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摘要　以CRP为免疫原免疫双峰驼后分离外周血淋巴细胞,提取总 RNA 后经逆转录制备cDNA,通过巢

式PCR实验获得目的基因片段并克隆至噬菌体 T７载体臂上,构建原始噬菌体库.随后进行４轮生物淘选,通
过PhageＧELISA鉴定淘选后的噬菌体库,BamHⅠ、HindⅢ 双酶切构建了pETＧ２８a与阳性克隆的重组质粒,转
化入BL２１菌株中进行低温诱导表达.经过 HisＧ镍离子亲和层析柱纯化获得单域抗体,然后再用间接ELISA鉴

定单域抗体与CRP的反应性.研究结果显示,试验成功构建了库容为１．０８×１０８cfu的抗CRP单域抗体噬菌体

库,基因插入率为９６．４３％(２７/２８).生物淘选获得了４株与 CRP特异性结合的阳性克隆,４株阳性克隆表达载

体构建成功,并在BL２１细胞中成功表达单域抗体,分子质量约为２２ku.经 ELISA 鉴定,４个抗体均显示出高

亲和力与特异性,其中 V２与 V３的抗体效价高达１∶３２００,证明该抗体能够适用于实际检测方法开发.
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　　在人体中,有许多急性期反应蛋白,反映血浆中

炎症水平(急性期反应)的升高或降低.其中,C反

应蛋白(CＧreactiveprotein,CRP)作为人体中最重

要、最敏感、最系统的炎症标志物,在血浆中的水平

随着大量异物入侵、感染、组织损伤、肾脏和心血管

疾病的发生而迅速升高[１].CRP源于正五聚蛋白

家族,由肝脏合成[２Ｇ３].CRP血浆中的平均水平为

０．１~１０μg/mL,但在细胞损伤或发生炎症反应时

会增加至１００倍以上[４].CRP的临床诊断越来越

受到重视,并且已经实际运用于多种疾病的诊断、治
疗以及预后判断当中[５],因此,针对 CRP的诊断方

法也在不断革新,目前绝大多数诊断方法依然依靠

特异性抗体作为诊断工具,传统的鼠源单克隆抗体

存在生产成本相对较高、耗时时间长以及大分子在

进入体内的稳定性不佳等缺点,限制了它的应用.
目前发现骆驼体内存在的单域抗体能够在生物学诊

断中发挥良好的作用,并衍生为基因工程抗体的热

点研究方向.

１９世纪初重链抗体首次于骆驼血清中发现,该

抗体仅存于鲨鱼、骆驼等生物中,天然缺少 CH１区

域(重链第 １ 恒定区)[６Ｇ７],通过聚合酶链式反应

(PCR)技术克隆重链可变区,所得的抗体称为单域

抗体,又称 VHH 抗体(variabledomainofheavy
chainantibody,VHH).VHH 与常规抗体相比具

有众多优势,包括 VHH 能够更轻松地结合特定的

抗原表位,识别隐藏的抗原;VHH 拥有较强的耐温

性和酸碱耐受性;VHH 结构中的氨基酸由疏水性

转变为亲水性,使 VHH 更容易实现可溶性表达;

VHH 体积小并具有较强的穿透性,能够跨越机体

的屏障系统并发挥作用[８Ｇ９].因此,VHH 广泛应用

于食品检测、药物开发以及药学基础研究中.本研

究以CRP为免疫原、噬菌体展示技术为基础,构建

抗CRP驼源噬菌体 VHH 展示库,以 CRP为抗原

筛选特异性 VHH,以期获得抗 CRP特异性驼源抗

体,运用于实际检测工作.
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1　材料与方法

1.1　主要试剂与仪器

１)主要试剂:CRP(Meridian公司),１岁龄双峰

驼饲养于新疆石河子农垦科学院,弗氏完全佐剂

(Sigma公司),弗氏不完全佐剂(Sigma公司),抗骆

驼二抗(H&L,赛默飞公司),骆驼外周血淋巴细胞

分离试剂盒(索莱宝公司),RNA 提取试剂盒、DNA
marker(天根生化科技公司),cDNA 反转录试剂盒

(康为试剂公司),PCR酶(TaKaRa公司),胶回收试

剂盒(Omega公司),限制性内切酶(NEB公司),T４
连接酶(TaKaRa公司),T７噬菌体库构建试剂盒

(Novagen公司),T７标签二抗(Novagen公司),His
标签二抗(康为试剂公司),质粒提取试剂盒(Omega
公司),BL２１(DE３)感受态细胞(擎科生物公司),

His镍柱(GE公司).

２)仪器:水平离心机、PCR 仪、生物安全柜、培
养箱、核酸电泳仪、蛋白电泳仪、超声破碎仪、微量分

光光度计、高速冷冻离心机、掌上离心机、酶标仪、凝
胶成像分析系统、核酸定量仪.

1.2　方　法

１)骆驼的免疫及效价检测.将 CRP蛋白以皮

下注射的方式免疫双峰驼,共免疫５次.１mgCRP
蛋白与弗氏完全佐剂充分混匀,进行首次免疫,随后

的４次加强免疫使用７５０μgCRP蛋白与弗氏不完

全佐剂的完全混匀物,每次间隔１５d,同时收集血清

以检测抗体效价.

２)纳米抗体目的片段的获取.在第５次免疫

７d后采集骆驼抗凝血,通过淋巴细胞分离试剂盒获

取骆驼外周血淋巴细胞,RNA提取试剂盒提取淋巴

细胞总RNA,并使用反转录试剂盒对所得 RNA 进

行反转录,获得cDNA,通过巢式 PCR 获取 VHH
目的片段.第１轮扩增以反转录所得cDNA 作为

模板,正向引物 NestedＧ１Ｇup,反向引物 NestedＧ１Ｇ
down(NestedＧ１Ｇup:GTCCTGGCTGCTCTTCTAＧ
CAAGG,NestedＧ１Ｇdown:GGTACGTGC TGTTＧ
GAACTGTTCC),反 应 程 序 为:９５ ℃ 预 变 性 １０
min;９５℃变性３０s,５８℃退火３０s,７２℃延伸４５s,

３５个循环;７２℃延伸１０min.用１％琼脂糖凝胶对

PCR产物进行电泳鉴定,预期出现大小约为９００bp
与６００bp的条带,对６００bp的条带进行切胶回收.

第２轮以６００bp的条带为模板进行PCR扩增,正
向 引 物 NestedＧ２Ｇup,反 向 引 物 NestedＧ２Ｇdown
(NestedＧ２Ｇup:CGAATTCGGGTGGTCAGGTGＧ
CAGCTGGTGGAGTCTGGAGGAGG,NestedＧ２Ｇ
down: CCCAAGCTTTTATGAGGAGACGGTＧ
GACCTGGGTCC),反应程序为:９５℃预变性 １０
min;９５℃变性３０s,６８℃退火３０s,７２℃延伸４５s,

３０个循环;７２℃延伸１０min,１％琼脂糖凝胶获取

大小约４００bp的条带,切胶回收,于－２０℃保存.

３)T７ 噬菌体文库的构建.使用 EcoRⅠ 与

HindⅢ 酶切巢式PCR获得的 VHH 目的片段,采
用微量分光光度计进行浓度测定,调整插入序列与

载体质量比,加入 T７Select１０Ｇ３b载体、VHH 片段

和 T４连接酶,１６℃连接１０h.随后将５μL重组

DNA加到２５μLT７噬菌体包装物中,２２℃温育２h
进行体外包装,加入２７０μL的LB液体培养基终止

反应,获得原始文库.取少量原始文库用１０倍比稀

释法进行噬菌体文库容量的测定,剩余文库立即加

入培养好的 BLT５４０３ 宿主菌中进行扩增.添加

２０％无菌甘油至噬菌体扩增文库中,充分混匀后

－８０℃保存.

４)特异性 VHH 的生物淘选.CRP抗原以每

轮递减的方式包被,将抗原包被于酶标板中,４℃ 过

夜,PBST 缓冲液(PBS＋TweenＧ２０)洗板３次,以

５％的脱脂牛奶每孔２００μL 进行３７℃封闭２h,

PBST洗板４次,将 T７噬菌体以每轮递减的方式投

入酶标板中３７℃孵育结合１h,PBST 洗板８次,

１％ SDS每孔１００μL加入酶标板,室温孵育结合

１５min,获取洗脱产物,进行文库的扩增,于－２０℃
保存.

５)PhageＧELISA 鉴定阳性克隆.从第４轮淘

选的洗脱产物的滴定平板中挑取９６个噬菌斑,分别

加入到１mL的 BLT５４０３宿主菌中进行扩增.将

CRP以３μg每孔包被于酶标板中,４℃过夜,PBST
洗板３次,以５％ 脱脂牛奶每孔２００μL进行３７℃
封闭２h,PBST洗板４次,加入１００μL噬菌体扩增

液,３７℃孵育１h,PBST洗板４次,加入抗 T７二抗

(１∶５０００)３７℃孵育１h,PBST 洗板４次,加入

TMB显色１０min,加入 H２SO４(２mol/L)终止反

应,酶标仪记录吸光度值.选取２０个吸光度值较高

的阳性克隆菌液,重复上述过程,挑选１２个阳性克

４９
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隆,送至擎科生物公司进行序列分析.

６)VHH的表达与纯化.以噬菌体扩增液为模

板、ExpＧup与 ExpＧdown(ExpＧup:CGGGATCCCAGＧ
GTGCAGCTGGTGGAGTCTGGRGGAGG, ExpＧ
down: CCCAAGCTTTTATGAGGAGACGGTGACＧ
CTGGGT)为引物进行PCR实验,反应程序为:９５℃
预变性２min;９５℃变性１０s,６９℃退火１０s,７２℃延

伸３０s,３０个循环;７２℃延伸２min,对约３９０bp的片

段进行切胶回收.用BamHⅠ与 HindⅢ 分别酶切

片段与载体pETＧ２８a,构建重组表达载体,转入BL２１
感受态细胞中,进行诱导表达,表达条件为:２２℃,

１２h,诱导剂IPTG终浓度０．８mmol/L.使用超声破

碎仪破碎菌体,收取上清进行 HisＧ镍离子亲和层析柱

纯化,１２％SDSＧPAGE胶验证洗脱蛋白,并于－２０℃
保存.

７)VHH活性鉴定.采用间接ELISA鉴定,方法

同本文材料与方法“１．２方法５)”.

2　结果与分析

2.1　VHH 目的片段 PCR 扩增结果

经过 ５ 次 免 疫 之 后,骆 驼 抗 血 清 效 价 达 到

１∶６４００００,巢式PCR 两步法成功获取目的片段.
第１步获得约９００bp和６００bp的条带(图１A),第

２步获得约４００bp的条带(图１B).

　A:巢式PCR第一轮核酸电泳图 ThefirstroundofDNAelectrophoresisofnestedPCR;B:巢式 PCR 第二轮核酸电泳图 Thesecond

roundofDNAelectrophoresisofnestedPCR．

图１　巢式PCR结果

Fig．１　NestedPCRresults

2.2　噬菌体文库的构建与鉴定

原始文库库容大小为１．０８×１０８cfu,经过扩增

后库容达到３．４×１０１２cfu.菌斑PCR结果显示,随
机挑取的２８个单菌斑中只有１个菌落未扩增出约

４００bp的片段(图２),文库的插入率为９６．４３％.随

机挑选其中的１２个阳性克隆送至擎科生物公司测

序,结果显示１２个阳性克隆均测序成功,通过NCBI
中 Blast比对,噬菌体文库序列均为 VHH 序列.
经过DNAMAN序列比对分析,显示所建噬菌体文

库具有良好的多样性(图３).
2.3　噬菌体库阳性克隆淘选结果

使用CRP蛋白作为抗原筛选,经过４轮淘选,

洗脱库容达到４．５×１０８cfu,为原始文库库容的数倍

(表１).从淘选的洗脱量以及回收率可以看出,特
异性噬菌体得到有效富集.

表１　４轮筛选后噬菌体的富集度变化

Table１　Phageenrichmentchangesafter

fourroundsofscreening

轮次

Rounds

抗原包被量/μg
Antigencoating

amount

投入量/
cfu

Inputs

洗脱量/
cfu

Outputs

回收率

Recovery
rate

１ ２０ １×１０１２ ４．４５×１０９ ４．４５×１０－３

２ １５ ８×１０１１ １．００×１０８ １．２５×１０－４

３ １０ ４×１０１１ ７．５０×１０７ １．８８×１０－４

４ ５ １×１０１１ ４．５０×１０８ ４．５０×１０－３

图２　原始文库滴定

Fig．２　Rawlibrarytitration

５９
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图３　１２个单克隆噬菌斑序列分析

Fig．３　Sequenceanalysisof１２monoclonalplaques

2.4　PhageＧELISA 鉴定结果

通过PhageＧELISA对挑取的９６个单克隆噬菌

斑进行鉴定,酶标仪测 OD４５０值,结果显示,OD４５０值

大于１．０的单克隆有３８个(图４,使用 GraphPad

Prism 作图),说明经过４轮淘选,噬菌斑与抗原的

结合性良好.

图４　PhageＧELISA检测４轮淘选后的单克隆噬菌斑

Fig．４　PhageＧELISAdetectionofmonoclonalplaquesafterfourroundsofpanning

2.5　VHH 的表达与纯化

SDSＧPAGE结果显示,在低温诱导后,VHH 蛋

白可溶性表达,超声后上清中可看到大量 VHH 蛋

白(图５A).通过 HisＧ镍柱纯化后的蛋白得到１条

纯度很高的约２２ku的条带(图５B),说明 VHH 纯

化结果良好.
2.6　VHH 活性鉴定

选取４株阳性克隆进行表达,编号为 V１ＧV４.
通过间接ELISA 判断结合活性.结果显示４株抗

体与CRP蛋白都有结合,其中 V２和 V３有更好的

结合活性,效价达到了１∶３２００(图６).

3　讨　论

目前,抗体的小型化改造是一个热门的研究方

向,因此诞生了Fv单域抗体和Fab抗体及scFv单

链抗体等一系列小分子的基因工程抗体.但这些抗

体普遍存在一些缺点如抗体水溶性差、易发生包涵

体表达以及制备过程繁琐等[１０].近年来,驼源单域

抗体受到越来越多的关注,引起了全世界众多研究

人员的兴趣并开始超越医学、农业甚至工业的许多

领域[１１].VHH 已经被证明是生物技术许多应用中

高效和高价值的分子工具,其稳定的结构以及显著

６９
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　A:M:Marker;１,３:超声后上清Supernatantaftersonication;２,４:超声后沉淀 Precipitationaftersonication;B:M:Marker;１Ｇ５:洗脱液 Eluent．

图５　VHH原核表达(A)及纯化(B)

Fig．５　VHHprokaryoticexpression(A)andpurification(B)

　V１ＧV４:表达的 VHH 抗体 ExpressedVHHantibody;NC:阴性

对照 Negativecontrol．

图６　VHH间接ELISA实验

Fig．６　VHHindirectELISAexperiment

的特异性使得它们完全能够替代常规抗体[１２].本

研究依托 VHH 的优势,免疫骆驼并建立 VHH 噬

菌体库,对评价文库最重要的指标库容量和阳性插

入率进行测定,库容量为１．０８×１０８,阳性插入率

达到９６．４３％,研究结果显示,VHH 与其他工程

抗体相比,从库容量相对较小的噬菌体展示文库

中获得亲和力较高的 VHH 更为简便(scFv一般

为１０１０~１０１２cfu,VHH 只需１０６~１０９cfu)[１３],
因此,本研究建立的 VHH 噬菌体库完全满足后

续实验需求.
本研究经原核表达获得 VHH 抗体,大小约２２

ku,与理论中 VHH 描述的分子质量稍有偏差,但
是研究经过多次验证均为相同结果,对基因序列进

行测序分析后,得出原因是实验室所用载体标签大

小影响了总分子质量的大小,也与前人文章所得结

果分子质量大小接近[１４],证明本试验成 功 表 达

VHH 抗体.

多年来,CRP已经成为用来检测全身炎症状况

的通用的炎症标记物.随着时间的推移,CRP检测

已经出现了多种多样的技术革新,例如电化学生物

传感器、纳米材料检测器等,这些检测方法都需要提

供高质量的抗体作为研究工具.前人的研究已经获

得了CRP的鼠源、兔源多克隆抗体,单克隆抗体以

及杂交瘤抗体,本研究成功构建了抗CRP噬菌体抗

体库,筛选出抗 CRP的噬菌体,通过原核系统成功

表达,获得４株与CRP特异性结合的 VHH.希望

在后续实验中验证抗 CRPVHH 在实际检测中的

可行性,并充分发挥 VHH 在检测方面的优势,为开

发检测方法提供更可靠的抗体来源.
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Constructionandidentificationofphagelibraryofsingle
domainantibodyagainstCＧreactiveprotein
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３．CollegeofVeterinaryMedicine,UniversityofGuelph,Guelph,Canada,N１G２W１

Abstract　AfterimmunizingBactriancamelwithCRPasimmunogen,theperipheralbloodlymphoＧ
cyteswereisolated,thetotalRNAwasextracted,andthenthecDNAwasobtainedbyreversetranscripＧ
tion．ThetargetgenefragmentwasobtainedbynestedPCRandclonedonthearmofT７vectorofphage
toconstructtheoriginalphagelibrary．Afterfourroundsofbiologicalpanning,thephagelibraryafter
panningwasidentifiedbyPhageＧELISA．TherecombinantplasmidsofpETＧ２８aandpositivecloneswere
constructedbyBamHⅠandHindⅢdoubleenzymedigestionandtransformedintoBL２１strainforlowＧ
temperatureinductionexpression．ThesingledomainantibodywaspurifiedbyHisＧNiaffinitychromaＧ
tography,andthenthereactivitybetweenthesingledomainantibodyandCRPwasidentifiedbyindirect
ELISA．Theresultsshowedthatthephagelibrarywithacapacityof１．０８×１０８cfuwassuccessfullyconＧ
structed,andthegeneinsertionratewas９６．４３％ (２７/２８)．FourpositiveclonesweresuccessfullyconＧ
structedandexpressedinBL２１cells．Themolecularweightwasabout２２ku．ByELISA,thefourantiＧ
bodiesshowedhighaffinityandspecificity．ThetiterofV２andV３was１∶３２００,whichprovedthatthe
antibodycouldbeappliedtothedevelopmentofpracticaldetectionmethods．

Keywords　CＧreactiveprotein(CRP);singledomainantibody;phagedisplaytechnology;prokaryＧ
oticexpression;biopanning
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