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A型流感病毒核蛋白噬菌体单链抗体的原核表达 

房师松 ，赵玉梅 ，何建凡 ，刘涛 ，刘建军 ，赵树进 

[论 著] 

摘要 ：目的 从构建的 A型流感病毒核蛋白(Nuclcoprotein)噬茵体单链抗体库中筛选阳性克隆，在大肠杆茵 衄 2l5l 

中表达流感病毒核蛋 白噬 茵体单链抗体，为研制 A型流感病毒免疫渗漏试剂盒建立基础。 方法 经过连续三轮 固 

相“亲和．洗脱．富集”筛选，丰富噬茵体抗体库中阳性克隆的比例，采用 ELISA和 SDS-PAGE方法对大肠杆茵培养上清 

液和细茵周质腔蛋 白进行分析 目的产物。 结果 随着淘洗轮数 的增加，NP抗原特异性 的噬茵体抗体得到 了高度 富 

集 ，每轮 淘洗可以增加 10倍 左右的特异性的噬茵体抗体；从 96个克隆中筛选到 10个阳性克隆，其 中三个 阳性信 号较 

强．分别为 A1、E1争 G3。其 OD45olmm~分别达到 0．469、0．582争 0．507。 结论 利 用噬茵体抗体库技 术，初 步在 大肠 

杆茵中表达了 A型流感病毒噬体单链抗体。 
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Expression ofphage single chain antibody 阚 nucleoprotein of influenza virus type A in prokaryote．FANG Shi· 

s0ngl，ZI-IAO Yu·mei ，HE Jian-fan ，et a1．(1．Food and Bioengineering College of Huanan Science and Engineering University， 

Gnangzhou 510642，Guangdong，P．R．China) 

Abstracts：Objective To express the phage single chain antibody against nuclcoprotein of innuenza virus type A in E．coli 

strain HB2l5l by screening the positive clone from the phage antibody library against nucleoprotein，and prepare for the construction of 

fast leak kit of InⅡllenza virus type A． Methods The ratio of positive clone in the phage antibody library WaS enriched by three- 

round continual solid panning，ELISA and SDS-PAGE methods were used to analyze the protein secreted in the supernatant and 

periplasmic． Results Along with the increase of rounds nucleoprotein specific phage antibody WaS hi#y enriched and the screen— 

ing efficiency was increased 10 f0lds than the former round．Ten clones were screened from 96 clones and among the 10，there were 3 

stronger positives witII OD45omm value of 0．469、0．582 and 0．507，respectively． Conclusion By using phage chain antibody li— 

br8rytechnique，phage chain antibodylibrarytechnique，phage singleantibody a￡ Ilst nucleoprotein of~ uenza virustypeAwas pre· 

liminary expressed in E．coil． 

Key words：Phage antibody library；Single chain antibody；Influenza virus type A：Nucleoprotein 

抗体工程经历过多克隆血清、单克隆抗体 ，现在 

发展到了基因工程抗体时代 。目前 ，抗体工程领域最 

突出的进展是噬菌体抗体库技术的建立。该技术的 

出现开创了一条简便而快捷的基因工程抗体生产路 

线，是基因工程抗体发展史上的里程碑。 

噬菌体抗体库技术[ ](phage display antibody library 

techniques)是指利用 PCR方法扩增抗体的全套可变区 

基因，通过噬菌体表面展示技术 ，把 Fab段或单链抗 

体(ScFv)表达在噬菌体表面上，经过“吸附．洗脱．扩 

增”过程筛选并富集特异性抗体。噬菌体抗体库技术 

的最明显优点是能够基因型和表现型统一起来。通 

过噬菌体抗体库技术，对筛选到的阳性克隆直接进行 

基因序列测序分析，进而推测其蛋 白结构以及氨基酸 

序列，对某些蛋白类似分子的体外模拟提供 了直接数 

据。 

本研究在前人研究的基础上，利用噬菌体表面展 

示技术，成功制备了 A型流感病毒核蛋白(NP)噬菌体 

单链抗体，为下一步 A型流感病毒免疫渗漏试剂盒的 

研制打下了科学基础。 

1 材料与方法 

1．1 实验材料 

A型流感病毒核蛋白(NP)噬菌体单链抗体库由 

本人构建并保存。大肠杆菌 HB2。5。、M。3Ko7辅助噬菌体 

购自瑞典 Amershambiosciences公司。大肠杆菌 TG1为 

深圳市疾病预防控制中心深圳市医学重点实验室．病 

原微生物参 比实验室保存。其他试剂均购 自广州基 

因有限公司。 

1．2 方法 

1．2．1 单链噬菌体抗体库的 PEG沉淀 制备的噬菌 

体抗 体 库 中加 入 2mL PEG／NaC1，充 分 混 匀 ，冰浴 

60min。4℃ 10 000g离心 20min。充上清 ，沉淀用 16ml 

2×YT培养基重新悬浮，并用 0．45,ttm的微孔滤膜抽滤 
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后 4℃保存备用。 

1．2．2 A型流感病毒 NP蛋白小鼠全套单链抗体库的 

固相 panningt~'3】从建立 的 A型流感病毒核蛋 白全套 

单链噬菌体抗体库中筛选 出具有 NP蛋白结合活性的 

重组噬菌体抗体 ，一般要经过三轮固相筛选和富集过 

程。具体流程如下 ：在一 5Oral细胞培养瓶内包被 5ml 

有 Na2co3稀释成 lOt,g／ml的 NP蛋白，4cI：包被过夜。 

PBS洗 3次，加入 50IIll封闭液 ，室温封闭 lh。PBS洗 3 

次 ，加 2Oral上述处理的重组噬菌体到包被好的细胞培 

养瓶内，37 cI：孵育 2h，用 5Oral PBS洗涤 20次 ，再用相 

同体积的 PBS．Tween 20重复洗涤 20次。加入 lOml对 

数生长期的大肠杆菌 TG1，37 cI：250rpm振荡培养 1h， 

将所有菌液转移到一新的 5Oral离心管中，加入终浓度 

为 lOOt~g／ml的 Amp和 2％的葡萄糖，加入终浓度 PFU 

为4 X 10m的 1l3 辅助噬菌体 ，37 oC 250rpm振荡培 

养 lh。lO00g室温离心 lOmin，弃上清 ，沉淀用 10ml 2 

X YTAK培育基小心悬浮，lO00g室温离心 20rain转移 

上清到一新的 5Oral离心管，将上清进行 PEG／NaC1沉 

淀，并计算噬菌体滴度。重复上述固相筛选、富集过 

程 3次，每次计算噬菌体滴度和筛选效率。 

1．2．3 固相 Panning后全套单链噬菌体再感染大肠杆 

菌 TG1 A型流感病毒核蛋白小鼠全套单链噬菌体抗 

体库经过三轮固相 Panning后 ，加入 lOml对数生长期 

大肠杆菌 TG1到细胞培养瓶。37 oC 250rpm振荡培养 

1h。取出10o 菌液用 2 XⅥ’培养基作 10～、10～、 

10～、10一、梯度稀释。将每个稀释度菌液均匀涂 布 

SOBAG培养皿 ，30cI：培养过夜。 

1．2．4 单 链 噬菌体 抗 体库 阳性 克 隆 的 ELISA筛 

选 jJ重 组 噬 菌体 再 次 感 染 大肠 杆 菌 TG1，经 过 

SOBAG培养基培养过夜后 ，分离单菌落接种 2×Ⅵ’培 

养基，经过辅助噬菌体辅助拯救后 ，产生重组的子代 

噬菌体。通过抗原(NP)结合 ，将阳性的重组噬菌体克 

隆筛选出来 ，为下一步进行单链抗体原核分泌表达打 

下基础。具体流程如下 ：(1)准备 Master 96孑L板 2ml 

96孔板中每孔加入 400 X YTAG培养基，挑取分离的 

单菌落接种于96孔板中，30~C 250rpm振荡培养过夜 ； 

(2)sl 96孔板的制备在 2ml 96孔板(S1)中每孔加入 

400 2X YTAG培养基 ，从 Master 96孑L板 中吸取 40tA 

菌液接种到 S1 96孑L板 ，30 oC 250rpm振 荡培养 2h。 

1500g室温离心 20rain，小心吸弃上清 ，每孔加入 400t~l 

2 X YT．AI培养基 ，30~C振荡培养 16h。1500g室温离心 

20rain，转移 3213I 上清液到另一新 2ml 96孔板(标记 

S2)；(3)ELISA鉴定阳性重组噬菌体抗体在 96孑L板中 

包用0．05 mol／L l~a2CO3稀释成 lOt~g／m]的 NP蛋 白， 

200tA／孔，同时设 BSA阴性对照和阳性抗原对照孑L， 

4~C包被过夜。倒掉 液体 ，用 300t~1／~：L的封闭液封 闭 

96孔板 ，同时封闭一新 96孔板，室温放置 1h，在封闭 

的 96孔板中，将(2)制备的重组噬菌体上清与等体积 

的封闭液混匀 ，室温放置 30rain，阳性对照噬菌体作相 

同处理。将 2oot~混合液加入到封 闭好的 96孔板，室 

温放置 2h，倒掉孔中液体 ，用洗涤液洗涤 5次，每孔加 

入 1：5000稀释的 HRP／Anti．113单克隆抗体酶结合 

物 ，室温放置 1h。倒掉孔中液体，用洗涤液洗涤 6次 ， 

每孔加入底物液 ABTS 2oo~a，室温放置 20rain，每孔加 

入 lOOt~l 11 H2sO4终 止颜 色 反应，酶标 仪 测量 

OD4lo 。SOD ／CK41Onm大于或等于2判断为阳性。 

1．2．5 A型流感病毒核蛋 白单链噬菌体抗体的原核 

分泌表达。(1)单链噬菌体阳性克隆的重组噬菌体制 

备 ：从 Master 96孔板中阳性克隆孔吸取 40 菌液 ，接 

种到灭菌的 1．5ml的离心管中(含 4oot~2 X YT-AG培 

养基 和 2．5 X lO~pfu的 辅 助 噬 菌体 btl3 K∞)，37cc 

150rpm振荡培养 2h。1500g室温离心 20rain，小心吸弃 

上清 ，沉淀加入 400tA 2 X YT．AK培养基 ，37 oC250rpm 

振荡培养过夜。1500g室温离心 20min，转移上清至干 

净的离 心 管。(2)重组 阳性 噬 菌体 感 染 大肠 杆菌 

HB2l5l：制备对数生长期大肠杆菌 HB2l5l，分装到 1．5ml 

离心管中，40Oral／管。每管加入(1)制备的阳性重组噬 

菌体 2 l，37 oC温和间歇振荡培养 30rain，接种环划线 

到 SOBAG-N固体培养基 ，30~C培养过夜。挑取单菌落 

接种到 5ml 2 X YT-AG培养基 ，30 cI：250rpm振荡培养 

过夜 ，将 5ml菌液接种到 5Oral 2 X YT-AG培养基 中， 

30cI：250rpm振荡培养 lh。1500g室温离心 20rain，小 

心吸弃 上清，沉淀用 5Oral 2 X YT．AI重新悬浮，30℃ 

250rpm振荡培养 16h，将 5Oral菌液分为 2管 ，25ml／管 ， 

分别作 细胞周质腔和全细胞蛋 白提 取并 进行 10％ 

SDS．PAGE电泳和 ELISA分析。 

2 结果 

2．1 A型流感病毒噬菌体抗体库三轮固相淘洗富集 

效率 将制备的 A型流感病毒噬菌体抗体库，经过三 

轮固相“亲和．洗脱．富集”选择。每次洗脱结束 ，将洗 

脱下来的噬菌体进行噬斑实验。结果如表 1。 

表 1 亲和选择对噬菌体抗体库的富集效应 

Table1 Tk ∞lich眦m result 0fphage a口Iib0dylik孤y by．trinity嘟峨  

由表 1可以看出，随着淘洗轮数的增加，NP抗原 

特异性的噬菌体抗体得到了高度富集 ，每轮淘洗可以 

增加 10倍左右的特异性的噬菌体抗体。 

2．2 A型 流感 病毒 噬菌 体 抗 体库 中 阳性 克 隆的 

ELISA筛选 A型流感病毒噬菌体抗体库经过三轮固 
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相亲和淘洗后 ，重新进行感染大肠杆菌 TG1。将分离 

的单菌落接种 96孔板 ，经过噬菌体辅助拯救后，在培 

养液中将产生重组特异性的重组噬菌体抗体。通过 

ELISA检测 ，将阳性 A型流感病毒噬菌体克隆筛选出 

来 ，结果如图 1。 
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图 1 A型流感病毒噬菌体抗体库单克降E 1A筛选 

Fig．1 Theimsay phBge．-ahodylib旺lry by EUsA 

在 1块 96孔板中，筛选到 1O个阳性克隆，其中三 

个阳性信号较强，分别为 A1、E1和 G3。其 OD4s0nm分 

别到 0．469、0．582和 0．507。从 图 1可 以看出，经过 

ELISA筛选 ，成功从构建的噬菌体抗体库中筛选到了 

阳性的重组噬菌体抗体单克隆，结果 比较理想。 

2．3 A型流感病毒单链噬体抗体在大肠杆菌中的表 

达 将 ELISA鉴定结果 0045o 最高的单克隆 E1的噬 

菌粒重新转染大肠杆菌 I-IB2l5l，经过 IPTG诱导后在细 

菌的周质腔和细菌培养液中将产生可溶性的 A型流 

感病毒单链噬菌体抗体。 
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量 0．15 
8 
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E1 阴性对照 样 品 空 白对照 

Negative sample Blank control 

图2 A型流感病毒单链噬菌体抗体 ELISA结果 

．2 TheE1．tqA result phage aalibody irdlunaza virustypeA 

由图 2可以看出，阳性噬菌体克隆重新转染大肠 

杆菌 HB2。5。后经过诱导培养，在细菌培养液中有单链 

抗体 的分 泌。其 0045o 达 到 0．22，而 阴 性对 照的 

0045o 为 O．036。但是在细菌培养液中的单链抗体阳 

性信号比较弱 ，需要进一步研究单链抗体在细菌周质 

腔中的可溶表达情况以及诱导表达的时间和具体其 

他参数。 

分别将诱导培养 16h的细菌培养液上清、细菌周 

质腔蛋白提取物和全细胞蛋白提取物进行 SDS．PAGE 

电泳，电泳结果见图 3。 

KD M  l 2 3 

图3 A型流感病毒单链抗体 SDS-PAGE图 

．3 The result 0f SDS-PAGE Ringle elmin a卫吐il)ady iilfluema 

virus type A 

M 蛋白分子量标准 ； 1阴性对照细菌周质腔蛋 白提取物； 

2阳性重组子细菌周质腔蛋 白提取物 ；3阳性重组子全细胞蛋 

白提取物； 

M：Standmxl protein molecolar weigr：1．Negative control phag e pro· 

tein extracts； 2．Positive recombinant phage protein extracts； 

3．Positive recomb inant extracts of phage whole cell protein． 

由上图可以看出，细菌周质腔蛋 白提取物和全细 

胞蛋白提取物在分子量 3，2000Dr左右都出现了特异 

性分子条带 ，与 A型流感病毒核蛋白噬菌体单链抗体 

的理论蛋 白分子量相近，而阴性对照细 菌没有该条 

带。初步说明成功的在大肠杆菌 HB2。5。中表达了噬菌 

体单链抗体。原核表达的噬菌体抗体 的特性需要进 

一 步研究和鉴定。 

3 讨论 

能否从噬菌体抗体库中得 到所希望的噬菌体抗 

体受诸多因素的影响。其 中筛选方法 的合理应用在 

很大程度上起着决定作用。筛选方法从最早 的是用 

酶标板包被抗原 ，以后又改进利用抗原管进行噬菌体 

抗体库的筛选。目前 比较合适的是固相筛选方法，经 

过 3～5轮亲和筛选 ，够能获得 比较理想的结果。在 

固相筛选过程中噬菌体抗 回收率的逐渐升高是特异 

性抗体富集的表现(在本研究中利用固相筛选 ，每轮 

亲和富集过程可以得到 1O倍左右的特异性抗体的富 

集)。 

目前还有其他几种筛选方法。将抗原标记生物 

素后在液相中利用链亲和素磁珠借助磁场的作用进 

行噬菌体抗体库的筛选是一种新颖 的方法。但是该 

方法筛选到的噬菌体抗体特异性较差，很难 实际应 

用。在进行噬菌体抗体库筛选过程中，希望获得高亲 

和力抗体而避开低亲和力抗体，由此研究开发 了解离 

速率筛选方法，但是该方法实际操作比较困难。 

从该研究结果看，当噬菌体抗 体库库容量 比较 

大，目的抗体拷贝数或亲和力比较大时，(下转第24页) 

4  2  O  0  1  l  
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后短期内快速产生高水平抗体则是预防的关键。 

自1978年 Dalsgaard用 Quil A(Quillaja saponaria， 

Molima saponins)作为 口蹄疫疫苗辅佐剂 ，相对铝佐剂 

而言，它可 以产生两种抗体提高动物的免疫活性 和 

CMI功效 ，然而副作用较大，可造成较强溶血发生和 

注射部位反应 ，由此限制其使用。然而，由 Q．saponaria 

初提取物作为佐剂使用，如用纯化皂苷替代 ，可减轻 

这种副作用。 

从人参(P．ginseng C．A)根部分离的提取物包括 ： 

皂苷、类萜糖苷等，其中皂苷 Rbl被公认为是一类主要 

的有效成分 ，皂苷作为理想佐剂具有以下优点 ：①它 

们比 Q．saponaria的皂苷具有安全性，实验动物包括豚 

鼠、猪和奶牛，对大动物奶牛而言，其安全性高于常用 

的铝佐剂。②与多数 Q．saponaria相 比，人参皂苷作为 

佐剂使用完全无溶血现象发生，由此认为人参皂苷是 

理想的佐剂。③人参皂苷先于抗原使用在免疫豚 鼠 

时发现 ：可增加专一性抗体产生，而先于疫苗使用，能 

提高免疫效应 (11)。④皂苷对 胃和 胃分泌均具有安 

全性，因而认为可作为口服佐剂使用。 

氢氧化铝作为佐剂使用已经成熟，对 PPV疫苗而 

言，各种动物使用的理想浓度均已知。而人参提取物 

和皂苷单体作为 PPV疫苗和一些病原菌疫苗佐剂使 

用的研究工作刚刚开始，理想剂量还有待进一步研 

究。有趣的是 ，用人参提取物和 AI(OH) 共 同与猪细 

小病毒(PPV)疫苗混合后皮下注射豚鼠，可获得最佳 

免疫效果。同样的结果在铝和 Q．saponaria作联合佐 

剂使用时也有同样的报导 ，其作用机制有待进一步研 

究。然而关于二者联合使用 Riverra的观点认为 ：人参 

皂苷和铝胶混合后会被铝胶吸附，形成人参皂苷．铝胶 

．抗原复合物。该复合物免疫动物后在注射部位缓慢 

释放出来刺激免疫系统，引起更 强、更持久的免疫反 

应 ；可刺激免疫系统细胞谱的扩大(与各 自单独使用 

相比)，产生广泛抗体；复合物也有促进抗原提呈细胞 

的作用；同时可产生细胞免疫，佐剂使用后激活体液 

免疫和细胞免疫反应对于预防动物感染具有同样重 

要意义。 

人参皂苷 Rbl和狂犬病疫苗联合使用增加疫苗的 

免疫效果则未见报道。我们采用人参皂苷 Rbl协同狂 

犬疫苗进行免疫后的结果表明，在人参皂苷 Rbl的参 

与下 ICR小鼠狂犬疫苗特异性和 IgG抗体出现的时问 

比单纯疫苗组提前 2～5d。由于被狂犬咬伤者潜伏期 

最短 10d，所以，人参皂苷 Rbl的应用有利于控制狂犬 

病的发生。国外研究表明人参皂苷 Rbl作为佐剂，司 

以提高病毒抗原的免疫原性和增强免疫治疗效果，本 

实验结果进一步证实了上述观点。 

此外 ，研究结果表 明加入人参皂苷 Rbl(1000ttg) 

后免疫三针可达到五针常规疫苗免疫效果，说明人参 

皂苷 Rbl是人用纯化 Vero．细胞狂犬病疫苗的有效辅 

佐剂。 
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利用固相筛选方法可以获得比较理想的结果，可以筛 

选到高特异性和高亲和力的抗体。 

利用噬菌体表达载体 pCANTAB5E松建噬菌体抗 

体库，从理论上讲 ，随着培养时间的延长，目的抗体分 

泌到细菌培养基中。但是从本研究发现，在细菌培养 

基上清中特异性的单链抗体 ，Western blot方法水平较 

低，所表达的单链噬菌体主要存在于细菌的周质腔 

中。其中的原 因可能是：所采用 的噬菌体表达载体 

中，目的基因片段与噬菌体 gII蛋白融合表达[引，而 g 

Ⅲ蛋白为低拷贝的外壳蛋 白，其大量表达对宿主菌具 

有毒性效应 ，因而外源蛋白的表达量较低；另外 ，表达 

产物分泌在培养基上清中，容易被菌体蛋白酶降解而 

影响其稳定性。许多研究学者在实际工作中都发现 ， 

利用噬菌体抗体库技术表达特异性单链抗体 ，都需要 

对细菌周质腔中的蛋 白提取物进行变性与复性工作， 

保证单链抗体在体外进行正确的折叠，获得高亲和力 

的抗体，这也是本研究下一步主要进行 的工作与 目 

标 。 
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