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利用噬菌体抗体库筛选 !"#$细胞血清应答基因蛋白特异抗体

余 敏" 谭德勇 钱 伟 赖建华 孙桂林
（云南大学生命科学学院生物化学与分子生物学实验室，昆明 1%""A/）

摘 要 利用噬菌体表面展示抗体库对不同血清处理 B!%/细胞吸附的抗体进行差异筛选，筛选获得血清饥饿细
胞吸附的阳性噬菌体克隆 A1个和血清饥饿后恢复血清培养细胞吸附的阳性噬菌体克隆 2!个。细胞免疫组化检测
发现应答反应差异较大的抗体 !个，即血清饥饿培养细胞特异反应的抗体 /个（//号抗体）和血清饥饿后恢复血清
培养细胞特异反应的抗体 /个（!号抗体），其中 !号抗体在恢复血清培养细胞中的应答反应强于血清饥饿培养细
胞，是一个血清应答基因蛋白特异抗体，且在血清饥饿后恢复血清培养不同时间的 B!%/细胞中具有一定的特异性
反应。该研究为寻找与细胞周期调控有关的因子奠定了基础，同时对肿瘤的诊断和治疗研究也有重要意义。
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抗体库技术是近 /"多年来发展起来的一种新
技术，它包含免疫球蛋白可变区重组产生的各种抗

体的总和。/A2A年 D,EF等首先用重链可变区组成
单链抗体库，同年 G<?6 等用 HIJ 技术建立了全套
抗体轻链库和全套重链 7F 段基因库。/AA/ 年，研
究者们将噬菌体表面递呈技术引入抗体库的构建，

出现了噬菌体抗体库［/，!］。由于噬菌体抗体库具有

高通量筛选，特异性强、实验周期短的特点，目前被

广泛应用于疾病的诊断治疗和药物设计中。

抗体库的产生过程是将未免疫小鼠的脾脏组织

取出，将成熟的免疫球蛋白基因的可变区通过 HIJ
技术进行扩增，然后将这些扩增产物重组于表达载

体上，形成一个免疫球蛋白可变区的文库。由于小

鼠未经特异抗原免疫，抗体库中的任何一种抗体的

比例基本接近，抗体库的库容量一般在 /"2 K /"A，所
以理论上几乎所有蛋白质都可能在抗体库中找到相

应的抗体，研究者可根据需要，筛选到目的抗体。

细胞在细胞周期的不同时期会产生一些特定的

蛋白质，利用这些蛋白质与抗体库中的抗体相互吸

附，就可以获得这些蛋白质的特异抗体。对于某些

血清敏感细胞而言，血清是细胞体外培养所必须的

成分，在无血清条件下细胞停滞在 L"期而不分裂，

加入血清后即可启动休止状态的细胞进入细胞周

期［#，$］。本研究以血清敏感细胞 B!%/为材料，利用
噬菌体抗体库对不同血清处理细胞吸附的抗体进行

差异筛选，试图获得血清应答基因蛋白特异抗体。

利用这些抗体可能找到与细胞周期调控有关的因

子，这一研究对于细胞周期调控机制的研究及肿瘤

的诊断和治疗研究都有重要意义。

$ 材料与方法

$%$ 材料
人脑胶质瘤细胞株 B!%/由重庆医科大学范维

珂教授提供，噬菌体表面展示抗体 4@7M库由上海生
物工程有限公司提供，CNI免疫组化试剂盒购于华
美生物公司。

$%" 方法
血清饥饿 B!%/细胞特异抗体筛选技术路线见

图 /，血清饥饿后恢复血清培养细胞特异抗体筛选
方法也基本相同，只是将细胞处理方式改变。下面

以血清饥饿 B!%/细胞特异抗体筛选为例说明具体
的筛选步骤。

$%"%$ 细胞培养及固定：将 B!%/细胞接种于 !%:O
培养瓶中，用含 /"P 血清的 /1$" 培养基进行传代
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图 $ 血清饥饿 !"#$细胞特异抗体筛选流程图
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扩增，以 ?@A铺满接种后培养+? 2，换无血清培养基
培养 +? 2，加入无水乙醇固定 )@ >,8 即为血清饥饿
培养细胞；以 ?@A铺满接种后培养 +?2，换无血清培
养基培养 +? 2，然后又换 $@A血清培养基培养+? 2，
取出加入无水乙醇固定 )@ >,8 即为血清饥饿后恢
复血清培养细胞（以下简称恢复血清培养细胞）；以

?@A铺满接种后培养 +? 2，换无血清培养基培养 +?
2，然后换 $@A 血清培养基分别培养 )@ >,8、$ 2、"
2、+ 2、? 2、$" 2，取出加入无水乙醇固定 )@>,8 即为
血清饥饿后恢复血清培养不同时间的细胞。

!"#"# 血清饥饿细胞吸附的噬菌体的富集：取一瓶
血清饥饿培养细胞加入 $@!B %&’(库和 "@>B封闭
剂，)CD反应 "2，分别用 $ E FG%和含 @H$AIJ008K"@
的 $ E FG%各洗 "@次，以洗脱非特异性结合的噬菌
体；加入 #>B 对数期大肠杆菌 IL$ 菌液 )CD感染
$ 2，然后加入辅助噬菌体 /$)M@C，过夜培养，+@@@
7 N >,8离心，弃沉淀，上清用 FOLPQ:R; 混合，冰浴 $
2，$@ @@@7 N >,8离心 "@>,8，沉淀悬浮于 " E SI培养
基中，即为血清饥饿培养细胞吸附的噬菌体。

!"#"$ 血清饥饿细胞特异吸附的噬菌体的筛选：
（$）取恢复血清培养细胞一瓶加入 $@!B血清
饥饿细胞吸附的噬菌体（$H"H" 获得的噬菌体）和
"@>B封闭剂，)CD反应 "2，反应液转入另一瓶恢复
血清培养细胞，)CD反应 "2，如此反复吸附 ) * +次，
以去除血清饥饿培养细胞、恢复血清培养细胞共同

吸附的噬菌体，反应液中加入对数期 IL$ )CD感染
$2后加入 /$)M@C，过夜培养，+@@@7 N >,8离心，弃沉
淀，上清用 FOLPQ:R; 混合，冰浴 $2，$@ @@@7 N >,8 离
心 "@ >,8，沉淀悬浮于 " E SI培养基中，即为血清饥
饿培养细胞特异吸附的噬菌体。

（"）取血清饥饿培养细胞和恢复血清培养细胞
各一瓶，分别加入上一步制备的噬菌体和 "@>B 封
闭剂，)CD反应 "2，用 $ E FG% 和含 @H$A IJ008K"@
的 $ E FG%各洗 "@次，以洗脱非特异性结合的噬菌
体，加入 #>B对数期 IL$ )CD感染 $2，分别取培养
液 $@@!B铺氨苄抗性平板，)CD培养过夜，次日比较
不同处理细胞吸附的噬菌体感染菌液所铺平板的菌

落数，如果血清饥饿培养细胞吸附的噬菌体感染菌

液所铺平板上的菌落数是恢复血清培养细胞吸附的

噬菌体感染菌液所铺平板的 # * $@倍，证明筛选有
效。

（)）挑取血清饥饿培养细胞吸附的噬菌体感染
菌液所铺平板上的单克隆于 " E SI 培养基中培养
至对数期，加入 /$)MTC扩增制备单克隆噬菌体。
（+）细胞免疫组织化学检测 取不同血清处理的

!"#$细胞分别与单克隆化的噬菌体进行免疫检测，
于显微镜下观察其应答反应，筛选血清应答基因蛋

白特异抗体（具体操作按免疫组化检测试剂盒进

行）。

# 结果

#"! 筛选血清饥饿细胞和恢复血清培养细胞特异
抗体

以处于生长停滞状态（L@期）的血清饥饿培养细

胞为材料，通过反复“吸附K洗脱K扩增”过程，首先获
得了血清饥饿 !"#$细胞吸附的噬菌体，再将上述噬
菌体与恢复血清培养细胞相互作用，通过反复作用

) * + 次，将反应液分离、扩增，获得血清饥饿 !"#$
细胞特异吸附的噬菌体，通过对比筛选，铺抗性平

板，结果显示血清饥饿细胞吸附的噬菌体感染菌液
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所铺平板上的菌落数（!"#个）是恢复血清培养细胞
吸附的噬菌体感染菌液所铺平板上菌落数（$% 个）
的 &倍，即血清饥饿细胞吸附的噬菌体平板上的 &
个菌落中可能有 !个是血清饥饿细胞特异吸附的噬
菌体克隆（结果见图 ’），从血清饥饿细胞吸附的噬
菌体感染菌平板上挑选出 (&个克隆，制备成单克隆
噬菌体。以同样的方法，筛选到了恢复血清培养细

胞吸附的噬菌体克隆 $’个。每个克隆即代表一个
相应的抗体。

!"! #!$%细胞特异抗体的免疫学筛选
对初步筛选出的血清饥饿培养细胞和恢复血清

培养细胞特异吸附的噬菌体进行免疫组化检测，筛

选出应答反应差异较大的抗体 ’个，即血清饥饿培
养细胞特异反应的抗体 "个和恢复血清培养细胞特
异反应的抗体 "个。从图 %)和图 %* 中可以看到 ’
号抗体在恢复血清培养细胞中反应强烈，而在血清

饥饿培养细胞中反应较弱；而 ""号抗体则只在血清
饥饿培养细胞中有信号，而在恢复血清培养的细胞

中几乎无信号（见图 % +和 ,）。

图 ’ 血清饥饿 -’!"细胞特异吸附的
噬菌体对比筛选结果

./01’ +2345674 785993/30 597:;4 2< 7=98/6; 6>725=4/23
=?6097 /3 795:@ 7465A64/23 89;;7

+;2397 2< 7=98/6; 6>725=4/23 =?6097 /3 795:@ 8:;4:59> 89;;7 6<495

795:@ 7465A64/23（)）；

+;2397 2< 7=98/6; 6>725=4/23 =?6097 /3 795:@ 7465A64/23 89;;7（*）

!"& 特异抗体在恢复血清培养不同时间细胞中的
应答变化

本研究小组已有的研究表明血清敏感细胞

-’!"在无血清培养条件下细胞停滞在 B#期（休眠

期），恢复血清培养后细胞进入细胞周期继续增殖，

恢复血清培养不同时间，细胞将进入细胞周期的不

同时相［ (］。为进一步研究筛选出的特异抗体在血

清饥饿处理后恢复血清培养不同时间的细胞中的应

答变化，对恢复血清培养细胞中特异反应的 ’号抗
体分别做了在血清饥饿培养细胞、血清饥饿后恢复

图 % 细胞特异抗体在不同处理 -’!"细胞中的应答反应
./01% C?9 597=2379 2< 89;; 7=98/6; 634/D2>E /3 -’!" 89;;7

2< 4?9 >/<<95934 45964@934
C?9 597=2379 2< 7=98/6; 634/D2>E F21 ’ /3 795:@ 7465A64/23

89;;7（)）63> 795:@ 8:;4:59> 89;;7 6<495 795:@ 7465A64/23（*）；

C?9 597=2379 2< 7=98/6; 634/D2>E F21"" /3 795:@ 7465A64/23

89;;7（+）63> 795:@ 8:;4:59> 89;;7 6<495 795:@ 7465A64/23（,）

血清培养 "!@/3、%#@/3、"?、’?、G?、$?、"’? 和 G$?
-’!"细胞中的免疫组化检测。结果发现该抗体在
血清饥饿培养细胞中反应较弱，且细胞质中的反应

强于细胞核，图中可见到颜色相对较浅的核区（见图

G )）；恢复血清培养 "!@/3后反应明显增强，且信号
在细胞核中强于细胞质中（见图 G *）；恢复血清培
养 G?，细胞处于增殖状态，细胞数明显增多，信号主
要在核中出现，几乎只能见到细胞核（见图 G ,）；恢
复血清培养 "’?，细胞生长状态良好，细胞数多且形
态饱满，信号在细胞核和细胞质中均有反应，核中信

号稍强于质中（见图 G H）；恢复血清培养 ’G?，信号
在整个细胞中出现（见图 G .）。表明该抗体在恢复
血清培养细胞中的应答反应强于血清饥饿培养细

胞，是一个血清应答基因蛋白特异抗体，且在血清处

理不同时间的细胞中有一定的特异性反应。

& 讨论
噬菌体抗体库（I:5<689 >/7=;6E =?609 634/D2>E ;/J

D565E）技术是近年来迅速发展起来的一种抗体筛选
技术。由于其具有基因工程抗体的获得容易、筛选

方式简便快速及产量高等优点，所以比起传统的杂

交瘤单抗技术有很多优势。近几年越来越多的研究

者将利用抗体库筛选目的抗体用于疾病的治疗和诊

$!% 生 物 工 程 学 报 ’#卷



图 ! 恢复血清培养不同时间的 "#$%细胞对抗体应答水平的影响
&’()! *++,-. /+ .0, 12.’3/45 6,78/27, 9,:,9 ’2 "#$% -,997 -;9.;6,4 4’++,6,2. .’<, ’2 .0, 7,6;< <,4’;<

=,6;< 7.16:1.’/2 -,997（>）；7,6;< -;9.;6,4 %$<’2（?）；

@A<’2（B）；!0（C）；%#0（*）；!D0（&）-,997 1+.,6 7,6;< 7.16:1.’/2

断上。本研究利用噬菌体抗体库筛选到 "#$%细胞
血清应答基因蛋白的抗体，表明该方法在进行特异

抗体筛选中有其独特的应用价值。

本研究利用噬菌体抗体库筛选 "#$%细胞血清
应答基因蛋白特异抗体，由于细胞表面存在各种各

样的蛋白，怎样去除大量非特异性吸附，提高筛选效

率是一大难题，通常的筛选方法是通过“吸附E洗脱E
扩增”多次富集以获得相对特异的抗体［%A F %!］，本实

验中对以往的方法进行了改进，在“吸附E洗脱E扩
增”的基础上又进行了扣除筛选和对比筛选，获得了

较好的结果。我们首先获得血清饥饿 "#$%细胞吸
附的噬菌体，再将其与恢复血清培养细胞相互作用，

以去除两种细胞共有的噬菌体，经多次扣除后，将上

清液扩增、富集即获得血清饥饿 "#$%细胞特异吸附
的噬菌体，通过对比筛选，铺抗性平板，结果血清饥

饿细胞吸附的噬菌体远远多于恢复血清培养细胞吸

附的噬菌体，证明扣除法筛选非常有效，我们运用同

样的方法又获得了恢复血清培养细胞特异抗体，这

一方法不仅大大减少了工作量，又筛选到了相对特

异的目的抗体，该筛选方法和研究思路具有一定的

先进性和可行性。

为进一步研究特异抗体在血清饥饿处理后恢复

血清培养不同时间的细胞中的应答变化，我们对血

清培养细胞中强表达的 #号抗体做了在不同处理细
胞中的免疫检测，结果显示在血清饥饿培养细胞中，

该抗体应答水平较低，信号主要在细胞质中出现；恢

复血清培养后，启动处于停滞状态的细胞进入细胞

周期，抗体应答反应增强，信号逐渐转移到细胞核

中，在恢复血清培养 !0时，细胞核信号较强，几乎看
不到细胞质的信号，之后，细胞核和细胞质中均有信

号。表明在无血清条件下，细胞处于休眠状态，对抗

体的应答水平较低，加入血清后，细胞脱离休眠状态

进入增殖状态，细胞对抗体的应答水平明显增强，且

随着培养时间的延长，细胞体积不断增大，数目不断

增多，抗体在细胞中的应答水平也随之呈现一定的

特异性，血清的加入对该抗体对应蛋白的基因的表

达具有一定的调控作用，该基因的表达是否与 "#$%
细胞的增殖有关还有待进一步深入研究。由于肿瘤

是细胞增殖失控所致，本研究获得的与细胞增殖周

期有关的蛋白抗体对肿瘤发病机制及诊断应用都有

重要意义。
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