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摘要：$ 型肉毒毒素重链 %&端片段（$’()$*+,）经金属螯和层析法纯化后免疫 $-./*, 小鼠，从其脾淋巴细胞中提取

总 0(1，反转录成 ,2(1，用抗体可变区混合引物进行全套抗体重、轻链可变区基因的扩增，体外随机装配成单链抗

体（3,45）。将其克隆至 6%1()1$78 中，构建单链抗体噬菌体抗体库。结果表明经过 9 轮“吸附&洗脱&扩增”的富集

过程，筛选获得高亲和力的克隆。序列测定符合抗体可变区结构特点。
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肉毒毒素是肉毒梭状杆菌产生的外毒素，有 #
种血清型（1 a @），是目前已知的毒性最强的细菌蛋

白质之一。人类肉毒中毒主要是有 1，$ 和 8 型引

起［!］。作为一种重要的恐怖生物战剂，预防和治疗

肉毒中毒至关重要［=，<，9］。目前疫苗是预防肉毒中毒

的最有效方法。唯一有效的治疗方法是使用多价马

血清抗毒素，未见其它有效治疗肉毒中毒药物的报

道［9］。

研究 表 明 各 型 肉 毒 毒 素 分 子 由 重 链（+ 链，

bF!""Z2）和轻链（c 链，bF7"Z2）组成，二者由 ! 个

二硫键连接［!］。不同的肉毒毒素有不同的细胞受

体，从而导致重链羧基末端序列的显著多样性。重

链羧基末端对毒素与细胞受体的结合起着至关重要

的作用，研究发现用单抗封闭毒素 +, 上的表位，可

以在一定程度上有效预防和治疗肉毒中毒［7］。因

此，阻断肉毒毒素重链羧基末端与靶细胞的结合能

有效地预防肉毒中毒［>］。

本研究中用重组表达并纯化的 $ 型肉毒毒素

重链 %&末端（$’()$*+,）免疫小鼠，从其脾淋巴细胞

中提取全套抗体可变区基因，构建 3,45 噬菌体抗体

文库并富集筛选抗 $’()$*+, 的抗体，进一步制备

针对 $’()*$ 的单链抗体。
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! 材料与方法

!"! 材料

!"!"! 质粒与菌株：表达载体噬菌粒 #$%&’%()*、

大肠杆菌 +,!-(./0、辅助病毒 1!2345 均购自安玛

西亚公司。(6&’(789 为本室制备。

!"!": 主要试剂：限制性核酸内切酶 !"# ;、$%&;，’<
=&% 连接酶购自 (>6.?@ 公司，质粒提取试剂盒，=&%
纯化回收试剂盒均为道普公司产品。’?A 酶及一步

法 B&% 提取试剂盒购自 ’?3?B? 公司。参考文献设

计小鼠 C8 和 C, 基因引物及 ,>DE0F（博亚公司合

成）［)，5，G］。

!"# 方法

!"#"! H9IJ 噬菌体抗体文库的构建：依照文献免疫

小鼠［K］。末次免疫 2L 后，处死小鼠，迅速取出脾脏，

提取细胞总 B&%。以逆转录合成的 9=&% 第 ! 链为

模板，扩增全套 C8 和 C, 基因。采用两步克隆拼接

法体外组装 H9IJ。先以纯化的 C, 为模板，用 C, )M
端引物和 ,>DE0F 为引物修饰扩增 C, 片段得到 C,M，
反应条件为：K<N !O>D，))N )PH，5:N GPH，切胶纯

化回收 C,M片段。于 )P!, 反应体系中加入等摩尔

比的纯化 C8，C,MQ$B 产物约 !)PDR，用加端引物

C8 @?9E !"#"和 C, S6F $%&"分别进行 Q$B 扩增得

H9IJ基因，反应条件为：K<N !O>D，))N !O>D，5:N
5PH，共 2P 个循环，割胶回收纯化 H9IJ 片段。将纯化

的 H9IJ 基因片段经限制性内切酶 !"#"和 $%&"双

酶切消化，以 2：! 摩尔比与以同样双酶切的噬粒载

体 #$%&’%()* 在 ’< =&% 连接酶作用下连接过夜

得到重组子 H9IJ-#$%&’%()*。依常规方法构建噬

菌体抗体库。

!"#"# 特异性噬菌体抗体的亲和富集及特异性抗

体基因的序列测定：用 P"P)O6.7, 的碳酸盐缓冲液

（#8K"T）将纯化的 (6&’(789 稀释，按每孔 !PP!, 包

被 KT 孔板，!P!R7孔。以 !PP!, Q(U 包被空白对照

孔。<N静置过夜。次日吸出包被液，Q(U1 加满各

孔，25N 静置 :V，或 <N 包 被 过 夜。吸 出 封 闭 液，

Q(U’ 洗涤 : W 2 次，拍尽洗涤液。各孔加入 !PP!,
噬菌体抗体库，25N缓慢摇动或静置 :V。吸出噬菌

体液，Q(U’ 洗 ! 次，Q(U 洗 ! 次，拍尽洗涤液，以除去

未结合的噬菌体粒子。各孔加入 !PP!, 甘氨酸 W
8$.（#8:":）溶液，25N缓慢摇动或静置 !)O>D。吸

出洗脱液，加入 )!, X T!, :O6.7, 的 ’F>H 中和。取

!P!, 中和液进行梯度稀释，加入已经转接培养到对

数生长期的新鲜 +,!-(./0 菌液 )P!,，混匀，25N温

育 2PO>D，全部涂于含 %1Q !PP!R7O, 的 ,( 固体培

养板。25N温箱培养过夜。次日计算单菌落数，计

算滴度，以计算洗脱噬菌体总数。剩余的洗脱噬菌

体液加入到 2O, 新鲜 +,!-(./0 溶液中，吸附 2PO>D
X TPO>D。加入 1!2345，使感染系数达到 !P Y !，吸

附 2PO>D X TPO>D。)PPPF7O>D 离心 !PO>D，重悬至 2O,
: Z [’%3 中。25N :!PF7O>D 振荡 !:V X !TV。提取

噬菌体，并测定扩增后的滴度。重复上述筛选 ) 次。

挑取第 < 轮筛选后 *,;U% 初步鉴定为阳性的单

克隆，按前述方法获得噬菌体抗体上清，以本实验室

培养的 (6&’7( 上清为包被抗原，以 (U% 和抗肝癌

单链抗体融合 U*( 包被孔为阴性对照，以辅助噬菌

体 1!2345 为阳性对照，进一步鉴定结合能力较强

的单克隆抗体。Q$B 和双酶切鉴定后，分别将 H9IJ
克隆至 #1=-!G’ 测序载体，转化大肠杆菌，经蓝白

斑筛选后，将酶切鉴定正确的阳性重组子进行测序。

!"#"$ 噬菌体条件下抗 (6&’7( 鼠源抗体免疫学活

性的初步研究：选取雄性昆明小鼠，体重 !TR W :PR
（军事医学科学院试验动物中心提供）。以 Q(U 腹

腔注射小鼠为对照，以 ! Y )PP 稀释的毒素抗毒素为

阳性对照组，以 Q(U !Y! 稀释的 (6&’7( 为致死对照

组。设立 U2，U:< 实验组和 U2 \ U:< 混合实验组，每

组各分为 !P2 Z ,=)P、!P: Z ,=)P、!P Z ,=)P、) Z ,=)P、

: Z ,=)P（毒素终浓度）) 个梯度。依照 !":": 方法分

别制备 U2 和 U:< 噬菌体抗体，与毒素以 ! Y ! 体外

25N温育 !V，小鼠腹腔注射，)PP!,7只。其中噬菌体

抗体：(6&’7( ] !Y!，混合实验组中 U2 Y U:< ] !Y!。试

验 5L 内每天观察小鼠存活情况。5L 后，检查存活

小鼠并记录。

# 结果

#"! 抗体 %& 和 %’ 基因的 ()* 扩增

用小鼠免疫球蛋白可变区基因不同家族的重链

和轻链可变区引物，以逆转录合成的 9=&% 为模板

进行 Q$B，扩增全套抗体 C8 和 C, 基因。电泳结果

显示，C8 基因片段约为 2TP@#，C, 基因约为 22P@#，

C8 略大于 C,，与预期结果相符（图 !）。

#"# 两步拼接法体外组装 +,-.
先用 C, )M端引物和 ,>DE0F 为引物修饰扩增 C,
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片段得到 !"#，大小约为 $%&’(（图 %）。再与 !) 基

因拼接成 !)*"+,-./*!"（图 0）。

图 1 !) 和 !" 的 234 扩增结果

5 56/-./（7" %&&&）；1 !)；% !"

图 % !"#扩增结果

图 0 两步拼接法扩增 89:; 结果

!"# 全套 $%&’ 基因的克隆和抗体文库的构建

将重 组 质 粒 89:;*(3<=><?@A 经 电 穿 孔 转 化

B"1*’CD. 后，取适量转化后细菌铺盘，计数噬菌体抗

体库容量为 EFG% H 1&G 9ID。

!"( 抗原特异性单链抗体的获得

用固相化抗原 ?J=>?K)9 蛋白对所构建的噬菌

体抗体库进行五轮“吸附*洗脱*扩增”中，阳性克隆

得到选择性扩增，洗出的噬菌体滴度随每一轮循环

的进行呈上升趋势。图 $ 表明特异性噬菌体展示型

单链抗体被 ?J=>?K)9 亲和富集，同时非特异性噬

菌体被洗脱。

图 $ 各轮回收率示意图

!") 单链抗体基因的序列测定分析

挑取最后一轮筛选后得到的阳性单克隆抗体，

以 ?J=>K? 培养上清为抗原进一步结合活性。将双

酶切鉴定正确的 0、%$ 号克隆（分别命名为 L0，L%$）

中 89:; 基因亚克隆至 (57*1M> 载体进行测序（图

@）。其特异性反应结果见表 1。序列分析结果表明

L0 基因片段长度为 G$1’(，编码 %$G 个氨基酸。其

中 !) 基因长 0EE’(，编码 1%% 个氨基酸，属于 !)%
免疫球蛋白家族。!" 基因长 00&’(，编码 11& 个氨

基酸，属于 !!% 亚群，其中 N 区来自于 N!%。L%$ 基因

片段长度为 G@E’(，编码 %@% 个氨基酸。其中 !) 基

因长 0G@’(，编码 1%@ 个氨基酸，属于 !)% 免疫球蛋

白家族。!" 基因长 00E’(，编码 11% 个氨基酸，属于

!!1 亚群，其中 N 区来自于 N!1。

表 * 阳性克隆的 +,-./ 反应结果

抗原 ?J=>K? ?L< LA? 510OPG

<$Q&
L0
L%$

&F@&G
&F0QM

&F1&E &F1&$ &FQ&M

图 @ !"#"和 $%&"双酶切鉴定阳性克隆

5 56/-./（7" %&&&）；1 0 号克隆；% %$ 号克隆

!"0 噬菌体条件下 $%&’ 抗体免疫学活性初步研究

制备抗 ?J=>K? 鼠源噬菌体抗体，评价其免疫

学活性的动物试验结果见表 %。
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表 ! 抗 " 型肉毒毒素鼠源中和噬菌体抗体延缓小鼠死亡时间的记录结果

组别
剂量

（ ! "#$%）

&’(! 延迟死亡时间（)）（从试验 *) 后计算）

+ , -. .+
+,

（./）

0.
（*/）

12
（+/）

-.%
（$/）

-++
（2/）

-2,
（0/）

&*

&.+

&* 3
&.+

. *’$ .’$ .’$ .’$ .’$ .’$ .’$ .’$ .’$ .’$

$ .’$ -’$ -’$ -’$ -’$ -’$ -’$ -’$ -’$ -’$

-% .’$ -’$ -’$ -’$ -’$ -’$ -’$ -’$ -’$ -’$

$% %’$ %’$ %’$ %’$ %’$ %’$ %’$ %’$ %’$ %’$

-%. %’$ %’$ %’$ %’$ %’$ %’$ %’$ %’$ %’$ %’$

-%* %’$ %’$ %’$ %’$ %’$ %’$ %’$ %’$ %’$ %’$

. .’$ .’$ -’$ -’$ -’$ -’$ -’$ -’$ -’$ -’$

$ -’$ -’$ -’$ -’$ -’$ -’$ -’$ -’$ %’$ %’$

-% -’$ -’$ -’$ -’$ -’$ -’$ %’$ %’$ %’$ %’$

$% %’$ %’$ %’$ %’$ %’$ %’$ %’$ %’$ %’$ %’$

-%. %’$ %’$ %’$ %’$ %’$ %’$ %’$ %’$ %’$ %’$

-%* %’$ %’$ %’$ %’$ %’$ %’$ %’$ %’$ %’$ %’$

. *’$ *’$ .’$ .’$ .’$ .’$ .’$ .’$ .’$ .’$

$ *’$ -’$ -’$ -’$ -’$ -’$ -’$ -’$ -’$ -’$

-% .’$ -’$ -’$ -’$ -’$ -’$ -’$ -’$ -’$ -’$

$% %’$ %’$ %’$ %’$ %’$ %’$ %’$ %’$ %’$ %’$

-%. %’$ %’$ %’$ %’$ %’$ %’$ %’$ %’$ %’$ %’$

-%* %’$ %’$ %’$ %’$ %’$ %’$ %’$ %’$ %’$ %’$

致死对照组 %’$

阳性对照组 $’$

对照组 $’$

!：&’( 4 小鼠存活数’每组试验小鼠总数

在 567(’5 低剂量时，&*，&.+ 和 &* 3 &.+ 对小

鼠有保护作用，但当 567(’5 剂量"$%"#$% 时，不能

抑制小鼠的死亡，也不能有效延缓小鼠的死亡。

# 讨论

噬菌体抗体库有不同的种类，包括天然抗体库

（非免疫文库）、免疫抗体库和半合成库等。本研究

中选择构建了免疫抗体库，主要是因为机体接触肉

毒毒素的机会非常少，从天然抗体库中获得特异性

抗体的几率非常小。研究表明，虽然合成文库增加

了抗体可变区的多样性，但是无关或无功能基因的

比例也高。通过特定抗原对机体的刺激，激发机体

的 5 细胞活性，从 5 细胞中分离抗体基因构建免疫

文库，可以大大提高筛选获得特异性和高亲和力抗

体的可能性［-%］。

构建免疫抗体库时，抗原可以是肉毒毒素的类

毒素、肉毒毒素的重组片段甚至可以直接以活性毒

素为抗原。肉毒毒素的类毒素是通过福尔马林灭活

肉毒梭菌培养液上清来制备，费用高，操作危险，更

重要的是无论作为免疫原或是抗原，类毒素与毒素

之间都存在这显著差异。一些表位，尤其是对抗体

识别和中和作用至关重要的表位可能在毒素灭活过

程中发生改变［*，+，0］。如果使用活性毒素为抗原，不

但操作过程中非常危险，而且免疫剂量不易控制。

因此本研究中选择了肉毒毒素分子结构中具有保护

性作用的重链 8 端片段序列，进行了重组表达和初

步纯化，对小鼠免疫后构建了免疫抗体库。提取小

鼠脾脏淋巴细胞总 97:，逆转录 ;89 扩增免疫球蛋

白基因片段的方法，避免了细胞融合等的繁杂操作，

与经典杂交瘤方法相比具有省时、省力、筛选容量

大，富集筛选过程短等优点［,］。

作为全套抗体库克隆技术的重要环节，要求

·%+%-· 微 生 物 学 通 报 .%%0 年 *+（2）



!"# 扩增出的全套抗体 $ 区基因能够反映免疫球

蛋白的多样性。目前，有关引物的设计大致有 % 种

方案：含前导肽引物的设计，框架区引物的设计，混

合引物的设计。本研究中主要根据第一框架区序列

设计引物，且使用了高度简并引物。从理论上来讲，

应使其中每种 $ 区基因都获得扩增，这样便可以通

过选用混合引物加以保证［&&，&’］。

构建全套噬菌体 ()*+ 抗体库的第一个限速环

节，是在体外将 $, 和 $- 基因随机拼接成 ()*+。本

研究中采用两步克隆拼接法，与传统的 ./0 拼接反

应相比，此方法中扩增参数较宽泛，易于掌握，各种

组分的比例较易判断，并且重复性较好，稳定性强，

拼接成功率较高，非特异性条带少。

本研究旨在探讨一种能够直接鉴定噬菌体抗体

活性的试验方法。经过 1 轮富集筛选后，0-2.3 法

进一步鉴定得到与 456784 结合能力较强的阳性克

隆，经过双酶切鉴定并测序正确后得到的两个阳性

克隆，分别命名为 .% 和 .’1，制备 ()*+ 噬菌体抗体

后直接进行动物中和保护实验。动物试验直接鉴定

噬菌体抗体中和活性，其优势在于抗体基因克隆、高

亲和力抗体富集和中和抗体筛选在噬菌体水平一步

完成，简便快速，研究周期短。

39:;(<5;=:; 等研究表明，用单抗封闭毒素 ,) 上

的表位，可以一定程度上有效预防和治疗肉毒中

毒［>］。由于抗体和毒素体外进行作用影响因素相对

较少，各种参数也比较容易掌握，为了确保制备的噬

菌体抗体和毒素能充分的相互作用，从而更好的评

价抗体在噬菌体水平上对小鼠的保护作用，本研究

主要参考 ?55<@A;< 等的方法［&%］采用阳性噬菌体抗

体与毒素体外 %BC温育，小鼠腹腔注射的方法对阳

性噬菌体抗体的体内中和活性进行初步研究。

本研究中以每组 > 只动物进行初步试验，从而

对噬菌体抗体和毒素的中和作用进行较初步的研

究。就目前结果表明，虽然 .% 和 .’1 两种噬菌体抗

体可以延缓小鼠的死亡，但二者共同作用时未观测

到功能的明显叠加。蛋白质抗原并非通过其完整分

子发挥功能，而是通过其表位（:DEF5D:）体现其特异

性。国外有研究表明，4567 重链 "G末端氨基酸残

基，对毒素结合神经细胞毒素受体起着主要作用，包

含有大量的保护性抗原表位［&1 H &I］，456784 也不例

外，但目前并没有明确具体的表位位置和类型，用其

免疫小鼠，产生针对不同表位的不同抗体［&I］，从而

使得筛选和鉴定针对中和表位的特异性抗体工作繁

杂。研究者推测仅仅以一个或几个抗体封闭有限的

抗原表位可能很难有效保护有机体免受肉毒毒素的

毒性作用。随着肉毒毒素重链 " 端保护性抗原表

位的研究发展，期待可以进一步深入研究。

另外，小分子抗体的不稳定性和半衰期短等因

素也可能是重要原因之一。
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