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摘　要 : 目的 　应用生物传感器对新制备的抗戊型肝炎病

毒单克隆抗体 (mAb)的亲和力、Ig 亚类 (型) 及抗原结合的动

力学进行研究。方法 　用 HEV ORF2 区基因工程重组蛋白

N E2 , 免疫 BALB/ c 小鼠 , 经杂交瘤技术制备 mAb , 采用

EL ISA 、Western blot和生物传感器鉴定其有关特性。结果获

得 12 株可稳定分泌抗 N E2 mAb 的杂交瘤细胞系。用

EL ISA 及生物传感器等鉴定各株 mAb , 分别为 IgM 和

IgG1、IgG2a , 轻链均为κ型。其中在用 EL ISA 法对 mAb

3F5 亚类鉴定过程中 , 发现其与 HRP2GAM IgG2a 和 HRP2
GAM IgM 均有反应 , 生物传感器鉴定其为 IgM。Western

blot 验证各株 mAb 的特异性 , 同时各株 mAb 对于不同聚合

形式的 N E2 蛋白的反应性有一定的差别。应用生物传感器

测定了 4 株 mAb 的 KD 值 , mAb 8C11 为 4. 36 ×1027 , mAb

8H3 为 1. 53 ×1025 , mAb 13D8 为 1. 21 ×1026 , mAb 16D7 为

8. 03 ×1027 。从生物传感器测得的各株 mAb 与 N E2 的结合、

解离过程中发现 , mAb 8H3 与 N E2 可快速结合、快速解离 ,

其它 3 株 mAb 结合稳定。结论 　经多种方法鉴定 , 所获得

的 12 株杂交瘤细胞分泌的抗体 , 为抗 HEV ORF2 区段的特

异性抗体。
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Abstract : Aim 　To prepare the anti2HEV ORF2 monoclonal

antibodies ( mAbs) , and idantify their partial properties by

biosensor. Methods 　The BALB/ c mice were immunized with

purified recombinant protein N E2 of HEV ORF2. Anti2HEV

ORF2 mAbs were prepared by hybridoma technique , and the

relative properties of the mAbs were identified by EL ISA ,

Western blot and biosensor. Results 　12 hybridoma cell lines

steadily secreting the anti2N E2 mAbs were obtained. Of these

mAbs , mAb 3F5 was IgM , and the others were IgG ( IgG1 ,

IgG2a or IgG2b) , and the isotype of their light chains were

kappa (κ) . MAb 3F5 cross2reacted to HRP2GAM IgG2a and

HRP2GAM IgM in EL ISA , but this mAb was proved to be IgM

by biosensor. The results of the Western blot showed that 12

mAbs reacted to N E2 protein. Reactivities of mAbs 1F6 ,

8C10 , 10D4 , 12 G8 , 2C9 , 8C11 , 8H3 and 13D8 to N E2 dimer

and polymer were stronger than that to N E2 monomer , while

mAbs 3F5 , 7E8 , 15B2 , and 16D7 had the same reactivities to

monomer , dimer or polymer of N E2. The KD of four mAbs

(8C11 ,8H3 ,13D8 and 16D7) were calculated through binding

curve of coulpled N E2 to varying concentritions of mAbs. And

from the curve of the binding and dissociation , we found that

the binding of mAb 8H3 to N E2 and dissociation from it were

much faster than that of the other three. Conclusion 　Twelve

hybodoma cell lines secreting mAbs to recombinant HEV ORF2

protein were obtained and characterized.

　　戊型肝炎 ( HE) 是一种主要经消化道传播的疾病 , 世界

各地均有感染的报道 , 在发展中国家如中国、印度等国尤为

严重[1 ] 。近年来 , 陆续在猪、鼠和鸡等与人类关系密切的动

物中 , 发现戊型肝炎病毒 ( HEV)的感染 , 使人们对于戊肝的

重要性又有了新的认识 [2 ] 。HEV 基因组含 3 个开放阅读框

(ORF) , 其中 ORF2 编码病毒的主要结构蛋白 , 组成病毒的

衣壳 , 含有可被感染血清抗体识别的主要表位[3 ] 。Zhang

等[4 ]用大肠杆菌表达的 HEV ORF2 区中一段相对分子质量

( M r)为 23 000 (394～604 aa) 的蛋白 , 与恢复期患者血清的

反应性良好。用该蛋白免疫猴子再用病毒攻击后 , 发现与

对照组相比较 , 可明显减少猴子的排毒 , 且不再表现戊肝的

症状 , 提示该区段中含有保护性抗原表位 [5 ] 。我们在此基

础上 , 表达了不含融合蛋白的该区段重组蛋白 N E2 , 并证实

其同样具有良好的免疫保护作用 [6、7 ] 。本研究用 N E2 蛋白

免疫小鼠制备单克隆抗体 (mAb) , 并利用生物传感器研究了
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这些 mAb 的 Ig 亚类、亲和力及动力学过程 , 为进一步研究

N E2 的表位分布及特性奠定了基础 , 也为这些 mAb 在戊肝

的诊断、治疗中的应用提供了实验依据。

1 　材料和方法
1. 1 　材料 　HEV ORF2 重组蛋白 N E2 由本实验室表达。

BALB/ c 小鼠购自厦门大学抗癌中心。Sp2/ 0 细胞由兰州生

物制品研究所惠赠。PEG1500、次黄嘌呤、胸腺嘧啶、氨基喋

呤和 DMSO 等为 Sigma 公司的产品。RPMI1640 基础培养

基为 Gibco 公司的产品。胎牛血清为 Hyclone 公司的产品。

HRP2山羊抗小鼠 ( GAM) IgG由厦门大学抗癌中心惠赠。AP

标记的 GAM ( H + L) 酶标二抗为 Protos 公司的产品。HRP2
GAM IgM、IgG1、IgG2a、IgG2b、IgG3 及 GAM IgM、IgG1、

IgG2a、IgG2b、IgG3 为 Serotec 公司的产品。GAMκ2UNLB

和 GAMλ2UNLB为 SBA 公司的产品。酶标自动检测仪为

TECAN 公司的产品。IAsys plus 生物传感器为 Affinity Sys2
tem 公司产品。

1. 2 　方法

1. 2. 1 　抗重组 HEV ORF2 区蛋白 mAb 的制备 　①动物免

疫 : 将 PBS溶解的重组 HEV ORF2 蛋白 N E2 与等体积的弗

氏完全佐剂充分乳化 , 按 5μg/ 只肌肉注射免疫 BALB/ c 小

鼠。首次免疫后 15 d 和 29 d , 分别用同样计量的 N E2 加弗

氏不完全佐剂进行加强免疫。融合前 3 d , 再经尾静脉注射

纯化 N E2 1 次 , 5μg/ 只。②细胞融合[7 ] 、筛选、克隆化及腹

水制备 , 均按常规方法进行。

1. 2. 2 　mAb 的纯化及纯度鉴定 　用硫酸铵盐析及 DEAE柱

层析依次纯化 mAb 腹水 [8 ] 。纯化的 mAb 的鉴定采用 West2
ern blot。即将 HPLC 纯化的 N E2 蛋白不经煮沸处理 , 以

120 g/ L的 SDS2PA GE 分离后 , 电转移至硝酸纤维素膜上。

经 50 g/ L 脱脂奶封闭后 , 分别与各株 mAb 起反应 (根据

EL ISA 等结果调整各 mAb 的使用浓度) 。最后 , 加 AP 标记

的 GAM ( H + L)酶标二抗并显色。实验中抗 HBV mAb 作为

阴性对照[9 ] 。

1. 2. 3 　mAb 一般特性的鉴定 　①Ig 亚类及型 采用间接

EL ISA 法进行鉴定。鉴定 mAb 的 Ig 亚类时 , 所用二抗为

HRP2GAM IgM、IgG1、IgG2a、IgG2b 和 IgG3。鉴定 mAb 的

型时 , 所用二抗为 HRP2GAM κ2UNLB 和 HRP2GAM λ2
UNLB。②杂交瘤细胞培养上清及腹水中 mAb 的滴度 采用

间接 EL ISA 法检测。

1. 2. 4 　亚类不明确 mAb 的进一步鉴定 　蛋白 N E2 与生物

传感器 ( IAsys Plus)羧甲基葡聚糖 (CMD) 预处理的样品池的

偶联 , 按照产品手册进行操作。即用 12乙基232(32二甲基2氨
丙基) 碳二亚胺 ( EDC) 和 N2羟基琥珀酰亚胺 ( NHS) 活化

CMD 表面后 , 偶联蛋白样品 , 并通过控制蛋白的浓度和反

应时间调节蛋白的包被量 , 最后用乙醇胺封闭。将亚类不

明确的 mAb 用 PBST 稀释后 , 与样品池中包被的 N E2 结

合 , 再分别加入 GAM IgM、IgG1、IgG2a、IgG2b 或 IgG3 与

mAb 结合 , 观察其结合曲线。

1. 2. 5 　抗原抗体结合的动力学分析 　将每株 mAb 用 PBST

稀释为 5 个以上不同的浓度 , 依次分别测定各浓度的 mAb

与偶联于 CMD 样品池上的 N E2 蛋白的结合。通过 FASTfit

软件截取各个浓度结合反应中前 1～2 min 的结合曲线 , 来

计算各株 mAb 的动力学常数。

2 　结果
2. 1 　抗 NE2 mAb杂交瘤细胞株的建立 　以 N E2 蛋白免疫

BALB/ c 小鼠 (5 只) 的脾细胞 , 与 Sp2/ 0 细胞融合 3 次 , 融

合率依次为 90 %、92 %和 95 % , 相对应的阳性率分别为

53 %、62 %和 61 %。用间接 EL ISA 法筛选出分泌特异 mAb

的杂交瘤细胞株 , 经 4 次克隆化后 , 最终获得 12 株细胞株

能稳定分泌特异性抗 N E2 蛋白的 mAb , 分别命名为 1F6、

2C9、3F5、7E8、8C10、8C11、8H3、10D4、12 G8、13D8、15B2 和

16D7。

2. 2 　mAb IgG亚类及型的鉴定 　用间接 EL ISA 法测定表明

12 株 mAb 轻链均为κ型 ; 除 mAb 1F6 为 IgG2b , 2C9 为

IgG2a 外 , 6 株 mAb (8C11、8H3、12 G8、13D8、15B2 及 16D7)

均为 IgG1。其中 mAb 3F5 与 HRP2GAM IgG2a 和 HRP2
GAM IgM 均呈较强的阳性反应 , 未能明确定型。为确定

mAb 3F5 的 IgG 类别 , 采用生物传感器做了进一步鉴定。

即用 N E2 包被 1 # CMD 样品池 , 将 mAb 3F5 与结合在 1 #

CMD样品池上的 NE2 蛋白 (包被量为 1011 arc sec , 相当于 5.

055 ng/ mm2)反应 , 再分别与 GAM IgG2a 和 GAM IgM 反应。

结果 mAb 3F5 仅与 GAM IgM 发生明显结合 , 而与 GAM

IgG2a 未见结合 (图 1) , 证明其为 IgM 类抗体。

图 1 　mAb 3F5 IgG类别的 IAsys Plus 生物传感器鉴定

Fig 1 　Identification of Ig class of mAb 3F5 by IAsys Plus

biosensor

2. 3 　mAb的滴度测定 　采用间接 EL ISA 法 , 检测系列稀释

的培养上清及腹水中 mAb 的滴度。结果表明 , 培养上清中

mAb的滴度为 1 ×103～1. 5 ×104 ; 腹水 mAb的滴度为 1 ×105～

1. 02 ×107。

2. 4 　mAb 与 NE2 蛋白反应性的检测 　采用 Western blot

法 , 结果见图 2。各株 mAb 与 N E2 都有较好的特异性反应。

由于 N E2 蛋白具有形成聚合体的倾向 [6 ] , 在 SDS2PA GE 上

仍可形成二聚体。Western blot 分析表明 , 各株 mAb 与 N E2

蛋白单体和聚合体的反应性具有差别 : mAb 1F6、2C9、

8C10、8C11、8H3、10D4、12 G8 和 13D8 与 N E2 蛋白聚体的反

应性强于与 N E2 单体的反应性 , 尤其是 mAb 1F6、8C10、
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10D4 和 12 G8 , 几乎无法观察到其与单体的反应条带 ; 相

反 , mAb 3F5、7E8、15B2 和 16D7 与 N E2 蛋白单体及聚合体

的反应性基本相当。

图 2 　各 mAb 与 N E2 蛋白单体、多聚体反应性的 Western

blot 分析

Fig 2 　Analysis of reactivities of mAbs to monomer and polymer

of N E2 protein by Western blot

A region : 120 g/ L SDS2PAGE of NE2 ; B region : Western blot of

mAbs. 1 : mAb 1F6 ; 2 : mAb 2C9 ; 3 : mAb 3F5 ; 4 : mAb 7 E8 ; 5 :

mAb 8C10 ; 6 : mAb 8C11 ; 7 : mAb 8H3 ; 8 : mAb 10D4 ; 9 : mAb

12 G8 ; 10 : mAb 13D8 ; 11 : mAb 15B2 ; 12 : mAb 16D7 ; 13 : Anti2

HBV mAb.

2. 5 　mAb 与 NE2 结合的动力学常数测定 　用 N E2 包被 2

# CMD 样品池 , 其过程与 1 # 样品池的包被过程相同 , 只是

控制了 N E2 蛋白的用量和包被时间 , 使 N E2 最终的包被量

为 209arc sec (相当于 1. 045 ng/ mm2 ) , 以适于各株 mAb 的

动力学分析。我们选择了滴度较高的 mAb 8C11、8H3、13D8

和 16D7 进一步纯化后 , 以生物传感器观察其与 N E2 结合的

动力学过程。图 3 显示了各株 mAb 典型的结合、解离过程。

从图中可见 , mAb 8C11、13D8 及 16D7 均未见明显解离 , 提

示其与抗原结合牢固 , 而 mAb 8H3 则可迅速解离。我们以

mAb 8C11 为例 , 显示了经 FASTplot 软件分析后 , 生物传感

器检出的 mAb 在不同浓度时 , 与偶联于 CMD 样品池中的

N E2 蛋白结合的动态变化曲线 (图 4) 。从所得动态曲线中 ,

采集反应初始阶段的数据 , 经 FASTfit 软件分析计算 , 得出

各株 mAb 的 KD 分别为 4. 36 ×1027 ( 8C11) 、1. 53 ×1025

(8H3) 、1. 21 ×1026 (13D8) 和 8. 03 ×1027 (16D7) 。其中各偶

合曲线的相关系数 ( r)都超过了 99 %(表 1) 。

表 1 　FASTfit 计算出的 mAb 8C11、8H3、13D8 和 16D7 的动

力学相关常数

Tab 1 　Analysis of the kinetic correlation constant of mAbs

8C11 ,8H3 ,13D8 and 16D7 by FASTfit sofrware

8C11 8H3 13D8 16D7

kass 10916. 1 2852. 98 8364. 41 5210. 99

kdiss 0. 00475656 0. 0435215 0. 0100895 0. 00418202

KD 4. 36 ×1027 1. 53 ×1025 1. 21 ×1026 8. 03 ×1027

KA 2. 29 ×106 6. 56 ×104 8. 29 ×105 1. 25 ×106

r 0. 999949 0. 99965 0. 999993 0. 998783

图 3 　各株 mAb 的结合与解离反应曲线的生物传感器检测

Fig 3 　Detection of binding and ciation curve of mAbs to N E2

by biosensor

图 4 　不同浓度的 mAb 8C11 与结合于 2 # 样品池的 N E2 蛋

白的结合曲线

Fig 4 　The binding curve of varying concentrations of mAb

8C11 to the immobilized N E2 on the 2 # CMD cuvette

(analysis by FASTplot software)

a : 6. 18μmol/ L ; b : 4. 12μmol/ L ; c : 2. 06μmol/ L ; d : 0. 515μmol/ L ;

e : 0. 2575μmol/ L ; f : 64. 375 nmol/ L .

3 　讨论
本研究采用重组 HEV 的 ORF2 蛋白 N E2 为免疫原 , 筛

选获得 12 株分泌特异性 mAb 的杂交瘤细胞株。Western

blot 鉴定表明 , 12 株 mAb 与 N E2 反应的特异性强 , 但各株

mAb与不同聚合形式的 N E2 的反应性差异很大。mAb

1F6、8C10、10D4、12 G8、2C9、8C11、8H3 和 13D8 与聚合体

N E2 蛋白的反应性强于与单体的反应性 ; 其中 mAb 1F6、

8C10、10D4 和 12 G8 , 几乎观察不到与单体的反应带。提示

这些 mAb 识别的表位在聚合体 N E2 中才能良好暴露 , 而在

单体 N E2 蛋白中则否。相反 , mAb 3F5、7E8、15B2 和 16D7

对单体 N E2 蛋白的反应性与其聚合体 N E2 蛋白的反应性相

当 , 说明 N E2 蛋白的聚合与否不会影响这些 mAb 识别的表

位的暴露。另外 , mAb 16D7 对稍有降解 ( M r 稍小于 N E2)
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的 N E2 蛋白也有明显的反应 , 说明其识别的表位未被降解。

用 mAb 进行 HEV 捕获 PCR 实验证实 , mAb 8C11、8H3 和

13D8 具有捕获天然病毒的能力 , 提示该 3 株 mAb 可能具有

更大的实用价值 (另文报道) 。另外 , 我们对 4 株滴度较高的

mAb 与 N E2 结合的动力学性质 , 用生物传感器做了进一步

研究 , 它们的 KD 值分别为 : 4. 36 ×1027 (8C11) 、1. 53 ×1025

(8H3) 、1. 21 ×1026 (13D8) 和 8. 03 ×1027 (16D7) 。从 mAb 与

抗原结合的动态曲线上可看出 , mAb 8H3 与 N E2 可快速结

合、快速解离 ; 而其它 3 株 mAb 与 N E2 均呈牢固结合状态 ,

这是常规的分析方法所难以提供的资料。

生物传感器主要用于实时监测生物大分子之间的相互

作用。目前 , 世界上主要产品为BIAcore 和 IAsys 两种品牌 ,

其性能各有千秋。IAsys 系列生物传感器主要利用谐振镜面

原理 (resonant mirror (RM) principle) [10 ] , 以激光为光源 , 监

测传感平面介质折射率变化所引发的共振角改变。因这种

改变与传感片表面结合的生物大分子的量呈正相关 , 而溶

液中游离的分子不影响共振角的大小。BIAcore 系列生物传

感器的原理与 IAsys 系列基本相同 , 但其是利用表面等离子

共振 ( surface plasmon resonance , SPR) 现象来监测传感片表

面介质的折射率变化所引发的共振角改变 [11 ] 。两种控制系

统都非常特异、灵敏 , 可动态观察大分子之间结合与解离的

平衡关系 , 较为准确地测定分子间相互作用的亲和力。与

常规方法相比较 , 生物传感器具有实时 (real time) 、高效、客

观、敏感度高、操作简便等优点 , 可广泛用于抗原2抗体相互

作用的研究[12 ,13 ] , 配体2受体的相互作用的研究 , 以及核酸2

核酸、核酸2蛋白、细胞、噬菌体 , 甚至碳水化合物和脂类分子

等相互作用的研究。应用生物传感器研究生物大分子间相

互作用的基本的操作流程 , 通常都是首先将一种生物大分

子结合到传感器的传感片表面 , 封闭后用于该大分子与其

它相关物质的相互作用 , 获得相应的结合曲线 , 然后用适当

的缓冲系统使样品分子解离 , 最后是再生过程。通常包被

好的传感片 (样品池)可多次使用。

在对纯化 mAb 的亲和常数的分析中 , 利用生物传感器

可获得不同浓度的 mAb 对偶联的 N E2 蛋白的结合曲线 , 通

过 FASTfit 分析软件对结果进行分析和计算。简言之 , 即首

先将 IAsys 生物传感器测得的实验曲线全部转换到 FASTfit

软件中 , 然后分别设定基线、结合曲线和解离曲线。选取适

当时间的结合反应 (反应刚开始的结合速率较快 , 所受干扰

小 , 以此时的反应曲线进行计算结果相对准确 ; 选取的反应

时间过长会加大计算量)进行动力学常数的计算。在此过程

中 , FASTfit 软件还可分别提供根据理论获得的与反应曲线

相对应的一级反应曲线和二级反应曲线 , 根据实验结果与

理论曲线的误差分析 , 选择合适的反应类型 (一级或二级反

应) , 最终由软件根据所选择的类型计算出抗原抗体反应的

动力学常数。

本研究在用 EL ISA 法对 mAb 的 Ig 类别进行鉴定的过

程中 , 发现 mAb 3F5 与 HRP2GAM IgG2a 和 HRP2GAM IgM

均有反应。经生物传感器进行进一步鉴定证实 , mAb 3F5

仅与 GAM IgM 结合 , 最后确定其为 Ig M。EL ISA 检测中所

出现的 IgG 2a 假阳性有可能与 HRP2GAM IgG 2a 的纯度不

足有关。
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