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和鉴定
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　　［摘要］　目的　通过噬菌体展示库技术构建人肺癌单链抗体库，并筛选出抗多药耐药蛋白ＡＢＣＧ２
的特异性单链抗体。方法　取肺腺癌患者癌旁阳性淋巴结提 ＲＮＡ，ＰＣＲ扩增重链和轻链可变区基因
ＶＨ、ＶＬ，ＳＯＥＰＣＲ扩增单链抗体可变区基因 ｓｃＦｖ，克隆入噬菌体表达载体 ｐＣＡＮＴＡＢ５Ｅ，制备初级抗体
库。以Ａ５４９细胞及ＡＢＣＧ２蛋白对抗体库进行６轮淘选。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测单链抗体的可溶性表达和
对ＡＢＣＧ２蛋白表达的影响，ＥＬＩＳＡ和ＩＣＣ鉴定其特异性，ＣＣＫ８检测其顺铂增敏作用。结果　成功筛
选出抗ＡＢＣＧ２人源肺腺癌噬菌体单链抗体。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ证实其可溶性表达，大小约为３４×１０３且可明
显下调ＡＢＣＧ２蛋白的表达。ＥＬＩＳＡ和ＩＣＣ检测到该抗体对ＡＢＣＧ２抗原的识别率高达７５％，并与Ａ５４９
细胞具有结合特异性。ＣＣＫ８结果则显示该 ｓｃＦｖ可增加 Ａ５４９细胞对顺铂的敏感性，明显减小其 ＩＣ５０
值。结论　成功构建了人源肺腺癌噬菌体单链抗体库，并筛选出了能与ＡＢＣＧ２蛋白特异性结合的单链
抗体，为后续体内可视化研究和靶向ＡＢＣＧ２＋的肺癌干样细胞奠定基础。
　　［关键词］　 噬菌体单链抗体ｓｃＦｖ；肺腺癌；ＡＢＣＧ２；靶向治疗；化疗增敏
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　　目前肺腺癌已替代鳞癌成为最普遍的非小细胞肺
癌（ＮＳＣＬＣ）类型，以铂类为主的联合辅助化疗方案仍
然是局部晚期ＮＳＣＬＣ的标准治疗策略，但由于原发或
继发耐药以及多药耐药的出现使仅有不到 ５０％的
ＮＳＣＬＣ患者能够从一线化疗方案中获益，其绝对５年
生存率仅为５．３％［１－２］。

　　ＡＢＣＧ２又称乳腺癌耐药蛋白（ＢＣＲＰ），是 ＡＴＰ依
赖的多药耐药蛋白家族的新成员，具有药物外排泵的

作用，能介导肿瘤细胞对多种化疗药物的抵抗［３］。研

究发现在ＮＳＣＬＣ患者及相应细胞系中ＡＢＣＧ２的高表
达状态与ＳＰ表型和化疗耐药有关，且在一定程度上影
响患者的预后，高表达ＡＢＣＧ２的患者对一线铂类化疗
方案反应率低，总生存期（ＯＳ）和无进展生存期（ＰＦＳ）
均缩短［４］。因此特异性的靶向ＡＢＣＧ２，下调其表达有
望逆转其介导的多药耐药。本研究拟通过噬菌体展示

肽库技术构建全人源肺腺癌噬菌体单链抗体库，以

Ａ５４９细胞和 ＡＢＣＧ２抗原联合筛选出 ＡＢＣＧ２特异性
肺腺癌单链抗体，最终实现靶向 ＡＢＣＧ２＋肺癌干样细
胞和化疗增敏作用。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　组织标本　　１０例肺腺癌患者癌旁淋巴结来
源于重庆医科大学附属第一医院胸心外科２０１４年３－
７月的手术患者，均知情同意，病检证实为癌转移淋巴结。
１．１．２　噬菌体展示系统、细胞株及其他试剂　　噬菌
粒载体 ｐＣＡＮＴＡＢ５Ｅ、菌株 ＴＧ１、ＨＢ２１５１、辅助噬菌体
Ｍ１３ＫＯ７均为本实验室保存。限制性内切酶 ＳｆｉⅠ和
ＮｏｔⅠ购自 ＮＥＢ公司；逆转录试剂盒为大连宝生物
（ＴａＫａＲａ）公司产品；ＴＲＩｚｏｌ试剂为Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司产品；
ＰＣＲ相关试剂为 Ｐｒｏｍｅｇａ公司产品；质粒提取试剂盒、
ＤＮＡ琼脂糖凝胶回收试剂盒购自天根公司；人肺癌细胞
系Ａ５４９，正常支气管上皮细胞 ＨＢＥ１６，鼻咽癌细胞系
ＣＮＥ２和乳腺癌细胞系ＭＤＡＭＢ２３１均由本实验室保存。
ＨＲＰ标记的抗Ｍ１３单抗、兔抗Ｅｔａｇ多抗、鼠抗 ＡＢＣＧ２
单抗和 ＡＢＣＧ２纯化抗原分别购自 Ａｂｃａｍ公司和 Ａｂ
ｎｏｖａ公司；ＨＲＰ羊抗兔及羊抗鼠二抗购自 ＣｅｌｌＳｉｇｎａ

ｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司；胰蛋白酶、胎牛血清、ＰＲＭＩ１６４０
购自Ｇｉｂｃｏ公司；其他相关试剂均为国产分析纯。
１．１．３　ＰＣＲ引物设计及合成　　参考文献［５］，引物
设计包括６条ＶＨ，５条Ｖκ和６条Ｖλ上下游序列，１条
可重叠的互补 Ｌｉｎｋｅｒ序列和相应的合成 ｓｃＦｖ的上下
游序列，所有 ＰＣＲ和 ＳＯＥＰＣＲ引物均委托华大基因
公司合成。

１．２　方法
１．２．１　总ＲＮＡ的提取、ＶＨ、ＶＬ基因的扩增　　ＴＲＩｚｏｌ
法提取癌转移淋巴结总 ＲＮＡ，１％ 琼脂糖凝胶电泳鉴
定其完整性。逆转录合成ｃＤＮＡ，ＰＣＲ扩增全部ＶＨ和
ＶＬ基因片段。ＰＣＲ条件：９５℃ ５ｍｉｎ；９４℃ ４０ｓ，
５５℃ ４０ｓ，７２℃ １ｍｉｎ，共３０个循环；７２℃ １０ｍｉｎ。
产物经１％ 琼脂糖凝胶电泳鉴定，胶回收试剂盒回收
ＶＨ和ＶＬ片段。
１．２．２　ＳｃＦｖ基因的合成　　以 ＶＨ和 ＶＬ为模板继
续ＰＣＲ，分别在其上下游加上 Ｌｉｎｋｅｒ序列。将等摩尔
量的ＶＨＬｉｎｋｅｒ－和Ｌｉｎｋｅｒ＋ＶＬ片段经ＳＯＥＰＣＲ拼接
成ｓｃＦｖ片段。反应条件：９５℃５ｍｉｎ；９４℃４０ｓ，５８℃
４０ｓ，７２℃ ６０ｓ，共５个循环；补加合成ｓｃＦｖ的上下游
各１μＬ后，继续 ＰＣＲ，９５℃ ５ｍｉｎ；９４℃ ４０ｓ，５５℃
４０ｓ，７２℃６０ｓ，共２５个循环；７２℃１０ｍｉｎ。１％ 琼脂
糖凝胶电泳检测并切胶回收ｓｃＦｖ片段。
１．２．３　ＳｃＦｖ初级抗体库的制备　　ＳｃＦｖ片段经ＳｆｉⅠ
和ＮｏｔⅠ双酶切后连接到噬菌体表达载体，连接产物
电转化至感受态 Ｅ．ｃｏｌｉＴＧ１，铺 ＳＯＢＡＧ平板，行质粒
ＰＣＲ和双酶切鉴定，阳性克隆进一步测序验证。转化
后菌液涂ＳＯＢＡＧ平板，２ＹＴ培养基洗下菌苔，稀释菌
液至Ａ６００约为０．３，加入辅助噬菌体 Ｍ１３ＫＯ７超感染
１ｈ，离心，２ＹＴＡＫ培养基重悬菌体，振摇１２ｈ后收集
上清加入１／５体积 ＰＥＧ／ＮａＣｌ溶液冰浴１ｈ，离心，２
ＹＴ培养基重悬菌体，再次离心，上清即为含 ｓｃＦｖ的初
级抗体库，０．４５μｍ滤器过滤，４℃保存备用。
１．２．４　单链抗体ｓｃＦｖ的筛选富集　　初级抗体库液
先用正常支气管上皮细胞ＨＢＥ１６进行１轮负性筛选，
再以人肺腺癌 Ａ５４９细胞进行３轮“吸附洗脱扩增”
的全细胞筛选，最后用 ＡＢＣＧ２抗原进行 ３轮固相筛
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选。ＡＢＣＧ２抗原（２μｇ／ｍＬ）包被免疫管，４℃过夜，加
入１％ ＢＳＡ／ＰＢＳ于３７℃孵育２ｈ，弃封闭液，加入经
Ａ５４９细胞筛选后的抗体库液继续孵育 ２ｈ，０．１％
ＰＢＳＴ洗３遍后加入５００μＬ洗脱液（０．１ｍｏｌ／Ｌ甘氨
酸ＨＣｌ，ｐＨ２．２）充分混匀，３０μＬ中和液（１ｍｏｌ／Ｌ
Ｔｒｉｓ，ｐＨ７．４）终止反应。洗脱下来的噬菌体加入３ｍＬ
对数生长期的ＴＧ１菌液，３７℃慢摇２ｈ，添加氨苄青霉
素和葡萄糖至终浓度分别为 １００μｇ／ｍＬ和 １％，３×
１０１０ｐｆｕ的 Ｍ１３ＫＯ７超感染 １．５ｈ，离心，菌体重悬于
１０ｍＬ２ＹＴＡＫ液，３７℃振摇过夜。次日菌液离心，上
清中加入１／５体积 ＰＥＧ／ＮａＣｌ冰浴１ｈ，离心，２ｍＬ２
ＹＴ液重悬菌体，离心取上清，获得第１轮靶抗原筛选
后的噬菌体抗体，共进行３轮。对每轮筛选后的抗体
进行滴度测定。

１．２．５　单链抗体ｓｃＦｖ的诱导表达及特性鉴定　　筛
选后的抗体库液涂布 ＳＯＢＡＧ平板，随机挑取平板上
的单菌落，３７℃摇菌过夜，加入 Ｍ１３ＫＯ７感染，２ＹＴ
ＡＫ培养基３０℃摇床过夜，离心，上清即为噬菌体单
链抗体。ＡＢＣＧ２抗原（２μｇ／ｍＬ）包被 ９６孔板，以制
备的单链抗体为一抗，ＨＲＰ／ａｎｔｉＭ１３为二抗行 ＥＬＩＳＡ
检测，筛选阳性的 ｓｃＦｖ。将鉴定呈阳性的 ｓｃＦｖ感染
Ｅ．ｃｏｌｉＨＢ２１５１，涂布ＳＯＢＡＧ平板。次日挑取单克隆，
加入终浓度为１ｍｍｏｌ／Ｌ的ＩＰＴＧ诱导培养，收集菌液，
离心，菌体重悬于２ｍＬＨＥＰＥＳ提取缓冲液，超声碎菌，
离心，上清即为可溶性ｓｃＦｖ；菌沉淀用１×ＴＥＳ缓冲液
重悬后加入１／５×ＴＥＳ缓冲液涡旋振荡，冰浴３０ｍｉｎ，
４℃离心，上清即含周质中的ｓｃＦｖ，－８０℃保存备用。
１．２．５．１　单链抗体 ｓｃＦｖ的可溶性表达及对 Ａ５４９细
胞ＡＢＣＧ２蛋白表达的影响　　ＳｃＦｖ纯化后经 ＳＤＳ
ＰＡＧＥ电 泳 检 测，同 时 以 抗 Ｅｔａｇ抗 体 为 一 抗
（１∶３０００）行Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ鉴定其表达和分子量大小。
Ａ５４９细胞经ｓｃＦｖ处理４８ｈ后，提取细胞总蛋白，以抗
ＡＢＣＧ２抗体为一抗（１∶３０００）行Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＡＢ
ＣＧ２蛋白表达变化情况，ＥＣＬ化学发，ＦｕｓｉｏｎＦｘＶｉｌｂｅｒ
Ｌｏｕｒｍａｔ凝胶成像系统进行成像，ＩｍａｇｅＪ软件进行图
像分析、灰度值计算，本实验重复３次。
１．２．５．２　单链抗体 ｓｃＦｖ的特异性鉴定　　肺腺癌
Ａ５４９细胞、乳腺癌 ＭＤＡＭＢ２３１细胞和鼻咽癌 ＣＮＥ２
细胞分别接种于９６孔板（１×１０４／孔），贴壁后４％多
聚甲醛固定３０ｍｉｎ，１％ ＢＳＡ／ＰＢＳ于３７℃封闭１ｈ。
以纯化ｓｃＦｖ（１００μＬ／孔）为一抗，ＨＲＰａｎｔｉＥｔａｇ抗体
为二抗，行Ｅｌｉｓａ检测，ＴＭＢ避光显色，２ＮＨ２ＳＯ４终止
反应，酶标仪测４５０ｎｍ波长处光密度值［Ｄ（４５０）］；对
于免疫细胞化学（ＩＣＣ）法，最后以 ＤＡＢ避光显色
２０ｍｉｎ，倒置显微镜观察拍照。

１．２．５．３　单链抗体 ｓｃＦｖ对 Ａ５４９细胞的顺铂增敏作
用　　Ａ５４９细胞接种于９６孔板（５×１０３／孔），不同剂
量的ｓｃＦｖ（０～２０μｇ）处理４８ｈ后，再加入不同浓度
的顺铂，３７℃ 孵箱继续培养，２４ｈ后每孔加入１０μＬ
ＣＣＫ８试剂，３７℃避光反应２ｈ，酶标仪检测４５０ｎｍ处
光密度值［Ｄ（４５０）］。ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｍｅ５．０分析软件计
算各组的ＩＣ５０值并比较。实验重复至少３次。
１．３　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ１９．０统计软件分析，数据以 珋ｘ±ｓ表示，
计量资料分析采用 ｔ检验：计数资料用 χ２检验，Ｐ＜
００５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＶＨ、ＶＬ和ｓｃＦｖ片段的扩增
　　ＴＲＩｚｏｌ法提总ＲＮＡ，凝胶电泳可见２８Ｓ和１８Ｓ两
条带，Ａ２６０／Ａ２８０比值为１．９８，表明 ＲＮＡ提取无降解
且纯度较好，可用于后续实验。ＰＣＲ产物 ＶＨ、ＶＬ、
ＶＨＬｉｎｋｅｒ－、Ｌｉｎｋｅｒ＋ＶＬ和 ＳＯＥＰＣＲ产物 ｓｃＦｖ经电
泳分析，可见 ＶＨ、ＶＬ、ＶＨＬｉｎｋｅｒ－及 Ｌｉｎｋｅｒ＋ＶＬ大小
分别为３６０ｂｐ、３４０ｂｐ、４１０ｂｐ、３９０ｂｐ，ｓｃＦｖ在７５０ｂｐ
处有特异性条带，大小与预期相符（图１）。
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Ｍ：ＤＮＡ标准；１～３：ＶＨ（３６０ｂｐ）、Ｖκ（３４０ｂｐ）和 Ｖλ
（３４０ｂｐ）片段；４～６：ＶＨＬｉｎｋｅｒ－（４１０ｂｐ）和 Ｌｉｎｋｅｒ＋Ｖκ／
Ｖλ（３９０ｂｐ）片段；７～８：ｓｃＦｖ片段（７５０ｂｐ）

图１　ＰＣＲ产物琼脂糖凝胶电泳分析

２．２　噬菌体单链抗体ｓｃＦｖ的构建及鉴定
　　随机挑选初级抗体库的１６个克隆行质粒 ＰＣＲ鉴
定，结果均扩增出大小７５０ｂｐ的片段，插入率达１００％
（图２）。阳性质粒双酶切（ＳｆｉⅠ、ＮｏｔⅠ）鉴定，分别得
到大小为４５２２ｂｐ的ｐＣＡＮＴＡＢ５Ｅ载体片段和７５０ｂｐ
的ｓｃＦｖ基因片段（图３）。进一步送测序鉴定，序列比
对结果与整码的ｓｃＦｖ编码序列一致性可达９９％。
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Ｍ：ＤＮＡ标准；１～１６：随机挑选初级抗体库１６个克隆
图２　质粒ＰＣＲ鉴定
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Ｍ：ＤＮＡ标准；１～４：阳性质粒双酶切
图３　重组质粒双酶切鉴定

２．３　单链抗体ｓｃＦｖ的特异性检测
　　经过６轮筛选，抗体库效价逐轮提升，第６轮约为
第１轮的１１０倍。ＥＬＩＳＡ检测到随机挑选的１６个噬
菌体抗体中有１２个与 ＡＢＣＧ２抗原呈阳性反应，阳性
展示率达７５％，且相对特异性与 ＭＤＡＭＢ２３１（１．４１）
和ＣＮＥ２细胞（１．２８）相比，该 ｓｃＦｖ与 Ａ５４９细胞的结
合（２２５）具有特异性（图４）。ＩＣＣ结果也表明与对照
组细胞相比，Ａ５４９细胞能与ｓｃＦｖ特异性结合，ＤＡＢ染
色可见胞质棕色深染 （图５）。
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ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组相比
图４　ＥＬＩＳＡ检测单链抗体ｓｃＦｖ的特异性

! " #

Ａ：Ａ５４９细胞；Ｂ：ＭＤＡＭＢ２３１细胞；Ｃ：ＣＮＥ２细胞
图５　ＩＣＣ检测单链抗体ｓｃＦｖ的特异性　（ＤＡＢ染色×１００）

２．４　单链抗体 ｓｃＦｖ的可溶性表达及对 Ａ５４９细胞
ＡＢＣＧ２蛋白表达水平的影响

　　纯化的 ｓｃＦｖ经 ＳＤＳＰＡＧＥ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ鉴定，
结果显示在 ３４×１０３处有一条清晰的条带 （图 ６）。

Ａ５４９细胞经 ｓｃＦｖ处理后，ＡＢＣＧ２蛋白表达降低（图
７），差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
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Ｍ：蛋白标准；１：ＳＤＳＰＡＧＥ检测；２：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
图６　ＳｃＦｖ可溶性表达鉴定
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１：对照组；２：ｓｃＦｖ４０μｇ／ｍＬ处理组；３：ｓｃＦｖ８０μｇ／ｍＬ处
理组

图７　单链抗体ｓｃＦｖ对Ａ５４９细胞ＡＢＣＧ２蛋白表达的影响

２．５　单链抗体ｓｃＦｖ对肺癌Ａ５４９细胞的顺铂增敏作用
　　Ａ５４９细胞经ｓｃＦｖ处理后对顺铂的敏感性明显增
加，ＩＣ５０值与对照组相比显著降低（表１），且其化疗增
敏作用与剂量呈正比关系。

表１　ＳｃＦｖ对Ａ５４９细胞顺铂ＩＣ５０值的影响

ｓｃＦｖ量（μｇ） ＩＣ５０值（μｇ／ｍＬ） Ｐ值
０ ５．００９±０．３９０ １
５ ３．１１９±０．５６５ ０．０５１１
１０ １．７７９±０．１３８ ０．００１５
１５ ０．７０７±０．１７５ ０．０００５
２０ ０．１５８±０．１２８ ０．０００２

３　讨论

　　肿瘤细胞的耐药是一个多因素参与的复杂过
程［６］，重要机制之一是通过高表达三磷酸腺苷结合蛋

白（ＡＴＰｂｉｎｄｉｎｇｃａｓｓｅｔｔｅ，ＡＢＣ）药物转运体，将细胞内
的药物转运到细胞外，保护肿瘤细胞免受药物的杀伤

作用。Ｘｉｅ等［７］对结肠癌的研究发现 ＡＢＣＧ２的过表
达与化疗失败、肿瘤复发和侵袭有关。Ｄａｉ等［８］研究

表明通过抑制ＡＢＣＧ２蛋白的功能能够逆转其介导的
多药耐药作用。在ＮＳＣＬＣ患者中ＡＢＣＧ２高表达与铂
类治疗耐药有关，并且以顺铂为基础的术后辅助化疗

患者中，ＡＢＣＧ２阳性患者生存率明显低于阴性者［４，９］，

由此推论肺癌细胞内 ＡＢＣＧ２蛋白的表达水平是促发
耐药的形成关键因素之一。此外，与ＡＢＣ家族的其他
成员 Ｐｇｐ、ＭＲＰ１相比，ＡＢＣＧ２还在肿瘤起始细胞
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（ＴＩＣｓ／ＣＳＣｓ）方面具有独特的功能和调节机制［３］，是

极具潜力的治疗靶点。

　　基因工程抗体已应用于临床肿瘤治疗并取得了较
好的疗效［１０］。而单链抗体 ｓｃＦｖ由于其分子量小、渗
透快、靶部位结合力强、清除迅速、具有较好的药代动

力学特征和全人源性已成为最有应用前景的重组抗体

形式［１１］。为保证较高的库容和后续实验的有效进行，

我们课题组根据自身研究基础［１２－１３］，利用肺腺癌患者

癌旁阳性淋巴结中存在产生 ＩｇＧ抗体的 Ｂ淋巴细胞，
以其作为构建抗体库的来源，从中扩增出单链抗体基

因，构建了库容较大、特异性较好的噬菌体抗体库。

　　合理的筛选方法也是富集到特异性抗体、保证其
高效性能发挥的关键。主要的抗体库筛选方法有全细

胞筛选、固相抗原筛选、液相抗原筛选和组织筛选。不

同的筛选方法的综合运用可有效提高筛选效率。本研

究在对抗体库进行特异性筛选之前先采用负性筛选

法，用正常人支气管上皮细胞与抗体库孵育以除去非

特异性抗体，再用 Ａ５４９细胞进行３轮全细胞筛选，在
保证抗原天然构象的同时明显提高抗体的亲和力，最

后以ＡＢＣＧ２纯化抗原固相筛选３轮，由于靶点明确筛
选效率大为提高，抗体库效价不断提升，第６轮约为第
１轮的１１０倍。最终筛选出的单链抗体经检验能够可
溶性表达，分子量约为３４×１０３，且能够特异性识别肺
癌Ａ５４９细胞和 ＡＢＣＧ２抗原，下调其表达并显著增加
Ａ５４９细胞对常规化疗药物顺铂的敏感性。
　　要实现人源化的单链抗体 ｓｃＦｖ的特异性靶向治
疗作用，除了良好的抗原特异性，还需有功能性的抗原

抑制作用。通过上述优化筛选策略，我们制备的单链

抗体与目的靶标有特异结合能力并观测到 Ａ５４９细胞
中ＡＢＣＧ２表达的降低。考虑其原因，一是抗原抗体结
合产生的抗体依赖细胞介导的细胞毒作用，该功能是

通过全细胞筛选策略，尽可能富集更多 Ａ５４９细胞表
面复合抗原而得到。二是针对 ＡＢＣＧ２的纯化抗原筛
选，从而富集到针对 ＡＢＣＧ２的特异抗体，通过抗体特
异性结合封闭 Ａ５４９细胞表面 ＡＢＣＧ２蛋白的表达位
点，从而降低其表达。我们拟在后续研究中进一步论

证 ｓｃＦｖ与靶细胞结合后的效应，包括抗体的穿膜能
力、抗体的体内分布、抗体在体内与靶肿瘤结合的能

力等。
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