＣＤＲ１ ＶＬ￣ＣＤＲ２ ＶＬ￣ＣＤＲ３

１ －－ＳＲＬＲＳＧＮＱＤＹ－－ －－ＹＷＡＤＴＲＥＳ－－ －－ＣＱＮＤＹＤＹＰ－－ －－ＧＦＤＦＳＹＳＧ－－ －－ＩＮＳＹＧＴＳＴ－－ －－ＱＷＲＥＫＧＬ－－

２ －－ＳＲＬＲＳＧＷＱＹＹ－－ －－ＹＱＡＳＴＱＥＳ－－ －－ＣＷＮＤＬＳＹＰ－－ －－ＧＦＤＦＭＹＳＧ－－ －－ＩＮＰＹＧＴＳＷ－－ －－ＣＷＲＥＫＭＬ－－

３ －－ＶＲＬＮＳＹＮＷＫＹ－－ －－ＷＹＡＴＴＲＲＳ－－ －－ＶＱＶＴＹＤＱＹ－－ －－ＴＮＳＦＳＡＹＧ－－ －－ＩＮＴＱＲＳＹＡ－－ －－ＣＶＲＴＭＰＰ－－

４ －－ＳＬＬＲＳＧＮＱＹＹ－－ －－ＹＷＤＳＴＱＥＬ－－ －－ＷＲＮＳＬＳＹＱ－－ －－ＧＦＳＦＭＹＳＲ－－ －－ＣＩＶＱＰＹＳＷ－－ －－ＶＶＩＴＡＰＳ－－

５ －－ＳＲＬＲＣＧＮＱＤＹ－－ －－ＷＳＡＤＤＩＲＳ－－ －－ＣＱＹＳＱＬＷＮ－－ －－ＧＦＤＦＳＹＡＧ－－ －－ＩＮＶＧＰＹＳＴ－－ －－ＣＮＲＳＫＭＳ－－

６ －－ＲＤＬＲＣＧＮＱＤＮ－－ －－ＷＹＳＴＶＲＲＳ－－ －－ＷＬＹＳＴＬＷＰ－－ －－ＹＦＴＦＭＹＹＧ－－ －－ＩＲＴＱＰＹＤＴ－－ －－ＣＤＲＡＭＰＱ－－

７ －－ＳＲＬＱＳＧＷＫＰＬ－－ －－ＳＷＶＳＴＱＱＬ－－ －－ＬＲＴＤＬＳＰＱ－－ －－ＧＲＤＦＳＹＳＲ－－ －－ＩＮＳＱＴＳＹＡ－－ －－ＩＶＲＬＭＰＱ－－

８ －－ＶＲＬＮＳＷＲＷＫＹ－－ －－ＹＳＶＲＴＲＥＳ－－ －－ＣＱＶＴＫＤＱＥ－－ －－ＶＦＤＦＳＹＳＴ－－ －－ＩＲＴＱＰＹＤＴ－－ －－ＱＷＲＭＩＧＬ－－

９ －－ＳＬＬＱＳＷＷＫＰＬ－－ －－ＣＱＡＳＶＱＳＬ－－ －－ＶＲＶＤＹＳＱＹ－－ －－ＧＦＴＦＳＳＹＧ－－ －－ＮＲＴＱＧＹＤＶ－－ －－ＱＶＲＥＫＧＬ－－

１０ －－ＲＬＬＲＣＹＮＱＤＰ－－ －－ＷＳＳＴＶＲＩＳ－－ －－ＣＬＹＳＴＬＶＰ－－ －－ＴＦＳＦＡＭＹＧ －－ＱＹＴＱＩＹＰＡ－－ －－ＶＮＬＥＬＧＬ－－

１１ －－ＲＲＤＲＳＴＷＱＱＹ－－ －－ＹＳＤＲＱＲＥＳ－－ －－ＣＲＴＴＬＤＹＱ－－ －－ＧＬＴＦＳＳＡＧ－－ －－ＩＮＶＶＳＹＳＴ－－ －－ＱＱＩＴＭＧＮ－－

１２ －－ＬＲＬＮＣＹＮＱＫＮ－－ －－ＹＹＮＳＷＱＥＳ－－ －－ＣＴＮＴＹＤＹＰ－－ －－ＧＲＦＦＮＳＹＧ－－ －－ＩＶＴＩＰＹＲＴ－－ －－ＶＱＩＴＧＰＩ－－

“－－”:两端同位点相同氨基酸ꎮ

２.５　 抗 Ｂｔ 毒素 ＳｃＦｖ 筛选

分别以 Ｃｒｙ１Ｂ、Ｃｒｙ１Ｃ、Ｃｒｙ１Ｆ 毒素为抗原ꎬ采用
固相包被抗原筛选法ꎬ从构建的鼠源噬菌体抗体展

示库中筛选具有毒素结合活性的 ＳｃＦｖꎮ 采用间接

非竞争 ＥＬＩＳＡ 法进行测定ꎬ若阳性孔值与阴性孔值

的比值大于 ２.１ꎬ即判定为具有结合活性的阳性克

隆[１８]ꎮ 结果如图 ８ 显示ꎬ经 ４ 轮针对特异性包被抗
原的“吸附￣洗脱￣扩增”处理后ꎬ分别从库中筛选到

１０ 株具有 Ｃｒｙ１Ｂ 毒素结合活性的噬菌体 ＳｃＦｖ 菌ꎬ１２
株具有 Ｃｒｙ１Ｃ 毒素结合活性的噬菌体 ＳｃＦｖ 菌ꎬ８ 株

具有 Ｃｒｙ１Ｆ 毒素结合活性的噬菌体 ＳｃＦｖ 菌ꎮ 经

ＰＣＲ 鉴定和测序比对分析ꎬ发现这 ３０ 株阳性单克

隆噬菌体 ＳｃＦｖ 重链可变区基因和轻链可变区基因

均或多或少存在一些差异ꎮ

３　 讨 论

噬菌体抗体展示库构建技术及配套高通量筛选

与鉴定技术的发展和完善ꎬ为人工基因工程抗体的

高效筛选和定向改造打开了方便之门ꎮ 评价构建的

噬菌体抗体展示库质量有 ２ 个关键指标:一是容量ꎬ
二是多样性ꎮ 构建的库容量越大ꎬ库抗体多样性越

丰富ꎬ说明库所包含的信息量越多ꎬ抗原针对性越

广ꎬ适用性也就越强ꎮ 在构建库的过程中ꎬ库容量和

库多样性取决于总 ＲＮＡ 提取量、反转录效率、ＰＣＲ
扩增以及感受态转化效率等因素ꎮ 而 ＰＣＲ 扩增及

其产物电泳验证贯穿整个构库过程ꎬ是决定和评价

构库成败的重要环节和直观参考指标ꎮ ＰＣＲ 扩增
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ａ:Ｃｒｙ１Ｂ－Ａ２ꎻｂ:Ｃｒｙ１Ｂ－Ａ１０ꎻｃ:Ｃｒｙ１Ｂ－Ｃ１ꎻｄ:Ｃｒｙ１Ｂ－Ｃ７ꎻｅ:Ｃｒｙ１Ｂ－Ｄ１２ꎻｆ:Ｃｒｙ１Ｂ－Ｅ１ꎻｇ:Ｃｒｙ１Ｂ－Ｅ７ꎻｈ:Ｃｒｙ１Ｂ－Ｆ６ꎻｉ:Ｃｒｙ１Ｂ－Ｆ１ꎻｊ:Ｃｒｙ１Ｂ－Ｇ３ꎻｋ:
Ｃｒｙ１Ｃ－Ｂ３ꎻｌ:Ｃｒｙ１Ｃ－Ｃ６ꎻｍ:Ｃｒｙ１Ｃ－Ｃ９ꎻｎ:Ｃｒｙ１Ｃ－Ｃ１２ꎻｏ:Ｃｒｙ１Ｃ－Ｄ２ꎻｐ:Ｃｒｙ１Ｃ－Ｆ９ꎻｑ:Ｃｒｙ１Ｃ－Ｈ１ꎻｒ:Ｃｒｙ１Ｃ－Ｈ７ꎻｓ:Ｃｒｙ１Ｃ－Ｈ１１ꎻｔ:Ｃｒｙ１Ｃ－Ｇ２ꎻｕ:
Ｃｒｙ１Ｃ－Ｇ６ꎻｖ:Ｃｒｙ１Ｃ－Ｇ１２ꎻｗ:Ｃｒｙ１Ｆ－Ａ１２ꎻｘ:Ｃｒｙ１Ｆ－Ｂ３ꎻｙ:Ｃｒｙ１Ｆ－Ｂ７ꎻｚ:Ｃｒｙ１Ｆ－Ｄ５ꎻａ１:Ｃｒｙ１Ｆ－Ｄ１１ꎻｂ１:Ｃｒｙ１Ｆ－Ｅ２ꎻｃ１:Ｃｒｙ１Ｆ－Ｆ５ꎻｄ１:Ｃｒｙ１Ｆ－Ｆ８ꎮ

图 ８　 抗 Ｂｔ 毒素(Ｃｒｙ１Ｂ、Ｃｒｙ１Ｃ、Ｃｒｙ１Ｆ)阳性克隆单链抗体 ＥＬＩＳＡ 分析

Ｆｉｇ.８　 Ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｌｏｎｅｓ ｏｆ ａｎｔｉ￣Ｂｔ(Ｃｒｙ１Ｂꎬ Ｃｒｙ１Ｃꎬ Ｃｒｙ１Ｆ) ＳｃＦｖ ｂｙ ＥＬＩＳＡ ａｎａｌｙｓｉｓ

效率和产物质量决定因素主要有反应条件(如延伸

温度、退火时间)、模板纯度(是否纯化)、ＤＮＡ 聚合

酶(Ｔａｑ 酶或 Ｐｆｕ 酶)、引物(长度、浓度、是否除盐纯

化等)等ꎮ 如图 ２ 中 １、３ 泳道都是上样 １ μｌ 轻链基

因的 ＰＣＲ 产物ꎬ唯一不同的是泳道 １ 中 ＰＣＲ 体系

延伸温度设置为 ５５ ℃ꎬ而泳道 ３ 中 ＰＣＲ 体系延伸

温度设置为 ５６ ℃ꎬ结果泳道 ３ 中轻链基因 ＰＣＲ 产

物条带明显比泳道 １ 中的要亮ꎮ 图 ３ 中 １、３ 泳道都

是上样 １ μｌ Ｌｉｎｋｅｒ￣ＶＬ 基因的 ＰＣＲ 产物ꎬ唯一不同

的是泳道 １ 中 ＰＣＲ 体系 Ｌｉｎｋｅｒ 引物浓度为 １００
ｐｍｏｌ / μｌꎬ而泳道 ３ 中 ＰＣＲ 体系 Ｌｉｎｋｅｒ 引物浓度为

１０ ｐｍｏｌ / μｌꎬ结果泳道 １ 中 ＰＣＲ 产物虽然单一性比

泳道 ３ 中要强ꎬ但产物浓度却很低ꎬ而且产生了明显

的引物二聚体ꎬ相比之下ꎬ还不如泳道 ３ 中的 ＰＣＲ
产物好ꎮ 因此ꎬ在构库所需的 ＰＣＲ 过程中ꎬ要不断

摸索各 ＰＣＲ 体系反应条件ꎬ以获得高纯度和高浓度

的基因产物ꎬ从而保证抗体库的容量和多样性ꎮ 天

然噬菌体抗体展示库作为“万能”抗体筛选源ꎬ因其

适用性广而深受科研工作者追捧ꎬ但不足之处就是

筛选效率普遍较低ꎬ很难快速获得高抗原结合活性

的抗体[１９]ꎮ 因此在筛选方法上还需进一步改进传

统的抗原固相包被法或采用新的更为高效的磁珠免

疫筛选方法[２０]ꎬ以弥补天然噬菌体展示库在抗原特

异性方面的不足ꎮ
本研究成功构建了一个库容量大、多样性丰

富的天然鼠源噬菌体展示抗体库ꎬ对几种 Ｂｔ 毒素

特异性抗体进行初步筛选ꎬ均获得了相应的阳性

克隆ꎬ并展示出了良好的实用性ꎬ具有广阔的应

用前景ꎮ
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７１２徐重新等:鼠源噬菌体抗体展示库的构建及初步应用


