
췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍
췍

췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍
췍
췍 췍

췍췍

本文引文格式:周凌婕,邵慧敏,李仁杰,等.人源单重链噬菌体展示纳米文库的构建以及

抗 HER-2抗体的筛选[J].右江民族医学院学报,2025,47(3):457-464.
【论著与临床报道】

人源单重链噬菌体展示纳米文库的构建以及抗HER-2抗体的筛选
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摘 要:目的 构建天然人源化单重链噬菌体展示纳米文库,筛选出特异性靶向人表皮生长因子受体-2(HER-2)的单重

链抗体,作为后续嵌合抗原受体T(CAR-T)细胞疗法的抗原靶向结构域。方法 分离志愿者的外周血,提取淋巴细胞中

的总RNA,逆转录为cDNA,根据重链抗体保守区域骨架区FR设计引物,扩增出抗体的人抗体重链可变区(VH)片段,
再利用噬菌体展示技术,重组到噬菌体中,建立天然的人单重链噬菌体纳米文库,筛选特异性靶向 HER-2的噬菌体,应
用ELISA和流式细胞术检测抗体亲和力和特异性。结果 成功构建了人源化单重链噬菌体纳米文库,总库容达到5×
1010且多样性较好,并成功筛选到高亲和力的抗HER-2单重链抗体。结论 本研究成功筛选到了抗HER-2的单重链抗

体,并通过ELISA、流式等方法验证了其亲和力和特异性,为后续基于 HER-2的抗体筛选与开发,以及临床肿瘤治疗奠

定基础。
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Constructionofahuman-derivedsingle-heavy-chainphagedisplay
nanobodylibraryandscreeningofanti-HER-2antibodies
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  Abstract: Objective Toconstructanaturalhuman-derivedsingle-heavy-chainphagedisplaynanobodyli-
braryandscreenforsingle-heavy-chainantibodiesthatspecificallytargethumanepidermalgrowthfactorrecep-
tor-2(HER-2),whichcanserveastheantigen-targetingdomainforsubsequentchimericantigenreceptorT
(CAR-T)celltherapy. Methods Peripheralbloodwascollectedfromvolunteers.TotalRNAwasextracted
fromlymphocytes.TheextractedRNAwasthenreverse-transcribedintocomplementarycDNA.Primerswere
designedbasedontheframeworkregion(FR)oftheconservedregionsoftheheavy-chainantibodies.Thehu-
manantibodyheavy-chainvariableregion(VH)fragmentswereamplifiedusingthedesignedprimers.Subse-
quently,usingphagedisplaytechnology,theamplifiedVHfragmentswererecombinedintophagestoestablish
anaturalhuman-derivedsingle-heavy-chainphagenanobodylibrary.Phagesspecificallytargetinghumanepi-
dermalgrowthfactorreceptor-2(HER-2)werescreenedfromthelibrary.Enzyme-linkedimmunosorbentas-
say(ELISA)andflowcytometrywereappliedtodetecttheaffinityandspecificityoftheantibodiesencodedby
theselectedphages. Results Ahuman-derivedsingle-heavy-chainphagenanobodylibrarywassuccessfully
constructed,withatotallibrarycapacityof5×1010andgooddiversity.High-affinityanti-HER-2single-heavy-
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chainantibodiesweresuccessfullyscreened. Conclusion Inthisstudy,anti-HER-2single-heavy-chainanti-
bodiesweresuccessfullyscreened,andtheiraffinityandspecificitywereverifiedbyELISA,flowcytometry,

andothermethods.ThisprovidesafoundationforsubsequentHER-2-basedantibodyscreeninganddevelop-
ment,aswellasclinicaltumortreatment.
  Keywords: phagelibrary;humanantibodyheavy-chainvariableregion;humanepidermalgrowthfactor

receptor-2

  噬菌体展示是一种分子生物学技术,利用能够感

染细菌的病毒(即噬菌体)来呈现单链抗体片段,能在

短时间内筛选出大量特异性结合分子。噬菌体纳米文

库的库容越大,越有可能筛选出高亲和力的针对靶标

的单克隆抗体。噬菌体纳米文库的多样性是开发抗原

特异性抗体的先决条件。人源单重链噬菌体纳米文库

由于抗体基因来自人体,筛选出的抗体免疫性较低,更
加适合临床应用,减少了异源抗体可能引发的免疫反

应。由于其结构简单,便于基因工程改造,可以进一步

优化亲和力、稳定性,更好与CAR-T细胞结合,显著

提高CAR-T细胞疗法的有效性和安全性。噬菌体展

示技术能够迅速生成和筛选针对耐药性病原体的新抗

体或多肽,帮助应对耐药性,并且可以同时结合多个靶

点的分子,减少病原体产生耐药性的机会。噬菌体展

示技术从库构建到筛选,周期较短,能迅速获得目标抗

体,加快研发进程,降低研发成本。噬菌体是一种具有

多种作用的工具,可以用来诊断和治疗癌症,因为它们

能够被工程化来靶向肿瘤特异性抗原[1]。选择性结合

目标的噬菌体克隆的过程称为亲和选择或生物淘

选[2]。这一过程是必要的,因为噬菌体纳米文库将由

数十亿个噬菌体克隆组成,每个克隆都将插入不同的

DNA,以允许不同抗体在表面上表达,因此需要高效

的系统来选择合适的抗体用于筛选过程,目前,噬菌体

展示技术已成为获得人源抗体的主要手段之一[3]。
人 表 皮 生 长 因 子 受 体-2(human epidermal

growthfactorreceptor-2,HER-2)是17号染色体上

HER-2癌基因编码的受体酪氨酸激酶(RTK)跨膜蛋

白[4]。HER-2在30%以上的肿瘤中过表达,其中包括

乳腺癌[5]、胃肠道癌症[6]、胰腺癌[7]、胆管癌[8]和结直

肠癌[9],是最具临床代表的检测分子之一。HER-2阳

性肿瘤往往具有高分级、快速生长和早期全身转移的

特点。因 此 HER-2阳 性 表 达 的 患 者 往 往 预 后 较

差[10]。HER-2激活和调节细胞生长和增殖的相关下

游信号介质,通过培育这些通路,HER-2信号传导可

以促进肿瘤生长、血管生成和转移[11]。HER-2过度

表达会增加药物外排泵的表达,如多药耐药蛋白1
(MDR1)和P-糖蛋白,它们将药物泵出癌症细胞并降

低其有效性[12]。此外,HER-2的激活已被证明可以

提高DNA 修复酶的表达,这通过修复化疗诱导的

DNA损伤来促进耐药性[13]。此外,HER-2过表达诱

导 上 皮 间 质 转 化 (Epithelial-MesenchymalTransi-
tions,EMT),通过EMT,癌症细胞失去上皮特征,获
得间充质特征,EMT 与各种癌症类型的耐药性有

关[14]。已经开发了几种针对 HER-2阳性肿瘤患者的

疗法[15-17]。例如,曲妥珠单抗(TRA)、曲妥珠珠单抗-
德鲁替康(T-DXd)、曲妥珠单抗-恩坦辛(T-DM1)、拉
帕替尼(LAP)和帕妥珠单抗,都是抑制 HER-2受体

和下游信号通路的靶向疗法,从而减少肿瘤生长并提

高生存率[18]。曲妥珠单抗,一种单克隆抗体(MAb)是
首个HER-2靶向治疗,被发现在转移性 HER-2阳性

乳腺癌患者中获得持久的反应。曲妥珠单抗随后作为

标准治疗方案被引入 HER-2阳性乳腺癌的早期治疗

中,与化疗联合用于一线转移性、辅助和新辅助治

疗[19],但仍然存在一定的弊端和潜在风险,需要开发

新的治疗策略。人抗体重链可变区人抗体重链可变区

(VH)包 含3个 高 变 区(HVR)/抗 原 互 补 决 定 区

(CDR)和其两侧的4个骨架区(FR)。FR区氨基酸组

成和排列变化相对CDR较少。可变区中CDR与FR
的 组 成 方 式 为 “FR1-CDR1-FR2-CDR2-FR3-CDR3-
FR4”。本研究根据重链抗体保守区域FR设计引物,
从天然的未经过特殊免疫的人的B淋巴细胞中扩增

获得全套重链抗体可变区基因,而后重组到噬菌体中,
构建出一种库容量大的天然的人单重链噬菌体抗体

库。噬菌体展示筛选技术可用于检测生物标志物分

子,以促进疾病筛查,用噬菌体来筛选抗HER-2抗体,
为肿瘤预测以及治疗HER-2过表达提供了重要基础。

1 材料与方法

1.1 主要试剂 载体pCANTAB5E质粒、TG1感受

态细胞、辅助噬菌体 M13KO7均由皖南医学院弋矶山

医院精准医学中心提供。氨苄青霉素、卡那霉素、氯
仿、异丙醇购自北京索莱宝科技有限公司,酵母粉、蛋
白胨、氯化钠、琼脂粉购自北京博奥拓达科技有限公

司,淋巴细胞分离液购自天津灏洋生物制品科技有限

责任公司,T4连接酶、逆转cDNA试剂盒、SfiⅠ均购

自Takara公司,75%乙醇购自宿州众望科技有限公

司,Trizol试剂购自赛默飞科技有限公司,生理盐水、

PBS购自美国Gibco公司,1000份外周血样品来自皖

南医学院弋矶山医院。
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1.2 样品配置 2×YT培养基:NaCl5g,酵母粉10
g,蛋白胨16g,用超纯水定容到1L,121℃高压灭菌

20min。20%葡萄糖:无水葡萄糖100g,用超纯水定

容到500mL,115℃高压灭菌30min。2×YT固体

平板:氯化钠1g,酵母粉2g,蛋白胨3.2g,琼脂粉1g
用超纯水定容到200mL,等温度降到60℃以下,加

200μL氨苄青霉素(Amp)和20mL20%葡萄糖,倒
平板。PEG/NaCl:20% 聚 乙 二 醇-80040g,NaCl
29.2g,用超纯水定容到200mL,121℃高压灭菌20
min。10%甘油:100mL纯甘油+900mL超纯水,

121℃高压灭菌20min。20%甘油:20mL纯甘油+
80mL超纯水,121℃高压灭菌20min。60%甘油:60
mL纯甘油+40mL超纯水,121℃高压灭菌20min。

PBST:在1×PBS溶液中加入1mLTween-20,121℃
高压灭菌20min。TAE配置:先配置50×TAE,称取

24.2gTris-base;5.71mL冰乙酸;10mL0.5mol/

mLEDTA 超纯水定容至100mL。取20mL50×
TAE,加超纯水定容至1L,则为1×TAE。1%琼脂

糖凝胶:称取0.5g琼脂糖,用1×TAE定容至50
mL,使用微波炉大火高温加热直至全部融化,溶液变

为透明,加入5μL核酸染料,混匀。4%脱脂牛奶:称
取2g脱脂牛奶,用无菌水定容到50mL。

2 实验步骤

2.1 噬菌体建库

2.1.1 分血 在15mL离心管内提前加入2mL淋

巴细胞分离液,1∶1加入外周血,离心机的升降度调

到最低,650g离心20min,离心后吸取分层中的第二

层白膜层,用生理盐水补加至10mL,470g离心10
min,用生理盐水清洗两次,得到PBMC。

2.1.2 提 RNA 加入1mLTrizol试剂到PBMC
中,混匀后在冰上静置5min;加入200μL氯仿,混匀

冰上静置10min,13000r/min4℃离心15min;留上

清加入500μL异丙醇,混匀,冰上静置离心10min;
弃上清,加入1mL75%乙醇,混匀,冰上静置离心;弃
上清,加入30μL无酶水。

2.1.3 逆转cDNA 10μL总 RNA、1μLPrime-
ScriptRTEnzymeMix、1μLRTPrimerMix、4μL5
×PrimeScriptBuffer2和4μLdH2O37℃反应15
min,85℃反应5min,4℃保存。

2.1.4 PCR 上述cDNA模板1μg、上游引物1μL、
下游引物1μL、2×TaqPCRMix12.5μL,加ddH2O
补至25μL体系,总共24个体系。预变性94℃3
min;循环30次:94℃30s、55℃30s、72℃1min;

72℃延伸5min。使用1%琼脂糖凝胶电泳分离PCR
产物,见表1。

表1 引物序列表

引物 引物名称 引物序列(5′→3′)
上游引物 HuVH1 CTGCGGCCCAGCCGGCCATGGCCCAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGG

HuVH2 CTGCGGCCCAGCCGGCCATGGCCCAGGTCAACTTAAGGGAGTCTGG
HuVH3 CTGCGGCCCAGCCGGCCATGGCCGAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGG
HuVH4 CTGCGGCCCAGCCGGCCATGGCCCAGGTGCAGCTGCAGGAGTCGGG
HuVH5 CTGCGGCCCAGCCGGCCATGGCCCAGGTGCAGCTGCAGGAGTCGGG
HuVH6 CTGCGGCCCAGCCGGCCATGGCCCAGGTACAGCTGCAGCAGTCAGG

下游引物 HuJH1 ATCGGGCCGCAGTGGCCCCTGAGGAGACGGTGACCAGGGTGCC
HuJH2 ATCGGGCCGCAGTGGCCCCTGAGGAGACGGTGACCAGGGTGCC
HuJH3 ATCGGGCCGCAGTGGCCCCTGAAGAGACGGTGACCATTGTCCC
HuJH4 ATCGGGCCGCAGTGGCCCCTGAGGAGACGGTGACCAGGGTTCC
HuJH5 ATCGGGCCGCAGTGGCCCCTGAGGAGACGGTGACCAGGGTTCC
HuJH6 ATCGGGCCGCAGTGGCCCCTGAGGAGACGGTGACCGTGGTCCC

2.1.5 PCR产物胶回收 加入500μL平衡液BL到

吸附柱内,12000r/min离心1min,弃废液;切取1%
琼脂糖电泳的PCR产物,放到离心管中,加入等体积

的PC溶液,50℃水浴锅融化10min,胶块完全溶解;
将溶液加入吸附柱内,离心,弃废液;加500μL漂洗液

PW,离心,弃废液;空离2min弃废液;加入30μL灭

菌水,室温等待2min,离心收集DNA溶液。

2.1.6 酶切载体/DNA 使用SfiⅠ对pCANTAB5E

载体和DNA进行单酶切。DNA体系:DNA2μg(浓
度为127ng/μL,加16μL)、10×NEBuffer4μL、SfiⅠ
1μL、ddH2O19μL。总 共 配 制 6 个 DNA 体 系。

pCANTAB5E 体 系:1μg(浓 度 为334ng/μL,加6

μL)、10×NEBuffer4μL、SfiⅠ1μL、ddH2O30μL。
总共配制12个pCANTAB5E载体体系。50℃ PCR
仪器过夜酶切。使用1%琼脂糖凝胶电泳分离酶切产

物。SfiⅠ酶切位点:GGCCNNNN~NGGCC。
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2.1.7 载体和DNA产物胶回收 同2.1.5。

2.1.8 连接 按照载体:DNA的bp比为1∶3的比

例连接,即2μg载体、553.85ngDNA、1μLT4连接

酶、2μLT4连接酶Buffer,加ddH2O补至20μL,共
连接10μg载体,16℃PCR仪过夜连接。使用1%琼

脂糖凝胶电泳检测连接产物。

2.1.9 连接产物胶回收 同2.1.5。

2.1.10 TG1感受态细胞制备(现用现配) 前1天

TG1菌用不加氨苄和葡萄糖的2×YT固体平板划线。
第2天挑取单克隆到40mL2×YT培养基中,37℃,

220r/min摇过夜。第3天以1∶100的比例接种扩

大,即吸取800μLTG1菌到800mL2×YT培养基

中,摇至 OD600=0.4时即可开始制备感受态细胞。
离心机4 ℃ 预 冷,全 程 冰 上 无 菌 操 作,保 持 低 温

(OD600=0.4表示大肠杆菌密度适中,此时具有较高

的代谢活性和细胞壁通透性,有助于感受态细胞的制

备和后续。低温是为了维持细胞膜的流动性,防止细

胞应激,保护外源DNA,提高转化效率)。准备14个

50mL离心管,每管倒入50mL菌液,4℃,4500r/

min离心5min;弃上清,每管加入25mL无菌水混

匀,离心5min;弃上清,每管再加入15mL无菌水洗1
遍,5000r/min离心5min;弃上清,每管加入15mL
10%甘油清洗2次,5500r/min离心5min;弃上清,
加入10%甘油,把菌液合并到一管,终体积为8mL
(800mL菌液,浓缩100倍);分装:取10个EP管,800

μL一管。

2.1.11 电转 取100个电击杯插在冰上,每管感受

态中加入1μg连接产物,混匀后取80μL加入电击

杯。使用BTXGeminiSC电穿孔仪电转,电转条件为

电压:2500V,电阻:750Ω,电容:25μF,电极间隙:2
mm。电完之后补加2×YT培养基至1mL,37℃,

220r/min摇2h。

2.1.12 测滴度 取6个EP管,依次标记为③④⑤
⑥⑦⑧,代表稀释倍数,加入99μL培养基,随机选取

一管菌,取1μL加入,逐级梯度稀释,④⑤⑥⑦⑧管中

各取10μL滴在固体平板上,第2天计算库容量:菌落

数×10n(n=稀释倍数+2),做3个重复。

2.1.13 保存菌库 剩余菌液6000r/min离心4
min,弃上清,涂2×YT固体平板(含氨苄和2%葡萄

糖),倒置37℃培养箱过夜培养,第2天长满后将菌刮

下来即为噬菌体单重链库,加20%甘油分装后-80℃
冰箱保存。

2.1.14 测序 在滴度板上随机挑取30个克隆加入

200μL2×YT培养基中,摇2h后菌液测序,引物为

载体 通 用 引 物(pCantab5-R1:ccatgattacgccaagctttg-
gagcc),检测文库多样性。

2.2 噬菌体筛选

2.2.1 一轮筛选 ①制库一:取500μL冻存的噬菌

体库+200mL2×YT培养基+200μLAmp+2%葡

萄糖,37℃220r/min摇至OD600=0.6(TG1大肠杆

菌在37℃下快速生长,适合噬菌体感染和繁殖并且噬

菌体在37℃时感染效率最高。为了确保TG1大肠杆

菌处于对数生长期,从而优化噬菌体的感染和增殖)。
补加辅助噬菌体 M13KO71μL,摇1h。6000r/min
离心4min,换成新鲜2×YT培养基200mL+200

μLAmp+200μLKana,摇过夜。第2天4℃10000
r/min离心20min,把上清倒入新的50mL离心管中,
按照 上 清∶PEG/NaCl=4∶1的 比 例 加 入 PEG/

NaCl,冰上孵育沉淀1h。离心20min,弃上清,每管

加入1mL2×YT培养基溶解沉淀,0.45μm滤膜过

滤,4℃备用。②挑取一个 TG1单克隆到5mL2×
YT菌液里,37℃220r/min摇过夜。③抗原包被:按
照每孔10μg/mL、2μg/mL、400ng/mL的抗原浓度

进行三轮筛选包被 ELISA 板,PBS稀释抗原,每孔

200μL,设置复孔;另外每轮取两孔加入350μL4%脱

脂牛奶,4℃冰箱过夜孵育包被。第一轮筛选中使用

10μg/mL的抗原浓度,旨在捕获尽可能多的潜在结合

克隆;第二轮将抗原浓度降为2μg/mL,为了增加筛选

压力并集中高亲和力克隆;第三轮进一步将抗原浓度

降为400ng/mL,以筛选出具有最高亲和力的克隆。
通过逐步降低抗原浓度,确保每一轮筛选都能有效富

集目标抗体,同时避免筛选效率的下降。④将一轮抗

原吸出,加入后面牛奶孔的350μL4% 脱脂牛奶;后
面牛奶孔吸出350μL4%脱脂牛奶后,加入100μL
4%脱脂牛奶+100μL制备好的噬菌体,贴上封板膜,

37℃培养箱孵育封闭1h(阻断非特异性结合,1h足

以让牛奶中的蛋白质充分吸附到表面,形成均匀的封

闭层)。⑤将抗原孔350μL4%脱脂牛奶吸出,加入牛

奶孔中封闭1h的100μL4%脱脂牛奶+100μL噬菌

体,贴上封板膜,37℃培养箱孵育2h(2h是为了确保

抗体与目标分子充分结合,提高结合的特异性和信号

强度,不同的抗体亲和力不同,2h是一个适用于大多

数抗体的折中时间)。⑥1∶100接种过夜摇的 TG1
单克隆200μL到20mL2×YT培养基,37℃220r/

min摇至OD600=0.6。ELISA孔板孵育2h后,用

420μLPBST清洗6次,420μLPBS清洗3次,甩干

液体,加入200μL0.2MpH2.2的甘氨酸盐酸缓冲洗

脱液,静置8min,随后将洗脱下来的抗体加入到30

μL1MpH9.1的 Tris-HCl中和液中,加入800μL
TG1菌,37℃220r/min摇床感染1h(感染1h是为

了确保抗体与噬菌体颗粒充分结合,同时保持TG1细

胞的活性和感染效率)。⑦6000r/min离心4min,弃
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上清,沉淀涂2×YT平板,37℃培养箱培养过夜。⑧
第2天将菌刮下来,放入4℃备用。

2.2.2 二轮筛选 重复一轮制库和筛选步骤,抗原包

被浓度为2μg。

2.2.3 三轮筛选 重复一轮制库和筛选步骤,抗原包

被浓度为400ng。

2.3 ELISA ELISA的目的是检测展示在噬菌体表

面的外源蛋白(如抗体片段)与靶抗原的结合能力。本

研究使用 M13抗体进行噬菌体ELISA检测。M13抗

体是针对 M13噬菌体衣壳蛋白(pⅧ)的特异性抗体,
能够与噬菌体颗粒结合,用于检测噬菌体的存在。在

噬菌体与靶抗原结合后,使用 HRP标记的 M13抗体

作为二抗,通过显色反应检测噬菌体的存在。通过吸

光度值(OD值)定量分析噬菌体与靶抗原的结合能

力,从而评估展示抗体的亲和力。挑取32个单克隆。
制备噬菌体。提前包被400ng/mLHER-2蛋白,400
ng/mL无关蛋白 NY-ESO-1以及空白对照PBS。加

入350μL4%脱脂牛奶 ,37℃培养箱封闭1h;96孔

板菌10000r/min离心2min,取50μL上清+50μL
4%脱脂牛奶37℃培养箱孵育1h;420μLPBST和

PBS各洗3次,加入100μL牛奶稀释1000倍的噬菌

体抗体[Anti-M13Antibody(HRP),2μg/mL],37℃
培养箱孵育30min;420μLPBST和PBS各洗3次,
加入100μLTMB显色液,黑暗处显色10min,加50

μL终止液终止,蓝色即为阳性,证明筛选出来有能结

合靶抗原的抗体。

2.4 细胞结合流式验证 将所有阳性克隆菌液送去

测序,排除重复序列,选出结合力最强的单克隆,10
000r/min离心2min,取100μL上清和靶细胞 Hela
或 HER-2Hela37℃ 孵育1h。420μLPBS洗3次,
加入100μLPBS稀释的噬菌体抗体[Anti-M13Anti-
body(PE),2μg/mL]),4℃ 孵育30min,流式上机检

测。

3 结果

3.1 噬菌体文库的建立 使用PCR对VHDNA进

行扩增,DNA 产物进行1%琼脂糖凝胶电泳分离验

证,结果如图1所示,PCR产物大小在360~400bp左

右。对VHDNA的PCR产物进行胶回收,使用SfiⅠ
酶对VHDNA还有pCANTAB5E载体进行过夜酶

切,酶切产物进行1%琼脂糖凝胶电泳分离验证,结果

如图2所示,pCANTAB5E载体酶切产物在4600bp
左右。对VHDNA还有pCANTAB5E载体酶切产

物胶回收,使用T4连接酶连接VHDNA和pCANT-
AB5E载体,连接产物进行1%琼脂糖凝胶电泳分离

验证,结果如图3所示,连接产物大小在5000bp左

右。

图1 VHDNAPCR产物电泳图

图2 VHDNA/pCANTAB5E载体酶切产物电泳图

图3 pCANTAB5E+VH连接产物电泳图

3.2 噬菌体文库的鉴定 对2.1.11中菌液进行梯度

稀释检测库容,算出VH噬菌体展示库容为5×1010,
见图4。随机挑取30个单克隆,测序得到抗体序列,见
表2,30个单克隆都能检测出抗体,并且抗体序列都不

相同,可以看出抗体多样性较好,库容多且复杂性较

高。

图4 库容滴定板
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表2 单克隆抗体序列

序号 序列

1 MAQVQLQQSGGGLIQPGGSLRLSCAVSGFTVSNDYVSWVRQAPGKGLEWVSIIYGDGRTDYGDSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMSSLRVEDTAVYYCARVQDSSVPYWDNGHRLFR
2 MAEVQLVESGAELKKPGASVKVSCKASGYTFTSYHIHWFRQAPRQGLEWMGVVNPSDLTTTYAQRFRDRVTMTRDTSTSTVYMEVSSLRSEDTAVYYCARGDCTGNTCYDSFDIWGQGTLVTVSS
3 MAQVNLRESGAEVKKPGASVKVSCKVSGYTLTELSMHWVRQAPGKGLEWMGGFDPEDGETIYAQKFQGRVTMTEDTSTDTAYMELSSLRSEDTAVYYCATDRPVTAIPYYYGMDVWGQGTLVTVSS
4 MAQVHLQESGGGVNKPGTSLKVSCEASGYTFTELSMHWVRQAPGKGLEWMGGIYPEESETYYAHTFQGRFTITEDTSTNTLYLQMNSLRSEDTAVYYCATDRLASGVADCYSPYDCCRRATLTASS
5 MAEVQLVESGGDLVQPGGSLRLSCAASGFTFNNYAMNWVRQAPGKGLEWVSTISGSGGDSFYRDSVKGRFTVSRDNSRNTLYLEMNKLEVEDAAVYFCAREMVAVAVPEHLQFWGQGTTVTVSS
6 MAEVQLVESGGGVVQPGRSLGLSCAASGFTLSTYAMHWVRQAPGKGLEWVAVISSDGSKKYYVDSVKGQFIISRDNSKNTVYLHMNSLRPEDTAVYYCTRDEDDSNEFYYYGMDLWGQGTLVTVSS
7 MAEVQLVESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSISSTSYYWGWIRQPPGMALEWIGSIYYSGSTYYNPSLRSRVTISVDTSKSQFALNLSSVTAADTAVYHCARVPRLHRGAFDCWGQAPWSPSPQ
8 MAQVQLVQSGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTFSSYGMHWVRQAPGKGLEWVAATWYDGSNTNYADFVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKGWITMIRGVADHAFDIWGQGTLVTVSS
9 MAQVQLQQSGSELKKPGASVKVSCKASGYTFTSYAMNWVRQAPGQGLEWMGWINTNTGNPTYAQGFTGRFVFSLDTSVSTAYLQISSLKAEDTAVYYCARGYGDHEGGWNWFDPWGQGPRSPSPQ
10 MAEVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTISSYSMNWVRQAPGKGLEWVSYISSTSTIYYADSVKGRFTLSRDNAKNSLYLQMNSLRDEDTAVYYCARPRGSSWYADYWGQGPRSPSPQ
11 MAQVQLVQSGGGLVQPGRSLRLSCAASGFTFDDYAMHWVRQAPGKGLEWVSGISWNSGSIGYADSVKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTALYYCAKDLYCSGGSCYAFDYWDHGHRLLR
12 MAQVNLRESGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTSYDISWVRQATGQGLEWMGWLNPHSGKTGYAQRFQGRVTMTRNTSISTAYMELSPLRSEDTAVYYCARGRGTVRPYFYNGMDVWGQGTLVTVSS
13 MAQVQLQESGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTFSSYAISWVRQAPGQGLEWMGGIIPIFGTANYAQKFQGRVTITADESTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCASSTGFDPWGQGTTVTVSS
14 MAQVQLQQSGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSTYGMNWVRQAPGKGLEWLSYISSSSVTIYYADSVKGRFTVSRDNAKNSLYLQMSSLRDEDTAVYYCARAPKAAASDYWGQEPWSPSPQ
15 MAQVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSISGYYWSWIRQPPGKGLEWIGYIYYTGITNYNPSLKSRVTISIDTSKSQFSLNLNSVTAADTAVYYCAIRSGRNYFGIDVWGQGTMVTVSS
16 MAQVQLQESGPGLVKPSQTLSLTCTVSGGSISSGSYYWNWIRQPAGKGLEWIGRIYTSGSTNYNPSLKSRVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARSIWDSSSWYRVGVRPWYFDLWGRGTLVTVSS
17 MAQVQLQQSGGGLVRPGGSLRLSCLTSGFSFKDYYMDWVRQTPGKGLEWVGRIRNRSGRYSTNYAASVSGRFTISRRDSENTLYLQLSSLKTDDTAVYYCVRDNWGLDYWDHGHRLLR
18 MAQVNLRESGAEVKKPGESLKISCKGSGYTFTSYWIGWVRQMPGKGLEWMGIIYPGDSDTRYSPSFQGQVTISADKSISTAYLQWSSLKASDTAMYYCARHRDSGGSYRNWFDPWGQGTLVTVSS
19 MAQVQLQQSGGGLVQPGRTLRLSCTASGFTFSRFGMHWVRQAPGKGLEWVGVSSYDGSAYYYADSVRGRFTISRDNSKNTLYLEMNSLRTEDTAVYFCTKEGGHCGSATCDESTAFSFDYWGQGTLVTVSS
20 MAEVQLVESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSVSSGSYYWSWIRQPPGKGLEWIGYIYYSGSTNYNPSLKSRVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARSDYDFWSGYYIWGQGQWSPSLQ
21 MAQVQLQESGGGLVQPGRSLRLSCAASGFTFDDYAMHWVRQAPGKGLEWVSGISWNSGSIGYADSVKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTALYYCAKDLGLGDHGHRLLR
22 MAQVQLQESGAEVKKPGASVKVYCKASGYNFAAHGMHWVRQAPGQGFEWMGWINAGTGNTKYSQNFQGRVTFITDTSASTLYMELSSLTSEDTAVYFCARYAYGYNWADVWDHGHRLLR
23 MAQVQLQESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAPGKGLEWVSAISGSGGSTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQINSLRAEDTAVYYCAKESPGLYWGQGTLVTVSS
24 MAQVQLVQSGAGLVKPSETLSLTCAVYGGSFSDYYWSWIRQSPGKGLEWIGEINHRGRTNYNPSLKSRVTMSVDTSKNQFSLNLRAVTAADTAVYYCARPGIPAGGHWLDPWGQGTLVTVSS
25 MAQVQLQQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTSYDINWVRQATGQGLEWMGWMNPNSGNTGYAQKFQGRVTMTRNTSISTAYMELSSLRSEDTAVYYCATLLGYCSGGSCYSDYWGQGTLVTVSS
26 MAEVQLVESGGTMVQPGGSLRLSCVASGFSFSSYAMSWVRQAPGKGPEWVSGTGGSDGKKYYADSVKGRFTISRDNSNNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKESYNWNAYYFDHWGQGTLVTVSS
27 MAQVQLQQSGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSKYDMHWVRQGGGKGLEWVSGIGSSGDTYYPASVEGRFTISRENAKNSLYLQMNSLRDGDTAVYYCARVHSDYGMDVWGQGTLVTVSS
28 MAQVQLQQSGAEVKKPGSSVKVSCEVSGGTFSRSALSWVRQAPGQGLEWIGRIIPFPGMPTYAQKFQGRVTISVATTTAYMELTSLRSDDTAVYYCANLDNYDSSGYSLNNYFDYWGQGPRSPSPQ
29 MAEVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASRFTFSSYAMSWVRQASGKGLEWVSGIGGSGATTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKGRSAWVRGVTRSEYYPMDVWDHGHRLLR
30 MAQVQLQESGAEVKKPGESLKISCKGSGYSFTSYWIGWVRQMPGKGLEWMGIIYPGDSDTRYSPSFQGQVTISADKSISTAYLQWSSLKASDTAMYYCARFSTVTTWFDPWGQGTLVTVSS

3.3 抗HER-2噬菌体的筛选 以HER-2为靶抗原,筛
选抗HER-2的抗体 噬菌体抗体筛选过程采用了10

μg/mL→2μg/mL→400ng/mL的抗体浓度梯度,逐
步富集高亲和力抗体。高浓度抗原(10μg/mL)用于初

步富集结合能力较强的噬菌体抗体,而低浓度抗原(2

μg/mL和400ng/mL)则用于筛选出更高亲和力的克

隆。最终选择400ng/mL的浓度进行阳性克隆验证,
是因为该浓度能够更严格地筛选出高亲和力抗体,同时

避免非特异性结合。通过ELISA检测,本研究发现高

亲和力克隆在低浓度抗原(400ng/mL)下表现出较高

的吸光度值,表明其与 HER-2抗原的结合能力较强。
总共挑取32个噬菌体单克隆。1~4列包被无关蛋白

400ng/mLNY-ESO-1,5-8列包被目标蛋白400ng/

mLHER-2,9-12列包被PBS,作为空白对照,随后,依
次加入相同的噬菌体单克隆。通过图5和图6可以观

察到无关蛋白NY-ESO-1和PBS中基本检测不到阳性

克隆,而HER-2抗原板中32个单克隆里有24个阳性

克隆,其中有21个吸光度均在1.5以上,见表3,最高

值可达到2.209(表3C6克隆),表明本研究筛选到的

抗HER-2噬菌体抗体与HER-2抗原的亲和力高,特异

性强。

图5 ELISA显色图

图6 ELISA结果OD450吸光度
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表3 OD450处吸光度

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A 0.091 0.191 0.053 0.081 1.890 2.047 0.054 1.775 0.052 0.049 0.056 0.083
B 0.213 0.082 0.104 0.182 1.845 1.590 1.615 1.924 0.063 0.114 0.052 0.081
C 0.100 0.298 0.158 0.143 1.841 2.209 1.898 1.821 0.132 0.099 0.082 0.072
D 0.057 0.052 0.154 0.075 1.540 0.113 1.912 0.876 0.110 0.057 0.054 0.061
E 0.050 0.264 0.116 0.166 0.098 1.892 1.623 1.742 0.108 0.138 0.058 0.049
F 0.164 0.167 0.205 0.072 1.240 1.672 1.754 0.222 0.100 0.110 0.061 0.054
G 0.130 0.205 0.100 0.180 0.061 2.034 0.659 0.115 0.116 0.073 0.051 0.044
H 0.148 0.845 0.125 0.138 1.984 0.129 1.687 0.040 0.052 0.049 0.053 0.048

3.4 抗HER-2抗体流式验证 基因编辑 Hela细胞,
使其过表达HER-2。过表达质粒表达GFP标签,通道

为FL1,同时用抗 HER-2的抗体(偶联 APC荧光素,
通道为FL6)检测 HER-2的过表达情况。通过图7可

以看出编辑后的Hela细胞过表达 HER-2,和抗 HER-
2抗体结合率高达97%(图7的右上象限),表明 Hela
HER-2细胞成功过表达HER-2抗原。随后,再将表3
中吸光度最高的噬菌体单克隆C6分别与Hela细胞和

HelaHER-2细胞孵育,通过antiM13antibody(2μg/
mL)检测结合效率。HelaHER-2表达GFP标签,通

道为FL1,M13抗体偶联PE荧光素,通道为FL2。由

图8可知,Hela细胞与C6噬菌体单独孵育,或者Hela
HER-2细胞单独加入 M13抗体,都检测不到FL2通

道的阳性率(图8中具体表现为流式图的右上象限),
只有过表达 HER-2的 Hela细胞与C6噬菌体共孵育

后,再加入 M13抗体才能通过流式检测到阳性信号

值,阳性率高达93%(图8下图的右上象限),证明本研

究筛选到的C6噬菌体单克隆是抗HER-2的单重链抗

体。

图7 过表达 Hela与抗 HER-2抗体结合流式图

图8 噬菌体C6与抗噬菌体抗体结合流式图

4 讨论

HER-2已被研究为许多癌症的治疗靶点,包括乳

腺癌、肝癌、胰腺癌、结直肠癌、肺癌和泌尿生殖系统

癌,以及一般固体癌的肿瘤不可知靶点[20]。HER-2的

过表达或扩增在不同类型的癌症中变化很大,是潜在

治疗策略的目标。但是一些阳性患者对 HER-2靶向

治疗没有反应或反应不佳,基于HER-2的治疗和靶向

治疗并没有产生令人满意的结果。因此,迫切需要以

低成本开发对HER-2具有高亲和力的新抗体。
噬菌体展示技术因其在多种生物科学领域的高效

而受到广泛关注,特别是在癌症治疗和诊断方面。该

技术利用噬菌体纳米文库,其容量巨大,包含数10亿
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抗体,使其成为筛选、鉴定和分离抗体的强大工具。全

合成人源化抗体纳米文库技术能够通过体外技术筛选

高质量、完全人源化的抗体,并进一步增强所选高质量

单克隆抗体的生物活性,通过亲和检测技术检测抗体。
本研究的库容为5×1010,可以筛选出具有极高亲

和力的针对HER-2靶标的单克隆抗体。此外,通过利

用ELISA和流式细胞术分析,研究了 HER-2抗原和

抗 HER-2噬菌体抗体的结合活性,并用于选择对

HER-2具有最高亲和力的抗体。本研究用 HER-2抗

原鉴定出具有最高结合活性的最佳候选C6。随后通

过交叉反应实验,检测了本研究抗体与非靶标蛋白的

结合情况,数据显示,与非靶标蛋白的交叉反应率低于

1%,而文献报道曲妥珠单抗为5%,本研究筛选抗体

的特异性比曲妥珠单抗高4个百分点,因此,筛选抗体

对HER-2的特异性显著高于曲妥珠单抗,其潜在应用

价值在于更高的特异性可减少脱靶效应,降低副作用,
提高治疗安全性。因为人源纳米噬菌体抗体不具有亲

和力损失的限制且免疫原性的风险较小[21-22],所以,该
抗体可作为 CAR-T 细胞疗法的抗原靶向结构域。
CAR-T相较于曲妥珠单抗,可以通过多靶点设计,增
加对肿瘤细胞的识别和杀伤能力,CAR-T在细胞内表

达和工程化设计具有更高的稳定性,能够实现单次治

疗实现长期缓解,减少患者的治疗负担,降低脱靶效

应,更好克服耐药性问题。
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