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　　［摘要］　目的　以合成的多肽制备人信号调节蛋白α（ＳＩＲＰα）的单克隆抗体（ｍＡｂ），并初步应用于免疫学检测，评价其
应用效果。方法　以合成多肽与载体ＫＬＨ交联的偶联物为免疫原，免疫ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，应用细胞融合技术建立能稳定分泌
抗人ＳＩＲＰα的杂交瘤细胞株。采用分泌的 ｍＡｂ进行流式细胞术、蛋白质印迹及免疫组化检测，观察检测结果；采用分泌的

ｍＡｂ刺激经豆蔻佛波醇乙酯（ＰＭＡ）处理的ＴＨＰ１细胞，抗体芯片检测分泌细胞因子水平的变化，ＥＬＩＳＡ法验证其中ＴＮＦα、

ＩＬ６的水平变化。结果　成功获取可分泌抗人ＳＩＲＰα的杂交瘤细胞，分泌的 ｍＡｂ应用于流式细胞术、蛋白质印迹及免疫组
化检测，取得较好的效果；与阴性对照组和同型抗体对照组相比，制备的ｍＡｂ能促进经ＰＭＡ处理的ＴＨＰ１细胞分泌ＴＮＦα、

ＩＬ６等细胞因子（Ｐ＜０．０１）。结论　利用合成多肽成功制备了高特异性抗人ＳＩＲＰα的单克隆抗体。
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［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１０，３１（８）：９００９０３］

　　信号调节蛋白α（ＳＩＲＰα）属于免疫球蛋白超家族（ＩｇＳＦ）

成员，是一种主要表达于髓系细胞的跨膜蛋白［１］。ＳＩＲＰα胞

外区含有３个ＩｇＳＦ结构域和多个糖基化位点［２］，其胞质区

在大鼠、小鼠和人之间高度保守，带有２个免疫受体酪氨酸

抑制基元（ＩＴＩＭｓ，特征氨基酸序列为Ｉ／ＶｘＹｘｘＬ），其中包含

４个酪氨酸残基。由于其特殊的细胞定位和结构，决定了其

在不同细胞信号传递中发挥不同的功能。

　　ＳＩＲＰα主要分布在髓系组织（巨噬细胞、树突状细胞等），

因此其在机体免疫调节中的作用成为目前研究的热点。在

免疫系统中ＳＩＲＰα通过与ＣＤ４７相互作用发挥负向调节作
用［３］；但ＳＩＲＰα抗体也可降低巨噬细胞分泌ＴＮＦα［４］，提示

ＳＩＲＰα可能在天然免疫中又起到一定的正向调节作用。因
此，本研究以人工合成的多肽为抗原，尝试制备出高效、特异
的ＳＩＲＰα单克隆抗体（ｍＡｂ），并初步观察和评判ＳＩＲＰα的相
关功能，为后续研究奠定基础。

１　材料和方法

１．１　主要材料及试剂　酶标仪（ＢｉｏＴｅｋ，Ｓｙｎｅｒｇｙ２），流式细
胞仪（ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｌｔｅｒ，ＭｏＦｌｏＴＭ ＸＤＰ），红外线激光扫描仪
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（ＬＩＣＯＲ，Ｏｄｙｓｓｅｙ），细胞因子抗体芯片（１２０种细胞因子）

（Ｒａｙｂｉｏｔｅｃｈ，ＡＡＨＣＹＴ１０００），人 ＴＮＦα、ＩＬ６ＥＬＩＳＡ Ｋｉｔ
（达科维，ＤＫＷ１２１７２００９６，ＤＫＷ１２１０６００９６，中国），豆蔻

佛波醇乙酯（ＰＭＡ，Ｓｉｇｍａ，Ｐ１５８５）。雌性 ＳＰＦ 级 ６周龄

ＢＡＬＢ／ｃ小鼠购自第二军医大学实验动物中心。

１．２　抗原的合成与偶联　抗原多肽设计参考ＧｅｎＢａｎｋ（Ｇｅ

ｎｅＩＤ：１４０８８５），具 体 序 列 为：ＲＶＴＴＶＳＥＳＴＫＲＥＮＭＤＦＳＩ

ＳＩＳＣ，针对ＳＩＲＰα与ＣＤ４７可能的结合区［５］，由百奇生物科

技（上海）有限公司合成并纯化。多肽与匙孔嘁血蓝蛋白

（ｋｅｙｈｏｌｅｌｉｍｐｅｔｈｅｍｏｃｙａｎｉｎ，ＫＬＨ）的偶联采用戊二醛连接

法［６］完成。

１．３　单克隆抗体的制备、纯化及鉴定　纯化的多肽ＫＬＨ偶

联物１００μｇ以ＰＢＳ稀释后与等体积完全弗氏佐剂（ＣＦＡ）混

匀乳化，免疫６周龄雌性ＢＡＬＢ／ｃ小鼠５只，双肩周围皮下注

射和双后腿肌内注射，每个区域大约用１／８的免疫原，将剩

余１／２的免疫原进行腹腔注射。１周后加强免疫５０μｇ，

ＣＦＡ，腹腔注射。２周后加强免疫５０μｇ，不完全弗氏佐剂

（ＩＦＡ），腹腔注射。３周及以后，每周直接腹腔注射５０μｇ加

强免疫。第５周起，每周尾静脉采血，ＥＬＩＳＡ测定效价：用多

肽ＫＬＨ偶联物抗原１．２５μｇ／ｍｌ包被，１０％ＦＣＳ封闭，血清

稀释后加入，ＨＲＰ标记的羊抗小鼠ＩｇＧ作为二抗，ＯＰＤ显

色，酶标仪波长４９０ｎｍ读数。取转染了人ｐｃＤＮＡ３ＳＩＲＰα

４Ｙ的稳定细胞系 Ｈｕｈ７／ｈＳＩＲＰα４Ｙ１×１０６细胞，重悬于

１００μｌ含１％ＢＳＡ的ＰＢＳ中，加入１μｌ血清４℃作用３０ｍｉｎ，

ＰＢＳ洗涤２次，重悬于１００μｌ含１％ＢＳＡ的ＰＢＳ中，加入１

μｇＰＥ标记的二抗４℃作用２０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤２次，重悬于

５００μｌＰＢＳ中，流式细胞仪检测。最后１次加强免疫３ｄ后，

取流式检测效果最好的小鼠脾细胞，与ＳＰ２／０细胞比例５１
在ＰＥＧ１５００的作用下融合，植入９６孔板，３７℃、５％（体积分

数）ＣＯ２条件下培养。培养１０ｄ后，镜下检测生长出克隆细

胞孔为融合阳性孔。尽量选择单克隆细胞孔的上清进行

ＥＬＩＳＡ检测。ＥＬＩＳＡ阳性的克隆用流式细胞术检测 Ｈｕｈ７／

ｈＳＩＲＰα４Ｙ细胞，筛选出的克隆亚克隆２次，采用流式检测

效果最好的克隆，即 ９２ＣＴ５７．３９．３。６～８ 周龄的雌性

ＢＡＬＢ／ｃ小鼠用石蜡油腹腔注射１０ｄ后，取杂交瘤细胞以

２×１０６细胞／只腹腔注射。７～１４ｄ后从小鼠腹腔抽出富含

抗体的腹水进行检测和纯化。纯化采用ＰｒｏｔｅｉｎＧ亲和层析

法［７］。单克隆抗体类型的鉴定：利用小鼠单克隆抗体的Ｉｇ类

与亚类特异性抗体进行ＥＬＩＳＡ检测。

１．４　应用单克隆抗体进行蛋白质印迹检测 　Ｈｕｈ７／

ｈＳＩＲＰα４Ｙ及Ｊｕｒｋａｔ细胞（本室保存）的蛋白裂解物进行

ＳＤＳＰＡＧＥ；电转至硝酸纤维素膜；含５％ ＢＳＡ的 ＴＢＳＴ封

闭１ｈ，ＴＢＳＴ洗１次，５ｍｉｎ；含５％ ＢＳＡ 的 ＴＢＳＴ稀释抗

ＳＩＲＰα单克隆抗体（１μｇ／ｍｌ），孵育２ｈ，ＴＢＳＴ洗３次，每次５

ｍｉｎ；含５％ ＢＳＡ的 ＴＢＳＴ稀释ＩＲ８００标记的抗小鼠二抗

（０．１μｇ／ｍｌ），孵育１ｈ，ＴＢＳＴ洗４次，每次５ｍｉｎ；用红外线

激光扫描仪Ｏｄｙｓｓｅｙ扫描。

１．５　应用单克隆抗体进行免疫组化检测　本院肝细胞癌手

术标本石蜡切片置６０℃恒温箱烘烤２０ｍｉｎ，脱蜡至水；３％

Ｈ２Ｏ２（溶于８０％甲醇）室温１０ｍｉｎ灭活内源性过氧化物酶，

ＰＢＳ洗３次各５ｍｉｎ；０．０１ｍｏｌ／Ｌ枸橼酸钠缓冲液（ｐＨ６．０）

高压修复抗原，ＰＢＳ洗３次各５ｍｉｎ；山羊血清封闭，室温２０

ｍｉｎ，甩去多余液体；滴加以抗体稀释液稀释的抗ＳＩＲＰα单克

隆抗体９２ＣＴ５７．３９．３（１０μｇ／ｍｌ），室温孵育２ｈ，ＰＢＳ洗３次

各５ｍｉｎ；滴加 ＨＲＰ标记的二抗５０μｌ，室温孵育１ｈ，ＰＢＳ洗

３次各５ｍｉｎ；ＤＡＢ显色５～１０ｍｉｎ，在显微镜下掌握染色程

度，ＰＢＳ洗３次各５ｍｉｎ；苏木精复染２ｍｉｎ，盐酸乙醇分化，

自来水冲洗１０～１５ｍｉｎ；脱水、透明、封片、拍照。

１．６　单克隆抗体对ＴＨＰ１细胞的作用观察　１２孔板每孔

４×１０５个ＴＨＰ１细胞（本室保存），培养基含１００ｎｇ／ｍｌ的

ＰＭＡ，２４ｈ后换成普通培养基，继续培养４８ｈ，重新换成普通

培养基［８］，加入相应抗体至２０μｇ／ｍｌ，６ｈ后收集上清，进行

细胞因子抗体芯片检测。ＥＬＩＳＡ法验证其中ＴＮＦα、ＩＬ６的

浓度。

１．７　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行统计学分

析，数据以珚ｘ±ｓ表示，组间各指标均数采用单因素方差分析，

均数间两两比较采用ＳＮＫｑ检验，以α＝０．０５（双尾）为检验

水准。所有数据均进行方差齐性检验。

２　结　果

２．１　ＳＩＲＰαｍＡｂ杂交瘤细胞系的建立　使用ＰＥＧ１５００对

免疫后小鼠的脾细胞与骨髓瘤细胞Ｓｐ２／０融合，第５天开始

出现融合细胞。经 ＥＬＩＳＡ 检测，凡 Ｄ４９０值大于阴性对照

（Ｓｐ２／０细胞培养上清）２倍以上者，初步判定为阳性克隆。

经多肽ＫＬＨ偶联物特异性间接ＥＬＩＳＡ筛选，获得７个阳性

融合细胞孔。对７个阳性孔再进行流式细胞术鉴定筛选仅

有１个融合细胞孔上清为阳性。后经２次亚克隆筛选得到１
个克隆９２ＣＴ５７．３９．３。

２．２　ＳＩＲＰαｍＡｂ类型鉴定及流式检测结果　用Ｉｇ类与亚

类特异性抗体进行 ＥＬＩＳＡ 检测，结果表明单克隆抗体

９２ＣＴ５７．３９．３的重链为ＩｇＧ１型，轻链为κ链。流式细胞术

检测结果（图１）表明，相较于对照同型抗体，单克隆抗体

９２ＣＴ５７．３９．３能特异性地结合于 Ｈｕｈ７／ｈＳＩＲＰα４Ｙ细胞，

而对照则没有结合。

２．３　ＳＩＲＰαｍＡｂ蛋白质印迹及免疫组化检测结果　蛋白质

印迹结果（图２）表明单克隆抗体９２ＣＴ５７．３９．３能较为特异

地识别人ＳＩＲＰα分子。免疫组化检测结果（图３）表明单克隆

抗体９２ＣＴ５７．３９．３能较特异地识别人ＳＩＲＰα分子。

２．４　ＳＩＲＰαｍＡｂ促进ＴＨＰ１分泌ＴＮＦα、ＩＬ６　细胞因子

抗体芯片结果（图４）表明，单克隆抗体９２ＣＴ５７．３９．３能促进

ＴＨＰ１分泌某些细胞因子，数据经标准化后最明显的是ＩＬ

６、ＴＮＦα等，升高至１．５倍以上者７种，降低至０．６７倍以下

者１５种。ＥＬＩＳＡ验证（图５）显示，与阴性对照组［（１．１９±

０．０３）ｎｇ／ｍｌ］和同型抗体对照组［（１．２５±０．０６）ｎｇ／ｍｌ］比，

单克隆抗体９２ＣＴ５７．３９．３能促进 ＴＨＰ１细胞分泌 ＴＮＦα
［（６．１１±０．１９）ｎｇ／ｍｌ］；ＩＬ６也由（３６．５７±１２．８０）ｐｇ／ｍｌ和

（３２．００±２．３８）ｐｇ／ｍｌ增加至（９３．８３±５．３０）ｐｇ／ｍｌ。单因素

方差分析显示三组间差异有统计学意义，进一步经ＳＮＫｑ检

验进行两两比较，实验组与两对照组差异均有统计学意义

（Ｐ＜０．０１），而两对照组间差异则无统计学意义。
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图１　ＳＩＲＰαｍＡｂ用于流式细胞术

检测Ｈｕｈ７／ｈＳＩＲＰα４Ｙ细胞

Ｆｉｇ１　Ｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙａｓｓａｙｕｓｉｎｇ
ＳＩＲＰαｍＡｂｏｎＨｕｈ７／ｈＳＩＲＰα４Ｙｃｅｌｌｓ

Ａ：Ｉｓｏｔｙｐｅｃｏｎｔｒｏｌ；Ｂ：ＳＩＲＰαｍＡｂｃｌｏｎｅ９２ＣＴ５７．３９．３

图２　应用ＳＩＲＰαｍＡｂ进行蛋白质印迹检测

Ｆｉｇ２　ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓｕｓｉｎｇＳＩＲＰαｍＡｂ
１：Ｈｕｈ７／ｈＳＩＲＰα４Ｙｃｅｌｌｔｏｔａｌｌｙｓａｔｅ；２：Ｊｕｒｋａｔｃｅｌｌｔｏｔａｌｌｙｓａｔｅ

图３　应用ＳＩＲＰαｍＡｂ进行免疫组化检测

Ｆｉｇ３　ＩｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙｓｔａｉｎｉｎｇｕｓｉｎｇＳＩＲＰαｍＡｂ

Ａ：Ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａｔｉｓｓｕｅ；Ｂ：Ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａｔｉｓ

ｓｕｅ；Ｃ：Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｐａｒａｃａｎｃｅｒｏｕｓｔｉｓｓｕｅ；Ｄ：Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｐａｒａ

ｃａｎｃｅｒｏｕｓｔｉｓｓｕｅ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００（Ａ，Ｃ），×２００（Ｂ，Ｄ）

图４　ＴＨＰ１上清的细胞因子抗体芯片检测结果

Ｆｉｇ４　ＣｙｔｏｋｉｎｅｃｈｉｐａｓｓａｙｗｉｔｈＴＨＰ１ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ
Ａ：Ｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｉｓｏｔｙｐｅｃｏｎｔｒｏｌ；Ｂ：ＴｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＳＩＲＰ（ｍＡｂｃｌｏｎｅ

９２ＣＴ５７．３９．３．Ｂｌａｃｋａｒｒｏｗｓ：ＴＮＦα；Ｇｒａｙａｒｒｏｗｓ：ＩＬ６

图５　ＥＬＩＳＡ法检测ＴＨＰ１细胞上清ＴＮＦα、ＩＬ６水平

Ｆｉｇ５　ＴＮＦαａｎｄＩＬ６ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

ｉｎＴＨＰ１ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔａｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙＥＬＩＳＡ
ＴＨＰ１：ＴＨＰ１ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ；ＩｇＧ１：Ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈｉｓｏｔｙｐｅｃｏｎｔｒｏｌ；

ｍＡｂ：ＴｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＳＩＲＰαｍＡｂｃｌｏｎｅ９２ＣＴ５７．３９．３．Ｐ＜０．０１ｖｓ

ＩｇＧ１ｏｒＴＨＰ１

３　讨　论

　　单克隆抗体在疾病的诊断和治疗中已有大量应用。诊

断方面如淋巴细胞鉴别、病原体鉴别（ｐａｌｉｖｉｚｕｍａｂ［９］）、肿瘤诊

断和分型（用于结肠癌的ｖｏｔｏｍａｂ和ａｒｃｉｌｕｍｏｎａｂ，用于探测

感染部位的ｓｕｌｅｍａｂ，用于卵巢癌的ｉｇｏｖｏｍａｂ和用于黑素瘤

的ｔｅｃｎｅｍａｂＫ１等［１０］）和测定体内激素含量［１１］等。治疗方

面也有防治异体排斥反应（ｏｒｔｈｏｃｌｏｎｅＯＫＴ３［１２］）、治疗类风

湿性关节炎（ａｄａｌｉｍｕｍａｂ、ｅｔａｎｅｒｃｅｐｔ、ｉｎｆｌｉｘｉｍａｂ）［１３１５］、治疗复

发的低度滤泡型非霍奇金淋巴瘤（ｒｉｔｕｘｉｍａｂ［１６］）和降低血管

成形术高危患者缺血性并发症发生率（ａｂｃｉｘｉｍａｂ［１７］）等。一

方面，作为医学检验试剂，单克隆抗体充分发挥其优势，由于

其特异性强，可将抗原抗体反应的特异性大大提高，减少了

可能存在的交叉反应，使实验结果可信度加大，而单克隆抗

体的均一性和生物活性一致性使抗原抗体反应结果也便于
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质量控制，利于标准化和规范化。另一方面，由于抗体与特

异蛋白结合，也可用于蛋白功能的探索，因为其使用方便，且

结果稳定，在难以转染的原代细胞的研究中占有重要

地位。　　　　

　　本研究首先检测了ＳＩＲＰαｍＡｂ的特异性。流式细胞

术、蛋白质印迹和免疫组化检测结果都显示该单抗能与人

ＳＩＲＰα特异结合，能很好地用于ＳＩＲＰα的检测。由于ＳＩＲＰα
ｍＡｂ能很好地与ＳＩＲＰα结合，我们进一步研究了单抗结合

对ＳＩＲＰα信号通路的影响。ＳＩＲＰαｍＡｂ与ＳＩＲＰα相结合可

抑制ＴＮＦα的合成和分泌［４］，这种抑制作用是通过促进

ＳＩＲＰα胞内区酪氨酸磷酸化，启动ＳＩＲＰα抑制性信号通路来

实现的。本研究中，通过细胞因子芯片检测和ＥＬＩＳＡ检测证

实：其与单抗的结合促进了 ＴＮＦα和ＩＬ６的分泌。由于两

实验结果是建立在不同单克隆抗体株的情况下，我们认为本

研究用单抗可能抑制了ＳＩＲＰα胞内区酪氨酸磷酸化，进而抑

制了ＳＩＲＰα负向信号通路，促进了 ＴＮＦα和ＩＬ６的分泌。

ＳＩＲＰαＣＤ４７是巨噬细胞与其他物种之间最重要的识别标

志［１８］，针对其结合位点的抗体可能影响ＳＩＲＰαＣＤ４７的功

能，进而改变巨噬细胞的功能。本研究设计合成的多肽针对

两者可能的结合位点，但得到的单克隆抗体多数（６／７）不能

用于流式细胞术检测，而９２ＣＴ５７．３９．３虽能进行流式细胞术

和蛋白质印迹检测，也能影响巨噬细胞ＴＨＰ１的ＴＮＦα和

ＩＬ６分泌，但不能阻断ＳＩＲＰαＣＤ４７的结合（数据未显示）。

所以我们推测：除了ＣＤ４７，ＳＩＲＰα还存在其他配体，这种胞

外配体的功能也可能刺激ＳＩＲＰα的负向信号，抑制 ＴＮＦα
和ＩＬ６的分泌，具体情况还需后续研究。

　　ＴＮＦα和ＩＬ６是重要的炎症因子，在机体免疫反应中起

着重要作用。９２ＣＴ５７．３９．３能促进ＴＨＰ１细胞分泌ＴＮＦα
和ＩＬ６，与Ｓｍｉｔｈ等［４］研究结果相反，这可能与两者制备时

的抗原不同、识别的表位不同有关。在免疫反应低下人群和

一些免疫缺陷患者中，往往不能很好地诱发机体急慢性免疫

反应。本研究制备的单克隆抗体能刺激巨噬细胞分泌ＴＮＦ

α和ＩＬ６，利用这一特点，单克隆抗体９２ＣＴ５７．３９．３可能在

激活巨噬细胞，增强其对肿瘤、微生物的免疫功能方面具有

积极作用，在治疗免疫反应低下和ＴＮＦα与ＩＬ６缺乏疾病

中可能具有一定应用前景。
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