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［摘　 要］ 　 为构建猪圆环病毒 ２ 型（ＰＣＶ２）特异性纳米抗体文库，并对其库容和多样性进行鉴定分

析，使用 ＰＣＶ２ 全病毒灭活疫苗免疫羊驼，经四次免疫后采血分离外周血淋巴细胞，提取总 ＲＮＡ，通

过 ＲＴ － ＰＣＲ 反转录合成 ｃＤＮＡ；根据羊驼重链抗体基因序列设计特异性引物，通过巢式 ＰＣＲ 扩增羊

驼单域重链抗体（ｖａｒｉａｂｌｅ ｄｏｍａｉｎ ｏｆ ｈｅａｖｙ ｃｈａｉｎ ｏｆ ｈｅａｖｙ － ｃｈａｉｎ ａｎｔｉｂｏｄｙ，ＶＨＨ）基因片段 ｖｈｈ，并将其

克隆到噬菌粒载体 ｐＣＡＮＴＡＢ ５Ｅ 中，构建 ｐＣＡＮＴＡＢ － ｖｈｈ 重组质粒；通过电穿孔法将重组质粒导入

Ｅ． ｃｏｌｉ ＴＧ１ 获得抗 ＰＣＶ２ 特异性纳米抗体基因文库。 文库菌梯度稀释后计数单克隆菌落数，并通过

菌液 ＰＣＲ 鉴定重组菌阳性率，计算抗体文库库容量；对 ＰＣＲ 鉴定为阳性的重组质粒进行测序，分析

抗体文库多样性。 结果显示，构建的 ＰＣＶ２ 特异性纳米抗体文库重组菌阳性率为 ９２． ０％ ，库容量为

２． ７５ × １０１０ＣＦＵ ／ ｍＬ；测序后序列比对分析结果表明，纳米抗体文库包含的基因序列具有丰富的多样

性。 本研究成功构建了 ＰＣＶ２ 特异性纳米抗体文库，且文库质量满足后续试验要求，为进一步获得

针对 ＰＣＶ２ 抗原的纳米抗体奠定了基础。
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ｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎ， ａｎｄ ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｂｌｏｏｄ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ ｗａｓ ｓｅｐａｒａｔｅｄ， ｆｏｌｌｏｗｅｄ ｂｙ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｏｔａｌ ＲＮＡ， ａｎｄ ｔｈｅｎ

ｃＤＮＡ ｗａｓ ｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅｄ ｂｙ ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ － ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ （ＲＴ － ＰＣＲ） ｍｅｔｈｏｄ． Ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｒｉｍｅｒｓ

ｗｅｒｅ ｄｅｓｉｇｎｅｄ ａｃｃｏｒｄｉｎｇ ｔｏ ｌｉｔｅｒａｔｕｒｅ ｄａｔａ ａｎｄ ｈｅａｖｙ ｃｈａｉｎ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ａｌｐａｃａ ｐｕｂｌｉｓｈｅｄ

ｉｎ ＧｅｎＢａｎｋ ａｎｄ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ａｍｐｌｉｆｙ ｖａｒｉａｂｌｅ ｄｏｍａｉｎ ｏｆ ｈｅａｖｙ ｃｈａｉｎ ｏｆ ｈｅａｖｙ － ｃｈａｉｎ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｇｅｎｅ ｓｅｇｍｅｎｔ

（ｖｈｈ） ｂｙ ｎｅｓｔｅｄ ＰＣＲ． Ａｎｄ ｔｈｅｎ ｔｈｅ ｖｈｈ ｓｅｇｍｅｎｔ ｗａｓ ｃｌｏｎｅｄ ｉｎｔｏ ｐｈａｇｅｍｉｄ ｖｅｃｔｏｒ ｐＣＡＮＴＡＢ ５Ｅ ｔｏ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔ

ｐＣＡＮＴＡＢ － ｖｈｈ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ， ｗｈｉｃｈ ｗａｓ ｔｈｅｎ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄ ｉｎｔｏ Ｅ． ｃｏｌｉ ＴＧ１ ｂｙ ｅｌｅｃｔｒｏｐｏｒａｔｉｏｎ． Ｆｏｒ

ｃａｌｃｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｃａｐａｃｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｎａｎｏｂｏｄｙ ｌｉｂｒａｒｙ ａｇａｉｎｓｔ ＰＣＶ２， ｌｉｂｒａｒｙ ｂａｃｔｅｒｉａ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ｃｏｌｏｎｙ ｎｕｍｂｅｒ ｗａｓ

ｃｏｕｎｔｅｄ ａｆｔｅｒ ｇｒａｄｉｅｎｔ ｄｉｌｕｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒａｔｅ ｏｆ ｌｉｂｒａｒｙ ｂａｃｔｅｒｉａ ｗａｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｂｙ ＰＣＲ ｍｅｔｈｏｄ． Ｐｏｓｉｔｉｖｅ

ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ ｗａｓ ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ａｎｄ ｗａｓ ｓｅｑｕｅｎｃｅｄ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒａｔｅ ｏｆ ａｎｔｉｂｏｄｙ

ｌｉｂｒａｒｙ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｂａｃｔｅｒｉａ ｗａｓ ９２． ０％ ａｎｄ ｔｈｅ ｎａｎｏｂｏｄｙ ｌｉｂｒａｒｙ ｃａｐａｃｉｔｙ ｗａｓ ２． ７５ × １０１０ＣＦＵ ／ ｍＬ． Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｎａｎｏｂｏｄｙ ｌｉｂｒａｒｙ ｃｏｎｔａｉｎｅｄ ａｂｕｎｄａｎｔ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ．

Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ａ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｎａｎｏｂｏｄｙ ｌｉｂｒａｒｙ ａｇａｉｎｓｔ ＰＣＶ２ ａｎｄ ｔｈｅ ｑｕａｌｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｌｉｂｒａｒｙ ｍｅｔ ｔｈｅ

ｒｅｑｕｉｒｅｍｅｎｔ ｏｆ ｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔ ｒｅｓｅａｒｃｈ， ｗｈｉｃｈ ｍａｄｅ ｉｔ ｐｏｓｓｉｂｌｅ ｆｏｒ ｆｕｒｔｈｅｒ ｏｂｔａｉｎｉｎｇ ｈｉｇｈ ａｆｆｉｎｉｔｙ ｎａｎｏｂｏｄｙ

ａｇａｉｎｓｔ ＰＣＶ２．

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ＰＣＶ２； Ａｌｐａｃａ； ｎａｎｏｂｏｄｙ ｌｉｂｒａｒｙ； ｃａｐａｃｉｔｙ ｏｆ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｌｉｂｒａｒｙ； ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ

　 　 猪圆环病毒 ２ 型 （ Ｐｏｒｃｉｎｅ ｃｉｒｃｏｖｉｒｕｓ ｔｙｐｅ ２，

ＰＣＶ２）属于圆环病毒科圆环病毒属，病毒粒子呈二

十面体对称结构，无囊膜，其基因组为单股环状负

链 ＤＮＡ［１］。 ＰＣＶ２ 是引起猪皮炎肾病综合征、断奶

仔猪多系统衰竭综合征和母猪繁殖障碍等相关综

合征的致病原［２ － ３］。 ＰＣＶ２ 和由它引发的疾病每年

给养猪业造成巨大经济损失，严重阻碍了我国养猪

产业的发展［４ － ５］。 因此，研制抗 ＰＣＶ２ 的特异性抗体

对于探索 ＰＣＶ２ 的快速诊断及治疗具有重要意义。

１９９３ 年，比利时学者 Ｈａｍｅｒｓ － Ｃａｓｔｅｒｍａｎ 等报

道骆驼中存在天然缺失轻链的重链抗体［６］，随后发

现在羊驼和一些软骨鱼等动物体内也存在类似的

抗体［７ － ８］。 克隆重链抗体的可变区可得到只由一

个重链可变区构成的单域抗体（ｖａｒｉａｂｌｅ ｄｏｍａｉｎ ｏｆ

ｈｅａｖｙ ｃｈａｉｎ ｏｆ ｈｅａｖｙ － ｃｈａｉｎ ａｎｔｉｂｏｄｙ，ＶＨＨ） ［９］，由

于 ＶＨＨ 相对分子质量约为 １５ ｋＤ，仅为常规抗体的

１ ／ １０，因此也被称为纳米抗体，它是目前天然来源

的相对分子质量最小的抗体［１０］。 纳米抗体由于其

理化性质稳定［１１］、易于基因操作和克隆［１２］等优势，

在疾病诊断、分子检测和治疗等方面受到广泛关

注。 目前纳米抗体主要通过噬菌体展示技术获

得［１３］，该技术通过 ＰＣＲ 扩增出抗体的全套可变区

基因，并将其克隆到噬菌粒载体上，利用 Ｅ． ｃｏｌｉ 构

建包含纳米抗体全部基因序列的抗体文库；辅助噬

菌体感染纳米抗体文库后释放包含有重组噬菌粒

的噬菌体，形成噬菌体抗体文库，ＶＨＨ 表达在重组

噬菌体表面，该技术将表型与基因型直接联系在一

起，将抗体识别抗原的能力与噬菌体扩增的能力结

合在一起［１４］，对特异性抗体的筛选更为高效；噬菌

体抗体库技术与杂交瘤单克隆抗体技术相比操作

更为简便，因此在生物技术领域极具应用前景［１５］。

本研究利用分子生物学技术构建了 ＰＣＶ２ 特异性

纳米抗体文库，并对文库相关指标进行了鉴定分

析，为进一步研究筛选抗 ＰＣＶ２ 特异性纳米抗体奠

定基础。

１　 材料与方法

１． １　 实验动物　 健康成年羊驼 １ 只，此前未经过

任何主动免疫（山东绿都生物科技有限公司饲养）。

１． ２ 　 主要试剂 　 Ｅ． ｃｏｌｉ ＴＧ１ 菌株、ｐＣＡＮＴＡＢ ５Ｅ

载体由山东省滨州畜牧兽医研究院购买保存；
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ＰＣＶ２ 全病毒灭活疫苗由山东绿都生物科技有限公

司提供；Ｆｉｃｏｌｌ － ｐａｑｕｅ ｐｌｕｓ 购自 ＧＥ 公司；总 ＲＮＡ

提取试剂盒（ＲＮｅａｓｙ Ｐｌｕｓ Ｍｉｎｉ Ｋｉｔ）和 ＤＮＡ 纯化回

收试剂盒购自 ＱＩＡＧＥＮ 公司；反转录试剂盒为赛默

飞公司产品；２ × Ｔａｑ ＰＣＲ ＭａｓｔｅｒＭｉｘ 为天根公司

产品；Ｓｆｉ Ｉ、Ｎｏｔ Ｉ 限制性内切酶、Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶均

购自 ＮＥＢ；琼脂糖为 Ｂｉｏｗｅｓｔ 产品；核酸提取试剂、

甘油购自索莱宝生物科技有限公司；氨苄西林钠、

硫酸卡那霉素均购自 Ｓｉｇｍａ 公司；质粒提取试剂盒

和胶回收试剂盒均为 ＯＭＥＧＡ 公司产品；其他试剂

均为进口或国产分析纯。

１． ３　 引物设计　 根据 Ｍａａｓｓ 和 Ｈａｒｍｓｅｎ 等［９ － １０，１６］

文献报道使用的引物并做适当修改，设计两对特异

性的引物扩增羊驼重链抗体基因片段。 文库构建及

鉴定所用引物如表 １ 所示。 其中 ＶＨＨ１ － Ｆ 位于抗

体编码区的前导序列保守区，ＶＨＨ１ － Ｒ 位于抗体

ＣＨ２ 结构域高度保守区，该对引物用于扩增大小分

别为 ９００ ｂｐ 的 ｖｈ － ＣＨ１ － ＣＨ２ 片段和约 ７００ ｂｐ 的

ｖｈｈ － ＣＨ２ 片段；ＶＨＨ２ － Ｆ 和 ＶＨＨ２ － Ｒ 用于从

７００ ｂｐ的 ｖｈｈ － ＣＨ２ 片段中扩增得到约 ４００ ｂｐ 的羊

驼重链抗体重链可变区 ｖｈｈ 片段，两对引物分别在

抗体结构中的位置如图 １ 所示。 ＶＨＨ － Ｄｅｔｃ － Ｆ、

ＶＨＨ － Ｄｅｔｃ － Ｒ 为 ｐＣＡＮＴＡＢ ５Ｅ 载体上的通用引

物，用于文库质量的 ＰＣＲ 鉴定。 引物由上海捷瑞

生物工程有限公司合成。

表 １　 文库构建及鉴定引物

Ｔａｂ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｌｉｂｒａｒｙ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ

ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ

引物名称 引物序列（５’ － ３’）

ＶＨＨ１⁃Ｆ ＧＴＧＧＴＣＣＴＧＧＣＴＧＣＴＣＴ

ＶＨＨ１⁃Ｒ ＣＧＣＣＡＴＣＡＡＴＲＴＡＣＣＡＧＴＴＧＡ

ＶＨＨ２⁃Ｆ ＣＴＧＧＣＣＣＡＧＣＣＧＧＣＣＧＡＧＧＴＧＣＡＧＣＴＧＧＴＧＧＡＧＴＣＴＧＧ

ＶＨＨ２⁃Ｒ ＡＴＴＴＧＣＧＧＣＣＧＣＴＧＡＧＧＡＧＡＣＧＧＴＧＡＣＣＡＧＧＧＴＣ

ＶＨＨ⁃Ｄｅｔｃ⁃Ｆ ＣＣＡＴＧＡＴＴＡＣＧＣＣＡＡＧＣＴＴＴＧＧＡＧＣＣ

ＶＨＨ⁃Ｄｅｔｃ⁃Ｒ ＣＧＡＴＣＴＡＡＡＧＴＴＴＴＧＴＣＧＴＣＴＴＴＣＣ

图 １　 ｖｈｈ 扩增引物在 ＩｇＧ 抗体结构所在位置示意图［１７］

Ｆｉｇ １　 Ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ ｌｏｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｖｈｈ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ｐｒｉｍｅｒｓ ｉｎ ＩｇＧ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ［１７］

１． ４　 方法

１． ４． １　 羊驼免疫及外周血淋巴细胞分离　 将 ＰＣＶ２
全病毒灭活疫苗通过背部皮下多点注射的方式对

羊驼进行免疫，共免疫 ４ 次，免疫间隔为 １４ ｄ；每次

免疫结束后跟踪观察注射包块吸收情况以及羊驼

健康状态。 第 ４ 次免疫结束后 １ 周采血，采用

ＥＬＩＳＡ 方法检测免疫抗体效价。 通过颈部静脉采

集羊驼外周血 ２０ ｍＬ，通过密度梯度离心方法分离

外周血淋巴细胞，计数后直接用于提取总 ＲＮＡ，剩
余细胞沉淀于 － ８０ ℃冻存。
１． ４． ２　 淋巴细胞总 ＲＮＡ 提取及 ｃＤＮＡ 合成　 使用

ＱＩＡＧＥＮ 总 ＲＮＡ 提取试剂盒 （ ＲＮｅａｓｙ Ｐｌｕｓ Ｍｉｎｉ
Ｋｉｔ）提取淋巴细胞总 ＲＮＡ，具体操作参照试剂盒说

明书进行。 总 ＲＮＡ 使用 ＮａｎｏＤｒｏｐ ２０００ 测定浓度

后，直接用于反转录合成第一链。
使用 Ｔｈｅｒｍｏ 反转录试剂盒进行 ｃＤＮＡ 第一链

合成，反应体系为：总 ＲＮＡ ２ μＬ、Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ） １８ １ μＬ、
ｎｕｃｌｅａｓｅ － ｆｒｅｅ ｗａｔｅｒ ９ μＬ；６５ ℃ ５ ｍｉｎ，然后立即在

冰上冷却；再向以上反应体系中加入 ５ × Ｒａｃｔｉｏｎ
Ｂｕｆｆｅｒ ４ μＬ、 Ｒｉｂｏｌｏｃｋ ＲＮａｓｅ Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ １ μＬ、
１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｄＮＴＰ Ｍｉｘ ２ μＬ、ＲｅｖｅｒｔＡｉｄ Ｍ － ＭｕＬＶ ＲＴ
１ μＬ；４２ ℃ ６０ ｍｉｎ，７０ ℃ ５ ｍｉｎ，１０ ℃保存；反应结束

后 ｃＤＮＡ 于 －８０ ℃保存或立即用于第一轮 ＰＣＲ 反应。
１． ４． ３　 ｖｈｈ 基因扩增 　 利用巢式 ＰＣＲ 通过两轮

ＰＣＲ 反应扩增羊驼重链抗体的可变区编码基因，第
一轮 ＰＣＲ 反应以 ｃＤＮＡ 作为模板，使用 ＶＨＨ１ － Ｆ
和 ＶＨＨ１ － Ｒ 引物进行扩增反应，反应程序为 ９４ ℃

·３·
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５ ｍｉｎ，９４ ℃ ３０ ｓ、５０ ℃ ３０ ｓ、７２ ℃ ５０ ｓ，３０ 个循环，
７２ ℃ １０ ｍｉｎ。 反应产物经 １％琼脂糖凝胶电泳后，
切取约 ７００ ｂｐ 片段，使用 ＯＭＥＧＡ 胶回收试剂盒回

收纯化目的片段。
第一轮 ＰＣＲ 产物适当稀释后作为第二轮 ＰＣＲ

反应的模板，使用引物 ＶＨＨ２ － Ｆ 和 ＶＨＨ２ － Ｒ 进

行扩增反应，反应条件为 ９４ ℃ ５ ｍｉｎ，９４ ℃ ３０ ｓ、
６０ ℃ ３０ ｓ、７２ ℃ ５０ ｓ，３０ 个循环，７２ ℃ １０ ｍｉｎ。 使

用 １％琼脂糖凝胶电泳鉴定目的条带，预期条带大

小约 ４００ ｂｐ。 使用胶回收试剂盒回收纯化目的条

带，于 － ２０ ℃保存备用。
１． ４． ４　 噬菌粒重组载体构建　 将 ｖｈｈ 目的基因片

段与 ｐＣＡＮＴＡＢ ５Ｅ 噬菌粒载体分别使用 Ｓｆｉ Ｉ 和

Ｎｏｔ Ｉ 限制性内切酶双酶切，经琼脂糖凝胶回收；使
用 Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶将纯化的 ｖｈｈ 目的基因片段与双

酶切处理后的噬菌粒载体 ｐＣＡＮＴＡＢ ５Ｅ 连接。 将

连接产物经电穿孔法转入新制备的 Ｅ． ｃｏｌｉ ＴＧ１ 感

受态细胞中，电穿孔仪设置电压为 １． ８ ｋＶ，电转化

完成后 ３７ ℃ ２００ ｒ ／ ｍｉｎ 振荡培养 １ ｈ，取 １００ μＬ 进

行梯度稀释计算电转化效率；剩余菌液涂布氨苄抗

性固体平板，３０ ℃过夜培养。
１． ４． ５　 纳米抗体文库的库容及多样性鉴定　 使用

ＬＢ 培养基冲洗平板上固化的菌落并收集到 ２５０ ｍＬ
灭菌锥形瓶中，取 １００ μＬ 菌液进行梯度稀释后涂

布氨苄抗性平板，过夜培养后计数各稀释度平板上

的菌落数，根据菌落数及稀释倍数计算抗体文库的

库容；随机挑取 ５０ 个单菌落分别于 ５ ｍＬ ＬＢ 培养

基中过夜培养，以过夜培养的菌液作为模板，使用

ＶＨＨ － Ｄｅｔｃ － Ｆ 和 ＶＨＨ － Ｄｅｔｃ － Ｒ 引物进行 ＰＣＲ
反应，鉴定阳性克隆比例。 将阳性克隆菌提取质粒

后送上海生工生物工程有限公司测序，鉴定抗体文

库基因序列多样性。 剩余菌液加入终浓度为 ２０％
的甘油，混匀后分装，于 － ８０ ℃冻存。
２　 结果与分析

２． １　 ＰＣＶ２ 灭活全病毒免疫羊驼后血清抗体效价

第 ４ 次免疫结束 １ 周后采血分离抗血清，进行倍比

稀释，以 ＰＣＶ２ Ｃａｐ 蛋白包被 ＥＬＩＳＡ ９６ 孔板，以免

疫 ＰＣＶ２ 全病毒灭活疫苗前分离的羊驼血清 ５００ 倍

稀释后作为阴性对照，通过间接 ＥＬＩＳＡ 方法检测免

疫后羊驼血清 ＩｇＧ 抗体水平。 结果显示，第 ４ 次免

疫后，羊驼血清 ＰＣＶ２ ＩｇＧ 抗体效价可达１∶ ５００００以
上（图 ２），血清抗体水平符合构建纳米抗体文库

标准。

图 ２　 ＰＣＶ２ 灭活全病毒免疫羊驼后血清抗体效价

Ｆｉｇ ２　 Ｓｅｒｕｍ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ａｌｐａｃａ ａｆｔｅｒ ｉｍｍｕｎｉｚｅｄ

ｗｉｔｈ ＰＣＶ２ ｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄ ｖｉｒｕｓ

２． ２　 外周血淋巴细胞分离及总 ＲＮＡ 提取 　 使用

淋巴细胞分离液从 ２０ ｍＬ 羊驼抗凝外周血中分离

到约 ７． ５ × １０７单个核细胞。 使用 ＱＩＡＧＥＮ 总 ＲＮＡ
提取试剂盒提取的 ＲＮＡ 总量为 ２５． ９ μｇ，Ａ２６０ ｎｍ ／
Ａ２８０ ｎｍ 值为 １． ９９，满足建库要求。 剩余淋巴细胞

于 － ８０ ℃冻存备用。
２． ３　 ｖｈｈ 目的基因扩增　 以制备的 ｃＤＮＡ 为模板，
使用 ＶＨＨ１ － Ｆ 和 ＶＨＨ１ － Ｒ 引物进行第一轮 ＰＣＲ
扩增反应，ＰＣＲ 产物使用 １％ 琼脂糖凝胶电泳进行

检测，结果见图 ３。 第一轮 ＰＣＲ 产物包括大小分别

为 ９００ ｂｐ 和 ７００ ｂｐ 的两种特异性片段。

Ｍ： ＤＬ２０００ Ｍａｒｋｅｒ；ｃｔｒｌ： ＰＣＲ 阴性对照；１ － ２： 第一轮 ＰＣＲ 产物

Ｍ： ＤＬ２０００ Ｍａｒｋｅｒ； ｃｔｒｌ： ＰＣＲ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ；

１ － ２： ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｒｏｕｎｄ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ

图 ３　 第一轮 ＰＣＲ 产物琼脂糖凝胶电泳结果

Ｆｉｇ ３　 Ａｇａｒｏｓｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ

ｆｉｒｓｔ ｒｏｕｎｄ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ

·４·
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割胶回收第一轮 ＰＣＲ 产物中的 ７００ ｂｐ 片段，
纯化后以此为模板，使用 ＶＨＨ２ － Ｆ 和 ＶＨＨ２ － Ｒ
引物进行第二轮 ＰＣＲ 扩增反应。 琼脂糖凝胶电泳

结果显示，第二轮 ＰＣＲ 产物大小约为 ４００ ｂｐ（图 ４），
与预期片段大小一致。

Ｍ： ＤＬ２０００ Ｍａｒｋｅｒ；Ｎ１ ～ Ｎ２： ＰＣＲ 阴性对照；

１ － ２： 第二轮 ＰＣＲ 产物

Ｍ： ＤＬ２０００ Ｍａｒｋｅｒ； Ｎ１ ～ Ｎ２： ＰＣＲ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ；

１ － ２： ｔｈｅ ｓｅｃｏｎｄ ｒｏｕｎｄ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ

图 ４　 第二轮 ＰＣＲ 产物琼脂糖凝胶电泳结果

Ｆｉｇ ４　 Ａｇａｒｏｓｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ

ｓｅｃｏｎｄ ｒｏｕｎｄ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ

２． ４　 ｐＣＡＮＴＡＢ － ｖｈｈ 重组质粒构建　 第二轮 ＰＣＲ
产物经纯化后与噬菌粒载体 ｐＣＡＮＴＡＢ ５Ｅ 分别经

Ｓｆｉ Ｉ 和 Ｎｏｔ Ｉ 限制性内切酶双酶切，使用 ＤＮＡ 纯化

回收试剂盒回收双酶切后的 ｖｈｈ 目的片段和

ｐＣＡＮＴＡＢ ５Ｅ 载体，定量后使用 Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶连

接过夜。 连接产物经 １％ 琼脂糖凝胶电泳检测，结
果显示连接产物包含大小分别为约 ７０００ ｂｐ 和

５０００ ｂｐ 的两条带（图 ５）。 其中 ５０００ ｂｐ 条带与重

组质粒预期大小一致，可判断 ｖｈｈ 目的基因与

ｐＣＡＮＴＡＢ ５Ｅ 载体连接成功。
２． ５　 纳米抗体文库阳性率、库容鉴定 　 将连接产

物通过电穿孔转入新鲜制备的 Ｅ． ｃｏｌｉ ＴＧ１ 感受态

细胞中，电转化后获得转化子数为 １． ３４ × １０８

ＣＦＵ ／ ｍＬ，转化效率约 １． ５ × １０８ ＣＦＵ ／ μｇ ＤＮＡ。 转

化子涂布氨苄抗性平板，３０ ℃过夜培养后收获平

板上的菌落，最终收获转化重组子数为 ３． ０１ × １０１０

ＣＦＵ ／ ｍＬ。 从稀释后菌液涂布的抗性平板上随机挑

Ｍ： １ ｋｂ ｌａｄｄｅｒ；１： 双酶切后的 ｐＣＡＮＴＡＢ ５Ｅ 载体；

２： ｖｈｈ 与 ｐＣＡＮＴＡＢ ５Ｅ 连接产物

Ｍ： １ ｋｂ ｌａｄｄｅｒ； １： ｄｏｕｂｌｅ － ｄｉｇｅｓｔｅｄ ｐＣＡＮＴＡＢ ５Ｅ ｖｅｃｔｏｒ；

２： ｌｉｇａｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔ

图 ５　 连接产物琼脂糖凝胶电泳结果

Ｆｉｇ ５　 Ａｇａｒｏｓｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ｌｉｇａｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔ

取 ５０ 个单菌落进行 ＰＣＲ 鉴定，ＰＣＲ 产物经 １％ 琼

脂糖凝胶电泳，结果显示其中有 ４ 个为阴性（图 ６，
２６ 号、２９ 号、３２ 号和 ４３ 号），其余均扩增出约 ７００
ｂｐ 的预期大小条带（图 ６），阳性率为 ９２． ０％ ，计算

最终库容大小为 ２． ７７ × １０１０ＣＦＵ ／ ｍＬ。
２． ６　 纳米抗体文库多样性鉴定　 对鉴定为阳性的

菌液提取质粒后测序，并将测序结果分别与 ＮＣＢＩ
数据库进行 ＢＬＡＳＴ 比对分析，结果显示所有匹配

序列均为羊驼或骆驼重链抗体可变区序列，序列一

致性比率在 ７９％ ～９７％之间，表明该抗体文库为重

链抗体基因文库。 测序序列之间比对结果如图 ７
所示，１６ 个测序序列均为独立克隆，其 ＣＤＲ３ 区的

氨基酸种类和包含的氨基酸残基数均有较大差异，

表明该纳米抗体文库基因序列中 ＣＤＲ３ 区氨基酸

序列种类丰富，所构建的 ＰＣＶ２ 纳米抗体文库具有

很好的多样性。 其中编号为 ０１、０２、０３ 和 １０ 的测

序序列，ＣＤＲ３ 区包含 ２０ 个以上的氨基酸残基，符
合纳米抗体具有较长 ＣＤＲ３ 区的典型特征；另外，
所有测序序列的第 ３９ 位、第 ４６ 位、第 ４７ 位和第 ４９
位氨基酸残基种类符合纳米抗体的氨基酸结构特

征［１８］，进一步证明了所构建的抗体文库确为纳米

抗体文库。

·５·
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Ｍ： ＤＬ２０００ Ｍａｒｋｅｒ；ｃｔｒｌ： ＰＣＲ 阴性对照；１ － ５０： 菌液 ＰＣＲ 结果

Ｍ： ＤＬ２０００ Ｍａｒｋｅｒ； ｃｔｒｌ： ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ； １ － ５０： ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｐｉｃｋｅｄ ｃｏｌｏｎｉｅｓ

图 ６　 纳米抗体文库菌液 ＰＣＲ 鉴定结果

Ｆｉｇ ６　 ＰＣＲ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｎａｎｏｂｏｄｙ ｌｉｂｒａｒｙ

“ ． ”表示该序列氨基酸与首行序列完全相同；“ － ”表示该位置氨基酸缺失；英文字母表示测序序列在该位置氨基酸残基具有差异

“ ． ” ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔｈａｔ ｔｈｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ ｏｆ ａｌｌ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｉｔｅ ａｒｅ ｔｈｅ ｓａｍｅ； “ － ” ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔｈａｔ ｔｈｅｒｅ ａｒｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｉｔｅ；

Ｌｅｔｔｅｒｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｔｈａｔ ｔｈｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｉｔｅ ａｒｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

图 ７　 纳米抗体文库序列多样性分析

Ｆｉｇ ７　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＰＣＶ２ ｎａｎｏｂｏｄｙ ｌｉｂｒａｒｙ

·６·
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３　 讨论与结论

ＰＣＶ２ 是引起断奶仔猪多系统衰竭综合征等相

关疾病的主要病原［１９］，ＰＣＶ２ 及其导致的多种病原

体的共同感染每年给养猪业造成巨大经济损失。
目前虽已有各种类型的疫苗用于 ＰＣＶ２ 的防控，
但是建立高效的 ＰＣＶ２ 感染的检测方法对 ＰＣＶ２ 的

综合防控同样具有重要意义。 近年来已有许多

国内外学者开展了 ＰＣＶ２ 单克隆抗体的研制

工作［２０ － ２２］，与传统多克隆抗体和单克隆抗体相比，
纳米抗体相对分子质量更小、特异性和稳定性好、
制备周期相对较短、在识别传统抗体无法识别的隐

蔽表位或小表位等方面更具优势。 本研究构建了

高质量纳米抗体文库，为筛选抗 ＰＣＶ２ 特异性纳米

抗体提供原始材料。
根据抗体基因来源动物是否经过免疫，纳米抗

体文库可分为免疫抗体文库和非免疫抗体文

库［２３］，本研究构建的特异性纳米抗体文库来源于

经 ＰＣＶ２ 免疫的羊驼，属于免疫抗体文库。 动物免

疫后血清抗体水平反映了特异性抗原激发免疫反

应的程度，同时也能间接反映经特异性抗原介导活

化、增殖的淋巴细胞的数目。 本研究分离免疫羊驼

外周血淋巴细胞后，通过巢式 ＰＣＲ 扩增出 ｖｈｈ 目的

基因片段，并将其克隆到 ｐＣＡＮＴＡＢ ５Ｅ 载体上，连
接产物琼脂糖凝胶电泳结果出现两条带，推测是由

于重组质粒的构象差异导致在凝胶中的迁移速率

不同所致。
本研究所构建的纳米抗体文库，文库菌阳性重

组率为 ９２． ０％ ，符合纳米抗体文库质量要求；１６ 个

随机测序序列均为独立克隆，与 ＮＣＢＩ 数据库进行

ＢＬＡＳＴ 比对分析，结果显示目的基因均与羊驼或骆

驼重链抗体重链可变区序列特征匹配，表明本研究

所构建的抗体文库为重链抗体基因文库；在结构

方面，纳米抗体的典型特征之一是具有较长的

ＣＤＲ１ 和 ＣＤＲ３，ＣＤＲ３ 平均长度为 １６ ～ １８ 个氨基

酸［２４ － ２５］，较长的 ＣＤＲ３ 有助于维持纳米抗体结构

的稳定性、增加其特异性和亲和力。 与传统抗体相

比，纳米抗体在 ＦＲ２ 区存在 ４ 个特征性氨基酸，
Ｐｈｅ ／ Ｔｙｒ３９、Ｇｌｕ ／ Ｇｌｎ４６、Ａｒｇ４７ 和 Ｇｌｙ ／ Ｐｈｅ ／ Ｌｅｕ４９，这

四个特征性氨基酸残基能够阻止 ＶＨ 与 ＶＬ 结合，
增加纳米抗体的可溶性、降低其聚合性［６， ２５］。 本研

究中随机挑取的 １６ 个单克隆的氨基酸序列符合纳

米抗体的氨基酸序列结构特征，纳米抗体文库包含

序列多样性良好。
纳米抗体文库的库容大小、抗体基因多样性

是衡量抗体文库质量的重要指标［２６］，对后续淘洗

出的特异性纳米抗体的亲和力具有决定作用［２７］。
对于天然抗体库而言，淘洗到高亲和力抗体（Ｋｄ

１０ － ８ ～ １０ － １０ Ｍ）要求库容达到 １０９以上［２８］；而免疫

库中包含的可变区基因是经过重排及亲和力成熟

后的序列，与非免疫抗体文库相比，淘洗到高亲和

力纳米抗体对库容要求相对较低。 本研究构建的

纳米抗体文库库容达到 ２． ７７ × １０１０ ＣＦＵ ／ ｍＬ，文库

包含大量已经被诱导的 ＰＣＶ２ 特异性抗体基因，抗
原针对性强，有助于淘洗到高亲和力 ＰＣＶ２ 特异性

纳米抗体。
综上所述，本研究成功构建了羊驼来源的

ＰＣＶ２ 特异性纳米抗体文库，并对文库库容和序列

多样性进行了鉴定，为进一步筛选抗 ＰＣＶ２ 相关抗

原的高亲和力纳米抗体奠定了基础。
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［１２］ Ｍｉｚｕｋａｍｉ Ｍ， Ｔｏｋｕｎａｇａ Ｈ， Ｏｎｉｓｈｉ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｈｉｇｈｌｙ ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｐｒｏ⁃

ｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ＶＨＨ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ ｉｎ Ｂｒｅｖｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｃｈｏｓｈｉｎｅｎｓｉｓ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ ［ Ｊ ］ ． Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ，

２０１５， １０５： ２３ － ３２．

［１３］ Ｍｉｚｕｋａｍｉ Ｍ， Ｔｏｋｕｎａｇａ Ｈ， Ｏｎｉｓｈｉ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｃａｍｅｌｉｄ ｎａｎｏｂｏｄｉｅｓ：

ｋｉｌｌｉｎｇ ｔｗｏ ｂｉｒｄｓ ｗｉｔｈ ｏｎｅ ｓｔｏｎｅ ［Ｊ］． Ｃｕｒｒｅｎｔ Ｏｐｉｎｉｏｎ ｉｎ Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ

Ｂｉｏｌｏｇｙ， ２０１５， ３２： １ － ８．

［１４］ 蔡尽忠． 噬菌体抗体库技术概述［Ｊ］ ． 生物学教学， ２０１７， ５：

４ － ７．

Ｃａｉ Ｊ Ｚ． Ｏｖｅｒｖｉｅｗ ｏｆ ｐｈａｇｅ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｌｉｂｒａｒｙ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ［ Ｊ］ ．

Ｂｉｏｌｏｇｙ Ｔｅａｃｈｉｎｇ， ２０１７， ５： ４ － ７．

［１５］ Ｄｅ Ｍｅｙｅｒ Ｔ， Ｍｕｙｌｄｅｒｍａｎｓ Ｓ， Ｄｅｐｉｃｋｅｒ Ａ． Ｎａｎｏｂｏｄｙ － ｂａｓｅｄ

ｐｒｏｄｕｃｔｓ ａｓ ｒｅｓｅａｒｃｈ ａｎｄ ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ ｔｏｏｌｓ ［Ｊ］ ． Ｔｒｅｎｄｓ ｉｎ Ｂｉｏｔｅｃｈ⁃

ｎｏｌｏｇｙ， ２０１４， ３２（５）： ２６３ － ２７０．

［１６］ Ｈａｒｍｓｅｎ Ｍ Ｍ， Ｒｕｕｌｓ Ｒ Ｃ， Ｎｉｊｍａｎ Ｉ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｌｌａｍａ ｈｅａｖｙ － ｃｈａｉｎ

Ｖ ｒｅｇｉｏｎｓ ｃｏｎｓｉｓｔ ｏｆ ａｔ ｌｅａｓｔ ｆｏｕｒ ｄｉｓｔｉｎｃｔ ｓｕｂｆａｍｉｌｉｅｓ ｒｅｖｅａｌｉｎｇ

ｎｏｖｅｌ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｆｅａｔｕｒｅｓ［ Ｊ］ ． Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ， ２０００， ３７

（１０）： ５７９ － ５９０．

［１７］ Ｐａｒｄｏｎ Ｅ， Ｌａｅｒｅｍａｎｓ Ｔ， Ｔｒｉｅｓｔ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ａ ｇｅｎｅｒａｌ ｐｒｏｔｏｃｏｌ ｆｏｒ

ｔｈｅ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ｎａｎｏｂｏｄｉｅｓ ｆｏｒ ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｂｉｏｌｏｇｙ ［ Ｊ］ ． Ｎａｔｕｒｅ

Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ， ２０１４， ９（３）： ６７４ － ６９３．

［１８］ 黄 迪． 纳米抗体三种原核表达系统的比较及耐热性研究

［Ｄ］． 西北农林科技大学， ２０１４．

Ｈｕａｎｇ Ｄ． Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ ａｎｄ

ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｎ ｈｅａｔ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｏｆ ｎａｎｏｂｏｄｙ ［ Ｄ］． Ｎｏｒｔｈｗｅｓｔ Ａ＆Ｆ

Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， ２０１４．

［１９］ 贾贝贝， 刘兴友， 刘长明． 猪圆环病毒引发的断奶仔猪多系

统衰竭综合征致病机理［ Ｊ］ ． 动物医学进展， ２００５， ２６（９）：

２１ － ２６．

Ｊｉａ Ｂ Ｂ， Ｌｉｕ Ｘ Ｙ， Ｌｉｕ Ｃ Ｍ． Ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ ｏｆ ｐｏｓｔｗｅａｎｉｎｇ

ｍｕｌｔｉｓｙｓｔｅｍ ｗａｓｔｉｎｇ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｃａｕｓｅｄ ｂｙ ｐｏｒｃｉｎｅ ｃｉｒｃｏｖｉｒｕｓ［ Ｊ］ ．

Ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｉｎ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， ２００５， ２６（９）： ２１ － ２６．

［２０］ 安春敬， 李祥敏， 张华伟， 等． 猪圆环病毒 ２ 型 ＯＲＦ２ 单克隆抗

体的制备与鉴定［Ｊ］． 动物医学进展， ２０１７， ３８（１０）： ３２ －３７．

Ａｎ Ｃ Ｊ， Ｌｉ Ｘ Ｍ， Ｚｈａｎｇ Ｈ Ｗ， ｅｔ ａｌ． Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ｏｆ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ａｇａｉｎｓｔ ＯＲＦ２ ｏｆ ｐｏｒｃｉｎｅ ｃｉｒｃｏｖｉｒｕｓ ｔｙｐｅ ２

［Ｊ］． Ｐｒｏｇｒｅｓｓ Ｉｎ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， ２０１７， ３８（１０）： ３２ －３７．

［２１］ Ｇｕ Ｙ， Ｚｈｅｎｇ Ｄ， Ｊｉｎ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ａ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ

ａｎｔｉｂｏｄｙ ａｇａｉｎｓｔ ｐｏｒｃｉｎｅ ｃｉｒｃｏｖｉｒｕｓ２ Ｃａｐ ｐｒｏｔｅｉｎ［ Ｊ］ ． Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ

Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ｉｎ Ｉｍｍｕｎｏｄｉａｇｎｏｓｉｓ ａｎｄ Ｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒａｐｙ， ２０１６， ３５

（４）： ２２７ － ２３０．

［２２］ ＭｃＮｅｉｌｌｙ Ｆ， ＭｃＮａｉｒ Ｉ， Ｍａｃｋｉｅ Ｄ Ｐ， ｅｔ ａｌ． Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ， ｃｈａｒａｃｔｅｒｉ⁃

ｓａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ｔｏ ｐｏｒｃｉｎｅ

ｃｉｒｃｏｖｉｒｕｓ ２［Ｊ］． Ａｒｃｈｉｖｅｓ ｏｆ Ｖｉｒｏｌｏｇｙ， ２００１， １４６（５）： ９０９ －９２２．

［２３］ Ｒｏｍａｏ Ｅ， Ｍｏｒａｌｅｓ － Ｙａｎｅｚ Ｆ， Ｈｕ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ

ｕｓｅｆｕｌ ｎａｎｏｂｏｄｉｅｓ ｂｙ ｐｈａｇｅ ｄｉｓｐｌａｙ ｏｆ ｉｍｍｕｎｅ ｓｉｎｇｌｅ ｄｏｍａｉｎ

ｌｉｂｒａｒｉｅｓ ｄｅｒｉｖｅｄ ｆｒｏｍ ｃａｍｅｌｉｄ ｈｅａｖｙ ｃｈａｉｎ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ［ Ｊ ］ ．

Ｃｕｒｒｅｎｔ Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ Ｄｅｓｉｇｎ， ２０１６， ２２（４３）： ６５００ － ６５１８．

［２４］ Ｎｇｕｙｅｎ Ｖ Ｋ， Ｈａｍｅｒｓ Ｒ， Ｗｙｎｓ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｃａｍｅｌ ｈｅａｖｙ － ｃｈａｉｎ

ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ： ｄｉｖｅｒｓｅ ｇｅｒｍｌｉｎｅ ＶＨＨ ａｎｄ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ

ｅｎｌａｒｇｅ ｔｈｅ ａｎｔｉｇｅｎ ‐ ｂｉｎｄｉｎｇ ｒｅｐｅｒｔｏｉｒｅ［Ｊ］． Ｔｈｅ ＥＭＢＯ Ｊｏｕｒｎａｌ，

２０００， １９（５）： ９２１ － ９３０．

［２５］ Ｍｕｙｌｄｅｒｍａｎｓ Ｓ， Ａｔａｒｈｏｕｃｈ Ｔ， Ｓａｌｄａｎｈａ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎｄ

ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＶＨ ｄｏｍａｉｎ ｆｒｏｍ ｎａｔｕｒａｌｌｙ ｏｃｃｕｒｒｉｎｇ ｃａｍｅｌ ｈｅａｖｙ

ｃｈａｉｎ ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎｓ ｌａｃｋｉｎｇ ｌｉｇｈｔ ｃｈａｉｎｓ ［ Ｊ］ ． Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｅｎｇｉ⁃

ｎｅｅｒｉｎｇ， Ｄｅｓｉｇｎ ａｎｄ Ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ， １９９４， ７（９）： １１２９ － １１３５．

［２６］ 吴小平， 阎锡蕴． 噬菌体抗体库技术制备高亲和力人抗体

［Ｊ］ ． 中国生物工程杂志， ２００２， ２２（３）： ２９ － ３２．

Ｗｕ Ｘ Ｐ， Ｙａｎ Ｘ Ｙ． Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｉｇｈ ａｆｆｉｎｉｔｙ ｈｕｍａｎ ａｎｔｉｂｏｄｙ

ｂｙ ｐｈａｇｅ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｌｉｂｒａｒｙ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ［ Ｊ］ ． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ

Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ， ２００２， ２２（３）： ２９ － ３２．

［２７］ Ｒｅｖｅｔｓ Ｈ， Ｄｅ Ｂａｅｔｓｅｌｉｅｒ Ｐ， Ｍｕｙｌｄｅｒｍａｎｓ Ｓ． Ｎａｎｏｂｏｄｉｅｓ ａｓ ｎｏｖｅｌ

ａｇｅｎｔｓ ｆｏｒ ｃａｎｃｅｒ ｔｈｅｒａｐｙ ［ Ｊ ］ ． Ｅｘｐｅｒｔ Ｏｐｉｎｉｏｎ ｏｎ Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ

Ｔｈｅｒａｐｙ， ２００５， ５（１）： １１１ － １２４．

［２８］ Ａｄａｍｓ Ｇ Ｐ， Ｓｃｈｉｅｒ Ｒ． Ｇｅｎｅｒａｔｉｎｇ ｉｍｐｒｏｖｅｄ ｓｉｎｇｌｅ － ｃｈａｉｎ

Ｆｖ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ ｆｏｒ ｔｕｍｏｒ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ［ Ｊ］ ． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ

Ｍｅｔｈｏｄｓ， １９９９， ２３１（１ ／ ２）： ２４９ － ２６０．

（编 辑：李文平）
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