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抗大别班达病毒人源单克隆抗体Fab片段的
噬菌体展示文库构建*

徐家馨,王静静,王琳,徐睿杰,吴玉龙,李波清**,乔媛媛**

(滨州医学院基础医学院病原生物学教研室,山东烟台
 

264003)

【摘要】 目的 构建具有潜在中和活性的人源抗大别班达病毒(SFTSV)抗体Fab片段的噬菌体展示文库。 方法 
从具有交叉中和活性的SFTS恢复期患者血液样本中分离外周血单个核细胞(PBMC)并提取总RNA,逆转录PCR得到

cDNA。以cDNA为模板进行第一轮PCR扩增,分别获得抗体重链可变区(VH)和轻链可变区(Vκ和 Vλ)序列。以

pComb3XTT、pComb3Xλ质粒为模板,分别获得抗体重链恒定区(CH1)和轻链恒定区(Cκ、Cλ)序列。第二轮通过重叠延

伸PCR(SOE-PCR)扩增VH和CH1 得到Fd重链,同样扩增Vκ和Cκ、Vλ和Cλ得到完整的κ和λ抗体轻链。第三轮以

上述扩增产物为模板再次进行SOE-PCR,得到完整的抗体Fab基因片段。将Fab基因片段插入到pComb3XSS噬菌粒

中,构建噬菌体展示抗体文库。 结果 通过三轮PCR扩增出抗体Fab片段的序列,成功构建库容量为1.875×109 的

噬菌体展示抗体文库。 结论 利用具有交叉中和活性的SFTS恢复期患者血源建立了人源抗SFTSV
 

Fab片段的噬

菌体展示抗体文库,为下一步筛选特异性单克隆中和抗体建立了可靠的前期基础。
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【Abstract】 Objective To
 

construct
 

a
 

phage
 

display
 

antibody
 

library
 

of
 

human
 

anti-Dabie
 

bandavirus
 

(SFTSV)
 

Fab
 

fragment
 

with
 

potentially
 

neutralizing
 

activity. Methods Peripheral
 

blood
 

specimens
 

of
 

patients
 

recovering
 

from
 

SFTS
 

were
 

collected,and
 

peripheral
 

blood
 

mononuclear
 

cells
 

(PBMC)
 

were
 

isolated
 

from
 

the
 

specimens
 

with
 

cross-neutralization
 

activity.
 

Then
 

PBMCs
 

were
 

subjected
 

to
 

extract
 

total
 

RNA,and
 

cDNA
 

was
 

obtained
 

by
 

reverse
 

transcription
 

PCR
 

(RT-
PCR)

 

using
 

these
 

total
 

RNAs
 

as
 

template.
 

The
 

first
 

round
 

PCR
 

amplification
 

of
 

sequences
 

of
 

heavy
 

chain
 

variable
 

region
 

(VH)
 

and
 

light
 

chain
 

variable
 

region
 

(Vκ
 

and
 

Vλ)
 

was
 

finished
 

using
 

cDNA
 

as
 

template,similarly,heavy
 

chain
 

constant
 

(CH1)
 

and
 

light
 

chain
 

constant
 

(Cκ,Cλ)
 

were
 

obtained
 

using
 

pComb3XTT
 

and
 

pComb3Xλ
 

as
 

templates.
 

The
 

second
 

round
 

PCR
 

amplification
 

of
 

heavy
 

chain
 

(Fd),light
 

chains
 

(κ
 

and
 

λ)
 

was
 

finished
 

by
 

splicing
 

overlap
 

extension
 

(SOE-
PCR).

 

The
 

complete
 

Fab
 

gene
 

was
 

obtained
 

by
 

SOE-PCR
 

using
 

the
 

second
 

round
 

amplified
 

products
 

as
 

the
 

template.
 

After
 

inserting
 

into
 

pComb3XSS
 

phage
 

plasmid,a
 

phage
 

display
 

Fab
 

fragment
 

of
 

antibody
 

library
 

against
 

SFTSV
 

was
 

constructed. Results The
 

antibody
 

Fab
 

fragment
 

sequences
 

were
 

amplified
 

by
 

three
 

rounds
 

of
 

PCR,and
 

a
 

phage
 

display
 

antibody
 

library
 

with
 

storage
 

capacity
 

of
 

1.875×109
 

was
 

successfully
 

constructed. Conclusion A
 

phage
 

display
 

antibody
 

library
 

was
 

successfully
 

constructed
 

using
 

blood
 

specimens
 

from
 

SFTS
 

convalescent
 

patients
 

with
 

cross-
neutralizing

 

antibodies,which
 

provided
 

a
 

reliable
 

basis
 

for
 

further
 

screening
 

of
 

specific
 

neutralizing
 

antibodies.
【Keywords】 SFTSV;phage
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antibody
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***严重发热伴血小板减少综合征(severe
 

fever
 

with
 

thrombocytopenia
 

syndrome,SFTS)是由大别班达病

毒 (Dabie
 

bandavirus, severe
 

fever
 

with
 

thrombocytopenia
 

syndrome
 

virus,SFTSV)引起,由
于疫情蔓延速度快、致死率高,缺乏特效药物和预防疫

苗,该病对公众健康和安全构成巨大威胁[1]。目前针
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对SFTS的有效抗病毒药物仍然有限[2],疫苗和新药

的研发已成热点。有研究显示SFTS患者恢复期血清

中的中和抗体呈阳性,提示特异性中和抗体具有潜在

的治疗价值[3]。
噬菌体展示抗体技术是一种体外单克隆抗体筛选

技术,该技术不依赖于体内的免疫反应,可避免使用实

验动物[4],并可用于发现针对几乎所有类型抗原及单

个靶点多表位的抗体。基于噬菌体展示抗体技术原

理,研究人员通常在丝状噬菌体上构建抗体文库来筛

选抗原特异性单克隆抗体[5]。该技术利用PCR扩增

出抗体的基因序列,将其插入到噬菌体外壳蛋白结构

基因中,抗体分子Fab或单链抗体(scFv)与噬菌体的

外壳蛋白形成融合蛋白,并随着子代噬菌体的重新组

装展示在噬菌体表面,同时又可以保持相对的空间结

构和生物活性[6]。这种技术将表型与基因型联系在一

起,利用噬菌体的生物学特征,将抗体识别抗原的能力

与噬菌体扩增的能力相结合,是一项较为高效的表达

与筛选体系,在生物领域应用广泛[7]。
人源特异性抗SFTSV的Fab抗体片段属于重组

蛋白,是一种基因工程抗体形式。Fab片段为抗体重

链(Fd)的VH+CH1 与一条完整分子的轻链组成的

异二聚体,中间由一个链间二硫键连接[8]。Fab的分

子量大于scFv,形式更接近于完整抗体,其抗原结合

能力比scFv强且在噬菌体展示中具有较高的结构稳

定性[9],在制备基因工程抗体药物具有广泛应用前景。
本研究利用具有交叉中和活性的SFTS恢复期患

者的血液样本,构建人源特异性抗SFTSV抗体Fab
片段的噬菌体展示文库,为后期筛选高特异性、治疗性

中和抗体奠定了可靠的前期基础。

材料与方法

1 材料

1.1 临床样本及质粒 3名SFTS恢复期患者外周

血样本由烟台市某医院提供,构建噬菌体展示抗体文

库所用质粒pComb3XSS、pComb3XTT、pComb3Xλ
均购自淼灵生物。所用样本经滨州医学院伦理委员会

论证通过。

1.2 主要试剂 人淋巴细胞分离液购自索莱宝生物

科技有限公司,SfiI限制性内切酶、T4连接酶购自美

国Thermo
 

Fisher
 

Scientific公司,琼脂糖凝胶回收试

剂盒购自德国QIAGEN公司,逆转录试剂盒购自思科

捷生物科技公司,Fast
 

pfu
 

DNA聚合酶购自北京全式

金生物技术有限公司,XL1-Blue大肠埃希菌购自庄盟

生物。

2 方法

2.1 引物设计及合成 根据噬菌体展示抗体文库实

验室手册设计合成人源抗体重链可变区(VH)、轻链

可变区(VL,包括 Vκ和 Vλ)、重链恒定区、轻链恒定

区以及SOE-PCR引物[10]。其中12对VH的引物,4
对Vκ的引物,9对 Vλ的引物,各1对重链恒定区

CH1、轻链恒定区 Cκ、轻链恒定区 Cλ的引物,4对

SOE-PCR的引物,引物由青岛擎科生物公司合成。

2.2 恢复期患者PBMC分离及总RNA提取 将收

集到的SFTS恢复期患者外周血与 Hank􀆳s液按照体

积1∶1混匀,沿管壁缓缓加入到等体积的淋巴细胞分

离液中,2
 

000
 

r/min离心20
 

min,吸取云雾层PBMC,
使用 Hank􀆳s液 洗 涤 细 胞2次。TRizol法 提 取 总

RNA,按照逆转录试剂盒说明书将提取的RNA逆转

录成cDNA。

2.3 人源抗体可变区及恒定区基因序列的扩增 以

上述cDNA为模板,第一轮PCR扩增人源抗体可变

区基因序列VH、Vκ和Vλ,将所有VH、Vκ和Vλ的

PCR产物分别混匀,2%琼脂糖凝胶回收。CH1、Cκ以

pComb3XTT为模板,Cλ以pComb3Xλ为模板扩增重

链和轻链恒定区,同样2%琼脂糖凝胶回收。PCR反

应条件参照Taq酶反应说明书。

2.4 抗体重链和轻链基因随机拼接 第二轮PCR将

重链可变区VH与恒定区CH1,轻链可变区Vκ与恒

定区Cκ,轻链可变区Vλ与恒定区Cλ分别以质量比1
∶1 混 合 进 行 第 一 轮 重 叠 PCR(splicing

 

overlap
 

extension,SOE-PCR)。第三轮PCR将重链 VHCH
与VκCκ、重链VHCH与VλCλ分别以质量比1∶1混

合进 行 第 二 轮 SOE-PCR。将 第 三 轮 PCR 产 物

VHCH-VκCκ和VHCH-VλCλ混合并进行切胶回收。
使用SfiI分别酶切pComb3XSS噬菌粒载体及纯化的

PCR产物,回收后将二者混合16
 

℃连接过夜。

2.5 构建SFTSV人源抗体Fab噬菌体展示文库 
将纯化后的上述连接产物与XL1-Blue感受态细胞混

匀后电转,立即加入10
 

mL
 

37
 

℃预热的SOC培养基,

37
 

℃振荡培养1
 

h,再加入5
 

mL
 

37
 

℃预热的含Amp
 

和Tet
 

抗生素的SB培养基(3
 

μL
 

100
 

mg/mL
 

Amp,

30
 

μL
 

5
 

mg/mL
 

Tet),37
 

℃培养1
 

h后,再加入4.5
 

μL
 

100
 

mg/mL
 

Amp,37
 

℃振荡培养1
 

h。加入辅助

噬菌体VCSM13混匀后,再加入183
 

mL
 

SB培养基

(92.5
 

μL
 

Amp,370
 

μL
 

Tet),37
 

℃振荡培养2
 

h后加

入Kana抗生素至70
 

μg/mL
 

振荡培养过夜。次日离

心收集上清,加入8
 

g
 

PEG-8000,6
 

g
 

NaCl
 

37
 

℃摇5
 

min,置冰上孵育30
 

min。4
 

℃
 

15
 

000
 

g离心15
 

min
后,弃上清,倒置10

 

min。再使用2
 

mL的1%
 

BSA重

悬沉淀,转入2
 

mL离心管中,4
 

℃全速离心15
 

min,

0.2
 

μm细菌滤器过滤上清。分装后置于-80
 

℃长期

保存。
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结 果

1 PCR扩增人源抗体序列

第一轮PCR以cDNA为模板扩增抗体重链可变

区序列,得到12种VH的PCR产物,PCR产物经2%
琼脂糖凝胶电泳显示相对分子量大小约450

 

bp,与预

期片段大小一致(图1A)。以cDNA为模板扩增抗体

轻链(Vκ、Vλ)可变区序列,分别得到4种Vκ的PCR
产物和9种Vλ的PCR产物,PCR产物经2%琼脂糖

凝胶电泳显示相对分子量大小约450
 

bp,与预期片段

大小一致(图1B)。以pComb3XTT为模板扩增抗体

重链和轻链κ恒定区序列,以pComb3Xλ为模板扩增

抗体轻链λ恒定区序列,PCR产物经2%琼脂糖凝胶

电泳显示相对分子量大小约450
 

bp,与预期片段大小

一致(图1C)。

  A VH基因的PCR扩增产物 M DNA标志物2000 B Vκ、
Vλ基因的PCR扩增产物 M DNA标志物10000 C 抗体恒定区
基因PCR扩增产物 M DNA标志物2000

图
 

1 人源抗体可变区和恒定区基因的鉴定

A PCR
 

amplification
 

product
 

of
 

VH
 

gene M DNA
 

marker
 

2000 B PCR
 

amplification
 

products
 

of
 

Vκ
 

and
 

Vλ
 

genes M DNA
 

marker
 

10000 C PCR
 

amplification
 

products
 

of
 

antibody
 

constant
 

region
 

genes M DNA
 

marker
 

2000
Fig.1 Identification

 

of
 

variable
 

and
 

constant
 

region
 

genes
of

 

human
 

antibody

2 SOE-PCR扩增Fab产物

第二轮PCR分别以重链可变区 VH 与恒定区

CH1 基因、轻链可变区Vκ与恒定区Cκ基因、轻链可

变区Vλ与恒定区Cλ基因为模版,进行第一轮SOE-
PCR,得到重链Fd和完整的κ轻链和λ轻链,相对分

子量大小约750
 

bp,与预期相符(图2)。利用第一轮

SOE-PCR产物 VH-CH、Vκ-Cκ和 Vλ-Cλ为模版,进
行第二轮SOE-PCR,得到相对分子量大小约1

 

500
 

bp
 

Fab产物VHCH-VκCκ和VHCH-VλCλ,与预期片段

大小相符(图3)。

  A 重链Fd基因的PCR产物 M DNA标志物5000 B 轻链
基因的PCR产物 M DNA标志物5000

图
 

2 SOE-PCR产物琼脂糖凝胶电泳分析

A PCR
 

product
 

of
 

heavy
 

chain
 

Fd
 

gene M DNA
 

marker
 

5000
 B PCR

 

products
 

of
 

light
 

chain
 

genes M DNA
 

marker
 

5000
Fig.2 SOE-PCR

 

products
 

by
 

agarose
 

gel
 

electrophoresis

M DNA标志物5000
图

 

3 Fab基因的鉴定

Fig.3 Identification
 

of
 

Fab
 

gene

3 SFTSV人源Fab噬菌体展示抗体文库的构建

上述 分 子 量 为1
 

500
 

bp的 SOE-PCR 产 物 和

pComb3XSS载体分别经SfiI酶切后(图4A),通过T4
连接酶过夜连接,连接产物经纯化后,电转感受态细

胞,计算得出库容量为2.5×109(图4B)。

A SfiI酶切结果 M DNA标志物5000 B 电转化结果
图

 

4 Fab噬菌体抗体展示文库的构建

A Results
 

of
 

SfiI
 

enzyme
 

digestion M DNA
 

marker
 

5000 B
 Results

 

of
 

electrical
 

transformation
Fig.4 Construction

 

of
 

Fab
 

phage
 

antibody
 

library
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4 噬菌体展示Fab抗体文库库容量的鉴定

为了进一步确认抗体文库的质量,从输出平板上

随机挑取12个单克隆,过夜摇菌并提取质粒,经SfiI
酶切鉴定,12个单克隆中9个正确条带,可初步认为

Fab抗体文库的插入率为75%。因此,我们成功构建

了库容量为1.875×109 的噬菌体展示抗体文库。

M DNA标志物5000 1~12 SfiI酶切产物
图

 

5 Fab片段插入率鉴定

M DNA
 

marker
 

5000 1-12 SfiI
 

digestion
 

products
Fig.5 Identification

 

of
 

Fab
 

fragment
 

insertion
 

rate

讨 论

2010-2021年我国大陆地区有27个省份累计报

告SFTS病例1.8万余例,平均病死率为5.1%[11],其
中合并多脏器功能衰竭及中枢神经系统受累的患者病

死率高达44.7%。既往有基础疾病的老年患者,或出

现神经症状、有明显出血倾向、出现低钠血症等症状的

患者易发展为重症患者,且预后较差[12]。目前没有专

门针对SFTS的特异性防治措施,临床上主要采用对

症治疗 和 支 持 治 疗[13-14],因 此 开 发 人 源 抗 体 治 疗

SFTS是一个有前途的手段。前期我们筛选了一批具

有中和活性的SFTS血源,利用其中3个恢复期患者

的血源建立了噬菌体展示抗体文库[15-16]。
噬菌体展示抗体文库技术正逐渐用于制备那些难

以从杂交瘤技术中得到的抗体[17],该技术可极大地缩

短抗体制备周期,使得大规模体外制备抗体成为可能。
高质量的噬菌体展示抗体文库,是制备高特异性抗体

的保证[18],如今,噬菌体展示文库被用作发现和改良

基于肽或者蛋白的药物以及靶向分子的强大工具,特
别是单克隆抗体及其片段(即scFv,Fab或二价 F
(ab􀆳)2)。该技术可以筛选出具有高亲和力、强特异性

和针对各种靶标效应功能的抗体片段(scFv/Fab)[19]。
用于构建文库的大肠埃希菌感受态须含有F'因

子编码形成的菌毛,丝状噬菌体通过这些菌毛感染大

肠埃希菌,我们使用的大肠埃希菌 XL1-Blue基因型

recA1endA1
 

gyrA96
 

thi-1
 

hsdR17
 

supE44
 

(rk-,

mk+),relA1
 

lac[F'proAB
 

lacIqZ△M15:Tn10
(tetr)],该菌株能保证高拷贝质粒复制的稳定性,

recA1和endA1位点的突变有利于增加插入DNA的

稳定性和提取到高纯度的质粒;hsdR17位点突变导

致EcoK核酸内切酶系统缺失,增强了外源DNA的稳

定性,该菌株具有四环素抗性,适用于抗体展示文库的

构建。
噬菌体展示抗体文库的库容量受很多因素影响,

例如电转化条件、感受态的转化效率、连接产物的纯

度、PCR的扩增效率等,库容量达到109 以上更能保

证文库中抗体的多样性,有利于后期筛选到有价值的

单克隆抗体。因此建库所用的感受态的转化效率十分

重要,本研究中使用的感受态经过检测,转化效率最高

能达到1010,满足建库需求。除此之外,合适的电转化

条件也至关重要,经过多次探索,使用2
 

mm电转杯,
电压为2.5

 

kV时,转化效率最高。电转前需要彻底

清洗电转杯,电转时应避免出现水雾,产物分多次电

转,尽量保证所有连接产物充分转入到感受态中。为

了提高产物的连接效率,经过反复摸索发现,采用小体

积连接体系,载体与片段摩尔比为1∶5,16
 

℃过夜连

接效果最好。
本研究利用具有交叉中和活性的SFTS恢复期患

者血 源,构 建 了 库 容 量 为 1.875×109 的 人 源 抗

SFTSV
 

Fab片段的噬菌体展示抗体文库,为后续筛选

出具有临床治疗价值的高特异性单克隆中和抗体奠定

了可靠的前期基础。
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