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适于 HIV21 p24抗原检测试剂的单抗制备与筛选 3

郭永利 ,陈毅歆 ,黄德党 ,罗海峰 ,葛胜祥 ,程　通 ,张　军 ,夏宁邵

摘　要 :目的　制备抗 HIV21 p24单克隆抗体 (单抗 ,McAb) ,并利用双抗体夹心 EL ISA 法建立 HIV21 p24抗原检测试

剂。方法　以基因工程原核重组抗原 HIV21 p24蛋白免疫 BALB/ c小鼠 ,利用常规杂交瘤技术和间接 EL ISA法制备单克隆

抗体 , 单抗经纯化和 HRP标记后 ,利用双抗体夹心 EL ISA筛选检测 p24蛋白的最佳配伍单抗以期建立 HIV21 p24抗原检测

试剂。结果　成功筛选到 16 株稳定分泌抗 HIV21 p24 单抗的杂交瘤细胞株 ,并从中筛选出最佳单抗配伍组合“16 G12 +

2F2b2HRP”,该组合对 p24蛋白的检测灵敏度为 20 pg/ mL ,对感染性克隆 pNL423表达的 HIV病毒培养上清检测呈阳性 ,对

100份 HIV阴性人血清无非特异性反应 ,显示出良好的检测灵敏度和特异性。结论 　本研究初步成功地建立了 HIV21 p24

抗原的检测试剂 ,并为最终建立 HIV第四代诊断试剂 ( HIV Ag/ Ab Assay)奠定了坚实的基础。
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ABSTRACT:To prepare the monoclonal antibody ( McAb) used for kit s to detect the p24 antigen of HIV21 by means of

double2antibody sandwich EL ISA assay , BALB/ c mice were immunized with purified recombinant p24 protein of HIV21 , and

by routine hybridoma technique , 16 hybridoma cell lines secreting potent McAb against HIV p24 antigen were obtained. The

subtype of these 16 McAb was found to be Ig G1 and their cross2blocking properties were analyzed , when they reacted with the

p24 protein in direct EL ISA in order to offer the valuable data for selecting feasible pair of McAb in the detection of the p24 an2
tigen. All the McAbs were used for the detection of p24 antigen by double2antibody sandwich EL ISA. In addition , the McAbs

were purified and HRP2labelled in advance. Finally , we had successfully screened a pair of McAbs , i. e. 16 G12 + 2F2b2HRP ,

which exhibited a sensitivity of 20 pg/ ml for the detection of p24 antigen. Also , this pair of McAbs could specifically react with

the supernatant s of the cultured HIV21 f rom pNL423 transfected clone , but it showed no reactivity with 100 negative sera of pa2
tient s. It is evident that this pair of McAb shows excellent sensitivity and specificity for the detection of the HIV21 p24 antigen.

　　KEY WORDS : HIV21 ; p24 ; monoclonal antibody ; Sandwich2EL ISA

　　人类免疫缺陷病毒 ( HIV)是一种含双拷贝单股

正链 RNA的包膜病毒 ,属逆转录病毒科慢病毒属

灵长类免疫缺陷病毒亚属。已发现的人免疫缺陷病

毒有两型 : HIV21和 H IV22 ,其中 H IV22毒力较弱 ,

流行范围主要局限于西部非洲 ,而 HIV21则在全球

广泛流行 ,也是引起我国 A IDS流行的主要病原体。

据 W HO官方报道〔1〕 ,截止 2005年 12月 ,全球已有

H IV感染者和 A IDS患者 4 030多万 ,2005年有超

过 300 万 HIV 感染者死亡。据国家卫生部截止

2005年底的统计数字〔2〕显示 ,我国约有 H IV 感染

者和 A IDS患者 65万 ,2005年因 HIV死亡约 2. 5
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万人 ,且 H IV疫情在中国已呈现出由高危人群向一

般人群扩散趋势。因此对 HIV 的日常监测和筛查

已成为公共卫生的重要工作。目前我国 HIV 筛查

仍以检测抗 HIV 抗体为主 ,但 H IV 抗体检测一般

存在 4～6周的窗口期〔3〕 ,在控制用血安全方面仍有

一定缺陷。

　　HIV衣壳蛋白 p24在 H IV 感染后体内抗体阳

转前的急性期即可大量产生 ,是患者体内 HIV病毒

复制和 HIV病毒载量的重要指标〔426〕。通过检测患

者体内 p24蛋白可以有效缩短 HIV检测窗口期 ,并

可作为临床 HIV 抗病毒治疗效果评估的依据。本

研究利用自行表达的基因工程重组抗原 HIV21 p24

蛋白作为免疫原筛选高亲合力抗 p24 单克隆抗体 ,

并用于建立 HIV21 p24抗原检测试剂。

1　材料与方法

1. 1　质粒、细胞、病毒、血清和动物 　H IV 感染性

克隆 pNL423 ,质粒 p TO2T7〔7〕 ,小鼠骨髓瘤细胞株

SP2/ 02Ag14 (Sp2/ 0) , H IV 病毒培养上清 , HIV 标

准阳性血清、H IV 阴性人血清、BALB/ c 小鼠等材

料均为本实验室自行保藏或提供。E. col i ER2566

菌株购自 New England Biolabs公司。

1. 2　试剂　PEG1500﹑次黄嘌呤﹑胸腺嘧啶﹑氨

基喋呤﹑ DMSO﹑ HRP 等化学药品均购自 Sigma

公司。RPMI 1640 基础培养基购自 Gibco 公司。

胎牛血清购自 Hyclone 公司。碱性磷酸酶标二抗

(A P2GA H)为 Protos 公司产品。抗亚型多抗和辣

根过氧化物酶标记的抗亚型多抗 ( HRP2GAM Ig G

及 HRP GAM IgM ﹑ Ig G1 ﹑ Ig G2a ﹑ Ig G2b ﹑

Ig G3)购自 Becton Dickinson公司。

1. 3　H IV21 p24 克隆的构建及表达 　H IV21 p24

基因源自 pNL423 质粒 ,以 p TO2T7 为表达载体构

建非融合表达质粒 p TO2T72p24 ,表达菌株采用 E.

col i ER2566 ,表达产物经饱和硫酸铵沉淀及 HPL C

离子交换层析法纯化。克隆构建及蛋白的表达和纯

化依据标准方法操作〔8〕。

1. 4　H IV21 p24蛋白印迹实验 ( Western Blotting)

　纯化的 HIV21 p24蛋白经 12 %的 SDS2PA GE电

泳分离 ,以 H IV标准阳性血清为一抗 ,以 HIV阴性

血清为对照 , A P2GA H 为酶标二抗 ,以常规方法

操作〔8〕。

1. 5 　单克隆抗体的制备 　选用 6 周龄的雌性

BALB/ c 小鼠 ,以 HIV21 p24 蛋白经皮下注射免

疫 ,初免与等量福氏完全佐剂混合 ,免疫剂量为

100μg/只 ,此后每隔两周加强一次 ,加强免疫与不

完全福氏佐剂混合 ,免疫剂量为 50μg/只 ,加强免疫

四次。融合前 3 d再以静脉注射 100μg p24 蛋白做

最后加强免疫。细胞融合﹑克隆化﹑腹水制备及纯

化均按照常规方法进行〔9〕。

1. 6　单抗一般特性的鉴定 　杂交瘤细胞培养上清

及腹水中单抗滴度的测定采用间接 EL ISA 法。单

抗类与亚类的鉴定采用间接 EL ISA法分析 ,将合适

稀释度的单抗腹水加入预包被 p24蛋白的微孔板中

反应 ,酶标二抗为 HRP2GAM IgM、Ig G1、Ig G2a、

Ig G2b 和 Ig G3。

1. 7 　NaSCN 置换 EL ISA〔10211〕　纯化后的 p24 抗

原预先溶解于 20mmol/ L 的醋酸盐缓冲液 ( CB ,

p H9. 6)中 ,按 100ng/孔包被于 96孔聚苯乙烯微孔

板 (微孔板)上 ,37℃吸附 2h ,4℃过夜 ; PBST洗板 1

次 ,按 200μL/孔加入封闭液 (含 2 %明胶、0. 2 %的

酪蛋白和 2 %蔗糖的 PBS) ,37℃封闭 2h ;扣干后按

100μL/孔加入纯化单抗 (20μg/ mL , PBS) ,37℃温

育 30min ; PBST洗板 3 次 ,扣干后按 100μL/孔分

别加入 0、2和 3 mol/ L 的 NaSCN ( Sodium t hiocy2
anate)溶液 ,室温温育 15min ; PBST 洗板 5次 ,扣干

后加入 GAM 酶标二抗 100μL/孔 , 37℃温育

30min ; PBST 洗板 5次 ,扣干后加入显色剂 ,37℃反

应 15min后终止、读值。最后用 2 和 3 mol/ L Na2
SCN处理孔反应值与 0 mol/ L NaSCN 处理孔反应

值的比值百分比来表示不同单抗对 NaSCN 的耐受

能力 ,即单抗与 P24抗原的亲合力 ,耐受浓度越高 ,

亲合力也越大。

1. 8　阻断 EL ISA　单抗的辣根过氧化物酶 ( HRP)

标记采用改良过碘酸钠法〔12〕。PBS百倍稀释的单

抗腹水 (对照为 PBS) 100μL/孔加入预包被 p24 抗

原的微孔板中 ,37℃温育 30min ; PBST洗板 3次 ,扣

干后加入各合适浓度的 HRP2McAb 100μL /孔 ,

37℃温育 30min ; PBST洗板 5次 ,扣干后显色读值。

根据以下公式计算阻断率 ,阻断率 = (对照孔 OD值

- 反应孔 OD 值) /对照孔 OD 值) % ,阻断率大于

50 %认为有阻断 ,以“ +”表示 ;小于 50 %认为无阻

断 ,以“ - ”表示。

1. 9 　双抗体夹心 EL ISA 　纯化单抗预先溶解于

20mmol/ L 磷酸缓冲液 ( PB , p H7. 4 ) 融解 ,按

100ng/孔包被于微孔板 ,4℃过夜 , PBST 洗板一次

后封闭 2h (方法同上) ;再加入含有 p24 蛋白的样

品 ,37℃温育 30min ; PBST洗板 5次 ,扣干后加入合

适浓度的 HRP2McAb ,37℃温育 30min ; PBST洗板

5次 ,扣干后显色读值。

2　结　果

2. 1　重组 H IV21 p24蛋白的活性　重组 p24蛋白
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在表达和纯化后经 12 % SDS2PA GE蛋白电泳分离

和 Western Blot ting 鉴定。如图 1 所示 ,纯化蛋白

位于约 25 kD 处 ,与理论值相符 ,其纯度在 98 %以

上 ,与 HIV标准阳性血清反应 ,与 H IV阴性血清不

反应。说明该重组 p24蛋白的活性和纯度均满足单

抗制备的需要。

图 1　重组 HIV21 p24的蛋白电泳和蛋白印迹实验
Western Blotting : 1 : HIV 阳性血清 ;2 : HIV 阴性血
清 ;SDS2PA GE : 3 : p24蛋白 ;4 : 蛋白 marker

Fig. 1 　Characterization of recombinant HIV21 p24 by SDS2
PAGE and Western Blotting
1. Western Blotting of p24 by HIV positive serum ;

2. Western Blotting of p24 by HIV negative serum ;

3. SDS2PA GE of purified recombinant p24 ; 4. p ro2
tein marker

2. 2　杂交瘤细胞株的建立 　利用常规杂交瘤制备

技术和间接 EL ISA 法筛选到 16 株稳定分泌抗

H IV21 p24 单抗的杂交瘤细胞 ,分别命名为 : 1 H1、

1 H3、1 E4、1 E7、2C7、2F2b、4 G3、5C2、5F8、6F12、

7D1、7F12、8F1、9D6、11F11和 16 G12。上述单抗分

别经腹腔诱导法制备高滴度特异性的单抗腹水。

2. 3　单抗滴度和亚型 　采用间接 EL ISA 法检测

系列稀释的杂交瘤培养上清及腹水中单抗的滴度。

结果培养上清滴度为 103～104 ,腹水滴度为 105～

107。分型结果显示 ,16株单抗均属 Ig G1。

2. 4　单克隆抗体的活性 　采用蛋白印迹实验分别

检测 16株单抗与沸水浴处理 10min的 p24蛋白的

反应性 ,结果如图 2 所示 ,16 株单抗对热处理变性

后的 p24蛋白均有特异性反应 ,表明这 16株单抗的

识别表位是一种不依赖于 p24蛋白空间结构的线性

表位。值得注意 ,不同单抗对 p24 蛋白的聚体带和

降解带的反应存在差别 ,说明不同单抗识别的表位

结构性质可能有别。

2. 5　单抗与 p24 抗原的亲合力 　利用 NaSCN 置

换 EL ISA分析各单抗结合 p24抗原亲合力的高低。

结果发现 , 2F2b、5C2 和 16 G12 等 3 株单抗对 2

mol/ L 和 3 mol/ L NaSCN的耐受能力均接近 100 % ,

图 2　抗 p24单抗与 p24抗原的蛋白印迹实验 , p24蛋白在
电泳前经沸水浴热处理 10min. Ctrl = control

Fig. 2　Western blotting of anti p24 McAbs against p24 anti2
gen ,p24 protein were treated in boiled water bath for

10 min before electrophoresis. Ctrl = control

说明此 3株单抗亲合力最高 ;其次是单抗 1 H3 ,其耐

受 2 mol/ L 和 3 mol/ L NaSCN 的能力约 80 % ;再

次是 1 H1、2C7 和 9D6 等 3 株单抗 ,仅能耐受 2

mol/ L NaSCN 约 60 % ;其余 9 株单抗均不耐受 2

mol/ L NaSCN ,说明其结合 p24 抗原的亲合力

最弱。

2. 6　单抗间相互阻断情况　利用阻断 EL ISA分析

16株不同单抗间的相互阻断情况 (表 1) ,结果显示 ,

5C2能阻断 14 株 ,8F1、9D6 和 1 H3 等 3 株单抗分

别能阻断 13株 ,1 H1阻断 11株 ,11F11阻断 10株 ,

5F8阻断 9株 ,7F12 阻断 8 株 ,而 1 E7 和 1 E4 均可

阻断 3株 ,4 G3、2F2b和 16 G12等 3株单抗只阻断 2

株 ,7D1、6F12和 2C7等 3株单抗均只阻断 1 株 ,提

示后八株单抗更适宜建立检测 p24蛋白的双抗体夹

心 EL ISA。

2. 7　HIV21 p24抗原检测试剂的建立　将 16株单

抗进行一一配对建立检测 HIV21 p24 抗原的双抗

体夹心 EL ISA 法 ,结果发现 , 1 E4、2F2b、16 G12、

1 E7、4 G3 和 7D1 等 6 株单抗的多数配伍组合检测

p24 蛋白的灵敏度可达 100 pg/ mL。其中 1 E4、

2F2b和 16 G12等 3株单抗组成的 6种配伍组合较

好 ,对 p24蛋白的检测灵敏度均可达 20 pg/ mL (图

3) ;而 1 H3、11F11、5C2、2C7、9D6和 8F1 等 6 株单

抗配伍组合较差 ,部分组合检测 p24 蛋白的灵敏度

仅达 4 000 pg/ mL ;其余 4 株单抗 1 H1、5F8、7F12

和 6F12的配伍组合最差 ,检测 p24 蛋白的灵敏度

均低于 4 000 pg/ mL。

　　为进一步比较 1 E4、2F2b和 16 G12等 3株单抗

组成的 6 种配伍组合检测 p24 蛋白的灵敏度 ,将

HIV感染性克隆 pNL423 表达的 H IV 培养病毒灭

活后进行系列稀释检测 (表 2) ,结果可见 ,最佳单抗
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表 1　抗 p24单抗的的交叉阻断 ELISA

Tab. 1　Cross2blocking ELISA among the anti2p24 McAbs

McAb
Anti2p24 McAb2HRP

5C2 8F1 9D6 1 H3 1 H1 11F11 5F8 7F12 1 E7 1 E4 4 G3 2F2b 16 G12 7D1 6F12 2C7
No

5C2 + + + + + + + + + + + + + + - - - 14

8F1 + + + + + + + + + - + + + + - - - 13

9D6 + + + + + + + + + - + + + + - - - 13

1 H3 + + + + + + + + + - + + + + - - - 13

1 H1 - + + + + + + + - - + + + + - - - 11

11F11 + - + + + + + + - - + + - + - - - 10

5F8 - + + - - + + + + - + + - + - - - 9

7F12 - + + - - + + + - - + + - + - - - 8

1 E7 - + - - - - - - + + - - - - - - - 3

1 E4 - + - - - - - - + + - - - - - - - 3

4 G3 - + - - - - - - - - + - - - - - - 2

2F2b - + - - - - - - - - - + - - - - - 2

16 G12 - - - - - - - - - - - - + + - - - 2

7D1 - - - - - - - - - - - - - + - - - 1

6F12 - - - - - - - - - - - - - - + - - 1

2C7 - - - - - - - - - - - - - - - + 1

　　No : 16株单抗阳性阻断某一特定单抗的个数 ; + : 有阻断效果 ; - :无阻断效果 ; - - : 有增强效果

　　No : the number of 16 McAbs which can block positively any given McAb in this test ; + . positive block ; - . negative

block ; - - . reactivity of 2C7 with p24 antigen was enhanced

配伍组合“16 G12 + 2F2b2HRP”(前者表示包被单

抗 ,后者表示酶标单抗)的检测灵敏度达 1 ∶3 200。

同时 ,用 100份 HIV阴性人血清分析上述 6种配伍

组合的检测特异性 ,由表 3 可知 ,配伍组合“16 G12

+ 2F2b2HRP”和“1 E4 + 2F2b2HRP”的特异性最

好 ,都无非特异性反应 ;其余 4种配伍组合都有 2 %

～4 %的非特异性反应。综上结果可知 ,单抗配伍组

合“16 G12 + 2F2b2HRP”具有最好的检测灵敏度和

特异性 ,适合用于 H IV21 p24 抗原检测试剂的

研制。

图 3　双抗体夹心 ELISA检测 p24蛋白的灵敏度

S/ CO : 样品 OD读值与 cutoff OD读值之比 ,比值大
于 1判定为阳性.

Fig. 3　Sensitivity in detecting p24 antigen by Sandwith2ELISA

S/ CO : sample2to2cutoff ratios , positive when the

value exceed 1

表 2　双抗体夹心 ELISA比较六种抗 p24单抗配伍组合检
测 HIV培养病毒稀释液的灵敏度

Tab. 2　Sensitivity comparison of six pairs of anti2p24 McAb

in detecting serial diluted HIV culture viruses by

double antibody Sandwich2ELISA

McAb 2F2b2HRP 1 E42HRP 16 G122HRP

2F2b Nd 1600 3 1600

1 E4 800 nd 800

16 G12 3200 1600 nd

　　3 : 检测 HIV 培养病毒稀释液的最大稀释倍数 ; nd :

未检测
　　3 : Maximum diluted times of HIV culture virus which

indicate positive in the test ; nd. Not detected

表 3　双抗体夹心 ELISA比较六种 p24单抗配伍组合对 100

份 HIV阴性人血清的特异性
Tab. 3　Specif icity of six pairs of anti2p24 McAbs in detecting

100 human HIV negative sera by double antibody

Sandwich2ELISA

McAb 2F2b2HRP 1 E42HRP 16 G122HRP

2F2b / 4 4

1 E4 0 / 3

16 G12 0 2 /

3　讨　论

　　本研究利用自行表达的基因工程重组蛋白 p24

作为免疫原 ,成功筛选出 16 株稳定分泌抗 H IV21

035



2007 , 23 (6) 中 国 人 兽 共 患 病 学 报
Chinese Journal of Zoonoses

p24单抗的杂交瘤细胞株 ,通过阻断实验和双抗体

夹心 EL ISA一一配对筛选 ,最终筛选到 1对最佳单

抗配伍组合“16 G12 + 2F2b2HRP”,其检测 p24 蛋

白的灵敏度可达 20 pg/ mL ,且对 1份倍比稀释的灭

活 H IV培养病毒检测灵敏度最高 ,而对 HIV 阴性

人血清无非特异性反应 ,提示这对单抗用于 HIV21

p24抗原检测试剂的研制具有较好的灵敏性和特

异性。

　　快速有效筛选最佳单抗配伍组合是建立 H IV2
1 p24抗原检测试剂的难点。本研究总结了如下 3

点经验 :第一、单抗间交叉阻断 EL ISA 是 1 个直接

有效的筛选方法 ,交互阻断率低的单抗所组成的配

伍在双抗体夹心 EL ISA 中会有较好的灵敏度。第

二、间接 EL ISA中反应性较好的单抗未必适于建立

双抗体夹心 EL ISA ,这可能与 p24蛋白在不同反应

体系中的表位暴露情况有关。间接 EL ISA 是将

p24蛋白直接包被于固相板上 ,天然多聚体 p24 在

包被后可能解聚 ,这是 1种固相反应体系 ;而双抗体

夹心 EL ISA不会破坏 p24蛋白的天然多聚体 ,是 1

种液相反应体系。显然 ,此两种反应体系中的 p24

蛋白所暴露的抗原表位是不同的 ,故存在单抗

2F2b、1 E4和 16 G12 在双抗体夹心 EL ISA 中检测

p24蛋白灵敏度最高 ,但在间接 EL ISA 中与 p24蛋

白的反应性却非最高这一现象。第三、NaSCN 置换

EL ISA分析单抗亲和力有助于单抗配伍组合的筛

选但不是决定性因素 ,如本研究最终确定的单抗配

对 2F2b和 16 G12均可耐受 3 mol/ L NaSCN溶液 ,

但并非所有耐受 3 mol/ L NaSCN 的单抗 (如单抗

5C2和 1 H3)均可适用于双抗体夹心 EL ISA ,此两

株单抗在双抗体夹心中灵敏度较低。
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