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猪源唾液酸黏附素受体的表达及其纳米抗体筛选
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　　摘要：为制备特异性结合猪源Ｓｎ受体的纳米抗体分子，采用人工合成猪肺泡巨噬细胞 Ｓｎ受体胞外区（Ｓｎ４Ｄ）基
因序列，将其克隆至ｐＥＴ－３０ａ载体中，并在大肠杆菌中诱导表达 Ｓｎ４Ｄ蛋白；经 Ｎｉ柱纯化的 Ｓｎ４Ｄ蛋白作为靶标分
子，在Ｔ７噬菌体展示的纳米抗体文库中进行３轮亲和筛选；然后从筛选产物中挑选单抗克隆噬菌体进行亲和力、特异
性鉴定。结果显示，成功构建了ｐＥＴ－３０ａ－Ｓｎ４Ｄ重组表达载体，并诱导表达出约５０ｋｕ的目标蛋白，Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ显示
该蛋白具有良好的反应活性；经过３轮亲和筛选，投入产出比逐渐升高，并从筛选产物中鉴定出６株特异性结合 Ｓｎ４Ｄ
的纳米抗体分子。该纳米抗体分子的获得为今后进一步开展抗病毒活性的研究奠定了良好基础。
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　　病毒受体是指在宿主细胞内部或者细胞膜表
面可特异性地与病毒结合，并促使病毒感染的糖

类、脂类以及蛋白质类分子单体或复合物，其主要

功能是识别细胞内外的病毒粒子并与之结合［１］。

当前研究较为深入的病毒受体已达３０多种，其中，
唾液酸黏附素（Ｓｉａｌｏａｄｈｅｓｉｎ，Ｓｎ），又被称为 Ｓｉｇｌｅｃ－
１或者ＣＤ１６９，是一种巨噬细胞限制的Ⅰ型跨膜糖
蛋白，属于唾液酸凝集素受体家族［２－３］。猪源Ｓｎ是
猪繁殖与呼吸综合征病毒（ＰＲＲＳＶ）入侵宿主的特
异性细胞受体之一［４］，ＰＲＲＳＶ与 Ｓｎ受体的结合增
强了病毒向细胞表面的聚集，然后由网格蛋白介导

内吞作用进入细胞［５］。由于Ｓｎ受体在ＰＲＲＳＶ感染

宿主过程中发挥着重要作用，使其成为了抗 ＰＲＲＳＶ
药物研究的重要靶点。

早期研究表明，利用完整的靶细胞或者靶细胞

膜免疫小鼠可筛选出能够阻断病毒结合的抗体。

在研究ＰＲＲＳＶ与巨噬细胞互作的过程中，发现２个
肺泡巨噬细胞特异性单克隆抗体（ｍＡｂ４１Ｄ３、
ｍＡｂ４１Ｄ５）能够阻断 ＰＲＲＳＶ的感染［６］。因此，分离

纯化细胞表面的病毒受体分子，再制备针对受体的

单克隆抗体，通过特异性单克隆抗体竞争性阻断病

毒与受体的结合，是开发抗病毒药物的重要策略之

一［７］。由于病毒受体分子在细胞表面丰度较低，其

占比不足细胞膜总蛋白的万分之一，并且多为整合

蛋白的形式包埋于脂质双层膜中，因此直接分离纯

化受体分子的可操作性不强［８］。以猪源 Ｓｎ受体为
例，其完整的分子结构包含１７个结构域，又可分为
胞外区、跨膜区和胞内区３个部分，其中胞外区具有
免疫球蛋白样结构的区域是病毒结合位点［９］。利

用基因工程方法表达Ｓｎ受体胞外区蛋白分子，用于
制备特异性抗体是值得尝试的途径。
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　　纳米抗体是一种新型的基因工程抗体，因其天
然缺失轻链，分子大小为纳米级，故被称为纳米抗

体［１０］。相比传统抗体而言，纳米抗体因其分子量

小、稳定性强、亲和力高、组织穿透力强、易于生产

和制备等诸多优势，在疾病诊断、治疗和预防领域

得到广泛应用［１１］。因此，本研究通过大肠杆菌表达

系统制备Ｓｎ受体胞外区作为目标分子，利用 Ｔ７噬
菌体展示的纳米抗体文库中对其进行亲和筛选，以

获得特异性结合Ｓｎ受体的纳米抗体分子，旨在为后
续开展抗病毒活性研究打下基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
菌株与载体：ＤＨ５ａ、ＢＬ２１－ＤＥ３大肠杆菌感受

态细胞，购于诺唯赞公司；纳米抗体 Ｔ７噬菌体展示
文库、ｐＥＴ－３０ａ（＋）载体由笔者所在实验室保存。
主要试剂：限制性内切酶、ＴａｑＤＮＡ聚合酶、Ｔ４ＤＮＡ
连接酶均为宝生物公司产品；胶回收试剂盒为

ＱＩＡＧＥＮ公司产品；ＳＤＳ－ＰＡＧＥ凝胶制备试剂盒，
购自天根公司；ＨｉｓＴｒａｐＨＰ层析柱，购自美国 ＧＥ公
司；其余试剂均为分析纯。主要仪器：台式离心机，

购自美国Ｂｅｃｋ－ｍａｎ公司；ＢＴＸ电转化仪、ＰＣＲ仪，
购自宝生物公司；Ｇｅｌｄｏｃ－ＩｔＩｍａｇｉｎｇＳｙｓｔｅｍ，购自美
国ＵＶＰ公司。
１．２　重组表达载体ｐＥＴ－３０ａ－Ｓｎ４Ｄ的构建

参考 ＧｅｎＢａｎｋ中上传的猪源 Ｓｎ序列，并根据
大肠杆菌表达系统进行密码子优化，由金斯瑞公司

合成Ｓｎ受体４个免疫球蛋白样结构域（Ｓｎ４Ｄ）基因
序列，并在该基因序列的上下游分别添加 ＮｄｅⅠ、
ＸｈｏⅠ限制性酶切位点。利用上述酶切位点将Ｓｎ４Ｄ
基因插入原核表达载体ｐＥＴ－３０ａ（＋），双酶切鉴定
和测序分析，将鉴定正确的重组载体命名为 ｐＥＴ－
３０ａ－Ｓｎ４Ｄ并导入 ＢＬ２１－ＤＥ３感受态细胞，冻存
备用。

１．３　Ｓｎ４Ｄ蛋白的表达与纯化
挑取携带重组表达载体 ｐＥＴ－３０ａ－Ｓｎ４Ｄ的大

肠杆菌单菌落，３７℃摇床过夜培养，次日按１∶１００
比例转接新鲜ＬＢ（Ｋａｎ＋）培养液，３７℃摇床培养至
菌液Ｄ６００ｎｍ＝０．５，加入ＩＰＴＧ终浓度为０．５ｍｍｏｌ／Ｌ，
继续诱导培养 ５ｈ，收获细菌，ＳＤＳ－ＰＡＧＥ鉴定
Ｓｎ４Ｄ蛋白表达情况。利用 ＨＲＰＡｎｔｉ－６ＸＨｉｓＴａｇ
抗体，Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ鉴定纯化蛋白的反应活性。根
据ＨｉｓＴｒａｐＨＰ说明书，纯化目的蛋白，经 ＮａｎｏＤｒｏｐ

测定蛋白浓度。

１．４　纳米抗体文库筛选Ｓｎ４Ｄ特异性结合抗体
取１０μＬ纯化的 Ｓｎ４Ｄ蛋白（１００μｇ／ｍＬ）加入

到９００μＬＮａＨＣＯ３（１ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ值＝８．６）包被缓冲
液中，１００μＬ／孔包被酶标板，放置４℃过夜。次日，
ＰＢＳＴ缓冲液洗涤酶标板 １次，加入 ５％ ＢＳＡ封闭
液，３７℃封闭２ｈ，ＰＢＳＴ缓冲液洗板３次。用包被
缓冲液调整纳米抗体 Ｔ７噬菌体展示文库至 １×
１０１１ＰＦＵ／ｍＬ浓度，每孔加入１００μＬ并于３７℃孵
育１ｈ，使纳米抗体与Ｓｎ４Ｄ蛋白充分作用。回收反
应溶液，ＰＢＳＴ洗涤酶标板 １０次，然后每孔加入
１００μＬ１％ ＳＤＳ溶液洗脱与靶蛋白结合的噬菌体。
取１０μＬ洗脱产物经双层琼脂夹心法测定噬菌体滴
度，剩余洗脱产物加入至对数生长早期的 ＢＬ２１宿
主细菌中进行扩增，直至宿主细菌完全裂解。

ＰＥＧ－ＮａＣｌ法回收扩增的噬菌体，调整回收的噬菌
体浓度，重复上述筛选步骤２次，每轮筛选逐步降低
Ｓｎ４Ｄ蛋白包被量，同时增加 ＰＢＳＴ中 Ｔｗｅｅｎ－２０浓
度，以获得高亲和力的纳米抗体。利用公式：产出

比＝（洗脱噬菌体量／投入噬菌体量）×１００％，计算
每一轮筛选的得率。

１．５　阳性噬菌体的鉴定
测定第３轮洗脱产物的滴度并从平板上随机挑

取７２个单克隆噬斑，用 Ｔ７噬菌体特异性引物 Ｔ７
ＳｅｌｅｃｔＵＰＰｒｉｍｅｒ５′－ＧＧＡＧＣＴＧＴＣＧＴＡＴＴＣＣＡＧＴＣ－
３′和Ｔ７ＳｅｌｅｃｔＤＯＷＮＰｒｉｍｅｒ５′－ＡＡＣＣＣＣＴＣＡＡＧＡＣ
ＣＣＧＴＴＴＡ－３′进行噬斑ＰＣＲ鉴定。挑选 ＰＣＲ阳性
扩增产物送金斯瑞公司测序分析，用 ＤＮＡｓｔａｒ软件
分析纳米抗体氨基酸序列。

１．６　纳米抗体与Ｓｎ４Ｄ结合的亲和力、特异性测定
根据序列分析结果，选取展示不同纳米抗体的

噬菌体进行培养，回收噬菌体扩增产物，并统一调

整浓度至１×１０１０ＰＦＵ／ｍＬ。分别向包被 Ｓｎ４Ｄ、ＢＳＡ
（５０ｎｇ／孔）酶标板中依次加入 １００μＬ噬菌体。
３７℃ 孵育１ｈ后，弃去反应液，ＰＢＳＴ洗涤酶标板１０
次，然后每孔加入１００μＬ１％ ＳＤＳ溶液洗脱与蛋白
结合的噬菌体。双层琼脂法测定洗脱产物中噬菌

体滴度，将Ｓｎ４Ｄ孔洗脱噬菌体量设为 Ｐ、ＢＳＡ孔洗
脱噬菌体量设为 Ｎ，计算 Ｐ／Ｎ值，比较不同纳米抗
体与目标蛋白结合的特异性及亲和力强弱。

２　结果与分析

２．１　重组表达质粒的构建与蛋白表达
将人工合成的 Ｓｎ４Ｄ基因插入原核表达载体
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ｐＥＴ－３０ａ（＋）构建重组表达载体 ｐＥＴ－３０ａ－
Ｓｎ４Ｄ。由图１可知，通过 ＮｄｅⅠ、ＸｈｏⅠ双酶切鉴定
切出约１３００ｂｐ目的条带，大小与预计相符合。序
列测定结果显示，插入的 Ｓｎ４Ｄ基因片段序列完全
正确，阅读框无移码。ＩＰＴＧ诱导携带重组表达载体
的大肠杆菌。由图２可知，ＳＤＳ－ＰＡＧＥ检测可见大
小约５０ｋｕ的疑似Ｓｎ４Ｄ蛋白表达，通过超声波破碎

分析发现该蛋白主要以包涵体的形式存在。

２．２　Ｓｎ４Ｄ蛋白鉴定与纯化
由图３可知，将回收Ｓｎ４Ｄ包涵体通过变复性处

理，然后经 ＨｉｓＴｒａｐＨＰ柱纯化得到条带相对单一的
纯蛋白（图３－Ａ）；Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ检测显示，目标蛋白
与ＨＲＰＡｎｔｉ－６ＸＨｉｓＴａｇ抗体呈现良好的反应性（图
３－Ｂ）。将Ｎｉ柱纯化回收的蛋白经ＮａｎｏＤｒｏｐ测定含
量，并调整浓度至１００μｇ／ｍＬ，－８０℃冻存备用。

２．３　Ｓｎ４Ｄ特异性重组噬菌体筛选
将纯化后的 Ｓｎ４Ｄ蛋白作为靶分子并包被在固

相载体上，使Ｔ７噬菌体展示的纳米抗体与之结合。
由表１可知，筛选过程中包被的靶分子用量逐轮降
低，而洗涤液ＰＢＳＴ中Ｔｗｅｅｎ－２０含量逐渐升高，通
过加压筛选有利于获得高亲和的纳米抗体分子。

第１轮筛选产出比仅为０．０７２％，而第２轮筛选则
提高到１．２７％，第３轮进一步降低了投入噬菌体的
量，但仍有１．１３％产出比，因此经过３轮筛选特异
性结合Ｓｎ４Ｄ蛋白的噬菌体得到有效富集。

表１　亲和筛选过程中噬菌体的富集

亲和筛选

（轮）

Ｓｎ４Ｄ
（ｎｇ）

Ｔｗｅｅｎ－２０
（％）

投入噬菌体量

（ＰＦＵ）
洗脱噬菌体量

（ＰＦＵ）
产出比

（％）

１ １００ ０．０５ １．０×１０１０ ７．２×１０６ ０．０７２

２ ５０ ０．１０ １．０×１０１０ １．２７×１０８ １．２７０

３ ２５ ０．２０ １．０×１０９ １．１３×１０７ １．１３０

２．４　单克隆噬菌体的鉴定
纳米抗体基因插入在Ｔ７噬菌体衣壳蛋白ｐ１０Ｂ

基因下游，融合表达的衣壳蛋白在组装成 Ｔ７噬菌
体头部的同时将纳米抗体展示于表面。通过 ＰＣＲ
方法检测插入位点的纳米抗体基因。由图４可知，

携带纳米抗体基因的噬菌体 ＰＣＲ可扩增出约
７５０ｂｐ条带，而未携带纳米抗体基因的噬菌体仅扩
增出２５０ｂｐ条带。从第三轮洗脱产物中随机挑选
７２个单克隆噬菌斑进行 ＰＣＲ鉴定，共计鉴定得到
６３个携带纳米抗体基因的噬菌体。将 ＰＣＲ产物进
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行序列测定，通过比对纳米抗体氨基酸序列，获得

４２个不同氨基酸组成的纳米抗体。
２．５　纳米抗体亲和力、特异性检测

选取４０株展示不同纳米抗体的Ｔ７噬菌体分别
与 Ｓｎ４Ｄ、ＢＳＡ相作用。通过比较不同株噬菌体与
Ｓｎ４Ｄ结合数量的多少，以此评价其展示的纳米抗体
分子与Ｓｎ４Ｄ结合能力的强弱；比较同一株噬菌体

分别与Ｓｎ４Ｄ、ＢＳＡ结合数量的比值，以此来判定其
展示的纳米抗体与Ｓｎ４Ｄ结合的特异性。由图５可
知，第 ９、２４株噬菌体虽然能够高亲和力地结合
Ｓｎ４Ｄ，但也能高效结合ＢＳＡ（图５－Ａ），因此其展示
的纳米抗体特异性较低（图５－Ｂ）；第１１、２１、３１株
噬菌体仅与Ｓｎ４Ｄ有高亲和力结合，而不与 ＢＳＡ结
合，表现出良好的亲和力与特异性。

３　讨论

Ｓｎ受体由部分分化的巨噬细胞亚群表达，而猪
源Ｓｎ受体仅存在于肺泡巨噬细胞（ＰＡＭ）上［１２］，从

细胞中直接分离、纯化难度较大。因此，本研究中

截取与病毒互作的 Ｓｎ４Ｄ结构域，并在大肠杆菌表
达系统中实现了高效表达。虽然原核表达系统缺

乏加工、折叠以及修饰等功能，但可快速制备高纯

度的靶标蛋白，这可为纳米抗体文库的淘选奠定良

好的基础。

纳米抗体是一种发现于骆驼科、鲨鱼科的重链

抗体，相比传统抗体而言有着许多无可比拟的优

势，在抗病毒研究中的得到广泛应用。Ｌｉｕ等以
ＰＲＲＳＶ相对保守的 Ｎｓｐ－９蛋白为靶标，从噬菌体
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展示文库中筛选出８株抗ＰＲＲＳＶＮｓｐ－９蛋白的纳
米抗体，然后构建 ＭＡＲＣ－１４５细胞系来稳定表达
活性最好的Ｎｂ６株纳米抗体，发现该细胞系可以抑
制ＰＲＲＳＶ基因组复制与转录，感染病毒后不出现病
变［１３］。本研究利用已构建的羊驼纳米抗体Ｔ７噬菌
体展示文库［１４］，针对Ｓｎ４Ｄ蛋白开展３轮亲和筛选，
通过降低靶标蛋白包被量、提高洗涤缓冲液中吐温

含量等手段，加压筛选能够高亲和力结合 Ｓｎ４Ｄ蛋
白的纳米抗体分子。由表１可知，产出比在逐轮升
高，目的噬菌体得到了有效富集。由于纳米抗体分

子大约包含１５０个氨基酸，在Ｔ７噬菌体表面展示构
成一定的空间位阻，随着次级文库的反复扩增，部

分噬菌体克隆可能会出现纳米抗体基因丢失的现

象，因此需要对筛选产物中噬菌体单克隆进行鉴

定，以确定纳米抗体分子的完整性。由图４可知，约
１５％的噬菌体克隆丢失了纳米抗体基因。

采用固相载体包被靶标蛋白的方式进行亲和

筛选，筛选体系中除了Ｓｎ４Ｄ靶标蛋白，还有ＢＳＡ封
闭蛋白，因此洗脱产物中的噬菌体可能针对 Ｓｎ４Ｄ
和ＢＳＡ同时进行了有效富集，有必要分别测定单克
隆噬菌体与Ｓｎ４Ｄ、ＢＳＡ结合的特异性以及结合能力
的强弱。由图５可知，第９、２４株噬菌体能够同时高
亲和力地结合 Ｓｎ４Ｄ、ＢＳＡ蛋白，故其结合的特异性
不强；而第１１、２１、３１株噬菌体仅与 Ｓｎ４Ｄ高亲和力
结合，显示出良好的特异性。考虑到原核表达的

Ｓｎ４Ｄ蛋白与ＰＡＭ细胞表面的天然 Ｓｎ蛋白存在构
象差异，因此仍需要制备 ＰＡＭ细胞，对筛选到的纳
米抗体分子做进一步的亲和力、特异性鉴定。

本研究通过构建原核重组表达载体，制备高纯

度Ｓｎ４Ｄ受体蛋白作为靶标，经过３轮亲和筛选成
功获得６株能够高亲和力、特异性结合 Ｓｎ４Ｄ蛋白
的纳米抗体分子，为后续进一步开展抗病毒活性研

究奠定了坚实基础。

参考文献：

［１］徐　雷，冯若飞，马忠仁．病毒受体研究进展［Ｊ］．动物医学进

展，２０１５，３６（２）：８８－９２．

［２］ｄｅＳｃｈｒｙｖｅｒＭ，ＬｅｅｍａｎｓＡ，ＰｉｎｔｅｌｏｎＩ，ｅｔａｌ．Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆ

ｔｈｅｉｎｔｅｒｎａｌｉｚａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｍａｃｒｏｐｈａｇｅｒｅｃｅｐｔｏｒｓｉａｌｏａｄｈｅｓｉｎｉｎｈｕｍａｎ

ａｎｄｍｏｕｓｅｐｒｉｍａｒｙｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓａｎｄｃｅｌｌｌｉｎｅｓ［Ｊ］．Ｉｍｍｕｎｏｂｉｏｌｏｇｙ，

２０１７，２２２（６）：７９７－８０６．

［３］ＯＮｅｉｌｌＡＳＧ，ｖａｎｄｅｎＢｅｒｇＴＫ，ＭｕｌｌｅｎＧＥＤ．Ｓｉａｌｏａｄｈｅｓｉｎ－ａ

ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ－ｒｅｓｔｒｉｃｔｅｄｍａｒｋｅｒｏｆｉｍｍｕｎｏｒｅｇｕｌａｔｉｏｎａｎｄｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ

［Ｊ］．Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，２０１３，１３８（３）：１９８－２０７．

［４］叶梦雪，朱建中，陈南华．猪繁殖与呼吸综合征病毒受体及其在

病毒感染中的作用研究进展［Ｊ］．动物医学进展，２０２０，４１（１２）：

１０２－１０７．

［５］ＪｉａｎｇＹＢ，ＫｈａｎＦＡ，ＰａｎｄｕｐｕｓｐｉｔａｓａｒｉＮＳ，ｅｔａｌ．Ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅ

ｂｉｎｄｉｎｇｓｉｔｅｓｏｆｐｏｒｃｉｎｅｓｉａｌｏａｄｈｅｓｉｎｒｅｃｅｐｔｏｒｗｉｔｈＰＲＲＳＶ［Ｊ］．

ＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＪｏｕｒｎａｌｏｆＭｏｌｅｃｕｌａｒＳｃｉｅｎｃｅｓ，２０１３，１４（１２）：２３９５５－

２３９７９．　

［６］ＶａｎｄｅｒｈｅｉｊｄｅｎＮ，ＤｅｌｐｕｔｔｅＰＬ，ＦａｖｏｒｅｅｌＨＷ，ｅｔａｌ．Ｉｎｖｏｌｖｅｍｅｎｔｏｆ

ｓｉａｌｏａｄｈｅｓｉｎｉｎｅｎｔｒｙｏｆｐｏｒｃｉｎｅｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅａｎｄｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙｓｙｎｄｒｏｍｅ

ｖｉｒｕｓｉｎｔｏｐｏｒｃｉｎｅａｌｖｅｏｌａｒｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＶｉｒｏｌｏｇｙ，

２００３，７７（１５）：８２０７－８２１５．

［７］ＳｉｍｍｏｎｓＪＧ，Ｈｕｔｔ－ＦｌｅｔｃｈｅｒＬＭ，ＦｏｗｌｅｒＥ，ｅｔａｌ．Ｓｔｕｄｉｅｓｏｆｔｈｅ

Ｅｐｓｔｅｉｎ－ＢａｒｒｖｉｒｕｓｒｅｃｅｐｔｏｒｆｏｕｎｄｏｎＲａｊｉｃｅｌｌｓ．Ⅰ．Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｏｆ

ｒｅｃｅｐｔｏｒａｎｄｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｏｆａｎｔｉ－ｒｅｃｅｐｔｏｒａｎｔｉｂｏｄｙ［Ｊ］．Ｊｏｕｒｎａｌｏｆ

Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，１９８３，１３０（３）：１３０３－１３０８．

［８］ＭｏｒｒｉｓｏｎＫＡ，ＷｏｏｄＬ，ＥｄｌｅｒＫＪ，ｅｔａｌ．Ｍｅｍｂｒａｎｅｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｗｉｔｈ

ｓｔｙｒｅｎｅ－ ｍａｌｅｉｃ ａｃｉｄ ｃｏｐｏｌｙｍｅｒｒｅｓｕｌｔｓ ｉｎ ｉｎｓｕｌｉｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ

ａｕｔｏｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎｉｎｔｈｅａｂｓｅｎｃｅｏｆｌｉｇａｎｄ［Ｊ］．ＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＲｅｐｏｒｔｓ，

２０２２，１２（１）：３５３２．

［９］ＭａｙＡＰ，ＪｏｎｅｓＥＹ．Ｓｉａｌｏａｄｈｅｓｉｎｓｔｒｕｃｔｕｒｅ［Ｊ］．Ｒｅｓｕｌｔｓａｎｄ

ＰｒｏｂｌｅｍｓｉｎＣｅｌｌＤｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ，２００１，３３：１３９－１５１．

［１０］ＬｉｕＢ Ｙ，ＹａｎｇＤ Ｗ．Ｅａｓｉｌｙｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄａｎｄｍｕｌｔｉｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ

ｓｙｎｔｈｅｔｉｃｎａｎｏｂｏｄｙｌｉｂｒａｒｉｅｓａｓｒｅｓｅａｒｃｈｔｏｏｌｓ［Ｊ］．Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ

ＪｏｕｒｎａｌｏｆＭｏｌｅｃｕｌａｒＳｃｉｅｎｃｅｓ，２０２２，２３（３）：１４８２．

［１１］ＰａｂｌｏＳａｌｖａｄｏｒＪ，ＶｉｌａｐｌａｎａＬ，ＰｉｌａｒＭａｒｃｏ Ｍ． Ｎａｎｏｂｏｄｙ：

ｏｕｔｓｔａｎｄｉｎｇｆｅａｔｕｒｅｓｆｏｒｄｉａｇｎｏｓｔｉｃａｎｄｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ［Ｊ］．

ＡｎａｌｙｔｉｃａｌａｎｄＢｉｏａｎａｌｙｔｉｃａｌＣｈｅｍｉｓｔｒｙ，２０１９，４１１（９）：１７０３－

１７１３．　

［１２］ＳｕｎＷ，ＸｉｅＺ，ＺｈａｎｇＳ，ｅｔａｌ．Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｐｏｒｃｉｎｅ

ｓｉａｌｏａｄｈｅｓｉｎｇｅｎｅｐｒｏｍｏｔｅｒｒｅｇｉｏｎａｎｄｉｔｓｃｅｌｌ－ｓｐｅｃｉｆｉｃｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｉｎｐｏｒｃｉｎｅａｌｖｅｏｌａｒｍａｃｒｏｐｈａｇｅｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＧｅｎｅｔｉｃｓａｎｄＭｏｌｅｃｕｌａｒ

Ｒｅｓｅａｒｃｈ，２０１４，１３（４）：９６１５－９６２１．

［１３］ＬｉｕＨＬ，ＷａｎｇＹ，ＤｕａｎＨ，ｅｔａｌ．ＡｎｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄＮｓｐ９－

ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｎａｎｏｂｏｄｙ ｉｎ ＭＡＲＣ － １４５ ｃｅｌｌｓ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｐｏｒｃｉｎｅ

ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅａｎｄ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙｓｙｎｄｒｏｍｅｖｉｒｕｓｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ［Ｊ］．

ＶｅｔｅｒｉｎａｒｙＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，２０１５，１８１（３／４）：２５２－２６０．

［１４］徐　海，王　健，郭长明，等．单域抗体Ｔ７噬菌体展示文库构建

与鉴定［Ｊ］．浙江农业学报，２０２１，３３（１）：２７－３３．

—０９１— 江苏农业科学　２０２３年第５１卷第４期


