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SARS-CoV-2核糖体展示纳米抗体文库的构建与筛选
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【摘要】 目的 通过核糖体展示技术构建一个库容量大、多样性好的严重急性呼吸综合征冠状病毒2(Severe
 

Acute
 

Respiratory
 

Syndrome
 

Coronavirus
 

2,SARS-CoV-2)特异性纳米抗体文库;利用真核表达系统表达并制备具有筛选质量

的SARS-CoV-2受体结合域(Receptor
 

Binding
 

Domain,RBD)蛋白,并作为钓饵蛋白应用于纳米抗体的筛选。 方法 
利用多种SARS-CoV-2特异性免疫原免疫羊驼,分离高免羊驼外周血单个核细胞(Peripheral

 

blood
 

mononuclear
 

cell,

PBMCs),提取总RNA并反转录获得cDNA,通过巢式PCR扩增纳米抗体基因,同时引入核糖体文库所需要的展示元

件。利用重叠延伸PCR将VHH片段与间隔序列gene-Ⅲ连接,构建核糖体展示纳米抗体文库。利用Expi293F哺乳动

物细胞表达SARS-CoV-2
 

RBD蛋白,通过StrepTrap
 

HP亲和柱纯化重组蛋白,将其作为钓饵蛋白对所构建的纳米抗体

文库进行四轮特异性筛选。 结果 成功构建核糖体展示纳米抗体文库,该文库的多样性高、完整性好,有效库容为

1.12×1013。利用哺乳动物细胞表达系统表达出SARS-CoV-2
 

RBD蛋白,纯度高达97.5%。通过对核糖体纳米抗体文

库进行四轮特异性筛选,获得纳米抗体的基因序列,经鉴定序列多样性丰富。 结论 成功构建SARS-CoV-2核糖体展

示纳米抗体文库,制备出具有筛选质量的抗原并应用于抗体库的筛选,获得结构完整且序列多样性丰富的纳米抗体基因

序列,为SARS-CoV-2纳米抗体的获得奠定了研究基础。

【关键词】 
 

新型冠状病毒;纳米抗体;核糖体展示;抗体库;真核表达

【中图分类号】 R373.1   【文献标识码】 A   【文章编号】 1673-5234(2022)03-0249-05
[Journal

 

of
 

Pathogen
 

Biology.
 

2022
 

Mar;17(3):249-253.]

Construction
 

and
 

screening
 

of
 

SARS-CoV-2
 

ribosomal
 

display
 

nanobody
 

library
WANG

 

Xin-yue1,2,HAN
 

Qiu-xue2,3,WANG
 

Zhen-shan2,4,JIAO
 

Cui-cui5,BI
 

Jin-hao2,XU
 

Meng-
yuan2,5,ZHAO

 

Yong-kun2,FENG
 

Na2,WANG
 

Tie-cheng2,CHI
 

Hang2,YANG
 

Song-tao2,XIA
 

Xian-
zhu1,2 (1.College

 

of
 

Veterinary
 

Medicine,Northeast
 

Agricultural
 

University,Harbin
 

150036,China;2.Changchun
 

Veteri-
nary

 

Research
 

Institute,Chinese
 

Academy
 

of
 

Agricultural
 

Sciences;3.Peking
 

Union
 

Medical
 

College
 

Beijing;4.College
 

of
 

Veterinary
 

Medicine,Jilin
 

Agricultural
 

University;5.College
 

of
 

Veterinary
 

Medicine,Jilin
 

University)***

【Abstract】 Objective To
 

construct
 

a
 

large
 

and
 

diverse
 

library
 

of
 

nanobody
 

to
 

Severe
 

Acute
 

Respiratory
 

Syndrome
 

Coronavirus
 

2
 

(SARS-CoV-2)
 

using
 

ribosomal
 

display
 

technology,in
 

addition,SARS-CoV-2
 

specific
 

antigen
 

with
 

screen-
ing

 

quality
 

was
 

obtained
 

by
 

eukaryotic
 

expression,and
 

it
 

was
 

used
 

in
 

the
 

screening
 

of
 

nano
 

antibodies. Methods In
 

the
 

current
 

study,alpacas
 

were
 

immunized
 

with
 

a
 

variety
 

of
 

SARS-CoV-2
 

specific
 

immunogens.One-week
 

post
 

the
 

sixth
 

im-
munization,peripheral

 

blood
 

Mononuclear
 

cells
 

(PBMCs)
 

of
 

the
 

hyper-immune
 

alpaca
 

was
 

collected,total
 

RNA
 

was
 

ex-
tracted

 

and
 

then
 

cDNA
 

was
 

obtained
 

by
 

reversed
 

transcription.Alpaca
 

variable
 

domains
 

of
 

heavy-chain-only
 

antibodies
 

(VHHs)
 

genes
 

were
 

amplificated
 

using
 

a
 

two-step
 

nested
 

PCR
 

approach,and
 

the
 

display
 

elements
 

needed
 

for
 

ribosome
 

display
 

were
 

also
 

introduced.A
 

ribosome
 

display
 

alpaca
 

VHH
 

library
 

was
 

constructed
 

by
 

linking
 

VHH
 

fragment
 

with
 

spacer
 

gene-Ⅲ
 

by
 

overlapping
 

extended
 

PCR.The
 

SARS-CoV-2
 

Receptor
 

Binding
 

Domain
 

(RBD)
 

protein
 

was
 

further
 

ex-

pressed
 

in
 

Expi293F
 

mammalian
 

cells
 

and
 

purified
 

by
 

StrepTrap
 

HP
 

affinity
 

column.Then
 

the
 

purified
 

RBD
 

was
 

used
 

as
 

antigen
 

bait
 

to
 

select
 

the
 

VHH
 

library.A
 

total
 

of
 

four
 

rounds
 

of
 

screening
 

was
 

conducted. Results The
 

ribosome
 

dis-

play
 

alpaca
 

VHH
 

library
 

was
 

successfully
 

constructed.The
 

library
 

was
 

identified
 

to
 

be
 

of
 

high
 

diversity
 

and
 

integrity,with
 

an
 

effective
 

library
 

capacity
 

of
 

1.12×1013.SARS-CoV-2
 

RBD
 

protein
 

was
 

successfully
 

expressed
 

by
 

mammalian
 

expres-
sion

 

system
 

with
 

a
 

purity
 

over
 

97.5%.The
 

VHH
 

sequences
 

were
 

successfully
 

obtained
 

by
 

four
 

rounds
 

of
 

specific
 

screen-

ing,and
 

the
 

identified
 

sequences
 

were
 

rich
 

in
 

diversity. Conclusion The
 

SARS-CoV-2
 

ribosome
 

display
 

alpaca
 

VHH
 

li-
brary

 

was
 

successfully
 

constructed,and
 

the
 

antigens
 

with
 

screening
 

quality
 

were
 

prepared
 

and
 

applied
 

to
 

the
 

screening
 

of
 

the
 

antibody
 

library.Finally,the
 

complete
 

structure
 

and
 

rich
 

sequence
 

diversity
 

of
 

nano
 

antibody
 

gene
 

sequence
 

were
 

ob-
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tained,which
 

laid
 

a
 

foundation
 

for
 

the
 

subsequent
 

acquisition
 

of
 

SARS-CoV-2
 

nanobodies.
【Key

 

words】 SARS-CoV-2;nanobody;ribosome
 

display;antibody
 

library;eukaryotic
 

expression.

  新型冠状病毒肺炎(Corona
 

Virus
 

Disease
 

2019,

COVID-19)是由新型冠状病毒(Severe
 

Acute
 

Respir-
atory

 

Syndrome
 

Coronavirus
 

2,SARS-CoV-2)所引起

的一种呼吸道传染病[1]。2020年3月11日,世界卫

生组织(World
 

Health
 

Organization,WHO)宣布CO-
VID-19全球大流行。截至到2022年1月2日,新冠

肺炎已经导致全球2.89亿人次感染,死亡540万

例[2],感染病例分布212个国家,防控形势十分严峻。
当前,国内外应对COVID-19以疫苗免疫接种为

主要预防手段,然而接种疫苗后的保护期以及疫苗的

安全性仍需持续关注[3]。与常规治疗药物相比,抗体

药物由于靶向性强、特异性好、疗效显著和毒副作用低

等特点,近年来在临床中的应用逐渐增多,为疾病的预

防和治疗提供了新的选择。抗体小型化是抗体药物的

发展方向之一,骆驼科动物(骆驼、羊驼等)及鲨鱼体内

存在一种仅有重链二聚体的免疫球蛋白,基于重链抗

体可变区制备的纳米抗体(nanobodies,Nbs),又被称

为 VHH 抗 体 (heavy-chain
 

variable
 

domains,

VHHs)。纳米抗体具有水溶性好、稳定性强、易表达、
特异性和亲和力高、对人的免疫原性低等诸多优点,已
显示出广阔的前景。纳米抗体分子质量仅为15

 

ku,
是传统全分子抗体分子质量的十分之一,是具有完整

结构功能的最小抗原结合片段。纳米抗体的开发与传

统的杂交瘤细胞制备单克隆抗体不同,一般通过非免

疫纳米抗体文库或免疫纳米抗体文库进行筛选。常用

的纳米抗体文库构建技术包括噬菌体展示技术、核糖

体展示技术、酵母展示技术等,其中核糖体展示技术是

一种利用功能性蛋白质相互作用筛选的技术,将 mR-
NA与其转录翻译后正确折叠的蛋白质共同连接在核

糖体上,形成“mRNA-核糖体-蛋白质”三元复合物,实
现了基因型与表型的偶联。与噬菌体展示和酵母展示

等抗体库技术相比,核糖体展示技术具有易于建库、库
容量大、易于筛选、全程在体外操作且多样性好等优

势[4],已广泛应用于小分子抗体的筛选和进化[5-8]。
本研究基于核糖体展示技术构建SARS-CoV-2

纳米抗体文库,通过真核表达获得具有筛选质量的特

异性抗原,并将其应用于SARS-CoV-2纳米抗体的筛

选,以期获得结构完整且序列多样性的纳米抗体基因

序列,为SARS-CoV-2纳米抗体药物研发奠定基础。

材料与方法

1 材料

1.1 质粒、菌株和细胞 pcDNA3.1-SECD重组质

粒,pCAGGS载体质粒,E.coli
 

JM109感受态细胞以

及哺乳动物Expi293F细胞由中国农业科学院长春兽

医研究所动物病毒学与特种动物疫病学实验室保存。

1.2 实验动物 两周岁龄雌性澳洲羊驼,饲养于山西

太原七峰山羊驼养殖场。

1.3 主要试剂 DNA聚合酶,T4
 

DNA连接酶,限制

性内切酶EcoR
 

I和Kpn
 

I购于美国NEB公司;BCA
蛋白浓度测定试剂盒购自美国Thermo公司;氨苄青

霉素,异丙基-β-D-硫代吡喃半乳糖苷(IPTG),β-半乳

糖苷酶的显色底物(X-gal),PBS粉末和脱脂奶粉购自

北京索莱宝科技有限公司;预染蛋白 Marker购于上

海雅酶生物医药科技有限公司;Trans5K
 

DNA
 

Mark-
er,Trans2K

 

DNA
 

Marker,Trans
 

DNA
 

Marker
 

I购自

北京全式金生物技术有限公司,StrepTrap
 

HP纯化柱

购于美国 GE公司;Costar96孔板购自美国Corning
 

Incorporated公司。

PBST溶液:11.2
 

g
 

PBS粉末和0.5
 

mL吐温20,
用DEPC水定容至1

 

L;PBSM 溶液:5.6
 

g
 

PBS粉末

和5
 

mmol/L
 

MgCl2,用DEPC水定容至500
 

mL;PB-
STM 溶液:于 PBST 中加入5

 

mmol/LMgCl2;PB-
SMBH溶液:9

 

mmol/LMgCl2、3%
 

BSA、2.5
 

mg/ml
肝素钠和5.6

 

g
 

PBS粉末,用 DEPC水定容至500
 

mL;筛 选 封 闭 液:5
 

mmol/LMgCl2、3%
 

BSA、2.5
 

mg/ml肝素钠和5.6
 

g
 

PBS粉末,用DEPC水定容至

500
 

mL;EB缓冲液:100
 

mmol/L
 

EDTA、10
 

μg/ml
酿酒酵母RNA,5.6

 

g
 

PBS粉末,用DEPC水定容至

500
 

mL。

2 方法

2.1 高免羊驼PBMCs的分离与cDNA的合成 两

周岁龄雌性澳洲羊驼用SARS-CoV-2特异性免疫原

免疫,将4只健康的羊驼随机分为2组,实验组2只羊

驼采用颈部多 点 注 射 mRNA 疫 苗200
 

μg/只/次、

DNA疫苗1
 

mg/只/次和RBD蛋白240
 

μg/只·次,
对照组2只羊驼注射相同体积PBS,间隔3周免疫一

次,共计免疫6次。于末次免疫后1周从羊驼颈静脉

采血40
 

ml,使用SepTube分离管分离单个核细胞

(peripheral
 

blood
 

mononuclear
 

cell,PBMCs),在 无

RNA酶环境利用Trizol法提取总RNA,使用SUPER-
SCRIPT

 

III
 

1ST
 

STRAND试剂盒反转录为cDNA。

2.2 核糖体展示文库的构建与库容鉴定 实验所需

引物由上海生工生物工程有限公司合成[9],引物序列

见表1。以合成的cDNA 为模板,以 CH2-R和 Al-
pVh-LD为引物通过巢式PCR扩增重链可变区前的
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信号肽区和CH2恒定区,扩增片段约为700
 

bp。反应

条件:95
 

℃
 

15
 

min;94
 

℃
 

1
 

min,67
 

℃
 

1
 

min,72
 

℃
 

1
 

min,共35个循环;72
 

℃
 

10
 

min。胶回收PCR产物为

模板,以AlpVh-FR1-Fnew、P4-L和P4-S为引物扩增

重链可变区的框架区和铰链区,扩增的VHH基因片

段约为450
 

bp。反应条件:98
 

℃
 

10
 

s;98
 

℃
 

10
 

s,55
 

℃
 

5
 

s,72
 

℃
 

1
 

min,共5个循环;98
 

℃
 

10
 

s,64
 

℃
 

5
 

s,

72
 

℃
 

1
 

min,共30个循环;72
 

℃
 

8
 

min。以M13丝状

噬菌体(M13KO7)基因为模板,P5和P6-new为引物

扩增间隔区gene
 

Ⅲ片段,大小约为330
 

bp。反应条

件:98
 

℃
 

10
 

s;98
 

℃
 

10
 

s,55
 

℃
 

5
 

s,72
 

℃
 

5
 

s,共5个

30循环;98
 

℃
 

10
 

s,68
 

℃
 

5
 

s,72
 

℃
 

1
 

min,共30个循

环;72
 

℃
 

8
 

min。通过重叠延伸PCR(Gene
 

splicing
 

by
 

overlap
 

extension
 

PCR,SOE
 

PCR)将等摩尔浓度

的VHH与gene
 

Ⅲ基因片段组装成为VHH-gene
 

Ⅲ
核糖体展示文库。反应条件:98

 

℃
 

10
 

s;98
 

℃
 

10
 

s,

68
 

℃
 

5
 

s,72
 

℃
 

1
 

min,共30个循环;72
 

℃
 

8
 

min。文

库基因片段大小约为800
 

bp。最终合成的文库置于

-80
 

℃保存备用。
根据构建核糖体展示文库的DNA的质量和碱基

数计 算 文 库 的 库 容 大 小[10],计 算 公 式 如 下:1
 

μg
 

1000bp
 

DNA
 

=1.52
 

pmol=9.1×1011。核糖体展示

文库的库容=(1000/800)×9.1×1011×DNA的质量

2.3 SARS-CoV-2
 

RBD蛋白表达、纯化和鉴定 以

pcDNA3.1-SECD 质粒为模板,利用 Primer
 

Premi-
er5.0软件设计引物并引入EcoR

 

I、Kpn
 

I酶切位点,

tPA信号肽,TwinStrep标签等元件。引物由上海生

工生物工程有限公司合成,引物序列见表1。以pcD-
NA3.1-SECD 为 模 板,利 用 引 物 RBD-F 和 RBD-
RPCR扩增RBD基因,经过EcoR

 

I、Kpn
 

I酶切位点

克隆到pCAGGS载体中,得到pCAGGS-RBD重组质

粒并测序。当细胞密度达3.0×106 个/mL,将鉴定正

确的pCAGGS-RBD重组质粒瞬时转染到Expi293F
细胞中,转染质粒浓度为1

 

μg/mL,终体积为1.5
 

mL;
在脂质体组加入80

 

μL 的 Reagent试 剂,用 Opti-
MEM定容至1.5

 

mL,室温孵育5
 

min。将质粒混合

物加入脂质体组中,室温孵育25
 

min,将质粒-脂质体

混合液滴加到Expi293F哺乳动物细胞中,培养18
 

h
后加入增强剂,6

 

d后收取细胞上清和细胞,通过

Western
 

blot检测蛋白 表 达 情 况。根 据 StrepTrap
 

HP亲和纯化说明书对收获的哺乳动物细胞上清蛋白

进行纯化,收集流穿液、洗涤液和洗脱液。

2.4 核糖体展示纳米抗体文库的筛选与序列鉴定 
以SARS-CoV-2

 

RBD蛋白包被96孔板,包被浓度为

100
 

μg/mL,200
 

μL/孔,同时设置对照孔,4
 

℃包被过

夜。弃去包被液后每孔用预冷的PBSM 溶液洗涤3

次,每 次3
 

min。加 入 含5
 

mmol/L
 

MgCl2 的 PB-
SMBH溶液,200

 

μL/孔,室温封闭2
 

h。弃去封闭液,
用预冷的PBSTM 溶液清洗3次,再用预冷的PBSM
洗涤2次,冰上预冷20

 

min,使用TNT
 

T7
 

Quick
 

for
 

PCR
 

DNA试剂盒同步进行文库翻译,将翻译结束的

文库加入到封闭好的孔中,100
 

μL/孔,4
 

℃孵育2
 

h。
弃去文库,用预冷的PBSTM溶液清洗3次,再用预冷

的PBSM洗涤2次,加入EB缓冲液,200
 

μL/孔,置于

42
 

℃水浴5
 

min,以洗脱 mRNA,使用 HP
 

RNA
 

Iso-
lation

 

Kit提取上清中的 mRNA。纯化后的 mRNA
反转录成cDNA。重复以上文库构建步骤,重新构建

VHH-gene
 

Ⅲ文库。构建的文库经过 NanoDrop定

量,在相同的数量级下进行下一轮筛选,共计进行四轮

筛选。将筛选后平末端的纳米抗体展示文库添加 A
尾,并连接至pMD-20T载体,挑选单克隆委托吉林库

美生物科技有限公司测序。

表
 

1 引物信息
Table

 

1 Quote
 

sequence
 

information
引物名称
Name

序列大小
Size(bp)

序列(5'-3')
Sequence(5'-3')

AlpVh-LD 18 CTTGGTGGTCCTGGCTGC
CH2-R 23 GGTACGTGCTGTTGAACTGTTCC

AlpVh-FR1
-Fnew 84

GGATCCTAATACGACTCACTATAGGGA
ACAGCCACCATGGGCCCAGCCGGCCatgg
ccCAGKTGCAGCTCGTGGAGTCNGGNGG

P4-L 46 ATGATGATGATGTTGCGGCCGCTGG
TTGTGGTTTTGGTGTCTTGGG

P4-S 45 ATGATGATGATGTTGCGGCCGCGCT
GGGGTCTTCGCTGTGGTGCG

P5 50 CGGCCGCAACATCATCATCATCATCA
TCATCATCATGCTTTCCATTCTGG

P6-new 48 ATATATATAGGCCCACCCGTGAAGG
TGAGCAGCAGCACCGTAATCAGT

RBD-F 106

CCGGAATTCGCCACCATGGACGCCAT-
GAAGCGGG
GCCTCTGCTGTGTTCTGCTGCTCTGC
GGCGCCGTGTTCGTGAGTAACTCGAG
GGTCCAACCAACAGAGAGCA

RBD-R 36 CGGGGTACCGAAGTTCACACACTTG
TTCTTCACCAG

结 果

1 SARS-CoV-2核糖体展示纳米抗体文库的构建与鉴定

以反转录得到的cDNA的第一链为模板进行第

一轮PCR,扩增出700
 

bp的目的基因片段(图1A)。
再以第一轮PCR纯化后的产物为模板进行第二轮

PCR,扩增得到VHH基因片段,大小约为450
 

bp(图

1B)。以丝状噬菌体 M13KO7的基因组为模板扩增

出330
 

bp的目的片段(图1C)。与预期结果一致。
以等摩尔的第二轮PCR产物与gene

 

Ⅲ胶回收产

物为模板构建VHH-gene
 

Ⅲ连接产物,PCR检测目的

基因片段约为800
 

bp(图2),SARS-CoV-2核糖体展

·152·
中 国 病 原 生 物 学 杂 志

Journal
 

of
  

Pathogen
 

Biology 
2022年03月 第17卷第03期

Mar.2022, Vol.17,No.03



示纳米抗体文库构建成功。根据公式计算 SARS-
CoV-2

 

RBD纳米抗体核糖体文库的库容为1.12×
1013,高于核糖体展示文库最低库容1012,表明构建的

核糖体展示纳米抗体文库库容良好,可用于纳米抗体

的筛选。

  M1 Trans2K
 

DNA标志物 M2 Trans
 

DNA标志物
 

I 1 第
一轮PCR扩增产物 2 VHH

 

扩增产物 3 gene
 

Ⅲ扩增产物
图

 

1 VHH和geneⅢ
 

PCR扩增产物2%琼脂糖凝胶电泳分析

M1 Trans2K
 

DNA
 

Marker M2 Trans
 

DNA
 

Marker
 

I 1 
The

 

first
 

round
 

of
 

PCR
 

amplification
 

products 2 VHH
 

of
 

PCR
 

am-
plification

 

products 3 Gene
 

Ⅲ
 

of
 

PCR
 

amplification
 

products
Fig.1 Results

 

of
 

PCR
 

amplification
 

VHH
 

and
 

geneⅢ

2 SARS-CoV-2
 

RBD蛋白的真核表达、纯化和鉴定

SARS-CoV-2
 

RBD经EcoR
 

I和Kpn
 

I双酶切得

到4
 

800
 

bp的载体片段和750
 

bp的SARS-CoV-2
 

RBD目 的 基 因(图3)。对 目 的 基 因 片 段 测 序,经

Megalign软件比对与构建SARS-CoV-2
 

RBD的原序

列同源性为100%,与预期一致,表明SARS-CoV-2
 

RBD重组质粒构建成功。

Western
 

blot结 果 显 示,构 建 的 SARS-CoV-2
 

RBD重组质粒可以在Expi293F哺乳动物细胞中表达

30ku的SARS-CoV-2
 

RBD蛋白,且该蛋白主要存在

于细胞上清中(图4)。

M Trans5K
 

DNA
 

标志物 1 SOE-PCR构建核糖体展示文库产物
图

 

2 SOE-PCR扩增核糖体展示文库

M Trans5K
 

DNA
 

Marker 1 Construction
 

of
 

ribosomal
 

display
 

library
 

products
 

by
 

SOE-PCR
Fig.2 SOE-PCR

 

amplified
 

ribosome
 

display
 

library
 

results

取SARS-CoV-2
 

RBD蛋白进行纯化,SDS-PAGE
分析纯化的SARS-CoV-2

 

RBD为单一30
 

ku蛋白条

带(图5)。薄层扫描分析SARS-CoV-2
 

RBD蛋白纯

度为97.5%,可作为钓饵蛋白用于纳米抗体的筛选。

M Trans5K
 

DNA
 

标志物 1 pCAGGS-RBD重组质粒双酶切
图

 

3 SARS-CoV-2
 

RBD重组质粒双酶切鉴定

M Trans5K
 

DNA
 

Marker 1 pCAGGS-RBD
 

double
 

digestion
 

product
Fig.3 Identification

 

of
 

SARS-CoV-2
 

RBD
 

recombinant
 

plasmid
 

by
 

double
 

digestion

  M 蛋白分子质量标准 1 转染SARS-CoV-2
 

RBD重组质粒细
胞上清 2 转染SARS-CoV-2

 

RBD重组质粒细胞裂解产物 3 转染

pCAGGS空载体质粒细胞上清 4 转染pCAGGS空载体质粒细胞裂
解液产物

图
 

4 SARS-CoV-2
 

RBD表达蛋白的 Western
 

blot分析

M Protein
 

Ladder
 

Marker 1 Protein
 

expression
 

of
 

recombinant
 

cell
 

supernatant
 

transfected
 

with
 

SARS-CoV-2
 

RBD 2 Protein
 

expression
 

of
 

SARS-CoV-2
 

RBD
 

recombinant
 

plasmid
 

cell
 

lysate
 

transfected 3 Protein
 

expression
 

of
 

cell
 

supernatant
 

transfected
 

with
 

pCAGGS 4 Protein
 

ex-
pression

 

of
 

cell
 

lysate
 

transfected
 

with
 

pCAGGS
Fig.4 Western

 

blot
 

identify
 

the
 

expression
 

of
 

SARS-COV-2
 

RBD
 

protein

3 SARS-CoV-2
 

RBD特异性纳米抗体的筛选与序列

鉴定

对构建的SARS-CoV-2核糖体展示纳米抗体文

库进行鉴定,经 MEGA7软件构建进化树对纳米抗体

序列进行系统分类。随机挑选的45个单克隆基因序

列间差异较大且不存在相同序列,表明经特异性筛选

获得的纳米抗体基因序列具有良好的多样性(图6)。

讨 论
当前,新型冠状病毒肺炎仍在全球广泛流行,严重

威胁人类健康与公共卫生安全。抗体药物具有特异性

高、可快速引起机体的被动免疫反应等优点,近年来越

来越多地被应用于传染病的治疗。与传统的全分子抗

体相比,纳米抗体分子质量更小,易于体外改造和优

化,与靶点结合能力强、稳定性高。纳米抗体的互补决

定 3 区 (complementarity
 

determining
 

region
 

3,

CDR3)长度为16~24个氨基酸,而人抗体的重链可变

区序列CDR3区为9~12个氨基酸,因此纳米抗体更
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容易形成“凸环”结构,与抗原特异性结合的能力更

强[11],本研究获得37条VHH抗体基因序列,其中有

15条大于13个氨基酸,占比约为40%,具有纳米文库

的典型特征[12]。

  M 蛋白分子质量标准 1 柱前上清 2 流穿液 3 洗涤液

 4 洗脱液
图

 

5 纯化SARS-CoV-2
 

RBD蛋白的SDS-PAGE分析

M Protein
 

Ladder
 

Markerr 1 Unpurified
 

cell
 

supernatant 2
 Fluid

 

flow 3 Washing
 

liquid 4 Eluent
Fig.5 The

 

purification
 

results
 

of
 

SARS-COV-2
 

RBD
 

protein
 

were
identified

 

by
 

SDS-PAGE

图
 

6 纳米抗体基因序列多样性分析

Fig.6 Analysis
 

of
 

gene
 

sequence
 

diversity
 

of
 

nanobody

目前较为常见的抗体展示文库有核糖体展示文

库、噬菌体展示文库和酵母展示文库[13],核糖体展示

文库技术与其他展示文库技术相比建库更为简便快

捷,不仅突破了库容受限于转化效率的技术瓶颈,所构

建展示库库容量大。此外,由于核糖体展示技术的目

的基因扩增和文库的筛选都是体外进行,不需要转化

大肠埃希菌杆菌进行克隆和表达,因此通过倾向错误

PCR(error-prone
 

PCR)和 DNA 改 组(DNA
 

shuff-
ling)等方法,更容易引入突变,可在每一轮构建文库

和回收mRNA时通过PCR技术对文库进行抗体体外

定向进化,更有利于抗体的亲和力成熟
 [14]。快速制备

出安全有效的抗体药物对疫情的控制具有重要的意

义。本研究利用核糖体展示文库筛选抗体基因的方法

有望成为应对突发疫病的重要工具[15]。
值得注意的是,由于核糖体展示文库的构建在体

外进行,因此对于实验室的洁净程度和操作规范要求

更高,PBMCs分离以及cDNA合成均需在生物安全

柜或超净工作台内进行,以防止细胞的污染和 RNA

的降解。对于核糖体展示文库的保存也应十分注意,
文库中的游离片段由于缺少载体的保护,体外稳定性

较差,所以应短时间保存于-80℃以下的超低温环境

中,并尽快应用于抗体文库筛选试验,保存时间过长很

可能造成核糖体展示文库的基因突变,并影响体外转

录翻译的效率。
本研究成功构建SARS-CoV-2核糖体展示纳米

抗体文库,有效库容为1.12×1013,经鉴定构建的纳米

抗体文库完整性好。利用哺乳动物表达系统成功表达

出纯度为97.5%的SARS-CoV-2
 

RBD蛋白,将其作

为钓饵蛋白对纳米抗体文库进行四轮特异性筛选,获
得结构完整且序列多样性丰富的纳米抗体基因序列,
为SARS-CoV-2纳米抗体的获得奠定了基础。本研

究所建立的实验流程也可为针对其他病原的纳米抗体

文库的构建与筛选提供参考。
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