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人神经菌毛素1 b结构域单克隆抗体的制备及其抑制血管生成
作用
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［摘 要］ 目的：制备抗人神经菌毛素1（human neuropilin 1，HuNRP1）b结构域单克隆抗体（monoclonal antibodies，mAb），为靶

向抑制肿瘤血管生成提供生物材料。方法：运用杂交瘤技术，将HuNRP 1 b结构域重组蛋白（TF-HuNRP1b）免疫BALB/c鼠，共

免疫 3次，取免疫鼠的脾脏细胞与 sp2/0细胞进行融合，采用间接免疫荧光法（immunofluorescent assay，IFA）筛选稳定分泌抗

HuNRP1b mA，以Western blot、IFA、流式细胞术分析mAb的特异性。以MTT法及小室迁移实验分析mAb抑制血管生成的能

力。结果：获得 1株稳定分泌抗HuNRP1b mAb的细胞株 4F11。Western blot结果表明，本研究所获得的mAb 4F11只与重组

HuNRP1b发生反应，与对照蛋白不发生反应；IFA及流式细胞分析结果表明，所获得的mAb能够识别肿瘤细胞MDA-MB-231、
HepG2以及人脐静脉内皮细胞表达的天然HuNRP1蛋白；MTT法及小室迁移实验表明，所获得的mAb 4F11具有抑制人脐静脉

内皮细胞增殖、迁移的能力。结论：成功制备出抗HuNRP1b的mAb，该mAb的获得将为进一步研究HuNRP1的功能及靶向抑制

肿瘤血管生成提供生物材料。
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［Abstract］ Objective：To develop monoclonal antibodies（mAb）against human neuropilin 1（HuNRP1）and provide useful materials
to inhibit tumor angiogenesis by targeting HuNRP1. Methods：Using lymphocyte hybridoma technique，8-week-old BALB/c mice were
immunized with recombinant protein，b domain of human neuropilin 1（TF-HuNRP1b）derived from E. Coli，then splenocytes of the im⁃
munized mice were prepared and collected，with the addition of sp2/0 myeloma cells，all the mixed cells were fused. Positive hybridoma
cells were screened by indirect immunofluorescent assay（IFA）established with native HuNRP1 expressed by breast tumor cell line
MDA-MB-231. The specificity of mAb was identified by IFA，Western blot and flow cytometry（FCM）. The inhibitory ability of mAbs
against tumor angiogenesis was identified by methyl thiazolyl tetrazolium（MTT）and chamber migration test. Results：One hybridoma cell
line producing mAb against TF-HuNRP1b were obtained and named as 4F11. Western blot analysis showed that mAbs could recognize on⁃
ly recombinant HuNRP1b not the other proteins produced in BL21（DE3）（pCold-HuNRP1b）and BL21（DE3）（pCold）. The results of IFA
and FCM showed that mAb could recognize native HuNRP1 expressed on human umbilical vein endothelial cells（HUVEC），tumor cell
line MDA-MB-231 and HepG2. The results of MTT assay and chamber migration test further showed that mAb 4F11 had strong inhibitory
effect on migration and proliferation of HUVEC. Conclusion：mAb against HuNRP1b was successfully obtained which will be useful in
the functional study of HuNRP1 and provide good materials for the inhibition of tumor angiogenesis.
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人神经菌毛素（human neuropilin 1，HuNRP1）是

一种不具有受体激酶结构域的单跨膜受体分子，由胞

外区、跨膜区及胞内区3部分组成，其中胞外区是配

体结合区，又包括3个结构域：CUB区、b区和C区［1］。

HuNRP1通过其 b结构域（HuNRP1b）与血管内皮生

长因子受体（vascular endothelial growth factor recep⁃
tor，VEGFR）、表皮生长因子受体（epidermal growth
factor receptor，EGFR）等酪氨酸激酶受体相互作用，

发挥共受体的功能，增强细胞对血管内皮生长因子

（vascular endothelial growth factor，VEGF）、表皮生长

因子（epidermal growth factor，EGF）、血小板源性生

长因子（platelet-derived growth factor，PDGF）等细胞

因子的信号应答［2-5］。HuNRP1有力促进了VEGF165与
其受体VEGFR2的结合，在血管生成中发挥着重要

作用。研究发现，多种肿瘤细胞具有自分泌

VEGF165的功能，肿瘤组织内血供丰富，其血管内

皮细胞及肿瘤细胞表达的NRP1与VEGF165结合后

能显著促进肿瘤部位血管生成、肿瘤细胞迁移以及

肿瘤生成，从而促进肿瘤发生发展［6-9］，而NRP1功能

的丧失会导致血管重塑以及血管分支的缺陷［10-11］。由

于NRP1在肿瘤发生发展中起促进作用，逐渐成为

肿瘤治疗的一个新靶标。

本研究采用淋巴细胞杂交瘤技术，将实验室前

期制备的重组HuNRP1b蛋白免疫 8周龄BALB/c小
鼠，将其脾脏淋巴细胞与骨髓瘤细胞 sp2/0进行细胞

融合，通过间接免疫荧光法（immunofluorescent as⁃
say，IFA）筛选稳定分泌抗HuNRP1b的单克隆抗体

（monoclonal antibodies，mAb）细胞株。mAb的获得

将为深入研究HuNRP1的生物学功能及靶向肿瘤局

部抑制肿瘤血管生成研究提供基础。

1 材料和方法

1.1 材料

8周龄 BALB/c 小鼠、8～10 周龄 ICR 小鼠（扬

州大学比较医学中心）；骨髓瘤细胞系 sp2/0由本

实验室保存、乳腺癌细胞株MDA-MB-231、肝癌细

胞株HepG2（中科院上海细胞库），人脐静脉内皮

细胞株（human umbilical vein endothelial cells，HU⁃
VEC，上海澳塞尔斯生物技术有限公司）；DMEM、

L-15培养基（Gibco公司，美国），内皮细胞完全培

养（南京凯基公司），进口胎牛血清（Hyclone公司，

美国），PEG（MW 1500，罗氏公司，美国），HRP-羊

抗鼠 IgG抗体、HRP-羊抗鼠 IgM抗体、鼠源mAb亚

类鉴定试剂盒、次黄嘌呤-胸腺嘧啶脱氧核苷（hy⁃

poxantin-thymidin，HT）贮存液、次黄嘌呤-胸腺嘧啶

脱氧核苷-氨基蝶呤（hypoxanthin- aminopterin-thy⁃
midine，HAT）贮存液（Sigma公司，美国）；Alexa Flu⁃
or R488标记的羊抗鼠 IgG（H&L）（Abcam公司，美

国），ECL化学发光液（Millipore公司，美国）；其他

均为国产分析纯。

1.2 方法

1.2.1 动物免疫

以实验室前期制备的重组HuNRP1b融合蛋白

（TF-HuNRP1b）以及触发因子（trigger factor，TF）标签

蛋白作为免疫原，分别免疫8周龄BALB/c小鼠，共免

疫3次，间隔2周。首次免疫，融合蛋白TF-HuNRP1b

与等体积的弗氏完全佐剂充分乳化后，经腹部皮下多

点注射免疫，100 μg/只；第2次免疫，TF-HuNRP1b与

等体积的弗氏不完全佐剂充分乳化后，进行小鼠腹部

皮下多点注射，剂量相同；第3次免疫后7 d，取免疫鼠

眼眶下静脉丛血，测定免疫鼠的血清抗体效价；第

2次免疫2周后，取血清抗体滴度1∶5 000以上的免疫

鼠进行尾静脉加强免疫，仅免疫TF-HuNRP1b，剂量相

同，3 d后取脾脏细胞进行细胞融合。

1.2.2 细胞融合

加强免疫 3 d后，无菌制备免疫鼠脾脏单细胞

悬液，与骨髓瘤细胞 sp2/0混匀后离心，DMEM洗涤

1次，收集混合细胞沉淀并置掌心振匀；随后，向混合

细胞内滴加37 ℃预热的PEG（MW1500），使混合细胞

在PEG作用下于37 ℃水浴条件下进行细胞融合，静

置 10 min；DMEM终止融合反应；4 ℃ 1 000 r/min离
心 10 min；向细胞沉淀中加入适量含HAT的DMEM
完全培养基吹打混匀，分装96孔板，置37 ℃、5% CO2

培养箱静置培养。5 d后对融合细胞进行半量换液，

10 d后将培养基全部置换为HT培养基。定期观察、

及时换液，收集各孔上清进行分析。

1.2.3 间接免疫荧光法筛选阳性杂交瘤细胞株

人乳腺癌细胞株 MDA-MB-231 高表达 HuN⁃
RP1［12］，取生长状态良好的MDA-MB-231细胞，经胰

酶消化后，铺96孔细胞培养板，4×104个/孔，置 37 ℃、

5% CO2培养箱过夜培养。次日，用-20 ℃预冷的甲

醇液固定，室温处理 10 min；封闭液（含 10% 标准

小牛血清的 PBST）37 ℃封闭 2 h；洗涤后加入杂交

瘤细胞培养上清，37 ℃孵育 1 h；最后，加入工作浓

度的 Aiexa Fluor R488标记的羊抗鼠 IgG（H&L）荧

光二抗，PBS洗涤后，倒置荧光显微镜观察、拍照。

同时设适量稀释的 TF免疫鼠血清作为阴性对照，

并设空白对照。
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1.2.4 阳性杂交瘤细胞株的克隆化及腹水mAb的

制备

采用有限稀释法，对筛选到的阳性杂交瘤细胞进

行2次亚克隆。体内诱生腹水法制备腹水mAb，选取

10周龄健康的BALB/c雌性鼠，腹腔注射液体石蜡，

500 μL/只；7 d后，腹腔接种生长至对数期的阳性杂交

瘤细胞200 μL，每只5×105个。5 d后观察腹水产生情

况，及时采集腹水，间接ELISA测定腹水mAb效价。

1.2.5 ELISA鉴定mAb的亚类

按鼠源mAb独特型鉴定试剂盒说明书，采用抗

原介导的ELISA法鉴定mAb的亚类。用碳酸盐包

被缓冲液适量稀释 TF-HuNRP1b，4 ℃过夜，包被

ELISA微孔板；次日，分别加入各mAb进行孵育，洗

涤后分别加入稀释的山羊抗鼠 IgA、IgG1、IgG2a、
IgG2b、IgG3 和 IgM亚类抗体进行孵育；经酶标二抗

孵育、TMB显色、2 mol/L H2SO4终止反应，读取各孔

的D（450 nm）值，取D（450 nm）吸光值明显高于其

他组者即为mAb亚类。

1.2.6 mAb的Western blot分析

按照参考文献［13］，配制 12 %的分离胶以及

5 %的浓缩胶，对重组诱导菌 BL21（DE3）（pCold-

HuNRP1b）、BL21（DE3）（pCold）进行 SDS-PAGE 分

析，随后将该凝胶上的蛋白转印至PVDF膜；含 5 %
脱脂奶粉的 PBST封闭、洗膜后，与腹水mAb孵育

（经封闭液1∶100稀释），4 ℃过夜；洗涤后，将PVDF
膜与工作浓度的HRP-羊抗鼠 IgG、HRP-羊抗鼠 IgM
二抗混合液共孵育，37 ℃水浴 1 h；化学发光，凝胶

成像系统拍照、分析。

1.2.7 间接免疫荧光法分析mAb识别天然HuNRP1
的能力

取MDA-MB-231、HepG2以及HUVEC细胞，按照

1.2.3方法处理后，分别以4×104、1×104、1×104个/孔接

种至96孔板，37 ℃、5% CO2的培养箱过夜培养。经

mAb孵育、Alexa Fluor488标记的羊抗鼠 IgG（H&L）
二抗染色。荧光显微镜下观察、拍照。

1.2.8 流式细胞术分析mAb结合天然HuNRP1的

能力

取1×107个MDA-MB-231细胞，加入适当稀释的

mAb，室温作用1 h，1 000 r/min离心，PBS洗涤3次，加入

工作浓度的 Alexa FluorR 488 标记的羊抗鼠 IgG
（H&L）二抗，室温避光作用 30 min，同上洗涤后，流

式细胞仪分析。

1.2.9 MTT实验分析mAb对HUVEC增殖的影响

按文献［14］方法，将HUVEC按照 1×104个/孔接

种至 96孔板，置 37 ℃、5% CO2培养箱，培养 6 h；更
换为无血清培养基，6 h后采用完全培养基培养。实

验组分别加入mAb，设低浓度、高浓度组（10 μg/孔、

40 μg/孔），以及阴性（等体积PBS）、阳性对照组（含

3 μg/mL顺铂）；继续培养 48 h，每孔加入 5 mg/mL
MTT，20 μL/孔；培养4 h后，弃去培养基，加入DMSO，
250 μL/孔，摇床震荡10 min。待细胞中的蓝紫色结

晶甲瓒完全溶解后，检测各孔的D（570 nm）值。

1.2.10 Transwell 小室分析 mAb 抑制 HUVEC 迁移

的能力

参考文献［15］，将HUVEC细胞调至2×105个/mL
并接种至Transwell上室，200 μL/室，下室加入400 μL
培养基，置 37 ℃、5% CO2培养箱培养 4 h；随后，将

培养基更换为等体积无血清内皮细胞培养液，培

养6 h；在上室中加入含0.1% BSA的DMEM培养基，

200 μL/孔，同时加入mAb 10 μg，并设PBS对照；下

室加入 400 μL 内皮细胞完全培养基以及 10 ng
VEGF165。置 37 ℃、5% CO2培养箱继续培养，分别

在6、12、24 h后取出上层小室，PBS洗3次，5 min/次；

用棉签轻轻擦去Transwell上室中未迁移的细胞；同上

洗涤后，采用4%多聚甲醛固定10 min；同上洗涤后，结

晶紫染色10 min，洗涤并吹干。倒置显微镜观察细胞，

随机取4个视野，计数迁移细胞数。

1.3 统计学方法

应用SPSS 20.0软件进行数据的统计学分析，各

组间比较采用单因素方差分析，两两间比较选用

LSD-t方法。P ≤ 0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 间接免疫荧光法筛选阳性杂交瘤细胞株

荧光显微镜下可观察到细胞表面及胞质内的

绿色荧光（图 1）。表明融合蛋白 TF-HuNRP1b免疫

鼠可以产生针对HuNRP1蛋白的抗体，该抗体能够

识别天然的HuNRP1。
2.2 杂交瘤细胞株的建立

免疫鼠脾脏细胞与 sp2/0细胞融合后，经 IFA
筛选，获得 1株能够稳定分泌抗HuNRP1b mAb的

杂交瘤细胞株 4F11。其腹水 mAb 的效价分别为

1∶51 200，亚类为 IgM。

2.3 mAb的特异性分析

采用Westren blot分析mAb的特异性，发现mAb
可以与重组诱导菌BL21（DE3，pCold-HuNRP1b）发

生反应，在 89 kDa处出现特异性条带，而与空载体

诱导菌BL21（DE3）（pCold）不发生任何反应，表明
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mAb仅识别重组HuNRP1b而不与标签蛋白TF以及

其他无关蛋白反应，说明本研究所获得的mAb是特

异性针对HuNRP1b的mAb（图2）。
2.4 mAb具有识别天然HuNRP1的能力

将MDA-MB-231、HepG2、HUVEC 细胞株处理

后，进行 IFA实验。IFA结果表明，mAb 4F11均能

够与MDA-MB-231、HepG2 以及HUVEC细胞结合，

在细胞表面及胞质中可观察到绿色荧光（图 3），

表明本研究获得的mAb具有识别天然HuNRP1的

能力。

2.5 流式细胞术分析mAb 4F11与天然HuNRP1的

结合能力

MDA-MB-231细胞消化、计数后，分别加入系列

倍比稀释的mAb 4F11作为一抗，经荧光标记的二

抗孵育后，流式检测结果显示，mAb 4F11在 1∶200、
1∶400、1∶800时均与MDA-MB-231细胞具有较好的

结合能力（图4）。
2.6 MTT法分析mAb抑制HUVEC存活的能力

将HUVEC细胞饥饿培养 6 h后，进行MTT实

验，对活细胞进行检测，计算细胞存活率。结果表

明，mAb 4F11低剂量、高剂量组细胞存活率分别为

A：抗TF多抗血清为一抗；B：杂交瘤细胞培养上清为一抗。

图1 间接免疫荧光法筛选阳性杂交瘤细胞株（×200）
Figure 1 Establishment of indirect immunofluorescence

for screening postive hybridoma cells（×200）

BA 1：经 IPTG诱导的BL21（DE3）（pCold⁃HuNRP1b）菌；2：经 IPTG诱

导的BL21（DE3）（pCold）菌。

图2 单抗4F11的免疫印迹分析结果

Figure 2 Immunoblotting analysis of mAb 4F11

M 1 2
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—89 kDa

MDA⁃MB⁃231、HepG2、HUVEC分别用4F11、抗TF⁃HuNRP1b多抗血清、抗TF多抗血清处理后的免疫荧光检测结果。

图3 间接免疫荧光法分析mAb识别天然HuNRP1的能力（×200）
Figure 3 Analysis of the binding ability of mAb with native HuNRP1 by indirect immunofluorescenct assay（×200）
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图4 流式分析mAb 4F11与MDA⁃MB⁃231细胞的结合能力

Figure 4 Flow cytometry analysis of the binding ability of 4F11 with native HuNRP1 expressed on MDA⁃MB⁃231 cell
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（75.73 ± 5.51）%、（61.87±8.35）%，与对照组差异显

著，高剂量组抑制细胞存活的能力更强，表明mAb
具有抑制HUVEC存活的能力，但较阳性对照组（顺

铂）（49.20 ± 6.08）%低，存在显著性差异（图5）。

与对照组比较，*P < 0.05，n=3。
图5 MTT法分析mAb 4F11对HUVEC存活的影响

Figure 5 Analysis of mAb 4F11 on inhibiting the
proliferation of HUVEC
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图6 Transwell小室法分析mAb 4F11抑制HUVEC迁移的能力

Figure 6 Ability of mAb 4F11 on inhibiting the migration of HUVEC by transwell chamber migration test

2.7 Transwell实验分析mAb抑制HUVEC迁移的能力

统计结果表明，mAb 4F11在 6、12、24 h均能显

著抑制HUVEC迁移，与对照组比较，差异有统计学

意义，其抑制率分别为 87.6%、78.6%、59.2%，说明

mAb 4F11具有靶向抑制肿瘤部位的血管生成，抑制

肿瘤生长的可能（图6）。
3 讨 论

NRP1作为VEGF的共受体，具有刺激内皮细胞

迁移、促进新生血管形成、促进肿瘤生长的能力。

进一步研究发现，HuNRP1主要作为VEGF165的共

受体通过与 KDR/VEGFR2 形成复合物从而增强

VEGF165/KDR介导的促血管生成作用，尤其是肿瘤

部位的新生血管发育，从而使得肿瘤逃避抗血管生

成靶向药物的治疗［16-17］，其中，NRP1的 b结构域是

VEGF结合其受体并发挥其促血管生成作用的关键

部位。研究发现阻断由NRP1介导的VEGF165与

KDR的结合能高效拮抗VEGF165/KDR的信号转导，

抑制其促血管生成作用的发挥［6，16，18］。对敲除NRP1
的细胞及小鼠进行生物学研究，发现NRP1敲除后，

体内、体外的血管内皮细胞成管以及肿瘤生长均发生
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显著抑制［19-20］，提示靶向抑制HuNRP1可以有效阻断

肿瘤部位的血管发育，对肿瘤发展起到抑制作用。

本研究采用前期获得的重组蛋白TF-HuNRP1b

来免疫BALB/c鼠，以MDA-MB-231为细胞抗原，建

立了有效筛选阳性杂交瘤细胞株的方法，获得 1株
抗HuNRP1b的特异性mAb 4F11。Western blot结果

表明，该株mAb特异性针对重组HuNRP1b。IFA、流

式细胞分析结果均表明，该株mAb对不同肿瘤细胞

及血管内皮细胞表面表达的天然HuNRP1具有良好

的识别和结合能力。表明原核表达膜蛋白胞外区

的部分区域，并将该蛋白免疫小鼠后，完全可以获

得有效识别该全长蛋白的特异性mAb。MTT实验以

及Transwell小室迁移抑制实验表明，本研究所获得

的 4F11具有靶向抑制HUVEC增殖及迁移的能力，

说明本研究所获得的mAb可用于分析HuNRP1的生

物学功能，尤其是后续的应用研究，如抑制肿瘤部位

血管生成或进一步拓展该抗体作为靶向治疗的候选

抗体，为在动物模型上进行尝试奠定了基础。
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