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摘要:噬菌体抗体库已成为单克隆抗体生成的重要技术之一。本文通过用圆形碘孢虫相关抗原对已构建的鼠源免

疫噬菌体展示单链组合抗体文库进行生物淘选,并对几株相对亲和力较高的阳性单克隆序列特征、相对亲和力及

热稳定性等进行了分析。ELISA、间接免疫荧光及免疫印迹等进行特征鉴定。结果表明,噬菌体抗体库技术对于分

离抗圆形碘孢虫不同表位抗原是可行的,将为粘体动物的抗原物质及分布、寄生虫2宿主相互关系等研究提供丰富

的抗体来源。
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  自 1825年 Jurine首次报道粘体动物 (粘孢子

纲 )引起鱼类病害以来, 尽管人们在其分类、起源、

系统发育、生活史、病理、寄生虫 2宿主相互关系、诊

断、防治等诸多方面取得了很大的成就
[ 1) 5 ]

,但粘体

动物引起的病害依然是限制鱼类养殖业发展的重要

因子之一,如寄生于鲫鱼 (Cara ssius a rua tus aura tus)

的 圆 形 碘 孢 虫 (Myxobolus rotundus Nem eczck

1911)
[ 1, 6]
。抗体 (多克隆 /单克隆抗体 )由于其良好

的特异性和高亲和力的特性
[ 7]

, 是病原的诊断、特

征分析及病害防治的良好试剂,在粘体动物引起的

病害方面也得到了广泛的应用
[ 8) 28]

。多克隆抗体

由于识别多个表位, 在具体分析单一抗原性质有其

内在局限性, 而且用作诊断试剂不易控制本底值。

而单克隆抗体识别单一靶位点,是粘体动物病原诊断

的良好试剂,并有望应用于防治。迄今,国内外报道

的抗粘体动物单克隆抗体数量十分有限
[ 2, 23, 26]

,这与

其制备技术 2杂交瘤技术的操作困难、周期长、成本

高、一次融合收获克隆数低的内在缺陷有关。另外,

所获得的单抗分泌细胞株长期保存易丢失活性。

诞生于 20世纪 90年代初的噬菌体抗体库技术

已成为单克隆抗体生成的主要技术手段之一, 被誉

为第三代抗体生成技术, 将抗体生成从细胞工程

(杂交瘤技术 )时代引入了基因工程时代。由于其

操作简单、制备周期短、成本低、易大量表达、保存方

便等特点,大有取代杂交瘤技术的趋势。噬菌体抗

体库技术最显著的特点就是将抗体的基因型与表型

有机的结合起来, 使得获得抗体的同时得到其编码

基因,从而将抗体的性能改造,如亲和力提高、增加

热稳定性、分子量及效价的改变等变成简单的基因

工程操作
[ 7, 29]
。单链抗体 ( S ingle cha in fragment va2

riable, scFv)是有一条柔性链接肽将抗体的重链可变

区 (VH )和轻链可变区 (VL)连接在一起形成的两个

首尾相接的单一肽链,通过正确的折叠,从而使两个

可变区由非共价键形成完整的抗原结合区,这样既增

加了抗体可变区的稳定性,又有利于遗传操作, 是目

前报道与应用最广泛的一种小分子抗体
[ 29]
。为深入

研究圆形碘孢虫的抗原性物质分布及其性质、寄生

虫2宿主相互关系, 我们首次构建了抗圆形碘孢虫相

关抗原的鼠源噬菌体单链抗体免疫文库
[ 30]

, 以求筛

选出更多的单克隆抗体用于该粘体动物的抗原性质

分析,得到其抗原谱系。本文利用圆形碘孢虫 (Myx2

obolus rotundus)相关抗原对构建的组合单链抗体文

库进行数轮生物淘选,并对 4株相对亲和力较高的单

抗克隆进行了特征分析,现将结果报道如下。

1 材料与方法

所用抗体文库为本实验室采用 Amersham B io2
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sciences公司 RAPS系统构建, 菌株 TG1 ( K12,

v ( lac2pro) supE th i hsdv 5 ( Fp trav 36 pro A
+

B
+

lacI
q

lacZv M15 ) )用于文库构建, HB2151 (K12,

v ( lac2pro ) ara NaI
r

th i ( Fp proA
+

B
+

lacI
q

lacZ

v M15) )用于文库扩增
[ 30 ]
。HB2151不含琥珀

抑制基因 , 从而可以识别噬菌粒 pCANTAB5E上

scFv与噬菌体外壳蛋白 III之间的琥珀终止密码

子, 从而可应用于可溶性 scFv的分泌表达。由于

三组分抗原都为杂和抗原, 筛选过程均参照哺乳

动物完整细胞淘选法和 H egm ans, et a l1
[ 31 ]
建立

的针对杂和抗原的筛选模型优化筛选条件进行。

三组分抗原参照章晋勇等
[ 3 2]
方法制备 , 完整成

熟孢子、孢子可溶性抗原及孢子发育前期三组分

抗原依次命名为 G1、G2、G3。

111 噬菌体抗体库的扩增  取一支甘油保存的

原始库用于扩增噬菌体抗体库, 方法参照 RPAS

系统及 Marks, et a l1报道进行, 简述如下: 100LL

甘油菌接种于 1L 2 @YT2AG培养基中, 37e 、

250r /m in培养至 OD600约为 01 5) 017。用 4 @

10
13
辅助噬菌体 M13KO7进行营救, 方法同第四

章的噬菌体抗体库的构建。取 10mL噬菌体上

清, 加入 2mL PEG /NaC,l 充分混匀至冰上 30)

60m in, 4e 、11000 r /m in离心 20m in, 尽量将上

清弃尽后, 用 16mL新鲜配置的 2 @YT重悬沉

淀, 立即用于淘选。取 10LL悬液指数级稀释, 铺

SOBAK板计算重组噬菌体滴度, 用 2 @YT培养

基调整其滴度至 2 @10
1 3
备用。

112 生物淘选 ( B iopann ing)  淘选采用固相法进

行
[ 30]

, 每组分抗原根据章晋勇等
[ 32]
确定的最佳包

被浓度进行, 每组分抗原淘选条件, 包括筛选轮

数、每轮筛选抗原浓度、洗板次数等 (表 1)。抗原

包被液为 0105 mol/L Na2CO3 pH 916, 封闭液为含

10%脱脂奶的 PBS, 洗涤液为含 012% Tween
TM

20

的 PBS液, 洗脱液为 100mmol/L的三乙胺, 中和液

为 T ris2HC l pH 71 5。洗脱的结合噬菌体颗粒取

10LL用于计算洗脱的噬菌粒滴度及各轮淘选的

富集率, 另取 10LL用于制备多克隆噬菌体展示抗

体 ( Phage d isplayed an tibod ies, Phabs), Phage EL ISA

测定其特异性, 每轮通过随机挑起 50个单克隆制

备单克隆 Phab以计算各轮筛选后阳性率。选取阳

性率不再增加的轮次作为最后一轮, 从最后一轮

所得克隆中随机挑选相对亲和力最高的 10个, 先

用限制性内切酶 B stNI酶切分析其酶切谱带。选

取差异条带克隆提取质粒送测序公司测序, 所得

序列经 NCBI Ig BLAST和 IMGT网站的 V2QUEST

模块
[ 33 ]
进行序列比对以证实其为小鼠免疫球蛋白

基因并找出其胚系基因来源及所属免疫球蛋白基

因家族。所得 scF v基因序列经 ExPASy网站 ( ht2

tp: / /expasy1org1 cn) Translate软件推导出其氨基

酸序列, 免疫球蛋白框架区 ( FR )及互补决定区

( CDR )的确定根据 Kabat的经典定位法则
[ 34]

进行。

表 1 各组分抗原淘选轮次及条件

Tab11 The condit ions of b iopann ing the specific clones from the phage d isplay scFv lib rary

1 2 3 4

抗原溶度

Concentrat ion

of ant igen s

洗板次数

T mi es of washing

  (次 )

抗原溶度

Concen tration

of ant igens

洗板次数

Tmi es ofwash ing

  (次 )

抗原溶度

Concen trat ion

of an tigen s

洗板次数

T mi es ofwash ing

  (次 )

抗原溶度

Concentrat ion

of ant igens

洗板次数

T imes ofwash ing

  (次 )

G1 20L g /mL 3+ 3a 10 L g /mL 10+ 10 10L g /mL 20+ 20 5L g /mL 20+ 20

G2 108个 /mL 3 108个 /mL 5+ 5 106个 /mL 10+ 15 ) b )

G3 20L g /mL 6+ 6b 10Lg /mL 10+ 10 10L g /mL 20+ 20 5L g /mL 20+ 20

  注: a表示先 PBS洗板后用 PBST洗板次数; b表示未进行

Note: a1PBST was followed by PBS fow wash ing the t issue cu lture flask; b1not conducted

113 阳性克隆的噬菌体及可溶性形式的特征分析

11311 可溶性单链抗体的表达  利用 RPAS系统

的优点,将筛选出的相对亲和力较高的克隆分别感

染新鲜制备的对数生长期 HB2151, 过程详见 RAPS

系统说明书。单链抗体在菌体中的表达分布采用

ELSAS鉴定,检测二抗为辣根过氧化物酶标记的鼠

抗 E2tag IgG(Amersham Biosciences公司产品 ), TMB

用于颜色反应。阳性克隆的噬菌体形式制备同 111

噬菌体抗体文库的扩增。

11312 相对亲和力测定  所有阳性克隆的噬菌体

形式及可溶性形式单链抗体的相对亲和力参照文献

报道的硫氰酸盐洗脱法测定
[ 35 ]
。
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11313 热稳定性测定  将新鲜制备的 Phabs或

scFv分别放置于 - 20e 、4e 、25e 、37e , 2h、

4h、6h、8h、12h、24h、48h、64h、一周后 ELISA测

定其亲和力变化, 所用 Phabs滴度位 10
1 2

, scFv浓

度为 01 2L g/mL, 小鼠阳性抗血清、正常血清、辅

助噬菌体 M13KO7分别用作阳性、阴性对照。

11314 免疫印记分析  Western2b lot和 dot2b lot均

参照文献 [ 1]方法进行, 可溶性抗原及圆形碘孢虫

完整成熟孢子用 4%积层胶、12%的分离胶走 SDS2

PAGE变性电泳,还原剂为二硫苏醇糖 DTT, 然后用

Bio2Rad电转移装置将蛋白转至 PVDF膜上,分别用

新鲜制备的 Phabs或可溶性 scFv检测其特异性,对

应的二抗分别为 HRP标记的 anti2M13单抗和 anti2

E tag单抗, 显示剂为 DAB。

11315 间接免疫荧光及免疫组织化学  间接免疫

荧光 ( IFAT)参照文献 [ 16]方法进行。免疫细胞或

组织化学参照文献 [ 14、28]报道的方法进行。图片

由 Zeiess Axiop lan 2 imaging and Axiophot 2显微照

相。为避免噬菌体颗粒造成的透入困难及空间位

阻,免疫荧光及组化均采用可溶性 scFv进行。

11316 抗圆形碘孢虫成熟孢子阳性克隆的特异性

分析  以阳性克隆的可溶性 scFv或 Phabs为检测

一抗, 以圆形碘孢虫、关桥碘孢虫 (M 1guanqiaoensis

sp1nov)、塔形碘孢虫 (M1pyram id is)、武汉单极虫

(Thelohanellus wuhanensis)、多格里尾胞虫 (H en2

neguya dogieli)成熟孢子为包被抗原, 石斑鱼格留虫

(Glugea epinephelus sp1nov)作为外源种对照检测各

自的交叉反应能力,所用抗体及抗原浓度调为一致,

有反应记为 + ,无反应记为 - 。

2 结  果

211 抗圆形碘孢虫孢子可溶性蛋白噬菌体单链抗

体库的筛选与特异性抗体特征

Phage ELISA用于验证抗圆形碘孢虫孢子可溶

性蛋白的噬菌体单链抗体库四轮连续筛选的富集指

数及阳性率 (图 1a、表 2 )。结果显示, 各轮淘选后

的多抗 Phabs均能特异性识别圆形碘孢虫孢子可溶

性蛋白。四轮筛选后,特异性噬菌体颗粒得到明显

富集。另外,尽管每轮淘选所用抗原浓度不断降低,

洗脱强度不断增加,但所得洗脱噬菌体滴度乃明显

增加,各轮筛选后富集指数及阳性克隆率均呈上升

趋势,表明阳性克隆得到了有效的富集。其中三、四

轮之间富集指数趋于稳定, 故而没有继续增加筛选

轮数。第四轮筛选后, 用小鼠阳性血清进行竞争

ELISA验证其特异性富集效果, 结果表明原始文库

和第四轮富集后的多抗 Phabs都能有效抑制小鼠阳

性血清与圆形碘孢虫孢子可溶性蛋白的结合 (图

2a)。从第四轮筛选后得到的富集文库中, 随机挑

选 50个克隆, 单克隆 Phage ELISA测得各克隆与圆

形碘孢虫孢子可溶性蛋白的特异性结合,估计其亲

和力 (图 3a)。阳性率达 98%, 进一步表明通过优

化淘选条件,特异性克隆得到有效富集。从中选取

亲和力较高的 10个克隆, DNA指纹图谱分析克隆

多样性,结果显示所得阳性克隆其基因型只有两种

(结果未给出 ), 测序结果也证实这点, 分别命名为

pCAN26H 和 pCAN27J。中竞争性 ELISA表明它们对

小鼠抗圆形碘孢虫孢子可溶性蛋白阳性血清的明显

抑制效果,抑制率分别为 11183%和 3108% (图 2a)。

图 1 多克隆噬菌体颗粒 ELISA验证各组分抗原筛选对应噬菌体展示 scFv文库的富集效果

Fig11 Polyclonal Phage ELISA on three an tigen group ofMyxobo lus rotundus after th ree or four b iopann ing rounds

a, b, c分别对应 G1, G2, G3,下同

a, b and c rep resen ting G1, G2 and G3 resp ectively, the same as fo llow s

An t i2serum, M13KO7 and BSA were used as pos it ive, negative and b lank con trol respectively1The b ind ing s ign alwere

analyzed atOD450



4期 章晋勇等:圆形碘孢虫单链抗体库的筛选与阳性克隆特征分析 571  

表 2 三组分经过 3、4轮筛选后特异性单链抗体的富集指数及阳性克隆率

Tab12 The en richment factor and rate of specific pos it ive clones, detected by po lyclonal andmonoclonal phage ELISA

1  2  3  4  

起始量

In it ial

收获量

Outcome

富集指数

Enrichm2

en t factor

阳性率

Rate of

pos itive

clones

起始量

In itial

收获量

Outcome

富集指数

En richm2

ent factor

阳性率

Rate of

positive

clones

起始量

Initial

收获量

Ou tcome

富集指数

Enrichm2

ent factor

阳性率

Rate of

positive

clones

起始量

In itial

收获量

Outcome

富集指数

Enrichm2

en t factor

阳性率

Rate of

positive

clones

G1 2 @

1013

115 @

105

0185 @

10- 8

20% 2 @

1013

112 @

106

016 @

10- 7

30% 2@

1013

617@

106

3135 @

10- 7

9313% 2 @

1013

619 @

106

3145 @

10- 7

98%

G2 2 @1013 615 @

104

3125 @

10- 9

1313% 2 @1013 712 @

105

316 @

10- 8

3617% 2@

1013

217@

106

1135 @

10- 7

90%

G3 2 @

1013

115 @

105

0185 @

10- 8

20% 2 @

1013

116 @

106

018 @

10- 7

30% 2@

1013

616@

1013

313 @

10- 7

7617% 2 @

1013

711 @

106

3155 @

10- 7

8617%

图 2 抗圆形碘孢虫孢子可溶性蛋白 ( a)、完整成熟孢子 ( b )及孢子发育前期与包囊原始文库、富集文库与特异性克隆的竞争 ELISA分析

F ig12 Analyisis of specificity of origina,l enriched and specific clones by competit ion ELISA, as competitor of correspond ing pos itive mouse an ti2serum

图 3 抗圆形碘孢虫三组分抗原最后最终富集文库中随机挑选克隆的特异性分析

Fig13 Analys is of specificity of randomly selected clones from the last enriched phage disp layed scFv library again stMyxobolus rotundus related ant igen

  序列分析发现, pCAN26H scFv基因含 768bp,

编码 256个氨基酸, 其中 128个为重链可变区, 113

个为轻链可变区。 pCAN26H VH 属于小鼠 IGHV1

亚类, 由胚系基因 IGHV1、IGH J3、IGHD2SP2发育而

来。 pCAN26H VL属于 Kappa族, VK21亚类, 由胚

系基因 IGKV1、IGKJ1发育而来, 其氨基酸序列 (图

6)。pCAN27JscFv可能识别圆形碘孢虫孢子极丝蛋

白从而可用于研究粘体动物萌发机制的研究, 工作

正在进行中, 将另文发表。Dot2blot及 W estern2bolt

显示, pCAN26H能特异性与圆形碘孢虫成熟孢子可

溶性蛋白反应, 其识别的抗原在 Western印记中为

单一条带,大小分别为 34kD, 对应一条主抗原带 (图

4a)。间接免疫荧光极免疫细胞化学均表明 pCAN2

6H能特异性的识别圆形碘孢虫孢子质抗原成分

(图 5a)。硫氰酸盐洗脱法测得其 Phabs和可溶性

scFv的相对亲和力分别为 110M和 0183M。热稳定

性分析表明, 噬菌体形式和可溶性 scFv均能在

- 20e 保持活性一周以上, 4e 条件下抗体活性在

64h内基本不变, 随后活性开始降低, 在 25e 和

37e 条件下抗体活性仅可维持 12h左右,其后活性迅

速降低,一周后活性降至新鲜制备时的 10%左右,但

scFv形式较 Phab形式在较高温度下活性下降更慢些。
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图 4 斑点印记及 western2b lot分析 pCAN26H ( a)、pCAN23K( b)、pCAN29A及 pCAN23F( c)的特异性

F ig14 Characterizat ion of specificity o f pCAN26H ( a), pCAN23K( b), pCAN29A and pCAN23F by dot2b lot andwestern2b lot

图 5 间接免疫荧光及免疫组织与细胞化学分析 pCAN26H ( a)、pCAN23K( b)、pCAN29A ( c)及 pCAN23F( d )的特异性

F ig15 Characterization and localizat ion of ant igens recogn ized by pCAN26H ( a), pCAN23K ( b ), pCAN29A and pCAN23F by indi2

rect fluorescence immuno log ica l techn ique, immunoh istochem is try and immunocytochem is try1The scale bar( a) = 10Lm, ( b ) =

    5Lm, ( c) = 45Lm, ( d) = 10Lm

212 抗圆形碘孢虫孢子表面抗原的噬菌体单链抗

体库的筛选与特异性抗体特征

抗圆形碘孢虫完整孢子表明抗原分子的噬菌体

单链抗体库三轮筛选后, 各轮的富集效果及阳性克

隆率 (图 1b、图 2b)。全孢子 EL ISA显示各轮淘选

后的 Phabs均能特异性的与圆形碘孢虫孢子反应,

三轮筛选后,特异性噬菌体颗粒得到明显富集。尽

管淘选所用抗原浓度不断降低,洗脱强度不断增加,

但收获的洗脱噬菌体滴度依然明显增加, 各轮筛选

后富集指数及阳性克隆率呈上升趋势, 表明抗圆形

碘孢虫完整孢子表面抗原分子的阳性克隆得到有效

富集。从第三轮淘选后的文库中,随机挑选 30个克

隆, 选取亲和力较高的 10株进行 DNA指纹图谱分

析, 发现它们基因型一致,命名为 pCAN23K,测序结

果也证明它们为同一基因型。竞争 ELISA发现, 三

轮筛选后的富集文库与原始文库及 pCAN23K均能

显著抑制属抗圆形碘孢虫完整孢子血清与孢子表面

抗原分子的结合, 抑制率分别为 87113%、6419%和

41183% (图 2b)。

序列分析发现 pCAN23K scFv基因长 732bp, 编
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码 244个氨基酸,其中 119个为重链可变区, 110个

为轻链可变区, VH属于小鼠 IGHV4亚类,由胚系基

因 IGHV4、IGH J2、IGHD2FL16发育而来; VL属于

Kappa族, VK24, 由胚系基因 IGKV4、IGKJ4发育而

来,其氨基酸序列 (图 6)。W estern2b lot显示 pCAN2

3K识别的抗原带谱非常宽, 大小位于 1716kD至

107kD之间 (图 4b)。全孢子间接免疫荧光及孢子

细胞组织化学显示 pCAN23K所识别的抗原物质分

布于孢子表面, 包括壳瓣和缝脊, 尤其是缝脊开口

部, 而不与孢子内部结构包括极囊和孢子质发生反

应 (图 5b )。硫氰酸盐洗脱法测得 pCAN23K Phabs

和 scFv的相对亲和力分别为 01712M和 01483M。

pCAN23K Phabs和 scFv的热稳定性大致与 pCAN2

6H相同,在低温环境远比高温环境稳定。交叉反应

显示 pCAN23K能和所有检测的粘孢子虫反应,但不

与石斑鱼格留虫孢子反应 (表 3)。

图 6 pCAN26H、pCAN23K、pCAN29A及 pCAN23F氨基酸系列比对

F ig16 A lignment of am ino acid sequences of pCAN26H, pCAN23K, pCAN29A and pCAN23F

框出部分为 linker pept ide序列 The linker p ept ide of scFvwas framed

表 3 pCAN23K与其他粘孢子虫的交叉反应

Tab13 The cross2reactiv ity of pCAN23K reacted w ith surface an t igen molecu les ofMyxobolus rotundus spores w ith other availab le freshmyxosporean

matu re spores1R eact ions are des ignated as posit ive( + ), negative( - ) 1G lugea epinephelu s sp1novwas used as ou tgroup

检测种 Detected sp ecies pCAN23K

圆形碘孢虫Myxobolu s rotundu s +

关桥碘孢虫Myxobolu s quanqiaoen is sp1nov +

武汉单极虫 Thelohan ellu swuhanensis +

多格里尾胞虫H enneguya dogiel i +

塔形碘孢虫Myxobous pyram id is +

石斑鱼格留虫 Glug ea epinephelus sp1nov -

213 抗圆形碘孢虫前孢子期及包囊噬菌体单链抗

体库的筛选与特异性抗体特征

抗圆形碘孢虫前孢子期及包囊噬菌体单链抗体

库四轮连续淘选的富集指数及阳性克隆率 (图 1c,

图 2c),结果表明特异性噬菌体颗粒得到有效富集,

各轮筛选后阳性克隆率分别为 20%、30%、7617%

和 8617%。从第四轮筛选后的富集文库中随机挑

取 30个克隆, 单克隆 Phage ELISA比较各克隆亲和

力相对大小。选取亲和力较高的 10个克隆, 进行

DNA指纹图谱分析, 得到两种基因型克隆, 分别命

名为 pCAN29A和 pCAN23F。 pCAN29A scF v基因长

744bp,编码 247个氨基酸, 其中 122个为重链可变

区, 110个为轻链可变区, VH 属于小鼠 IGHV7亚

类, 由胚系基因 IGHV7、IGH J3、IGHD2Q52发育而
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来; VL属于 Kappa族, 245个氨基酸, 其中 120个为

重链可变区, 110个为轻链可变区, VH 属于小鼠

IGHV4亚类, 由胚系基因 IGHV4、IGH J3、IGHD2SP2

发育而来; VL属于 Kappa族, VK24亚类,由胚系基

因 IGKV4、IGKJ4发育而来, 其氨基酸序列 (图 6)。

竞争 ELISA结果显示第四轮富集文库和所得的两

株较高亲和力单抗均能有效抑制鼠抗血清与圆形碘

孢虫孢子前期及孢囊混合抗原的结合, 抑制率分别

为 3419%、2183%、1156% (图 3c )。 Dot2b lot及

W estern2blot显示 pCAN29A和 pCAN23F均能和圆

形碘孢虫孢子前期和孢囊混合抗原反应, 前者识别

从约 1712kD到 91kD多条带,而后者较特异性识别

大小约为 40kD的单一条带 (图 4c)。间接免疫荧光

和免疫组织化学都证实 pCAN29A特异性的识别圆

形碘孢虫孢囊内膜,而 pCAN23F不仅仅能识别圆形

碘孢虫前孢子期阶段抗原, 还能和成熟孢子孢囊发

生反应 (图 5c)。硫氰酸盐洗脱法测得 pCAN29A

Phabs和 scFv的相对亲和力分别为 01922M 和

01784M, pCAN23F Phabs和 scFv的相对亲和力分别

为 1136M和 1121M, pCAN23F热稳定性较 pCAN29A

高,但同样表现出低温条件下较高温条件稳定的趋

势,结果未给出。

3 讨  论

多克隆抗体和单克隆抗体是重要的实验和应用

试剂, 在诸多行业均得到普遍应用
[ 7, 29, 30, 34]

。但制

备抗体的技术在 20世纪 90年代初以前主要还是通

过动物免疫得到多克隆抗体或杂交瘤技术制备单

抗,尽管这种方法已制备了数以千计的单抗,但其内

在的缺陷限制了其应用效果,尤其是在作为治疗抗

体方面
[ 34]
。抗体技术,尤其是噬菌体抗体库技术诞

生于 20世纪 80年代末、90年代初,经过 20年的发

展已成为抗体获得的有效途径之一, 由于其较杂交

瘤技术具备的多项优势, 大有取而代之的势

头
[ 7, 29, 30, 34]

。噬菌体抗体库技术的主要优势体现

在: ( 1)可以不经过动物免疫直接制备抗体 (Bypass2

ing immun izat ion),如全合成噬菌体抗体文库; ( 2)能

较好模拟动物体内抗体亲和力成熟的过程, 并通过

体外分子进化技术人为改造,获得较自然抗体更高

亲和力的抗体; ( 3 )可以生产全人源化的抗体;

( 4)在获得抗体的同时获得编码抗体基因, 有利于

后续的基因工程改造抗体性,并利于保存,避免了杂

交瘤细胞株稳定性不好的弊端; ( 5)免疫亲和筛选

简易、高效, 解决了杂交瘤技术阳性克隆率低、周期

长等问题
[ 34 ]
。世界上众多实验室及药物公司正利

用这项伟大的技术筛选出大量有用抗体或抗体分

子, 取得了良好的结果。从诞生至今,学界专门就噬

菌体展示及抗体库技术举行了多次国际研讨会。可

以说这项技术的诞生在抗体史上的意义绝不亚于杂

交瘤技术,将抗体制备从细胞工程时代引入了基因

工程时代
[ 34]
。

由于其对对应配体的良好识别能力, 抗体也已

广泛运用于粘体动物,尤其是对渔业生产造成严重

危害种类的抗原性、免疫原性及其诊断研究工作中,

如 Cera tomyxa Shasta
[ 13]
、C. labracis

[ 23]
、Kudoa thyr2

sites
[ 25]
、PKX

[ 14, 16, 17, 36 ]
、Sphaerospora spp.

[ 36]
、S. testic2

ula ris
[ 23]
、S. d icentrarchi

[ 21, 24]
、Myxobolus cerebra2

lis
[ 8) 10]

。所用的免疫学技术涉及 ELISA、IFAT、Dot2

b lot、Western2b lot、免疫组织化学、免疫细胞化学及

免疫电镜等。我们近年来也利用制备的多抗和单抗

对圆形碘孢虫抗原性做了一些工作。抗原性方面认

为圆形碘孢虫既具有种特异性抗原又具有碘孢虫属

共有的保守抗原, 并提出了其成熟孢子可能具有对

称抗原表位的假说;免疫原性方面,从天然感染的鲫

鱼血清中检测出抗该寄生虫的循环抗体,而且感染

强度与抗体水平不相关
[ 1, 6, 26, 27, 29, 30]

。但在应用过程

中, 除了碰到了其本身内在的技术限制外,还面临杂

交瘤技术在数量上不能适应粘体动物病害研究需要

的问题
[ 30]
。因为迄今为止,我们对圆形碘孢虫整个

生活史时期的抗原及抗原变化所知甚少,而圆形碘

孢虫的后生动物性质决定了其抗原成分的复杂性及

为逃避宿主特异性免疫应答的高变性。杂交瘤技术

筛选效率低的问题在这方面表现的就尤为突出。特

别是 最近 国 际粘 体动 物 协作 联 盟 ( http: / /

www1 iats1csic1 es /~ patolog2 / index1htm )提出运用

组织微矩阵技术 ( T issue M icroarray, TMAs)于粘体

动物研究中,对特异性抗体的需求量远非传统杂交

瘤技术所能满足。而抗体库技术可能是目前唯一能

满足高通量对抗体数量需求的技术, 这在功能基因

组及蛋白质组学研究中已得到证实
[ 7, 29, 31, 34]

。另外,

E l2Matbouli& Soliman
[ 37]
成功构建了Myxobolus cere2

bra lis放射孢子虫期的 cDNA文库, 从中筛选具有保

护性及诊断价值的目的抗原基因也依赖于数量众多

单抗的获得。由于圆形碘孢虫的完整生活史尚未搞

清楚,我们无法获得生活史各个时期的抗原,故而本

实验只能利用可以获得的生活史部分阶段的抗原构

建鼠源免疫噬菌体抗体文库。尽管杂合抗原, 尤其

是完整细胞的筛选对从噬菌体抗体文库中获得目的
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抗体是一个挑战, 但随着筛选技术的不断改

进
[ 29, 31, 34 ]

,尤其是针对杂和抗原筛选模式的建立及

筛选条件的优化
[ 31, 34 ]

,数量不菲的抗体已能用复杂

抗原, 包括复合抗原、细胞裂解物、完整动植物细胞、

病毒颗粒及细菌颗粒等从不同的噬菌体抗体库中成

功获得
[ 7, 29) 31, 34]

。本实验根据已报道的复杂抗原筛

选模型成功获得抗圆形碘孢虫不同组分抗原的目的

抗体也证明了小容量的免疫文库是获得单抗的有效

来源之一。用孢子可溶性蛋白作为筛选抗原, 共筛

选出 2株亲和力较高的 scFv, pCAN26H能特异性的

和圆形碘孢虫孢子质蛋白反应, pCAN27J能特异识

别圆形碘孢虫极丝蛋白,而非孢子极囊壁,说明极囊

壁和极丝蛋白存在抗原异质性。两者均不与孢子表

面抗原分子反应,这可能是由于发育过程中壳瓣来

源于壳瓣源细胞,而孢子质、极囊来源于孢子质原细

胞、极囊原细胞, 说明孢子发育过程中出现了抗原的

极大变异和分化。如果圆形碘孢虫完整生活史建

立,这两株单链抗体对于阐明其发育过程中抗原物

质的分化无疑将发挥重要作用。利用成熟孢子作为

筛选抗原,我们鉴定了一株亲和力较高的特异性识

别孢子表面抗原分子的单抗,它不与孢子内部结构

包括极囊和孢子质发生反应,再次说明圆形碘孢虫

孢子发育过程中出现抗原物质的分化。这是粘体动

物粘孢子虫纲种类孢子壳单克隆抗体的首次报道。

传统观点一直认为, 其壳瓣是一类几丁质物质
[ 1 ]

,

不具有免疫原性
[ 1, 6]

, 而本文报道的结果似乎进一

步证实了粘孢子虫成熟孢子是一类抗原性物质,具

有免疫原性, 这与用鼠抗血清得出的结论一致
[ 32 ]
。

此外, 交叉反应结果显示粘孢子虫孢子壳成分抗原

性存在共性,而与微孢子虫壳瓣存在差异,这可能是

由于两者亲缘关系决定。有证据表明微孢子与真菌

有较近亲缘关系,而越来越多的证据支持粘体动物

为后生动物
[ 2) 5, 32 ]

。抗圆形碘孢虫前孢子期单抗能

同时识别孢子极囊的发现, 证实了圆形碘孢虫具有

种特异性抗原,这与 Lu, et a l1
[ 1, 26]
的结果一致, 并证

明极囊可能是粘孢子虫的保守抗原。Munoz, et

a l1
[ 21) 2 3]

也证实极囊是粘孢子虫纲最为保守的结

构, 但究竟极丝蛋白是否保守尚需进一步证实。

另外, 我们首次发现了圆形碘孢虫包囊内外膜的

异质性, 内膜可能是虫体分泌的物质构成, 这与

Martyn, et a l1
[ 38]
对寄生于白鲑鳃弓膜的碘孢虫

M1pendula 的研究结果一致, 推测这种异质性可

能在组织寄生,形成孢囊的组织寄生粘体动物中

普遍存在。但 Morris, et a l1
[ 19 ]
用抗 Tetra capsu2

loid es bryosa lmonae单抗对 M 1cerebra lis发育过程

分析显示该碘孢虫前孢子期发育过程中存在严

重的抗原泄露, 在宿主其他组织中检测出虫体抗

原。由于本文研究的 M 1rotundu s及 Martyn, et

a l1
[ 3 8]
报道的M 1pendula 生活史、感染机制及传

播模式等均未阐明, 是否不同发育传播模式的粘

体动物存在不同的与宿主的相互作用需要进一

步的验证。至于免疫荧光中出现抗孢囊外膜的

非特异性反应, 可能是由于内外膜的某些共同碳

水化合物残基造成的。

尽管单抗在诊断方面无法同分子诊断方法

一样能检测到虫体的生活史各个时期, 但由于免

疫学诊断的临床操作性强, 尤其是对未受过专业

培训的渔民具有较分子诊断更大的优势, 所以一

直以来都是水产病害工作者的努力方向
[ 1, 27]

。

由于粘体动物病害目前尚未有有效药物能够控

制, 一旦到成熟孢子形成我们就毫无办法, 故而

发展简单、快速的早期诊断方法对于控制粘体动

物病害显得尤为重要。而寻找粘孢子虫的早期

保守抗原作为候选诊断抗原是建立早期免疫诊

断粘体动物病害的前提。在本实验中, 除了鉴定

了的几株较高亲和力的抗体外, 还得到为数不少

的低亲和力抗体, 通过体外分子进化技术提高它

们的性能现实可行。如果圆形碘孢虫的人工感

染模型、完整生活史及传播模式能够建立, 从已

构建的噬菌体抗体文库中筛选得到的单抗鉴定

该碘孢虫的早期保守抗原可能是一条有效途径。

另外, 大量单链抗体的获得对研究粘体动物生活

史中抗原变化及与宿主相互作用也是一种有用

工具。
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ISOLATION AND CHARACTER IZATION OF SPEC IFIC CLONES REACTEDW ITH

MYXOBOLUS ROTUNDUS RELATED ANTIGEN FROM A COMBINATOR IAL PHAGE

DISPLAYED SCFV L IBRARY

ZHANG Jin2Yong1, WANG Jian2Guo1, LIM ing1, 2, GU Ze2Mao1, 2, 3 and GONG X iao2N ing1

( 1. In stitu te ofHyd robiology, Ch ineseAcademy of Sciences, Wuhan 430072; 2. Gradua te School of the Ch ineseAcademy of Sciences, Beijing  100039;

3. College of F isheries, Agricultura l Un iversity, Wuhan 430070 )

Abstract: Polyclona l and monoclonal antibod ies, especially the latterwere extens ively applied in diagnosis and treatment of

fish diseases because of their hihg specificity and affin ity. H ybridoma cells are pure source ofmonoclona l ant ibody(MAb)

of desired specificity and present excellent promise in clin ical mi plication. H owever, the potential have been mostly lmi ited

in theory s ince the establishment of hybridoma technologywasmade byKohler& M ilstein in 1975 for some intrins ic prob2

lemat ic lmi itations, especiallyH uman Anti2MouseAntibody responses(HAMA). In addit iona,l hybridoma technology was

labor2extens ive and can not be sat is fied with requirement ofmonoclonal antibod ies in post2genomic era. The recombinant

ant ibody or engineering antibody technology, especially phage d isplay antibody library, developed in 1990 show great ad2

vantage over hybridroma technology in production ofmonoclonal antibodies. For parasitic diseases caused byMyxozoans, a

worldw ide constraint factor for development of aquaculture industry and many techn iques based on the antibodieswere de2

veloped to diagnose and studied the mi munogenicity and antigenicity of differentmyxozoan species to find the candidate an2

t igen molecules to control the severe diseases. S ignificant advances in our understand ing of theMyxozoa have been achieved

in recent years, however, diagnos is, prophylaxis and therapy ofmyxosporadios is have not been thoroughly resolved.Myxobo2

lus rotundusNemezek, 1911, is a serious pathogen for the farm ing of crucian carp, Cara ssiusaura tus ( L. ), allogynogenet ic

gibel carp and Carassius aura tus gibelio ( Bloch) in Ch ina. Establishment of practical early diagnosis strategy and searching

the protect ive antigen molecules are vital to control the parasit icmyxosporean d isease. Two stra ins monoclonal antibodies

were previously screened by hybridroma technology, but the low divers ity and d ifficulty of storing lmi ited their application.

In the presentwork, four strains phage displayed monoclonal scFv with better affinity were isolated from previously con2

structed combinatorial pahge d isplayed scFv ant ibody library usingM. rotundus related antigen. Their characterswere ana2

lyzed by ELISA, dot2blot, western2blot, IFAT and mi munohistochem istry. The sequence ana lysis and alignment displayed

that the heavy and light cha in of four clones were originated from differentmouse germ line gene families. Among them,

pCAN26H could specially react with the soluble protein ofM. rotundus spores and recognize ant igen with a molecular
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weight of about 34kD. The antigens recogn ized by pCAN26H were located in sporoplasm ofM. rotundus spores. The pCAN2

3K could specially reactw ith the surface antigen molecules of intactmatureM. rotundus spores, espec ially in the openings

of sutural ridge, but no responsewith polar capsule and sporoplasm. Themolecularweight reacted by pCAN23K ranged from

about 17. 6kD to 107kD. The pCAN29A could specially reactwith the inner membrane of plasmodia, but no responsewith

the middle and outer membranewh ich indicate probably the heterogenicity of plasmodiamembrane and the ant igens with

molecular weight ranged from about 17. 2 kD to 91 kD. The pCAN23F could react with both antigens of the presporogon ic

stages and polar capsu leswh ich indicate the existence of species2specific ant igen forM. rotundus, with molecular weight of

about 40kD.

K ey words:Myxobolus rotundus; Myxoza; Phage displayed scFv; B iopann ing


