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猪 ＣＤ２０５ 分子 ＣｙｓＲ￣ＦＮ Ⅱ蛋白特异性纳米抗体的筛选
与鉴定研究
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摘要:[目的]猪 ＣＤ２０５ 分子作为猪树突状细胞(ＤＣ)特异性的抗原提呈受体ꎬ在抗原提呈过程中起关键作用ꎮ 本研究通过

噬菌体展示技术针对猪 ＣＤ２０５ 分子 ＣｙｓＲ￣ＦＮ Ⅱ蛋白进行筛选以获得其特异性的纳米抗体ꎬ为猪 ＣＤ２０５ 靶向抗原提呈研究

奠定基础ꎮ [方法]利用前期制备的猪 ＣＤ２０５ 分子 ＣｙｓＲ￣ＦＮ Ⅱ蛋白进行羊驼免疫ꎬ经 ６ 次皮下免疫后采集羊驼外周血淋巴

细胞ꎬ提取总 ＲＮＡ 后反转录获得 ｃＤＮＡꎬ经 ＰＣＲ 扩增编码纳米抗体的基因片段ꎬ构建猪 ＣＤ２０５ 分子 ＣｙｓＲ￣ＦＮ Ⅱ蛋白噬菌体

展示纳米抗体基因文库ꎬ再运用噬菌体展示技术针对猪 ＣＤ２０５ 分子 ＣｙｓＲ￣ＦＮ Ⅱ蛋白进行亲和筛选ꎬ随机挑选单克隆菌落并

使用 Ｐｈａｇｅ￣ＥＬＩＳＡ 方法鉴定出针对猪 ＣＤ２０５ 分子 ＣｙｓＲ￣ＦＮ Ⅱ蛋白的特异性纳米抗体ꎮ [结果] ４ 轮亲和筛选后ꎬ通过

Ｐｈａｇｅ￣ＥＬＩＳＡ 方法鉴定和序列比对分析ꎬ共成功获得 １２ 个猪 ＣＤ２０５ 分子 ＣｙｓＲ￣ＦＮⅡ蛋白特异性纳米抗体ꎬ其相对分子质量约

为 １７×１０３ꎮ [结论]本研究成功筛选并获得猪 ＣＤ２０５ 分子 ＣｙｓＲ￣ＦＮ Ⅱ蛋白特异性的纳米抗体ꎮ
关键词:猪ꎻＣＤ２０５ꎻＣｙｓＲ￣ＦＮ Ⅱꎻ纳米抗体ꎻ噬菌体展示
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树突状细胞(ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ ｃｅｌｌｓꎬＤＣ)作为专职抗原提呈细胞ꎬ在免疫反应激活过程中发挥着关键作用ꎮ
ＣＤ２０５ 分子高表达于 ＤＣꎬ在其他细胞低表达ꎬ甚至不表达[１－３]ꎮ 目前 ＣＤ２０５ 分子是机体淋巴器官 Ｔ 细胞

区域 ＤＣ 中表达最广泛的唯一受体[４]ꎬ对抗原的捕获、加工、处理和提呈发挥着重要作用ꎮ 研究显示ꎬ鸡卵

白蛋白抗原(ｏｖａｌｂｕｍｉｎꎬＯＶＡ)经 ＣＤ２０５ 靶向后ꎬ抗原提呈效率得到显著提高ꎬ大大减少抗原用量[５]ꎻ乙肝

病毒 ｐｒｅＳ 蛋白经 ＣＤ２０５ 靶向后可以产生较好的抗体反应ꎬ对乙肝病毒产生一定的防治效果[６]ꎻＣＤ２０５ 靶

向在抗病毒感染和肿瘤治疗方面取得了较好的研究进展ꎬ是目前新型疫苗研究热点之一ꎬ多个 ＣＤ２０５ 靶

向型人用疫苗已进入临床试验阶段[７－８]ꎮ 目前ꎬ抗原的 ＣＤ２０５ 靶向主要是利用其特异性的单克隆抗体或

单链抗体来实现ꎬ而关于 ＣＤ２０５ 的纳米抗体尚未见报道ꎮ
纳米抗体(ｎａｎｏｂｏｄｙꎬＮｂ)是目前已发现的具有完整功能的最小抗原结合分子ꎬ因其具有天然缺失重

链可变区的结构域与恒定区的第一结构域ꎬ与传统的单克隆抗体和单链抗体相比ꎬ其相对分子质量更小

(约 １５×１０３)ꎬ免疫原性更低ꎬ稳定性更高ꎬ易于制备ꎬ在研制治疗性抗体和检测诊断试剂方面具有较好的

应用前景[９－１１]ꎮ 通过基因工程改造的多价和多特异纳米抗体ꎬ解决了单价纳米抗体血清稳定性差、体内半

衰期短等不足ꎬ同时又可以利用不同的靶点协同促进免疫反应ꎬ被许多权威研究机构认为是治疗癌症的潜

在应用药物[１２]ꎮ 本研究选择猪 ＣＤ２０５ 分子的 ＣｙｓＲ￣ＦＮ Ⅱ蛋白为研究对象ꎬ通过构建噬菌体展示纳米抗

体基因文库ꎬ经过多轮亲和筛选ꎬ利用 Ｐｈａｇｅ￣ＥＬＩＳＡ 方法对猪 ＣＤ２０５ 分子 ＣｙｓＲ￣ＦＮ Ⅱ蛋白特异性的纳米

抗体进行筛选及鉴定ꎬ为猪 ＣＤ２０５ 靶向抗原提呈的研究奠定基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

１.１.１　 试验动物和主要试剂　 大肠杆菌 ＴＧ１、辅助噬菌体 Ｍ１３ＫＯ７、ｐＭＥＣＳ 噬菌粒载体、猪 ＣＤ２０５ ＣｙｓＲ￣
ＦＮ Ⅱ蛋白为本课题组保存[１３]ꎻＨＲＰ 标记 ａｎｔｉ￣Ｍ１３ ｐｈａｇｅ 抗体购于成都临界点生物科技有限公司ꎮ 试验

动物为 ３ 只 ２ 周龄雌性羊驼ꎬ由南京市红山动物园提供并饲养ꎮ
１.１.２　 ＰＣＲ 引物　 目的基因扩增通用引物(表 １)由上海生工生物工程有限公司合成ꎮ

表 １　 本研究所用引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

引物
Ｐｒｉｍｅｒｓ

序列
Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ(５′→３′)

引物
Ｐｒｉｍｅｒｓ

序列
Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ(５′→３′)

　 ＣＡＬＬ００１ 　 　 ＧＴＣＣＴＧＧＣＴＧＣＴＣＴＴＣＴＡＣＡＡＧＧ 　 ＶＨＨ￣Ｆｏｒ 　 ＣＴＡＧＴＧＣＧＧＣＣＧＣＴＧＡＧＧＡＧＡＣＧＧＴＧＡＣＣＴＧＧＧＴ
　 ＣＡＬＬ００２ 　 　 ＧＧＴＡＣＧＴＧＣＴＧＴＴＧＡＡＣＴＧＴＴＣＣ 　 ＭＰ５７ 　 ＴＴＡＴＧＣＴＴＣＣＧＧＣＴＣＧＴＡＴＧ
　 ＶＨＨ￣Ｂａｃｋ 　 　 ＧＡＴＧＴＧＣＡＧＣＴＧＣＡＧＧＡＧＴＣＴＧＧＲＧＧＡＧＧ 　 ＧⅢ 　 ＣＣＡＣＡＧＡＣＡＧＣＣＣＴＣＡＴＡＧ
　 　 注:下划线处分别为 ＰｓｔⅠ和 ＮｏｔⅠ酶切位点ꎮ

Ｎｏｔｅ:Ｔｈｅ ｕｎｄｅｒｌｉｎｅｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ ＰｓｔⅠ ａｎｄ ＮｏｔⅠｅｎｚｙｍｅ ｃｌｅａｖａｇｅ ｓｉｔｅｓꎬｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ.

１.２　 噬菌体展示纳米抗体文库的构建

１.２.１　 动物免疫　 利用本课题组保存的猪 ＣＤ２０５ 分子 ＣｙｓＲ￣ＦＮ Ⅱ蛋白(１ ｍｇ)与等体积的弗氏完全佐剂

进行乳化ꎬ对 ３ 只雌性羊驼进行免疫ꎬ每周免疫 １ 次ꎬ共 ６ 次ꎮ 最后一次免疫后第 ３ 天抽取羊驼外周血ꎬ用
Ｆｉｃｏｌｌ￣Ｐａｑｕｅ Ｐｌｕｓ 获得羊驼外周血淋巴细胞ꎬ提取总 ＲＮＡ 并反转录获得 ｃＤＮＡꎮ
１.２.２　 抗猪 ＣＤ２０５ 噬菌体展示纳米抗体文库的构建　 以 １.２.１ 节获得的 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ利用表 １ 所示引

物进行 ＰＣＲ 扩增ꎮ 第 １ 轮 ＰＣＲ 以 ＣＡＬＬ００１ 和 ＣＡＬＬ００２ 为上、下游引物ꎬ回收 ７００ ｂｐ 左右的目的条带后

进行纯化ꎻ以此纯化产物为模板ꎬ以 ＶＨＨ￣Ｂａｃｋ(含 ＰｓｔⅠ酶切位点)和 ＶＨＨ￣Ｆｏｒ(含 ＮｏｔⅠ酶切位点)为上、
下游引物进行第 ２ 轮 ＰＣＲ 扩增ꎬ回收约 ４００ ｂｐ 的目的条带ꎮ 条带经 ＰｓｔⅠ和 ＮｏｔⅠ双酶切后插入 ｐＭＥＣＳ
载体ꎬ次日将连接产物电转化大肠杆菌 ＴＧ１ 感受态细胞ꎬ然后均匀涂布含葡萄糖和氨苄青霉素的 ＬＢ 固体

平皿ꎬ３７ ℃培养过夜后收集菌落备用ꎮ
１.２.３　 文库库容及多样性鉴定　 利用 １.２.２ 节所构建的噬菌体展示纳米抗体文库进行倍比稀释ꎬ均匀涂

布含葡萄糖和氨苄青霉素的 ＬＢ 固体平皿ꎬ３７ ℃培养过夜后进行菌落计数ꎬ计算出所构建文库的库容ꎮ 随

机挑选 ２３ 个单克隆菌落ꎬ使用引物 ＭＰ５７ 和 ＧⅢ进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ鉴定文库的插入率ꎮ 将阳性克隆送上海

生工生物工程有限公司进行测序分析ꎬ利用 ＭｅｇＡｌｉｇｎ 软件对测试结果进行比对分析ꎬ验证所构建文库的

多样性ꎮ

２４９
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１.３　 纳米抗体的筛选与鉴定

１.３.１　 亲和筛选　 使用 １.２.２ 节所构建的噬菌体展示纳米抗体文库ꎬ经扩大培养、噬菌体侵染、浓缩纯化

及滴度判定后用于第 １ 轮亲和筛选ꎻ利用猪 ＣＤ２０５ 分子 ＣｙｓＲ￣ＦＮ Ⅱ蛋白(１０ μｇ􀅰ｍＬ－１)作为包被抗原ꎬ并
设置未包被抗原的对照组ꎬ每孔 １００ μＬꎬ４ ℃过夜ꎮ 次日ꎬ用 ５０ ｇ􀅰Ｌ－１脱脂奶粉于 ３７ ℃ 封闭 ２ ｈꎬ使用

ＰＢＳＴ 缓冲液清洗 ５ 次后每孔加入 １００ μＬ 稀释后的文库ꎬ４ ℃孵育 ２ ｈꎮ ＰＢＳＴ 缓冲液清洗 １０ 次后每孔加

入 １００ μＬ 三乙胺ꎬ室温静置 １０ ｍｉｎꎬ加入 ２００ μＬ １ ｍｏｌ􀅰Ｌ－１的 Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌ(ｐＨ７.４)进行中和ꎬ收集洗脱液进行

滴定ꎬ计算回收率ꎮ 重复上述亲和筛选 ３ 次ꎮ ４ 轮亲和筛选流程如表 ２ 所示ꎮ
表 ２　 四轮亲和筛选流程

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｆｏｕｒ ｒｏｕｎｄｓ ｏｆ ｂｉｏ￣ｓｐａｎｎｉｎｇ

轮次
Ｎｏ. ｏｆ ｒｏｕｎｄｓ

包被抗原浓度 / (μｇ􀅰ｍＬ－１)
Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏａｔｅｄ ａｎｔｉｇｅｎｓ

封闭液
Ｂｌｏｃｋｉｎｇ ｓｏｌｕｔｉｏｎｓ

投入噬菌体数 / ＰＦＵ
Ｑｕａｎｔｉｔｙ ｏｆ ｐｈａｇｅｓ ｉｎｐｕｔ

Ｔｗｅｅｎ￣２０ 含量 / ％
Ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｔｗｅｅｎ￣２０

ＰＢＳＴ 洗涤次数
Ｗａｓｈｉｎｇ ｔｉｍｅｓ

１ １０ ５０ ｇ􀅰Ｌ－１脱脂奶粉 ２.８ × １０１２ ０.１０ １０

２ ８ ３０ ｇ􀅰Ｌ－１ ＢＳＡ ２.０ × １０１２ ０.２０ １５

３ ６ ３０ ｇ􀅰Ｌ－１ ＯＶＡ ２.０ × １０１２ ０.５０ ２０

４ ４ ３０ ｇ􀅰Ｌ－１ ＢＳＡ ２.０ × １０１２ ０.７５ ２５

　 　 注:ＢＳＡ:牛血清白蛋白 Ｂｏｖｉｎｅ ａｌｂｕｍｉｎꎻＯＶＡ:卵白蛋白 Ｏｖａｌｂｕｍｉｎꎻ脱脂奶粉:Ｓｋｉｍ ｍｉｌｋ ｐｏｗｄｅｒ.

１.３.２　 猪 ＣＤ２０５分子ＣｙｓＲ￣ＦＮ Ⅱ蛋白纳米抗体的鉴定　 利用猪 ＣＤ２０５ 分子 ＣｙｓＲ￣ＦＮ Ⅱ蛋白(１０ μｇ􀅰ｍＬ－１)
作为包被抗原ꎬ并设置未包被抗原的对照组ꎬ每孔 １００ μＬꎬ４ ℃过夜ꎮ 在各轮次亲和筛选的洗脱产物中随

机挑选 ２００ 个单克隆菌落ꎬ分别接种 ９６ 孔板ꎬ３７ ℃振荡培养 ３ ｈꎬ再向每孔加入约 １.０×１０９ ＰＦＵ 的辅助噬

菌体 Ｍ１３ＫＯ７ꎬ培养过夜ꎮ 次日ꎬ将 ９６ 孔板进行离心ꎬ取 １００ μＬ 离心后的上清液用于 Ｐｈａｇｅ￣ＥＬＩＳＡ 检测ꎮ
ＰＢＳＴ 缓冲液清洗 ５~８ 次后ꎬ每孔加入 １００ μＬ １ ∶５ ０００ 倍稀释的 ＨＲＰ 标记 ａｎｔｉ￣Ｍ１３ ｐｈａｇｅ 抗体ꎬ３７ ℃孵育

１ ｈꎮ 使用 ＰＢＳＴ 缓冲液清洗 ５~８ 次后每孔加入 １００ μＬ 新配制的 ＴＭＢ 显色液ꎬ室温避光显色 １５ ｍｉｎꎮ 每

孔加入 ５０ μＬ 终止液ꎬ测定其 Ｄ４５０ꎮ 将 Ｄ４５０值大于对照孔 ３ 倍以上的阳性克隆送上海生工生物工程有限公

司测序ꎬ根据测序结果进行氨基酸序列分析ꎮ
１.３.３　 猪 ＣＤ２０５ 分子 ＣｙｓＲ￣ＦＮ Ⅱ蛋白纳米抗体的表达与纯化　 提取上述阳性克隆质粒ꎬ转化大肠杆菌

ＷＫ６ 感受态细胞ꎬ再进行菌落 ＰＣＲ 扩增、双酶切验证及序列测定分析ꎬ然后将相应阳性克隆接种含氨苄

青霉素的 ＬＢ 液体培养基ꎬ３７ ℃振荡培养至对数期ꎬ加入终浓度为 １ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１的异丙基－β－Ｄ－硫代半乳糖

苷( ｉｓｏｐｒｏｐｙｌ￣ｂｅｔａ￣Ｄ￣ｔｈｉｏｇａｌａｃｔｏｐｙｒａｎｏｓｉｄｅꎬＩＰＴＧ)ꎬ２８ ℃过夜诱导表达ꎮ 次日ꎬ离心收集菌体后进行高压破

碎ꎬ使用 Ｎｉ２＋亲和层析柱对表达产物进行纯化及 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ、Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定ꎮ

图 １　 ＥＬＩＳＡ 检测羊驼血清中猪 ＣＤ２０５ 分子

ＣｙｓＲ￣ＦＮ Ⅱ蛋白特异性抗体效价

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐｏｒｃｉｎｅ ＣＤ２０５ ＣｙｓＲ￣ＦＮ Ⅱ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｔｉｔｅｒｓ ｉｎ ａｌｐａｃａ
ｓｅｒａ ｂｙ ＥＬＩＳＡ

２　 结果与分析

２.１　 羊驼特异性抗体的获得

用本课题组保存的猪 ＣＤ２０５ 分子 ＣｙｓＲ￣ＦＮ Ⅱ
蛋白免疫羊驼ꎬ６ 次免疫后利用间接 ＥＬＩＳＡ 方法检

测羊驼血清中特异性抗体的效价ꎮ 结果如图 １ 所

示ꎬ羊驼抗体效价达 １ ∶５１２ ０００ꎬ满足建库要求ꎮ
２.２　 噬菌体展示纳米抗体文库的鉴定

６ 次免疫后采集羊驼外周血淋巴细胞ꎬ提取总

ＲＮＡ 并反转录获得 ｃＤＮＡꎬ以其为模板进行 ＰＣＲ
扩增ꎮ 从图 ２ 可知:第 １ 轮 ＰＣＲ 扩增获得多个条

带ꎬ其中 ７００ ｂｐ 左右的条带为重链抗体条带ꎻ第 ２
轮 ＰＣＲ 扩增获得 ４００ ｂｐ 左右的目的条带ꎬ即为纳

米抗体基因片段ꎮ 通过平板计数测定库容约为

２.１３×１０８ ＣＦＵ􀅰ｍＬ－１ꎮ 任意选择 ２３ 个单克隆菌落

进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ均可获得大小约为 ７５０ ｂｐ 的目的

条带ꎬ表明所构建的文库中目的基因的插入率为

３４９
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图 ２　 纳米抗体基因片段的 ＰＣＲ 扩增产物

Ｆｉｇ􀆰 ２　 ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔ ｏｆ ｎａｎｏｂｏｄｙ ｇｅｎｅ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ
　 　 Ｍ.ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ(ＤＬ２０００)ꎻ１~２.第 １ 轮 ＰＣＲ 产物 ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ ｏｆ ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ
ｒｏｕｎｄ １ꎻ３~４.第 ２ 轮 ＰＣＲ 产物 ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ ｏｆ ｔｈｅ ｓｅｃｏｎｄ ｒｏｕｎｄ.

箭头示纳米抗体基因片段 Ａｒｒｏｗｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｇｅｎｅ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ.

１００％(图 ３)ꎮ 序列比对分析结果(图 ４)显
示ꎬ所测试克隆的序列框架结构完整ꎬ其中

ＣＤＲ３ 区的氨基酸种类及数量均存在较大差

异ꎬ表明所构建的文库具有较好的多样性ꎮ
２.３　 纳米抗体的筛选

以制备的猪 ＣＤ２０５ 分子 ＣｙｓＲ￣ＦＮ Ⅱ蛋

白为包被抗原ꎬ经过 ４ 轮亲和筛选ꎬ结果如

表 ３ 所示ꎮ 随着包被抗原浓度的降低ꎬ解离

产物丰度逐渐增加ꎬ抗猪 ＣＤ２０５ 分子 ＣｙｓＲ￣
ＦＮ Ⅱ蛋白的特异性噬菌体比例逐渐升高ꎬ
表明抗猪 ＣＤ２０５ 分子 ＣｙｓＲ￣ＦＮ Ⅱ蛋白的特

异性纳米抗体得到富集ꎮ

图 ３　 噬菌体展示纳米抗体基因文库阳性率的鉴定

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒａｔｅ ｏｆ ｐｈａｇｅ ｄｉｓｐｌａｙ ｎａｎｏｂｏｄｙ ｇｅｎｅ ｌｉｂｒａｒｙ
Ｍ. ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ(ＤＬ２０００)ꎻＣ.空白对照孔 Ｃｏｎｔｒｏｌꎻ１~２３.随机挑选的单克隆菌落 Ｔｈｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ｃｏｌｏｎｉｅｓ.

图 ４　 ２３ 个随机挑选的单克隆菌落序列比对结果

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ２３ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ｃｏｌｏｎｉｅｓ
ＦＲ:Ｆｒａｍｅｗｏｒｋ ｒｅｇｉｏｎꎻＣＤＲ:Ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｉｔｙ￣ｄｅｔｅｒｍｉｎｉｎｇ ｒｅｇｉｏｎ.

表 ３　 猪 ＣＤ２０５ 分子 ＣｙｓＲ￣ＦＮ Ⅱ蛋白特异性噬菌体富集

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｏｆ ｐｈａｇｅ ｐａｒｔｉｃｌｅｓ ｄｉｓｐｌａｙｉｎｇ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ａｎｔｉ￣ｐｏｒｃｉｎｅ ＣＤ２０５ ＣｙｓＲ￣ＦＮ Ⅱ ｐｒｏｔｅｉｎ ｎａｎｏｂｏｄｉｅｓ

筛选轮次
Ｎｏ. ｏｆ
ｒｏｕｎｄｓ

包被抗原浓度 / (ｍｇ􀅰ｍＬ－１)
Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ
ｃｏａｔｅｄ ａｎｔｉｇｅｎｓ

投入文库量 / ＰＦＵ
Ｑｕａｎｔｉｔｙ ｏｆ
ｌｉｂｒａｒｙ ｉｎｐｕｔ

未结合文库量 / ＰＦＵ
Ｑｕａｎｔｉｔｙ ｏｆ

ｌｉｂｒａｒｙ ｕｎｂｏｕｎｄ

洗涤产物量 / ＰＦＵ
Ｗａｓｈｉｎｇ
ｐｒｏｄｕｃｔ

解离产物量 / ＰＦＵ
Ｄｉｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ

ｐｒｏｄｕｃｔ

１
２.００ ２.０ × １０１２ １.８０ × １０１２ ４.００ × １０１１ １.６０ × １０５

０.００ ２.０ × １０１２ １.８７ × １０１２ ２.９０ × １０１１ ３.１０ × １０５

２
１.００ ２.０ × １０１２ １.７７ × １０１２ ３.９４ × １０１１ ３.６０ × １０６

０.００ ２.０ × １０１２ １.８０ × １０１２ ４.１０ × １０１１ ４.００ × １０６

３
０.７５ ２.０ × １０１２ １.６０ × １０１２ ３.４９ × １０１１ １.５６ × １０７

０.００ ２.０ × １０１２ １.７９ × １０１２ ２.７８ × １０１１ ２.４１ × １０６

４
０.５０ ２.０ × １０１２ １.３８ × １０１２ ３.７３ × １０１１ ９.３０ × １０７

０.００ ２.０ × １０１２ １.８２ × １０１２ ４.９１ × １０１１ １.１９ × １０６

４４９
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２.４　 纳米抗体的鉴定

自第 ３ 轮、第 ４ 轮亲和筛选后洗脱产物中随机挑取 ２００ 个单克隆菌落ꎬ经辅助噬菌体 Ｍ１３ＫＯ７ 侵染后

获得展示不同纳米抗体的噬菌体ꎮ 利用噬菌体进行 Ｐｈａｇｅ￣ＥＬＩＳＡꎬ结果如图 ５ 所示ꎬ共有 １９ 个单克隆菌落

可以与 ＣＤ２０５ ＣｙｓＲ￣ＦＮ Ⅱ蛋白发生特异性结合ꎮ 经序列测定后根据纳米抗体 ＣＤＲ３ 区域进行氨基酸序列

比对ꎬ结果如图 ６ 所示ꎬ共筛选出 １２ 个针对猪 ＣＤ２０５ 分子 ＣｙｓＲ￣ＦＮ Ⅱ蛋白的特异性纳米抗体ꎮ

图 ７　 纳米抗体纯化的鉴定

Ｆｉｇ􀆰 ７　 Ｔｈｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｎａｎｏｂｏｄｉｅｓ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ

　 　 Ａ. ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 鉴定 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎꎻＢ. Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ. Ｍ. 蛋白标准品 Ｐｒｏｔｅｉｎ ｍａｒｋｅｒꎻ１~４. 纯化后

的不同纳米抗体 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｎａｎｏｂｏｄｉｅｓ.

图 ５　 不同纳米抗体与猪 ＣＤ２０５ 分子 ＣｙｓＲ￣ＦＮ Ⅱ蛋白结合活性的 Ｐｈａｇｅ￣ＥＬＩＳＡ 检测

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｂｉｎｄｉｎｇ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｎａｎｏｂｏｄｉｅｓ ｔｏ ｐｏｒｃｉｎｅ ＣＤ２０５ ＣｙｓＲ￣ＦＮ Ⅱ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｂｙ Ｐｈａｇｅ￣ＥＬＩＳＡ

Ｃｏｎ:空白对照组 Ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ.

图 ６　 １２ 个抗猪 ＣＤ２０５ 分子 ＣｙｓＲ￣ＦＮ Ⅱ蛋白纳米抗体序列比对结果

Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ １２ ａｎｔｉ￣ｐｏｒｃｉｎｅ ＣＤ２０５ ＣｙｓＲ￣ＦＮ Ⅱ ｐｒｏｔｅｉｎ ｎａｎｏｂｏｄｉｅｓ

２.５　 纳米抗体的表达与纯化

将特异性纳米抗体质粒转化大肠杆菌

ＷＫ６ꎬ进行蛋白诱导表达及纯化ꎬ再分别使用含

不同终浓度(４０、６０、８０ 和 １００ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１)咪唑

的洗脱液进行洗脱ꎬ摸索出最适合的纯化条件ꎮ
结果表明ꎬ含 ８０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１咪唑的洗脱液的除杂

效果最佳ꎮ 纯化后的纳米抗体蛋白经 ＳＤＳ￣
ＰＡＧＥ 及 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定ꎬ结果如图 ７ 所示ꎬ在
相对分子质量约 １７×１０３ 处出现目的条带ꎬ纯度

在 ９０％以上ꎮ

３　 讨论

作为首个报道的树突状细胞特异性的抗原

提呈受体ꎬＣＤ２０５ 对抗原的捕获、加工、处理和

提呈发挥着重要作用ꎮ 在畜牧兽医领域ꎬ有关

ＣＤ２０５ 靶向的研究与日俱增ꎬ但由于物种以及

不同的靶标抗原ꎬ 引起的免疫效应差别较

大[１４－１７]ꎮ 目前 ＣＤ２０５ 靶向抗原提呈的作用机

５４９
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制仍不清楚ꎬ当前研究所采用的靶标抗原也存在一些不足ꎬ如大部分研究采用蛋白质或多肽作为靶标抗

原ꎬ而蛋白质或多肽由于其自身的缺陷和不足ꎬ常常不能引起较为理想的免疫反应[１８]ꎻ树突状细胞靶向主

要是利用树突状细胞特异性受体所对应的传统抗体(如单克隆抗体或单链抗体)ꎬ通过基因片段融合表达

或者采用化学方法偶联等途径ꎬ实现与蛋白质或多肽的组装ꎬ但在实际操作过程中容易影响抗原的天然结

构ꎮ 因此ꎬ如何设计更加高效的靶标抗原ꎬ摸索更加切实可行的靶向策略ꎬ对于进一步改善 ＣＤ２０５ 靶向免

疫效应有着重要作用ꎮ
纳米抗体基于其诸多天然优势ꎬ在树突状细胞靶向研究方面已经展现了极好的应用价值ꎮ 研究表明ꎬ

利用 ＣＤ３６、ＣＤ１１ｂ 和 ＭＨＣⅡ的特异性纳米抗体先后实现了 ＯＶＡ、酵母泛素、绿色荧光蛋白和流感病毒

ＨＡ 的小鼠树突状细胞靶向ꎬ并引起了较好的免疫效应ꎬ成功建立了针对流感病毒的攻毒保护效力[１９]ꎮ 借

助小鼠 ＣＤ２０６ 特异性纳米抗体成功将纳米凝胶和报告基因靶向提呈至树突状细胞[２０]ꎬ而有关猪 ＣＤ２０５
特异性纳米抗体的研究至今未见报道ꎮ 本研究利用前期所制备的猪 ＣＤ２０５ 分子 ＣｙｓＲ￣ＦＮ Ⅱ蛋白[１３]免疫

羊驼ꎬ成功构建了猪 ＣＤ２０５ 噬菌体展示纳米抗体文库ꎬ库容达 ２.１３×１０８ ＣＦＵ􀅰ｍＬ－１ꎬ满足建库要求ꎮ 先后

进行 ４ 轮亲和筛选ꎬ随着筛选轮次的增加ꎬ以及包被抗原浓度的依次降低ꎬ解离产物的丰度逐渐增加ꎬ表明抗

猪 ＣＤ２０５ 分子 ＣｙｓＲ￣ＦＮ Ⅱ蛋白的特异性纳米抗体得到明显富集ꎬ随机挑选单克隆菌落进行 Ｐｈａｇｅ￣ＥＬＩＳＡ
鉴定ꎬ共成功获得 １２ 个猪 ＣＤ２０５ 分子 ＣｙｓＲ￣ＦＮ Ⅱ蛋白的特异性纳米抗体ꎮ 这为下一步开展猪 ＣＤ２０５ 靶

向以及抗原提呈机制研究奠定基础ꎮ 本研究后续将针对猪 ＣＤ２０５ 靶向以及抗原提呈的作用机制展开系

列研究ꎬ为新型、高效猪用树突状细胞靶向型疫苗的研究及临床应用提供物质基础ꎮ

参考文献 Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ:

[１] 　 Ｗｉｔｍｅｒ￣Ｐａｃｋ Ｍ ＤꎬＳｗｉｇｇａｒｄ Ｗ ＪꎬＭｉｒｚａ Ａꎬｅｔ ａｌ. Ｔｉｓｓｕｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＤＥＣ￣２０５ ｐｒｏｔｅｉｎ ｔｈａｔ ｉｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ ＮＬＤＣ￣
１４５. Ⅱ. Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｓｉｔｕ ｉｎ ｌｙｍｐｈｏｉｄ ａｎｄ ｎｏｎｌｙｍｐｈｏｉｄ ｔｉｓｓｕｅｓ[Ｊ] . Ｃｅｌｌｕｌａｒ Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙꎬ１９９５ꎬ１６３(１):１５７－１６２.

[２] Ｋａｔｏ ＭꎬＮｅｉｌ Ｔ ＫꎬＣｌａｒｋ Ｇ Ｊꎬｅｔ ａｌ. ｃＤＮＡ ｃｌｏｎｉｎｇ ｏｆ ｈｕｍａｎ ＤＥＣ￣２０５ꎬａ ｐｕｔａｔｉｖｅ ａｎｔｉｇｅｎ￣ｕｐｔａｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｏｎ ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ ｃｅｌｌｓ[Ｊ] . Ｉｍｍｕｎｏｇｅｎｅｔｉｃｓꎬ
１９９８ꎬ４７(６):４４２－４５０.

[３] Ｅａｓｔ ＬꎬＩｓａｃｋｅ Ｃ Ｍ. Ｔｈｅ ｍａｎｎｏｓｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｆａｍｉｌｙ[Ｊ] . Ｂｉｏｃｈｉｍｉｃａ ｅｔ Ｂｉｏｐｈｙｓｉｃａ Ａｃｔａ:Ｇｅｎｅｒａｌ Ｓｕｂｊｅｃｔｓꎬ２００２ꎬ１５７２(２ / ３):３６４－３８６.
[４] Ｋａｔｏ ＭꎬＭｃＤｏｎａｌｄ Ｋ ＪꎬＫｈａｎ Ｓꎬｅｔ ａｌ. Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｈｕｍａｎ ＤＥＣ￣２０５(ＣＤ２０５)ｍｕｌｔｉｌｅｃｔｉｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｏｎ ｌｅｕｋｏｃｙｔｅｓ[Ｊ] . Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙꎬ

２００６ꎬ１８(６):８５７－８６９.
[５] Ｂｏｎｉｆａｚ Ｌ ＣꎬＢｏｎｎｙａｙ Ｄ ＰꎬＣｈａｒａｌａｍｂｏｕｓ Ａꎬｅｔ ａｌ. Ｉｎ ｖｉｖｏ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｏｆ ａｎｔｉｇｅｎｓ ｔｏ ｍａｔｕｒｉｎｇ ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ ｃｅｌｌｓ ｖｉａ ｔｈｅ ＤＥＣ￣２０５ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｉｍｐｒｏｖｅｓ Ｔ

ｃｅｌｌ ｖａｃｃｉｎａｔｉｏｎ[Ｊ] . Ｔｈｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ Ｍｅｄｉｃｉｎｅꎬ２００４ꎬ１９９(６):８１５－８２４.
[６] Ｊｉｎｇ Ｍ ＺꎬＷａｎｇ ＪꎬＺｈｕ Ｓ Ｌꎬｅｔ ａｌ. Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ａ ｍｏｒｅ ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｈｅｐａｔｉｔｉｓ Ｂ ｖｉｒｕｓ ｖａｃｃｉｎｅ ｂｙ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｈｅｐａｔｉｔｉｓ Ｂ ｖｉｒｕｓ ｐｒｅＳ ｔｏ ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ ｃｅｌｌｓ[Ｊ] .

Ｖａｃｃｉｎｅꎬ２０１６ꎬ３４(４):５１６－５２２.
[７] Ｄｈｏｄａｐｋａｒ Ｍ ＶꎬＳｚｎｏｌ ＭꎬＺｈａｏ Ｂ Ｗꎬｅｔ ａｌ. Ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ａｎｔｉｇｅｎ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｉｍｍｕｎｉｔｙ ｗｉｔｈ ａ ｖａｃｃｉｎｅ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ＮＹ￣ＥＳＯ￣１ ｔｏ ｔｈｅ ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ ｃｅｌｌ

ｒｅｃｅｐｔｏｒ ＤＥＣ￣２０５[Ｊ] . Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌ Ｍｅｄｉｃｉｎｅꎬ２０１４ꎬ６(２３２):２３２ｒａ５１.
[８] Ｌｅｌｅｕｘ ＪꎬＡｔａｌｉｓ ＡꎬＲｏｙ Ｋ. Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ ｉｍｍｕｎｉｔｙ:ｍｏｄｕｌａｔｉｎｇ ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ ｃｅｌｌ ｓｕｂｓｅｔｓ ａｎｄ ｌｙｍｐｈ ｎｏｄｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｄｉｒｅｃｔ ｉｍｍｕｎｅ￣ｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎ ａｎｄ

ｖａｃｃｉｎｅ ｅｆｆｉｃａｃｙ[Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ Ｒｅｌｅａｓｅꎬ２０１５ꎬ２１９:６１０－６２１.
[９] Ｈａｍｅｒｓ￣Ｃａｓｔｅｒｍａｎ ＣꎬＡｔａｒｈｏｕｃｈ ＴꎬＭｕｙｌｄｅｒｍａｎｓ Ｓꎬｅｔ ａｌ. Ｎａｔｕｒａｌｌｙ ｏｃｃｕｒｒｉｎｇ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ｄｅｖｏｉｄ ｏｆ ｌｉｇｈｔ ｃｈａｉｎｓ[Ｊ] . Ｎａｔｕｒｅꎬ１９９３ꎬ３６３:４４６－４４８.
[１０] Ｙａｎｇ Ｅ ＹꎬＳｈａｈ Ｋ. Ｎａｎｏｂｏｄｉｅｓ:ｎｅｘｔ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｃａｎｃｅｒ ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ ａｎｄ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓ[Ｊ] . Ｆｒｏｎｔｉｅｒｓ ｉｎ Ｏｎｃｏｌｏｇｙꎬ２０２０ꎬ１０:１１８２.
[１１] 景添ꎬ陈凤强ꎬ冯皓ꎬ等. 纳米抗体在家畜传染病防治中应用的研究进展[Ｊ] . 畜牧与兽医ꎬ２０２２ꎬ５４(２):１３５－１４０.

Ｊｉｎｇ ＴꎬＣｈｅｎ Ｆ ＱꎬＦｅｎｇ Ｈꎬｅｔ ａｌ. Ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｉｎ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｎ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｎａｎｏｂｏｄｉｅｓ ｉｎ ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ ｄｉｓｅａｓｅｓ ｉｎ ｌｉｖｅｓｔｏｃｋ[Ｊ].
Ａｎｉｍａｌ Ｈｕｓｂａｎｄｒｙ ＆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅꎬ２０２２ꎬ５４(２):１３５－１４０( ｉｎ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｗｉｔｈ Ｅｎｇｌｉｓｈ ａｂｓｔｒａｃｔ) .

[１２] Ｍａ Ｌ ＬꎬＧａｉ Ｊ ＷꎬＱｉａｏ Ｐꎬｅｔ ａｌ. Ａ ｎｏｖｅｌ ｂｉｓｐｅｃｉｆｉｃ ｎａｎｏｂｏｄｙ ｗｉｔｈ ＰＤ￣Ｌ１ / ＴＩＧＩＴ ｄｕａｌ ｉｍｍｕｎｅ ｃｈｅｃｋｐｏｉｎｔ ｂｌｏｃｋａｄｅ[ Ｊ] . Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ａｎｄ
Ｂｉｏｐｈｙｓｉｃａｌ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｃｏｍｍｕｎｉｃａｔｉｏｎｓꎬ２０２０ꎬ５３１(２):１４４－１５１.

[１３] 高文昊ꎬ杜露平ꎬ侯立婷ꎬ等. 猪 ＣＤ２０５ 分子 ＣｙｓＲ￣ＦＮ Ⅱ截短基因的克隆表达及应用[Ｊ] . 江苏农业学报ꎬ２０２２ꎬ３８(５):１２７２－１２７７.
Ｇａｏ Ｗ ＨꎬＤｕ Ｌ ＰꎬＨｏｕ Ｌ Ｔꎬｅｔ ａｌ. Ｃｌｏｎｉｎｇꎬｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＣｙｓＲ￣ＦＮⅡ ｔｒｕｎｃａｔｅｄ ｇｅｎｅ ｏｆ ｐｏｒ￣ｃｉｎｅ ＣＤ２０５[Ｊ] . Ｊｉａｎｇｓｕ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ
Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ２０２２ꎬ３８(５):１２７２－１２７７( ｉｎ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｗｉｔｈ Ｅｎｇｌｉｓｈ ａｂｓｔｒａｃｔ) .

[１４] Ｎｊｏｎｇｍｅｔａ Ｌ ＭꎬＢｒａｙ ＪꎬＤａｖｉｅｓ Ｃ Ｊꎬｅｔ ａｌ. ＣＤ２０５ ａｎｔｉｇｅｎ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ ｃｅｌｌ ｒｅｃｒｕｉｔｍｅｎｔ ｆａｃｔｏｒｓ ａｎｄ ａｎｔｉｇｅｎ￣ｌｉｎｋｅｄ ＣＤ４０Ｌ
ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｐｒｉｍｅｓ ａｎｄ ｅｘｐａｎｄｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ａｎｔｉｇｅｎ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ ａｎｔｉｂｏｄｙ ａｎｄ ＣＤ４＋Ｔ ｃｅｌｌ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ＤＮＡ ｖａｃｃｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｏｕｔｂｒｅｄ ａｎｉｍａｌｓ[Ｊ] .
Ｖａｃｃｉｎｅꎬ２０１２ꎬ３０(９):１６２４－１６３５.

[１５] Ｊ􀅡ｕｒｅｇｕｉ￣Ｚúñｉｇａ ＤꎬＰｅｄｒａｚａ￣Ｅｓｃａｌｏｎａ ＭꎬＥｓｐｉｎｏ￣Ｓｏｌíｓ Ｇ Ｐꎬｅｔ ａｌ. Ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ａｎｔｉｇｅｎｓ ｔｏ Ｄｅｃ￣２０５ ｏｎ ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ ｃｅｌｌｓ ｉｎｄｕｃｅｓ ａ ｈｉｇｈｅｒ ｉｍｍｕｎｅ
ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｉｎ ｃｈｉｃｋｅｎｓ:ｈｅｍａｇｇｌｕｔｉｎｉｎ ｏｆ ａｖｉａｎ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｖｉｒｕｓ ｅｘａｍｐｌｅ[Ｊ] . Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｉｎ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ２０１７ꎬ１１１:５５－６２.

[１６] Ｃｈｒｕｎ ＴꎬＬａｃôｔｅ ＳꎬＵｒｉｅｎ Ｃꎬｅｔ ａｌ. Ａ ＤＮＡ ｖａｃｃｉｎｅ ｅｎｃｏｄｉｎｇ ｔｈｅ ｇｎ ｅｃｔｏｄｏｍａｉｎ ｏｆ ｒｉｆｔ ｖａｌｌｅｙ ｆｅｖｅｒ ｖｉｒｕｓ ｐｒｏｔｅｃｔｓ ｍｉｃｅ ｖｉａ ａ ｈｕｍｏｒａｌ ｒｅｓｐｏｎｓｅ
ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｂｙ ＤＥＣ２０５ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ[Ｊ] . Ｆｒｏｎｔｉｅｒｓ ｉｎ Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙꎬ２０１９ꎬ１０:８６０.

６４９



　 第 ５ 期 孙鑫ꎬ等:猪 ＣＤ２０５ 分子 ＣｙｓＲ￣ＦＮ Ⅱ蛋白特异性纳米抗体的筛选与鉴定研究

[１７] Ｂｕｓｔａｍａｎｔｅ￣Ｃóｒｄｏｖａ ＬꎬＲｅｓéｎｄｉｚ￣Ｓａｎｄｏｖａｌ ＭꎬＨｅｒｎ􀅡ｎｄｅｚ Ｊ. Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｍｏｕｓｅ Ｘ ｐｉｇ ｃｈｉｍｅｒｉｃ ａｎｔｉ￣ｐｏｒｃｉｎｅ ＤＥＣ２０５ ａｎｔｉｂｏｄｙ
ｆｕｓｅｄ ｗｉｔｈ ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ａｎｄ ｎｏｎｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｐｅｐｔｉｄｅｓ ｏｆ ＰＲＲＳ ｖｉｒｕｓ[Ｊ] . Ｖａｃｃｉｎｅｓꎬ２０１９ꎬ７(２):４３.

[１８] 杜露平ꎬ侯立婷ꎬ于晓明ꎬ等. 免疫增强剂 ＣＶＣ１３０２ 辅助抗原诱导小鼠机体产生长效体液免疫应答的研究[ Ｊ] . 南京农业大学学报ꎬ
２０２２ꎬ４５(３):５９７－６０３. ＤＯＩ:１０.７６８５ / ｊｎａｕ.２０２１０６００２.
Ｄｕ Ｌ ＰꎬＨｏｕ Ｌ ＴꎬＹｕ Ｘ Ｍꎬｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｉｍｍｕｎｏｐｏｔｅｎｔｉａｔｏｒ ＣＶＣ１３０２ ｉｎ ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ｌｏｎｇ￣ｔｅｒｍ ｈｕｍｏｒａｌ ｉｍｍｕｎｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ ｉｎ ｍｉｃｅ[Ｊ] .
Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｎａｎｊｉｎｇ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ２０２２ꎬ４５(３):５９７－６０３( ｉｎ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｗｉｔｈ Ｅｎｇｌｉｓｈ ａｂｓｔｒａｃｔ) .

[１９] Ｄｕａｒｔｅ Ｊ ＮꎬＣｒａｇｎｏｌｉｎｉ Ｊ ＪꎬＳｗｅｅ Ｌ Ｋꎬｅｔ ａｌ. Ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｍｍｕｎｉｔｙ ａｇａｉｎｓｔ ｐａｔｈｏｇｅｎｓ ｖｉａ ｓｉｎｇｌｅ￣ｄｏｍａｉｎ ａｎｔｉｂｏｄｙ￣ａｎｔｉｇｅｎ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｓ[Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ
ｏｆ Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙꎬ２０１６ꎬ１９７(１２):４８３８－４８４７.

[２０] ｄｅ Ｖｌａｅｍｉｎｃｋ ＹꎬＬｅｃｏｃｑ ＱꎬＧｉｒｏｎ Ｐꎬｅｔ ａｌ. Ｓｉｎｇｌｅ￣ｄｏｍａｉｎ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｆｕｓｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｃａｎ ｔａｒｇｅｔ ａｎｄ ｓｈｕｔｔｌｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎｔｏ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ
ｍａｎｎｏｓｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ[Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ Ｒｅｌｅａｓｅꎬ２０１９ꎬ２９９:１０７－１２０.

责任编辑:周广礼

７４９




