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摘 要 探索一种新的快捷有效 4*;免疫制备单克隆抗体的方法，辅助实现构建高通量无蛋白纯化体系单克隆抗体制备和
筛选。分别通过“重叠 JN.”和“无模板 JN.”在 <&;Z8真核载体中分别引入 XWL!信号肽、XFT E><<>链信号肽构建分泌型真核
表达载体，将代表抗原基因的 <7’G1(1? 8基因克隆到经改造带有信号肽基因的表达载体上，构建重组质粒 <&;ZLXW!L<7’G8和
<&;ZLXF!L<7’G8，单次脾内注射重组质粒 4*;免疫 M;WM\0小鼠。经过细胞融合、PWXU;筛选，获得两株抗 <7’G1(1? 8的单克隆抗
体。单抗亚型分别为 XF]和 XFT"。单次脾内质粒 4*;免疫便捷有效，是制备单克隆抗体的有效方法。
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单克隆抗体不仅可用于鉴定病原体、准确诊断

传染病、肿瘤的诊断和分型，而且在纯化抗原、分析

和探查抗原结构、分析抗原决定簇分子的功能起着

重要作用。随着蛋白质组学研究的深入发展，传统

的利用纯化蛋白制备单抗的技术因对蛋白纯度要求

高，用量大等已经成为单抗生产的瓶颈。如何高效

快捷地获得针对特定蛋白、多肽、结构域的特异性抗

体，成为人们研究的热点。

<7’G1(1?是一类广泛存在的结合肌动蛋白（>0=1?）
并影响细胞骨架结构的蛋白，分子量约 8! a 8[E4，
基因定位于 8%<8"‘"。J7’G1(1? 8属于 <7’G1(1?家族，是
<7’G1(1?家族中最重要的蛋白质。它可受细胞外信号



影响而调节 !"#$% 的聚合，在高浓度时，&’()$*$% + 会
抑制肌动蛋白的聚合作用；而在低浓度下则增强这

种聚合作用［+］。通过结合磷脂酰肌醇二磷酸

（,-,.），&’()$*$% + 阻止肌醇三磷酸（-,/）和 01 的合
成。,’()$*$% +可参与 !"#$% 为基础的细胞骨架涉及
的多种细胞功能，包括细胞黏附和运动，细胞生长和

分裂，信号转导，以及依赖于超分子构成状态的细胞

表型的形成和维持［.］。目前还发现，,’()$*$% + 2345
和蛋白质的低水平表达与肝癌、乳腺癌的发生发展

相关［/，6］。

,’()$*$% +特异性单抗的获得对于 &’()$*$% +的功
能研究特别是其在肿瘤发生发展过程中的作用研究

有着良好的推动作用。本研究构建了携带不同信号

肽的两种重组质粒，一种是携带编码 -78.信号肽和
&’()$*$% +融合基因的重组质粒 &95:8-7.8&’()+，另一
种是携带编码 -;1 <!&&!链信号肽和 &’()$*$% + 融合
基因的重组质粒 &95:8-;!8&’()+。单次脾内注射重
组质粒 045免疫 =57=>"小鼠，取脾细胞与骨髓瘤
细胞融合，分别获得生产 &’()$*$% +特异单抗的杂交
瘤细胞 +0?5.=6和 6=+.5@A/。

! 材料与方法
!"! 细胞系
小鼠骨髓瘤细胞 B,.>C 细胞系，用含 +CD胎牛

血清（EFB，GH"*(%I）的 3,J-8+K6C（ -%L$#’(;I%）培养，
置于湿润的含 @DFM. 的 /NO培养箱。

!"# 质粒构建
质粒 &-F5B8&’()$*$%+ 为本实验室保存。真核表

达载体 &95:+，含有人巨细胞病毒（FJ9）高效启动
子及增强子序列，购自 -%L$#’(;I%公司。
!"#"! 重组质粒 &95:8-7.8&’()+ 的构建：小鼠 -78.
信号肽序列由 1A4A =54P 获得（;$：+.6/.K），序列
如下：@Q85R1R5F51F5R1F51FRF1F5RFFR1R1RF5
F5RR15F5FRR1R1FRFFRR1RF55F51F8/Q。将 -78.
信号肽基因和 &’()$*$%+拼接用于克隆的引物设计如
下， ,+（ 5 ）： @Q 5RR551FRR5R1R5F51F5R1F

!!!!!!!!!!!!!!!!
51FRF1F5RFFR1R1RF5F5RR15F5FRR1R1F /Q；,.
（ 5）：

!!!!!!!!!!!!!!!!
@Q R1RF5F5RR15F5FRR1R1FRFFRR1RF55

F51F1FF111R1155F1FFR5F /Q；,/（3）：@Q 55R11
5RFFRF51R5FR11155F1FF1551 /Q。其中，,+、,.
为上游延伸的外、内引物，两引物之间的重叠碱基以

双下划线标出，,+ 和 ,/ 分别含有 !"#S "和
$%&G#酶切位点，以单下划线标明。
!"#"# 重组质粒 &95:8-;!8&’()+ 的构建：鼠源 -;1

<!&&! 链信号肽序列由 1A4A =54P 获得（ ;$：
+.@@K/6），序 列 如 下：@Q8 5R11515F515F5F5F
RFFR1FR5R111R5FR1FR1FRFR111RRFF511RRFF
5FR11R8/Q。（+）利用无模板 ,F3获得 -;1 <!&&!链
信 号 肽 基 因，引 物 如 下：,+（ E）：@Q R5

!!!!!!
R551FRR55R5R11515F515F5F5FRFFR1FR5R111R

!!!!!!!!!!
5FR1FR1FRFR1 /Q；,.（3）：@Q 5R5115RFF1RF5F

!!!!!!!!!!!!!!!!
F51R1155FFR1155FFF5151F51F51R5FFF5R5
/Q；两引物之间的互补碱基以双下划线标出，同时
,+、,.分别引入 !"#S "和 $%&G#酶切位点。（.）
扩增 &’()$*$% +基因时在上游引物 ,/中引入$%&G#
酶切位点同（,.），引物 ,6引入 ’()#酶切位点，实
现同步双基因共克隆，设计如下：,/（ E）：@Q
5RR115RFF1FF111R11 55F1FFR5F5R /Q；,6（3）：
@Q 5RRFRF151RF51R5 FR11155F1FF15511 /Q。
引物中的酶切位点均以单下划线标明。

!"$ 其他试剂
R!T 045 聚合酶、R6 连接酶、主要限制性内切

酶为 R!P!3! 公司产品。脾内注射用质粒采用无内
毒素质粒提取试剂盒（U-51A4 I%S(8)’II 1-15 P$#）
制备。

!"% 测序
重组质粒 &95:8-7.8&’()+ 和 &95:8-;!8&’()+ 委

托 -%L$#’(;I%公司测序鉴定。
!"& 单克隆抗体的生产
!"&"! 脾内 045免疫：N 周龄雌性 =57=>"小鼠先
行腹腔注射戊巴比妥（N@2;><;）麻醉后，于左腹位，
消毒皮肤、剔毛。自左肋下 CV@"2开一小切口，依次
剖开腹部皮肤、肌肉和腹膜，暴露腹腔肠系膜，钳夹

肠系膜根部将整个脾脏牵拉出腹腔外。沿脾脏长轴

方向用微量注射器缓慢注入 +CC$7（+CC$;）质粒
045>生理盐水溶液，注射时尽量避免局部渗漏、出
血，可见脾脏注射局部区域变白。注射完毕后将脾

脏放回腹腔，仔细缝合腹膜、皮肤。手术完毕，小鼠

置于 /N O温箱保暖促苏醒，给小鼠特别看护。
!"&"# 细胞融合生产杂交瘤：一次免疫后第 @ 天，
来源于免疫小鼠的脾细胞悬浮液与 B,.>C骨髓瘤细
胞融合。经过次黄嘌呤8氨喋呤8胸腺嘧啶核苷
（G5R）的选择培养，杂交瘤细胞培养上清通过间接
A7-B5检测到抗 &’()$*$% +的抗体。分别获得一株阳
性的初级杂交瘤细胞 +0?和 6=+.，经过 .次有限稀
释得到亚克隆 +0?5.=6和 6=+.5@A/。
!"&"$ 制备腹水：将降植烷（&’$W#!%I）注入 +C 周龄
的雄性 =57=>" 小鼠腹腔，+ 周后腹腔注入单克隆杂
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交瘤细胞 ! " !#$ %只，& 周后收集小鼠腹水，’ &# (
保存。

!"# $%&’(检测
免疫小鼠的抗血清稀释液、杂交瘤上清和腹水

均采用间接 )*+,- 法检测。包被抗原采用对应
./012324 !重组蛋白，由北京华大基因提供。二抗为
567标记的羊抗鼠 +89 : ;（5 : *）包被，用 !<=>?.@;
@A/B0 @;C )*+,- /?D8?4>（72?/E? FG?H2ED3 F0I）显色。
!") 抗体亚型鉴定
采用 ,28HD ;0A=? ;040E304D3 -4>2B0JK +=0>K.248

6?D8?4>=鉴定单抗亚型。

* 结果

*"! 重组质粒的构建
*"!"! 重组质粒 .L-M<+*&<./01!的构建：以 .+F-,<
./01!质粒为模板，通过设计 7F6引物引入 +*<&信号
肽基因序列，7!，7&，7N 同时添加到 O#!* 7F6反应
体系中，同步重叠 7F6（0P?/3D..248）获得 +*<& 和
./012324! 的融合蛋白基因。7F6 条件为 QO(变性
NH24后，QO( RO=，O$( !H24，S&( &H24，重复 NO 个
循环，最后 S&(延伸 !#H24，’ &#(保存。+*<&<./01!
的融合基因 7F6 产物经 !T琼脂糖凝胶电泳鉴定
（图 !）。

图 ! +*<&<./01! 融合基因的 7F6扩增电泳图
U28I ! 7F6 DH.3212ED>204 01 +*<&<./01!

图 & .L-M<+*&<./01!的质粒图
U28I & 73D=H2J .L-M<+*&<./01! HD.

+*<&<./012324 ! 7F6 产物经纯化，!"#J "和
$%&5#双酶切，与 .L-M!载体在体外重组，构建重

组质粒 .L-M<+*&<./01!（图 &）。.L-M<+*&<./01! 经
!"#J"单酶切获得的约 NVOWB大小的线性 XY-片
段，大小等于载体 .L-M!（&QQQ B.）与目的基因 +*<&<
./01!（约 O##B.）片段之和。!"#J"%$%&5#双酶切
后则获得分别相当于载体和 +*<&<./01!大小的片段，
如图 N。重组质粒同时经测序，证实 +*<&<./01!按设
计要求已成功克隆到表达载体 .L-M!中。

图 N .L-M<+*&<./01!重组质粒经限制性内切酶酶切鉴定
U28I N +J?4>212ED>204 01 /?E0HB24D4> .3D=H2J .L-M<+*&<./01!

Z2>G /?=>/2E>204 ?4J04AE3?D=?= D4D3K=2=
;!：@D[D6D !WB 3DJJ?/，;&：@D[D6D X*&### 3DJJ?/ !：.L-M<+*&<
./01!%!"#J"，&：.L-M<+*&<./01!%（!"#J"%$%&5#）I

*"!"* 重组质粒 .L-M<+8$<./01! 的构建：鼠源 +89
WD..D链信号肽通过“无模板 7F6”的方法合成。将
7!和 7&添加到 O#!* 7F6反应体系中，无模板 7F6
（40 >?H.3D>? 7F6）获得 +89 WD..D 链信号肽基因。
7F6条件为 QO(变性 NH24后，QO( RO=，$#( !H24，
S&( &H24，重复 N# 个循环，最后 S&(延伸 !#H24，
’ &#(保存。+89 WD..D 链信号肽的基因 7F6 产物
经 !T琼脂糖凝胶电泳鉴定（图 R）。

图 R +8[<./01! 融合基因的 7F6扩增电泳图
U28I R 7F6 DH.3212ED>204 01 +8[<./01!

;：@D[D6D X*&### 3DJJ?/，!：+89 WD..D 7F6 ./0JAE> I

同时以 .+F-,<./01!质粒为模板，通过常规 7F6
获得 ./012324! 的蛋白基因。 +89 WD..D 链信号肽和
./012324! 蛋白的基因 7F6 产物经纯化，分别用
!"#J"%$%&5#和 $%&5#%’()#双酶切，同时与
.L-M!载体在体外共连接，构建重组质粒 .L-M<+8$<
./01!（图 O）。.L-M<+8$<./01!经 !"#J "单酶切获得

&!S *("#+,+ -)./#%0 )1 $")2+3(#)0)45 生物工程学报 &##S，L03V&N，Y0VR



图 ! "#$%&’()&"*+,-的质粒图
./(0 ! 12345/6 "#$%&’()&"*+,- 53"

的约 78!9: 大小的线性 ;<$ 片段，大小等于载体
"#$%-（=>>> :"）与目的基因 ’(!&"*+,-（约 !?? :"）片
段之和。!"#6"@$%&#双酶切后则获得分别相当于
载体和 ’(!&"*+,- 大小的片段，如图 A。重组质粒同
时经测序，证实 ’(!&"*+,-按设计要求已成功克隆到
表达载体 "#$%-中。

图 A "#$%&’($&"*+,/-重组质粒经限制性内切酶酶切鉴定
./(0 A ’6BCD/,/E3D/+C +, *BE+5:/C3CD "2345/6

"#$%&’(!&"*+,- F/DG *B4D*/ED/+C BC6+CHE2B34B4 3C32I4/4
J-：K3)3L3 -9: 2366B*，J=：K3)3L3 ;M=??? 2366B* -："#$%&’($&
"*+,-@!"#6"，=："#$%&’($&"*+,-@（!"#6"@$%&#）0

!"! #$%&’检测单克隆抗体
间接 NM’O$检测免疫小鼠的 ;<$免疫抗血清

（67，6!，6P）、杂交瘤上清和腹水。未免疫的小鼠血
清或杂交瘤生长培养基分别为阴性对照。阳性对照

采用 "*+,/2/C-蛋白免疫的抗血清（效价为 -?Q A）-???
倍稀释。NM’O$结果见图 P。结果表明，-;R和 ST-=
培养上清和腹水中的单抗均可以特异性识别蛋白

"*+,/2/C -。
!"( 抗体亚型鉴定
采用 O/(53 J+H4B J+C+E2+C32 $CD/:+6I ’4+DI"/C(

LB3(BCD4试剂对杂交瘤细胞株 -;R$=TS、ST-=$!N7
生产的单克隆抗体进行鉴定，结果见图 R。因此，杂
交瘤细胞 -;R$=TS 所产单抗被确定为 ’(J，
ST-=$!N7所产单抗被确定为 ’(U7。

( 讨论
单抗生产的第一步往往是用纯化的、较大量的

图 P NM’O$检测抗血清、杂交瘤上清、腹水结果
./(0 P $443I +, $:4 /C 3CD/4B*H5，GI:*/6+53 D/44HB

EH2DH*B 4H"B*C3D3CD 3C6 34E/DB4 F/DG NM’O$
1+4/D/VB E+CD*+2：3CD/4B*H5 :I "*+,/2/C - "*+DB/C /55HC/W3D/+C；<B(3D/VB
E+CD*+2：C+*532 5+H4B 4B*H5 +* GI:*/6+53 D/44HB EH2DH*B 4H"B*C3D3CD 0

图 R 抗体 -;R$=TS和 ST-=$!N7亚型鉴定
./(0 R $443I +, 5+H4B 5+C+E2+C32 3CD/:+6I

-;R$=TS 3C6 ST-=$!N7 /4+DI"B

蛋白免疫。然而对于低丰度蛋白或者缺少后翻译修

饰的重组蛋白，获得纯抗原尤其是具有天然结构的

纯抗原有很大难度。;<$免疫，作为一种 >?年代兴
起的以核酸为基础的全新免疫接种技术，已被证实

进入机体的 ;<$能在宿主细胞内表达具有天然构
象的蛋白，激发抗体反应［!，A］。本实验室已经成功建

立了 IB34D&NM’O$技术，用表面展示了抗原的重组酵
母细胞做为“天然抗原”细胞，可代替蛋白抗原，直接

应用于检测单克隆抗体和抗血清［P］。若 ;<$免疫
可成功生产单克隆抗体，结合本实验室利用酵母展

示抗原技术建立的 IB34D&NMO’$检测技术，不仅可绕
开重组蛋白的制备纯化困难的瓶颈，解决常规蛋白

免疫时因机体对某些蛋白的免疫耐受无法获得单抗

的问题，更可实现高通量、短周期的无蛋白单克隆抗

体制备体系。

传统的蛋白免疫制备杂交瘤和生产单抗均有以

下的共同点：如末次免疫最好采用静脉注射；末次免

疫的三到四天，必须取脾细胞融合；血清中能检测到

高滴度特异性的抗体的小鼠脾细胞用于融合才可产
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生最好的杂交瘤等。实验中，我们单次脾内注射编

码外源蛋白的质粒 !"#免疫小鼠，在 $%取免疫小
鼠脾细胞与骨髓瘤细胞 &’()* 融合，经筛选获得了
可生产 +,-./0/1特异性单克隆抗体的杂交瘤细胞株
2!3#)45。与传统方法不同的是，在取脾细胞融合
前，小鼠血清内均检测不到抗 +,-./0/1 2抗体。这与
670/8-9:8等的报道一致［3］。!"#单次脾内注射同时
缩短了免疫时间，预试验中，在 $;，$%，$< 均可取免
疫脾细胞进行融合，但考虑到提高融合率和阳性率，

我们选择在 !"#免疫后的 $%取脾融合。上述结果
提示短时间免疫且不依赖动物的抗体反应同样有可

能获得产单抗的杂交瘤细胞株。

采用 !"#免疫制备抗体近几年来也陆续有报
道。=>71等采用电刺激法辅助肌肉注射 !"#获得
抗 =?@A2的单抗［B］；"/等报道了间隔两周肌注免疫
小鼠股四头肌，免疫三次后于 C周进行脾免疫获得
了 D46 E蛋白单抗［2*］；FG等脾免疫在 $<融合获得
单抗［22］。670/8-9:8 等采用与我们一致的单次脾内
注射，在 $;，$%，$2*融合均可获得单抗，亚型更是包
括 HIE，HIJ)K L1$ HIJ2［3］。
这里，我们采用了单次脾内注射编码外源蛋白

的质粒 !"#，免疫小鼠的抗体反应决定于转染脾细
胞内抗原的表达，而抗原的表达受编码抗原的特性

和表达载体限制。我们选用符合 A!#规范的 !"#
疫苗专用载体 +6#M2，同时在构建免疫质粒 !"#
时，考虑到信号肽可介导蛋白质分泌及可在不同蛋

白质间互通使用，引入鼠源的 H@N)和 HIJ 8L++L链信
号肽序列，使 +,-./0/12 以分泌形式暴露受转染的 4
细胞或抗原提呈细胞外。抗原得以聚集在脾细胞

内，以外源性抗原的形式诱导体液免疫应答，引发更

强的抗体反应［3］。细胞融合后，获得了 ;5株杂交瘤
细胞克隆。其中，细胞株 2!3#)45 和 542)#%O; 被
亚克隆，分泌的单克隆抗体亚型分别被确认为 HIE
和 HIJ;型。在 O@H&#检测中，培养上清和腹水都可
以特异性地识别融合蛋白 +,-./0/1 2。杂交瘤细胞株
;$传代 2次，体外传代培养 C个月以上，O@H&# 检测
抗体滴度无明显降低。

这些数据表明，单次脾内注射编码抗原的真核

表达质粒，提供了一个获得特异性单克隆抗体的快

捷有效途径。虽然，在实施单次脾注射 !"# 免疫
时，因操作手法、融合效率、动物的个体差别等差异，

难以将单抗生产和 !"#免疫的关系量化。但我们
的实验证实了单次脾 !"#免疫可成功获得特异性
单抗，这鼓励了我们进一步在激发免疫反应、提高选

择效率和获得高滴度单抗的方面继续深入研究。
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