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摘要 

目的：乳腺癌是人与犬共同高发的一类重要肿瘤性疾病。在所有的恶性肿瘤中，

乳腺癌的发病率已经跃居女性肿瘤首位，雌犬的乳腺肿瘤发病率也位于前二，且无

品种差异，而目前常规的人类医学和宠物医学检测手段都存在一定的缺陷，因此本

实验旨在构建出能与 MDA-MB-231 肿瘤细胞特异性结合的 PD-L1 纳米抗体，通过

与荧光染料耦连，作为小动物活体成像试剂，在活体成像中使肿瘤显影。方法：基

于目前已有的纳米抗体库，获得具有高亲和力的 Unique 序列，扩增 VHH 片段，

插入到 pVHH-hIgG1 Fc 表达质粒中，构建 VHH-hIgG1 Fc 抗体重组表达质粒，使

用 HEK293F 细胞真核瞬转表达重组抗体，SDS-PAGE 胶检测表达的 PD-L1 纳米抗

体的分子量大小和纯度，流式细胞术验证抗体的亲和力，最后通过小动物活体成像

系统，对 PD-L1 纳米抗体的特异性和准确性进行小鼠体内验证。结果：构建的 10

个抗体产量均在 20-100mg/L，SDS-PAGE 胶验证蛋白纯度>95%，在还原条件下蛋

白质的迁移率为 35-50kDa；经流式细胞术验证，都与 PD-L1 中高表达的人乳腺癌

细胞 MDA-MB-231 有较强结合，随抗体浓度提高，细胞阳性率也呈现出上升趋势，

在抗体浓度为 50μg/mL 时，其中 9 个抗体的阳性率＞80%；小鼠活体成像实验表

明，使用 DyLight™ 800 NHS Ester 这个荧光染料标记抗体，对抗体活性没有影响，

经小鼠尾静脉给药后，在体内只会与 MDA-MB-231 皮下瘤结合，与主要脏器（肝

脏、心脏、脾脏、双肺、双肾）几乎没有非特异性结合，适合作为首选荧光染料。

结论：本实验最终验证的 4 个 PD-L1 纳米抗体与人乳腺癌细胞 MDA-MB-231 具有

高亲和力，耦连荧光染料后在小动物活体成像系统中能够使该肿瘤显影。可以认为

这 4 个纳米抗体对 PD-L1 中高表达的人乳腺癌细胞 MDA-MB-231 具有较高的灵

敏度和特异性，能准确地检测和定位肿瘤病灶。 

 

关键词：MDA-MB-231；PD-L1；纳米抗体；肿瘤显影
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Abstract 

OBJECTIVE: Breast cancer is an important group of neoplastic diseases that are 

highly prevalent in both humans and dogs. Among all malignant tumours, the incidence 

of breast cancer has jumped to the first place of female tumours, and the incidence of 

mammary tumours in female dogs is also located in the top two, and there is no difference 

between breeds, and there are certain deficiencies in the current conventional means of 

detection in both human medicine and pet medicine, so this experiment aims to construct 

a PD-L1 nanoantibody that can specifically bind with the MDA-MB-231 tumour cell 

specific binding PD-L1 nanoantibodies, which can be used as small animal in vivo 

imaging reagents by coupling with fluorescent dyes to visualize tumours in in vivo 

imaging. METHODS: Based on the currently available nanoantibody libraries, Unique 

sequences with high affinity were obtained, the VHH fragment was amplified and inserted 

into the pVHH-hIgG1 Fc expression plasmid to construct the recombinant expression 

plasmid of the VHH-hIgG1 Fc antibody, the recombinant antibody was expressed using 

eukaryotic transient expression of HEK293F cells, the expressed PD-L1 nanoantibody 

was detected by SDS-PAGE gel molecular weight size and purity, flow cytometry to 

verify the affinity of the antibody, and finally in vivo mouse validation of the specificity 

and accuracy of the PD-L1 nanoantibody by a small animal in vivo imaging system. 

RESULTS: The yields of the 10 constructed antibodies were all in the range of 20-

100mg/L, and the SDS-PAGE gels verified that the protein purity was >95%, Protein 

mobility under reducing conditions was 35-50 kDa; as verified by flow cytometry, all of 

them showed strong binding to MDA-MB-231, which is highly expressed in human 

breast cancer cells in PD-L1, and the cell positivity rate positively increased with the 

increase of antibody concentration, and 9 of them showed >80% positivity rate at the 

concentration of antibody of 50 μg /mL, the positivity rate of nine of the antibodies 

was >80%; in mouse live imaging experiments, it was shown that four antibodies labelled 

with Thermo Fisher's product DyLight™ 800 NHS Ester were able to bind exclusively to 

MDA-MB-231 subcutaneous tumours in nude mice and showed little or no non-specific 

binding to the major organs (liver, heart, spleen, both lungs, both kidneys), making them 

suitable for use as the preferred fluorescent dye. CONCLUSION: The four PD-L1 
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nanoantibodies finally validated in this experiment have high affinity for human breast 

cancer cell MDA-MB-231, and coupled with fluorescent dyes were able to visualise this 

tumour in a small animal in vivo imaging system. It can be concluded that these four 

nanoantibodies have high sensitivity and specificity for human breast cancer cell MDA-

MB-231, which is highly expressed in PD-L1, and can accurately detect and localise the 

tumour foci. 

 

Keywords: MDA-MB-231; PD-L1; Nanobodies; Tumour Visualisation
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缩略语表 

缩略语 英文全称 中文全称 

PD-L1 Programmed cell death-ligand-1 细胞程序性死亡-配体 1 

PD-1 Programmed death-1 细胞程序性死亡受体 1 

TNBC triple-negative breast cancer 三阴性乳腺癌 

PR Progesterone Receptor 孕激素受体 

ER Estrogen Receptor 雌激素受体 

HER-2 Human Epidermal Growth Factor Receptor-2 人表皮生长因子受体-2 

TILs Tumor infiltrating lymphocytes 肿瘤浸润淋巴细胞 

ICIs Immune checkpoint inhibitors 免疫检查点抑制剂 

ORR Overall response rate 客观缓解率 

pCR Pathologic complete Response 完全缓解率 

PFS Progression-free survival 无进展生存期 

OS Overall survival 总生存 

IHC Immunohistochemistry 免疫组织化学 

NSCLC Non-small cell lung cancer 非小细胞肺癌 

TMB Tumor Mutational Burden 肿瘤突变负荷 

GFP Green Fluorescent Protein 绿色荧光蛋白 

RFP Red Fluorescent Protein 红色荧光蛋白 

TCGA The Cancer Genome Atlas 癌症基因组图谱 

FBS Fetal Bovine Serum 胎牛血清 

PBS Phosphate Buffered Saline 磷酸缓冲盐溶液 

DMSO Dimethyl sulfoxide 二甲基亚砜 

CMT canine mammary tumor 犬乳腺肿瘤 

CMC canine mammary carcinoma 犬乳腺癌 

Ab Antibody 抗体 

Fab Fragment of antigen binding 抗原结合段 

Fc Fragment crystallizable 抗体结晶段 

ScFv Single-Chain Fragment Variable 单链可变区片段 

HCAbs Heavy-chain antibodies 重链抗体 

SdAb Single-domain antibodies 单域抗体 
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第一章  绪论 

1.1  研究背景 

细胞程序性死亡-配体 1（Programmed cell death-ligand-1, PD-L1）也叫作表面

抗原分化簇 274（Cluster of Differentiation 274, CD274）或 B7 同源体（B7 Homolog 

1, B7-H1），是一种分子量大小为 40KDa 的跨膜糖蛋白[1]。PD-L1 主要在肿瘤细

胞、T 细胞、NK 细胞等细胞膜表面表达，和 PD-1 一样都是肿瘤抑制性分子，其

功能与免疫系统的抑制相关[2]。细胞程序性死亡受体 1（Programmed death-1, PD-

1）也称为表面抗原分化簇 279（cluster of differentiation 279, CD279），是一种细胞

表面受体，主要在 CD4+和 CD8+ T 细胞以及活化 B 细胞中表达[3]。PD-1 与 PD-L1

相结合后，会引起 T 细胞发生凋亡，并诱导 T 细胞逐渐失去效应功能，向抑制 T

细胞分化[4]。在 PD-L1 与 PD-1 相互作用后，会导致肿瘤细胞产生免疫逃逸机制，

使得肿瘤细胞能够逃避机体免疫系统的识别和攻击[5]。系统性红斑狼疮这类自身免

疫性疾病与先天性 PD-L1 表达缺失有关[6]，而后天性的 PD-L1 表达改变，则和肿

瘤免疫逃逸机制相关。 

恶性肿瘤已经成为威胁人类生命和健康主要疾病。在过去几十年中发病率及

死亡率持续上升[7 ]。据国际癌症研究机构（International Agency for Research on 

Cancer,IARC）统计显示，2020 年度全球预计将新增约 1929 万例癌症病例，以及

995 万例新增死亡病例，其中，肺癌在全球范围内成为癌症致死率最高的疾病，据

估计其导致的癌症死亡人数约占总数的 18%[8 ]，而在这所有预计新增的癌症病例

中，女性乳腺癌现已超越肺癌成为全球发病率最高的恶性肿瘤之一，其发病例数高

达 226.1 万，所占比例为 11.7%，位居榜首[9-10]。与此同时，通过对比美国的相关

统计数据可以发现，我国女性患乳腺癌的平均年龄在 49.1 岁，显现出明显的年轻

化趋势[11]。在全球范围内，女性最常见的癌症类型就是乳腺癌，我国女性乳腺癌的

发病率正处于逐年攀升的状态，在所有的恶性肿瘤中，乳腺癌的发病率已经跃居女

性肿瘤首位，每年有超过 30 万名新增患者；而女性肿瘤死亡率依次为肺癌、肝癌、

胃癌、乳腺癌 [12]。 
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1.2  犬乳腺癌概述 

乳腺癌是指乳腺上皮细胞由于遭受各类致癌因子影响而导致其正常增殖过程

被扰乱，进而引发乳房部位出现肿块、乳头异常分泌物以及腋窝淋巴结肿大等临

床症状，若进展至晚期阶段还会涉及到诸多器官发生转移现象，严重威胁生命健

康[13]。犬乳腺肿瘤（canine mammary tumor, CMT）是兽医临床最常见的肿瘤之一

[14]，占雌性犬发病率 50%-70%，其中犬乳腺癌（canine mammary carcinoma, 

CMC）占 CMT 的 50%[15]。雄性犬的乳腺肿瘤发病率仅为 0-2.7%[16]。犬有五对乳

腺，平行躯体纵轴，于腹中线两侧依次分布。发病部位从胸部到腹部呈递增趋

势，最常发生部位为最后一对乳腺[17]。犬发病原因通常是由自身因素和外界因素

两方面共同作用的[18]，内因主要包括：犬的性别、年龄、品种、生育情况、绝育

情况、自身免疫与饮食情况等，外因主要包括：药物、寄生虫、病毒、机械性刺

激等。 

犬乳腺癌的诊断主要有以下手段：临床检查、病史调查、实验室检查、影像

学检查、病理学检查、分子生物学检查等[19]。但这些诊断手段目前都存在一定的

缺陷[20]：实验室血常规和血生化检查无法特异性检测乳腺癌肿瘤标志物；X 射

线、B 超、CT、核磁共振这些影像学检查无法显示微小的钙化点；病理组织切片

检查只能反映取样时病变部位的状态，无法检测肿瘤细胞转移情况；分子生物学

诊断用于检测遗传物质和蛋白质的改变，需要找到可靠的肿瘤标志物。在宠物临

床上，手术切除肿瘤依然是最常规的治疗方式，但当肿瘤体积过大或其他因素干

扰无法进行手术时，只能使用化学疗法或免疫治疗来控制癌症进程。犬乳腺癌与

人乳腺癌在肿瘤分子变化和临床特征有极高的相似度[21]，如发病率、激素相关

性、肿瘤大小与形态、临床表现以及组织学和分子异质性，可作为人乳腺癌研究

的理想动物模型[22]。 

1.3 人乳腺癌概述 

人医临床针对常规乳腺癌的主要治疗手段依然是外科手术，此外，还需辅以适

当的放射性疗法、化学疗法、内分泌疗法、靶向药物治疗以及多种治疗方式相互融

合的综合性治疗方案，能有效降低乳腺癌的复发率与死亡率[23 ]。虽然上述疗法能
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够取得良好的治疗效果，但无可否认的是，这些疗法伴随着一定程度的毒性和副作

用，会产生严重的耐药问题，并且诊疗成本颇高[24]。而三阴性乳腺癌（triple-negative 

breast cancer, TNBC）约占所有乳腺癌新发病例的 24%[25]，是一类外科术后具有更

高的复发率、更高的转移风险及较差预后的乳腺癌。TNBC 的孕激素受体

（Progesterone Receptor, PR）、雌激素受体（Estrogen Receptor, ER）与人表皮生长

因子受体-2（Human Epidermal Growth Factor Receptor-2, HER-2）表达皆呈现出阴

性状态[26 ]，因此造成了常见的内分泌治疗及针对 HER2 的分子靶向药物治疗对

TNBC 患者无效，并且患者易对化疗耐受[27]，免疫治疗和靶向治疗药物也相对较少

[28]，预后不佳，目前临床尚无良好的治疗方法[29]。 

1.4  PD-L1 在 TNBC 的表达情况 

肿瘤免疫逃逸是肿瘤生存的重要策略，产生免疫逃逸的机制有很多种，包括调

节免疫系统中的免疫细胞，免疫抑制细胞因子和趋化因子，以及下调免疫功能的

“免疫检查点”通路的途径[30] 。肿瘤浸润淋巴细胞（Tumor infiltrating lymphocytes，

TILs）会表达程序性死亡受体 1（PD-1）[31]，同时，肿瘤细胞也会在自身细胞膜表

面表达程序性死亡配体 1（PD-L1），这种特殊的配体与 TILs 上的 PD-1 分子相互

结合，发挥了负反馈免疫调节效应的作用，抑制了 TILs 的活化活性，从而使得肿

瘤细胞借助免疫逃逸策略而存活。在 TNBC 患者体内，PD-L1 的表达水平呈现出

显著性的超越其他分子亚型乳腺癌的趋势 [32 ]，在大部分种类的人类癌症中，PD-

L1 表达比率的平均值仅为 0.7%，但是在 TNBC 中，这一比例上升到了 2.0%[33]。

考虑到上述因素，抗 PD-1/PD-L1 的免疫检查点抑制剂（Immune checkpoint inhibitors，

ICIs）在 TNBC 治疗领域备受关注，已然成为充满巨大潜在潜能的研究热点之一

[34]。 

目前临床验证 ICIs 效能的研究证据表明： 1. ICIs 单药因为肿瘤微环境的复杂

性在非选择患者中治疗有效率偏低，默沙东 KEYNOTE-119 的研究显示：对于转

移性的 TNBC 患者来说，单药使用帕博利珠单抗的客观缓解率（Overall response 

rate，ORR）不足 5%，对比化疗的患者并没有获得生存期方便的益处，并且治疗成

效与 PD-L1 的表达状态没有必然联系[35]；2. ICIs 进一步联合化疗手段可能有助于

提升治疗收益，但由于各试验研究结果的差异性较大，还需要更多的数据加以明确。
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KEYNOTE-522 研究发现在早期三阴乳腺癌患者中，帕博利珠单抗联用单纯新辅助

化疗的患者在组织学方面的完全缓解率(Pathologic complete Response, pCR) 明显

优于安慰剂联合单纯新辅助化疗的相同人群，提示联合化疗策略的有效性，为高危

早期 TNBC 的免疫治疗开创了新局面[36]；针对晚期 TNBC 解救治疗的 KEYNOTE-

355 研究中提到：在转移性三阴性乳腺癌癌患者中，帕博利珠单抗联合化疗患者比

安慰剂联合化疗患者在无进展生存期（Progression-free survival，PFS）方面有显著

改善，并且没有观察到额外的不良反应，这表明了在标准化疗的基础上加入帕博利

珠单抗具有一定的有效性[37]；KEYNOTE-35 研究结果与 Impassion130 试验基本一

致，该试验显示在紫杉醇中加入阿替利珠单抗作为转移性 TNBC 的一线治疗，带

来了 PFS 的显著延长；Impassion 031 研究发现，早期 TNBC 患者在接受阿替利珠

单抗与化疗协同治疗后，pCR 的提升幅度十分可观，且治疗整体安全可靠[38]；而 

Impassion131 研究发现与单独使用紫杉醇相比，阿替利珠单抗与紫杉醇联合使用并

不能改善 PFS 或总生存（Overall survival，OS）[39]，这无疑对阿替利珠单抗的临床

应用提出了挑战。 

1.5  PD-L1 常用检测手段 

在患者接受免疫疗法之前，常规做法是采集组织样本并实施免疫组织化学

（Immunohistochemistry, IHC）检测，通过带显色剂标记的特异性抗体与细胞结合

显色，对肿瘤细胞内 PD-L1 分子的表达水平进行定性定量的分析测定，并根据其

结果来评估患者能否从抗 PD-L1 免疫疗法当中获益，以此筛选出适合使用 ICIs 治

疗的癌症患者[40-41]。有研究结果表明患者对免疫治疗的机体反应及副作用与其 IHC

检测结果存在着一定的对应关系，高表达 PD-L1 的患者预后更差，说明 PD-L1 水

平能在一定程度上反映出患者预后趋势[42]，但是不同分型的癌症 PD-L1 的表达水

平不尽相同[43]。但是现侵入性的 IHC 检测只能呈现出取材时肿瘤局部样本组织中

PD-L1 的表达水平，无法展现出肿瘤整体 PD-L1 表达情况，以及可能存在的转移

灶的 PD-L1 表达情况，也无法实现对整个机体中 PD-L1 表达状态的连续监测[44]。

有研究用 PD-L1 单克隆抗体 SP142、SP263、22C3、28-8 对 38 例非小细胞肺癌

（Non-small cell lung cancer, NSCLC）患者进行 IHC 检测，其中 19 例患者在四种

检测抗体中被判定为阳性结果，5 例的患者判定为阴性，另外 14 例的患者的检测



第一章绪论 

5 

 

结果则在 cut-off 值范围内上下波动[45]。SP263、22C3 和 28-8 在肿瘤细胞中检测

PD-L1 表达一致性较好，而 SP142 在肿瘤中染色与其他三个抗体染色一致性较差。

因此，目前 IHC 检测的抗体以及评判阳性的标准尚未形成共识，缺乏足够的前瞻

性临床研究证据支持抗体间检测结果互用的可行性，未形成统一标准，也会导致

IHC 检测结果的差异[46]，继而导致能否精确预测病患治疗效果出现偏差。Muenst[47]

等人发现当 PD-L1 在细胞膜上表达时，OS 整体表现较为不佳；而 Li 等人则指出

间质的 PD-L1 表达，反而能提高 TNBC 患者的远期生存率[48]。由此可以看出，即

便是运用同一种免疫组化检测方法，诊断试剂盒不同、判读人不同、判读标准不同、

判读共识不同，均有可能造成最终结论不同，因此不能简单地将结论之间的分歧归

结于免疫组化检测手段的半定量特质上。 

在胃癌的免疫治疗中，PD-L1 作为生物标志物在临床现状、检测抗体、组织病

理样本、检测过程和判读方面都有许多挑战。因此更多的研究都聚焦于探讨肿瘤突

变负荷（Tumor Mutational Burden, TMB）这一备受关注的预测疗效标志物。徐瑞

华教授领导的团队进行的针对 Her-2 阴性晚期胃癌免疫治疗单药一线治疗研究显

示[49]，单药治疗有效，ORR 与二线和三线单药应用对比未看到明显提升。在此过

程中，TMB 高的病人其达到了 33.3%，总生存期达到了 14.6 月，对比于 TMB 较

低者的客观缓解率为 7.1%，总生存期 4.0 月，有显著提升。然而需要得到重视的

是，尽管 TMB 具有潜力，但它同样存在着短板，与 IHC 一样无法精准预测病情，

不同的检测平台和不同的阈值难以保证检测公司进行 panel 等效性验证，并且由于

TMB 测试方法较为繁琐且价格不菲，这一点仍需要在实际应用中加以考虑。 

随着无创影像学技术的突飞猛进，分子影像已经逐步渗透到肿瘤基础研究和

临床诊疗领域，成为不可或缺的重要工具。以 PD-L1 为靶点的成像不仅能清晰地

反映出肿瘤转移灶处的 PD-L1 表达状况，同时还能够提供关于 PD-L1 在整个身体

内的表达情况的全面资讯。这种非侵入式的检测方式不受肿瘤异质性的干扰，有望

成为筛选对 PD-L1 免疫治疗敏感的个体的新型诊断手段[50-51]。 

1.6  传统抗体与纳米抗体 

抗体（Antibody, Ab）是 B 淋巴细胞接受特定抗原刺激增殖分化为浆细胞后，

分泌产生的糖蛋白，能够识别和中和外来物质，具有保护作用。 
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 传统抗体主要由两条重链（Heavy chain, H）和两条轻链（Light chain, L）组

成，通过二硫键链接，呈“Y”字型结构，分子大小在 150kDa 左右，图 1-1 为传统

抗体 IgG 的示意图。IgG 主要分为抗原结合段（Fragment of antigen binding, Fab）

和结晶段（(Fragment crystallizable, Fc），Fab 段由两个可变区（VH/VL）和两个恒

定区（CL/CH1）构成，其中重链和轻链的可变区共同组成与抗原结合的部分，称

为单链可变区片段（Single-Chain Fragment Variable, ScFv），能够对抗原进行特异

性识别。Fc 段由 CH2 和 CH3 构成，与激活免疫应答有关。 

图 1-1 IgG 示意图 

Fig 1-1 Schematic of IgG 

 

1993 年，Hamers Casterman 等人[52]在《Nature》杂志中首次报道了在骆驼血清

中存在一种天然缺失轻链的抗体，该抗体只包含一个重链可变区及两个典型的恒

定区 CH2 和 CH3，称为重链抗体 （Heavy-chain antibodies，HCAbs），分子量约

95 kDa，如图 1-2 所示。VHH 是最小的保留完整抗原结合力能力的片段，被称为

单域抗体（Single-domain antibodies, SdAb），分子量为 12-15kDa。2003 年，驼类

血清中产生的单域抗体被命名为“Nanobody”，即纳米抗体[53]。 

图 1-2 HCAbs 示意图 

Fig 1-2 Schematic of HCAbs 
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与传统抗体相比，VHH 具有极强的稳定性，在极端条件下有良好的可逆特征

[54]，在 90℃高温下长时间处理后的 VHH 仍具有较高活性，能够恢复与抗原结合

的能力，而传统抗体则出现了不可逆的高聚现象；VHH 具有高靶向性，VHH 的

CDR3 较长可形成凸型结构，能深入抗原内部从而识别隐藏的表位；VHH 只有一

个重链可变区，结构简单，无翻译后修饰，可通过基因工程技术获得单一的基因编

码；VHH 分子量小，与抗原结合的表位较少，因此免疫原性低；纳米抗体与人重

链抗体的序列同源性很高，在 80%以上，因此很适合改造为人源化抗体，降低 VHH

抗体作为治疗药物的免疫原性。由于纳米抗体的半衰期短，限制其临床应用，因此

可将 VHH 抗体与抗血清白蛋白或抗体的 Fc 段融合表达以延长其在血液中的半衰

期。 

1.7  荧光染料  

荧光染料，大多在其组成结构中包含有苯环或者杂环及共轭双键，是能够在吸

收某种特定波长的电磁辐射之后，转化并发出另一种波长光线的物质[55 ]。这种特

性使其可以用于各种实际应用，包括生物医学实验中的癌症诊断和跟踪研究等。由

于在激发状态下，染料所吸收的能量总是高于其随后释放的能量[56 ]，这就意味着

在激发到放出的过程中存在能量损耗，即当分子处在激发状态时，受激分子可能会

通过振动弛豫消耗掉一定的能量，同时，溶剂分子以及与受激分子发生相互作用的

分子都会导致一些能量损失，最终使得发光波长相对于入射波长短，这个现象被称

作“Stockes 位移”[57-58]。 

荧光染料的定义为一种在获取能源（例如吸收紫外线或可见光能）后，能够将

短波长的辐射转化为长波长的可见光进行反射的物质，从而展现出绚烂多彩的颜

色效果[59]。目前，荧光染料已经广泛的运用在诸多领域，其中常见的荧光染料就是

荧光素类、菁染料、罗丹明类、香豆素类和氟硼二吡咯类染料等[60]。 

表 1-1 荧光染料的分类 

Table 1-1 Classification of fluorescent dyes 

种类 

Type 

名称 

Name 

分子质量 

Molecular 

weight 

分子式 

Molecular 

formula 

优点 

Advantage 

缺点 

Drawbacks 

荧光素 332.3 C20H12O5 荧光染料光稳 荧光素类荧光染料 
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荧光素类
[61]

 

Fluoresceins 

Fluorescei 

 

定性高、量子产

率高、灵敏度高 

的有机溶剂毒性导 

致生物系统破坏；

荧光素通常缺乏细

胞膜的通透性，很

难与细胞内物质非

特异性结合 

异硫氰酸荧光素 

Fluorescein 

isothiocyanate 

（FITC） 

 

389.4 C20H11O5·NCS 

5-羧基荧光素 

5‑carboxy 

fluorescein 

376.3 C21H12O 

菁类
[62]

 

Cyanines 

磺化三甲川花菁 

Sulfo‑cyanine 3， 

sulfo‑CY3 

 

630.7 

 

C31H38N2O8S2 

 

摩尔消光系数

高、荧光量子产

率高以及光稳

定性高
[63]

 

易发生构象变化，

合成困难 

磺化五甲川花菁 

Sulfo‑cyanine 5， 

sulfo‑CY5 

 

656.8 

 
C33H40N2O8S2 

磺化七甲川花菁 

Sulfo‑cyanine 7， 

sulfo‑CY7 

 

682.8 C35H42N2O8S2 

罗丹明类
[64]

 

Rhodamines 

罗丹明 B 

RhodamineB 

479.01 

 

C28H31ClN2O3 

 

灵敏性高、光稳

定好、样品背景

干扰小、荧光强

度强、成本低 

Stokes 位移小、只

能单物质检测、发

射波长短 
罗丹明 6G 

Rhodamine 6G 
479.01 C28H31N2O3Cl 

香豆素类
[65]

 

Coumarins 

香豆素 

Coumarin 
146.1 C9H6O2 

高荧光量子产

率、光稳定性良

好、较大斯托克

斯位移生物相

容性、易于修饰 

自身表现零荧光或

非常弱的荧光、水

溶性差、具有细胞

毒性、易受背景荧

光的干扰、合成成

本高、合成路线复

杂、污染环境 

氟硼二吡咯类

[66]
 

Boron‑ 

dipyrromethenes 

氟硼二吡咯 

Boron‑ 

dipyrromethene 

191.9 C9H7BF2N2 

具有较高的荧

光量子产率、光

和化学稳定性

都很好 

亲脂性可能会导致

与非目标细胞成分

非特异性相互作用 
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1.8 荧光成像 

荧光成像研究方法是采用荧光报告基因，例如绿色荧光蛋白（Green Fluorescent 

Protein, GFP ）、红色荧光蛋白（Red Fluorescent Protein, RFP）或 Cyt 及 dyes 等荧

光染料进行标记[67]，利用荧光蛋白或染料产生的荧光就可以形成体内的荧光光源，

需要外界激发光源的激发才可以捕捉发光信号[68 -69 ]。传统的动物实验需要获取多

个时间点的实验结果，通常实验方法是设置与时间点相同的平行组，然后在不同的

时间点对实验动物进行安乐死取样，以便获取实验数据。但是实验动物个体原因、

荧光染料注射的时间差都可能造成误差，因此相比之下，体内可见光成像技术能够

通过对同一组实验对象在不同时间点的机体代谢进行详尽的记录，追踪印记细胞

及基因的移动及变换情况，这样得出的数据更为精确可靠[70-71]。 

荧光成像技术的成像原理与光学显微镜完全一致，活体荧光多重成像分析可

以对小动物活体状态下的生物过程进行组织、细胞和分子水平的定性和定量研究，

作为当前生命科学领域迅速发展并广泛应用的一种活体成像模式，其特点在于不

存在电离辐射的过程、信号强度高、成像过程简单[72]。同时该技术具备良好的成像

性能，表现为反应速度快捷，敏感度较高，检测极限值低以及时空分辨率高等诸多

方面[73 -74 ]。并且荧光成像技术能实现对活体组织和器官的解剖构造及其功能的可

视化观测，只要保持荧光基团的稳定就能保证荧光标记的蛋白稳定发光，因此也能

对肿瘤的复杂的病理生理微环境变化进行动态评估[75 ]。综上，荧光成像技术有望

在肿瘤的诊断以及手术引导等关键医疗领域发挥出更为重要的作用[76]。 

1.9 常用数据库 

以下数据库为抗体构建过程中使用较多的数据库，包括构建前引物序列的设

计，构建中位点插入，以及构建后抗体序列的比对。文中因保密未体现序列，仅列

出使用数据库以供参考。 

1.9.1  TCGA 数据库 

癌症基因组图谱（The Cancer Genome Atlas，TCGA）是 2006 年由美国的癌

症研究所和人类基因组研究所联合一起开展研究癌症的项目。该数据库通过收集
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和整理上万个患者的肿瘤样本信息，全面覆盖了各类人类癌症（包括细化的不同亚

型）的详尽临床数据，同时也涵盖了基因组变异、mRNA 表达、miRNA 表达、甲

基化等丰富数据，使得该数据库成为癌症科研领域不可或缺的数据宝库，对于推动

全球范围内的癌症研究事业发展做出了突出贡献[77]。 

1.9.2  GTEx 数据库 

基因型-组织表达（Genotype-Tissue Expression，GTEx）数据库汇集了近千名

健康人类捐献者样本的转录组测序和基因型分析数据，其样本覆盖了众多不同组

织器官部位。这是目前规模空前庞大的人类正常组织器官基因研究项目[78 ]。该数

据库为科研工作者深入探究人类不同组织特异性基因表达和调控提供了丰厚的遗

传信息数据，有助于更深入地剖析人类基因表达水平与遗传变异间的相互作用[79]。 

1.9.3  CCLE 数据库 

癌症细胞系百科全书（The Cancer Cell Line Encyclopedia，CCLE）数据库囊括

了诸如结肠癌、肝癌、肺癌、胃癌等多种肿瘤的人类癌细胞系，总计超过上千株。

此外，还包括基因表达、体细胞突变、甲基化谱、蛋白质表达谱、代谢谱、拷贝数

等全方位多组学数据，这使得 CCLE 数据库成为了构建完善且系统的人癌细胞系

研究平台的翘楚，为癌症研究及抗癌药物研发提供了极其重要的辅助[80]。 

1.9.4  Uniprot 数据库 

Uniprot （Universal Protein ）数据库是存储蛋白质序列、功能信息以及相关研

究论文索引的权威数据库之一[81 -82 ]，整合了包括 EBI（ European Bioinformatics 

Institute），SIB（the Swiss Institute of Bioinformatics），PIR（Protein Information 

Resource）三大数据库的资源，Uniprot 是全球基因研究学者必备的研究利器。EBI

（ European Bioinformatics Institute）[83]：欧洲生物信息学研究所（EMBL-EBI）是

欧洲生命科学旗舰实验室 EMBL 的一部分，该机构位于英国剑桥欣克斯顿惠康基

因组校园内，已被公认为是全球基因组学领域的卓越代表。SIB（the Swiss Institute 

of Bioinformatics）[84]：坐落于瑞士日内瓦的 SIB 负责维护 ExPASy（专家蛋白质分

析系统）服务器，所有关于蛋白质组学工具和数据库的关键资源均由这里提供。PIR

（Protein Information Resource）[85]：PIR 自 1984 年由美国国家生物医学研究基金
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会设立以来，始终致力于协助科研人员解读和理解蛋白质序列信息。 

1.10  目的和意义 

分子影像在肿瘤诊断方面具有重要意义。在细胞癌变的过程中，PD-L1 分子水

平会发生变化，并且可以被靶向检测到，为早期肿瘤检测提供了依据[86]；并且分子

影像不需要进行侵入性操作就可以检测肿瘤的状态，对药物应答情况和治疗效果

有很好的监测效果。但是目前大部分分子影像的探针并不会特异性识别恶性肿瘤

细胞，而是根据肿瘤细胞不同的功能和内环境进行识别，如目前广泛应用的示踪剂

18F-FDG 就是根据肿瘤细胞和正常细胞在糖摄取上的代谢差异而识别肿瘤的[87]。 

分子影像是指导肿瘤切除手术的重要方式。肿瘤切除主要依赖白光进行手术，

这就对正常组织和异常组织的边界区分有限[88 ]，若是术后存在较多残留的肿瘤细

胞，会使得患者或者患犬预后差、术后生存期缩短。目前术中判断残留肿瘤细胞最

常见的方式是组织活检，也存在结果不准确或等待时间较长的问题，因此发展了分

子影像技术以期解决这些问题，如显微成像系统可以基于肿瘤组织内源性对比剂

或者自发荧光来确定肿瘤边界[89]。 

但是更有应用前景的是外源光学成像技术，该技术使肿瘤细胞在使用较低浓

度的荧光染料时可以被准确检测，而靶向性的探针能够增强对肿瘤细胞的特异性

标记。针对肿瘤患者或患犬，早发现、早诊断、早治疗，术中安全完整切除肿瘤，

术后预后好、生存质量提高，就是本文的意义所在。
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第二章  PD-L1 重组抗体的制备 

骆驼 PD-L1 免疫纳米抗体文库，是以 PD-L1 作为抗原，经过足够时长的免疫，

采用骆驼血液中 PBMC 细胞为起始材料构建的。文库中序列多样性良好，结合成

熟的噬菌体展示技术将纳米抗体体外展示，可以作为一种针对 PD-L1 的通用抗原

筛选平台。本章在现有的骆驼免疫库中，进行筛选、重组、表达、验证，以期获得

能与人乳腺癌 MDA-MB-231 细胞有高亲和力的 PD-L1 抗体。 

2.1  材料与方法 

2.1.1  主要生物材料 

表 2-1 实验主要生物材料 

Table 2-1 Experimental primary biological material 

材料名称 来源 

HEK293F 细胞 ATCC 细胞库 

人乳腺癌 MDA-MB-231 细胞 ATCC 细胞库 

骆驼免疫抗体库 成都盛世君联 

5αF’菌 NEB 

辅助噬菌体 NEB 

大肠杆菌 实验室自有 

质粒载体 金斯瑞 

2.1.2  主要仪器 

表 2-2 实验所用主要仪器 

Table 2-2 Main instruments used in the experiment 

仪器名称 生产厂家 

-86°直立式超低温冰箱 海尔 

CO2 细胞培养箱 Thermo 

快速恒温水箱 上海一恒科学仪器有限公司 
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表 2-2 实验所用主要仪器续表 

Table 2-2 Major Instruments Used in the Experiment Continued 

仪器名称 生产厂家 

CO2 恒温振荡器 CRYSTAL 

恒温摇床 CRYSTAL 

倒置显微镜 上海光学仪器一厂 

倒置荧光显微镜 Olympus 

生物安全柜 Thermo 

通风橱 Thermo 

洁净工作台 苏州安泰空气技术有限公司 

纯水仪 四川优普超纯科技有限公司 

制冰机 常熟市雪科电器有限公司 

台式离心机 Thermo 

流式细胞仪 BACKMAN 

电泳仪 天能 

压力灭菌锅 致微（厦门）仪器有限公司 

电子天平 赛多利斯 

PH 计 奥豪斯仪器（常州）有限公司 

移液器 Eppendorf 

酶标仪 Thermo 

PCR 仪 Applied biosystems® 

微量分光光度计 杭州奥盛仪器有限公司 

漩涡振荡仪 IKA® VORTEX GENIVS 

磁力搅拌器 SCILOGEX 

Zeba 离心式脱盐柱 Thermo 

30kD 超滤管 Meck 

细胞成像仪 life technologiesTM 

细胞计数仪 invitrogen by thermo fisher scientific 

超声波清洗机 深圳市洁盟清洗设备有限公司 
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2.1.3  主要试剂 

表 2-3 实验所用主要试剂 

Table 2-3 Main reagents used in the experiment 

试剂名称 生产厂家 

OPM-293 CD05 培养基 上海奥浦迈生物科技有限公司 

OPM-CHO PFF05 上海奥浦迈生物科技有限公司 

quickBlue 快速染胶液 北京博奥龙免疫技术有限公司 

TEMED sigma 

无内毒素质粒小提中量试剂盒 TIANGEN 

RPMI 1640 Gibco 

PS 生工 

0.25%胰蛋白酶 Gibco 

FBS Gibco 

PBS Biosharp 

1.5M Tris-HCl Solarbio 

DMSO Sigma 

三乙胺 生工 

IPTG 生工 

无水乙醇 生工 

DyLight™ 800 NHS 酯 Thermo 

DMF Thermo 

4%多聚甲醛 生工 

PVA Sigma-ALDRICH 

2YT Starmetre 

四环素 BBI 

羧苄青霉素 BBI 

卡那霉素 BBI 

TWEEN 20 VWR 
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2.1.4  溶液配制 

2.1.4.1  细胞完全培养基 

取 50mL 规格一次性离心管，放置于细胞超净工作台管架上，用移液器将

RPMI1640 不完全培养基进行分装，单个离心管内装有 45mL 培养基，加入 5mL 胎

牛血清和 0.5mL 青霉素-链霉素双抗混合溶液，混合均匀后密封避光储存于 4°C 

冰箱内，即含 10% FBS + 1% PS 的细胞完全培养基。 

2.1.4.2  细胞冻存液 

根据待冻存细胞量配制细胞冻存液，全过程于细胞超净工作台内进行，并按 

50%的 RPMI1640 培养基 +  10%的 DMSO + 40%的胎牛血清比例混合，现配现

用。 

2.1.4.3  电泳过程溶液配制 

(1)  电泳缓冲液（1000mL 配方） 

表 2-4 电泳缓冲液配制 

Table 2-4 Electrophoresis buffer preparation 

试剂 质量 终浓度 

甘氨酸（Gly） 14.4g 192mM 

Tris 3.0g 25mM 

SDS 1.0g 0.1% 

 

(2)  考马斯亮蓝染色液（1000mL 配方） 

表 2-5 考马斯亮蓝染色液配制 

Table 2-5 Preparation of Kaomas Brilliant Blue Staining Solution 

试剂 质量 

考马斯亮蓝 R250 1.0g 

甲醇 450mL 

冰醋酸 100mL 
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(3)  脱色液（1000mL 配方） 

表 2-6 脱色液配制 

Table 2-6 Preparation of decolourising solution 

试剂 质量 

甲醇 100mL 

冰醋酸 100mL 

 

(4)  分离胶配置（总体积为 10mL） 

表 2-7 分离胶配制 

Table 2-7 Separation Gel Preparation 

胶浓度 6% 8% 10% 12% 15% 

水 5.3mL 4.6mL 4.1mL 3.3mL 2.3mL 

30% Acr/Bis 2.0mL 2.7mL 3.3mL 4.0mL 5.0mL 

1.5M Tris（pH8.8） 2.5mL 2.5mL 2.5mL 2.5mL 2.5mL 

10% SDS 0.1mL 0.1mL 0.1mL 0.1mL 0.1mL 

10% APS 0.1mL 0.1mL 0.1mL 0.1mL 0.1mL 

TEMED 8μL 6μL 6μL 4μL 4μL 

 

(5)  浓缩胶配置（总体积为 4mL） 

 
表 2-8 浓缩胶配制 

 Table 2-8 Concentrated Gel Preparation 

胶浓度 5% 

水 2.6mL 

30% Acr/Bis 1.0mL 

0.5M Tris（pH6.8） 1.3mL 

10% SDS 50μL 

10% APS 50μL 

TEMED 4μL 
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(6)  不同浓度分离胶的最佳分离范围 

表 2-9 不同浓度分离胶的最佳分离范围 

Table 2-9 Optimal separation ranges for different concentrations of separating gels 

分离胶浓度 最佳分子大小 

6% 50～150kD 

8% 30～90kD 

10% 20～80kD 

12% 12～60kD 

15% 10～40kD 

 

(7)  1× TEA 配制 

分别称取 15.1g Tris，94g 甘氨酸，5g SDS 于 1L 烧杯中，加入 800mL ddH2O

搅拌溶解后，定容至 1L，配制为 5× running buffer，使用前取 ddH2O 按比例稀释

为 1×使用。 

(8)  SDS-PAGE loading buffer（还原） 

250mM Tris-HCl(PH6.8)，10% SDS，0.5%溴酚蓝，50%甘油，5% β-巯基乙醇

配制为 5mL，1mL 每支分装冻存于-20℃。 

(9)  SDS-PAGE loading buffer（非还原） 

250mM Tris-HCl(PH6.8)，10% SDS，0.5%溴酚蓝，50%甘油，配制为 5 mL ，

1 mL 分装冻存于-20℃。 

2.1.5  肿瘤细胞株 

本实验过程中所使用的HEK293F细胞和人乳腺癌 MDA-MB-231 细胞均来自

于 ATCC 细胞库。 

2.1.6  试验方法 

2.1.6.1  以 PD-L1 为靶点筛选骆驼免疫库 

(1)  固相筛选骆驼免疫库 

首先使用 PDL1-Fc 为抗原，对骆驼免疫库进行第 1 轮固相筛选；再用 PDL1-

his 为抗原，对第一轮筛选得到的骆驼免疫库单克隆进行第 2-3 轮固相筛选。 
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实验第一天，将目标抗原蛋白加入 96 孔板，每个蛋白包被 8 个孔，每个孔 100  

μL，4℃，包被过夜；实验第二天，去除 96 孔板里的包被液，每孔加入 200  μL 的

封闭液，室温（20-30℃）下，在 3D 旋转振荡器上孵育 2 h；倒扣去除封闭液，每

孔用 200  μL PT 清洗 4 次，往抗原孔和对照孔中加入 100 μL 的噬菌体抗体库（保

证 OD260 的值为 2.0 抗体库），室温（20-30℃）下，在 3D 旋转振荡器上孵育 2 

h；弃除抗体库液体，每孔加入 200μL PT，清洗 8 次，拍干；向孔中加入 100 μL 

100 mM HCL，室温（20-30℃）下，在 3D 旋转振荡器上孵育 5 min；与 HCl 反应

5 min 结束后，将抗原孔和对照孔的液体分别转移至提前准备的 EP 管里中和 PH，

混匀；将获得的噬菌体加入到 1mL 含 NEB 5αF’菌的 EP 管中，37℃，220 rpm， 

孵育 1 h；在 EP 管中加入 1×1010 个/mL 辅助噬菌体，37℃，220 rpm， 孵育 1 h；

EP 管中取适量液体，使用 PBS 进行梯度倍数稀释，在含有 Carb 抗性和 Kan 抗性

的 LB 固体双抗平板上进行滴度实验，完成滴板后，置于 37℃ 孵箱过夜；实验第

三天统计噬菌体富集程度。 

(2)  细胞筛选骆驼免疫库 

使用阴性细胞和阳性细胞对固相筛选中第 3 轮筛选得到的骆驼免疫库单克隆

进行细胞筛选。 

取两份 5×106 个阴性细胞，300 g，3 min 离心去除上清液，用 1 mL PT 重悬清

洗并重复 2 次，各加 100 μL 抗体库混合（OD260 值为 2.0），加入预冷的 PBS 补

足 500 μL/管，4℃，翻转仪翻转孵育 2 h；300 g，3 min 离心取抗体库上清，将抗

体库上清均分为 2 管，分别与 5×106 个阳性组和 5×106 个阴性组结合，加入预冷的

PBS 补足 500 μL/管，4℃，翻转孵育 2 h；300 g，3 min 离心去除上清液，用 1 mL 

PT 重悬清洗并重复 6 次，然后将细胞沉淀转移到一个新的 EP 管中，再用 PBS 清

洗 2 次，300 g，3 min 离心去除上清，最后保留细胞沉淀；使用 1mL 的 NEB 5αF’

菌重悬获得的细胞沉淀，37℃，220 rpm，摇床孵育 1 h；在 EP 管中加入 1×1010 个

/mL 辅助噬菌体，37℃，220 rpm，孵育 1 h；EP 管中取适量液体，使用 PBS 进行

梯度倍数稀释，在含有Carb抗性和Kan抗性的LB固体双抗平板上进行滴度实验，

完成滴板后，置于 37℃孵箱过夜；实验第二天统计噬菌体富集程度。 

(3)  Phage ELISA 

目的是为了检测噬菌体抗体与目的抗原的亲和力。 
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实验第一天，将目标抗原蛋白和对照蛋白加入 96 孔板，每个孔 100  μL，4℃，

包被过夜；His 标签抗原设立空白对照板，1%BSA 包被+1%PVA 封闭，1%PVA 对

照，置于 4℃过夜；向 96 孔深孔板加入 2YT/Carb/kan 溶液，每孔 450-600 μL ，用

枪头挑取富集单克隆，置于 96 孔深孔板里，挑取结束后，封闭好深孔板上盖，37℃，

220 rpm，过夜培养；实验第二天，将 96 孔板倒扣去除蛋白上清，每孔加入 200 μL

的 1%PVA 封闭液，室温下，在 3D 旋转振荡器上封闭 2 h；ELISA 板子去上清，

每孔用 200 μL  PT 清洗 3 遍，拍干残余液体；将深孔板取出，于酒精灯旁将 96 深

孔班中的枪头挑取丢掉，盖上深孔板上盖，置于离心机内 4000 r/min，离心 10 min；

取噬菌体上清，每孔加入 50 μL，室温（20-30℃）下，在 3D 旋转振荡器上摇晃 2 

h；96 孔板每孔加入 HRP-M13 抗体 100 μL，室温（20-30℃）下，在 3D 旋转振荡

器上摇晃 1 h；清洗 96 孔板，每孔用 PT 清洗 3 遍，再用 PBS 清洗 3 遍，拍干残余

液体；每孔加入 100 μL TMB，观察显色，37℃，10 min；每孔加入 1 M 磷酸 50 μL

终止，用酶标仪测量 450 nm 处的吸光度值；挑取阳性克隆（目标抗原结合 OD450：

阴性抗原结合 OD450 ≥2 的克隆）编号送测序。 

2.1.6.2  PD-L1 重组抗体质粒提取与表达 

(1)  质粒提取 

使用 Tiangen 无内毒素质粒小提中量试剂盒（货号：DP118-02）提取质粒，具

体步骤参照试剂盒说明书。 

(2)  Expi293F 细胞复苏与传代 

取一支 15mL 规格的离心管，放置于细胞超净工作台管架上，加入 9mL OPM-

293 CD05 完全培养基备用；将 Expi293F 细胞冻存管从液氮中取出，用持针镊夹稳

管帽，立即转入 37℃水浴锅中，轻微摇动，待冻存冰晶融化至绿豆大时（约 1-1.5

分钟），取出冻存管，用 75%酒精喷洒消毒后，擦拭干净转移至细胞超净工作台

里；将细胞悬液转移至复苏前准备的装有 9mL OPM-293 CD05 完全培养基的离心

管中，250 g，3min 离心；用吸引器吸去上清，轻轻敲击离心管底，然后加入 12mL 

OPM-293 CD05 完全培养基重悬细胞；轻柔吹打混匀细胞悬液，将所有细胞悬液转

移至 50mL 无菌摇瓶中，放入 37℃，5% CO2，120rpm CO2 恒温振荡器中培养。 

复苏细胞第二天，计数细胞存活率及细胞密度，细胞存活率≥90%，直接传代，
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传代浓度为 3×105/mL；若细胞存活率＜90%，需离心换液，将全部细胞悬液用移

液管转移至 15mL 离心管中， 250 g，3min 离心，吸引器吸去上清，加入 12mL 

OPM-293 CD05 完全培养基重悬细胞，小心混匀细胞悬液，将所有细胞悬液转移至

新的 50mL 无菌摇瓶中，放入 37℃，5% CO2，120rpm CO2 恒温振荡器培养，隔天

传代。之后均隔天传代。Expi293F 细胞正常接种浓度为 3×105/mL，22-26h 增殖 1

倍。最好隔天进行一次传代培养。控制细胞浓度不超过 2×106/mL。若要进行瞬转

表达，需控制细胞于 3-30 代之间。 

(3)  Expi293F 细胞冻存 

冻存前一天，取正常培养的 Expi293F 细胞，用 30mL OPM-293 CD05 完全培

养基调整细胞密度为 7×105/mL 接种于 100mL 无菌摇瓶中，使冻存当天的细胞密

度不超过 2×106/mL，37℃，120rmp，5%CO2 培养。冻存当天，首先将程序降温盒

提前 1h 放入-20℃冰箱；配制新的冻存液：取 4mL OPM-293 CD05 完全培养基于

15mL 离心管中，缓慢滴加 1mL DMSO。配制成含 20% DMSO 的 OPM-293 CD05

冻存液，放入 4℃备用；用 10mL 移液管，小心吹打 Expi293F 细胞 5-7 次，用台盼

蓝计数细胞浓度及存活率，细胞存活率需大于 94%。根据冻存需要取相应数量细

胞悬液于 50mL 离心管中，250 g，3min 离心；用吸引器吸去上清，加入 OPM-293 

CD05 完全培养基重悬细胞，使细胞密度为 2×107/mL，混匀，加入相同体积的 20% 

DMSO 的 OPM-293 CD05 冻存液，混匀。使细胞密度为 1×107/mL，DMSO 含量为

10%；以 1mL/管将细胞悬液分装于冻存管中，将冻存管放于程序降温盒中；程序

降温盒放置于-80℃，24h 后将细胞转移至液氮中长期保存。 

(4)  Expi293F 细胞转染 

取 Expi293F 细胞，用台盼蓝计数，细胞活率在 94%以上，调整细胞密度为

1.5×106 个/mL，50mL。将配制好的转染试剂-DNA 溶液加入准备的细胞中，细胞

于 37℃，120rmp，5%CO2 环境中培养。 

(5)  添加补料 

转染当天记为第 0 天，分别于 day1（转染后 24h）、day3、day5 计数细胞浓度

和存活率，并于 day1、day3、day5 加入表达总体积 5%的 OPM-CHO PFF05 补料。 

(6)  蛋白纯化 

将转染后的细胞悬液转移至 50mL离心管中，水平离心机 5000g，离心 10min，
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取上清。将上清转入干净离心瓶中，加入等体积的 Protein A 平衡结合液颠倒混匀，

然后加入处理好的 Protien A 树脂，置于震荡器上室温结合 2-3h。准备层析柱，将

样品陆续加入，收集与 Protien A 树脂结合的蛋白，使未结合 Protien A 树脂的上清

液从下端流出；待全部上清通过层析柱后，用 10mL 预冷的 Protien A 平衡液轻轻

冲洗离心管 3 次，确保收集到所有蛋白；待所有上清都已经通过层析柱后，用 8mL

预冷的 Protien A 洗涤液冲洗树脂；加入 1mL 预冷 Protien A 洗脱液润洗树脂填料

并收集到 15mL 一次性离心管中，再向树脂填料中加入 2mL 预冷 Protien A 洗脱

液，于 4℃颠倒振荡 10min，重复三次，使得洗脱充分；收集流出的洗脱液，初测

蛋白产量。 

(7)  蛋白 Buffer 置换 

将 Protein A 纯化的蛋白 PH 调整至中性附近，在生物安全柜中无菌操作将蛋

白溶液移入已处理好的超滤管中，加入置换 buffer 将液体补足至超滤管最高刻度

处，水平离心机 3000rpm，20-30min 离心；离心结束将超滤管移入生物安全柜，无

菌操作收集滤液，再次加入置换液至刻度处，水平离心机 3000rpm，20-30min 离

心； 重复操作，确保置换倍数达到 500 倍；多次超滤置换后，最后一次离心，

根据最开始添加蛋白总量，添加置换 buffer，控制蛋白浓度控制在>1mg/mL，无菌

操作将超滤管膜上液体收集至 1.5mL EP 管中；检测蛋白浓度。 

(8)  蛋白 SDS-PAGE 检测 

定量取出所需验证的蛋白各两份，一份加入 Loading buffer（R），一份加入

Loading buffer（NR），PCR 仪 98℃处理 10min；将胶板固定好放置于电泳槽内，

在电泳内槽加入全新 Running buffer 至满液，电泳外槽加入回收 Running buffer 到

电泳槽中等位点，将梳子垂直缓慢拔出；将处理好的蛋白样品依次匀速点入孔内；

点样完毕后，插上电源开始电泳，调整电压为 80V，压胶 30min，压胶至所有的样

品在一条直线上即为压胶完成；分离胶浓度在 6-8%，调整电压为 100V，持续观察

至预染液到分离胶底部，停止跑胶；电泳结束从电泳槽中将玻板取出，撬板放置于

玻板缝隙间，轻轻撬开玻板，用撬板将胶轻轻切下，移入染胶盒进行染色；倒入染

胶液，使胶完全浸泡于染胶液，放置于匀速摇床上，染色 1h；将染胶液倒出，加

入 ddH2O 洗涤掉多余染色液，再加入清水浸泡过夜。 
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2.1.6.3  对获得的 PD-L1 纳米抗体进行 FACS 验证 

控制 MDA-MB-231 细胞融合度在 70%-80%，加入 2mL 0.25％胰蛋白酶消化

液，使细胞全部浸润于 0.25%胰蛋白酶消化液中，消化 1-3min，于倒置显微镜下观

察，待细胞间隙变大、细胞趋于圆形但未漂起时弃去胰酶，加入等体积的完全培养

基（DMEM+10%FBS）终止胰酶反应，300 g、3min 离心去除胰酶，用 2mL 完全

培养基重悬细胞并计数，按所需细胞总数取对应体积的细胞悬液于 15mL 一次性

离心管中，加入 PBS 稀释至 10mL，300 g、3min 离心，重复洗涤 3 次。293F 阴性

细胞、MDA-MB-231 阳性细胞均以 3×105 个细胞/Test，100 μL/Test，分组于 96 孔

U 型板中，300 g、3min 离心，吸去上清，用含 10% FBS 的 PBS，封闭 30min，300 

g、3min 离心，吸去上清，重复洗涤 2 次；待检测 PD-L1 抗体按 0.1μg/mL、0.5μg/mL、

1μg/mL、5μg/mL、10μg/mL、50μg/mL 浓度，100μL/Test 稀释，4℃，孵育 45min；

200 μL 每孔加入预冷含 1%FBS 的 PBS，300g、3min 离心洗涤 4 次，吸去上清；

选择 Juckson 的 Fluorescein (FITC) AffiniPure Gost Anti-Alpaca IgG VHH domain 作

为二抗，1:200 稀释，100 μL/Test，4℃孵育 45min；加入预冷含 1%FBS 的 PBS  200 

μL/ Test，300g、3min 离心洗涤 5 次，吸去上清；加入 PBS 300  μL/ Test 重悬，转

移到流式管中上机检测。 

2.1.6.4  DyLight 800 NHS 酯荧光标记 PD-L1 纳米抗体 

(1)  标记蛋白 

取适量待标记蛋白于 1.5mL EP 管中，加入适量的 DyLight™ 800 NHS 酯。混

合均匀后，避光室温孵育一小时。通过脱盐处理或使用透析法除去蛋白质中游离的

DyLight™ 800 NHS 酯染料，确保荧光标记的抗体中无非特异性结合。 

表 2-10 DyLight NHS 酯染料的特性 

Table 2-10 Properties of the DyLight NHS-Ester Dyes 

DyLight Dye Protein(mg/mL) 
Molar-fold 

Excess 
Protein(mg/mL) 

Molar-fold 

Excess 

350 ＜2-5 12.5-15 ≥5 10 

405 ＜2-5 10-12.5 ≥5 7.5 

488 ＜2-5 10-15 ≥5 8 

550 ＜5 10-15 ≥5 8 

594 ＜5 5-10 ≥5 8 



第二章 PD-L1 重组抗体的制备 

23 

 

表 2-10 DyLight NHS 酯染料的特性续表 

Table 2-10 Properties of the DyLight NHS-Ester Dyes Continued 

DyLight Dye Protein(mg/mL) 
Molar-fold 

Excess 
Protein(mg/mL) 

Molar-fold 

Excess 

633 ＜5 10-12.5 ≥5 7.5 

650 ＜5 7 ≥5 4 

680 ＜5 5-8 ≥5 6-7 

755 ＜5 5-10 ≥5 6-7 

800 ＜5 5-8 ≥5 6-7 

 

DyLight™ 800 NHS 酯的使用量需要严格按照标记蛋白的浓度和摩尔质量来计

算： 

① Calculate amount (mg) of DyLight NHS Ester Dye to be added to the labeling 

reaction:  

amount of protein (mg)

MW of protein
×10 ×MW of fluor =____ mg of fluor 

• 10 = Molar-fold excess of the NHS-ester dye to protein  

② Calculate microliters of NHS-ester dye solution to add to the reaction:  

mg of fluor (calculation #1) ×
100 μL

1mg
= ____ μl NHS-ester fluor solution at 10 mg/ml 

 • 100μL = Solvent volume in which the 1mg of NHS-ester dye is dissolved.  

③ Example Calculation:  

For 1mL of a 2mg/mL solution of IgG (150,000 MW), 13.9μL of DyLight 800 NHS 

Ester (10mg/mL) will be used.  

2 mg IgG

 150,000 MW
×10×1040.06=0.139 mg of DyLight 800 NHS Ester  

0.139 mg of DyLight 800 NHSEster ×
100 μL

1mg
 =13.9 μL of DyLight 800 NHSEster 

 

(2)  标记蛋白 SDS-PAGE 检测 

同第二章“2.1.6.2(8)”。 

2.1.7  统计与分析 

流式细胞仪器的数据采集及分析由 CytExpert 完成。 
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2.2  结果与分析 

2.2.1  以 PD-L1 为靶点筛选骆驼免疫库 

如图 2-1 到，进行三轮靶点 PD-L1 固相筛选骆驼免疫库，蛋白孔与 PVA 孔；

进行一轮细胞筛选，结果如图 2-3 所示，阳性细胞 MDA-MB-231 孔与阴性细胞

HEK293F 孔菌落数数量之比大于 5；表示成功从骆驼免疫库中筛选获得了对 PD-

L1 有亲和力的 phage 库。 

 

 

图 2-1 三轮靶点 PD-L1 固相筛选骆驼免疫库（第一轮） 

Fig 2-1 Three rounds of target PD-L1 solid-phase screening camel immunobanks (first round) 

（图注：图为第一轮固相筛选结果，①是以免疫后骆驼库 PD-1 为靶点，②是以免疫后

骆驼库 PD-L1 为靶点，③是大鼠免疫库，④是骆驼天然抗体库；从这四种免疫库的富集程度

来分析，可得出 PD-L1 靶点为阳性的结论。） 

(Figure Note: The figure shows the first round of solid-phase screening results, ①Targeting 

PD-1 from the immunised camel library, ②Targeting PD-L1 from the immunised camel library, ③  

The rat immune library, ④The natural antibody library of the camel; analysing the degree of 

enrichment of these four immune libraries, it can be concluded that the PD-L1 target is positive.) 
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图 2-2 三轮靶点 PD-L1 固相筛选骆驼免疫库（第二轮） 

Fig 2-2 Three rounds of target PD-L1 solid-phase screening camel immunobanks (second 

round) 

（图注：图为第二轮固相筛选结果，以骆驼免疫库 PD-L1 为靶点继续进行筛选。①为蛋

白孔，滴板浓度 1×1013 个/mL，②为 PVA 孔，滴板浓度 1×1013个/mL，③为蛋白孔，滴板

浓度 1×1012个/mL，④为 PVA 孔，滴板浓度 1×1012 个/mL，⑤为蛋白孔，滴板浓度 1×1011

个/mL，⑥为 PVA 孔，滴板浓度 1×1011个/mL；蛋白孔富集程度大于 PVA 孔。） 

(Figure Note: The figure shows the second round of solid-phase screening results, which was 

continued with the camel immunobank PD-L1 as the target. (1)Protein wells, drop plate 

concentration 1×1013/mL, (2) PVA wells, drop plate concentration 1×1013/mL, (3)Protein wells, drop 

plate concentration 1×1012/mL, (4)PVA wells, drop plate concentration 1×1012/mL, (5)Protein wells, 

drop plate concentration 1×1011/mL, (6)PVA wells, drop plate concentration 1×1011/mL; Protein 

wells were enriched to a greater extent than PVA wells.) 

 

图 2-3 三轮靶点 PD-L1 固相筛选骆驼免疫库（第三轮） 

Fig 2-3 Three rounds of target PD-L1 solid-phase screening camel immunobanks (third round) 
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（图注：图为第三轮固相筛选结果，以骆驼免疫库 PD-L1 为靶点继续进行筛选。①为蛋

白孔，滴板浓度 1×1013 个/mL，②为 PVA 孔，滴板浓度 1×1013个/mL，③为蛋白孔，滴板

浓度 1×1012个/mL，④为 PVA 孔，滴板浓度 1×1012 个/mL，⑤为蛋白孔，滴板浓度 1×1011

个/mL，⑥为 PVA 孔，滴板浓度 1×1011个/mL；蛋白孔富集程度大于 PVA 孔。） 

(Figure Note: The figure shows the second round of solid-phase screening results, which was 

continued with the camel immunobank PD-L1 as the target. (1)Protein wells, drop plate 

concentration 1×1013/mL, (2) PVA wells, drop plate concentration 1×1013/mL, (3)Protein wells, drop 

plate concentration 1×1012/mL, (4)PVA wells, drop plate concentration 1×1012/mL, (5)Protein wells, 

drop plate concentration 1×1011/mL, (6)PVA wells, drop plate concentration 1×1011/mL; Protein 

wells were enriched to a greater extent than PVA wells.) 

 

 

图 2-4 靶点 PD-L1 细胞筛选骆驼免疫库 

Fig 2-4 Targeted PD-L1 Cell Screening Camel Immunobanks 

（图注：图为细胞筛选结果，以骆驼免疫库 PD-L1 为靶点进行筛选。①为阳性细胞

MDA-MB-231，滴板浓度 1×1013个/mL，②为阴性细胞 HEK293F，滴板浓度 1×1013 个

/mL，③为阳性细胞 MDA-MB-231，滴板浓度 1×1012 个/mL，④为阴性细胞 HEK293F，滴

板浓度 1×1012 个/mL，⑤为阳性细胞 MDA-MB-231，滴板浓度 1×1011个/mL，⑥为阴性细

胞 HEK293F，滴板浓度 1×1011个/mL；阳性细胞 MDA-MB-231 孔富集程度明显大于阴性

细胞 HEK293F 孔；细胞 PD-L1 靶点有亲和力细胞 PD-L1 靶点有亲和力。） 

(Figure Note: The figure shows the results of cell screening with the camel immunobank PD-L1 

as the target. ①Positive cell MDA-MB-231, drop plate concentration 1×1013/mL, ②Negative cell 

HEK293F, drop plate concentration 1×1013/mL, ③Ppositive cell MDA-MB-231, drop plate 

concentration 1×1012/mL, ④Negative cell HEK293F, drop plate concentration 1×1012/mL, 

⑤Positive cell MDA-MB-231, drop plate concentration 1×1011/mL, ⑥Negative cell HEK293F, drop 

plate concentration 1×1011/mL; positive cell MDA-MB-231 wells were significantly more enriched 

than negative cell HEK293F wells; cell PD-L1 targets had affinity cell PD-L1 targets had affinity) 
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随机挑选 96 个单克隆种入 96 孔板中，以 PD-L1 和 BSA 分别铺板 48 个孔，

得到 Phage ELISA 结果如表 2-12 所示，表中红框数据为 96 孔板中显色程度较高

的孔，表明该孔的单克隆与目的 PD-L1 抗原有一定的亲和力，阳性克隆送测序的

结果因涉及保密内容，未进行展示。 

表 2-11 Phage ELISA 结果 

Table 2-11 Phage ELISA Results 

PDL1 单克隆 OD450 数值 BSA（阴性）单克隆 OD450 数值 

0.700 0.251 0.908 1.541 0.607 0.261 0.231 0.103 0.236 0.471 0.159 0.107 

0.731 0.169 0.900 0.703 0.489 0.487 0.175 0.121 0.112 0.219 0.104 0.223 

0.681 0.607 0.334 0.830 1.957 0.711 0.163 0.169 0.184 0.214 0.169 0.364 

0.683 0.314 0.759 0.720 0.514 0.599 0.176 0.105 0.187 0.178 0.111 0.253 

0.717 0.589 0.698 0.515 1.597 0.615 0.213 0.202 0.165 0.105 0.601 0.307 

0.559 0.629 0.707 0.618 1.392 0.564 0.172 0.201 0.189 0.182 0.571 0.314 

0.264 0.798 0.739 0.126 0.618 0.611 0.181 0.204 0.172 0.129 0.184 0.336 

1.532 0.863 1.399 0.591 1.079 0.797 0.768 0.325 0.754 0.215 0.405 0.363 

2.2.2  PD-L1 重组纳米抗体的表达 

将获得的 10 个 Unique 序列，扩增 VHH 片段，插入到 pVHH-hIgG1Fc 表达质

粒载体中，构建 VHH-hIgG1 Fc 抗体重组表达质粒。图 2-5 为试剂盒提取质粒结果，

10 个重组抗体的分子量均在 50-70kDa，符合携带 hFc 标签后的分子大小，质粒构

建成功，可进行表达。 

 

 

图 2-5 质粒提取结果 

Fig 2-5 Plasmid extraction results 
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用 HEK293F 细胞真核瞬转表达重组抗体，表达结果如表 2-12 所示。 

表 2-12 重组纳米抗体的表达产量 

Table 2-12 Expression yields of recombinant nanobodies 

抗体编号 结构 表达体系 
表达体积
(mL) 

产量（mg） 保存 buffer 

PDL1-1 

VHH-

hIgG1 Fc 

 

 

HEK293F 

 

50 2.58  

PDL1-5 50 3 

50mM Tris-HCl 

200mM NaCl 

PH8.0 

PDL1-6 50 3.78 

PDL1-9 50 1.3 

PDL1-15 50 1.3 

PDL1-17 50 1.8 

PDL1-40 50 1 

PDL1-41 50 1 

ML1-1 50 3.2 

ML1-9 50 5.2 

 

将纯化所得的重组抗体经 SDS-PAGE 胶验证，鉴定蛋白纯度及大小，获得结

果如图 2-6 所示，十个重组抗体计算分子量为 53.6 kDa-59.38kDa，由于糖基化作

用，在还原条件下蛋白质的迁移率为 35-50kDa，与 Uniprot 预测几乎一致，且蛋白

无杂带，纯度较高，可以进行亲和力验证： 
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图 2-6 十个重组抗体 SDS-PAGE 凝胶图 

Fig 2-6 SDS-PAGE gel plots of ten recombinant antibodies 

（图注：图 A：PDL1-1；图 B：PDL1-5；图 C：PDL1-6；图 D：PDL1-9；图 E：PDL1-

15；图 F：PDL1-17；图 G：PDL1-40；图 H：PDL1-41；图 I：ML1-1；图 J：ML1-9；图中

10 个蛋白质的计算分子量为 53.6 kDa-59.38kDa，由于糖基化作用，在还原条件下蛋白质的迁

移率为 35-50 kDa。） 

(Figure Note: Figure A: PDL1-1; Figure B: PDL1-5; Figure C: PDL1-6; Figure D: PDL1-9; Figure E: 

PDL1-15; Figure F: PDL1-17; Figure G: PDL1-40; Figure H: PDL1-41; Figure I: ML1-1; Figure J: 

ML1-9; Calculated molecular weights of the 10 proteins in the figure are 53.6kDa-59.38kDa, and the 

mobility of the proteins under reducing conditions was 35-50kDa due to glycosylation.) 
 

2.2.3  纳米抗体亲和力 FACS 验证 

10 个重组表达纳米抗体，用 FACS 验证纳米抗体与 PD-L1 中高表达的人肿瘤

细胞 MDA-MB-231 的结合。纳米抗体使用量：0.1μg/mL、0.5μg/mL、1μg/mL、5μg/mL、

10μg/mL、50μg/mL 的纳米抗体 100μL/组。结果显示：10 个纳米抗体均与 MDA-

MB-231 细胞有较强结合，1μg/组（10μg/mL，100μL/组）时，大部分抗体阳性率均

＞80%。 
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表 2-13 重组纳米抗体与 MDA-MB-231 的 FACS 统计 

Table 2-13 FACS statistics of recombinant nanobodies with MDA-MB-231 

 阳性率（%） 

抗体浓度（μg/mL） PDL1-1 PDL1-5 PDL1-6 PDL1-9 PDL1-15 PDL1-17 PDL1-40 PDL1-41 ML1-1 ML1-9 

0.00 1.68 1.68 1.68 1.68 1.66 1.66 1.68 1.68 1.66 1.66 

0.10 47.93 92.80 91.23 92.38 13.11 12.28 9.78 72.73 19.09 37.55 

0.50 93.00 94.72 98.25 94.63 16.80 17.65 60.05 91.83 18.55 38.29 

1.00 95.95 95.10 99.13 94.88 16.80 24.83 81.60 93.33 30.17 61.35 

5.00 97.13 96.09 99.23 96.45 41.65 37.91 93.35 93.13 64.97 81.46 

10.00 98.95 84.20 99.90 97.18 42.67 61.63 91.64 94.35 72.61 71.67 

50.00 90.23 92.71 98.78 87.58 88.12 77.78 96.60 93.83 85.75 90.38 

 

（注：抗体浓度为 0μg/mL 时，细胞阳性率为 1.66%-1.68%，是因为单染二抗

human FITC 与 MDA-MB-231 细胞存在一定的非特异性结合，但该非特异性结合

不影响最终实验结果，图 2-7 也因此未体现抗体浓度为 0 时的阳性率） 

 

图 2-7 重组纳米抗体与 MDA-MB-231 的 FACS 汇总统计 

Fig 2-7 FACS summary statistics for recombinant nanobodies with MDA-MB-231 

 

选择在抗体浓度为 50μg/mL 时亲和力最低的 PDL1-17、ML1-1、PDL1-9 这三

个抗体再次进行流式细胞术验证，并提高抗体浓度，获得结果表明当抗体浓度提升

至 100μg/mL 时，亲和力均能达到 90%以上，具体结果如下： 
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表 2-14 三个重组纳米抗体与 MDA-MB-231 的 FACS 统计 

Table 2-14 FACS statistics of three recombinant nanobodies with MDA-MB-231 

 阳性率（%） 

抗体浓度（μg/mL） PDL1-17 ML1-1 PDL1-9 

0.00 1.66 1.66 1.66 

0.10 13.05 12.28 76.31 

0.50 16.80 21.49 89.12 

1.00 27.56 24.83 88.36 

5.00 41.65 45.00 90.39 

10.00 42.92 61.63 92.16 

50.00 89.16 77.78 95.12 

100.00 99.69 91.36 94.27 

 

 

图 2-8 三个重组纳米抗体与 MDA-MB-231 的 FACS 汇总统计 

Fig 2-8 FACS summary statistics for three recombinant nanobodies with MDA-MB-231 

 

综合两次流式结果，可以得出获得的 10 个纳米抗体与三阴性乳腺癌细胞系 

MDA-MB-231 亲和力均比较高，可以进行后续实验。 
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2.3  讨论 

单克隆抗体制备的方法有单个 B 淋巴细胞抗体制备技术、免疫血清提取法、

人源抗体转基因小鼠、杂交瘤技术和噬菌体展示技术等，目前最主要的抗体发现技

术依然是杂交瘤技术和噬菌体展示技术[90]。 

杂交瘤技术是在细胞融合技术的基础上，将具有分泌特异性抗体能力的致敏 B

细胞和具有无限繁殖能力的骨髓瘤细胞融合为杂交瘤细胞。在 HAT 选择培养基的

作用下，只有 B 细胞与骨髓瘤细胞融合的杂交瘤细胞才可存活和增殖，进而培养

出所需要的单克隆抗体[91 ]，是目前应用最广泛的单克隆生产技术。杂交瘤技术的

基本流程主要包括抗原制备、动物免疫、细胞融合、杂交瘤克隆和亚克隆筛选、特

异性抗体的表征和制备[92]。 

使用杂交瘤技术产生的抗体稳定，不需要进行分子改造，在筛选过程中很少出

现活性降低和丢失的现象[93]；但是该技术操作相对复杂，需要反复亚克隆，工作量

大，细胞融合后产生的候选克隆数量少[94]，即使采用电转技术，候选克隆最多可达

1×104 个，远不如抗体库 1×1010 个的容量。 

噬菌体展示技术是将外源编码后的多肽基因，通过基因工程技术，插入到噬菌

体外壳蛋白结构基因的适当位置[95 ]，利用靶分子进行生物淘筛，洗去未特异性结

合的噬菌体，再通过感染大肠杆菌进行扩增，经过 3-5 轮克隆富集，可以逐步提升

特异性识别靶分子的噬菌体比例，最终获得能特异性识别靶分子的蛋白[96 ]。噬菌

体展示技术可以直接得到抗体基因，能进一步进行难制备的抗体、人源化抗体的构

建；利用该技术可以筛选出能与某个抗体特异性结合的噬菌体，获得该抗体识别的

抗原表位，进行抗原表位分析[97]，为反应机制的研究、诊断试剂的开发、疫苗的制

备提供基础依据。本文 PD-L1 纳米抗体的制备是基于目前已有的骆驼免疫库进行

噬菌体展示技术开展的。 

单域抗体也叫做纳米抗体，来自骆驼科单域抗体的重组单个可变结构域[98 ]，

通常容易在短暂免疫后获得，随后从外周血淋巴细胞中克隆基因库，并通过噬菌体

展示技术筛选出需要的特异性蛋白质作为免疫原。 

本实验对已有的骆驼免疫库进行了三轮固相筛选和一轮细胞筛选，经 phage 

ELISA 验证，获得了与目的靶点 PD-L1 有一定亲和力的单克隆，通过构建新的载
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体和合适的酶切位点，插入片段获得相应质粒；质粒提取后，对 10 个重组 PD-L1

纳米抗体进行了真核瞬转表达，表达标签为 VHH-hIgG1 Fc。这 10 个重组抗体的

产量为 20-100mg/L，SDS-PAGE 纯度>95%，符合经验数据。流式细胞术结果显示：

10 个表达的重组纳米抗体，都能与 PD-L1 中高表达的人肿瘤细胞 MDA-MB-231

有较强结合，1μg/组（10μg/mL，100μL/组）时，大部分抗体阳性率均＞80%。后续

实验中，随机选择 4 个纳米抗体(PDL1-1、PDL1-5、PDL1-6、PDL1-17)进行小鼠活

体成像实验。 

2.4  结论 

基于目前已有的骆驼免疫库，以 PD-L1 为靶点，使用噬菌体展示技术，制备

了 10 个 PD-L1 重组纳米抗体，再通过流式细胞术，验证了实验中制备的 10 个重

组纳米抗体与人三阴性乳腺癌细胞株 MDA-MB-231 有较高的亲和力，可作为后续

实验中小鼠体内成像的受试物。
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第三章  PD-L1 在裸鼠体内成像研究 

第二章在现有骆驼免疫库中成功构建了与 MDA-MB-231 有高亲和力的 10 个

PD-L1 纳米抗体，并进行了体外验证，获得了较好的结果。本章中随机挑选了其中

4 个抗体进行荧光染料的耦连和小鼠体内验证。 

3.1  材料与方法 

3.1.1  试验动物与材料 

3.1.1.1  试验动物 

无特定病原体(specified pathogen⁃free，SPF)级雌性Balb/c-nude小鼠（6-8周龄，

18-20g ），来自北京华阜康生物科技股份有限公司，动物合格证号：

No.110322230100548668，实验许可证号：SCXK（京）2019-0008。动物使用流程

符合 IACUC（实验动物伦理与使用委员会）制定的动物福利原则。 

试验前小鼠需先适应环境至少 5 天，选择健康动物作为受试动物。适应期的

主要检查内容：是否与订购时要求的质量指标一致、动物一般状态、动物体重是否

达到试验要求的体重范围、以上检查不合格的动物不纳入本试验。 

3.1.1.2  主要仪器 

同第二章“2.1.2”。 

3.1.1.3  主要试剂 

同第二章“2.1.3”。 

3.1.2  试验方法 

3.1.2.1  动物模型构建 

为建立皮下移植瘤动物模型，本研究选择的是 BALB/c 裸鼠，实验过程采用
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肿瘤细胞接种法，取处于对数生长期并且细胞状态好的 MDA-MB-231 细胞，细胞

收集的前一晚，更换新鲜培养基，细胞密度最好保持在 80%-90%。使用胰酶充分

消化细胞，离心弃上清，再用预冷的生理盐水清洗 2 次，以达到去除细胞中血清

的目的。根据细胞计数后的结果，使用生理盐水进行稀释，把细胞悬液的浓度调整

为 5×107 个/ mL。细胞重悬后尽快在裸鼠皮下接种。每只裸鼠于右侧腋窝中后部

注射 0.2mL，接种细胞量为 1×107 个。接种部位用酒精棉球消毒处理，接种前细

胞悬液应充分吹散混匀，注射前应排去针内空气，贴皮肤进针，向前穿行约 1cm，

以减少注射后漏液情况的发生。一般接种后 3 周左右可见皮下出现肿块，接种后

定期观察并记录裸鼠的生长、生存状态以及成瘤情况，待肿瘤体积达 100mm3 即

视为模型建立成功，可用于下一步的体内实验。 

3.1.2.2  小鼠荧光成像 

按标准分组法选择 15 只 MDA-MB-231 细胞荷瘤裸鼠，经尾静脉给每只裸

鼠分别注射由 DyLight™ 800 NHS 酯标记后的不同浓度 PD-L1 纳米抗体，于注射

后 0h、2h、24h、72h 的不同时间点摄取裸鼠活体荧光成像图片，以观察 PD-L1 纳

米抗体在小鼠体内的分布情况。最后一个时间点图片采集成功后，将裸鼠颈椎脱臼

处死和解剖，再分别取裸鼠肝脏、心脏、脾脏、肺、双肾和肿瘤组织成像，观察 PD-

L1 纳米抗体与主要脏器和肿瘤组织是否有特异性结合。 

3.1.3  统计与分析 

实验结果为 PerkinElmer IVIS® Lumina III 系统采集到的光学成像图，通过 

Living Image Software 进行荧光成像分析。 

3.2  结果与分析 

3.2.1  小鼠活体不同染料成像 

选择 PDL1-17 纳米抗体作为预实验抗体，该抗体在浓度为 50μg/mL 时，与三

阴性乳腺癌细胞系 MDA-MB-231 亲和力最低，当提高抗体浓度后，亲和力随之增

加，能达到 99%以上，因此可以判定该抗体与 MDA-MB-231 细胞亲和力极高。 
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使用 Cy5 和 DyLight™ 800 NHS 酯分别对 PDL1-17 抗体进行标记，1 种荧光

标记的抗体注射一只小鼠，给药剂量为 5mg/kg。结果如图 3-1、图 3-2 所示：Cy5

标记的抗体与小鼠主要脏器存在较多的非特异性结合；而 DyLight™ 800 NHS 标记

的抗体与小鼠主要脏器无非特异性结合，只与接种的肿瘤结合。因此在实验中使用

DyLight™ 800 NHS 对抗体进行标记和活体成像实验。 

图 3-1 DyLight™ 800 NHS 染料实验 

Fig 3-1 DyLight™ 800 NHS Ester Dye Experiment 

（图注：使用 DyLight™ 800 NHS 标记 PDL1-17 注射后 48h 裸鼠全身分布，72h 仅肿瘤部

位和腹腔有分布，脏器成像仅肝脏有极少量非特异性分布，肿瘤切面有较强荧光分布） 

(Figure Note: Systemic distribution in nude mice 48h after injection with DyLight™ 800 NHS-

labelled PDL1-17, 72h distribution only in the tumour site and peritoneal cavity, organ imaging with 

minimal non-specific distribution only in the liver, and strong fluorescent distribution in tumour 

sections) 

 

图 3-2 Cy5 染料实验 

Fig 3-2 Cy5 Dye Experiment 

 

（图注：使用 Cy5 标记 PDL1-17 注射后 48h 裸鼠全身分布，72h 肿瘤部位和尾部有分布，
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脏器成像肝脏、双肺和双肾中均有大量非特异性分布，肿瘤切面有较强荧光分布） 

(Figure Note: Systemic distribution in nude mice 48h after injection using Cy5-labelled PDL1-

17, distribution in the tumour site and tail at 72h, large non-specific distributions in organs imaged 

liver, both lungs and both kidneys, and strong fluorescent distribution in tumour sections) 

 

 

3.2.2  小鼠活体 800 NHS 酯单染料成像 

仅使用 DyLight™ 800 NHS Ester 单染料进行小鼠活体成像实验，2 只小鼠，染

料给药剂量为 1mg/kg、10mg/kg。成像结果表明：仅给药 DyLight™ 800 NHS Ester

染料后，染料在小鼠体内和肿瘤块内均无特异性结合，不论浓度，72h 内染料均被

小鼠机体完全代谢。具体成像结果如图 3-3 和图 3-4 所示： 

图 3-3 DyLight™ 800 NHS Ester 单染料实验 

Fig 3-3 DyLight™ 800 NHS Ester Single Dye Experiment 

 

空白 
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图 3-4 DyLight™ 800 NHS Ester 单染料离体脏器成像结果 

Fig 3-4 DyLight™ 800 NHS Ester Single Dye ex vivo organ imaging results 

 

 

3.2.3  小鼠活体荧光成像实验 

使用 DyLight™ 800 NHS Ester 分别对 PDL1-1、PDL1-5、PDL1-6、PDL1-17 这

4 个抗体进行小鼠活体成像实验，每个实验组 3 只小鼠，从左至右给药剂量依次为

0.5mg/kg、2.5mg/kg、5mg/kg。成像结果表明：4 个纳米抗体都能与小鼠体内的 PD-

L1 阳性肿瘤 MDA-MB-231 细胞特异性结合并在成像系统中显像，其中 PDL1-6、

PDL1-17 与小鼠主要脏器非特异性结合相对较少。具体成像结果如图 3-5 到图 3-

12 所示： 
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图 3-5 PDL1-1 活体成像结果 

Fig 3-5 PDL1-1 live imaging results 

 

图 3-6 PDL1-1 离体肿瘤与脏器成像结果 

Fig 3-6 PDL1-1 results of ex vivo tumour and organ imaging 

空白 
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图 3-7 PDL1-5 活体成像结果 

Fig 3-7 PDL1-5 live imaging results 

 

 

图 3-8 PDL1-5 离体肿瘤与脏器成像结果 

Fig 3-8 PDL1-5 results of ex vivo tumour and organ imaging 

  

空白 
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图 3-9 PDL1-6 活体成像结果 

Fig 3-9 PDL1-6 live imaging results 

 

 

图 3-10 PDL1-6 离体肿瘤与脏器成像结果 

Fig 3-10 PDL1-6 results of ex vivo tumour and organ imaging 

空白 
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图 3-11 PDL1-17 活体成像结果 

Fig 3-11 PDL1-17 live imaging results 

 

 

 

图 3-12 PDL1-17 离体肿瘤与脏器成像结果 

Fig 3-12 PDL1-17 results of ex vivo tumour and organ imaging 

 

 

 

空白 
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3.3  讨论 

目前应用广泛的生物活体成像技术主要有超声、X 射线断层成像（CT）、磁

共振成像（MRI）、正电子发射型计算机断层成像（PET）和光学分子成像技术（OMI）。

OMI（optical molecular imaging）是在蛋白质组学、基因组学和现代光学基础之上

发展而来的新兴技术，能够非侵入、无损伤地进行组织功能成像，尤其适用于针对

小动物的研究，具有灵敏度高，特异性好，操作简单，无放射性，实验成本低的优

点，在抗肿瘤新药的药效学评价研究方面具有广阔的应用前景[99-100]。根据发光原

理不同，OMI 成像分为荧光和生物发光两种方式，分别针对不同目的的研究。荧

光成像主要用于核酸及蛋白类小分子的检测，而生物发光通常用于活细胞的动态

观测[101]。在本部分实验中，应用了荧光成像作为检测手段。 

本实验中的两个染料实验结果表明：Cy5 染料标记的抗体进行体内验证后，与

小鼠主要脏器存在较多的非特异性结合；而 DyLight™ 800 NHS 染料标记的抗体进

行体内验证，只与接种的 MDA-MB-231 肿瘤结合，与小鼠主要脏器几乎没有非特

异性结合；且单独的染料进行体内验证，72h 内能被完全代谢出机体，与主要脏器

几乎没有非特异性结合。因此在正式的小鼠活体荧光成像实验中只使用 DyLight™ 

800 NHS 酯染料对抗体标记。 

为了实现对 PD-L1 纳米抗体在动物组织中分布情况的实时监测，首先要用

DyLight™ 800 NHS 荧光染料对挑选出来的 PD-L1 纳米抗体进行标记。小鼠活体组

织脏器对 700~900 nm 范围内近红外光谱吸收程度低[102]，几乎不会在成像过程中

产生非特异性荧光，可以获得信噪比较高的图像[103]；该区段光谱波长较长[104]，具

有良好的组织穿透性，可深入到动物表皮数厘米以下，在动物活体成像的研究中具

有明显优势[105]。DyLight™ 800 NHS 荧光染料是一种近红外荧光染料，对 770 nm 

光波具有最大吸收，产生 794 nm 激发光，适合在本研究中使用。大量文献报道[106-

107]，荧光探针对蛋白类物质的过度标记会对后者生物活性产生影响，因此在对 PD-

L1 纳米抗体标记过程中，需要严格计算 DyLight™ 800 NHS 荧光染料的用量，将

标记后蛋白分子的 F/P 比例控制在 1.5~2.0 之间，保证其维持原有活性。最终实

验结果表明：4 个使用 DyLight™ 800 NHS 酯标记的 PD-L1 纳米抗体都能与小鼠体

内的 MDA-MB-231 肿瘤细胞特异性结合并清晰显像。 
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3.4 结论 

本实验制备的 PD-L1 纳米抗体耦连 DyLight™ 800 NHS 荧光染料后，通过小鼠

尾静脉注射，能够在活体成像系统中，清晰地显示出 PD-L1 纳米抗体在小鼠体内

的分布和代谢情况，且能与人乳腺癌肿瘤细胞 MDA-MB-231 特异性结合，进行肿

瘤定位并显影；随着抗体浓度的提高，肿瘤荧光成像图光信号越强，说明制备的纳

米抗体具有较高的灵敏度、特异性和准确性；在体内留存时间较短，能准确地检测

和定位肿瘤病灶，提供更全面的肿瘤信息，从而为动物体内 MDA-MB-231 肿瘤的

诊断和治疗提供指导，具有潜在的应用价值。
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第四章  结论与创新点 

4.1  结论 

4.1.1  成功构建重组质粒 

获得的 10 个 Unique 序列，对人乳腺癌细胞 MDA-MB-231 具有高亲和力，通

过扩增 VHH 片段，插入到 pVHH-hIgG1Fc 表达质粒中，成功构建出携带 hIgG1 Fc

标签的 PD-L1 重组抗体表达质粒。 

4.1.2  体外重组 PD-L1 抗体验证 

使用 HEK293F 细胞真核瞬转表达重组抗体，构建的 10 个抗体产量均在 20-

100mg/L，SDS-PAGE 胶验证蛋白纯度>95%，还原条件下的蛋白质迁移率为 35-

50kDa，流式细胞术验证，都与 PD-L1 中高表达的人乳腺癌细胞 MDA-MB-231 有

较强结合，随抗体浓度提高，细胞阳性率也逐步提高，在抗体浓度为 50μg/mL 时，

其中 9 个抗体的阳性率＞80%。  

4.1.3  体内重组 PD-L1 抗体验证 

通过小动物活体成像系统对 PD-L1 纳米抗体的特异性和准确性进行小鼠体内

验证，表明，使用赛默飞的产品 DyLight™ 800 NHS Ester 标记的 4 个抗体能够只

与裸鼠体内的 MDA-MB-231 皮下瘤结合，并且与主要脏器（肝脏、心脏、脾脏、

双肺、双肾）几乎没有非特异性结合，适合作为首选荧光染料。 

 

综上，本研究成功制备出针对 MDA-MB-231 肿瘤细胞的 PD-L1 纳米抗体，通

过耦连 DyLight™ 800 NHS 酯染料作为荧光显影剂，可用于 MDA-MB-231 肿瘤的

特异性小动物荧光活体成像。然而，本实验关于靶向 PD-L1 显影的研究仍存在诸

多不足：第一，针对 PD-L1 高表达的阳性细胞株本实验中仅选择了 MDA-MB-231 

一种细胞，未进行对 PD-L1 中表达和低表达细胞株的验证，为了进一步评估 PD-

L1 荧光显影剂在不同肿瘤中的显像结果，研究 PD-L1 荧光显影剂的靶向性和特异
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性，后续可以选择多种 PD-L1 表达水平不同的阳性肿瘤细胞进行验证；第二，未

选择已上市的 PD-L1 单抗药物作为阳性对照组，后续可进行对比实验，设置上市

药物作为阳性对照，验证本研究获得的纳米抗体的特异性；第三，还可以通过筛选

构建新的 PD-L1 纳米抗体序列、扩大实验动物样本量的方式进一步完善实验；最

后，可以选择多种不同的荧光染料，对 PD-L1 耦连荧光染料的结构进行优化，比

较筛选出更适合用于动物体内显像的 PD-L1 荧光显影剂。这些都是后续值得深入

研究和探讨的方面，并且对 PD-L1 诊断和治疗具有重要意义。 

4.2  创新点 

本实验针对乳腺癌细胞 MDA-MB-231 研发的新型 PD-L1 纳米抗体显影剂，

实现了对 Balb/c-nude 小鼠活体内乳腺癌皮下瘤靶向的显像，且在后续评估中，机

体代谢快，在体内留存时间短，无其他不良影响，因此可以作为动物体内 MDA-

MB-231 肿瘤早期筛查、定位诊断以及复发转移监测的无创性影像评估手段，还可

以配合使用吲哚菁绿( indocyanine green， ICG)，在动物的乳腺癌手术中，通过吲

哚菁绿的荧光显影，在术中激发荧光，肿瘤负显影后会与正常组织之间的界限清晰，

能精准定位肿瘤，确认肿瘤边缘，完整切除肿瘤后，再通过活体成像系统检测是否

还有肿瘤残留，这对于乳腺癌动物临床治疗方案的制定以及预后有着重要的意义

和应用价值。 

PD-L1 纳米抗体通过耦连荧光染料，可对术后患者或患犬进行肿瘤标志物动

态监测，以及时发现是否存在残留的肿瘤细胞，做到术后预后良好，提高人或宠物

的生存质量。同时，在人乳腺癌的研究中，小鼠模型具有一定的局限性，缺乏自发

性癌症固有的基本特征，所以在一些临床试验中，患有 CMC 的犬被用作动物模型

进行发病机制、治疗方案、药物研发的研究，但犬乳腺癌尚缺乏有效、合理的分子

标志物，亟需进行更多有计划的随机临床试验来开发犬特异性靶向治疗方法，从而

找出治疗人类乳腺癌的新疗法，按照“ 同一健康” 的原则，可将人类和兽医肿瘤

学联合起来，进而有效解决动物和人类乳腺肿瘤治疗的难题。
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