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摘 要

干扰素（interferon，IFN）最初被发现具有干扰或阻止病毒复制的功能。干扰素

γ（IFN-γ）是 II 型干扰素家族中的唯一成员，其分子由于糖基化程度的不同，在正

常情况下呈现出三种大小。在先天免疫的情况下，IFN-γ的分泌主要受到自然杀伤细

胞（NK）和自然杀伤 T细胞（NKT）的调节；而在后天免疫中，IFN-γ主要由 CD8

+和 CD4+ T细胞通过旁分泌产生。不同浓度下的 IFN-γ会激活不同的信号通路：在

高浓度情况下，JAK/STAT通路被激活；而在低浓度条件下，IFN-γ则会诱导 ICAM-

PI3K-Akt-Notch1信号的激活。IFN-γ可作用于分泌自身的细胞而形成正反馈，同时

也能帮助免疫细胞识别和消灭病原体。IFN-γ作为调节人体生理活动的细胞因子，对

于人体具有双重影响，在传染病、移植物抗宿主病、自身免疫性疾病和肿瘤免疫中

均发挥着重要的作用。

噬菌体展示技术将多肽、蛋白或是抗体片段与噬菌体外壳蛋白中的一种结合，

并表达在噬菌体的表面的蛋白外壳上。与传统的抗体制备技术相比，噬菌体展示技

术不仅能筛选出种类更丰富的抗体，同时还具备筛选周期短、成本低、应用范围广、

筛出的抗体易于人源化改造等优势。

本研究基于噬菌体展示技术，制备了靶向人 IFN-γ的阻断抗体并建立了 IFN-γ检

测方式。在通过真核表达纯化得到 IFN-γ蛋白后，利用动物免疫和噬菌体展示技术，

筛选到了靶向 IFN-γ的 11条不同的单链抗体序列，并通过大肠杆菌分泌表达纯化。

以这 11种抗体序列为基础，筛选出了对 IFN-γ亲和力最高且满足其他实验要求的抗

体对，以便后续开发更经济精准的检测体系；同时，通过流式细胞分析，分析了各

个抗体序列在细胞水平上阻断 IFN-γ与其受体结合的能力。主要的研究结果如下：

1）利用 HEK 293F细胞纯化得到了 His标签和 hFc标签的人 IFN-γ蛋白。

2）用 2种标签的 IFN-γ蛋白免疫鸡，建立并筛选鸡噬菌体抗体文库，得到了 11

条具有代表性且靶向 IFN-γ的鸡源抗体序列：C03、C04、C06、C08、C11、C12、

C13、C15、C25、C35、C48。

3）利用大肠杆菌分泌表达方式，纯化得到了两种不同标签的 22条抗体序列，
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两种抗体蛋白的纯度和活性良好。

4）利用 Elisa和Western Blot检测各个抗体序列的亲和力，结果显示 11条抗体

序列均有对 IFN-γ的结合活性，其中 5条序列能结合线性表位。

5）利用双抗夹心的方法筛选得到了 4组亲和力较高的抗体对；结合软件分析结

果，从中选出了结合力最高的 1组的抗体对以进行后续开发。

6）通过流式细胞术分析，从 5种细胞系中选出了 IFN-γ受体表达量最高的细胞。

7）通过流式细胞术分析，筛选出了 2条阻断效果最好的抗体序列，以及其他 5

条有阻断效果的序列。

关键词：干扰素γ；噬菌体展示；阻断抗体；双抗夹心 Elisa；流式细胞术



人 IFN-γ阻断抗体的制备及检测方式的建立

iii

Abstract

Interferon (IFN) was initially found to have the function of interfering or preventing

the replication of virus. Interferon-γ (IFN-γ) is the only member of the type II interferon

family, and its molecules present with three sizes under the normal circumstances due to

different degrees of glycosylation. In the case of innate immunity, the secretion of IFN-γ

is mainly regulated by natural killer cell and natural killer T cells. And in adaptive

immunity, IFN-γ is mainly produced by CD8+and CD4+ T cells through paracrine

pathways. At different concentrations of IFN-γ, different signaling pathways are

activated: the JAK/STAT pathway is activated at high concentrations of IFN-γ while the

activation of ICAM-PI3K-Akt Notch 1 signal will be induced at a low concentration of it.

IFN-γ can act on the cells which secrete itself to form the positive feedback, and it can

also act on immune cells, helping to identify and eliminate pathogens. As a cytokine that

regulates human physiological activities, IFN-γ has a dual impact on the organism and

plays an important role in infectious diseases, graft versus host diseases, autoimmune

diseases, tumor immunity.

Phage display technology combines polypeptides, proteins or antibody fragments

with one of the phage shell proteins and expresses them on the surface of the phage shell

protein. Compared with the traditional antibody preparation technology, phage display

technology can not only screen more kinds of antibodies, but also has the advantages of

short screening cycle, low cost, wide application range, and easy humanization of the

screened antibodies

Based on phage display technology, this study prepared the blocking antibodies

targeted human IFN-γ and established the detection method of IFN-γ. After purifying

IFN-γ through eukaryotic expression, we immunized animals with this protein and

screened 11 different single-chain antibody sequences targeted IFN-γ by phage display

technology. Then, we expressed and purified them through the secretory expression and
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intracellular soluble expression of Escherichia coli. With these 11 antibody sequences, we

screened for antibody pairs target IFN-γ with the highest affinity and meeting

experimental requirements, in order to develop more economical and accurate detection

systems in the future; Meanwhile, through flow cytometry analysis, we analyzed the

blocking ability of different antibodies for the binding of IFN-γ to its receptor at the

cellular level. The main results are as follows:

1) Purification of human IFN-γ protein with His and hFc tags using HEK 293F cells.

2) After immunizing chicken with 2 kinds of IFN-γ protein, we established and

screened the phage library of chicken antibodies, and 11 chicken derived antibody

sequences (C03, C04, C06, C08, C11, C12, C13, C15, C25, C35, C48) which were

representative and targeted IFN-γ were obtained.

3) 22 antibody sequences, which purity and activity met the expectations, with two

different tags were purified by secreting expression of Escherichia coli.

4) The affinity of each antibody sequence was detected by Elisa and Western Blot.

The results showed that all 11 antibody sequences were positive for IFN-γ and 5

sequences of them can bind to linear epitope.

5) Four groups of antibody pairs with high affinity were screened by the sandwich

Elisa method and the highest binding antibody pair was selected by the software analysis

for subsequent development.

6) The cell line with the highest expression of IFN-γ receptors was selected from 5

cell lines through flow cytometry analysis.

7) 2 antibody sequences with the best blocking effect were selected by flow

cytometry analysis, as well as five other sequences with blocking effect.

Keywords: Interferon-γ; Phage display; Blocking antibodies; Double-antibody-sandwich

Elisa; Flow cytometry
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缩略词表

缩略词 英文名称 中文名称

Abbreviation English full name Chinese meaning

AP1 activator protein 1 激活蛋白 1

CAM cell adhesion molecule 胞间黏附因子

CBP cAMP responsive-element-binding protein cAMP反应元件结合蛋白

CEACAM
carcinoembryonic antigenrelated cell

adhesion molecule

癌胚抗原相关细胞黏附

分子

CTL Cytotoxic T lymphocyte 细胞毒性 T淋巴细胞

Eomes Eomesodermin 脱中胚蛋白

FOXP3 forkhead box P3 叉状头转录因子 P3

GAS IFN-gamma-activated site 干扰素-γ激活位点

GVHD Graft-versus-host disease 移植物抗宿主病

IDO Indoleamine-2,3-Dioxygenase 吲哚胺 2,3-双加氧酶

ISG Interferon Signature Genes 干扰素信号基因

MAPKs mitogen-activated protein kinases 丝裂原活化蛋白激酶

MDSC myeloid-derived suppressor cell 髓系抑制性细胞

mTOR mammalian target of rapamycin 雷帕霉素哺乳动物靶点

T-bet T-box transcription factor T-box转录因子

TRAIL TNF-Related Apoptosis Inducing Ligand
肿瘤坏死因子相关凋亡

诱导配体
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1.前言

1.1 干扰素

干扰素最早是由艾萨克斯（Isaacs）和林德曼（Lindemann）于 1957年发现的。

在最初的实验中，人们发现在流感病毒的刺激下，鸡的绒毛膜尿囊膜会产生一种蛋

白质，可以干扰或阻止病毒的复制，后被命名为 IFN。目前已经发现了大约 10种哺

乳动物 IFN，但在人类身上只发现 7种，除 IFN-γ属于Ⅱ型外，其余均为Ⅰ型（Pestka

2007）。

1.1.1 IFN-γ的分子特征

1.1.1.1 IFN-γ分子形态及分子量

人 IFN-γ由位于第 12号染色体长臂上的单拷贝基因编码，该基因包含三个内含

子（Naylor et al 1983, Trent et al 1982）。人血液中的 IFN-γ有三种不同的大小（17、

20和 25 kDa），这与分子的糖基化程度有关；一种代表 IFN-γ的活性游离态，而另

外两种则被认为是成熟的 IFN-γ分子。生物活性形式的 IFN-γ是一种由非共价连接的

同源二聚体，由两个相同的 17 kDa 多肽单体组成（Alspach et al 2019, Lilkova et al

2019）。IFN-γ同源二聚体不含任何共价键的发现有助于解释 IFN-γ对极端温度和 pH

特别敏感的现象。

1.1.1.2 IFN-γ分子结构及与受体的结合

在非共价同源二聚体中，IFN-γ由两条反向平行的多肽链组成，这使得第一个单

体的 N末端与第二个单体的 C末端非常接近，同时第二单体的 N末端也与第一单体

的 C末端相连。相连两分子的两个末端连接处形成了一个复杂的受体结合界面。X

射线晶体分析显示，在 62%的人 IFN-γ分子中，每个单体都由 6个α螺旋组成，连接

着非结构化区域和包含 21 个氨基酸的柔性 C 末端（Ealick et al 1991, Lilkova et al

2019, Thiel et al 2000）。

IFN-γ的受体至少由两个亚基组成（IFNGR1和 IFNGR2），每个亚基分子都与

JAK家族的一个成员相互作用（Platanias 2005）。其中 IFNGR1在皮肤、神经、胎



华中农业大学 2023届硕士研究生学位论文

- 2 -

盘和合胞体滋养层等非淋巴细胞组织中表达量最高；而免疫细胞中 IFNGR1的表达

水平不同，单核细胞表达水平最高，其次是 B细胞、NK细胞，最后是 T细胞（Sun

et al 2014）；而 IFNGR2 的表达受到转录因子 SP1、激活蛋白 2（AP-2）和 NF-κB

的诱导调控（Gocher et al 2022）。在结构作用下，IFN-γ与其高亲和力受体以 1：2

的化学计量比结合形成对称络合物，并以此来介导其对细胞的多种作用。IFN-γ的受

体结合界面处的 C末端结构域并不直接与受体形成接触界面。这一 C末端尾巴部分

缺乏刚性，暴露在外并带高正电荷（Grzesiek 1992），它非常容易被蛋白质降解处

理；而它的长度在人 IFN-γ与其受体的亲和中起着调节作用，尤其 是

Arg129-Lys-Arg-Ser132肽段显著促进了与 hIFN-γR1的亲和与相互作用（Haelewyn et al

1997, Nacheva et al 2003, Schein 1995）。切割部分 C端氨基酸残基（最多 9个）甚

至会导致 IFN-γ与其受体结合的亲和力增加，而去掉整个尾巴会导致细胞因子失活

（Nacheva et al 2003）。

1.1.1.3 IFN-γ的糖基化修饰

天然的人 IFN-γ是一种糖蛋白，在每个单体链上有两个独立且不同的 N-糖基化

位点 Asn25和 Asn97（Sareneva et al 1994）。Asn25上的多糖由岩藻糖基络合物和混合

结构组成，这一位点的糖基化对于 IFN-γ的折叠生产是重要的，同时还介导了对几种

细胞蛋白酶的抗性；Asn97上的多糖则由高分子甘露糖组成和混合残基组成，在蛋白

生成和抗降解方面的作用并不明显（Mørtz et al 1996）。糖基化对于 IFN-γ的活性并

不重要。有实验数据表明，糖基化和非糖基化的人 IFN-γ具有相同的抗病毒活性，并

在相同程度上刺激巨噬细胞消除肿瘤（Arakawa et al 1986, Varesio et al 1984）。后续

的研究表明，这种化学修饰增加了干扰素在血液中的半衰期，并延长了 IFN-γ介导的

效应（Gordon-Alonso et al 2017）。

1.1.2 IFN-γ的分泌及调节

在先天免疫的情况下，IFN-γ的产生除了受到 NK调控外，还受到 NKT的调节

作用；而在获得性免疫应答中，IFN-γ则主要由 CD8+和 CD4+ T细胞通过旁分泌产生

（Burke and Young 2019）。
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在炎症或肿瘤组织微环境中，促炎细胞因子会与分泌 IFN-γ的细胞上的受体结

合，激活转录元件，如 STAT家族的成员（主要是 STAT4）、T-bet、AP1或 Eomes，

从而进一步促进 IFN-γ的产生（Kanhere et al 2012, Negishi et al 2018, Thieu et al 2008,

Pearce et al 2003）。例如，IL-12是一种由抗原提呈细胞（APC）如巨噬细胞、树突

状细胞（DC）和 B 细胞分泌的促炎细胞因子，可诱导 CD4+ T 细胞中 STAT4的激

活，使其磷酸化，进而促进 IFN-γ转录。同时，低浓度的 IL-12也可使调节性 CD8+ T

细胞中的 STAT4 磷酸化，从而刺激原发性胆管炎患者产生 IFN-γ（Liaskou et al

2018）。此外，IFN-γ具有促进自己分泌的信号途径，它可作用于 APC细胞，形成

一种正向反馈调节。这一现象在肿瘤和炎症环境中都能检测到（Garris et al 2018）。

除上述反应外，MAPK 途径的激活也能上调 IFN-γ的表达并刺激其合成

（Schoenborn and Wilson 2007）。总之，IFN-γ是特定组织环境在多种刺激物的作用

下产生的。然而，其启动信号和转录驱动因素仍然需要我们更深入地了解。

1.1.3 IFN-γ参与信号通路

1.1.3.1 JAK-STAT通路相关

IFN-γ受体的两个亚基分别与 JAK1 和 JAK2 在细胞内相互作用，进而使转录

因子 STAT1磷酸化、活化和二聚化。之后 STAT1同源二聚体转移到细胞核，然后

与被称为 GAS的 DNA序列结合，启动许多基因的转录，并介导了不同的生物反应

（Gao et al 2016, Negishi et al 2018, Poggi and Giuliani 2016）。STAT1同源二聚体在

与转录共激活蛋白（如 p300、CBP等）相互作用后将获得完整的转录能力（Platanias

2005）。

IFN-γ诱导的下游基因称为 ISG，这类基因能够调节炎症信号，在不同情况下促

进或抑制炎症的发生。而在效应基因转录的过程中，大部分的 ISG也可作为拥有促

进转录功能的转录因子，如驱动 IRF-1 的转录激活，进而诱导多种基因的表达。这

些基因又会在各种各样的生物过程中发挥作用，如细胞正常的周期性生长、细胞的

程序性死亡、细胞的生长抑制和防止疾病发生等过程（Schroder et al 2004）。IRF-1

可以激活主要组织相容性复合体（MHC）I 类相关分子的合成，从而增加了暴露于

IFN-γ的细胞对 CTL 攻击的敏感性（Yang et al 2018）。另外， IFN-γ通过激活
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JAK-STAT-IRF-1 级联途径，可以诱导肿瘤和 T 细胞上某些免疫检查点配体的表达

（Abiko et al 2015, Garcia-Diaz et al 2017）。

JAK-STAT通路的失调会导致免疫力下降，这一现象经常与肿瘤发生有关。此

外，STATs还参与免疫系统的发育与功能发挥，并在维持免疫耐受和肿瘤监测方面

发挥作用（Saha et al 2010）。

这一信号通路受 SHP 磷酸酶（Shp2）或 SOCS家族蛋白（主要是细胞质中的

SOCS1和 SOCS3）的负调控。此外，这一途径还可能被激活的 STATS蛋白抑制物

（PIAS）所抑制。PIAS 通过诱导 STAT1 去磷酸化和 DNA 释放来阻止基因转录

（Alspach et al 2019）。

1.1.3.2 非典型 IFN-γ激活途径

在 Jorgovanovic 等的研究中，非小细胞肺癌（NSCLC）组织中 IFN-γ的浓度决

定了 IFN-γ与其受体结合后激活的信号通路（Jorgovanovic et al 2020）。另一项研究

也显示，JAK/STAT通路在高浓度的 IFN-γ刺激下会被激活，这被认为是经典的 IFN-γ

信号途径；而在另一种浓度较低的情况下，IFN-γ会激活以 ICAM-PI3K-Akt-Notch1

为轴的信号，进而导致 CD133 表达增加，甚至会诱导肿瘤干细胞生成（Song et al

2019）。通过研究 IFN-γ信号下游基因（如 CXCL9、CXCL10、PD-L1 等）的表达

变化，有人提出在肿瘤细胞对 IFN-γ的响应过程中，两个信号路径之间存在交流（Gao

et al 2018）。

mTOR 是一种丝氨酸/苏氨酸激酶，在促进 mRNA 翻译和蛋白质合成方面起着

重要作用（Setoguchi et al 2015）。一项研究表明，IFN-γ可以通过激活 PI3K-Akt-mTOR

信号诱导肺上皮细胞的 CEACAM1亚型的表达，CEACAM1可通过正反馈进一步促

进该途径，或诱导炎性细胞因子（如 IL-6、IL-8）的转录和翻译（Zhu et al 2019）。

另外，有人证实，在人骨肉瘤细胞系中，IFN-γ能激活类似 IFN-α和 IFN-β所诱导的

通路反应——通过 PI3K/mTOR的协同作用，激活 mTOR的主要效应蛋白 p70S6而

使其磷酸化，同时刺激真核细胞的翻译起始因子 4E 结合蛋白 1（4E-BP1）的失活

（Lekmine et al 2003, 2004）。

而 IFN-γ调节 PI3K-Akt-mTOR通路这一过程，是否独立于 STAT信号还需要进

一步的解释。有报道称，Akt的缺失不会影响 ISGs的转录，但会导致 IFN-γ诱导蛋
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白的缺陷，导致干扰素诱导的抗病毒反应显著减少。因此，干扰素受体激活的 Akt

通路补充了干扰素激活的 JAK-STAT 通路的功能，允许 ISG的 mRNA 翻译，并最

终产生生物学效应（Kaur et al 2008）。

总之，IFN-γ介导的 PI3K-Akt轴的激活可能参与炎症反应、效应蛋白的翻译和

IFN-γ依赖的生物学效应，但我们仍需进一步研究以充分解释该通路在 IFN-γ信号中

的意义。

图 1-1 IFN-γ的两种信号转导途径（Jorgovanovic et al 2020）

Figure 1-1 Two Signal Transduction Pathways of IFN-γ（Jorgovanovic et al 2020）

1.1.4 IFN-γ与免疫细胞间的交流

对于能够产生 IFN-γ的免疫细胞，IFN-γ可利用正调节促进自我分泌。除此之外，

IFN-γ也能对肿瘤和炎症下的多种基质细胞起作用，如巨噬细胞、MDSC、树突状细

胞（DC）和 B细胞等（Parker et al 2016），帮助免疫细胞识别和消灭病原体。因此，

了解 IFN-γ与宿主免疫间的相互作用尤为重要。
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1.1.4.1 IFN-γ与 APC

抗原提呈细胞（APC）是进行抗原提呈活动和激活适应性免疫（如针对病原体

和肿瘤的 CTL反应）所必需的。IFN-γ激活细胞信号通路，使下游参与抗原提呈的

多种蛋白质上调，如与抗原处理相关的转运蛋白 TAP-1和 TAP-2。它们将蛋白酶切

割好的短肽从胞浆中运送到内质网，并加载到MHC I类分子上（Pamer and Cresswell

1998）。同时，APC中的 IFN-γ信号也会导致参与 Teff产生的共刺激分子和细胞因

子的上调。而缺少 IFN-γ信号的情况下，成熟的 DC 会降低 CAM1、CD86 和 IL-1β

等分子的表达（Pan et al 2004）。

1.1.4.2 IFN-γ和巨噬细胞

在 IFN-γ的作用下，巨噬细胞可转化为经典活化型（M1）来促进非特异性免疫

反应。在调节巨噬细胞增强对 Toll样受体配体以及 TNF等炎症分子的反应过程中，

IFN-γ参与了巨噬细胞的激活（Hu and Ivashkiv 2009）。巨噬细胞杀伤、吞噬微生物

和肿瘤细胞的能力是通过 IFN-γ控制其特定基因表达程序实现的，这些基因表达程序

涉及众多细胞因子、细胞标记、信号介质以及调节因子相关的基因（Castro et al

2018）。

1.1.4.3 IFN-γ与 T细胞

T 细胞向 Th1 和 Th2 细胞的分化分别受转录因子 T-bet 和 GATA3 的调控

（Kanhere et al 2012）。T-bet 能够促进 Th1相关分子的转录，特别是 IL-12 受体和

IFN-γ（Szabo et al 2002）。IFN-γ的产生由 IL-12激活的 Th1细胞控制，而 Th1细胞

表型的稳定又是通过释放 IFN-γ来维持的（Hu and Ivashkiv 2009）。已知 IFN-γ作用

于其受体后，刺激增加了 STAT1活性，从而诱导了 T-bet的表达。而作为转录因子

的一员，T-bet可以将另一转录因子 GATA3引导到 Th1的特异性结合部位，从而抑

制 CD4+ T细胞向 Th2以及 Th17分化，但 GATA3的活性并未受到影响（Jenner et al

2009, Kanhere et al 2012）。IFN-γ也可以诱导 CD4+ T细胞的凋亡，从而影响 CD4/CD8

比例，降低二次抗肿瘤免疫反应（Berner et al 2007）。

除 Th1外其他亚类的 CD4+ T细胞，由 IL-4/IL-5/IL-13的产生和 GATA3的表达

来定义。IFN-γ与这些亚型的分化间的联系仍是 T-bet。例如有研究发现，IL-4 沉默

一定伴随着 T-bet和 Runx3的共同表达，这控制着 Th1-Th2间的转换（Djuretic et al
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2007）。另外，在炎症条件下，IFN-γ的产生与产生 IL-17的 T细胞之间（或者说 Th1

和 Th17亚群之间）呈负相关（Weaver et al 2006）。还有研究显示，IFN-γ抑制 STAT3

或 Smad3（TGF-β的典型信号蛋白）是 Th17分化所必需的（Tanaka et al 2008）。

Tregs由于可表达转录因子 FOXP3，被认为是 CD4+ T细胞的免疫抑制亚群，该

细胞具有产生 IL-10、IL-35、TGF-β等抑制性细胞因子的能力，其产生对于防止效应

T细胞过度激活和组织损伤是必不可少的（Gocher et al 2022, Vignali et al 2008）。

在关于 PD-1/PD-L1免疫检查点的治疗研究中，IFN-γ可诱导 Treg表达 PD-L1，同时

IFN-γ可诱导 Treg 发生功能障碍，从而使在抗 PD-1治疗中 CTL介导的抗肿瘤效果

大幅提高（Halim et al 2017, Wu et al 2018）。

Teff的特征是分泌 IFN-γ、细胞毒性分子、穿孔素以及颗粒酶（Jorgovanovic et al

2020）；T-bet和它的旁系同源分子 Eomes共同调节 Teff表达这些分子（Intlekofer et

al 2005, Pearce et al 2003）。而 IFN-γ的分泌与 T-bet的表达以及抗原的呈递都有明显

的联系，因此 IFN-γ能够影响 T细胞的增殖和功能是在意料之中的。例如，CTL是

IFN-γ的主要来源，在抗肿瘤免疫中起重要作用（Gocher et al 2022）。在有病毒感染

的情况下，IFN-γ通过直接与结合其表面受体以激活 CD8+ T 细胞，促使其扩增

（Whitmire et al 2005）。此外，IFN-γ还可通过上调参与细胞凋亡过程的关键蛋白，

如颗粒酶 B和 TRAIL，来增加 Teffs的细胞毒性（Ravichandran et al 2019）。然而，

IFN-γ对 Teffs的作用并不全是正向的，有证据表明，IFN-γ可以负向调节 T细胞的增

殖或限制其反应（Driver et al 2017, Refaeli et al 2002）。

DC上有 iNKT的配体，两者相互作用时，会使 DC释放 IL-12 并结合 iNKT细

胞上的 IL-12 受体，诱导 iNKT产生 IFN-γ，而 IFN-γ又会通过上调共刺激分子促进

DC成熟（Das et al 2013, Wolf et al 2018）。

1.1.4.4 IFN-γ与 NK细胞

NK细胞可识别非自身靶点，并在 IL-2和 IL-12诱导以及 TNF增强的条件下产

生 IFN-γ，以此介导细胞毒作用（Almishri et al 2016）。有研究表明，NK细胞肿瘤

侵袭程度越强，肿瘤预后越好，而且肿瘤阶段性发展与 NK细胞的 IFN-γ表达程度呈

负相关（Henriksen et al 2020, Lee et al 2014, Villegas et al 2002）。

1.1.4.5 IFN-γ与 B细胞
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B细胞除了能分泌抗体，还能通过分泌细胞因子来介导抗体非依赖性功能。一

种先天的 B细胞亚群在细菌感染早期产生 IFN-γ，与 NK细胞相似。在肿瘤的免疫

治疗中，CD40激动剂的作用可能与这一 B细胞亚型诱导 IFN-γ产生有关，但这仍是

猜想，并未得到证实（Piechutta and Berghoff 2019, Vitale et al 2019）。

1.1.5 IFN-γ在治疗中的双重作用

IFN-γ作为调节人体生理活动的细胞因子，在传染病、移植物抗宿主病、自身免

疫性疾病和肿瘤等疾病中扮演着重要的角色。正如之前所陈述的，已有充足的证据

能够证明其对于疾病的积极影响。然而值得注意的是，许多研究表明 IFN-γ并不只发

挥积极作用，甚至一些疾病的发生与它有一定联系。

Zaidi和Merlino提出，在组织重塑和修复的过程中，IFN-γ可能在保护细胞免受

损害方面发挥生理作用，而这对于含有致癌基因突变的细胞同样适用（Zaidi and

Merlino 2011）。更明显的案例是，有发现称 IFN-γ能通过下调内源性肿瘤抗原 gp70

促进 CT26结肠癌肿瘤的免疫逃逸（Beatty and Paterson 2000）。Brody等人表明，IFN-γ

可以上调黑色素瘤细胞中的 IDO，并招募 Treg 细胞以逃避免疫识别（Brody et al

2009）。另外有研究表明，IFN-γ的慢性激活会诱导小胶质细胞发生与形态改变、种

群扩张、MHC II 和 CD68上调、促炎细胞因子和一氧化氮释放有关的反应，进而刺

激小胶质细胞损害成熟海马神经，抑制动物的成熟海马神经形成，并长期表现出行

为绝望、快感减退以及认知障碍（Zhang et al 2020）。而在过度的炎症反应中，IFN-γ

与细胞死亡机制错综复杂地联系在一起，并参与了一个正反馈循环。在这个循环中，

细胞因子的释放造成了细胞过度炎症，进而致使细胞死亡，从而促进了致病细胞因

子的进一步释放，最终导致细胞因子风暴，威胁到人的生命（Karki et al 2021）。

总而言之，IFN-γ作为宿主免疫系统中必不可少的保护因子，它介导了大量的生

物学活性，但其对生理活动的负面影响不容我们忽视。

1.2 噬菌体文库展示技术

噬菌体展示技术已发展 30多年，其基础是在噬菌体病毒粒子表面呈现多肽序

列。由于其在展示多肽和抗体方面的优秀能力，该技术在 2018年被授予了诺贝尔化

学奖。
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最初的实验是在 1985年，G P Smith将一个 57肽与丝状噬菌体外壳蛋白 III 中

暴露在外的序列连接，成功研制出其与外源多肽连接的融合蛋白（Smith 1985），并

在 1988年对技术进行了完善。这样的技术不仅将免疫活性良好的融合蛋白呈现在了

噬菌体表面，还保留了病毒的传染性以及外壳蛋白 III的完整功能。完善后的技术降

低了对抗体的要求，提高了筛选出稀有克隆的能力，这对于文库的筛选十分必要

（Barderas and Benito-Peña 2019）。之后的发展中，噬菌体展示技术在抗体筛选等方

面发挥出了巨大作用，该技术对化学及生物制药产生了重大的影响，并为之后开发

更多的新型抗体以及高亲和力定向筛选等打下坚实基础（Hess and Jewell 2020）。

1.2.1 噬菌体展示技术原理

基于噬菌体 DNA 的遗传修饰，噬菌体展示技术将多肽、蛋白或是抗体片段与

噬菌体外壳蛋白中的一种结合，并表达在噬菌体的表面的蛋白外壳上（Sioud 2019）。

当噬菌体感染宿主后，其基因开始在细菌内表达，插入的外源片段（编码外壳蛋白

相关基因和克隆序列的融合产物）随后展示在噬菌体的表面（Aghebati-Maleki et al

2016）。大肠杆菌单链丝状噬菌体M13及其近亲 fd和 f1在文库构建中的使用最为

广泛。此外，噬菌体展示还可以基于如 T7、T4和λ之类的有尾噬菌体，以及小的单

链 RNA二十面体噬菌体（Qβ和MS2）（Tan et al 2016）。M13噬菌体的所有外壳

蛋白都能被用来展示外源多肽和大、小蛋白，但使用最广泛的是它次要的外壳蛋白

pⅢ，其次是主要的外壳蛋白 pⅧ。而且，在所有丝状噬菌体外壳蛋白中，只有 pⅢ

大到足以向 B 细胞和 T 细胞呈现几个表位（Aghebati-Maleki et al 2016, Irving et al

2001）。pⅢ蛋白出现在噬菌体的末端，有 3到 5个拷贝，并由三个不同的结构域（N1、

N2和 C末端结构域）组成（Omidfar and Daneshpour 2015）。相对较大的分子会被

结合到 pⅢ蛋白的 N端，以保证噬菌体的感染性（Arap 2005）。pⅧ很适合展示小

蛋白和小分子多肽，但它不是展示大分子多肽的有效平台（Aghebati-Maleki et al

2016）。

1.2.2 噬菌体展示技术优缺点

首先，噬菌体文库库容很大。文库构建所使用的丝状噬菌体为半溶原性，它们
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可以在保持细菌宿主存活的情况下不断复制和分泌，形成大库容量病毒库（Hess and

Jewell 2020）。这种产生大病毒库的能力源自细菌在分裂期间对复制调控的缺乏和

游离基因的转移能力（Lebani et al 2017）。其次，展示在噬菌体表面的多肽或蛋白

质种类丰富，并可针对所需特性调整亲和筛选条件；而且与传统的筛选方法相比，

噬菌体展示技术具有结合鉴定快速、简单和低成本等优点（Hamzeh-Mivehroud et al

2013）。此外，该技术还可以在未知相互作用类型和性质的情况下识别多肽、蛋白

质或抗体片段的相互作用区域（Arap 2005, Bábíčková et al 2013）。

在抗体制备过程中，该技术可以用来解决一些困难抗原的抗体生产（如一些毒

性较高或免疫原性差的抗原，很难用杂交瘤技术生产抗体）。同时制备出的抗体易

于人源化，可以做一些抗体改构。

另一方面，该技术也有一些限制。从文库设计上讲，所有丝状噬菌体衣壳蛋白

都是噬菌体生长所必需的，要将外源序列插入其中，蛋白质排列的变化有很大的限

制；若插入片段过长，噬菌体会变大很多，稳定性会变差，繁殖速度会变慢（Lebani

et al 2017）。同时，细菌细胞质中含有多种还原二硫键的途径，这会导致所展示的

多肽或蛋白质构象和生物学功能受损。因此，噬菌体上的展示主要适合于在大肠杆

菌周质空间中折叠的表面蛋白和分泌蛋白（Gagic et al 2016）。此外，由于丝状噬菌

体从宿主细胞中释放出来时，不能破坏细胞膜完整性，所以衣壳蛋白必须能穿过内

膜的脂双层。如果组成融合衣壳蛋白的某部分阻碍其穿透细胞膜，那么衣壳蛋白可

能会停止正确的转移和组装（Castagnoli et al 2012）。

尽管丝状噬菌体展示系统具有一定的限制，但这项技术的弹性加上独特的噬菌

体属性依旧吸引了越来越多研究者的注意（Peltomaa et al 2016, Petrenko 2008a）。

1.2.3 噬菌体展示技术研究进展及展望

噬菌体展示技术经过长时间的发展，其价值不言而喻。作为宝贵的蛋白展示工

具其应用范围相当广泛，从材料科学到诊断，再到新治疗方法的开发，其应用案例

不胜枚举（Petrenko 2008b, Lee et al 2013, Lebani et al 2017）。这项技术已使首批的

6种商业化抗体药物得以生产，其他几种基于人类抗体和抗体片段的药物正在开发

中（Barderas and Benito-Peña 2019）。
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该技术目前仍有巨大的潜力，一些存在已久的问题有待解决，如噬菌体表面呈

现疏水性多肽影响其释放的问题以及重组蛋白形成聚集体的问题。有研究提出，在

嗜热噬菌体中构建噬菌体展示系统也许是一种解决方案，但至今未有关于这方面的

报告（Jaroszewicz et al 2022）。一项较新的报告总结了包括抗体展示形式的选择、

抗原呈递方式、筛选策略以及文库构建四个主要方面的优化以改善抗体的开发

（Ledsgaard et al 2022）。

基于噬菌体展示以及其他多肽展示系统的新型工具在不断涌现，解决各种科学、

医疗和技术问题的有关方法，有望在不久的将来出现在我们的视野中。

1.3 研究目的与意义

IFN-γ是细胞因子检测中最常检测的指标。作为免疫反应过程中重要的调节因

子，它的异常表达和多种自身免疫疾病相关。在很多不同病理包括感染、移植排斥、

过敏反应等情况下可作为疾病标志，因此在临床上有助于疾病的快速诊断。然而

IFN-γ在人血清中浓度较低，研究表明健康成人血清中的 IFN-γ一般在每毫升几皮克

到几十皮克左右，其数值因人的年龄所患疾病以及所在地区的不同而略有差异，因

此需要较为精确的检测体系。而现有市售的 IFN-γ检测体系价格昂贵，存在不能兼顾

灵敏度高、检测范围广、成本低廉的矛盾。并且由于 IFN-γ在特定条件下的促癌效应

以及过度免疫中的负面效应，对其结合与功能的阻断也显得十分重要。

本研究采用噬菌体展示文库和动物免疫，筛选出 11条靶向人 IFN-γ的单链抗体，

并通过这 11条抗体序列筛选得到了 IFN-γ的双抗夹心检测体系，以便后续开发更经

济精准的检测体系，如在此基础上的低成本化学发光检测体系。另外，通过流式分

析，确定了这些序列中能够封闭 IFN-γ活性位点并阻断其与受体结合的几种抗体，并

从中挑选出了阻断效果最好的 2种。
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2. 材料与方法

2.1 实验材料

BL21(DE3)感受态细胞 本实验室制备保存

HB2151感受态细胞 本实验室制备保存

Stbl3感受态细胞 本实验室制备保存

DH5α感受态细胞 本实验室制备保存

多粘菌素 B Sigma

HEK 293T 本实验室保存

HEK 293F 本实验室保存

表皮癌细胞株 A431细胞 本实验室保存

HepG2肝癌细胞 本实验室保存

Hep3B肝癌细胞 本实验室保存

Huh7肝癌细胞 本实验室保存

PEI 本实验室保存

细胞培养瓶 赛默飞世尔（ThermoFisher）

台盼蓝染色剂 Absin

Primer STAR酶 TAKARA

T4 DNA连接酶 本实验室制备

T4 Buffer NEB

Phusion DNA聚合酶 本实验室制备

BamHⅠ 限制性内切酶 NEB

EcoRⅤ 限制性内切酶 NEB

NotⅠ限制性内切酶 NEB

10×Cutsmart buffer NEB

质粒小提试剂盒 TIANGEN

无内毒素小提中量/大提试剂盒 TIANGEN

DNA纯化胶回收试剂盒 TIANGEN
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RNA提取试剂盒 南京诺唯赞生物科技有限公司

免疫佐剂 QuickAntibody-Rabbit 北京博奥龙公司

Goat-anti-Chicken HRP 亚科因（Abbkine）

Mouse-anti-FLAG HRP 爱博泰克生物（ABclonal）

Goat-anti-Human HRP 亚科因（Abbkine）

Cy5-山羊抗人 IgG 博奥龙免疫技术有限公司

SDS-PAGE 凝胶试剂 上海生工

PDVF膜 美国Millipore公司

BCA试剂盒 上海翊圣生物科技有限公司

TMB 显色底物 上海碧云天生物技术有限公司

胰蛋白胨 安琪酵母股份有限公司

酵母粉 安琪酵母股份有限公司

NaCl 国药

TRIzol Ambion

RNaseOUTTM Sigma

M-MLV反转录酶 Sigma

0.25%胰酶 GIBCO

DMSO Sigma

Opti-mem GIBCO

DMEM 培养基 赛默飞世尔（ThermoFisher）

咪唑 上海吉至（ACMEC）

双抗 山东鲁抗

家鸡 华中农业大学实验动物中心

2.2 主要实验仪器

MCO-15AC CO2 细胞培养箱（SANYO 公司，日本）

AE2000 光学显微镜（麦克奥迪实业集团有限公司，中国）

DYY-6D型电脑三恒多用电泳仪电源（北京六一仪器厂，中国）
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DYY-Ⅲ7B 转移电泳仪（北京六一仪器厂，中国）

DYCZ-24DN 迷你双垂直电泳槽（北京六一仪器厂，中国）

-80℃超低温冰箱（青岛海尔集团，中国）

IMS-20小型雪花制冰机（常熟市雪科电器有限公司，中国）

WD-9045 型生化水平摇床（北京沃德生物医学仪器公司，中国）

WD-9045B型水平摇床（北京沃德生物医学仪器公司，中国）

5804R 台式高速冷冻离心机（Eppendorf 公司，德国）

TG16-W 台式高速离心机（长沙平凡仪器仪表有限公司，中国）

PB-10 标准型电化学分析仪/pH计（Sartorius 公司，德国）

电热恒温水浴锅（北京市长风仪器仪表公司，中国）

Direct-Q3 实验室纯水/超纯水一体化系统（Millipore 公司，德国）

AB204-S 基础型电子分析天平（METTLER TOLEDO 公司，瑞士）

高压灭菌锅（HIPAYAMA 公司，日本）

GZX-9070 MBE数显鼓风干燥箱（上海博讯实验有限公司医疗设备厂，中国）

MF-ChemBIS 3.2 蛋白成像仪（DNR Bio-Imaging Systems 公司，以色列）

Merinton SMA4000 微量紫外分光光度计（美林恒通公司，北京）

2.3实验试剂及配置方法

1. LB 液体培养基：分别称取 10 g胰蛋白胨，5 g酵母提取物，10 g NaCl，

溶于一定量双蒸水，调节 pH值至 7.0，定容至 1000 mL，高压灭菌锅 121℃，灭菌

15 min后，4℃备用。

2. 2YT液体培养基：分别称取 16 g胰蛋白胨，10 g酵母提取物，5 g NaCl，

溶于适量双蒸水，调节 pH值至 7.0，最后定容至 1000 mL，高压灭菌后 4℃备用。

3. LB固体培养基：在配好的 LB液体培养基中加入适量琼脂粉至终浓度 1.5%

（w/v），高压灭菌后，冷却至 50℃-70℃左右时，无菌条件下分装至已高压的无菌平

皿内，室温凝固后置于 4℃冰箱保存备用。

4. LB液体选择性培养基：在一定量 LB液体培养基中加入适量氨苄青霉素（1

00 μg/mL）或卡那霉素（100 μg/mL），4℃保存备用。
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5. 2YT液体选择性培养基：在一定量 2YT 液体培养基中加入适量 Amp+（100

μg/mL）或 Kan+（100 μg/mL），4℃保存备用。

6. 50×TAE核酸缓冲液（1 L）：分别将 242 g Tris碱、37.2 g Na2EDTA·2H2O、

57.1 mL冰醋酸，用双蒸水定容至 1000 mL，室温保存，使用时稀释成 1×TAE缓冲

液即可。

7. 10×PBS缓冲液：分别将 2.7 g磷酸二氢钾、14.2 g磷酸氢二钠、80 g氯化

钠、2 g氯化钾溶于 500 mL双蒸水中，pH调至 7.4，用双蒸水定容至 1 L，0.22 μ

m滤膜过滤后室温保存。

8. HEK293细胞培养基：在 DMEM培养基中加入 10%血清，1%双抗，1%谷氨

酰胺。

9. 1M IPTG（分子量为 238.31）：将 2.3 g粉末状 IPTG溶于适量双蒸水中，定

容至 10 mL，无菌条件下用 0.22 μm滤膜过滤除菌，置于-20℃保存备用。

10. 多粘菌素 B：取 5 g粉末试剂溶于 60 mL双蒸水中。

11. PBST：2 L的 1×PBS加 1 mL TWEEN-20混匀。

12. SDS-PAGE电泳缓冲液：25 mmol/L Tris、0.25 mol/L甘氨酸、0.1% SDS。

13. 考马斯亮蓝 R250染色液：0.1%考马斯亮蓝 R250、10%冰醋酸、25%异丙醇。

14. 考马斯亮蓝脱色液：5%无水乙醇、10%冰醋酸，用蒸馏水配置。

15. 封闭液（Blocking buffer）：称取谷氨酸 5.88 g，精氨酸 6.96 g，聚乙烯吡

咯烷酮 2 g，脱脂奶粉 4 g，牛血清白蛋白 10 g，加入 1 mL TWEEN-20于 1×PBS

溶液中并定容至 2 L，搅拌溶解。

16. pH 2.0缓冲液：15 g 甘氨酸溶解于 ddH2O 中，用 1 mol/L HCl 调节 pH

至 2.0，定容至 2 L，0.45 μm滤膜抽滤。

17. pH 5.0缓冲液：23.5 g C6H5Na3O7·2H2O，2.3 g NaCl ，用 1 mol/L HCl

调节 pH至 5.0，定容至 2 L，0.45 μm滤膜抽滤。

18. Washing buffer：1L 1×PBS中加入 250 mmol NaCl和 20 mmol咪唑。

19. Binding buffer：1L 10×PBS中加 3 mol NaCl和 100 mmol咪唑。

20. Elution buffer：1L 1×PBS中加入 250 mmol NaCl和 500 mmol咪唑。

21. Buffer A：1L 1×PBS中加入 500 mmol NaCl。
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22. Buffer B：1L Buffer A中加 200 mmol 咪唑。

2.4 IFN-γ表达载体构建

2.4.1 IFN-γ基因片段 PCR扩增

1）引物设计

构建两种不同表达载体 pPBSPS-IFN-γ-His和 pPBSPS-IFN-γ-hFc。在 NCBI中查

阅人 IFN-γ（后文简称 IFN-γ）的 DNA序列。该序列及其引物由上海生物工程有限

公司合成。根据引物设计原则，用 Primer 5.0软件设计扩增引物。

2）PCR

引物由擎科生物有限公司合成。PCR实验体系如下所示，PCR反应程序：94℃，

5 min→[（95℃，30 s→65℃，30 s→72℃，2 min）循环 25次]→72℃，5 min→2

2℃进行 PCR反应，获得 PCR产物。退火温度及延伸时间根据不同的需求有所调整，

一般为引物 TM值±5℃。

表 2.1 PCR体系

Table 2.1 PCR system

试剂 质量或体积

5×buffer 10 μL

dNTP mix 4 μL

Forward primer(10μM) 1 μL

Reverse primer(10μM) 1 μL

Taq DNA Polymerase 0.5 μL

Template 50 ng

ddH2O 补足至 50μL

扩增结束后，向 PCR产物中加入 5×loading buffer， 做 0.8%琼脂糖凝胶进行电

泳，电压 180 V，15 min后 DNA凝胶成像，切下目的片段，按胶回收说明书操作

回收片段。
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2.4.2 PCR产物及表达载体的双酶切

使用 NotⅠ与 EcoRⅤ限制酶组合，在 37℃水浴锅对载体及 PCR片段酶切 3 h。

反应体系如下：

表 2.2 双酶切体系

Table 2.2 Double enzyme digestion system

试剂 质量或体积

pPBSPS载体 3 μg

EcoRⅤ 1 μL

NotⅠ 1 μL

Buffer 5 μL

ddH2O 补足至 50 μL

酶切结束后，对载体酶切产物进行琼脂糖凝胶电泳，切下目的片段后，按照 D

NA胶回收试剂盒对载体及 PCR产物进行回收。

2.4.3 IFN-γ片段与 pPBSPS表达载体的连接

将胶回收得到的空载体和片段进行酶连，混匀组分后，于 16℃恒温水浴锅过夜

连接。反应体系如下：

表 2.3 连接反应体系

Table 2.3 Ligation reaction system

试剂 质量或体积

pPBSPS载体 3 μg

PCR产物 1 μg

T4 连接酶 1 μL

T4 Buffer（10×） 2 μL

ddH2O 补足至 20 μL
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2.4.4 重组表达载体的转化

取出制备好的 Stble感受态细胞，放在冰上解冻 5 min。将 20 μL连接产物加入

到感受态细胞中，用移液器轻轻吸打均匀，冰上放置 30 min。之后放入 42°C水浴

锅中，热激 90 s，然后立即冰浴 3 min。在超净台中加入 500 μL不含抗生素的 LB

培养基，于 37°C恒温摇床上温育 1 h。将菌液 4000 r/min离心 3 min，留 100 μL

上清将菌体打散均匀涂布于含卡那霉素的琼脂平板表面，平板于 37°C培养箱，倒置

培养过夜。

2.4.5 菌液 PCR检测

待平板上的菌落生长至合适大小，用无菌的枪头挑取 8个圆且饱满的克隆菌落，

分别接种于 500 μL含抗性的 LB培养基中，37℃恒温摇床培养 4 h。待培养基中菌

清晰可见，进行菌液 PCR验证。以载体上的通用引物与插入片段的特异性引物为检

测引物，配制 PCR反应液，PCR体系如下 。PCR反应程序：95 ℃，5 min→[（9

8℃，30 s→55℃，30 s→72℃，5 min）循环 30次]→72℃，5 min进行 PCR反应，

获得 PCR产物。进行琼脂糖凝胶电泳，记录下阳性单克隆的菌落编号。

将阳性克隆的菌液送往上海生工武汉分公司进行测序，保留测序正确的阳性菌

液。取 800 μL菌液中加入 400 μL的 60%甘油，混匀后放入-80 ℃冰箱保存。

表 2.4 菌液 PCR体系

Table 2.4 PCR system of bacterial fluid

成分 体积

2x Fast Taq PCR Master Mix 5 μL

ddH2O 2 μL

10 μmol primer F 1 μL

10 μmol primer R 1 μL

菌液 1 μL

2.4.6 质粒提取

1）柱平衡步骤：向吸附柱 CP4中（吸附柱放入收集管中）加入 500 μL的平衡
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液 BL，12000 r/min离心 1 min，倒掉收集管中的废液，将吸附柱重新放回收集管

中。（请使用当天处理过的柱子）。注意：使用前请先在漂洗液 PW中加入无水乙醇，

加入体积请参照瓶上的标签。

2）取 5-15 mL过夜培养的菌液加入离心管中，12000 r/min离心 1 min，尽量

吸除上清。注意：菌液较多时可以通过几次离心将菌体沉淀收集到一个离心管中。

收集的菌体量以能够充分裂解为佳，菌体过多裂解不充分会降低质粒的提取效率。

3）向留有菌体沉淀的离心管中加入 500 μL溶液 P1（请先检查是否已加入 RN

ase A），使用移液器或涡旋振荡器彻底悬浮细菌细胞沉淀。注意：如果有未彻底混

匀的菌块，会影响裂解，导致提取量和纯度偏低。

4）向离心管中加入 500 μL溶液 P2，温和地上下翻转 6-8次使菌体充分裂解。

注意：温和地混合，不要剧烈震荡，以免污染基因组 DNA。此时菌液应变得清亮粘

稠， 所用时间不应超过 5 min，以免质粒受到破坏。如果菌液没有变清亮，可能是

由于菌体过多，裂解不彻底，应减少菌体量。

5）向离心管中加入 700 μL溶液 P3，立即温和地上下翻转 6-8次，充分混匀，

此时会出现白色絮状沉淀。12000 r/min离心 10 min，此时在离心管底部形成沉淀。

注意：P3加入后应立即混合，避免产生局部沉淀。如果上清中还有微小白色沉淀，

可再次离心后取上清。

6）将上一步收集的上清液分次加入吸附柱 CP4中(吸附柱放入收集管中，其容

量为 750-800 μL )，注意尽量不要吸出沉淀。12000 r/min离心 1 min，倒掉收集管

中的废液，将吸附柱 CP4放入收集管中。

7）可选步骤：向吸附柱 CP4中加入 500 μL去蛋白液 PD，12000 r/min离心 1

min，倒掉收集管中的废液，将吸附柱 CP4重新放回收集管中。如果宿主菌是 end

A+ 宿主菌（TG1，BL21，HB101，JM101，ET12567等），这些宿主菌含有大量的

核酸酶，易降解质粒 DNA，推荐采用此步。

8）向吸附柱 CP4中加入 600 μL漂洗液 PW（请先检查是否已加入无水乙醇），

12000 r/min离心 1 min，倒掉收集管中的废液，将吸附柱 CP4放入收集管中。

9）重复操作步骤 8。

10）吸附柱 CP4放入收集管中，12000 r/min离心 2 min，目的是将吸附柱中残
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余的漂洗液去除。注意：漂洗液中乙醇的残留会影响后续的酶反应（酶切、PCR等）

实验。为确保下游实验不受残留乙醇的影响，建议将吸附柱 CP4开盖，置于室温放

置数分钟，以彻底晾干吸附材料中残余的漂洗液。

11）将吸附柱 CP4置于一个干净的离心管中，向吸附膜的中间部位悬空滴加 1

00-300 μL洗脱缓冲液 EB，室温放置 2-5 min，12000 r/min离心 2 min，将质粒溶

液收集到离心管中。注意：洗脱缓冲液体积不应少于 100 μL，体积过小影响回收效

率。洗脱液的 pH值对于洗脱效率有很大影响。若后续做测序，需使用 ddH2O做洗

脱液，并保证其 pH值在 7.0-8.5范围内，pH值低于 7.0会降低洗脱效率。且 DNA

产物应保存在-20℃，以防 DNA降解。为了增加质粒的回收效率，可将得到的溶液

重新加入离心吸附柱中，再次离心。

2.5 IFN-γ的真核表达及纯化

2.5.1 IFN-γ的瞬时表达

1）将贴满 T 75细胞培养瓶的 HEK 293F细胞用无血清 DMEM培养基重悬，

转移至 200 mL小摇瓶中培养。

2）待细胞密度达到 2×106 cell/mL时，将小摇瓶中的细胞转移至 1 L的摇瓶中

培养，培养体系放大到 200 mL，密度培养至 2-3×106 cell/mL。

3）转染前用台盼蓝试剂染色，观察细胞状态，将细胞状态调整至最佳。每 1×1

06个细胞转染 1 μg除内毒素的 pPBSPS质粒，PEI与质粒按质量比 3:1混合。将 PE

I与质粒每 1 μg分别溶解到约 10 μL的 150 Mm NaCl 溶液中，静置 5 min；之后

将 PEI溶液加入到质粒溶液中，静置 30 min。

4）将混合好的质粒加入到细胞培养液中，在 37℃细胞摇床中培养 7 d，期间每

2 d观察细胞状态。

2.5.2 IFN-γ-His的纯化

1）收集表达后的细胞上清液，在 4℃条件下依次离心：2000 r/min 10 min，4

000 r/min 10 min，8000 r/min 1 h，之后用 0.45 μm的滤膜抽滤。

2）离心的同时，冲洗镍柱。依次为 ddH2O 5-10个柱体积→Washing buffer 5-
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10个柱体积。

3）上样液中加入 Binding buffer（将 10×buffer稀释到 1×），上样。

4）之后在 AKTA蛋白纯化仪上用Washing buffer洗杂，至 UV值水平。

5）用 Elution buffer 梯度洗脱，收集蛋白。

6）ddH2O冲洗镍柱，5-10个柱体积。

7）20%乙醇冲洗镍柱，5-10个柱体积，收柱子。

2.5.3 IFN-γ-hFc的纯化

1）样品处理方式同 His标签蛋白纯化。

2）冲洗 protein A 亲和层析柱并上样洗脱。依次为：ddH2O 5-10个柱体积→1

×PBS 5-10个柱体积→上样→1×PBS 5-10个柱体积→pH 5.0 5-10个柱体积（洗杂）

→pH 2.0 5-10个柱体积（洗脱），收集蛋白。

3）清洗层析柱，冲 20%乙醇 5-10个柱体积，收柱保存。

2.6 IFN-γ的动物免疫

2.6.1 IFN-γ的鸡免疫

1）挑选 2只成年（约 4个月龄）的家鸡，分别编号为 C1、C2。在免疫前，取

少量鸡翅静脉血液，作为抗体滴度检测的对照样本。

2）在首次免疫的时候，将 50 μg抗原蛋白 IFN-γ-His用 1×PBS缓冲液稀释到 1

00 μL，然后以体积比为 1:1的比例与 QuickAntibody混匀，然后在鸡的颈部皮下注

射 4个点（左右各两个）。每隔 14 d重复一次上述免疫操作，总共进行 3次免疫。I

FN-γ-His与 IFN-γ-hFc两种抗原交替免疫。

3）每次免疫 7 d后，在鸡的翅静脉处采集血液，分离血清，免疫次数依次记为

M1、M2、M3，通过间接 ELISA的方法测定血清中特异性多克隆抗体的滴度。

4）最后一次测定血清滴度，若达到预期效果，则将鸡进行安乐死，取其脾脏，

剪碎浸泡在 TRIzol中并冻存于-80 ℃，用于后续的噬菌体文库构建。
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2.6.2 IFN-γ多抗血清的效价测定

1）用 5 μg/mL的 IFN-γ-His抗原包被 Elisa板，每孔 50 μL，放在 37℃培养箱

中孵育 30 min。每一个血清样品做一个重复。

2）倒掉液体，用 PBST洗一遍，拍干后，用 blocking buffer加满孔封闭，37℃

孵育 30 min。

3）将血清用 blocking buffer梯度稀释。首孔稀释 100倍，之后按 1:2稀释。倒

掉液体，将稀释好的样本每孔 50 μL分别加入，37℃孵育 30 min。

4）倒掉液体，用 PBST洗两遍。显色抗体 Goat-Anti-chicken HRP按 1：8000

稀释，每孔 50 μL，37℃孵育 30 min。

5）倒掉液体，用 PBST洗四遍，按照碧云天 TMB显色液试剂盒说明书配制显

色液，A液和 B液按 1:1混合，每孔 100 μL，显色 5-10 min至显色完全。加入 0.1

M的浓硫酸终止显色，每孔 100 μL。

6）酶标仪测定 A450条件下的 OD。

2.7噬菌体文库构建及筛选

2.7.1 提取鸡脾脏中的总 RNA

1）鸡脾脏组织从-80℃冰箱中取出称重后放入研钵中，以每 50 mg组织对应 1

mL TRIzol试剂（AMBION，美国）的比例加入相应量的 TRIzol试剂，在液氮环境

中使用研磨棒研磨至均匀状态后取出，立即分装到多个 1.5 mL离心管中并储存于-

80℃冰箱，用于后续 RNA实验。

2）将研磨好的组织样本和 TRIzol的混合物置于室温孵育 10 min，使 TRIzol

试剂充分裂解组织样本；

3）加入 1/5体积的氯仿（4℃预冷储藏），上下剧烈颠倒充分混匀 1 min，室温

静置 5 min；

4）4℃冷冻离心机预冷，4℃条件下 12000 r/min离心 15 min；

5）将上清转移到新的 1.5 mL离心管中，加入等体积异丙醇（4℃预冷保存），

上下轻轻颠倒充分混匀，室温放置 10 min，充分沉淀 RNA；

6）4℃ 12000 r/min离心 15 min，此时 RNA沉淀析出，贴于管底；
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7）小心吸出上清并丢弃，加入 1 mL 75%乙醇（DEPC水预先配制并预冷保存

于 4℃）并上下轻轻颠倒 5-10次；

8）4℃ 12000 r/min离心 5 min，重复操作一次；

9）小心吸出上清并丢弃，于冷冻离心机中 4℃ 12000 r/min离心 1 min；

10）用 10 µL小枪头小心吸出并丢弃剩余液体，55℃干浴 1 min至酒精完全挥

发；

11）加入灭菌的 DEPC水溶解干燥后的总 RNA，55℃干浴 1 min至完全溶解。

2.7.2 总 RNA反转录

1）反应体系如下表，程序设定为 65 ℃，5 min（待 PCR仪的热盖温度和模块

温度到达指定温度后，再将体系放上去）。

表 2.5 RNA反转录体系 1

Table 2.5 System 1 of RNA reverse transcription

试剂 质量

RNA模板 10 μg

Oligo（dT） 2 μL

dNTP 2 μL

RNaseOUTTM 补足至 26 μL

2）反转录体系如下表（加在上一步的体系中），程序设定为 54 ℃，30 min→80℃，

10 min，得到 cDNA。

表 2.6 RNA反转录体系 2

Table 2.6 System 2 of RNA reverse transcription

试剂 质量

5×SSIV buffer 8 μL

100 mmol DTT 2 μL

RNaseOUTTM 2 μL

M-MLV反转录酶 2 μL
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2.7.3 噬菌体展示文库构建

文库的构建简要过程见参考文献（Bashir and Paeshuyse 2020）。

2.8抗体的表达与纯化

2.8.1 两种标签抗体蛋白的分泌表达及纯化

1）重组质粒转化：从-80℃冰箱取 HB2151感受态在冰上解冻，将文库筛选得

到的携带有抗体 scFv片段的重组载体 pComb3X 50 ng加到感受态中，慢轻柔吸吹

均匀后在冰上静置 30 min，使重组质粒在形成抗 DNA酶的羟基-钙磷酸复合物后充

分黏附于感受态细胞表面。然后在 42℃水浴锅中热激 90 s使重组质粒进入感受态

细胞，之后迅速冰浴 3 min。向混合液中加入 500 μL不含抗生素的 LB培养基使感

受态细胞复苏，于恒温摇床中 37℃、220 r/min振荡培养 1 h。从恒温摇床中取出菌

液，再以 4000 r/min的转速离心 3 min，吸出 450 μL的上清液丢弃，用离心管中剩

余的上清液将菌体沉淀吹打均匀，最后将菌液均匀涂布于含氨苄青霉素的培养基平

板上，待平板表面干燥后，将平板倒扣，做好标记后置于 37℃恒温培养箱中培养过

夜。

2）菌液 PCR：第二天分装 500 μL含氨苄青霉素的 LB培养基于 1.5 mL离心

管，挑取大且饱满的单个菌落于单个管中，做好标记放于 37℃摇床中 220 r/min振

荡培养 4 h，进行菌液 PCR，之后将产物进行凝胶电泳。将条带正确的阳性菌液取 6

00 μL加入 1.5 mL离心管中，再加入 300 μL的 60%甘油混匀，做好标记，于-20℃

冰箱中冻存。

3）一次扩繁：取 100 μL阳性克隆菌液加入装有 20 mL 含氨苄青霉素 LB培养

基的 100 mL小药瓶中，做好标记，置于摇床中 37℃、220 r/min培养 8 h。

4）二次扩繁：每种重组质粒准备 2个装有 1 L 2YT培养基的 2 L摇瓶，向每

个摇瓶中各加入 1 mL的氨苄青霉素溶液，再各转接 15 mL扩繁的菌液，做好标记

后置于摇床中 37℃、220 r/min振荡培养 3 h，使用 Nanodrop在细胞液模式下检测

菌液 OD值，待 OD值达到 0.9左右时即可取出摇瓶，如果未达到则继续振荡培养。

5）IPTG诱导：每个摇瓶中各加入 500 μL的 1 mol/L IPTG溶液，利用 IPTG

对载体上乳糖操纵子的诱导作用，诱导细菌大量表达重组质粒上的目的基因，置于
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摇床中 25℃、220 r/min振荡诱导培养 12 h后取出摇瓶。

6）收集、洗涤菌体：将 25℃诱导培养后的菌液用 1 L离心瓶，在高速冷冻离

心机中以 20℃、5000 r/min、5 min的条件离心，弃上清液并收集菌体沉淀。之后

用 PBS先冲洗一遍菌体表面，弃 PBS后用新的 PBS重悬洗涤菌体，继续在高速冷

冻离心机中，以 20℃、5000 r/min、5 min的条件离心，弃上清液并收集洗涤后的

菌体沉淀。

7）菌体破碎离心：1 L 2YT培养基的菌体用 100 mL Buffer A重悬，彻底重

悬菌体沉淀，使悬液中不含颗粒或絮状物。每 100 mL 重悬液中加入 1 mL配置好

的多粘菌素 B溶液，之后在 37℃摇床中 220 r/min裂解 1 h。严格控制时间，若裂

解时间过长，用于裂解细胞壁的多粘菌素 B会正常裂解细胞膜，膜内的蛋白会和膜

壁间的蛋白混合，给纯化蛋白增加难度。裂解细胞壁后，在在高速冷冻离心机中以

4℃、8000 r/min、45 min的条件离心，保留上清液并弃沉淀。离心后的离心瓶置于

冰上。

9）抽滤：将上清液使用真空泵、抽滤瓶和 0.45 μm规格的微孔滤膜进行抽滤，

之后向抽滤液中加入咪唑至终浓度为 50 mmol/L，通过咪唑竞争性结合镍离子，使

结合力弱的杂蛋白无法结合镍离子。

12）洗杂：用蠕动泵进行洗杂过程，将镍柱用 10个柱体积的双蒸水冲洗，以除

去柱内保存用的 20%乙醇，再用 10个柱体积的 Buffer A对镍柱进行平衡预处理，

将抽滤后的蛋白液全部上样，之后用 5个柱体积加入咪唑至终浓度为 50 mmol/L的

25% Buffer A冲洗镍柱，进一步除去与镍离子结合力较低的杂蛋白，流速均为 1 m

L/min。

13）用 AKTA pure蛋白质纯化系统洗脱蛋白：先用 100 mL双蒸水冲洗管道除

去管道内的 20%乙醇，再用 50 mL Buffer A缓冲液冲，使管道内充满 Buffer A，

以上 2步均设置流速为 10 mL/min，A、B泵各占 50%。之后将流速调为 1 mL/min，

将 B泵含量先设为 0%，后将洗过杂的镍柱安装在仪器上，将 A泵放入 Buffer A缓

冲液中，B泵放入 Buffer B缓冲液中，将 B泵设置为 10 min含量从 0达到 100%梯

度洗脱目的蛋白。B泵约 80%后出峰，待 UV值增加 20后，使用 Fraction Collectio

n功能，用 1.5 mL EP管收集洗脱液，每管收集 1 mL。待 UV值逐渐上升至峰值之
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后，下降至比记录 UV值高 40时停止收集洗脱液。蛋白洗脱完毕后，用 100 mL双

蒸水和 50 mL 20%乙醇依次冲洗镍柱和管道，流速为 1 mL/min。

2.8.2 脱盐及过滤除菌

根据观察凝胶脱色的结果，选取合适条带所对应的蛋白洗脱液进行脱盐，由于

脱盐柱的体积为 50 mL，只可对 10 mL以内体积的蛋白质溶液进行凝胶过滤层析脱

盐，体积过大则可能脱盐无效，因此，需要先将所选取的蛋白液浓缩至 10 mL。将

10 kDa规格的超滤浓缩离心管依次用双蒸水、PBS清洗，之后加入少量 PBS，在低

温水平离心机上以 4℃、2500 r/min水平离心 3 min，以清洗超滤浓缩离心管的滤膜。

将选取的蛋白洗脱液全部加入超滤浓缩离心管中，在低温水平离心机上以 4℃、250

0 r/min水平离心 10 min，取出超滤浓缩离心管用移液枪对着滤膜吹打，以将滤膜

上吸附的蛋白质吹打下来，使其不堵住滤膜，之后继续以相同条件离心，直至蛋白

液体积浓缩至 10 mL，用移液枪充分吹打滤膜后将蛋白液全部吸出，置于一个 50

mL空离心管中。

2.8.3 SDS-PAGE实验操作流程

（1）清洗玻璃板：一只手扣紧玻璃板，另一只手蘸点洗衣粉轻轻擦洗。两面都

擦洗过后用自来水冲，再用蒸馏水冲洗干净后立在筐里晾干。

（2）胶板检漏：将 1.5 mm的胶板洗干净，把胶板放入制胶的夹板中，调整胶

板底部两块玻璃板的边缘，使其平行，夹好胶板，将其放入制胶架上，加紧固定好

之后，向胶板中加满纯水，静置 5 min，观察液面是否下降，不下降则说明胶板固

定紧密，可进行下一步实验。

（3）分离胶和浓缩胶的制备：

配制 12%分离胶（12% SDS-PAGE 5 mL）：蒸馏水 1.6 mL，30%凝胶贮备液 2

mL，分离胶缓液（1.5 mol/L Tris-HCl pH 8.8）1.3 mL，10% SDS 50 μL，10%过硫酸

铵 50 μL，TEMED 3 μL。

配制 5%浓缩胶（5% SDS-PAGE 2 mL）：蒸馏水 1.4 mL，30%凝胶贮备液 0.33

mL，浓缩胶缓冲液（1.0 mol/L Tris-HCl pH 6.8）0.25 mL，10% SDS 20 μL，10%过

硫酸铵 20 μL，TEMED 2 μL。
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（4）灌胶：玻璃板对齐后放入夹中卡紧。然后垂直卡在架子上准备灌胶。（操

作时要使两玻璃对齐，以免漏胶）。在加入 TEMED 后立即摇匀即可灌胶。灌胶时，

可用 3 mL的吸管或 10 mL 枪吸取适量的胶沿玻璃放出，待胶面升到绿带中间线

高度时即可。然后胶上加一层水，液封后的胶凝的更快。（灌胶时开始可快一些，胶

面快到所需高度时要放慢速度。操作时胶一定要沿玻璃板流下，这样胶中才不会有

气泡。加水液封时速度不宜过快，否则凝胶表面会不平整）。

（5）上样：向蛋白样品中加入非还原的上样缓冲液或者非还原的上样缓冲液，

95 ℃干浴 10 min，使蛋白变性。12000 r/min离心 2 min，然后将样品加入制备好

的 SDS-PAGE胶中。

（6）电泳：加样完毕后，盖好上盖，连接电泳仪，打开电泳仪开关后，样品进

胶前电压控制在 80 V，大约 15-20 min；样品中的溴酚蓝指示剂到达分离胶之后，

电压升到 120 V，电泳过程保持电压稳定。当溴酚蓝指示剂迁移到距前沿 1-2 cm处

即停止电泳，约 0.5-1 h。如室温高，打开电泳槽循环水，降低电泳温度。

（7）染色与脱色：电泳结束后，关掉电源，取出玻璃板，在长短两块玻璃板下

角空隙内，用刀或分模器轻轻撬动，即将胶面与一块玻璃板分开，然后轻轻将胶片

托起，指示剂区带中心插入铜丝作为标志，放入大培养皿中染色，使用考马斯亮蓝

染液，染色 2-4 h，必要时可过夜。弃去染色液，用蒸馏水把胶面漂洗几次，然后加

入脱色液，进行扩散脱色，经常换脱色液，直至蛋白质带清晰为止。

2.9 酶联免疫吸附实验

2.9.1 间接 Elisa测定抗体亲和力

利用间接法检测能够特异性结合抗原构象表位的抗体序列。

1）包被抗体：用包被缓冲液稀释特异性抗体球蛋白至最适浓度（1-10 μg/mL），

在透明酶标板的每个凹孔中加入 50 μL，用手轻轻拍打酶标板使液体均匀覆盖板底，

4℃过夜，或 37℃孵育 30 min，各孔中加入约 300 μL的 PBST洗去未结合的抗体。

2）封闭：向各孔中加入约 300 μL的 Blocking buffer，4℃过夜，或 37℃孵育 3

0 min



华中农业大学 2023届硕士研究生学位论文

- 28 -

3）稀释抗原：用 Blocking buffer按照一定比例梯度稀释待检测的抗原蛋白。

4）抗原与抗体结合：将封闭好的酶标板取出，将其内 Blocking buffer倒掉，在

吸水纸上倒扣并拍干液体，将稀释好的抗原稀释液加入到对应的孔中，每孔加入 50

μL抗原稀释液。用手轻拍酶标板使样品铺平孔底，37 ℃孵育 30 min。

5）孵育 HRP酶标二抗：取出孵育好的酶标板，将液体倒掉，并在吸水纸上拍

干，PBST缓冲液洗涤 3次，每次都要拍掉多余液体，按照所需二抗说明书上标明的

比例以 Blocking buffer稀释二抗到工作浓度，每孔加入 50 μL，37℃孵育 30 min。

6）显色：取出酶标板，将液体倒掉并在吸水纸上拍干，PBST缓冲液洗 4次。

按照碧云天 TMB显色液试剂盒说明书配制显色液，A液与 B液按照 1：1比例混合，

每孔加入 100 μL。显色 10-15 min至完全时，加入 100 μL 0.5mol/L H2SO4溶液终

止显色。

7）观察记录结果：用酶标仪测量各孔的 OD值，检测波长为 450 nm。记录数

据，并用 Prism软件进行分析。

2.9.2 夹心 Elisa筛选检测抗体对

1）包被捕获抗体：用 Blocking buffer稀释带 His标签的抗体蛋白至 5 μg/mL，

在透明酶标板的每个凹孔中加入 50 μL，用手轻轻拍打酶标板使液体均匀覆盖板底，

4℃过夜，或 37℃孵育 30 min，各孔中加入约 300 μL的 PBST洗去未结合的抗体。

2）封闭：向各孔中加入约 300 μL的 Blocking buffer，4℃过夜，或 37℃孵育 3

0 min。

3）稀释抗原：用 Blocking buffer按照一定比例梯度稀释待检测的抗原蛋白 IF

N-γ-His。

4）抗原与抗体结合：将封闭好的酶标板取出，将其内 Blocking buffer倒掉，在

吸水纸上倒扣并拍干液体，将稀释好的抗原稀释液加入到对应的孔中，每孔加入 50

μL抗原稀释液。用手轻拍酶标板使样品铺平孔底，37℃孵育 30 min。

5）加入检测抗体：用 Blocking buffer稀释带 HisFLAG（后称 HF）标签的抗体

蛋白至 1 μg/mL。取出孵育好的酶标板，将液体倒掉，并在吸水纸上拍干，PBST

缓冲液洗涤 3次，每孔加入 50 μL抗原稀释液，37℃孵育 30 min。
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6）孵育 HRP酶标二抗：取出孵育好的酶标板，将液体倒掉，并在吸水纸上拍

干，PBST缓冲液洗涤 3次，按照 HRP-Anti-FLAG的二抗说明书上标明的 1：8000

比例用 Blocking buffer稀释二抗，每孔加入 50 μL，37℃孵育 30 min。

7）显色：取出酶标板，将液体倒掉并在吸水纸上拍干，PBST缓冲液洗 4次。

按照碧云天 TMB显色液试剂盒说明书配制显色液，A液与 B液按照 1：1比例混合，

每孔加入 100 μL。显色 10-15 min至显色完全时，加入 100 μL 0.5 mol/L的 H2SO

4溶液终止显色。

8）观察记录结果：用酶标仪测量各孔 OD值。记录数据，并用 Prism软件进行

分析。

2.10 Western Blot

利用Western Blot实验检测结合线性表位的抗体序列，实验操作步骤如下:

1）转膜：电泳结束后将目的条带部位的蛋白胶切下，随后按照蛋白胶的大小裁

剪 0.2 μm PVDF膜和滤纸，从负极到正极按照海绵，滤纸，蛋白胶，PVDF膜，滤

纸，海绵的顺序进行码放，操作时注意不要产生气泡；加入电泳缓冲液没过最上端

后，冰上 200 mA转膜 1-2 h（视蛋白分子量大小而定，蛋白分子量越大，电转时间

越长）。

2）封闭：电转结束后，将 PVDF膜（此时膜上应清晰可见Maker条带）用镊

子小心取出后放入 TBS溶液中清洗 1遍，而后放入由 TBST溶液配制的 5%脱脂奶

粉溶液中，室温孵育 1-2 h或 4°C孵育过夜。

3）孵育亲合抗体：封闭结束后，将 PVDF膜放入到由脱脂奶粉溶液稀释后的亲

合抗体溶液中，室温孵育 3-5 h或 4°C孵育过夜，抗体的终浓度为 0.6-1 μg/mL。

4）孵育显色抗体：亲和抗体孵育结束后，将 PVDF膜放入到 TBST溶液中洗膜，

水平剧烈摇晃 5 min 2次，洗膜结束后，将 PVDF膜放入到由脱脂奶粉溶液稀释的

带有 HRP标记的显色抗体溶液中，室温孵育 1 h，此处显色抗体稀释比例按照说明

书上进行。

5）拍照：孵育结束后，将 PVDF膜放入到 TBST溶液中洗膜，水平剧烈摇晃 5

min 5次。按照碧云天的 ECL化学发光试剂盒说明书配置显色液（A液与 B液按 1:
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1混合），将显色液加到清洗好的膜上，使用化学发光成像仪拍照后分析结果。

2.11 流式细胞分析实验

2.11.1 流式分析检测细胞表面 IFN-γ受体表达情况

1）分别消化细胞系 A431-LG、HEK 293T、Hep3B-LG、HepG2-LG、Huh7-LG：

吸出细胞培养瓶中的培养基，加 PBS洗 1遍，加 1 ml胰酶并在 37℃细胞培养箱中

消化 1-3 min，终止消化后将其吸入 15 mL离心管中，常温 1000 r/min离心 5 min收

细胞，并用 PBS清洗一遍。之后将细胞放置在冰上，整个过程除上机及离心都在冰

上操作；

2）用 Blocking buffer（不含硫柳汞）重悬细胞，用细胞筛过滤筛除去细胞团。

每种细胞株分装三管，每管 1 mL，分别标记为空白对照组、单一显色抗体组（2ND

组）和实验组，冰上封闭 30 min。

3）实验组每管加 10 μg的 IFN-γ-hFc，冰上孵育 1-2 h（期间每 10min轻轻颠倒

一下）。

4）4℃，1000 r/min 5min离心收细胞，并用 1 ml PBS洗一遍。

5）配制显色抗体溶液（Cy5-山羊抗人 IgG)，每 1ml加 4 μL显色抗体，涡旋混

匀，每管加 300 μL重悬细胞，冰上孵育 30-60 min，每 10 min上下颠倒一次；

6）4℃，1000 r/min 5min，离心收细胞，并用 1 ml PBS洗两遍；

7）视细胞多少，每管加 200-500 μL PBS，将细胞悬浮后转移到流式管中；

8）流式细胞仪分析检测细胞表面 IFN-γ受体表达情况。

2.11.2 流式分析检测 IFN-γ抗体的阻断功能

1）消化细胞系 Hep3B-LG，并用 PBS清洗一遍。之后将细胞放置在冰上，整个

过程除上机及离心都在冰上操作；

2）用 Blocking buffer（不含硫柳汞）重悬细胞，用细胞筛过滤筛除去细胞团，

分装细胞至 1.5 mL离心管，每管 250 uL冰上孵育 30 min。

3）每种抗体设置三种不同浓度（100 μg/mL、10 μg/mL、1 μg/mL），每管 250 uL，

同时设置空白对照组、单一显色抗体组（2ND组）和对照抗体组。之后实验组分别
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和 2 μg IFN-γ-hFc抗原在冰上孵育 2 h，然后将细胞和抗原抗体溶液混合（混合后抗

体浓度梯度为 50 μg/mL、5 μg/mL、0.5 μg/mL）。冰上孵育 1 h（期间每 10 min轻轻

颠倒一下）。

4）4℃，1000 r/min离心 5 min收细胞，并用 1 ml PBS洗一遍。

5）配制显色抗体溶液（Cy5-山羊抗人 IgG)，每 1 ml加 4 μL显色抗体，涡旋混

匀，每管加 300 μL重悬细胞，冰上孵育 30-60 min，每 10 min上下颠倒一次；

6）4℃，1000 r/min离心 5min收细胞，并用 1 ml PBS洗两遍；

7）视细胞多少，每管加 200-500 μL PBS，将细胞悬浮后转移到流式管中；

8）流式细胞仪分析检测各个抗体的受体阻断情况。
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3.结果与分析

3.1 两种标签的人 IFN-γ的真核表达纯化

在对状态良好且密度足够 HEK 293F细胞进行瞬时转染表达后，我们得到了活

性良好且纯度较高的两种 IFN-γ单体蛋白（IFN-γ-hFc和 IFN-γ-His），其蛋白条带结

果如图 3.1所示。两种标签的 IFN-γ蛋白均能产生三条不同大小的带。在还原条件下，

hFc二聚体被还原成单体形态，His标签蛋白则不受还原条件的影响。同时，糖基化

修饰会影响实际显示出的蛋白条带大小。

因此综合来看，以上结果满足后续实验要求，之后我们将选定免疫这一抗原蛋

白的动物宿主，并进行建库。

图 3.1 IFN-γ的真核表达及纯化

利用 12% SDS-PAGE分别检测还原与非还原条件下，两种标签的 IFN-γ抗原蛋白纯度以及

大小。每种条件的上样量为 3 µg。

Figure 3.1 Eukaryotic expression and purification of IFN-γ

Detecting the purity and size of two tags IFN-γ in reduced and non-reduced conditions by 12%

SDS-PAGE. Each kind of sample was taken 3 µg for loading.
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3.2 IFN-γ噬菌体文库的构建及筛选

3.2.1 鸡的免疫

人与鸡在种属方面差异相对较大。虽然鸡与人的基因总体约有 60%的相似性，

但控制两者免疫系统的基因相似性较小。所以为了获得亲和力高且针对更多表位的

抗体序列，我们选择鸡作为动物免疫的宿主。

在经过三个周期的免疫后，我们得到了 C1、C2两只鸡的三批血清。因为 His

标签免疫原性相对较小，我们选择 IFN-γ-His包被 Elisa板，测定后两次血清的免疫

效价，结果如图 3.2所示。

综合来看，C1血清的免疫效果略优于 C2，在第三次免疫后，C1的血清效价约

有 2.5×104。因此，选择 C1来进行脾脏研磨、RNA提取及反转录等后续实验。

图 3.2鸡血清抗体效价的测定

用 IFN-γ-His和 IFN-γ-hFc免疫 C1、C2两只鸡，7 d后取鸡血清，免疫结束后检测血清中抗

体效价。其中 IFN-γ-His包被平板的浓度为 5 µg/mL；鸡血清首孔稀释 50倍，之后每孔按照 1：

2的比例进行梯度稀释并加入孔中，每孔 50 μL；最后加入 Goat-anti-Chicken HRP 的显色抗体并

进行 TMB显色，用酶标仪检测 A450吸光值。M0：免疫前的鸡血清。M2：第二次免疫后的鸡

血清。M3：第 3次免疫后的鸡血清。

Figure 3.2 Determination of antibody titer in chicken serum

Chicken C1 and C2 were immunized with IFN-γ-His and IFN-γ-hFc. After 7 days, chicken serum

was taken and the antibody titer in the serum was tested after immunizations ended. The concentration



华中农业大学 2023届硕士研究生学位论文

- 34 -

of IFN-γ-His coated tablet is 5 µg/mL. Chicken serum in the first well was diluted 50-fold, then the

serum which was added 50 μL in each well was diluted with a gradient of 1:2. Finally, the

Goat-anti-Chicken HRP chromogenic antibody was added and TMB visualization was performed.

Detecting A450 absorbance value with Microplate Reader. M0: Chicken serum before immunization.

M2: Chicken serum after the second immunization. M3: Chicken serum after the third immunization.

3.2.2 文库构建及筛选

利用设计好的引物，将 cDNA文库中抗体的可变区（VH、VL）片段扩增出来，

之后通过 overlap PCR并以 G4S linker连接。通过 T4连接酶将 scFv片段连接到噬菌

体载体上，电转进入 TG1大肠杆菌中，从而得到了 IFN-γ的单链抗体展示文库。检

测构建好的文库库容量为 8.4×109 CFU/mL，库容量正常。

用M13丝状噬菌体感染扩增到合适浓度的 TG1大肠杆菌，经过生长、释放、

离心除去沉淀后，我们得到了含有噬菌体的上清液，取其中一部分检测其滴度，结

果为 1.5×1012 CFU/mL；另一部分用 PEG 8000/NaCl聚沉后，将离心得到的沉淀用

PBS溶解，加 60%甘油保存于-80℃。

之后用 IFN-γ-His对得到的噬菌体进行 4轮筛选，结果如表 3.1所示。在 4轮筛

选结束后，我们挑取了 96个克隆进行 Elisa检测，得到了多个显色明显的阳性克隆，

之后对这些克隆进行测序。

表 3.1 人 IFN-γ的鸡源抗体库筛选

Table 3.1 Screening for chicken antibody library of human IFN-γ

Round S1 S2 S3 S4

Input（CFU/mL） 1.5×1012 1.8×1011 1×1011 6.5×1010

Output（CFU/mL） 7×106 5×104 3×107 2.5×109

3.3 IFN-γ抗体的表达及纯化

在对阳性克隆测序，并分析测得的各序列之间的相似性后，我们得到了 11条对

IFN-γ亲和力高且有代表性的抗体序列，分别命名为 C03、C04、C06、C08、C11、

C12、C13、C15、C25、C35、C48。
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筛选出的抗体序列带有 6×His标签及 FLAG标签（后简称 HF），这是载体构建

时设计好的，并以此命名为 scFv-IFN-γ-Cxx-HF（xx 为上述 11条序列其中一条），

用作抗体对筛选的检测抗体。为了筛选能够检测 IFN-γ的抗体对，我们在这 11条序

列的 C末端单独连接了 6×His 标签，并命名为 scFv-IFN-γ-Cxx-His，用作抗体对筛

选的捕获抗体。

上述共 22条序列分别构建表达载体，均通过大肠杆菌分泌表达的方式纯化，由

SDS-PAGE的方式检测蛋白的纯度与大小，结果如图 3.3 所示。经检测，由大肠杆

菌分泌表达的 IFN-γ抗体，大部分具有较高的纯度和可观的表达量。

筛选抗体对需要捕获能力强且非特异性弱的捕获抗体，以及特异性及亲和力强

的检测抗体。而跟据以往纯化经验，纯度不高的蛋白往往亲和力也差。因此，需要

对纯化得到的抗体序列进行亲和力检测。

图 3.3 IFN-γ单链抗体 SDS-PAGE凝胶电泳图

通过大肠杆菌分泌表达 IFN-γ抗体。利用 SDS-PAGE检测两种表达方式得到的 IFN-γ抗体纯

度以及大小，以 3 µg作为每孔的上样量。（A）带有 HF 标签的 IFN-γ抗体。（B）带有 His标签

的 IFN-γ抗体。

Figure 3.3 SDS-PAGE of single-chain antibodies for IFN-γ

IFN-γ antibodies were purified by secreted expression of Escherichia coli. The purity and size of

IFN-γ antibodies expressed and purified in two ways were detected by SDS-PAGE. Each kind of

antibody was taken 3 µg for loading. (A) IFN-γ antibodies with His and FLAG tags. (B) IFN-γ

antibodies with His tag.
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3.4 Elisa检测抗体亲和力

在检测抗体对的筛选中，单链抗体与 IFN-γ的结合能力与筛选出的抗体对最终性

能直接相关，即结合能力越强则灵敏度越高，其优化潜力也越大。

不同标签抗体的亲和力以不同的操作方式进行检测。对于 HF标签抗体，考虑

到 hFc标签蛋白造成的非特异性结合，将 IFN-γ-His抗原蛋白包被到 Elisa板上，同

时以 gp350-scFv-R01-HF做为对照抗体，加入首孔浓度为 300 nmol/L，并按 1：3比

例进行梯度稀释的抗体，最后加入Mouse-anti-FLAG HRP二抗孵育检测其结合能力；

对于 His标签抗体，鉴于抗 His标签显色抗体的结合活性弱的问题，将 His抗体包

被在 Elisa板上，并孵育首孔 5 μg/mL并按 1：3梯度稀释的 IFN-γ-hFc 抗原，之后

加入 Goat-anti-Human HRP并显色。在 GraphPad Prism上，对两种抗体结合能力及

每种抗体 EC50值进行分析，检测结果如图 3.4所示。

带有 HF标签的抗体蛋白都具有良好的亲和活性，其 EC50值分别为 C03：33.10

nmol/L、C04：1.52 nmol/L、C06：0.68 nmol/L、C08：1.49 nmol/L、C11：3.76 nmol/L、

C12：33.19 nmol/L、C13：3.91 nmol/L、C15：1.44 nmol/L、C25：3.53 nmol/L C35：

1.21 nmol/L、C48：3.71 nmol/L。其中，带 HF标签的抗体中亲和力最强的是 C06，

且 11条代表性的序列与 IFN-γ且均有结合能力。

带 His标签的抗体的亲和力明显有了不同程度的减弱，且 C25由于纯度过低而

没有结合。抗体的 EC50值分别为 C03：33.26 nmol/L、C04：11.38 nmol/L、C06：11.18

nmol/L、C08：33.24 nmol/L、C11：3.93 nmol/L、C12：11.30 nmol/L、C13：11.08 nmol/L、

C15：11.11 nmol/L、C35：11.11 nmol/L、C48：11.21 nmol/L。

结果显示，结合力较低的捕获抗体在高浓度下能捕获足够的抗原，同时检测抗

体已满足实验需求，因此可以进行后续的抗体对筛选。
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图 3.4 单链抗体与 IFN-γ的亲和力检测

（A）HisFLAG抗体与 IFN-γ的亲和力。IFN-γ-His的包被浓度为 4 µg/mL，Mouse-anti-FLAG

HRP显色抗体以 1：6000稀释，以检测 HisFLAG标签抗体亲和力；（B）His 抗体与 IFN-γ的亲

和力。IFN-γ-scFv-His的包被浓度为 300 nmol/L，Goat-anti-Human HRP 以 1：5000稀释，以检

测 His标签抗体亲和力。（C）两种抗体的 EC50值。

Figure 3.4 Affinity of single-chain antibodies to IFN-γ

(A) Affinity of antibodies with His and FLAG tags to IFN-γ. To detect the affinity of antibodies

with His and FLAG tags, the coating concentration of IFN-γ-His is 4 µg/mL and the chromogenic

antibody, Mouse-anti-FLAG HRP, was diluted at 1:6000. (B) Affinity of antibodies with His tag to

IFN-γ. The concentration of IFN-γ-scFv-His coated is 300 nmol/L and the chromogenic antibody,

Goat-anti-Human HRP, was diluted at 1:5000 to detect the affinity of antibodies with His tag. (C) EC50

values of two kinds of antibodies.

3.5 Western blot检测抗体结合能力

为了对抗体的阻断进行综合分析，同时也为了进一步探究这些抗体序列的表位

结合类型，需要进一步检测抗体序列结合线性表位的能力。

分别使 11种 HF标签抗体与转移到 PDVF膜上的还原态 IFN-γ-hFc结合，并用

Mouse-anti-FLAG HRP显色抗体进行结合，在化学发光凝胶成像系统下观察抗体的
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结合情况。结果如图 3.5所示，有 5条序列（C04、C06、C11、C13、C35）均有线

性表位结合活性。

图 3.5 单链抗体与 IFN-γ线性表位的结合能力

将 20 ng的 IFN-γ-hFc与还原剂混合制样，凝胶电泳并转移蛋白条带后用 5%的脱脂奶封闭

PDVF膜，加入 1 μg/mL HF标签抗体结合 1h，显色抗体以 1：10000比例稀释。（A-K）11条抗

体序列的 western blot结果。

Figure 3.5 Binding ability of single-chain antibodies to liner epitopes of IFN-γ

The sample containing 20 ng IFN-γ-hFc and reducing agent. Seal PDVF membrane with 5% skim

milk after SDS-PAGE and protein transfer. Adding 1 μg/mL antibody with His and FLAG tags for 1 h.

The chromogenic antibody was diluted at 1:10000. (A-K) Western blot results of 11 antibodies.

3.6 夹心 Elisa抗体对的筛选

本实验以双抗夹心的方法建立 IFN-γ的基础检测体系，因此被筛选出的抗体对

中，捕获抗体与检测抗体应针对 IFN-γ不同且单一的结合位点。His标签抗体用作捕

获抗体，分别包被到 ELISA板上，封闭后加入梯度稀释的 IFN-γ-His，之后加入 FLAG

标签抗体，用抗 FLAG的Mouse-anti-FLAG HRP显色抗体结合并用 TMB显色，结

果如图 3.6所示。

C11和 C15 抗体可以出现自己配对的情况，说明其 IFN-γ上的结合位点可能不
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止一个，不能作为显色抗体。结果显示 4组配对抗体显色强度满足实验要求，并利

用 GraphPad Prism进行了分析。其中 C03-His与 C35-HF有着最低的 EC50值：0.9418

μg/mL。因此选择这一组抗体对用作后续检测体系的优化。

图 3.6夹心 ELISA筛选配对抗体

通过夹心Elisa筛选抗体对以检测 IFN-γ。捕获抗体浓度：7.5 μg/mL，IFN-γ首孔浓度：9 μg/mL，

检测抗体浓度：1 μg/mL，Mouse-anti-FLAG HRP 稀释比例：1：10000。（A-J）：各抗体配对

结果。（K）抗体对 EC50值。

Figure 3.6 Screening for paired antibodies by sandwich ELISA
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Screening antibody pairs to detect IFN-γ by sandwich Elisa. Capture antibody concentration: 7.5

μg/mL, the first well concentration of IFN-γ: 9 μg/mL, detected antibody concentration: 1 μg/mL,

Mouse-anti-FLAG HRP dilution ratio: 1:10000. (A-J) Pairing results of each antibody. (K) EC50 values

of antibody pairs.

3.7 流式细胞分析 IFN-γ受体表达情况

为了筛选出能够阻断 IFN-γ与其受体结合的阻断抗体，首先检测其受体表达量最

高的细胞系。IFN-γ的受体在正常的组织细胞、免疫细胞以及癌细胞表面均有表达，

因此我们选择实验室保存的 HEK 293细胞系、G1细胞系（超表达 GPC3的 A431细

胞系）以及 HepG2、Hep3B、Huh7三个肝癌细胞系，进行 IFN-γ受体表达量的分析。

处理细胞后，将 10 μg/mL的 IFN-γ-hFc与细胞结合，采用 Cy5-山羊抗人 IgG 抗体为

流式显色抗体，在流式细胞仪下分析，结果如图 3.7所示。

图 3.7不同细胞表面 IFN-γ受体的表达情况
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通过流式分析检测 5 种细胞系表面 IFN-γ受体的表达情况。实验组细胞用 10 μg/mL 的

IFN-γ-hFc 处理 1 h，显色抗体 Cy5-山羊抗人 IgG 以 1：500 比例稀释。Control：不经处理的细

胞。2ND：只加显色抗体处理的细胞。（A-E）5种细胞系表面的受体表达量。

Figure 3.7 Expression of IFN-γ receptors on the surface of different cells

Detection the expression of IFN-γ receptor in the surface of 5 cell lines by flow cytometry.

Experimental group cells were treated with 10 μg/mL IFN-γ-hFc for 1 hour. Chromogenic antibody

Cy5-goat anti human IgG was diluted in 1:500 ratio. Control: untreated cells. 2ND: Cells only treated

with chromogenic antibody. (A-E) Receptor expression levels on the surface of five cell lines.

在 5种细胞系中，HEK 293细胞系和A431细胞系表面的 IFN-γ受体表达量很低，

不能用于后续抗体阻断能力实验；三种肝癌细胞系中，HepG2和 Hep3B细胞表面的

IFN-γ受体表达量相对较高一些，适合进行后续实验。因此，最终选择 Hep3B细胞

系来进行后续抗体阻断效果实验。

3.8 流式细胞分析抗体阻断能力

在确定实验用细胞系后，初步设置实验组抗体浓度梯度，包含三个浓度：50

μg/mL、5 μg/mL以及 0.5 μg/mL，同时设置对照抗体组。将不同浓度的抗体与 1 μg/mL

IFN-γ-hFc混合并置于冰上，过夜结合封闭。之后用被抗体封闭过的抗原处理细胞，

最后通过流式分析检测抗体是否阻断了 IFN-γ与其受体的结合，结果如图 3.8所示。

可以确定的是，其中两种抗体 C11、C15 有明显的阻断作用，在 5 μg/mL时已

经能够完全阻断 IFN-γ与其受体的结合；C13、C35的阻断能力要略差一些，但也能

够做到完全阻断。另外，C12、C06、C25有微弱的阻断效果，但不能做到完全的阻

断；剩余 4种抗体则没有阻断能力。
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图 3.8 单链抗体对 IFN-γ与其受体结合的阻断能力
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流式分析下的不同抗体对 IFN-γ与其受体结合的阻断能力。实验组及对照抗体组细胞用 1

μg/mL的 IFN-γ-hFc 处理，显色抗体 Cy5-山羊抗人 IgG 以 1：500比例稀释。Control为空白对照

组，2ND为显色抗体单一处理组，HF为对照抗体组，其余三组为不同抗体浓度下的实验组。（A-K）

抗体在细胞水平上的阻断能力。

Figure 3.8 Blocking ability of single chain antibodies for the binding of IFN-γ to its receptor

The blocking ability of different antibodies for the binding of IFN-γ to its receptor by flow

cytometry analysis. Cells in the experimental group and control antibody group were treated with 1

μg/mL IFN-γ-hFc. Chromogenic antibody Cy5-goat anti human IgG was diluted in 1:500 ratio.

Control: blank control group. 2ND: group only treated with chromogenic antibody. HF: control

antibody group. Others: experimental groups at different antibody concentrations. (A-K) The blocking

ability of antibodies at the cellular level.
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4.讨论

IFN-γ作为免疫反应过程中重要的调节因子，在 pg级的浓度下就能在健康人体

内发挥正常功能。因而细微的浓度变化，便能极大地影响免疫反应的发展方向，对

疾病治疗产生影响。同时，在某些疾病确诊前，IFN-γ便有异常升高的现象（Manna

et al 2023）。因此，对 IFN-γ进行监控与检测十分必要，需要建立一种操作简便快捷、

低成本且反应灵敏的检测方式；而鉴于 IFN-γ在肿瘤治疗中的双重作用，对于其与受

体结合及信号传导的调控也十分重要。本实验建立的人 IFN-γ检测方式以双抗夹心

Elisa为基础，操作简便且耗时短；同时通过噬菌体展示的方法筛选抗体，能够得到

覆盖更多表位的抗体序列，为检测提供了多种组合，使检测更具灵活性；这也方便

之后对检测体系进行优化。

为了得到特异性靶向 IFN-γ的单链抗体，首先制备了纯度较高且活性良好的

IFN-γ蛋白，并将其与两种标签（hFc和 His）连接在一起，并利用 HEK 293F细胞表

达。从理论上讲，IFN-γ由于糖基化的程度不同，会在蛋白胶图上呈现出三种不同大

小的条带。而 hFc标签蛋白会以二硫键形成二聚体，使条带大小翻倍，在被还原剂

还原后会回到单体状态；同时 IFN-γ蛋白序列在其 C末端有一处 furin蛋白酶切割位

点，切割后几乎将 IFN-γ蛋白与其相连标签分离。因此，在非还原条件下最小的条带

应是二聚体的 hFc（约 50kDa），其他条带为 IFN-γ-hFc。没有出现明显三条带的情况

应该是因为大小相近的带重叠或连接在了一起，还原条件下的 IFN-γ条带印证了这一

点：相对于非还原条件下的两条 IFN-γ-hFc条带，还原条件下的条带要略宽一些，

说明有大小不同且相近的条带连在了一起。而 His标签没有二聚体化的情况，在还

原与非还原条件下的蛋白条带结果是一致的，均有三种大小，符合理论情况。

经过鸡免疫及文库构建筛选后，最终得到了靶向 IFN-γ的 11条差异明显的 scFv

序列：C03、C04、C06、C08、C11、C12、C13、C15、C25、C35、C48，并将这 11

条序列分别连接 His标签和 His、FLAG标签，利用大肠杆菌胞内和周质空间进行表

达。大肠杆菌的周质空间是由其内膜外膜组成的双层膜结构，其中存在着附在质膜

上的呼吸链复合物，这样的结构为蛋白质结构的正确折叠提供了合适的环境；同时，

由于周质空间中蛋白含量低，蛋白酶活性要比胞质内低，所以这里表达的蛋白能够
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避免胞内酶的降解而稳定存在。因此，分泌表达在重组蛋白活性、纯度以及操作简

便程度上具有明显优势。本实验通过分泌表达，顺利地纯化出了纯度以及活性均极

高的 HF标签抗体蛋白，且纯度和活性明显优于胞内表达的 His标签单抗。因此，

在所表达蛋白结构简单且实验需求量不高的情况下，可以优先选择这一方法。

对纯化得到的抗体进行了结合活性的检测，结果显示除 His标签 C25外，其他

抗体活性且纯度良好。HF标签抗体的 EC50值在 0.68-33.19 nmol/L的范围内，其中

结合力最高的是 C06，最低的是 C12；His标签抗体的 EC50在 3.93-33.26 nmol/L的

范围内，其中结合力最高的是 C11，最低的是 C03。总的结果显示，两种标签的 C11

均有良好的亲和活性，且 HF标签蛋白的活性整体高于 His标签，而活性较差的 His

抗体也能在高浓度的条件下捕获足够的 IFN-γ抗原。

在 His标签捕获抗体中，C11、C15、C35在较高的结合上限下具有相对较小的

EC50值，其夹心 Elisa结果更具参考性。而 C11与 C15具有和自己配对的能力。在

排除非特异性结合的可能后，我们分析认为，这两种抗体对于 IFN-γ抗原可能存在不

止一个同类的结合位点，其中 C11能够结合线性表，因此 C11的结合位点应该暴露

在 IFN-γ外部。若假设成立，在它们用作检测抗体时，其显色强度会因为每分子抗原

的抗体结合量不确定，而不能形成有科学意义的结合曲线。因此，C11与 C15只应

用作捕获抗体，且抗体用量需要加倍，不符合实验要求。综合分析后，我们筛选出

了 4组符合要求的检测抗体对，其中 C03-His/C35-HF有着最低的 EC50值：0.9418

μg/mL，可用作后续检测体系的优化。

通过流式分析 5种细胞系表面 IFN-γ受体的表达情况，我们选出了表达量较高的

Hep3B肝癌细胞用来筛选阻断抗体。最终结果显示，C11、C15有明显的阻断作用，

在抗原抗体浓度 1：5的情况下能够完全阻断 IFN-γ与其受体的结合；C13、C35也

能够做到完全阻断，但需要更高的抗体浓度；C12、C06、C25不能做到完全的阻断；

剩余 4种抗体则没有阻断能力。因为 IFN-γ与其高亲和力受体以 1：2的化学计量比

结合，因此若要完全封闭其结合位点，理论上的抗体浓度应至少为 IFN-γ浓度的 2

倍。综上所述，结合夹心 Elisa的结果，C11在两种标签下不仅具有对 IFN-γ更高的

亲和力，并且可能在多位点结合的情况下完全封闭 IFN-γ与其受体的结合，具有成为

研究 IFN-γ功能实验工具的潜力。
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本实验通过双抗夹心的方法建立了 IFN-γ的检测方法，同时为之后体系的优化打

下了基础；同时，通过流式分析，我们确定了 2种具有良好阻断功能的抗体，对 IFN-γ

功能研究以及医学上 IFN-γ引起的过度免疫等疾病的治疗具有积极意义。

但同时，本实验仍有许多不足与限制，如流式分析中并未探究出抗体浓度的最

低阻断比例，同时流式分析中加入的抗原浓度不足且细胞表面受体表达量不高，导

致信号并不明显；由于单独使用 IFN-γ发挥的作用有限以及其在某些情况下的促肿瘤

效果，未能在简便情况下进一步研究细胞水平上的抗体功能；实验筛选检测体系时，

所选用的捕获抗体活性有待提高；相比于市售检测体系仍有广阔提升空间有待发展

等，这些问题都需要我们进一步实验。IFN-γ作为人体免疫调节的重要细胞因子，包

括其信号机制等方面，仍留有许多问题需要我们去进一步探索。
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