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[ Abstract] 　A IM : To co n s truc t a hum an na tu ra l p ha ge

s ing le 2cha in an tibo dy ( scFv) lib ra ry w ith d ive rs ity. M ETH2

OD S: VH a nd VL gene s w e re am p lifie d by R T2PCR a nd he2

m i2PCR from p e rip he ra l b loo d lym p ho cyte s o f he a lthy p e r2

so n s. The V gene s w e re a s sem b led to fo rm scFv by o ve rlap

PCR a nd c lo ne d in to p hagem id pCAN TAB 25E, a nd then

tran sfo rm e d in to E. co li TG1 by e le c tropo ra tio n to co n s truc t a

hum a n na tu ra l p hage scFv lib ra ry. The d ive rs ity and ge ne

fam ily o f an tibo dy ge ne w e re a na lysed by seque nc ing a nd

the sp e c ific an tibo d ie s a ga in s t va rio u s a n tige n s w e re

sc ree ne d th ro ugh b io 2p a nn ing. RESUL TS: A hum an na tu ra l

p ha ge scFv lib ra ry w ith d ive rs ity and 2 ×108 s ink s ize w a s

co n s truc te d succe s sfu lly. The sp e c ific hum a n scFvs a ga in s t

5 an tige n s w e re o b ta ine d by b io 2p ann ing. CO NCL US IO N:

A hum a n na tu ra l p ha ge scFv lib ra ry w ith d ive rs ity is co n2

s truc ted succe ssfu lly and can be app lie d to hum an an tibo dy

p rep a ra tio n.

[ Keywords] hum a n na tu ra l p hage an tibo dy lib ra ry; scFv;

d ive rs ity

[摘 要 ]　目的 : 构建多样性良好的人源天然噬菌体抗体库。

方法 : 从正常人外周血中分离淋巴细胞 , 以 RT2PCR和半巢

式 PCR扩增重链可变区 VH基因和轻链可变区 VL基因 ,以重

叠延伸 PCR将 VH、VL组装成 scFv基因 , 并将其克隆入噬菌

粒载体 pCANTAB25E中。以 pCANTAB25E电转化大肠杆菌

TG1, 构建人源天然噬菌体抗体库 , 测序分析抗体基因的家族

信息和多样性 , 并用多种抗原对其进行筛选。结果 : 获得了

库容为 2 ×108的人源天然噬菌体抗体库。分别用 5种抗原对

其进行筛选 , 均可获得特异性噬菌体抗体的富集。结论 : 成

功地构建了一个多样性良好的人源天然噬菌体抗体库 , 可用

于制备具有应用前景的人源抗体。

[关键词 ] 人源天然噬菌体抗体库 ; 单链抗体 ; 多样性

[中图分类号 ] Q782　　　[文献标识码 ] A

　　库容量和多样性是衡量抗体库质量的两个重要

参数。库容越大 , 从中筛选得到抗体的可能性越大 ,

而且库容的大小与所获抗体的亲和力成正比 [ 1 ]。在

抗体库的构建过程中 , 大多数研究者都力求构建大

库容的抗体库 [ 2, 3 ] , 但是对衡量抗体库质量的另一个

重要指标 抗体库多样性的关注相对较少 , 抗体库

多样性方面的专门报道也较少。本研究力求在抗体

库的多样性方面有所突破 , 即以未经免疫的健康人

外周血为基因来源 , 以一套被证明能扩增出所有抗

体基因的 PCR引物及自行设计的引物扩增获取全套

抗体可变区基因 , 从而构建了一个多样性相对良好

的人源天然噬菌体抗体库 , 为以后筛选各类病毒、毒

素、肿瘤特异性抗原及自身免疫疾病相关抗原等 , 获

得特异性的人源治疗性单克隆抗体 (mAb)奠定基础。

1　材料和方法

1. 1　材料　大肠杆菌 TG1和 HB2151、辅助噬菌体 M13K07

及 N ot I/S fi I预处理的噬菌粒载体 pCANTAB25E, 均购自

Pharmacia公司。淋巴细胞分离液为上海恒信化学试剂有限公

司产品。Trizol试剂购自 Roche公司。AMV和 RNasin等反转

录系统购自 Promega公司。mRNA Purfication Kit购自 Amer2

sham公司。随机六聚体、N ot I、Sfi I等限制性内切酶、Taq

DNA聚合酶及 DL 2 000 DNA marker, 均购自 TaKaRa公司。

T4 DNA连接酶购自华美生物工程有限公司。TG1 Electropora2

tion2Competent Cells购自 Stratagene公司。DNA凝胶回收试剂

盒购自上海华舜生物工程有限公司。Exp ression Module /RPAS

和 HRP2anti2M13 mAb 均为 Amersham 公司产品。 HTLV

ENV166[ 4 ]、H IV ENV18、TP17、sAg、NE2等 5种抗原 [ 5 - 8 ] ,
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由本实验室表达并纯化。寡核苷酸引物由上海博亚公司合成。

1. 2　方法

1. 2. 1　人淋巴细胞 cDNA的合成　抽取 20例未经免疫健康

人的外周血 , 用淋巴细胞分离液常规分离其淋巴细胞 , 共获

得 1 ×109个细胞。按 Trizol说明书所述提取总 RNA, mRNA

的分离纯化按 Amersham mRNA Purification kit所述操作 , 最

后以得到的 mRNA为模板 , 以随机六聚体为引物反转录合成

第 1链 cDNA。

1. 2. 2　引物设计　采用 B radbury等 [ 9 ]报道的扩增人抗体可

变区基因的引物序列 , 其中扩增 VH基因 5′端的引物 7条 , 扩

增 VH基因 3′端的引物 6条 , 扩增 Vκ基因 5′端的引物 4条 ,

扩增 Vκ基因 3′端的引物 3条 ,扩增 Vλ基因 5′端的引物 9条 ,

扩增 Vλ基因 3′端的引物 2条。在扩增 VH基因 5′端引物中加

入 S fi I酶切位点 , 在扩增 Vκ基因和 Vλ基因 3′端引物中加入

N ot I酶切位点。在此基础上 , 另外设计了 5条半巢式 PCR引

物 (表 1)。

表 1　半巢式 PCR引物　　Tab 1　The p rimers for hem i2nest PCR

Primer Sequences of p rimers Remarks

h IgG1R 5′2ggA TCC TCT AgA TTT ACC Cgg AgA Cag g23′ Primers of amp lifying CH gene of human IgG1

h IgG2R 5′2TCTATCCACgAgggTCC23′ Primers of amp lifying CH gene of human IgG2

h IgG3R 5′2CTCTCTTgTCCACCTTgT23′ Primers of amp lifying CH gene of human IgG3

hKCR 5′2ggA TCC TCT AgA ACA CTC TCC CCT gTT g23′ Primers of amp lifying human CK gene

hLCR 5′2CATTCATgAgACACACCT23′ Primers of amp lifying human Cλ gene

1. 2. 3　VH和 VL基因的 PCR扩增　 (1)直接 PCR扩增 VH和

VL基因 : 以第 1链 cDNA为模板 , 将 VH基因的 5′端引物和

VH基因的 3′端引物两两配对 , 共组成 42个引物对 , 将 Vκ和

Vλ基因分别组成 12对和 18对引物进行扩增。扩增条件为 :

94℃ 1 m in, 55℃ 1 m in, 72℃ 1 m in,共 33个循环。PCR产物

经琼脂糖凝胶电泳鉴定后回收纯化。 (2)半巢式 PCR扩增 VH

和 VL 基因 : 将扩增 CH 基因的引物 ( h IgG1R、 h IgG2R和

h IgG3R)等摩尔比混合 , 作为 1条下游引物使用。然后分别

以扩增 VH基因 5′端的 7条引物与之配对 , 以第 1链 cDNA为

模板 , 扩增 VH基因。再以扩增产物为模板 , 以相应的扩增

VH基因 5′端的引物和 6条扩增 VH基因 3′端的引物组成的引

物对 , 进行第 2次 PCR扩增。同样 , 对 Vκ和 Vλ基因也进行

半巢式 PCR扩增。第 1轮 PCR条件为 : 94℃ 5 m in, 94℃

1 m in, 50℃ 1 m in, 72℃ 1 m in,共 30个循环。第 2轮 PCR的

复性温度改为 55℃, 其余与第 1轮 PCR的条件相同。PCR产

物经琼脂糖凝胶电泳鉴定后回收纯化。

1. 2. 4　噬菌体抗体库的构建与鉴定　 (1)抗体库的构建 : 将

所有回收的 VH基因片段混合即得到 VH基因库 , 同样将回收

的 Vκ和 Vλ基因片段混合后即得到 VL基因库 , 然后用重叠

延伸 PCR法 , 分别在 VH基因的 3′端、VL基因的 5′端加上连

接体 (L inker) , 形成 VH 2linker基因片段和 VL 2linker基因片

段 , 再将这两个基因库等摩尔混合 , 互为引物及模板 , 在新

的 PCR系统中进行重叠延伸 , 即得到完整的 scFv基因片段。

然后以完整的 scFv基因片段为模板 , 进行 PCR大量扩增 , 即

得到 scFv基因库。将回收纯化的 scFv基因产物经 N ot I/Sfi I

双酶切后克隆入噬菌粒载体 pCANTAB25E中 , 并以连接产物

电转化大肠杆菌 TG1。将转化菌涂布于含 50 mg/L氨苄青霉

素 (A)和 20 g/L葡萄糖 ( G)的 2 ×YT2AG平皿上 , 于 30℃培

养过夜 ,次日 , 用含 100 mL /L甘油的 2 ×YT液体培养基收集

菌体 , 保存于 - 80℃。取 10μL转化产物适度稀释后 , 涂布

于 2 ×YT2AG平皿上 , 于 30℃培养过夜 , 次日根据长出的菌

落数目计算库容。 (3)抗体库的重组率鉴定 : 随机挑取 20个

单菌落 , 培养后提取质粒 , 经 H ind III/N ot I双酶切后 , 进行

20 g/L琼脂糖凝胶电泳检测 scFv基因的插入率。 (4)抗体基

因多样性的检测 : 随机挑取 10个单菌落 ,进行 PCR扩增并回

收 scFv基因片段。然后用 B stN I酶切 , 酶切产物进行 120 g/L

的 PAGE, 分析其多样性。随机挑选 60个正确插入的单菌落

进行测序 , 用 DNASTAR软件包里的 Editseq软件分析、翻译

所得序列 , 用 B lastp分析序列的同源性 , 并与 VBASE2数据

库 ( http: / /www. dnap lot. de /vbase2 / )和 IMGT2VQUEST数据库

( http: / / imgt. cines. fr)比对 , 以获取抗体基因的家族信息。

1. 2. 5　噬菌体抗体库的筛选 　取适量抗体库菌液加入到

500 mL的 2 ×YT2AG培养基中 ,于 37℃振摇培养至 A600 = 0. 5

时 , 用 M13K07辅助噬菌体感染 , 于 37℃振摇 1 h。然后离心

收集菌体 , 用 500 mL 2 ×YT2AK (含 50 mg/L氨苄青霉素和

100 mg/L卡那霉素 )重悬沉淀 , 于 25℃培养过夜。离心收集

菌体 , 将上清以 PEG/NaCl沉淀后 , 再用 50 mL TE重悬沉淀 ,

经孔径为 0. 45μm的滤膜过滤 , 测定其 CFU, 即得到人源噬

菌体抗体库。将噬菌体抗体库与等体积 MPBS(40 g/L脱脂奶

粉溶于 PBS)等体积混合 , 室温下静置 30 m in。将混合液加入

到包被有 10 mg/L纯化抗原的 EL ISA板中 , 每孔 100μL, 于

37℃放置 2 h,用 PBST(pH 7. 2)洗板 9次 ,再用无菌 PBS洗 3

次。每孔加入 100μL对数生长期的 E. coli TG1, 于 37℃温育

1 h。回收已感染噬菌体的 E. coli TG1, 涂布于 2 ×YT2AG平

板上 , 于 30℃培养至形成可见菌落。刮取平板上的菌落再次

培养 , 进行下一轮的筛选。在第 2～3轮筛选时 , 抗原的包被

浓度由 10 mg/L逐渐降低为 5 mg/L及 2 mg/L, 同时 PBST和

PBS的洗涤次数逐渐增加 , 其余操作相同。如此经过 3或 4

轮吸附 2洗脱 2扩增的筛选过程 ,便可富集到特异性噬菌体抗体。

1. 2. 6　噬菌体抗体的 EL ISA检测　取每轮筛选后得到的噬

菌体培养上清 , 等体积加入 EL ISA封闭液 , 混匀 , 室温静置

30 m in。取 100μL加入到已包被相应抗原的 EL ISA板条中 ,

于 37℃孵育 2 h, 以 PBST洗涤 5次。加入 1∶8 000的 HRP2抗
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M13抗体 , 于 37℃孵育 1 h, 同上洗涤后 , 加底物 TMB溶液

显色 15 m in, 以 2 mol/L H2 SO4终止反应 , 测定 A450 /630值。

2　结果

2. 1　抗体 V区基因的扩增　以从 20个健康人 PBMC获得 20

份第 1链 cDNA为模板 , 对每 1份 cDNA模板分别进行抗体 V

区基因的扩增。将扩增 VH基因 5′的端引物和 3′端的引物两

两配对 , 共组成 42个引物对 , 将 Vκ和 Vλ基因分别组成 12

对和 18对引物 , 分别进行直接 PCR。结果发现 , 以来自不同

个体的 cDNA为模板 , 扩增的 12个 Vκ基因的产物令人满意 ;

而对于 VH和 Vλ基因而言 , 以不同 cDNA为模板得到的扩增

产物有所差异 ,在总共 60对引物中 , 直接 PCR累计不重复有

56对引物 PCR扩增到目的基因 , 另外 4对引物始终未得到目

的基因片段。其中有一部分反应得到的目的基因片段的机率

很高 , 而有一部分反应得到的目的基因片段的机率较低。图

1显示的是部分经直接 PCR扩增的人抗体 V区基因 , VH基

因片段为 350 bp左右 , Vκ和 Vλ基因片段约为 320 bp左右。

为了提高抗体 V区基因的扩增效率 , 尤其是保证稀有基因的

获得 , 我们进一步采用半巢式 PCR, 即以扩增 V区基因 5′端

的引物与位于 3′端的 C区基因的引物进行第 1次扩增 , 再以

其产物为模板 , 以扩增 V区基因 5′端和 3′端的引物进行第 2

次扩增。结果累计以 72对引物进行的半巢式 PCR全部为阳

性。由图 2可知 , 与直接 PCR相比 , 在半套式 PCR中 , 第 8、

9、19及 24号引物对的扩增频率分别由 0%提高到了 20%、

20%、60%及 80%。另外 ,有 18对引物在半套式 PCR中的扩

增频率明显高于直接 PCR。其中 , 第 36号引物对的扩增频率

由 20%提高到 100% (增加了 5倍 ) ; 第 23和 32对引物的扩

增频率由 40%提高到 80% (增加了 2倍 )。

图 1　人抗体 V基因的部分直接 PCR扩增产物

Fig 1　D irect PCR p roducts of V genes of human antibody

2. 2　scFv基因的组装和扩增　采用 SOE2PCR法将 VH和 VL

基因组装成 scFv基因 , VH和 VL基因之间以 ( GGGGS) 3基因

序列连接。SOE2PCR的好处在于可将重组过程放在体外进

行 , 不但实验过程大大简化 , 能更好的监控组装的成功率 ,

同时也能使抗体 VH和 VL基因的组装产生 scFv基因的多样

性最大化。用 PCR法分别在 VH基因的 3′端和 VL基因的 5′

端加上连接体 ( linker) , 形成 VH 2linker基因片段和 VL 2linker

基因片段。再将这两个基因库等摩尔混合 , 互为引物及模板 ,

在新的 PCR系统中进行重叠延伸 ,即得到完整的 scFv基因片

段。然后以完整 scFv片段为模板 , 进行 PCR大量扩增 , 最终

得到约 750 bp的 scFv基因片段 , 同预期的结果相符。

图 2　直接 PCR与半巢式 PCR扩增效果的比较

Fig 2　Comparison of amp lification efficiency between the direct

PCR and the hem i2nest PCR

1: hVH5F /hVH4 /5R; 2: hVH5F /hVH3R; 3: hVH10F /hVH1 /2R; 4:

hVH10F /h IgM R; 5: hVH10F /h IgG R; 6: hVH14F /hVH4 /5R; 7:

hVH14F /h IgG R; 8: hVK1F /hVK2 /4R; 9: hVK1F /hVK5R; 10:

hVK9F /hVK5R; 11: hVL1F /hVL1 /2R; 12: hVL38F / hVL1 /2R; 13:

hVK9F /hVL1 /2R; 14: hVL15F /hVL1 /2R; 15: hVL7 /8F /hVL7R; 16:

hVL11F /hVL7R. Positive rate of PCR: amp lified times of target genes/ to2

tal amp lified times.

2. 3　抗体库的构建和鉴定　将最终得到的 scFv基因片段经

S fi I/N ot I双酶切 ,胶回收纯化及定量后 ,连接至经 S fi I/N ot I

预处理的噬菌粒载体 pCANTAB25E中 ,电转化 E. coli TG1,构

建抗体库。自制电转感受态效率在 1 ×109～1 ×1010转化子 /μg

超螺旋质粒 DNA之间 ,连接物的转化效率保持在 107转化子 /μg

连接物 , 累计经过近百次电转 , 所获抗体库的库容为 2 ×108。

随机挑取 20个单菌落提取质粒 , 以 H ind III/N ot I双酶切鉴

定重组率 , 结果有 19个质粒插入 scFv基因片段 ,抗体库的重

组率为 95%。随机挑选 10个质粒 , 将以 PCR扩增的 scFv基

因回收后 , 经 B stN I酶切后 , 进行 120 g/L的 PAGE分析表

明 , 所挑选的 10个质粒的酶切图谱各不相同 , 说明抗体库的

基因多样性良好 (图 3)。

图 3　scFv基因的 B stN I酶切鉴定

Fig 3　B stN I digestion analysis of scFv gene

M: DNA DL 2 000 marker; 1 - 10: Random ly choosed 10 recombinant

p lasm ids.

2. 4　抗体基因的序列分析 　从库中随机挑取若干单个菌落

进行测序 , 最终得到了 61条基因序列。这些序列的 B lastn结

果表明 , 它们都是由人抗体 V区基因组成的 scFv基因序列。

DNASTAR分析结果表明 , 其中有 46条为翻译完全正确的

scFv序列 , 占所测得序列的 75. 4%。将这些序列与 IMGT2

VQUEST数据库比对 , 以获得抗体基因家族的信息 (V gene

fam ily) , 结果如图 4所示。所获重链基因包含了 IGHV1～
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IGHV6家系、IGHD1～ IGHD6家系及 IGHJ1～ IGHJ6家系 , 轻

链基因的家族包含了 IGKV1～ IGKV6家系、 IGKJ1～ IGKJ5家

系、IGLV1～IGLV3、IGLV6、IGLV8家系及 IGLJ1、IGLJ3家系。

图 4　构建的天然人源噬菌体抗体库中基因家族的分布

Fig 4　D istribution of V gene fam ilies in the constructed natural

human phage antibody library

A: Gene fam ilies of IGHV, IGHD and IGHJ segments; B: Gene fam ilies of

IGKV, IGLV, IGKJ and IGLJ segments.

2. 5　天然人源噬菌体抗体库的初步应用 　为了进一步验证

抗体库的质量 , 采用固相筛选法 , 针对本实验室制备的 5种

抗原进行特异性人源噬菌体抗体的初步筛选。经 3或 4轮筛

选 , 噬菌体抗体的收获率呈明显增加的趋势。随着筛选轮数

的增加 , 噬菌体抗体的 EL ISA活性也呈逐步上升趋势 (图 5)。

图 5　以 5种抗原对噬菌体抗体库筛选结果的 EL ISA检测

Fig 5　Detection of results of phage antibody library screened with

5 antigens by EL ISA

3　讨论

抗体库的多样性是衡量抗体库质量的一个重要

指标 , 与抗体基因的来源、扩增引物、抗体基因的

PCR及抗体组装方式等因素直接相关。天然人源噬

菌体抗体库的基因源自人天然抗体基因 , 由于很难

得到完全不经免疫的个体 , 而且不同个体的初始 B

细胞的种类及数量也不一样。为了消除人个体的差

异 , 尽可能获得最大的抗体遗传信息 , 样本的来源需

要有一定的代表性。我们在参考国外同类型研究的

基础上 (国外一般是 2～4人 , 最多可达 43人 ) [ 10 ]
,

以 20位未经免疫的健康人的外周血作为人天然抗体

基因的来源。此外 , 一个 B细胞克隆含有一种抗体

基因 , 而且不同的 B细胞克隆表达的 mRNA的丰度

也不相同。本研究获得的 PBMC达 10
9个 , 这样既提

高了抗体基因的多样性 , 又增加了抗体 mRNA的相对

丰度 , 为构建一个高质量的天然抗体库奠定了基础。

PCR引物与抗体库的多样性密切相关 , 引物设

计不当就可能导致某个或某些抗体家族的基因的丢

失 , 从而大大降低库的多样性。在实验中我们发现 ,

仅使用直接 PCR法扩增抗体基因的效果并不尽如人

意。在 72对引物中 , 有一部分反应得到的目的基因

片段的机率很高 ; 而有一部分反应得到的目的基因

片段的机率较低 , 有 4对引物始终未得到目的基因

片段。而半巢式 PCR的引入则可大大增加获得抗体

家族 V区基因机率 , 结果累计 72对引物的半巢式

PCR全部为阳性 , 其中有 18对引物在半套式 PCR中

的扩增频率明显高于直接 PCR, 这可能是因为某些

抗体的 mRNA量太少以至一次直接 PCR难以成功。

考虑到半巢式 PCR的局限性 有可能导致抗体多

样性的减少 , 我们采用了直接 PCR和半巢式 PCR相

结合的方式来共同扩增抗体 V区基因 , 使获得的抗

体基因在质量和数量上都得到保证。虽然 PCR扩增

出的基因片段十分明显 , 也不代表能扩增出所有的

V基因。我们从抗体库中随机挑取的若干个单菌落

的测序结果与 VBASE2数据库和 IMGT2VQUEST数据

库比对 , 发现这些序列几乎涵盖了现有已知所有重

链基因家族和大部分轻链基因家族 , 使抗体基因的

多样性得到保证。不同抗体家族所获序列数目的不

一致 , 一方面反映了抗体基因的使用频率的差异 , 另

一方面也可能是受到 PCR过程的影响。

用 5种不同的抗原对该抗体库进行筛选 , 经 3

或 4轮筛选之后 , 用 EL ISA法检测噬菌体抗体的多

样性得到显著提高 , 说明针对每一种抗原的噬菌体

抗体都得到了特异性富集。本研究成功地构建了一

个多样性良好人源天然噬菌体抗体库。

天然抗体库的优点在于所获抗体基因都在体内

经过重排 , 100%的具有活性 [ 1 ]。本研究中构建的天

然人源噬菌体抗体库 , 虽然受到抗体基因获取方法

(下转 793页 )
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究发现 , 其可诱导肿瘤细胞凋亡使肿瘤消退 , 激活细

胞内的 caspase、NFκB和 JNK/p38等 [ 10, 11 ]
, 并与化

疗药物具有协同作用 , 与 TRA IL具有相似的生物学

活性及信号传导机制。caspas 8的抑制剂可显著抑制

mAb mDRA26诱导的 Jurkat细胞凋亡 , 提示 mAb

mDRA26可能具有类似 TRA28的作用和机制。与

rhTRA IL相比较 , TRA28对正常肝细胞无毒性 , 可能

具有比 rhTRA IL更好的抗肿瘤应用前景。

以上表明 , mDRA26是一种具有诱导肿瘤细胞

凋亡活性的抗人 DR5的功能性 mAb, 将其人源化改

造后可有效地用于肿瘤的治疗 , 为 TRA IL /DR5系统

的抗肿瘤应用提供一种新的生物治疗制剂。另外 ,

对其空间构象的研究可用于探讨 DR5的功能结构域 ,

进一步阐明 DR5与 TRA IL相互作用的分子机制。
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及组装过程的影响 , 但正确组装及翻译的序列所占

比例为 75. 4% , 说明功能性抗体的比例较高。近来

有研究者利用 Cre / loxp定位重组系统 [ 11 ]
, 通过细胞

内重组 , 有效地避开了转化效率的制约 , 成功地解决

了抗体容量的难题。目前 , 我们正在做这方面的尝

试 , 即在保证库多样性的基础上再扩大库容 , 以期望

获得更为理想的超大容量的抗体库。
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