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鸡白细胞介素 18纳米抗体的筛选与评价
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摘 要  为制备特异性识别鸡白细胞介素 18（Chicken Interleukin-18， chIL-18）的纳米抗体，本研究构建了 chIL-18
蛋白表达重组质粒并制备出 chIL-18 蛋白，利用 chIL-18 蛋白免疫羊驼，扩增羊驼外周血淋巴细胞的抗体基因重链

可变区，构建 chIL-18 Nb 噬菌体展示文库。以 chIL-18 蛋白为靶标抗原对文库进行富集淘选，克隆与 chIL-18 蛋白

反应阳性的重组噬菌体 Nb 序列，并将其构建到载体上进行 Nb 表达。对 chIL-18 Nb 进行生物学活性检测后将生物

学活性最优的 chIL-18 Nb 进行初步应用评价。结果表明：1）本研究成功构建了库容量为 6×108 PFU/mL 的 chIL-
18 Nb 噬菌体展示文库；2）获得 5 株具有良好反应活性、特异性和结合活性的 chIL-18 Nb，其中 Nb1 生物学活性最

佳，满足 Western blot 和 IFA 等试验抗体应用要求。综上，该研究首次获得与 chIL-18 蛋白特异性反应的 Nb，为后

续 chIL-18 定量检测方法的建立及生物学功能的研究提供材料支持。
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Abstract In order to generate a nanobody （Nb） that specifically recognizes chicken interleukin-18 （chIL-18）， 

this study constructed a recombinant plasmid expressing chIL-18 protein and produced chIL-18 protein.  The 

chIL-18 protein was used to immunize alpacas， and the variable regions of the heavy chain of the antibody genes 

from the peripheral blood lymphocytes of the immunized alpacas were amplified to construct a chIL-18 Nb phage 

display library.  The library was enriched and selected using chIL-18 protein as the target antigen， and the 

sequences of the recombinant phage Nb that reacted positively with chIL-18 protein were cloned and expressed 

on the vector.  Furthermore， after conducting biological activity tests on chIL-18 Nb， a preliminary application 
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evaluation was carried out on the chIL-18 Nb with the best biological activity.  The results were as follows： 

1） In this study， a chIL-18 Nb phage display library with a capacity of 6×108 PFU/mL was successfully 

constructed； 2） Five chIL-18 Nbs with good reactivity， specificity and binding activity were obtained， among 

which Nb1 had the best biological activity and met the requirements for antibody application in western blot and 

IFA tests.  This study was the first to obtain the Nb specifically reacted with chIL-18 protein， which laid a 

foundation for subsequent establishment of quantitative detection methods for chIL-18 and the research about 

the biological functions of chIL-18.

Keywords chicken interleukin-18； nanobody； phage display； characterization

白细胞介素 18（Interleukin-18， IL-18），又名干

扰素 -γ（Interferon-gamma， IFN-γ）诱导剂，是一种

细胞因子，属于白细胞介素家族，具有广泛的生物

学活性，在介导细胞免疫、炎症反应、自身免疫疾病

以及抗肿瘤、调节机体代谢等方面具有重要作用［1］。

家 禽 体 内 存 在 的 鸡 白 细 胞 介 素 18（Chicken 
Interleukin 18，chIL-18）在家禽免疫学中具有重要

的研究价值。chIL-18 位于鸡 24 号染色体上，CDS
全长大小约 597 bp，蛋白分子量为 23 ku 左右［2］。

chIL-18 作为鸡 IFN-γ 分泌的重要上游调控分子，是

家禽免疫应答的重要分子标志物。chIL-18 本身应

用广泛，在抗病毒功能上，chIL-18 不仅能作为多种

病毒疫苗的佐剂，还可用作口服剂，具有明显提高

机体抗体水平，增强淋巴细胞增殖能力，有效保护

鸡群抵抗病毒感染的效果［3-6］。2006 年，李宏梅等［1］

对重组 chIL-18 蛋白进行了生物活性检测，此后有

关 chIL-18 基因与功能的研究逐渐成为热点。相关

研究人员也开始针对 chIL-18 研发特异性抗体，以

期为 chIL-18 生物学功能及应用研究提供重要的基

础材料。2012 年，李行等［7］制备出 chIL-18 单克隆

抗体，该抗体经 Western blot 能识别 chIL-18 原核表

达蛋白以及鸡体内 chIL-18 蛋白；2022 年，郑孟加

等［8］制备出 2 株识别 chIL-18 不同表位的单克隆抗

体。目前，所研发的 chIL-18 抗体种类单一，市售针

对 chIL-18 蛋白的抗体也仅有单克隆抗体和多克隆

抗体。

纳米抗体是一种单域抗体，尺寸在纳米级别，

天然存在于驼科动物及鲨鱼等体内。Nb 是抗体中

最小的抗原结合单位，其可变抗原抗体结合区域具

有多种长度和结构，因此表现出对抗原高度的特异

性和亲和力［9］。目前，已研发的家禽细胞因子抗体

主要为单克隆抗体，还未有制备家禽细胞因子 Nb
的相关研究。与单克隆抗体相比，更小分子量的 Nb
具有相对容易渗透到组织中的优势，如穿过血脑屏

障进行脑部治疗等［10］。在保持与抗原高度亲和力

的同时，Nb 的 CDR3 区能与抗原的裂缝和空腔结

合，可识别到单克隆抗体难以识别的隐匿抗原表

位［11］。在高温、非生理 pH 值以及化学变性剂和蛋

白酶等的作用下，Nb 可以保持大部分抗原结合能

力，从而可以进行更严苛的化学修饰［12-13］。在制造

成本上，相比于通过 CHO 细胞生产的单克隆抗体，

Nb 可在大肠杆菌或酵母中表达，大大降低了生产成

本。目前，Nb 已广泛应用于抗病毒、肿瘤治疗等生

物医学领域中［14］。

本研究利用真核表达的 chIL-18 免疫羊驼，构建

Nb噬菌体展示文库，通过噬菌体展示技术以原核表达

的chIL-18为靶标抗原进行液相淘选，获得chIL-18 Nb，
鉴定其生物学活性并进行初步应用评价，为后续chIL-18
家禽免疫学研究和 chIL-18双抗夹心ELISA等定量检

测方法的建立提供了材料支持。

1　材料与方法

1. 1　质粒、细胞和实验动物

本实验室通过反向遗传操作技术制备新城疫

MG7 低致病力毒株［15］。流感病毒 PR8 毒株、pComb
噬菌体载体、pcDNA3. 1 真核表达载体、Phage 真核

表达载体、pCold-His-AVI 原核表达载体、人胚胎肾

细胞 293T（HEK-293T）和 293F（HEK-293F）细胞、

鸡胚成纤维细胞（DF1）细胞由中国农业科学院兰州

兽医研究所动物病毒分子生态学创新团队保存；   
E. coli BL21 和 E. coli DH5α 感受态细胞购于大连

宝生物工程有限公司；E. coli ss320 感受态细胞、

M13KO7 辅助噬菌体购于 NEB 公司；羊驼购于甘肃

省武威市。

1. 2　主要试剂

链霉亲和素磁珠 Streptavidin Magnetic Beads
购于碧云天公司；Protein A 纯化介质购于伯格隆生

物公司；人外周血淋巴细胞分离试剂盒购于索莱宝
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公司；HRP 标记的鼠抗 M13KO7 抗体、HRP 标记的

羊抗人 IgG-Fc抗体购于义翘神州公司。

1. 3　chIL-18质粒构建及蛋白表达

采集低致病力毒株新城疫 MG7感染雏鸡的免疫

器官，提取总 RNA 反转录成 cDNA，以此为模板用高

保 真 DNA 聚 合 酶 、 chIL-18-F（ 序 列 为

AGCTGTGAAGAGATCGCTGTGTGTGCAGT
ACGGCTTAGAG ） 和 chIL-18-R（ 序 列 为

ATCATAGGTTGTGCCTTTCATTATGACTT
GTTACGAATTT）引物扩增 chIL-18基因序列后，分

别同源重组到线性化的 Phage真核表达载体和 pCold-
His-AVI原核表达载体上。将构建成功的 chIL-18真

核表达重组质粒转染人胚胎肾细胞 293T、chIL-18原

核表达重组质粒转化 E. coli BL21 感受态细胞，分别

表达真核及原核 chIL-18 蛋白。利用亲和层析方法，

对 chIL-18 真核表达蛋白和原核表达蛋白进行纯化，

并通过 SDS-PAGE 进行鉴定。

1. 4　羊驼免疫及抗体效价检测

将纯化的 100 μg chIL-18 真核表达蛋白与等体

积弗氏完全佐剂混匀并乳化用于对羊驼进行首次

免疫，此后几次免疫则使用弗氏不完全佐剂进行乳

化。采用颈部皮下分点注射对羊驼进行 4 次免疫，

每次免疫间隔 14 d。首次免疫前先采血、分离血清

作为阴性血清对照。第四次免疫 14 d 后采血，分离

血清检测抗体效价，以 100 ng/孔 chIL-18 真核表达

蛋白包被 ELISA 酶标板，羊驼血清为一抗，HRP 标

记的 Goat Anti-Alpaca IgG 抗体作为酶标二抗，通

过间接 ELISA 方法测定羊驼中 chIL-18 蛋白的抗体

效价。当阳性 OD450/阴性 OD450≥2. 1（P/N≥2. 1）
时判断为阳性，抗体效价达到 1∶64 000 时满足建立

噬菌体展示文库标准。

1. 5　chIL-18 Nb噬菌体展示文库构建及多样性鉴定

噬菌体抗体展示文库构建方法如前所述［16］，巢

式 PCR 方法引物信息见表 1。取 100 μL 保留的原

始库菌液，用 SOC 培养基 10 倍稀释至 10−3，分别取

10 μL 10−1~10−3 的稀释液滴于 Carb/Kana 2YT 固

体培养基过夜培养，计算噬菌体抗体展示文库的库

容；同时取一定量稀释液涂于 Carb/Kana 2YT 固体

培养基，过夜培养后，随机挑取 30 个单克隆，分析噬

菌体展示文库的多样性。

1. 6　chIL-18蛋白噬菌体文库的淘选

将纯化的带有 AVI-tag 的 chIL-18 原核表达

蛋 白 与 链 霉 亲 和 素 磁 珠 4 ℃ 过 夜 偶 联 ，空 白 对

照组不加入蛋白，弃去上清。加入高浓度 BSA
封 闭 液 ，室 温 封 闭 2 h 后 弃 掉 上 清 。 同 时 将 噬

菌体抗体库与链霉亲和素磁珠室温预处理 2 h。

将 chIL-18 原核表达蛋白 -链霉亲和素磁珠结合

物 加 入 预 处 理 后 的 噬 菌 体 抗 体 库 ，4 ℃ 过 夜 孵

育 ，弃去上清。分别加入低浓度和高浓度洗涤

液洗涤数次，弃液。加入 0. 1 mol/L 甘氨酸（pH 
2. 0）洗 脱 5 min 后 用 适 量 1 mol/L Tris-HCl（pH 
8. 0）中和。将洗脱液加入新鲜活化至对数期的

NEB5 α’宿 主 菌 中 ，220 r/min，37 ℃ 培 养 1 h，再

加 入 适 量 M13KO7 辅 助 噬 菌 体 拯 救 1. 5 h。 取

100 μ L 菌 液 十 倍 稀 释 至 10−3 ，分 别 取 10 μ L 
10−1~10−3 稀释液滴于 Carb/Kana 2YT 固体培养

基，其余菌液扩大至 35 mL Carb/Kana 2YT 培养

基 ，220 r/min，37 ℃ 过 夜 培 养 。 获 得 第 一 轮 噬

菌体 Nb 展示文库。重复上述操作，共进行 4 轮

淘选。

取适量有富集现象的噬菌体 Nb 展示文库的稀

释菌液涂于 Carb/Kana 2YT 固体培养基，37 ℃过夜

培养，随机挑取 90 个单克隆接种到含有适量 Carb/
Kana 2YT 培养基的深孔板中，并留 6 个孔作为空白

对照，220 r/min，37 ℃过夜培养。将纯化的 chIL-18
原核表达蛋白作为抗原，按 100 ng/孔包被酶标板并

表 1　巢式 PCR引物信息

Table 1　Primers used for nested PCR

引物

Primer
IgG-F

IgG-R

VHH-F

VHH-R

引物序列（5′→3′）

Primer sequences（5′→3′）

GTCCTGGCTGCTCTTCT

GGTACGTGCTGTTGA

CTACAAATGCCTATGCATCCCAGGTGCAGCTCGTGGGAGTC

AAACAACTTTCAACAGTGGAGGGGTCTTCGCTGTGGTGCG

目的片段长度/bp
Target fragment length

750

500
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做 PBS 空白对照组，离心过夜培养的菌液，上清作

为检测一抗，HRP 标记的鼠抗 M13KO7 抗体为酶标

二抗，通过间接 ELISA 试验，以阳性 OD450/阴性

OD450≥2. 1（P/N≥2. 1）时判断为阳性，从而初步确

定与 chIL-18 蛋白反应的阳性噬菌体单克隆。

1. 7　chIL-18重组 Nb序列分析与表达

重组 Nb 序列分析与表达方法如前所述［16］，扩增

Nb 序 列 的 引 物 为 Nb-F （ 序 列 为

TCCAGTGTGGAATTCGCCACCAAAAAGAA
TATCGCATTTCTTCTTGCATCT）、Nb-R（序列

TCTAGACTCGAGTCAGTGATGGTGGTGGT
GGTGGTGGTGGTGTGAGGAGACGGTGACC
TGGG）。将扩增出的阳性噬菌体单克隆基因利用同

源重组方法连接到含有人源 Fc序列的 pcDNA3. 1-Fc
真核表达载体上，并使用构建的重组质粒转染 HEK-
293F 细胞中进行表达。

1. 8　chIL-18重组 Nb的反应活性鉴定

将 chIL-18 真核表达蛋白包被酶标板，同时设置

阴性对照和空白对照，4 ℃过夜孵育后PBST洗涤 1次；

3% BSA 37 ℃封闭 1. 5 h；分别加入纯化的Nb（1∶1 000
稀释），37 ℃孵育 2 h，PBST 洗涤 3次；加入 HRP 标记

的羊抗人 IgG-Fc（1∶8 000稀释），37℃孵育 1 h，PBST
洗涤 3 次；加入 TMB 显色液，反应一定时间；加入

2 mol/L浓硫酸终止液后进行OD450测定，以阳性OD450/
阴性 OD450≥2. 1（P/N≥2. 1）时判断为阳性，确定与

chIL-18 具有反应活性的 Nb。
1. 9　chIL-18重组 Nb的特异性鉴定

将 chIL-18 碱基序列与鸡白介素家族其他细胞

因子的碱基序列进行同源性分析。分别设置鸡    
IL-6、鸡 IL-8、鸡 IL-10 为 阴 性 对 照 进 行 SDS-
PAGE，300 mA 恒流转膜 1 h 后，用 5% 脱脂奶粉室

温封闭 1 h，将纯化的 Nb（1∶1 000 稀释）作为一抗，

HRP 标记的羊抗人 IgG-Fc（1∶5 000 稀释）为酶标二

抗，进行蛋白免疫印迹试验。

1. 10　chIL-18重组 Nb的结合活性鉴定

用 chIL-18 真核表达蛋白包被酶标板，同时设

置阴性对照和空白对照，4 ℃过夜孵育后 PBST 洗

涤 1 次；3% BSA 37 ℃封闭 1. 5 h；分别加入梯度稀

释后的 Nb，37 ℃ 孵育 2 h，PBST 洗涤 3 次；加入

HRP 标记的羊抗人 IgG-Fc（1∶8 000 稀释），37 ℃孵

育 1 h，PBST 洗涤 3 次；加入 TMB 显色液，反应一

定时间；加入 2 mol/L 浓硫酸终止液后进行 OD450测

定，通过 EC50 Calculator软件计算 EC50。

1. 11　chIL-18 Nb1的初步应用

分别用新城疫 MG7 低致病力毒株和流感 PR8
毒株感染 DF1 细胞，同时设置阴性对照，18 h 后用

4% 多 聚 甲 醛 室 温 固 定 20 min，再 用 0. 5% 的

Triton-100 和 10% 脱脂奶粉的混合溶液室温通透

并封闭 1 h，将纯化的 Nb1（1∶200）作为一抗，Cy3 标

记的小鼠抗人 IgG-Fc（1∶300）为酶标二抗，进行间

接免疫荧光试验。

将 1 μg、2 μg chIL-18 真核表达重组质粒分别

转染 HEK-293T 细胞，同时设置空载体质粒为阴性

对照，进行 SDS-PAGE，300 mA 恒流转膜 1 h 后，用

5% 脱脂奶粉室温封闭 1 h，将纯化的 Nb1（1∶1 000
稀释）和鼠源 Flag 标签抗体（1∶1 000）作为一抗，并

分 别 用 HRP 标 记 的 羊 抗 人 IgG-Fc（1∶5 000）和

HRP 标记的羊抗小鼠 IgG（1∶5 000）为酶标二抗，进

行蛋白免疫印迹试验。

2　结果与分析

2. 1　chIL-18目的基因扩增及蛋白纯化

提取感染新城疫病毒 MG7株的雏鸡免疫器官的

总 RNA 反转录成 cDNA，以此为模板扩增出 chIL-18
基因。结果显示，由于增加了载体同源臂序列以及标

签，故在接近 750 bp 处出现目的条带（图 1（a）），与预

期相符，表明 chIL-18基因扩增成功。经酶切鉴定，表

明 chIL-18重组质粒构建成功（图 1（b））。表达构建成

功的 chIL-18真核及原核表达重组质粒，获得 chIL-18
真核和原核表达蛋白，并利用亲和层析法对 chIL-18
蛋白进行纯化。经 SDS-PAGE 分析显示，在 25 ku左

右出现目的条带，与预期条带大小一致（图 1（c）），表
明 chIL-18 蛋白纯化成功。

2. 2　羊驼免疫血清抗体效价检测

通过间接 ELISA 方法检测羊驼血清抗体效价，

结果显示第四次免疫后羊驼血清中针对 chIL-18 蛋

白产生的抗体效价达到 1∶64 000（图 2），达到建立

噬菌体展示文库标准。

2. 3　chIL-18 Nb噬菌体抗体库的构建及鉴定

利用巢式 PCR 方法，第一轮 PCR 扩增得到目的

条带大小约 750 bp（图 3（a）），胶回收进行第二轮 PCR
扩增获得大小约为 400 bp的 VHH基因（图 3（b））。获

得原始噬菌体抗体展示文库后，将稀释后的原始库菌

液进行固体培养基滴板，隔日计数单克隆数目（图3（c）），
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结果显示，原始抗体库库容量为 6×108 CFU/mL。随

机挑取 30个单克隆，提取质粒送测，结果显示，符合Nb
基因的序列共有 20个。利用 MEGA 软件分析氨基酸

序列，结果显示，20个 VHH 序列均不相同（图 3（d）），
表明构建的 Nb 噬菌体展示文库多样性较好，可进行

下一步淘选。

2. 4　chIL-18特异性重组噬菌体的富集淘选

以 chIL-18 原核表达蛋白为靶标抗原进行 4 轮

淘选，结果显示，与无抗原空白对照相比（图 4（a）），
在 10−3 稀释度特异性重组噬菌体存在明显富集现

象。随机挑取 90 个单克隆，培养后进行间接 ELISA
检测，设置无抗原空白对照，以 P/N≥2. 1 判断为阳

性 ，结 果 显 示 ，90 株 单 克 隆 均 为 阳 性 单 克 隆

（图 4（b））。
2. 5　chIL-18重组 Nb序列分析及表达

以 P/N≥2. 1 为标准，挑选 2. 4 中 11 株阳性噬

菌体进行菌液 PCR，并以 pcDNA3. 1-Fc 为载体，

构建真核表达重组质粒后送测。通过 MEGA 软件

进行氨基酸分析，结果表明有 6 株 Nb 序列不同

（图 5（a））。将 6 株 Nb 进行表达，通过 SDS-PAGE
分析。结果显示，在 40 ku 左右出现目的条带，与预

期 条 带 大 小 一 致 ，有 5 株 Nb 为 可 溶 性 表 达

（图 5（b）），编 号 分 别 为 Nb1、Nb2、Nb3、Nb4 和

Nb5。

图 2　针对 chIL-18特异性 IgG抗体效价测定

Fig. 2　Determination of the titer of specific IgG antibody against chIL-18

（a）chIL-18 目的基因扩增（M：DNA 分子质量标准；1：ch-IL18）；（b）chIL-18 重组质粒酶切验证（M：DNA 分子质量标准；1：pCold-chIL-18 原

核表达重组质粒酶切鉴定；2：Phage-chIL-18 真核表达重组质粒酶切鉴定）；（c）chIL-18 真核及原核蛋白纯化（M：蛋白质分子质量标准；1：chIL-

18 真核蛋白纯化鉴定；2：chIL-18 原核蛋白纯化鉴定）。

（a）Amplification of the chIL-18 gene （M： DL2000 DNA Marker； 1： Recombinant chIL-18 gene） ；（b）Verification of chIL-18 recombinant plasmid 
digestion （M： DNA molecular quality standard； 1： Identification of pCold-chIL-18 prokaryotic expression recombinant plasmid digestion； 2： Identification 
of Phage-chIL-18 eukaryotic expression recombinant plasmid digestion） ；（c）Purification of chIL-18 eukaryotic and prokaryotic protein， （M： Protein 
molecular weight Marker； 1： Purification and identification of chIL-18 eukaryotic protein； 2： Purification and identification of chIL-18 prokaryotic protein）.

图 1　chIL-18重组质粒构建及蛋白纯化

Fig. 1　Construction of chIL-18 recombinant plasmid and purification of chIL-18 protein
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（a）第1轮PCR反应（M：DNA分子质量标准；1：IgG）；（b）第2轮PCR反应（M：DNA分子质量标准；1：VHH）；（c）文库库容量鉴定；（d）氨基酸序列分析。

（a）The first round of PCR （M： DL2000 DNA Marker； 1： IgG） ；（b）The second round of PCR （M： DL2000 DNA Marker； 1： VHH） ；
（c）Identification of library capacity；（d）Amino acid sequence analysis.

图 3　chIL-18 Nb噬菌体展示文库的构建

Fig. 3　Construction of the chIL-18 Nb phage display library

（a） chIL-18 特异性噬菌体淘选；（b） chIL-18 特异性噬菌体富集。

（a） Panning of chIL-18 specific phage； （b） Enrichment of chIL-18 specific phage.
图 4　chIL-18特异性噬菌体淘选与富集

Fig. 4　Panning and enrichment of chIL-18 specific phage
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2. 6　chIL-18重组 Nb的反应活性检测

chIL-18 真核表达蛋白包被 ELISA 酶标板，同

时设置鸡 IL-6 蛋白阴性对照及空白对照，加入纯化

的 5 株 Nb 进行 ELISA 检测。结果显示（图 6）：根据

P/N≥2. 1 判 断 为 阳 性 ，确 定 5 株 Nb（Nb1、Nb2、
Nb3、Nb4 和 Nb5）与 chIL-18 蛋白均能反应。

2. 7　chIL-18重组 Nb的特异性检测

纯化 chIL-18 真核表达蛋白，以鸡 IL-6 蛋白、鸡

IL-8 蛋白和鸡 IL-10 蛋白为阴性对照，以纯化的      
5 株 Nb 作为一抗进行孵育。Western blot 检测结果

显示，5 株 Nb 均与 chIL-18 真核表达蛋白发生特异

性反应，与阴性对照不反应（图 7）。
2. 8　chIL-18重组 Nb的结合活性检测

利用 ELISA 方法验证 5 株 Nb 与 chIL-18 真核

表达蛋白的结合活性，计算 EC50值。结果显示，Nb1
结合活性最好，达到 9. 1 pg/mL，其他 Nb 结合活性

（a）Nb 氨基酸序列分析；（b）Nb 表达结果（M：蛋白质分子质量标准；泳道 1~5：筛选的 5 株 Nb，数字为 Nb 编号）。

（a） Amino acid sequence analysis of Nbs；（b） Expression results of Nbs （M： Protein marker； Lanes 1-5： 5 screened Nbs）.
图 5　chIL-18重组 Nb序列分析及表达

Fig. 5　Sequence analysis and expression of chIL-18 recombinant Nbs

图 6　ELISA验证 chIL-18重组 Nb反应活性

Fig. 6　The reactivity of chIL-18 recombinant Nbs identified by ELISA
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为 16. 73~35. 12 pg/mL（表 2）。
2. 9　chIL-18 Nb1的初步应用评价

利用 IFA 和 Western blot 方法验证 Nb1 是否能

够用于 chIL-18 蛋白的间接免疫荧光和蛋白免疫印

迹 试 验 。 结 果 显 示 ，病 毒 感 染 后 DF1 细 胞 中

chIL-18 表达增加，Nb1 代表的荧光强度增加；随着

蛋白含量的增加，Nb1 代表的显色条带强度也随之

增加（图 8）。

3　讨  论

现有研究中，李行［7］利用传统杂交瘤技术制备

的 chIL-18 单克隆抗体并未有特异性、亲和力等抗

体特性评价，仅有 Western blot 的初步应用，证明该

单克隆抗体能识别变性后的 chIL-18。郑孟加等［8］

制备出 2 株识别 chIL-18 不同表位的单克隆抗体，其

中 Kd 最小的为 4. 4×10−12 mol/L，但缺乏 chIL-18
单克隆抗体的应用评价数据。本研究筛选获得

5 株序列不同的 Nb，其中 Nb1 的各项特性均表现优

异，而在结合活性上更展示出了显著优势，Nb1 的

EC50 为 9. 1 pg/mL。但本研究未对 Nb 的亲和力进

行评价。另外，本研究还采用病毒感染的 DF1 细胞

和转染 chIL-18 重组质粒的 293T 细胞对 Nb1 进行

初步应用评价，表明 Nb1 能满足 Western blot和 IFA
等试验抗体应用要求。但未对 Nb1 进行临床样品

的应用评价，故而 Nb1 在临床使用中的表现情况还

有待考察。此外，本研究未将 Nb1 与以往研究中的

chIL-18 抗体进行生物特性的横向对比，因此目前

仅能在试验数据上进行初步对比，而无法在本质上

说明各抗体间的优劣。

噬菌体展示技术的淘选策略主要分为固相和

1：鸡 IL-6 蛋白；2：鸡 IL-8 蛋白；3：鸡 IL-10 蛋白；4：chIL-18 蛋白。

1： Chicken IL -6 protein； 2： Chicken IL -8 protein；3： Chicken 
IL -10 protein； 4： Chicken IL -18 protein.

图 7　chIL-18重组 Nb特异性检测

Fig. 7　Specificity detection of chIL-18 recombinant Nbs

表 2　chIL-18重组 Nb结合活性检测

Table 2　Binding activity detection of chIL-18 recombinant Nbs

纳米抗体

Nanobody

Nb1

Nb2

Nb3

Nb4

Nb5

EC50/ （pg/mL）

9. 10

22. 56

16. 73

35. 12

32. 99

（a）IFA 检测 Nb1 识别病毒感染细胞中 chIL-18 蛋白结果；（b）Nb1 识别变性 chIL-18 蛋白结果（1：空载体；2：1 μg chIL-18 质粒；2：2 μg chIL-

18 质粒）。

（a）Nb1 recognized chIL-18 protein induced by viruses infection；（b）Nb1 identified denatured chIL-18 protein， （Lane 1： empty vector， Lane2： 
1 μg chIL-18 plasmid， Lane 3： 2 μg chIL-18 plasmid）.

图 8　chIL-18 Nb1初步应用评价

Fig. 8　Preliminary application evaluation of chIL-18 Nb1
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液相 2 种。在固相淘选中，靶标抗原被固定在酶标

板上与特异性噬菌体结合，这种方式会导致靶标抗

原的部分抗体结合表位被遮盖。本研究利用液相

淘选技术，将生物素标记的靶标抗原和噬菌体抗体

文库一同孵育，通过链霉亲和素磁珠结合靶标抗原

的生物素标签 ，富集被捕获的抗原噬菌体结合

物［17］。理论上，该淘选方法弥补了固相淘选方法部

分遮盖靶标抗原表位的缺点，能够对靶标抗原表位

进行充分的暴露，并且由于磁珠的表面积更大，液

相淘选技术还能大幅度提高筛选到的抗体数量。

然而本研究筛选到并能成功重组表达的 chIL-18 
Nb 仅在氨基酸水平上存在不同，识别的均为同一个

chIL-18 表位，表位多样性不足。对此存在三方面

猜想：首先，chIL-18 蛋白分子量小导致抗体可识别

的表位少，而筛选到的抗体所识别的表位是 chIL-
18 的优势表位，且识别优势表位的抗体相较于其他

抗体具有更高亲和力，在四轮液相淘选压力下，亲

和力不足的抗体被洗涤脱落，最终仅留下识别优势

表位的抗体；其次，筛选到的可能识别 chIL-18 不同

表位的抗体无法通过哺乳动物真核表达系统表达，

从而导致了部分抗体的丢失；最后，为节约成本而

选用 chIL-18 原核表达蛋白进行淘选，可能会由于

原核表达蛋白本身蛋白修饰不完整，导致所能筛选

到的抗体多样性减少。

综上所述，本研究采用纯化的 chIL-18 真核表

达蛋白多次免疫羊驼，构建 chIL-18 噬菌体展示文

库，利用液相淘选方法获得 5 株 Nb。最终鉴定发现

Nb1 具有较强的反应活性、特异性和结合活性，适用

于多种实验室应用场景。因此，本研究能够为后续

家禽免疫研究、chIL-18 定量检测试剂盒和治疗药

物的研发提供生物材料支持。
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