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［摘要］　目的：构建人源噬菌体单链抗体ＳｃＦｖ基因文库，并从中筛选出抗肺癌抗体。方法：提取肺癌患者癌旁淋巴结组织，

通过ＲＴＰＣＲ扩增出重链可变区基因（ＶＨ）和轻链可变区基因（ＶＬ），再经剪切重叠延伸ＰＣＲ（ＳＯＥＰＣＲ）将 ＶＨ和 ＶＬ连接得

到单链抗体ＳｃＦｖ。将双酶切后的ＳｃＦｖ基因片段克隆入噬菌体表达载体ｐＣＡＮＴＡＢ５Ｅ，得到初级噬菌体抗体库。以肺腺癌细

胞株Ａ５４９为抗原对抗体库进行“吸附洗脱扩增”筛选富集，共进行４轮筛选，鉴定抗体库性能。结果：成功构建噬菌体单链

抗体库。在亲和筛选过程中，肺癌单链抗体得到富集，收获率逐轮提高，第４轮为第１轮的１１５倍。随机选取１０个克隆，通过

ＥＬＩＳＡ法检测到其中７个与肺癌细胞呈阳性反应，阳性率为７０％。结论：通过噬菌体展示技术得到肺癌相关人源单链抗体，

筛选后的单链抗体能与肺腺癌细胞Ａ５４９特异性结合。
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　　抗体靶向治疗在临床上具有独特而重要的作用。在对

肿瘤的治疗中，抗体技术也日渐成为一种不可忽视的手段。

然而，因为目前大部分肿瘤抗体是异源性抗体，在人体应用

会产生抗抗体反应，并存在抗体在体内清除速率慢的弊

端［１２］。因此针对肿瘤的抗体制剂尚未被真正有效广泛地应

用于临床。人源噬菌体抗体库技术有效地解决上述问题，为

肿瘤的抗体靶向治疗带来新的希望。本实验利用噬菌体抗

体库技术制备人抗肺癌单链抗体，通过４轮“吸附洗脱扩

增”亲和筛选（ｂｉｏｐａｎｎｉｎｇ），噬菌体抗体库得到有效富集，所

得单链抗体与肺腺癌细胞Ａ５４９有较好亲和力。

１　材料和方法

１．１　材料　ＲＮＡ抽提试剂盒（ＲＮＡＫｉｔ）、胶回收试剂盒

（ＧｅｌＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＫｉｔ）、质粒抽提试剂盒（ＰｌａｓｍｉｄＫｉｔ）均购自
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上海华舜生物工程有限公司。ＲＴＰＣＲ 试剂盒（ＲＮＡＰＣＲ

Ｋｉｔ）、ＳｆｉⅠ和ＮｏｔⅠ限制性内切酶、ＴａｑＤＮＡ聚合酶、Ｔ４

ＤＮＡ连接酶为大连宝生物公司产品。噬菌粒载体ｐＣＡＮＴ

ＡＢ５Ｅ、辅助噬菌体 Ｍ１３ＫＯ７、大肠杆菌Ｅ．ｃｏｌｉＴＧ１、辣根过

氧化物酶标记的单克隆抗体（ＨＲＰ／ＡｎｔｉＭ１３ Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ

Ｃｏｎｊｕｇａｔｅ）均购自 Ａｍｅｒｓｈａｍ公司。人肺腺癌细胞株 Ａ５４９
为本实验室保存，乳腺癌细胞株 ＭＤＡＭＢ４３５由重庆医科

大学病理生理学教研室段红博士惠赠。引物参照 Ｍａｒｋｓ
等［３］设计，由北京三博志远生物技术有限公司合成。网格筛

选确定扩增 ＶＨ基因的引物对，ＨｕＪＨ３ＦＯＲ：５′ＴＧＡ ＡＧＡ

ＧＡＣＧＧＴＧＡＣＣＡＴＴＧＴＣＣＣ３′；ＨｕＶＨ５ａＢＡＣＫ：５′ＧＡＧ

ＧＴＧＣＡＧＣＴＧＴＴＧＣＡＧＴＣＴＧＧ３′。网格筛选确定扩

增ＶＬ基因的引物对，ＨｕＪκ４ＦＯＲ：５′ＡＣＧＴＴＴＧＡＴＣＴＣ

ＣＡＣＣＴＴＧＧＴＣＣＣ３′；ＨｕＶκ５ａＢＡＣＫ：５′ＧＡＡＡＣＧＡＣＡ

ＣＴＣＡＣＧＣＡＧ ＴＣＴＣＣ３′。ＶＨ 连接 Ｌｉｎｋｅｒ的引物对，

ＨｕＪＨ３Ｌｉｎｋｅｒ：５′ＡＧＡＧＣＣＡＣＣＴＣＣＧＣＣＴＧＡＡＣＣＧＣＣ

ＴＣＣＡＣＣＴＧＡＡＧＡＧＡＣＧＧＴＧＡＣＣＡＴＴＧＴＣＣＣ３′；

ＨｕＶＨ５ａＢＡＣＫ：５′ＧＡＧＧＴＧＣＡＧＣＴＧＴＴＧＣＡＧＴＣＴ

ＧＧ３′。ＶＬ连接Ｌｉｎｋｅｒ的引物对，ＨｕＪκ４ＦＯＲ：５′ＡＣＧＴＴＴ

ＧＡＴＣＴＣＣＡＣＣＴＴＧＧＴＣＣＣ３′；ＬｉｎｋｅｒＨｕＶκ５ＢＡＣＫ：

５′ＧＴＴＣＡＧＧＣＧＧＡＧＧＴＧＧＣＴＣＴＧＧＣＧＧＴＧＧＣＧ

ＧＡＴＣＧＧＡＡＡＣＧＡＣＡＣＴＣＡＣＧＣＡＧＴＣＴＣＣ３′。引

入酶切位点的引物，ＨｕＶＨ５ａＢＡＣＫＳｆｉ：５′ＧＴＣＣＴＣＧＣＡ

ＡＣＴＧＣＧＧＣＣＣＡＧＣＣＧＧＣＣＡＴＧＧＣＣＣＡＧＧＴＧＣＡＧ

ＣＴＧＴＴＧＣＡＧＴＣＴＧＣ３′；ＨｕＪκ４ＦＯＲＮｏｔ：５′ＧＡＧＴＣＡ

ＴＴＣＴＣＧＡＣＴＴＧＣＧＧＣＣＧＣＡＣＧＴＴＴＧＡＴＣＴＣＣＡＣ

ＣＴＴＧＧＴＣＣＣ３′。

１．２　ＲＮＡ的提取　取肺腺癌患者癌旁淋巴结，剪切成绿豆

大小的组织块，迅速－８０℃冻存。再于液氮中彻底碾磨成粉

末。根据ＲＮＡ抽提试剂盒说明提取总ＲＮＡ。通过琼脂糖

凝胶电泳（１％）鉴定ＲＮＡ的完整性。

１．３　ＶＨ和 ＶＬ的合成　首先以ＯｌｉｇｏｄＴ为引物通过ＲＮＡ
逆转录合成第１条ｃＤＮＡ 链。逆转录 ＰＣＲ条件：４２℃ ２０

ｍｉｎ，９９℃５ｍｉｎ，５℃５ｍｉｎ，１个循环。再以此单链为模板，

用确定好的引物对分别扩增ＶＨ和ＶＬ基因片段。ＰＣＲ条件：

９４℃２ｍｉｎ，１个循环；９４℃３０ｓ，５５℃３０ｓ，７２℃１ｍｉｎ，４０个

循环；７２℃７ｍｉｎ，１个循环。ＰＣＲ产物电泳、纯化回收ＶＨ和

ＶＬ基因片段。

１．４　单链抗体（ＳｃＦｖ）的组装　以上述纯化的ＶＨ和ＶＬ基因

片段作为它们延伸连接肽的模板，用ＶＨ和ＶＬ各自相对应的

引物扩增 ＶＨｌｉｎｋｅｒ和 ＶＬｌｉｎｋｅｒ。ＰＣＲ反应条件：９４℃ ２

ｍｉｎ，１个循环；９４℃３０ｓ，６０℃３０ｓ，７２℃１．５ｍｉｎ，３０个循

环。ＰＣＲ产物电泳鉴定。

　　再通过“剪切重叠延伸ＰＣＲ”（ＳＯＥＰＣＲ）形成ＳｃＦｖ基

因片段。先在无引物情况下将上述扩增的 ＶＨｌｉｎｋｅｒ和 ＶＬ

ｌｉｎｋｅｒ的ＰＣＲ产物连接。ＰＣＲ条件：９４℃５ｍｉｎ，１个循环；

９４℃１ｍｉｎ，６０℃１ｍｉｎ，７２℃１．５ｍｉｎ，５个循环。然后向上

述ＰＣＲ反应体系加入含酶切位点（ＳｆｉⅠ、ＮｏｔⅠ）的引物，继

续ＰＣＲ反应。ＰＣＲ条件：９４℃３０ｓ，６０℃１ｍｉｎ，７２℃１．５

ｍｉｎ，３０个循环。从而得到ＳｃＦｖ基因片段。ＰＣＲ产物电泳、

切胶、纯化。

１．５　重组质粒的构建　纯化的ＳＯＥＰＣＲ产物分别经Ｓｆｉ

Ⅰ和ＮｏｔⅠ双酶切反应后，与载体ｐＣＡＮＴＡＢ５Ｅ连接。同

时设立阳性（Ｃｏｎｔｒｏｌｉｎｓｅｒｔ）和阴性（无插入基因片段）对照。

用电击穿孔转化法将纯化的连接反应产物转入感受态大肠

杆菌ＴＧ１。转化细菌富集后涂ＳＯＢＡＧ平板。３０℃培养过

夜。随机挑取２５个单菌落，加入２ＹＴ培养液振摇培养过夜

后提取质粒，进行质粒ＰＣＲ鉴定并计算插入率。质粒鉴定

阳性结果再作双酶切鉴定，最后进行ＳｃＦｖ基因序列分析。

１．６　噬菌体抗体的表达　用２ＹＴ培养液洗含有阳性克隆

的ＳＯＢＡＧ 平板。洗得的菌液用２ＹＴＡＧ 稀释至 Ｄ６００＝

０．３，振摇培养１ｈ。加入 Ｍ１３ＫＯ７辅助噬菌体，振摇培养１

ｈ后离心弃上清，２ＹＴＡＫ重悬细菌，振摇培养过夜。次日

菌液离心取上清，加入１／５体积ＰＥＧ／ＮａＣｌ，冰浴１ｈ。离心

弃上清，沉淀重悬于２ＹＴ，离心后将上清用０．４５μｍ滤器过

滤，加入叠氮钠至终浓度０．０２％，４℃保存。

１．７　肺癌细胞对抗体库的筛选富集　收集１０７个人肺腺癌

细胞Ａ５４９，用冰预冷的１％ ＢＳＡ／ＰＢＳ悬浮，冰浴５０ｍｉｎ封

闭非特异性结合部位。沉淀细胞后加入噬菌体抗体库液（预

先用正常支气管上皮细胞 ＨＢＥ１６吸附进行阴性筛选）振摇

培养１ｈ。离心弃上清后用冰预冷的ＰＢＳ洗涤细胞３次，加

入５００μｌ洗脱液［０．１ｍｏｌ／ＬＧｌｙ／ＨＣｌ（ｐＨ２．２）］，冰浴５ｍｉｎ
后沉淀细胞，加入２ｍｏｌ／Ｌ的Ｔｒｉｓ碱溶液３０μｌ进行中和。

取上清，加入新鲜的ＴＧ１菌液振摇培养１ｈ，再加入２ＹＴＡＧ
培养液振荡培养１ｈ。加入 Ｍ１３ＫＯ７辅助噬菌体，振摇培养

１ｈ。沉淀细胞后用２ＹＴＡＫ培养液重悬细胞，振摇培养过

夜。次日菌液４℃离心，上清中加入１／５体积ＰＥＧ／ＮａＣｌ，冰

浴１ｈ。４℃离心弃上清，沉淀重悬于２ＹＴ液中，再次４℃离

心收集上清，用于下一轮富集。第２、３、４次筛选除了ＰＢＳ洗

涤次数分别为４、５、６次外，其余步骤与第一次筛选相同。每

轮富集前后测定噬菌体滴度。

１．８　细胞ＥＬＩＳＡ检测抗体特异性　富集后的噬菌体感染

大肠杆菌ＴＧ１后，涂ＳＯＢＡＧ平板，３０℃过夜培养。自平板

上挑取单菌落加入９６孔细胞培养板培养，制备单链噬菌体

抗体。将肺腺癌细胞Ａ５４９按１×１０４／孔的密度接种在９６孔

培养板，并取乳腺癌细胞 ＭＤＡＭＢ４３５作为对照。经４％多

聚甲醛固定，ＥＬＩＳＡ法测定ＳｃＦｖ抗体免疫活性。一抗为噬

菌体抗体，二抗为 ＨＲＰ／ＡｎｔｉＭ１３单克隆抗体。分别以

２ＹＴ培养液、辅助噬菌体 Ｍ１３代替噬菌体抗体作为空白对

照和阴性对照。ＤＡＢ避光显色２０ｍｉｎ，４０５ｎｍ波长酶标仪

读板。Ｄ值大于乳腺癌细胞对照组２倍的判作阳性。

２　结　果

２．１　癌旁淋巴结总ＲＮＡ的提取及电泳鉴定　由３例肺腺

癌患者癌旁淋巴结提取总 ＲＮＡ，电泳可见２条带１８Ｓ与

２８Ｓ，且２８Ｓ条带亮度是１８Ｓ的２倍，提示ＲＮＡ完整性好。

２．２　ＲＴＰＣＲ扩增ＶＨ、ＶＬ基因片段及电泳鉴定　以所提取

ＲＮＡ为模板，逆转录得ｃＤＮＡ，再分别利用ＶＨ、ＶＬ各自上下

游引物，通过ＰＣＲ反应扩增出ＶＨ、ＶＬ基因。电泳示ＶＨ、ＶＬ
基因片段得到成功扩增（图１）。
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图１　ＰＣＲ扩增ＶＨ、ＶＬ基因

Ｆｉｇ１　ＰＣＲａｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｏｆＶＨａｎｄＶＬ
Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；Ｌ：ＶＬ；Ｈ：ＶＨ

２．３　ＳｃＦｖ的组装及电泳鉴定　ＶＨ、ＶＬ基因片段通过ｌｉｎｋｅｒ
肽段的连接，组装成完整ＳｃＦｖ基因。再分别以含ＳｆｉⅠ、

ＮｏｔⅠ酶切位点的肽段为引物，ＰＣＲ扩增ＳｃＦｖ基因。电泳

示于７５０ｂｐ处可见清晰亮带（图２）。

图２　ＰＣＲ扩增ＳｃＦｖ片段

Ｆｉｇ２　ＳｃＦｖｆｒａｇｍｅｎｔｓａｍｐｌｉｆｉｅｄｂｙＰＣＲ
Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１４：ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓ

２．４　重组质粒的构建及鉴定　经培养后可见阳性平板上菌

落满布，样品平板上亦有大量菌落，略少于阳性平板。阴性

平板仅有数个菌落出现。在样品平板随机挑取的２５个单菌

落中，２２个克隆出ＳｃＦｖ，基因插入率为８８％。凝胶电泳可见

在７５０ｂｐ处有明显条带。再将阳性质粒做双酶切鉴定并电

泳，示于７５０ｂｐ处出现清晰亮带（图３）。最后将ＳｃＦｖ基因

进行序列分析，所得序列在ＮＣＢＩ网站ＧｅｎＢａｎｋ基因库中进

行比对，有９９％的基因序列比对成功。

２．５　噬菌体抗体库的筛选及抗体库性能鉴定　以肺腺癌细

胞株Ａ５４９对噬菌体抗体库进行４轮“吸附洗脱扩增”富集

筛选。可以看到随着洗涤次数的增加，噬菌体抗体的收获率

呈增加趋势，经过４轮筛选增加了约１１５倍，表明噬菌体抗

体库得到有效富集（表１）。

　　富集后的噬菌体感染大肠杆菌后铺培养板培养，并从中

挑取１０个单菌落加入９６孔培养板制备单克隆ＳｃＦｖ抗体。

将肺腺癌细胞Ａ５４９接种９６孔板培养，以乳腺癌细胞 ＭＤＡ

ＭＢ４３５作为对照，并设立空白及阴性对照。每孔加入１００μｌ

ＨＲＰ／ＡｎｔｉＭ１３单克隆抗体进行ＥＬＩＳＡ实验。显色后于倒

置显微镜下观察，可见肺腺癌细胞组染色明显较其他对照组

强（图４）。４０５ｎｍ波长酶标仪读板结果显示其中有７个克

隆与Ａ５４９细胞呈阳性反应，表明抗体与肺腺癌细胞 Ａ５４９
有较好亲和力。

图３　重组质粒双酶切鉴定

Ｆｉｇ３　Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ

ｐｌａｓｍｉｄｂｙｅｎｚｙｍｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎ
Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；；１６：Ｅｎｚｙｍｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔｓ

表１　肺癌细胞Ａ５４９对噬菌体抗体库的富集

Ｔａｂ１　Ｐａｎｎｉｎｇｐｈａｇｅａｎｔｉｂｏｄｙｌｉｂｒａｒｙ
ｕｓｉｎｇｌｕｎｇｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｌｉｎｅＡ５４９

Ｒｏｕｎｄｏｆ
ｐａｎｎｉｎｇ

Ｉｎｐｕｔｅｄ
ｐｈａｇｅｓ（ｃｆｕ）

Ｅｌｕｔｅｄ
ｐｈａｇｅｓ（ｃｆｕ） Ｙｉｅｌｄ／％

１ ５．０×１０１２ ６．５×１０４ １．３×１０－６

２ ３．２×１０１２ ４．３×１０５ １．３×１０－５

３ ２．６×１０１１ ６．２×１０５ ２．４×１０－４

４ ３．８×１０１１ ５．７×１０５ １．５×１０－４

３　讨　论

　　噬菌体抗体库技术作为噬菌体表面展示和抗体组合文

库技术相结合形成的一项新技术，被誉为抗体技术的第三次

革命。噬菌体抗体库技术就是通过提取人总 ＲＮＡ，经逆转

录聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）得到抗体全套可变基因，再通过

噬菌体展示技术将其表达在噬菌体表面［４］，经“吸附洗脱扩

增”富集，得到特异性抗体。通过噬菌体抗体技术得到的抗

体是人源单链抗体，克服了多克隆抗体和传统单克隆抗体的

不足［５］。噬菌体抗体库技术避开了杂交瘤技术，不经过抗原

抗体结合的免疫反应，直接利用抗原从抗体库中筛选出相关

抗体，从而有效解决了抗体抗原性、抗体生产效率低等问题，

应用十分广泛［６８］。

　　肿瘤抗原缺乏一定的特异性，用单一可溶肿瘤抗原进行

筛选时不能很好保证所得抗体的肿瘤特异性。我们直接以

肺癌细胞为抗原对抗体库进行筛选，抗原完整性较高，保持

了抗原的天然构象，抗原表位展示合理［９１０］，所得抗肺癌单

链抗体特异性较高。对于筛选次数的选择不宜过少或过多，

既要保证抗体得到有效富集，也应避免某些稀有抗体的丢

失。我们先用正常支气管上皮细胞对抗体库进行阴性筛选，

再用肺腺癌细胞进行４轮阳性筛选，并逐轮增加ＰＢＳ洗涤次

数，洗脱非特异结合部分。可以看到随着洗涤次数的增加，

噬菌体抗体的收获率呈增加趋势，经过４轮筛选增加了约

１１５倍，表明噬菌体抗体库得到有效富集。
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图４　抗体特异性检测光镜观察结果

Ｆｉｇ４　Ｓｐｅｃｉｆｉｃｔｅｓｔｏｆａｎｔｉｂｏｄｙｕｎｄｅｒｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ
Ａ：Ｌｕｎｇａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｇｒｏｕｐ；Ｂ：Ｂｒｅａｓｔａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｃ：Ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｄ：Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．ＤＡＢｓｔａｉ

ｎｉｎｇ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００

　　经典筛选方法的特点是简单易行，但不足之处是必须有

已知的纯化抗原且筛选过程消耗的抗原量较多，有时筛选出

的抗体易出现非特异性结合，对于筛选高亲和力抗体的实际

效果欠佳。鉴于此，近年来一些新的筛选方法相继出现，比

如细胞淘筛法、组织或体内淘筛法、选择感染法及自动淘筛

等，在提高筛选的特异性及简化步骤、降低成本方面有所进

步。Ｗａｎｇ等［１１］将混合的表达ｃｍｙｃ抗原决定簇标记的

ＳｃＦｖ片段，以及带有抗此标记的单克隆抗体（９Ｅ１０）结合，形

成稳定二聚体，并通过测定此二聚体来筛选特异抗体。此方

法可使纯化的低亲和力单链抗体和相关抗原的反应性提高２
倍，且使抗原特异性单链抗体产量得到提高。这些优化的筛

选策略为我们进一步深入研究提供有益的参考。

　　随着肿瘤生物学和抗体工程技术的发展，人源化基因工

程抗体已用于肿瘤临床治疗。如治疗 Ｈｅｒ２基因高表达乳

腺癌的 Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ，治疗非霍奇金淋巴瘤的Ｒｉｔｕｘａｎ等。人源

噬菌体相对于多克隆抗体、鼠源性抗体的优势在于它能快速

大量表达并筛选抗体，并且在需要进行长疗程的治疗计划中

发挥重要作用。在噬菌体抗体治疗中，抗基因反应能通过对

抗体选择的管理而得到避免［１２］。

　　本实验以ｐＣＡＮＴＡＢ５Ｅ噬菌体为载体，从肺腺癌患者

Ｂ淋巴细胞中克隆出抗体重链和轻链可变区基因，成功构建

人源肺腺癌单链抗体库。经４轮筛选扩增使该库富集了１１５
倍，得到与肺腺癌细胞 Ａ５４９有较好亲和力的噬菌体单链抗

体，为下一步开展肿瘤特异性靶向治疗奠定了基础。
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