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摘　要　本研究以兽药恩诺沙星为对象，构建噬菌体抗体库，为低成本、快速制备目的抗体提供新的途径。以恩诺

沙星鸡卵清蛋白（ＥＮＲＯＶＡ）为免疫原对Ｂａｌｂ／ｃ小鼠进行免疫，取其脾细胞提取总ＲＮＡ，并分别扩增全套抗体

轻、重链基因，通过重叠延伸ＰＣＲ技术，以编码柔性多肽（Ｇｌｙ３Ｓｅｒ）４ 的基因为接头，将轻重链基因组装为完整的

ｓｃＦｖ基因，将之克隆入ｐＣＡＮＴＡＢ５Ｅ载体，转化大肠杆菌ＸＬ１Ｂｌｕｅ，以辅助噬菌体 Ｍ１３ＫＯ７对其进行超感染，构

建噬菌体抗体库并进行富集、筛选和鉴定；构建了库容量约为２．２×１０６ 的抗恩诺沙星噬菌体单链抗体库，并筛选

出２６株阳性克隆，为表达单链抗体、建立免疫检测方法奠定基础。
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　　作为食品安全和公共卫生的重要方面，动物性

食品中兽药残留问题已经受到了全世界的广泛关

注。近年来，兽药的种类和应用规模剧增，使得兽药

残留分析与监测难度大大增加，亟待高效快速监测

手段的发展。免疫学检测技术凭借其操作简便、特

异性强、仪器化程度和分析成本低等特点，已被广泛

应用于实际生产中现场监控以及大规模筛选检测。

如量子点荧光探针技术、化学发光免疫检测技术等，

使免疫检测的灵敏度和选择性得到了进一步提高。

但免疫学检测的核心试剂———抗体仍是决定方法灵

敏度等性能指标的关键因素。抗体制备技术在经历

了多克隆和单克隆抗体２个重要阶段后，已发展到

第三代基因重组抗体阶段。

２０世纪８０年代，随着分子生物学技术的飞速

发展和抗体基因结构的阐明，产生了基因重组抗体

以及抗体库技术。该技术主要原理为在体外扩增获
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取全套抗体基因，对其进行表达并获得“抗体蛋白

抗体基因”偶联物，通过对抗体蛋白进行功能筛选来

模拟动物体内的克隆选择过程，最终获得具有免疫

学功能的基因克隆及抗体蛋白［１］。该技术在降低抗

体生产成本、缩短生产周期的同时，还能够在基因水

平上对抗体进行体外进化，从而提高其亲和力、改良

其特异性，并能够赋予其新的免疫学特性，如多价抗

体和双特异性抗体［２］，使之更适合于免疫检测技术

的多种需求。

近年来，有关重组抗体在农、兽药残留和环境污

染检测领域的应用研究国内外均有报道。Ｋｒａｍｅｒ

等［３］制备了抗阿特拉津的基因重组抗体，并通过定

点突变技术对该抗体库进行优化、改善，使重组抗体

对阿特拉津的敏感性提高了２５倍。Ｌｉ等
［４］用甲胺

磷模拟物对ＢＡＬＢ／Ｃ小鼠进行免疫，构建免疫倾向

性噬菌体抗体库，最终得到特异性较强的单链抗体，

并建立了相应的检测方法；Ｋｏｒｐｉｍａｋｉ
［５６］利用噬菌

体抗体库技术制备的基因重组抗体对１３种磺胺类

药物的交叉反应率明显优于传统单克隆抗体，随后

又对其进行体外进化；应用改良基因重组抗体建立

了能对１８种磺胺类药物进行多残留检测的荧光免

疫分析方法［７］。潘科等［８］利用噬菌体展示技术在杂

交瘤细胞基础上制备出克伦特罗单链抗体并建立了

免疫检测方法，其检测性能优于亲本代单克隆抗体。

在此基础上，王宏等［９］对该克伦特罗单链抗体的可

溶性表达进行了进一步优化。雷红涛等［１０］利用该

抗体建立了高灵敏度的时间分辨荧光免疫检测方法。

本研究选择应用广泛的第三代喹诺酮类药

物———恩诺沙星（Ｅｎｒｏｆｌｏｘａｃｉｎ，ＥＮＲ）为对象，利用

噬菌体表面展示技术，构建了抗ＥＮＲ单链抗体库，

并对其进行了筛选和鉴定，旨在为进一步获取新型

抗体、建立相应的免疫检测技术奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　实验动物

Ｂａｌｂ／ｃ小鼠，雄性，６周龄。由本实验室实验动

物中心提供。

１．１．２　主要试剂

免疫原ＥＲＮＢＳＡ、包被原ＥＲＮＢＳＡ均由本实

验室合成并保存；弗氏佐剂购于美国Ｓｉｇｍａ公司；

ＴＲＩｚｏｌ试剂购自美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；ＡＭＶ反转

录酶、随机引物 Ｏｌｉｇｏ（ｄｔ）１５、ｒＴａｑ酶购自购日本

Ｔａｋａｒａ公司；限制性内切酶、Ｍ１３ＫＯ７辅助噬菌体

购自美国 ＮＥＢ 公司；Ｔ４ＤＮＡ 连接酶购自美国

Ｐｒｏｍｅｇａ公司；ＤＮＡ凝胶回收试剂盒、质粒提取试

剂盒购自北京天根生化科技有限公司；ＸＬ１Ｂｌｕｅ感

受态细胞购自中国Ｔｒａｎｓｇｅｎ公司；蛋白胨、酵母提

取物购自英国Ｏｘｏｉｄ公司；ｐＣＡＮＴＡＢ５Ｅ载体由军

事医学科学研院生物工程研究所惠赠。

１．１．３　引物合成

由美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司合成下列引物（表１）。

表１　引物序列

Ｔａｂｌｅ１　Ｐｒｉｍｅｒｓ

引物名称　　 核苷酸序列

ＶＨｆｏｒ： ５′ＧＣＧＧＣＣＣＡＧＣＣＧＧＣＣＡＴＧＧＣＣＳＡＧＧＴＹＣＡＧＣＴＫＣＡＧＣＡＧＴＣＴＧＧＡ３′

５′ＧＣＧＧＣＣＣＡＧＣＣＧＧＣＣＡＴＧＧＣＣＧＡＫＧＴＲＣＡＧＣＴＴＣＡＧＧＡＧＴＡＲＧＧＡ３′

５′ＧＣＧＧＣＣＣＡＧＣＣＧＧＣＣＡＴＧＧＣＣＧＡＲＧＴＧＡＡＧＣＴＧＧＴＧＧＡＲＴＣＴＧＧＲ３′

５′ＧＣＧＧＣＣＣＡＧＣＣＧＧＣＣＡＴＧＧＣＣＳＡＧＧＴＣＣＡＲＣＴＧＣＡＧＳＡＲＹＣＴＧＧＲ３′

ＶＨｂａｃｋ ５′ＴＣＣＡＧＡＡＣＣＧＣＣＡＣＣＧＣＣＧＣＴＡＣＣＧＣＣＧＣＣＡＣＣＴＧＭＲＧＡＧＡＣＤＧＴＧＡＳＣＡＧＲＧＴＣ３′

５′ＴＣＣＡＧＡＡＣＣＧＣＣＡＣＣＧＣＣＧＣＴＡＣＣＧＣＣＧＣＣＡＣＣＴＧＭＲＧＡＧＡＣＤＧＴＧＡＳＴＧＡＲＧＴＴ３′

ＶＬｆｏｒ ５′ＡＧＣＧＧＣＧＧＴＧＧＣＧＧＴＴＣＴＧＧＡＧＧＣＧＧＣＧＧＴＴＣＴＧＡＹＡＴＧＣＡＧＡＴＧＡＣＭＣＡＧＷＣ３′

５′ＡＧＣＧＧＣＧＧＴＧＧＣＧＧＴＴＣＴＧＧＡＧＧＣＧＧＣＧＧＴＴＣＴＲＡＭＡＴＴＧＴＧＭＴＧＡＣＣＣＡＡＴＣ３′

ＶＬｂａｃｋ ５′ＡＣＴＡＧＴＣＧＣＧＧＣＣＧＣＧＴＣＧＡＣＡＧＣＭＣＧＴＴＴＣＡＧＹＴＣＣＡＲＹＴＴ３′

５′ＡＣＴＡＧＴＣＧＣＧＧＣＣＧＣＧＴＣＧＡＣＡＧＣＭＣＧＴＴＴＢＡＫＹＴＣＴＡＴＣＴＴＴＧＴ３′

ｓｃＦｖｆｏｒ

ｓｃＦｖｂａｃｋ

５′ＣＧＣＡＡＴＴＣＣＴＴＴＡＧＴＴＧＴＴＣＣＴＴＴＣＴＡＴＧＣＧＧＣＣＣＡＧＣＣＧＧＣＣＡＴＧＧＣＣ３′

５′ＧＧＴＴＣＣＡＧＣＧＧＡＴＣＣＧＧＡＴＡＣＧＧＣＡＣＣＧＧＡＣＴＡＧＴＣＧＣＧＧＣＣＧＣＧＴＣＧＡＣ３′

　　注：ＶＨｆｏｒ中下划线处为犛犳犻Ⅰ酶切位点，ＶＬｂａｃｋ中下划线处为犖狅狋Ⅰ酶切位点；ＶＨｂａｃｋ及ＶＬｆｏｒ中下划线部分为（Ｇｌｙ４Ｓｅｒ）３ 序

列；序列中简并碱基符号为 Ｗ＝Ａ／Ｔ；Ｓ＝Ｇ／Ｃ；Ｍ＝Ａ／Ｃ；Ｒ＝Ａ／Ｇ。
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１．２　方法

１．２．１　动物免疫及脾细胞总ＲＮＡ提取

免疫原ＥＮＲＯＶＡ与弗氏完全佐剂按体积比

１∶１混合，对小鼠进行初次免疫，随后换为弗氏不完

全佐剂，隔２周加强免疫１次，共３次，在取小鼠脾

脏前３ｄ加强免疫１次。采用酶联免疫吸附法

（ＥＬＩＳＡ）测定抗体效价，取免疫效果较好的小鼠，分

离脾细胞，以ＴＲＩｚｏｌ法进行ＲＮＡ提取，产物进行

紫外分光光度计检测及琼脂糖凝胶电泳鉴定。

１．２．２　小鼠轻链（ＶＬ）、重链（ＶＨ）基因的扩增与鉴定

以所得总ＲＮＡ为模板，反转录合成ｃＤＮＡ第

一链，使用 ＶＬ、ＶＨ 引物扩增全套抗体基因。反应

条件如下：９４℃预变性５ｍｉｎ，９４ ℃ ４５ｓ，５８ ℃

１ｍｉｎ，７２℃４５ｓ，共进行３０个循环，７２℃延伸１０

ｍｉｎ。反应产物经琼脂糖凝胶电泳鉴定后，回收目

的片段。

１．２．３　全长单链抗体（ｓｃＦｖ）基因的组装

以编码柔性肽（Ｇｌｙ４Ｓｅｒ）３ 的基因序列为接头，

通过重叠延伸ＰＣＲ技术将ＶＬ、ＶＨ 基因组装成为含

有酶切位点的全长ｓｃＦｖ基因。ＰＣＲ程序如下：首

先在常规ＰＣＲ反应体系（５０μＬ）中加入等摩尔ＶＬ、

ＶＨ 基因，９４ ℃预变性５ｍｉｎ，９４ ℃ ４５ｓ，６８ ℃

１ｍｉｎ，７２℃４５ｓ，共进行１０个循环，７２℃延伸１０

ｍｉｎ；以此产物为模板，以引物ｓｃＦｖｆｏｒ和ｓｃＦｖｂａｃｋ

进行二次ＰＣＲ，９４℃预变性５ｍｉｎ，９４℃４５ｓ，６０

℃１ｍｉｎ，７２℃４５ｓ，共进行３０个循环，最后７２℃

延伸１０ｍｉｎ。反应产物经琼脂糖凝胶电泳鉴定后，

回收目的片段，进行测序以及序列比对分析。

１．２．４　噬菌体单链抗体表面展示文库的构建及鉴定

分别对ｓｃＦｖ基因和ｐＣＡＮＴＡＢ５Ｅ噬菌粒载体

进行犛犳犻Ⅰ、犖狅狋Ⅰ双酶切并连接，转化ＸＬ１Ｂｌｕｅ

感受态细胞并涂板，３７℃过夜培养后进行菌落计

数，估算库容量；随机挑取单菌落进行ＰＣＲ鉴定、

犅狊狋ＮⅠ酶切鉴定，并提取噬菌粒进行犈犮狅Ｒ Ⅰ和

犎犻狀ｄⅢ双酶切鉴定；将剩余转化菌液扩大培养，加

入 Ｍ１３ＫＯ７辅助噬菌体３７℃静置感染３０ｍｉｎ后，

离心沉淀菌体细胞，用２×ＹＴＡＫ培养基重悬，３７

℃震荡培养过夜，离心取上清液，加入ＰＥＧ／Ｎａｃｌ冰

浴１ｈ，离心并重悬沉淀，经０．４５μｍ滤膜过滤后所

得即为初级噬菌体抗体库。

１．２．５　噬菌体单链抗体库的亲和富集与免疫筛选

将所得初级噬菌体抗体库加入至ＥＮＲＢＳＡ包

被的９６孔板中，３７ ℃静置孵育１ｈ，洗涤，１００

ｍｍｏｌ／Ｌ三乙胺洗脱与抗原吸附的噬菌体，随后立

即加入１ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ（ｐＨ８．５）进行中和，以此感染

对数生长期ＸＬ１Ｂｌｕｅ，经培养后收集菌体细胞，再

次加入 Ｍ１３ＫＯ７辅助噬菌体进行感染，重复上述富

集程序３～４次，挑取单菌落扩大培养，进行菌液

ＰＣＲ鉴定和单克隆ＰｈａｇｅＥＬＩＳＡ鉴定。

２　结果与分析

２．１　小鼠脾脏细胞总犚犖犃的提取及鉴定

小鼠脾脏细胞总 ＲＮＡ 的提取鉴定结果良好

（图１），总ＲＮＡ较为完整，而紫外吸收ＯＤ２６０／ＯＤ２８０

值为１．９０，表明其纯度良好，可应用于后续试验。

１～４为脾脏总ＲＮＡ

图１　脾脏总犚犖犃的电泳鉴定

Ｆｉｇ．１　ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｔｏｔａｌＲＮＡ

ｆｒｏｍｓｐｌｅｎｏｃｙｔｅｓ

２．２　犞犔、犞犎 基因的扩增与单链抗体（狊犮犉狏）基因的

组装及鉴定

ＶＬ、ＶＨ 和ｓｃＦｖ基因的扩增鉴定结果见图２，

ＶＬ 基因大小约为３２０ｂｐ，而ＶＨ 基因比ＶＬ 略大，约

为３４０ｂｐ左右，而全长ｓｃＦｖ基因大小约为７６０ｂｐ，

均与预期大小相符。测序结果表明所得序列具有正

确的表达阅读框，经 ＮＣＢＩＩｇＢＬＡＳＴ 比对确为抗

体可变区基因，由此初步判定ｓｃＦｖ基因的扩增与构

建是成功的。

１为ＶＬ；２为ＶＨ；３为ｓｃＦｖ；Ｍ为ＤＮＡＭａｒｋｅｒ。

图２　犞犔、犞犎、狊犮犉狏基因扩增

Ｆｉｇ．２　ＡｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＶＬ、ＶＨ、ｓｃＦｖｇｅｎｅｓ
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２．３　噬菌体单链抗体表面展示文库的构建及鉴定

ｓｃＦｖｐＣＡＮＴＡＢ５Ｅ噬菌粒转化菌涂板培养

后，菌落计数为２．２×１０６（即为初级库库容量）。随

机挑取１９株单菌落进行菌液ＰＣＲ鉴定（图３），其

中１４株菌落能够扩增出１ｋｂ目的片段，阳性率约

为７４％。选取经ＰＣＲ鉴定为阳性的４２株单菌落

进行ｓｃＦｖ基因犅狊狋Ｎ Ⅰ酶切鉴定，结果如图４所

示，约８０％单菌落具有独特的ｓｃＦｖ基因型，说明多

样性良好。噬菌粒犈犮狅ＲⅠ和犎犻狀ｄⅢ 酶切鉴定结

Ｍ为ＤＮＡＭａｒｋｅｒ，１～１９为随机挑选的单菌落。

图３　富集前重组噬菌粒的犘犆犚鉴定

Ｆｉｇ．３　ＰＣＲｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｈａｇｅｍｉｄｓ

ｂｅｆｏｒｅｐａｎｎｉｎｇ

１～４２为单克隆菌株

图４　狊犮犉狏基因的犅狊狋犖Ⅰ酶切鉴定

Ｆｉｇ．４　犅狊狋ＮⅠｄｉｇｅｓｔｉｏｎｏｆｓｃＦｖｇｅｎｅｓ

果见图５，酶切后分别得到２．２和３．１ｋｂ２个片段，

分别为含有ｓｃＦｖ基因的片段及ｐＣＡＮＴＡＢ５Ｅ噬菌

粒（４．５ｋｂ）的骨架片段，上述结果表明，已成功将

ｓｃＦｖ基因克隆入ｐＣＡＮＴＡＢ５Ｅ噬菌粒载体，构建

了多样性良好的噬菌体单链抗体库。

Ｍ为ＤＮＡＭａｒｋｅｒ，１～１１为单克隆菌株。

图５　重组噬菌粒的双酶切鉴定

Ｆｉｇ．５　Ｄｏｕｂｌｅｅｎｚｙｍｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎｏｆ

ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｈａｇｅｍｉｄｓ

２．４　噬菌体单链抗体库的亲和富集及筛选

对噬菌体单链抗体库共进行了３轮“亲和吸附

洗脱扩增”的亲和富集，富集后的抗体库菌液ＰＣＲ

鉴定结果见图６。相比于未经富集的抗体库，富集

后抗体库的ＰＣＲ鉴定阳性率大幅提高。富集后抗

体库滴度比初级抗体库提高了约８００倍，结果见表

２，这说明特异性重组噬菌体得到了有效的富集。

Ｍ为ＤＮＡＭａｒｋｅｒ，１～１８为随机挑选的单菌落。

图６　富集前重组噬菌粒的犘犆犚鉴定

Ｆｉｇ．６　ＰＣＲｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｈａｇｅｍｉｄｓ

ｂｅｆｏｒｅｐａｎｎｉｎｇ

表２　噬菌体抗体库的免疫亲和富集

Ｔａｂｌｅ２　Ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔｏｆｐｈａｇｅｄｉｓｐｌａｙｌｉｂｒａｒｙ

包被原 富集轮次 输入噬菌体量 输出噬菌体量 输出／输入比率 富集倍数 总体富集倍数

ＥＮＲＢＳＡ １

２

３

１．８×１０１２

２．３×１０１２

２．１×１０１２

３．５×１０４

８．１×１０５

３．４×１０７

１．９×１０－８

３．５×１０－６

１．６×１０－５

１

１８

４７

８４０

　　随机选取４０株单克隆菌落进行单克隆ｐｈａｇｅ

ＥＬＩＳＡ筛选，检测结果见表３及图７。其中，２６株

菌对ＥＮＲＢＳＡ包被原的ＥＬＩＳＡ信号大于ＢＳＡ阴

性对照的２．１倍，可判定为阳性，阳性率为６５％。
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表３　单克隆狆犺犪犵犲犈犔犐犛犃筛选

Ｔａｂｌｅ３　ＭｏｎｏｃｌｏｎａｌｐｈａｇｅＥＬＩＳＡｓｅｌｅｃｔｉｏｎ

包被原
克隆序号

１ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ ９ １０

ＢＳＡ ０．２４１ ０．１９９ ０．１３２ ０．０９１ ０．２５３ ０．２２８ ０．２３７ ０．０７５ ０．２１３ ０．１９３

ＥＮＲＢＳＡ １．２４２ ０．４１３ １．１２７ ２．２８５ ０．４８５ １．９０７ １．２５８ ０．１０８ １．４１６ ０．３１８

包被原
克隆序号

１１ １２ １３ １４ １５ １６ １７ １８ １９ ２０

ＢＳＡ ０．１９８ ０．１３６ ０．０７７ ０．２１８ ０．４２３ ０．１３７ ０．０５２ ０．１５２ ０．１８０ ０．０６２

ＥＮＲＢＳＡ ０．３１３ １．０２７ １．３７６ ２．６１３ ０．５７８ ０．９６２ ０．８０４ １．０７５ ０．１９８ １．５８９

包被原
克隆序号

２１ ２２ ２３ ２４ ２５ ２６ ２７ ２８ ２９ ３０

ＢＳＡ ０．１１０ ０．１７３ ０．０８１ ０．０８２ ０．１３５ ０．１０６ ０．３７９ ０．１７２ ０．３４８ ０．１７２

ＥＮＲＢＳＡ ２．５２５ ０．３０１ １．３５４ ０．４０７ ０．２４５ ０．５６３ ０．７７５ ０．１６１ ０．６５９ １．５００

包被原
克隆序号

３１ ３２ ３３ ３４ ３５ ３６ ３７ ３８ ３９ ４０

ＢＳＡ ０．０５９ ０．１９８ ０．２２７ ０．１５１ ０．１４５ ０．１３３ ０．２０７ ０．３２１ ０．０５５ ０．１５４

ＥＮＲＢＳＡ １．９２６ ２．３３５ ０．３４９ １．１３５ １．８３３ １．９０３ １．７２６ ０．５７７ ０．８８１ １．５５９

　　注：单克隆ＰｈａｇｅＥＬＳＩＡ筛选以ＯＤ４５０ｎｍ值为筛选依据，黑体字为阳性克隆。

图７　单克隆狆犺犪犵犲犈犔犐犛犃筛选

Ｆｉｇ．７　ＭｏｎｏｃｌｏｎａｌｐｈａｇｅＥＬＩＳＡｓｅｌｅｃｔｉｏｎ

２．５　阳性克隆的测序及分析

随机选取筛选得到的阳性ｓｃＦｖ克隆进行测序，

图８为ｓｃＦｖ基因序列以及推导得到的氨基酸序列。

经ＩＭＧＴ以及Ｖｂａｓｅ２数据库比对，结果表明，ＶＨ

基因长３６３ｂｐ，编码１２１个氨基酸，由ＩｇＨＶ５、

ＩｇＨＤ２和ＩｇＨＪ３３个亚族（型）段胚系基因重排形

成；ＶＬ 基因长 ３１５ｂｐ，编码 １０５ 个氨基酸，由

ＩｇＫＶ１０和ＩｇＫＪ１亚族（型）胚系基因组装而成。在

所得到的ｓｃＦｖ中，ＶＨ、ＶＬ 基因拼接正确，为一个开

放阅读框，内部无终止密码子，具有正确的ＦＲ和

ＣＤＲ区域以及（Ｇ４Ｓ）３ 连接肽，分别在２２、９６位和

２３、８７位（灰色标注的氨基酸残基）编码特征性的半

胱氨酸，这对于抗体蛋白形成链内二硫键，保持蛋白

立体构象具有重要作用。
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图８　狊犮犉狏序列分析

Ｆｉｇ．８　ＡｎａｌｙｓｉｓｏｆｓｃＦｖｓｅｑｕｅｎｃｅ

３　讨　论

本研究利用ＲＴＰＣＲ及ＳＯＥＰＣＲ技术，直接

以小鼠脾脏为基因来源构建了噬菌体单链抗体库，

绕过了杂交瘤制备、筛选这一复杂过程，为进一步高

效、快速的制备小分子抗体奠定基础。

３．１　狊犮犉狏基因的构建

对于构建抗体库而言，全套抗体可变区基因的

获取极为关键。抗体基因是生物界中最具多样性和

不均一性的基因家族，这不仅包括基因组水平的多

样性，还包括基因重排、Ⅴ区碱基插入和高亲和力突

变。因此，全套抗体可变区基因的扩增对于引物的

要求相对较高。

抗体轻、重链可变区基因引物的设计主要以抗

体序列的相应保守区域ＦＲ１、ＦＲ４为参照。为保证

所得抗体基因的多样性，可增加引物的简并性，但同

时也会增加非特异性扩增的风险。本研究的引物设

计主要参照Ｓｅｐｕｌｖｅｄａ
［１１］和 Ｒｏｈａｔｇｉ

［１２］报道的引

物序列和设计方法，在保证特异性的同时，适当增加

了引物的简并性，并且在ｓｃＦｖ引物中的酶切位点外

设计了较多的保护碱基，以提高酶切效率，降低

ｓｃＦｖ基因多样性的损失
［１３］。在ｓｃＦｖ基因组装设计

上，采取了５′ＶＨＬｉｎｋｅｒＶＬ３′的连接模式，尽管这

种模式所产生的ｓｃＦｖ表达量较低，但更易获得具有

较高免疫活性的抗体［１４］；而Ｌｉｎｋｅｒ则选择应用最

为广泛的编码柔性片段（Ｇｌｙ４Ｓｅｒ）３ 的基因序列，这

一连接肽序列能够提供一定的柔韧性和亲水性，并

且能够显著提高ｓｃＦｖ抗体的稳定性
［１５］。

３．２　抗体库的容量

库容量是影响抗体库质量的关键因素之一，与

所获得抗体的亲和力大体成正比。库容１０７～１０
８

的抗体库可筛选出亲和力为１０－６～１０
－７ ｍｏｌ／Ｌ的

抗体，当库容量提高至１０８～１０
９ 时，则可获得１０－８～

１０－９ｍｏｌ／Ｌ的高亲和力抗体
［１］。而制约其库容量

的关键因素则是宿主菌———大肠杆菌的转化效率。

为了保证较高的转化效率，提高抗体库的库容，本研

究采用了电穿孔技术将ｓｖＦｖｐＣＡＮＴＡＢ５Ｅ转化进

入宿主菌ＸＬ１ＢＬＵＥ细胞。最终获得了容量约为

２．２×１０６ 的抗体库，与理论库容量
［８］有一定差距。

但是，该库为免疫抗体库，抗体基因在动物体内已经
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发生了有效的重排，对ＥＮＲ有较大的抗原偏向性，

因此，库容量对该免疫抗体库的影响并不明显，经过

多次富集后，得到了高滴度的特异性重组噬菌体库。

３．３　抗体库的筛选策略

与建库有着同等重要性的是对抗体库的筛选。

噬菌体抗体库技术能够得到迅速发展，重要的一点

在于它具有高效率的筛选能力。噬菌体抗体的筛

选，是从大量过剩的、非特异性的克隆中连续的富集

特异性抗体，这需要经过多轮的吸附洗脱富集的

过程。筛选方法目前有多种，可根据筛选的目的不

同而进行选择组合。采取恰当的抗体库筛选策略可

以极大的提高ｓｃＦｖ抗体的制备效率。

本研究采用了固相免疫亲和富集方法对抗体库

进行富集和筛选。在众多富集方法中，该方法最为

简便、快速，同时其操作条件与后期ｓｃＦｖ抗体的实

际应用（ＥＬＩＳＡ）最为接近，更利于筛选出应用性能

良好的抗体。在抗体库的富集筛选中，展示有ｓｃＦｖ

抗体片段的噬菌体颗粒会特异性识别包被抗原，从

而结合在微孔中，随后可以采用多种洗脱方式来收

集这些噬菌体进行后续的富集。本研究采用了三乙

胺高ｐＨ值非特异性洗脱方法，该法能够使结合在

酶标板微孔中的噬菌体颗粒得到较为完全的解离。

其不足之处在于洗脱产物中存在一定比例的非特异

性噬菌体。特异性洗脱方法主要包括使用单克隆抗

体［１６］或游离半抗原［１７］竞争洗脱２种方法。游离半

抗原可以特异性的洗脱高亲和力抗体克隆，但高浓

度的半抗原（例如抗生素）可能会影响后续的噬菌体

感染大肠杆菌。而采用抗体竞争洗脱所得到噬菌体

克隆只能够产生低于单克隆抗体亲和力的ｓｃＦｖ，需

要进一步的体外进化才能够获得更好的亲和力［１８］。

本研究最终获得了２６株反应性良好的ｓｃＦｖ克

隆，为下一步可溶性ｓｃＦｖ抗体的表达纯化及免疫检

测方法的建立奠定了基础。
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