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摘 要：【目的】构建前列腺癌患者的噬菌体抗体库，为前列腺癌特异性的人源性抗体 %&’片段的筛选及其
应用奠定基础。【方法】由前列腺癌患者外周血分离得淋巴细胞，完整提取其总 ()*，经 (+,-.(及半套式扩增得
到免疫球蛋白全部轻链和重链 %/段基因，然后经酶切、纯化、连接等步骤克隆进载体 0.12’34 并电转化大肠杆
菌 56",789:，从而构建前列腺癌患者噬菌体抗体库。【结果】成功构建噬菌体抗体 %&’片段库，其轻链及重链 %/
段与载体 ;)*的重组率分别为 <=>、=?>，库容为 $3@ $ A "#=，滴度为 <= A "#"$ 26 B "。【结论】本研究成功构建了

前列腺癌患者噬菌体抗体库。
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前列腺癌是欧美国家男性中最常见的恶性肿

瘤，在我国近年来其发病率明显上升。因其早期症

状不明显，发现时多已属晚期，预后较差。以抗肿瘤

单克隆抗体为载体进行肿瘤显像与导向治疗在前

列腺癌的早期诊断和治疗有广泛的应用前景。但是

目前在此研究领域，主要应用的是异源性抗体，用

于人体会产生抗抗体反应，限制了该方法的应用范

围和治疗效果。噬菌体抗体库技术在制备人源性抗

体方面拥有独特的优势，本研究拟利用噬菌体抗体

库技术构建前列腺癌患者噬菌体抗体库，为后期的
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表 # 人免疫球蛋白信号肽 $%&引物

’()*+ # $%& ,-./+-0 12- 34/(5 .//4526*2)4*.5 0.56(*
,+,7.8+0

9:;<’= =<% ’== <%% ’== <== >< ? = @ ’% > ’ ? % @ ’% ’ >= ? ’ @%;!:

9:;<’= =<% >% ? ’ @ ’’ === %’= <>% ? = @% ’==>% ? = @ ’’ ’ >% ? ’ @ ’;!:

9:;<’=（< ? =）<（< ? %）（< ? %）（< ? ’）< %’（= ? ’）’=（= ? ’）（< ? ’）（% ? =）%

（< ? ’）（% ? ’）（% ? =）= %’（% ? ’）%’=;!:

筛选出针对前列腺特异性膜抗原的 A()抗体，获得
人源化抗体奠定基础。

B 材料与方法

BC B 材 料
大肠杆菌 DEB;)*4+、噬菌粒 ,%2/)!和辅助噬

菌体 F%GHB! 由中山大学基础医学院寄生虫教研
室詹希美教授惠赠。’-.I2*试剂、逆转录试剂盒购自
美国 J5K.7-26+5公司；!"#酶、限制性核酸内切酶购
自美国 $-2/+6(公司；凝胶 LM<回收 N.7和质粒提
取 N.7为德国基因公司 O.(6+5试剂盒；’P LM<连
接酶购自宝生生物工程 >大连 @有限公司等。
BC # 方 法
BC #C B 总 &M<的提取 本院泌尿外科门诊及住
院的 #"名前列腺癌患者为采血对象，每人抽外周
静脉血 B9 /E。使用淋巴细胞分离液分离淋巴细胞
后，用 ’-.I2*试剂盒提取淋巴细胞总 &M<，保存于
Q R" S。&M<变性电泳鉴定 &M<的完整性。
BC #C # 免疫球蛋白轻链和重链基因的扩增 以

总 &M<为模板，以寡核苷酸 T*.62 > 8’@ #"为引物，逆
转录合成 ULM<，然后以其为模板，我们利用 V(56
等 W B，# X分组设计的轻、重链引物（表 B;#）互相配对，
分别在不同退火温度下扩增得到全部轻链（!、"）及
大部分重链 A8段基因。对于改变 $%&反应条件未
能扩增出的重链片段，采用半套式扩增的方法得

到 W # X。引物的序列如下。

BC #C ! 噬菌体抗体库的构建 #将扩增、纯化的
轻链 ! Y "链基因 （! Z " [ # Z B）和噬菌粒 ,%2/)!
LM<用限制性内切酶 $"% $Y &’"$分别进行双酶
切、纯化回收后，在 ’P LM<连接酶的作用下进行
连接反应，连接产物 ,%2/)!;E经电穿孔进入大肠
杆菌 DEB;\*4+，构建成轻链库，电转化条件为：#C 9
NF，#"" %，#9 &AL；’将电转化后铺板形成的重组
克隆计数，算出转化率；随机挑取铺板形成的重组

克隆，提取重组质粒 LM<，分别用 &() $Y &’" $
进行双酶切反应，鉴定轻链的重组率；(将扩增、纯
化的 A8段基因和 ,%2/)!;E用限制性内切酶 &()$
Y $*+$分别进行双酶切、纯化回收后，在 ’P LM<
连接酶的作用下进行连接反应，连接产物

,%2/)!;E;A8经电穿孔进入大肠杆菌 DEB;\*4+，电
转化条件为：#C 9 NF，#"" %，#9 &AL，同时用辅助噬
菌体 F%GHB!超感染，大量扩增后，离心取上清即
得人源性 A()抗体库；)用同样方法计算转化率及
重组率；*噬菌体抗体库滴度（,14）的滴定：挑取一
DEB;)*4+菌落，接种于 P /E E\（含 7+7），摇菌培养
至 ,]"""BC "。将噬菌体抗体库稀释至 B" Q 9、B" Q R、

B" Q ^、B" Q B"，各吸以上 P个稀释度的噬菌体 B" &E
和 B"" &E DEB;)*4+混合，分别铺于 P 块 E\ ? (/,
平板，置 !R S培养 #P 3后，选取合适的平板，数出
克隆数，计算出每毫升噬菌体所形成的克隆数

（,14）。

# 结 果

#C B !、"链基因的扩增
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表 B 人免疫球蛋白 $%&引物

’()*+ B $%& ,-./+-0 21 34/(5 .//4526*2)4*.50
_4/(5 A8 U3(.5 !: ,-./+-0

9:;%’% <% <%’ <=’ ’’’ =%= %’% <<% ’=’ %’’;!:

9:;’=’ =’= <%’ =’% <%% <<= ’== ==’ ’’’;!:

9:;=%< ’=’ <%’ <=’ ’’’ =’% <%< <=< ’’’ ===;!:

9:;=%’ %<% <%’ <=’ <== %<= %’% <=% <<’ %<%;!:

_4/(5 A8 K(-.()*+ U3(.5 9: ,-./+-0

9:; > % ? = @<= =’= %<= %’% =<= >% ? = @<= ’%’ ===;!:

9:; > % ? = @<= =’= %<= %’ >< ? = @ %’% =<= ’%’ ==;!:

9:;%<= =’= %<= %’ >< ? = @ %’% =<= ’>% ? = @= ==;!:

9:;%<= =’< %<= %’% =<= %<= ’%< ==;!:

_4/(5 ! !: ,-./+-

9:;=%= %%= ’%’ <=< <’’ <<% <%’ %’% %%% ’=’ ’=<

<=% ’%’ ’’= ’=< %== =%= <<% ’%< =;!:

_4/(5 ! K(-.()*+ U3(.5 9: ,-./+-0

9:;=<% <’% =<= %’% <%% %<= ’%’ %%;!:

9:;=<< <’’ =<= %’% <%< %<= ’%’ %%<;!:

9:;=< >% ? ’ @ <’ >% ? ’ @ =<= %’% <% >’ ? % @ %’= ’%’ %%<;!:

_4/(5 " !: ,-./+-
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_4/(5 " K(-.()*+ U3(.5 9: ,-./+-0
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%% ’% >< ? % @ =’=;!:

9:;’%’ =<< =<= %’% %<= =<% %%’ =’’ =’= ’%’ =’=;!:
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图 ! 重链 "#段的 $%&扩增

"’() ! $%& *+,-’.’/*0’12 1. "# .3*(+420 ’2 54*67 /5*’2
&’ ()* &+,-. (/ 0 """； #： 120*345#6 !*7 0’ 120*3

45#6 06 !87 !’ 120*345%86 27 %’ 120*3459*7 :’ 12!*345#6 !*7

9’ 12!*345#6 06 !87 ;’ 12!*345%86 27 <’ 12#=345#6 !*7 >’

12#=345#6 06 !87 #"’ 12#=345%86 27 ##’ 1&#3 45#6 !* 7 #0’

1&#345%86 27 #!’ 1&#3459*7 #%’ 12!*3459*7 #:’ 12#=3

459*7 #9’ 1&#345#6 06 !8

从淋巴细胞提取的总 ?)* 反转录出第一链
@()*后，用 ! A "链 :B端与 !B端引物弧线配对（共
<对），改变 C1?反应条件扩增出全部轻链，经 #:
D A /琼脂糖凝胶电泳，结果显示在约 ;"" EF处均
可见明显的扩增条带（图 #）。

06 0 重链 "#段基因的扩增
同样以 @()*为模板，用重链 8G段 :B端引物

分别与 !B端引物（共 #9对），改变 C1?反应条件扩
增出 #! 对，半套式 C1? 扩增出另外 ! 对。经 #:
D A /琼脂糖凝胶电泳，结果显示在约 ;"" EF处均
可见明显的扩增条带（图 0、!）。

06 ! 轻链库的鉴定
将经 !"# #和 $#% #双酶切的 ! H "链片段

（! I " J 0 I #）和 F1KLE! ()*的连接产物电转化
后铺板形成的重组克隆计数，算出转化率 （即每微

克 ()*转化后产后的克隆数）为 :< M #"9。随机挑

取 #:个电转化后铺板形成的重组克隆，提取重组
质粒 ()*，分别用 !&’ #和 !"# #进行双酶切反

应，然后在 < D A /琼脂糖凝胶中进行电泳，结果显
示在 #:个重组克隆中，有 #!个泳道释放出 ! ,E H
#6 ; ,E的 0 个条带，为阳性克隆 （含 !或 "链基
因）；有 0个泳道释放出 ! ,E H # ,E的 0个条带，为
空质粒，由此得出轻链库的重组率为 #! A #: J <;N
（图 %）。

06 % "*8噬菌体抗体库的鉴定
将 8G片段 C1?产物和轻链重组质粒 ()*分

别经 $() #和 !&’ #双酶切、纯化、连接，连接产物
电转化后铺板形成的重组克隆计数，算出转化率为

%> M #"9 $D O #；随机挑取 #%个电转化后铺板形成的
重组克隆，提取重组质粒 ()*，分别提取重链重组
质粒 ()*，分别用 !"# #和 !&’ #进行双酶切反
应。在 < D A /琼脂糖凝胶中进行电泳，结果显示在
#%个重组克隆中，有 ##个泳道出现 ! ,E H 06 % ,E
的条带，为阳性克隆（含轻链和重链 8G片段），0个
泳道出现 ! ,E H #6 ; ,E的条带 （只含轻链或重链

图 9 轻链的 $%&扩增

"’() 9 $%& *+,-’.’/*0’12 1. -’(50 /5*’2
& ’ ()* &+,-. (/ 0 """；#：1/034/#7 0’ 1/034/06 !7 !’

1/034/%7 %：1/034/:6 ;7 :’ 1/034/97 9’ 1!#(34!#P7 ;’ 1!#(3

4!!Q7 <’ 1!#(34!#6 !*

图 : 半套式 $%&扩增重链 "#段的结果

"’() : ;4+’<24=04# $%& *+,-’.’/*0’12 1. "# .3*(+420 ’2
54*67 /5*’2

&’ ()* &+,-. (/ 0 """；#’ ?-DRS+. C1? .-TRSU VWUX F.WL-.T

12!*3459*7 0’ ?-DRS+. C1? .-TRSU VWUX F.WL-.T 12#=3459*7 !’

?-DRS+. C1? .-TRSU VWUX F.WL-.T 1&#345#6 06 !87 %：P-LW3Y-TU-G +L3

FSWZW@+UWKY VWUX F.WL-.T 12!*3459*；:：P-LW3Y-TU-G +LFSWZW@+UWKY VWUX

F.WL-.T 12#=3459*7 9：P-LW3Y-TU-G +LFSWZW@+UWKY VWUX F.WL-.T 1&#3

45#6 06 !8

图 > 轻链库的酶切鉴定

"’() > ?2@7+4 #’(4=0’12 ’#420’.’/*0’12 1. -’(50 /5*’2 (424
-’83*37

/+Y- #[ 0[ ![ %[ :[ 9[ <[ >[ #"[ #0[ #![ #%[ #:’ ! ,E H #6 ; ,E7 /+Y-

;[ ##’ ! ,E H #6 " ,E7 /+Y- &’ "3 *+,G % GWD-TU-G L+.,-.
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图 ! 噬菌体 "#$抗体库的酶切鉴定

"%&’ ! ()*+,- .%&-/0%1) %.-)0%2%3#0%1) 12 "#$ 45#&- #)0%6
$1.+ 7%$8#8+

’()* +, #, &, -, ., /, +", ++, +#, +!, +01 ! 23 4 #5 0 23 6 ’()* 0, 71

! 23 4 +5 7 236 ’()* !1 ! 23 4 +5 " 236 ’()* 81 !9 !"#: " :;<*=>

?(@2*@

A:片段中的任意一个片段），+泳道出现 ! 23 4 +B "
23的条带，为空质粒（图 &），由此得出抗体库的重
组率为 ++ C +0 D 7/E。将含噬菌体抗体的上清经
FGH."""沉淀浓缩后，涂板法测得噬菌体抗体库滴
度为 .7 I +"+# ?’ J +。库容量为转化率 I转化 KLM
量 I抗体库重组率 D 0/ I +"- #< J + I "5 - #< I 7/E
D #!5 # I +"-。

! 讨 论

抗体技术的发展经历了 !个阶段，第一代抗体
为血清多克隆抗体，+/7&年 NOPQ*@和 8;Q=>*;)创立
了单克隆杂交瘤技术，产生了第二代抗体即单克隆

抗体。虽然第二代单克隆抗体具有纯度高、特异性

好、能无限传代等优点，但由于无法得到稳定的人

源性杂交瘤细胞株，以及操作繁琐、成本高等问题，

使之一直无法直接运用到人身上。因此，围绕着如

何现有的鼠源单抗进行人源化改造及对生产人源

性单抗等问题，基因工程抗体应运而生。噬菌体抗

体库技术是一种制备人源性单克隆抗体的新技

术。由于其不经过免疫也可直接从天然噬菌体抗体

库中筛选出特异性抗体，且筛选效率高，因此，为单

克隆抗体的研制带来质的飞跃。由于人源性抗肿瘤

单抗对于临床上肿瘤抗体导向治疗和显像具有非

常重要的意义，故近年来利用噬菌体抗体库技术研

制人源性抗肿瘤单抗受到关注。已有利用此技术研

制抗肿瘤、病毒及自身免疫性疾病等人源性单抗的

报道 R !9& S。尽管不经过免疫也可从天然噬菌体抗体

库中筛选出特异性抗体，然而，大部分学者认为经

过特异性抗原免疫后再构建的噬菌体抗体库中更

易筛选出特异性好、亲和力更高的抗体。因此，我们

选择前列腺癌患者为采血对象，可以识别前列腺癌

组织的 T细胞得到了大量增殖，更有利于建库后抗
体的筛选。

有足够大库容量与多样性的抗体库，才可能从

中筛选出针对多种抗原的抗体。库容量的主要影响

因素有：$大肠杆菌的转化效率：采用电穿孔法 R - S，

其转化效率最高可达到每微克 KLM 为 + "+" 个转
化子，即使在培养液中使用抗生素，使电穿孔法的

转化效率显著地降低，也是化学转化法无可比拟

的。目前所报道的抗体库的库容量最高为 +".，平均

介于 +"- U +"7之间。我们也采用电穿孔的方法，得

到 #!B # I +"-的抗体库；% FVW引物的设计：由于
免疫球蛋白基因种类多，且分为较多亚型，如何设

计 FVW引物对构建高丰度抗体库十分重要，我们
利用 N()<等 R + S分组设计的轻、重链引物，分别在不

同退火温度下扩增得到全部轻链（&、!）及大部分重
链特异性 FVW产物，且产量较多。对于通过改变退
火温度等 FVW条件仍无法扩增出的 !条重链，我们
采用半套式两次 FVW进行扩增，得到其特异性条
带。所以，我们通过改变 FVW反应条件和半套式扩
增联合应用获得尽可能多的免疫球蛋白可变区基

因，对于构建尽可能大库容的噬菌体抗体库，从而

筛选到前列腺癌组织成分的抗体是至关重要的；’
噬菌粒的包装滴度（效率）：抗体库的多样性主要由

细菌转化效率所决定，库的大小受噬菌体滴度的限

制。噬菌体库中所包装噬菌粒的噬菌体滴度越高，

发现稀有抗体的机率就越大。XO:*@Q;):等 R 7 S研究了

伴侣蛋白 （YP(Z*@O);)）对噬菌体 8+!组装的影响，
将伴侣蛋白 V@OG基因插入到噬菌粒载体中，使之
与 FG[?;:=共同表达，同样条件下使 FG[?;:=包装
滴度由 "B 0 I +"+# ?’ J + 增至 "B 7 I +"+#?’ J +；(载
体酶切位点的选择：尽量选用在可变区基因内没有

或很少见到酶切位点，从而保证抗体库中所有的可

变区基因都不被切掉。本研究选用的载体酶切位点

是根据 VP(\:P(@]等 R . S 应用计算方法对近 0"种限
制性酶切位点分析，选出酶切频率为零或极低的几

种内切酶，不过要真正做到载体所选用的酶在抗体

^基因序列中没有切割位点，还取决于对更多抗体
^基因序列的了解。
构建了前列腺癌患者噬菌体抗体库后，我们将

从中筛选针对前列腺特异膜抗原 （Z@O=>(>* =Z*Y;_;Y
?*?3@()* ()>;<*), FX8M）膜外位点的抗体 A(3片
段，检测其特异性及活性。由于 FX8MR/ S是前列腺细

胞特异的细胞膜成分蛋白，有良好的器官特异性，
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在前列腺癌，尤其是在激素非依赖性前列腺癌细胞、

转移癌及复发癌中高表达，所以在前列腺癌的特异

性放射免疫显像诊断及导向治疗方面具有重要的临

床意义。并且我们制备的是与 $%&’胞外区特异结
合的抗体，会进一步提高该抗体的显像与治疗效果，

为前列腺癌特别是激素不敏感性前列腺癌及多发、

微小、不能切除的转移灶的治疗开拓广阔的前景。
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成体脑中，E/2E严格分布在神经核、核周体和一些
近端神经元突起中。但在检测骨髓细胞 */<48*的同
时做 E/2E检测，不论从免疫细胞化学还是 T’O%
角度均证实骨髓细胞早期（Y :）即有 E/2E表达，且
伴随 */<48* 表达而增强，细胞有形成克隆团样倾
向。培养 GY :后与 */<48*表达存在此长彼消趋势，
到表达高峰时（!" :）已呈神经元样细胞。以上现象
说明：表达 E/2E 的细胞在成为神经元样细胞之
前，形态上是大圆形细胞，但已具备神经元的生物

学基础，同时具有增殖分裂特性。也可认为，E/2E
阳性细胞和 */<48*阳性细胞本质上是同一种细胞，
只是发育阶段不同。为此，神经细胞移植时可否考

虑择选此类细胞移植，理论上应该比表达 */<48*的
神经干细胞移植更直接。

!7 ! 骨髓细胞分化为神经细胞的前景
骨髓在未来的组织工程技术发展中将处于核

心位置 C P D，不仅它是两种类型干细胞 （[%O< 和
&%O<）的定居器官，而且它的优点在于：!容易从
成体中收集和培养；"与胚胎干细胞相比，既不存
在伦理、道德问题，也不存在来源及数量有限等问

题。骨髓细胞向神经细胞（神经元及胶质细胞）方向

诱导分化的成功，可较好地解决移植中的免疫排斥

问题和供体数量有限等问题，为神经干细胞移植疗

法提供丰富的种子细胞源。
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