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摘 要

摘 要

肉毒毒素 （ ｂｏ ｔｕ ｌ ｉｎｕｍ ｔｏｘ ｉｎｓ ，ＢｏＮＴ ） 是 由 肉毒梭状芽孢杆菌产生的
一

种毒性极强的

蛋 白类神经毒素 ， 是 目 前 自 然界 已知生物和化学毒素中毒性最强的毒素之
一

。 当人 ＢｏＮＴ

感染时 ，
ＢｏＮＴ 可通过阻断神经递质释放而 引 起松弛性肌肉麻痹 ， 严重时可导致人窒息死

亡 。 迄今为止 ， 无论是 ＢｏＮＴ 在临床中 的预防 、 诊断和治疗都受到研宄人员 的广泛关注 。

尤其是针对于 Ｂ ｏＮＴ 中毒后 的治疗 ， 在 尚无有效化学药物的情况下 ， 临床上常使用马源

抗毒素 ， 但其仍存在治疗周期长及成本高 昂等 问题 ， 使得其临床应用受限 ， 故亟需要找

到更好的治疗药物来替代马源抗毒素 。 在抗体药物飞速发展的今天 ， 单克隆抗体 已然成

为诊断 、 乃至于治疗 ＢｏＮＴ 中毒的热 门研发起点 。 在 ＢｏＮＴ 的有 ７ 种血清型之中 ， Ａ 、 Ｂ 、

Ｅ 、 Ｆ 型可导致人中毒 。 在 以往研宄多集中在 Ａ 、 Ｂ 型 、 关于 Ｆ 型 肉毒毒素的研宄极少的

情况下 ， 研宄筛选 Ｆ 型 肉毒毒素的单克隆抗体也就具有 了特殊意义 。 本研宄 旨在通过杂

交瘤技术和噬菌体展示技术筛选针对 Ｆ 型 肉毒毒素特异性强 、 亲和力高的 中和单克隆抗

体并对其进行评价鉴定 ， 为后续其作为诊疗药物的开发提供参考 。

为 了制备肉毒毒素单克隆抗体 ， 首先构建针对 Ｆ 型 肉毒毒素的毒性结构域的重组抗

原 ， 在对抗原进行表达和鉴定后 ， 纯化获得高纯度重组抗原 。 两种方式免疫动物后 ， 通

过杂交瘤及噬菌体展示库技术 ， 分别筛选 鼠源单克隆抗体及人源单链抗体 ， 以进
一

步进

行抗体的评价 。

利 用 实 验 室 前 期 己 构 建 质 粒 ｐＴ ＩＧ －ＢｏＮＴ ／Ｆ 扩 増 片 段 ＦＬＨｎ ， 构 建 重 组 质 粒

ｐＴ ＩＧ－ＢｏＮＴ／ＦＬＨｎ ， 并通过大肠杆菌表达系统表达重组蛋 白 。 使用 Ｈ ｉ ｓＴｒａｐ
ＨＰ 亲和层析

柱 以及 ＰＤ １ ０ 脱盐柱对重组蛋 白 分别进行纯化及脱盐操作 ， ＧＦ ｌ
－

ｐ
ｒ〇３ ２ 分析蛋 白 纯度

均＞９ ５％ 。 纯化后重组蛋 白经 Ｗｅｓ ｔｅｍ Ｂ ｌｏｔ 鉴定其抗原性 ， 表明重组蛋 白可 以作为后续抗

体制备所需 的免疫抗原及筛选抗原 。

其次 ， 以重组蛋 白 ＢｏＮＴ／ＦＬＨｎ 为免疫原分别使用快速免疫和常规免疫两种免疫方案

免疫雌性 ＢＡＬＢ ／ｃ 小 鼠 ， 使用 间接 ＥＬ Ｉ ＳＡ 法测定小 鼠的尾血上清效价并筛选阳性细胞 ，

发现两种免疫方案的小 鼠尾血效价均能达到后续细胞融合的需要 。 快速免疫和常规免疫

细胞融合率分别为 １ ８ ． ９％ 、 ９５ ．４２％ ， 阳性率分别为 ７９ ． ３ ５％ 、 ２ １ ． ７２％ 。 筛选得到共 １ ０ 株

阳性杂交瘤细胞株 （ １ Ｆ８ 、 １ Ｇ １ １ 、 ２Ｄ ３ 、 ５Ｂ ７ 、 １ ０Ｆ６ 、 １ Ｄ２ 、 １ Ｄ ６ 、 １ Ｆ９ 、 ２Ｃ １ １ 、 ３Ｅ ３ ） ，

其中快速免疫及常规免疫各 ５ 株 。 有限稀释法获得单克隆杂交瘤细胞株后通过体 内诱生

法制备腹水 ， 同时腹水制备完成后对其效价进行检测 。 后根据抗体亚型 的不 同分别采用

Ｐｒｏｔｅ ｉｎＧ 柱 、 Ｐ ｒｏ ｔｅ ｉｎＬ 柱 ＩｇＭＰｕｒ ｉｆｉ ｃａｔｉｏｎ 柱纯化 ， 使用 ＰＤ １ ０ 脱盐柱进行单抗脱盐操作 。

经 ＧＦ ｌ

－

ｐｒ〇３ ２ 分析抗体纯度后对其进行多方面的评价 。 抗体重链亚型共获得三种 ， 轻链均

为ｋ型 。 快速免疫 中除 ２Ｄ３ 为 ＩｇＧ ｌ 型外 ， 其余均为 Ｉ
ｇＭ 型 。 常规免疫 中 １Ｄ２ 及 １ Ｆ９ 为

ＩｇＧ２ｂ 型 ，
１Ｄ６ 及 ３Ｅ３ 为 Ｉ

ｇＧ ｌ 型 ， ２Ｃ １ １ 为 Ｉ
ｇ
Ｍ 型 。 对全部所得抗体通过 Ｗｅｓ ｔｅｍ Ｂ ｌｏ ｔ

检测其是否为线性构象 。 结果所得常规免疫中 １ Ｄ６ 及 ３Ｅ３ 为线性构象 。

Ｉ



摘 要

继而对筛选到的 ＢｏＮＴ ／Ｆ 单克隆抗体进行应用评价 ， 特异性检测结果表 明 ，
１ Ｇ １ １ 、

２Ｄ３ 、 １ Ｆ９ 单抗特异性相对较强 ， １ Ｄ６ 抗体具有极强与免疫重组抗原特异性结合的趋势 ，

其 中 ３Ｅ ３ 虽然亲和力指标相对较高 ， 但其存在针对免疫抗原的特异性指标较低 。 另对生

物活性指标即 中和活性进行评价 ， 经 由 ＢｏＮＴ ／Ｆ 攻毒实验发现 ， 所得 鼠源单克隆抗体并

无中和作用 。

与此同时 ， 噬菌体展示库技术通过 ＥＬ Ｉ ＳＡ 固相筛选的方式 ， 利用现有的人源噬菌体

展示库 ， 以所纯化重组抗原为底物包被 ， 三轮富集－洗涤 －扩增后 ， 得到亲和力指标较强的

４ 株人源单链抗体 。 所得 ＣＤＲ 区 序 列 分 别 为 ： Ｆ２ －

１
－Ｃ ５ ：ＬＣＤＲ３ ：ＱＶＷＡＧＮＲＳＫＣ ，

ＨＣＤＲ３ ：ＹＷＲＦＮＧ ＳＦＤＰ ；Ｆ １
－２ －Ｃ ６ ：ＬＣＤＲ３ ：ＡＡＤＮＧＬＧＬ ，ＨＣＤＲ３ ：ＹＧＶＹＲＤＦＤＤ ；

Ｆ２ －

１
－Ｂ ５ ：ＬＣＤＲ３ ：ＱＶＷＤＤＮＳＬＤＱ ，ＨＣＤＲ３ ：ＨＳＶＦＲＶＰＦＡＶ

；Ｆ２
－

１
－Ｇ２ ：ＬＣＤＲ３ ： ＳＡＨＥＬＲＩ

，

ＨＣＤＲ３ ：ＨＦＧＨＲＲＰＦＡＹ 。 经质粒构建及表达纯化后其亲和力及特异性仍待验证 。

通过 以上研究表 明 ，
ＢｏＮＴ／ＦＬＨｎ 重组蛋 白可 以使用大肠杆菌表达系统表达 ， 利用

表达产物作为免疫原 ， 使用杂交瘤技术可 以筛选具有高亲和力 、 高特异性的 ＢｏＮＴ ／Ｆ 单

克隆抗体 。 两种免疫方案得到的单克隆抗体评价过程中 除亲和力指标外并无 明显差异 ，

但其中快速免疫可能提升单克隆抗体 出现重链亚型 ＩｇＭ 的概率 ， 从而加大纯化抗体难度 。

然而 ， 对于 中 和抗体的筛选 ， 实验室前期通过 ＢｏＮＴ ／Ｆ 的跨膜结构域作为杂交瘤技术抗

体制备的筛选抗原 已经得到具有较好 中和活性的抗体 ， 猜测 中和抗体的得率可能与抗原

结构域的选择有关 。

噬菌体展示库也同样可得到高亲和力的单链抗体 ， 区别于杂交瘤技术 ， 利用 人源噬

菌体库可直接得到人源的抗体序列 ， 无需后期进行 鼠源抗体人源化的操作来降低单克隆

抗体除治疗作用 外 自 身潜在的免疫原性 。

最后 ， 利用杂交瘤技术筛选得到的亲和力指标达 ｎｍｏ ｌ ／Ｌ 的 １ Ｄ６ 抗体联合结合 Ｈｅ 端

结构域的 １ Ｅ２Ｂ 抗体建立了双抗夹心 ＥＬ Ｉ ＳＡ 检测方法 ， 线性检测范围 区间为 ２ ． ０４ ８ －

３ ２ ． ０００

ｎｇ／ｍＬ ， 重复性 良好 ， 具有统计学意义 。

综上 ， 鼠源抗体 的获得可为临床中建立与应用诊断 ＢｏＮＴ ／Ｆ 中毒 的试剂盒提供参考

数据 ， 人源单链抗体的序列则可为实现诊断或治疗 肉毒毒素 中毒提供具有研发可行性的

参考 ， 本研究获得的抗体可 以为后续 ＢｏＮＴ／Ｆ 中毒诊疗药物的开发奠定前期实验基础 ，

具有现实应用 意义 。

关键词 ＢｏＮＴ／Ｆ
； 单克隆抗体 ； 杂交瘤技术 ；

噬菌体展示库技术 ； 双抗夹心 ＥＬ Ｉ ＳＡ

Ｉ Ｉ
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） ， ｉｎｃ ｌｕｄ ｉｎ
ｇ５ｒａｐ ｉｄ ｉｍｍｕｎ ｉｚａｔ ｉｏｎａｎｄｃｏｎｖｅｎｔ ｉｏｎａｌ

ｉｍｍｕｎｉｚａｔ ｉｏｎ ．Ｔｈｅｍｏｎｏｃ ｌｏｎａｌｈｙｂｒｉｄｏｍａｃｅ ｌ ｌｌ ｉｎｅｗａｓｏｂｔａ ｉｎｅｄｂｙｔｈｅｌ ｉｍ ｉ ｔ ｉｎｇｄ ｉ ｌｕｔ ｉｏｎ

ｍ ｅｔｈｏｄａｎｄｔｈｅａｓｃ ｉ ｔｅ ｓｗａｓ
ｐ ｒｅｐａｒｅｄｂｙ

ｔｈｅｉｎｖ ｉｖｏｉｎｄｕｃ ｔ ｉｏｎｍｅ ｔｈｏｄ ．Ａ ｔｔｈｅｓａｍｅｔ ｉｍｅ
，ｔｈｅ

ｔ ｉ ｔｅｒｏｆｔｈｅａｓｃ ｉ ｔｅ ｓｗａｓｔｅ ｓ ｔｅｄａｆｔｅｒｔｈｅｐ ｒｅｐａｒａｔ ｉｏｎｏｆｔｈｅａｓｃ ｉ ｔｅｓｗａｓｃｏｍｐ
ｌ ｅ ｔｅｄ ．Ｔｈｅｎ

，

ａｃｃｏ ｒｄｉｎｇｔｏｔｈｅｄ ｉｆｆｅｒｅｎｔａｎｔｉｂｏｄｙｓｕｂｔｙｐｅ ｓ ，Ｐ ｒｏｔｅ ｉｎＧｃｏ ｌｕｍｎａｎｄＰ ｒｏ ｔｅ ｉｎＬｃｏ ｌｕｍｎＩｇＭ

Ｐｕｒ ｉ ｆ ｉｃａ ｔ ｉｏｎｃｏ ｌｕｍｎｗｅｒｅｕｓｅｄｆｏｒｐｕｒｉｆｉｃａｔ ｉｏｎ
，ａｎｄＰＤ １ ０ｄｅ ｓａｌ ｔ ｉｎｇｃｏ ｌｕｍｎｗａｓｕｓｅｄｆｏｒ

ｍｏｎｏｃ ｌｏｎａｌａｎｔ ｉｂｏｄｙｄｅ ｓａ ｌ ｔ ｉｎｇｏｐｅｒａｔ ｉ ｏｎ ．Ａ ｆｔｅ ｒａｎａ ｌｙｚ ｉｎｇｔｈｅｐｕｒ ｉ ｔｙｏｆｔｈｅａｎ ｔ ｉｂｏｄｙｂｙ

ＧＦ ｌ
－

ｐｒｏ ３ ２
，ｉｔｗａｓｅｖａｌｕａｔｅｄｉｎｍａｎｙａｓｐ

ｅｃ ｔ ｓ ．Ｔｈｅｒｅａｒｅｔｈｒｅｅａｎｔｉｂｏｄｙｈｅａｖｙｃｈａ ｉｎｓｕｂ ｔｙｐｅ ｓ
，

ａｎｄｔｈｅ ｌ ｉ

ｇ
ｈｔｃｈａ ｉｎｓａｒｅａ ｌ ｌｋａｐｐａｔｙｐｅ ．Ｅｘｃｅｐｔ２Ｄ ３ｗｈ ｉ ｃｈｉ ｓｏｆ ＩｇＧ ｌｔｙｐｅ ，

ｔｈｅｒｅ ｓｔａｒｅｏｆＩｇＭ

ｔｙｐ
ｅｉｎｒａｐ ｉｄ ｉｍｍｕｎ ｉｚａｔｉｏｎ ．Ｉｎｒｏｕｔｉｎｅｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎ

，１Ｄ２ａｎｄ１ Ｆ９ａｒｅＩ
ｇＧ２ｂｔｙｐｅ ，１Ｄ６ａｎｄ

３Ｅ３ａｒｅＩｇＧ ｌｔｙｐｅ ，ａｎｄ２Ｃ １ １ｉ ｓＩｇＭｔｙｐｅ ．Ａ ｌ ｌｔｈｅｏｂｔａ ｉｎｅｄａｎｔ ｉｂｏｄ ｉ ｅ ｓｗｅ ｒｅｔｅ ｓ ｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅ ｒｎ

Ｂ ｌｏ ｔｆｏ ｒｌ ｉｎｅａｒｃｏｎｆｏｒｍａ ｔ ｉｏｎ ．Ｒｅ ｓｕ ｌ ｔｓ１Ｄ６ａｎｄ３Ｅ３ｗｅ ｒｅ ｌ ｉｎｅａｒｃｏｎｆｏ ｒｍａｔ ｉｏｎ ｓ ｉｎｒｏｕｔ ｉｎｅ

ｉｍｍｕｎ ｉｚａｔ ｉｏｎ ．

Ｔｈｅｎ
，ｔｈｅａｐｐ

ｌ ｉ ｃａｔ ｉｏｎｅｖａ ｌｕａｔ ｉ ｏｎｏｆｔｈｅｓｅ ｌｅｃ ｔｅｄＢ ｏＮＴ ／Ｆｍ ｏｎｏ ｃ ｌｏｎａ ｌａｎｔ ｉｂｏｄ ｉ ｅ ｓｗａ ｓ

ｃａｒｒｉｅｄｏｕｔ ．Ｔｈｅｓｐｅｃ ｉｆｉｃ ｉｔ
ｙ

ｔｅ ｓ ｔｒｅ ｓｕ ｌ ｔ ｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｓｐｅｃ ｉｆｉ ｃ ｉ ｔｙｏｆ１ Ｇ １ １
，２Ｄ ３

，ａｎｄ １ Ｆ９

ｍｏｎｏｃ ｌｏｎａ ｌａｎｔ ｉｂｏｄ ｉ ｅ ｓｗａｓｒｅ ｌ ａｔ ｉｖｅ ｌｙｓ ｔｒｏｎｇ ，ａｎｄｔｈｅ１ Ｄ６ａｎｔ ｉｂｏｄｙｈａｄａｓ ｔｒｏｎｇｔｅｎｄｅｎｃｙｔｏ

ｓｐｅｃ ｉｆｉｃａ ｌ ｌｙ
ｂ ｉｎｄｔｏｉｍｍｕｎｅｒｅｃｏｍｂ ｉｎａｎｔａｎｔ ｉ ｇｅｎｓ ．Ａ ｌ ｔｈｏｕｇ

ｈ３Ｅ３ｈａｓａｒｅ ｌａｔ ｉｖｅ ｌｙ
ｈ ｉｇｈａｆｆｉｎ ｉ ｔ

ｙ

ｉｎｄｅｘ
，ｉ ｔｈａｓａ ｌ ｏｗｓｐｅｃ

ｉｆｉ ｃ ｉ ｔｙｉｎｄｅｘｆｏｒｉｍｍｕｎｅａｎｔ ｉ

ｇｅｎｓ ．Ｉｎａｄｄ ｉ ｔ ｉｏｎ
，ｔｈｅｂ ｉｏ ｌｏｇ ｉ ｃａ ｌａｃ ｔ ｉｖ ｉ ｔｙ

ｉｎｄｅｘ
，ｎａｍｅ ｌｙｔｈｅｎｅｕｔｒａ ｌ ｉｚａｔ ｉｏｎａｃ ｔ ｉｖ ｉ ｔｙ ，ｗａｓｅｖａ ｌｕａｔｅｄ ．ＴｈｒｏｕｇｈｔｈｅＢｏＮＴ ／Ｆｃｈａ ｌ ｌ ｅｎｇｅ

ｅｘｐ
ｅｒｉｍｅｎ ｔ

，
ｉ ｔｗａｓｆｏｕｎｄｔｈａｔｔｈｅｏｂ ｔａ ｉｎｅｄｍｕｒ ｉｎｅｍｏｎｏｃ ｌｏｎａ ｌａｎ ｔｉｂｏｄｙｈａｄｎｏｎｅｕｔｒａ ｌ ｉｚａｔｉｏｎ

ｅ ｆｆｅｃｔ ．

Ａ ｔｔｈｅｓａｍｅｔ ｉｍｅ
，ｔｈｅ

ｐｈａｇｅｄ ｉ ｓｐ
ｌ ａｙ

ｌ ｉｂｒａｒｙｔｅｃｈｎｏ ｌｏｇｙｕ ｓｅ ｓｔｈｅｅｘ ｉ ｓｔ ｉｎ
ｇ
ｈｕｍａｎ

ｐｈａｇｅ

ｄ ｉ ｓｐ
ｌａｙ ｌ ｉｂｒａｒｙｔｈｒｏｕｇ

ｈＥＬ Ｉ ＳＡｓｏ ｌ ｉｄ－

ｐ
ｈａｓｅｓｃｒｅｅｎ ｉｎｇ ，ａｎｄｃｏａｔｓｔｈｅｐｕｒ ｉｆｉｅｄｒｅｃｏｍｂ ｉｎａｎｔ

ａｎｔ ｉ
ｇｅｎａｓａｓｕｂ ｓ ｔｒａｔｅ ．Ａｆｔｅｒｔｈｒｅｅｒｏｕｎｄｓｏｆｅｎｒ ｉｃｈｍｅｎｔ

－ｗａｓｈｉｎｇ
－

ａｍｐ ｌ ｉｆｉ ｃａｔ ｉｏｎ
，ｔ
ｈｅａｆｆｉｎ ｉ ｔｙ ｉ ｓ

ｏｂｔａ ｉｎｅｄ ．Ｆｏｕｒｈｕｍａｎｓ ｉｎｇ
ｌｅ

－

ｃｈａｉｎａｎｔ ｉｂｏｄ ｉ ｅ ｓｗ ｉ ｔｈｓ ｔｒｏｎｇ
ｉｎｄ ｉ ｃａｔｏｒｓ ．Ｔｈｅｓｅｑｕｅｎｃ ｅ ｓｏｆｔｈｅ

ＣＤＲｒｅｇ
ｉｏｎｓｏｂｔａｉｎｅｄａｒｅ ：Ｆ２－

１
－Ｃ ５ ：ＬＣＤＲ３ ：ＱＶＷＡＧＮＲＳＫＣ

，ＨＣＤＲ３ ：ＹＷＲＦＮＧＳＦＤＰ
；

Ｆ １
－２ －Ｃ ６ ：ＬＣＤＲ３ ：ＡＡＤＮＧＬＧＬ

，ＨＣＤＲ３ ：ＹＧＶＹＲＤＦＤＤ
；Ｆ２ －

１
－Ｂ ５ ：ＬＣＤＲ３ ：

ＱＶＷＤＤＮ ＳＬＤＱ ，ＨＣＤＲ３ ：ＨＳＶＦＲＶＰＦＡＶ ；Ｆ２ －

１
－Ｇ２ ：ＬＣＤＲ３ ：ＳＡＨＥＬＲＩ

，ＨＣＤＲ３ ：

ＩＶ



Ａｂ ｓ ｔｒａｃ ｔ

ＨＦＧＨＲＲＰＦＡＹ．Ａｆｔｅ ｒｐ ｌａｓｍ ｉｄｃｏｎ ｓｔｒｕｃ ｔ ｉｏｎ
，ｅｘｐｒｅｓ ｓ ｉｏｎａｎｄｐｕｒ ｉ ｆｉ ｃａｔ ｉｏｎ

， ｉ ｔｓａｆｆｉｎ ｉ ｔｙａｎｄ

ｓｐｅｃ ｉ ｆｉ ｃ ｉ ｔｙ
ｓ ｔ ｉ ｌ ｌｎｅｅｄｔｏｂｅｖｅｒ ｉ ｆ ｉｅｄ ．

Ｔｈｅａｂｏｖｅｒｅ ｓｅａｒｃｈｓｈｏｗ ｓｔｈａｔｔｈｅＢｏＮＴ／ＦＬＨｎｒｅｃｏｍｂ ｉｎａｎｔ
ｐｒｏｔｅ ｉｎｃａｎｂｅｅｘｐ ｒｅｓ ｓｅｄ

ｕｓ ｉｎｇｔｈｅＥ ．ｃｏ ｌ ｉｅｘｐｒｅ ｓ ｓ ｉｏｎｓｙ ｓ ｔｅｍ
，ｔｈｅｅｘｐｒｅ ｓ ｓ ｉｏｎｐｒｏｄｕｃ ｔ ｉ ｓｕ ｓｅｄａｓａｎ ｉｍｍｕｎｏｇｅｎ ，ａｎｄ

ｈｙｂｒ ｉｄｏｍａｔｅｃｈｎｏ ｌｏｇｙｃａｎｂｅｕｓｅｄｔｏｓｃ ｒｅｅｎＢｏＮＴ ／Ｆｍｏｎｏ ｃ ｌｏｎａ ｌａｎｔ ｉ ｂｏｄ ｉ ｅ ｓｗ ｉ ｔｈｈ ｉｇｈａｆｆｉｎ ｉ ｔｙ

ａｎｄｈ ｉｇｈｓｐｅｃ ｉｆｉｃ ｉ ｔｙ ．Ｔｈｅｒｅ ｉ ｓｎｏｓ ｉ ｇｎ ｉｆｉ ｃａｎ ｔｄ ｉ ｆｆｅ ｒｅｎｃｅ ｉ ｎｔｈｅｅｖａ ｌｕａｔ ｉｏｎｐｒｏｃｅ ｓ ｓｏｆｔｈｅ

ｍｏｎｏｃ ｌｏｎａ ｌａｎｔ ｉｂｏｄ ｉｅ ｓｏｂｔａ ｉｎｅｄｂｙ
ｔｈｅｔｗｏ ｉｍｍｕｎ ｉｚａｔ ｉｏｎｓｃｈｅｍｅ ｓｅｘｃｅｐｔｆｏ ｒｔｈｅａｆｆｉｎ ｉ ｔｙ

ｉｎｄｅｘ
，

ｂｕ ｔｔｈｅｒａｐ ｉｄｉｍｍｕｎ ｉｚａｔ ｉｏｎｍａｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｔｈｅ
ｐ ｒｏｂａｂ ｉ ｌ ｉｔｙｏ

ｆ ｔｈｅｈｅａｖｙ
ｃｈａ ｉｎｓｕｂ ｔｙｐｅＩｇＭｏｆ ｔｈｅ

ｍｏｎｏｃ ｌｏｎａ ｌａｎｔ ｉｂｏｄｙ ，
ｔｈｅｒｅｂｙ

ｉｎｃ ｒｅａｓ ｉｎｇｔｈｅｄ ｉｆｆｉ ｃｕ ｌ ｔｙｏｆ ｐｕｒ ｉｆｙ ｉｎ
ｇ

ｔｈｅａｎｔ ｉｂｏｄｙ ．Ｈｏｗｅｖｅ ｒ
，
ｆｏｒ

ｔｈｅｓｃｒｅｅｎ ｉｎｇｏ
ｆｎｅｕｔｒａｌ ｉｚ ｉｎｇａｎｔ ｉｂｏｄ ｉｅ ｓ

，ｔｈｅｓｃｒｅｅｎ ｉｎｇａｎｔ ｉｇｅｎｐ ｒｅ
ｐａ

ｒｅｄｂｙｔｈｅｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ

ｄｏｍａｉｎｏｆ ＢｏＮＴ／Ｆａｓａｈｙｂ ｒ ｉｄｏｍａｔｅｃｈｎｏ ｌｏｇｙ
ａｎｔ ｉｂｏｄｙ

ｉｎｔｈｅｅａｒ ｌｙ
ｓ ｔａｇｅｏｆ ｔｈｅｌａｂｏｒａｔｏ ｒｙ

ｈａｓ

ｏｂ ｔａ ｉｎｅｄａｎ ｔ ｉｂｏｄ ｉｅ ｓｗ ｉ ｔｈｇｏｏｄｎｅｕｔｒａｌ ｉｚ ｉｎｇａｃ ｔ ｉｖ ｉ ｔｙ ．Ｉｔ ｉ ｓｓｐｅｃｕ ｌａｔｅｄｔｈａｔｔｈｅｙ ｉ ｅ ｌｄｏｆ

ｎｅｕｔｒａ ｌ ｉｚ ｉｎｇ
ａｎｔ ｉｂｏｄ ｉ ｅ ｓｍａｙ
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１ 绪论

１ ． １ 课题背景

１ ． １ ． １ 肉毒毒素

肉毒毒素是厌氧性的革兰氏阳性菌
一一

肉毒梭菌在生长和繁殖的过程中产生的
一

种

细菌外毒素ｍ 。 根据性质及作用机制的不同 ， 细菌外毒素可分为神经毒素、 细胞毒素及肠

毒素三种 。 其中 ， 肉毒毒素是神经毒素中最具代表性的
一

类天然细菌外毒素 ［
２

，
３

】

。 区别于

其他细菌外毒素 ， 肉毒毒素毒性极强 ， 并具有极高的亲嗜性 。 从分子结构上看 ， 平面构

象中轻链及重链两条链构成其结构 ， 分子量为 １ ５０ＫＤａ ， 其间 由二硫键相连 。 就空间结构

而言 ， 可分为三种功能结构域 ， 重链 Ｃ 端及 Ｎ 端结构域分别发挥感染时毒素与耙细胞的

受体结合及介导跨膜的作用 。 轻链为毒性结构域 ， 在毒素实现跨膜后对细胞 内 原有蛋 白

的结构及生物学功能造成影响 ， 继而发挥其毒性作用 ｔ
４

，

５
］

。

１ ． １ ． １ ． １ 肉毒毒素感染及机制

当前 ， 肉毒毒素通常被分为 Ａ－Ｇ ７ 种血清型 ， 人类肉毒毒素中毒可由 Ａ 、 Ｂ 、 Ｅ 和 Ｆ

型 引 起 ， Ｃ 和 Ｄ 型 以动物感染居多 。 当人或动物发生肉毒毒素感染时 ， 毒素可以特异性

靶向胆碱能神经末梢突触前膜的表面受体 ， 通过胞饮作用实现毒素 内转 ， 继而阻止胆碱

能神经介质
——乙酰胆碱的正常释放 ［

６
， ＇ 此外 ， 毒素受体结合结构域阻滞了神经细胞膜

的钙离子通道 ， 钙离子进入胞内刺激胞吐及释放神经递质的功能也被限制 ［
８

］

， 使得乙酰胆

碱无法发挥其正常生理功能 ， 进而阻断神经肌肉传导 ， 导致肌肉松弛性麻痹 ［
９

，
１ Ｑ

］

。 感染前

期还会伴随头痛、 头 昏 、 眩晕 、 软弱无力及视力紊乱的临床表现 ， 严重者可能会出现呼

吸麻痹等症状 ， 若抢救不及时甚至可能出现致死的情况 ［
１ １

］

。

１ ． １ ． １ ．２ 肉毒毒素的防治措施

肉毒毒素最早被作为
一

种生化武器应用于战场 ， 其中各血清型中属 Ａ 型军用意义最

大 ， 常被作为生化武器和用于生物恐怖袭击 。 １ ９８６ 年 ， 加拿大
一

名眼科教授发现肉毒毒

素另有让患者眼部的皱纹消失的功效 ， 于是 ， 肉毒毒素应用范围逐步拓宽 ， 开始应用于

美容界 。 除 Ａ 型外的其它可感染人类的亚型中毒途径多见于食物污染 ^

针对于肉毒毒素中毒的的预防 ， 疫苗免疫是 目 前最有效的方法之
一 ［

１２
，

１ ３
］

。 目 前市场

上 以类毒素疫苗为主 ， 也有部分的重组亚单位疫苗仍处于临床阶段 。 但当机体前期因并

２
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未接种肉毒毒素疫苗而发生感染时 ， 就需要快速采取相应的诊疗措施防止临床中各种继

发症状的发生发展 ［
１ｍ

。

当毒素入侵机体时 ， 肉毒毒素作为
一

类外源蛋 白 ， 首先会激活宿主免疫系统以产生

相应免疫应答 ， 会产生具有特异中和作用 的免疫球蛋 白 ， 这种免疫球蛋 白被称为抗毒素

［
１ ８

］

。 目 前 ， 临床中现有且仅有的肉毒毒素治疗制剂也只有马源抗毒素血清 ， 利用减毒毒

素毒力降低但仍具备其原有免疫原性的特点 ， 将灭活毒素接种至马身上 ， 利用 马血清中

所产生的抗毒素经纯化精制后制备成针剂用于临床 ［
１ ９

］

。 另基于毒素靶细胞为神经细胞这

一

特点 ， 化药由于其无法通过血脑屏障的局限从而面临研发瓶颈。

现有的生物药——马源抗毒素血清虽然在临床肉毒毒素中毒后的治疗中作为首选药

物 ， 但其仍具有相当的使用局限性 ， 除去特异性差 、 成本高昂 、 生产周期长的 问题 ， 马

源抗毒素血清最大的应用局限则在于其可导致人畜共患病 ， 通过动物获得人治疗用 的抗

毒素血清 ， 在
一

定程度上保留了动物 自身对人体的免疫原性 ， 所以在临床应用抗毒素血

清时首先要进行试敏操作 ， 以避免抗毒素 自 身的潜在免疫原性对人体造成不必要的影响

［
２０

，
２ １

］

。

１ ． １ ． １ ．３ 肉毒毒素的临床诊断

检验医学中 ， 诊断临床肉毒毒素的中毒类型分四种 ， 食物中毒 、 婴儿型 中毒 、 创伤

性中毒 ， 成人的婴儿型中毒 。 且该毒素中毒主要发生在新疆 ， 青海等高海拔地区 。 从流

行病学角度来看 ， 肉毒毒素的传播途径主要为食物传播 ， 中毒食品多为家庭发酵豆制品 ，

其次为肉制品及罐头制品 ， 另有伤 口传染的可能Ｐ２
Ｉ

。

临床诊断毒素中毒除观察患者临床表现是否符合肉毒中毒典型症状外 ， 还需佐 以诊

断医学中的检测方法进行定性验证 实验样品
一

般选择中毒食品或是患者的粪便及血

液 ， 检出毒素的同时 ， 判定其血清型 ［
２４＊２６

］

。

１ ． １ ． １ ．４Ｆ 型肉毒毒索国内外研究进展

最早的人类 Ｆ 型肉毒毒素中毒案例在 １ ９６０年及 １ ９７２年先后被Ｍｏ ｌ ｌｅｒ和 Ｍ ｉｄｕｒａ报道 ，

其两例属于成人 Ｆ 型肉毒毒素中毒 。 后续又在 １ ９７９ 年报导该毒素同样可以 引起婴儿中毒

［
２７

，
２８

］
。 虽然 Ｆ 型毒素的感染风险低于其他血清型 ， 但时至今 日 ， Ｆ 型肉毒毒素中毒的可

能性仍然存在 ， 感染并引起神经系统失调的后果仍被视为
一

个亟待解决的 问题 。

Ｆ 型肉毒毒素 目 前存在 ８ 种不同的亚型 ， 各亚型在入侵神经系统后均可以特异性切

３
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割囊泡相关膜蛋 白 ２ 致使相关的神经递质一一乙酰胆碱释放失调 且针对于该血清

型的毒素研究报道并不多见 ， Ｒ ｉ ｔ ｉｋａ ＣｈａｕｈａｎＭ等人从 ８ －羟基喹啉中获得 ２ 种小分子化合

物 以作为 ＢｏＮＴ／Ｆ 中和药物的开发前体 。 Ｙｏｎｇｆｅｎｇ
Ｆａｉ＃ ３

］等人利用酵母展示系统来筛选针

对于 ＢｏＮＴ／Ｆ 的 ｓｃＦｖ 单链抗体 ， 通过三个非重叠表位的抗体联用来中和 ＢｏＮＴ ／Ｆ 。

１ ． １ ． ２ 单克隆抗体

自 １ ８９０ 年 Ｂ ｅｈｒｉｎｇ 和北里柴三郎打开了抗体世界的大 门 以来 ， 抗体领域可谓是在百

年 以来得到 了 飞速的发展 ［
３ ４

］

。 到 目 前为止 ， 抗体工程技术 已经广泛用于人类疾病的诊断 、

预防 、 治疗 以及免疫机制 的研究 ［
３ ５

］

。 随着现代生物技术的迅猛发展 ， 单克隆抗体作为生

物医药产业中 的 中流砥柱 ， 其发展对优化产业结构及人 民群众健康水平的提高都产生 了

不可忽视的推动作用 ［
３Ｍ ９

］

。 尤其受到全球疫情的影响 ， 全球的生物制药产业都处在飞速

上升期 ， 单克隆抗体等
一

系列 的抗体药物也随即成为生物医药领域中 的
“

潜力股
”
 ［

４ （Ｗ２
］

。

１ ． １ ．２ ． １ 单克隆抗体的制备

单克隆抗体的起源可追溯至 １ ９７ ５ 年 ， 研究员 Ｋ６ｈｌ ｅ ｉ

？

和 Ｍ ｉ ｌ ｓｔｅ ｉｎ ［
４ ３

： ＞基于 自 然杂交技术

首次创立了 Ｂ 淋巴细胞杂交瘤技术 。 以纯系 小 鼠为宿主 ， 利用抗原入侵机体而产生的 固

有及适应性免疫应答免疫小 鼠 ， 免疫周期结朿后在无菌环境 中分离得到小 鼠脾细胞即 Ｂ

淋巴细胞 ， 将恶性骨髓瘤细胞与其共 同培养 ， 在特定条件刺激下让其发生细胞融合 ， 再

通过干扰核苷酸合成途径的选择性培养基实现细胞筛选 ， 将保留 的 既可 以分泌抗体 ， 又

能 同时实现无限增殖的融合细胞细胞扩大培养 ， 形成独立细胞系 ， 即可实现对单
一

抗原

分泌抗体的杂交瘤细胞的筛选 ， 后期抗体的大量制备则通过体 内诱生和体外培养方式实

现 ［
４４＿

４ ６
］

。

但单克隆抗体的制备方式不仅仅局限于此 ， 通过杂交瘤技术所制备的细胞克隆因带

有 Ｂ 细胞特性可达到继续合成并分泌针对单表位的遗传学同源性抗体的功能虽在
一

定程

度上实现了 临床中 的药物靶向及治疗作用 ， 但在研发角度看 同时也具备了难 以跨越的局

限性 ［
４ ７

］

。 通过免疫动物制备的单克隆抗体与动物 自 身 的天然免疫球蛋 白 同源 ， 在临床中

不可避免的会发生排异反应 ， 这种非人源抗体所带来的潜在免疫原性 同时也为其临床应

用带来 了不可预估的风险 。

出于降低抗体的免疫原性并 同时提高其功能性指标的 出发点 ， 单克隆抗体的不 同制

备方式相继而 出 ， 众多技术中噬菌体展示技术颇具代表性Ｗ
－

５叱 该技术借 由噬菌体展示

４
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系统可 以展示外源蛋 白 并 同时保证其生物活性的功能基础实现抗体筛选Ｍ 。 利用杂交瘤

技术中使用 的免疫抗原作为底物抗原 ， 以亲和力及特异性的双指标筛选展示在噬菌体外

壳上的蛋 白 肽 ， 通过生物淘选的方式最终实现 目 标抗体的富集 ， 其中值得
一

提的是 ， 在

淘选过程中 的不断
“

加压
”

过程会更有助于获得高亲和水平的噬菌体克隆 ［
５ ２

］

。 另 ， 展示

库的筛选质量也在很大程度上取决于所建库的容量及其多样性指标 ［
５ ３

－

５ ５
］

。

噬菌体展示技术筛选抗体就是将靶标分子抗原固 定至固相载体上 ， 通过数轮的富集 ，

洗涤及扩增可实现高通量筛选 。 也是 目 前高滴度单克隆抗体制备方法中较为常用 的
一

种

［
５ ０

， 
５ ６－

５ ８
］

〇

１ ． １ ．２ ． ２ 单克隆抗体的应用

单克隆抗体作为
一

种生物药物 ， 其应用贯穿 了疾病的预防 、 诊断 、 治疗的各个环节 。

在疾病的预防方面 ，

一

些经过工程化处理的抗体可 以作为制备疫苗样药物的前体 ， 通过

非竞争抑制 的方式阻断靶点与致病分子的结合 ， 继而实现疾病的预防 。

軍实上 ， 截至 目 前 ， 单克隆抗体最大的应用 市场在于商品诊断试剂 ， 抗体特异性强 、

纯度高 、 均
一

性好 ， 这些优势就体现了其作为检验试剂的极强的应用价值 ［
５ ９

＿

６ １

］

。 尤其在

医学领域 ， 其不仅可 以作为检验医学实验室的诊断试剂 ， 用于诊断乙肝病毒 、 疱疹病毒

等 ， 另对肿瘤的诊断 、 分型及定位 、 各细胞亚群和细胞分化阶段的 区分等也发挥 了 不可

小觑的作用 。 从实验操作技术手段来看 ， 单克隆抗体也时常应用于酶联免疫吸附试验 、

放射免疫分析 、 免疫组化和流式细胞仪等各方法的操作 中 ［
６２

，
６ ３

］

。

临床 中 ， 单克隆抗体可被视作生物治疗的导 向武器 ［
６４＆＇ 其中 ， 有些抗体在实现靶

向作用 的 同时也具有疾病治疗的功效 ， 中和抗体就是具有代表性的
一

种治疗性抗体

另 ， 其他药物的设计与开发也可 以借鉴单克隆抗体的靶 向作用 ｌ

？
】

。 时至今 日 ， 各抗体联

合其他生物药 以及化学药的诊疗思路层 出不穷 ［
１ ７ ３

】

。 以
“

导弹
”

疗法为例 ， 将抗体通过

化学交联或生物合成的方式连接具有抗癌功效的药物 ， 将抗体作为核弹头 ， 在患者体 内

实现药物的定 向输送 ［％
。 不仅可 以在

一

定程度上缩短发挥药效的时间 ， 提高药物的作用

效率 ， 也可 以 同时实现对药物靶点的双重刺激 ［
７５

，
７６

］

。

１ ． ２ 课题研究内容及 目的

１ ． ２ ． １ 重组抗原的制备及鉴定

抗原制备的第
一

步就是选择 目 的抗原 ， 组成 ＢｏＮＴ／Ｆ 的三个结构域中 ， Ｈｅ 端受体结

５
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合结构域 己被报道可作为免疫抗原及筛选抗原制 备 出具有 良好 中和活性和亲和力指标 ，

又 同时具有极高人源化潜力 的 鼠源单克隆抗体 。 于是本课题选用 Ｂ ｏＮＴ ／ＦＬＨｎ 结构域 ， 即

跨膜及毒性结构域作为筛选抗原 ， 通过重组表达的形式实现抗原 的制备 ， 继而完成抗体

的筛选 。

本部分实验主要是通过酶切连接法构建重组表达质粒 ， 将 ＢｏＮＴ ／ＦＬＨｎ 结构域所对应

基因序列通过聚合酶链式反应扩增 ， 载体及片段双酶切后借 由 Ｔ４ 连接酶连接 。 完成分子

克隆后通过原核表达系统表达重组抗原 ， 纯化后 以 ＳＤＳ －ＰＡＧＥ 、 Ｗｅ ｓ ｔｅｒｎＢ ｌｏ ｔ 等方法对纯

化后 的蛋 白进行分析及鉴定 ， 为后续 鼠源及人源抗体的筛选奠定实验基础 。

１ ． ２ ．２ 杂交瘤技术鼠源单克隆抗体的筛选及生物学活性评价

以制备的重组抗原作为免疫抗原免疫动物 ， 待免疫周期结束后取其脾细胞在化学刺

激下进行细胞融合 。 所产生的杂交瘤细胞具有持续分泌单克隆抗体 的 能力 。 经过间接

ＥＬ Ｉ ＳＡ ， 重组抗原作为筛选抗原 ， 终选 出 能够稳定分泌抗体的高指标杂交瘤细胞株 。 体

内诱生法制备抗体 ， 纯化后分别对 鼠抗的亚型 、 效价 、 构象 、 亲和 力 、 特异性及各生物

学活性指标进行评价 。

后将靶向 Ｂ ｏＮＴ ／ＦＬＨｎ结构域亲和力指标最高的抗体与靶向 Ｂ ｏＮＴ ／ＦＨｃ 结构域的高水

平抗体联合应用 ， 通过叠加 ＥＬ Ｉ ＳＡ 的方式计算叠加系数 ， 建立双抗夹心 ＥＬ Ｉ ＳＡ 的方法 ，

并对其检测 限 、 稳定性 、 精密度 、 加样 回收率等作 出评价 。 为实现临床检测 中 的实际应

用价值提供借鉴 。

１ ． ２ ．３ 噬菌体展示技术人源单链抗体的筛选

鼠源 中和单抗若想实现临床应用 ， 仍需后续的人源化工作 以弱化其所携带的潜在免

疫原性致人体产生人抗 鼠抗体反应的风险 。 而通过人源噬菌体单链抗体库直接进行抗体

的筛选不仅可 以减免后续抗体人源化结构的设计操作 ， 也极大程度缩减 了 时间成本 。

本实验利 用现有人源噬菌体库 ， 将前期纯化所得重组抗原作为筛选底物包板 ， 通过

间接 ＥＬ Ｉ ＳＡ 的 固相筛选 ， 经 ３ 轮吸附 －洗涤－扩增后获得单克隆 ， 终获得 ４ 株具有高亲和

力及特异性的人源单链抗体 。

１ ． ２ ．４Ｆ 型肉毒毒素双抗夹心 ＥＬＩＳＡ 检测方法的建立

将 ＢｏＮＴ ／ＦＬＨｎ 结构域作为筛选抗原通过杂交瘤技术得到 的亲和 力最高 的抗体与

ＢｏＮＴ ／ＦＨｃ 作为筛选抗原 同方法获得的高指标抗体联合应用 ， 建立 Ｆ 型 肉毒毒素双抗夹

６
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心 ＥＬＩＳＡ 检测方法 。

综上 ， 本课题可为针对 Ｆ 型肉毒毒素临床检测制剂及治疗性生物药的开发提供参考 ，

并同时对所得高水平人源单链抗体后续的研发奠定实验基础 。

７
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２ＢｏＮＴ／ＦＬＨｎ 重组蛋白构建表达及鉴定

２ ． １ 引言

截至 目 前 ， 肉毒毒素中毒的案例也时有发生 ， 本文选用 肉毒毒素 Ｆ 血清型结构中 的

毒性及跨膜结构域作为抗原 ， 进行后续抗体的筛选。 参考 ＮＣＢ Ｉ 数据库中 ＢｏＮＴ／Ｆ 的序列

及结构域划分 ， 比对实验室中现存 ｐＴＩＧ－ＢｏＮＴ／Ｆ 的质粒 ， 通过 ＰＣＲ 及酶切连接的技术手

段实现 目 的序列的质粒构建 ， 后利用大肠杆菌原核表达系统及 Ｎｉ 柱亲和层析完成 目 的蛋

白 的诱导表达及纯化 ， 经鉴定后获得理想的筛选抗原 ＢｏＮＴ／ＦＬＨｎ 。

２ ＿２ 实验材料

２ ．２ ． １ 载体及菌株


载体及菌株厂家

ｐＥＴ２２ｂ 质粒表达载体 实验室保存

ｐ
ＴＩＧ－ＢｏＮＴ／Ｆ 质粒表达载体 实验室保存

大肠杆菌 ＤＨ５ａ感受态细胞北京擎科新业科技有限公司

大肠杆菌 ＢＬ２ １
（
ＤＥ３

）
感受态细胞北京擎科新业科技有限公司

２ ．２ ．２ 实验仪器及材料


仪器 ／材料名称型号 ／批号 厂家

ＰＣＲ
仪 Ｔ １ ００ Ｂ ｉｏＲａｄ公司

稳压稳流型电泳仪 ０４ １ＢＲ Ｂ ｉｏ＾Ｒａｄ 公司

恒温金属浴ｈ２ｏ
３
ｐｒｏ金银杏生物科技公司

凝胶成像仪Ｇｅ ｌ
－

ｐｒｏ２０２０Ｄ Ｂ ｉｏｔｅｃｈ 公司

蛋 白染色仪 ｅＳ ｔａｉｎ
？
Ｌ ｌ金斯瑞生物科技有限公司

ＡＫＴＡ
ｐｕｒｉｆｉｅｒ 纯化仪Ｂ －９００ Ｃｙｔｉｖａ公司

半干法转膜仪 ２２ １Ｂ １ ／ＰＡＣ２００ Ｂ ｉｏ￣Ｒａｄ 公司

电转化仪 １ ６５２ １ ００ Ｂ ｉｏ－Ｒａｄ 公司

高压蒸汽灭菌锅ＭＬＳ－３ ７ ８０ 日本三洋公司

８
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控温摇床ＨＺＱ
＊Ｍ吉特实验仪器厂

低温高速离心机 ３Ｋ－

１ ８ Ｓ ｉｇｍａ 公司

常温高速离心机 ５４２４ Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司

凝胶成像仪Ｇｅ ｌ
－Ｐｒｏ２０２０Ｄ Ｂ ｉｏ＾Ｒａｄ 公司

紫外分光光度计ＵＶ－２ １ ００美国尤尼柯仪器有限公司

化学发光成像仪 ７３ ３ＢＲ－２ ７５ １ Ｂ ｉｏ－Ｒａｄ 公司

电子天平 ＢＳ２２０２Ｓ Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ 公司

分析天平 ＢＰ２ １ １Ｄ Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ 公司

纯水仪ｍｉ ｌｌ ｉ
－

ｑＭ ｉ ｌｌ ｉｐｏｒｅ公司

酶标仪 ５ ５０ Ｂ ｉｏ－Ｒａｄ 公司

－

８０

°

Ｃ冰箱 ８６Ｌ３ ８８ 海尔集团公司

洗板机 １ ５ ７５ Ｂ ｉｏＲａｄ 公司

ＥＰＳＯＮＳＣＡＮ 凝胶扫描仪 １ １ ０００ＸＬ ＥＰＳＯＮ 公司

超声破碎仪ＶＣ６０５ ／ＶＣ７５０ ＳＯＮＩＣＳ 公司

涡旋振荡器ＭＳ２ ＩＫＡ 公司

磁力撹拌器 ９６－

１Ａ常州荣华仪器制造有限公司

ｐＨ 计 ＦＥ２８梅特勒－托利多有限公司

Ｈ ｉｓＴｒａｐ

ＨＰ亲和层析柱 １ ７５２４８０ １ Ｃｙｔｉｖａ公司

ＰＤ １ ０脱盐柱 １ ７０８５ １ ０ １ Ｃｙｔ ｉｖａ公司

９６ 孔酶标板 ４２５９２／９０ １ ８ Ｃｏｍ ｉｎｇ 公司

２ ．２ ．３ 实验试剂


试剂名称货号 ／批号厂家

ＦａｓｔＰ ｆｕＤＮＡ Ｐｏ ｌｙｍｅｒａｓｅＡＰ２２ １
－

１ ３ＡＰ２２ １
－

１ ３

ＧｅｎｅＪＥＴＧｅ ｌＥｘｔｒａｃｔｉｏｎ Ｋ ｉｔＫ０６９２ Ｔｈｅｒｍｏ公司

Ｉ
ｘＴＡＥ 速溶颗粒ＣＲ００ １ ０ １Ｍ莫纳生物科技有限公司

进 口琼脂糖 １ ６２ １ ３ ５ Ｂ ｉｏｗｅｓｔ 公司

Ｔｒａｎｓ２Ｋ ＰｌｕｓＩ ＩＤＮＡ ＭａｒｋｅｒＢＭ １ ２ １
－０ １北京全式金生物技术有限公司

６ｘＤＮＡ Ｌｏａｄｉｎｇ 

ＢｕｆｆｅｒＧＨ １ ０ １
－０ １北京全式金生物技术有限公司

９



哈尔滨商业大学硕士学位论文

内切酶 （Ｘｈｏｌ ） ＦＤ０５ ７４ Ｔｈｅｒｍｏ公司

内切酶 （Ｘｂａｌ ） ＦＤ０６８４ Ｔｈｅｒｍｏ公司

Ｔ４ ＤＮＡ ＬｉｇａｓｅＭ０２０２Ｌ Ｂ ｉｏＬａｂｓ公司

２ ｘＲａｐｉｄ Ｔａｑ 

Ｍａｓｔｅｒ ＭｉｘＰ２２２南京诺唯赞生物科技股份有限公司

质粒小提试剂盒 ８０８４０ １ １北京达科为生物科技有限公司

Ｐｒｏｔｅ ｉｎＭａｒｋｅｒ ２６６３０ Ｔｈｅｒｍｏ公司

６ ｘＰｒｏｔｅ ｉｎ Ｌｏａｄ ｉｎｇ 

ＢｕｆｆｅｒＤＬ １ ０ １
－０２北京全式金生物技术有限公司

ＥａｓｙＳｅｅＷｅｓｔｅｒｎ Ｂ ｌｏｔ ＫｉｔＤＷ １ ０ １
－０２北京全式金生物技术有限公司

脱脂奶粉 Ａ６００６６９生工生物工程 （上海 ） 股份有限公司

ＰＶＤＦ膜ＭＭ０ １ ００－

１Ｍ ｉ ｌ ｌ ｉ
ｐｏｒｅ公司

ｌ
ｘＰＢＳＴ 速溶颗粒ＣＲ １ ０ １ ０ １Ｍ莫纳生物科技有限公司

ＨＲＰ－Ａｎｔｉ
－Ｈ ｉｓ

－Ｔａｇ 

ＭｏｕｓｅｍＡｂ２９４３ ６ ７ Ａｂｍａｒｔ公司

ＢＣＡ 蛋 白定量试剂盒ＺＪ １ ０２上海雅酶生物医药科技有限公司

ＥａｓｙＳｅｅＷｅｓｔｅｒｎ Ｂ ｌｏｔ ＫｉｔＤＷ １ ０ １
－０２北京全式金生物技术有限公司

２ ．２ ．４ 溶液配制


溶液名称配制方法

胰蛋 白胨 １
ｇ 、 酵母提取物 ０ ．５

ｇ 、 氯化钠 １
ｇ ， 蒸馏水定容至 １ ００

ＬＢ 液体培养基
ｍＬ

，
１ ２ １

°

Ｃ高压灭菌２０ｍ ｉｎ 。

胰蛋 白胨 １
ｇ 、 酵母提取物 ０ ． ５

ｇ 、 氯化钠 １
ｇ 、 琼脂粉 １ ． ５

ｇ ， 加蒸馏
ＬＢ 固体培养基

水定容至 １ ００ ｍＬ ， １ ２ １

°

Ｃ高压灭菌 ２０ｍ ｉｎ 。

１ ０ｍＭＴｒｉｓ
－ＨＣ ｌ 和 １ｍＭ ＥＤＴＡ 以超纯水配制 ， 再加入 ５％〇蛋 白酶抑

ＴＥ 裂解液

制剂

氨苄青霉素粉末 ０ ． ５
ｇ 加蒸馏水溶解并定容至 ５ｍＬ ， 经 ０ ． ２２

ｎｍ 滤

氨苄青霉素

膜过滤除菌 ， 分装后贮存于－２０

°

Ｃ 。

甘氨酸 ２９
ｇ 、 ＳＤＳ 粉末 ３ ． ７

ｇ 、 Ｔｒｉｓ５８
ｇ ， 加蒸馏水溶解并定容至 １ ０００

ｌ 〇ｘ转膜缓冲液
ｍＬ 。

ｌ
ｘ转膜缓冲液每 １ ００ｍＬｌ 〇ｘ转膜缓冲液中加入 ２００ｍＬ 甲醇再用蒸馏水定容至

１ ０
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１ ０００ｍＬ ， 室温保存 。

Ｇ ｌｙｃ ｉｎｅ１ ８８
ｇ ，Ｔｒｉｓ３０ ．２

ｇ ，ＳＤＳ１ ０ ．０
ｇ ， 加蒸馏水溶解并定容至１ ０００

ｌ 〇 ｘ ＳＤＳ－ＰＡＧＥ缓冲液
ｍＬ 〇

１ ２ ．９ｍＭ ＮａＨ２Ｐ〇４ 、 ７ ．２ｍＭ Ｎａ２ＨＰ〇４
．

１ ２Ｈ２０ 、 ５００ ｒａＭ ＮａＣｌ 和２０ｍＭ

Ｂ ｉｎｄ ｉｎｇ
Ｂｕｆｆｅｒ

咪唑 ， 用蒸馏水配制 ， 调 ｐ
Ｈ７ ．４

Ｈ．９ｍＭ ＮａＨ２Ｐ〇４ 、 ７ ．２ｍＭ Ｎａ２ＨＰ〇４
．

１ ２Ｈ２０ 、 ５００ｍＭ ＮａＣ ｌ和５００

ＥｌｕｔｉｏｎＢｕｆｆｅｒ

ｍＭ 咪唑 ， 以蒸馏水配制 ， 调 ｐ
Ｈ ７ ．４

２ ．３ 实验方法

２ ．３ ． １ 质粒构建

２ ．３ ． １ ． １ 序列分析及引物合成

参照 ＮＣＢ Ｉ 数据库中的 ＢｏＮＴ／Ｆ 结构域的划分 ， 利用实验室现存 ＢｏＮＴ／Ｆ 全长质粒 ，

经 ＥｄｉｔＳｅｑ 及 ＤＮＡＭＡＮ 软件的序列分析以及酶切分析可得 ， ＢｏＮＴ／Ｆ 全长中 ， ＢｏＮＴ／ＦＬＨｎ

基因编码序列长度为 ２５ ７ １ ｂｐ ， ＧＣ 占比 ４５ ． ７％ 。 结合质粒连接载体 ｐＴＩＧ 酶切分析结果综

合考量后 ， 选择酶切位点 Ｘｈｏｌ 及 ＥｃｏＲＩ 进行片段载体连接 。 ＥｄｉｔＳｅｑ 设计片段 ＰＣＲ 扩増

引物后 ， 交由北京擎科新业科技有限公司合成 。

表 ２－

１ＰＣＲ 扩增 引物

Ｔａｂ ｌｅ２－

１ｐｒｉｍｅｒｓｆｏｒ ＰＣＲ ａｍｐ
ｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

Ｐｒｉｍｅｒ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（ ５
＇

—３
＇

）

ＦＬＨｎ－ＥｃｏＲＩ
－Ｆ ＧＧＧＡＡＴＴＣＴＡＡＴＧＣＣＧＧＴＡＧＴＴＡＴＣＡＡＣＡＧＣ

ＦＬＨｎ－ＸｈｏＩ
－Ｒ ＧＧＣＴＣＧＡＧＣＡＧＧＡＴＣＡＧＧＡＴＴＴＴＧＴＣＧＴＴＧ

２ ．３ ． １ ．２ 基因扩增及片段回收

以现有的 ｐＴＩＧ－ＢｏＮＴ／Ｆ 质粒为模板 ， 使用 ＦａｓｔＰｆＵＤＮＡＰｏ ｌｙｍｅｒａｓｅ 进行 ＰＣＲ 扩增

ＢｏＮＴ／ＦＬＨｎ 基因序列 ， ＰＣＲ 反应体系如表 ２－２ 。

表 ２－２ＰＣＲ 反应体系

Ｔａｂｌｅ２－２ＰＣＲ ｒｅａｃｔ ｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ

Ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ Ｖｏ ｌｕｍｅ（
｜

ｉＬ ）

Ｎｕｃ ｌｅａｓｅ－ｆｒｅｅ Ｗａｔｅｒ ３２

１ １
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ＴｒａｎｓＳｔａｒｔ ＦａｓｔＰｆｉｉ ＤＮＡ Ｐｏ ｌｙｍｅｒａｓｅ １

２ ． ５ｍＭｄＮＴＰｓ ４

Ｐｒｉｍｅｒ Ｆ １

Ｐｒｉｍｅｒ Ｒ １

Ｓ ｘＴｒａｎｓＳｔａｒｔ ＦａｓｔＰｆｉｉ Ｂｕｆｆｅｒ １ ０

Ｔｅｍｐ
ｌｅｔｅ １

Ｔｏｔａｌ ｖｏ ｌｕｍｅ ５０

ＰＣＲ扩增反应条件如下表 ２－

３ ：

表 ２－３ＰＣＲ 扩增条件

Ｔａｂｌｅ２－３ＰＣＲａｍｐ
ｌ ｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｃｏｎｄ ｉｔ ｉｏｎｓ

循环步骤温度时间循环数

预变性 ａ ９５ 

＂

Ｃ ６０ｓｅｃ １

变性 ａ

 ９５ 

°

Ｃ ２０ｓｅｃ

退火 ｂ Ｔｍ－５

°

Ｃ ２０ｓｅｃ

４０

延伸 ｃ ７２ 

°

Ｃ ６０ｓｅｃ／ｋｂ

彻底延伸 ７２
°

Ｃ ５ｍｉｎ １

￣

待 ＰＣＲ 扩增结束 ， 通过 １％琼脂糖凝胶电泳鉴定所得产物片段大小 ， 若符合预期 ，

￣̄

则通过 ＧｅｎｅＪＥＴ Ｇｅ ｌＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＫｉｔ 胶回收试剂盒对所得片段进行回收 ， 具体操作步骤如

表２
－４ 。

表 ２＊４ 胶回收操作

Ｔａｂｌｅ ２－４ｒｕｂｂｅｒ ｒｅｃｏｖｅｒｙ
ｏｐｅｒａｔ ｉｏｎｓ

步骤 操作

切胶 ３２０ｎｍ 紫外光的照射可观察到 目 的条带 ， 用手术刀切下 ， 放入无菌离心管中

溶胶离心管中加入试剂盒的溶胶 Ｂ ｉｎｄ ｉｎｇ
Ｂｕｆｆｅｒ ， 放至 ５０

°

Ｃ恒温金属浴

胶完全溶解后 ， 将溶液转移至配套吸附柱中 ， １ ２４００ｒｅｆ 离心 ３０ｓ ， 再加入配套 ＷａｓｈＢｕｆｆｅｒ７００

除杂

ｊ

ｉＬ１ ２４００ ｒｅｆ离心３０ｓ ，

挥醇将吸附柱置于新离心管上 ３０ｍｉｎ

洗脱吸附柱 内加入配套 Ｅｌｕｔｉｏｎ Ｂｕｆｆｅｒ ２５
 ［

ｉＬ ， １ ２４００ｒｅｆ 离心 ２ ｍ ｉｎ

１ ２



哈尔滨商业大学硕士学位论文

２ ．３ ． １ ．３ 载体 ＊ 片段双酶切及连接

将所回收 目 的片段与载体共同进行双酶切操作 ， 酶切反应体系如表 ２－

５ ， 体系配制完

成后置于 ３ ７

°

Ｃ恒温培养箱中 １ ． ５ｈ 。 酶切完成后 ， 同样通过琼脂糖凝胶电泳进行鉴定及回

收 。

＇

表 ２－５（ ａ ）基因片段双酶切体系

Ｔａｂ ｌｅ ２－

５
（
ａ
）ｇｅｎｅｆｒａｇｍｅｎｔ ｄｏｕｂ ｌｅｄ ｉｇｅｓｔ ｉｏｎｓｙｓｔｅｍ

目 的片段双酶切组分体积 （ ＨＬ ）

目 的片段 １ ６

ｌ Ｏ ｘＦａｓｔＤ ｉｇｅｓｔ Ｂｕｆｆｅｒ ２

ＥｃｏＲＩ １

Ｘｈｏｌ １

Ｎｕｃ ｌｅａｓｅ－ｆｒｅｅＷａｔｅｒ ０

Ｔｏｔａｌ ｖｏ ｌｕｍｅ ２０

表 ２－

５（ ｂ ）载体双酶切体系

Ｔａｂ ｌｅ２－５
（
ｂ
）Ｖｅｃｔｏｒ ｄｏｕｂ ｌｅ ｄ ｉ

ｇｅｓｔ
ｉｏｎｓｙ ｓｔｅｍ

载体双酶切组分体积 （ ｐＬ ）

ｐＴＩＧ ４

ｌ Ｏ ｘＦａｓｔ Ｄ ｉｇｅｓ ｔ Ｂｕｆｆｅｒ ２

ＥｃｏＲＩ １

Ｘｈｏｌ １

Ｎｕｃ ｌｅａｓｅ
－ｆｒｅｅＷａｔｅｒ １ ２

Ｔｏｔａ ｌ ｖｏ ｌｕｍｅ ２０

回收后的酶切载体及片段利用 Ｔ４ＤＮＡ Ｌ ｉｇａｓｅ 在 １ ６

°

Ｃ金属浴的条件下连接过夜 ， 反

应体系如下表 ２－６ 。

表 ２－６ 片段与载体连接体系

Ｔａｂｌｅ２－６ｃｏｎｎｅｃｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ ｂｅｔｗｅｅｎｆｒａｇｍｅｎｔｓ ａｎｄｃａｒｒｉｅｒｓ

连接组分 体积 （ ｐＬ ）

酶切后回收 目 的片段 ７

１ ３
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酶切后回收载体 １

Ｔ４ ＤＮＡ Ｌ ｉｇａｓｅ １

Ｔ４ＤＮＡ Ｌｉｇａｓｅ Ｂｕｆｆｅｒ １

Ｔｏｔａｌ ｖｏ ｌｕｍｅ １ ０

２ ．３ ． １ ．４ 质粒转化

将过夜连接后的产物转化至大肠杆菌感受态细胞 ， 借助 ｐＴＩＧ 载体 自 身携带的氨爷青

霉素抗性进行加压筛选 ， 具体操作如下表 ２－７ 。

表 ２－

７ 连接产物化转操作

Ｔａｂ ｌｅ２－７ｃｏｎｎｅｃｔｉｏｎ
ｐｒｏｄｕｃｔ ｃｏｎｖｅｒｓ ｉｏｎ ｏｐｅｒａｔ ｉｏｎｓ

步骤操作

冰浴将感受态细胞 ＤＨ５ａ于 ４

°

Ｃ冰浴中融化 ， 加入 １ ０
ｎＬ 连接产物 ， 静置 ３０ｍｉｎ

热击将混合物放入 ４２

°

Ｃ恒温金属 内 ６０ ｓ ，４

°

Ｃ冰浴 ３ｍｉｎ

无抗性适 于无菌超净台中 向混合物中加入 ２００
ｎＬ 无抗性 ＬＢ 液体培养基 ， 置于 ３ ７

°

Ｃ 振荡培养

应培养 箱 ，
２００ｒｐｍ／ｍｉｎ 培养 ４５ｍ ｉｎ

经过适应性培养的菌液均匀涂布至含氨苄青霉素抗性的 ＬＢ 固体平板上 ， ３ ７

°

Ｃ 恒温培

涂布

养箱中倒置培养 １ ２－

１ ６ｈ

２ ．３ ． １ ．５ 菌液 ＰＣＲ 阳性鉴定及测序

在 ＬＢ 固体平板上随机挑取单克隆 ， 置于携带抗性的液体培养基中 ， ３ ７

°

Ｃ ， ２００ｒｐｉｎ／ｍｉｎ

培养至对数生长期 。 利用 ２ ｘＲａｐ ｉｄＴａｑ
ＭａｓｔｅｒＭｉｘ 进行菌液 ＰＣＲ 鉴定阳性克隆 ， 在设置

实验组的同时设置阳性对照组及空 白对照组 。 菌液 ＰＣＲ 反应体系如表 ２－８ 。

表 ２－８ 菌液 ＰＣＲ 反应体系

Ｔａｂｌｅ ２－８ＰＣＲ ｒｅａｃｔ ｉｏｎｓｙｓｔｅｍ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａｌｓｏ ｌｕｔｉｏｎ

菌液 ＰＣＲ 体系组分 体积 （
＾
ｉＬ ）

ｄｄＨ２０ ２０

２ｘＲａｐ
ｉｄ Ｔａｑ

Ｍａｓｔｅｒ Ｍ ｉｘ ２５

Ｐｒｉｍｅｒ Ｆ ２

Ｐｒｉｍｅｒ Ｒ ２

１ ４
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Ｔｅｍｐ ｌｅｔｅ １

Ｔｏｔａｌ ｖｏ ｌｕｍｅ ５０

菌液 ＰＣＲ 扩增程序 ：

表 ２－９ 菌液 ＰＣＲ 扩增程序

Ｔａｂ ｌｅ２－９ＰＣＲ ａｍｐ ｌ ｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ｐｒｏｃｅｄｕｒｅｏｆ ｂａｃｔｅｒ ｉａｌｓｏ ｌｕｔｉｏｎ

循环步骤温度时间循环数

预变性 ａ

 ９５ 

°

Ｃ ３ｍｉｎ １

变性

ａ ９５ 

°

Ｃ １ ５ｓｅｃ

退火 ｂ ５５

°

Ｃ －６５ Ｉ： １ ５ｓｅｃ

３０

延伸 ｃ
 ７２

°

Ｃ １ ５ｓｅｃ／ｋｂ

彻底延伸 ７２

°

Ｃ ５ｍ ｉｎ １

在电泳后将所得阳性克隆菌液送至公司测序 ， 经 由 ＤＮＡＭＡＮ 序列 比对正确后 ， 将

公司返还质粒－２０

°

Ｃ保存 。

２ ．３ ．２ 蛋白表达及表达形式鉴定

２ ．３ ．２ ． １ 重组质粒转化及诱导表达

利用大肠杆菌原核表达系统常用感受态 ＢＬ２ １ 进行重组质粒的转化 ， 转化后进行单

菌落培养 ， 利用 ＩＰＴＧ 诱导其蛋 白表达 ， 同理转化并诱导表达与 ｐＴＩＧ 相似的 ｐＥＴ２２ｂ 空

质粒作为阴性对照 。 操作步骤如下表 ２－

１ ０ 。

表 ２－

１ ０ 质粒化转操作

Ｔａｂｌｅ２－

１ ０ｐ ｌａｓｍ ｉｄ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔ ｉｏｎ ｏｐｅｒａｔ ｉｏｎｓ

步骤操作

冰浴将感受态细胞 ８１＾２ １ 于 ４
°

（：冰浴中融化 ， 加入 １ ４ 重组质粒 ， 静置 ３〇 １１１ １１１

热击将混合物放入 ４２

°

Ｃ恒温金属 内 ６０ ｓ ，４

°

Ｃ冰浴 ３ｍ ｉｎ

无抗性适 于无菌超净台 中 向混合物中加入 ２００叫 无抗性 ＬＢ 液体培养基 ， 置于 ３７

°

Ｃ 振荡培养

应培养箱 ， ２００ｒｐｍ
／ｍ ｉｎ 培养 ４５ｍ ｉｎ

经过适应性培养的菌液均匀涂布至含氨苄青霉素抗性的 ＬＢ 固体平板上 ， ３ ７

°

Ｃ 恒温培

涂布

养箱中倒置培养 １ ２－

１ ６ｈ

１ ５
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挑取单菌 随机挑取单菌落 ， 每个单独加入 ５ｍＬ 含氨苄青霉素的 ＬＢ 液体培养基中 ， ３ ７

°

Ｃ振荡培

落养至对数期

诱导每支试管加入 １Ｍ ＩＰＴＧ ２ ． ５ ＾Ｌ 进行诱导 ， １ ６

°

Ｃ振荡培养过夜

取 １ｍＬ 诱导过夜的菌液于离心管中 ， １ ２４００ｒｃｆ 离心 ２ｍｉｎ ， 弃去上清 ， 加入 ＴＥ 裂解液

表达裂解
５００叫／管

超声破碎４

°

Ｃ冰浴超声破碎菌体 ３ｍ ｉｎ ， 留样备用

超声破碎后 ， 样品通过 ＳＤＳ －ＰＡＧＥ 对重组蛋 白 的诱导表达进行鉴定 ， 所选择的胶浓

度为 １ ２ ．５％ 。

２ ．３ ．２ ＿２ 蛋白表达形式鉴定

同理使用胶浓度为 １ ２ ． ５％的 ＳＤＳ －ＰＡＧＥ 进行电泳鉴定重组蛋 白表达形式 ， 具体操作

如下表 ２－

１ １ 。

表 ２－

１ １ 表达形式样品制备

Ｔａｂｌｅ２ －

１ １ｓａｍｐ ｌｅ
ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｏｆ ｅｘｐｒｅｓｓ ｉｏｎｆｏｒｍｓ

步骤操作

全菌样品制备收集直接破碎的样品液体为全菌样品

上清样品制备全菌样品 １ ２４００ｒｃｆ 离心 ２ｍｉｎ ， 取上清液为上清样品

包涵体样品制备 全菌样品 １ ２４００ｒｃｆ 离心 ２ｍ ｉｎ ， 弃上清液 ， 加入 ＴＥ 裂解液重悬为包涵体样品

阴性对照制备步骤同上 。

２ ．３ ．３ 蛋白纯化

２ ．３ ．３ ． １ 蛋白批置制备

将己验证蛋 白表达形式的菌液扩大培养 ， 培养条件同上 ， 对数生长期后离心收菌 ，

１ ： １ 混入纯化所需 Ｂ ｉｎｄｉｎｇ
Ｂｕｆｆｅｒ（Ａ 液 ） 重悬菌体 。 在 ４

°

Ｃ冰浴中使用超声破碎仪对菌体

进行破碎 ， 条件如下 ： 超声功率 ３ ７％ 、 超声 ３０ｍ ｉｎ 其中每间隔 １ ０ｓ 超声 ５ｓ ， 切记超声

过程中产热温度较高 ， 速度较快 ， 需勤更换冰水 。 超声后使用落地离心机 ８０００ｒｐｍ／ｍｉｎ ，

２０ｍｉｎ 收取裂解液上清 。

２Ｈ２ 蛋白分步纯化

裂解液上清作为纯化原液利用 ＡＫＴＡ Ｐｕｒｅ 纯化仪进行重组蛋 白纯化 ， 选用 ＨｉｓＴｒａｐ

ＨＰ 亲和层析柱串接纯化仪 ， 配制全部纯化所需缓冲液 ， 梯度洗脱后将所收集 目 的蛋 白洗

脱液混合 ， 超滤管 ３ ５００ｒｐｍ／ｍｉｎ 浓缩至合适体积后利用 ＰＤ １ ０ 脱盐柱进行缓冲液置换以达

到脱盐 目 的 。 具体操作见表 ２－

１ ２ 。

表 ２ －

１ ２ 重组蛋 白纯化操作

１ ６
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Ｔａｂ ｌｅ２－

１ ２ｐｕｒｉｆｉｃａｔ ｉｏｎ
ｐｒｏｃｅｄｕｒｅｓｏｆ ｒｅｃｏｍｂ ｉｎａｎｔ

ｐｒｏｔｅｉｎｓ

步骤 操作

样品处理保存上清经 ０ ．２２
ｎｍ 滤膜过滤

纯化仪开启仪器 自检后蒸馏水冲洗至基线稳定 ， 将 ＨｉｓＴｒａｐ
ＨＰ 柱连接

Ｈ ｉｓＴｒａｐ

ＨＰ 柱平衡蒸馏水冲洗以替换柱中 乙醇 ， 再用 Ｂ ｉｎｄ ｉｎｇ

Ｂｕｆｆｅｒ 冲洗至基线平稳

进样缓慢进样后用 Ｂ ｉｎｄ ｉｎｇ 

Ｂｕｆｆｅｒ 冲洗至基线平稳

洗脱Ｅ ｌｕｔ ｉｏｎＢｕｆｆｅｒ 进行洗脱收集

纯化仪关闭蒸馏水冲洗至基线平稳

ＰＤ １ ０ 脱盐柱平衡蒸馏水冲洗 ３０ｍＬ ， ＰＢＳ 冲洗 ２０ｍＬ

进样进样初步纯化的重组蛋 白溶液 ２ ． ５ｍＬ

洗脱 ＰＢＳ３ ．５ｍＬ 洗脱 ， 洗脱后重复平衡 、 进样、 洗脱至结束

ＰＤ １ ０ 脱盐柱保存蒸馏水冲洗 ５０ ｍＬ ， 无水乙醇 ４０ｍＬ 冲洗 ， 封存

收集得到脱盐柱洗脱液即为所制备重组抗原成品 ， ＳＤＳ －ＰＡＧＥ 电泳鉴定 ， 并通过

Ｇｄ －

ｐｒ〇３２ 软件纯度分析 。 该蛋 白可直接定量后作为后期免疫动物的原始抗原 ， 亦可冻干

保存至－

８０

°

Ｃ 。

２ ．３ ．４ 蛋白定量与鉴定

２ ．３ ．４ ． １ＢＣＡ 法蛋白定量

利用 ＢＣＡ 法进行蛋 白 的浓度测定 ， 使用 Ｏｍｉｎ－Ｅａｓｙ 即用型 ＢＣＡ 蛋 白定量试剂盒进

行实验 ， 以 ５０ ： １ 的 比例配置试剂显色工作液 ， 将标准品与样品工作体积各 ２０
＃ 加入至

酶标板中 （做复孔 ） ， 加入相应体积工作液 ， 后根据茚三酮反应在 ３ ７

°

Ｃ恒温箱中静置显

色 ， 酶标仪 ５７０ｎｍ 处读数 。 扣除空 白后绘制标准 曲线 ， 根据公式计算蛋 白浓度 ， 并计算

所得蛋 白总量 。

２ ．３Ａ２ 重组蛋白质？鉴定

在利用软件评价重组蛋 白纯度的同时 ， 辅助 ＷｅｓｔｅｒｎＢ ｌｏｔ 法对抗原的质量进行二次验

证 ， 转膜重组蛋白后使用抗 Ｈｉ ｓ 标签并携带 ＨＲＰ 的抗体孵育 ， 洗膜后直接显影 。 操作过

程如下表 ２－

１ ３ 。

表２
－

１ ３Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂ ｌｏｔ操作

Ｔａｂ ｌｅ ２－

１ ３Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂ ｌｏｔｏｐｅｒａｔｉｏｎｓ

步骤样品次数条件时间

电泳ＢｏＮＴ／ＦＬＨｎ １室温 ３０ｍ ｉｎ

１ ７
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转膜ＢｏＮＴ／ＦＬＨｎ １室温 １ ５ｍ ｉｎ

封闭脱脂奶粉 １ ４

°

Ｃ过夜 ２ｈ

洗涤 ＰＢ ＳＴ ５室温 ５ｍ ｉ ｎ

一

抗抗 Ｈ ｉ ｓ
－ＨＲＰ 抗体 １室温 ｌ ｈ

洗涤 ＰＢ ＳＴ ５室温 ５ｍ ｉｎ

显色 ＥＣＬ １室温 ｌｍ ｉｎ

２ ．４ 实验结果与分析

２Ａ １ 质粒构建

２ ．４ ． １  ＿ １ 目 的基因扩増

以 Ｂ ｏＮＴ ／Ｆ 毒素全长为模板 ， 通过 ＰＣＲ 所得 目 的片段 ＦＬＨｎ 基因片段 ， １％琼脂糖凝

胶电泳后参考 Ｍａｒｋｅｒ 的位置 ， 显示在 ２０００ －

３ ０００ｂｐ 存在
一

特异性条带 ， 与片段预期大小

２７９ １ ｂｐ 相符 ， 表明 目 的基因片段扩增成功 。

ｂＭＢ ｏＮＴ／ＦＬＨｎ

ｒ〇Ｐ
＂


－

 ＇

？

、

３ ０００ Ｙ

■擎－

Ｓ
２議ｌＪＦＬＨｎ

］ 〇〇

图 ２ －

１ 目 的基因扩增

Ｆ ｉｇｕ ｒｅ２－

１ａｍｐ
ｌ ｉｆｉ ｃａｔ ｉ ｏｎｏｆ ｔａｒｇｅ ｔ

ｇｅｎｅｆｒａｇｍｅｎ ｔ

２Ａ １ ． ２ 载体 、 片段双酶切

对载体与 回收的 目 的片段共同进行酶切处理 ， 由于载体 Ｘｈｏｌ 与 ＥｃｏＲＩ 酶切位点间连

接有其它小于其本身片段大小的基因片段 ， 故回收载体 ｐＴ ＩＧ 酶切后 的上方条带 。 另 ，

ＢｏＮＴ ／ＦＬＨｎ 片段酶切后同符合预期片段大小 ， 与载体
一

同 回收 。

１ ８
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ｈｎＭｐＴ ＩＧ ｂｎＭＢｏＮＴ／ＦＬＨ ｎ

２ ０００

麵＿＊

７ ５ ０

５ ００

２ ５ ０Ｉ Ｌ
：

；

： ：

ｌ ｏｏ

（
ａ
） （

ｂ
）

图 ２－２ 目 的基因片段及载体双酶切

Ｆ ｉｇｕｒｅ２－２ｄ ｏｕｂ ｌ ｅｅｎｚｙｍ ｅｄ ｉｇｅ ｓ ｔ ｉｏｎｏｆ ｔａｒｇｅ ｔ
ｇ

ｅｎｅｆｒａｇｍ ｅｎｔａｎｄｖｅｃ ｔｏ ｒ

（ ａ ）ＰＣＲ 扩增 ＢｏＮＴ／ＦＬＨｎ 基因片段 ；
（ ｂ ）ｐＴＩＧ 质粒载体

２ ．４ ． １ ． ３ 菌液 ＰＣＲ 鉴定及测序

在菌液阳性鉴定时 引入阳性对照及阴性对照 以保证实验结果的有效性 ，
ＰＣＲ 后选择

任意除阳性对照外的阳性实验组菌液送至公司测序 ， 菌液 ＰＣＲ 结果及经 ＤＮＡＭＡＮ 软件

比对的测序结果如 图 ２ －

３ 。

＾Ｍ＋Ｂ ｏＮＴ ／ＴＬＨｎ
－

⑷

Ｉ ．
 ｕｎ 

Ｉ

， ［

Ｉ


厂

１ １

１
１ ＼

 １

６ ６ ３ ０ ５ ６ ４ ０ ６ ６ ５ ０ ６ ６ ６ ０ ６ ６ ７ ０ ６ ６ ８ ０ ６ ６ ９ ０ ６ ７ ０ ０ ６ ７ １ ０ ６ ７ ２ ０ ６ ７ ３ ０ ６ ７ ４

ｔｏ撕规祕 从衫４銳Ｗ細ｃＷ細棚ｇ撒从，糾叫桃糾 ：１祕极“糾供界私？糾ｔ ｆ财 ！ ａｔｔＷｄ＆ｋＷｔＭＡＷＡ从

ｒ ＬＨＮ ３Ｊｖ ｌ Ｆ 〇 ｇ 〇 ２
－

Ｅ Ｄ

Ｃｃ
￣

ｒ ｅ ｒ－５ Ｕ Ｓ

 ｜

〇 二 ； ： １ 二 ： ： ＜ ： ２ ； ： ＜ ： ５ ３ ￡ ３ ＝ ０ 卩 ？ ＜ ： １ ： １ １

３ ５ ＜ ： １ ３ ＆ ＜ ： ４ ３ ￡ １ ； ； ： ０ ＆ ￡ ３５ １ 二 ３ ￡ ５二 （

５
： ： ＜ ： § 亡 ３￡ ２ ３ ？ ： ￡ ： １ ￡ ： ： １ １ ： ： ３ 乞 ： ： ３ ￡ ＆ ： ； ￡ ￡ ： ３ ５ 乙

１ １ ： ： ＜ ：１ ５ ２ ￡ ３ ５ １ １ ； ＜ ： ； ： ５ ２ ３ ￡ ： ￡ ：１ ５
！ ： １ ５ ３ 芒 ￡ ： ９ ３ ； ： １

３
２ ＜ ： ￡ 二 ； ： １ ３ ； ： ￡ ： ： １ ： （

３
乙 ？ ；

１

（
ｂ

）

图 ２－３ 阳性克隆筛选

Ｆ ｉ

ｇｕ ｒｅ２ －３ｓｃ ｒｅｅｎ ｉ ｎｇ
ｏｆ

ｐｏ ｓ ｉ ｔ ｉ ｖｅｃ ｌ ｏｎｅ ｓ

（ ａ ） 菌液 ＰＣＲ 结果 图 ；
（ ｂ ） 重组质粒序列 比对 图

阳性菌液经结果比对后发现 ， 两端单项测序结果末端均有个别位点 的突变 ， 是正常

现象 ， 序列拼接结果显示并无某些位点的突变 ， 以上结果表明重组质粒构建成功 。

２ ．４ ． ２ 蛋白表达及表达形式

２ ．４ ．２ ． １ 蛋白诱导表达鉴定

采用重组蛋 白常见的大肠杆菌原核表达系统 ， 通过 ＩＰＴＧ 诱导表达 目 的蛋 白 ， 全菌制

１ ９
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样 ， 经 ＳＤ Ｓ －ＰＡＧＥ 验证如 图 ２ －４ ， 与 阴性对照相 比 ， ９ ８ｋＤａ 处有
一

明显条带 ， 符合预期 ，

可判断 ＢｏＮＴ ／ＦＬＨｎ 在大肠杆菌 中存在特异性表达 。 同理进行该系统中蛋 白表达形式的判

定 。

ｋＤ ａＭ
－ＢｏＮＴ ／ＦＬＨｎ

２ ５ ０

１ ５ ０＾ Ｆ ＬＨ ？

１ ００

７０

５ ０

４ ０

３ ０

２０

！ ５

图 ２ －４ＢｏＮＴ／ＦＬＨｎ 表达鉴定

Ｆ ｉｇｕｒｅ２ －４ｅｘｐ ｒｅｓｓ ｉｏｎａｎｄ ｉｄｅｎｔ ｉｆｉ ｃａｔ ｉｏｎｏｆ ＢｏＮＴ／ＦＬＨｎｒｅｃｏｍｂ ｉｎａｎ ｔ
ｐｒｏ ｔｅ ｉｎ

２ ．４ ． ２ ． ２ 蛋白表达形式鉴定

将全菌 以离心的方式将上清及菌体分离 ， 分别制样 以判定 ＢｏＮＴ／ＦＬＨｎ 表达形式 。 结

果如 图 ２ －

５ 。 图 中显示 ， 特异性条带在菌体沉淀样品 中存在 ， 但比例远小于其上清 ， 因此

可判断 ＢｏＮＴ／ＦＬＨｎ 表达形式 以可溶性表达为主 ， 包涵体表达为辅 ， 为半可溶半包涵体表

达 。

ｋｒ ＞ ？Ｍ－全３ 上洁 沉淀
２ ５ ０

１ ５０

１ ００ ｒＵ ｊ Ｂ

７０

５０

４ ０

３０

２ ０

１ ５

图 ２ －５ＢｏＮＴ／ＦＬＨｎ 表达形式鉴定

Ｆ ｉｇｕｒｅ２ －５ ｉ ｄ ｅｎ ｔ ｉｆｉ ｃａｔ ｉ ｏｎｏｆ ｅｘ
ｐ
ｒｅ ｓ ｓ ｉ ｏｎｆｏ ｒｍｏｆ ＢｏＮＴ／ＦＬＨｎｒｅｃｏｍｂ ｉ ｎ ａｎ ｔ

ｐｒｏ ｔｅ ｉ ｎ

２ ．４ ．３ 蛋白纯化

２ ．４ ． ３ ． １ 蛋白 Ｎ ｉ 柱纯化

利用 目 的蛋 白与 ｐＴ ＩＧ 上所携带的组氨酸标签融合表达所具备的对 Ｎ ｉ 柱的亲和力采

用 Ｎ ｉ 柱亲和层析的方式作为该蛋 白纯化方式的首选 。 按照说明书配制全部 Ｂｕｆｆｅｒ ， 梯度

洗脱时 ， 重组蛋 白洗脱情况如图 ２ －

６ ， 将该梯度范围洗脱液混合 ， 利用超滤管浓缩到理想

２０
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体积 ， 以便后期进行缓冲液置换 。

ｋＤ ａＭ上样


ＢｏＮ
＇

ｌＶＦ Ｉ Ｊ Ｉｎ


２ ５０̄

１ ５ ０ ？？ －

—
一 ＾＾魏纖輪＿＿一 ， ＦＬＨｎ

ｉｗ 
■

４ （ ）？

？ ０

２ ０

１ ５

图 ２ －６ＢｏＮＴ／ＦＬＨ ｎＮ ｉ 柱纯化电泳图

Ｆ ｉｇｕｒｅ２ －６ＳＤ Ｓ －ＰＡＧＥｏｆ
ｐｕｒ ｉｆｉ ｃａ ｔ ｉ ｏｎｏｆ ＢｏＮＴ／ＦＬＨ ｎｒｅｃｏｍ ｂ ｉ ｎａｎ ｔ

ｐ
ｒｏ ｔｅ ｉｎ

２ ．４ ＿３ ＿ ２ 蛋白脱盐处理

蛋 白洗脱液浓缩后 以前述方式进行 ＰＤ －

１ ０ 脱盐柱的预处理 ， ２ ． ５ｍ ｌ 每次进行上样 ，

缓冲液 ＰＢ Ｓ 洗脱 ， 所回收的全部洗脱液混合进行 ＳＤＳ －ＰＡＧＥ 电泳 ， 电泳 图如 图 ２ －

７ 所示 。

通过 Ｇｅ ｌ
－

ｐ ｒ〇 ３２ 软件纯度分析可得 ， 所得重组蛋 白经两步纯化后纯度可达 ９５ ． ０％以上 ， 符

合后期免疫动物的抗原标准 。

ｋＤｓＭＦＬＨｎ

２ ５０

ｉ ５０

ｉ 〇ｏ

５０

４ ０

３０

２０

１ ５

图 ２ － ７ＢｏＮＴ／ＦＬＨ ｎ 纯度验证

Ｆ ｉ

ｇｕ ｒｅ２－

７ＢｏＮＴ／ＦＬＨ ｎ
ｐ
ｕｒ ｉ ｔｙ

ｖｅ ｒ ｉ ｆｉ ｃａ ｔ ｉｏｎ

２ ．４ ．４ 蛋 白定置与鉴定

２ ．４ ．４ ． １ＢＣＡ 法蛋白定置

按照 ＢＣＡ 定量法试剂盒操作 ， 酶标仪读数后绘制标准 曲线 ， 如图 ２－

７ 。 代入公式可

得纯化蛋 白浓度为 ０ ． ７ ７２ｍｇ／ｍＬ ， 共得约 １ ４ ． ６ｍｇ 蛋 白 。

２ １
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２ ， ５

ｖ 

＝
０ ． ８ ９ １ｘ ＾ ０ ． １ ５４ ６

１ ． ０拓＝
？坍 ７

Ｉ？

？

費
，

’

０ ． ５

，

、

‘

０ ． ０

０ ． ０ ０ ． ５ １ ． ０ １ ．５ ２ ． ０ ２ ． ５

Ｃ
｛
ｍｇ ／ｍＬ ）

图 ２ － ８ 蛋 白 定量标准 曲线

Ｆ ｉ

ｇｕ ｒｅ２－８ｐｒｏｔｅ ｉｎ
ｑｕａｎｔ ｉ ｔａｔ ｉｖｅｓｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅ

随 即将后续需要使用 的蛋 白分装至西林瓶中 ， 冻干后置－

８０

°

Ｃ 保存 。

２ ．４ ．４ ． ２Ｗｅｓ ｔｅ ｒｎＢ ｌ ｏ ｔ 验证重组抗原

在纯度鉴定该重组蛋 白后 ， 同利用 Ｗｅ ｓ ｔｅｒｎＢ ｌ ｏ ｔ 对该蛋 白进行双重验证 ， 图 ２ －

８ 显示 ，

图 中唯
一一

条特异性条带处于 ７０ｋＤ ａ－

１ ００ｋＤａ 之间 ， 符合 目 的蛋 白 分子量大小 ， 可判定该

条带为 目 的重组抗原 。 另 ， 该抗原携带 Ｈ ｉ ｓ 标签 ， 对于抗 Ｈ ｉ ｓ 多抗具有极强的特异性 ，

进
一

步验证 了该抗原可作为后期实验免疫抗原及筛选抗原的结论 。

ＭＦＬＨｎ
ｋＤａ


１ ２０

１００

７０Ｗ
５ ０

４０

１ ４ｍ

图２
－９Ｗｅ ｓ ｔｅｒｎＢ ｌ ｏ ｔ图

Ｆ ｉｇｕ ｒｅ２
－９Ｗｅｓ ｔｅｒｎＢ ｌ ｏ ｔｆｉｇｕ ｒｅ

２ ． ５ 本章小结

本部分利用 ＰＣＲ 、 酶切连接的方式完成 目 的片段的分子克隆 ， 又经菌液 ＰＣＲ 阳性及

测序验证后获得重组质粒 。 借 由 原核表达系统对 ＢｏＮＴ／Ｆ 的毒性及跨膜结构域进行诱导

表达 ， 利用其表达产物与 Ｎ ｉ 柱的亲和力辅助分子筛对重组蛋 白进行纯化 。 后期实验结果 ：

ＳＤ Ｓ －ＰＡＧＥ 电泳鉴定重组蛋 白纯度 电泳 ， Ｇｅ ｌ
－

ｐｒｏ ３ ２ 软件分析数据及 Ｗｅ ｓ ｔｅｒｎＢ ｌｏ ｔ 图均可

以表明 ， 所得纯化产物纯度己达到 ９５ ． ０％ 以上 ， 且单
一

抗原质量可 以达到后期作为动物

免疫抗原及筛选抗原的要求 。

综上 ， 本章完成了重组质粒的构建过程 ， 并对 目 的蛋 白 ＢｏＮＴ ／ＦＬＨｎ 的表达及纯化所

得产物进行了 质控 ， 可为后续实验的顺利进行奠定基础 。

２２
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３ＢｏＮＴ／ＦＬＨｎ 单克隆抗体的制备及生物学活性评价

３ ． １ 引言

ＢｏＮＴ 作为
一

种细菌外毒素 ， 其在我国导致人及动物神经中毒的事件时有发生 ， 马源

抗毒素血清作为 目 前临床中常见的治疗药物也存在着可能导致机体出现严重过敏现象的

风险 。 导致人体中毒的 ４ 种血清型 中 ＢｏＮＴ／Ｆ 中毒 目 前暂无对其具有针对性治疗作用 的

有效药物及诊断试剂 。 综上 ， 本实验以获得具有作为中和抗体药物开发潜力或检测试剂

的单克隆抗体为出发点 ， 借由杂交瘤技术及噬菌体展示技术两种方式 ， 以抗体的亲和力

和特异性为指标 ， 分别进行 鼠源及人源单克隆抗体的筛选。

３ ．２ 实验材料

３ ．２ ． １ 杂交癟技术

３ ．２ ． １ ． １ 实验动物与细胞

７ 周龄 ＳＰＦ 级雌性 ＢＡＬＢ ／ｃ 小 鼠 （北京维通利华实验动物技术有限公司 ， 合格证号 ：

ＳＣＸＫ （京 ） ２０ １ ６－０００６
； 北京斯贝福生物技术有限公司 ， 合格证号 ： ＳＣＸＫ （京 ） ２０ １ ９－

００ １ ０ ） ；

１ ９
－２ １ ｇ 的 ＳＰＦ 级雄性 ＫＭ 小 鼠 （北京维通利华实验动物技术有限公司 ， 合格证号 ： ＳＣＸＫ

（京 ） ２０ １ ６－００ １ １
； 北京斯贝福生物技术有限公司 ， 合格证号 ： ＳＣＸＫ（京 ） ２０ １ ９

－

００ １ ０ ）
；

Ｓｐ２
－０ 小 鼠骨髓瘤细胞 （本实验室保存 ） 。

３ ．２ ． １ ．２ 实验仪器及材料

仪器／材料名称型号／批号厂家

常温高速离心机 ５４２４ Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司

倒置显微镜 ＣＤ ＩＣ １ ８ １ ９ ＯＰＴＥＣ

液氮罐 （存储罐）ＹＤＳ－３５－

１ ２５海尔集团公司

水套式 Ｃ０２细胞培养箱 ３ １ １ １ Ｔｈｅｒｍｏ 公司

电热恒温水浴锅ＸＭＴＢ北京长风仪器仪表公司

ＰＣＲ
仪 Ｔ １ ００ Ｂ ｉｏ－Ｒａｄ公司

稳压稳流型 电泳仪 ０４ １ ＢＲ Ｂ ｉｏＲａｄ 公司

恒温金属浴 Ｈ２０３ＰＲＯ金银杏生物科技公司

凝胶成像仪Ｇｅ ｌ
－

ｐｒｏ２０２０Ｄ Ｂ ｉｏｔｅｃｈ 公司

蛋 白染色仪 ｅＳｔａｉｎＴＭ Ｌ ｌ金斯瑞生物科技有限公司

２３
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ＡＫＴＡ
ｐｕｒｉｆｉｅｒ 纯化仪 Ｂ－９００ Ｃｙｔｉｖａ公司

半干法转膜仪 ２２ １Ｂ １ ／ＰＡＣ２００ Ｂ ｉ？Ｒａｄ 公司

电转化仪 １ ６５２ １ ００ ＢｋｖＲａｄ 公司

高压蒸汽灭菌锅ＭＬＳ －３ ７ ８０ 日本三洋公司

紫外分光光度计ＵＶ－２ １ ００美国尤尼柯仪器有限公司

化学发光成像仪 ７３ ３ＢＲ－２７５ １ Ｂ ｉｏ－Ｒａｄ 公司

电子天平 ＢＳ２２０２Ｓ Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ 公司

分析天平 ＢＰ２ １ １Ｄ Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ 公司

纯水仪ｍｉｎｉ
－

ＱＭ ｉ ｌ ｌｉｐｏｒｅ 公司

酶标仪 ５５０ Ｂ ｉｏ－Ｒａｄ 公司

－８０

°

Ｃ冰箱 ８６Ｌ３ ８８海尔集团公司

洗板机 １ ５ ７５ Ｂ ｉｏ－Ｒａｄ 公司

ＥＰＳＯＮ 凝胶扫描仪 １ １ ０００ＸＬ ＥＰＳＯＮ 公司

涡旋振荡器ＭＳ２ ＩＫＡ 公司

磁力搅拌器 ９６－

１Ａ常州荣华仪器制造有限公司

ｐＨ 计 ＦＥ２８梅特勒－托利多有限公司

ＰＶＤＦ膜ＭＭ０ １ ００－

１Ｍ ｉｌ ｌ ｉ
ｐｏｒｅ公司

２５Ｔ 细胞培养瓶 ３０５５ Ｃｏｍ ｉｎｇ 公司

细胞冻存管 ４３０６５９ Ｃｏｍｉｎｇ 公司

９６ 孔细胞培养板 １ １ ０９２０ １ ８ Ｃｏｍ ｉｎｇ 公司

Ｈ ｉｔｒａｐ
Ｐｒｏｔｅｉｎ ＬＨＰ １ ７５４７ ８５ １ Ｃｙｔｉｖａ公司

Ｈ ｉｔｒａｐ
ＩｇＭ Ｐｕｒｉｆｉｃａｔ ｉｏｎＨＰ １ ７５ １ １ ００ １ Ｃｙｔｉｖａ公司

Ｈ ｉｔｒａｐ 

Ｐｒｏｔｅ ｉｎ Ｇ ＨＰ １ ７０４０５０ １ Ｃｙｔ ｉｖａ公司

ＰＤ １ ０脱盐柱 １ ７０８５ １ ０ １ Ｃｙｔｉｖａ公司

３ ．２ ． １ ．３ 实验试剂

试剂名称货号 ／批号 厂家

ＱｕｉｃｋＡｎｙ ｉｂｏｄｙ 免疫佐剂ＫＸ０２ １ ００４ １苏州博奥龙免疫技术有限公司

ｌ
ｘＰＢＳＴ 速溶颗粒ＣＲ １ ０ １ ０ １Ｍ莫纳生物科技有限公司

２４
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ｌ
ｘＰＢＳ 速溶颗粒ＣＲ １ ０２０ １Ｍ莫纳生物科技有限公司

ＤＭＥＭ 培养基 Ｄ６４２９ Ｓ ｉｇｍａ 公司

５〇 ｘＨＡＴ Ｓｕｐｐ ｌｅｍｅｎｔ ２ １ ０６００ １ ７ Ｇ ｉｂｃｏ公司

１ ０〇 ｘＨＴＳｕｐｐｌｅｍｅｎｔ １ １ ０６７０３０ Ｇ ｉｂｃｏ公司

ＤＭＳＯ ＩＮＡＧ０４３０北京伊诺凯科技有限公司

１ ０〇 ｘ青链霉素馄合液 １ ５ １ ４０ １ ２２ Ｇ ｉｂｃｏ 公司

胎牛血清 １ ００９９－

１ ４ １ Ｇ ｉｂｃｏ 公司

ＰＥＧ ３ ６６３２ １ ００ Ｓ ｉｇｍａ公司

逆转录试剂盒ＭＲ０５ １ ０ １莫纳生物科技有限公司

ＴＡ／Ｂ ｌｕｎｔ
－ＺｅｒｏＣ ｌｏｎｉｎｇ 

Ｋ ｉｔＣ６０ １南京诺唯赞生物科技股份有限公司

单组份高敏 ＴＭＢ 显色液ＣＺ－ＴＢ０ １北京成志科为生物科技有限公司

ＧｅｎｅＪＥＴ Ｇｅ ｌ Ｅｘｔｒａｃｔ ｉｏｎ Ｋ ｉｔＫ０６９２ Ｔｈｅｒｍｏ公司

弗 氏不完全佐剂 Ｆ５５０６ Ｓ ｉｇｍａ 公司

弗氏完全佐剂 Ｆ５ ８ ８ １ Ｓ ｉｇｍａ 公司

ｌ ｘＴＡＥ 速溶颗粒ＣＲ００ １ ０ １Ｍ莫纳生物科技有限公司

进 口琼脂糖 １ ６２ １ ３ ５ Ｂ ｉｏｗｅｓｔ 公司

ＰｒｏｔｅｉｎＭａｒｋｅｒ ２６６３０ Ｔｈｅｒｍｏ公司

Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｍａｒｋｅｒ ２６６ １ ０ Ｔｈｅｒｍｏ公司

６ ｘＰｒｏｔｅ ｉｎ Ｌｏａｄ ｉｎｇ 

ＢｕｆｆｅｒＤＬ １ ０ １
－０２北京全式金生物技术有限公司

Ｍ５ 超宽范围预染蛋 白 ｍａｒｋｅｒＭＦ－２９０北京聚合美生物科技有限公司

ＨＲＰ 标记山羊抗小 鼠 Ｉ
ｇＧＢＦ０３００ １苏州博奥龙免疫技术有限公司

ＨＲＰ 标记山羊抗小 鼠 ＩｇＭＢＦ０３００６苏州博奥龙免疫技术有限公司

抗体亚型鉴定试剂盒ＢＦ １ ６００２Ｘ苏州博奥龙免疫技术有限公司

ＢＣＡ 蛋白定量试剂盒ＺＪ １ ０２上海雅酶生物医药科技有限公司

３ ．２ ． １ ．４ 溶液配制

溶液名称配制方法

ＤＭＥＭ 完全培养基含有 １％的双抗 ， １ ０％的血清的 ＤＭＥＭ 细胞培养基。

ＨＡＴ 选择培养基５０ 
Ｘ ＨＡＴ 用 １ ０％血清的 ＤＭＥＭ 培养基稀释为 １Ｘ ＨＡＴ 。

２５
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ＨＴ选择培养基 １ ００ Ｘ ＨＴ 用 １ ０％血清的 ＤＭＥＭ 培养基稀释为 １ Ｘ ＨＴ 。

细胞冻存液含 ９０％血清 ， １ ０％ ＤＭＳＯ 。

底物包被缓冲液 ＮａＨＣ０ ３ ２ ．９３ ｇ ， Ｎａ２Ｃ０ ３１ ．５９ ｇ ， 加蒸馏水定容至 ｌ Ｌ ， 溶解调 ｐＨ ９ ．６ 。

５％脱脂奶粉每 １ ００ｍＬ ＰＢＳＴ 缓冲液中含有 ５
ｇ 脱脂奶粉 。

２Ｍ Ｈ２Ｓ〇４量取 ２ １ ． ７ｍＬ 浓硫酸加入蒸馏水定容至 ２００ｍＬ ， 搅拌均匀 。

卡那霉素 ０ ．２５
ｇ 加蒸馏水定容至 ５ｍＬ ， 经 ０ ．２２

ｐｍ 滤膜过滤除菌 ， 分装后贮
卡那霉素

存于－２ （ＴＣ 。

氨苄青霉 ０ ． ５
ｇ 加蒸馏水定容至 ５ｍＬ ， 使用 ０ ．２２

ｐｎ 滤膜过滤除菌 ， 分装后

氨苄青霉素

贮存于－２０

°

Ｃ 。

ｌ 〇 ｘ ＳＤＳ－ＰＡＧＥ缓冲液Ｇ ｌｙｃ
ｉｎｅ１ ８ ８ｇ ，Ｔｒｉｓ ３ ０ ．２ｇ ，ＳＤＳ ｌ Ｏ ．Ｏｇ ， 加蒸馏水定容至１ Ｌ 。

ｌ 〇ｘ转膜缓冲液甘氨酸 ２９
ｇ 、 Ｔｒｉｓ５８

ｇ 、 ＳＤＳ３ ． ７
ｇ ， 加蒸馏水定容至 １Ｌ 。

每 １ ００ｍＬｌ 〇 ｘ转膜缓冲液中加入 ２００ｍＬ 甲醇再用蒸馏水定容至 １ ０００ｍＬ ，

ｌ
ｘ转膜缓冲液

室温保存 。

Ｂ ｉｎｄ ｉｎｇ

Ｂｕｆｆｅｒ
（
Ｇ

）ＮａＨ ２Ｐ〇“ ．４７
ｇ ， Ｎａ２ＨＰ０４

－

１ ２Ｈ２０１ ． １
ｇ ， 加蒸馏水定容至１Ｌ ， 调

ｐ
Ｈ７ ．０ 。

Ｅ ｌｕｔ ｉｏｎＢｕｆｆｅｒ
（
Ｇ

）Ｇ ｌ
ｙｃ

ｉｎｅ７ ． ５０７
ｇ
加蒸馏水定容至１Ｌ ， 调

ｐＨ ２ ．７ 。

１Ｍ Ｔｒｉｓ
－ＨＣ ｌＴｒｉｓ

—Ｂａｓｅ１ ２ ． １ １
ｇ ， 加蒸馏水定容至１Ｌ ， 用ＨＣ １ 调

ｐ
Ｈ 至９ ．０ 。

Ｂ ｉｎｄｉｎｇ 

Ｂｕｆｆｅｒ
（
Ｌ

）Ｎａ３Ｐ〇４３ ．２８
ｇ ， ＮａＣ ｌ８ ． ７７

ｇ ， 加蒸馏水定容至１Ｌ ， 调
ｐＨ７ ．０ 。

ＥｌｕｔｉｏｎＢｕｆｆｅｒ
（
Ｌ

）柠檬酸三钠 ２９ ．４ １
ｇ ， 加蒸馏水定容至 １Ｌ ， 调 ｐＨ ２ ． ７ 。

Ｂ ｉｎｄｉｎｇ
Ｂｕｆｆｅｒ

（
Ｍ

）Ｎａ３Ｐ〇 ４３ ．２８
ｇ ，

（
ＮＨ４

）
２Ｓ〇 ４ １ ０５ ． ７ １

ｇ
加蒸馏水定容至１Ｌ ， 调

ｐＨ ７ ． ５ 。

Ｅｌｕｔｉｏｎ Ｂｕｆｆｅｒ
（
Ｍ

）Ｎａ３Ｐ〇４ ３ ．２８
ｇ ， 加蒸馏水定容至１Ｌ ， 调

ｐＨ ７ ．５ 。

Ｒｅｇｅｎｅｒａｔ ｉｏｎ Ｂｕｆｆｅｒ
（
Ｍ

）Ｎａ３Ｐ〇４ ３ ．２８
ｇ ， 加３０％异丙酮定容至１Ｌ ， 调

ｐＨ ７ ． ５ 。

３ ． ２ ．２ 噬菌体展示技术

３ ．２ ．２ ． １ 实验仪器与材料

仪器 ／材料名称型号 ／批号 厂家

通用型台式高速冷冻离心机 ３Ｋ １ ５ Ｓ ｉｇｍａ 公司

Ｎｕｎｃ ＭａｘｉＳｏｒｐ ４７０３ １ ９Ｎｕｎｃ公司

９６ 孔深孔板 ＦＰＴ０２ １碧云天生物技术有限公司

其余仪器与材料同 ３ ．２ ． １ ．２ 。

２６



哈尔滨商业大学硕士学位论文

３ ＿２ ．２ ．２ 实验试剂

试剂名称 货号 ／批号厂家

酸水解酪蛋 白 Ｃ８２２ １北京索莱宝科技有限公司

Ａｎｔ ｉ
－Ｍ １ ３ Ａｎｔｉｂｏｄｙ（

ＨＲＰ
） ，
ＭｏｕｓｅＭｏｎｏｃ ｌｏｎａｌ １ １ ９７３ －ＭＭ０５Ｔ－Ｈ北京义翘神州科技有限公司

ＰＥＧ ８０００ ２５３２２－６８－

３ ｓ ｉｇｍａ公司

其余试剂同 ３ ．２ ． １ ． ３ 。

３ ．２ ．２ ．３ 溶液記制

溶液名称配制方法

胰蛋 白胨 １ ．６ ｇ
、酵母提取物 １ ．０ ｇ 、氯化钠 ０ ． ５

ｇ ， 加蒸馏水定容至 １ ００ ｍＬ ，１ ２ １

°

Ｃ

２－ＹＴ 液体培养基

高压灭菌 ２０ｍｉｎ 。

胰蛋 白胨 １ ．６ ｇ 、 酵母提取物 ｌ ． Ｏ ｇ 、 氯化钠 ０ ．５ ｇ ， 加蒸馏水定容至 ｌ ＯＯ ｍＬ ， 琼

２－ＹＴ 固体培养基

脂粉 １ ． ５
ｇ ， １ ２ １

°

Ｃ高压灭菌 ２０ｍ ｉｎ 。

２０ ．０
ｇ 葡萄糖粉末加少量蒸馏水加热搅拌至完全溶解 ， 定容至 １ ００ｍＬ ， 经滤膜

２０％葡萄糖

除菌后分装 ， 贮存于 ４
°

Ｃ

卡那霉素蒸馏水溶解至终浓度 ５０
ｐｇ／ｍＬ ， 使用 ０ ． ２２

ｐｍ 滤膜过滤除菌 ， 分装后

卡那霉素

贮存于－２０
°

Ｃ 。

氯霉素乙醇溶解至终浓度 ５０
ｎｇ／ｒａＬ ， 使用 ０ ．２２

 ｊ

ｉｍ 滤膜过滤除菌 ， 分装后贮存

氯霉素

于－２ ＣＴＣ 。

四环素蒸馏水溶解至终浓度 １ ０
ｆ
ｉｇ／ｍＬ ， 使用 ０ ．２２

ｎｍ 滤膜过滤除菌 ， 分装后贮

四环素

存于 －２０
°

Ｃ 。

称取 ２００ｇ ＰＥＧ ８０００ ， 加入 １ ４６ ． １ ｇ ＮａＣ ｌ ， 加蒸馏水定容至 １ Ｌ ， １ ２ １

°

Ｃ高压灭菌
２０％ ＰＥＧ８０００

２０ｍ ｉｎ 。

其余试剂同 ３ ．２ ． １ ．４ 。

３ ．３ 实验方法

３ ．３ ＿ １ 杂交癟技术

３ ．３ ． １ ． １ 常规免蚊舰免疫

订购 １ ０ 只 ＳＰＦ 级 ６－

８ 周龄 ＢＡＬＢ ／ｃ 小 鼠 （雌性 ） 作为两种不同免疫方式的免疫动物 。

免疫方案中单次抗原的免疫量可根据小 鼠对其耐受性的表现作 以调整 。 整体免疫方案如

下表 ３ －

１ 及 ３
－２ 所示 。 其中常规免疫是采用最为传统的免疫手段 。 使用弗式佐剂强化免疫

２ ７
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效果 ， 而快速免疫则是疫情席卷全球后应运而生的
一

种较常规免疫周期稍短的免疫方式 。

表 ３ －

１ 小 鼠常规免疫方案

Ｔａｂｌｅ３
－

１ｑｕ ｉｃｋ ｉｍｍｕｎｅ
ｐｒｏｔｏｃｏ ｌ ｆｏｒ ｍ ｉｃｅ

抗原免疫时间免疫方式免疫剂量／只注射剂量

初次免疫 －第 １ 天 皮下多点注射５０
ｆ

ｉｇ 抗原＋等量弗 氏完全佐剂５００瓜／只

二次免疫 －第 ２ １ 天 皮下多点注射 ５０
ｐｇ 抗原＋等量弗氏不完全佐剂 ５００ 此／只

ＢｏＮＴ／ＦＬＨｎ 三次免疫－第 ４２ 天腹腔注射５０ 飓抗原＋等量弗氏不完全佐剂 ５００叫／只

尾血效价－第 ５６ 天－－－

抗原冲击－第 ６３ 天腹腔注射 １ ００ ｕｇ 抗原 １ ００
ＨＬ／只

表 ３ －２ 小 鼠快速免疫方案

Ｔａｂｌｅ３ －２ｎｏｒｍａｌ ｉｍｍｕｎｅ
ｐｒｏｔｏｃｏ ｌ ｆｏｒ ｍ ｉｃｅ

抗原免疫时间免疫方式免疫剂量 ／只注射剂量

初次免疫 －第 １ 天皮下多点注射２０ 昭 抗原＋等量快速佐剂 １ ００
ｎＬ／只

二次免疫－第 ２５ 天 皮下多点注射２０ 昭 抗原＋快速佐剂 １ ００ 叫／只

ＢｏＮＴ／ＦＬＨｎ

尾血效价－第 ３０ 天－－－

加强免疫－第 ４２ 天腹腔注射 １ ００ ｕｇ 抗原 Ｉ ＯＯ
ｊ

ｉＬ ／只

免疫过程中涉及间接 ＥＬＩＳＡ 测定所免疫小 鼠尾血效价 ， 使用前期纯化所得重组抗原

以 １ ０ 昭／ｍＬ 的包被浓度作为底物 ， 采集免疫小 鼠及阴性对照小 鼠尾血后 ， 离心做尾血样

品的初处理 ， 取离心后样品上清即血清 ， 作为
一

抗以 １ ： １ ０００ 的原始稀释比例 ２ 倍稀释稀

释 ７ 个梯度 ， 具体操作见表 ３
－

３ 。

表 ３ －３ 尾血效价测定操作

Ｔａｂｌｅ ３ －３ａｓｓａｙ
ｏｆ ｔａｉ ｌｂｌｏｏｄ ｔｉｔｅｒ

步骤样品体积次数时间

抗原 ＢｏＮＴ／ＦＬＨｎ １ ００
＾
０／孔 １ ３ｈ

封闭脱脂奶粉 ３００Ｗ孔 １ ３ｈ

洗涤 ＰＢＳＴ ３０〇ｎｌ／孔 １－

一

抗小 鼠血清 １ ０〇ｎＩ／？Ｌ １ ｌ ｈ

洗涤 ＰＢＳＴ ３ ０〇ｎｌ／？Ｌ ５－

二抗ＨＲＰ羊抗 鼠ＩｇＧ ｌ ＯＯ
ｊ
ｉｌ／孔 １ ｌ ｈ

２８
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洗涤 ＰＢ ＳＴ ３ ０ ０＾ １ ／孔 ５－

显色 ＴＭＢ １ ０〇Ｈ ｌ ／孔 １ ５ｍ ｉｎ

终止 Ｈ ２Ｓ〇 ４ ５〇ｎ ｌ ／？Ｌ １－

根据小 鼠尾血效价的测定结果选择各方案 中最优免疫小 鼠作为后续细胞融合的脾细

胞来源 。 另 ， 两种免疫方式所进行的杂交瘤细胞的筛选 只 有免疫方案的差别 ， 后续的细

胞融合及筛选过程 以及相应评价操作完全
一

致 。

３ ． ３ ． １ ． ２ 细胞融合

细胞融合前要做好 ＳＰ２ －０ 细胞的培养及饲养层细胞的制备操作 。 关于 Ｓ Ｐ２ －０ 细胞的

培养 ， 需将实验室前期冻存的细胞复苏 ， 培养至最佳状态及合适数量 ， 以备融合 。 另取

１
－２ 只 ＳＰＦ 级 ６

－

８ 周龄 ＢＡＬＢ ／ｃ 小 鼠 （雌性 ） 制备饲养层细胞 ， 小 鼠断颈处死 ， 在无菌条

件下用手术剪剪开小 鼠腹部并固定 ， 保证其腹膜完好 。随即将准备好的注射器中 的 ＤＭＥＭ

培养基在合适的角度刺入小 鼠腹腔 ， 轻晃腹部 ５ｍ ｉｎ 后吸 出 ， 期间尽可能保证在不刺破小

鼠其他脏器的情况下吸 出完全 。 将所获得的小 鼠饲养层细胞定容至理想体积 ， 混匀 后两

种免疫方案各铺 １ ０ 块 ９６ 孔细胞培养板 ， １ ００
ｐＬ ／孔 ， 过夜放置于 ３ ７

°

Ｃ ， ５％Ｃ０ ２ 培养箱

１

。

次 曰 ， 同样在无菌条件下 ， 处死抗原免疫滴度最高的小 鼠 ， 剪开腹腔 ， 取出脾脏后

用 ＤＭＥＭ 培养基清洗 以去除上面结缔组织及脂肪 。 清洗完成后置于细胞筛网 中研磨 ， 网

中残留细胞可用 ＤＭＥＭ 进行清洗 ， 并混入细胞悬液中 。 完成脾细胞的制备后需 同 ＳＰ２ －０

细胞
一

同进行细胞计数 。 计数后 ， 参考脾细胞的总量 ， 以 １ ： １ ０ 的 比例吸取 ＳＰ２ －０ 细胞 ，

均匀混合于 同
一

离心管 中 。 室温 １ ０００ｒｐｍ 离心 ５ｍ ｉｎ ， 与此同时进行 ＰＥＧ 的 ３ ７

°

Ｃ 预热 。

离心完成后弃培养基 ， 轻弹管底使底部细胞松散 ， 取 出预热完成的 ＰＥＧ ， 沿离心管壁缓

慢旋转加入 （ ＰＥＧ 使用量根据细胞总量而定 ） ， 待 ＰＥＧ 全部加入完成后 ， 每 ２ｍ ｉｎ 逐滴

缓慢加入 己预热的 ＤＭＥＭ 不完全培养基 １ 、 ２ 、 ４ 、 ８ 、 １ ６ 、 ３ １ｍＬ（共 ５０ｍＬ ） 以终止融

合反应 ， 期间注意沿管壁缓慢加入 ， 以免破坏刚融合的细胞 。 反应结束后室温将细胞 以

８ ００ｒｐｍ 的转速离心 ８ｍ ｉｎ ， 弃上清 ， 将沉淀细胞重悬至合适体积的 ＨＡＴ 培养基 中 ， 以

１ ００ 吣 ／孔加入至前期 己铺饲养层细胞的细胞培养板中 。

３ ． ３ ． １ ．３ 阳性细胞株筛选及克隆化培养

在细胞融合铺板 ５ｄ 左右时 ， 可能就会出现部分细胞明显增殖的现象 ， 为避免前期换

液造成细胞不必要的损失 ， 待增殖约 １ ４ｄ 后进行细胞换液 （ 具体换液时间视细胞生长情

况而定 ） 。 在整个细胞培养过程中 ， 需将原培养基 １ ００％ＨＡＴ 的成分逐步替换为 １ ００％ＨＴ ，

进而完全替换为含 １ ０％血清的普通培养基 ， 以实现培养对杂交瘤细胞的初步加压筛选 。

在杂交瘤细胞培养基过渡过程中 ， 取孔板 中 的细胞培养基上清进行间接 ＥＬ ＩＳＡ ， 以

重组抗原为底物 １ ０
ｐｇ／ｍＬ 包板 ， 细胞上清为

一

抗 ， ＨＲＰ 羊抗 鼠 Ｉ
ｇＧ 为二抗 ， 以此完成阳

性杂交瘤细胞的进
一

步筛选 。 参考实验结果
一

并计算细胞融合率及阳性率 。 具体操作方

２９
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法见表 ３ －４ 。

表 ３ －４ 杂交瘤细胞筛选操作

Ｔａｂｌｅ３ －４ｈｙｂｒｉｄｏｍａ ｃｅ ｌｌｓｃｒｅｅｎｉｎｇ 
ｏｐｅｒａｔｉｏｎ

步骤样品体积次数时间

抗原 ＢｏＮＴ／ＦＬＨｎ １ ００＃孔 １ ｌ ｈ

封闭脱脂奶粉 ３００＾１／孔 １２ｈ

洗漆 ＰＢＳＴ ３０〇ｎｌ／？Ｌ １－

一

抗杂交瘤细胞上清孔 １ ｌｈ

洗涤 ＰＢ ＳＴ ３００＃孔 ５－

二抗ＨＲＰ羊抗鼠ＩｇＧ １ ００＾１／？Ｌ １ ｌ ｈ

洗涤 ＰＢＳＴ ３００＃孔 ５－

显色 ＴＭＢ １ ００
｝

？０／孔 １ ５ｍｉｎ

终止Ｈ２Ｓ〇 ４ ５〇ｈ１／？Ｌ １－

直至杂交瘤细胞在普通培养基中稳定增殖至
一

定程度时 ， 同样以细胞培养上清作为

一

抗进行杂交瘤细胞分泌抗体能力的稳定性 ＥＬＩＳＡ 检测 。 后选出可以稳定分泌抗体且效

价指标较高的细胞进行有限稀释法分离单克隆 ， 扩大至 ６ 孔细胞板培养 ^

３ ．３ ． １ ．４ 细胞亚型鉴定及上清效餅价

以单克隆杂交瘤细胞增殖情况达培养孔面积 ８０％以上为标准 ， 采用抗体亚型鉴定试

剂盒鉴定所分泌抗体亚型 ， 并同时评价其细胞上清效价 。 其中 ， 亚型鉴定流程如表 ３ －５

所示 。 细胞上清效价以细胞上清原液作为
一

抗 ， 十倍梯度稀释至合适梯度 ， 操作基本同

上３
－４ 。

表 ３ －５ 单抗亚型鉴定操作

Ｔａｂｌｅ３ －５ｉｄｅｎｔｉ ｆｉｃａｔｉｏｎｏｆ ｍｏｎｏｃ ｌｏｎａ ｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ
ｓｕｂｔｙｐｅｓ

步骤样品体积次数时间

抗原 ＢｏＮＴ／ＦＬＨｎ ｌ ＯＯ
ｆ
ｉｌ／孔 １ ｌ ｈ

封闭脱脂奶粉 ３００＾ １／７１ １ ２ｈ

洗涤 ＰＢＳＴ ３００＾？Ｌ １－

—

抗杂交瘤细胞上清 １ ００ｐｌ／？Ｌ １ ｌ ｈ

洗涤 ＰＢＳＴ ３００
ｊ
ｉｌ／？Ｌ ５－

二抗亚型抗体 ｌ ＯＯ
ｆ
ｉ ｌ／孔 １ ｌ ｈ

３０
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洗涤 ＰＢ ＳＴ ３００＾１／？１ ５－

显色 ＴＭＢ １ ００＃孔 １ ５ｍ ｉｎ

终止 Ｈ２Ｓ〇４ ５〇ｈ Ｉ／孔 １－

３ ＿３丄５ 抗体可变区基因调取

将单克隆杂交瘤细胞培养至
一

定数量时 ， 离心收集细胞 。 使用超纯 ＲＮＡ 提取试剂盒

进行 ＲＮＡ 提取 ， 具体步骤见表 ３
－６ 。

表 ３
－６ 细胞总 ＲＮＡ 提取操作

Ｔａｂｌｅ３ －６ｃｅ ｌ ｌ ｔｏｔａｌ ＲＮＡ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｏｐｅｒａｔｉｏｎ

样品体积次数操作时间

ＴＲＩｚｏｎＲｅａｇｅｎｔ ｌｍＬ １静置５ｍ ｉｎ

氯仿 ２００
ｎＬ １振荡 １ ５ ｓ 、 静置 ２ｍ ｉｎ 、 离心 ２０ｓ

７０％乙醇 ６００
 ｊ

ｉＬ １离心 ２０ ｓ 、 弃废液

Ｂｕｆｆｅｒ ＲＷ １７００ １离心２０ｓ 、 弃废液

Ｂｕｆｆｅｒ ＲＷ２ ５００
 ｊ
ｉＬ２离心２０ｓ 、 弃废液 、 离心５ｍｉｎ

Ｅ ｌｕｔｉｏｎ Ｂｕｆｆｅｒ ３ ０
ｎＬ １ 离心２ｍ ｉｎ

得到细胞 ＲＮＡ 后为防止其迅速降解 ， 应将其定量后取部分进行下
一

步的逆转录操

作 ， 剩余放进－

８０

°

Ｃ条件下保存 。 逆转录采用 ＭｏｎＳｃｒｉｐｔＲＴｉｎ Ａｌ ｌ
－

ｉｎ－ＯｎｅＭ ｉｘｗｉｔｈｄｓＤＮａｓｅ

试剂盒 ， 步骤如下表 ３ －７ 。

表 ３ －７
（
ａ
） 逆转录温度控制

Ｔａｂ ｌｅ３ －７
（
ａ
）ｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｃｏｎｔｒｏ ｌ

温度 次数 时间

３ ７

°

Ｃ １ ２ｍ ｉｎ

５５ 

°

Ｃ １ １ ５ｍ ｉｎ

８５ 

°

Ｃ １ ５ｍ ｉｎ

表 ３
－

７
（
ｂ
） 逆转录体系

Ｔａｂｌｅ３－

７
（
ｂ
）ｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ ｉｏｎｓｙｓｔｅｍ

Ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ Ｖｏ ｌｕｍｅ

模板ＲＮＡ ５０ｎｇ
－

１
ｎｇ

３ １
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ＭｏｎＳｃｒｉｐｔ ＲＴ］Ｈ Ａ ｌ ｌ
－

ｉｎ－Ｏｎｅ ４

ＭｏｎＳｃｒｉｐｔ ｄｓＤＮａｓｅ １
 ＼

ｘｈ

Ｎｕｃ ｌｅａｓｅ－ｆｒｅｅ Ｗａｔｅｒ Ｔｏ２０
ｊ

ｉＬ

逆转录后 以所得到的 ｃＤＮＡ 为模板／以 鼠源抗体基因序列扩增的简并引物为 ＰＣＲ扩

增 引物 （表 ３ －

８） ， 按 ＴｒａｎｓＳ ｔａｒｔＦａｓｔＰｆｏＤＮＡＰｏ ｌｙｍｅｒａｓｅ 说明书扩增抗体重链 、 轻链的

可变区基因 ， ＰＣＲ扩增体系见表 ３ －９
（
ａ
）

， ＰＣＲ扩增条件见表 ３ －９
（
ｂ
）

。剩余 ｃＤＮＡ 可放入－２０
°

Ｃ

冰箱保存 。

表 ３ －８ 抗体可变区扩增引物

Ｔａｂ ｌｅ３ －８ｐｒｉｍｅｒ ｆｏｒ ｖａｒｉａｂ ｌｅ ｒｅｇｉｏｎ ａｍｐ ｌ ｉ ｆｉｃａｔｉｏｎｏｆ ａｎｔｉｂｏｄｙ

Ｈｅａｖｙ
ｃｈａｉｎ

ｐｒｉｍｅｒ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（ ５
＊

—

ＶＨ １ＡＧＧＴＳＭＡＲＣＴＧＣＡＧＳＡＧＴＣＷＧＧ

ＶＨ２ ＳＡＧＧＴＹＣＡＲＣＴＫＣＡＧＣＡＧＹＣＴＧＧ

ＶＨ ＴＧＡＧＧＡＧＡＣＧＧＴＧＡＣＣＧＴＧＧＴＣＣＣＴＴＧＧＣＣＣＣ

Ｌ ｉｇｈｔ ｃｈａｉｎ
ｐ

ｒｉｍｅｒ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（ ５
＿

—３
’

）

ＶＬ １ＡＴＧＧＡＧＷＣＡＣＡＫＷＣＴＣＡＧＧＴＣＴＴＴＲＴＡ

ＶＬ２ＡＴＧＫＣＣＣＣＷＲＣＴＣＡＧＹＴＹＣＴＫＧＴ

ＶＬ ＧＧＡＴＡＣＡＧＴＴＧＧＴＧＣＡＧＣＡＴＣＡＧＣＣＣＧＴＴＴ

表 ３ －９
（
ａ
）ＰＣＲ 反应体系

Ｔａｂ ｌｅ３ －９
（
ａ
）ＰＣＲ ｒｅａｃｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍ

Ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ Ｖｏ ｌｕｍｅ（
ｊ
ｉＬ ）

Ｎｕｃ ｌｅａｓｅ－ｆｒｅｅ Ｗａｔｅｒ ３ ２

ＴｒａｎｓＳｔａｒｔ ＦａｓｔＰｆｉｉ ＤＮＡ Ｐｏ ｌｙｍｅｒａｓｅ １

２ ．５ｍＭｄＮＴＰｓ ４

Ｐｒｉｍｅｒ Ｆ １

Ｐｒｉｍｅｒ Ｒ １

５ ｘＴｒａｎｓＳｔａｒｔ Ｆａｓｆｆ ｆｕ Ｂｕｆｆｅｒ １ ０

Ｔｅｍｐ ｌｅｔｅ １

Ｔｏｔａｌ ｖｏｌｕｍｅ ５０

３ ２
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表 ３ －９
（
ｂ
）ＰＣＲ 扩増条件

Ｔａｂ ｌｅ３ －９
（
ｂ
）ＰＣＲ ａｍｐ

ｌ ｉｆｉｅｄｃｏｎｄｉｔ ｉｏｎ

循环步骤温度时间循环数

预变性 ａ

 ９５ 

°

Ｃ ６０ｓｅｃ １

变性 ａ

 ９５ 

°

Ｃ ２０ｓｅｃ

退火 ｂ Ｔｍ－５

°

Ｃ ２０ｓｅｃ ４０

延伸 ｃ ７２
＊

Ｃ ６０ｓｅｃ／ｋｂ

彻底延伸 ７２
°

Ｃ ５ｍ ｉｎ １

ＰＣＲ 产物回收后 ， 将其分别与 ＴＡ／Ｂ ｌｕｎｔ－ＺｅｒｏＣ ｌｏｎ ｉｎｇ
Ｋｉｔ 试剂盒中所包含的 Ｔ 载体连

接 ， 连接反应体系如表 ３
－

１ ０ 。

表 ３ －

１ ０ 载体连接反应体系

Ｔａｂｌｅ３ －

１ ０ｃａｒｒｉｅｒｃｏｎｎｅｃｔｉｏｎ ｒｅａｃｔ ｉｏｎｓｙｓｔｅｍ

Ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ Ｖｏ ｌｕｍｅ（
ｆ
ｉＬ ）

５ 

ｘ
ＴＡ／Ｂ ｌｕｎｔ

－ＺｅｒｏＣ ｌｏｎｉｎｇ 

Ｋ ｉｔ １

ＰＣＲ 产物 １
－４

Ｎｕｃｌｅａｓｅ－ｆｒｅｅ Ｗａｔｅｒ ｔｏ５

Ｔｏ ｔａｌ ｖｏ ｌｕｍｅ ５

体系配制完成后置于 ２５
°

Ｃ反应 １ ０ｍｉｎ ， 反应结束将所连接质粒直接转化至 ＤＨ５ａ中 ，

以氨苄青霉素和卡那霉素双重抗性的 ＬＢ 固体平板进行加压筛选 ， 所得单克隆阳性菌株

扩增后测序处理 ， ＤＮＡＭＡＮ 软件比对后获得抗体轻重链序列 ， 并利用 Ｉｇｂｌａｓｔ Ｔｏｏｌ 对测

序结果进行同源基因 比对及氨基酸序列分析 。

３ ．３ ． １ ．６ 腹水敝制备单紐纯化

鼠源单克隆抗体采用体 内诱生法制备 。 订购足够数量只 ６
￣

８ 周龄雌性 ＢＡＬＢ／ｃ 小 鼠

（根据不同抗体腹水产出量灵活调整 ） ， ０ ．５ｍＬ／只腹腔注射弗式不完全佐剂使小 鼠致敏

７ ｄ ， 后同腹腔注射杂交瘤细胞约 ８ ｘ ｌ 〇Ｍ ｘ
ｌ 〇

６个 ， 待 ７？ １ ０ ｄ 后抽取腹水 ， ４
°

Ｃ ｌ ２０００ ｒｐｍ

离心至血细胞、 腹水及油脂完全分离 ， 取中间层腹水 ， 置－２（ＴＣ保存备用 。

单抗纯化同利用重组抗原纯化时使用 的 ＡＫＴＡ Ｐｕｒｅ 纯化仪 ， 串联不同抗体亚型亲和

层析柱 ， 本实验采用 Ｐｒｏｔｅｉｎ ＬＨＰ 柱 、 Ｐｒｏｔｅ ｉｎＧＨＰ 柱及 ＩｇＭＰｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎＨＰ 柱进行抗体

的纯化 ， 其中 ＰｒｏｔｅｉｎＬ ＨＰ 柱、 ＰｒｏｔｅｉｎＧ ＨＰ 柱除使用缓冲液不同外 ， 操作方法完全相同 ，

现将纯化步骤分别阐述见下表 ３
－

１ １⑷、 ３ －

ｌ ｌ
（
ｂ
）

。

表３
－

１ １
（
ａ
）Ｐｒｏｔｅ ｉｎ Ｌ ＨＰ 、 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｇ ＨＰ柱純化操作

３ ３
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Ｔａｂｌｅ３ －

１ １
（
ａ

）Ｐｒｏｔｅ ｉｎ Ｌ ＨＰ ａｎｄ Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｇ ＨＰｃｏ ｌｕｍｎ
ｐｕｒ

ｉｆｉｃａｔｉｏｎ

步骤操作

样品处理保存上清经 ０ ．４５
 ｊ

ｊｍ 滤膜过滤 ， 与 Ｂ ｉｎｄ ｉｎｇ
Ｂｕｆｆｅｒ ｌ ： ｌ 混合

纯化仪开启仪器 自检后蒸馏水冲洗 ５０ｍＬ ， 将层析柱柱连接至纯化仪

柱平衡蒸馈水冲洗 ５０ｍＬ ， 再用 Ｂ ｉｎｄｉｎｇ

Ｂｕｆｆｅｒ 冲洗至基线平稳

进样缓慢进样后用 Ｂ ｉｎｄ ｉｎｇ 

Ｂｕｆｆｅｉ

？

冲洗至基线平稳

Ｅｌｕｔｉｏｎ Ｂｕｆｆｅｒ进行洗脱 ， 收集管中加入适量 １ｍｏｌ／Ｌ Ｔｒｉｓ
－ＨＣ ｌ 调节 ｐＨ

洗脱

至 ７ ．０

纯化仪关闭Ｂ ｉｎｄ ｉｎｇ 

Ｂｕｆｆｅｒ 冲洗至基线平稳 ， 再蒸馏水冲洗至基线平稳

ＰＤ １ ０ 脱盐柱平衡蒸馏水冲洗 ３０ ｍＬ ， ＰＢ Ｓ 冲洗 ２０ ｍＬ

进样进样初步纯化的单克隆抗体 ２ ．５ｍＬ

洗脱 ＰＢＳ ３ ＿ ５ ｍＬ 洗脱 ， 洗脱后重复平衡 、 进样 、 洗脱至结束

ＰＤ １ ０ 脱盐柱保存蒸馈水冲洗 ５０ ｍＬ ， 无水乙醇 ４０ｍＬ 冲洗 ， 封存

表３
－

１ １
（
ｂ

）ＩｇＭ Ｐｕｒｉｆｉｃａｔ ｉｏｎ ＨＰ柱纯化操作

Ｔａｂ ｌｅ３ －

１ １
（
ｂ
）Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆ ＩｇＭＨＰｃｏ ｌｕｍｎ

步骤操作

保存上清经 ０ ．４５
ｐｍ 滤膜过滤 ， 与 ２ ＞＜Ｂ ｉｎｄｉｎｇ 

Ｂｕｆｆｅｒ１ ： １ 混合 （保证样

样品处理

品 中含有 ０ ．６Ｍ 硫酸铵 ）

纯化仪开启仪器 自检后蒸馏水冲洗 ５０ｍＬ ， 将 ＩｇＭ Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ＨＰ 柱连接

ＩｇＭ Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ＨＰ 柱平衡蒸溜水冲洗 ５ ０ｍＬ ， 再用 Ｂ ｉｎｄｉｎｇ 
Ｂｕｆｆｅｒ 冲洗至基线平稳

进样缓慢进样后用 Ｂ ｉｎｄ ｉｎｇ

Ｂｕｆｆｅｒ 冲洗至基线平稳

洗脱 Ｅ ｌｕｔｉｏｎ Ｂｕｆｆｅｒ 进行洗脱

重生Ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ Ｂｕｆｆｅｒ进行二次洗脱

纯化仪关闭Ｂ ｉｎｄ ｉｎｇ 

Ｂｕｆｆｅｒ 冲洗至基线平稳 ， 再蒸馏水冲洗至基线平稳

ＰＤ １ ０ 脱盐柱平衡蒸馏水冲洗 ３０ ｍＬ ， ＰＢ Ｓ 冲洗 ２０ ｍＬ

进样进样初步纯化的单克隆抗体 ２ ． ５ｍＬ

洗脱 ＰＢＳ３ ．５ｍＬ 洗脱 ， 洗脱后重复平衡 、 进样 、 洗脱至结束

ＰＤ １ ０ 脱盐柱保存蒸馏水冲洗 ５０ ｍＬ ， 无水乙醇 ４０ｍＬ 冲洗 ， 封存

３４
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３ ．３ ． １ ．７ 抗体纯度鉴定

抗体纯度鉴定方法同上 ２ ．３ ． ３ ．２ 。

３ ．３ ． １ ．８ 抗体定置及冻干保存

抗体定量及冻干操作同 ２ ．３ ．Ｌ

３ ．３ ． １ ．９ 抗体 ＷｅｓｔｅｒｎＢ ｌｏｔ构象鉴定

通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂ ｌｏｔ 鉴定抗体构象 ， 使用纯化所得抗体作为
一

抗 ， ＨＲＰ 羊抗鼠 ＩｇＧ／ＩｇＭ

为二抗孵育 ， 洗膜后显影 。 观察抗体可否结合特异性抗原条带 ， 若结合 ， 则可判断该抗

体为线性构象 。 具体步骤见表 ３
－

１２ 。

表 ３ －

１ ２ 单抗结合表位鉴定

Ｔａｂｌｅ３
－

１ ２ｍｏｎｏｃ ｌｏｎａｌａｎｔ ｉｂｏｄｙ
ｂ ｉｎｄ ｉｎｇ

ｅｐ ｉ ｔｏｐｅｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ

步骤样品 次数时间

电泳 ＢｏＮＴ／ＦＬＨｎ １ １ ５ｍ ｉｎ

封闭脱脂奶粉 １ ２ｈ

洗涤 ＰＢＳＴ ５ ５ｍ ｉｎ

一

抗单克隆抗体 １ ｌ ｈ

洗涤 ＰＢ ＳＴ ５ ５ｍ ｉｎ

二抗ＨＲＰ羊抗 鼠ＩｇＧ ／ＩｇＭ １ ｌ ｈ

洗涤 ＰＢＳＴ ５ ５ｍ ｉｎ

显色 ＥＣＬ １ ｌｍ ｉｎ

３ ．３ ． １ ． １ ０ 亲和力常数检测

通过非竞争 ＥＬＩＳＡ 法测定抗体的亲和力常数 。 ＢｏＮＴ／ＦＬＨｎ 为底物抗原 ， 通过 ４ 倍梯

度稀释粗略判断抗原抗体的最适结合浓度 ， 后对所选择合适稀释范围 ， 抗原 以 ２ 倍浓度

稀释 ， １ ００
ｔ
ｉｌ／孔加入至 ９６ 孔酶标板 ， ４

°

Ｃ包被过夜 ， 抗体按照 １ ６ 个梯度稀释 ， 后经酶标

仪在 ４５０ｎｍ 及 ６３０ｎｍ 双波长读数绘制结合曲线 ， ＧｍｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ９ 拟合曲线 ， 另参考文

献中的公式计算抗体亲和力 。

３ ．３ ． １ ． １ １ 特异性鉴定

使用间接 ＥＬＩＳＡ 对所得抗体的特异性进行鉴定 ， 包被抗原分别为不同血清型 Ａ、 Ｂ 、

Ｅ 及 Ｆ 中的 ＬＨｎ 段结构域 ， 操作步骤同下表 ３
－

１ ３ 。

表 ３
－

１ ３ 单抗特异性鉴定

３ ５
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Ｔａｂｌｅ３ －

１ ３ｓｐｅｃ ｉｆｉｃｉｄｅｎｔｉ ｆｉｃａｔｉｏｎｏｆ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ

步骤样品体积次数时间

抗原ＢｏＮＴ／Ａ ／Ｂ ／Ｅ ／ＦＬＨｎ ＩＯＯ
ｊ
ｉＩ／孔 １ ｌｈ

封闭脱脂奶粉 ３００叫／孔 １２ｈ

洗涤 ＰＢ ＳＴ ３０〇
ｔ
ｉｌ／？ｌ １－

一

抗单克隆抗体 １ ００＾１／孔 １ ｌｈ

洗涤 ＰＢＳＴ ３ ００
ｊ
ｉ ｌ／？Ｌ ５－

二抗ＨＲＰ羊抗鼠ＩｇＧ ／ＩｇＭ １ ００
ｊ
ｉ ｌ／？Ｌ １ ｌ ｈ

洗漆 ＰＢ ＳＴ ３ ００＃孔 ５－

显色 ＴＭＢ １ ００
｜

ｉｌ／孔 １ ５ｍｉｎ

终止Ｈ２Ｓ〇４ ５０＾１／孔 １－

３ ．３ ． １ ． １ ２ 抗体中和活性评价

参考 ２０ １ ５ 年药典
“

肉毒毒素抗毒素效价测定法－小 鼠试验法
”

， 通过小 鼠中和实验

对纯化的抗体进行中和活性初测 ， 以判断各抗体是否具有鉴定中和效价的必要 。 每组 ２

只小鼠 ， 小 鼠毒素量为 １ ０ＬＤ ５。／只 ， 抗体设置不同浓度梯度进行攻毒实验 ， 将配置适宜浓

度抗体与毒素体外混合 ４５ｍｉｎ 后 ， 以 ０ ．５ｍＬ／只 的体积腹腔注射 ， ９６ｈ 观察小 鼠生存情况 ，

ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ９ 软件绘制生存曲线 。

３ ．３ ．２ 噬菌体展示技术

３ ．３ ．２ ． １ 抗体库一轮固相筛选

噬菌体抗体库 由军事医学研究院生物工程研究所杜鹏老师惠赠 （共 ２ 种 ） 。 抗体库

的固相筛选通过 ＥＬＩＳＡ 的实验方法完成 。 筛选过程经历 ３ 轮 ， 选用亲水性免疫管包被适

量底物抗原 ＢｏＮＴ／ＦＬＨｎ（包被的抗原量随筛选次数的增加而适当下调 ） ， 首次包被浓度

为 ２０
ｇｇ／ｍＬ 缓冲液使用 ＰＢＳ ，４

°

Ｃ包被过夜 。

第二 日封闭液选用 ２％ＢＳＡ 的 ＰＢＳ（也可另选用 ０ ．２％ 酸水解酪蛋 白或含 ２ ．５％ 脱

脂奶粉的 ＰＢＳ 交替封闭 ） ， ３ ７

°

Ｃ封闭 ｌ ｈ 。 同时配制总体积为 ｌ ｍＬ 含抗体库 、 封闭剂及

０ ． １ ％（ ｖ／ｖ ）Ｔｗｅｅｎ２０ 的 ＰＢＳ 溶液于同样条件下封闭 （抗体库投入量要求达到有效库容

量的 ５０ 倍以上 ， 投入体积不小于 ５０
＊库容量 ＊

１ ０ ／库滴度 。 当天在 ＬＢ 培养基琼脂平板划

板培养大肠杆菌 ＸＬ ｌ
－Ｂ ｌｕｅ ， ３ ７

°

Ｃ过夜培养 。

封闭完成后弃免疫管中封闭液 ， 将同时封闭 的噬菌体抗体库全部加至兔疫管中 ， ４
°

Ｃ

结合过夜 （ ＞ １ ８ ｈ 或 ３ ７

°

Ｃ预封闭 ｌ ｈ 或室温 ２ ｈ ） ， 具体条件根据实验情况酌情选择 。 前

日 的划线平板 ４
°

Ｃ放置 ， 当晚挑划线平板中单克隆菌 ＸＬ ｌ
－Ｂ ｌｕｅ 于 ＬＢ 培养基中 ３ ７

°

Ｃ培养

３ ６
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过夜 。

次 日 ， 用 ＰＢ ＳＴ （ ０ ． １％Ｔｗｅｅｎ２０ 的 ＰＢ Ｓ 溶液 ） 洗涤 １ ０
－

１ ５ 次 ， ＰＢ Ｓ 洗涤 ５
－

１ ０ 次 ， ５

ｍ ｉｎ／次 ， 分别记录洗漆总体积和洗潘总时 间 （第
一

轮洗漆强度可不必太大 ， 根据后续产

出适当对洗涤强度进行调整 ） 。 洗涤时可准备 ２ ｘＹＴ－ＣＴＧ 的 固体培养板 。

洗脱使用 １ｍＬ ｐＨ 为 ２ ．２ 的 ０ ． １ＭＨＣ ｌ
－Ｇ ｌ

ｙｃ
ｉｎｅ（盐酸甘氨酸缓冲液 ） ， 室温摇动 ４００

ｒｐｍ
＊

１ ０ ｍ ｉｎ 洗脱 ， 洗脱完毕后洗脱液移入 ５ ０ ｍＬ 离心管 ， ｌ ＯＯ ｐＬ ＩＭ Ｔｒｉ ｓ 溶液 中和 ， 至

ｐＨ ７ ．４ 。 前 日 试管培养的 ＸＬ ｌ
－Ｂ ｌｕｅ 以 １ ：１ ０ 的 比例转接过夜菌 ， 以 ３ ７

°

Ｃ 、 ２００ ｒｐｍ 的条

件培养至 ＯＤ６ （Ｋ ）

＝

０ ． ５
－

１ ． ０ 备用 。 洗脱后直接利用准备好的 ＸＬ ｌ
－Ｂ ｌｕｅ 室温静置 ３ ０ｍ ｉｎ 以感

染嗤菌体 。 同时 ， 向前述离心管中加入 １ ８ｍＬ 的菌液 ， 混句后室温静置感染 ３ ０ｍ ｉｎ 。 感

染后将免疫管及离心管转入 ３ ７

°

Ｃ 、 １ ５ ０ ｒｐｍ 培养 １ｈ 。

计时结束 ， 将免疫管 中菌液混至离心管 中 ， 混匀后取 １％及 ０ ． １％体积涂布于准备好

的培养板中 ， ３ ７

°

Ｃ过夜培养计算产率 。 剩余菌液浓缩后 同涂布至平板 中扩大培养 。

次 日 ， 将扩大培养 的菌落用涂布棒刮 下 ， 取
一

定体积至 １ ５ ０ｍＬ 的 ２ ｘＹＴ－ＣＴＧ 培养

基 中培养至 ＯＤ ６Ｑ Ｑ 约 ０ ． ７（菌密度按照 ２ ｘ ｌ 〇ＶｍＬ ） ， 剩余菌液甘油保存至－２０

°

Ｃ 。 将培养

好的菌液按感染复数 ＭＯ Ｉ
＝

５ ０ 加入辅助噬菌体 Ｍ １ ３Ｋ０ ７ ， 混匀 后室温超感染 ３ ０ ｍ ｉｎ ， 结

束后于 ３ ７

°

Ｃ 、 １ ５ ０ｒｐｍ 培养 １ｈ
；
３ ６０ ０ｒｐｍ

＊
１ ０ｍ ｉｎ 离心收集细菌 ， 重悬于 １ ５ ０ｍＬ２ ｘＹＴ－ＣＴＫ

培养基 ， 混匀后分成 ３ 等份 ， 分别加入 ７ ． ５
ｐＬ１ＭＩＰＴＧ 至终浓度为 ０ ． １ ５ｍＭ ，

６２５
ｐＬ２０％

葡萄糖至终浓度 ０ ． ２５％ ， 最后
一

组不加葡萄糖和 ＩＰＴＧ 。 三份均于 ３ ＣＴＣ ，２ ００ｒｐｍ 培养过

夜 （ １ ０－

１ ２ ｈ ） 。

第二天使用落地离心机 ８０００ｒｐｍ
＊
５

－

１ ０ｍ ｉｎ 离心 回收噬菌体上清 ， 加入 １ ／４ 体积的高

压后 的 ＰＥＧ８ ０００ ， 混匀后置于冰上至少 ２ｈ
；８０００ｒｐｍ

＊
３ ０ －４５ｍ ｉｎ 离心 ， 弃上清 ， 回收沉

淀 。 将其重悬于 ２ －

３ｍＬ ＰＢ Ｓ ， ０ ． ４５
ｎｍ 滤膜过滤除菌 ， 并加入终浓度 ０ ． ５％酸水解酪蛋 白

（ 与下
一

轮筛选的封闭剂
一

致 ） 。 取少量测滴度 ， 剩余 －２０

°

Ｃ冻存备用 。

滴度测定需取 ５
ｐＬ 待测噬菌体上清 ， 稀释至 ４９５

ｐＬ 培养基 中 ， 混匀后取 ５
ｐＬ 照此

步骤共稀释三次 ； 完成后取 ５ ０
ｐＬ 稀释至 ４５ ０

ｐＬ 培养基中 ， 同样流程稀释三次 。 将 ５ 、 ６

两个稀释梯度所对应的 ＥＰ 管 中加入等体积处于对数生长期 的 ＸＬ ｌ
－Ｂ ｌ ｕｅ（提前准备 ） ，

混匀 后室温感染 ３ ０ｍ ｉｎ ， ３ ７

°

Ｃ１ ５ ０ｒｐｍ 培养 １ｈ ， 各取 ２０ ０
ｎＬ 涂布于 ２ ｘＹＴ－ＣＴＧ 及

２ ｘＹＴ－ＴＫＧ 固体培养板中 ， ３ ７

°

Ｃ培养过夜 ， 菌落计数并估算滴度 。

３ ． ３ ．２ ．２ 抗体库二轮固相筛选

噬菌体抗体库二轮固相筛选流程与第
一

轮操作近乎相 同 ， 但抗原量减半 ， 且包被后

封闭液的选择要 区别于第
一

轮筛选 。 待封闭后需加入噬菌体库时 ， 要根据第
一

轮筛选的

结果计算二轮噬菌体投入量 （投入量需保证达到产 出估算值的 ５ ０ 倍以上 ） 。 后续操作 同

３ ． ３ ． ２ ． １ 。

３ ． ３ ．２ ． ３ 抗体库三轮固相筛选

噬菌体抗体库三轮固相筛选原则 同前两轮 。 待洗脱感染计数后 ， 剩余菌液 ４
°

Ｃ放置 。

３ ７
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第二 日 复苏后 ， 根据产 出结果 ， 取适量涂板 ， 用于单克隆鉴定 ， 剩余部分全部涂板 ， 扩

大培养后 ４
°

Ｃ保存备用 （视单克隆鉴定结果决定是否进行第四轮筛选 ） 。

３ ．３ ．２ ．４ 睡菌体单克隆呈现

取足够数量的无菌 ９６ 孔深孔板 ， ２００ ＾１７孔加入 ２ ｘＹＴ－ＣＴＧ 培养基 ， 从用于单克隆

鉴定的平板中挑取单克隆菌落 ， ３ ７

°

Ｃ 、 ２２０ ｒｐｍ 培养过夜至饱和 。 另取同等数量的 ％ 孔

深孔板 ， 按 ３６０
ｐＬ／孔加入 ２ ｘＹＴ－ＣＴ 培养基 ， 将前期培养至饱和的菌液按 ４０

ｐ
Ｌ／孔转接至

新板中 ， ３ ７

°

Ｃ 、 ２２０ ｒｐｍ 培养至 ＯＤｅｏｏ约 ０ ． ７ 。 无菌环境 内按感染复数 ＭＯＩ
＝
５０ 加入辅助

噬菌体 Ｍ １ ３Ｋ０７
， 室温静置 ４５ ｍｉｎ ， 然后转入 ３ ７

°

Ｃ 、 １ ５０ ｒｐｍ 培养 ｌ ｈ 。

随后诱导表达 ， ２００
ｐＬ／孔加入含卡那抗生素及 ＩＰＴＧ 的 ２ ｘＹＴ－ＣＴ 培养基 （卡那终浓

度 ５０ ？１§／１１１１＾ 正丁０ 终浓度 ０ ． １ ５ １？１＾［ ） 。 ３０

°

（： ， ２００ 印１１１ 培养 １ ２ １１ 。 另配制含 ２０ ％脱脂

奶粉和 ０ ． ８％Ｔｗｅｅｎ２０ 的 ＰＢＳＴ 牛奶母液 ， 按 １ ００ 叫／孔加入新的深孔板中 ， 前述过夜培

养的深孔板 ４０００ｒｐｍ
＊

１ ０ｍ ｉｎ 离心 ， ７００
［
ｉＬ／孔吸取上清加入新的深孔板中 ， ４８０ｒｐｍ 水平

摇床室温混合封闭 １
－２ｈ 。

３ ．３ ．２ ．５ 间接 ＥＬＩＳＡ 鉴定阳性克隆

与前述诱导当 日准备 ９６ 孔酶标板 ， 按照 ｌ ＯＯ ＾Ｌ／孔包被重组抗原 ， ｒｈＣＤ４７－ＧＦＰ－Ｈ ｉ ｓ

及 酪 蛋 白 ， 三 列
一

组 ，

一

抗 加 入封 闭 后 ３ ． ３ ．２ ．４ 中 的 菌 液 ，
二抗选 用 Ａｎｔｉ

－Ｍ １ ３

Ａｎｔｉｂｏｄｙ（
ＨＲＰ

） ，
ＭｏｕｓｅＭｏｎｏｃ ｌｏｎａｌ ， 根据说明书合适比例稀释 ， 操作步骤与 ３ ． ３ ． １ ．３ 完全

一

致。 结果以酶标仪读数 〇Ｄ４５０－ＯＤ６３０＞ ０ ．２ 吸光度值为阳性 ， 计算阳性率 。

３ ．３ ．２ ．６ 人源噬菌体库 ｓｃｆＶ序列调取

选择亲和力及特异性指标符合要求的阳性菌液送至公司测序 ， 获得人源噬菌体抗体

库中与 ＢｏＮＴ／ＦＬＨｎ 特异性结合的单链抗体序列 。

３ ．４ 实验结果与分析

３ ．４ ． １ 杂交癟技术

３ ．４ ． １ ． １ 动物免疫尾血效价检测

同 以常规免疫及快速免疫两种方式使用纯化所得重组抗原免疫小 鼠 ， 免疫效果 由 间

接 ＥＬＩＳＡ 法评价 。 该方法测定小 鼠尾血血清效价后 ， 计算 ｃｕｔｏｆｆ值 ， 选择符合该指标所

对应的血清稀释倍数作为选定免疫动物的依据 。 不同免疫方法所测定的小 鼠尾血效价如

图３
－

ｌ
（
ａ
）

，３
－

ｌ
（
ｂ
）

。

３８
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３Ｊ
—

２ ． ５

３ ０＋ ？

鼠：＿

： ． ５ ｍ ｓ
一

 Ｔ

Ｉ
： ：

－

［
：：Ｅ Ｉ

＾
ＺＨ２ Ｑ

ｉ
ｆ？ ，

＊ ？  １＾—」 ：：一容？— － ＞屬

６

Ｖ Ｖ ？／ ：，／ ， ， ／
＊／ＺＫ／

、
／

、
／

／
＊

ｍｍ  ｉｔ稀较涪数

（
ａ
） （

ｂ）

图 ３
－

１ 常规免疫及快速免疫小 鼠尾血效价检测

Ｆ ｉ ｇｕｒｅ３ －

１ｔａ ｉ ｌｂ ｌ ｏｏｄ ｔ ｉ ｔｅ ｒｏｆ ｒｏｕ ｔ ｉｎｅａｎｄｒａｐ
ｉ ｄ ｉｍｍｕｎ ｉ ｚａｔ ｉｏｎｍ ｉ ｃ ｅ

（ ａ ） 常规免疫小 鼠尾血效价检测 ；
（ ｂ ） 快速免疫小 鼠尾血效价检测

结果表明 ， 无论是常规免疫还是快速免疫中 的任意免疫方案 ， ＥＬ Ｉ ＳＡ 实验中 ， 当小

鼠血清稀释倍数为 １ ： ６４０００ 时 ， ｃｕｔ
－ｏｆｆ值＞２ ． １ 。 分别选用该稀释倍数效价最高的的 鼠 ２ 和

鼠 ３ 进行后续的细胞融合试验 。

３ ．４ ． １ ．２ 杂交瘤细胞融合及筛选

铺板培养近 ７ｄ 后 ， 融合的细胞增殖状态如 图 ３
－２ 。

麵Ｌｄ＾Ｓ

图 ３
－２ 显微镜 （ １ ００ ｘ １ ０ ） 观察细胞融合

Ｆ ｉｇｕｒｅ３
－２ｃｅ ｌ ｌｆｕｓ ｉ ｏｎｏｂ ｓ ｅｒｖｅｄｕｎ ｄｅ ｒａｍ ｉ ｃ ｒｏ ｓ ｃｏｐｅ（

１ ００ Ｘ １ ０
）

细胞融合后 ， 同样利用 间接 ＥＬＩ ＳＡ 法进行阳性细胞率的判定 ， 根据每个板的不 同情

况界定合适吸光度作为阳性临界值 。 最终 以 ｃｕｔｏｆｆ 
＞２ ． １ ， 临界值为指标 ， 汇总前期所得

细胞融合率 ， 计算结果分别见下表 ３
－

１ 、 ３
－２ 。

表 ３ －

１ 常规免疫杂交瘤细胞融合率及阳性率

Ｔａｂ ｌ ｅ３ －

１ｆｕｓ ｉｏｎｒａｔｅａｎｄ
ｐｏ ｓ ｉ ｔ ｉｖｅｒａ ｔｅｏｆ ｒｏｕ ｔ ｉ ｎｅ ｉｍｍ ｕｎｅｈｙｂ ｒ ｉ ｄｏｍ ａｃ ｅ ｌ ｌ ｓ

编号 融合率 阳性率

１ ９２ ． ７％
（
８ ９ ／９６

） ３ ７ ． １ ％
（
３ ３ ／８９

）

２ ９ ２ ． ７％
（
８ ９ ／９６

） ３ ７ ． １％
（
３ ３ ／８９

）

３ ９
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３ ９２ ．７％
（
８９ ／９６

） ２７ ．０％
（
２４／８９

）

４ ９４ ． ８％
（
９ １ ／９６

） １ ５ ．４％
（

１４ ／９ １
）

５ ９３ ． ８％
（
９０／９６

） ２ １ ． １％
（

１ ９／９０
）

６ ９８ ．０％
（
９４ ／９６

） １ ８ ． １％
（

１ ７ ／９４
）

７ ９６ ．９％
（
９３ ／９６

） １ ５ ． １％
（

１ ４／９３
）

８ ９６ ．９％
（
９３ ／９６

） １ ８ ．３％
（

１ ７／９３
）

９ ９８ ．０％
（
９４／９６

） １ ３ ． ８％
（

１ ３ ／９４
）

１ ０ ９８ ．０％
（
９４／９６

） １ ６ ．０％
（

１ ５／９４
）

合计 ９５ ．４２％
（
９ １ ６／９６０

） ２ １ ． ７２％
（

１ ９９／９ １ ６
）

表 ３ －２ 快速免疫杂交瘤细胞融合率及阳性率

Ｔａｂｌｅ ３ －２ｆｉｉｓ ｉｏｎｒａｔｅａｎｄ
ｐｏｓ

ｉｔ ｉｖｅ ｒａｔｅｏｆ ｒａｐ
ｉｄｉｍｍｕｎｅ ｈｙｂｒｉｄｏｍａ ｃｅ ｌ ｌｓ

编号融合率 阳性率

１ １ ５ ．６％
（

１ ５ ／９６
） ８０ ．０％

（
１ ２／ １ ５

）

２ １ ９ ． ８％
（

１ ９ ／９６
） ３６ ． ８％

（
７／ １ ９

）

３ ２６ ．０％
（
２５／９６

） ８０ ．０％
（
２０／２５

）

４ １ ５ ．６％
（

１ ５ ／９６
） １ ００ ．０％

（
１ ５／ １ ５

）

５ ２ １ ．９％
（
２ １ ／９６

） １ ００ ． ０％
（
２ １ ／２ １

）

６ １ ６ ． ７％
（

１ ６／９６
） ８ ７ ． ５％

（
１ ４／ １ ６

）

７ １ ９ ．８％
（

１ ９／９６
） ７８ ．９％

（
１ ５／ １ ９

）

８ ２ １ ．９％
（
２ １ ／９６

） ５ ７ ． １％
（

１ ２ ／２ １
）

９ １ ６ ． ７％
（

１ ６／９６
） ８ １ ．３％

（
１ ３／ １ ６

）

１ ０ １ ４ ．６％
（

１ ４／９６
） １ ００ ．０％

（
１ ７／ １ ７

）

４０
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合计 １ ８ ．９％（
１ ８ １ ／９６０

） ７９ ．３ ５％
（

１ ４６／ １ ８４
）

杂交瘤细胞的融合率的指标很大程度上是 由原始细胞量决定的 ， 在取出小 鼠脾脏时

发现 ， 常规免疫及快速免疫过后小 鼠的脾脏大小存在较大差异 。 由此 ， 原始细胞量的差

异也就导致了常规免疫的细胞融合率远大于快速免疫融合率的结果 。 阳性率同理 ， 参看

细胞总融合的基数 ， 乃至细胞融合率的差异 ， 快速免疫阳性率指标优于常规免疫 。

该结果也进
一

步反应了不同免疫方式的免疫效果差异 。 其中 ， 常规免疫免疫周期长 ，

抗原使用量大 ， 细胞融合率高 ， 阳性细胞多 。 而快速免疫免周期短 ， 抗原使用量小 ， 细

胞基数小从而导致细胞融合率低 ， 但并不排除存在高指标抗体的可能 。 综上 ， 免疫方式

可以根据需求的不同合理选择 。

３ ．４ ． １  ＿３ 细胞亚型鉴定及上清效价检测

阳性细胞扩大培养后留取细胞上清用于亚型鉴定及上清效价检测 。 亚型鉴定借 由苏

州博奥龙免疫技术公司抗体亚型鉴定试剂盒完成 ， 上清效价检测方法同上 ３ ． ３ ． １ ． １ ， 所得

结果汇总如表 ３
－

３ 、 表 ３
－４ 。

表 ３
－

３ 常规免疫细胞上清效价及亚型测定

Ｔａｂ ｌｅ３ －３ｄｅｔｅｒｍ ｉｎａｔ ｉｏｎｏｆ ｔｉｔｅｒａｎｄｓｕｂｔｙｐｅｏｆ ｒｏｕｔｉｎｅ ｉｍｍｕｎｅｃｅ ｌ ｌｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ

抗体编号 １Ｄ２ １ Ｄ６ １Ｆ９２Ｃ １ １３Ｅ３

效价 １ ０
２ １ ０

６ １ ０
３ １ ０

５ １ ０
６

亚型 ＩｇＧ２ｂ／Ｋ ＩｇＧ ｌ ／ｉｃ Ｉｇ２ｂ／Ｋ ＩｇＭ／ｉｃ ＩｇＧ ｌ ／Ｋ

表 ３
－４ 快速免疫细胞上清效价及亚型测定

Ｔａｂ ｌｅ３ －４ｄｅｔｅｒｍ ｉｎａｔｉｏｎｏｆ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ｔ ｉ ｔｅｒｓａｎｄｓｕｂｔｙｐｅｓｏｆ ｒａｐ ｉｄｉｍｍｕｎｅｃｅ ｌ ｌｓ

抗体编号 １ Ｆ８ １Ｇ １ １２Ｄ３ ５Ｂ ７ １ ０Ｆ６

效价 １ ０
２ １ ０

１ １０
４ １ ０

１ １ ０
１

亚型 ＩｇＭ／Ｋ ＩｇＭ／Ｋ ＩｇＧ ｌ ／Ｋ ＩｇＭ／Ｋ ＩｇＭ／Ｋ

通过结果分析可得 ， 两种不同免疫方式筛得抗体的亚型可能存在
一

定的差异性 。 常

规免疫中 ， 筛得的抗体亚型更多为 ＩｇＧ 型 ， 另 ， 快速免疫中获得的抗体亚型以 ＩｇＭ 居多 。

分析可能与免疫周期有关 ， ＩｇＭ 为抗原免疫首先产生的抗体类型 ， 所以快速免疫获得 ＩｇＭ

抗体的概率相对较大 ， 常规免疫产生 ＩｇＧ 抗体同理。

３ ．４ ． １ ．４ 可变区序列调取

提取所培养杂交瘤细胞 ＲＮＡ ， 反转录成 ｃＤＮＡ 后 ， 利用通用 引物进行聚合酶链式反

应 ， 产物回收连接至 Ｔ 载体测序 ， 经由 Ｉｇｂ ｌａｓｔＴｏｏｌ 分析后可得单克隆抗体的可变区轻重

链序列 ， 汇总见下表 ３
－

５ 、 ３
－６ 。

４ １
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表 ３ －５ 常规免疫抗体可变区序列分析

Ｔａｂｌｅ３ －５ｓｅｑｕｅｎｃｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｖａｒｉａｂｌｅｒｅｇｉｏｎｏｆ ｒｏｕｔ ｉｎｅｉｍｍｕｎｅａｎｔｉｂｏｄｙ

ＣＤＲ 区氨基酸数 ＣＤＲ３ 氨基酸序

抗体编号 抗体调取Ｖ－Ｌ／Ｈ 基因 同源性 ＣＤＲ３ 区序列 －Ｌ

？Ｌ 列 －Ｌ

ＣＡＧＣＡＡＡＧＴＧ

ＩＧＫＶ３
＿

５
＊
０ １９８

１Ｄ２Ｖ／
－－ １ ０

，
３

，
６ＡＴＧＡＣＧＡＴＣＣＱＱＳＤＤＤＰＹＴ

．６％
 （
２９２／２９６

）

ＧＴＡＣＡＣＧ

ＩＧＨＶ １
－

７６
＊
０ １

ＩＧＫＶＭ  １ ０
＊
０ １ ＴＣＴＣＡＡＡＧＴＡ

ＩＧＨＶ １ Ｓ １ ３２
＊
０ １

１Ｄ６ ＾ＩＮ９９ ． ７％
（
２９８／２９９ １ １

，
３

，
７ＣＡＣＡＴＧＴＴＣＣＳＱＳＴＨＶＰＴ

９０ ． ８％
 （
２６６／２９

） ＧＡＣＧ

３
）

ＩＧＨＶ １ Ｓ １ ３ ２
＊
０ １ ＣＡＧＣＡＣＡＴＴＡ

ＩＧＫＶ３－ １ ２
＊
０ １９

１ Ｆ９Ｖ／Ｖ ９ １ ． １％
 （
２６７ ／２９ １ ０

，
３

，
６ＧＧＧＡＧＣＴＴＡＣＱＨＩＲＥＬＴＲ

８ ． ０％
（
２８８／２９４

）

３
） ＡＣＧ

ＩＧｋＶ３
－

１ ２
＊
０ １ＩＧＨＶ３

－

８
＊
０２ ＣＡＧＣＡＣＡＴＴＡ

２Ｃ １ １Ｖ／Ｖ９７ ． ６％
（
２８７ ／２９４９９ ． ３％

（
２８９／２９ １ ０

，
３

，
６ＧＧＧＡＧＣＴＴＡＣＱＨＩＲＥＬＴＲ

） １
） ＡＣＧ

ＩＧｋＶ３ －

１ ２
＊
０ １ ＩＧＨＶ １ ４－３

＊
０２ ＣＡＧＣＡＣＡＴＴＡ

３Ｅ３Ｖ／Ｖ９８ ． ３％
（
２８９／２９９ ７ ．２％

（
２８２／２９ １ ０

，
３

，
８ＧＧＧＡＧＣＴＴＡＣＱＨＩＲＥＬＴＲ

４
） ０

）ＡＣＧ

表 ３ －６ 常规免疫抗体可变区序列分析

Ｔａｂ ｌｅ３ －６ｓｅｑｕｅｎｃｅａｎａｌｙｓ ｉｓｏｆ ｖａｒｉａｂ ｌｅｒｅｇｉｏｎ ｏｆ ｒｏｕｔｉｎｅｉｍｍｕｎｅａｎｔｉｂｏｄｙ

ＣＤＲ 区氨基酸数 ＣＤＲ３ 氨基酸序

抗体编号 抗体调取Ｖ＿Ｌ／Ｈ 基因同源性 ＣＤＲ３ 区序列 －Ｌ

■Ｌ 列 －Ｌ

ＩＧｋＶ３ －

１ ２
＊
０ １ ＩＧＨＶ １ ４－１

＊
０２ ＣＡＧＣＡＣＡＴＴＡ

１ Ｆ８Ｖ／Ｖ ９８ ． ３％ １ ００％ １ ０
，
３

，
８ＧＧＧＡＧＣＴＴＡＣＱＨＩＲＥＬＴＲ

（
２８９／２９４

） （
２８９／２８９

） ＡＣＧＴ

４２
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ＩＧｋＶ３
－

１ ２
＊
０ １ ＣＡＧＣＡＣＡＴＴＡ

１ Ｇ １ １ ９ ８ ． ３％－ １ ０３ ，
８ＧＧＧＡＧＣＴＴＡＣＱＨ ＩＲＥＬＴＲ

（
２ ８９ ／２９４

） ＡＣＧ

ＩＧｋＶ３
－

１ ２
＊
０ １ ＩＧＨＶ ２

－

４
－

ｌ

＊
０ １ ＣＡＧＣＡＣＡＴＴＡ

２Ｄ３Ｖ／Ｖ ９８ ． ３％ ９ ５ ． ９％ １ ０
，
３ ． ８ＧＧＧＡＧＣＴＴＡＣＱＨ ＩＲＥＬＴＲ

（
２ ８９／２９４

） （
２ ８ １ ／２９３

）ＡＣＧ

ＩＧＫＶ４
－

５ ７
＊
０ １ ＩＧＨＶ １ ４

－

１

＊
０ ２ ＣＡＧＣＡＡＡＧＧＡ

５Ｂ ７Ｖ／Ｖ １ ００ ． ０％ １ ００ ． ０％ ５
，
３

，
９ＧＴＡＧＴＴＡＣＣＣＱＱＲＳＳＹＰＹＴ

（
２ ８ １ ／２ ８ １

） （
２ ８９ ／２８９

） ＧＴＡＣＡＣＧ

ＩＧｋＶ ３ －

１ ２
＊
０ １ ＣＡＧＣＡＣＡＴＴＡ

１ ０Ｆ６Ｖ／
－ ９８ ． ３％－ １ ０

？
３

，
ＢＧＧＧＡＧＣＴＴＡＣＱＨ ＩＲＥＬＴＲ

（
２８９／２９４

） ＡＣＧＴ

比对结果可得 ， １ ０ 株细胞中有 ７ 株细胞能够完整调取轻重链可变区序列 。 其中常规

免疫及快速免疫所得抗体轻链具有极高同源性 ， 另 ， 仅有 １ 株与 ＩＧＫＶ４ －

５ ７
＊
０ １ 序列 １ ００％

一

致 。 重链可变区序列存在较大差异 。

３ ．４ ． １ ． ５ 抗体纯度鉴定

利用 ＳＤ Ｓ －ＰＡＧＥ 电泳结合 Ｇｅ ｌ

－

ｐ ｒｏ３ ２ 软件进行分析 ， 现将纯化所得全部 １ ０ 株抗体纯

度分析如 图 ３
－

３ 、 ３
－４ 所示 。

ｋＤ ａＭ Ｉ Ｄ２ ｋ Ｄ ａＭ ｌ 〇ｒ，

 ｋＤ ａ
Ｍ的Ｍ２Ｃ ． １ ｋ〇 ３Ｍ３ Ｅ ３

１ １ ６ ０ ｉ ｉ ６ ．〇 １ １ ６ ０ ３ １ ６ ． ０

６６ － ２ ６６ ． ２ ６６ ． ２
６６ ２ ６６ ２

？ ？〇 ４ ５ ．０
＾

 ４ ５ ．０ ４ ５ ０？ ？０

３５ ０ ３ ５ ＊０ ３ Ｓ ． ０ ３５ ０ ３ Ｓ Ｊ０

２Ｓ ０ ｎ？＿ ？ ？細 ■
？

 〇 ｃ
ｎ

． ｎ— ２ Ｓ Ｄ一

＾
…

３一

＇ ＇
—

 ｇ
－

１４ ４—

１ ４ ． ４ ］ ４ 
４ １ ４ －

４ １ ４ ４

（ａ ） （ ｂ ） （ ｃ ） （
ｄ

） （
ｅ

）

图 ３
－

３ 常规免疫单克隆抗体纯度鉴定

Ｆ ｉ

ｇ
ｕｒｅ３

－

３ｐ
ｕ ｒ ｉ ｔ

ｙ
ｉ ｄｅｎ ｔ ｉ ｆｉｃａ ｔ ｉｏｎｏｆ ｒｏｕ ｔ ｉ ｎｅ ｉｍｍ ｕ ｎ ｉ ｚｅｄｍ ｏｎｏｃ ｌｏｎａ ｌａｎ ｔ ｉ ｂｏｄｙ

（ ａ ） １ Ｄ２ 纯度鉴定 ；
（ ｂ ） １ Ｄ６ 纯度鉴定 ；

（ ｃ ） １ Ｆ９ 纯度鉴定 ；
（ ｄ ）２Ｃ １ １ 纯度鉴定 ；

（ ｅ ）３Ｅ３ 纯

度鉴定

４ ３
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伽Ｍ１Ｆ８＾
－Ｍ Ｉ Ｇ １ １

 ｋ Ｄａ
Ｍ２Ｄ３ ｉ ｃＤ ａＭ５Ｂ７ ｋＤａ

Ｍ １ ＜Ｆ ６

Ｈ ６ ．０ １ １ ６ ．０ １ １６ ０
１ １６ ０ １ １６ ．０

Ｓ ６ ． ２ ５ Ｓ ． ２ Ｓ ６ ＿２
６５ ２ ％

 ６ ６ ． ２

４ ５ ．０ ４ ５ ．０ ４ ５ ．０
４ ５ ０ ４ ５ ． ０

３ ５ ． ０ ３ ５ ．０ ３ ５ ．０ ３ ５ ０ Ｂ ５ ０

２ ５ ．０ ２５ ０ ２ ５ ＊０ ２ ５ ． ０ ２ ５ ．
０

？

１ ８ ．
４ １ ８ ４ ｉ Ｓ ４ １８ ４ １ ８ ４

１ ４ ．４ １４ ．
４ １ ４ ．４ １４ ４ １ ４ ．

４

（
ａ
） （

ｂ
） （

ｃ
） （

ｄ
） （

ｅ
）

图 ３ －４ 快速免疫单克隆抗体纯度鉴定

Ｆ ｉ ｇｕｒｅ３
－４ｐｕｒ ｉ ｔｙ

ｉ ｄ ｅｎ ｔ ｉｆｉ ｃａｔ ｉｏｎｏｆ ｒａｐ
ｉ ｄ ｉｍｍｕｎ ｉｚａｔ ｉ ｏｎｍｏｎｏｃ ｌｏｎａ ｌａｎ ｔ ｉ ｂｏｄｙ

（ ａ ） １ Ｆ ８ 纯度鉴定 ；
（ ｂ ） １ Ｇ １ １ 纯度鉴定 ；

（ ｃ ） ２Ｄ３ 纯度鉴定 ；
（ ｄ ） ５Ｂ ７ 纯度鉴定 ；

（ ｅ ） １ ０Ｆ６ 纯

度鉴定

纯化的全部抗体中 ， 两种不 同免疫方式 中 的 ＩｇＭ 分别是 由 Ｉ
ｇＭＰｕ ｒ ｉｆｉ ｃａｔ ｉｏｎＨＰ 柱及

Ｐ ｒｏ ｔｅ ｉｎＬＨＰ 柱纯化所得 。实验发现 ， ＩｇＭＰｕｒ ｉｆｉ ｃａｔ ｉ ｏｎＨＰ 柱对 ＩｇＭ 的纯化作用优于 Ｐｒｏ ｔｅ ｉｎ

ＬＨＰ 柱 ， 尤其在二次洗脱过程中可获得相较于
一

次洗脱的 目 的抗体纯度更高的洗脱液 。

另 ， Ｐｒｏ ｔｄｎ Ｌ ＨＰ 柱纯化过程中 ， 原抗体损耗大 ， 获得抗体总量较少 ， 对后续其生物活性

评价的实验设计产生了
一

定影响 。

其 中 ， Ｐ ｒｏ ｔｅ ｉｎ Ｌ ＨＰ 柱的结合原理即结合抗体的 ｋ亚型 的轻链 ， Ｉ
ｇ
Ｍ Ｐｕｒ ｉ ｆｉ ｃａｔ ｉｏｎ ＨＰ 柱

的纯化原理则是其预装柱包装有亲硫吸附介质 ， 可高水平回收活性的 ＩｇＭ 以完成抗体的

纯化 。 整体而言 ， Ｐｒｏｔｅ ｉｎＧＨＰ 柱对抗体的纯化作用是远胜于另两种层析柱的 ， ＩｇＧ 获得

总量客观 ， 且抗体纯度也己经达到后续评价抗体的指标要求 。

３ ．４ ． １ ．６ 抗体定量及保存

１ ０ 株纯化所得单克隆抗体定量操作方法同 ３ ． ３ ． １ ． ８ ， 后分装冻干保存 。 抗体定量后得

抗体总量数据汇总至下表 ３
－

７ 。

表 ３ －

７ 常规免疫及快速免疫抗体总量

Ｔａｂ ｌ ｅ３
－７ｔｏ ｔａ ｌａｍｏｕ ｎ ｔ ｏｆ ｒｏｕｔ ｉｎｅａｎ ｄｒａｐ

ｉ ｄ ｉｍｍ ｕｎ ｉ ｚａ ｔ ｉｏｎａｎ ｔ ｉｂｏｄ ｉ ｅ ｓ

抗体编号 １ Ｄ２ １ Ｄ６ １ Ｆ９２Ｃ １ １ ３Ｅ３

总量 （
ｍｇ） ３ ０ ． ９ ５ ４ ７ ． ６ ８９ ． ２ ７ ３ ７ ． ９ ５ ２９ ． ５ ３

抗体编号 １ Ｆ ８ １ Ｇ １ １ ２Ｄ ３ ５Ｂ ７ １ ０Ｆ６

总量 （
ｍｇ） ２ ． １ ３ １ ． ８４ ３ ８ ．９２ １ ． ５２２ ． ９ ８

综上 ， ＩｇＭ 亚型抗体得率相较 Ｉ
ｇＧ 低 ， 且纯化流程相对繁琐 。 但所获得抗体量足 以

完成单株抗体的生物学活性评价工作 。 另体 内诱生法抗体获得总量与杂交瘤细胞分泌及

增殖性质有关 ， 该性质会影响 小 鼠最终的腹水产 出 ， 从而导致抗体制备总量在注射细胞

量近似相 同时存在较大差异 。

４４
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３ ．４ ． １ ． ７ 抗体 Ｗｅｓ ｔｅｒｎＢ ｌｏ ｔ 构象鉴定

通过 ＷｅｓｔｅｒｎＢ ｌｏ ｔ 法对 １ ０ 种抗体的构象类型进行鉴定 ， ＢｏＮＴ／ＦＬＨｎ 作为样品 ， 电泳

后转膜 ， 经
一

抗二抗先后孵育后显影 。 结果图 ３
－

５ 提示 １ ０ 株抗体中存在 ２ 株抗体构象为

线性构象 。

＾ＭＩＤ６＾Ｍ３Ｅ３

２？０－ －

ｔ  ｒ ｉＭ

ｍｍｍｍ Ｉ ５ｎ＿ＨＭ ？

＾＾ｍｍ

你  －

ｖ
—

ｉ ｄ ｉ〇

？〇 Ｗ ？

（
ａ
） （

ｂ
）

图 ３
－

５ 快速免疫单克隆抗体纯度鉴定

Ｆ ｉｇｕｒｅ３
－

５ｐ
ｕｒ ｉ ｔｙ

ｉｄｅｎ ｔ ｉｆｉ ｃ ａｔ ｉ ｏｎｏｆ ｒａｐ
ｉｄ ｉｍｍｕｎ ｉ ｚａｔ ｉ ｏｎｍ ｏｎｏｃ ｌｏｎａ ｌａｎｔ ｉ ｂｏｄｙ

（ ａ ） １ Ｄ６ 构象鉴定 ；

（ ｂ ） ３Ｅ３ 构象鉴定

３ ．４ ． １ ． ８ 亲和力常数检测

非竞争 ＥＬ Ｉ ＳＡ 法测定抗体亲和力常数 ， ＳＰＳ Ｓ２６ 软件计算常数值 ， ＧｒａｐｈＰａｄＰ ｒｉ ｓｍ９

软件进行 曲线拟合后发现 ， 常规免疫所得抗体的亲和力常数按照顺序依次为 １ ． ０ ７ Ｘ １ ０ －

６

ｍｏ ｌ／Ｌ ， ７ ＿ ３ Ｘ １ ０
＿

９
ｍｏ ｌ／Ｌ ，３ ． １ Ｘ ｌ 〇

－

７

ｍｏ ｌ ／Ｌ ，８ ． ７ Ｘ ｌ 〇
－

８

ｍｏ ｌ／Ｌ ， １ ． ３ Ｘ ｌ 〇
－

７

ｍｏ ｌ／Ｌ 。 其中 ， 以１ Ｄ ６

抗体亲和力指标最高 ， 与抗原的亲和力常数达到 了ｎｍｏ ｌ ／Ｌ 水平 。

４
－

１ ３
－

１

５？２ ． ５ ５

３
－

＾
１ ０＊５－

， 〇
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－
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－
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ｉ
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 Ｍ ｇ
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＜

＇

（

 ｆ
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ｇ
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３
＂

｜令 ５

（

：
多

Ｈ

０ｍ
 ｉ ｉ ｉ ｉ ｉ ｉ ｉ ｉ

－ ２．

１ ０ １－０ ＿５Ｕ
．
Ｕ （ １

．５ Ｉ ．Ｕ Ｉ Ｊ ？ ２ ． Ｕ

Ｌｏ？ Ｃ
（
 ｆ

ｉ

ｇ
／ｍ ｌ

） Ｌ ｏ
ｇ
Ｃ

（
 ｆ

ｉ

ｇ
／ ｎ ｉ ｌ

）

（
ｄ

） （
ｅ

）

图 ３
－

６ 常规免疫单克隆抗体亲和力常数检测

Ｆ ｉｇｕｒｅ３
－

６ａｆｉｎ ｉ ｔｙ
ｃｏｎ ｓ ｔａｎ ｔ ｄｅ ｔｅｃ ｔ ｉ ｏｎｏ ｆ ｒｏｕ ｔ ｉｎｅ ｉｍｍｕｎｅｍｏｎｏｃ ｌｏｎａ ｌａｎｔ ｉ ｂｏｄ ｉ ｅ ｓ

（ ａ ） １ Ｄ ２ 亲和力常数检测 ；
（ ｂ ） １ Ｄ６ 亲和力常数检测 ；

（ ｃ ） １ Ｆ９ 亲和力常数检测 ；
（ ｄ ）２Ｃ １ １ 亲和

４５
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力常数检测 ；
（ ｅ ）３Ｅ３ 亲和力常数检测

快速免疫所得抗体 的亲和 力 常数按照 顺序依次为 １ ． ９６Ｘ１ ０
４
ｍｏ ｌ／Ｌ ，５ ． ８ １Ｘ１ ０

４

ｍｏ ｌ ／Ｌ ，１ ． ６６ Ｘ ｌ 〇
－

８

ｍｏ ｌ／Ｌ ， ４ ． ７９ Ｘ ｌ 〇
－

７

ｍｏ ｌ ／Ｌ ，４ ． ７９ Ｘ ｌ 〇
＿

７

ｍｏ ｌ／Ｌ 。

ｌ ． Ｏ
－

ｉ

１ ． ２ ５ ０Ｊ １ ２ ５ ＊

ｔｒ％ 
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－
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图 ３ －

７ 快速免疫单克隆抗体亲和力常数检测

Ｆ ｉｇｕ ｒｅ３ －７ａｆｆｉｎ ｉ ｔｙ
ｃｏｎｓ ｔａｎｔ ｄ ｅ ｔｅｃ ｔ ｉ ｏｎｏｆ ｒａｐ ｉｄ ｉｍｍ ｕｎ ｉｚａｔ ｉｏｎｍｏｎｏｃ ｌ ｏｎａ ｌａｎ ｔ ｉ ｂｏｄｙ

（ ａ ）１ Ｆ ８ 亲和力常数检测 ；
（ ｂ ） １ Ｇ １ １ 亲和 力常数检测 ；

（ ｃ ）２Ｄ ３ 亲和力常数检测 ；
（ ｄ ） ５Ｂ ７ 亲和

力常数检测 ；
（ ｅ ） １ ０Ｆ６ 亲和力常数检测

综上 ， 相较于常规免疫 ， 快速免疫得到的抗体亲和力指标普遍偏低 。 亲和力指标与

抗体质量 、 免疫抗原量及周期有关 ， 常规免疫抗原量远高于快速免疫 ， 因此不难理解两

种免疫方式通过同种方法筛选得到的抗体亲和力存在数量级的差异 。

３ ．４ ． １ ． ９ 特异性鉴定

间接 ＥＬ Ｉ ＳＡ 法测定两种免疫方法所获得的各单抗对于除毒素 Ｆ 外的 Ａ 、 Ｂ 毒素的毒

性及跨膜结构域的特异性结果如下图 ３ －８ 。
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－
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３
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抗体 抗体
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图 ３
－

８ 单克隆抗体特异性

Ｆ ｉ

ｇｕｒｅ３ － ８ｍｏｎｏｃ ｌ ｏｎａ ｌａｎｔ ｉ ｂｏｄｙ
ｓｐｅｃ ｉｆｉ ｃ ｉ ｔｙ

（ ａ ） 常规免疫单克隆抗体特异性 ；
（ ｂ ） 快速免疫单克隆抗体特异性

４６
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由 图可得 ， 常规免疫抗体中 １ Ｄ６ 为特异性指标最高抗体 ， 相较于另
一

抗体 ３Ｅ３ ，３Ｅ３

的亲和力指标虽然可达 ｌ 〇
＿

８

ｍｏ ｌ／Ｌ ， 但其特异性不强 ， 若作为临床检测抗体开发 ， 其应用

性会受到限制 。 另快速免疫中属 ２Ｄ ３ 特异性指标高 ， 其余抗体的检测应用意义不大 。

３ ．４ ． １ ． １ ０ 中和活性评价

为判断所筛 鼠源单克隆抗体有无作为临床治疗性抗体的开发潜力 ， 分别将 １ ０ 株单克

隆抗体作 以 中和活性评价 ， 小 鼠生存 曲线如下图 ３
－９ 、 ３
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１ ０ 快速免疫单克隆抗体中和活性粗测
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Ｆ ｉｇｕｒｅ ３ －

１ ０ｃｒｕｄｅｎｅｕｔｒａｌｉｚａｔｉｏｎ ａｃｔｉｖｉｔｙ
ｏｆ ｒａｐ ｉｄｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎｍｏｎｏｃ ｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｙ

（ ａ ）１Ｆ８ 中和活性粗测 ；
（ ｂ ）１Ｇ １ １ 中和活性粗测 ；

（ ｃ ）２Ｄ３ 中和活性粗测 ；
（ ｄ ）５Ｂ７ 中和活性粗

测 ；
（ ｅ ）１ ０Ｆ６ 中和活性粗测

由 图 ３
－９

，
、 ３ －

１ ０ 可知 ， 全部 １ ０ 株抗体中 ， 暂无可开发作为中和抗体的潜在治疗型抗

体 。 但部分抗体如 １Ｄ６ ， 其亲和力及特异性指标仍有作为临床检测试剂的开发价值 。

３ ．４ ．２ 噬菌体展示技术

３Ａ２ ＿ １ 噬菌体抗体库的富集分析

由共三轮的计数板计算每
一

轮的产出量 ， 汇总抗体库的富集分析如下表 ３
－

８ 。

表 ３ －８ 噬菌体抗体库的富集分析
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ｉ ｓｏｆ
ｐｈａｇｅａｎｔｉｂｏｄｙ

ｌ ｉｂｒａｒｙ
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ｐ
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数
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３ １ ５ ｘ ｌ ０
１ ２２ ｘ ｌ ０
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？５
，
２２ ＞＜ １ ０

１ ３７ ．９ ８ ＞＜
１ ０

１ ２

每
一

轮的筛选大约可以使特异性噬菌体得到 １ ００－

１ ０００ 倍的富集 。 富集分析后直接进

̄

行单克隆的呈现与鉴定 。

３ ．４ ．２ ．２ 人源噬菌体库 ＳＣｆＶ序列调取

挑取 ３００ 个单克隆 ， 呈现后通过间接 ＥＬＩＳＡ 法进行阳性克隆的筛选 ， 同时计算阳性

率汇总于表 ３
－９ 。

表 ３
－９ 噬菌体单克隆阳性率

Ｔａｂ ｌｅ３ －９ｐｏｓｉｔ ｉｖｅｒａｔｅｓｏｆ
ｐｈａｇｅ ｍｏｎｏｃ ｌｏｎｅｓ

噬菌抗体题库 阳性率

１库 １ ．０４％

２库 ０ ．５２％

筛选完成后将所获得的 ９ 株阳性克隆直接进行序列测定 ， 测序结果经 Ｉｇｂ ｌａｓｔＴｏｏｌ 比

对后得到 ４ 株单链抗体轻重链序列可变区 ＣＤＲ３ 区汇总如下表 ３
－

１ ０ 。

表 ３
－

１ ０ 常规免疫抗体可变区序列分析

４８
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Ｆ２ －

１
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ＱＶＷＡＧＮＲＳＫＣ ＹＷＲＦＮＧＳＦＤＰ

ＧＣＣＧＣＧＧＡＴＡＡＣＧＧＣＣＴＧＧＧＴＡＴＧＧＧＧＴＧＴＡＴＣＧＧＧＡＴＴＴＣ

ＧＣＴＧ ＧＡＴＧＡＣ
Ｆ １

－２－Ｃ６

ＡＡＤＮＧＬＧＬＹＧＶＹＲＤＦＤＤ

ＣＡＧＧＴＧＴＧＧＧＡＴＧＡＣＡＡＣＡＣＡＴＴＣＴＧＴＴＴＴＴＣＧＧＧＴＴＣＣＴ

ＧＴＴＴＧＧＡＴＣＡＧ ＴＴＣＧＣＴＧＴＣ
Ｆ２－

１
－Ｂ５

ＱＶＷＤＤＮＳＬＤＱＨＳＶＦＲＶＰＦＡＶ

ＣＴＣＧＧＣＧＣＡＴＧＡＧＴＡＧＣＴＴＡＣＡＴＴＴＴＧＧＴＣＡＴＣＧＴＣＧＴＣＣＴ

ＧＧＡＴ ＴＴＣＧＣＴＴＡＣ
Ｆ２－

１
－Ｇ２

ＳＡＨＥ ．ＬＲＩＨＦＧＨＲＲＰＦＡＹ

通过人源噬菌体库库的筛选及呈现获得共计 ４ 株人源单链抗体 ， 其轻重链可变区的

序列 ， 可直接用于开发治疗或诊断 Ｆ 型肉毒毒素的小分子靶向制剂的
“

弹头
”

， 也可 以

利用其序列联合人源恒定区优化设计以制备全抗 ， 直接作为中和抗体的开发药物应用于

临床 。

３ ．５ 本章小结

本部分利用两种方式完成了ＢｏＮＴ／ＦＬＨｎ 鼠源及人源单链抗体的筛选 。 首先通过两种

免疫方式免疫动物 ， 通过尾血效价检测选择免疫效果最好的小 鼠用于进
一

步的细胞融合 。

继而经过 ＰＥＧ 的化学刺激及培养基成分的加压筛选培养出可以稳定增殖的杂交瘤细胞 ，

同时利用 间接 ＥＬＩＳＡ 法以杂交瘤细胞的培养上清与免疫抗原 ＢｏＮＴ／ＦＬＨｎ 的亲和力作为

筛选指标 ， 得到效价相对较高的稳定分泌抗体的杂交瘤细胞株 。 两种免疫方式各获得 ５

株 。 体内诱生制备腹水后 ， 根据抗体亚型选择不同的纯化柱完成抗体的纯化 。 其中 以 ＩｇＧ

亚型的抗体纯化优势较为明显 ， 另 ＩｇＭ 型除纯化流程相对复杂外 ， 抗体得率较少 。 将获

４９
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得的全部抗体定量并进行生物学指标的评价 。 其中各指标优异的抗体以常规免疫所得的

１Ｄ６ 较为突 出 ， 其抗体亚型为 ＩｇＧ 型 ， 易于纯化 ， 高特异性 ， 亲和力指标达 ｒｎｎｏｌ／Ｌ 水平 ，

为可开发应用于临床检测的潜在抗体 。

获得鼠源高指标单克隆抗体后 ， 同时利用噬菌体展示手段进行人源 ｓｃｆＶ抗体的直接

筛选 。 间接 ＥＬＩＳＡ 筛选 ３ 轮后 ， 通过不断地富集－扩增 －洗脱 ， 最终获得高亲和力及特异

性的人源单链抗体共 ４ 株 。 该人源抗体可通过后续的全抗构建用于临床治疗型抗体及检

测型抗体的开发 。

５０
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４ＢｏＮＴ／Ｆ 肉毒毒素双抗夹心 ＥＬＩＳＡ 检测方法的建立

４ ． １ 引言

本章 旨在完成杂交瘤技术所筛得的 鼠源单克隆抗体临床检测试剂开发的初步探宄 。

常规免疫获得的单克隆抗体中 １Ｄ６ 的亲和力可达到 ｎｍｏ ｌ／Ｌ 水平 ， 且高特异性 。 其免疫抗

原是 Ｆ 型毒素的 ＬＨｎ 结构域 ， 结合实验室前期针对毒素中 Ｈｅ 端结构域的抗体筛选所获

得的高指标 １Ｅ２Ｂ 单抗 ［
７７

】

， 借 由两抗体各靶向结合 Ｆ 型毒素中 的不同 区段的特点 ， 本章

节试建立双抗夹心 ＥＬＩＳＡ 检测方法以为开发在临床中检测并定性患者 Ｆ 型毒素中毒的试

剂盒奠定研宄基础 。

４ ．２ 实验材料

４ ．２ ． １ 实验仪器及材料

仪器及材料同 ３ ．２ ． １ ．２ 。

４ ．２ ．２ 实验试剂

试剂同 ３ ．２ ． １ ． ３ 。

４ ．２ ＿３ 溶液配制

溶液配制同 ３ ．２ ． １ ．４ 。

４ ．３ 实验方法

４ ．３ ． １？加 ＥＬＩＳＡ 检测双抗体？加系数

参考实验结果 ３ ．４ ． １ ． ８ ， １Ｄ６ 对筛选抗原 ＢｏＮＴ／ＦＬＨｎ 的亲和力常数指标可达到 ７ ． ３Ｘ

１ ０
＿

９
ｍｏｌ／Ｌ ， 另 １ Ｅ２Ｂ 对抗原 ＢｏＮＴ／ＦＨｃ 的亲和力可达 ５ ．２ Ｘ１ 〇

＿

８
ｍｏ ｌ／Ｌ 。 以 ＢｏＮＴ／Ｆ 底物抗

原 ， 确定相应饱和抗体浓度 ， 设计叠加 ＥＬＩＳＡ 实验以摸索并确定两抗体组合的叠加系数 ，

即 Ａ． Ｉ 值 。

实验设计如下 ： 通过预实验确定两抗体分别对应 ＢｏＮＴ／Ｆ 的饱和浓度 ， 以节约用量

为标准 ， 设计配对实验。 固定量底物抗原 ＢｏＮＴ／Ｆ 包板后 ， 分别 以 １Ｄ６ 、 １Ｅ２Ｂ 为
一

抗 ，

１ Ｅ２Ｂ 、 １Ｄ６ 为叠加
一

抗 ， １ Ｅ２Ｂ 、 １Ｄ６ 为
一

抗 ， １Ｄ６ 、 １ Ｅ２Ｂ 为叠加
一

抗进行实验 。 同时设

立非叠加组 、 阴性组 （无
一

抗 ， 以排除二抗与底物抗原的结合影响 ） ， 空 白组作对照 ，

设置三组平行实验 。 按照次序依次叠加抗体 ， 经酶标仪读数后 ， 根据结果计算 Ａ ． Ｉ 值 ，

其中 Ａ ｌ 、 Ａ２ 、 Ａ（ １＋２ ） 分别指代两抗体非叠加组的吸光度及叠加后的吸光度 。 具体操

作步骤如下表 ４－

１ 。

５ １
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Ａ（ ｌ ＋ ２）
－

Ａ １ ＋ Ａ２

 ？ ａｎ
－ ｓ

ＡＪ 
＝—－２—ｘ ｌ ＯＯ％ 

＝
（－

１ ） ｘ １ ００％

Ａ １ ＋ Ａ２ －
Ａ１±

Ａ２Ａ ｌ ＋ Ａ２

２

表 ４－

１ 叠加 ＥＬＩＳＡ 操作

Ｔａｂｌｅ４－

１ｓｕｐｅｒｉｍｐｏｓｅｄ ＥＬＩＳＡ ｏｐｅｒａｔｉｏｎｓ

步骤样品 体积次数时间

抗原 ＢｏＮＴ／Ｆ １ ０〇Ｈｌ／孔 １ ｌｈ

封闭脱脂奶粉 ３００＾１／孔 １ ２ｈ

洗涤 ＰＢ ＳＴ ３０〇ｎｌ／？Ｌ ４－

一

抗 １Ｄ６／ １ Ｅ２Ｂ １ ０〇Ｈｌ／孔 １ ｌ ｈ

洗涤 ＰＢＳＴ ３００＾１／？Ｌ ４－

叠加
一

抗 １Ｅ２Ｂ／ １Ｄ６ １ ０〇Ｈｌ／孔 １ ｌ ｈ

二抗ＨＲＰ羊抗鼠ＩｇＧ ｌ ＯＯｐｌ／孔 １ ｌ ｈ

洗涤 ＰＢ ＳＴ ３００＾？Ｌ ４－

显色 ＴＭＢ １ ０〇Ｈ ｌ／孔 １ ５ｍｉｎ

终止Ｈ２Ｓ〇４ ５０＾１／孔 １－

４ ＿３ ．２ 双抗夹心 ＥＬＩＳＡ 法建立

通过 Ａ． Ｉ 值验证两抗体的结合特异性后 ， 建立双抗夹心 ＥＬＩＳＡ 法 ， 选定 １Ｄ６ 为捕获

抗体 ， １Ｅ２Ｂ 为
一

抗进行实验操作 。确定捕获抗体及
一

抗浓度分别为 １
 （

ｘｇ／ｍＬ 及 ２ ．５
 ｊ

ａｇ／ｍＬ ，

二抗稀释倍数确定为 １ ： １ ００００ ，ＢｏＮＴ／Ｆ 以 １ ００
ｐｇ／ｍＬ 初始浓度 ６ 倍稀释 １ １ 个梯度 ， 同理

设置阴性对照组 （不加入 ＢｏＮＴ／Ｆ 样品 ） 及空 白对照组 ， 平行三组实验 。 操作步骤如下

表４
－２ 。

表 ４－２ 双抗夹心 ＥＬＩＳＡ 法操作

Ｔａｂｌｅ４－２ｄｏｕｂ ｌｅａｎｔｉｂｏｄｙ
ｓａｎｄｗ ｉｃｈ ＥＬＩＳＡ ｍｅｔｈｏｄ

步骤样品体积次数时间

抗原 １Ｄ６ １ ００叫孔 １ ｌ ｈ

封闭脱脂奶粉 ３００＾１／孔 １ ２ｈ

洗涤 ＰＢＳＴ ３０〇ｎｌ／？Ｌ ４－

样品 ＢｏＮＴ／Ｆ ｌ ＯＯｐｌ／孔 １ ｌｈ

５２
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洗涤 ＰＢＳＴ ３００＾１／？Ｌ ４－

一

抗 １Ｅ２Ｂ １ ００＾１／孔 １ ｌ ｈ

洗涤 ＰＢ ＳＴ ３０〇
ｔ
ｉ ｌ／？Ｌ ４－

二抗ＨＲＰ羊抗 鼠ＩｇＧ ｌ ＯＯｐ ｌ／孔 １ ｌ ｈ

洗涤 ＰＢＳＴ ３０〇ｎ ｌ／？Ｌ ４－

显色 ＴＭＢ １ ０〇Ｈｌ／孔 １ ５ｍｉｎ

终止Ｈ２Ｓ０４ ５〇ｎｌ／？Ｌ １－

４ ．３ ．２ ． １ 夹心 ＥＬＩＳＡ 法＿线性标准曲线

酶标仪读数后绘制其标准曲线 ， 继而确定其线性范围 ， 同理绘制线性检测范围 的标

准曲线 。

４ ．３ ．３ 夹心 ＥＬＩＳＡ 法评价

４ ．３ ．３ ． １ 夹心 ＥＬＩＳＡ 法灵触及重复性检测

利用所建立双抗夹心 ＥＬＩＳＡ 方法在线性范围 内选定同
一

样品进行多组检测 ， 计算变

异系数 ， 操作方法同上 ４ ．３ ．２ 。

４ ．３ ．３ ．２ 夹心 ＥＬＩＳＡ 法特异性考察

选用 Ａ、 Ｂ 、 Ｅ 、 Ｆ 不同血清型的毒素利用该方法进行特异性考察 ， 操作方法同上 ４ ． ３ ．２ 。

４ ．３ ．４ 统计学分析

采用 ＳＰＳＳ １ ９ 软件包进行统计学分析和 曲线拟合 ， 数据以社ｓ 表示 。

４ ．４ 实验结果与分析

４ ．４ ． １ 叠加 ＥＬＩＳＡ？加系数计算

叠加 ＥＬＩＳＡ 以验证两抗体是否结合相似抗原决定簇 ， 用 Ａ ． Ｉ 值判断两种抗体叠加是

否有意义 。 预实验确定饱和抗体浓度后 ， 通过叠加 ＥＬＩＳＡ 以确定 Ａ． Ｉ 值 。 分别求得两抗

体叠加的 Ａ． Ｉ 值 、 Ａ ． Ｉ 平均值、 Ａ． Ｉ 变异系数 ， 见表 ４－

１ 。

表 ４－

１ＥＬＩＳＡ 叠加系数计算

Ｔａｂｌｅ４－

１ｃａｌｃｕｌａｔ ｉｏｎｏｆ ＥＬＩＳＡ ｓｕｐｅｒｐｏｓ ｉｔｉｏｎｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ

编号 １ 次结果２ 次结果３ 次结果平均值变异系数

Ａ ． Ｉ值 （ １Ｄ６ ，１Ｅ２Ｂ ）４６ ．６％４５ ．９％４６ ． ２％４６ ．２％０ ．６％

Ａ ． Ｉ值 （ １Ｅ２Ｂ ， １Ｄ６ ）４５ ．０％４５ ．６ ％４６ ．０％４５ ．５ ％０ ．９％

＂＂＂＂

结果可得 ， 变异系数值小于 １ ５％ ， 两抗体结合 目 的抗原不同决定簇 ， 叠加有意义 ，

５３
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同时选用 １ Ｄ６ 作为捕获抗体 以建立双抗夹心 ＥＬ Ｉ ＳＡ 法 。

４Ａ ２ 双抗夹心 ＥＬＩＳＡ 标准曲线的绘制及线性区间的确定

按照 ４ ． ３ ． ２ 方法绘制标准曲线 ， 确定双抗夹心 ＥＬ Ｉ ＳＡ 的线性范围见图 ４ －

１ 和 ４ －２ 。 所

得该方法线性检测范围是 ２ ． ０４ ８ －

３２ ． ０００ｎｇ／ｍＬ ， 线性方程为 ｙ
＝

０ ． ０４３ ｘ＋０ ． ３４８ ，Ｒ
２＝

０ ． ９９ １ 。

３ ．０

２ ．５ Ｔ

ｙ祕６４ｃ
娜＾／

＾
〇 Ｒ

－

９ ．９ ？９６／

｜ ／ ／

Ｗ



（Ｋ ｉ ｔ

－Ｔ－

５－

１ １

Ｉ ．ｏ
ｇ
Ｃ

 （
ｕ ｇ

／ｍ ｌ

）

图 ４ －

１ 双抗夹心 ＥＬ Ｉ ＳＡ 标准 曲线

Ｆ ｉ

ｇｕｒｅ４ －

１ｄｏｕｂ ｌ ｅａｎ ｔ ｉ ｂｏｄｙ
ｓａｎｄｗ ｉ ｃｈＥＬ Ｉ ＳＡ ｓｔａｎｄ ａｒｄｃｕ ｉ

＊

ｖｅ

卩 ． ４

０ ． ３^

泛
， ｙ

？

０ ＾４ｇ

２ Ｒ
＊ 

０ ．９９ ！

ｉｎ

（Ｋ ｌ

－６ －

５
－４－３－

２－

１

１ ｏｇＣ  （ ｆ

－ ｉ

ｇ
／ｍ ！ ）

图 ４ －２ 双抗夹心 ＥＬＩ ＳＡ 线性检测范 围

Ｆ ｉｇｕｒｅ４ －２ ｌ ｉ ｎ ｅａｒ ｄｅ ｔｅ ｃ ｔ ｉｏｎｒａｎｇｅｏｆ ｄｏｕｂ ｌ ｅａｎｔ ｉｂｏｄｙ
ｓａｎｄｗ ｉ ｃ ｈＥＬ Ｉ ＳＡ

４ ．４ ． ３ 灵敏度及重复性检测

验证方法灵敏度及重复性可得下表 ４ －２ 。

表 ４ －

１ 双抗夹心 ＥＬ ＩＳＡ 灵敏度及重复性检测

Ｔａｂ ｌｅ４ －

１ｓｅｎｓ ｉ ｔ ｉｖ ｉ ｔｙ
ａｎｄｒｅ

ｐ
ｅａｔａｂ ｉ ｌ ｉ ｔｙ

ｏｆ ｄｏｕｂ ｌ ｅａｎ ｔ ｉｂｏｄｙ
ｓａｎｄｗ ｉ ｃｈＥＬ Ｉ ＳＡ

抗体浓度 ０Ｄ ４ ５ ｑ 变异系数
平均值

Ｃ
＾
ｉｇ ／ｍＬ ） １ 次结果２ 次结果 ３ 次结果 （ ％ ）

１ ． ００ ０ ０ ． ８ ３ ３ ０ ． ７２ ７ ０ ． ９３ ０ ０ ． ８３ ０ ９ ． ９ ８ ８

５４
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２ ． ５ ０ Ｘ １ ０
－

１ ０ ． ５ ３ ７ ０ ． ４９ ８ ０ ． ６６２ ０ ． ５６ ６ １ ２ ．３ ７

６ ． ２５ ｘ
ｌ 〇

－

２ ０ ． ４０ １ ０ ． ３ ０ ７ ０ ． ３ ９２ ０ ． ３ ６ ７ １ １ ． ５ ５

１ ． ５６ ｘ ｌ 〇
－

２ ０ ． ２ ６３０ ． ２９０ ０ ．３ ３ ８０ ． ２９ ７ １ ０ ．４４

３ ． ９〇 ｘ ｌ 〇
－

３ ０ ． ２ １ １ ０ ． １ ９ ７ ０ ． ２４３ ０ ． ２ １ ７ ８ ． ８ ７２

９ ． ７ ７ Ｘ
１ ０

－

４ ０ ． １ ８３ ０ ． １ ５ ７ ０ ． ２０ １ ０ ． １ ８０ １ ０ ． ０２

２ ． ４４ ｘ
ｌ 〇

－

４ ０ ． １ ５２ ０ ． １ ３ ２ ０ ． １ ６６０ ． １ ５ ０ ９ ． ３ ０２

６ ． １ 〇 ｘ ｌ 〇
－

５ ０ ． １ ３ １ ０ ． １ ３ １ ０ ． １ ４ ８０ ． １ ３ ７ ５ ． ８６４

１ ． ５ ３ ｘ
ｌ 〇

－

５ ０ ． １ ２ １０ ． １ ３ ０ ０
，

１ ２ ９０ ． １ ２６ ３ ． ５ ８６

由表可得 ， 所建立方法灵敏度可达 ｎｇ
／ｍＬ 以上 ， ＣＶ％介于 ３

，
５ ８ ６％？

１ ２ ． ３ ７％之间 ，

说明实验重复性 良好 。

４ ． ４ ．４ 特异性考察

采用所建立 ＢｏＮＴ／Ｆ 双抗夹心 ＥＬ Ｉ ＳＡ 检测方法对不 同血清型毒素进行特异性检测 ，

Ｇ ｒａｐｈｐａｄＰｒｉ ｓｍ８ 软件计算可得 ＢｏＮＴ／Ａ 、 ＢｏＮＴ／Ｂ 、 ＢｏＮＴ／Ｅ 三组均与 ＢｏＮＴ／Ｆ 具有显著

性差异 ， 遂得出结论 ： 该方法具有 良好特异性 。

２ ． ０
－

１

１ ．５
－

￣

^

￡ １ ． ０
－

〇

０ ． ５
－＊， ＊ ＊

０ ．０
１ 華 晕 ．準

ｌ＿

＃＃＃Ｚ
妒

？

＃妒
＇

^

抗原 种类

图 ４ －

３ 双抗夹心 ＥＬ Ｉ ＳＡ 方法特异性考察

Ｆ ｉｇｕ ｒｅ４ －

３ｓｐｅ ｃ ｉｆｉ ｃ ｉ ｔｙ
ｏｆ ｄｏｕｂ ｌ ｅａｎ ｔ ｉ ｂｏｄｙ

ｓａｎｄｗ ｉ ｃｈＥＬ Ｉ ＳＡｍ ｅ ｔｈｏｄ

４ ．５ 本章小结

本部分利用 了两株抗体结合 ＢｏＮＴ／Ｆ 不同结构域的特点 ， 建立了双抗夹心 ＥＬ Ｉ ＳＡ 检

测方法 。 首先通过对 目 标抗原抗体饱和浓度的摸索确定叠加 ＥＬ Ｉ ＳＡ 的最佳抗体浓度 ， 后

经 Ａ ． Ｉ 值验证两抗体结合不 同抗原决定簇 ， 得 出叠加有意义 的结论 。 遂建立双抗夹心

ＥＬ Ｉ ＳＡ 法 ， 通过 Ａ ． Ｉ 值选定捕获抗体及
一

抗 ， 将检测样品 即 ＢｏＮＴ／Ｆ 按照
一

定浓度梯度稀

５ ５
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释 ， 绘制标准 曲线后确定其线性检测区间 ， 经重复性 、 灵敏度及特异性的考察 ， 完成对

所建立方法的统计学验证 。

该方法的建立为临床中 肉毒毒素中毒血清型的定性检测提供了实验基础 ， 在
一

定程

度上也体现了高亲和力及特异性指标的抗体在临床诊断试剂研究中的开发价值 。

５６



讨论

讨论

时至今 日 ， 临床中 肉毒毒素 中毒感染事件仍时有发生 ， 作为
一

类危害生物安全 的病原微生

物 ， 对其预防 、 诊断及治疗的研究是尤为重要且必要的 。 针对于肉毒毒素感染的预防工作 ， 目

前主要依赖疫苗来完成 ； 诊断
一

般依据其检验 目 的分别选用不 同方法对其毒力及含量来判定 ，

其中对肉毒毒素的定性及定量检测 以 ＥＬ Ｉ ＳＡ 法最为常见 ； 感染后
一

般依靠马源抗毒素血清来实

现对其毒力 的 中和作用 。 但针对于 Ｆ 血清型的肉毒毒素感染 ， 其感染后 的诊断及治疗工作并无

已报道的特异检验方法及特效中和药物 ， 且马源血清也 由于其 自 身具有的强大免疫原性限制 了

包括 Ｆ 血清型等其他血清型在 床中 的治疗犯围 ， 另也为避免在临床诊断患者肉毒毒素中毒后 ，

需对病人进行局部血清试敏的繁冗工作 。 所以 ， 本课题通过两种方法进行 Ｆ 型 肉毒毒素抗体的

筛选 ， 以获取具有高中和 、 高亲和力 、 高特异性的抗体为研究 目 的 ， 并对其进行生物学活性等

其他指标进行评价 ， 进以判断所得抗体有无作为临床 中诊疗试剂的开发潜力 。

进行抗体的筛选的前提是获得质量合格的免疫及筛选抗原 ， 本课题通过基因工程技术成功

构建 目 的片段表达载体 ， 并利用 原核表达系统进行重组蛋 白 的表达 ， 借 由组氨酸标签与 Ｎ ｉ 柱的

亲和力完成对蛋 白 的纯化 。 后通过 ＳＤ Ｓ －ＰＡＧＥ 、 Ｗｅｓ ｔｅｒｎＢ ｌｏ ｔ 等技术方法实现对获得重组蛋 白 的

质量评价 ， 以符合后续对动物免疫及阳性筛选的免疫抗原及筛选抗原的指标要求 。

继而 ， 通过所纯化重组蛋 白获得抗体的技术手段分为 以下两种 ：

杂交瘤技术 中 的关键环节为细胞融合 ， 需将 已免疫抗原 的小 鼠 的脾细胞与对数生长期 的

ＳＰ２ －０ 融合 。 免疫方法文中采用 了两种 ， 各有其优劣势 。 常规免疫的免疫周期长 ， 抗原量大 ，

免疫周期结束后获得的脾细胞多 ， 筛选抗体的亲和力指标相对较高 。 而快速免疫也有其特点 ，

免疫周期短 ， 免疫抗原使用量小 ， 更加适合短期 内 阳性杂交瘤细胞的筛选 。 两种免疫方式各获

得 ５ 株高指标单克隆抗体 ， 完成各抗体生物学指标评价后发现 ， １ ０ 株抗体 中 以常规免疫所获得

的亲和力指标达 ｎｍｏ ｌ ／Ｌ 的 １ Ｄ６ 最具应用价值 。

除杂交瘤技术外 ， 另采用噬菌体展示技术直接利用两种不 同 的人源单链噬菌体抗体库进行

底物蛋 白 的 固相筛选 ， 经三轮的筛选流程共获得 ４ 株高亲和力及特异性指标 的人源单链抗体 。

其优势在于 ： 人源抗体的免疫原性相较于传统的杂交瘤技术筛得的 鼠源抗体具有明显的治疗抗

体的开发价值 ， 若在添加人源恒定 区构建全抗后验证存在 中和活性 ， 则可在靶 向抗原决定簇治

疗疾病 的 同时 ， 避免异源性如 鼠源单抗所带来的不必要的副作用 ， 此举极大拓宽 了人源抗体的

应用前景 。 同时 ｓｃＮ 的获得也为后续其朝着诊疗药物的开发提供 了 前期实验基础 ， ｓｃ ｆＶ 的应用

不仅仅局 限于 中和抗体即治疗药物的开发 ， 在如今抗体药物的发展趋势下 ， ｓｃｆｖ 更可 以作为靶

向 目 标靶点的
“

弹头
”

， 以化学连接或是生物连接的方式与真正的治疗药物结合 ， 借 由其分子

量小 、 且亲和力及药代动力学指标高的优势 ， 更加 易于靶向 目 的抗原 ， 且在加速药物发挥药效

的 同时作为生物成分在体 内也更易于代谢和排 出 ， 为当下 的热 门研宄方 向 。

在两种方法分别获得 鼠源单克隆抗体及人源单链抗体后 ， 为探寻所获全抗有无作为诊疗试

剂的开发潜力 ， 对其中和效价测定后发现并无中和抗体的开发价值 ， 遂参考所获得抗体的各指

标 ， 选用杂交瘤技术筛选得到的 １ Ｄ６ 联合结合 ＢｏＮＴ／Ｆ 中其它结构域的高亲和力抗体 ， 建立 了

５ ７
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双抗夹心 ＥＬＩＳＡ 法 ， 在绘制标准曲线后确定了该方法的线性检测范围 ， 且同时具有统计学意义 。

截至 目 前 ， 国际上针对肉毒毒素的及检测方法可根据检测 目 的的不同分为活性检测及受体

检测两种 。 其中 ， ＥＬＩＳＡ 是 目 前应用范围最广泛的检测方式 ， 毒素的检测主要采用夹心 ＥＬＩＳＡ ，

区别于国际上最早确立的 ＢｏＮＴ 的检测方法一一小 鼠生物学试验法 ， 该方法的敏感度极高 ， 并

可用于毒素的定量 ， 且在 ２００ １ 年由华盛顿大学食品研究所及美国 ＣＤＣ 、 ＦＤＡ 共同建立的可检

测 ＢｏＮＴ／Ａ ， Ｂ ， Ｅ 的双抗夹心 ＥＵＳＡ 方法己经获得国际分析科学家联合会批准 ， 成为第二个检

测 ＢｏＮＴ 的 国际认可的标准方法 。

但肉毒毒素临床检测方法的开发也逐渐多元化 ， 除 ＥＬＩＳＡ 外 ， 核酸检测技术也 日 益受到人

们的关注 ， 更有方法联结 ＰＣＲ 技术及 ＥＬＩＳＡ 方法 ， 推出 ＰＣＲ－ＥＬＩＳＡ ， 利用微孔板 ， 即 ＥＬＩＳＡ

的反应载体 ， 进行大批量的样品检测 ， 其优势在于 ： 载样量大的 同时对实验仪器的需求也较为

简单 ， 仅需要 ＰＣＲ 仪及酶标仪 。 该方法虽适用范围广 ， 但仍存局限 。 针对其操作相对繁琐的短

板 ， 未来如何将该技术 自动化也就成为了
一个亟待解决的 问题 。

综上 ， 本课题通过传统杂交瘤技术筛得 １ 株检测性 鼠抗 １Ｄ６ ， 并对比了细胞融合前期动物

免疫方式的优劣 ， 又在后续的抗体纯化过程中对于不同亚型抗体的纯化工作进行了类比分析 。

与此同时 ， 也利用现有人源抗体噬菌体展示库 ， 通过纯化所得的重组抗原直接进行人源抗体的

筛选 ， 此举可谓是减免了许多中和 鼠源抗体面向临床需要解决的繁冗操作
一一人源化 ， 也极大

增强了后续单链抗体具有诊疗试剂潜力的开发价值 。

最终 ， 利用采用最具开发价值的特异性靶向 ＢｏＮＴ／ＦＬＨｎ 结构域的高指标抗体 ， 联合实验室

前期筛得靶向 ＢｏＮＴ／ＦＨｃ 结构域的另
一

１Ｅ２Ｂ 抗体 ， 建立针对 ＢｏＮＴ／Ｆ 的双抗夹心 ＥＬＩＳＡ 法 ，

并对其进行初步的方法学验证 。 该检测方法的建立为针对 Ｆ 血清型 ＢｏＮＴ 中毒的临床检测奠定

了前期实验基础 ， 也为后续临床中不同检测方法的开发提供了实验参考 。

５８



结论

结论

Ｆ 型单克隆抗体的筛选及生物学活性评价的结论可分为以下几个方面 ：

（ １ ） 采用杂交瘤技术直接制备两种免疫方式小 鼠的 鼠源抗体 ， 共得 １ ０ 株能稳定分泌抗体

的细胞株 ， 获得了
一

株亲和力常数为 ７ ．３ Ｘ１ ０
＿

９
ｍ〇 ｌ／Ｌ 的检测性抗体 。

（ ２ ） 利用噬菌体展示库的方法直接获得高特异性高亲和力的 ４ 株人源单链抗体序列 ， 可用

于人源全抗的制备 。

（ ３ ） 借 由筛得检测性抗体联合靶向 ＢｏＮＴ／Ｆ 不同结构域的 １Ｅ２Ｂ 建立高灵敏度双抗夹心

ＥＬＩＳＡ法。

综上 ， 本课题通过对 鼠源及人源抗体 的筛选和生物学指标的评价 ， 获得 了１ ０ 株可与

ＢｏＮＴ／ＦＬＨｎ 结构域靶向结合的高指标抗体和 ４ 株高特异性的 ｓｃ￣。 为获得所筛得抗体的更大开

发价值 ， 选用亲和力指标达 ｎｍｏ ｌ／Ｌ 的 １Ｄ６ 联合实验室前期获得的针对 Ｆ 型毒素的另
一

单抗

１Ｅ２Ｂ ， 完成了双抗夹心 ＥＬＩＳＡ 检测方法的建立。

５９
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［
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］许永亮 ． Ｆ 型 肉毒毒素单克隆抗体的制备及鉴定 ［
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． 辽宁大学 ，

２０２０ ．
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缩略词中文全称 英文全称

Ａｍｐ氨辛青霉素 ａｍｐ ｉｃ ｉ ｌ ｌ ｉｎ

ＢｏＮＴ肉毒毒素 ｂｏｔｕｌ ｉｎｕｍ ｎｅｕｒｏｔｏｘｉｎｓ

ＢｏＮＴ／Ｆ Ｆ型肉毒毒素 ｂｏｔｕｌｉｎｕｍ ｎｅｕｒｏｔｏｘｉｎｓ ｔｙｐｅ Ｆ

ｂｐ碱基对 ｂａｓｅ
ｐａｉｒ

ＣＤＲ互补性决定区 ｃｏｍｐ ｌｅｍｅｎｔａｒｙ
ｄｅｔｅｒｍ ｉｎｉｎｇ 

ｒｅｇｉｏｎ

ＥＬＩＳＡ酶联免疫吸附实验Ｅｎｚｙｍｅ
－

ｌ ｉｎｋｅｄ ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙ

ＦＲ骨架区 ｆｒａｍｅｗｏｒｋ ｒｅｇｉｏｎ

ＨＲＰ辣根过氧化物酶Ｈｏｒｓｅｒａｄ ｉｓｈ
ｐｅｒｏｘ ｉｄａｓｅ

ＩＰＴＧ异丙基硫代？

０
－Ｄ－半乳糖苷 ｉｓｏｐｒｏｐｙ ｌ ｔｈｉｏ－

０
－

Ｉ＞ｇａＩａｃｔｏｒｉｄｅ

Ｋａｎ卡那霉素 ｋａｎａｍｙｃ ｉｎ

ｋＤａ千道尔顿 ｋｉｌｏｄａｌｔｏｎ

ＬＤ５０半数致死剂量 ５０％ Ｌｅｔｈａｌ Ｄｏｓｅ

ＯＤ吸光度 ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ

ＳＤＳ十二烧基硫酸钠 ｓｏｄｉｕｍ ｄｏｄｅｃｙ ｌｓｕｌｆａｃｅ

ＰＡＧＥ聚丙條酸胺凝胶电泳 ｐｏｌｙａｃｒｙ ｌａｍ ｉｄｅ
ｇｅ ｌｅ ｌｅｃｔｒｏｐｈｒｅｓｉｓ

ＰＣＲ聚合酶链式反应 ｐｏ
ｌ
ｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔ ｉｏｎ
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，
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，
５
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５

’

－四 甲基联苯胺 ３
，
３

’

，
５

，
５

’

－

ｔｅｔｒａｍｅｔｈｙｌｂｅｎｚ ｉｄ ｉｎｅ
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［
１
］ 马駿池 ，

赵晋彤 ，高世勇 ，贾绍华 ，张秀娟 ． 五味子乙素提纯工艺及药理作用研究进展 ［
Ｊ／ＯＬ

］
．中 国

现代中药 ： １
－

１ ８
［
２０２２－０３ －

１ ０
］

．

［
２

］ 张秀娟 ， 马 骏池 ，
赵晋彤 ， 高世 勇 ． 小 檗碱对肠道 菌群作 用 的 研 究进 展 ［

Ｊ
］

． 食 品 工 业科

技 ，
２０２０

，
４ １

（
２３

）
：３ ５９－

３６３ ．

６６
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致谢

时光荏苒 ， 回 看三年学 习 生涯 ， 幸得 良师 ， 亦获益友 。

一直 以来 ， 承蒙各位老师 的

关心及帮助 ， 无论是生活上 的关切 ， 还是实验方面 的点拨 。 感谢高世勇 导师的帮助 ， 也

同样感谢张秀娟教授 的 悉心教导 ， 更有进修单位军事医学研宄院生物工程研宄所的全部

导师 ： 张惟材老师 、 熊 向华老师 、 薛冲老师 的无私帮助 ， 在提供更为优渥 的科研 资源 的

同 时更让我感受到 了 人情温暖 。 多年积累 ， 倾囊相授 ， 既是 良师 ， 又是益友 ， 短短两年

时光 ， 所获 良 多 ， 这
一

切都让我心怀感恩 。

道阻且长 ， 行则将至 。 我必定谨遵各位老师 的教诲 ， 砥硕前行 ， 不辱使命 。

最后 ， 衷心祝愿所有帮助过我 的人们 ， 希望你们幸福 、 平安 。

６７


