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噬菌体展示表达(Phage display expression)的主要特点是将特定分子的基因型和表型统 
～ 在同一噬菌体颗粒 内，其基因组中含有表达蛋白基因，在噬菌体表面进行特定的表达。该技 

术为研制工程抗体提供一新的途径，在九十年代逐渐被人们认识并得到极其广泛的应用 ．2J。 

噬菌体表面表达技术适于表达 Fv和 Fab分子 片段，当表达的抗体基因与噬菌体外壳蛋 白基因 

Ⅲ融合时．在噬菌体颗粒表面呈现单价表达，与噬菌体外壳蛋白基因Ⅷ融合时，呈现多价表达。 

本文将克隆的鼠抗汉坦病毒衣壳蛋 白抗体轻 、重链 可变区基因 J，经 PCR扩增后，插 入载体 

pseMH中构建成噬菌体单链抗体表达载体，转化大肠杆菌表达出噬菌体单链抗体，使基因型 

和表型统一在同一噬菌体病毒颗粒内。井通过 ELISA测定 了抗体与 HV的结合活性，为进 一 

步构建用于快速诊断 Hv的双特异基因工程抗体打下基础。 

1 材料与方法 

1．1 质粒、菌株 、抗原及主要试剂 

噬菌体抗体表达载体 pscMH为 phagemid．由海军总 医院中心实验 科在 pComb3His基 础上改建。大肠杆 

菌菌株 XL-Blue精自美国Sttamgene公司 HV毒株系预防医学科学院抗长寿研究员惠赠．HRP一羊抗 M13噬 

菌体抗体购白瑞典 Pharmacia公司，HRP-anti-HVMcAh系本室标记并保存，各种工具酶、细菌培养试剂均购自 

Promega公司，PCR试荆盒购自上海生工生物工程公司。 

1．2 寡按苷酸引袖 

为将鼠源抗 HV抗体轻、重链可变区基因插入表达载体p*cMH．设计合成了寡核苷酸引物．扩增重链可变 

区(VH)基因的引物 为：VH51CAGCTGCTCGAGGGCGCAGGTCCAGCTGCAG．下划 线处为 Xho【酶切部 位 

VH31GGC坠 ￡! rTGCAGAGAGACAGTGACCAGGGTC~ GGCCCCAGTA，下划线处 为 s I酶切部 

位。扩增轻链可变 区(Vk)基因 的引物 为：VKS1为 CGGCCG
—

AG
—
CTCATGATTGAGCTCACCCAGTC-下划线 

处为 Sac I酶切部位；VK31为CGCAGCCTCTAGACCGTTTGATTTCCAG，下划线处为 Xba I酶切位置。 
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1．3 PeR反应 

分别以载有抗 Hv抗体重链及轻链可变区基 因的质粒 为模板-3】．分别加入重链 引物 VHS 1 4 L、VH31 4 

和轻链 引物 VKSI 4 、VIOl 4 ．．10×buffer10 L’10mM dNTP1，25 1．。25mM M~tCl22 L’用双燕水 

补充体积至 100 L．各 自进行 PCR扩增。反应参数如下：94℃变性 2min；94℃ 30 s．50℃ 30 s．70℃ 1rain． 

共循坏 30次 。最后一次循环后。72℃延仲 10rain。 

1．4 tit一体 se．Fv表达麓体的掏t 

将 PER扩增的 Vk基因经 SacI+x I双酶切后 克隆到载体 pscMH中的相应酶切位点，扩增 后提取质 

粒．酶切鉴定后获得躬性重组质粒 DNA。再将 PeR扩增的 VII基因以 xb I+s加 I双酶切． i相 同内切酶 

消化的轻链重组质粒连接 ．电穿孔转化 XL-Blue。提取质粒 后酶切鉴定。 

1．5 DNA序爿舅定 

采用 sanger双脱氧链终止法在 AB[377全 自动序列分析投进行序列测定。 

1．6 t■俸 seFv的■鲁 

挑取古有 scFv基 因的重组 XL,-BIue菌落．接种于古氨 苄青霉紊的 sB培养液 2mL中．37℃培养至 A 约 

为0．2--0．4时．加入 3o 辅助病毒 VCSM13。37℃培养过夜。离心收集上请 

1．7 t■件 seFv的 ELISA捡舅 

参照文献【‘J进行。以 1旭，mLHv抗原包被 EL[SA饭．4℃过夜．3％BSA封闭 1 h．将毫菌体 scFv培养上 

清与等体积的 1％BSA混合。室置静置 15rain后加样．孵育洗涤．加入 HRP-羊抗 MI3抗体进行结合反应．以 

OPD显色。在酶标但上读取 值。试验以辅助病毒为阴性对照。 

1．8 竟争抑■ ELISA 

HV抗原(1 p&／mL)溶于 O．05mol／[．碳酸盐缓冲谶(pH9．6)中．100 孔包被酶标板．4℃过夜。PBs洗 

嚎．加蒋 1，‘BSA．37℃孵育 l h．0．05％ Twee~-PBS洗 嚎三 次．加入毫菌体 scFv：HRP-anti．HV McAb混 台物 

(1：1)100 L／孔．37℃孵育 1 h．使两者竞争与 HV结合．洗嚎．以OPD显色． 定暇光度。以加入辅助毫菌体 

VCSM13上清：HRP-aatl-HV MeAb混合物(1：1)为阴性对照。抑嗣率计算公式：抻嗣率％=(驯性对照 A值 

一 待 洋奉 A值)／阴性对照A值x100％ 

2 结果与讨论 

2．1 嚆一体 sclrv表选藏体的构建 

将 P(IR扩增的 Vk和 Ⅷ 基因，先后通过相应酶切位点组装到表达载体 pscMH中(图 

1)，经电穿孔转化 X~-B[ue细菌后，随机挑取单个克隆．进行内切爵 图谱分析，证实获得了阳性 

重组克隆。噬菌体抗体(phage antibody)技术是近年来发展起来的重要工程抗体技术．王琰 

等 5 将表达 F曲 的载体改造成表达 seFv的载体，井已成功地表达多种抗体 ”】。表达的 seFv 

Sac【 I ‰ I I № I 

囤 I 嚆苗体 h 表达载体 pseHV的构建 

Fig．I Tile c。n州 c【ion。f p‘Ⅲ 5cF 埘‘ ’ v lⅡ 
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Vk 

GAGCTCATGAn  AGCTCACCCAGTCTCCATCCTCCTTA 

GluLeuMetIleGluLeuThrG]nSe 

A 

Thr~ sArgA1aSerG1nG1uI 1 eSerG1 ITy 

AAACGCCTGATCT̂ CGCCGCATCĉ  Ĝ 

AlaSerLeuGlyGluArgValSerLeu 

OĈ Ĝ TGG从 Cr̂ 丁r 

rTrpLeu61nHisLysProAsp6lyThrI1e 

LyaArgLeuIleTyrAlaZla
—

S
—

e 

T̂ G6TCT 

lyValProLysArgPheSerG1，serArsSer 

G1 ySerAspTyrSerLeuThrI 1eSerSerLeuG1uSerGluAspPheAlaAspTyrTrrCys~LeuG1n 
TATC~TAGTTATCCGTGGACGT1’0G6 6|l6Gĉ OC从 G咖 从 T̂Ĉ ^̂ a粥GCTĜ T(}CTGO眦  

TTrA1aSerTyr
— — —

P
— — —

r
— —

o
—

TrpThrPheG1yGIl~lyThrLysLeuGluIleLysArgAlaAspAlaAlaAla 

GCTGGATCC 

AlaGlySer 

vII 

GTC Ĝ6̂ 0CT 

G1nValG1nLeuG1aG1uSerG1yProSerLeuValArgProG1yAlaSerAlaLysLeuSerCysLys 

6cT1、口屯GcT 

AlaSerGlvT Trpl~tHisTrpAlaLysGlnArgProG1 lnGlyLeuGlu 

TGGATTGGAGAGATTCATCCTAATAGTGGTAATACTAACTACAA 

TrpI leG1，6lu 1aThr 

cTĜ a T̂ 6̂  嗍 c( GĈ Ĉ GOcT̂cGTGĜ 佻 6̂ĉ GOCTĜ Ĉ 1、cT6̂ 6Ĝ cTa-GcG 

LeuThrValAspThrSerSerSerThrAlaTyrValAspLeuSerSerLeuThrSerGluAspSerAla 

GTct̂ TTl̂c1僦 从 Ĝ TcGGGG从 cT̂ o。GT̂ GT̂ 60G1 cTc1粥 TTT6a â  ；0GcĈ _lIG0G 

ValTyrTyrCysA1aArgSerGlyAsnTyrG17SerSerValLeuTrpPheAlaTyrTrpG1FGIn{；1y 

ThrLeuValThrValSerLeuGln 

囤 2 抗 HV．F|株 scFv的 DNA序列和氯基酸序刊 

F ．2 DNA and an~no acid sequences of[he anti-埘 琅 SV F3 smdn scFv 

Amino acids e ·口-rn by t●雌 letters code．CDRs W indicated b，unde~ ne 

系由接~(GGGS)，_目 将 Vk和 VH连接到一起，该接头具有一定的长度、柔软性和亲水性，使 

表达出的 scFv与其亲本 Fab具有相同的抗体结合活性 

2．2 DNA序列分析 

选取 4个克隆，测定其 Vk和 VH的 DNA序列，证实 Vk基因含有 354个碱基，编码 118 

个氨基馥 ；VII有 369个碱基，编码 123个氨基酸(图 2)。 

2．3 噬曹俸 seFv的话性检测 

以噬菌体 scFv表达载体 pscHv转化 XL-Blue菌株．制备噬菌体 scFv，用 ELISA检测。证 

明噬菌体 seFv具有 HV结合的活性(表 1)。说明seFv已成功地在噬菌体颗粒表面表达，且具 
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有克隆抗体基因表达产物的特异性，可作为进一步构造诊断 HV用双特 异抗体的基础。亲本 

F3株单抗 McAb在 1：200以上稀释度时与特异抗原反应，值为 1 0。对 比表明噬菌体 scFv与 

HV虽有较高的结合活性，但与亲本单抗相 比仍有 一定的差异。此外，我们在研 究中还发现， 

原核细胞对鼠源抗体基因表达水平较低。 

衰 l ELIOt检测t菌俸 scFv结合 Hv活性结果 

Table 1 Det~tion of hinding  of Dhage F 

to HFRSV by El ISA 

Ab o~uol：Hdper phage；̂ g 【 ：}m used ~ ting Ag 

衰 2 竞争性 ELISA测定吐菌俸 seFv冶性 

Table 2 phage Fv activity determined hy c~ tpetitlon El-ISA 

[1瑚 t_ng —
The percentage of inhibiti

—

on of the L~mpetitor(％ ) 

lISA 

HV 0 5 42 

2，4 竞争 ELISA测定的噬菌体 scFv活性 

竞争 ELISA结果见表 2．进一步证明噬菌体 scFv具有结合抗原活性。 目前 ，王琰等 已从 

噬菌体抗体库中克隆到抗人 RBC单链抗体基因，其表达出的 scFv抗体与 ABO血型抗原无反 

应，可与所有人 RBC结合。我们将该 基因与抗 HV-scFv基 因串联构 建了双特异抗体 (Dta- 

b0dy)表达系统 ，其产物可通过血凝反应，快速检测 HV抗原。 
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Study on the Phage Display Expressing Anti-Hantavirus 

Capsid Protein scFv 

LI Guang．fu ，TANG Jia-qi ，CHEN Yu-ping2．WANG Yah2，CAO Min 

LI Xian．fu ．PAN  Xiu．zheng 

(Institute ofMilitaryMedicine．NanfingMilitaryCommand．蹦 。Nanjing 210002，CAina) 

( General Hospita1．BeOing 100037．China) 

Ah#tractj The expression vector of anti．Hantavirns(HV)capsid protein scFv was constructed by 

DNA recombination and PCR technique．and  expressed in E．co／i．The expressed scFv was fused 

with the p}mge Gene 111 protein．and located on the surface of phage．The sequencing of seFv 

demonstrated that the sequence of scFv is consistent with that of doned antibody variable region 

from F3 strain hybridom against HV capsid protein．The expressed scFv was proved to be able to 

bind  Hv antigen by ELISA． 

Key word：scFvI Hantavirns ；Phag e display expression 
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