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【摘* 要】目的：克隆白癜风患者淋巴细胞中原始配对的自
身抗体基因，构建噬菌体抗体库并筛选针对黑素细胞膜抗原

的特异性抗体, 方法：细胞内 QMR法扩增人免疫球蛋白轻链
和重链可变区基因，MB.重组酶介导下完成单个细胞内的轻重
链连接，获得反映体内原始配对信息的单链抗体可变区基因，

构建噬菌体抗体库，筛选针对黑素细胞膜抗原的自身抗体,
结果：构建完成库容量约为 + S /"’ 的噬菌体抗体库，筛选得

到 ! 株针对黑素细胞膜抗原的自身抗体, 结论：利用细胞内
QMR技术和噬菌体抗体库技术成功构建免疫文库，为进一步
研究自身抗体在白癜风发生发展过程中的作用奠定了基础,
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GH 引言
白癜风是一种常见的皮肤色素脱失性疾病，病因

尚未完全明确，近年的研究倾向于自身免疫在黑素细

胞破坏中发挥了重要作用, 患者体内存在包括抗黑
素细胞抗体在内的多种自身抗体［!］, 抗黑素细胞抗
体针对多种黑素细胞成分，其滴度与疾病活动性平

行［$］，部分抗体针对细胞膜抗原，在黑素细胞破坏中

有重要作用, 我们在前面的实验中已经摸索出细胞
内 QMR扩增抗体基因的方法，成功扩增患者体内原
始亲本配对的自身抗体基因［+］，进一步结合噬菌体

抗体库技术，构建免疫文库并筛选针对黑素细胞膜抗

原的自身抗体，为研究血清中抗体对黑素细胞的作用

奠定了基础,

IH 材料和方法
I, IH 样本 H 白癜风患者均来自西京医院皮肤科门
诊，诊断依据白癜风临床分型及疗效标准（$""+ 修订
稿）［(］，选择进展期、面积较大（皮损面积占体表面积

)Z以上）的患者，其中男 (0 例，女 )$ 例；年龄 !$ [
))（平均 $!）岁；平均病程 $ 26；所有患者采血前 +
26内未接受皮质类固醇、免疫调节药物、光化学等系
统治疗,
I, JH 试剂H 免疫磁珠，M@!& \单抗（]@ QI3B24>5.>
公司），辣根过氧化物酶（FRQ）标记羊抗人 U5^ 和
FRQ标记羊抗鼠 U5 （̂武汉博士德生物制品公司），蛋
白酶 _（J.B=‘ ‘^3Y 公司），QMR 引物由赛百盛公司
合成，-B4T6/ 和逆转录酶 O;A.BO=B4A7!（ U>?47B65.> 公
司），MB.重组酶（纽英伦生物公司），-3a酶和 QMR产
物回收纯化试剂盒（-3_3R3 公司），限制性内切酶和
-( @bY 连接酶（ QB62.53 公司），噬菌体表达载体
QF1bU由本校生化教研室雷迎峰博士惠赠，大肠杆
菌 DX#]/;. 和含卡那霉素抗性的辅助噬菌体 VM#
OJ!+ 由本实验室常规保存,
I, KH 扩增体内亲本配对的抗体基因
!, +, !* 分离 M@!& \ ]淋巴细胞* 常规培养人黑素细
胞，活细胞 1XUOY 法［)］筛选强阳性血清，抽取相应静
脉血各 !) 2X，用淋巴细胞分离液按常规方法分离外
周血单核细胞，免疫磁珠分离收集 M@!& \ ]淋巴细胞,
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!" #" $% 扩增抗体基因% 按文献［#］扩增人类主要的
轻重链可变区基因，所有引物序列：&’()*()*(+((,
(+(*+(+( #’，&’)+(+***)++)*()*)+*)+(+*,
(( #’，&’+*((+)*((+))*((+((-*).*)*/) #’，
&’+*((+(.**((()*(+0)*((0***.* #’，&’*)+*,
*)*)(+)+*++)**)(*+*+()+*+)+**+*+)(++,
(**+* +(+())())())())+)*())())+))+))
*(+-(+(+)-(*(+))-//(*1)) #’，&’)*)()++,
)*()+*++)**)(* ())+*(())(2)+*))-(3*(,
+)))+(*)*)) #’，&’)*)()++)*()+*++)**)(*
())+*(())(+*+**(*(+*(+).)+(3)*)) #’，&’
)*)()++)*()+*++)**)(* ())+*(()) (+++*,
*(*(3*(+)-)+(*)*)) #’，&’ (*))*)()++)*,
()(()))+(!!""!!##""!))+((*()+()*(03,
(0+(*)3(( #’，&’(+(*)+**)*)(+)*#"!""!!$
"!*)(***(+*.*))+0)**((*))) #’，&’(+(*)+,
**)*)(+)*#"!""!!"!*)(***(+*+*))+)***(
(*))) #’，&’(+(*)+**)*)(+)*#"!""!!"!*)(,
***++*)*))+(*)(*(*)) ) #’， &’ )+(+***
)++)*()*)+*)+(+*(( #’"（ %&’4 位点 !!" "!!
##" "!!；()*4位点 #"! ""! !"!+ 引物中的简并碱
基符号 / 5 ( 6 *，2 5 + 6 )，- 5 + 6 (，0 5 ) 6 (，3 5
+ 6 *，. 5 ) 6 *，1 5 ) 6 ( 6 *，7 5 + 6 ( 6 *，8 5 + 6 ) 6 *，
9 5 + 6 ) 6 (）" :)-! 反转录、分别扩增轻链和重链可
变区基因，);< 酶重组后 :)-$ 及 :)-# 扩增反映体
内原始装配的抗体基因，各步 :)- 反应条件均优化
为 =&> #? @，&A> B? @，A$> ! CDE"
!" #$ 构建 %&’(噬菌体抗体库$ 纯化的 0FGH基因产
物，经 %&’4和 ()*4双酶切，与同样双酶切回收的 :8I,
J4载体大片段连接，电转化 KL,1MN<感受态菌，#A >
!?? ; 6 CDE振荡 ! O，取适量菌液铺于 +CP 阳性的 L1
琼脂平板，#A>数菌落计算库容，并挑单菌落提取质
粒，酶切鉴定抗体库的重组率" 其余菌液转入含氨苄
青霉素（!?? CQ 6 L）的 01培养液，#A>振荡 ! O，加入
四环素（!? CQ 6 L），#A>振荡 ! O，按 ! R M?!$ FSN 6 CL
加入辅助噬菌体 9)02!#，#A>振荡 $ O 后加入卡那
霉素（A? CQ 6 L），#A>振荡过夜" 次日，收集菌液 B>
&??? ; 6 CDE离心 !& CDE，收集上清，加 :I(T??? 至 B?
Q 6 L，JU)M 至 #? Q 6 L，冰浴中沉淀 #? CDE，B> T???
; 6 CDE离心 #? CDE，弃上清，!? Q 6 L 10+, !? Q 6 L甘油,
:10溶解沉淀，!$ ??? ; 6 CDE 离心，上清即为噬菌体
抗体库，V $?>保存"
!" )$ 筛选噬菌体抗体库$ 参照文献［W］，以完整的
黑素细胞为抗原对噬菌体抗体库进行 B 轮富集筛选"
$ R !?A 个细胞洗涤离心，#? Q 6 L 10+,:10 ! CL，#A>

封闭 ! O，弃封闭液，加噬菌体抗体库液 ! CL，#A>缓
慢颠倒吸附 $ O" 离心弃上清，:10 洗涤（第一轮洗 $
次，以后每轮洗 $? 次），加入对数期生长的 KL,1MN<
菌液 $ CL，#A>振荡培养 #? CDE，取适量铺盘计算回
收率，其余转入三角烧瓶，加 01 至总体积 !? CL，
#A>振荡培养 ! O，加入 A? CL 01 培养液和 +2:
（!?? CQ 6 L），于 #A>振荡培养至对数生长期；加 ! R
M?!$ FSN 9)02!# 诱导表达，#?>振荡培养过夜" 次日
将菌液离心收集上清，浓缩后得到次级库，反复筛选

B 轮"
!" *$ 噬菌体抗体的表达和特异性检测
!" W" !% 噬菌体抗体的表达% 从第 # 轮和第 B 轮筛选
后的培养皿上分别随机挑取 B? 个菌落各加入到 !" &
CL L1培养液中（+CP !?? CQ 6 L，/UE $& CQ 6 L）中，
#A>振荡培养过夜" 补加 !" & CL L1，振荡培养 ! O，
加入 &? !L 9)02!#，#?>振荡培养过夜" 次日，菌液
离心上清即为初步筛得的噬菌体抗体"
!" W" $ % 抗体特异性的细胞 IL40+ 检测 % 将黑素细
胞接种于 =W 孔培养板上，待贴壁生长后，:10 洗涤加
入 #? Q 6 L 的 10+,:10（#?? !L 6孔），#A>封闭 ! O"
弃去封闭液，加入待测噬菌体抗体（&? !L 6孔），#A>
孵育 ! O" 用 ?" & CL 6 L *X<<E$?,:10 洗涤 # 次，加
8-:,抗 2!# 抗体（工作浓度 ! Y &???，&? !L 6孔），
#A>孵育 ! O" ?" & CM 6 L *X<<E$?,:10 洗涤 & 次后显
色，于波长 B=? EC 测定 , 值" 显色阳性的克隆再以
黑素瘤细胞系 LD1;，#A&，角质形成细胞、成纤维细胞
和角蛋白等为抗原鉴定抗原抗体反应的特异性"

+$ 结果
+" !$ 扩增 %&’(基因$ 细胞内 :)-扩增 0FGH 基因，
电泳目的条带约为 T?? ZP，与预期大小相符（图 !）"

2：2U;[<;（7L$???）"

图 !% 细胞内 :)-扩增 0FGH基因

+" +$ 构建噬菌体抗体库$ 构建的噬菌体抗体库库容
约为 # R M?W，挑 $? 个单菌落提质粒进行 %&’4 和 ()*4
双酶切、琼脂糖凝胶电泳，!= 个见 T?? ZP左右目的条
带，重组率为 =&\（图 $）"
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!! "# 筛选噬菌体抗体库# 用黑素细胞对噬菌体抗体
库进行亲和吸附筛选，经过 " 轮筛选，特异性噬菌体
抗体逐渐富集，到第 " 轮回收率增加约 #$ 倍（表 %）!

&：&’()*(（+, -...）!

图 -/ 噬菌体抗体库重组分析，显示 !"#0 和 $%&0 双酶切后的
阳性克隆

表 %/ 每轮筛选噬菌体抗体库的投入产出比 （123）

次数 投入 产出 投入产出比

% %! 4 5 %.%- - 5 %.# %! 6 5 %. 7#

- 8 5 %.%% -! - 5 %.$ -! $ 5 %. 74

6 -! % 5 %.%- 8! - 5 %.$ " 5 %. 74

" 9 5 %.%% $! 8 5 %.$ 8! $ 5 %. 74

!$ %# 抗体特异性的 &’()*检测# 随机挑取 8. 个单
菌落制备噬菌体抗体，:,0;<检测到 % 株可与黑素细
胞结合，而与黑素瘤细胞系 ,=>(，6$4，角质形成细胞、
成纤维细胞和角蛋白等无关抗原反应呈阴性!

"# 讨论
早在 -. 世纪 8. 年代，国外学者就发现白癜风与

自身免疫有密切关系，开始了对白癜风自身抗体的研

究! >?@A(?B 等［$］发现，白癜风患者体内存在多种抗
体，除针对黑素细胞胞浆和胞膜抗原的抗体外，还检

测到针对角质形成细胞或其他普通组织抗原的抗体，

相当数量的白癜风患者合并有甲状腺功能不全，部分

患者可以检测到甲状腺自身抗体［8］! 我们通过活细
胞 :,0;<法、C*@A*(B DEFAA=BG，免疫组化、免疫荧光等
多种方法证实，白癜风患者体内存在抗黑素细胞膜自

身抗体，主要为 0GH抗体，滴度与疾病活动性相关，此
类抗体直接针对黑素细胞膜表面抗原导致黑素细胞

破坏，进一步释放酪氨酸酶及相关蛋白等胞浆抗原，

产生更多自身抗体引起损伤［4，9］! 但自身抗体在疾病
发生中究竟是始动因素还是继发反应，也一直存在争

议，因此有必要深入研究白癜风自身抗体，特别是针

对黑素细胞膜抗原的特异性抗体!
-. 世纪 9. 年代开始出现的噬菌体抗体库技术
是抗体研究和制备方面的重大突破，应用于寻常型天

疱疮、系统性红斑狼疮、H(’I*J 病等自身免疫性疾病
和病毒感染性疾病，已经筛选得到疾病相关性自身抗

体［%. 7 %-］! 但传统方法构建的抗体库，是将大量的细

胞混合，反转录分别扩增轻链基因和重链基因，得到

的扩增产物是多种轻链基因的混合产物和多种重链

基因的混合产物，混合产物再随机组合到噬菌体载

体! 最终同一个载体上的轻链与重链的配对是人工
随机组合的，而不是在体内时的原始配对，无法反映

患者体内抗体的原始配对情况! 为解决这一问题，我
们引入细胞内 KLM 技术扩增抗体可变区基因! 细胞
内 KLM技术是一种全新的扩增抗体可变区基因的方
法，通过固定通透化外周血淋巴细胞，以一组引物直

接在细胞内部扩增抗体轻、重链基因并装配成单链抗

体，可以获知编码体内原始轻、重链配对抗体基因的

准确信息，从分子水平上阐述致病性自身抗体的产生

机制、编码基因的规律和基因突变特点［%6 7 %"］! 本研
究结合细胞内 KLM 技术和噬菌体抗体库技术，从人
免疫细胞中扩增体内亲本配对的单链抗体可变区基

因，克隆到噬菌体载体，同时以融合蛋白的形式表达

在噬菌体外壳表面，利用完整细胞筛选特异性针对黑

素细胞膜抗原的自身抗体，从而得到编码疾病相关抗

体基因的准确信息!
研究中筛选血清抗体滴度高的白癜风患者，因其

>细胞已经对黑素细胞抗原产生体液免疫应答，抗体
在体内经过抗原选择、可变区基因重排和亲和力成

熟，产生特异性和亲和力较好的目的抗体! 本实验经
细胞内 KLM成功克隆白癜风自身抗体基因，构建完
成库容量 6 5 E.#，重组率 94N的免疫库! 白癜风发病
过程中，直接针对黑素细胞膜表面抗原的自身抗体扮

演了重要角色，因此以完整黑素细胞为抗原，通过 "
轮O亲和吸附P洗脱P扩增O筛选，获得 % 株特异性针对
黑素细胞膜抗原的抗体! 该抗体基因反映体内原始
的轻重链搭配，进一步探索其性能和生物学作用，可

能为白癜风发病机制的研究提供新思路!
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+- 对象和方法
=4 =] 对象] 选择择期行肺切除术患者 !（男 D，女 C）例，年龄
K=4 C _ =D4 B（E= ‘ BK）岁4 术前 P"P 分级：!级 D 例，"级 C
例，! 例均无食管、瓣膜和主动脉严重病变4
=4 C] 方法] 在诱导前、气管插管后、开胸后、单肺通气后 =R
和 KR <)(，肺切除及恢复双肺通气后、侧卧改平卧 G 个时间
点，用两法同时测量 @a4 患者充分镇静后，将食道探头装上
探头套，检查探头和探头套间无气泡后，将探头经口或经鼻插

入患者食道4 当探头到达胸 K、胸 ! 两椎体间，与降主动脉相
平行4 此时慢慢旋转探头，当显示屏上清晰显示主动脉前后
壁，绿色的回波能量条较长，多普勒血流图形标准，血流声音

响亮时，表明探头位置正确4 平卧位将静脉导入鞘置入患者
颈内静脉，固定后放入 ==R 8<肺动脉导管，接压力传感器，根
据压力曲线判断导管位置4 当导管进入右房后，向球囊内注
入 =4 K <M空气，继续进管，观察压力曲线，直至导管漂到肺动
脉4 测量时，在吸气末快速（!E +）向右房内注入 Rb的 KR
* \ M葡萄糖溶液 =R <M4 连续测量 E 次，取均值作为检测结果4
如其中 = 次测量值变异大于均值的 =Rc，则再检测 = 次，取 D
次的均值4

.- 结果 - L’<. 法测得 @a 为（D4 A _ =4 =）M \ <)(，-J 法为
（!4 E _ =4 K）M \ <)(4 %值为 =E4 E=，& d R4 RR=4 两法测得 @a差
值的均值为 F =4 D M \ <)(，标准差 =4 =M \ <)(，AKc一致性区间
为 F E4 ! ‘ R4 G M \ <)(4 回归方程为 L’<. e =4 !A f R4 KR -&，’ e
R4 DG，相关系数为 R4 !AC4

/- 讨论- -J测量 @a在过去 ER $得到国内外广泛接受并用
于术中、S@g的心功能监测，是目前 @a 测量的金标准4 近年
来，血流动力学监测仪发展迅速，无创、连续和实时监测成为

新的趋势4 其中，超声多普勒技术相对较成熟，国外对其临床
应用的评价文章较多，但一直存在争论4 ,.[.( 等［=］对 =E 例
心脏手术后患者用 L’<.和 -J同时测量 @a4 研究发现，两法
的相关系数为 R4 G=4 >$’**)等［C］却发现两者的相关系数仅为
R4 RA，据此认为不能单用 L’<.监测 @a，且目前难以替代 -J4
著名医学统计学家 P2/<$(和 ?2$(&认为相关系数和回归不能
正确评价测量研究，推荐采用 ?2$(&9P2/<$( 分析来评价，用
AKc一致性区间代替相关和回归4
分析造成本研究 L’<. 和 -J 测量结果有较大差异的因

素，可能有以下这些4 L’<.方面：定位虽有多种衡量指标，但
实际操作仍有一定难度；测量结果易受电刀干扰；术中吸痰、

患者体位变动、手术操作也可影响探头位置，因而影响结果4
-J方面，冰水的误差，冰水进入人体前温度升高造成测得 @a
增大；@a结果受注入时间影响，肺动脉温度基线水平随呼吸
变化，因此注射冰水应与通气周期中某一点同步4 虽然研究
中已经注意，但影响难以全部排除；输液速度对测量的影响

补液过快会造成测量值偏低，但因病情因素，研究中有时补液

较快；病理状态的影响，如左向右分流，右向左分流亦可影响

测量结果4
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