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针对炭疽保护性抗原不同结构域的中和性单克隆抗体的筛选和鉴定

徐俊杰 张 军 刘树玲 吕天敬 陈 薇"

（军事医学科学院微生物流行病研究所 病原微生物生物安全国家重点实验室 北京 &%%%;&）

摘 要：炭疽保护性抗原（FG）是炭疽毒素的重要组分，同时也是现有炭疽疫苗的主要有效成分，在炭疽杆菌的致病
与免疫中发挥关键作用。以重组 FG为免疫原，采用 H淋巴细胞杂交瘤技术，结合炭疽毒素敏感细胞的毒性中和试
验，大量筛选抗 FG单克隆抗体，获得了 7株炭疽毒素中和性单抗。进一步分析表明这些单抗以 IJK&亚类为主，分
别识别 FG 2个结构域的 !个不同中和表位区。针对结构域 $的 !株单抗识别同一表位区，其中 2株单抗的中和活
性强于抗 FG多抗；针对结构域 !的 !株单抗识别两个不同表位区；另有 &株单抗识别位于结构域 2的表位。实验
结果提示 FG具有多个中和表位，分别位于其不同结构域，其中结构域 $、!包含主要中和表位。实验中获得的针对
不同表位的中和性单抗为深入研究 FG的免疫保护机理提供了工具，也为研制针对炭疽毒素的被动免疫制剂和治
疗药物打下基础。
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炭疽杆菌的主要致病因子包括炭疽毒素和细菌

荚膜，它们的编码基因分别位于细菌的两个质粒

MNO&和 MNO$ 上。荚膜能阻止细菌被宿主免疫细
胞吞噬，而毒素是造成宿主损伤和死亡的主要原

因［&，$］。炭疽毒素包括 2种蛋白质成分：保护性抗原
（F0(P,-P=Q, 9EP=J,E，FG）、致死因子（R,PA9) S9-P(0，R8）
和水肿因子（<T,.9 S9-P(0，<8）。FG通过与靶细胞膜
上的受体结合将 R8和 <8导入细胞内发挥活性作
用。FG能诱导机体的保护性免疫，是目前唯一获美
国食品和药品管理局（8+G）批准的人用炭疽疫苗
（GEPA09: Q9--=E, 9TU(0/,T，G’G）的主要免疫活性成
分；<8具有依耐钙调蛋白的腺苷酸环化酶活性，可
使靶细胞内 -GVF浓度升高，导致宿主防御能力下
降；R8具有金属蛋白酶活性，已发现的底物为丝裂
原激活的蛋白激酶的激酶家族（VGFWWU），经过一系
列未知的级联反应可导致细胞裂解与死亡。

炭疽的治疗主要依靠抗生素，多种抗生素对炭

疽有效，但必须在感染初期立即使用，而在感染晚期

由于毒素的大量产生，仍会导致患者死亡。$%%&年
在美国发生的炭疽芽孢恐怖事件中，虽然用了最好

的抗生素，仍有接近 "%X（"Y&&）的吸入性炭疽患者
死亡，可见针对炭疽毒素的治疗极为重要［2，!］。目前

国际上已经广泛开展了有关炭疽毒素抑制剂的研

究，主要包括：各种毒素突变体、受体类似物、小分子

毒素抑制剂、毒素中和性抗体等［# Z &%］。相对于其他

毒素抑制剂，用中和性单克隆抗体进行被动免疫治

疗作用机制明确，研制相对容易，是目前较为切实可

行的办法［5 Z &%］。

本研究用重组 FG免疫 HGRHY-小鼠，进行杂交
瘤细胞融合和筛选，用细胞毒性中和试验检测抗 FG
单抗对炭疽毒素的中和作用，获得了 7 株针对 FG
不同结构域的中和性单抗。

! 材料和方法

!"! 材料
重组 FG与重组 R8由本室用基因工程的方法

在大肠杆菌中表达制备，纯度在 7"X以上［&&，&$］；[\F
标记羊抗鼠 IJK 抗体，I..CE(4@M,4V W=P 购自 ]=J.9
公司；]F$Y%骨髓瘤细胞为本室传代保存；小鼠巨噬
细胞 3;;!G*&购自中国科学院上海生命科学研究院
生物化学与细胞生物学研究所；雌性 HGRHY-小鼠（#
周龄）由军事医学科学院动物中心提供；F0(P,=E K预
装柱购自 FA90.9-=9 公司；<^6R=E_4V F)CU G-P=Q9P,T
F,0(:=T9U, W=P购自 F=,0-,公司。
!"# $%不同结构域的表达
在重组 FG 表达质粒 FG]6FG［&&］基础上，采用



!"#的方法，分别扩增包含一个或多个 !$ 结构域
的基因片段，替换原质粒中的 !$基因，在大肠杆菌
中表达。纯化方法参考完整 !$的纯化方法［%%］。这
些片段包括 !$&’（!$结构域 ’，氨基酸 ()* + ,-(），

!$&- + ’（!$结构域 - + ’，氨基酸 ’.) + ,-(），!$&% + -

（!$结构域 % + -，氨基酸 % + */,），!$&%（!$结构域

%，氨基酸 % + 0(.）。
!"# 小鼠杂交瘤融合与筛选
将 !$（%//!12只鼠）与佐剂混合后免疫 3$4325

小鼠。首次免疫使用福氏完全佐剂，皮下注射。0
周后用福氏不完全佐剂第二次免疫，剂量、途径相

同。0 周后尾静脉取血，用酶联免疫吸附试验
（6478$）测定血清抗 !$滴度，抗体滴度大于 % 9 %/(

的小鼠供融合用。融合前 -天再加强免疫一次。无
菌操作取小鼠脾脏，制备成脾细胞悬液，与 8!02/骨
髓瘤细胞用常规方法融合。在融合细胞克隆生长至

%2’细胞孔大小时用 6478$法进行筛选，取抗 !$抗
体阳性孔培养上清用细胞毒性中和试验检测中和活

性，有中和活性的孔进行亚克隆，反复克隆 -次阳性
率达 %//:。最后克隆株编号液氮中保存。
!"$ 抗 %&抗体 ’()*&检测
用 !$（0!12;4）包被 )* 孔酶标板条，每孔

/<%;4，包被液为 => )<* 碳酸盐缓冲液，置 ’?过
夜。次日用封闭液（0:38$，/</(: @ABBCD0/，!38）
封闭，洗板后加入梯度稀释的待测样品 /<%;42孔，
-,?孵育 %E，洗板后加入 % F 0////稀释的 >#!标记
羊抗鼠 71G -,?孵育 %E，洗板后用 @H3 显色液显
色，酶标仪测 !"’(/。以未加待测样品的孔为阴性对

照，!"’(/大于阴性对照 0<% 倍以上的孔为阳性，此
时样品最大稀释度定义为抗 !$抗体的滴度。
!"+ 细胞毒性中和试验（,-&）

I,,’$J%细胞以 %/( 2;4接种于 )* 孔细胞培养
板，长至 )/:满，将用培养液梯度稀释的待检抗体
与 %//C12;4 !$ -,?孵育 %E，再与 %//C12;4 4K一起
加入细胞培养孔中，-,?孵育 -E，加入 0/!4 H@@
（(;12;4），-,?孵育 -/;LC，吸取上清，每孔加入
%//!4盐酸异丙醇，振荡溶解沉淀后测 !"(,/。结果

取 0个复孔的平均值。以纯化的兔抗 !$多克隆抗
体［%%］（纯化方法如单抗）为阳性对照，以未加待检抗

体的培养液为阴性对照，比阴性对照孔 !"(,/高 /<%
以上的细胞孔判为阳性，此时的最大稀释度定义为

@M$效价。根据加入抗体的量效关系计算可保护
(/:细胞免受炭疽致死毒素作用的抗体浓度 7"(/。

!". 单抗的纯化和亚类鉴定
常规方法制备杂交瘤腹水。纯化时将腹水离

心，去脂肪层，腹水上清用 /<0!;滤膜过滤后用 %;4
!NOPBLC G预装柱进行纯化，纯化的单抗定量后分装，
Q ,/?保存待用。单抗亚类鉴定使用 7;;RCO@S=B@H

TLP，按说明书操作。
!"/ 单抗识别的 %&结构域分析
将 !$ 不同结构域蛋白分别包被酶联板，用

6478$方法检测各株单抗与 !$不同结构域的结合
情况。将完整 !$与不同结构域蛋白 8&8D!$G6后
转移至硝酸纤维素膜，分别用各株单抗进行 UBVPBNC
WXOP分析，进一步确定其识别的 !$结构域。
!"0 单抗的标记和竞争抑制试验
纯化的单抗用 6YD4LCZ@H !XRV $5PL[\PB] !BNO^L]\VB

TLP标记上过氧化物酶（>#!），用于竞争抑制试验。
标记单抗工作浓度的确定：N!$（0!12;4）包被酶标
板，封闭后加入梯度稀释的标记单抗 -,?孵育 %E，
@H3显色后测 !"’(/，选择 !"’(/约 %</时的稀释度
为抗体工作浓度。抑制试验：同上包被和封闭酶标

板条，加入饱和浓度未标记的单抗，-,?孵育 /<(E，
再加入工作浓度的 >#!标记单抗 -,?孵育 %E，@H3
显色后测 !"’(/。以未加未标记单抗的孔为对照，抑

制率：（% Q各孔测定值2对照值）9 %//:。结果分析
标准：抑制率!(/:为存在抑制；抑制率!0/:，
_ (/:为存在部分抑制；抑制率 _ 0/:为无抑制。

1 结果

1"! 抗 %&中和性单抗的筛选
!$与 4K结合称为致死毒素（4@），在体外可导

致敏感细胞（如小鼠 I,,’$J %细胞）的死亡［%-］，而中
和性抗体可以保护细胞免受毒素的作用。本实验以

重组 !$ 为免疫原，常规免疫 3$4325 小鼠，采用 3
淋巴细胞杂交瘤技术进行细胞融合，用 6478$筛选
能特异分泌抗 !$单抗的杂交瘤细胞克隆，在亚克
隆前即用细胞毒性中和试验（@M$）检测培养上清对
炭疽致死毒素的中和作用，有中和活性的克隆再进

行亚克隆，共获得 )株分泌中和性单抗的杂交瘤细
胞株。

1"1 单抗的纯化和亚类鉴定
杂交瘤细胞株经扩大培养后，分别制备腹水，并

进行纯化，纯化抗体的还原型 8&8D!$G6 如图 % 所
示，抗体轻重链位置的不同进一步表明了单抗之间

的差异。经鉴定 )株中和性单抗中 (株 71G亚类为
71G%，0株为 71G0\，0 株为 71G0W。UBVPBNC WXOP 分析

.’) 微生物学报 #$%& ’($)*+(*,*-($& .(/($& 0//(，‘OXJ’( MOJ*



显示 !株单抗均能与 "#特异性结合，形成阳性条
带，而与对照的大肠杆菌菌体蛋白不结合，表明这些

单抗具有良好的识别 "#的特异性（结果未显示）。

图 ! 中和性单抗的还原型 "#"$%&’(分析
$%&’ ( )*+%,-,./0123%4%,& 5*,*63*,23 2,0%7*8%.9 2,23:4.8 7: 1.8/6.8

;<;-"#=>

(? @AB；C?@AC；D?D>D；@?@$(C；E?(AD；B?E>(；F?C#G；G?E>(C；

!?@<(H’

)*+ 单抗的中和活性比较
为比较单抗中和活性大小，将纯化后的单抗均

配成 (5&I5J的溶液，同时用 (5&I5J纯化的兔多抗
作为对照，用细胞毒性中和试验（)K#）检测这些抗
体的中和效价，同时计算 LMEH（表 (）。结果表明，!
株单抗中和活性大小相差较大，其中 D 株单抗
（E>(C、C#G、E>(）中和活性最高，其 LMEH高于兔多抗。

表 ! 中和性单克隆抗体的性质鉴定
)273. ( MN21260.1%420%*, *O 0*+%,-,./0123%4%,& 5*,*63*,23 2,0%7*8%.9
P6#7I
（(5&I5J） ;/763299 >JL;# )K#! 0%0.1 LMEH I（!&I5J）

E>(C L&=( (?B Q (HE (?CG Q (H@ H?(E

C#G L&=C7 G Q (H@ (?CG Q (H@ H?(B

E>( L&=( G Q (H@ B?@ Q (HD H?D(

(AD L&=C7 ( Q (H@ @ Q (HC @?!

@<(H L&=( C?EB Q (HB (HH (B?E

@AC L&=C2 (?CG Q (HB GHH (?!E

@AB L&=C2 (?CG Q (HB GHH (?!E

@$(C L&=( C?EB Q (HB CHH !?(E

D>D L&=( B?@ Q (HE EH D!?H

R#7!! —!!! (?B Q (HE D?C Q (HD H?BG
!：)*+%, ,./0123%420%*, 2992:；!!：R277%0 2,0%-"# 2,0%7*8%.9；!!!：K*0
2992:.8’

)*, 中和性单抗识别的 %&结构域分析
以重组表达的 "#不同结构域包被酶联板，用

>JL;#法检测中和性单抗与它们的结合情况。"#
蛋白片段所包含的结构域见图 C，>JL;# 结果见表
C。以 E>(C为例，它可以与 "#<( S D（"#结构域 ( S

D）结合，但不和 "#<D S @（"# 结构域 D S @）和 "#<(
（"#结构域 (）结合，可以推测出它识别的表位位于
"#结构域 C。分析显示这 !株单抗分别针对 "# D
个不同结构域，结构域 C、@各有 @株，结构域 D有 (
株，表明 "#存在多个中和性表位，并且位于多个结
构域。T.90.1, 73*0鉴定进一步证实了此结果。图 D
显示了其中 D株单抗的 T.90.1, 73*0结果，与 >JL;#
结果一致。

图 ) 重组表达的 %&不同结构域示意图
$%&’C R.6*57%,2,0 "# O12&5.,09 %,63/8%,& 8%OO.1.,0 8*52%,9

表 ) (-."&方法分析中和性单抗识别的 %&结构域
)273. C <*52%,9 *O "# 1.6*&,%4.8 7: 0*+%,-,./0123%4%,& 5*,*63*,23 2,0%7*8%.9

P6#7
>JL;# 1.9/309（#,0%&.,）

"# "#<( "#<(-D "#<D-@ "#<@

<*52%,9 *O "#
1.6*&,%4.8 7: P6#79

E>(C U V U V V <*52%, C
C#G U V U V V <*52%, C
E>( U V U V V <*52%, C
(AD U V U V V <*52%, C
@<(H U V U U V <*52%, D
@AC U V V U U <*52%, @
@AB U V V U U <*52%, @
@$(C U V V U U <*52%, @
D>D U V V U U <*52%, @

图 + /012034 5672分析中和性单抗识别的 %&结构域
$%&’ D <*52%,9 *O "# 1.6*&,%4.8 7: 0*+%,-,./0123%4%,& 5*,*63*,23

2,0%7*8%.9

#：E>(C；A：@AC；M’ @<(H? (? "#；C? "#<(；D? "#<(-D；

@? "#<D-@；E? "#<@?

)*8 竞争抑制试验分析中和性单抗识别的 %&表位
将 !株单抗分别用 WR"标记，通过竞争抑制试

验分析它们识别的 "#表位。结果显示（表 D）针对
"#结构域 C的 @ 株单抗（E>(C、C#G、E>(、(AD）相互
间的抑制率在 C@X S BEX之间，表明它们识别相同

!@!CHHE，Y*3’@E K*’B 徐俊杰等：针对炭疽保护性抗原不同结构域的中和性单克隆抗体的筛选和鉴定



的表位或者识别的表位间有交叉，也可以说它们识

别一个共同的中和表位区，!"# 抑制率较低的原因
可能与其亲和力较低有关（其 $%&’(效价仅为 ! )
!*+，表 !）；针对 ,( 结构域 + 的 + 株单抗中 +"-、

+".、+/!-的抑制率在 012 3 4-2之间，表明它们识
别一个中和表位区，而 #$#识别另一个中和表位区；
针对 ,(结构域 #的 +5!*识别一个独立的中和表位。

表 ! 中和性单抗间的竞争抑制 "#$%&结果
6789: # ;<=>:?@?@A: 8@BC@BD $%&’( 8:?E::B ?<F@BGB:H?I79@J@BD =<B<K9<B79 7B?@8<C@:L

MB978:99:C NK(8
OP, K<BQHD7?:C NK(8

R$!- -(1 R$! !"# +5!* +"- +". +/!- #$#
R$!- .R! ++ +. R4 * * S !! S S
-(1 +* .# R- +0 * ! S S S
R$! +4 R# .R R# * + S S S
!"# #- -+ -1 +- # * S S S
+5!* - * S S 1- + * S S
+"- * S S S * 4* 01 14 R
+". * S S S ! 11 4* 1- *
+/!- + S S S * 4! 1R 4- 0
#$# * S S S * R - * 10

!：2 89<KT@BD；!!：U<? C:?:I=@B:CV

! 讨论
接种炭疽疫苗是预防炭疽的有效手段，但是疫

苗产生保护性免疫需要一定时间，在疾病流行和某

些突发事件发生时无法提供有效的紧急免疫防护。

而中和性抗体作为有效的被动免疫制剂可以弥补炭

疽疫苗的不足，能够提供紧急免疫［!*］。对炭疽的治

疗来说，单纯使用抗生素无法中和患者体内的毒素，

因此有必要研制针对毒素的治疗药物，其中中和性

单抗最有发展前景［1 3 !*］。但在对炭疽芽孢攻击的保

护试验中，单抗的保护结果与多抗相比还有差

距［!+，!R］。单抗保护效果欠佳的原因可能是因为炭疽

毒素具有多个中和性表位，针对某一个表位的单抗

不足以完全中和毒素的活性［!*］，因此有必要获得针

对不同表位的毒素中和性单抗。

本研究获得了 4株炭疽毒素中和性单抗，分别
识别 ,( #个结构域的 +个不同中和表位区。,(包
含 +个结构域：结构域 !包括 WHI@B蛋白酶的作用位
点和 $/X%/的结合位点；结构域 -与 ,(跨膜孔道的
形成有关；结构域 # 与 ,(在细胞膜上形成七聚体
有关；结构域 + 则被认为是 ,(与其受体的结合部
位。国外早期研究认为 ,(结构域 +含有蛋白的主
要中和表位［!.］，但近年来发现其他结构域也存在中

和表位［!0］。本研究结果进一步证实 ,(结构域 -、#、
+均存在中和表位。

%@??9:等［!1，!4］最早开展了炭疽毒素中和性单抗
的筛选工作，先后获得了 1株抗 ,(中和性单抗，分
别识别 # 个不同的抗原区，包括结构域 + 的 .0! 3

0-!位氨基酸（#株），结构域 #、+之间的 R1! 3 .*!位
氨基酸（+株），以及结构域 !、-之间的 !.1 3 #!+位
氨基酸（! 株），其中识别位点在结构域 !、- 之间的
那株单抗中和活性最强。最近 "I<LL@:I等［!0］也获得
了两株中和性单抗，识别位点分别位于 ,(结构域 -
（+!- 3 +!4位氨基酸）和结构域 +，两株单抗中和活
性相近。在一项用半胱氨酸逐一替换 ,(氨基酸的
突变扫描研究中，使 ,(失去活性的大多数突变均
位于结构域 -［-*］。本研究获得的 4株中和性单抗有
1株针对 ,(结构域 -、+。以上结果都表明结构域 -
和 +包含 ,(的主要中和表位。
虽然无法与国外获得的单抗的中和活性进行直

接比较，但与抗 ,(多抗的比较结果表明本研究获
得的针对结构域 -的单抗 R$!-、-(1、R$!具有较强
的中和活性，不仅强于抗 ,(多抗，也强于其他中和
性单抗，这一方面再次提示结构域 - 包含 ,(的重
要中和性表位，另一方面也提示这些单抗（也包括实

验中获得的其他中和性单抗）或者以这些单抗为基

础的人源化抗体潜在的应用前景。

另外值得注意的是单抗的中和活性与其 $%&’(
测定的效价并不完全对应（表 !），如 +5!* 和 +/!-
的 $%&’(效价很高，但中和活性较低，而中和活性最
强的 #株单抗 $%&’(效价并不高。这是因为这些单
抗识别不同的表位，这些表位对 ,(发挥功能的重
要性是不同的，只有针对主要中和表位的抗体才能

产生较强的中和活性。因此有必要进一步分析和确

定 ,(的主要中和表位，从而深入研究 ,(的免疫保
护机理。

*R4 微生物学报 !"#$ %&"’()&(*(+&"$ ,&-&"$ -**R，Y<9V+R U<V.
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