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摘   要：【目的】研制鸡 Toll 样受体 21 (chTLR21)单克隆抗体，考察禽致病性大肠杆菌(APEC)

及高致病性禽流感病毒(HPAIV)感染鸡组织中的 chTLR21 蛋白的表达情况。【方法】以人工合成的

多肽免疫原 chTLR21 (203–225 aa)与 KLH 偶联蛋白免疫 6 周龄 BALB/c 小鼠，以多肽免疫原

chTLR21 (203–225 aa)与 BSA 偶联蛋白作为检测抗原，通过间接 ELISA 技术筛选阳性杂交瘤细胞

株，同时，采用间接免疫荧光技术(IFA)检测单克隆抗体的荧光反应性；上述单克隆抗体用于

chTLR21 在鸡巨噬细胞(HD11)中的定位；在 APEC O1 血清型 E516 菌株、HPAIV H5N6 亚型毒株

感染 35 日龄 SPF 鸡模型中，应用获得的单克隆抗体以免疫印迹(Western blotting)和免疫组化(IHC)
方法检测感染鸡组织中 chTLR21 的表达情况。【结果】建立了间接 ELISA 检测方法，确定最适抗

原包被浓度为 2.5 μg/mL，最适血清稀释度为 1:6 400。经 ELISA、IFA 筛选，获得 4 株阳性杂交

瘤细胞株，分别命名为 1G3、2C10、3B6 和 4F11。上述单克隆抗体亚类分别为 IgG2b、IgG1、IgG2b
和 IgG2a 型，其中 3B6 具有较强的荧光反应性；制备单克隆抗体 3B6 腹水，其 ELISA 效价为       
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1:102 400；IFA 结果表明，chTLR21 存在于 HD11 细胞质内；APEC 感染鸡组织中 chTLR21 Western 
blotting 和 IHC 检测结果表明，感染鸡肝、脾、肺、肾、法氏囊中 chTLR21 表达量显著上升，

而胰腺中表达量显著下降；HPAIV H5N6 感染鸡上述组织中 chTLR21 的表达量均未见明显变化。

【结论】本研究成功研制出针对鸡 chTLR21 受体的单克隆抗体，单克隆抗体 3B6 可用于检测鸡

体内 chTLR21 表达情况，为 chTLR21 在病原体感染及天然免疫应答中的机制、功能研究提供了

重要生物材料。 

关键词：chTLR21；单克隆抗体；细胞定位；免疫印迹；免疫组化  
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Abstract: [Objective] To develop monoclonal antibodies (MAbs) against chicken Toll-like receptor 
21 (chTLR21) and determine the expression of chTLR21 in chicken tissues challenged by avian 
pathogenic Escherichia coli (APEC) or highly pathogenic avian influenza virus (HPAIV). [Methods] 
The 6-week-old BALB/c mice were immunized with the synthetic polypeptide chTLR21 (203–225 aa) 
conjugated with keyhole limpet hemocyanin (KLH). The chTLR21 (203–225 aa) conjugated with 
bovine serum albumin (BSA) was employed as the coating protein in indirect enzyme-linked 
immunosorbent assay (ELISA). The positive hybridoma cells were screened by indirect ELISA. The 
MAbs selected by ELISA were detected by indirect immunofluorescence assay (IFA) and then used to 
trace the localization of chTLR21 in chicken macrophages (HD11) and determine the expression of 
chTLR21 in tissues of the chickens infected with APEC O1 serotype E516 strain and HPAIV H5N6 
strain. [Results] An indirect ELISA method was established, with the optimal antigen coating 
concentration of 2.5 μg/mL and serum dilution of 1:6 400. Four positive hybridoma cell strains were 
obtained and named 1G3, 2C10, 3B6, and 4F11, which belonged to the IgG2b, IgG1, IgG2b, and IgG2a 
subclasses, respectively. The MAb 3B6 had a robust fluorescence reactivity. The results of IFA 
demonstrated that chTLR21 was localized in the cytoplasm of HD11 cells. Compared with that in mock 
birds, the expression of chTLR21 was up-regulated in liver, spleen, lung, kidney, and bursa of Fabricius 
while down-regulated in pancreas of the 35-day-old specific pathogen-free (SPF) chickens infected with 
APEC E516 strain while exhibited no changes in the tissues of the chickens challenged with HPAIV 
H5N6 strain. [Conclusion] We developed the MAbs against chTLR21, among which the MAb 3B6 can 
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be used to probe the localization and expression of chTLR21 in both chickens and macrophages, 
providing a tool for studying the effect of chTLR21 on the pathogenesis of bacterial or viral infections in 
chicken. 

Keywords: chTLR21; monoclonal antibody; subcellular localization; Western blotting; immunohistochemistry 
 
 

机体的免疫系统分为先天免疫和适应性免

疫。先天免疫系统是宿主抵御病原体侵袭的第

一道防线，它的启动是宿主被微生物感染或组

织损伤引发急性炎症的主要因素，先天免疫系

统包括物理、化学屏障以及模式识别受体

(pattern recognition receptors，PRRs)[1]。Toll 样
受体(Toll-like receptors，TLRs)属于模式识别受

体家族，参与识别病原相关分子模式(pathogen- 
associated molecular patterns，PAMPs)，是先天

免疫系统中 关键的组分之一，在动物抵抗病

原体感染的天然免疫反应中起重要作用[2]。目

前已发现禽类有 10 种 TLRs，包括：TLR1La、
TLR1Lb、TLR2a、TLR2b、TLR3、TLR4、TLR5、
TLR7、TLR15 和 TLR21[3]。1988 年，Hashimoto
等首次证明果蝇背腹侧胚胎 Toll 基因结构是 
一种Ⅰ型跨膜蛋白，所有 TLRs 共有的特征结

构包括：胞外区、跨膜区和胞浆区[4]。当病原

体感染宿主时，它们发挥识别作用并向下游分

子发出信号，经过一系列信号传导作用使机体

产生细胞因子、干扰素等效应分子抵御病原体

侵害[5]。 
已证明 chTLR21 和哺乳动物的 TLR9 之间

存在生物学相似性，尤其是对含有特定 DNA 基

序的识别方面，且 TLR9 和 chTLR21 细胞定位

的比较表明，两者都是细胞内受体[6]。ChTLR21
广泛识别未甲基化的 CpG DNA 分子，甚至对

细菌染色体 DNA 产生免疫应答作用，激活下

游 NF-κB 信号通路[7]。有研究表明，具有囊膜包

裹的双链环状 DNA 杆状病毒(baculovirus，BV)
诱导炎症因子的产生依赖于 chTLR21 表达[8]。

De Zoete 等比较了 4 株弯曲杆菌(Campylobacter 
spp.)对人与鸡体内各 TLRs 的激活作用，发现

分离的弯曲杆菌基因组 DNA 不能激活人

hTLR9，而鸡 chTLR21 可以被所有受试的弯曲

杆菌的 DNA 激活[9]。这些结果表明 chTLR21
在鸡体内可能参与多种免疫反应，需要进一步

研究。 
禽致病性大肠杆菌(avian pathogenic Escherichia 

coli，APEC)可引起家禽严重的呼吸道和全身疾

病，是导致世界各地养殖业经济损失的主要原

因之一[10]。APEC 的致病机制仍未明确，其治

疗主要依赖于抗生素，但多重耐药菌的产生使

治疗陷入瓶颈[11]。高致病性禽流感病毒(highly 
pathogenic avian influenza virus，HPAIV) H5N6
亚型，是我国近年来优势流行的亚型，给我国养

禽业带来重大经济损失[12]。为了定位 chTLR21
在 HD11 细胞中的分布，阐明 APEC 及 HPAIV 
H5N6 感染鸡体内 chTLR21 的表达情况，本研

究研制了 chTLR21 单克隆抗体 (以下简称单

抗)，为进一步研究 chTLR21 在宿主抵御病原体

感染过程中发挥的作用奠定基础。 

1  材料与方法 
1.1  免疫原、实验动物、细胞、菌株和病毒 

chTLR21-KLH、chTLR21-BSA 偶联多肽蛋

白由上海优宁维生物科技股份有限公司合成；

6–8 周龄 BALB/c 母鼠及 ICR 小鼠均购自扬州

大学比较医学中心；无特定病原体 (specific 
pathogen free，SPF)鸡胚购自北京梅里亚维通实

验动物技术有限公司，自行孵化并饲养至 35 日
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龄备用；小鼠骨髓瘤细胞 SP2/0、鸡巨噬细胞

HD11 均由本实验室保存。APEC O1 血清型

E516 菌株由本实验室分离保存 [13]；新型重组

HPAIV H5N6 毒株，A/goose/Guangdong/Y6/2015 
(Y6)由本实验室于 2015 年在活禽交易市场的流

行病学调查中分离获得。凡是涉及 HPAIV操作、

动物试验均在农业农村部畜禽传染病学重点开

放实验室动物生物安全三级实验室(ABSL-3)中
进行。 

1.2  主要试剂 
高糖 DMEM 粉末、RPMI Medium 1640 培

养基、0.25% Trypsin-EDTA、HAT 培养基(50×)
和 HT 培养基(100×)均购自 Gibco 公司；FBS
胎牛血清购自上海 Lonsera 公司；无血清细胞

冻存液购自新赛美生物科技有限公司；弗氏完

全佐剂、弗氏不完全佐剂、聚乙二醇 1500 
(PEG-1500)、异硫氰酸荧光素(FITC)标记的羊

抗鼠 IgG、HRP 标记的羊抗鼠 IgG 购自 Sigma
公司；TMB 显色液购自碧云天公司；单抗亚类

鉴定试剂盒购自北京博奥龙免疫技术有限公

司；其他试剂均为国产分析纯试剂。 

1.3  抗原序列的确定 
根据 chTLR21 基因的 GenBank 登录号

NP_001025729，在 Bepipred 抗原表位预测网站

(http://tools.immuneepitope.org/bcell/)预测其抗

原表位区域。 

1.4  动物免疫 
将 chTLR21-KLH 作为免疫原，用 1‰的甲

醛 4 °C 过夜固定，按 80 μg/只等体积添加佐

剂乳化后，背部皮下多点注射 BALB/c 母鼠，

间隔 2 周免疫 1 次，共免疫 4 次。其中除首免

佐剂为弗氏完全佐剂以外，二免至四免均为弗

氏不完全佐剂。四免后小鼠眼球采血测定血清

效价，取血清效价 高的小鼠进行加强免疫

(150 μg/只)。 

1.5  间接 ELISA 检测方法的建立 
以 chTLR21-BSA 蛋白作为抗原包被酶

标板，采用方阵滴定试验倍比稀释抗原，横

向每孔抗原浓度分别为 20、10、5、2.500、1.250
和 0.625 μg/mL，每孔加 100 μL。纵向阳性和阴

性血清分别以 1:800、1:1 600、1:3 200、1:6 400、
1:12 800 和 1:25 600 倍比稀释作为一抗。按常

规 ELISA 步骤进行，碳酸盐缓冲液(CBS)稀释

抗原 4 °C 过夜，PBST 洗涤 3 遍，每次 5 min，
拍干；5%脱脂奶 37 °C 封闭 2 h，PBST 洗涤    
3 遍；加入一抗，37 °C 作用 1 h，PBST 洗涤

3 遍；二抗为 1:5 000 稀释的羊抗鼠 IgG-HRP，
PBST 洗涤 3 遍；避光加入 TMB 显色液，37 °C
显色 15 min 后，加入 ELISA 终止液；酶标仪读

取 OD450 数值，大于 0.8 判定为阳性。 

1.6  细胞融合、杂交瘤细胞的筛选及克隆化 
对血清效价 高的一只小鼠进行 后一次

加强免疫，72 h 后取其脾细胞与 SP2/0 细胞按

常规方法进行融合。37 °C 预热的含 HAT 的

DMED 高糖培养基重悬融合细胞，用滴管滴入

提前一天铺好的 96 孔板饲养细胞中，每孔 2 滴。

将细胞上清作为一抗，3 次间接 ELISA 检测筛

选出阳性孔，同时，对这些阳性孔进行间接免

疫荧光(IFA)检测，在 ELISA 结果为阳性的基础

上挑选出荧光反应较好的细胞株。经过 3 次亚

克隆，获得可稳定分泌特异性抗体的杂交瘤细

胞株。 

1.7  单抗的生物学特性鉴定 
1.7.1  Western blotting 检测单抗特异性 

以 chTLR21-BSA 以 及 实 验 室 保 存 的

chTLR15 蛋白、pET-28a 质粒载体蛋白、鸡脾

脏组织全蛋白提取物为待测抗原，杂交瘤细胞

上清作为一抗。将抗原与 2×上样缓冲液等体积

混匀，96 °C 煮样 15 min，进行 SDS-PAGE，转

印；用 5%脱脂奶封闭 2 h，PBST 洗涤 3 遍，
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加入杂交瘤细胞上清，4 °C 过夜孵育，PBST
洗涤 3 遍，每次 15 min；HRP 标记羊抗鼠二抗

室温作用 2 h，PBST 洗涤 3 遍后加入 ECL 发光

液后使用化学发光成像仪拍照。 
1.7.2  单抗的荧光反应性检测 

将 HD11 细胞均匀铺入 96 孔板，长至 80%

汇合度后弃去培养液，PBS 洗涤 3 遍；每孔加

入适量冷甲醇(–20 °C)于 4 °C 固定 15 min，PBS

洗涤 3 遍；用 0.5% Triton-100 透膜打孔，37 °C

静置 15 min，PBS 洗涤 3 遍；用 5% BSA 37 °C

封闭 30 min，PBS 洗涤 3 遍；杂交瘤细胞上清

作为一抗，未免疫小鼠血清作为阴性对照，

37 °C 孵育 1 h，PBS 洗涤 3 遍；避光加入 1:200

稀释的 FITC 羊抗鼠-IgG 二抗，37 °C 孵育 1 h；

荧光显微镜下观察细胞荧光。 
1.7.3  单抗的亚类鉴定 

按北京博奥龙免疫技术有限公司生产的单

抗亚类鉴定试剂盒说明书操作，用酶标仪测定

其 OD450。 
1.7.4  制备腹水及腹水效价的测定 

取 8 周龄 BALB/c 母鼠，每只小鼠腹腔注

射 500 μL 无菌液体石蜡进行致敏反应。1 周后，

将杂交瘤细胞株用不含胎牛血清的 DMEM 培

养基吹打计数，每只小鼠腹腔注射 500 μL，约

1×106 个细胞。注射后 1 周，待小鼠的腹部明

显隆起时，用 16 号针头刺入小鼠腹腔并收集

腹水。 

1.8  chTLR21 在 HD11 细胞中的定位 
在 12 孔细胞板中放入 20 mm 无菌细胞爬

片，以每孔 5×105 个细胞铺板，37 °C、5% CO2

培养箱培养约 24 h。一抗为 MAb 3B6 细胞上清，

阴性对照加等量 PBS，方法参照“1.7.2”。在避

光条件下用荧光鬼笔环肽染细胞膜，DAPI 染细

胞核，PBS 洗涤后取下爬片，在载玻片中央加

少许 50%甘油，爬片细胞面倒扣其上，封片后

通过激光共聚焦显微镜观察。 

1.9  APEC、HPAIVH5N6 感染 SPF 鸡组织

中 chTLR21 的检测 
1.9.1  APEC 感染及样品采集、处理 

挑取 APEC O1 血清型 E516 株单菌落在

37 °C 条件下培养至对数期，加入 PBS 缓冲液

将其悬浮并稀释至 1×108 菌落形成单位(colony 

forming units，CFU)/mL。35 日龄 SPF 鸡感染

组和对照组各 5 羽，感染组经左胸气囊接种   

0.1 mL (107 CFU)细菌悬液，对照组经左胸气

囊接种 0.1 mL PBS；感染 24 h 后扑杀，取肝、

脾、肺、肾、法氏囊、胰腺按 50 μg 组织与    

500 μL 含苯甲基磺酰氟(phenylmethanesulfonyl 

fluoride，PMSF)的蛋白裂解液(PMSF 工作浓度

为 1 mmol/L，现配现用)，放入 1.5 mL EP 管，

加锆珠，再用匀浆机充分研磨至无沉淀；4 °C、

12 000 r/min 离心 5 min，取上清，采用 BCA 试

剂盒法测蛋白浓度，用 PBS 溶液调节蛋白浓

度至 2 μg/μL，组织全蛋白提取物置–70 °C 冰

箱保存。 
1.9.2  HPAIV H5N6 攻毒及样品采集、处理 

将空斑纯化后的病毒液接种 10 日龄 SPF

鸡胚扩增后收集尿囊液，通过生物学试验测定

其静脉致病指数 IVPI 为 2.85。35 日龄 SPF 鸡

感染组和对照组各 5 羽，取上述尿囊液 10 倍稀

释，翅静脉注射 35 日龄 SPF 鸡，攻毒剂量为

0.1 mL/羽，每羽鸡接毒量为 107.17EID50，对照

组经翅静脉接种 0.1 mL PBS；攻毒后 24 h 剖杀，

组织采集、处理步骤同“1.9.1”。 
1.9.3  Western blotting 检测鸡组织中 chTLR21
的表达水平及数据分析 

免疫印迹方法参照“1.7.1”。利用 Image J
软件灰度分析结果，采用 GraphPad Prism 7.00
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软件程序进行单向方差分析分析组间差异的显

著性，P<0.05 被认为具有统计学意义，所有结

果均以“ x ±s”表示。 
1.9.4  免疫组化检测 chTLR21 在鸡脾脏、胰腺

中的分布 
将受试鸡的脾脏、胰腺切成约 0.5 cm×   

0.5 cm×0.2 cm 体积大小，置于 10%福尔马林中

浸泡。采用石蜡包埋法处理，5 μm 切片后烤片，

经内源性过氧化物酶抑制、抗原修复、封闭后，

以 1% BSA 稀释的单抗 3B6 腹水(1:500)为一抗

4 °C 作用 12–16 h，以 PBS 缓冲液代替一抗作为

阴性对照；以 1% BSA 稀释的羊抗鼠 HRP-IgG  

(1:500)为二抗 37 °C 作用 1 h，DAB 显色后以苏

木素复染，梯度脱水透明、中性树胶封片后显

微镜下观察。 

2  结果与分析 

2.1  抗原序列的确定 
根据网站预测的 佳抗原表位，选择

chTLR21 的第 203–225 个氨基酸作为目标肽段

(图 1)。由上海优宁维生物科技股份有限公司合

成 chTLR21-KLH 和 chTLR21-BSA。 

2.2  间接 ELISA 检测方法的参数 
以 chTLR21-BSA 作为包被抗原，小鼠血

清作为一抗，结果表明， 适抗原包被浓度为

2.5 μg/mL，即每孔 0.25 μg，血清稀释度为     

1:6 400。 

2.3  阳性杂交瘤细胞的获得 
在杂交瘤细胞筛选中，多次取细胞上清进

行间接 ELISA 和 IFA 检测，采用有限稀释法经

过 3 次亚克隆 终获得 4 株能分泌抗鸡 TLR21

蛋白的单抗细胞株，分别命名为 1G3、2C10、

3B6 和 4F11 (表 1)。 

 
 
图 1  Bepipred在线软件预测 chTLR21蛋白抗原

表位 
Figure 1  Antigen epitope analysis of chTLR21 
protein by Bepipred. The dotted line represents the 
203–225 amino acids. 

 
表 1  四株单抗的 ELISA 和 IFA 反应性 
Table 1  The reaction of four MAbs with chTLR21 
in ELISA and IFA 
MAbs ELISA (OD450) HD11 
1G3 1.215 – 
2C10 1.036 + 
3B6 0.822 ++ 
4F11 1.504 – 
++: strong fluorescence reaction; +: weak fluorescence 
reaction; –: no fluorescence reaction. 

 
2.4  单抗特异性 

杂交瘤细胞上清与 chTLR21-BSA 在 Western 
blotting 中发 生 特 异性 反 应 ，条 带 大 小为

70–130 kDa，符合预期；与实验室已有的

chTLR15 蛋白、pET-28a 质粒载体蛋白均不反

应，表明单抗的特异性良好(图 2)。4 株单抗中，

3B6 杂交瘤细胞培养上清可与鸡脾脏组织中的

chTLR21 蛋白发生特异性反应，条带大小约在

预期的 107 kDa 处(图 3)。 

2.5  单抗亚类及腹水效价 
经单克隆抗体亚类鉴定试剂盒检测，1G3、

2C10、3B6 和 4F11 细胞株重链分别为 IgG2b、
IgG1、IgG2b 和 IgG2a 亚型，轻链均为 κ 链(表 2)。 
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图 2  单抗特异性的 Western blotting 鉴定 
Figure 2  Specific identification of monoclonal antibodies by Western blotting. M: standard molecular 
weight of protein; lane 1: chTLR21-BSA; lane 2: chTLR15; lane 3: pET-28a; A: MAb 1G3; B: MAb 2C10; C: 
MAb 3B6; D: MAb 4F11. 
 

 
 
图 3  单抗 3B6 与鸡脾脏组织中 chTLR21 蛋白的

反应 
Figure 3  Reactivity of MAb 3B6 with chTLR21 
protein in chicken spleen. M: standard molecular 
weight of protein; lane 1: PBS; lane 2: spleen tissue 
of chicken. 

通过间接 ELISA 法检测制备的 3B6 腹水效价为

1︰102 400 (表 3)。 

2.6  激光共聚焦显微镜观察 chTLR21 定

位于 HD11 细胞的细胞质 
细胞核为蓝色，细胞骨架肌动蛋白为红

色，绿色为 chTLR21，chTLR21 位于细胞质中

(图 4)。 

2.7  chTLR21 在 APCE 及 HPAIV H5N6
感染鸡组织中表达的免疫印迹检测结果 

以制备的 chTLR21 单抗 3B6 为一抗，用

Western blotting 方法检测健康对照组和感染组鸡

的肝、脾、肺、肾、法氏囊和胰腺中 chTLR21
的表达情况，结果在预期的 107 kDa 处有特异

性条带。在 APEC 感染模型中，肝、脾、肺、

肾和法氏囊中 chTLR21 的表达量显著上升，而 

 
表 2  单抗的亚类鉴定(OD450) 
Table 2  Isotypes of MAbs (OD450) 
MAbs IgG1 IgG2a IgG2b IgG3 IgM IgA Kappa Lambda 

1G3 0.107 0.099 0.826 0.105 0.105 0.105 0.614 0.102 

2C10 0.756 0.068 0.063 0.065 0.473 0.061 0.599 0.068 

3B6 0.046 0.045 0.791 0.041 0.047 0.042 0.549 0.035 

4F11 0.031 0.663 0.018 0.021 0.023 0.019 0.533 0.025 
*: the bold indicates type of heavy chain and light chain corresponding to MAbs. 
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表 3  单抗 3B6 腹水效价测定(OD450) 
Table 3  Determination of MAb 3B6 ascites titer 
(OD450) 

MAb 
Dilution ratio of ascites 

1:12 800 1:25 600 1:51 200 1:102 400 1:204 800 

P 1.976 1.816 1.201 1.120 0.675 

N 0.063 0.054 0.055 0.051 0.066 
*: MAb 3B6 ascites (P); PBS (N). 

 

 
 
图 4  激光共聚焦示踪 chTLR21 蛋白亚细胞定位

(10×100 倍) 
Figure 4  The subcellular localization of chTLR21 
protein traced by laser confocal microscope 
(10×100). 

胰腺中的表达量显著下降(图 5A–B)；在 HPAIV 
H5N6 感染模型中，上述组织中 chTLR21 的表

达量均未见明显变化(图 6A–B)。 

2.8  chTLR21 在 APCE 及 HPAIV H5N6 
A/goose/Guangdong/Y6/2015 (Y6)株感染鸡

脾脏、胰腺中表达的免疫组化检测结果 
chTLR21 在健康对照组鸡脾脏组织呈弱阳

性，胰腺组织呈强阳性。APEC 感染鸡脾脏阳

性信号变强，而胰腺组织阳性信号转弱；而

HPAIV H5N6 A/goose/Guangdong/Y6/2015(Y6)
株感染鸡感染前后上述组织的染色信号未见明

显变化(图 7)。 

3  讨论 
本文研制出 chTLR21 单抗，旨在研究 APEC、

HPAIV H5N6 入侵鸡体时 chTLR21 受体对

PAMPs 的应答情况，为阐明 chTLR21 在鸡天然

免疫系统中的功能奠定基础，特异性高的单抗

是理想的工具。 
多肽免疫原免疫可以增强所获抗体对抗原

多肽区域结合的特异性，但由于多肽属半抗原，

刺激机体产生抗体水平低，因此需要结合载体

蛋白以提高其免疫原性，典型的载体蛋白包括 
 

 
 

图 5  蛋白印迹检测 chTLR21 在 APEC 感染鸡组织中的表达 
Figure 5  The expression of chTLR21 in APEC challenged chicken tissues determined by Western blotting. 
A: reactivity of MAb 3B6 with chTLR21 protein in chicken tissues, samples were taken at 0 and 24 h, 
respectively; B: analysis gray value of the image. The error bar indicated mean±SD. *** means significantly 
different at 0.001 level (P<0.001). 
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图 6  蛋白印迹检测 chTLR21 在 HPAIV H5N6 感染鸡组织中的表达 
Figure 6  The expression of chTLR21 in HPAIV H5N6 challenged chicken tissues determined by Western 
blotting. A: reactivity of MAb 3B6 with chTLR21 protein in chicken tissues, samples were taken at 0 and  
24 h, respectively; B: analysis gray value of the image. The error bar indicated mean±SD. 
 

 
 
图 7  APEC 及 HPAIV H5N6 感染鸡脾脏和胰腺中 chTLR21 的免疫组织化学检测(10×10 倍) 
Figure 7  The expression of chTLR21 in APEC and HPAIV H5N6 challenged chicken tissues determined by 
Immunohistochemistry (10×10). A: spleens; B: pancreases; 1: PBS instead of MAb 3B6 detection in mock 
birds; 2: mock birds; 3: APEC challenged birds; 4: HPAIV H5N6 challenged birds. 
 
 
匙孔血蓝蛋白(KLH)、牛血清白蛋白(BSA)和卵

清蛋白(OVA)等[14]。BSA 具有理化性质稳定、

不变性、成本低以及溶解性强等优点，是 常

用的载体蛋白；KLH 作为载体蛋白广泛应用，

它是软体动物和节肢动物的血淋巴中发现的  
一种游离的蓝色呼吸色素，由于其分子量较大，

相比其他载体蛋白会引发更强的免疫应答[15–16]。

本研究通过合成的 chTLR21 (203–225 aa)多肽

偶联 KLH 作为免疫原，可强烈刺激小鼠体内

免疫应答，产生高水平抗体。将 chTLR21 
(203–225 aa)多肽偶联 BSA 作为包被蛋白，由

于 KLH、BSA 种属关系相距较远，故可避免筛

选过程中非特异性的抗原抗体反应。 
单抗技术由 Kohler 和 Milstein 在 1975 年率

先研发，其产生的抗体具有特异性强、均一性

高和无限量产等优点，因而单抗在医学领域和

工业上具有重要的应用价值，且单抗技术日趋

成熟[17]。邹琴利用人工合成的 TRPC3 多肽偶联
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KLH 免疫小鼠，用非偶联 KLH 的多肽抗原包

板筛选出单抗，建立了双抗体夹心 ELISA 体系

并应用于临床检测[18]。本研究成功研制出 4 株

抗 chTLR21 受体的单抗，均可与包被蛋白

chTLR21-BSA 特异性结合，在 Western blotting
中的 70–130 kDa 处出现特异性条带，说明上述

单抗可与人工合成的 chTLR21 多肽反应。已知

chTLR21序列GenBank登录号为NP_001025729，
chTLR21 开放阅读框含 2 919 bp，其编码的蛋

白由 972 个氨基酸残基构成[19]，单抗 3B6 可与

鸡组织中的 chTLR21 天然结构蛋白进行免疫印

迹反应，目的条带大小约 107 kDa，且所检测的

鸡 6 种脏器中均有 chTLR21 的表达，进一步说

明该单抗特异性良好。已有报道 chTLR21 为存

在于胞质中的受体，本研究通过间接免疫荧光

试验验证了这一结果，进一步明确了 chTLR21
定位于 HD11 细胞的胞质中[20]。 

TLR21 可感知未甲基化的 CpG 基序 DNA，

而 CpG 基序的 DNA 广泛存在于病原体的基因

组中[21]。Cheng 等明确了鸭 TLR21 特异性识别

CpG 寡核苷酸并介导 NF-κB 信号通路的激活，

在鸭感染鸭瘟病毒(duck plague virus，DPV)后
的 24 h 和 48 h，TLR21 在鸭外周血、脾脏、法

氏囊和盲肠中表达均上调[22]。Qi 等比较了雏鹅

新型病毒性肠炎病毒 (new type gosling viral 
enteritis virus，NGVEV)和禽流感病毒 (avian 
influenza virus，AIV) H9N2 对鹅 TLR21 的激活

作用，发现 AIV H9N2 病毒不引起鹅胸腺、法

氏囊、脾脏、小肠和肺组织中 TLR21 转录水平

的显著变化，而 NGVEV 可以引起上述组织中

TLR21 的显著上调，说明鹅 TLR21 在识别入侵

的 DNA 病毒中起着重要作用[19]。本研究构建

APEC 感染模型时采用气囊接种途径，禽大肠

杆菌病的自然感染途径主要为呼吸道，因此，

在实验室感染模型中常采用气管或气囊接种，

且气囊接种更能保证精确接种入鸡体的细菌数

量[23]。HPAIV H5N6 感染 SPF 鸡不能引起鸡受

检组织中 chTLR21 表达量变化，而 APEC O1
血清型菌株感染 SPF 鸡会导致其肝、脾、肺、

肾和法氏囊中 chTLR21 表达量上调，表明

chTLR21 可感知病原体 DNA 信号，为进一步

探究 chTLR21 在宿主防御中信号通路提供了

参考。 
本研究成功制备了与 chTLR21 天然结构蛋

白具有良好反应性的单抗，可应用于免疫印迹、

免疫荧光、免疫组化等试验，跟踪 chTLR21 在

细胞中的定位和在部分脏器中的表达情况，为

研究 chTLR21 受体功能和禽类天然免疫调节机

制奠定了基础。 
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