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抗松材线虫纤维素酶单链抗体库的构建及筛选
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摘 要 构建鼠源性松材线虫纤维素酶（.)*&+;"%,%$0")& <2,(;"#,)& 1,((5(=;,，NO<）的噬菌体单链抗体库，从中筛选特异性 NO<
的单链抗体。以 NO< 为抗原免疫 N7PNQ< 小鼠，从脾脏提取总 0*7，用 0?AR<0 技术扩增小鼠抗体重链（&J）和轻链（&P）可变

区基因。经重叠 R<0（STD R<0）在体外将 &J 和 &P 连接成单链抗体（;1U+）基因，并克隆到噬菌粒载体 8<7*?7N%D 中，电转化

至大肠杆菌 ?K"，经辅助噬菌体超感染，成功构建了库容为 % V "$W 的 7692ANO< 单链抗体库，并从该抗体库中初步筛选到了特

异性识别 NO< 的噬菌体单链抗体 ;1U+。将表面展示单链抗体的单克隆噬菌体转化大肠杆菌 JN!"%" 进行可溶性表达，SXSA
R7KD 及 H,;9,/6 .(’9 分析结果显示，可溶性 ;1U+ 获得表达，且与 NO< 具有结合活性，为松材线虫的检验检疫以及病理学研究

奠定了基础。

关键词 松材线虫，纤维素酶，单链抗体，噬菌体抗体库，筛选

中图分类号 LC@ 文献标识码 7 文章编号 "$$$AB$#"（!$$%）$#A$Y$$A$#

67$%&*(% 7 8>=:, 32;8(=Z ;26:(,A1>=26 +=/2=.(, [/=:-,69（;1U+）(2./=/Z =:=26;9 .)*&+;"%,%$0")& <2,(;"#,)& 1,((5(=;,（NO<）

\=; 1’6;9/519,3 =63 5;,3 9’ ;1/,,6 9>, ;8,12[21 =692.’32,; .26326: 9’ NO<) ?>, 9’9=( 0*7 \=; ,]9/=19,3 [/’- [/,;> ;8(,,6; ’[
N7PNQ< -21, 2--562^,3 \29> NO<) K,6, [/=:-,69; ,61’326: &J =63 &P \,/, =-8(2[2,3 .Z 0?AR<0 =63 =;;,-.(,3 269’ = ;26:(,

1>=26 .Z ’+,/(=8826: R<0 \29> = (26F,/ X*7 ,61’326: 9>, 8,8923,（K(ZWS,/）B_ ?>, /,1’-.26=69 [/=:-,69; \,/, 1(’6,3 269’ 9>,
8>=:,-23;（8<7*?7N%D）=63 ,(,19/’8’/=9,3 269’ = ) 0(,# ?K"_ ?>, /,1’-.26=69 8>=:,-23; \,/, /,;15,3 .Z /,26[,192’6 ’[
>,(8,/ 8>=:, ‘"BaTC_ ?>, /,8,/9’2/, ’[ 9>, 8>=:, 32;8(=Z =692.’3Z \=; =.’59 % V "$W ) ?>, ;8,12[21 =692.’32,; =:=26;9 NO< \,/,
’.9=26,3 =[9,/ [2+, /’563; ’[ =[[2629Z ;,(,192’6) ?>, 8’;292+, 8>=:, 1(’6, \=; 5;,3 9’ 26[,19 = ) 0(,# JN!"%"_ SXSAR7KD =63
\,;9,/6 .(’9 =6=(Z;2; ;>’\,3 9>=9 9>, ;’(5.(, ;1U+ =692.’32,; ,]8/,;;,3 .’563 ;8,12[21=((Z 9’ NO<) ?>, ;9532,; (=23 [’563=92’6 [’/
b5=/=6926, =63 8=9>’(’:21=( ;953Z ’[ .)*&+;"%,%$0")& <2,(;"#,)& )

9-5 :"&+$ .)*&+;"%,%$0")& <2,(;"#,)&，1,((5(=;,，;26:(, 1>=26 =692.’3Z，8>=:, 32;8(=Z =692.’3Z (2./=/Z，;1/,,6

松材线虫（ .)*&+;"%,%$0")& <2,(;"#,)&）是松树的

一种灾难性病害的病原生物，是引发松树萎蔫病的

主要原因，为林木检疫的重要对象之一［"］。研究表

明，侵入松树体内的松材线虫所分泌的松材线虫纤

维素酶（.)*&+;"%,%$0")& <2,(;"#,)& 1,((5(=;,，NO<）能

分解细胞壁的纤维素，并且能破坏木质部，在松木早



期致病过程中起到了关键作用，是导致松树死亡的

重要致病物质之一［!，"］。因此近年来对松材线虫纤

维素酶的研究一直为松材线虫病病理学研究的一个

热点。

噬菌体抗体库技术是 !# 世纪 $# 年代初发展起

来的基因工程抗体技术。采用基因克隆技术将抗体

可变区克隆出来，组装到表达载体内，并在噬菌体表

面表达形成噬菌体抗体库。通过几轮“吸附、洗脱、

扩增”重复的过程，从中筛选到特异性的噬菌体抗

体。该技术为抗体的筛选提供了一种简便高效的方

法［%，&］。本实验以经 ’() 免疫的小鼠的脾脏总 *+,
为材料，构建 ,-./0’() 的噬菌体单链抗体库，筛选

获得特异性识别 ’() 的单链抗体（1234），为松材线

虫的检验检疫以及病理学研究奠定了基础。

! 材料和方法

! "! 材料

噬菌粒载体 5),+6,’&7、辅助噬菌体 89":;<、

大肠杆菌 ! = "#$% 6>9 和 ! = "#$% ?’!9&9 以及 ?*5
标记 @-./07.@A 单抗为 5B@CD@2/@ 公司产品，*+, 抽提

试剂盒、808EF 逆转录酶、;G/AH（I6）9& 为 5CHDJA@ 公

司产品，6% 连接酶、&’%!和 (#)!限制酶以及 K+,
LMC/N/2@./H- 1O1.JD 为大连宝生物公司产品，6@P K+,
聚合酶为上海生工产品。

5)* 引 物 为 5B@CD@2/@ 公 司 产 品，其 中 ?J@4O
LC/DJC9 和 ?J@4O LC/DJC! 分别为 F? 基因 &Q端和 "Q端

引物，用来扩增鼠 F? 基因；E/AB. LC/DJC D/R 为 9# 种

FE 基因 &Q端和 "Q端引物的混合物，用来扩增鼠 FE

基因；E/-SJC LC/DJC D/R 为含有两条互补各有 $" 个碱

基、并带有 E/-SJC（>%T）" 序列的 F? 基因 "Q端和 FE

基因 &Q端引物的混合物，该引物两端的各 !% 个碱基

分别与 F? 和 FE 基因的 "Q端和 &Q端互补，从而可将

F? 和 FE 基因片段拼接成 1234 基因；*T LC/DJC D/R
为带有 &’%!位点的重链基因 &Q端引物和带有(#)!
位点的轻链基因 "Q端引物的混合物，用来扩增 1234
基因片段同时可引入克隆位点。

! "# 方法

!$#$! 松材线虫纤维素酶（’()）的分离纯化：按照

文献［U］进行。

!$#$# 动物免疫及脾细胞总 *+, 的提取：取 U 周

龄的雌性 ’,E’V) 小鼠，腹腔注射 !#"A 经弗氏完全

佐剂乳化的 ’()，每 ! 周以等量抗原加弗氏不完全

佐剂加强免疫 9 次，每次免疫后的第 " 天采血，检测

血清抗体的效价。免疫 9# 周后，取高滴度的小鼠，

摘除脾脏，迅速提取总 *+,。

!$#$% F? 和 FE 基因的扩增：以总 *+, 为模板，

;G/AH（I6）9&为引物，在 808EF 逆转录酶作用下反转

录合成 2K+, 第一条链。以 2K+, 第一链为模板，

?J@4O LC/DJC9，?J@4O LC/DJC! 和 E/AB. LC/DJC D/R 为引

物分别扩增鼠的重链和轻链可变区基因。5)* 条件

为 $&W预变性 &D/-；$%W 9 D/-，&&W ! D/-，<!W !
D/-，共进行 "# 个循环；<!W延伸 9# D/-。将 5)* 产

物进行 9X& Y琼脂糖凝胶电泳，用 K+, LMC/N/2@./H-
1O1.JD 纯化回收目的片段。

!$#$& F? 和 FE 基因的拼接及 5)* 扩增：将纯化回

收的 F? 和 FE 片段与编码（>GO%TJC）" 的 G/-SJC 以等

摩尔浓度混合，经重叠延伸法将 F?，G/-SJC 和 FE 随

机连接成 1234，并用 *T LC/DJC D/R 为引物进行二次

5)*，在 1234 &Q端 引 入 &’%!酶 切 位 点，"Q端 引 入

(#)!酶切位点。5)* 产物经琼脂糖凝胶电泳分离

后回收目的片段。

!$#$’ 噬菌体抗体库的构建：用 &’%!和 (#)!酶切

1234 基因片段，并与经同样双酶切的 5),+6,’&7 载

体在 6% K+, 连接酶作用下进行连接。连接产物经

纯化后电转化感受态 ! = "#$% = 6>9 细胞。转化产物

立即加入至 "< W预热的 !DE ! Z [6>（!#Y>GM2H1J）
培养基中，"< W培养 9B，取少部分转化菌经梯度稀

释后铺 T;’,> 琼脂板，进行菌落计数测定库容。其

余的菌液涂布于 T;’,> 琼脂板，"# W培养 !%B。用

! Z [6 培养基收集细菌集落，取一部分悬于 9#DE
! Z [6,>（9##"AVDE ,DL/2/GG/-，!#Y>GM2H1J）培养基

中，稀释细胞至 *+U##约为 #X"，"< W，!&# CVD/- 振荡

培养 9B。至 对 数 生 长 期 后，加 入 & Z 9#9# LNM 的

89":;< 辅助噬菌体进行超感染，继续振荡培养 9B，

离心，菌体重悬于 ! Z [6,:（&#"AVDE :@-@DO2/-，

!#Y>GM2H1J）培养基中，过夜培养。次日离心收集上

清，加入 9V& 体积的 57>V+@)G 溶液沉淀噬菌体，冰

浴 9B，离心，以 9DE 5’T 重悬沉淀，即为噬菌体 1234
抗体库，% W储存备用。取 9#"E 经梯度稀释的噬菌

体 1234 库加入到 9##"E *+U## 为 9X# 的 6>9 菌中，

"<W放置 "#D/- 后铺 E’,> 平板，"< W过夜培养，次

日计算菌落形成单位（2NM）。

!$#$( 噬菌体抗体库的重组率及多样性分析：从

T;’,> 平 板 上 随 机 挑 取 9\ 个 单 菌 落，用

5),+6,’&7 中的 T9 和 TU 为引物进行 5)* 扩增，用

9X&Y琼脂糖凝胶电泳检测相应扩增条带，测定抗体
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库的重组率。随机挑取抗体库中的 !" 个单克隆，

#$% 扩增 &’() 后用 !"#*!酶切，琼脂糖电泳分析酶

切图谱。

!"#"$ 噬菌体 &’() 抗体库的筛选：取 !""+,-. 的

/0$ !""". 包被酶标板，经 12 /34 封闭后，加入

!""". 噬菌体抗体库（约 !"!! ’56），78 9 温育 !:。

#/3 洗涤 !" 次，#/3;（含 "<"=2;>??@A1"）洗涤 !" B
1" 次后，加入 =""". 洗脱液（"<!-CD,. 甘氨酸A盐酸，

EF1<1），室温放置 !"-G@，立即加入 1-CD,. ;HG&AF$D
（EFI<!）7"". 中和，再加入对数期的 $ J %&’( ;K! 菌

液 1-.，78 9放置 7"-G@ 进行感染。取 !"". 测定

’56，其余菌液继续培养 !:，按照 !<1<= 的方法制备

次级噬菌体抗体库。重复上述操作进行下一轮筛

选，共进行 = 次。

!"#"% L.M34 法鉴定噬菌体抗体的特异性：从筛选

后的平板上随机挑取单菌落，制备单克隆噬菌体

&’()，以 !""+,-. /0$ 包被的酶标板，经 !2 /34 封

闭后，加入 !""".（! N !"!! E56,-.）上述扩增的噬菌

体，室温放置 1:；#/3; 洗涤 = 次，加入 ! O !"""" 稀释

的 F%# 标记羊抗 P!7 抗体 !""".，室 温 放 置 !:；

#/3; 洗涤 Q 次，R#S 显色 =-G@，加入 ! -CD,. 硫酸终

止反应，TI"@- 测定吸光度，采用 L.M34 法检测噬菌

体 &’() 的结合活性。

!"#"& S*4 序列测定与分析：测定阳性克隆 &’()
的基因序列，测序引物为噬菌粒载体 #$4*;4/=L
中的 3!，3Q 引物（3!：=UA$44 $K; K44 444 4;; 4;;
4;; $K$A7U，3Q：=UAK;4 44; K44 ;;; ;$; K;4 ;K4
KKA7U）。

!"#"!’ &’() 基 因 的 表 达 及 表 达 产 物 的 鉴 定：用

L.M34 法 检 测 呈 阳 性 的 噬 菌 体 来 感 染 $ J %&’(
F/1!=! 细胞。铺板生长后，再挑取单克隆接种到 1
N V;4K 培养基中培养至对数生长期，离心，菌体重

悬于 1 N V; 培养基中，加入 M#;K 至 !--CD,. 诱导表

达 T:，以 3S3A#4KL 及 W?&X?H@ YDCX 鉴定 &’()。
!"#"!! 3S3A#4KL 及 免 疫 印 迹 分 析：采 用 3S3A
#4KL电泳（!"2 分离胶，浓缩胶 72）分离粗酶液

（或纯化后 /0$），电泳后分别进行考马斯亮蓝染色

和免疫印迹分析鉴定 &’() 与 /0$ 的结合活性。采

用半干式电转移方法将电泳分离的线虫蛋白质转移

至硝酸纤维素膜上，经封闭液（含 =2羊血清的 #/3
缓冲液）封闭后，加入诱导表达的 &’()，室温反应

7:，以 #/3; 充分洗涤后，加入 !""" 倍稀释的 F%#A
Z@XG LAXZ+ 抗体，室温继续反应 !:，充分洗涤，加入

S4/ 底物显色液显色，洗涤后摄影保存。

!"#"!# 纤维素酶的酶染分析：将上述 3S3A#4KL 分

离的线虫蛋白质凝胶采用半干式电转移，转移至一

块含有 "<12 $P$ 的 3S3A#4KL 凝胶上，T=9 温育

1:，加 入 12 [MA"<12 M1 混 合 液 反 应 !"-G@ 后，用

7"2硫酸显色至适宜，立即摄影保存［8］。

# 结果

# (! )* 和 )+ 基因的扩增和 ,-./ 基因的拼接

提取免疫后小鼠脾脏总 %*4，以此为模板反转

录合成 ’S*4 第一条链，并用轻、重链可变区引物分

别扩增出约 7T"YE 的 \F 和 71"YE 的 \. 基因片段

（图 !）。将 \F 和 \. 基因与 DG@]?H 基因片段混合后

经重叠延伸拼接法随机连接成 &’()。二次 #$% 后，

经 !<=2琼脂糖凝胶电泳检测，扩增的 &’() 产物大

小约为 8="YE（图 !），与文献报道相符［^］。

图 ! \F 和 \. 基因的 #$% 扩增

(G+J ! #$% Z-EDG5G’ZXGC@ C5 \F Z@_ \. +?@?
P：S*4 -Z]?H；!：\F +?@?；1：\. +?@?；7：&’()J

# (# 噬菌体单链抗体库的构建及鉴定

&’() 基因片段经 )*(!和 +&#!双酶切后连接

E$4*;4/=L 载体。连接产物纯化后电转化感受态

$ J %&’( J ;K! 细胞，构建噬菌体单链抗体库。随机

挑取 !^ 个单菌落，用 3! 和 3Q 引物进行 #$% 扩增，

经琼脂糖凝胶电泳检测均含有单一的 8="YE &’() 全

长基因片段（图略），推算库容量约为 = N !"T。随机

挑取文库中的 !" 个单克隆，#$% 扩增 &’() 基因片段

后，以 /&X*M 进行单酶切。如图 1 所示，酶切片段经

琼脂糖凝胶电泳检测呈现多条泳带，表明构建的抗

体文库具有较好的多样性。菌液经 P!7[R8 辅助噬

菌体超感染，#LK,*Z$D 沉淀浓缩后得到噬菌体 &’()
抗体库，测定噬菌体滴度为 1 N !"!! ’56,-.。

# (0 噬菌体单链抗体库的筛选

以 /0$ 为抗原对上述噬菌体 &’() 抗体库进行

了 = 轮筛选。结果表明，噬菌体抗体的收率显示了
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增加的趋势，第 ! 轮比第 " 轮收率增加了约 "## 倍，

$%&’(法检测也显示了同样的结果，每轮扩增后的

噬菌体 )*+, 的吸光度随着筛选轮数的增加而增强

（表 "），证明特异性的噬菌体 )*+, 得到了有效富集。

图 - )*+, 基因的 !"#.!酶切图谱

+/01 - !"#.! 2/304565/37/30 82 )*+, 0434)
9：:.( ;<=45；">"#：)*+, 82 5<3?8;@A )4@4*74? *@834)1

表 ! 噬菌体抗体库的富集

"#$%& ! ’&%&()&* &+,-(./&+) 01 2.#3& #+)-$0*-&4
#3#-+4) (&%%5%#4& 1,0/ ).& %-$,#,6

B<33/30 C8D3? &36D7（*2D） ED76D7（*2D） F/4@?GH $%&’(（$%IJ#）

" "K- L "#"# "KM L "#I IK! L "# N M #K#OP

- JK! L "#"# -KI L "#! -K! L "# N M #K"!!

O "KQ L "#"" MK# L "#M OK! L "# N ! "K#-!

I "KO L "#"" -KJ L "#Q -K- L "# N I "K!PQ

! "K- L "#"" MKO L "#Q !K# L "# N I "KPM-

7 89 噬菌体 4(:; 的特异性鉴定

从第 ! 轮筛选后抗体库中随机挑取 JM 个单菌

落，制备噬菌体 )*+,，以 RST 为靶标进行 $%&’( 检

测，以 R’( 为阴性对照，检测噬菌体 )*+, 的特异性。

其中 "# 个克隆有较好的特异性，BG. 值大于 O（图 O）。

图 O RST 噬菌体单链抗体的特异性考察

+/01 O R/3?/30 )64*/2/*/7A 82 7U4 )4@4*74? RST 6U<04 )*+,

7 8< 序列分析

挑取反应特异性较好的 :!、:M 和 $"" 克隆测

定 :.( 序列，测序结果显示，O 个克隆的 )*+, 基因

完全一致。提交 .TR& 数据库进行登记，序列号为：

(FJ#Q!!#。通过 R%(’V 软件在 .TR& 数据库检索后

发现，该基因与数据库中其它的鼠单链抗体基因同

源性均不高。:.(B%EV 在线分析的结果表明，该单

链抗体的重链可变区属于 WX" 家族，轻链可变区为

"型。根据其核酸序列推导出的氨基酸序列及其骨

架区（+C）和互补决定区（T:C）如表 - 所示。

表 7 抗纤维素酶单链抗体的氨基酸序列

"#$%& 7 =/-+0 #(-* 4&>5&+(&4 01 4(:; #3#-+4) (&%%5%#4&
X4<,A *U</3 %/0U7 *U</3

:?"
YWY%YY’Z($%WCBZ(’W[%’T[(+ZFV+V $%VY’B(&%’(’BZ$[WV9VT
@A?"
.XX&. C(’’’W’F9B
:?-
\W[YCBZYZ%:\&ZF \FYY[BZ’’B[B\&F
@A?-
&.BF.:FV’F.Y[+[Z (V’.%(’
:?O
[(V%VW:[’’’V(F9$%’’%V’$:’(WFFT(CY ZWB(C+’Z’Z’ZV’F’%V&’CW$($:((VFFT
@A?O
Y%C’+9:F YY\’’.B%V
:?I
\ZYZVVWVW’’ +Z(ZV[%$%[C

7 8B 4(:; 的表达及鉴定

将阳性的噬菌体 )*+, :! 感染 & 1 ’()* XR-"!"，

经 &BVZ 诱导后，以 ’:’>B(Z$ 鉴定菌体可溶性蛋

白。考马斯亮蓝染色后，经凝胶成像分析在相对分

子量约 O-K#=: 处出现了一条表达带（图 I，(）。电

转印后，以 XCB><37/ $7<0 抗体进行 \4)7453 ]@87 分

析，在相同分子量处也检测出特异性的条带，确为

)*+,>$7<0 融合蛋白，与文献报道相符［J］，证明 )*+,
在 & 1 ’()* XR-"!" 中实现了可溶性表达（图 I，R）。

7 8C 4(:; 与 DE@ 的结合活性检测

取纯化的松材线虫纤维素酶［M］经 ’:’>B(Z$ 及

纤维素酶的酶染分析，结果显示 RST 在 !PKJ=: 处

O#J田 旺等：抗松材线虫纤维素酶单链抗体库的构建及筛选



呈现单一蛋白条带，并具有纤维素酶的活性（图 !，

"，#）；在 $%# 所对应的位置免疫印迹结果也呈现了

单一条带，表明所表达的 &’() 与 $%# 具有特异性的

结合能力（图 *，$）。

图 + &’() 表达蛋白的 ,-,./"01 和 23&4356 7894 分析

(:;< + ,-,./"01 =6> 23&4356 7894 =6=8?&:& 9@ &’() A5943:6
B：89C D983’E8=5 C3:;F4 D=G35&；!：E6:6>E’3> ! < "#$% H$I!*!；I：

:6>E’3> ! < "#$% H$I!*! 7? J/K0；L：KF3 494=8 A5943:6 3MA53&&3> :6 ! <

"#$% H$I!*! =@435 :6>E’4:96 7? J/K0<

图 * 松材线虫纤维素酶 ,-,./"01、免疫印迹及酶染分析

(:;< * ,-,./"01，23&4356 7894 =6=8?&:& =6> ’388E8=&3
&4=:6:6; 9@ & < ’($#)*%$+, ’388E8=&3

B：89C D983’E8=5 C3:;F4 D=G35&；!，L，+：& < ’($#)*%$+, 494=8 A5943:6

3M45=’4；I，*：AE5:@:3> $%#<

! 讨论

单链抗体是具有抗原结合活性的最小单位，只

有完整抗体分子的 !NO，具有分子量小、穿透力强、免

疫原性低、半衰期短、易于基因工程制备和改造等优

点［!P］。噬菌体抗体库技术是将全套抗体可变区基

因表达在噬菌体表面，使表型和基因型联合在一起，

把识别抗原的能力和进行再扩增的能力结合在一

起，建立了绕过杂交瘤技术制备单克隆抗体的崭新

技术，使得抗体的制备、筛选变得方便、快捷［!!］。

理论上库容越大，筛选得到高亲和力抗体的机

会就越高。本实验构建的噬菌体抗体库的库容（* Q
!P+）虽然比常规的 !PO 要低一些，但本实验是采用

免疫后的脾细胞来构建噬菌体抗体库，这可以增加

特异性抗体的表达，有利于筛选。由于所用小鼠的

血清抗体滴度较高（ R !P*），目标抗体在体内经过了

亲和力成熟的过程，因此弥补了库容较低的不足，实

验结果也证明，从较低库容的抗体库中也能筛选到

与目的抗原特异性结合的噬菌体抗体。此外，通过

重叠 /#S 的 方 法 将 扩 增 出 的 重、轻 链 可 变 区 以

8:6G35 连接成 &’()，是整个抗体库构建过程中关键环

节之一［!I］，其成功关键在于重叠 /#S 反应所用模板

系统（TH，TU 和 8:6G35）的纯化程度及各模板间适当

的等摩尔比。

在抗体库的筛选过程中，最常用的洗脱方法采

用酸或碱进行非特异性洗脱，也可采用特异的洗脱

方式，包 括 用 抗 原 或 单 克 隆 抗 体，进 行 竞 争 性 洗

脱［!L］。本文采用了较常用的酸洗脱方法，此法能够

将与抗原结合的噬菌体抗体全部洗脱下来，因此得

到的噬菌体抗体的亲和力强弱各异。本实验中我们

从 VO 个克隆中筛选到了 !P 个特异性和亲和力较理

想的克隆（图 L），阳性率偏低。在进一步研究中，将

尝试竞争性洗脱方法，希望能获得更高亲和力的噬

菌体抗体。

$%# 的纯化程度对于整个筛选过程至关重要，

直接影响到筛选的效率。纯化程度高，筛选获得与

$%# 特异性结合的噬菌体抗体的机会大，相反则有

可能筛选到与其它杂蛋白结合的噬菌体抗体。,-,.
/"01 显示本实验所用 $%# 得到了初步的纯化（图

*，"），为能够筛选出特异性单链抗体奠定了基础。

纤维素酶酶染的结果显示，在松材线虫全蛋白中至

少含有两种分子量不同的纤维素酶（图 *，8=63 +），事

实上我们对两种酶分别进行了纯化。但动物免疫实

验表明，分子量相对较小的纤维素酶产生抗体的能

力较弱，因此本文只选取了分子量相对较大的纤维

素酶进行了研究。

松材线虫为重要的松树病害之一，如何能够快

速、准确的检测松树中是否存在松材线虫一直为研

究者所关注。同时松材线虫所分泌的纤维素酶导致

松树的死亡，可作为检测的重要指标［!+］。本文成功

构建了 "64:.$%# 的噬菌体单链抗体库，并利用该抗

体库筛选出特异性识别 $%# 的噬菌体单链抗体。

这不仅对松材线虫病的病理学研究有着重要意义，

同时也为进一步探索和寻求松材线虫新的防治途径

+PV -*%./,/ 0#+1.2$ #3 &%#4/"*.#$#5( 生物工程学报 IPP*，T98WI!，X9WO



提供了检测和监控手段。
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积极开发研究人乳铁蛋白（1234567889:，;6）

在非洲，人们发现，约有 :@_的患有艾滋病的孕妇，在分娩后并没有将病毒传给婴儿，逃脱了最容易患

病的母婴传播渠道。这是为什么呢？为什么有的人不易受艾滋病病毒（V’‘）的感染呢？

科学家们研究发现，这可能有两方面的原因：一是母乳免疫细胞（& 细胞）识别，并有效捕获了 V’‘ 蛋白

（指病毒外壳蛋白），这对保护孩子免受 V’‘ 感染或传染极为有利；二是母乳含有丰富的乳铁蛋白（6132#F*$$%(，

[F）直接喂养起抗病毒、抗癌作用，保护孩子健康成长，不发生恶性病症。乳铁蛋白是由约 JAA 个氨基酸残基

构成的 :PT 的单体糖蛋白，不仅存在于哺乳动物乳汁中，而且在机体外分泌物中的眼泪、唾液和精液中也有

甚微的含量；而在人的初乳中 [F 含量较高，达到 ; a :0Ib0[，它具有广谱抗菌、增强机体免疫能力，防治感染

性疾病以及抗氧化活性功能。牛奶中的 [F 对“丙肝”患者也有一定的辅助治疗效果。那么，如何开发和利用

[F 呢？在日本，从植物方面考虑，通过基因工程技术将人的母乳中所含多功能蛋白基因组入番茄“秋玉”品

种取得成功，此“工程番茄”有效表达 [F，不仅在果实中生产 [F，而且淇叶、根组织中也能生产 [F，据测定番茄

果实每 !AAI 可产出 [F < +@ a > +>0I。这就给研究者以重要启示：!）可否将 [F 蛋白基因转入其他直接食用果

实的植物中呢？（如香蕉），或粮食作物如水稻、小麦、马铃薯等，如此直接食用即可起到防病治病的目标；其

次，若能将 [F 的基因引入受体微生物如毕赤酵母中获得有效表达的话，则可通过微生物发酵途径大量生产

[F 产品，实现产业化，这必将带来巨大的商机，造福于民。

（柯 为）
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