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抗ＡＦＢ１单域重链抗体文库淘选方法的研究
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摘　要：比较两种从噬菌体展示文库中淘选抗黄曲霉毒素Ｂ１单域重链抗体的方法，并为淘选针对
小分子物质的单域重链抗体提供参考。采用固相淘选技术，以黄曲霉毒素Ｂ１人工抗原为靶分子，
淘选天然单域重链抗体库，分别采用Ｇｌｙ－ＨＣｌ法和ＡＦＢ１竞争法洗脱结合噬菌体，对洗脱物进行滴
度测定，以回收率和富集度为指标，对两种洗脱方法进行比较。采用ｐｈａｇｅ－ＥＬＩＳＡ法鉴定噬菌体
克隆，并对阳性克隆进行交叉反应分析以及序列测定。滴度测定结果显示，Ｇｌｙ－ＨＣｌ法回收率比竞
争法高５～１０倍。分别随机挑取２０个单克隆进行ｐｈａｇｅ－ＥＬＩＳＡ鉴定，其中，Ｇｌｙ－ＨＣｌ洗脱法未获
得阳性克隆，ＡＦＢ１竞争洗脱法得到８个阳性克隆。序列测定结果显示，这８个克隆均编码单域重
链抗体。
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　　黄曲霉毒素 Ｂ１（ａｆｌａｔｏｘｉｎ　Ｂ１，ＡＦＢ１）是真菌
的次级代谢产物，主要是由黄曲霉（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ
ｆｌａｖｕｓ）、寄生曲霉（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ　ｐａｒａｓｉｔｉｃｕｓ）和集
峰曲霉 （Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ　ｎｏｍｉｕｓ）产生［１］。它广泛存
在于花生、棉籽、玉米、小麦和稻米等农作物中，是
目前化学致癌物中最强的一种致癌诱变剂。１９９３
年 ＡＦＢ１被 ＷＨＯ 的癌症研究机构划定为 Ⅰ类致
癌物，其作用的靶器官主要为肝脏［２］。目前，常采
用酶联免疫吸附法（Ｅｎｚｙｍｅ－ｌｉｎｋｅｄ　Ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ
Ａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）对 ＡＦＢ１进行快速筛查，该方法需要
以单克隆抗体为基础，但单克隆抗体制备过程复
杂、周期长、生产成本较高。此外，李井泉等［３］建立
了基于银增强纳米金标记探针技术的ＡＦＢ１高灵敏
度免疫分析方法，该法的检出限可达０．００２ｎｇ／

ｍＬ。
目前，噬菌体抗体库技术已经广泛应用于生

物、医学等领域，尤其在基因工程抗体的制备方面，
发挥着越来越重要的作用［４］。目前，针对蛋白质等
大分子的噬菌体抗体库淘选技术已相对成熟，而针
对小分子物质的淘选技术还存在一些技术难题。
因此，为了满足不同的淘选要求，人们对传统的筛
选方法不断进行改进。例如，在固相淘选过程中，
将抗原的特异性抗体与噬菌体文库联合，进行竞争
筛选，以获得更高亲和力的噬菌体抗体［５］。筛选方
法的改进始终是噬菌体展示技术发展的动力［６］。
研究采用２种洗脱方法，从天然单域重链抗体

库中淘选针对ＡＦＢ１的特异性抗体，从回收率、富集
度以及阳性克隆率等方面对两种方法进行分析比

较，为淘选获得针对小分子物质的抗体提供参考。

１　材料与方法

１．１　材料
辣根过氧化物酶标记的抗 Ｍ１３抗体购自 ＧＥ

Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ；ＡＦＢ１标准品购自Ｓｉｇｍａ公司；天然噬
菌体文库（ＮＡ－ＰＤＬ），ＡＦＢ１人工抗原 ＡＦＢ１－ＯＶＡ、

ＡＦＢ１－ＢＳＡ（ＡＦＢ１分别与 ＯＶＡ、ＢＳＡ偶联）由本实
验室自制［７－８］；大肠杆菌ＴＧ１，辅助噬菌体 Ｍ１３Ｋ０７
由英国剑桥医学研究委员会 （ＭＲＣ）分子生物学实
验室 Ｇｒｅｇ　Ｗｉｎｔｅｒ博士惠赠；９６孔酶标板购自

Ｇｒｅｉｎｅｒ公司。

２×ＹＴ液体培养基：１６ｇ蛋白胨，１０ｇ酵母提
取物，５ｇ氯化钠，８００ｍＬ水，用氢氧化钠调ｐＨ至

７．０，补水至１　０００ｍＬ，１２１℃灭菌２０ｍｉｎ。

ＬＢ液体培养基：１０ｇ蛋白胨，５ｇ酵母提取物，

１０ｇ氯化钠，８００ｍＬ水，用氢氧化钠调ｐＨ至７．４，
补水至１　０００ｍＬ，１２１℃灭菌２０ｍｉｎ。

ＬＢ固体培养基：１０ｇ蛋白胨，５ｇ酵母提取物，

１０ｇ氯化钠，８００ｍＬ水，用氢氧化钠调ｐＨ至７．４，
补水至１　０００ｍＬ，加入２０ｇ琼脂，１２１℃灭菌２０
ｍｉｎ。

ＬＢ半固体培养基：１ｇ蛋白胨，０．５ｇ酵母提取
物，１ｇ氯化钠，８０ｍＬ水，用氢氧化钠调ｐＨ 至

７．４，补水至１００ｍＬ，加热溶解后，分装于试管，３
ｍＬ／支，１２１℃灭菌２０ｍｉｎ。
氨苄青霉素（ａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ，Ａｍｐ）：储存液 １００

ｍｇ／ｍＬ，工作质量浓度１００μｇ／ｍＬ，过滤除菌；卡那
霉素（ｋａｎａｍｙｃｉｎ，Ｋａｎａ）：储存液１５ｍｇ／ｍＬ，工作
质量浓度４５μｇ／ｍＬ，过滤除菌；２×ＹＴ／Ａｍｐ液体
培养基：１　０００ｍＬ　２×ＹＴ液体培养基中加入１ｍＬ
氨苄青霉素储存液；２×ＹＴ／Ａｍｐ／Ｋａｎａ液体培养
基：１　０００ｍＬ　２×ＹＴ液体培养基中加入１ｍＬ氨苄
青霉素储存液和３ｍＬ卡那霉素储存液；ＬＢ／Ａｍｐ
固体培养基：１　０００ｍＬＬＢ固体培养基加入１ｍＬ氨
苄青霉素储存液，混匀后，分装于灭菌的空平板中，

２０ｍＬ／块；ＬＢ／Ｇｌｕｃｏｓｅ／Ａｍｐ液体培养基：１　０００
ｍＬＬＢ液体培养基中加入１ｍＬ氨苄青霉素储存液
和２０ｇ葡萄糖（ｇｌｕｃｏｓｅ）。

１．２　方法

１．２．１　噬菌体文库的淘选　以质量浓度为１００

μｇ／ｍＬ的ＡＦＢ１－ＯＶＡ抗原溶液（溶于磷酸缓冲液

ＰＢＳ，ｐＨ 值 ７．４）包被９６孔酶标板，１００μＬ／孔，

４℃，１２ｈ。弃包被液，ＰＢＳ洗板３次，每孔加３００

μＬ体积分数３％ ＯＶＡ－ＰＢＳ封闭液，３７ ℃，２ｈ。

ＰＢＳ洗板６次，加入１００μＬ噬菌体抗体库（与封闭
液混匀，预先在３７℃孵育１ｈ，约２×１０１１　ｃｏｌｏｎｙ－
ｆｏｒｍｉｎｇ　ｕｎｉｔ，ＣＦＵ），３７ ℃，作用 ２ｈ。ＰＢＳＴ（含

０．５％ Ｔｗｅｅｎ２０）洗板５次，ＰＢＳ洗板１０次，拍干。
然后加入洗脱液１００μＬ　Ｇｌｙｃｉｎｅ－ＨＣｌ（０．１ｍｏｌ／Ｌ，

ｐＨ值为２．２），３７℃孵育８ｍｉｎ，洗脱特异性结合
的噬菌体。用５０μＬ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（１ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ值为
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８．０）中和洗脱液，取１０μＬ洗脱物测定滴度，其余
洗脱物进行扩增和纯化，用于下一轮亲和淘选。第

２、３、４轮淘选包被的抗原浓度分别为７５、５０和２５

μｇ／ｍＬ，包被抗原依次为 ＡＦＢ１－ＢＳＡ、ＡＦＢ１－ＯＶＡ
和ＡＦＢ１－ＢＳＡ，封闭液依次为体积分数３％ ＢＳＡ－
ＰＢＳ、３％ＯＶＡ－ＰＢＳ和３％ＢＳＡ－ＰＢＳ，其余淘选步
骤与第一轮相同。在竞争洗脱法中，以不同质量浓
度的ＡＦＢ１溶液（质量浓度分别为７．５，５．０，２．５μｇ／

ｍＬ）代替Ｇｌｙ－ＨＣｌ作为洗脱液［９］，１００μＬ／孔，３７℃
孵育２ｈ后，其余步骤与Ｇｌｙ－ＨＣｌ洗脱法相同。

１．２．２　噬菌体的扩增和纯化　将淘选洗脱物与处
于对数生长前期的Ｅ．ｃｏｌｉ　ＴＧ１培养物５ｍＬ混匀，

３７℃，２２０ｒ／ｍｉｎ振荡培养４５ｍｉｎ后，转移至２０
ｍＬ　２×ＹＴ／Ａｍｐ液体培养基中，３７℃，２２０ｒ／ｍｉｎ
振荡培养２ｈ，加入 Ｍ１３Ｋ０７辅助噬菌体（感染复数
为２０∶１），３７℃，静置１５ｍｉｎ后，２２０ｒ／ｍｉｎ振荡培
养３０ ～ ４５ｍｉｎ。将培养物离心（４ ℃，３　５００ｒ／

ｍｉｎ，１０ｍｉｎ），细胞沉淀以２５ｍＬ　２×ＹＴ／Ａｍｐ／Ｋａ－
ｎａ液体培养基重悬，３０℃，２５０ｒ／ｍｉｎ振荡培养４
～５ｈ，４℃，１０　０００ｒ／ｍｉｎ离心，１０ｍｉｎ，将上清转
移至新离心管，加入 １／５ 体积 ＰＥＧ－ＮａＣｌ溶液
（ＰＥＧ８０００，２０ｇ／ｄＬ；ＮａＣｌ，２．５ｍｏｌ／Ｌ），４℃，静置

１ｈ。４℃，１０　０００ｒ／ｍｉｎ，离心２０ｍｉｎ，弃上清，沉淀
以２００μＬ　ＰＢＳ重悬，即为扩增产物，测定滴度。

１．２．３　噬菌体滴度的测定　接种Ｅ．ｃｏｌｉ　ＴＧ１单
菌落于５ｍＬ　ＬＢ培养基中，摇床培养至ＯＤ６００达到

０．５。融化ＬＢ半固体培养基，４７℃水浴保温。用

ＰＢＳ系列稀释待测噬菌体，分别取１０μＬ与１００μＬ
上述ＴＧ１培养物混匀，３７℃，静置１５ｍｉｎ。将感染
细胞加入预温的上层琼脂培养基中，快速混匀，立
即倾注于３７℃预温的ＬＢ／Ａｍｐ平板上。待平板冷
却后，３７℃倒置培养过夜，次日计数菌落，按每毫升
所含的克隆数计算滴度。

１．２．４　噬菌粒的救援　从第４轮测定淘选物滴度
的平板上（菌落数３０～２００个），用灭菌牙签随机
挑取２０个单菌落接种于ＬＢ／Ｇｌｕｃｏｓｅ／Ａｍｐ，３７℃，

２２０ｒ／ｍｉｎ振荡培养１２ｈ。按体积分数１％接种量
接种于ＬＢ／Ｇｌｕｃｏｓｅ／Ａｍｐ，３７℃，２２０ｒ／ｍｉｎ，培养
至对数生长前期。加入辅助噬菌体 Ｍ１３Ｋ０７（感染
复数为１：１），３７℃，静置１５ｍｉｎ，２２０ｒ／ｍｉｎ振荡培
养３０～４５ｍｉｎ。４℃，３　５００ｒ／ｍｉｎ，离心１０ｍｉｎ，沉
淀以等体积２×ＹＴ／Ａｍｐ／Ｋａｎａ液体培养基重悬，

３０℃，剧烈摇动培养５～８ｈ。ＰＥＧ－ＮａＣｌ法纯化
噬菌体，方法同１．２．２。测定噬菌体滴度。

１．２．５　 ＥＬＩＳＡ 鉴定特异性结合的阳性噬菌体克

隆　用 ＰＢＳ将 ＡＦＢ１－ＢＳＡ 稀释至５μｇ／ｍＬ，１００

μＬ／孔，４℃包被过夜。ＰＢＳＴ洗板３次，３％脱脂牛
奶，３７℃封闭２ｈ。ＰＢＳＴ洗板３次，加入１．２．４中
扩增纯化的噬菌体（ＰＢＳ稀释后，与等体积的封闭
液混合，３７℃，孵育３０ｍｉｎ），１００μＬ孔，３７℃，１ｈ。

ＰＢＳＴ洗板５次，加入辣根过氧化物酶标记的抗

Ｍ１３单克隆抗体（３％脱脂牛奶，１∶５　０００稀释），

１００μＬ／孔，３７℃ 作用１ｈ。ＰＢＳＴ洗板６次。加入
反应底物 ＴＭＢ显色液显色，１００μＬ／孔，３７℃，２０
ｍｉｎ，加入５０μＬ／孔 Ｈ２ＳＯ４（２ｍｏｌ／Ｌ）终止反应，于

４５０ｎｍ下测光密度。用原始肽库包被作为阳性对
照，抗原包被加原始肽库作阴性对照，抗原包被加

ＰＢＳ作空白对照。阳性克隆判断标准：测试样品

ＯＤ值（Ｓ）与阴性对照ＯＤ值（Ｎ）的比值 （Ｓ／Ｎ）≥
２．１。

１．２．６　序列测定与分析　将阳性克隆送至南京金
思瑞公司测序，根据核酸序列翻译出氨基酸序列，
采用ＣｌｕｓｔａｌＷ软件进行多序列比对分析。

２　结果与分析

２．１　文库淘选

２．１．１　竞争洗脱法　经过４轮亲和淘选，具有结
合活性的噬菌体得到明显富集，回收率提高了约

１０３倍（见表１）。
表１　亲和淘选对噬菌体的富集（竞争洗脱法）

Ｔａｂ．１　Ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ　ｏｆ　ｐｈａｇｅｓ　ｉｎ　ｂｉｏｐａｎｎｉｎｇ（ｃｏｍｐｅｔｉｔｉｖｅ　ｅｌｕ－
ｔｉｏｎ　ｍｅｔｈｏｄ）

淘选
轮数

噬菌体
投入量／
（ＣＦＵ）

噬菌体
产出量／
（ＣＦＵ）

回收
率／％

富集度

１　 １．７５×１０１１　 ２×１０４　 １．１４×１０－７ —

２　 ２×１０１１　 ７．９×１０５　 ３．９５×１０－６　 ３４．６５

３　 ２×１０１１　 ６．７１×１０６　 ３．３６×１０－５　 ８．５１

４　 ２×１０１１　 ７．５×１０７　 ３．７５×１０－４　 １１．１６

　注：回收率＝噬菌体产出量／噬菌体投入量；富集度＝后一
轮回收率／上一轮回收率。

２．１．２　 Ｇｌｙ－ＨＣｌ洗脱法　如表２所示，经过四轮
亲和淘选，能与抗原特异性结合的噬菌体得到了显
著的富集，回收率提高了约１０４倍（见表２）；第４轮
的富集度仅为４．３５，提示特异性噬菌体的富集已经
达到理想效果，不需要继续进行淘选富集。

２．２　ＥＬＩＳＡ鉴定阳性噬菌体克隆
从第４轮测定滴度的平板上分别随机挑取２０

个菌落，共４０个克隆进行救援和纯化。（ＡＦＢ１溶液
竞争洗脱法菌落编号 Ａ１～Ａ２０，Ｇｌｙ－ＨＣｌ洗脱法菌
落编号为Ｇ１～Ｇ２０）利用间接ＥＬＩＳＡ鉴定噬菌体颗
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粒，４０个纯化后的噬菌体中有８个可以与ＡＦＢ１人
工抗原结合（图１），并且均为ＡＦＢ１溶液竞争洗脱法
所得的菌落，８个阳性克隆分别为 Ａ２、Ａ５、Ａ６、

Ａ１３、Ａ１４、Ａ１５、Ａ１６、Ａ１７。
表２　亲和淘选对噬菌体的富集（Ｇｌｙ－ＨＣｌ洗脱法）

Ｔａｂ．２　Ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ　ｏｆ　ｐｈａｇｅｓ　ｉｎ　ｂｉｏｐａｎｎｉｎｇ（Ｇｌｙ－ＨＣｌ　ｅｌｕｔｉｏｎ

ｍｅｔｈｏｄ）

淘选
轮数

噬菌体
投入量／
（ＣＦＵ）

噬菌体
产出量／
（ＣＦＵ）

回收
率／％

富集度

１　 １．７５×１０１１　 ２×１０４　 １．１４×１０－７ —

２　 ２×１０１１　 １．３４×１０６　 ６．７×１０－６　 ５８．７７

３　 ２×１０１１　 ６．０２×１０７　 ３．０１×１０－４　 ４４．９３

４　 ２×１０１１　 １．９１×１０８　 １．３１×１０－３　 ４．３５

　注：回收率＝噬菌体产出量／噬菌体投入量；富集度＝后
一轮回收率／上一轮回收率。

２．３　ＥＬＩＳＡ测定阳性克隆交叉反应
分 别 用 ＡＦＢ１－ＯＶＡ，ＢＳＡ 和 ＯＶＡ　５ μｇ／

ｍＬ１００μＬ／孔，４℃包被过夜。利用ｐｈａｇｅ－ＥＬＩＳＡ
测定阳性克隆与抗原载体蛋白的交叉反应。结果
显示，Ａ５和Ａ１３与载体蛋白有交叉反应。

２．４　阳性克隆的序列分析
对６个阳性克隆（Ａ２，Ａ５，Ａ６，Ａ１５，Ａ１６，Ａ１７）

进行测序，将测序结果翻译为氨基酸序列，进行多
序列比对，共得到３种氨基酸序列（图３），其中Ａ２，

Ａ６，Ａ１５，Ａ１７为同一种序列（Ｔｙｐｅ　１），说明特定序
列得到了富集。

Ａ１～Ａ２０：ＡＦＢ１溶液竞争洗脱法洗脱物中挑取的克隆；Ｇ１～Ｇ２０：Ｇｌｙ－ＨＣｌ洗脱法洗脱物中挑取的克隆；ＰＣ：阳性对照；ＮＣ：阴性对

照；ＢＫ：空白对照

图１　间接ｐｈａｇｅ－ＥＬＩＳＡ测定噬菌体克隆

Ｆｉｇ．１　Ｉｎｄｉｒｅｃｔ　ｐｈａｇｅ－ＥＬＩＳＡ　ｆｏｒ　ｐｈａｇｅ　ｒａｎｄｏｍｌｙ　ｐｉｃｋｅｄ

３　结　语

文库的容量和多样性直接决定了淘选结果，包
括淘选出所需特异性克隆的数量和亲和力。此外，
淘选方法的合理应用也在很大程度上起着决定作

用。本研究采用 Ｇｌｙ－ＨＣｌ法和竞争洗脱法从天然
单域重链抗体库中淘选针对 ＡＦＢ１的单域重链抗

体，并比较了两种洗脱方法对淘选结果的影响。
结果发现，Ｇｌｙ－ＨＣｌ洗脱法的逐轮回收率均高

于竞争洗脱法，约为后者的５～１０倍；除第四轮外，

Ｇｌｙ－ＨＣｌ法的富集度均高于竞争洗脱法；并且进行
四轮亲和淘选后，前者的富集度下降为４．３５，而后
者仍有较高的富集度（富集度为１１．１６）。通过间接

ｐｈａｇｅ－ＥＬＩＳＡ，未从该洗脱方法所得文库中鉴定得
到阳性克隆。综上所述，虽然Ｇｌｙ－ＨＣｌ法的洗脱强

３５９　第６期 刘 夏等：抗ＡＦＢ１单域重链抗体文库淘选方法的研究



图２　ｐｈａｇｅ－ＥＬＩＳＡ测定阳性克隆交叉反应

Ｆｉｇ．２　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　ｃｒｏｓｓ　ｒｅａｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ｐｏｓｉｔｉｖｅ　ｃｏｌｏｎｅｓ　ｂｙ　ｐｈａｇｅ－ＥＬＩＳＡ

图３　阳性克隆编码蛋白序列比对

Ｆｉｇ．３　Ａｍｉｎｏ　ａｃｉｄ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ａｌｉｇｎｍｅｎｔ　ｏｆ　ｐｏｓｉｔｉｖｅ　ｃｌｏｎｅｓ

度大且富集效率高，但是洗脱所得到的噬菌体克隆
的特异性较差，非目的噬菌体克隆（例如针对载体
蛋白的噬菌体）的比率较高，阳性克隆率低。
通过间接ｐｈａｇｅ－ＥＬＩＳＡ，从竞争洗脱法所得的

文库中鉴定得到８个阳性克隆（图１），阳性克隆率
达到４０％，提示竞争洗脱法更有利于目的噬菌体的
富集。通过动态解离平衡，竞争洗脱液可以选择性
地洗脱结合在包被抗原上的特异性噬菌体克隆，降
低了载体蛋白等不利因素的影响。另外，在竞争洗
脱的过程中，通过逐轮降低竞争洗脱溶液的浓度实
现洗脱严格度的逐步增加，从而使高亲和力的抗体

得到进一步的富集，因此，该法具有较高的特异性。

在竞争洗脱过程中，通过改变游离抗原的浓
度，可以洗脱获得具有不同亲和力的抗体。本研究
中，通过阳性克隆的交叉反应测定，发现阳性克隆

Ａ５，Ａ１３与载体蛋白 ＯＶＡ有较大的交叉反应（图

２）；其它阳性克隆虽然未见交叉反应，但与 ＡＦＢ１－
ＢＳＡ的结合力较低，提示这些阳性克隆可能是与抗
原ＡＦＢ１－ＯＶＡ的部分结构发生特异性结合，而不

是特异性识别 ＡＦＢ１。针对这一问题，可以进一步

降低竞争洗脱液中抗原的浓度，以获得针对 ＡＦＢ１
的高亲和力抗体。
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综上所述，笔者认为，虽然 Ｇｌｙ－ＨＣｌ法富集效
率高，但是竞争洗脱法的特异性较好，更适于淘选

针对小分子物质的噬菌体克隆。
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