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摘 要 利用噬菌体抗体库筛选技术获得抗雄性特异性抗原的噬菌体 H80 抗体，首次采用雄鼠脾细胞对鼠源性抗雄性特异性

抗原噬菌体 H80 抗体库进行 = 轮亲和富集和 ! 轮雌鼠脾细胞吸附，对筛选后特异性噬菌体 H80 抗体进行 JRX+; 分析，重组率鉴

定及基因测序分析。结果显示，" 次筛选后的 G" 个菌落中有 % 个能产生抗雄性特异性抗原特异性噬菌体抗体，噬菌体 H80 抗

体的基因重组率为 $#Y，J" 克隆的重链、轻链可变区序列分别属于 &ZG 和 &!"基因家族，这为挑选出高亲和力的抗雄性特异

性抗原噬菌体 H80 抗体奠定了实验基础，将推进雄性特异性抗原及其抗体的研究进程，并为性别控制研究开创新途径。
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雄性特异性抗原（/8(,E?-,34[43 8@.4A,@）也称为雄

性特异性弱组织相容性 U 抗原（/8(,E?-,34[43 /4@’1
94?.’3’/-8.404(4.< U 8@.4A,@），又称 ZEU 抗原，是一组

雄性 特 异 性 表 达 的 基 因 产 物［G，!］。在 G%"" 年 由

J439\8(6 等［=］首次发现，ZEU 抗原在异性间组织移植

的排斥反应和性别控制等方面的研究中具有重要的

理论和实践意义。由于 ZEU 多克隆抗体的特异性

不强，而且单克隆抗体（/;0）的效价不能得到很明

显的提高，限制了 ZEU 抗体的应用，而噬菌体表面

展示技术为上述问题的解决提供了可能。我们利用



噬菌体抗体库技术构建了鼠源性抗雄性特异性抗原

的噬菌体抗体库。因为多数噬菌体抗体库的特异性

抗体片段是由固相纯化抗原筛选得到的，而对于无

法提纯的 !"# 抗原，采用传统的筛选方法可使抗原

失去活性，导致不能准确完成筛选，因此应该建立新

的筛选体系。因为细胞表面抗原有重要生物学功

能，噬菌体抗体库的新筛选方法也开始被使用，其中

以抗肿瘤抗原抗体的报道较多［$ % &］。’()*+,- 等［.］

采用先采用正常支气管上皮细胞对噬菌体抗体库进

行非特异性清除，再利用肺腺癌细胞进行特异性筛

选，获 得 特 异 性 单 链 抗 体，但 其 筛 选 效 率 较 低。

/01234 等［5，67］成功筛选出抗黑色素瘤细胞抗原的特

异性 抗 体。8(9*9: 等［66］报 道 了 磁 性 细 胞 分 离 法

（;<=8），先用抗原阳性的细胞包裹磁珠，然后与大

量抗原阴性的细胞混合，加入待筛选的噬菌体抗体

库后，再通过磁柱快速分离，从噬菌体 >,? 抗体库中

筛选出一系列抗 ’4（@）的抗体。最近，利用细胞抗

原筛选已获得广泛的成功［6A % 6B］，说明利用细胞膜抗

原来对噬菌体抗体库筛选是可行的。本文利用雄鼠

脾细胞对噬菌体抗体库进行 C 轮亲和富集及 A 轮雌

鼠脾细胞吸附的筛选，并对抗雄性特异性抗原噬菌

体抗体进行抗体活性和基因分析。

! 材料和方法

!"! 材料

重组缺陷型大肠杆菌菌株 DE6"F:09 的基因型

为 !"#$%，"&’$%，()!$5G，*+," 6，+-’.6&，-/01$$，!"%$6，

%2#［ > ’ 1HI<F， :,36JK!;6BLM67（ L9N"）］购 自

8NH,N,*9M9 公司。1=IO?C 载体是噬菌体表面 >,? 段

表达载体，含氨苄青霉素（<O1）的抗性基因，载体大

小为 $ 7A5 ?1，由美国 83(112 研究所惠赠。辅助噬菌

体 P=8;6C 购自 8NH,N,*9M9 公司。3+4#、352#购自

;FQ 公司。$777 @R< O,HS9H 购自北京鼎国生物技术

有限责任公司。G 周龄雄性和雌性 =B&FETG 小鼠，

体重为 6B* 左右，由中国科学院上海实验动物中心

（8E<==<8）提供。

!"# 抗雄性特异性抗原噬菌体抗体库构建

利用雄鼠脾细胞免疫 G U & 周龄 =B&FETG 雌鼠，

加强免疫后取脾细胞，L’QKVE 法提取细胞总 ’R<，

并逆转录合成 3@R< 第一条链。以其为模板，利用

特异性 Q* 基因的引物 W=’ 扩增出重链 >) 片段和$
链基因，并将扩增出基因重组到噬质粒载体 1=IO?C
中，重组噬质粒转化大肠杆菌 DE6"F:09 中，分别构

建$链基因库和抗体 >,? 段基因库，利用蓝白斑筛

选，计算其转化效率。通过 W=’ 反应和双酶切反应

鉴定抗体库的重组率。抗体 >,? 段基因库经过辅助

噬菌体 P=8;6C 超感染，构建鼠源性噬菌体 >,? 抗

体库。

!"$ 噬菌体抗体库的筛选

!"$"! 雄鼠脾细胞进行亲和富集：首先在 67OE 玻璃

试管中加入 COE 雄鼠脾细胞悬液（B X 67G 个TOE），加

入 A77%E 抗体库，在 C&Y摇床中轻摇 :4。在玻璃试

管中，每 次 加 入 BOE WF8，反 复 轻 轻 吹 打 CO(M，

6777H1O 离心 BO(M，弃上清，再加入 BOEWF8 洗涤，洗

去非特异性吸附噬菌体。最后用 6ZBOE WF8 重悬噬

菌体，移入 6ZBOE [119M)IH\ 管 中。C777HTO(M 离 心

BO(M，弃上清。然后加入 B77%E 甘氨酸"盐酸（1!AZA）

洗脱缓冲液，室温孵育 67O(M，用移液器吸头反复吹

打几次。再加入 C7%E AOI:TE LH(2，使溶液的 1! 值在

& U . 之间，以中和洗脱下来的噬菌体溶液。将筛选

洗脱的噬菌体抗体，加入 AOE 新鲜制备的大肠杆菌

DE6"F:09（67G77 ] 6），室温 6BO(M。取 7Z6，6 及 67%E
菌液铺在 EF 平板（含 ABO*TE N9N 和 B7O*TE ,O1），于

C&Y培养过夜后，计算菌落形成单位（3\0）。剩余菌

液加入 6AOE 8F 培养液，于 C&Y振荡培养 64，加入

,O1 至 B7O*TE，于 C&Y 振 荡 培 养 64 后，加 入

P=8;6C6 OE（约 676A 1\0），转入 677 OE 8F 培养液（含

67O*TE N9N 和 B7O*TE ,O1），于 C&Y振荡培养 A4 后，

加卡那霉素至终浓度 &7O*TE，于 C7Y振荡培养过夜

后，$Y $777HTO(M 离心 6BO(M，收集上清入新管，加入

W[^.77 终浓度为 $7*TE，R,=:，终浓度为 C7*TE，摇床

B O(M，混匀后冰浴 7ZB4，$Y 5777 HTO(M离心 A7O(M 弃

上清，倒置无菌吸水纸上 67O(M，加入 AOE 6_F8<"
WF8 重悬沉淀，再以 6$777HTO(M 离心 BO(M 弃去不溶

解物，收集上清即为次级噬菌体抗体库，取 6OE 在"
&7Y低温冰箱中冻存，然后将上述制备的噬菌体溶

液用 EF 培 养 液 做 67% C U 67% . 倍 稀 释，取 6%E 与

B7%E DE6" F:09（67G77 ] 7ZB 左右），室温静置 6BO(M，

然后铺 EF（含 ,O1）平板中，置 C&Y温箱中培养过

夜。计算平皿上的空斑数。

!"$"# 雌鼠脾细胞进行吸附：将雌鼠脾细胞（约

67G）以 WF8 反复洗涤 C 次，收集细胞加入次级噬菌

体抗体库 A77%E，混合后置于 C&Y 6ZB4。67777HTO(M
离心 C72，取上清加入 AOE 新鲜的 DE6"F:09 中，室温

静置 6BO(M 进行感染。

!"$"$ 交替重复进行上述的亲和富集及雌鼠脾细

胞吸附：按第一轮的筛选方法继续进行下一轮筛选，

筛选抗原雄鼠脾细胞包被量依次为 A X 67G 个TOE，

.A& 8+,&"-" 94/!&2% 4: ;,4*"#+&4%4() 生物工程学报 A77G，PI:ZAA，RIZB



! " !#$ 个%&’。洗涤次数分别为 ( 次、!# 次。进行

吸附的雌鼠脾细胞浓度不变，最后将筛选后洗脱下

来的噬菌体感染大肠杆菌 )’!*+,-.，按第一轮的筛

选方法扩增制备下一级噬菌体抗体库，测定效价，交

替重复进行上述的亲和富集及雌鼠脾细胞吸附。

!"# 噬菌体抗体库的双酶切鉴定

筛选后，随 机 挑 取 ( 个 菌 落 克 隆 接 种 /+（含

0#&1%’ 2.2 和 !##&1%’ 3&4）扩 增 后 提 取 质 粒，用

!"#!和 !$%!酶切鉴定 536 段插入率，#789琼脂

糖凝胶电泳检测结果。

!"$ 噬菌体抗体特异性的鉴定

首先将 !##"’ 雌性和雄性 :(;+’%$ 小鼠脾细胞

悬液（( " !#$ 个%&’）接种于 <’=/> 板，?@过夜，弃上

清液。加入 !##"’%孔 #70(9的戊二醛固定 !#&AB，

C+/D 洗 E 次，每次 E&AB。每孔加 !(#"’ E9 +/> C+/
封闭，E;@ 孵育 !F 后洗涤，方法同上。再加 !#"’
C<G 沉淀的第 ( 轮筛选后的噬菌体抗体，用 E9+/>
C+/ 补充至 !##"’ 摇匀，同时设空白、H:/I!E 阴性

对照、$ 号免疫雌鼠抗血清为阳性对照。E;@，!F 后

用 C+/D 洗 $ 次，每次 E&AB。加 JKC*羊抗 I!E（用

E9+/>*C+/ 稀释 ?### 倍）每孔 !##"’，E;@孵育 !F
后洗涤，方法同上。甩去孔内液体，C+/D 洗 E 次，每

次 E&AB。加底物（DI+*J0L0 ）溶液每孔 !##"’，室温

显色 !(&AB，用 0&M,%’ J0/L? 终止反应，空白调零，于

?(#B& 波长测吸光度值。以 &’ 值 N 阴性对照 &’
值 07! 倍以上作为阳性克隆判定标准。

!"% 阳性克隆序列测定与结构分析

将 <’=/> 检测结果较好的阳性克隆的 C:K 产

物送北京奥科协公司测序，采用 >+=E;E# 型全自动

测序仪。所测的序列按下列方法进行分析，首先利

用 /.O-.BPF.QDI软件将引物序列删除，将所得到的序

列进入 G.B.63BR 非冗余数据库（选定参数为 BQ）和

=&&-BM1,M6AB +’>/D =1+,3S2，样品来源选 &M-S.），并

选鼠源性免疫球蛋白数据库进行序列同源性分析，

根据数据库的注释进行分析 T 然后利用 =IGD，2F.
AB2.QB32AMB3, =&I-BMG.B.DAPS ABUMQ&32AMB SVS2.&!

（ =BA2A32MQ 3BW PMMQWAB32MQ： I3QA.*C3-,. ’.UQ3BP，
IMB24.,,A.Q，5Q3BP.）对可变区序列进行分析和模拟其

空间结构。

& 结果

&"! 抗雄性特异性抗原噬菌体抗体库构建

抗体库的轻链、重链 5W 段基因的重组率均为

8#9。抗体 536 段基因库经过辅助噬菌体 H:/I!E

超感染，成功构建了鼠源性噬菌体 536 抗体库，并测

定噬菌体抗体库的库容和滴度，结果分别为 !7( "
!#;，E70 " !#!! 4U-%&’。

&"& 噬菌体抗体库的筛选中特异性噬菌体抗体的

富集

通过雄鼠脾细胞对噬菌体抗体库进行 E 轮亲和

富集及 0 轮雌鼠脾细胞吸附，检测每一轮筛选前后

噬菌体的滴度并计算回收率，以评价噬菌体抗体的

富集情况。从表 ! 看出：（!）随着雄鼠脾细胞浓度不

断降低，每一轮亲和筛选的噬菌体的回收率却逐步

升高，表明每一轮筛选后的特异性噬菌体在不断地

富集；（0）在雌鼠脾细胞数量不变的情况下，每一轮

吸附后的噬菌体的回收率逐渐下降，说明非特异性

的噬菌体在不断减少。结果表明噬菌体抗体亲和力

及特异性逐渐得到提高。

表 ! 噬菌体抗体库亲和富集及吸附的结果

’()*+ ! ,-(.+ /0123 (04 523123 657 (** */)7(7/+8 427/0. 1(00/0.
KM-BWSMU 43BBAB1 CF31. AB4-2%（4U-%&’）CF31. .,-2.W%（4U-%&’） XA.,W9

! E70 " !#!! !7; " !#$ (7E " !# Y $

0 ?7? " !#!! !7E " !#$ E7E " !# Y $

E Z7# " !#!! !7( " !#; 07E " !# Y (

? $7? " !#!! E7( " !#( (7( " !# Y ;

( !70 " !#!0 07! " !#8 !78 " !# Y ?

&"9 噬菌体抗体库的鉴定

&"9"! 鉴定含 536 基因的克隆：酶切产物在 #789
琼脂糖凝胶中以电压 (H%P& 电泳 (#&AB 后，观察电

泳结果。在 ( 个菌落中有 E 个其中释放出 ER6 [
07ER6 条带，说明轻链和重链片段均有插入（图 !）。

由此计算 536 基因的重组率约为 $#9。库容量 \ 转

化率 " 转化 ]^> 量 " 抗体库重 组 率 \ ?7E " !#$

PU-%"1 " 0"1 " $#9 \ (70 " !#$。

图 ! 抗体组合文库重组噬粒的 !"#!和 !$%!
双酶切鉴定结果

5A1T ! >B3,VSAS MU Q.PM&6AB32AMB Q32. MU 2F. 4F31. 3B2A6MWV
,A6Q3QV P,MB.S 3Q. B3&.W ! _ (

I：]^> &3QR.Q，’3B. 0、E、?：ER6 [ 07ER6 AW.B2AUA.W 6V !"#! 3BW !$%

! PMB23AB 2F. 4MSA2A‘. UQ31&.B2 T

Z0;王乃东等：鼠源性抗雄性特异性抗原噬菌体 536 抗体的制备及分析



!"#"! 噬菌体抗体库的特异性的鉴定：从第 ! 次筛

选后的噬菌体抗体库感染的 "#$%&’() 培养菌落中

随机挑取 $! 个菌落，以雄鼠脾细胞作为抗原、雌鼠

脾细胞作为阴性细胞 *#+,- 检测其能否产生抗 .%/
抗原的噬菌体抗体。结果显示时，有 0 个菌落（-1，

-2，-!，-3，-4，，-5，*!，*3，*4）产生的噬菌体抗体

!" 值大于阴性对照 !" 值 67$ 倍以上（图 6），噬菌

体抗体与雄鼠脾细胞的结合活性明显高于雌鼠脾细

胞（阴性细胞），阳性率约为 389。说明这些噬菌体

抗体具有与 .%/ 抗原特异性结合的活性，但噬菌体

抗体的 !" 值低于 3 号免疫雌鼠 .%/ 抗血清。

图 1 阳性克隆 *! :;< 抗体重链可变区基因序列同源性分析

:=>?1 @ABC;D=EAF AG H’AF)I *! J. K=LM +> &#-,N

图 6 *#+,- 检测抗 .%/ 噬菌体抗体结果

:=>? 6 *#+,- AG LM) ’;EL A(LC(L :;< CM;>)
!B;’) EC’)FHOL)E；""! G;B)’) EC’)FHOL)E? PAL)：J@,Q$1 ;E F)>;L=R)

HAFLDA’（.），.%/ ;FL=E)D(B AG 3 S BA(E)（*5）?

!"$ 基因同源性分析

通过 +FL)DF)L 在 T)F&;FU 数据库及 +QTN 信息系

统和 +> &#-,N 分析程序对测得的可变区基因序列

进行同源性分析，分析结果显示筛选到的 *! 克隆

重链可变区基因核苷酸序列大小为 1!2<C，编码由

$$! 个氨基酸残基组成的多肽；轻链!基因核苷酸

序列大小为 126<C，编码由 $$$ 个氨基酸残基组成的

多肽。:I 链 可 变 区 的 核 苷 酸 序 列 与 登 录 号 为

"8683! 的鼠免疫球蛋白 . 链可变区的同源性为

309（图 1），轻链核苷酸可变区序列与鼠免疫球蛋

白!链可变区同源性为 559 V 039（图 2）。将重、

轻链可变区序列进入 J&-,* 抗体胚系基因数据库

分析，结果表明重链可变区序列属于 J.$ 基因家

族，而轻链可变区序列属于 J!"基因家族，+QTN 信

息系统分析结果显示具有免疫球蛋白轻链和重链可

变区的结构（图 !）。

# 讨论

我们通过雄鼠脾细胞对噬菌体抗体库进行 1 轮

亲和富集及 6 轮雌鼠脾细胞吸附，使具有抗原结合

活性的噬菌体抗体逐渐富集，为最终筛选出特异性

的高亲和力抗 .%/ 抗原噬菌体抗体创造了条件。

利用雄鼠脾细胞可进行雄性特异性筛选，而雌鼠脾

细胞（阴性细胞）可完成非特异性清除，通过雄、雌鼠

脾细胞对抗体库的交替筛选，最终获得抗雄性特异

性抗原的噬菌体抗体。但在抗雄性特异性抗原的噬

菌体抗体库筛选实验过程中，出现过挑选克隆的

*#+,- 检测无任何阳性结果或阳性反应较弱。可能

因为抗原浓度不准确，抗原浓度过高可能会筛选到

特异 性 较 低 的 克 隆，抗 原 浓 度 应 在 实 验 中 利 用

*#+,- 检测继续优化。以细胞抗原来筛选噬菌体抗

体库时，由于细胞表面抗原较复杂、细胞膜蛋白的表

型变化难判断、细胞膜蛋白暴露程度不同和细胞密

度差异等因素的影响，所获得的数据通常较弱。也

可能因为噬菌体表面的抗体表达量较低，可通过用
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图 ! 阳性克隆 "# $%& 抗体轻链可变区基因序列同源性分析

$’()! *+,-%.’/+0 +1 23+045 "# 6!7’89 :40;%0< 5%8%&%/4

图 # 阳性克隆 "# $%& 抗体重链（左）和轻链（右）可变区基因结构模拟

$’()# =8.>28>.4 -.45’28’+0 +1 "# 6? %05 6!

@": 浓缩噬菌体来解决，而 ?AB 抗原是一种弱抗原

的特性也是阳性反应较弱现象的重要原因。鉴定含

$%& 基因的克隆重组率约为 CDE，比先前抗体组合

文库重组噬粒的重组率 FDE低，原因可能是噬菌体

经过多代繁殖后，噬质粒中插入的抗体基因出现丢

失现象。

将经过筛选获得的鼠源性抗雄性特异性抗原的

噬菌体抗体进行 "GH=I 初步分析，结果表明，J 个克

隆的噬菌体抗体与雄鼠脾细胞的结合活性明显高于

雌鼠脾细胞，说明该抗雄性特异性抗原噬菌体抗体

库具有雄性特异性，但 "GH=I 测定的 !" 值与 ?AB
抗血清测定值尚存在一定的差别，其原因可能为：

?AB 抗原是细胞膜抗原，可能具有多个抗原决定簇，

"GH=I 检测所使用的是噬菌体抗体，其实质是抗雄

性特异性抗原的多克隆抗体，在 K 轮亲和富集筛选

及 L 轮吸附后，会导致克隆间的富集程度不同，优势

克隆富集比例高于非优势克隆，因此测定值与 ?AB

抗血清测定值不能完全一致。经过筛选后，我们得

到了与 ?AB 抗原结合较好的 J 株克隆，我们发现所

获噬菌体杭体的中和活性较预想要低，而如何提高

所获杭体的中和活性将会成为今后的一个研究方

向。由于抗体的结合能力主要决定于 *MN 区，尤其

是 *MNK 区的基因序列和其产生的三维结构折叠。

在已获得鼠源性抗雄性特异性抗原的噬菌体抗体基

础上，可以从基因突变、筛选和改造获得的特异性抗

体基因等方面，在体外对抗体基因的亲和力进行提

高。目 前，有 多 种 方 法 可 完 成 抗 体 亲 和 力 的 提

高［OC，OP］，如 *MN 位移（*MN Q%3<’0(）突变提高抗体亲

和力，还可通过链置换法，它是利用已筛选到的噬菌

体抗体，用轻链或重链抗体库中的基因对该抗体中

相应的轻链或重链基因进行替代，建立一个全新的

带有突变基因的抗体库，然后用特异性抗原进行筛

选表达，可以获得更高亲和力的抗体 ) 在此基础上，

还可以通过点突变来提高抗体亲和力，但是上述方
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法建库的工作量很大。

在 !"#$%#& 的非冗余数据库进行 $’()* 序列分

析发现，轻链可变区基因序列能够在 !"#$%#& 的非

冗余数据库中找到同源性较高的序列，而重链可变

区基因找不到同源性较高的序列。+, 的轻链可变

区基因与登录号为 -./.01（234 53463734 8%9:%;7" <=
7:=>? 6>%:# 5@A(，B%9?:%7 6C4）基因同源性最高，可达

/.D。另外它与登录号为 (EFGH1.F（抗血型糖蛋白

( 抗体的轻链可变区基因），(IFH.FHG（抗分枝杆菌

多聚糖蛋白抗体的轻链可变区基因），’HF,,J（抗肿

瘤相 关 的 糖 蛋 白KLG 抗 体 的 轻 链 可 变 区 基 因），

2/,,LF（抗 肿 瘤 MMF/ 抗 体 的 轻 链 可 变 区 基 因），

)LFLGJ（抗铁传递蛋白抗体的轻链可变区基因）等同

源性较高，对应的抗体多属于 <=! 和 <=2 类，并且有

些抗原是糖蛋白类，这些与 NKO 抗体和抗原的已有

报道相一致。重链可变区基因经 <2!* 和 <= $’()*
分析发现与登录号为 P0G0.,（抗肝炎 $ 病毒表面抗

原的重链可变区基因），基因同源性达 ./D，该重链

可变区基因属于 QAR基因家族。与登录号为 I00,0L

（2S34" <= ="95’:#" NK6>%:# QK9"=:S# QNH0,，43;=9S3B

QN<<），T0GH,J（抗胂酸盐［酯］的重链可变区基因），

2JF/1L（(UI I,,1 家族的重链可变区基因），P0,LF.
（抗 (@)K血蓝蛋白抗体的重链可变区基因）也有同

源性，)6S9" 值都在 J00 以上。同时发现重、轻链可

变区基因 MV@J 区的碱基变化显著，与现有序列相

比同源性较低。

我们将对这些克隆进一步分析，并通过改进筛

选策略，以获得更为理想的鼠源性抗雄性特异性抗

原的噬菌体抗体。这些研究工作为挑选出高亲和

力、高特异性的抗雄性特异性抗原 5(; 和在原核细

胞表达可溶性 E%; 分子奠定了实验基础。抗雄性特

异性抗原的噬菌体抗体库建立和筛选将推进 NKO
抗原的研究进程，也将为性别控制研究提供一种新

的途径，并将带来良好的社会及经济效益。
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