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摘要 酵母展示系统是研究可溶性蛋白间相互作用的有效系统．利用酵母展示系统可以简单快速地研究抗原与抗体相互作

用．充分利用此系统的优势，在确定空间构象性的抗原决定簇方面发展出新的应用．利用酵母同源重组把巨噬细胞迁移抑制

因子(macrophage migration inhibitory factor，MIF)序列中的不同肽段以及不同点突变体展示在酵母表面，并用 3个抗 MIF单
克隆抗体 10C3，2A12和 4E10分别标记，流式细胞仪检测抗体与抗原突变体的结合．用酵母展示方法确定了 MIF上与 3个
单克隆抗体结合的关键氨基酸序列，从而建立起一个简便可靠的确定空间构象性抗原决定簇的方法．
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寻找抗体与抗原结合位点，对于了解抗体的作

用机制是至关重要的．传统的方法主要通过合成小

肽片段或原核表达蛋白片段，然后用免疫印迹法或

酶联免疫法检测各小肽或蛋白质片段是否与抗体结

合，以此来确定抗体的结合位点．但这些方法有各

自的局限性．合成小肽价格昂贵，成本高，而且小

肽不具备合适的空间构象，对于识别抗原空间构象

位点而不是识别线性位点的抗体，此法完全不适

用．蛋白质片段在原核系统中表达很容易形成包涵

体，不利于蛋白质纯化，如果蛋白质不可溶，也很

难保持蛋白质的天然构象．

酵母展示是一种将目的蛋白展示在酵母细胞表

面的新技术，具有方便、快捷、不需要纯化蛋白质

的优点．由于酵母的同源重组功能，此方法省略了

分子克隆的过程，可以高通量地获得多个突变体展

示在细胞表面．荧光标记的抗体或蛋白质标记酵母

展示克隆或文库后，可以用流式细胞仪方便快速地

检测或分选．与免疫荧光印迹法和酶联免疫法相

比，流式细胞仪检测比较方便快捷．应用在抗体工

程方面，酵母展示技术主要用来展示单链抗体

(scFv)，进行抗体序列的优化，来提高抗体的亲和
力和稳定性[1, 2]．利用酵母展示技术还可以构建蛋

白质表达文库，从中筛选出感兴趣的目的蛋白[3]．

目前已有文献报道，把抗原肽段展示在酵母表面，

成功鉴定出一些人表皮生长因子受体(EGFR)抗体
的结合位点[4]．也有应用随机突变 PCR方法，构建
带有多位点突变的酵母展示文库，结合流式细胞仪

把不和抗体结合的克隆分选出来，一般要经过几轮

分选之后，挑选大量的克隆做测序分析，寻找出影

响抗体与抗原结合的突变，从而确定抗体与抗原的

结合位点[5, 6]．

我们以寻找巨噬细胞迁移抑制因子(MIF)抗体
的结合位点为例，建立起一个利用酵母展示技术确

定抗体空间结合位点的新方法．

1 材料与方法

1援1 菌株与质粒

酿酒酵母 EBY100，大肠杆菌 DH5琢由本实验
室保存，pYDS质粒改造自 pYD1质粒 (Invitrogen
公司)．
1援2 试剂

限制性内切酶 EcoR玉， Not 玉， Bgl域和
Pyrobest Taq酶购自大连宝生物公司；引物合成和
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测序由北京三博远志生物技术有限公司完成；酵母

质粒提取试剂盒、普通质粒提取试剂盒和胶回收试

剂盒购自天根生化科技有限公司；抗人 MIF单克
隆抗体 10C3、 2A12、 4E10 由本实验室制备；
goat anti-mouse-IgG-FITC抗体购自 SouthernBiotech
公司； anti-V5-FITC 抗体购自 Invitrogen 公司；
Streptavidin-PE购自 BD Pharmingen公司．
1援3 酵母转化

醋酸锂法转化酵母[7]，转化后涂在 SD(selective
growth dextrose medium)平板，30℃培养箱培养
3天．
1援4 酵母诱导

从 SD平板上挑单克隆接种到 2 ml SD培养基
(加 2%葡萄糖)中，30℃摇床培养到 A 值至 2.0时，
取 1 ml菌液，5 000 r/min离心 5 min，弃上清．用
1 ml SG(selective growth galactose medium)培养基
(加 2%半乳糖)悬浮菌体，5 000 r/min离心 5 min，
弃上清，然后用 2 ml SG培养基悬浮菌体，转入试
管，20℃摇床诱导 48 h．
1援5 酵母标记和流式细胞仪分析

取 SG诱导的酵母 1伊106个，用 1 ml FACS缓
冲液(PBS+1%BSA)洗 1次，5 000 r/min离心 5 min，
弃上清，按 1∶1 000加入 anti-V5-FITC抗体，流
式细胞仪 FACS Calibur检测 V5信号．同时用MIF
抗体 10C3、2A12、4E10标记酵母，各抗体浓度为
200 nmol/L，4℃避光孵育 30 min，1 ml FACS缓冲
液洗 3 次，按 1∶100 加入 goat- anti-mouse-IgG-
FITC，4℃避光孵育 30 min，流式细胞仪检测．
1援6 MIF抗体 10C3、2A12、4E10的竞争
取诱导表达 MIF全长片段的酵母克隆，先用

500 nmol/L的非生物素化抗体室温孵育 10 min，然
后加入 100 nmol/L生物素标记的抗体，室温孵育
30 min，用 1 ml FACS缓冲液洗 3次，按 1∶10加
入 Streptavidin-PE， 4℃ 避光孵育 30 min， 1 ml
FACS缓冲液洗 3次，流式细胞仪检测．
生物素化 2A12 与 MIF 结合曲线． 先用

200 nmol/L 10C3 或 4E10与表达 MIF酵母室温孵
育 20 min，然后再加入不同浓度的生物素化 2A12，
生物素化 2A12起始浓度为 25 nmol/L，逐次 2 倍
稀释到 0.098 nmol/L，室温孵育 30 min，1 ml FACS
缓冲液洗 3 次，按 1∶10 加入 Streptavidin-PE，
4℃避光孵育 30 min，FACS缓冲液洗 3 次，流式
细胞仪检测，与不同浓度生物素化 2A12单独标记
酵母的结合曲线比较．

1援7 MIF抗原的分段酵母展示及检测
MIF蛋白共由 115个氨基酸组成，从 N端第 1

个氨基酸开始把 MIF 分成 5 个不同大小的片段，
同样，从 MIF C端第 1个氨基酸开始把 MIF也分
成 5个不同大小的片段．分别设计引物，PCR扩
增各片段，凝胶纯化回收后与 EcoR玉、Not玉双酶
切线性化的 pYDS 载体一同转入酵母，诱导表达
后，用 anti-V5-FITC标记，流式细胞仪检测 V5信
号的强弱，同时分别用 10C3, 2A12, 4E10标记，检
测各片段是否与抗体结合．

1援8 MIF片段中引入 Bgl域酶切位点
为了利用酵母同源重组快速方便地引入突变位

点，在MIF序列中引进 Bgl域酶切位点，即用 Bgl域
酶切位点取代 21～24个氨基酸片段的编码序列，
形成一个缺失 21～24个氨基酸的 MIF突变片段，
共设计 4个突变片段，分别记作：MIF-Bgl域-1(缺
失 16～36氨基酸)，MIF-Bgl域-2(缺失 37～57氨基
酸 )，MIF-Bgl域 -3 (缺失 58～78 氨基酸 )和 MIF-
Bgl域-4(缺失 77～100 氨基酸)．分别设计引物，
PCR扩增以上 4个MIF突变体片段，具体步骤是：
首先分别扩增 Bgl域取代的氨基酸片段前后 2 个
MIF片段，并引入 Bgl域酶切位点，然后将这 2个
MIF片段通过 PCR方法连接成一个缺失一段氨基
酸片段的 MIF突变体，最后在片段末端加上酵母
同源重组区．凝胶纯化回收后与 EcoR玉、Not玉双
酶切线性化的 pYDS质粒转入酵母，挑单克隆提取
酵母质粒，转化 DH5琢，测序后得到正确的带有
Bgl域酶切位点的质粒．
1援9 酵母同源重组引入丙氨酸突变位点

将测序正确的 MIF-Bgl域 -1， MIF-Bgl域-2，
MIF-Bgl域-3和MIF-Bgl域-4质粒用 Bgl域酶切线性
化，通过酵母同源重组把相应的缺失片段补上，并

引入一个氨基酸突变，相应位点的氨基酸残基均突

变为丙氨酸(A)．由于缺失片段大小为 21～24个氨
基酸，DNA序列长度为 63～72 bp，所以可以通过
合成两条 50 bp左右的 3忆端互补的上下游引物，直
接退火即可得到引入突变位点的目的片段，然后再

在目的片段两端通过 PCR方法加上酵母同源重组
同源区．胶回收纯化片段，以对应的 Bgl域酶切线
性化的质粒为载体转化酵母，挑单克隆并诱导，用

anti-V5-FITC标记，取 V5阳性克隆提取酵母质粒
并转化 DH5琢，测序，得到引入突变位点的正确克
隆．各突变体诱导表达后，分别用 MIF 抗体
10C3，2A12和 4E10标记，流式细胞仪检测是否
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2援2 MIF分段酵母展示的流式检测结果
PCR扩增 MIF长度不同的截短片段，表达在

酵母表面后，先用 anti-V5-FITC标记，检测酵母展
示各片段的效率．结果显示 V5 信号均为较强阳
性，各片段表达效率基本一致．然后分别用 10C3、
2A12、4E10 抗体标记，流式细胞仪检测抗体结
合．结果表明，MIF C端截短各片段除MIF F1-100
和 MIF 全长片段 (human-MIF)与 10C3、 2A12、
4E10 结合有阳性信号外，其余片段均与 10C3、
2A12、4E10不结合．MIF N端截短各片段除 MIF
R16-115与 10C3结合有阳性信号外，其余片段均
与 10C3、2A12、4E10不结合(图 2)．这说明所测
试的 3个抗体不是与 MIF抗原的某一段线性片段
结合，抗体结合需要 MIF 的正确折叠，可能与
MIF抗原空间构象位点结合．

与抗体结合．

2 结 果

2援1 抗MIF单克隆抗体 10C3、2A12、4E10的相
互竞争关系

SG 诱导表达展示 MIF 全长片段的酵母，用
100 nmol/L生物素化的 10C3 加上 Streptavidin-PE
标记，流式细胞仪检测，荧光强度几何平均值约

为 50 左右．先用 500 nmol/L 10C3 孵育 10 min
后， 再加入 100 nmol/L 生物素化的 10C3 和
Streptavidin-PE标记，荧光强度明显降低．过量的
非标记抗体可与标记的同种抗体有效竞争．但先用

500 nmol/L 2A12或 4E10孵育 10 min后，再加入

100 nmol/L 生物素化的 10C3 和 Streptavidin-PE，
流式细胞仪检测荧光强度并没有明显降低(图 1a)，
这说明 10C3与 2A12、4E10之间没有明显的竞争
关系．同样用 500 nmol/L 4E10孵育 10 min后，再
加入 100 nmol/L生物素化的 2A12和 Streptavidin-
PE，流式细胞仪检测荧光强度并没有明显降低
(图 1b)，说明 2A12和 4E10之间也没有明显的竞
争关系．但是如果用浓度梯度的生物素化 2A12做
结合曲线，在非标记的 10C3或 4E10抗体存在时，
曲线比没有竞争抗体时有不同程度左移(图 1c)．结
果提示，3个单克隆抗体与MIF的结合位点虽不完
全相同，但可能有一定的重叠．

Fig. 1 Competitive binding of mAbs to yeast鄄displayed MIF
(a) Competition of mAbs between 10C3 and 2A12/4E10: yeast clone displaying wild-type MIF was first labeled with 500nmol/L 10C3，2A12 and
4E10 respectively，then 100nmol/L biotinylated 10C3 was added，and finally Streptavidin-PE was used to detect biotinylated 10C3．Control was the
sample labeled with 100nmol/L biotinylated 10C3. 1: Bio-10C3; 2: Bio-10C3+2A12; 3: Bio-10C3+4E10; 4: Bio-10C3+10C3. (b) Competition between
2A12 and 4E10: yeast was labeled with 500nmol/L 4E10 and 10C3 respectively， next 100nmol/L biotinylated 2A12 was added. 1: Bio-2A12; 2:
Bio-2A12+10C3; 3: Bio-2A12+4E10; 4: Bio-10C3+10C3. (c) Yeast displayed MIF incubated with 200 nmol/L 10C3 or 4E10 firstly， the following
added biotinylated 2A12 with varying concentration. : Bio-2A12; : Bio-2A12+10C3; : Bio-2A12+4E10.▲ ▲ ■ ■● ●
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Fig. 2 MIF fragments displayed on the yeast cell
surface and tested for binding to MIF mAbs,

as detected by FACS
Cells were washed and incubated with 10C3, 2A12 and 4E10
respectively, then labeled with goat anti-mouse-IgG-FITC and analyzed
by flow cytometry. +: Binding; -: No binding.
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2援3 MIF各突变体与 10C3、2A12、4E10的结合
情况分析

在MIF序列的 4个不同位置引入 Bgl域酶切位
点取代一段基因序列，以此为载体，通过同源重组

将 Bgl域酶切位点取代的序列用引入突变的相应序
列补齐．共设计了 17个点突变，每隔 4个或 5个
氨基酸残基有一个位置的氨基酸突变为丙氨酸．在

酵母表面表达后，分别用 10C3、2A12和 4E10标
记，流式细胞仪检测，结果总结在表 1中．从结果
来看，M48A影响 10C3的结合，荧光强度明显降
低，但没有完全消除荧光信号，其余突变体对 10C3
的结合基本没有影响．M48A，I97A与 2A12完全
不结合，流式细胞仪检测没有荧光信号，说明这 2
个位点是 2A12在MIF上的关键结合位点．L27A，
I38A，M48A，I97A与 4E10完全不结合(图 3)．

Fig. 3 Flow cytometry histograms for alanine mutants of MIF that exhibited loss of binding to mAbs
Yeast was labeled with 10C3, 2A12 and 4E10 respectively．Representative flow cytometry histograms depicting the mean fluorescence signal of MIF
antibody labeling of yeast displayed MIF．WT: Wild-type.

Table 1 Binding of MIF alanine mutants to mAbs

B1-1A D17A +++ +++ +++
B1-2A E22A +++ ++ +
B1-3A L27A +++ +++ -
B1-4A G32A +++ +++ +++
B2-1A I38A +++ +++ -
B2-2A V43A +++ +++ +++
B2-3A M48A + - -
B2-4A S53A +++ ++ +
B3-1A L59A +++ ++ ++
B3-2A S64A +++ +++ +++
B3-3A G69A +++ +++ +++
B3-4A R74A +++ +++ +++
B4-1A S77A +++ +++ +++
B4-2A G82A +++ +++ +++
B4-3A R87A +++ ++ ++
B4-4A P92A +++ ++ ++
B4-5A I97A +++ - -

Code Mutants
Binding of mAbs

10C3 2A12 4E10

+++ : Binding of alanine mutant similar to wild-type; ++ : Intermediate
binding; +: Weak, but detectable binding; -: Complete loss of binding.
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3 讨 论

寻找抗体与抗原结合位点的研究对于抗体药物

或疫苗的开发具有重要的指导作用．目前已有的多

种方法，如合成小肽法[8]、大肠杆菌表达蛋白法[9]、

酵母展示文库筛选法 [5]等，具有成本高，操作复

杂，周期长等缺点．我们开发的新方法弥补了以上

方法的不足，主要体现在：a．成本低．酵母展示
只需合成引物，将编码蛋白序列的基因扩增出来，

或用 PCR方法在 DNA序列中引入点突变，然后将
PCR 产物和线性载体同时转化酵母．在酵母中
PCR产物两端的序列与载体上相同的区域发生同
源重组，将目的片段连入载体，经过诱导，目的蛋

白就展示在酵母表面，不需要进行蛋白质纯化，也

不需要挑选大量的克隆去测序和分析．b．速度
快．可以在一次实验中将不同的 PCR产物分别平
行转入酵母，同时进行诱导，同时进行检测．从

PCR扩增到酵母转化，到诱导检测，一个周期大
约只需要 10天左右． c．检测方法简单．酵母诱导
表达后，目的蛋白展示在细胞表面，用抗体标记

后，可用流式细胞仪检测．流式细胞仪检测比

Western-blot和 ELISA方法要方便快速．
抗 MIF抗体之间的竞争实验表明， 3个单克

隆抗体的结合位点不同，但有一定的重叠．这一结

论的获得得益于酵母展示系统对抗原抗体间亲和力

的直接检测，即在一种抗体大量存在的情况下，另

一种抗体的结合没有被完全阻断，但其亲和力受到

了一定影响．这种比较细微的差别，在其他检测体

系中不是很容易观察到的．

识别线性抗原片段的抗体，抗原决定簇大约在

10个氨基酸左右．我们通过 MIF N端和 C端各截
短片段的酵母展示首先大致确定 10C3，2A12与
4E10 只与将近 100 个氨基酸的 MIF 片段结合
(图 2)，表明这 3个抗体识别的不是线性片段，而
是 MIF的空间结构位点．以此为基础在 MIF 15～
100 氨基酸片段中不同位置设计 17 个点突变
(表 1)，进一步研究哪些位点是抗体结合所必需的.
我们所开发的方法，充分利用了酵母中 DNA

同源重组的优点．在 MIF序列的 4个不同部位分
别去除一小段序列，同时引入 Bgl域酶切位点，再
以此为载体，通过同源重组将 Bgl域酶切位点取代
序列用突变后的新序列补齐．只要设计两条带有突

变的互补的长链引物直接退火合成缺失序列，就可

以随意在取代序列中引入氨基酸点突变，大大简化

了定点突变的工作量．我们共设计了 17个点突变
(表 1)，每个突变有一个位置的氨基酸突变为丙氨
酸，这一过程可以通过一次酵母转化轻松完成．

在 MIF三级结构中，我们标出了对 3个单抗
结合有影响的 4个点突变的位置(图 4)．Met48这
一突变，与 10C3结合能力减弱，与 2A12和 4E10
抗体完全不结合．我们推测此突变对 MIF的正确
折叠有一定负面作用，因此对 3个不同抗体的结合
都有影响． Ile97突变同时影响了 2A12和 4E10的
结合，推测这两个抗体的抗原决定簇在此区域有一

定的重叠．而 Leu27和 Ile38相距不远，且只影响
4E10结合，推测它们可能主要构成 4E10的抗原决
定簇．
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Abstract As an effective method of studying soluble protein-protein interactions, yeast display system is now
widely used for affinity maturation of single-chain antibodies. Due to the strong homology recombination
machinery of yeast and the high-throughput nature of FACS detection, a rapid scan for interaction between
antigen-antibody pairs could be easily achieved. Based on this system, a novel and reliable method for determining
conformational epitopes was developed. Different fragments of macrophage migration inhibitory factor (MIF) and
several point mutations of MIF were displayed on yeast cell surface using homologous recombination technology.
Three MIF monoclonal antibodies, 10C3, 2A12 and 4E10, were screened for their binding affinity to each
displayed peptide. Utilizing this technology, the key amino acids of MIF that bind to the MIF monoclonal
antibodies were easily identified.
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