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［摘 要］ 目的：建立抗鼠疫F1嵌合抗体的稳定表达细胞系，表达并纯化嵌合抗鼠疫F1抗体并鉴定其活性。方法：提取鼠源

杂交瘤细胞株4C6总核糖核酸（ribonucleic acid，RNA），逆转录为互补脱氧核糖核酸（complementary DNA，cDNA），通过聚合酶

链式反应（polymerase chain reaction，PCR）获得抗F1抗体轻链、重链可变区基因，全基因合成嵌合抗体的重链和轻链基因，并克

隆于真核表达载体pMH3质粒中，共转染入中国仓鼠卵巢上皮细胞⁃S（Chinese hamster ovary cell⁃S，CHO⁃S）中，经遗传霉素（ge⁃
neticin，G418）筛选得到稳定表达F1嵌合抗体的细胞株，悬浮培养后收集上清并亲和纯化。采用酶联免疫吸附测定（enzyme
linked immunosorbent assay，ELISA）方法检测其与F1抗原的特异性结合能力；通过竞争性ELISA比较嵌合抗体和鼠源亲本抗

体与抗原的结合能力，同时测定抗体亲和力和质谱分析抗体特性。结果：成功获得稳定分泌抗鼠疫抗原F1 嵌合抗体的稳定表

达细胞系，该抗体能够特异性结合F1抗原，抗体的亲和力为2.303×10-9 mol/L。结论：成功制备了抗体鼠疫F1的嵌合抗体，为

后续动物体内实验及临床药物研发奠定了基础。
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［Abstract］ Objective：This study aims to establish a stable cell line with high expression of anti ⁃ plague F1 chimeric antibody，
express and purify the chimeric anti⁃plague F1 antibody and identify its activity. Methods：Total RNA of murine hybridoma cell line
4C6 was extracted and reverse transcribed into cDNA. The variable region genes of light chain and heavy chain of anti⁃F1 antibody
were obtained by PCR and the gene synthesis chimeric antibody heavy chain and light chain gene，and cloning in eukaryotic expression
vector pMH3 plasmid of transfection cells. CHO ⁃ S stable expression is obtained by G418 screening F1 chimeric antibody cell lines.
Supernatant was collected and purified after suspension culture. The specific binding ability with F1 antigen was detected by ELISA.
The binding ability of chimeric antibody and mouse parent antibody to antigen was compared by competitive ELISA，the antibody
affinity was determined，and the antibody properties were analyzed by mass spectrometry. Results：Stable cell lines secreting chimeric
antibody against plague antigen F1 were successfully obtained. The antibody could specifically bind to F1 antigen，and the affinity of
the antibody was 2.303×10-9 mol/L. Conclusion：In this study，chimeric antibody against plague F1 was successfully prepared，which
laid a foundation for subsequent animal experiments and clinical drug development.
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鼠疫是由鼠疫耶尔森菌引起的一种严重的人

畜共患传染病，在过去数千年里造成了约 2亿人死

亡。有记载的鼠疫大爆发约有 3次，分别是查士丁

尼瘟疫、黑死病和第3次鼠疫大爆发，均对人类产生

了重要影响，其中第 3次鼠疫大爆发起源于我国云

南并持续至今［1］。

鼠疫耶尔森菌、小肠结肠炎耶尔森菌和假结核

耶尔森菌，同属肠杆菌科耶尔森菌属。鼠疫耶尔森

菌有极快的繁殖速度和较强的侵袭性，感染者死亡

率极高，其侵袭性的强弱与杆菌表面抗原有较大关

系。F1蛋白是鼠疫杆菌荚膜抗原，由 caf1操纵子编

码，鼠疫杆菌感染人体后，F1抗原形成了高分子量

的聚合物，聚集在细菌表面［2］。F1抗原可与体内红

细胞、淋巴细胞及组织细胞黏附，直接损伤组织，且

随血液扩散并大量繁殖［3-4］。

目前F1抗原主要用于制备亚单位疫苗，同时也

可用于鼠疫鉴定。但鼠源性抗体极易被人体免疫

系统所排斥，同时鼠源Fc片段难以激活人体免疫系

统。人源抗体的Fc片段，可以与人体内血管内皮细

胞上的FcRn受体特异性结合，从而避免在体内被迅

速降解［5］，鼠源性抗体因为不能与其结合，在人体内

半衰期较短，限制了鼠源抗体的临床应用。兰州生

物制品研究所有限责任公司甘肃省疫苗工程技术

研究中心实验室前期制备并获得了稳定表达抗鼠

疫F1抗体的杂交瘤细胞株4C6，并完成了抗体的保

护性试验［6］。本研究拟在前期研究的基础上，制备

抗鼠疫保护性抗原F1嵌合抗体，以期在临床检验和

鼠疫治疗中发挥作用。

1 材料和方法

1.1 材料

F1⁃4C6杂交瘤细胞及抗F1抗体由兰州生物制

品研究所有限责任公司甘肃省疫苗工程技术研究

中心实验室前期制备，TOP10感受态细胞、胶回收试

剂盒（上海生工生物工程股份有限公司），ProteinG
纯化柱（GE公司，美国），CHOMaxA培养基（上海迈

邦生物有限公司），HRP标记山羊抗人 IgG二抗、Mil⁃
lipore 超滤离心管（10 000 kDa）（Sigma公司，美国），

限制性内切酶NotⅠ和 EcoRⅠ（NEB公司，美国），

TMB显色液及终止液（上海碧云天），ProteinG琼脂

糖珠、总RNA提取试剂盒（Thermo公司，美国）。

1.2 方法

1.2.1 人源化质粒构建

将生长良好的F1⁃4C6细胞消化裂解后提取细

胞总RNA，逆转录得到 cDNA，以 cDNA为模板分别

扩增F1抗体轻、重链可变区基因，切胶回收后连接

于pMD⁃18t载体上，并转化入TOP10感受态细胞中，

涂板培养挑取单克隆后测序，通过比对和分析，获

得抗F1抗体轻、重链可变区基因序列。将抗体的可

变区序列人源抗体的恒定区基因序列拼接，序列优

化后全基因合成并克隆进表达质粒 pMH3中，分别

命名为pMH3⁃f1⁃k和pMH3⁃f1⁃h。
1.2.2 稳定表达真核细胞系建立与筛选

取5×106个生长良好的CHO⁃S细胞与pMH3⁃f1⁃k
和 pMH3⁃f1⁃h两种质粒混匀后加入0.2 mm电转杯中

进行电转染，转染后的细胞在含10%血清的DMEM/
F12培养基中培养，48 h后取培养液进行斑点分子杂

交法（Dot blot）检测其表达。取100 μL上清，加入含

50 ng F1抗原进行ELISA检测，37 ℃孵育1 h，用PBST
溶液清洗 3遍，随后用辣根过氧化物酶（horseradish
peroxidase，HRP）标记的抗人Fc段抗体孵育1 h，磷酸

盐 吐 温 缓 冲 液（phosphate buffered saline tween，
PBST）溶液清洗 5遍后，四甲基联苯胺（tetramethyl⁃
benzidine，TMB）显色液显色5 min，观察显色情况。

使用终浓度为1 000 μg/mL G418培养液培养阳

性细胞，2周后挑取单克隆于96孔板中培养，1周后

做Dot blot检测，分别从6个阳性孔中挑取110个细胞

加入96孔板中培养，1周后挑取单克隆并做Dot blot
检测，挑选表达量最高的6株细胞进行扩增。

将6株细胞稳定培养10代并冻存细胞，观察生

长情况并取上清进行ELISA检测，并测定每株细胞

450 nm吸光度值，挑选一株生长迅速且蛋白表达量

高的细胞进行大量培养。

1.2.3 抗体表达与纯化

对大量培养的细胞进行计数，取 3×107个细胞

加入 30 mL CHOmaxA培养基中，在 37 ℃条件下悬

浮培养，每隔2 d检测细胞密度，观察细胞生长状况，

15 d后离心收集上清。将收集的上清经0.22 μm的滤

膜过滤后，使用Protein G纯化柱纯化。浓缩后用磷

酸盐缓冲液（phosphate buffered saline，PBS）溶液调

整其浓度为 1 mg/mL。取 20 μL抗体加入带有还原

剂的加样缓冲液，于 100 ℃水浴锅中水浴 5 min，随
后进行十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳（sodi⁃
um dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis，
SDS⁃PAGE），并进行考马斯亮蓝染色。

1.2.4 抗体特性分析

1.2.4.1 间接ELISA检测

每孔 50 ng F1抗原包被酶标板，将纯化抗体从
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1∶200开始梯度倍比稀释后加入酶标板，37 ℃孵育

1 h后洗涤 3遍，加入HRP标记二抗，继续于 37 ℃
孵育 1 h 后洗涤 3 遍，用 TMB 显色液显色，测定

D（450 nm）值。

1.2.4.2 竞争性ELISA检测

50 ng/孔F1抗原包被酶标板，以1∶2 000浓度加

入抗F1抗体孵育1 h，洗涤后，将纯化后的人源化F1
嵌合抗体从1∶50开始倍比稀释，加入酶标板孵育1 h，
PBST洗涤 5遍，加入HRP标记的抗人 Fc段抗体孵

育后显色，测定D（450 nm）值。

1.2.4.3 亲和力检测

使用Biacore X100分析仪进行亲和力检测。选

取CM5芯片，并在芯片上固定F1抗体，将抗F1的嵌

合抗体和抗F1鼠源抗体梯度稀释后进样分析。使

用Biacore X100软件分别计算其亲和力。

1.2.4.4 免疫沉淀

将抗F1抗原嵌合抗体与含有裂解液的F1抗原

混合，于4 ℃下摇床孵育过夜，加入Protein G琼脂糖

于 4 ℃下摇晃过夜。离心后取沉淀进行 SDS⁃PAGE
凝胶电泳，考马斯染色后切割条带做质谱分析。

2 结 果

2.1 抗F1抗体轻链、重链真核表达载体的构建

PCR获得4C6杂交瘤细胞中抗F1轻、重链可变

区基因，琼脂糖凝胶电泳检测条带大小符合预期，

轻链为300 bp左右，重链为350 bp左右（图1），分别

将轻、重链可变区基因片段克隆到 pMD⁃18T载体

中，并转化至Top10感受态细胞，培养并挑取单克隆

测序。分别将抗F1抗体轻链、重链可变区基因与人

源抗体恒定区基因拼接后，全基因合成并克隆进

pMH3 质粒中，质粒双酶切结果显示轻链条带为

700 bp左右，重链条带为1 400 bp左右，与设计条带

大小相符（图2）。
2.2 稳定表达细胞系建立与筛选

使用电穿孔技术，将轻、重链表达质粒共转入

CHO⁃S细胞中，转染 48 h后，取上清进行Dot blot与
ELISA检测。结果表明，转染后的细胞可以表达抗

F1嵌合抗体 IgG，并与酶标板包被的 F1抗原结合

（图3）。
使用G418筛选2周，将细胞挑取2次单克隆，取

上清做Dot blot检测，挑选目的蛋白表达量最高的6
株单克隆细胞，稳定传代培养 10代，取上清进行

ELISA检测，挑选表达蛋白量最高的一株命名为

CHMIgG⁃F1C6⁃5，扩大培养进行下一步实验（图4）。

2.3 抗体表达与纯化

将3×107个细胞悬浮培养于30 mL CHOmaxA培

养基中，每2 d测定细胞密度。细胞培养15 d后，离

心并收集上清进行Dot blot与ELISA检测均为阳性，

结果提示，CHMIgG⁃F14C6⁃5细胞可以于悬浮培养

基中稳定表达抗F1嵌合抗体。

上清经ProteinG亲和纯化后，得到抗F1嵌合抗

体，加入 PBS 溶液调整浓度为 1 mg/mL。经 SDS⁃
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1：重链；2：轻链；M：DL2000marker。
图1 PCR获得轻重链条带

Figure 1 Light and heavy chain obtained by PCR
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1：轻链质粒；2：重链质粒；M：DL10000marker。
图2 轻重链质粒双酶切条带

Figure 2 Light and heavy chain plasmid by double en⁃
zyme digestion

1 2

1：转染细胞培养液；2：对照组培养液。

图3 转染后培养液Dot blot检测

Figure 3 Dot blot detection of culture medium after trans⁃
fection
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PAGE凝胶电泳检测，显示抗体轻、重链大小符合预

期，且浓度较高（图5）。

2.4 抗体分析

2.4.1 间接ELISA检测

将抗体从1∶200稀释度开始稀释，加入含F1抗
原的酶标板中进行ELISA检测。结果显示，抗体稀

释度在 1∶400以上时，D（450 nm）值与抗体浓度呈

正相关，结果提示，嵌合抗体与F1抗原特异性结合，

D（450 nm）值与抗体浓度呈正相关（图6）。
2.4.2 竞争性ELISA

将抗 F1鼠源抗体加入带有 F1抗原的酶标板

中，随后加入人源化的嵌合抗体与其竞争结合F1抗
原。当嵌合抗体稀释度为1∶50时，D（450 nm）值接

近间接ELISA实验中嵌合抗体饱和时D（450 nm）值

（图7）。该结果提示，当嵌合抗体稀释度为1∶50时，

酶标板上F1结合位点大部分结合嵌合抗体。随着

嵌合抗体的浓度逐渐降低，D（450 nm）值也随之不

断减小。该实验证明，抗F1嵌合抗体能够与鼠源抗

体竞争结合F1抗原上的相同表位。

2.4.3 亲和力检测

两种抗体进样后分析其亲和力，嵌合抗体及鼠源

抗体的平衡解离常数KD值分别为2.303×10-9 mol/L
与1.830×10-9 mol/L，两种抗体与F1抗原均有较高的

亲和力（图8、9）。
2.4.4 免疫共沉淀与质谱分析

免疫共沉淀后的样本，经 SDS⁃PAGE电泳和考

马斯亮蓝染色后，于 15 kDa左右发现目的条带（图

10），其大小与F1抗原一致，切胶回收后进行质谱分

析，该蛋白为鼠疫F1抗原（图11）。
3 讨 论

人源化抗体常分为嵌合抗体、表面重塑抗体及改

型抗体3类，其中嵌合抗体是利用DNA重组技术，将
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←32.32 kDa
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40

35

25
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1：嵌合抗体；M：Protein Ladder。
图5 抗体的SDS⁃PAGE分析

Figure 5 SDS⁃PAGE analysis of antibody

图4 6株细胞培养10代后培养液ELISA检测

Figure 4 Culture medium after 10 generations of 6 cell
lines detected by ELISA
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图6 抗体间接ELISA检测

Figure 6 Indirect ELISA detection of antibodies
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图7 嵌合抗体与鼠源抗体竞争性ELISA检测

Figure 7 Competitive ELISA detection of human chime⁃
ric antibody and mouse antibody

1∶12
800

1∶6
400

1∶3
200

1∶1
6001∶80

0
1∶40

0
1∶20

0
1∶10

01∶50

1.0

0.5

0

D（
450

nm）

稀释度
1∶25

600

··1756



←16.46 kDa

kd

70

15

M 1

1：嵌合抗体；M：Protein Ladder。
图10 嵌合抗体 IP检测

Figure 10 Immunoprecipitation analysis of chimeric anti⁃
body

异源单抗的轻、重链可变区基因插入含有人抗体恒定

区的表达载体中，转染哺乳动物细胞表达出嵌合抗

体［7-8］。表面重塑抗体改变的氨基酸不多，人源化不

彻底，在应用上具有安全隐患，而改型抗体改变了抗

体FR区基因，会降低抗体亲和度，影响抗体效果［9］。

本研究采用制备嵌合抗体的技术方法，成功获

得了抗F1嵌合抗体，该抗体与F1抗原亲和力较强，

但嵌合抗体仍保留较长鼠源基因序列，导致抗体在

人体内疗效不确定，安全性和实用性有待观察。

CHO⁃S是一种常于生物制药的悬浮细胞系，该

细胞系具有生长迅速，转染效率高，极少分泌内源

蛋白，产物蛋白分泌于胞外，又免去了细胞破碎这

一步骤，可以有效减少杂质蛋白对抗体的污染，是

目前实验室中最适合生产单克隆抗体的细胞系之

一［10］。本研究使用化学成分确定的 3 种培养基

CHO MaxA、CHOMaxFA、CHO MaxFB悬浮培养CHO
细胞，此 3 种培养基不含杂质蛋白，有效抑制了

Protein G柱纯化过程中杂质蛋白的产生［11］，从而实现

抗体高表达，同时也利于精简抗体纯化步骤，缩减

抗体生产成本，有利于大量生产。而同样被广泛应

用于抗体生产的大肠杆菌系统，由于其极易产生内

毒素和包涵体的原因，未被本课题采用。
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图8 Biacore T100检测抗F1嵌合抗体亲和力

Figure 8 Biacore T100 assay results of human F1 anti⁃
body affinity
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图9 Biacore T100检测鼠源抗F1抗体亲和力

Figure 9 Biacore T100 assay results of mouse F1 anti⁃
body affinity
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图11 嵌合抗体质谱分析

Figure 11 Mass spectrometry analysis of chimeric antibodies
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鼠疫的临床治疗通常以链霉素联用其他类型

抗生素为主。在预防鼠疫方面，灭活疫苗已投入临

床应用近百年，尽管近年来已研制出亚单位疫苗及

DNA疫苗，但有待临床试验验证其安全性及有效

性。近年来发现多种耐药鼠疫杆菌，单纯的药物治

疗效果不明显［12-14］，随着恐怖主义势力抬头，耐药鼠

疫杆菌被应用于生化武器研发，高效鼠疫治疗方案

的开发被提上日程。本研究制备的抗F1嵌合抗体

可以与F1抗原特异性结合，可有效应用于鼠疫检测

与治疗。在后续研究中，需进行动物实验及临床试

验，分析其安全性及保护效率，为人源化中和抗体

应用于鼠疫临床救治奠定基础。
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