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　 　 摘要:　 为了降低苏云金杆菌 Ｃｒｙ２Ａ 毒素的免疫检测成本ꎬ开发廉价、无毒试剂盒ꎬ采用整体抗体免疫和噬菌

体展示技术的路线ꎬ设计和构建了 Ｃｒｙ２Ａ 抗独特型单链抗体库ꎮ 以 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ 纯化的 Ｃｒｙ２Ａ 兔多克隆抗体为免疫

原ꎬ对雌性 Ｂａｌｂ / ｃ 系小鼠进行了免疫ꎮ 在优化的包被原浓度下ꎬ用 ＥＬＩＳＡ 法测定小鼠血清效价及抗独特型抗体组

分ꎮ 选取效价最高的小鼠ꎬ取脾脏提取总 ＲＮＡꎬＲＴ￣ＰＣＲ 法合成 ｃＤＮＡ 第一链ꎮ 设计简并引物ꎬ利用 ＰＣＲ 法扩增小

鼠 ＶＨ、Ｖκ 基因ꎬ再用 ＳＯＥ￣ＰＣＲ 法进行单链抗体基因的拼接ꎮ ＳＯＥ￣ＰＣＲ 产物和 ｐＩＴ２ 载体经双酶切后连接ꎬ电转入

感受态 Ｅ.Ｃｏｌｉ. ＴＧ１ 完成建库ꎬ并用多克隆噬菌体 ＥＬＩＳＡ 对抗体库与免疫原的结合能力进行了鉴定ꎮ 结果表明ꎬ免
疫鼠血清的效价在１ ∶ １.６×１０５到１ ∶ ６.４×１０５倍之间ꎮ 免疫鼠血清可对 Ｃｒｙ２Ａ 与其兔多克隆抗体的结合最高可产生

１７􀆰 ６％的抑制ꎬ证明 Ａｂ２β 和 Ａｂ２γ 型抗独特型抗体的存在ꎮ 最终构建了库容为 １.２×１０７的 Ｃｒｙ２Ａ 抗独特型单链抗

体库ꎬ该抗体库与免疫原的结合信号 /背景比值为 ６􀆰 ０４ꎮ
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　 　 Ａｂｓｔｒａｃｔ:　 Ｉｎ ｏｒｄｅｒ ｔｏ ｒｅｄｕｃｅ ｔｈｅ ｃｏｓｔ ｏｆ ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ ｏｆ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｔｈｕｒｉｎｇｉｅｎｓｉｓ Ｃｒｙ２Ａ ｔｏｘｉｎ ａｎｄ ｄｅｖｅｌｏｐ ａ ｃｈｅａｐ ａｎｄ
ｔｏｘｉｎ￣ｆｒｅｅ ＥＬＩＳＡ ｋｉｔꎬ ａｎ ａｎｔｉ￣ｉｄｉｏｔｙｐｉｃ ｓｉｎｇｌｅ￣ｃｈａｉｎ ｖａｒｉａｂｌｅ ｆｒａｇｍｅｎｔ (ｓｃＦｖ) ｌｉｂｒａｒｙ ｏｆ Ｃｒｙ２Ａ ｔｏｘｉｎ ｗａｓ ｄｅｓｉｇｎｅｄ ａｎｄ ｃｏｎ￣
ｓｔｒｕｃｔｅｄ ｂｙ ｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｗｈｏｌｅ ｍｏｌｅｃｕｌｅ ｏｆ ｒａｂｂｉｔ ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ ａｎｄ ｐｈａｇｅ ｄｉｓｐｌａｙ. Ｒａｂｂｉｔ ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉ￣
ｂｏｄｙ ａｇａｉｎｓｔ Ｃｒｙ２Ａ ｔｏｘｉｎ ｗａｓ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｂｙ ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ ａｎｄ ｕｓｅｄ ａｓ ｉｍｍｕｎｏｇｅｎ ｆｏｒ ｔｈｅ ｆｅｍａｌｅ Ｂａｌｂ / ｃ ｍｉｃｅ. Ｔｈｅ ｔｉｔｅｒ ａｎｄ ｔｈｅ
ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ｏｆ ａｎｔｉ￣ｉｄｉｏｔｙｐｉｃ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ｉｎ ｍｉｃｅ ａｎｔｉｓｅｒｕｍ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ＥＬＩＳＡ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｏｐｔｉｍｉｚｅｄ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ

ｃｏａｔｉｎｇ ａｎｔｉｇｅｎｓ. Ｔｈｅｎ ｔｈｅ ｂｅｓｔ ｍｏｕｓｅ ｗａｓ ｃｈｏｓｅｎ ｔｏ
ｅｘｔｒａｃｔ ｔｏｔａｌ ＲＮＡꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｓｔｒａｎｄ ｏｆ ｃＤＮＡ ｗａｓ
ｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅｄ ｂｙ ＲＴ￣ＰＣＲ. Ｔｈｅ ＶＨꎬ Ｖκ ｇｅｎｅｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ａｎｄ
ｌｉｎｋｅｒ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ ｗｅｒｅ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｂｙ ＰＣＲ ｗｉｔｈ ｄｅｓｉｇｎｅｄ
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ｍｉｎｅｄ ｂｙ ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌ ｐｈａｇｅ ＥＬＩＳＡ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｔｉｔｅｒｓ ｏｆ ｉｍｍｕｎｉｚｅｄ ｍｏｕｓｅ ａｎｔｉｓｅｒｕｍ ｗｅｒｅ ｂｅｔｗｅｅｎ １ ∶ １.６×
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ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓꎬ ａｎｄ ｔｈａｔ ｐｒｏｖｅｄ ｔｈｅ ｅｘｉｓｔｅｎｃｅ ｏｆ Ａｂ２β ａｎｄ Ａｂ２γ ｔｙｐｅ ａｎｔｉ￣ｉｄｉｏｔｙｐｉｃ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ. Ａｎｄ ｅｖｅｎｔｕａｌｌｙ ａｎ ａｎｔｉ￣ｉｄｉｏｔｙｐｉｃ
ｓｃＦｖ ｌｉｂｒａｒｙ ｗａｓ ｂｕｉｌｔ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃａｐａｃｉｔｙ ｏｆ １.２×１０７ . Ｔｈｅ ｒａｔｉｏ ｏｆ ｓｉｇｎａｌ ｔｏ ｂａｃｋｇｒｏｕｎｄ ｏｆ ｌｉｂｒａｒｙ ｗｉｔｈ ｉｍｍｕｎｏｇｅｎ ｗａｓ ６.０４.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 Ｃｒｙ２Ａ ｔｏｘｉｎꎻ ａｎｔｉ￣ｉｄｉｏｔｙｐｉｃ ａｎｔｉｂｏｄｙꎻ ｓｉｎｇｌｅ￣ｃｈａｉｎ ｖａｒｉａｂｌｅ ｆｒａｇｍｅｎｔ (ｓｃＦｖ)ꎻ ｐｈａｇｅ ｄｉｓｐｌａｙ

　 　 苏云金杆菌 Ｃｒｙ 毒素是全球应用最为成功的杀

虫蛋白资源ꎬ对多种鳞翅目、双翅目、鞘翅目等昆虫

存在毒性ꎬ也对线形动物门和原生动物门的某些种

类存在毒性[１]ꎮ 随着转 Ｃｒｙ 毒素基因作物的广泛种

植和在农药制剂中的大量使用 Ｃｒｙ 毒素ꎬＣｒｙ 毒素可

能存在的生态安全风险和对非靶标生物的安全隐患

也广受关注[２]ꎮ 为加强转基因作物监管ꎬ保障消费

者的知情权ꎬ国内外各实验室也陆续开展了 Ｃｒｙ 毒

素检测方法的研究[３￣５]ꎮ 其中免疫学检测以其检测

灵敏度高、检测通量大等优势成为一种主流的检测

方法[６￣７]ꎮ Ｃｒｙ 毒素标准品作为免疫学检测的必备

试剂ꎬ目前主要由美国 Ｅｎｖｉｒｏｌｏｇｉｘ 公司提供ꎬ价格较

高ꎬ这导致 Ｃｒｙ 毒素免疫学检测成本的增加ꎮ 因此ꎬ
有必要寻找 Ｃｒｙ 毒素的廉价、无毒、安全替代蛋白

质ꎬ创制具有自主知识产权的生物制剂ꎮ
抗独特型抗体作为一种有效的生物模拟材料ꎬ

可以模拟多种毒素的特征表位ꎬ作为毒素标准品的

替代物应用于免疫检测试剂盒以降低检测成本ꎬ而
且不具毒性ꎮ 目前已在黄曲霉毒素[８￣９]、微囊藻毒

素[１０￣１１]、呕吐毒素[１２]、富马毒素[１３]、Ｔ２ 毒素[１４]等生

物毒素的抗独特型抗体制备和应用中取得成功ꎮ 但

是抗独特型抗体技术的发展也存在一些制约因素ꎬ
其中之一是抗独特型抗体的制备难度大ꎮ 以抗独特

型抗体制备的主流方法单克隆抗体技术为例[１５]ꎬ首
先是抗独特型抗体的阳性克隆率低ꎬ一般制备成功

率是常规抗体的几百分之一ꎮ 其次ꎬ抗体分离纯化

困难ꎮ 由于抗独特型抗体形成过程中ꎬ同时产生针

对不同决定簇的 α、β、γ、δ ４ 种类型抗独特型抗体ꎬ
要筛选获得建立检测技术所需的 β 或 γ 型ꎬ难度较

大[１６]ꎮ ２０ 世纪 ９０ 年代兴起的抗体库技术ꎬ为抗独

特型抗体的制备提供了新契机[１７￣１８]ꎮ 但是由于从

天然抗体库中筛选获得抗独特型抗体的几率较低且

亲和力不高[１９]ꎬ因此先通过动物免疫增加抗独特型

抗体丰度ꎬ再构建免疫抗体库用于筛选ꎬ可以大大增

加筛选阳性率和抗体的亲和力[２０]ꎮ
虽然 Ｃｒｙ 毒素存在较大的检测需求ꎬ但是国内

外尚无 Ｃｒｙ 毒素抗独特型单链抗体库构建的报道ꎮ
本研究拟联合采用整体抗体免疫和噬菌体展示的技

术路线ꎬ构建 Ｃｒｙ２Ａ 毒素抗独特型单链抗体库ꎬ为其

独特型单链抗体的筛选和无毒检测试剂盒的构建奠

定基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料

Ｃｒｙ２Ａ 多抗血清由本实验室免疫新西兰大白兔

自制获得ꎮ ＨｉＴｒａｐ Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ ＨＰ 柱、辣根过氧化物

酶(ＨＲＰ)标记的抗 Ｍ１３ 单抗购自美国 ＧＥ Ｈｅａｌｔｈ￣
ｃａｒｅ 公司ꎮ ＢＣＡ 蛋白定量试剂盒购自康为世纪有

限公司ꎮ 弗氏完全佐剂、弗氏不完全佐剂、四甲基联

苯胺(ＴＭＢ)购自美国 Ｓｉｇｍａ 公司ꎮ ６ ~ ８ 周龄雌性

ＢＡＬＢ / ｃ 系小鼠购自扬州大学比较医学研究中心ꎮ
Ｃｒｙ２Ａ 毒素标准品购自美国 Ｅｎｖｉｒｏｌｏｇｉｘ 公司ꎮ ＴＲ￣
Ｉｚｏｌ 购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司ꎮ ＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔＴＭ Ⅲ
试剂盒购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司ꎮ Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶、
限制性内切酶 Ｎｃｏ Ｉ 和 Ｎｏｔ Ｉ、辅助噬菌体 Ｍ１３ＫＯ７
购自美国 ＮＥＢ 公司ꎮ ２×ｔａｑ ＰＣＲ ｍａｓｔｅｒ ｍｉｘ 和２×ｐｆｕ
ＰＣＲ ｍａｓｔｅｒ ｍｉｘ 分别购自德国 ＤＢＩ 公司和东盛生物

有限公司ꎮ 半合成人源 Ｔｏｍｌｉｎｓｏｎ Ｉ 库、含有牛血清

白蛋白(ＢＳＡ)单链抗体基因的 ｐＩＴ２ 载体、Ｅ. Ｃｏｌｉ.
ＴＧ１ 购自英国 Ｓｏｕｒｃｅ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ 有限公司ꎮ ＨＲＰ 标

记的羊抗鼠 ＩｇＧ 和 ＨＲＰ 标记的羊抗兔 ＩｇＧ 购自美

国 ＫＰＬ 公司ꎮ ＤＮＡ 凝胶回收试剂盒、ＰＣＲ 产物纯

化试剂盒、９６ 孔酶标板购自美国 Ｃｏｒｎｉｎｇ 公司ꎮ 四

甲基联苯胺(ＴＭＢ)购自美国 Ｓｉｇｍａ 公司ꎮ 脱脂奶粉

购自索莱宝生物科技有限公司ꎮ 试验所用其他化学

试剂及有机溶剂均为国产分析纯ꎮ
１.２　 Ｃｒｙ２Ａ 兔多克隆抗体的纯化与鉴定

参照 ＨｉＴｒａｐ Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ ＨＰ 说明书ꎬ将实验室自

制的 Ｃｒｙ２Ａ 兔多抗血清进行亲和纯化ꎮ 纯化抗体用

ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 检测纯度ꎬ银染显色[２１]ꎮ 并以 ＢＳＡ 为参

照蛋白质ꎬ用蛋白质定量试剂盒测定纯化抗体浓度ꎬ
分装后于－８０ ℃保存ꎮ

５７１１刘　 媛等:Ｃｒｙ２Ａ 毒素抗独特型单链抗体库的构建



１.３　 动物免疫

以 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ 柱纯化的 Ｃｒｙ２Ａ 兔多克隆抗体作

为免疫原ꎬ免疫 ３ 只 ６ ~ ８ 周龄雌性 Ｂａｌｂ / ｃ 系小鼠ꎬ
免疫前 １ 周采集阴性血清ꎮ 具体免疫程序如下:首
免采用每只 １００ μｇ / ｍｌ用 ５０ ｍｍｏｌ / Ｌ ｐＨ７􀆰 ４ 的磷酸

盐缓冲液(ＰＢＳ)溶解的免疫原与等体积弗氏完全佐

剂混和ꎬ乳化成油包水结构后进行腹腔注射ꎮ １４ ｄ
后用同样剂量的免疫原与等体积不完全弗氏佐剂混

合乳化后进行加强免疫ꎮ 此后每隔 １４ ｄ 加强免疫 １
次ꎮ 共计免疫 ４ 次ꎮ 从第 ２ 次加强免疫开始ꎬ每次

免疫后 ７ ｄꎬ断尾取血ꎬ制备鼠抗血清ꎬ用于效价监

测ꎮ
１.４　 包被原工作浓度优化、抗血清效价及抗独特型

抗体组分的测定

　 　 用间接非竞争 ＥＬＩＳＡ 法优化包被原浓度并测

定小鼠抗血清效价ꎮ 具体步骤如下:(１)包被:用 ５０
ｍｍｏｌ / Ｌ ｐＨ９􀆰 ６ 的碳酸盐缓冲液(ＣＢＳ)对 Ｃｒｙ２Ａ 兔

多抗血清从 １００ 倍开始进行 ５ 倍稀释ꎬ每孔 １００ μｌ
加入 ９６ 孔酶标板ꎬ４ ℃ 包被过夜ꎮ (２) 封闭:含
０􀆰 ０５％ Ｔｗｅｅｎ ２０ 的 ＰＢＳ 缓冲液( ＰＢＳＴ)洗板 ３ 次

后ꎬ每孔 ２００ μｌ 加入 ＰＢＳ 溶解的 ２ ％脱脂奶粉

(ＭＰＢＳ)ꎬ３７ ℃孵育 １ ｈꎮ (３)加样:ＰＢＳＴ 洗板 ３ 次

后ꎬ将最后一次采血得到的 １ 号鼠抗血清和对应的

阴性血清ꎬ用 ＰＢＳ 稀释１０ ０００倍ꎬ每孔 １００ μｌ 加入

酶标板ꎬ３７ ℃孵育 １ ｈꎮ (４)加酶标二抗:ＰＢＳＴ 洗板

３ 次后ꎬ每孔 １００ μｌ 加入５ ０００倍 ＰＢＳ 稀释的 ＨＲＰ
标记的羊抗鼠 ＩｇＧꎬ３７ ℃孵育 １ ｈꎮ (５)显色:ＰＢＳＴ
洗板 ３ 次后ꎬ每孔 １００ μｌ 加入现配的底物溶液(１００
μｌ １０ ｍｇ / ｍｌ二甲亚砜溶解的 ＴＭＢ 和 ２５ μｌ ０􀆰 ６５％
Ｈ２Ｏ２溶于 ９􀆰 ８７５ ｍｌ １００ ｍｍｏｌ / Ｌ ｐＨ ５􀆰 ５ 的柠檬酸缓

冲液)ꎬ３７ ℃显色 １５ ｍｉｎꎮ (６)终止反应:每孔 ５０ μｌ
加入 ２ ｍｏｌ / Ｌ Ｈ２ＳＯ４ꎬ用酶标仪在 ４５０ ｎｍ 波长下读

数ꎮ 小鼠抗血清效价测定在优化的包被原浓度下进

行ꎬ具体操作同包被原优化方法ꎬ以吸光值大于阴性

孔 ２􀆰 １ 倍时的鼠抗血清的最大稀释倍数作为效价ꎮ
采用间接竞争 ＥＬＩＳＡ 法测定鼠抗血清中抗独

特型组分ꎮ 具体操作同包被原优化方法ꎬ但在以下

操作中有改动:(１)包被:用 ２ μｇ / ｍｌ Ｃｒｙ２Ａ 毒素包

被酶标板ꎮ (２)加样:每孔加入 ５０ μｌ ２５０~１６ ０００倍
ＰＢＳ 稀释的最后一次采血得到的 １ 号鼠抗血清与

５０ μｌ １０ ０００倍稀释的 Ｃｒｙ２Ａ 兔多抗血清ꎬ另外以同

样稀释倍数的鼠阴性血清与 Ｃｒｙ２Ａ 兔多抗血清混

合ꎬ作为阴性对照ꎮ (３)二抗:加入５ ０００倍 ＰＢＳ 稀

释的 ＨＲＰ 标记的羊抗兔 ＩｇＧꎮ 其余 ＥＬＩＳＡ 步骤同

包被原优化方法ꎮ
１.５　 鼠抗体 ＶＨ 和 Ｖκ 基因的扩增和拼接

１ 号小鼠拉颈处死后取脾脏ꎬ参照 ＴＲＩｚｏｌ 试剂

说明书提取总 ＲＮＡꎮ 再采用 ＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔＴＭⅢ试剂盒

将 ＲＮＡ 反转录为 ｃＤＮＡ 第一链ꎮ 参考 Ｃｌａｃｋｓｏｎ[２２]

等和 Ｏｒｌａｎｄｉ 等[２３]的报道ꎬ设计 ＶＨ 和 Ｖκ 扩增引物

(表 １)ꎮ 以 ｃＤＮＡ 第一链为模板ꎬ用 ＶＨ１ＢＡＣＫ￣
ＮｃｏＩ 和 ＶＨ１ＦＯＲ￣２ 为 引 物 扩 增 ＶＨ 基 因ꎬ 以

Ｖｋ２ＢＡＣＫ 和 Ｖｋ４ＦＯＲ￣Ｎｏｔ Ｉ ( Ｖｋ４ＦＯＲ１￣Ｎｏｔ Ｉ、
Ｖｋ４ＦＯＲ２￣Ｎｏｔ Ｉ、Ｖｋ４ＦＯＲ３￣Ｎｏｔ Ｉ、Ｖｋ４ＦＯＲ４￣Ｎｏｔ Ｉ 等

比例混合)为引物扩增 Ｖκ 基因ꎬ反应体系在１×ＰＦＵ
ＰＣＲ ｍａｓｔｅｒ ｍｉｘ 中进行ꎮ Ｌｉｎｋｅｒ 则以 ｐＳＷ２ｓｃＤ１.３ 基

因为模板ꎬＬＩＮＫＢＡＣＫ 和 ＬＩＮＫＦＯＲ 为引物ꎬ１×ＰＦＵ
ＰＣＲ ｍａｓｔｅｒ ｍｉｘ 中进行扩增ꎮ ＰＣＲ 反应条件均为 ９４
℃ ５ ｍｉｎꎻ９４ ℃ ４５ ｓꎬ５５ ℃ ４５ ｓꎬ７２ ℃ １ ｍｉｎꎬ３０ 个循

环ꎬ７２ ℃ １０ ｍｉｎꎮ 产物胶回收后用于下一步 ｓｃＦｖ
基因的拼接ꎮ

参考 Ｐａｓｅｌｌｏ 等的方法[２４] 进行 ｓｃＦｖ 基因拼接ꎮ
具体为取等摩尔的 ＶＨ、Ｖκ 和 Ｌｉｎｋｅｒ 基因混合后ꎬ在
１×ｔａｑ ＰＣＲ ｍａｓｔｅｒ ｍｉｘ 体系中ꎬ进行第一步 ＳＯＥ￣
ＰＣＲꎬＰＣＲ 反应条件为 ９４ ℃ １ ｍｉｎꎬ６５ ℃ １ ｍｉｎꎬ７２
℃ １ ｍｉｎꎬ３０ 个循环ꎬ７２ ℃ ７ ｍｉｎꎮ 第一步拼接产物

用无菌水稀释１ ０００倍后ꎬ加入含有引物 ＶＨ１ＢＡＣＫ￣
ＮｃｏＩ 和 Ｖｋ４ＦＯＲ１￣ＮｏｔＩ 的１× ｔａｑ ＰＣＲ ｍａｓｔｅｒ ｍｉｘ 体

系ꎮ ＰＣＲ 条件设置为 ９４ ℃ ４０ ｓꎬ５５ ℃ ４０ ｓꎬ７２ ℃ ２
ｍｉｎꎬ５ 个循环ꎻ９４ ℃ ４０ ｓꎬ５０ ℃ ４０ ｓꎬ７２ ℃ ２ ｍｉｎꎬ５
个循环ꎻ９４ ℃ ４０ ｓꎬ４５ ℃ ４０ ｓꎬ７２ ℃ ２ ｍｉｎꎬ５ 个循

环ꎻ９４ ℃ ４０ ｓꎬ４０ ℃ ４０ ｓꎬ７２ ℃ ２ ｍｉｎꎬ１５ 个循环ꎻ７２
℃ ７ ｍｉｎꎬ产物胶回收后用于酶切ꎮ
１.６　 Ｃｒｙ２Ａ 毒素抗独特型单链抗体库的构建

分别对 １ μｇ 胶回收纯化的 ＳＯＥ￣ＰＣＲ 产物及 １
μｇ 带有 ＢＳＡ 单链抗体基因的 ｐＩＴ２ 质粒ꎬ采用ＮｏｔⅠ
和 ＮｏｃⅠ双酶切ꎮ ３７ ℃ 酶切过夜后ꎬ８０ ℃ 灭活 １０
ｍｉｎꎮ 酶切产物及质粒用 Ｔ４ 连接酶 １６ ℃连接过夜ꎬ
６５ ℃灭活 １０ ｍｉｎꎬＰＣＲ 产物纯化试剂盒纯化ꎬ去除

连接酶及缓冲液中的盐离子成分ꎬ再用无菌水溶解

备用ꎮ 将 ５０ μｌ ＴＧ１ 电转感受态和 ２ μｌ 纯化后的连

接产物加入预冷的 １ ｍｍ 电转杯(共设置 １０ 组反

应)ꎬ调节电压为 １.２５ ｋＶꎬ用 Ｂｉｏｒａｄ 电转仪进行电

转ꎮ 电转产物快速加入 １ ｍｌ ＳＯＣ 培养基ꎬ３７ ℃ꎬ１００
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ｒ / ｍｉｎ缓慢振荡培养 １ ｈꎮ 取适当稀释后的培养液涂

布 １ 块含有 １ ％葡萄糖和 １００ μｇ / ｍｌ氨苄青霉素的

ＴＹＥ 平板(ＴＹＥ￣ＡＧ)ꎬ其余培养液涂布 １０ 块 ＴＹＥ￣
ＡＧ 平板ꎬ３７ ℃倒置培养过夜ꎮ 次日对稀释液涂布

板计数ꎬ计算抗体库库容ꎮ 抗体库的扩增、辅助噬菌

体救援方法参考 Ｄｅ Ｗｉｌｄｔ 等的报道[２５]ꎮ

表 １　 用于单链抗体库构建的引物及 ｌｉｎｋｅｒ 模板序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ＰＣＲ ｐｒｉｍｅｒｓ ａｎｄ ｔｅｍｐｌａｔｅ ｏｆ ｌｉｎｋｅｒ ｆｏｒ
ｔｈｅ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｓｉｎｇｌｅ￣ｃｈａｉｎ ｖａｒｉａｂｌｅ ｆｒａｇｍｅｎｔ( ｓｃＦｖ)
ｌｉｂｒａｒｙ

扩增
基因

　 引物 　 　 　 　 　 序列(５′→３′)

Ｖｋ Ｖκ２ＢＡＣＫ ＧＡＣＡＴＴＧＡＧＣＴＣＡＣＣＣＡＧＴＣＣＡ

Ｖκ４ＦＯＲ１￣Ｎｏｔ Ｉ ＧＡＧＴＣＡＴＴＣＴＧＣＧＧＣＣＧＣＣＣＧＴＴＴＧＡＴＴＴＣ
ＣＡＧＣＴＴＧＧＴＧＣＣ

Ｖκ４ＦＯＲ２￣Ｎｏｔ Ｉ ＧＡＧＴＣＡＴＴＣＴＧＣＧＧＣＣＧＣＣＣＧＴＴＴＴＡＴＴＴＣ
ＣＡＧＣＴＴＧＧＴＣＣＣ

Ｖκ４ＦＯＲ３￣Ｎｏｔ Ｉ ＧＡＧＴＣＡＴＴＣＴＧＣＧＧＣＣＧＣＣＣＧＴＴＴＴＡＴＴＴＣ
ＣＡＧＣＴＴＧＧＴＣＣＣ

Ｖκ４ＦＯＲ４￣Ｎｏｔ Ｉ ＧＡＧＴＣＡＴＴＣＴＧＣＧＧＣＣＧＣＣＣＧＴＴＴＣＡＧＣＴＣ
ＣＡＧＣＴＴＧＧＴＣＣ

ＶＨ ＶＨ１ＢＡＣＫ￣Ｎｃｏ Ｉ ＧＴＣＣＴＣＧＣＡＡＣＴＧＣＧＧＣＣＣＡＧＣＣＧＧＣＣＡＴＧ
ＧＣＣＣＡＧＧＴＳＭＡＲＣＴＧＣＡＧＳＡＧＴＣＷＧＧ

ＶＨ１ＦＯＲ￣２ ＴＧＡＧＧＡＧＡＣＧＧＴＧＡＣＣＧＴＧＧＴＣＣＣＴＴＧＣＣ
ＣＣ

Ｌｉｎｋｅｒ ｐＳＷ２ｓｃＤ１.３ ＴＧＧＡＧＡＣＴＧＧＧＴＧＡＧＣＴＣＡＡＴＧＴＣＡＧＡＡＣＣＡ
ＣＣＡＣＣＡＣＣＧＧＡＧＣＣＧＣＣＧＣＣＧＣＣＡＧＡＡＣＣ
ＡＣＣＡＣＣＡＣＣＴＧＡＧＧＡＧＡＣＧＧＴＧＡＣＣＧＴＧＧＴ
ＣＣＣ

ＬＩＮＫＢＡＣＫ ＧＧＧＡＣＣＡＣＧＧＴＣＡＣＣＧＴＣＴＣＣＴＣＡ

ＬＩＮＫＦＯＲ ＴＧＧＡＧＡＣＴＧＧＧＴＧＡＧＣＴＣＡＡＴＧＴＣ
下划线部分为酶切位点ꎬ ｐＳＷ２ｓｃＤ１. ３ 模板中的斜体部分为与
ＶＨ１ＦＯＲ￣２ 及 Ｖκ２ＢＡＣＫ 的重叠区域ꎮ Ｓ 代表 Ｇ / ＣꎬＭ 代表 Ａ / ＣꎬＲ
代表 Ａ / ＧꎬＷ 代表 Ａ / Ｔꎮ

１.７　 多克隆噬菌体 ＥＬＩＳＡ
采用 ＣＢＳ 缓冲液稀释的 １０ μｇ / ｍｌ Ｃｒｙ２Ａ 纯化

兔多克隆抗体及同样质量浓度的脱脂奶粉以每孔

１００ μｌ 加入酶标板ꎬ４ ℃包被过夜ꎮ 次日 ＰＢＳＴ 洗板

３ 次后ꎬ每孔 ２００ μｌ 加入 ２ ％ ＭＰＢＳꎬ室温孵育 ２ ｈꎮ
ＰＢＳＴ 洗板 ３ 次后ꎬ每孔 １００ μｌ 将从 Ｃｒｙ２Ａ 抗独特

型单链抗体库中救援的噬菌体分别加入 Ｃｒｙ２Ａ 纯化

兔多克隆抗体及脱脂奶粉包被孔ꎬ同样数量的未经

筛选的人源 Ｔｏｍｌｉｎｓｏｎ Ｉ 库救援噬菌体作为阴性对

照ꎬ室温孵育 １ ｈꎮ ＰＢＳＴ 洗板 ３ 次ꎬ每孔 １００ μｌ 加
入 ５ ０００ 倍 ＰＢＳ 稀释的 ＨＲＰ 标记的抗Ｍ１３ 单抗ꎬ室
温孵育 １ ｈꎮ 其余显色步骤同方法 １.４ 中的 ＥＬＩＳＡ
操作ꎮ 读取 Ｃｒｙ２Ａ 抗独特型单链抗体库和 Ｔｏｍｌｉｓｏｎ
Ｉ 库分别在 Ｃｒｙ２Ａ 纯化兔多克隆抗体和脱脂奶粉包

被孔产生的吸光值ꎬ计算信号 /背景比值(Ｓ / Ｂ)ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ 纯化的抗 Ｃｒｙ２Ａ 毒素兔多克隆抗体

免疫原的纯度是获得高质量免疫应答效果的重

要影响因素之一ꎮ 除了免疫球蛋白(γ 球蛋白)之外ꎬ
抗血清中还存在大量的白蛋白、α 球蛋白、β 球蛋白等

组分ꎮ 前期制备的 Ｃｒｙ２Ａ 兔多克隆抗血清ꎬ成分较为

混杂ꎬ因此采用对兔多克隆抗体 Ｆｃ 片段有强烈结合

能力的 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ 柱对抗血清进行了亲和纯化ꎮ 经过

Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ 纯化的抗 Ｃｒｙ２Ａ 毒素兔多克隆抗体的 ＳＤＳ￣
ＰＡＧＥ 鉴定结果(图 １)显示ꎬ分别在相对分子质量

５.５×１０４和 ２.６×１０４左右有 ２ 个条带ꎬ这是由于抗体经

过 ＳＤＳ 的变性处理后ꎬ抗体重链和轻链之间的二硫键

打开形成的 ２ 条链ꎮ 凝胶上未见其他杂带ꎬ纯化效果

较好ꎬ可以用于下一步的小鼠免疫试验ꎮ

１:蛋白质相对分子质量 Ｍａｒｋｅｒꎻ２:纯化后的 Ｃｒｙ２Ａ 兔多克隆抗

体ꎮ
图 １　 纯化的 Ｃｒｙ２Ａ 兔多克隆抗体的 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 鉴定

Ｆｉｇ.１ 　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ａｎｔｉ￣Ｃｒｙ２Ａ ｒａｂｂｉｔ ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌ
ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ｂｙ ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ

２.２　 包被原工作浓度的优化及免疫鼠血清效价和

抗独特型组分的测定

　 　 由于本试验所用的二抗 ＨＲＰ 标记的羊抗鼠

ＩｇＧ 对包被原 Ｃｒｙ２Ａ 兔多抗血清存在较高的交叉识

别ꎬ因此在测定免疫鼠血清效价前ꎬ需对 Ｃｒｙ２Ａ 兔多

抗血清的包被浓度进行优化ꎮ 优化试验结果(图 ２)
表明ꎬ包被原在 １００ 倍到２ ５００倍稀释范围内ꎬ鼠阴

性血清的吸光值从 １􀆰 ７０ 左右的高背景值ꎬ快速下降

为 ０􀆰 ３７ꎬ从 １.２５×１０４倍到 １.５０×１０６稀释范围内ꎬ吸
光值趋于平衡维持在本底水平 (０􀆰 ３０ 以下)ꎮ 而

１.２５×１０４倍稀释的免疫鼠血清可以产生 ３􀆰 ００ 以上
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的吸光值ꎮ 在保证阴性鼠血清低背景和免疫鼠血清

高信号值以及稀释操作简便性的综合考虑下ꎬ最终

选择 １×１０４倍稀释的 Ｃｒｙ２Ａ 兔多抗血清作为优化的

包被原浓度ꎬ测定免疫鼠血清效价ꎮ

图 ２　 包被原工作浓度的优化及免疫鼠血清效价的测定

Ｆｉｇ.２　 Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｗｏｒｋｉｎｇ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏａｔｉｎｇ ａｎｔｉｇｅｎ ａｎｄ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｔｉｔｅｒｓ ｏｆ ｉｍｍｕｎｉｚｅｄ ｍｏｕｓｅ ａｎｔｉｓｅｒｕｍ

　 　 在优化的包被原工作浓度下ꎬ以信号值大于背

景值 ２.１ 倍计ꎬ３ 只免疫小鼠抗血清效价在１ ∶ １.６×
１０５到１ ∶ ６.４×１０５倍之间(图 ２)ꎮ 图 ３ 显示 １ 号免疫

鼠血清在 ２５０ 倍到１６ ０００倍稀释范围内ꎬ可对 Ｃｒｙ２Ａ
兔多抗和 Ｃｒｙ２Ａ 毒素的结合产生最高 １７􀆰 ６％的抑

制ꎮ 而该浓度范围的阴性鼠血清对其结合没有抑制

作用ꎮ 说明 １ 号免疫鼠血清中有部分组分能够替代

Ｃｒｙ２Ａ 与兔多克隆抗体结合ꎬ为 Ａｂ２β 型或 Ａｂ２γ 型

抗独特型抗体ꎮ 因此ꎬ选用效价最高的 １ 号小鼠取

脾脏ꎬ提取总 ＲＮＡ 用于 Ｃｒｙ２Ａ 抗独特型单链抗体库

的构建ꎮ

图 ３　 免疫鼠血清中 Ａｂ２β和 Ａｂ２γ型抗独特型抗体成份的鉴定

Ｆｉｇ.３　 Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ Ａｂ２β ａｎｄ Ａｂ２γ ｔｙｐｅ ａｎｔｉ￣ｉｄｉｏｔｙｐｉｃ ａｎ￣
ｔｉｂｏｄｉｅｓ ｏｆ ｉｍｍｕｎｉｚｅｄ ｍｏｕｓｅ ａｎｔｉｓｅｒｕｍ

２.３　 Ｃｒｙ２Ａ 抗独特型单链抗体库的构建

采用 ３ 片段法对单链抗体基因进行拼接(图
４)ꎮ 首先引物 ＶＨ１ＢＡＣＫ￣Ｎｃｏ Ｉ 和 Ｖκ２ＢＡＣＫ 分别

与 ＶＨ 和 Ｖκ 基 因 的 Ｎ 端 恒 定 区 互 补ꎬ 引 物

ＶＨ１ＦＯＲ￣２ 和 Ｖκ４ＦＯＲ￣Ｎｏｔ Ｉ 分别与 ＶＨ 和 Ｖκ 基因

的 Ｊ 片段互补ꎬ扩增小鼠的 ＶＨ、Ｖκ 基因ꎬ同时在 ＶＨ
的 ５′端和 Ｖκ 的 ３′端引入 Ｎｃｏ Ｉ 和 Ｎｏｔ Ｉ ２ 个酶切位

点ꎮ 另外合成与 ＶＨ 基因、Ｖκ 基因具有重叠序列的

ｌｉｎｋｅｒ 片段ꎬ最后采用 ＳＯＥ￣ＰＣＲ 法完成 ３ 个异源片

段的连接ꎬ并克隆至 ｐＩＴ２ 载体ꎮ

图 ４　 鼠单链抗体基因的拼接和 ｐＩＴ２ 载体克隆示意图

Ｆｉｇ.４ 　 Ｓｃｈｅｍｅ ｆｏｒ ａｓｓｅｍｂｌｉｎｇ ｏｆ ｓｃＦｖ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｃｌｏｎｉｎｇ ｉｎｔｏ
ｐＩＴ２ ｖｅｃｔｏｒ

　 　 ＶＨ、Ｖκ 和 ｌｉｎｋｅｒ 基因的 ＰＣＲ 扩增结果(图 ５Ａ)
显示ꎬＶＨ 基因、Ｖκ 基因分子大小在 ２５０ ｂｐ 至 ５００ ｂｐ
之间ꎬｌｉｎｋｅｒ 基因位于 １００ ｂｐ 偏下位置ꎬ符合预期分

子大小ꎮ 图 ５Ｂ 显示 ｐＩＴ２ 载体通过 Ｎｃｏ Ｉ 和 Ｎｏｔ Ｉ 双
酶切ꎬ释放出 ７３５ ｂｐ 左右的能识别 ＢＳＡ 的人源单链

抗体基因片段ꎮ ＳＯＥ￣ＰＣＲ 反应条件优化结果(图
５Ｃ)表明ꎬ在 ｐｆｕ ＰＣＲ ｍａｓｔｅｒ ｍｉｘ 体系下ꎬｓｃＦｖ 基因
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的扩增条带均较为模糊ꎻ在 Ｔａｑ ＰＣＲ ｍａｓｔｅｒ ｍｉｘ 体

系下ꎬ采用１ ０００倍稀释的第 １ 步 ＳＯＥ￣ＰＣＲ 产物作

为模板ꎬ获得的 ８００ ｂｐ 左右的目的片段最为明亮ꎮ

最后选用 Ｔａｑ ＰＣＲ ｍａｓｔｅｒ ｍｉｘ 和１ ０００倍稀释的第 １
步拼接产物作为模板ꎬ对 ｓｃＦｖ 基因进行大量扩增ꎬ
获得了较为清晰的 ８００ ｂｐ 左右目的条带(图 ５Ｄ)ꎮ

Ａ 图中ꎬ１ 为 ＤＮＡ 分子量 Ｍａｒｋｅｒꎬ２、３、４ 分别为 ＶＨ 基因、Ｖκ 基因、ｌｉｎｋｅｒ 基因ꎻＢ 图中ꎬ１ 为 ＤＮＡ 分子量 Ｍａｒｋｅｒꎬ ３ ~ ６ 为 ｐＩＴ２ 载体的酶切产

物ꎻＣ 图中ꎬ１~３ 为在 ｐｆｕ ＰＣＲ ｍａｓｔｅｒ ｍｉｘ 体系中第 １ 步 ＳＯＥ￣ＰＣＲ 拼接产物分别稀释 １０、１００ 和１ ０００倍作为模板用于第 ２ 步拼接ꎬ４ 为 ＤＮＡ
分子量 Ｍａｒｋｅｒꎬ５~７ 为在 Ｔａｑ ＰＣＲ ｍａｓｔｅｒ ｍｉｘ 体系中第 １ 步 ＳＯＥ￣ＰＣＲ 产物分别稀释 １０、１００ 和１ ０００倍作为模板用于第 ２ 步拼接ꎻＤ 图中ꎬ１
为 ＤＮＡ 分子量 Ｍａｒｋｅｒꎬ ２ 为优化条件下大量扩增的 ＳＯＥ￣ＰＣＲ 产物ꎮ

图 ５　 Ｃｒｙ２Ａ 抗独特型单链抗体库的构建

Ｆｉｇ.５　 Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ Ｃｒｙ２Ａ ａｎｔｉ￣ｉｄｉｏｔｙｐｉｃ ｓｃＦｖ ｌｉｂｒａｒｙ

　 　 ｓｃＦｖ 基因转入 ｐＩＴ２ 载体后ꎬ电转入感受态

ＴＧ１ꎬ构建的抗体库库容为 １.２×１０７ꎮ 随机挑取了 １０
个克隆测序ꎬ除了 １ 个克隆存在终止密码子和 １ 个

克隆为模板序列外(人源 ＢＳＡ 单链抗体基因)ꎬ其余

８ 条均可以翻译出不同的鼠 ｓｃＦｖ 单链抗体基因ꎮ 图

６ 为 １ 个从库中随机挑取的 ｓｃＦｖ 克隆的 ＤＮＡ 碱基

序列及其编码的氨基酸序列ꎬ标注了酶切位点、引
物、ＣＤＲ 区及 ｌｉｎｋｅｒ 位置ꎮ 在 Ｎｃｏ Ｉ 和 Ｎｏｔ Ｉ ２ 个酶

切位点间单链抗体基因共有 ７０２ ｂｐꎬ其中 ＶＨ 基因

３３６ ｂｐꎬＶκ 基因 ３２１ ｂｐꎬｌｉｎｋｅｒ 基因 ４５ ｂｐꎮ
２.４　 Ｃｒｙ２Ａ 抗独特型单链抗体库的多克隆噬菌体

ＥＬＩＳＡ 分析

　 　 Ｃｒｙ２Ａ 抗独特型单链抗体库经辅助噬菌体救援

后ꎬ用多克隆噬菌体 ＥＬＩＳＡ 测定抗体库对 Ｃｒｙ２Ａ 兔多

克隆抗体的整体结合能力ꎮ 结果(图 ７)显示ꎬ１×１０７

ＣＦＵ的噬菌体抗体对免疫原结合信号与背景的比值

(Ｓ / Ｂ)为 ６.０４ꎬ而未经筛选的半合成人源 Ｔｏｍｌｉｎｓｏｎ Ｉ
库的 Ｓ / Ｂ 值为 １􀆰 ３３ꎮ 说明未经筛选的 Ｃｒｙ２Ａ 抗独特

型单链抗体库对免疫原具有较高的结合能力ꎬ下一步

将用于 Ｃｒｙ２Ａ 抗独特型单链抗体的筛选ꎮ

３　 讨 论

通常抗独特型抗体制备有 ２ 种方案ꎮ 第 １ 种方

案是将整体抗体消化为 ５.０×１０４左右的 Ｆａｂ 片段后

与载体蛋白连接用于动物免疫ꎮ 这样可以避免整体

抗体中的 Ｆｃ 段产生抗体ꎬ让抗独特型抗体的丰度提

高ꎮ 但是由于该方法需要对整体抗体进行酶切和纯

化ꎬＦａｂ 片段得率较低ꎬ对抗体的消耗量较大ꎮ 消化

后的抗体片段免疫原性也会减弱ꎮ 酶解、纯化、载体

蛋白偶联等步骤ꎬ也可能对抗体独特位的空间构象

造成影响ꎮ 第 ２ 种方案是直接将整体抗体作为免疫

原用于抗独特型抗体制备ꎮ 该方法的优点是较为简

单ꎬ抗原需求量小ꎬ有利于独特位原始空间结构的维

持ꎬ但也存在由于抗独特位较小ꎬ导致抗独特型抗体

产生比例较低等问题[２６]ꎮ 考虑到后续试验采用的

是建立单链抗体库的形式来筛选抗独特型抗体ꎬ在
筛选过程中可以采用阴性血清负筛选和抗原竞争性

洗脱等方法来去除与 Ｆｃ 片段结合的噬菌体抗体的

干扰[２７]ꎬ我们最终选用了整体抗体免疫的方案ꎮ 从

实际效果看ꎬ整体兔多克隆抗体免疫小鼠ꎬ最高效价

在１ ∶ ６.４×１０５左右ꎬ小鼠的免疫应答效果良好ꎮ 而

且通过免疫鼠血清对 Ｃｒｙ２Ａ 毒素与其兔多克隆抗体

的抑制试验分析发现ꎬ免疫鼠血清对 Ｃｒｙ２Ａ 与兔多

克隆抗体的结合最高可产生约 １７.６％的抑制ꎬ这证

明了鼠血清中存在能模拟 Ｃｒｙ２Ａ 特征结构的 Ａｂ２β
和 Ａｂ２γ 型抗独特型抗体的存在ꎬ且比例超过预期

值ꎮ 因此该小鼠的抗体基因可以用于下一步 Ｃｒｙ２Ａ
抗独特型单链抗体库的构建ꎮ
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图 ６　 Ｃｒｙ２Ａ 抗独特型单链抗体库中一个克隆的 ＤＮＡ 及其编码的氨基酸序列

Ｆｉｇ.６　 ＤＮＡ ａｎｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｓｃＦｖ ｃｌｏｎｅｄ ｆｒｏｍ Ｃｒｙ２Ａ ａｎｔｉ￣ｉｄｉｏｔｙｐｉｃ ｓｃＦｖ ｌｉｂｒａｒｙ

　 　 单链抗体库的构建主要包括抗体重轻链可变区

基因的扩增ꎬ载体构建和转化宿主菌等步骤ꎮ 其中

全套抗体重轻链可变区基因的扩增及拼接是抗体库

构建的难点和主要限速步骤ꎮ 本研究以小鼠作为免

疫动物ꎬ构建鼠源免疫抗体库ꎮ 小鼠轻链有 κ 链和

λ 链 ２ 种类型ꎬ其中 κ 链在成年个体中出现的频率

占 ９５％ꎮ 因此大部分鼠源抗体库的构建只扩增 Ｖκ
基因ꎮ 目前国际上已发表了多套用于小鼠抗体重轻

链可变区扩增引物ꎬ本研究引物参考了 Ｃｌａｒｋｓｏｎ
等[２２]和 Ｏｌａｎｄｉ 等[２３] 的报道ꎮ 用 Ｋａｂａｔ 数据库比对
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图 ７　 Ｃｒｙ２Ａ 抗独特型单链抗体库的多克隆噬菌体 ＥＬＩＳＡ 分析

Ｆｉｇ.７　 Ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌ ｐｈａｇｅ ＥＬＩＳＡ ｆｏｒ ａｎｔｉ￣ｉｄｉｏｔｙｐｉｃ ｓｃＦｖ ｌｉｂｒａｒｙ
ｏｆ Ｃｒｙ２Ａ ｔｏｘｉｎ

成熟抗体 ＶＨ 和 Ｖκ 基因序列ꎬ发现成熟抗体的 ＶＨ
和 Ｖκ 基因的 Ｎ 端相对保守区ꎬ另外 ＶＨ 和 Ｖκ 基因

３′端的 Ｊ 片段也较为保守区ꎬ本研究用于扩增全套

抗体基因的引物正是依据这些区域设计ꎮ 另外ꎬ本
试验设计的 ｓｃＦｖ 拼接为 ２ 步法ꎬ第 １ 步 ＳＯＥ￣ＰＣＲ
中ꎬ在没有引物加入的情况下将 ＶＨ、Ｖκ 和 ｌｉｎｋｅｒ 基
因等摩尔混合进行循环扩增ꎮ 在这一反应中 ＶＨ 基

因通过 ｌｉｎｋｅｒ 与 Ｖκ 基因随机连接起来形成少量的

ｓｃＦｖ 基因ꎮ 接着将随机连接的 ｓｃＦｖ 基因稀释后与

引物 ＶＨ 的 ５′端引物和 Ｖκ 的 ３′端引物混合ꎬ在 Ｔａｑ
酶的作用下进行第 ２ 步 ＳＯＥ￣ＰＣＲ 扩增ꎮ 但是由于

第 １ 步 ＳＯＥ￣ＰＣＲ 中随机产生的 ｓｃＦｖ 基因难以定量ꎬ
而 ＰＣＲ 反应的模板浓度也是决定第 ２ 步 ＳＯＥ￣ＰＣＲ
拼接效果的关键因素ꎬ因此对第 １ 步 ＳＯＥ￣ＰＣＲ 的产

物稀释倍数进行了优化ꎮ 试验中还同时考察了 ｐｆｕ
ＰＣＲ ｍａｓｔｅｒ ｍｉｘ 和 Ｔａｑ ＰＣＲ ｍａｓｔｅｒ ｍｉｘ 体系对 ＳＯＥ￣
ＰＣＲ 拼接效果的影响ꎮ 结果表明１ ０００倍稀释的第

１ 步拼接产物在 Ｔａｑ ＰＣＲ ｍａｓｔｅｒ ｍｉｘ 体系作用下产

生的目的片段最为明亮ꎮ 因此本试验最终选择了

１ ０００倍稀释的第 １ 步 ＳＯＥ￣ＰＣＲ 产物用作第 ２ 步拼

接的模板ꎮ
库容和多样性是评价抗体库质量的关键[２８]ꎮ

从抗体库中随机挑取的 １０ 个克隆测序结果看ꎬ其中

１ 条为模板序列ꎬ这可能是噬菌体载体 ｐＩＴ２ 酶切不

完全导致的ꎬ由于该模板序列为识别 ＢＳＡ 的单链抗

体基因ꎬ在后期的库筛选中应注意避免使用 ＢＳＡ 作

为封闭蛋白而导致模板克隆的富集ꎻ另有一条序列

在 ｓｃＦｖ 基因中存在终止密码子ꎮ 其余 ８ 条序列均

可翻译为不同的鼠 ｓｃＦｖ 序列ꎬ证明抗体库具有较好

的多样性ꎮ 另外ꎬ由于本试验构建的是鼠免疫抗体

库ꎬ其抗体可变区基因高度倾向于能识别的免疫原

抗体ꎬ因此免疫抗体库的库容无需达到天然抗体库

的大库容水平(１×１０８左右)即可筛选到高亲和力的

目标抗体[２０]ꎮ 有研究者报道１×１０６左右的免疫抗体

库即可成功筛选到目标抗体[２９]ꎮ 因此本试验构建

的库容为１.２×１０７Ｃｒｙ２Ａ 抗独特型单链抗体库可以

应用于后期的筛选ꎮ 抗体库的多克隆噬菌体 ＥＬＩＳＡ
分析结果表明ꎬ未经筛选的 Ｃｒｙ２Ａ 抗独特型单链抗

体库对免疫原的结合信号大大高于未经筛选的天然

抗体库ꎬ直接证明了 Ｃｒｙ２Ａ 抗独特型单链抗体库的

有效性ꎮ
本研究采用整体抗体免疫和噬菌体展示技术的

路线ꎬ成功构建了库容为１.２×１０７的鼠免疫 Ｃｒｙ２Ａ 抗

独特型单链抗体库ꎬ为 Ｃｒｙ２Ａ 毒素的抗独特型单链

抗体的筛选及无毒免疫检测试剂盒的研制奠定了基
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