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[ Abstract] 　A IM : To p rep a re the m o no c lo na l an tibo dy

(mAb) u sed fo r kits to de tec t the BN P32 a n tigen by m e an s

o f do ub le 2a n tibo dy sa ndw ich EL ISA a ssa y. Com p a ra s io n

d iffe re nce s o n de te c tio n BN P be tw e en do ub le 2an tibo dy

sandw ich EL ISA a nd Ro che ECL. M ETHOD S: BALB /c

m ice w e re imm un ized w ith p u rifie d recom b ina n t BN P32 p ro 2
te in and by ro u tine hyb ridom a techn ique , Then com p a ra s io n

d iffe re nce s o n de te c tio n BN P be tw e en do ub le 2an tibo dy

sandw ich EL ISA and Ro che ECL. RESUL TS: 16 hyb ridom a

ce ll line s se c re ting po ten t mAb a ga in s t BN P32 w e re o b2
ta ined. The sub typ e o f the se 16 mAb w e re fo und to be

IgG1, IgG2a and IgM , then the ir c ro s s2b lo cking p rop e rtie s

w e re a na lyzed, w he n the y rea c ted w ith the BN P32 p ro te in in

d ire c t EL ISA in o rde r to o ffe r the va luab le da ta fo r se lec ting

fe a s ib le p a ir o f mAb in the de te c tio n o f the BN P32 an tige n.

A ll the mAb s w e re u se d fo r the de te c tio n o f BN P32 by do ub2
le 2a n tibo dy sa ndw ich EL ISA. In a dd itio n, the mAb s w e re

p u rifie d a nd HR P 2labe lle d in a dva nce. F ina lly, w e had suc2
ce s sfu lly sc re ene d a p a ir o f mAb s, w h ich e xh ib ite d a se n s i2
tivity o f 20 ng /L fo r the de te c tio n o f BN P32 a n tige n. The two

de te c tio n m e tho d s have ve ry goo d co n s is tency ( kapp a = 0.

828 > 0. 75 ) be tw ee n do ub le 2an tibo dy sa ndw ich EL ISA a nd

Ro che ECL. The re w a s no s ta tis tic s s ign ificance o n d iffe r2
e nce s be tw e en the se two m e tho d s ( P > 0. 05). CO NCL U2
S IO N: It is e vide n t tha t th is p a ir o f mAb show s exce lle n t de2
te c tio n o f BN P32. The do ub le 2a n tibo dy sa ndw ich EL ISA can

be goo d app ly to de tec t BN P leve l in c lin ica l co nge s tive

hea rt fa ilu re p a tien ts.

[ Keywords] b ra in na triu re tic p ep tide (BN P ) ; m o no c lo na l

an tibo dy; he a rt fa ilu re; EL ISA

[摘 要 ]　目的 : 制备抗脑钠肽 (BNP32)单克隆抗体 (mAb) ,

并利用双抗体夹心 EL ISA 法建立 BNP抗原检测技术 , 应用于

临床心脏患者脑钠肽水平的检测。方法 : 以基因工程原核重

组表达 BNP抗原免疫 BALB /c小鼠 , 利用常规杂交瘤技术制

备 mAb, mAb经纯化和 HRP标记后 , 利用双抗体夹心 EL ISA

法筛选检测 BNP32蛋白的最佳配对 mAb, 以其建立 BNP32抗

原检测技术 , 并与临床 BNP检测的标准实验做平行比较。

结果 : 成功筛选到 16株稳定分泌抗 BNP32 mAb的杂交瘤细

胞株 , 16株 mAb的亚型分别为 IgG1、IgG2a和 IgM , 并从中筛

选出最佳 mAb配对组合 , 该组合对 BNP32蛋白的检测灵敏度

为 20 ng/L。建立的双抗体夹心 BNP检测 EL ISA 法与临床

BNP检测的标准实验平行比较具有很好的一致性 ( kappa值 =

0. 828) , 两者没有统计学意义 ( P > 0. 05)。结论 : 成功地建

立了 BNP32抗原的双抗体夹心 EL ISA法检测技术 , 并能够很

好地运用于临床心衰患者 BNP指标的检测。
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[中图分类号 ] R392. 11　　　[文献标识码 ] B

　　心功能衰竭是绝大多数心脏病患者病情发展的

最终结果 , 如何在心功能衰竭早期开始抗心衰治疗 ,

延迟心衰终末期的到来 , 是医学界非常关注的问题。

近年来随着对心衰研究的深入 , B型钠尿肽 (B 2type

natriuretie pep tide, BNP)在心力衰竭诊治中的地位日

渐明确 [ 1 ]。BNP是 1988年由日本学者 sudoh[ 2 ]最初

由猪脑分离出来的一种由 32个氨基酸构成的多肽类

神经激素 , 曾被命名为脑钠肽 ( brain natriuretic pep2
tide) , 但其主要来自于心室。近来研究表明 BNP在

心血管疾病的诊治中发挥了重要的作用 , BNP是评

价无症状心衰及晚期心衰的最佳预后指标 , 作为一

种心衰标志物在临床逐渐已被接受 [ 3 ]。

由于各种 BNP检测试剂尚未标准化 , 国内检测

BNP浓度均依赖各种国外的试剂盒 , 参考范围和 cut

off值在不同测定方法所得结果亦不同 , 而且检测费

用昂贵 , 在一定程度上限制了临床对 BNP检测的广

泛开展。鉴于 BNP在心血管领域的重要作用 , 我们

通过基因工程技术表达 BNP32成熟肽蛋白 , 继而制

备高效价的单克隆抗体 (mAb) , 应用于检测临床心

衰患者血浆中的 BNP水平。
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1　材料和方法

1. 1　材料 　大肠杆菌 E. coli ER2566菌株购自 New England

B iolabs公司。载体 PGEX220T、小鼠骨髓瘤细胞株 Sp2 /02

Ag14 ( Sp2 /0)、BALB /c小鼠均由厦门大学国家传染病诊断试

剂与疫苗工程技术研究中心提供。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。RPM I 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 P2GAM ) 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 IgG 及 HRP2GAM IgM、 IgG1、 IgG2a、 IgG2b、

IgG3) 购自 Becton D ickinson公司。

1. 2　方法

1. 2. 1　重组质粒 PGEX220T2BNP32的构建及成熟肽蛋白的表

达 　采用分子生物学的方法自行构建重组质粒 PGEX220T2

BNP32, 并在大肠杆菌 E. coli ER2566中通过 IPTG诱导表达

脑钠肽成熟肽蛋白。表达产物经饱和硫酸铵沉淀及 HPLC离

子交换层析法等纯化。克隆构建及蛋白的表达和纯化依据标

准方法操作 [ 4 ]。

1. 2. 2　脑钠肽 mAb的制备 　选用 6周龄的雌性 BALB /c小

鼠 , 分别以表达的两种脑钠肽成熟肽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 2周加强 1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 4次。融合前 3 d再以静脉注射

100μg BNP32蛋白做最后加强免疫。细胞融合、克隆化、腹

水制备及纯化均同常规方法 [ 5 ]。

1. 2. 3　一般特性鉴定 　杂交瘤细胞培养上清及腹水中 mAb

滴度的测定采用间接 EL ISA法。mAb类与亚类的鉴定采用间

接 EL ISA分析 , 将合适稀释度的 mAb腹水加入预包被纯化

后 BNP32蛋白的微孔板中反应 , 酶标二抗为 HRP2GAM IgM 、

IgG1 、IgG2a 、IgG2b和 IgG3 。mAb的活性采用 W estern blot

技术分别检测 16株 mAb与沸水浴处理 10 m in的纯化后

BNP32蛋白的反应性。

1. 2. 4　阻断 EL ISA　mAb的辣根过氧化物酶 (HRP)标记采

用改良过碘酸钠法。PBS ( 100∶1)稀释的 mAb腹水 (对照为

PBS) 100μL /孔加入预包被纯化后 BNP32蛋白的微孔板中 ,

37℃温育 30 m in ; PBS T洗板 3次 , 扣干后加入各合适浓度

的 HRP2mAb 100μL /孔 , 37℃温育 30 m in ; PBS T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 A值 - 反应孔 A值 ) /对照孔 A 值 ×100% , 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. 2. 5　双抗体夹心 EL ISA　纯化 mAb预先溶解于 20 mmol/L

磷酸缓冲液 ( PB, pH7. 4 )融解 , 按 100 ng/孔包被于微孔板 ,

4℃过夜 , PBST洗板 1次 , 封闭 2 h (方法同上 ) ; 再加入含有

纯化后 BNP32蛋白 , 37℃温育 30 m in; PBST洗 5次 , 扣干后

加入合适浓度的 HRP2mAb, 37℃温育 30 m in; PBST洗板 5

次 , 扣干后显色读值。

1. 2. 6　统计学分析 　应用 SPSS1110软件进行统计分析 , 计

量资料 x ±s表示 , 两组比较采用 t检验 , 临床评价的配对四

格表资料采用χ2 检验 , 两种方法的检测一致性分析采用 kap2

pa值 (取值在 0 - 1之间 , kappa > = 0. 75说明两者的一致性

较好 )。

2　结果

2. 1　重组 BNP32蛋白的表达、存在状态分析及纯化 　将重

组蛋白未诱导和诱导同时跑胶比较显示 IPTG诱导后均能表

达目的蛋白 , 存在状态分析 PGEX220T2BNP32 (M r 29 500) , 并

且表达的重组蛋白存在于超声裂菌的上清中 (图 1)。

图 1　重组 BNP32蛋白表达的存在状态分析及纯化的 SDS2
PAGE结果

1: 重组质粒未诱导 ; 2: 重组质粒诱导 ( IPTG 1. 0 mmol/L) ; 3: 重组质

粒诱导后裂解的上清 ; 4: 重组质粒诱导后裂解的沉淀 ; 5: 蛋白分子

量标准 ; 6: 重组质粒诱导后裂解的上清 ; 7:上清纯化后的重组蛋白.

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 BNP32 mAb的杂交瘤细

胞 , 分别命名为 : 2E7、4A12、5D1、7E9、8B10、8D5、9A3、

9H12、12C8、13C5、13C7、14D10、16F5、17C7、17F10、19B3。

上述 mAb分别经腹腔诱导法制备高滴度特异性的 mAb腹水。

2. 3　mAb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 mAb的滴度。结果培养上清滴度为

1∶103 ～104 , 腹水滴度为 1∶105 ～107。分型结果显示 : 13株

mAb ( 4A12、 7E9、 8B10、 8D5、 9A3、 9H12、 12C8、 13C5、

13C7、16F5、17C7、17F10、19B3)属于 IgG1, 2株 mAb (5D1、

14D10)属于 IgG2a, 只有 1株 mAb 2E7属于 IgM。

2. 4　mAb的活性 　16株 mAb对热处理变性后的 BNP32蛋

白 (BNP32蛋白在电泳前经沸水浴热处理 10 m in)均有特异性

反应 , 表明这 16株 mAb的识别表位是一种不依赖于 BNP32

蛋白空间结构的线性表位。值得注意 , 不同 mAb对 BNP32蛋

白的聚体带和降解带的反应存在差别 , 说明不同 mAb识别的

表位结构性质可能有别 (图 2)。

2. 5　mAb间相互阻断情况 　利用阻断 EL ISA 分析 16 株不

同 mAb间的相互阻断情况 (表 1) , 结果显示 , 12C8和 5D1能

阻断 14株 , 2E7和 13C5能阻断 13株 , 14D10和 16F5能阻断

12株 , 9A3、4A12、19B3和 7E9能阻断 5株 , 8B10、8D5和

9H12能阻断 4株 , 13C7、17C7和 17F10能阻断 6株提示后 6

株 mAb 更适宜建立检测 BNP 蛋白的双抗体夹心 EL ISA

(表 1)。
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图 2　mAb分别与 BNP32抗原的 Western blot分析

1: 12C8; 2: 5D1; 3: E7; 4: 13C5; 5: 14D10; 6: 16F5; 7: 9A3; 8:

4A12; 9: 19B3; 10: 7E9; 11: 8B10; 12: 8D5; 13: 9H12; 14: 13C7;

15: 17C7; 16: 17F10; 17: PBS对照.

2. 6　BNP32检测试剂的建立 　将 16株进行一一配对建立检

测 BNP32的双抗体夹心 EL ISA 法 , 结果发现 , 9A3、4A12、

19B3和 7E9等 4株的多数配对组合检测 BNP32的灵敏度可

达 100 ng/L。其中 8D5、17C7、8B10、9H12、13C7和 17F10

等 6株组成的配对组合较好 , 对 BNP32蛋白的检测灵敏度均

可达 20 ng/L; 而 12C8、2E7、5D1、14D10、13C5、16F5等 6株

配对组合较差 , 部分组合检测 BNP32 蛋白的灵敏度仅达

3 000 ng/L。

2. 7　BNP32检测试剂的临床评价 　双抗体夹心 EL ISA法建

立 BNP检测试剂与临床 BNP检测的金标准平行比较具有很

好的一致性 ( kappa值 = 0. 828 > 0. 75) , 两者差别没有统计学

意义 ( P > 0. 05, 表 2)。

表 1　抗 BNP32 mAb的交叉阻断 EL ISA

mAb
Anti2Bnp32 mAb2HRP

12C8 5D1 2E7 13C5 14D10 16F5 9A3 4A12 19B3 7E9 8B10 8D5 9H12 13C7 17C7 17F10
NO

12C8 + + + + + + + + + + + - + + + + 14

5D1 + + + + + + + + + + + - + + + + 14

2E7 + + + + + + + + + + + - + + - + 13

13C5 + + + + + + + + + + + - + + - + 13

14D10 + + + + + + + + + + - - + + - + 12

16F5 + + + + + + + + + + - - + + - + 12

9A3 + - - + + - + - + - - - - - - - 5

4A12 + - - + + - - + + - - - - - - - 5

19B3 + - - + + - - + + - - - - - - - 5

7E9 + - - + + - - + - + - - - - - - 5

8B10 + + - - + - - - - - + - - - - - 4

8D5 + + - - + - - - - - - + - - - - 4

9H12 - + - - + - - + - - - - + - - - 4

13C7 - + - - + - - - - - - - - + - - 3

17C7 - + - - + - - - - - - - - - + - 3

17F10 - + - - + - - - - - - - - - - + 3

NO: 16株 mAb阳性阻断某一特定 mAb的个数 ; + : 有阻断效果 ; - : 无阻断效果.

表 2　两种方法检测血浆脑钠肽水平的结果

金标准
(罗氏法 )

EL ISA法 (双抗体夹心法 )

+ -
合计

+ 49 3 52

- 1 13 14

合计 50 16 66

3　讨论

本研究采用基因工程方法 , 将目的片段克隆到

原核表达载体中从而获得重组蛋白。原核表达系统

表达相对简单 , 具有产量高、易操作、稳定性好等优

点 , 另外 , 它也是目前了解最深入全面的基因工程

表达系统 , 现在开发出来基因工程产品中 80% ～

90%采用的是原核表达系统 , 所以我们决定选用原

核系统制备 BNP蛋白。

首先登录 GenBank获得 BNP基因 , 通过 PCR技

术特异性扩增目的片段 BNP32, 然后将其分别定向

克隆到 PGEX220T载体上 , 在大肠杆菌 BL21中表达

BNP成熟肽蛋白。将其作为抗原按 mAb制备的常规

操作制备出抗脑钠肽 mAb 16株 , 将这些 mAb进行

一一配对建立检测 BNP32的双抗体夹心 EL ISA 法。

再从深圳市心血管病医院中收集标本对 BNP32检测

试剂做临床评价 , 结果表明双抗体夹心 EL ISA法建

立 BNP检测试剂与临床 BNP检测的金标准平行比

较具有很好的一致性 ( kappa值 = 0. 828 > 0. 75) , 两

者差别没有统计学意义 ( P > 0. 05)。说明我们的双

抗体夹心法能很好地运用于临床心脏患者 BNP水平

的检测。

BNP在心血管疾病领域中的地位日渐明显 [ 6 ]。

BNP不仅在诊断并判断心功能衰竭的程度上为临床

诊治提供良好的参考 , 尤其在鉴别呼吸困难病因时

更是独树一帜 , 近来对 BNP与高血压、急性冠脉综

合征、心律失常因等心血管疾病的研究越来越广
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泛 [ 7 ]。总之 , BNP是反映心室功能改变更敏感、更

具有特异性的生化指标 , 它在体内参与许多疾病的

病理过程 , 因此其对心衰的早期诊断、评估、治疗以

及心脏疾病缓解过程是非常重要的参考指标 , 在心

血管疾病方面有着广泛的应用前景 [ 8 ]。
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表明 , 制备的 mAb与 MCF7细胞提取蛋白及转染后

293、293T在 M r 约为 20 000处出现清晰的条带 , 表

明该 mAb为抗 AGR2的抗体。免疫荧光显示 , 该 mAb

与 MCF7细胞的浆蛋白特异性结合 (AGR2为分泌蛋

白 , 存在于细胞质 )。免疫沉淀表明 , 该 mAb能与天

然的 AGR2蛋白结合 , 提示此 mAb与 AGR2相结合的

抗原表位位于此蛋白的表面 , 且有较好的亲和力。

值得一提的是 , 此 mAb对 MCF7细胞生长的抑

制作用 , 为后续人源化后产生治疗相关肿瘤的抗体

药物提供基础 , 也显示了 AGR2作为新型药物靶标

的可能性 , 这种以 AGR2信号通道为抗肿瘤药物靶

标的实质性研究在国际还未见报道。这将是我们进一

步研究的重点。

以往研究表明 , AGR2与乳腺癌 , 前列腺癌的诊

断及治疗有关 , 并且与其预后成负相关。因而 , 抗

AGR2mAb的制备 , 对建立检测 AGR2的方法 , 精确分

析其在癌症的诊断和治疗中的作用具有重要的意义。
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