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　　［摘要］　目的　构建ＩｇＡ亲和体随机组合文库并进行体外分子进化，研究ＩｇＡ亲和体分子结构与功能的关系。方法　
基因合成两个ＩｇＡ亲和体片段。３′端引入３个随机连接肽序列随机连接，克隆于噬菌粒展示载体ｐＣＡＮＴＡＢ５Ｓ，构建噬菌体

展示随机组合分子文库。以人ＩｇＡ为靶分子对该文库进行４轮亲和筛选。制备阳性筛选克隆的单克隆噬菌体，用ＥＬＩＳＡ鉴

定ＩｇＡ结合活性。结果　成功构建噬菌体展示ＩｇＡ亲和体随机组合分子文库，库容量为３．４×１０７，滴度为１．６×１０１２ＴＵ／Ｌ，
阳性克隆占７９％以上，序列分析ＩｇＡ亲和体随机连接，随机连接肽序列呈随机分布。在人ＩｇＡ分子诱导的分子进化过程中，

展示多个ＩｇＡ亲和体串联体的噬菌体比例明显增加，获得３种新型ＩｇＡ亲和体组合分子结构形式：ＩｇＡ亲和体二联体、三联体

和四联体。ＥＬＩＳＡ结合实验表明ＩｇＡ亲和体三联体和四联体的ＩｇＡ结合能力远大于单体和二联体。结论　通过构建ＩｇＡ
亲和体噬菌体展示随机组合文库和体外分子进化的方法，获得多种新型组合分子，其中ＩｇＡ亲和体三联体和四联体的ＩｇＡ结

合能力明显增加，提示通过有效的分子进化成功地获得了高亲和力的ＩｇＡ结合分子。

　　［关键词］　肽库；免疫球蛋白Ａ亲和体；串联重复序列；亲和力；分子进化
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　　ＩｇＡ是人体重要的免疫球蛋白，是黏膜免疫的
重要分子，研发高效特异性ＩｇＡ结合分子对ＩｇＡ的
检测、纯化和医学研究具有重要的应用价值。ＩｇＡ
亲和体（ａｆｆｉｂｏｄｙ）是国外学者利用定向分子进化技
术从以金黄色葡萄球菌 Ａ蛋白（ＳＰＡ）Ｚ结构域为骨
架的突变体文库中筛选获得的特异性结合ＩｇＡ的一
类结合分子［１］。然而，许多天然的细菌Ｉｇ结合蛋白
如ＳＰＡ、ＳＰＧ和ｐｐＬ等包含多个重复串联的高度同
源的Ｉｇ结合单结构域［２３］，而ＩｇＡ亲和体只存在一
个ＩｇＡ结合位点。另有研究表明，多个结合结构域
的串联可产生明显高于单结构域的结合活性［４７］。
然而，ＩｇＡ亲和体分子串联是否能实质性地提高ＩｇＡ
结合活性？需要多少个亲和体分子串联才能实质性

地提高ＩｇＡ结合活性？为了回答这些问题，本研究
以两个ＩｇＡ亲和体分子为基本功能单位，构建了噬
菌体展示的ＩｇＡ亲和体随机连接组合文库，并在各

ＩｇＡ亲和体之间引入随机连接肽序列以保证其结合
功能的正常发挥［８］；应用人ＩｇＡ对该文库进行亲和
筛选，获得几种ＩｇＡ结合能力大大提高的ＩｇＡ亲和
体串联体，现报告如下。

１　材料和方法

１．１　质粒载体和菌株　ｐＭＤ１８Ｔ载体试剂盒购自

ＴａＫａＲａ公司；ｐＣＡＮＴＡＢ５Ｓ噬菌粒载体由第二军
医大学微生物学教研室保存；ｐＥＴ３２ａ（＋）载体购自

Ｎｏｖａｇｅｎ公司；Ｅ．ｃｏｌｉＴｏｐ１０Ｆ、Ｅ．ｃｏｌｉＴＧＩ、Ｅ．ｃｏｌｉ
ＢＬ２１（ＤＥ３）和辅助噬菌体 Ｍ１３Ｋ０７为本室保存。

１．２　抗体和酶　人ＩｇＡ、ＩｇＧ、ＩｇＭ 抗体购于Ｓｉｇｍａ
公司；基因工程抗体ＩｇＧ１Ｆｃ分子由上海复旦张江生
物医药股份有限公司提供；生物素购于上海生物制
品研究所；鼠抗噬菌体酶联单抗ａｎｔｉＭ１３ｍＡｂＨＲＰ
购自 ＡｍｅｒｓｈａｍＰｈａｒｍａｃｉａ公司。限制性内切酶

ＫｐｎⅠ，ＬｉｇａｔｉｏｎＨｉｇｈ连接液和碱性磷酸酶购于

ＴａＫａＲａ公司。

１．３　引物序列　根据文献［１］发表的ＩｇＡ亲和体序
列，设计编码ＩｇＡ亲和体 ＺＡ１、ＺＡ２序列的８条引
物（引物序列见表１）。引入ＫｐｎⅠ酶切位点（ＧＧＴ
ＡＣＣ）的上游引物ＵＢ１Ｋ：５′ＧＣＴＴＧＴＧＣＧＡＡＴ
ＧＴＧＡＣＣＡＧＣＧＴＡＣＧＣＡＣＧＧＧＴＡＣＣＧＴＴ
ＧＡＣＡＡＣＡＡＡＴＴＣＡＡＣ３′；引入ＫｐｎⅠ酶切位
点和随机连接肽编码序列（ＮＮＳＮＮＳＮＮＳ）的下游
引物 ＤＢ１Ｋ：５′ＡＣＧＣＴＣＴＧＴ ＧＣＡＣＴＣＡＣＡ
ＴＣＴＡＧＡＧＧＴＡＣＣＳＮＮＳＮＮＳＮＮＴＴＴＣＧＧ
ＡＧＣＣＴＧ ＡＧＣＧＴＣ３′。用于噬菌粒展示载体

ｐＣＡＮＴＡＢ５Ｓ中克隆片段的ＰＣＲ扩增及测序的上
游引物ｐＣＡＮＴＡＢ５Ｓ１：５′ＣＡＡＣＧＴＧＡＡ ＡＡＡ
ＡＴＴＡＴＴＡＴＴＣＧＣ３′，下游引物ｐＣＡＮＴＡＢ５Ｓ
６：５′ＧＴＡＡＡＴＧＡＡＴＴＴＴＣＴＧＴＡＴＧＡＧＣ
３′。用于克隆在ｐＥＴ３２ａ（＋）表达载体上的上游引物

ＢＳＵ１：５′ＧＧＡＴＣＣＧＡＧＣＴＣＡＧＧＣＣＴＧＴＣ
ＧＡＣＧＧＴＡＣＣＧＴＴ３′，下游引物ＳＨＤ：５′ＧＡＧ
ＣＴＣＡＡＧＣＴＴＡＣＣＡＧＡＴＣＣＡＣＣＡＣＣＧＣＣ
ＧＧＴＡＣＣ３′。以上引物均委托上海英骏生物技术
有限公司合成。

表１　合成ＩｇＡ亲和体的引物

Ｔａｂ１　ＰｒｉｍｅｒｓｆｏｒＰＣＲａｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｏｆｔｗｏＩｇＡａｆｆｉｂｏｄｉｅｓ

Ｎａｍｅ Ｄｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′３′）

Ｕｐ１ ＳｅｎｓｅｔｅｒｍｉｎａｌｐｒｉｍｅｒｏｆＡ１／Ａ２ ＧＧＧＴＣＴＡＧＡＧＴＴＧＡＣＡＡＣＡＡＡＴＴＣＡＡＣＡＡＡＧＡＡ
Ａ２Ｕ２ ＳｅｎｓｅｔｅｒｍｉｎａｌｐｒｉｍｅｒｏｆＡ２ ＣＧＴＧＡＡＡＴＣＣＧＴＧＡＡＣＴＧＣＣＧＡＡＣＣＴＧＡＡＣＣＡＣＣＡＧＣＡＧＡＡＡ

ＣＴＧＧＣＴＴＴＣ
Ａ１Ｄ１ ＡｎｔｉｓｅｎｓｅｔｅｒｍｉｎａｌｐｒｉｍｅｒｏｆＡ１ ＧＧＣＡＧＣＡＧＡＣＧＧＡＴＴＴＣＣＴＧＡＧＡＡＧＣＣＴＧＧＡＴＧＧＴＴＴＣＴＴＴＧ

ＴＴＧＡＡＴＴＴＧＴＴＧＴ
Ａ１Ｕ２ ＳｅｎｓｅｔｅｒｍｉｎａｌｐｒｉｍｅｒｏｆＡ１ ＣＡＧＧＡＡＡＴＣＣＧＴＣＴＧＣＴＧＣＣＧＡＡＣＣＴＧＡＡＣＧＧＴＣＧＴＣＡＧＡＡＡ

ＣＴＧＧＣＴＴＴＣ
Ａ２Ｄ１ ＡｎｔｉｓｅｎｓｅｔｅｒｍｉｎａｌｐｒｉｍｅｒｏｆＡ２ ＧＧＣＡＧＴＴＣＡＣＧＧＡＴＴＴＣＡＣＧＡＧＡＡＧＣＧＡＴＧＡＴＴＴＴＴＴＣＴＴＴＧ

ＴＴＧＡＡＴＴＴＧＴＴＧＴ
Ａ１／２Ｕ３ ＳｅｎｓｅｔｅｒｍｉｎａｌｐｒｉｍｅｒｏｆＡ１／Ａ２ ＡＣＣＣＧＴＣＴＣＡＧＴＣＴＧＣＴＡＡＣＣＴＧＣＴＧＧＣＴＧＡＡＧＣＴＡＡＡＡＡＡＣ

ＴＧＡＡＣＧＡＣＧＣＴＣＡ
Ａ１／２Ｄ２ ＡｎｔｉｓｅｎｓｅｔｅｒｍｉｎａｌｐｒｉｍｅｒｏｆＡ１／Ａ２ ＧＴＴＡＧＣＡＧＡＣＴＧＡＧＡＣＧＧＧＴＣＧＴＣＣＡＧＣＡＧＡＧＡＧＴＧＧＡＴＧＡＡ

ＡＧＣＣＡＧＴＴＴＣＴＧＣ
Ｄｏｗｎ３ ＡｎｔｉｓｅｎｓｅｔｅｒｍｉｎａｌｐｒｉｍｅｒｏｆＡ１／Ａ２ ＧＧＧＴＣＴＡＧＡＴＴＴＣＧＧＡＧＣＣＴＧＡＧＣＧＴＣＧＴＴＣＡＧＴＴＴＴＴＴ

１．４　ＩｇＡ亲和体的基因合成　以表１所示的８条

引物为模板，ＯｖｅｒｌａｐＰＣＲ的方法扩增制备ＩｇＡ亲

和体ＺＡ１和ＺＡ２片段，各片段ＰＣＲ产物回收纯化

后分别插入ｐＭＤ１８Ｔ载体，试剂盒提取质粒，鉴定

阳性单克隆，委托上海英骏生物技术有限公司进行

序列测定。
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１．５　噬菌体展示ＩｇＡ 亲和体随机组合文库的构

建　以克隆于ｐＭＤ１８Ｔ载体上的测序鉴定正确的

ＺＡ１、ＺＡ２为模板，以 ＵＢ１Ｋ、ＤＢ１Ｋ为引物，扩增

携带ＫｐｎⅠ酶切位点和随机连接肽的ＺＡ１、ＺＡ２片

段，ＰＣＲ产物回收纯化后行ＫｐｎⅠ酶切回收纯化；

噬菌粒载体ｐＣＡＮＴＡＢ５Ｓ质粒用ＫｐｎⅠ＋碱性磷

酸酶线性化处理；取ＺＡ１、ＺＡ２酶切回收片段和线性

化ｐＣＡＮＴＡＢ５Ｓ按１∶１∶２的比例用ＬｉｇａｔｉｏｎＨｉｇｈ
连接液按操作说明书进行连接反应。连接产物转化

Ｅ．ｃｏｌｉＴＧＩ感受态细胞，辅助噬菌体 Ｍ１３Ｋ０７（２．０×

１０１２ＴＵ／Ｌ）拯救，制备噬菌体展示ＩｇＡ亲和体随机组

合文库，测定库容量和噬菌体滴度。

１．６　重组ＩｇＡ 亲和体噬菌体文库的体外分子进

化　人ＩｇＡ用ｐＨ９．６的碳酸盐缓冲液２００μｌ包被

（浓度为１０ｍｇ／Ｌ）于排条板上，用含１０％脱脂奶

粉、０．０１％ＮａＮ３、０．１％ＴｒｉｔｏｎＸ１００的ＰＢＳ封闭液

室温封闭１ｈ后用０．０１％ＰＢＳ洗涤５次。排条板上

每孔先加１００μｌ封闭液，再加１００μｌＩｇＡ亲和体噬

菌体文库，３７℃孵育３ｈ后洗涤３０次。每孔加入

１００μｌ生长至对数生长期的Ｅ．ｃｏｌｉＴＧＩ，３７℃培养

１ｈ，收集菌液，分别取１０、１、０．１μｌ涂布于氨苄青霉

素（Ａｍｐ）抗性平皿计数，测定噬菌体的Ｉｇ结合情

况。其余菌液扩增至５０ｍｌ２×ＹＴ（含 Ａｍｐ１００

ｍｇ／Ｌ）培养液，３７℃培养１ｈ后加入１０１０ＴＵ的辅助

噬菌体 Ｍ１３Ｋ０７，再培养１ｈ后加入卡那霉素至１５

ｍｇ／Ｌ，３７℃培养过夜。培养液上清经０．２２μｍ滤膜

过滤，即为ＩｇＡ 亲和筛选后的ＩｇＡ 亲和体噬菌体

库。设空白对照（不加噬菌体）作同步筛选。上述筛

选过程重复４轮。

１．７　单克隆噬菌体的制备及ＥＬＩＳＡ鉴定　随机挑

取不同筛选轮次的单克隆菌落２０个接种于１０ｍｌ

２×ＹＴ（含Ａｍｐ１００ｍｇ／Ｌ）培养液，３７℃培养１ｈ后

加入１０１０ＴＵ的辅助噬菌体 Ｍ１３Ｋ０７，培养１ｈ后加

入卡那霉素至１５ｍｇ／Ｌ，３７℃培养过夜。ＰＥＧ沉淀

的噬菌体复悬于２ｍｌ２×ＹＴ中，分别测定单克隆噬

菌体的滴度。设ＬＤ３噬菌体和ｐＣＡＮＴＡＢ５Ｓ噬菌

体分别作阳性对照和阴性对照。将待检测的噬菌体

滴度调整至１０１２ＴＵ／ｍｌ后各取１００μｌ加入ＩｇＡ包

被的ＥＬＩＳＡ板条中，３７℃放置２ｈ后用ＰＢＳＴ洗５
次，加入鼠抗噬菌体酶联单抗结合，ＴＭＢ显色后读

取Ｄ４９０数值，检测这些单克隆噬菌体的ＩｇＡ结合活

性。同样的方法检测ＩｇＧ结合活性。

１．８　阳性克隆的序列分析　挑取经ＥＬＩＳＡ鉴定的

阳性单克隆，用ＤＮＡ抽提试剂盒抽提纯化重组噬

菌粒，委托上海申能博彩生物科技有限公司分别用

上游测序引物 ｐＣＡＮＴＡＢ５Ｓ１及下游测序引物

ｐＣＡＮＴＡＢ５Ｓ６进行正、反向序列测定，测序结果用

ＤＮＡＳＴＡＲ软件分析。

１．９　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１１．０统计软件对

ＥＬＩＳＡ检测数据进行统计学处理，计量资料多组间

比较采用单因素方差分析，组间两两比较采用ｑ检

验，以Ｐ＜０．０５为有统计学意义。

２　结　果

２．１　ＩｇＡ亲和体的基因合成　用 ＯｖｅｒｌａｐＰＣＲ的

方法合成ＩｇＡ亲和体 ＺＡ１、ＺＡ２片段，ＩｇＡ亲和体

大小理论值为１７４ｂｐ，电泳检测显示合成的ＺＡ１、

ＺＡ２大小与理论值相符。将两个片段分别克隆于

ｐＭＤ１８Ｔ载体进行序列分析，结果与文献［１］提供

序列完全一致。

２．２　噬菌体展示ＩｇＡ 亲和体随机组合文库的构

建　以ＺＡ１、ＺＡ２片段为模板，以 ＵＢ１Ｋ、ＤＢ１Ｋ为

引物，制备两端携带ＫｐｎⅠ酶切位点（ＧＧＴＡＣＣ）

和３′端带有３个随机连接肽（ＮＮＳＮＮＳＮＮＳ）的

ＺＡ１、ＺＡ２片段，大小为１９５ｂｐ，见图１的第１、３条

带；ＫｐｎⅠ酶切后片段大小为１８３ｂｐ，见图１的第２、

４条带。通过与ＤＮＡ 标记物比较，ＺＡ１、ＺＡ２片段

酶切前后的大小与理论值相符。ＺＡ１、ＺＡ２片段酶切

回收，与线性噬菌粒载体ｐＣＡＮＴＡＢ５Ｓ连接，转化，辅

助噬菌体拯救，构建ＩｇＡ亲和体随机组合噬菌体展示

文库。经测定库容量为３．４×１０７，滴度为１．６×１０１２

ＴＵ／Ｌ，无菌试验为０，ＰＣＲ检测显示组合文库包含有

０、１、２倍大小的ＩｇＡ亲和体插入片段，阳性克隆比例

总计达７９％（图２）。序列分析显示ＩｇＡ亲和体被随

机连接，随机连接肽序列呈随机分布。

图１　ＩｇＡ亲和体ＫｐｎⅠ酶切电泳图

Ｆｉｇ１　ＩｇＡａｆｆｉｂｏｄｉｅｓｗｉｔｈａｒａｎｄｏｍ

ｌｉｎｋｉｎｇｐｅｐｔｉｄｅｄｉｇｅｓｔｅｄｂｙＫｐｎⅠ
１，３：ＺＡ１／ＺＡ２ａｆｆｉｂｏｄｙ；２，４：ＺＡ１／ＺＡ２ａｆｆｉｂｏｄｙｄｉｇｅｓｔｅｄｂｙＫｐｎⅠ；

Ｍ：ＤＬ２０００ｍａｒｋｅｒ
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图２　ＩｇＡ亲和体组合文库插入片段的分布

Ｆｉｇ２　Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆｐｈａｇｅｄｉｓｐｌａｙｅｄｒａｎｄｏｍ

ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｌｉｂｒａｒｙｏｆＩｇＡａｆｆｉｂｏｄｉｅｓ

１２２：Ｃｌｏｎｅｓｉｎｔｈｅｌｉｂｒａｒｙ；Ｃ：ｐＣＡＮＴＡＢ５Ｓ；Ｍ：ＤＬ２０００ｍａｒｋｅｒ

２．３　ＩｇＡ亲和体组合文库的体外分子进化　用人

ＩｇＡ对ＩｇＡ亲和体随机组合噬菌体文库进行４轮亲

和筛选，每轮筛选中均设阴性对照。为了能动态展

示筛选效果，我们对每轮筛选文库的ＩｇＡ结合菌落

计数、噬菌体滴度、各种大小插入片段在文库中的组

成情况进行动态检测，在每轮筛选文库中随机挑取

４８个单克隆进行ＰＣＲ扩增检测各种大小插入片段

（由不同数目的单结构域连接而成）在文库中的组成

情况，从表２可以明显地看到，随着筛选轮次增加，

阳性克隆和大片段克隆（≥２ｄｏｍａｉｎ）所占的比例持

续稳定地增加；阴性克隆（为载体自连，无插入片段）

及单个亲和体克隆所占的比例不断降低。这些显示

了进化过程的有效性。

表２　ＩｇＡ亲和体噬菌体文库各代筛选文库中阳性克隆的计数和百分比

Ｔａｂ２　Ｃｏｕｎｔｓａｎｄｐｅｒｃｅｎｔｓｏｆｐｏｓｉｔｉｖｅｃｌｏｎｅｓｗｉｔｈｉｎｓｅｒｔｉｏｎｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｉｚｅｓｉｎｅａｃｈｐｏｓｔｓｅｌｅｃｔｉｏｎ
［ｎ（％）］

Ｓｅｌｅｃｔｉｏｎｒｏｕｎｄ ０ｄｏｍａｉｎ １ｄｏｍａｉｎ ２ｄｏｍａｉｎ ３ｄｏｍａｉｎ ４ｄｏｍａｉｎ Ｔｏｔａｌｐｏｓｉｔｉｖｅｃｌｏｎｅｓ

Ｆ０ ８（１８） ２６（５９） １０（２３） ０ ０ ３６（８２）

Ｆ１ ５（１０） ２４（５０） １９（４０） ０ ０ ４３（９０）

Ｆ２ ２（４） ２０（４２） １７（３５） ９（１９） ０ ４６（９６）

Ｆ３ ０ ２（４） ８（１７） １６（３３） ２２（４６） ４８（１００）

Ｆ４ ０ ０ ０ ６（１２） ４２（８８） ４８（１００）

　Ｆ：Ｐｈａｇｅｌｉｂｒａｒｙ；０ｄｏｍａｉｎ：Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｌｏｎｅｓ；１ｄｏｍａｉｎ：Ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｌｏｎｅｓｗｉｔｈｓｉｎｇｌｅａｆｆｉｂｏｄｙ；２ｄｏｍａｉｎ：Ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｌｏｎｅｓｗｉｔｈｔｗｏａｆｆｉｂｏｄｉｅｓｉｎｔａｎ

ｄｅｍ；３ｄｏｍａｉｎ：Ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｌｏｎｅｓｗｉｔｈｔｈｒｅｅａｆｆｉｂｏｄｉｅｓｉｎｔａｎｄｅｍ；４ｄｏｍａｉｎ：Ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｌｏｎｅｓｗｉｔｈｆｏｕｒａｆｆｉｂｏｄｉｅｓｉｎｔａｎｄｅｍ

２．４　ＩｇＡ亲和体阳性克隆代表分子的ＩｇＡ结合活

性测定　从筛选文库中挑选１、２、３和４倍大小的单

克隆各４个，分别制备单克隆噬菌体，ＥＬＩＳＡ检测

这些单克隆噬菌体的ＩｇＡ结合活性，所设的阳性对

照ＬＤ３为本室前期研究［８］中制备获得的对ＩｇＡ、

ＩｇＧ、ＩｇＭ均有较强结合能力的结合分子，阴性对照

ｐＣＡＮＴＡＢ５Ｓ为空的噬菌粒载体，检测结果进行统

计学处理。分别对１、２、３、４倍大小的单克隆分子分

组进行比较，结果显示：１倍和２倍大小的ＩｇＡ亲和

体单克隆分子的ＩｇＡ结合活性间差异无统计学意义

（Ｐ＝０．２８４）；３倍和４倍大小的ＩｇＡ亲和体单克隆

分子的ＩｇＡ结合活性无明显差别，差异无统计学意

义（Ｐ＝０．０８９）；３倍和４倍大小的ＩｇＡ亲和体单克

隆分子的结合活性明显高于１倍和２倍ＩｇＡ亲和体

单克隆分子，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１，图３Ａ）。

同样的方法检测这些单克隆噬菌体的ＩｇＧ结合活

性，结果发现这些ＩｇＡ亲和体分子的单克隆噬菌体

均无ＩｇＧ 结合活性，各组间差异均无统计学意义

（Ｐ＞０．０５，图３Ｂ）。

图３　ＩｇＡ亲和体代表分子的ＩｇＡ（Ａ）和ＩｇＧ（Ｂ）结合活性鉴定

Ｆｉｇ３　Ｂｉｎｄｉｎｇａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅｍｏｌｅｃｕｌｅｓ

ｆｏｒｈｕｍａｎＩｇＡ（Ａ）ａｎｄＩｇＧ（Ｂ）

１，２，３，４ｄｏｍａｉｎ：Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｓｉｎｇｌｅａｆｆｉｂｏｄｙ，ｔｗｏａｆｆｉｂｏｄｉｅｓｉｎｔａｎ

ｄｅｍ，ｔｈｒｅｅａｆｆｉｂｏｄｉｅｓｉｎｔａｎｄｅｍ，ａｎｄｆｏｕｒａｆｆｉｂｏｄｉｅｓｉｎｔａｎｄｅｍ，ｒｅｓｐｅｃ

ｔｉｖｅｌｙ．ＬＤ３：Ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ；５Ｓ：ｐＣＡＮＴＡＢ５Ｓ，ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ



第１期．温宗梅，等．ＩｇＡ亲和体随机组合噬菌体文库的构建和体外分子进化 · ５　　　　 ·

２．５　阳性克隆的序列分析　从各轮筛选文库中分
别挑取２、３和４倍大小的单克隆共２２个进行序列
测定，测序结果用ＤＮＡＳＴＡＲ软件分析，发现有２
种２个ＩｇＡ 亲和体串联体的组合分子构成形式：

Ａ２Ａ２和Ａ１Ａ２，每种构成形式具有各自独特的连
接肽序列；１种３个ＩｇＡ亲和体串联体的组合分子
构成形式：Ａ１Ａ１Ａ１，但其随机连接肽的氨基酸序
列有２种不同形式；１种４个ＩｇＡ亲和体串联体的
组合分子构成形式：Ａ２Ａ１Ａ２Ａ１，并且其随机连接
肽也完全一致（表３）。

表３　ＩｇＡ亲和体阳性克隆代表分子的序列分析

Ｔａｂ３　Ｓｅｑｕｅｎｃｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ

ｍｏｌｅｃｕｌｅｓｏｆｐｏｓｉｔｉｖｅＩｇＡａｆｆｉｂｏｄｉｅｓ
（Ｎ＝２２）

Ｓｉｚｅ Ｎｕｍｂｅｒ Ａｒｒａｎｇｅｍｅｎｔ Ｒａｎｄｏｍｌｉｎｋｉｎｇｐｅｐｔｉｄｅ

２ｄｏｍａｉｎ １ Ａ２Ａ２ ＮＰＳＴＣＱ
２ｄｏｍａｉｎ ３ Ａ１Ａ２ ＱＩＴＩＣＭ
３ｄｏｍａｉｎ ２ Ａ１Ａ１Ａ１ ＲＳＨＡＧＲＴＧＨ
３ｄｏｍａｉｎ ６ Ａ１Ａ１Ａ１ ＶＫＤＭＫＴＡＤＡ
４ｄｏｍａｉｎ １０ Ａ２Ａ１Ａ２Ａ１ ＲＨＧＮＬＮＴＫＤＳＲＨ

３　讨　论

　　亲和体是Ｎｙｇｒｅｎ［９］从ｐｒｏｔｅｉｎＡ单结构域Ｚ结

构域的１３个表面氨基酸残基随机化形成的文库中

用分子进化手段筛选获得的各种人工结合蛋白，其

中包括可结合Ⅷ因子、呼吸道合胞病毒Ｇ蛋白、人

表皮生长因子受体胞外区和人ＣＤ２８等分子的结合

分子，这些结合分子被命名为亲和体。ＩｇＡ亲和体

作为一种亲和体，失去了原骨架Ｚ结构域的ＩｇＧ结

合活性，形成了对ＩｇＡ很高的结合能力。然而，ｐｒｏ

ｔｅｉｎＡ包含有５个串联重复的结合结构域，其他细

菌Ｉｇ结合分子如ｐｐＬ也有５个串联重复的结合结

构域，ＳＰＧ有３个串联重复的结合结构域。因而，能

否通过串联重复提高ＩｇＡ亲和体对ＩｇＡ的结合能

力成了本研究的主要探索焦点。

　　为了上述研究目的，本实验构建的ＩｇＡ亲和体

随机串联组合噬菌体展示文库具有以下特点：（１）从

多个ＩｇＡ亲和体中选择结合活性最高的 Ａ１和 Ａ２
作为建库的结构单元，可以确保产生高活性的重组

分子；（２）各亲和体的３′端引入３个氨基酸大小的随

机连接肽，既扩大文库中重组分子的数量，且亲和体

之间的连接具有更多的自由度和更好的适应性，保

证高结合活性串联分子的产生。（３）随机连接肽密

码子设计为ＮＮＳ（Ｎ为 Ａ／Ｔ／Ｃ／Ｇ４种核苷酸中任

意一种核苷酸，Ｓ为Ｇ／Ｃ２种核苷酸之一），可以避

免终止密码子的出现，保证文库的有效性和多样

性［１０］。本研究所构建的随机组合文库库容量达到

３．４×１０７，阳性克隆比例总计达７９％，Ａ１和 Ａ２都

存在并呈随机连接，随机连接肽序列也显示良好的

随机性，完全可以满足本体外分子进化研究的要求。

　　体外定向分子进化筛选［１１１２］是一个靶分子亲和

力筛选的生物淘洗（ｂｉｏｐａｎｎｉｎｇ）过程，本实验在严

格控制实验操作过程的基础上，通过监测每轮筛选

文库的结合菌落计数、噬菌体滴度和无菌结合实验

来对体外分子进化过程进行质量监控。４轮筛选文

库的结合菌落计数都达到１０７以上，噬菌体滴度均达

到１０１２，无菌结合实验均为０，说明整个分子进化过

程的正确无误，结果真实可靠。在进化过程中，噬菌

体文库所展示插入片段大小也发生了明显的规律性

变化，由原代和第１、２代文库的１个和２个亲和体

串联体分子为主进化成第３、４代文库的３个和４个

亲和体串联体分子。

　　为了检测噬菌体文库所展示插入片段大小的变

化是否有意义，我们从筛选文库中挑选１、２、３和４
倍大小的单克隆各４个，分别制备单克隆噬菌体，

比较其ＩｇＡ结合活性是否存在差异。ＥＬＩＳＡ检测

结果的统计学分析显示：１倍与２倍大小的ＩｇＡ亲

和体噬菌体克隆的ＩｇＡ结合活性相对较低，两者之

间无明显差别；３倍和４倍大小的ＩｇＡ亲和体的结

合活性相对较高，相互之间也无统计学意义，却明显

高于１倍和２倍ＩｇＡ亲和体（Ｐ＜０．０１）。这一结果

不仅说明了噬菌体文库所展示插入片段大小所发生

的规律性变化具有生物学的意义，而且提示３个以

上ＩｇＡ亲和体分子的串联可能存在与单个亲和体分

子相比更强的新的ＩｇＡ结合机制。目前，我们正在

对这一可能的新的ＩｇＡ结合机制进行进一步的深入

研究。

　　为了进一步了解亲和体分子结构与功能的关

系，对筛选出的２倍、３倍和４倍大小的ＩｇＡ亲和体

阳性克隆进行序列分析。结果显示：２个ＩｇＡ亲和

体串联体的组合分子构成形式有 ２种，分别为

Ａ２Ａ２和Ａ１Ａ２，每种构成形式具有各自独特的连

接肽序列；而所有３个亲和体串联体分子均为同一

构成形式Ａ１Ａ１Ａ１，其分子之间的连接肽也只有２
种形式；所有４个亲和体串联体分子也均为同一构

成形式Ａ２Ａ１Ａ２Ａ１，分子间均由同一种连接肽连

接。序列分析结果说明上述分子是经过了严格、高
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效的筛选所获得的。

　　通过有效的体外定向分子进化，我们获得了

ＩｇＡ结合能力明显增强的亲和体串联体 Ａ１Ａ１Ａ１
和Ａ２Ａ１Ａ２Ａ１，这些高亲合力的ＩｇＡ结合分子可

在ＩｇＡ纯化、ＩｇＡ检测和其他ＩｇＡ相关的一些研究

中发挥重要作用。目前，我们正在原核克隆、表达上

述的新分子，以系统研究其所增强的ＩｇＡ结合特性、

引起结合力增强的可能的分子机制及应用潜力。
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我校东方肝胆外科医院国家肝癌样本库及共享数据库建设取得阶段性成果

　　第二军医大学东方肝胆外科医院国家肝癌样本库及共享数据库建设取得阶段性成果，现已基本完成肝脏组织样本库的实

体建设，并完成了样本库基础网络环境的构建。

　　以周伟平教授为首的课题组经过一年多的努力，顺利完成所承担的重大专项中“病毒性肝炎相关肝癌样本库及其相关信

息共享数据库的建设及维护”课题，组建了一支专业化样本取材分装管理的队伍，建立了肝脏肿瘤样本采集管理的标准化流程

（ＳＯＰ），基本完成位于东方肝胆外科医院内的肝脏组织样本库的实体建设，建立了包括血样品、尿样和手术标本（含部分活检

样本）在内的２０００余例，以及位于复旦大学附属中山医院的１０００余例完整临床样本库；同时建立了完整的样本库登记随访

系统。在合作单位江苏南通启东肝癌研究所也已完成约３０００例 ＨＢｓＡｇ阳性高危人群的队列建设并开始随访。

　　在共享数据库建设方面，已完成样本库基础网络环境的构建，建立了需求分析、概要设计、详细设计、各数据库结构与接口

标准、开放数据规范与标准等５套基础数据字典。建立了肝癌样本信息库的数据管理与统计分析ＳＯＰｓ系统、样本库管理信息

系统、患者信息随访管理信息系统，并实现了系统间的数据共享。为确保信息数据的安全，还建立了一套数据安全与隐私保护

的访问策略。肝癌样本库的窗口网站ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｌｔｂ．ｏｒｇ。

　　平台目标是建立国际上领先的规模化临床肝癌标本库，具备完整临床资料、实验研究资料和组织及体液样本，为今后的生

物学研究及为国内外各科研和医疗机构提供平台服务。同时也可带动分子流行病学、临床科研等学科的发展，培养一批肝癌

临床研究的人才，推动建立国家级一体化的肝癌防治诊疗体系。


