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人巨细胞病毒ＰＰ６５抗原单克隆抗体的制备及鉴定
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　　［摘要］　目的　制备人巨细胞病毒（ｈｕｍａｎｃｙｔｏｍｅｇａｌｉｃｖｉｒｕｓ，ＨＣＭＶ）ＰＰ６５抗原的单克隆抗体，并
通过免疫组化鉴定单克隆抗体与ＨＣＭＶＰＰ６５抗原的反应性。方法　诱导ＰＱＥ３０ＰＰ６５重组质粒表达
ＰＰ６５蛋白并Ｎｉ柱亲和层析纯化。ＰＰ６５抗原免疫ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，将血清抗体阳性小鼠脾细胞与骨髓瘤
细胞（ＳＰ２／０）融合，经ＨＴＳ筛选，扩大培养获取单克隆抗体。经 ＰｒｏｔｅｉｎＡ亲和层析纯化，并通过间接
ＥＬＩＳＡ鉴定其特异性、效价及亚型。将制备的单克隆抗体应用于临床样本的玻片免疫组化检测。
结果　获得８株高特异性抗ＨＣＭＶＰＰ６５抗原的单克隆抗体，其亚型均为ＩｇＧ１型，轻链均为κ链，效价
均在１∶２０４８０００以上。其中６株单克隆抗体能够通过玻片免疫组化法准确鉴定 ＨＣＭＶ激活性感染。
结论　成功制备了ＨＣＭＶＰＰ６５单克隆抗体。单抗与白细胞中ＨＣＭＶＰＰ６５抗原反应良好。
　　［关键词］　人巨细胞病毒；ＰＰ６５抗原；单克隆抗体；免疫组化
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　　我国是人巨细胞病毒（ｈｕｍａｎｃｙｔｏｍｅｇａｌｉｃｖｉｒｕｓ，
ＨＣＭＶ）感染高度流行国家之一，抗体阳性率为７６．７％～
９５．８％［１］。由于地理区域及社会经济发展的不同，
ＨＣＭＶ的感染率也存在一定差异性，发达国家 ＨＣＭＶ
感染率相对较低，约为 ６０％；而在经济条件较差的发
展中国家感染率可达 １００％［２－３］。ＨＣＭＶ在免疫力强
的宿主中通常表现为无症状感染。但在免疫功能低下

的患者或孕妇中 ＨＣＭＶ的活动性感染危害严重。胎
儿感染ＨＣＭＶ可能出现神经性耳聋、智力发育迟缓等
后遗症［４］。据估计，发达国家新生儿ＨＣＭＶ感染率仅
为０．６％～０．７％［５－６］，而发展中国家为 １％～２％［６］。
ＰＰ６５蛋白是 ＨＣＭＶ的被膜磷蛋白，在 ＨＣＭＶ复制周
期的早晚期均表达。不同的 ＨＣＭＶ病毒株中，ＰＰ６５
基因具有高度的保守性［７］。ＨＣＭＶ进入宿主细胞后
ＰＰ６５蛋白即刻出现在细胞核，感染后期 ＰＰ６５蛋白重
新定位到细胞质。ＰＰ６５蛋白在 ＨＣＭＶ感染后的 ６～
２４ｈ内可出现在外周血淋巴细胞、单核细胞、多形核
白细胞及血管内皮细胞中，表明 ＰＰ６５蛋白是 ＨＣＭＶ
活动性感染早期诊断的一项重要指标［８］。因此，ＰＰ６５
抗原的检测在早期活动性 ＨＣＭＶ感染中具有重要意
义。本研究拟通过原核表达并纯化 ＨＣＭＶＰＰ６５重组
蛋白，免疫小鼠制备相应单克隆抗体（ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ
ａｎｔｉｂｏｄｙ，ｍＡｂ），并通过免疫组化检测鉴定单克隆抗
体与患者白细胞中 ＨＣＭＶＰＰ６５抗原的反应性，以期
为临床早期诊断ＨＣＭＶ激活性感染提供帮助。

１　材料与方法

１．１　细胞、质粒、菌株和实验动物
　　ＳＰ２／０小鼠骨髓瘤细胞、ＰＱＥ３０ＰＰ６５重组质粒为
本实验室保存［９］。感受态细胞 Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α、Ｅ．ｃｏｌｉ
Ｍ１５购自博迈德生物技术有限公司，ＳＰＦ级 ＢＡＬＢ／ｃ
小鼠，雄性，６～８周龄，购自北京维通利华实验动物技
术公司。本研究获得山西医科大学医学伦理委员会审

查通过（２０２００６００１）。
１．２　主要试剂
　　ＭＦ５９佐剂购自Ｉｎｖｉｖｏｇｅｎ公司，ＨＲＰ标记的山羊抗
小鼠ＩｇＧ（ＩｇＧＨＲＰ）购自ＢＢＩ公司，单克隆抗体亚类鉴
定试剂盒购自北京博奥龙免疫技术有限公司，胎牛血清

（ＦＢＳ）、ＤＭＳＯ、ＨＡＴ、ＨＴ、融合剂 ＰＥＧ均购自 Ｓｉｇｍａ公
司，蛋白Ｍａｒｋｅｒ购自北京全式金公司，小鼠抗Ｈｉｓ标签
单克隆抗体购自康维世纪生物科技有限公司。牛血清

白蛋白（ＢＳＡ）购自北京纽朴生物技术有限公司。ＨＣＭＶ
感染阳性及阴性标本收集于白求恩医院检验科。

１．３　抗原制备
　　将ＰＱＥ３０ＰＰ６５重组质粒转化至Ｅ．ｃｏｌｉＭ１５感受
态细胞中，加 ＩＰＴＧ诱导表达后收集菌体，超声破碎，
离心收集包涵体沉淀。８ｍｏｌ／Ｌ尿素溶解包涵体，经
Ｎｉ柱亲和层析纯化并收集不同浓度梯度的洗脱液，将
含有目的蛋白的洗脱液进行透析，超滤离心管浓缩得

到重组ＰＰ６５蛋白，并经１２％ＳＤＳＰＡＧＥ鉴定。
１．４　动物免疫
　　将ＰＰ６５重组蛋白与ＭＦ５９佐剂１∶１等体积混合，
对ＢＡＬＢ／ｃ小鼠进行皮下免疫，免疫间隔为３周，每次
免疫剂量为 １０μｇ／只，共免疫 ３次。第 ３次免疫后
２周检测小鼠血清抗体效价。
１．５　杂交瘤细胞的建立
　　选取血清抗体效价最高的１只小鼠，融合前以同
样剂量冲击免疫１次。融合当天，无菌摘除小鼠脾脏
制备脾细胞悬液，按 ５∶１的比例与 ＳＰ２／０细胞混合，
ＰＥＧ法融合。用 ＨＡＴ、ＨＴ培养基培养并筛选融合细
胞，有限稀释亚克隆阳性杂交瘤细胞，最终获得可稳定

分泌抗ＰＰ６５蛋白抗体的杂交瘤细胞株。
１．６　单克隆抗体的制备与纯化
　　将筛选得到的杂交瘤细胞扩大培养，以获得高滴
度杂交瘤细胞。ＢＡＬＢ／ｃ小鼠腹腔注射无菌液体石蜡
０．５ｍＬ／只，７ｄ后腹腔接种杂交瘤细胞悬液，每只２×
１０６个细胞。７～１０ｄ后，收集腹水，ＰｒｏｔｅｉｎＡ亲和纯
化，获得纯度较高的单克隆抗体，１２％ＳＤＳＰＡＧＥ进行
纯度分析。

１．７　单克隆抗体特性鉴定
１．７．１　单抗特异性鉴定　　将ＰＰ６５蛋白分别与ＢＳＡ、
ＳＡＲＳＲＢＤ、ＭＥＲＳＲＢＤ、ＺＩＫＡＥ无关蛋白包被于同一
９６孔板中，用间接ＥＬＩＳＡ法测定８株单抗的特异性。
１．７．２　单抗效价测定　　采用间接 ＥＬＩＳＡ法，将重
组ＰＰ６５蛋白包被酶标板，纯化后的单克隆抗体从
１∶１６０００开始２倍梯度稀释，加入１∶５０００稀释的山
羊抗鼠 ＩｇＧ酶标二抗，显色后酶标仪测定光密度值
Ｄ（４５０～６３０）。
１．７．３　单抗亚型鉴定　　单克隆抗体亚型鉴定采用
间接ＥＬＩＳＡ法，将单克隆抗体免疫球蛋白亚类鉴定试
剂盒中 ＨＲＰ标记的羊抗小鼠 ＩｇＡ、ＩｇＭ、ＩｇＧ１、ＩｇＧ２ａ、
ＩｇＧ２ｂ、ＩｇＧ３及κ和λ链作为二抗进行检测，具体步骤
按照试剂盒说明书进行。

１．８　单抗与ＨＣＭＶＰＰ６５抗原反应性的免疫组化鉴定
１．８．１　样本来源及处理　　ＨＣＭＶ感染阳性及阴性
标本主要来自于白求恩医院的新生儿。黄疸的新生儿

３８１１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（１２）



要经过 ＦＱＰＣＲ定量患儿尿液 ＨＣＭＶ核酸，同时
ＥＬＩＳＡ检测患儿血清中ＨＣＭＶ特异ＩｇＭ。收集两种方
法检测结果均阳性的患儿的凝血块，以及两种方法均

阴性的患儿的凝血块，于过滤网上研磨，收集滤过的白

细胞［１０］。离心弃上清。白细胞用１ｍＬＣａｒｎｏｙ固定液
（甲醇∶冰乙酸＝３∶１）固定，－２０℃保存备用。
１．８．２　单抗对玻片固定的白细胞内ＨＣＭＶ抗原的鉴
定　　将已知阳性及阴性 ＨＣＭＶ感染白细胞滴至
７５％酒精预处理过的载玻片上，干燥，４％多聚甲醛固
定细胞１ｈ，０．５％ＴｒｉｔｏｎＸ１００室温孵育２０ｍｉｎ通透细
胞，３％ Ｈ２Ｏ２室温避光 ３０ｍｉｎ去除内源性过氧化物
酶，５％ＢＳＡ封闭液３７℃封闭３０ｍｉｎ。处理好的待检
样本玻片上滴加１∶５０稀释的单克隆抗体，４℃过夜，
次日洗涤后加 １∶５００稀释的羊抗鼠酶标二抗 ＨＲＰ
ＩｇＧ，３７℃孵育３０ｍｉｎ，洗涤，ＤＡＢ显色，镜下观察。
１．８．３　８株单抗对相同阳性及阴性标本鉴定的比较
　　为比较８株单抗对 ＨＣＭＶＰＰ６５抗原的反应性，
需要制备多个相同的已知阳性及阴性标本片，而１份
患儿凝血块研磨后得到的白细胞不够制备多个样本

片，所以积攒多人份阳性及阴性白细胞，并分别混合，

制备多张相同的阳性及阴性标本片。白细胞混合离

心、浓缩后制片及８株单抗分别对阳性及阴性标本片
鉴定的过程同上。

１．９　统计学分析
　　利用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ软件对实验数据进行分析，
并通过绘制图表和文字描述相结合的方式对实验结果

进行呈现。

２　结果

２．１　重组蛋白的诱导表达与纯化
　　重组质粒转化 Ｅ．ｃｏｌｉＭ１５，经 ＩＰＴＧ诱导表达，将
纯化后得到的重组蛋白进行ＳＤＳＰＡＧＥ分析，在（２６～
３３）×１０３附近可见明显条带，与预期大小一致，表明纯
化后获得纯度较高的目的蛋白，可用于后续实验（图１）。
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Ｍ：蛋白分子量标准；１：纯化的重组蛋白

图１　重组蛋白的ＳＤＳＰＡＧＥ分析

２．２　抗体的制备
　　以ＰＰ６５蛋白为抗原免疫ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，经３次免
疫之后，小鼠的血清效价达到杂交瘤细胞融合的要求。

而后选择血清效价最高的小鼠再次加强免疫，经过细

胞融合，阳性杂交瘤细胞筛选以及３次亚克隆化后，共
筛选出了８株抗 ＨＣＭＶＰＰ６５单克隆抗体，分别命名
为１～８号单克隆抗体。
２．３　抗体纯度的鉴定
　　８株抗体经煮沸变性后用 １２％的 ＳＤＳＰＡＧＥ检
测，均可在５０×１０３左右看到单抗的重链，在２５×１０３附
近看到单抗的轻链（图２），无其他杂带，表明纯化的单
抗纯度较高。
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Ｍ：蛋白分子量标准；１：８号抗体；２：７号抗体；３：６号抗体；
４：５号抗体；５：４号抗体；６：３号抗体；７：２号抗体；８：１号抗体

图２　ＳＤＳＰＡＧＥ分析纯化的单抗纯度

２．４　特异性的鉴定
　　将８株单抗分别与不同蛋白进行酶联免疫吸附实
验，结果显示均能特异性识别 ＰＰ６５目的蛋白，而与其
他蛋白的反应性较低，表现出良好的特异性（图３）。
２．５　抗体效价的检测
　　用间接 ＥＬＩＳＡ法检测纯化后 ８株单克隆抗体的
效价，可见均达到１∶２０４８０００以上（图４）。
２．６　抗体亚类的鉴定
　　利用间接ＥＬＩＳＡ法，将亚类检测试剂盒中ＨＲＰ标
记的山羊抗小鼠ＩｇＧ１、ＩｇＧ２ａ、ＩｇＧ２ｂ、ＩｇＧ３、ＩｇＭ、ＩｇＡ及κ
和λ链作为二抗对８株抗体进行亚类检测。经鉴定可
知，８株抗体的重链均为ＩｇＧ１型亚类，轻链均为κ链。
２．７　单抗与ＨＣＭＶＰＰ６５抗原反应性的免疫组化鉴定
　　单抗与单份已知 ＨＣＭＶ感染阳性及阴性白细胞
沉渣涂片免疫组化反应结果见图５。与阳性标本反应
可见含棕色颗粒的细胞，与阴性标本反应只有核蓝染

的细胞。说明单抗能准确鉴定白细胞中 ＰＰ６５抗原的
阳性与阴性。
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图４　抗体效价的检测
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Ａ：１号抗体与阳性白细胞沉渣涂片的反应结果；Ｂ：２号抗体与阳性白细胞沉渣涂片的反应结果；Ｃ：１号抗体与阴性白细胞沉渣
涂片的反应结果；Ｄ：２号抗体与阴性白细胞沉渣涂片的反应结果

图５　１号及２号单抗免疫组化检测已知单份阳性及阴性样本检测结果
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白细胞沉渣涂片检测的结果；Ｇ：７号抗体对阳性白细胞沉渣涂片检测的结果；Ｈ：８号抗体对阳性白细胞沉渣涂片检测的结果；
Ｉ：１号抗体对阴性白细胞涂片检测结果

图６　８株单克隆抗体免疫组化检测已知阳性及阴性样本检测结果

　　为比较所得 ８株单抗与 ＰＰ６５抗原的反应性，将
纯化的８株单抗对２４张 ＨＣＭＶ感染阳性混合白细胞
沉渣涂片、１０张阴性混合涂片进行免疫组化鉴定。结
果见图６。３号和６号单克隆抗体对各自的３张已知
阳性标本检测结果均为阴性，即细胞核蓝染，胞质也未

见棕色颗粒，而其余６株单克隆抗体检测结果均有棕
色细胞。对阴性白细胞涂片检测结果显示８株单克隆
抗体均为阴性，均未观察到棕色细胞。说明所得８株
单抗中，３号和 ６号单抗不能通过免疫组化鉴定白细
胞中的 ＨＣＭＶＰＰ６５抗原，而其余单抗能准确鉴定
ＨＣＭＶＰＰ６５抗原阳性及阴性白细胞。

３　讨论

　　ＨＣＭＶ在人群中感染普遍。在孕妇、新生儿、艾滋

病患者、组织器官移植者以及免疫抑制剂使用者中激

活性ＨＣＭＶ感染的检测非常普遍。目前 ＨＣＭＶ激活
性感染的检测主要依靠 ＥＬＩＳＡ检测血清特异 ＩｇＭ和
ＰＣＲ定量检测病毒核酸。因 ＩｇＭ产生早而消失快，且
ＨＣＭＶ活动性感染者常免疫力低下，不能充分产生
ＩｇＭ，所以 ＩｇＭ检测的敏感性、特异性均不够理想［９］；

而ＦＱＰＣＲ检测ＨＣＭＶ核酸存在敏感性过高［１１］、定量

标准不统一的问题。

　　ＨＣＭＶＰＰ６５蛋白是病毒被膜蛋白中最丰富的一
种，是细胞外颗粒的主要成分，也是抗感染的免疫应答

的主要靶点之一。该蛋白主要参与病毒基因调节以及

改变宿主细胞的代谢［１２］，并对病毒的复制有重要作

用。ＨＣＭＶＰＰ６５在细胞中的分布具有明显的时相性，
当病毒和细胞膜融合后 ＰＰ６５会立即进入细胞核，然
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后在感染后期重新定位到细胞质。ＰＰ６５蛋白在
ＨＣＭＶ感染后的６～２４ｈ内可出现在外周血淋巴细胞、
单核细胞、多形核白细胞及血管内皮细胞中，表明

ＰＰ６５蛋白是ＨＣＭＶ活动性感染早期诊断的一项重要
指标［８］。因此，对 ＰＰ６５抗原的检测具有重要意义。
玻片免疫组化或荧光法检测 ＰＰ６５抗原需要每个样本
的白细胞固定一个玻片，镜下计数阳性细胞，虽然操

作烦琐，主要适合病例少、病例不集中的情况，但依然

有临床需求。本研究通过杂交瘤技术获得 ８株针对
ＨＣＭＶＰＰ６５蛋白高特异性及高亲和力的单克隆抗体，
并通过对临床阳性及阴性血标本的免疫组化检测，证

明其中６株单抗能够准确界定阳性及阴性感染。研究
结果为临床 ＨＣＭＶ活动性感染试剂的研发提供了原
材料。
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