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基于哺乳动物细胞的牛免疫球蛋白 G 重组表达及其

纳米抗体的制备研究
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摘要：【目的】利用哺乳动物细胞重组表达系统制备牛免疫球蛋白 G（Immunoglobulin G，IgG）全长及片段抗

体，并基于噬菌体展示技术筛选特异性识别牛 IgG 的高亲和力纳米抗体，为牛 IgG 的检测及功能研究提供新

型抗体工具。【方法】通过检索牛 IgG 编码基因序列，将牛 IgG 的 CH 片段、Fc 片段、CH3 片段和 CL 片段克隆

到 pTT5 真核表达载体，并在 Expi293F 细胞中进行高效表达。使用天然牛血清和重组表达的 Fc片段作为包

被抗原，通过 3轮亲和淘选，从噬菌体展示天然纳米抗体库中筛选特异性结合牛 IgG 的纳米抗体。在 Rosetta

大肠杆菌中对阳性克隆进行诱导表达，并分析其与其他物种 IgG 的特异性及结合位点。【结果】构建了牛 IgG

的 CH 片段、Fc片段、CH3 片段和 CL 片段表达载体，实现了牛 IgG 全长及重、轻链片段在 Expi293F 细胞中的

高效重组表达，利用噬菌体展示天然纳米抗体库，以天然牛血清为靶标，通过生物亲和淘选方法成功筛选并

制备了特异性识别牛 IgG 的纳米抗体。【结论】基于噬菌体展示技术，通过 3轮亲和淘选策略快速筛选获得了

2株靶向牛 IgG 的高特异性纳米抗体，对其重组表达并验证了活性，为后续牛乳或牛肉类制品掺假检测方法

的建立提供参考。
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Abstract: [Objective] This study prepared full-length and fragment antibodies of bovine immunoglobulin G 

(IgG) with a mammalian cell recombinant expression system and screened high-affinity nanobodies that 

specifically recognize bovine IgG based on phage display technology, aiming to provide new antibody tools for 

the detection and functional study of bovine IgG. [Method] By retrieving the bovine IgG gene sequences, the CH 

fragment, Fc fragment, CH3 fragment, and CL fragment of bovine IgG were cloned into the pTT5 eukaryotic 

expression vector and efficiently expressed in Expi293F cells. With natural bovine serum and recombinant Fc 

fragment as coating antigens, three rounds of biopanning were performed to screen for the nanobodies that 
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specifically bound bovine IgG from a phage-displayed nanobody natural library. Positive clones were induced for 

expression in Escherichia coli Rosetta, and their specificity to IgG of other species as well as binding sites were 

determined. [Result] The expression vectors for the CH fragment, Fc fragment, CH3 fragment, and CL fragment 

of bovine IgG were constructed, and efficient recombinant expression of full-length bovine IgG as well as heavy 

and light chain fragments was achieved in Expi293F cells. The specific nanobodies recognizing bovine IgG were 

successfully screened from a phage-displayed natural nanobody library through biopanning with natural bovine 

serum as the target and prepared. [Conclusion] On the basis of phage display technology, two nanobodies with 

high specificity targeting bovine IgG were screened through a three-round biopanning strategy, and their 

recombinant expression and activity verification were successfully completed. This can provide a reference for 

subsequent adulteration detection in milk or beef products.

Keywords: bovine immunoglobulin G; eukaryotic expression; nanobody; biopanning

牛 Ig 是牛体内的一种重要抗体蛋白，其中

IgG 占总 Ig 的 70%~80%。现有研究表明，牛 IgG

具有营养、免疫调节及抗菌等活性，因此其在食品

科学的基础研究及应用领域中得到广泛应用［1］。

例如，研究 IgG 在酸性（如胃酸）或高温加工（如巴

氏消毒）环境下的构象变化［2］，将有助于理解 IgG

如何在消化道中保留活性，帮助优化食品加工条

件以保留 IgG的活性［3-4］。此外，基于 Ig具有的物种

特异性，也常用作物种鉴定的生物标志物［5］，主要是

在开发特异性结合 IgG 的抗体的基础上，采用免疫

分析方法实现对特定 IgG 的识别与检测，以此来鉴

别待测品的物种来源，如基于 Ig检测的肉类掺假免

疫分析测定方法，可用于检测食品中非法添加的猪

肉和鸡肉［6-7］。除肉类检测外，牛 IgG还可用于乳制

品掺假的免疫检测［8］，主要用于甄别高值乳制品，例

如羊奶、驼奶、羊驼奶中是否掺杂普通牛乳［9］。

因此制备具有物种独特性及组成均一的牛

IgG，并在此基础上开发抗牛 IgG 的抗体，对于开

展基于牛 IgG 的基础与应用研究具有重要作用。

然而，传统的牛 IgG 主要依赖于动物来源，受牛体

健康、季节和饲养条件影响［10］，产量不稳定且成本

高，动物来源 IgG 还可能携带病原体（如朊病毒或

细菌），面临生物安全风险［11］。此外，目前抗牛 IgG

的抗体主要是多克隆抗体或基于鼠源的单克隆抗

体［12］。多克隆抗体虽然制备较为简单，但存在交

叉反应率高、重现性差等缺陷。单克隆抗体技术

虽在免疫分析中占据重要地位，却面临着制备耗

时长、对特殊抗原表位识别精度不足的挑战［13］，同

时还面临动物福利等问题。

重组 Ig制备技术是指通过基因工程技术在宿

主细胞（如细菌、酵母、哺乳动物细胞或植物细胞）

中表达和生产 Ig 全长或其片段，这种方法不同于

传统从血清中提取 Ig［14］，而是利用分子生物学手

段“重构”Ig 的基因，实现大规模生产 Ig，具有生产

效率高、产品性能均一、污染风险小等优点。其

中，采用哺乳动物细胞表达系统，还能保持 Ig完成

正确的蛋白质折叠、组装以及物种特异性的糖基

化修饰，从而确保重组表达的 IgG 维持其固有的

构象完整性、稳定性及生物活性［15］。相比传统的

单克隆抗体，纳米抗体相对分子质量约 15 000，是

传统单克隆抗体的 1/10，具有更强的组织穿透力

和均匀分布能力，能识别传统抗体难以触及的抗

原沟槽和裂隙［16-17］，同时纳米抗体可通过噬菌体

展示技术筛选获得，制备流程大幅简化，更加经济

高效且易于大规模生产，已在诊断和治疗等多领

域展现广阔应用前景［18］。

作者旨在实现牛 IgG 全长及其重、轻链片段在

哺乳动物细胞中的重组表达，在此基础上基于噬菌

体展示天然纳米抗体库，筛选可特异性结合牛 IgG

恒定区的纳米抗体，以期为牛 IgG 的研究提供关键

的标准品及识别元件。首先检索牛 IgG编码基因序

列，构建牛 IgG重、轻链全长及恒定区片段真核表达

载体，通过 Expi293F哺乳动物细胞表达系统实现牛

IgG 全长及其重、轻链片段的高效表达。以牛 IgG

为固相靶标，对噬菌体展示天然纳米抗体库实施

3 轮亲和淘选，获得特异性结合牛 IgG 恒定区的纳

米抗体。牛 IgG 全长及重、轻链片段表达鉴定和抗

牛 IgG纳米抗体制备流程见图 1。
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1　材料与方法

1.1　材料与试剂

质粒提取试剂盒、无内毒素质粒小提中量试

剂 盒 ：天 根 生 化 科 技（北 京）有 限 公 司 ；Prime 

STAR HS DNA Polymerase、凝 胶 回 收 试 剂 盒 、

DPN Ⅰ酶：宝日医生物技术（北京）有限公司；无缝

克隆连接试剂盒：翌圣生物科技（上海）股份有限

公司；大肠杆菌 DH5α 感受态细胞：上海生工生物

工 程 有 限 公 司 ；Expi293F 细 胞 ：美 国 Thermo 

Fisher Scientific 公司；Opti-MEM I 减血清培养基：

英潍捷基上海贸易有限公司；PEI：南京禾鸣英固

生物科技有限公司；OPM-293 Hi-exp：上海奥浦迈

生物科技股份有限公司；成牛血清：上海爱必信生

物科技有限公司；其他物种 IgG：均由各物种血清

经 Protein G 柱纯化后获得；小鼠抗牛单克隆抗

体 -HRP：北京索莱宝科技有限公司；辅助噬菌体

M13KO7、HRP 标记小鼠抗 M13 二抗：成都阿帕

克生物科技有限公司；噬菌体展示天然纳米抗

体库：作者所在实验室构建［19］；BCA 蛋白质浓度

测 定 试 剂 盒 ：碧 云 天 生 物 科 技 有 限 公 司 ；Ni 

Sepharose Excel 填料：美国 Cytiva 公司。

1.2　仪器与设备

酶标分析仪：MB-580 型，深圳市汇松科技发

展有限公司；电热恒温水槽：NK-420 型，常州诺基

仪器有限公司；干式恒温器：MK-20 型，杭州奥盛

仪器有限公司；高速冷冻离心机：D-37520型，美国

Thermo Fisher Scientific公司；电子天平：PX224ZH

型，奥豪斯仪器有限公司；生物安全柜：MSC 1.2

型，美国 Thermo Fisher Scientific公司。

1.3　方法

1.3.1　牛 IgG 序列的同源性分析　

使用在线网站 IMGT（https：//www. imgt. org/

IMGTrepertoire/LocusGenes/index.phphash=&species=

bovine）和 NCBI（https：//www.ncbi.nlm.nih.gov/）搜

索牛 IgG 的恒定区氨基酸序列，分析对比其同源

性，进行不同亚型间和不同物种间的序列比对。

1.3.2　牛 IgG 全长及其重、轻链片段表达载体的

构建

将 1.3.1 分析选定后的荷斯坦奶牛 IgG 重链和

轻链氨基酸序列委托通用生物（安徽）股份有限公

司合成至真核表达载体 pTT5 上，并将其合成质粒

分别命名为 pTT5-H（VH＋CH1＋H＋CH2＋CH3）

和 pTT5-L（VL＋CL）。

图 1　牛 IgG 全长及重、轻链片段表达鉴定和抗牛 IgG 纳米抗体制备流程示意图

Fig. 1　Expression identification of full-length bovine IgG and its heavy and light chain fragments and preparation process of 

anti-bovine IgG nanobodies
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为构建牛 IgG 的重链恒定区全长（CH 片段、

CH1+H+CH2+CH3 片段）、Fc 片段（CH2+CH3 片

段）和 CH3 片段表达载体，以 pTT5-H 质粒为模板

通过无缝克隆的方式构建 pTT5-CH、pTT5-Fc 和

pTT5-CH3 重链片段表达载体。同时，牛 IgG 的轻

链恒定区全长（CL 片段）表达载体构建方式与重

链片段表达载体一致，模板换为 pTT5-L 质粒以获

得 pTT5-CL轻链片段表达载体。

1.3.3　牛 IgG 全长及其重、轻链片段的重组表达和

纯化

采用 Expi293F 细胞进行牛 IgG 全长及重、轻

链片段的重组表达，细胞的复苏、传代和瞬时转染

等参考王何瑶［20］的步骤进行。首先复苏 Expi293F

细胞，培养 72 h，细胞生长状态良好且密度达到

3×106 个/mL 后，以此细胞进行 1∶10 传代，稳定传

代 2~3 次后，计算细胞存活率及密度。当细胞存

活率在 95% 以上时，可进行瞬时转染操作。

牛 IgG 全长的重组表达使用 pTT5-H 质粒和

pTT5-L 质粒共转染 ，2 种质粒质量比 1∶2。以

30 mL 转染体系为例，共投入质粒 60 μg，转染时先

将孵育液与转染试剂 PEI进行吹打混匀，再加入质

粒进行吹打，静置 15 min 后，画“8”字或者打圈的

方式滴加进 Expi293F 细胞中，放入摇床中进行培

养。实时检测细胞状态及细胞存活率，待细胞存

活率降至 60% 后，使用 Ni-NTA 亲和柱对其进行纯

化，最终通过 SDS-PAGE 电泳和 ELISA 对洗脱产

物进行鉴定。

牛 IgG 的轻链全长、Fc 片段、CH3 片段和 CL

片段转染步骤与牛 IgG 全长的表达步骤一致，不

同点在于不需要与其他质粒进行共转染，30 mL

转染体系中质粒投入量为 60 μg。牛 IgG 的 CH 片

段的重组表达使用 pTT5-CH 质粒和 pTT5-CL质粒

共转染，2种质粒质量比 1∶1。

1.3.4　抗牛 IgG 纳米抗体的生物亲和淘选

参考文献［21］中的生物亲和淘选方法，以天

然牛血清为靶标，投入噬菌体展示天然纳米抗体

库进行 3 轮生物亲和淘选，随着淘选轮次的增加，

筛选压力逐步增大。为获得特异性识别牛 IgG 的

纳米抗体，实现广谱性的检测功能，淘选产物结合

位点应在恒定区片段上。在第 1、2 轮淘选时只包

被天然牛血清，富集所有能与天然牛血清结合的

纳米抗体；在第 2轮淘选时加入猪 IgG 作为阴性对

照，鼠 IgG 作为负筛抗原；为了获得特异性识别 Fc

片段的纳米抗体，在第 3 轮时加入重组表达的 Fc

片段作为包被抗原进行生物亲和淘选。

1.3.5　抗牛 IgG 纳米抗体的阳性克隆鉴定　

从 1.3.4 中第 1、3 轮滴度测定平板中随机挑取

180个单克隆，先包被天然牛血清和重组表达的 Fc

片段进行初筛，将阳性 OD450/阴性 OD450≥2.1（P/N≥
2.1）的克隆判定为阳性克隆并测序，测序引物序列

为 ：5′-AAGACAGCTATCGCGATTGCAG-3′。对不

同序列的阳性纳米抗体进行 phage-ELISA 鉴定，

同时鉴定包被牛 IgG 全长及重组表达的各片段的

结合能力以及包被不同物种 IgG 的特异性。

1.3.6　抗牛 IgG 纳米抗体的表达和纯化　

使用无缝克隆的方法将纳米抗体阳性克隆序

列构建到 pET-25b 载体上，利用 Rosetta 表达菌株

进行原核表达，借助 6×His 标签通过 Ni-NTA 亲和

表 1　牛 IgG 重、轻链片段表达载体构建的引物及验证引物

Table 1　Primers for constructing and validating expression vectors of bovine IgG heavy and light chain fragments

引物名称

BH-pTT5-CH1

BH-CH

BH-pTT5-CH2

BH-Fc

pTT5-BCH3

BH-CH3

BL-pTT5

BL-Cλ

pTT5-F

pTT5-R

5′—3′

GTGAGGGCCGCTAGCACAACAGCCCCTAAGGTG

CTGTTGTGCTAGCGGCCCTCACCCCAGTCAG

GTGAGGGCCCCACCTGAATTGCCTGGCG

GCAATTCAGGTGGGGCCCTCACCCCAGTCAG

GGCAGGGCCGGCCCTCACCCCAGTCAG

GTGAGGGCCGGCCCTGCCAGAGAAC

GTGAGGGCCGGCCAGCCTAAGTCTCCTCCTAG

CTTAGGCTGGCCGGCCCTCACCCCAGTCAG

GCATGCACAGCTCAGCACTG

ATCTCCGAGGGATCTCGACCA

用途

构建 CH 片段（CH1-CH3片段）表达载体

构建 CH 片段（CH1-CH3片段）表达载体

构建 Fc片段（CH2-CH3片段）表达载体

构建 Fc片段（CH2-CH3片段）表达载体

构建 CH3片段表达载体

构建 CH3片段表达载体

构建 CL片段表达载体

构建 CL片段表达载体

菌落 PCR 验证引物

菌落 PCR 验证引物
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柱对表达产物进行纯化，纯化时在过柱液中加入

终浓度为 10 mmol/L的咪唑洗脱液，以减少非特异

性吸附，重复上柱 2~3 次后，使用梯度洗脱（20、

50、100、200 mmol/L 咪唑溶液）的方式收集表达产

物，然后通过 SDS-PAGE 电泳和 ELISA 对洗脱产

物进行鉴定。

1.3.7　抗牛 IgG 纳米抗体的性能鉴定　

包被天然牛血清、重组表达的牛 IgG 全长及

其片段（CH 片段、Fc 片段、CH3 片段和 CL 片段），

采用间接 ELISA 对抗牛 IgG 纳米抗体的结合位点

进行鉴定；为进一步验证抗牛 IgG 纳米抗体的特

异性，按照上述间接 ELISA 方法，分别设置其他物

种 IgG（兔 IgG、猪 IgG、人 IgG、鼠 IgG 等）、质量分

数 1.5% BSA-PBS、质量分数 1% OVA-PBS 作为对

照组进行特异性验证。

1.4　数据处理

数 据 处 理 和 图 表 绘 制 通 过 Excel 2021 和

Graphpad prism 8.0.1 进行，数据以平均值±标准差

表示。

2　结果与讨论

2.1　牛 IgG 序列的同源性分析

以荷斯坦奶牛为研究对象，经国际免疫遗传学

信息系统（IMGT）和美国国家生物技术信息中心

（NCBI）公共数据库查询，排除不同的可变区序列，

选取 25条不同的 IgG 重链序列和 2条轻链序列，见

图 2。对于 IgG 重链序列，铰链区原始序列为：

5′-DPRCKTTCDCCP-3′，筛选共计发现 7条独立的

IgG重链序列［22］。KT761866因系统发育位置深、序

列保守性高且与轻链进化历史兼容，选定作为牛

IgG重链全长代表模式序列。选定牛 Ig中高表达的

λ基因［23］中 DQ537487-IGLC8作为牛 IgG 轻链全长

代表模式序列，用于后续重组表达的牛 IgG 的重、

轻链全长抗体片段的氨基酸序列，见图 3。

2.2　牛 IgG 全长序列的重组表达及鉴定

牛 IgG 重、轻链全长序列委托通用生物（安徽）

股份有限公司合成并连接至 pTT5 载体上，结果见

图 4（a）。使用 pTT5 质粒特异性引物进行 PCR 扩

增后，目的条带大小符合预期，见图 4（b）。同时，对

冻存的 Expi293F细胞进行复苏，稳定传代 2次后进

行转染，将 pTT5-H质粒和 pTT5-L质粒瞬时转染至

细胞存活率达 98.2% 和细胞密度为 3.1×106个/mL

的 Expi293F 细胞中。如图 4（c）所示，对转染后 1~

7 d的Expi293F细胞存活率和密度进行监测发现，细

胞密度逐渐增大且在第 4天达到峰值，随转染时间

延长细胞存活率逐步下降，培养至第 5天时细胞存

活率降至 70%，收集细胞上清液进行蛋白质纯化。

使用 Ni-NTA 亲和柱对带有 6×His标签的重组

IgG全长和重、轻链全长进行纯化，SDS-PAGE结果

见图 4（d）。IgG全长在 β-巯基乙醇作用下解开二硫

键，还原为重链全长（相对分子质量约为 60 000）和

轻链全长（相对分子质量约为 28 000）。重链全长抗

体片段单独质粒顺转后无法表达，推测可能是缺乏

轻链的正确折叠协助。轻链全长与 IgG全长中轻链

大小一致。通过BCA蛋白质检测试剂盒分析，重组

IgG 的 产 量 为 12.11 mg/L；轻 链 全 长 的 产 量 为

12.80 mg/L。如图 4（e）~（f）所示，采用间接 ELISA

法对重组表达的 IgG 全长和轻链全长进行鉴定，结

果显示，重组表达的 IgG 全长和轻链全长能够与小

鼠抗牛 IgG单克隆抗-HRP体结合，同时重组 IgG只

与小鼠抗牛 IgG单克隆抗体-HRP结合。

2.3　牛 IgG 重、轻链片段的重组表达及鉴定

以前期合成的 pTT5-H 质粒和 pTT5-L 质粒为

模板，构建牛 IgG 的 CH 片段、Fc片段、CH3片段和

CL片段至 pTT5载体，并瞬时转染至 Expi293F细胞

中，见图 5（a）~（b）。后续步骤与 2.2一致，图 5（c）为

图 2　牛 IgG 重、轻链氨基酸序列的系统发育树

Fig. 2　Phylogenetic tree of bovine IgG heavy and light chain 

amino acid sequences
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瞬时转染后细胞存活率和密度情况，曲线趋势与表

达牛 IgG 全长总体趋势一致。

通过 Ni-NTA 亲和柱对 4 种重组表达重、轻链

抗体片段进行纯化。如图 5（d）所示，SDS-PAGE法

鉴定出 CH 片段（相对分子质量约为 45 000）、Fc片

段（相对分子质量约为 35 000）、CH3片段（相对分子

图 3　用于重组表达的牛 IgG 重、轻链全长氨基酸序列

Fig. 3　Full-length amino acid sequences of bovine IgG heavy and light chains for recombinant expression

图 4　牛 IgG 全长的重组表达及鉴定

Fig. 4　Recombinant expression and identification of full-length bovine IgG
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质量约为 13 000）和 CL 片段（相对分子质量约为

13 000）。FC 片段因存在糖基化修饰，因此大于理

论预测值，其余片段与预测相符。同时，使用 SEC

柱从全长抗体中分离出难以独立表达的 CH 片段，

见图 5（e）。将表达出的 4 种重、轻链片段进行

ELISA 鉴定，结果见图 5（f）。重组表达的 CH 片段

和 Fc片段能够与 HRP标记的小鼠抗牛 IgG 单克隆

抗体结合，而重组表达的 CH3片段和 CL 片段不能

结合，推测商业化 HRP标记的小鼠抗牛 IgG单克隆

抗体结合位点在CH2片段上。

2.4　抗牛 IgG 纳米抗体的生物亲和淘选

使用噬菌体展示天然纳米抗体库淘选抗牛

IgG 纳米抗体。天然牛血清来源于经 Protein G 柱

纯化后获得的成牛血清，为了获得可以与天然牛

血清结合的特异性纳米抗体，首先使用天然牛血

清作为第 1、2 轮筛选靶标物。随后为了减弱天然

牛血清中可变区的影响，筛选重链恒定区特异性

抗体，使用作者重组表达的 Fc 片段作为第 3 轮筛

选的靶标物。按照“结合-洗脱-富集”的生物亲和

淘选策略进行 3 轮淘选，淘选策略见表 2，滴度结

果见图 6。第 2 轮淘选时加入负筛，天然牛血清包

被质量浓度降至 10 μg/mL，结合时间 1 h，体积分

数 0.05% PBST洗涤次数增加至 15次，滴度随着筛

选压力的增大明显下降。在第 3 轮淘选时包被抗

原更换为重组表达的 Fc 片段，包被质量浓度为

5 μg/mL，为防止筛选压力过大、回收率过低，结合

温度和时间与第 2 轮淘选保持一致 ，体积分数

0.05% PBST 洗涤次数增加至 20次，结果显示回收

率增加，富集度明显上升。

2.5　抗牛 IgG 纳米抗体的阳性克隆鉴定

挑取 180 个单克隆经 phage-ELISA 初筛后，

共获得 32 个具有不同序列的阳性纳米抗体。如

图 7（a）~（c）所示，通过鉴定阳性纳米抗体与牛 IgG

全长（包括天然 IgG 和重组 IgG）及各片段的结合

能力和特异性，发现其中 87.5% 能与天然牛血清

结合，56.3% 能与重组牛 IgG 结合，21.9% 能与重组

Fc片段结合，6.3% 能与天然牛血清、重组牛 IgG 和

图 5　牛 IgG 重、轻链片段的重组表达及鉴定

Fig. 5　Recombinant expression and identification of bovine IgG heavy and light chain fragments

表 2　抗牛 IgG 纳米抗体 3轮淘选策略

Table 2　Three-round biopanning screening strategy for 

anti-bovine IgG nanobodies

淘选轮次

1

2

3

包被抗原

天然牛血清

天然牛血清

重组 Fc片段

包被质量浓度/

（μg/mL）

20

10

5

洗涤次数

PBST＋PBS

10+3

15+3

20+3

结合温度

及时间

37 ℃，2 h

37 ℃，1 h

37 ℃，1 h
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重组 Fc 片段结合，而不与其他物种 IgG、BSA 和

OVA 结合。2 个阳性纳米抗体单克隆（1、27）测序

结果见图 7（d），分别命名为 VHH-1和 VHH-27，FR

区高度保守，CDR 区高度可变。

2.6　抗牛 IgG 纳米抗体的表达纯化及性能鉴定

将阳性纳米抗体序列构建到 pET-25b载体上，

经 Rosetta 大肠杆菌表达后 ，通过 SDS-PAGE 法

检测到相对分子质量约 15 000 的纳米抗体，见

图 8（a）。后续将含目的条带的洗脱液进行超滤浓

缩处理，经计算 VHH-1表达量为 0.47 mg/L、VHH-27

表达量为 0.51 mg/L。将获得的纳米抗体进行

ELISA 鉴定，结果见图 8（b）。表达的 VHH-1 和

图 7　噬菌体展示天然纳米抗体单克隆的筛选与鉴定

Fig. 7　Screening and identification of monoclonal nanobodies through phage display

图 6　抗牛 IgG 纳米抗体 3轮生物亲和淘选结果

Fig. 6　Biopanning results of anti-bovine IgG nanobodies
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VHH-27 与重组表达的 Fc 片段和 CH3 片段结合，

推测其识别位点在 CH3 片段上。VHH-1 与重组

Fc 片段的结合是 VHH-27 的 2.0 倍，与重组 CH3 片

段的结合是 VHH-27的 1.3倍。

3　结论

牛 IgG 作为牛体内占比高达 70%~80% 的主

要抗体蛋白，凭借其营养、免疫调节及抗菌等多元

生物学功能，在食品科学领域展现出重要的基础

研究价值与广阔的应用前景。基于牛 IgG 所具有

的物种特异性，其已成为物种鉴定的关键生物标

志物，通过开发特异性抗体并结合免疫分析方法，

可实现对牛 IgG 的精准识别与检测。为满足牛

IgG 基础与应用研究中对标准品的迫切需求，制备

具有物种独特性及组成均一的牛 IgG 并开发相应

抗体显得尤为重要。作者采用哺乳动物细胞表达

系统可确保重组 IgG 及重、轻链片段完成正确的

折叠、组装及糖基化修饰，维持其天然构象与生物

活性。结果表明，重组表达的牛 IgG 全长、轻链全

长、CH 片段和 Fc片段能够与小鼠抗牛 IgG 单克隆

抗体-HRP结合。

现有抗牛 IgG 抗体主要是多克隆抗体及鼠源

单克隆抗体，主要面临交叉反应率高、重现性差、

制备周期长、表位识别精度不足及动物福利等问

题。作者采用噬菌体展示技术筛选纳米抗体可

有效规避传统单克隆抗体制备周期长、动物伦理

限制等局限，且所获纳米抗体兼具相对分子质量

小、稳定性高及可识别隐蔽抗原表位等独特优

势。在第 1、2 轮以天然牛血清为包被抗原，富集

所有能与天然牛血清结合的纳米抗体，建立广谱

性抗体库；随后，在第 3 轮引入重组表达的 Fc 片

段作为包被抗原进行定向淘选，筛选特异性识别

恒定区片段的纳米抗体。作者成功筛选了 2 株

（VHH-1 和 VHH-27）能与天然牛血清、重组牛 IgG

和重组 Fc 片段结合，而不与其他物种 IgG、BSA 和

OVA 结合的纳米抗体。

作者构建了牛 IgG 重、轻链片段表达载体，实

现了牛 IgG 全长及重、轻链片段在 Expi293F 细胞

中的高效重组表达，利用噬菌体展示天然纳米抗

体库，以天然牛血清、重组表达的 Fc 片段为靶标，

通过生物亲和淘选方法成功筛选了 2 株特异性识

别牛 IgG 的纳米抗体，可为后续牛乳或牛肉类制

品掺假检测提供参考。
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