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摘要 : 用天然乙型肝炎病毒 ( HBV)颗粒 (Dane 颗粒和管状颗粒)和 HBV 前 S1 (preS1)区基因工程重组蛋白 GST2preS1

联合免疫 Balb/ c 小鼠 ,经杂交瘤技术制备了 7 株单克隆抗体 (mAb) ,采用 EL ISA、免疫捕获 PCR 等方式鉴定其有关特

性.各株 mAb 分别为 Ig G1 和 Ig G2a ,轻链均为κ型. 腹水 mAb 的滴度为 1 ×107～1 ×109 . 用间接法 EL ISA 显示 ,所有 7

株 preS1 mAb 均可以识别 HBV 天然抗原 ,其中 mAb 4D11 与 HBV 天然抗原的结合能力最强. 通过竞争抑制法 EL ISA

检测推断 preS1 (21247)上至少含有两个 B 细胞表位 ,mAb 4D11、1 G5、7B6 和 7 H11 具有共同的 B 细胞抗原识别位点 ;

mAb 3 H5、6F1 和 2A6 识别另外一个位点. 本研究获得的可与 HBV 天然抗原结合的 preS1 单抗为 HBV preS1 检测试剂

的研制提供了重要工具 ,对 HBV preS1 具有中和免疫活性抗原的设计及相关研究有重要帮助.
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　　HBV 感染具有较严格的宿主种属特异性和组织

嗜性 ,较为确切的证据显示它只对人和黑猩猩具有感

染性[ 1 ] ,主要侵害肝组织. p reS1、S2 蛋白是 HBV 急性

感染早期的标志物 ,同时也是病毒清除的最早迹象. 在

慢性感染中 ,p reS1 蛋白与病毒的复制有着密切的关

系. 因此 ,在临床上 preS1 的检测对于病程发展具有标

志性的作用. 另一方面 ,膜蛋白决定了 HBV 的感染嗜

性 ,膜蛋白通过与肝细胞膜上的结合介导病毒吸附和

进入肝细胞[2 ] . 近年来关于病毒受体的研究一直是个

热点 ,对受体结合部位主要有 3 种观点 :1) p reS1 是病

毒与肝细胞膜受体的结合部位 ,其相应的受体可能是

免疫球蛋白 A 受体、白介素 6 受体等[3 - 4 ] ;2) p reS2 是

结合部位 ,其相应受体包括多聚人类血清白蛋白受体

( P HSAR) 、转铁蛋白受体、纤连蛋白[5 ] ; 3 ) 主蛋白

HBsAg 是病毒受体结合部位 ,相应的受体包括载脂蛋

白 H (apolipoprotein H) 、磷脂酰结合蛋白 V (annexin

V)等[6 ] . 多数人接受第一种观点 ,因为 preS1 (21247)

合成肽及其响应抗体可以体外抑制 HBV 与人肝癌细

胞的结合 ;p reS1 (21247)的变异可导致 HBV 失去感染

力 ,p reS1 作为主要的手提结合位点启动 HBV 与肝细

胞结合的多位点、协同作用过程[ 7 ] . 我们以全长的

preS1 重组抗原 GST2preS1 为免疫原 ,制备单克隆抗

体 ,并研究了各 mAb 与天然病毒的结合能力 ,并以此

为依据确定了各 mAb 在 preS1 ( 21247) 合成肽及在

HBV 天然病毒上所识别表位之间的关系. 其中高亲和

力的 mAb 可以用于 preS1 检测试剂的研制.

1 　材料与方法

1. 1 　材 　料
纯化的 Dane 颗粒购自卫生部武汉生物制品研究

所 ,直接电镜观察 Dane 颗粒含量超过 60 % ,每毫升样

品中 Dane 颗粒数目约 1011vge (viral genome equiva2
lent s) .

GST2preS1 重组蛋白由本实验室表达 ; PreS1 (212
47)合成肽由西安美联公司合成.

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 DM2
SO 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) Ig G抗体由厦门大学抗癌中

心惠赠 ;A P 标记的 GAM ( H + L ) 酶标二抗为 Protos

公司的产品 ; HRP2GAM IgM、Ig G1、Ig G2a、Ig G2b、

Ig G3 为 Serotec 公司的产品 ; GAMκ2UNLB 和 GAM

λ2UNLB 为 SBA 公司的产品 ;酶标自动检测仪为 TE2
CAN 公司的产品.

1. 2 　方 　法
1. 2. 1 　抗 HBV preS1 mAb 的制备及一般特性的鉴定

动物免疫 :纯化的 Dane 颗粒静脉免疫 Balb/ c 小

鼠 ,2 周后用重组 GST2preS1 蛋白按 5μg/ 只肌肉注



射再次免疫. 融合前 3 天 ,尾静脉注射纯化 GST2preS1

1 次 ,5μg/ 只.

细胞融合[8 - 9 ] 、克隆化及腹水制备 ,均按常规方法

进行. 采用间接酶联免疫吸附实验 ( EL ISA) 法筛选与

preS1 (21247)合成肽反应呈阳性的杂交瘤细胞株.

用硫酸铵盐析及 D EA E 柱层析依次纯化 mAb 腹

水[10 ] .

采用间接 EL ISA 法鉴定 mAbs 的特性. 鉴定

mAb 的 Ig 亚类所用二抗为 HRP2GAM IgM、Ig G1、

Ig G2a、Ig G2b 和 Ig G3 ;鉴定 mAb 的型所用二抗为

HRP2GAMκ2UNLB 和 HRP2GAMλ2UNLB. 同时 ,

采用间接 EL ISA 法检测杂交瘤细胞培养上清及腹水

中 mAb 的滴度.

1. 2. 2 　单抗捕获病毒的 PCR试验

用稀释后的各单抗包被 Eppendoff 管 ,封闭后加

入 Dane 颗粒溶液与单抗作用. 吸洗掉未结合的 Dane

溶液后 ,用终浓度为 1 %的 SDS 和终浓度为 200μg/

mL 的蛋白酶 K ,56 ℃处理 2 h. 分离提取结合 Dane 颗

粒的 DNA ,并进行 PCR 反应检测. PCR 检测体系 :10

×buffer 2μL , T aq 0. 2μL ,dN TP 0. 2μL ,BvCF 0. 2

μL ,BvCR 0. 2μL ,25 mmol/ L MgCl2 1. 2μL ,dd H2 O

11μL ,样本 5μL . 反应条件 :94 ℃预变性 4 min ,随后

又经 94 ℃1 min ;53 ℃40 s ;72 ℃30 s ,计 30 个循环 ,

最后 72 ℃延伸 10 min. 目的片段为 HBc 全长基因 ,引

物序列如下 :

BvCF :5′2GGA TCCCA TA T GGACA TT GACCCA23′

　( HBc :nt1215)

BvCR :5′2GAA TTCTTAACA TT GA GA TTCCCG23′

　( HBc :nt5492534)

1. 2. 3 　间接法 EL ISA检测 mAb 捕获 HBV天然抗原

的能力

表 1 　抗 preS1 mAb 亚类及型

Tab. 1 　Isotype of the anti2preS1 mAbs

mAb 1 G5 2A6 3 H5 4D11 6F1 7B6 7 H11

重链 Ig G2a Ig G2a Ig G2a Ig G1 Ig G2a Ig G2a Ig G1

轻链 κ κ κ κ κ λ κ

按 109 vge/ 孔包被 Dane 颗粒 (含少量的球形颗粒

和管状颗粒 ,被作为 HBV 天然抗原使用) ,37 ℃温育 2

h 后 4 ℃过夜. PBST 洗板一次 ,封闭液 37 ℃封闭 2 h.

加稀释后的待检样品 (纯化的单克隆抗体 ,所有样品均

为双孔重复) 0. 1 mL 于上述已包被之反应孔中 ,置

37 ℃孵育 30 min ,PBST 洗涤 5 次. 于反应孔中加入羊

抗鼠酶标抗体 0. 1 mL . 37 ℃孵育 30 min ,PBST 洗涤 5

次 ,显色.

1. 2. 4 　抗 HBV mAb 之间的相互竞争阻断试验[ 11]

以改良过的碘酸钠法标记各 mAb 4D11 和 mAb

6F1 [12 ] ,同上用 109 vge/ 孔 Dane 颗粒包被 EL ISA 板 ,

进行其他 mAb 与 mAb 4D11 以及与 mAb 6F1 的竞

争阻断实验. 每孔加 50μL 稀释后的酶标 preS1 mAb、

50μL 待测单抗 ,以 H EV 单抗 E1、E2 作为对照. 37 ℃

温育 1 h , PBST 洗涤 5 次 ,显色. 于酶标仪上读取

OD450/ 620nm的值 ,计算竞争阻断率 (竞争抑制率 = (未竞

争平均 OD 值 - 竞争平均 OD 值) / 未竞争平均 OD 值

×100 %) ,竞争抑制率 ≥50 %判为阳性.

2 　实验结果

2. 1 　抗 preS1 mAb 杂交瘤细胞株的建立
免疫 5 只 Balb/ c 小鼠 ,取其脾细胞与 Sp2/ 0 细胞

融合 3 次 ,融合率依次为 90 %、88 %和 96 % ,相对应的

阳性率分别为 50 %、56 %和 60 %. 用 p reS1 (21247) 合

成肽筛选出分泌特异 mAb 的杂交瘤细胞株 ,经 4 次克

隆化后 ,最终获得 7 株细胞株能稳定分泌特异性抗

preS1 的 mAb ,分别命名为 1 G5、2A6、3 H5、4D11、

6F1、7B6 和 7 H11. 用硫酸铵沉淀和 D E252 柱层析等

对 mAb 腹水进行纯化 ,每毫升腹水可得 0. 5～2 mg

的 mAb ,纯度在 80 %以上.

用间接 EL ISA 法测定各 mAb 类型如表 1 :4D11

和 7 H11 为 Ig G1 ,其余 5 株 mAb 为 Ig G2a ;轻链除

7B6 为λ型外 ,其余均为κ型. 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 ×104～1. 5 ×105 ;

腹水 mAb 的滴度为 1 ×107～1 ×109 .

2. 2 　各株 mAb 与 HBV天然抗原的结合能力
(1) 将筛选出的各株 mAb 包被在 Eppendoff 管

上 ,以 H EV mAb E1、E2 作为对照 ,捕获溶液中的

Dane 颗粒 ,并用 PCR 检测捕获结果 (图 1) . 各反应孔

中均有明显的目的片段 ,各株单抗均可捕获溶液中的

Dane 颗粒. 由于 PCR 反应较灵敏 ,各单抗与 Dane 颗

粒结合能力的强弱无法量化区分.

(2) 包被 Dane 颗粒 (含少量的管状颗粒和球形颗

粒)用间接法 EL ISA 检测 7 株 preS1mAb 与 HBV 天

然抗原 (Dane 颗粒及管状颗粒) 的结合能力. 结果 (图
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　图 1 　HBV 特异性抗体体外病毒中和能力分析

Fig. 1 　Analysis of virus2neutralizing ability of HBV spe2
cific antibody in vit ro

1. 2000DL Marker ;2. Dane paricle ;3. H EV mAb

E1 ; 4. H EV mAb E2 ; 5. anti2preS1 mAb 1 G5 ;

6. anti2preS1 mAb 2A6 ; 7. anti2preS1 mAb 3 H5 ;

8. anti2preS1 mAb 4D11 ;9. anti2preS1 mAb 6F1 ;

10. anti2preS1 mAb 7B6 ; 11. anti2preS1 mAb.

7 H11

2)显示 ,所有 7 株 preS1mAb 及作为阳性对照的 HB2
sAb 均可以识别 HBV 天然抗原. 作为阴性对照 ,戊型

肝炎病毒 ( H EV)的 mAbE1、E2 不能识别病毒天然抗

原. 相同浓度下 (20μg/ mL) ,7 株 preS1 mAb 中 ,mAb

4D11 与 HBV 天然抗原的结合能力最强.

2. 3 　各株 mAb 间的相互竞争抑制作用
(1)各株 mAb 针对 HBV 天然表位的相互竞争抑

制作用对 mAb 4D11 进行 HRP 标记 ,建立竞争抑制

法 EL ISA 检测系统 ,通过 7 株 mAb 对 HRP2mAb

4D11 与病毒天然抗原结合的竞争抑制 ,分析各 mAb

在 HBV 天然抗原上所识别的表位之间的关系. 结果

如图 3 所示 ,mAb 4D11、1 G5、7B6 和 7 H11 可显著抑

制 4D11 与 HBV 天然抗原的结合 ,抑制率均高于

50 %(图 3) ,其它 3 种 mAb 3 H5、6F1 和 2A6 对 4D11

与 HBV 天然抗原的结合无抑制作用. 表明 4 种抗

preS1 mAb 4D11、1 G5、7B6 和 7 H11 具有共同的 B 细

胞抗原识别位点.

(2)为分析另外 3 种 mAb 3 H5、6F1 和 2A6 的所

识别的表位之间的关系 ,我们又对 mAb 6F1 进行了酶

标 ,按照相同的方法检测 7 株 mAb 之间的竞争抑制作

用. 结果 (图 4) 表明 ,3 H5 和 2A6 均可显著抑制 6F1

与 HBV 天然抗原的结合 (图 4 ,抑制率超过 50 %) ,

4D11、1 G5、7B6 和 7 H11 则无抑制作用. 我们推断

preS1 (21247)上至少含有两个 B 细胞表位 ,一个可被

mAb 4D11、1 G5、7B6 和 7 H11 识别 ,另一个可被 mAb

3 H5、6F1 和 2A6 识别.

3 　讨　论

本研究获得了 7 株特异性针对 preS1 (21247) 的

　图 2 　preS1 单抗与 HBV 天然抗原的结合能力

Fig. 2 　The binding activity of preS1mAbs to native

HBV antigens

Positive control : HBsAb

Negative control :anti2H EV mAb E1 and E2

　图 3 　不同 preS1 单抗对 preS1 单抗 4D11 与 HBV 天然

抗原结合的竞争抑制

Fig. 3 　Competitive inhibition of anti2preS1 mAbs against

HRP24D11 binding with native HBV antigens

Negative control :anti2H EV mAb E1 and E2

　图 4 　不同 preS1 单抗对 preS1 单抗 6F1 与 HBV 天然抗

原结合的竞争抑制

Fig. 4 　Competitive inhibition of anti2preS1 mAbs against

HRP26F1 binding with native HBV antigens

Negative control :anti2H EV mAb E1 and E2
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Ig G单克隆抗体. 通过包被病毒的间接 EL ISA 法验证

了 7 株单克隆抗体都可以结合天然 HBV 抗原 ,其结

合能力有所差别 :在抗体浓度相同的情况下 , mAb

4D11 与 HBV 天然抗原的结合能力更强 ,相应的 mAb

6F1 的结合能力比较弱. 利用其中特异性强的高亲和

力 mAb ,可以用于研制高灵敏度的乙肝 preS1 检测试

剂[13 ] . 有研究表明 ,在 HBV 急性感染中 p reS1、S2 蛋

白的检出在 HBV DNA 检测阳性之前 ,在 HbsAg 之

前消失 ,是急性感染病程的明显标志. 另一方面 preS1

蛋白的持续存在也易发展成为慢性乙肝. 在慢性患者

中 ,DNA 斑点杂交呈阳性的个例中检测出 p reS1 蛋白

的几率明显高于 DNA 斑点杂交阴性个例 ; HbeAg 阳

性个例中几乎均可以检测出 preS 蛋白 ,即 preS 蛋白

与 HBV 滴度直接相关 ,其中 preS1 蛋白与病毒复制

的关系密切. 可见 ,建立临床 preS1 蛋白的检测系统对

于乙肝病程的预测有着重要的价值[14 ] .

通过包被病毒的间接 EL ISA 竞争阻断实验及包

被 21247 合成肽的间接 EL ISA 竞争阻断实验 ,我们发

现 ,这 7 株特异性针对合成肽 p reS1 (21247) 的单克隆

抗体 ,所识别的具体 B 细胞表位还有一定的差异 ;并

且从两种竞争阻断实验结果的差别可以说明 ,各 mAb

所识别的表位在 21247 及 HBV 天然抗原上的具体位

置有一定的差异. mAb 1 G5、4D11、7B6 和 7 H11 识别

preS1 (21247)上同一个 B 细胞表位 ,彼此之间有明显

的竞争抑制 ; mAb 2A6、3 H5 和 6F1 识别另外一个 B

细胞表位. 这提示 preS1 (21247) 蛋白上至少有 2 个 B

细胞表位.

此外 ,我们实验室还利用 mAb 4D11 与 HBV 天

然抗原的结合力强的特性 ,通过小鼠抗血清对 HRP2
mAb 4D11 与 HBV 天然抗原结合的竞争抑制 (结果

另文发表) ,间接地评价抗 preS1 多抗血清与 HBV 天

然抗原的结合力 ,从而初步评定重组抗原的应用价值 ,

筛选出可以诱导机体产生大量与 HBV 天然抗原结合

抗体的重组蛋白. 这可以作为治疗性乙肝疫苗的初步

筛选方式.

近年来的研究指出 HBV 与肝细胞的结合可能是

一种多位点、协同的作用过程[7 ] ,其中有人认为主要的

受体结合位点位于 preS1 29234 ,次级受体结合位点位

于 HbsAg ,二者分别结合不同的肝细胞受体 ;也有人

提出病毒的主要肝细胞膜受体结合位点可能不在 Hb2
sAg 上[ 1 ] ,他们通过体外中和实验发现仅抗 preS1 抗

体的 Fab 段可以抑制病毒与 Hep G2 细胞的结合 ,抗

HBs 抗体的 Fab 段则无抑制作用. 我们所获得的 7 株

mAb 在体外中和实验中都不能有效的阻断病毒对

Hep G2 细胞的感染 (结果另文报导) ,这可能是由于

mAb 的亲和力不够 ,或者是因为用做抗原的 GST2
preS1 没有能够很好的模拟天然 HBV 病毒上的中和

表位的构象. 这些方面的问题 ,可以通过改变重组抗原

设计 ,及免疫方案的改进来解决 ,本研究为进一步筛选

其他重要表位区域的抗 HBV 中和 mAb 提供了一个

模式.
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Isolation and Characteration of the Anti2native HBV
preS1 Monoclonal Antibodies

GU Ying ,ZHU Zi2heng ,L I Shao2wei ,ZHAN G J un ,XIA Ning2shao 3

(National Institute of Diagnostics and Vaccine Development in Infectious Diseases ,

School of Life Sciences ,Xiamen University ,Xiamen 361005 ,China)

Abstract : The Balb/ c mice were immunized with native HBV antigen (Dane particles and tubular particles) and purified recombi2
nant p rotein GST2preS1. Seven mAbs anti2HBV preS1 mAbs were prepared by hybridoma technique ,and the relative properties of the

mAbs were identified by EL ISA and immu2capture PCR. Of these mAbs ,mAb 4D11 and 7 H11 were Ig G1 ,the others were Ig G2a.

The isotype of mAb 7B6 light chains were lamda (λ) ,the others were kappa (κ) . All of these mAbs could recognize native HBV anti2
gens (Dane particles and tubular particles) ,futher study shows that they could recognize two different B cell epitopes of preS1 (212
47) ,one recognized by mAb 4D11 ,1 G5 ,7B6 and 7 H11 ,the other is recognized by mAb 3 H5 ,6F1 and 2A6. The mAbs′abilities of

recognizing the native HBV antigen show use of developing regent to test HBV preS1 ,and assisting in the design of neutralizing anti2
gen.

Key words : monoclonal antibody ;hepatitis B virus ;preS1 ;B cell epitope
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