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抗鼠疫菌保护性抗原V抗体的筛选与鉴定
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【摘要】 目的 构建纳米抗体噬菌体展示库,筛选抗鼠疫菌中和抗体,为鼠疫防治药物研制奠定基础。 方法 重组

鼠疫菌保护性抗原V蛋白免疫双峰驼,分离外周血单核细胞,提取RNA,构建纳米抗体噬菌体展示库。以 V蛋白为抗

原对抗体库进行3轮固相筛选,挑选单克隆phage-ELISA鉴定,然后将富集的纳米抗体进行表达、纯化及评价。 结果

 成功构建了库容量为1.9×108 的抗鼠疫菌V蛋白纳米抗体噬菌体展示库。经过3轮筛选,获得8种抗体序列,表达

和纯化后经ELISA检测,8株纳米抗体针对鼠疫菌V蛋白特异性良好且结合活性高。动物实验表明其中一株纳米抗体

VHH-hFc6对鼠疫菌201株气溶胶攻击的保护率为33%。 结论 成功构建了抗鼠疫菌保护性抗原 V蛋白的纳米抗

体噬菌体展示库,筛选出8株抗V蛋白特异性纳米抗体,其中一株具有良好的中和活性。
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【Abstract】 Objective To
 

construct
 

a
 

Nanobody(Nb)
 

phage
 

display
 

library
 

to
 

screen
 

neutralizing
 

antibodies
 

against
 

Yersinia
 

pestis
 

in
 

order
 

to
 

facilitate
 

the
 

development
 

of
 

preventive
 

and
 

therapeutic
 

drugs
 

against
 

plagues. Methods The
 

bactrian
 

camel
 

was
 

immunized
 

with
 

recombinant
 

Yersinia
 

pestis
 

protective
 

antigen
 

V
 

protein.Peripheral
 

blood
 

lympho-
cytes

 

were
 

isolated,total
 

RNA
 

was
 

extracted,and
 

a
 

phage
 

display
 

library
 

was
 

constructed.Then,protein
 

V
 

was
 

used
 

as
 

an
 

antigen
 

to
 

screen
 

the
 

antibody
 

library
 

for
 

three
 

rounds,and
 

phage-ELISA
 

was
 

used
 

for
 

monoclonal
 

identification.The
 

spe-
cificity

 

and
 

binding
 

activity
 

of
 

the
 

antibodies
 

were
 

identified
 

by
 

ELISA
 

after
 

the
 

expression
 

and
 

purification
 

of
 

the
 

enriched
 

Nbs.And
 

the
 

neutralizing
 

activity
 

of
 

the
 

antibody
 

in
 

vivo
 

was
 

evaluated
 

by
 

the
 

mouse
 

protection
 

experiment. Results 
The

 

phage
 

antibody
 

library
 

with
 

effective
 

library
 

capacity
 

of
 

1.9×108
 

and
 

good
 

diversity
 

of
 

nanobody
 

against
 

Y.pestis
 

V
 

protein
 

was
 

successfully
 

constructed.Three
 

rounds
 

of
 

screening
 

were
 

performed
 

on
 

the
 

antibody
 

library,and
 

a
 

666-fold
 

en-
richment

 

for
 

specific
 

phage
 

antibodies
 

was
 

achieved.Through
 

phage-ELISA
 

identification
 

and
 

sequence
 

analysis,two
 

groups
 

of
 

phage
 

Nanobody
 

sequences
 

with
 

completely
 

different
 

sequences
 

were
 

obtained.They
 

were
 

successfully
 

trans-
formed

 

into
 

fusion
 

proteins
 

linked
 

to
 

human
 

Fc,and
 

were
 

expressed
 

and
 

purified,named
 

VHH-hFc-1~8
 

respectively.The
 

eight
 

nanobodies
 

showed
 

good
 

specificities
 

and
 

high
 

binding
 

activity
 

against
 

Y.pestis
 

V
 

protein
 

by
 

ELISA..Further
 

ani-
mal

 

experiments
 

showed
 

that
 

one
 

of
 

the
 

nanoibodies
 

named
 

VHH-hFc6
 

could
 

produce
 

33%
 

protection
 

against
 

Y.pestis
 

201
 

aerosol
 

attack.The
 

EC50 value
 

of
 

this
 

nanobody
 

was
 

determined
 

by
 

ELISA
 

to
 

be
 

2.452
 

ng/mL. Conclusion A
 

nanobody
 

library
 

against
 

V
 

protein
 

has
 

been
 

successfully
 

constructed,and
 

eight
 

specific
 

nanobodies
 

against
 

Y.pestis
 

pro-
tective

 

antigen
 

V
 

protein
 

have
 

been
 

screened,one
 

of
 

which
 

has
 

good
 

neutralizing
 

activity.
【Key

 

words】 Yersinia
 

pestis;V
 

antigen;nanobody;neutralizing
 

antibody

* 鼠疫是由鼠疫耶尔森菌引起的一种人畜共患性传

染病,分为腺鼠疫、肺鼠疫和败血症型鼠疫三种类型,
其传染性强,病程进展快,病死率极高[1]。历史上曾发

生过3次鼠疫大流行,导致2亿多人死亡,尽管近年来

因为医疗卫生条件的改善和公众对传染病的认识的提

高,鼠疫的发病率降低,但因鼠疫自然疫源地广泛,仍
然很难彻底消灭,比如目前我国仍有11个鼠疫自然疫

源地,人间鼠疫时有发生[2]。2019年11月12日,北

京市确诊来自内蒙古锡林郭勒盟苏尼特左旗的2例肺

鼠疫病例。同时鼠疫也是一种潜在的生物恐怖剂和生

物战剂[3]。因此,为了有效防范和控制鼠疫疫情,有必
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要建立全方位、多层次的防治措施。
目前针对鼠疫的治疗方法主要是抗生素治疗,但

在马达加斯加已从人类鼠疫患者身上发现了具有多重

耐药性的鼠疫耶尔森氏菌分离株[4-5],因此除了抗生素

外急需研究新的鼠疫治疗方法[6]。鉴于此,以单克隆

抗体为代表的特异、快速被动免疫治疗措施备受关注。
已有研究表明,V抗原是鼠疫菌重要的保护性抗原,同
时也是重要的毒力因子和低钙反应调节因子,具有良

好的免疫原性和抗细胞吞噬作用[7-9]。
在骆驼科动物体内同时存在两种免疫球蛋白,一

种是传统抗体,一种是天然缺失轻链的 重 链 抗 体

(heavy
 

chain
 

antibodies,HCAbs)。克隆重链抗体可

变区得到的即是纳米抗体(Variable
 

domain
 

of
 

heavy-
chain

 

antibody,VHH)[10-11]。纳米抗体具有分子质量

小、水溶性好、结合能力高、免疫原性低和便于工程化

改造等优势,在抗体药物研发领域具有广阔前景。本

实验以鼠疫菌保护性抗原V为抗原,通过免疫双峰驼

构建纳米抗体噬菌体展示库并进行筛选,以期获得具

有中和活性的抗鼠疫菌保护性抗原 V蛋白的纳米抗

体,为进一步开发预防和治疗鼠疫菌感染的抗体药物

奠定基础。

材料与方法

1 材料

1.1 试剂材料 重组鼠疫V蛋白,重组鼠疫F蛋白

和EHC蛋白为本实验室制备;表达载体pTSE-hFc,
噬菌粒载体pADSCFV-S,大肠埃希菌TG1,辅助噬菌

体 M13KO7,FreeStyleTM
 

HEK293-F细胞由本实验室

保存;鼠疫菌201株由军事科学院军事医学研究院微

生物流行病研究所保存;HRP标记抗 M13单抗购自

义翘神州有限公司;HRP标记兔抗骆驼IgG和 HRP
标记山羊抗人IgG购自中杉金桥有限公司;RNA提

取试 剂 盒 购 自 美 国 Omega公 司;Super
 

Script
 

Ⅲ
 

First-Strand试剂盒购自美国Invitrogen公司;质粒提

取试剂盒购自天根公司。

1.2 实验动物 成年雄性双峰驼,3岁龄,体重约为

360
 

kg。

2 方法

2.1 骆驼免疫及血清抗体效价测定 取重组鼠疫菌

V蛋白与佐剂等体积混合,双峰驼皮下多点免疫,免疫

间隔为14
 

d,共5次免疫,每次免疫剂量为800
 

μg。初

次免疫使用完全弗氏佐剂,第2-5次使用不完全弗氏

佐剂。免疫接种前采骆驼静脉血,分离血清,作为基础

血清。
第3次和第4次免疫后各采集骆驼静脉血5

 

mL,
分离血清,采用ELISA方法测定抗体效价。V蛋白包

被浓度为2
 

μg/mL,100
 

μL/孔。待检骆驼血清从1∶
100起作倍比稀释,共稀释16个滴度。二抗 HRP标

记兔抗美洲驼IgG稀释度为1∶5
 

000。骆驼免疫前

基础血清作为阴性对照。OPD显色后用酶标仪检测

492
 

nm/630
 

nm处的吸光值。

2.2 噬菌体纳米抗体展示库的构建 免疫完成后采

集骆驼全血50
 

mL,利用淋巴细胞分离试剂盒完成对

淋巴细胞的分离并提取总RNA。用随机引物按照反

转录试剂盒进行反转录,获得cDNA。第1轮PCR:以
合成的cDNA为模板,以设计的IgG特异性上游引物

CALL001和下游引物CALL002[12]PCR扩增抗体前

导肽至CH2区序列;第2轮PCR:以回收的第一轮

PCR产物为模板,以设计的 VHH 上游引物 VHH-F
和下游引物 VHH-R

 

PCR 扩增 VHH 片段。回收

PCR产物,双酶切后插入经同样酶切的噬菌粒载体

pADSCFV-S,连接产物电击转化大肠埃希菌感受态细

胞TG1,涂布2YT-GA(G:葡萄糖A:氨苄)琼脂平板,
于37

 

℃倒置培养过夜,次日作菌落计数并挑菌落测序

用于判断纳米抗体噬菌体展示库质量和计算库容量。
引物信息见表1。

表
 

1 引物信息
Table

 

1 informations
 

of
 

primer
 

sequence
引物名称
Primer

引物序列(5'-3')
Primer

 

sequence

CALL001 GTCCTGGCTGCTCTTCTACAAGG
CALL002 GGTACGTGCTGTTGAACTGTTCC
VHH-F CGGCCATGGCGGTCTCTAGCTGCTCTCACTG
VHH-R TCCCGCGGCCGCTGACWGGGTGAGAYGGGTGAC

2.3 特异性抗体的富集与筛选 用重组鼠疫菌V蛋

白包被免疫管进行固相筛选,洗脱噬菌体感染E.coli
 

TG1,取菌液涂板计算产出,其余全部涂2YT-GA平

板,再次进行纳米抗体展示库的呈现和筛选,共进行3
轮次筛选。

3轮筛选完成后用 V 蛋白为抗原进行phage-
ELISA鉴定,无关抗原作阴性对照,A值为阴性对照3
倍及以上视为阳性克隆,计算阳性率。将第3轮筛选

后所有阳性克隆送六合华大公司测序,用IMGT/V-
QUEST和DNAClub软件分析抗体序列。

2.4 抗体的表达与纯化 以筛选出的阳性克隆为模

板,设计引物扩增VHH基因片段,插入含有人源抗体

恒定区基因片段的表达载体pTSE-hFc,构建 VHH-
hFc融合蛋白表达质粒,转染FreeStyleTM

 

HEK293-F
进行表达,表达上清用1

 

mL
 

HiTrapTM
 

MabSelect
 

Xtra柱进行纯化,收集洗脱峰置换至PBS溶液,15%
SDS-PAGE电泳分析目的蛋白。

2.5 抗体特异性检测 采用ELISA法。分别将重组

鼠疫菌V蛋白和无关抗原用底物包被缓冲液稀释至2
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μg/mL,100
 

μL/孔包被96孔酶标板,同时设置空白孔

对照,4
 

℃包被过夜,PBST洗涤3次;2%脱脂牛奶37
 

℃封闭2
 

h,弃封闭液;加入5
 

μg/mL的待测抗体,100
 

μL/孔,37
 

℃孵育1.5
 

h,PBST洗涤6次;加入1∶
5000稀释的HRP标记羊抗人IgG,100

 

μL/孔,37
 

℃
孵育45

 

min,PBST洗板6次;每孔加入100
 

μL
 

OPD
显色液,避光显色10

 

min,加入2mol/L
 

H2SO4 终止

反应,用酶标仪测定492
 

nm/630
 

nm 处吸光度(A)
值。

2.6 抗体结合活性测定 同2.5方法。重组鼠疫菌

V蛋白包被浓度为2
 

μg/ml,空白对照为PBS。待测

抗体3倍梯度稀释,共15个浓度梯度。二抗为 HRP
标记的山羊抗人IgG,OPD显色,酶标仪测定492

 

nm/

630
 

nm处吸光度(A)值.
2.7 体内中和活性检测 取200

 

CFU(10×LD50)的
鼠疫菌201株[13-15]以液体气溶胶肺递送方式攻毒小

鼠,24
 

h后通过尾静脉对小鼠注射待测抗体400
 

μg
(100

 

μL),观察并记录攻毒后
 

14
 

d内各组小鼠生存情

况,绘制生存曲线。

2.8 统计学分析 统计学分析及制图均采用
 

Graph-
Pad

 

Prism
 

8.0完成。实验数据用x±s表示,显著性

分析采用单因素方差分析或t检验,生存曲线显著性

分析采用Log-Rank检验,P<0.05为差异具有统计

学意义。

结 果

1 免疫骆驼血清效价

以V蛋白包被酶标板,采用间接ELISA法测定

免疫骆驼血清中针对V抗原的特异性抗体水平,结果

如图1。免疫后双峰驼血清抗V特异性抗体滴度明显

增加,效价达1∶102
 

400,可用于抗 V特异性纳米抗

体噬菌体展示库的构建。
 

图
 

1 骆驼血清中抗V特异性抗体滴度

Fig.1 Anti-V
 

specific
 

antibody
 

titers
 

in
 

the
 

serum
 

of
 

camel

2 纳米抗体噬菌体展示库的构建及鉴定
 

分离获得骆驼外周血淋巴细胞2.6×107 个,提取

总RNA,反转录合成cDNA,利用特异性引物通过巢

式PCR扩增获得VHH片段。第1轮PCR扩增获得

前导序列至CH2区片段,传统抗体的该片段约为900
 

bp,重链抗体的该片段约为700
 

bp。第2轮PCR扩增

VHH基因FR1-FR4基因片段约为450
 

bp(图2),与
预期相符。将VHH基因克隆至pADSCFV-S噬菌粒

载体上,电转TG1后涂布2×YTGA平板,次日对不

同稀释倍数对照质粒和连接产物平板中的单菌落进行

计数,纳米抗体噬菌体展示库原始库容量为1.9×
108。挑取16个单克隆进行PCR鉴定(图3)并测序,
结果显示均成功插入 VHH 片段且各序列均不相同

(图4),正确插入率为100%,多样性良好,有效库容量

为1.9×108。

图
 

2 PCR扩增VHH片段

Fig.2 VHH
 

PCR
 

amplification
 

results

图
 

3 纳米抗体噬菌体展示库正确插入率检测

Fig.3 Detection
 

of
 

correct
 

insertion
 

rate
 

of
 

antibody
 

library

图
 

4 初级纳米抗体噬菌体展示库多样性分析

Fig.4 Diversity
 

analysis
 

of
 

primary
 

phage
 

antibody
 

library

3 纳米抗体噬菌体展示库的富集筛选

以V蛋白为抗原包被免疫管进行特异性抗体筛

选。一方面,降低每一轮包被抗原的浓度,另一方面增

加每一轮洗涤的次数,以达到富集特异性抗体的目的。
对噬菌体抗体库共进行3轮筛选,记录每轮噬菌体投

入量产出量,计算回收率(相对产量)。纳米抗体噬菌

体展示库富集分析如表2。每轮回收率都有提高,经
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过3轮筛选特异性抗体达到666倍富集。

表
 

2 纳米抗体噬菌体展示库富集分析
Table

 

2 Enrichment
 

analysis
 

of
 

phage
 

nano-antibody
 

library

筛选轮数
Screening

 

rounds

投入量
(CFU/mL)
Input

产出量
(CFU/mL)
Output

产出量/
投入量
Output/
input

富集倍数
Enrichment

 

factor

N/1 N/2

1 5.0×1011 9.0×105 1.5×10-6

2 3.0×1011 1.4×107 4.6×10-5 31

3 1.0×1011 1.0×108 1.0×10-3 666 22

4 阳性克隆的Phage
 

ELISA鉴定及序列分析

通过Phage
 

ELISA对1轮和3轮洗脱的重组噬

菌体进行鉴定,结果见图5,重组噬菌体阳性率显著提

高。从第3轮淘洗的细菌平板上挑取鉴定的96个单

克隆菌落均为特异性结合 V的阳性克隆,阳性率为

100%(图6)。全部阳性克隆菌液送六合华大公司测

序,有61个是正确 VHH 序列,DNAMAN软件比对

分析抗体序列如表3,通过IMGT/V-QUEST网站分

析分别属于8个不同基因组,且互相之间存在明显差

异,分别将其命名为 V-VHH-1、V-VHH-2、V-VHH-
3、V-VHH-4、V-VHH-5、V-VHH-6、V-VHH-7、V-
VHH-8。

  A 第1轮筛选 B 第3轮筛选 1~6 包被 V蛋白 M 无
关蛋白混合物。

图
 

5
 

纳米抗体噬菌体展示库的筛选

A The
 

first
 

round
 

of
 

screening B The
 

third
 

round
 

of
 

screening
 1-6 Coated

 

with
 

V
 

protein M Coated
 

with
 

the
 

mix
 

of
 

unrelated
 

proteins
Fig.5 Screening

 

of
 

phage
 

nano-antibody
 

library

图
 

6 重组噬菌体phage-ELISA检测

Fig.6 Detection
 

of
 

phage-ELISA
 

to
 

recombinant
 

phage

表
 

3 抗体序列分析
Table

 

3 Antibody
 

sequence
 

analysis

噬菌体抗体
Phage

 

antibodie

数量(株)
Quantity
(strain)

重复率(%)
Repetition
rate

基因来源
Genetic

同源性
(%)

Homology

V-VHH-1 26 42.62
 

(26/61) Vicpac
 

IGHV3S53*01
 

F 61.4
V-VHH-2 7 11.48

 

(7/61) Vicpac
 

IGHV3S28*01
 

F 82.64
V-VHH-3 4 11.48

 

(7/61) Vicpac
 

IGHV3S53*01
 

F 68.03
V-VHH-4 7 3.28

 

(2/61) Vicpac
 

IGHV3S54*01
 

F 86.46
V-VHH-5 2 16.39

 

(10/61) Vicpac
 

IGHV3S28*01F 82.29
V-VHH-6 10 6.56

 

(4/61) Vicpac
 

IGHV3S55*01
 

F 85.04
V-VHH-7 4 4.92

 

(3/61) Vicpac
 

IGHV3S54*01
 

F 87.50
V-VHH-8 1 3.28

 

(2/61) Vicpac
 

IGHV3S29*01
 

F 63.86

5 抗体表达质粒的构建及抗体的表达与纯化

纳米抗体分子质量小,单体分子半衰期短。为了

延长纳米抗体的半衰期,将扩增VHH的基因插入携

带人抗体重链恒定区基因的表达载体pTSE-hFc中构

建重组质粒进行表达,以获得VHH-hFc的融合蛋白,
分 别 命 名 为 VHH-hFc1、VHH-hFc2、VHH-hFc3、

VHH-hFc4、VHH-hFc5、VHH-hFc6、VHH-hFc7和

VHH-hFc8。
将构建的8株抗体质粒分别转染 FreeStyleTM

 

HEK293-F细胞进行表达,离心收集上清,HiTrapTM
 

MabSelect
 

Xtra柱纯化抗体蛋白,15%
 

SDS-PAGE电

泳检测,结果显示8个样品蛋白分子质量均为45
 

ku
(图7),与理论分子质量一致,且背景无明显杂带。利

用Gelpro32软件计算蛋白纯度为99%。

  A 还原性SDS-PAGE B 非还原性SDS-PAGE M 蛋白分子
质量标准 1~8 VHH-hFc1-8纯化产物

图
 

7 SDS-PAGE分析蛋白纯化结果

A Non-reducing
 

SDS-PAGE B Reducing
 

SDS-PAGE M 
Protein

 

marker 1-8 Purified
 

protein
 

of
 

VHH-hFc1-8
Fig.7 SDS-PAGE

 

analysis
 

of
 

protein
 

purification
 

results

6 抗体的鉴定

6.1 特异性 采用间接ELISA检测8株纳米抗体的

与抗原的结合特性,结果如图8。8株抗体均能与 V
抗原特异性结合,VHH-hFc2、VHH-hFc4和 VHH-
hFc8与鼠疫F抗原有微弱结合,所有抗体均不与重组

BHc抗原等非鼠疫抗原结合,表明获得的8株抗体针

对鼠疫抗原均具有良好特异性。
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图
 

8 抗体特异性检测

Fig.8 Detection
 

of
 

antibodies
 

specificity

6.2 结合活性 采用间接ELISA法检测8株纳米抗

体的与抗原的结合活性,GraghPad
 

Prism
 

8.0拟合结

合曲线(图9)并计算出8株抗体与V蛋白的EC50 值

均可达到ng/mL水平,其中VHH-hFc6亲和力最高,
可以达到2.452

 

ng/mL。
 

图
 

9 抗体结合活性检测

Fig.9 Detection
 

of
 

antibodies
 

binding
 

activity

6.3 体内中和活性 挑选结合活性最高的3株抗体

VHH-hFc4、VHH-hFc5、VHH-hFc6通过动物试验检

测中和活性,结果如表4和图10。在10×LD50 鼠疫

菌201株攻毒下,对照组小鼠在攻毒后4
 

d内全部死

亡,平均存活时间为3.8
 

d。VHH-hFc6组至实验试

验结束仍有2只小鼠存活,存活率为33.3%(2/6),

VHH-hFc4和VHH-hFc5组小鼠分别在攻毒后8
 

d
和13

 

d内全部死亡,但均可延长小鼠平均存活时间。
采用Log-rank(Kaplan-Meier生存分析法)检验评价

与对照组比较的保护效果差异有统计学意义(P<0.
05或P<0.01)。

表
 

4 抗体被动保护小鼠效力试验结果
Table

 

4 The
 

passive
 

immune-protective
 

potency
 

in
 

mice
 

by
 

antibodies

抗体名称
Antibody
name

抗体剂量
(ug)

Antibody
dose

存活/
总数

Survival/
total

存活率
(%)
Survival
rate

平均存活
天数(d)

Mean
 

survival
days

VHH-hFc4 400 0/6 0.00 5.0±1.6
VHH-hFc5 400 0/6 0.00 6.5±3.3
VHH-hFc6 400 2/6 33.33 10.7±3.3
PBS - 0/6

 

0.00 3.6±0.5

图
 

10 抗体被动保护小鼠生存曲线

Fig.10 Survival
 

curve
 

of
 

mice
 

passively
 

protected
 

by
 

antibodies

讨 论

历史上曾出现过3次鼠疫大流行,造成人类生命

财产严重损失[16]。目前,鼠疫主要依靠抗生素治疗,
链霉素是世界卫生组织(WHO)推荐治疗鼠疫最有效

的药物,特别是对肺鼠疫的治疗[17]。然而,鼠疫多重

耐药菌株的分离引起人们对鼠疫菌耐药性的重视。因

此,研制抗生素以外的鼠疫药物具有重要意义。研究

表明,单克隆抗体可用于治疗鼠疫[18-21]。2010年,Xi-
ao等[20]从非免疫人源噬菌体文库中筛选出一株抗F1
人源单抗(m252)和两株抗LcrvV人源单抗(m253,

m254),单独使用两株抗LcrvV人源单抗时不具保护

作用,而与抗 F1人源单抗联合使用时保护率可达

83%。提示筛选针对F1和V抗原的单抗能获得具有

保护效果的中和单抗,可用于鼠疫的特异性治疗。因

此,中和单抗有望成为鼠疫的特异性治疗药物。
相对于传统抗体,纳米抗体分子质量小,具有更好

的溶解性、稳定性以及及较好的结合活性,且在序列和

结构上与人源抗体的重链可变区具有较高的同源性。
同时基于其结构简单,便于构建多价抗体,可由原核表

达获得,生产成本低,组织穿透力强等特点,因此纳米

抗体已广泛应用于抗体药物研发。而利用纳米抗体噬

菌体展示库技术制备功能性纳米抗体是目前疾病诊断
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和治疗用抗体药物研发的重要途径。骆驼体内重链抗

体含量高,有利于纳米抗体的研发和生产,因此本研究

选择骆驼作为实验动物进行免疫研制纳米抗体。但纳

米抗体也存在一些劣势,比如半衰期短,在体内易被清

除,从目前已进入临床阶段的情况来看,纳米抗体主要

以双价、多价、PEG修饰、Fc融合以及白蛋白融合等

方法出现,这样不仅可以增加药物的疗效,也可以延长

药物半衰期[22-23]。本研究通过免疫骆驼构建纳米抗体

噬菌体展示库,将筛选的VHH抗体片段与带有人重

链恒定区基因的表达质粒融合,构建重组纳米抗体,以
延长半衰期,表达纯化的8株抗体经ELISA检测均具

有良好的特异性和亲和力。体内活性评价显示其中

VHH-hFc6抗体在鼠疫菌气溶胶攻击时可对小鼠提

供部分保护,另外两株抗体VHH-hFc4和VHH-hFc5
可延长小鼠存活时间。本研究筛选的单克隆抗体显示

了一定的中和活性,有望作为鼠疫的治疗或预防性抗

体进行进一步开发。
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