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人５型腺病毒六邻体蛋白单克隆抗体的制备及鉴定


潘庆军１，朱学芝２，叶　玲
１（１．广东医学院附属医院，广东湛江　５２４０２３；２．广东粤海饲料集团有限公司，

广东湛江　５２４０１７）

　　【摘要】　目的　制备抗人５型腺病毒（ＨＡｄＶ５）六邻体（Ｈｅｘｏｎ）蛋白的单克隆抗体并对其进行鉴定。方法　

用纯化的 Ｈｅｘｏｎ蛋白免疫ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，取其脾细胞与骨髓瘤细胞融合，经ＥＬＩＳＡ间接法筛选和克隆化培养，获

得４株分泌抗 ＨＡｄＶ５的 Ｈｅｘｏｎ蛋白单克隆抗体的杂交瘤细胞。纯化获得单克隆抗体，使用ＥＬＩＳＡ和 Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔ鉴定单克隆抗体的敏感性和特异性。结果　ＥＬＩＳＡ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果表明这４株单克隆抗体与 ＨＡｄＶ５的

Ｈｅｘｏｎ蛋白可以特异性结合。单克隆抗体株４Ａ９ＨＲＰ标记和８Ｄ６建立的ＥＬＩＳＡ夹心法具备较高灵敏度和特异

性。结论　获得４株抗 ＨＡｄＶ５的 Ｈｅｘｏｎ蛋白的单克隆抗体，为 ＨＡｄＶ５相关的疫苗研制和 ＨＡｄＶ５感染性疾病

的早期快速诊断奠定了基础。
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　　人类腺病毒是引起人类呼吸道和消化道感染的重要病原

体之一，其中腺病毒３、５、７型易引起儿童急性上呼吸道感染。

研究发现中国华南人群中约有７７％呈人５型腺病毒（ＨＡｄＶ５）

抗体阳性［１］。同时，ＨＡｄＶ５已被广泛作为重组基因治疗和疫

苗载体，最新的数据表明全球约有１／４的基因治疗和疫苗载体

的临床试验应用了 ＨＡｄＶ５载体
［２］。在基因治疗和疫苗研制

过程中，病毒的抗原浓度是重要的质量控制指标，开发出准确、

特异的抗原浓度检测试剂是监测基因治疗及疫苗生产和研发

过程最有效的方法，对于临床 ＨＡｄＶ５进行快速、特异性诊断

和预防也具有重大意义［３］。本研究通过纯化培养 ＨＡｄＶ５的

六邻体（Ｈｅｘｏｎ）蛋白免疫小鼠，制备其特异的单抗，有望为

ＨＡｄＶ５病毒相关的疫苗研制和 ＨＡｄＶ５感染性疾病的早期快

速诊断奠定了基础。

１　材料与方法

１．１　标本来源　ＢＡＬＢ／ｃ小鼠由中山大学实验动物中心提

供。ＨＡｄＶ５、３、４０、４１ 型 ＨＡｄＶ （ＨＡｄＶ３、ＨＡｄＶ４０、

ＨＡｄＶ４１）和 Ｈｅｐ２细胞以及骨髓瘤细胞ＳＰ２／０为本室保存。

１．２　试剂　完全和不完全弗氏佐剂为Ｓｉｇｍａ公司产品，ＨＲＰ

标记单抗鼠ＩｇＧ购买自Ｓｉｇｍａ公司，ＥＣＬ底物化学发光检测

试剂盒和ＩｇＧ亚型诊断试剂盒购自ＧＩＢＣＯ公司，轮状病毒／腺

病毒抗原二合一检测条购自西班牙ＣｅｒＴｅｓｔＢｉｏｔｅｃ公司，１００

×１０３ 和３００×１０３ 的切向流膜堆购于 Ｍｉｌｉｐｏｒｅ公司，ＤＥＡＥ

ＳｅｐｈａｄｅｘＡ５０购于Ａｍｅｒｓｈａｍｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ公司。其他普通生

化试剂均为国产分析纯试剂。ＢＣＡ蛋白定量试剂购自热电

公司。

１．３　ＨＡｄＶ５的增殖和其 Ｈｅｘｏｎ蛋白的纯化和鉴定

１．３．１　ＨＡｄＶ５的增殖和分子截留　常规培养 Ｈｅｐ２细胞，

待长满瓶底面积的８０％左右，用 ＨＡｄＶ５２００～５００μＬ对细胞

进行３５℃吸附３ｈ，然后加入含３％血清的维持液，待细胞病

变在９５％左右收获病毒。反复冻融３次释放病毒，再８００ｇ离

心３０ｍｉｎ去除细胞碎片，经查询 Ｍｉｌｉｐｏｒｅ公司膜堆参数，分别

选取１００×１０３ 和３００×１０３ 的切向流膜堆对ＨＡｄＶ５进行生物

大分子截留技术（即分子截留）纯化。用ＣｅｒＴｅｓｔＲｏｔａＡｄｅｎｏ

ＢｌｉｓｔｅｒＴｅｓｔ检测试剂分别对原病毒培养液、３００×１０３ 滤膜上

面滤液、３００×１０３ 滤膜下１００×１０３ 滤膜上面滤液和１００×１０３

滤膜下面滤液分别进行 ＨＡｄＶ５病毒检测。

１．３．２　ＨＡｄＶ５的 Ｈｅｘｏｎ蛋白的纯化和鉴定　用裂解液

（０．１％ＴｒｉｔｏｎＸ１００＋０．１％脱氧胆酸钠＋１０ｍｍｏｌ／ＬＰＢＳ）在

４℃裂解已获取的 ＨＡｄＶ５２ｈ。取ＤＥＡＥＳｅｐｈａｄｅｘＡ５０加

入１００ｍＬ０．０１ｍｏｌ／Ｌ的ＰＢＳ使其充分饱和，负压除气泡后装
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柱，再用不含ＮａＣｌ的０．０１ｍｏｌ／Ｌ的ＰＢＳ平衡柱体。然后缓

慢加入裂解后的 ＨＡｄＶ５样品，分别用含０．０５、０．２、０．４ｍｏｌ／Ｌ

ＮａＣｌ的０．０１ｍｏｌ／Ｌ的ＰＢＳ进行梯度洗脱。用组分收集仪分

段收集洗脱的样品，用分光光度计测试洗脱组分，并以ＢＣＡ试

剂盒进行蛋白精确定量。取不同量蛋白，ＳＤＳＰＡＧＥ分离组分

后转膜，再用含５％脱脂奶粉的稀释液稀释抗 Ｈｅｘｏｎ蛋白单

抗，室温孵育２ｈ，０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ洗涤３次，再加入二抗孵育

２ｈ，０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ洗涤４次，最后用ＥＣＬ底物化学发光检

测试剂盒进行检测。

１．４　Ｈｅｘｏｎ蛋白免疫小鼠和阳性克隆的筛选　用纯化的

Ｈｅｘｏｎ蛋白与完全和不完全弗氏佐剂混合免疫ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，

共４次，每次间隔２周，免疫第３次后７ｄ尾静脉取血测效价。

融合前４ｄ，选择效价高的ＢＡＬＢ／ｃ小鼠脾内注射进行加强免

疫。取小鼠的脾细胞和体外培养的骨髓瘤细胞ＳＰ２／０进行细

胞融合，以纯化的 Ｈｅｘｏｎ蛋白为抗原包被，通过ＥＬＩＳＡ试验，

确定初筛和复筛杂交瘤细胞阳性克隆，然后采用有限稀释法，

将阳性克隆连续３次亚克隆，最后达到单克隆，扩大培养并冻

存保种。

１．５　抗 Ｈｅｘｏｎ蛋白单抗的 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析和亚型测定　

取不同量纯化 Ｈｅｘｏｎ蛋白，ＳＤＳＰＡＧＥ分离组分后转膜，再用

含５％脱脂奶粉的稀释液稀释抗Ｈｅｘｏｎ蛋白单抗至２μｇ／ｍＬ，

室温孵育２ｈ，０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ洗涤３次，再加入二抗孵育２

ｈ，０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ洗涤４次，最后用ＥＣＬ底物化学发光检测

试剂盒进行检测，检测不同株单抗的特异性。用小鼠抗体亚类

试剂盒检测各株抗体的亚型，按照试剂盒说明书进行。

１．６　双抗体夹心ＥＬＩＳＡ的建立和特异性检测　将纯化后用

于包被的抗 Ｈｅｘｏｎ蛋白单抗和 ＨＲＰ标记的单抗作系列稀释，

采用棋盘法确定两者最佳的工作浓度。采用正交试验和平行

试验确定封闭液、样品稀释液和酶标抗体稀释液，建立双抗体

夹心ＥＬＩＳＡ检测方法
［４］。

用ＣｅｒＴｅｓｔＲｏｔａＡｄｅｎｏＢｌｉｓｔｅｒＴｅｓｔ检测试剂和建立的双

抗体夹心 ＥＬＩＳＡ，同时对细胞培养的 ＨＡｄＶ３、ＨＡｄＶ４０、

ＨＡｄＶ４１进行检测，考核其特异性。

２　结　　果

２．１　ＨＡｄＶ５的增殖和分子截留纯化　选择生长状态良好的

Ｈｅｐ２细胞，用 ＨＡｄＶ５对细胞进行吸附感染，之后加入维持

液，４８ｈ后获得典型的细胞病变（图１）。

图１　ＨＡｄＶ５感染 Ｈｅｐ２细胞（４００×）

　　分别采用带１００×１０
３ 和３００×１０３ 膜的膜堆管对 ＨＡｄＶ５

进行截留，然后用ＣｅｒＴｅｓｔＲｏｔａＡｄｅｎｏＢｌｉｓｔｅｒＴｅｓｔ试剂分别

对正常细胞培养液、接种病毒的细胞培养液、接种病毒的细胞

培养液进行分子截留后的样品（包括３００×１０３ 滤膜上面滤液、

３００×１０３ 滤膜下１００×１０３ 滤膜上面滤液，以及１００×１０３ 滤膜

下面滤液）进行检测，结果见表１。由表１判定，１００×１０３ 滤膜

下和３００×１０３ 滤膜上的滤液成功截留 ＨＡｄＶ５，该方法可用于

ＨＡｄＶ５的纯化。

表１　分子截留纯化后各样品中 ＨＡｄＶ５的水平检测结果

样品
正常细胞

培养液

接种病毒的

细胞培养液

对接种病毒的细胞培养液进行分子截留

３００×１０３滤膜上面滤液

１∶１０００ １∶１０００００

３００×１０３滤膜下１００×１０３滤膜上截留滤液

１∶１０００ １∶１０００００

１００×１０３滤膜下面滤液

１∶１０００ １∶１０００００

结果 阴性 强阳性 弱阳性 阴性 强阳性 强阳性 阴性 阴性

图２　离子交换柱层析法洗脱曲线

２．２　ＨＡｄＶ５的 Ｈｅｘｏｎ蛋白的纯化和鉴定　采用 ＤＥＡＥ

ＳｅｐｈａｄｅｘＡ５０离子交换柱层析法，用组分收集仪分段收集洗

脱的样品，用分光光度计监测蛋白浓度。第３洗脱峰（图２）经

ＳＤＳＰＡＧＥ后用商品化抗 Ｈｅｘｏｎ蛋白抗体 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ鉴定

为１２０×１０３ Ｈｅｘｏｎ蛋白（图３、４）。

图３　ＳＤＳＰＡＧＥ分析各洗脱峰蛋白

２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各株单抗的特异性　从图５可以看

到，４株抗体分别于 Ｈｅｘｏｎ蛋白处有单一的印迹条带。

２．４　单抗的亚型鉴定　据亚类分型试剂盒检测结果，４株单

抗亚型分别是：２Ｃ９为ＩｇＧ１，４Ａ９为ＩｇＧ２ａ，５Ｅ２为ＩｇＧ２ａ，８Ｄ６

为ＩｇＧ１。

２．５　单抗配对和夹心法ＥＬＩＳＡ检测　对纯化的４株单抗采
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用棋盘滴定法进行配对检测细胞培养的 ＨＡｄｖ５，其中４Ａ９和

８Ｄ６可形成ＥＬＩＳＡ夹心法，且４Ａ９ＨＲＰ标记和８Ｄ６ＥＬＩＳＡ

夹心法检测的灵敏度比８Ｄ６ＨＲＰ标记和４Ａ９ＥＬＩＳＡ夹心法

高（表２）。对细胞培养的 ＨＡｄＶ３、ＨＡｄＶ４０、ＨＡｄＶ４１进行检

测，发现４Ａ９ＨＲＰ标记和８Ｄ６ＥＬＩＳＡ夹心法可识别ＨＡｄＶ３，

而不能识别 ＨＡｄＶ４０和 ＨＡｄＶ４１（表３）。

图４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析纯化的 Ｈｅｘｏｎ蛋白

图５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析４株单抗的特异性

表２　ＥＬＩＳＡ夹心法检测细胞培养 ＨＡｄＶ５

单抗株
４Ａ９ＨＲＰ

１∶１００１∶１０００１∶５０００

８Ｄ６ＨＲＰ

１∶１００１∶１０００１∶５０００

４Ａ９ １．１３６ ０．２１７ ０．０５１ ２．４３７ ０．８２４ ０．１６２

８Ｄ６ ０．９８１ ０．０７３ ０．０３２ ２．２１５ ０．６１４ ０．０５７

表３　检测细胞培养 ＨＡｄＶ３、ＨＡｄＶ４０和 ＨＡｄＶ４１

检测方法
ＨＡｄＶ５

１∶１０ １∶１００

ＨＡｄＶ３

１∶１０ １∶１００

ＨＡｄＶ４０

１∶１０ １∶１００

ＨＡｄＶ４１

１∶１０ １∶１００

４Ａ９ＨＲＰ和８Ｄ６夹心法 ２．７６５ ２．３８３ ０．０５４ ０．０４１ ０．０４７ ０．０３６ ０．０５３ ０．０４８

ＲｏｔａＡｄｅｎｏｖｉｒｕｓＢｌｉｅｓｔｅｒＴｅｓｔ ＋＋ ＋ ＋＋ ＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋

３　讨　　论

本研究成功用１００×１０３ 和３００×１０３ 切向流膜堆对

ＨＡｄＶ５进行了纯化，为应用分子截留技术纯化腺病毒提供了

参考。已知 Ｈｅｘｏｎ蛋白是腺病毒的主要抗原蛋白
［５６］，含有大

量的抗原决定簇，包括型特异性、型间特异性及组特异性抗原

表位以及中和性表位。目前关于腺病毒天然蛋白 Ｈｅｘｏｎ的纯

化方案，鲜有报道。本研究应用离子交换柱层析法获得了高纯

度的人ＨａｄＶ５的Ｈｅｘｏｎ蛋白，为其他型别的腺病毒Ｈｅｘｏｎ蛋

白的纯化提供了参考。

人腺病毒感染非常普遍，其中婴幼儿中约５％～１０％的下

呼吸道感染是由腺病毒引起的［７８］。目前腺病毒感染没有特效

药物及疗效显著的治疗方法。因此，腺病毒疫苗的研制，特别

是亚单位疫苗（如 Ｈｅｘｏｎ蛋白）的研制就显得尤为重要。用基

于特异单抗建立的ＥＬＩＳＡ法进行疫苗抗原浓度检测，快速灵

敏、稳定性好、具有可重复性，适合于疫苗生产过程及成品的检

测。本研究建立的ＥＬＩＳＡ双单抗夹心法是以２株亲和力高、

针对 ＨＡｄＶ５Ｈｅｘｏｎ蛋白抗原的特异单抗为原料构建的。可

用作 ＨＡｄＶ５及其 Ｈｅｘｏｎ蛋白的定量检测，可在 ＨＡｄＶ５型疫

苗研发和生产过程对抗原含量进行有效监测。同时，可用于临

床 ＨＡｄＶ５感染的早期特异检测。

综上所述，本研究用 ＨＡｄＶ５的 Ｈｅｘｏｎ蛋白免疫小鼠，制

备了抗 ＨＡｄＶ５的 Ｈｅｘｏｎ蛋白的单抗，而且初步证实这些抗

体的特异性。本研究成果为今后基于 ＨＡｄＶ５相关的疫苗研

制和 ＨＡｄＶ５相关的疫苗研制和 ＨＡｄＶ５感染性疾病的早期

快速诊断奠定了基础。
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