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Ｂ３ＨＭ细胞免疫小鼠脾细胞 ｓｃＦｖ噬菌体
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摘要　目的：利用噬菌体展示技术构建Ｂ３ＨＭ细胞免疫小鼠的脾细胞表达ｓｃＦｖ文库。方法：用人
骨髓细胞系Ｂ３ＨＭ细胞免疫小鼠，取其脾细胞采用 ＲＴ?ＰＣＲ方法扩增 ＶＨ和 Ｖｋ基因并克隆入噬
菌体展示表达载体，构建 ｓｃＦｖ文库，测定文库的库容量，ＢｓｔＮＩ酶切单克隆分析文库的多样性，对
文库进行富集检测，鉴定单克隆噬菌体与Ｂ３ＨＭ细胞结合反应。结果：文库的库容为５×１０６ｃｆｕ，
单克隆的 ＢｓｔＮＩ酶切图谱显示多样性，单克隆噬菌体抗体与 Ｂ３ＨＭ细胞呈阳性反应。结论：噬菌
体展示文库的成功构建为寻找新的致白血病相关基因，阐明白血病发病机理奠定了基础。
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　　抗体是分离新基因和研究基因功能的极为有效的
探针和手段。单链抗体（ｓｉｎｇｌｅｃｈａｉｎａｎｔｉｂｏｄｙ，ｓｃＦｖ）是
抗体重链可变区（ＶＨ）和轻链可变区（ＶＬ）由一个连接
肽首尾相连组成的单一肽链，具有分子量小，组织穿透

力强，体内清除快，易于大肠杆菌发酵生产和进行基因

工程改进等优点。噬菌体展示抗体技术是继杂交瘤技

术之后抗体技术发展的又一新的里程碑［１］，该技术是

将抗体可变区基因与单链丝状噬菌体衣壳蛋白基因融

合，使ｓｃＦｖ可随衣壳蛋白一起呈示表达于噬菌体的表
面，通过简便的吸附?洗脱?富集的筛选过程，而分离获
得特异性抗体可变区基因的技术。Ｂ３ＨＭ细胞系是一
株能诱发小鼠白血病的人骨髓细胞系［２］，但其致病机

理尚不清楚，为研究它的致病机制、寻找致病活性分

子，我们用Ｂ３ＨＭ细胞免疫小鼠的脾细胞，成功地构建
ｓｃＦｖ噬菌体展示文库，这对深入研究 Ｂ３ＨＭ细胞致正
常小鼠造血细胞发生恶性转化的机理具有实际意义。

１　材料与方法

１．１　载体、细胞系和实验动物
　　噬菌粒 ｐＳＥＸ８１，Ｅ．ｃｏｌｉＸＬ１?Ｂｌｕｅ，辅助噬菌体

Ｍ１３ＫＯ７均由德国海德堡大学 Ｓ．Ｄüｂｅｌ博士惠赠。
Ｂ３ＨＭ为人骨髓细胞系由本室建立［２］。实验用 Ｂａｌｂ／Ｃ
小鼠购自中国医学科学院动物中心，饲养于中国医学

科学院血液学研究所实验动物中心。

１．２　主要试剂和培养基
　　ＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔＴＭＦｉｒｓｔ?ＳｔｒａｎｄＳｙｎｔｈｅｓｉｓＳｙｓｔｅｍｆｏｒＲＴ?
ＰＣＲｋｉｔ、ＴＲＩｚｏｌＲｅａｇｅｎｔ、逆转录酶（Ｍ?ＭＬＶ）、ＴａｑＤＮＡ
聚合酶、Ｔ４ＤＮＡ连接酶、ＤＮＡ限制性内切酶等均购自
Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。羊抗鼠 ＩｇＧ?ＨＲＰ购自 Ｎｏｖａｇｅｎ公司。
凝胶回收试剂盒、质粒小量提取试剂盒、ＤＬ２０００ＤＮＡ
Ｍａｒｋｅｒ均购自ＴａＫａＲａ公司。异硫氰酸荧光素（ＦＩＴＣ）
标记的兔抗小鼠ＩｇＧ（ＦＩＴＣ?ＩｇＧ）购自协和干细胞公司。
ＰＣＲＭａｒｋｅｒ购自华美生物公司。电穿孔仪为 Ｂｉｏ?
ＲＡＤＥ公司产品。ＳＯＢ、ＳＢ、２ＹＴ培养基按《分子克隆》
配制，含葡萄糖（Ｇｌｕｃｏｓｅ，Ｇ）培养基中 Ｇ的浓度均为
１００ｍｍｏｌ／Ｌ；抗生素培养基中氨苄青霉素（Ａｍｐｌｉｃｉｌｌｉｎ，
Ａ）为１００μｇ／ｍｌ，四环素（Ｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅ，Ｔ）为１０μｇ／ｍｌ，卡
那霉素（Ｋａｎａｍｙｃｉｎ，Ｋ）为５０μｇ／ｍｌ。
１．３　动物免疫
　　用指数生长期人骨髓细胞系 Ｂ３ＨＭ细胞，腹腔注
射免疫３只６～８周龄的（１８～２０克）雄性 Ｂａｌｂ／Ｃ小
鼠，每只１×１０７细胞，隔周注射一次，共４次，末次注射
后第３天取尾静脉血分离血清。



２００７，２７（７） 许　静 等：Ｂ３ＨＭ细胞免疫小鼠脾细胞ｓｃＦｖ噬菌体展示文库的构建及表达

１．４　ＥＬＩＳＡ测定效价

　　取小鼠血清以常规ＥＬＩＳＡ法检测抗体滴度。包被
指数生长期的Ｂ３ＨＭ细胞于９６孔酶标板中，１．０×１０５

细胞／孔，ＰＢＳ缓冲液为阴性对照。一抗为免疫后鼠血
清，按相应比例稀释，以ＰＢＳ缓冲液注射小鼠的血清为
阴性对照。二抗为 ＨＲＰ标记的羊抗鼠 ＩｇＧ抗体，四甲
基联苯胺（ＴＭＢ）显色，加入终止液，用酶标仪检测波长
４５０ｎｍ处的吸光值。
１．５　小鼠脾细胞总ＲＮＡ的提取
　　取３只免疫好的小鼠脾脏混合，分离脾淋巴细胞。
取２×１０７脾淋巴细胞按Ｔｒｉｚｏｌ总ＲＮＡ提取试剂说明进
行。１％琼脂糖凝胶电泳鉴定ＲＮＡ的完整性。
１．６　引物及ＲＴ?ＰＣＲ
　　设计ＶＨ和ＶＬ引物，采用简并引物形式，并在５′端
和３′端引入克隆入载体的酶切位点。５′端引物均为于
小鼠抗体可变区的第一骨架区共有序列（ＦＲ１），３′端引
物均为于恒定区起始段。引物序列为

　　ＰＨ１（γ重链ＶＨ５′端引物）
　　５′?ＧＡＡＧＣＣＡＴＧＧＡＧＧＴＳＭＡＡＣＴＧＣＡＧＳＡＧＴＣＷＧＧ?３′
　　ＰＨ２（γ重链ＶＨ３′端引物）
　　５′?ＣＣＡＧＧＧＧＣＣＡＧＴＧＧＡＴＡＧＡＣＡＡＧＣＴＴＧＧＧＴＧＴ

ＣＧＴＴＴ?３′
　　ＰＬ１（κ轻链Ｖκ５′端引物）
　　５′?ＡＡＴＴＴＴＣＡＧＡＡＧＣＡＣＧＣＧＴＡＧＡＴＡＴＣＫＴＧＭＴＳＡ
ＣＣＣＡＡＷＣＴＣＣＡ?３′
　　ＰＬ２（κ轻链Ｖκ３′端引物）
　　５′?ＧＡＡＧＡＴＧＧＡＴＣＣＡＧＣＧＧＣＣＧＣＡＧＣＡＴＣＡＧＣ?３′
１．７　ＶＨ和ＶＫ的克隆
　　逆转录ＰＣＲ（ＲＴ?ＰＣＲ）：以总 ＲＮＡ为模板，用 ＰＨ２
和ＰＬ２引物，分别逆转录合成 ＶＨ和 ＶＫｃＤＮＡ第一链。
以逆转录产物为模板，ＰＨ１／ＰＨ２和 ＰＬ１／ＰＬ２为引物，
分别扩增全套ＶＨ和 ＶＫ基因片段。ＰＣＲ反应程序为：
９５℃预变性 ２ｍｉｎ，继以 ９４℃变性 ３０ｓ，５５℃退火 ４５ｓ，
７２℃延伸１ｍｉｎ，共３０个循环。取３μｌＰＣＲ产物１．５％
琼脂糖凝胶电泳观察。

１．８　ｓｃＦｖ文库的构建
　　ＶＨ亚文库的构建：ＨｉｎｄＩＩＩ和ＮｃｏＩ双酶切经回收纯
化的ＶＨＰＣＲ产物，回收此酶切产物后与经同样酶切和
纯化的载体 ｐＳＥＸ８１片段连接，电穿孔转化 ＸＬ１?Ｂｌｕｅ，
涂布ＳＯＢ?ＧＡ平板，３０℃培养过夜，提取质粒得到重链
亚文库（ｐＳＥＸ８１?ＶＨ）。
　　将ＶＫ克隆入ｐＳＥＸ８１?ＶＨ亚文库，获得完整的ｓｃＦｖ

文库：将ＮｏｔＩ和ＭｌｕＩ双酶切的 ＶＫ?ＰＣＲ产物和经同样
酶切反应的 ｐＳＥＸ８１?ＶＨ质粒 ＤＮＡ连接，电转化 ＸＬ１?
Ｂｌｕｅ，取少部分转化细菌铺ＳＯＢ?ＧＡ平板，计数菌落，测
定库容后，其余同上述方法扩增得到完整的噬菌体

ｓｃＦｖ文库，甘油保存备用。取一部分悬于１０ｍｌ２ＹＴ?ＧＡ
培养基中当 Ａ６００＝０．１时加入８×１０

１１ｐｆｕ的 Ｍ１３ＫＯ７
（感染复数 ｍｏｉ为２０），３７℃温育１５ｍｉｎ，３７℃振动培养
４５ｍｉｎ，离心沉淀感染的细胞并重悬于１０ｍｌ２ＹＴ?ＡＫ中
３７℃培养８ｈ，离心收集上清，加入 ＰＥＧ／ＮａＣｌ溶液以沉
淀噬菌体，冰浴１ｈ离心，以１ｍｌ含１％ＢＳＡ的ＰＢＳ重悬

沉淀，离心收集上清，获得展示有抗体分子片段的噬菌

体颗粒。

１．９　ｓｃＦｖ展示文库的初步鉴定
１．９．１　滴度测定　将制备的噬菌体抗体用培养液稀

释后感染对数生长期的 Ｅ．ｃｏｌｉＸＬ１?Ｂｌｕｅ，３７℃静置
１５ｍｉｎ，涂布ＳＯＢ?ＧＡ平板上，３０℃培养过夜。次日按所
生长菌落数计算噬菌体滴度（ｃｆｕ）。
１．９．２　多样性分析　随即挑取文库单克隆提取质粒

后进行ＢｓｔＮＩ酶切，分析单克隆酶切前后的图谱。
１．１０　用Ｂ３ＨＭ细胞筛选噬菌体展示ｓｃＦｖ文库
　　取 ＰＢＳ洗涤的 ３×１０６Ｂ３ＨＭ细胞，用 ＰＢＳ冰浴
９０ｍｉｎ，沉淀细胞后，用１ｍｌｓｃＦｖ文库噬菌体上清（滴度
为２×１０１０）重悬细胞，４℃轻摇２ｈ，ＰＢＳ洗５次后加入
５００μｌ洗脱液（０．１ｍｏｌ／Ｌ甘氨酸／ＨＣｌ，ｐＨ＝２．５，含１％
ＢＳＡ），冰浴 ５ｍｉｎ后沉淀细胞，立即加入 ２０μｌ１ｍｏｌ／Ｌ
的Ｔｒｉｓ中和，加入４００μｌＡ６００＝０．８的ＸＬ１?Ｂｌｕｅ，３７℃静
置１ｈ感染ＸＬ１?Ｂｌｕｅ，离心后用１ｍｌＳＯＢ?ＧＡ重悬细胞沉
淀，涂布ＳＯＢ?ＧＡ平板，３０℃培养过夜，刮取菌落，重新
扩增表达制备噬菌体抗体再进行下一轮的筛选，同样

方法筛选４轮。
１．１１　单个克隆的噬菌体抗体制备
　　随机挑取２４个单克隆菌落，分别置于１ｍｌ２ＹＴ／
ＧＡＴ２４孔板中，３７℃培养８ｈ。以１∶１００比例稀释至新
鲜的２ＹＴ／ＧＡＴ１ｍｌ培养液中，３７℃培养至 Ａ６００＝０．１，
分别加 Ｍ１３ＫＯ７１０μｌ（感染复数为 ２０），３７℃静置
１５ｍｉｎ，摇动培养 ４５ｍｉｎ后，离心弃上清，沉淀用 １ｍｌ
２ＹＴＡＫ重悬，３７℃培养８ｈ。离心收集表达产物，上清
即为展示有ｓｃＦｖ的单个克隆的噬菌体抗体上清。
１．１２　检测噬菌体抗体与Ｂ３ＨＭ细胞的结合
　　取１×１０６Ｂ３ＨＭ细胞与２×１０１０噬菌体抗体在含
３％脱脂奶的 ＰＢＳ中混匀，室温１ｈ，加入抗?Ｍ１３抗体

４℃孵育１ｈ，ＰＢＳ洗３次后，加入荧光标记二抗兔抗小

３１
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鼠ＦＩＴＣ?ＩｇＧ，４℃孵育３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗３次。仅用荧光标

记二抗与Ｂ３ＨＭ细胞孵育作为阴性对照。以辅助噬菌

体Ｍ１３ＫＯ７为抗体阴性对照，操作步骤同上。在荧光

显微镜下观察，使 Ｂ３ＨＭ细胞表面显示点状荧光者判

定为 Ｂ３ＨＭ细胞阳性反应，与细胞无荧光者判定为阴

性反应，拍照结果。

２　结　果

２．１　免疫效果

　　免疫３只小鼠，末次注射后第３天取尾静脉血，离心

后ＥＬＩＳＡ测定效价，ＯＤ４５０扣除空白值＞负对照２倍为阳

性，结果显示３份鼠血清样本效价平均为１∶３２０以上。

２．２　噬菌体ｓｃＦｖ文库的构建

　　ＲＴ?ＰＣＲ扩增获得大小分别约为３９０ｂｐ和３５０ｂｐ

的ＶＨ和ＶＫ基因（图１），与实验设计相符。ＶＨ和 Ｖｋ
基因先后克隆到噬菌粒载体 ｐＳＥＸ８１相应的酶切位点

中，电穿孔转化大肠杆菌 ＸＬ１?Ｂｌｕｅ，构建噬菌体文库，

测定库容为５×１０６ｃｆｕ，加入辅助噬菌体 Ｍ１３ＫＯ７超感

染得到噬菌体展示 ｓｃＦｖ文库，经测定所获文库滴度为

３．１×１０１１ｃｆｕ。

图１　ＶＨ和Ｖｋ的ＲＴ?ＰＣＲ扩增产物

Ｆｉｇ．１　ＲＴ?ＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＶＨ＆ＶＫｇｅｎｅ

Ｍ：ＤＬ２０００ｍａｒｋｅｒ；１：ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｏｆＶＫ；２：ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｏｆＶＨ

２．３　噬菌体ｓｃＦｖ文库多样性分析

　　随机挑取文库的多个单克隆进行ＢｓｔＮＩ酶切，比较

单克隆酶切前后的琼脂糖凝胶电泳结果，电泳结果显

示酶切后呈多样性的酶切图谱（图２、３）。

２．４　Ｂ３ＨＭ细胞筛选后次级库的检验

　　随机挑选４轮富集后文库的多个单克隆内切酶图

谱分析和ＰＣＲ扩增结果ｓｃＦｖ片段插入重组率达１００％

（图４）。

２．５　噬菌体抗体库的富集筛选

　　用Ｂ３ＨＭ细胞对噬菌体ｓｃＦｖ抗体库进行４轮富集

筛选，每轮对从 Ｂ３ＨＭ细胞表面洗脱下来的噬菌体颗

图２　单克隆ＢｓｔＮＩ酶切前图谱

Ｆｉｇ．２　Ｍａｐｏｆｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｃｌｏｎｅｓｗｉｔｈｏｕｔ

ＢｓｔＮＩｄｉｇｅｓｔｉｏｎ
Ｍ：ＤＬ２０００ｍａｒｋｅｒ；１～１７：Ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｃｌｏｎｅｓ

图３　单克隆的ＢｓｔＮＩ酶切后图谱

Ｆｉｇ．３　ＢｓｔＮＩｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｉｎｇｏｆｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｃｌｏｎｅｓ
Ｍ：ＰＣＲｍａｒｋｅｒ；１～１７Ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｃｌｏｎｅｓ

图４　筛选后的单克隆的ＰＣＲ鉴定结果

Ｆｉｇ．４　Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｓｅｌｅｃｔｅｄｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ

ｃｌｏｎｅｓｂｙＰＣＲｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｃｌｏｎｅｓｂｙＰＣＲ
Ｍ：ＤＬ２０００ｍａｒｋｅｒ；１～１０：Ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｃｌｏｎｅｓ

粒进行了滴度测定显示洗脱下来的噬菌体量逐渐升

高，提示有特异性的富集（表１）。计算菌落形成单位

（ｃｆｕ），即为筛选后所得噬菌体颗粒数。刮取菌落获得

Ｂ３ＨＭ细胞筛选后的噬菌体次级库再进行下一轮的筛

选，同样方法筛选４轮其中只是每一轮筛选所用的噬

菌体数量不同。

表１　筛选对特异性噬菌体抗体的富集

Ｔａｂｌｅ１　Ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔｏｆｓｐｅｃｉｆｉｃｐｈａｇｅ

ａｎｔｉｂｏｄｙｂｙｐａｎｎｉｎｇ

Ｒｏｕｎｄｓｏｆｐａｎｎｉｎｇ Ｉｎｐｕｔｐｈａｇｅ（ＣＦＵ） Ｏｕｔｐｕｔｐｈａｇｅ（ＣＦＵ）

１ ３．１×１０１１ ２．２×１０３

２ ２．２×１０１１ ４．３×１０４

３ １．１×１０１１ １．６×１０４

４ １．０×１０１１ ３．１×１０５

４１



２００７，２７（７） 许　静 等：Ｂ３ＨＭ细胞免疫小鼠脾细胞ｓｃＦｖ噬菌体展示文库的构建及表达

２．６　单克隆噬菌体抗体与Ｂ３ＨＭ 细胞的结合反应

　　单克隆噬菌体抗体与Ｂ３ＨＭ细胞反应后在荧光显

微镜下观察在细胞表面有点状荧光（图５），而仅用荧光

二抗与Ｂ３ＨＭ细胞反应的无荧光（图６）。辅助噬菌体

Ｍ１３ＫＯ７与Ｂ３ＨＭ细胞亦无荧光反应（图７），结果显示

单克隆噬菌体抗体与Ｂ３ＨＭ细胞呈阳性反应。

图５　Ｐｈａｇｅ?ｓｃＦｖ结合Ｂ３ＨＭ细胞

Ｆｉｇ．５　Ｐｈａｇｅ?ｓｃＦｖｂｉｎｄｉｎｇＢ３ＨＭ ｃｅｌｌｓ

图６　ＩｇＧ?ＦＩＴＣ与Ｂ３ＨＭ细胞孵育

Ｆｉｇ．６　Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ

图７　Ｍ１３ＫＯ７与Ｂ３ＨＭ细胞反应

Ｆｉｇ．７　Ｍ１３ＫＯ７ｂｉｎｄｉｎｇＢ３ＨＭ ｃｅｌｌｓ

３　讨　论

　　噬菌体展示抗体库技术是近年来发展较快的制备

单克隆抗体的有效手段，尤其可直接克隆抗体可变区

基因以利于进一步构建在疾病的诊断和靶向治疗方面

具有广阔应用前景的各种基因工程抗体。

　　本研究利用噬菌体展示抗体库技术，从 Ｂ３ＨＭ细

胞免疫的小鼠脾细胞ｍＲＮＡ扩增得到全套抗体可变区

基因片段，将其克隆入噬菌体展示载体 ｐＳＥＸ８１，构建

了抗Ｂ３ＨＭ细胞的ｓｃＦｖ表达文库，文库容量、多样性、

滴度均能满足进一步筛选目的抗体基因的要求。本文

根据 Ｋａｂａｔｄａｔａｂａｓｅ，参考了 Ｄüｂｅｌ报道的适于扩增大

鼠和小鼠ＶＨ和ＶＬ的单一通用引物
［３］，并结合我组在

从杂交瘤细胞中克隆抗体可变区 ｃＤＮＡ的经验［４，５］选

择了免疫球蛋白重链和轻链恒定区起始段各７个氨基

酸残基密码子为３′引物互补区，其５′引物则同源于 ＶＨ
和ＶＬ的ＦＲＩ区Ｎ端第１～８个氨基酸密码子并采用简

并引物形式以期尽可能地扩增出多样的抗体基因，结

果表明我们设计的引物达到了预期的目标。由于小鼠

轻链９５％以上为κ轻链，我们扩增ＶＬ时只使用了适于

κ轻链的引物，因此本文库均为ＶＨ?Ｖｋ单链。

　　白血病又称血癌，产生于造血干细胞／祖细胞恶性

转化，表现细胞增殖失控和分化障碍。许多研究结果

发现细胞癌变与细胞内某些原癌基因的激活和抑癌基

因的失活有关，白血病也不例外［６，７］。Ｂ３ＨＭ细胞系是

采用食道癌患者骨髓基质细胞与正常人骨髓造血细胞

共培养后获得的永生细胞系，该细胞系在小鼠体内不

形成实体瘤，但可诱发小鼠白血病，但其致病机理尚不

清楚。抗Ｂ３ＨＭ细胞抗体库的建立为寻找致白血病相

关基因并将其分离、克隆及其表达产物的生物学特性

分析是阐明白血病发病学的关键［８，９］，这可能为白血病

的发病机理提供新的线索，对研究细胞癌变具有重要

的意义。
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丁久元　万印华　于静娟　马　端　毛旭虎　毛建平　王以光　王明丽　王　恒　王洪海　王常勇

王韫芳　包永明　叶兴国　甘人宝　关　明　刘天庆　刘如林　刘思国　朱士恩　毕英佐　江　宁

余龙江　宋思扬　张劲松　张治洲　李玉昌　李伟军　李佳慧　杨纯正　杨唐斌　肖　涛　陈忠斌

陈金春　周奕华　林矫矫　欧阳静萍范学工　修志龙　段明星　胡赓熙　贺　佳　赵宗保　赵春江

钟建江　夏立秋　郭礼和　曹小红　曹学军　章金刚　黄国亮　惠　春　温博海　楼丽广　谭文松

潘　皎　魏源送
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