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人源性抗核抗体Ｆａｂ片段的筛选及鉴定
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［摘要］　目的：制备人源性抗核抗体Ｆａｂ片段。方法：通过４轮淘筛，富集已构建的人源性抗核抗体Ｆａｂ片段噬菌体抗体

库，间接ＥＬＩＳＡ法鉴定４轮淘筛后抗核抗体Ｆａｂ片段噬菌体抗体；提取阳性克隆的噬菌粒ＤＮＡ，切除ｇⅢ基因片段，自连接后

转化大肠杆菌ＸＬ１Ｂｌｕｅ，以ＩＰＴＧ诱导表达可溶性人源性抗核抗体Ｆａｂ片段；应用间接ＥＬＩＳＡ法及荧光免疫法对表达上清进

行鉴定。结果：第４轮洗脱的噬菌体滴度较第１轮增加２００余倍，从抗核抗体Ｆａｂ片段噬菌体库中筛选出２株阳性克隆，切除

ｇⅢ基因后自连的噬菌粒ＤＮＡ经ＸｈｏⅠ单酶切证实连接成功。间接ＥＬＩＳＡ法检测结果显示：制备的可溶性人源性抗核抗体

Ｆａｂ片段均呈现抗ｄｓＤＮＡ阳性，具有抗原特异性；免疫荧光法结果显示：Ｈｅｐ２细胞和猴肝脏组织细胞核显示均质型荧光，绿

蝇短膜虫的动基体显示均质型荧光。结论：成功制备具有抗原特异性的可溶性、人源性抗核抗体Ｆａｂ片段，为高亲和力抗核

抗体Ｆａｂ片段的制备奠定了基础。
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　　抗核抗体（ａｎｔｉｎｕｃｌｅａｒａｎｔｉｂｏｄｙ，ＡＮＡ）是以肿

瘤变性坏死细胞核为靶点的通用型抗体，解决了其

他肿瘤抗体靶向治疗过程中常见的抗原表达差异、

抗原分布不均一及抗原调变等缺点，成为肿瘤靶向

治疗领域新的研究热点［１３］。目前人鼠嵌合型抗核

抗体（ｃｈＴＮＴ）已制备成功［４５］，标有１３１Ｉ的商品化放

免靶向治疗药物也已经应用于临床治疗实体瘤，并

取得肯定疗效。但人鼠嵌合型抗体保留了鼠可变区
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的异源性，用于人体可引起人产生抗鼠抗体而导致

排斥，从而不能较好地参与人体的免疫反应，因此有

必要制备完全人源化的抗核抗体。随着噬菌体抗体

库技术的出现，制备人源性抗体趋于简便，极大地降

低了人源性抗体制备的复杂性，提高了工作效

率［６７］。我们前期应用噬菌体抗体库技术成功构建

富含人源性抗核抗体Ｆａｂ片段的噬菌体抗体库［８］。

本研究在此基础上，应用噬菌体抗体库的“吸附－洗

脱－扩增”高效筛选系统，获取特异性的人源性抗核

抗体Ｆａｂ片段，并分析其免疫活性，为进一步将其应

用于肿瘤靶向免疫治疗奠定基础。

１　材料和方法

１．１　主要材料和试剂　重组人源抗核抗体Ｆａｂ片
段噬菌体抗体库由本室前期构建［８］；Ｍ１３ＫＯ７购于

ＮｅｗＥｎｇｌａｎｄ公司；ａｎｔｉｄｓＤＮＡＥＬＩＳＡ 检测试剂

盒、ａｎｔｉＵ１ＲＮＰＥＬＩＳＡ检测试剂盒、绿蝇短膜虫基

质片、Ｈｅｐ２细胞、猴肝基质片为德国欧盟公司产品。

ＸＬ１Ｂｌｕｅ菌株由本室保存。ＸｈｏⅠ工具酶、ＤＮＡ
Ｍａｒｋｅｒ购于大连宝生物工程有限公司，ＨＲＰ羊抗

人ＩｇＧＦａｂ抗体、ＦＩＴＣ羊抗人ＩｇＧＦａｂ抗体为Ｓｉｇ

ｍａ公司产品，其余试剂皆为国产分析纯。

１．２　抗核抗体Ｆａｂ片段噬菌体抗体的亲和富集　
取商品化ａｎｔｉｄｓＤＮＡＥＬＩＳＡ检测试剂盒微孔板，

每孔加入１００μｌ的抗核抗体Ｆａｂ片段噬菌体抗体

库原液，３７℃孵育２ｈ，吸去噬菌体抗体库，用含有

０．０５％Ｔｗｅｅｎ２０的ＰＢＳ液洗１０次，每次１ｍｉｎ。

加入５０μｌ洗脱液（０．１ｍｏｌ／ＬＨＣｌ，甘氨酸调ｐＨ值

至２．２，加入ＢＳＡ至终质量体积分数０．１％），室温

静置１０ｍｉｎ，将洗脱液吹打后吸出，立即加入２

ｍｏｌ／Ｌ的 Ｔｒｉｓ中和，加入新鲜制备的ＸＬ１Ｂｌｕｅ大

肠杆菌培养液，室温静置１５ｍｉｎ后，加入四环素

（Ｔｅｔ）和氨苄西林（Ａｍｐ），取１μｌ涂板测定噬菌体

洗脱量，其余３７℃振荡培养１ｈ后转入ＬＢ（Ａｍｐ＋

Ｔｅｔ）１００ｍｌ，１ｈ后加入１０１２ｐｆｕ／ｍｌ辅助噬菌体

Ｍ１３ＫＯ７，振荡２ｈ后加卡那霉素至终质量浓度为

７０ｎｇ／ｍｌ，３０℃培养过夜。次日离心，上清液用ＰＥＧ
和ＮａＣｌ沉淀，再以１％ＢＳＡ复溶即得到次级噬菌体

抗体库。按上述方法共重复进行４轮筛选。

１．３　噬菌体抗体库滴度的测定　噬菌体抗体库原

液或次级抗体库溶液在无菌条件下，用ＬＢ培养液

作１０倍稀释至１０－４、１０－５、１０－６、１０－７、１０－８的抗体

库溶液备用。取单株大肠杆菌 ＸＬ１Ｂｌｕｅ菌落，在

２ｍｌ含四环素的 ＬＢ培养液中３７℃过夜，接种于

２ｍｌ含四环素的 ＬＢ 培养液中，扩增至 Ｄ６００为

０．２～０．３时，每１００μｌＸＬ１Ｂｌｕｅ菌液加入１μｌ稀释

后的噬菌体抗体库溶液，感染后的ＸＬ１Ｂｌｕｅ均匀涂

布于ＬＢ（Ｔｅｔ）琼脂板中，稍作吸收后倒置放入３７℃
培养箱中，培养１０ｈ。统计ＬＢ平板的菌落数，乘以

稀释倍数即为噬菌体抗体库滴度。其余３轮筛选同

法测定噬菌体抗体库滴度。

１．４　噬菌体抗体的鉴定　经４轮富集后洗脱的噬

菌体抗体感染ＸＬ１Ｂｌｕｅ，铺板，挑取９０株单克隆菌

落，分别接种到２ｍｌ含四环素（１０μｇ／ｍｌ）和羧苄西

林（２０μｇ／ｍｌ）的ＬＢ培养液中，３７℃振荡培养１ｈ后

加入１０１２ｐｆｕ／ｍｌ辅助噬菌体 Ｍ１３ＫＯ７，继续培养２

ｈ后加入卡那霉素至终质量浓度为７０μｇ／ｍｌ，３０℃
培养过夜。次日离心后，各取５０μｌ上清液用等量的

１％ＢＳＡ混合，分别加入到ａｎｔｉｄｓＤＮＡＥＬＩＳＡ检测

试剂盒微孔板中，孵育２ｈ，吸去各孔液体，用含有

０．０５％Ｔｗｅｅｎ２０的ＰＢＳ液洗４次，加入 ＨＲＰ羊抗

人ＩｇＧＦａｂ抗体，反应１ｈ后吸去各孔液体，ＰＢＳ液

洗４次，加ＴＭＢ／Ｈ２Ｏ２显色底物，避光，３０ｍｉｎ后终

止反应，测定Ｄ４５０值。

１．５　抗核抗体Ｆａｂ片段的获取　挑选噬菌体抗体

鉴定实验中Ｄ４５０值最高的２株单菌落，扩增后抽提

噬菌粒，ＳｐｅⅠ／ＮｈｅⅠ双酶切，１％琼脂糖凝胶电泳

后，胶回收４１７６ｂｐ的 ＤＮＡ 条带（去除ｇⅢ基因

ＤＮＡ片段），进行自连接。取部分自连的质粒

ＤＮＡ，ＸｈｏⅠ单酶切后行１％琼脂糖凝胶电泳，以鉴

定连接效果。证实连接成功后将自连的质粒ＤＮＡ
转化至ＸＬ１Ｂｌｕｅ，各挑取３个单菌落扩增，３７℃培

养至Ｄ６００为０．５时加入诱导剂ＩＰＴＧ至终浓度为

１ｍｍｏｌ／Ｌ，３０℃振荡过夜，收集菌体，反复冻融后

４℃离心，保存６份上清液备用。

１．６　抗核抗体Ｆａｂ片段的ＥＬＩＳＡ鉴定　取１．５项

下制备的６份上清液各１００μｌ用１％ＢＳＡ１０倍稀

释，共６组，分别加入到ａｎｔｉｄｓＤＮＡＥＬＩＳＡ检测试

剂盒的条孔中，阴、阳性对照取试剂盒内的质控血

清，各１００μｌ／孔，并做复孔处理。孵育１ｈ，吸去各

孔液体，用含有０．０５％Ｔｗｅｅｎ２０的ＰＢＳ液洗４次，

加入 ＨＲＰ羊抗人ＩｇＧＦａｂ抗体，反应１ｈ后吸去各

孔液体，ＰＢＳ液洗４次，加ＴＭＢ／Ｈ２Ｏ２显色底物，避

光，３０ｍｉｎ后终止反应，测定Ｄ４５０值。同时用ａｎｔｉ

Ｕ１ＲＮＰＥＬＩＳＡ检测试剂盒测定制备的Ｆａｂ片段与
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无关抗原核糖核蛋白是否有非特异性结合。

１．７　可溶性Ｆａｂ片段的免疫荧光鉴定　取１．５项下

制备的６份上清液用ＰＢＳ作１０倍稀释，共６组，以

试剂盒内阴、阳性质控血清为对照，分别加入到绿蝇

短膜虫基质片、Ｈｅｐ２细胞和猴肝基质片上，孵育３０

ｍｉｎ，洗涤后加入ＦＩＴＣ羊抗人ＩｇＧＦａｂ抗体，孵育

３０ｍｉｎ，洗涤后滴加甘油少许，在荧光显微镜下观察

结果。

２　结　果

２．１　抗核抗体 Ｆａｂ片段噬菌体抗体的筛选结

果　用抗原固相法对抗核抗体Ｆａｂ噬菌体抗体进行

了４轮亲和富集，第１轮洗脱的噬菌体滴度为

１．０５×１０５，第２、３轮都较前有数量级的提高，第４
轮筛选较第３轮无明显提高，故停止下一轮筛选

（表１）。　　　　

表１　抗核抗体Ｆａｂ片段噬菌体抗体库的淘筛结果

Ｔａｂ１　Ｍｕｌｔｉｐｌｅｐａｎｎｉｎｇｒｅｓｕｌｔｏｆｃｏｍｂｉｎｅｄ

ａｎｔｉｎｕｃｌｅａｒａｎｔｉｂｏｄｙＦａｂｌｉｂｒａｒｉｅｓ

Ｒｏｕｎｄｏｆ
ｐａｎｎｉｎｇ

Ｎｏ．ｏｆｐｈａｇｅ
ａｐｐｌｉｅｄ

Ｎｏ．ｏｆ
ｐｈａｇｅｅｌｕｔｅｄ Ｙｉｅｌｄｏｆｐｈａｇｅ

１ ５×１０１２ １．０５×１０５ ２．１０×１０－８

２ ５×１０１２ ３．１３×１０６ ６．２６×１０－７

３ ５×１０１２ １．９７×１０７ ３．９４×１０－６

４ ５×１０１２ ２．７３×１０７ ５．４６×１０－６

　Ｙｉｅｌｄｏｆｐｈａｇｅ＝（Ｎｏ．ｏｆｐｈａｇｅｅｌｕｔｅｄ）／（Ｎｏ．ｏｆｐｈａｇｅａｐｐｌｉｅｄ）

２．２　噬菌体抗体的鉴定结果　经间接ＥＬＩＳＡ法共

检测９０株单克隆菌落扩增得到的噬菌体抗体，结果

显示有２株克隆呈阳性（Ｄ４５０分别为１．５３４、１．６０９），

３株克隆表现为弱阳性（Ｄ４５０分别为０．２９５、０．３０７、

０．５１１），阴性对照、阳性对照的Ｄ４５０值分别为０．０５
和２．２１１，均符合要求。

２．３　抗核抗体Ｆａｂ片段的获取及ＥＬＩＳＡ鉴定结

果　噬菌体抗体鉴定为阳性的克隆经ＳｐｅⅠ／ＮｈｅⅠ
双酶切，１％琼脂糖凝胶电泳发现在４２００ｂｐ与５３０

ｂｐ附近出现２条ＤＮＡ条带（图１）。此结果证实酶

切完全，目的片段符合预期要求。自连的质粒ＤＮＡ
经ＸｈｏⅠ单酶切，电泳证实连接成功，目的片段长度

约４２００ｂｐ，未见其他杂带。间接ＥＬＩＳＡ法检测结

果显示制备的６株克隆Ｆａｂ片段均呈抗ｄｓＤＮＡ阳

性（表２），与无关抗原核糖核蛋白无非特异性结合。

此结果提示所制备的Ｆａｂ具有抗原特异性。

图１　重组质粒ＳｐｅⅠ／ＮｈｅⅠ双酶切鉴定结果

Ｆｉｇ１　Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ

ｐｌａｓｍｉｄｄｉｇｅｓｔｅｄｂｙＳｐｅⅠ／ＮｈｅⅠ
Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；Ｐ：ＰｌａｓｍｉｄａｎｄｇⅢ

表２　６株抗核抗体Ｆａｂ片段阳性克隆的ＥＬＩＳＡ鉴定

Ｔａｂ２　Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆ６ｓｔｒａｉｎｓｏｆａｎｔｉｎｕｃｌｅａｒａｎｔｉｂｏｄｙＦａｂｆｒａｇｍｅｎｔｂｙＥＬＩＳＡ
（Ｄ４５０）

Ｄｉｌｕｔｉｏｎ Ｎｏ．１ Ｎｏ．２ Ｎｏ．３ Ｎｏ．４ Ｎｏ．５ Ｎｏ．６ Ｎｅｇａｔｉｖｅ
ｃｏｎｔｒｏｌ

Ｐｏｓｉｔｉｖｅ
ｃｏｎｔｒｏｌ

Ｉｎｉｔｉａｌ １．５９７ １．６５４ １．４２１ １．４６７ １．５０３ １．４８８ ０．１０９ ２．１７１
１１０ １．１０１ １．１９３ １．０８９ ０．９７４ １．００７ ０．９９５
１１００ ０．２９５ ０．３０２ ０．２８８ ０．２６７ ０．２８１ ０．２７３
１１０００ ０．１７９ ０．１８４ ０．１７１ ０．１２２ ０．１２９ ０．１３０

２．４　抗核抗体Ｆａｂ片段的免疫荧光鉴定结果　２
株阳性克隆表达的抗核抗体Ｆａｂ片段的免疫荧光检

测结果一致：在绿蝇短膜虫基质片上，１１０抗核抗

体Ｆａｂ表现为动基体均质型荧光（图２）；Ｈｅｐ２细胞

片上，１１００抗核抗体Ｆａｂ表现为细胞核的均质型

荧光，分裂期细胞的浓缩染色体荧光增强，染色体周

围区荧光较弱（图３）；猴肝组织片表现为细胞核均

质型荧光（图４）。
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图２　绿蝇短膜虫基质片上抗核抗体Ｆａｂ片段、阴性对照及阳性对照的免疫荧光染色

Ｆｉｇ２　ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＦａｂｆｒａｇｍｅｎｔｗｉｔｈＣｒｉｔｈｉｄｉａｋｉｎｅｔｏｐｌａｓｔｂｙｉｎｄｉｒｅｃｔｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅａｓｓａｙ
Ａ：ＡＮＡＦａｂ（１１０）ｅｘｈｉｂｉｔｉｎｇｈｏｍｏｇｅｎｅｏｕｓｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｗｉｔｈＣｒｉｔｈｉｄｉａｋｉｎｅｔｏｐｌａｓｔ（ａｒｒｏｗｓｐｏｔ）；Ｂ：Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｓｈｏｗｉｎｇｎｏｆｌｕｏｒｅｓ

ｃｅｎｃｅ；Ｃ：Ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｓｈｏｗｉｎｇｈｏｍｏｇｅｎｅｏｕｓｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ（ａｒｒｏｗｓｐｏｔ）．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００

图３　Ｈｅｐ２细胞片上抗核抗体Ｆａｂ片段、阴性对照及阳性对照的免疫荧光染色

Ｆｉｇ３　ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＦａｂｆｒａｇｍｅｎｔｏｎＨｅｐ２ｃｅｌｌｓｂｙｉｎｄｉｒｅｃｔｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅａｓｓａｙ
Ａ：ＡＮＡＦａｂ（１１００）ｅｘｈｉｂｉｔｉｎｇｈｏｍｏｇｅｎｅｏｕｓｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｗｉｔｈＨｅｐ２．Ｃｏｎｄｅｎｓｅｄｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｓｈｏｗｉｎｇｅｎｈａｎｃｅｄｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｃｅｌｌｓｄｕｒｉｎｇ

ｄｉｖｉｄｉｎｇｐｈａｇｅ（ａｒｒｏｗｓｐｏｔ），ｗｈｅｒｅａｓｓｕｒｒｏｕｎｄｉｎｇａｒｅａｓｏｆｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｄｉｓｐｌａｙｉｎｇｗｅａｋｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ．Ｂ：Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｓｈｏｗｉｎｇｎｏｆｌｕｏｒｅｓ

ｃｅｎｃｅ；Ｃ：Ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｓｈｏｗｉｎｇｈｏｍｏｇｅｎｅｏｕｓｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００

图４　猴肝组织片上抗核抗体Ｆａｂ片段、阴性对照及阳性对照的免疫荧光染色

Ｆｉｇ４　ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＦａｂｆｒａｇｍｅｎｔｗｉｔｈｍｏｎｋｅｙｈｅｐａｔｉｃｔｉｓｓｕｅｓｂｙｉｎｄｉｒｅｃｔｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅａｓｓａｙ
Ａ：ＡＮＡＦａｂ（１１００）ｅｘｈｉｂｉｔｉｎｇｈｏｍｏｇｅｎｅｏｕｓｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｗｉｔｈｍｏｎｋｅｙｈｅｐａｔｉｃｔｉｓｓｕｅｓ（ａｒｒｏｗｓｐｏｔ）；Ｂ：Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｓｈｏｗｉｎｇｎｏｆｌｕｏｒｅｓ

ｃｅｎｃｅ；Ｃ：Ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｓｈｏｗｉｎｇｈｏｍｏｇｅｎｅｏｕｓｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００

３　讨　论

　　抗体文库技术是以分子生物学方法将人体的抗

体编码基因扩增、克隆，并以原核细胞表达的过程。

利用文库技术可构建单链抗体或抗体Ｆａｂ片段，二

者的区别在于前者只克隆Ｆｖ基因，并以连接片段将

重链与轻链基因相连接，而后者则是克隆重链的Ｆｄ
段与整个轻链基因，双启动表达后使二者在质周腔

组装，在技术上更进了一步［９１０］。噬菌体抗体库技

术将噬菌体表面递呈技术引入抗体库的构建，克服

了随机组合抗体库随机性强、筛选工作量大及不容

易获得特异性抗体的缺点，能从噬菌体抗体库中直

接筛选出特异性抗体，方法简单易行，大大缩短了实

验周期［１１］。

　　本实验采用的人源性抗核抗体Ｆａｂ噬菌体抗体

库是我们前期［８］自行构建的。其基因来源于抗核抗

体间接免疫荧光检测滴度大于１１００００的系统性

红斑狼疮（ＳＬＥ）患者外周血淋巴细胞，有利于获得

高丰度的抗核抗体表达基因。如此建立的噬菌体展

示文库，其中的噬菌体已相当部分或大部分为抗原

特异噬菌体，但如需确定出抗原阳性株，仍需要进一

步的筛选。本研究通过４轮“吸附—洗脱—扩增”富

集噬菌体抗体，筛选阳性克隆。结果发现，第４轮洗

脱的噬菌体滴度较第３轮无明显提高，表明抗核抗



第１期．陆慧琦，等．人源性抗核抗体Ｆａｂ片段的筛选及鉴定 · ９１　　　 ·

体阳性克隆富 集趋于稳定。进一步应用间接

ＥＬＩＳＡ法对富集后噬菌体抗体进行鉴定，结果证实

富集产物中存在有较高比例的抗核抗体Ｆａｂ片段噬

菌体。

　　然而，上述表达系统是为筛选设计的，不能提供

大量抗体，需要改变抗体的产生方式。本研究通过

ＳｐｅⅠ／ＮｈｅⅠ双酶切，并对４２００ｂｐ条带ＤＮＡ进

行自连，成功切除目的质粒中ｇⅢ基因片段，消除了

抗核抗体Ｆａｂ的膜表达。重新连接的质粒经转化、

培养增菌，以蛋白诱导剂（ＩＰＴＧ）诱导抗体合成，离

心沉淀细菌，反复冻融，成功制备出富含可溶性抗核

抗体Ｆａｂ片段的菌体上清。

　　进一步应用间接ＥＬＩＳＡ法鉴定获得的可溶性

抗核抗体Ｆａｂ片段。结果表明通过人源性抗核抗体

Ｆａｂ片段噬菌体抗体库最终获的抗核抗体Ｆａｂ片段

具有抗原特异性；在以绿蝇短膜虫、Ｈｅｐ２细胞和猴

肝组织基质片上表达的抗核抗体Ｆａｂ片段均呈现特

异的荧光。上述结果证明已成功制备了具有一定亲

和力和特异性的可溶性抗核抗体Ｆａｂ片段。然而，

本研究所获得抗体的效价仍比较低，检测滴度仅为

１１００，后续研究希望能通过点突变提高抗体的亲

和力，为可溶性抗核抗体Ｆａｂ片段的制备及其在肿

瘤免疫靶向治疗中的应用奠定基础。
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