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抗组氨酸标签单克隆抗体的制备、鉴定及应用
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　　摘　要：目的　制备特异性抗组氨酸标签（Ｈｉｓｔａｇ）的单克隆抗体（ｍＡｂ）并进行鉴定。方法　以合成的１５个组氨酸的多肽

耦联牛血清清蛋白（ＢＳＡ）为抗原免疫Ｂａｌｂ／ｃ小鼠，按常规方法进行细胞融合。采用间接酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）筛选阳性克

隆及有限稀释法进行克隆化，用ＰｒｏｔｅｉｎＧ柱亲和纯化抗体及ＥＬＩＳＡ检测纯化抗体的效价、相对亲和力及抗体亚类，用ＥＬＩＳＡ及

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ对ｍＡｂ的特异性进行鉴定，并与含 Ｈｉｓｔａｇ的重组蛋白特异性抗体配对建立双抗夹心ＥＬＩＳＡ定量检测对应的

重组蛋白。结果　筛选出５株能稳定分泌抗 Ｈｉｓｔａｇ的杂交瘤细胞株，抗体亚类均为ＩｇＧ１（κ），其中１Ｇ２亲和力最高（１．２７×

１０１０），并且１Ｇ２在ＥＬＩＳＡ及 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ中能与不同类型的含 Ｈｉｓｔａｇ的重组蛋白结合，能与降钙素原（ＰＣＴ）抗体构建双

抗夹心ＥＬＩＳＡ定量检测含 Ｈｉｓｔａｇ的ＰＣＴ重组蛋白，灵敏度达到４．６ｎｇ／ｍＬ。结论　成功制备了特异性好、亲和力高、能稳定分

泌抗 Ｈｉｓｔａｇ的ｍＡｂ，该抗体能应用于ＥＬＩＳＡ及 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ等多种 Ｈｉｓｔａｇ的检测方法，为蛋白质研究检测、定位、相互作

用等提供了工具。
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　　抗组氨酸标签（ｈｉｓｔｉｄｉｎｅｔａｇ，Ｈｉｓｔａｇ）是由６个或６个以

上组氨酸组成的短肽，其主要用途是用于表达分子构建融合蛋

白的快速分离及纯化，与其他标签相比具有相对分子质量小、

免疫原性弱，不影响目的分子空间构型等优势。利用 Ｈｉｓｔａｇ

亲和镍离子螯合物的特性，采用固定化金属离子亲和层析即可

一步快速纯化获得较高纯度的重组蛋白，是目前蛋白纯化融合

标签中使用最为广泛的一种［１２］。

Ｈｉｓｔａｇ抗体可用于与 Ｈｉｓ标签融合表达蛋白的表达和细

胞内定位的检测，以及纯化、定性或定量检测 Ｈｉｓ融合表达蛋

白等［３４］。目前商品化 Ｈｉｓｔａｇ的单克隆抗体种类较多，价格

虽然不十分昂贵，在 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ、免疫组化、直接酶联免

疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）检测等用量少的实验中，购买抗体可以满

足实验。但在用 Ｈｉｓｔａｇ抗体进行免疫亲和层析及双抗夹心

ＥＬＩＳＡ检测等抗体需求量较大的实验中，购买抗体则成本非

常高。因此，满足实验室大规模 Ｈｉｓｔａｇ抗体的需求，稳定生

产 Ｈｉｓｔａｇ单克隆抗体具有重要意义及经济价值。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　材料　聚组氨酸１５肽由上海吉尔生化合成并耦联

ＢＳＡ；免疫用Ｂａｌｂ／ｃ小鼠来自第三军医大学动物中心；Ｓｐ２／０

细胞和实验涉及各类重组蛋白及相应抗体均由第三军医大学

检验系临床生物化学教研室提供。

１．１．２　 试剂 　ＣｈｅｌａｔｉｎｇＳｅｐｈａｒｏｓｅＦａｓｔＦｌｏｗ，ｒＰｒｏｔｅｉｎＧ

ＳｅｐｈａｒｏｓｅＦａｓｔＦｌｏｗ等纯化所用层析柱及填料均购自 Ａｍｅｒ

ｓｈａｍ公司；ＲＰＭＩ１６４０培养基、新生胎牛血清（ＦＢＳ）为 Ｇｉｂｃｏ

公司产品；免疫佐剂及抗体亚类试剂盒购自Ｓｉｇｍａ公司；ＨＲＰ

标记的羊抗小鼠购自北京中杉金桥生物技术有限公司；标记用

ＨＲＰ购自北京鼎国生物技术有限公司；其他试剂均为分析纯，
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实验用水为去离子双蒸水。

１．２　方法

１．２．１　动物免疫及免疫效价测定　取耦联好ＢＳＡ的聚组氨

酸１５肽与等体积的弗氏完全佐剂充分乳化，注射入健康Ｂａｌｂ／

ｃ小鼠四肢及腹腔内，０．２ｍＬ／只，抗原量每只为１００μｇ；首次

免疫１４ｄ后，改用弗氏不完全佐剂与同体积的抗原量充分乳

化进行第２次免疫，抗原量不变；第２８天，按照每只１００μｇ抗

原量对小鼠进行第３次免疫；３次免疫后７ｄ对小鼠尾静脉采

血，用含 Ｈｉｓｔａｇ的重组蛋白包板，采用ＥＬＩＳＡ 方法检测免疫

效价。每２周１次持续免疫直到效价达到１∶１２８０００以上时

准备融合；融合前３ｄ，再用每只１００μｇ的抗原量进行加强

免疫。

１．２．２　杂交瘤细胞株的建立及抗体制备　在细胞融合后的第

１０～１４天，用含有 Ｈｉｓｔａｇ的重组蛋白包板，采用间接ＥＬＩＳＡ

的方法筛选阳性克隆，阳性克隆经３～４次克隆化后，检测阳性

率接近１００％，即可冻存细胞，并进行扩大化培养。向健康雌

性Ｂａｌｂ／ｃ小鼠腹腔内注射高压灭菌后的石蜡油，每只０．４

ｍＬ。１周后，再向其腹腔注射能稳定分泌抗体的杂交瘤细胞，

每只０．５ｍＬ（细胞数约为２×１０６ 个）。１０～１４ｄ后，开始收集

腹腔积液，采用二氧化硅法去除脂肪和石蜡油，收集澄清腹腔

积液，并用间接ＥＬＩＳＡ测定腹腔积液效价。将腹水采用Ｐｒｏ

ｔｅｉｎＧ柱亲和纯化获得抗体并采用Ｌｏｗｒｙ法测定蛋白浓度。

１．２．３　抗体亚类及亲和力测定　采用抗体亚类鉴定试剂盒

（Ｓｉｇｍａ）测定抗体亚类，严格按照说明书操作步骤进行测定。

抗体亲和力测定参照以下方法：分别用１、２、５ｍｇ／Ｌ的耦联好

ＢＳＡ的聚组氨酸１５肽包被酶标板，与不同稀释溶度的单抗孵

育后，加入一定稀释度的 ＨＲＰ标记的羊抗鼠二抗，洗板显色

后测定各孔的Ａ４５０值。然后以各孔稀释抗体的浓度为横坐标，

以其相应的Ａ值为纵坐标，绘制３条测定曲线，以各曲线上部

趋于平坦的Ａ值为１００％，计算 Ａ值为５０％时的单克隆抗体

的浓度［Ａｂ］ｔ，这样每份被检样品可得［Ａｂ］ｔ１、［Ａｂ］ｔ２、［Ａｂ］ｔ３

３个值，然后根据文献公式计算出其亲和常数
［５６］。选择亲和

力最高的１株进行ＥＬＩＳＡ及 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔｔｉｎｇ鉴定。

１．２．４　ＥＬＩＳＡ法鉴定抗体的特异性　包被稀释液稀释９种

不同重组蛋白（２个不含 Ｈｉｓｔａｇ；２个表达后用肠激酶切除

Ｈｉｓｔａｇ；５个含有 Ｈｉｓｔａｇ，其中２个 Ｈｉｓｔａｇ位于Ｎ端，２个位

于中间，１个位于Ｃ端），稀释浓度为５μｇ／ｍＬ，每孔加入１００

μＬ，４℃包被过夜。取纯化的单抗用抗体稀释液稀释成不同浓

度，３７℃孵育１ｈ，每孔加工作浓度的酶标二抗１００μＬ，３７℃１

ｈ。洗板ＴＭＢ显色后测定其Ａ４５０。

１．２．５　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔｔｉｎｇ鉴定抗体的检测效果　将上述的９

种不同重组蛋白稀释相同浓度进行ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，常规转

膜、封闭、孵育抗 Ｈｉｓｔａｇ抗体、洗涤，以山羊抗小鼠ＩｇＧＨＲＰ

抗体为二抗（１：３０００稀释），室温下孵育１ｈ，ＰＢＳＴ洗涤，常规

曝光。取其中１种含 Ｈｉｓｔａｇ的重组蛋白稀释一系列浓度进

行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ测定其检测灵敏度。

１．２．６　双抗夹心ＥＬＩＳＡ检测方法的建立及评价　将制备的

抗 Ｈｉｓｔａｇ单抗采用改良的高碘酸法标记 ＨＲＰ后，与ＰＣＴ特

异性单克隆抗体配对，建立双抗体夹心法检测含有 Ｈｉｓｔａｇ的

ＰＣＴ重组抗原。方法如下：按５μｇ／ｍＬ包被ＰＣＴ单克隆抗

体，用含１％的小牛血清ＰＢＳ溶液封闭后，与不同稀释浓度的

ＰＣＴ重组抗原在３７℃孵育１ｈ，洗板后与抗体稀释液稀释的

ＨＲＰ标记的 Ｈｉｓｔａｇ单抗反应，洗板ＴＭＢ显色后测定ＯＤ４５０，

评价测定效果。

２　结　　果

２．１　杂交瘤细胞株的建立及抗体制备　按常规方法将耦联好

ＢＳＡ的聚组氨酸１５肽免疫小鼠后进行细胞融合，使用含 Ｈｉｓ

ｔａｇ的重组蛋白共筛选出２４个强阳性及大量弱阳性克隆，保留

８株强阳性克隆进一步克隆化后，最终５株抗体稳定建株，另

外３株克隆化丢失，见表１。经Ｓｉｇｍａ抗体亚类鉴定试剂盒测

定抗体亚类均为ＩｇＧ１（κ）。其中１Ｇ２亲和力最高，达到１．２７

×１０１０，平均每ｍＬ腹腔积液抗体产量为６．５ｍｇ／ｍＬ。

表１　　５株抗 Ｈｉｓｔａｇ单克隆抗体的特性

细胞株号 抗体亚类 腹水抗体产量 抗体亲和力

１Ｂ７ ＩｇＧ１（κ） ５．９ｍｇ／ｍＬ ５．２３×１０９

１Ｇ２ ＩｇＧ１（κ） ６．５ｍｇ／ｍＬ １．２７×１０１０

２Ｄ１１ ＩｇＧ１（κ） ７．５ｍｇ／ｍＬ ２．５５×１０９

３Ｅ３ ＩｇＧ１（κ） ５．６ｍｇ／ｍＬ ８．３６×１０８

３Ｄ４ ＩｇＧ１（κ） ３．５ｍｇ／ｍＬ ５．６９×１０８

２．２　ＥＬＩＳＡ法鉴定抗体的特异性　以下所有鉴定实验均使

用１Ｇ２抗体株。经ＥＬＩＳＡ法鉴定结果如下：１Ｇ２与不含及

切除 Ｈｉｓｔａｇ的重组蛋白均无结合，与含 Ｈｉｓｔａｇ的重组蛋白

均能结合，并且结合与 Ｈｉｓｔａｇ所在的位置无关，证明１Ｇ２能

特异的识别 Ｈｉｓｔａｇ。见图１。

　　Ａ、Ｂ：不含Ｈｉｓｔａｇ；Ｃ、Ｄ：切除Ｈｉｓｔａｇ；Ｅ、Ｆ：Ｎ端含Ｈｉｓｔａｇ；Ｇ、Ｈ：

中间含 Ｈｉｓｔａｇ；Ｉ：Ｃ端含 Ｈｉｓｔａｇ。

图１　　ＥＬＩＳＡ法鉴定１Ｇ２的特异性

２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ鉴定抗体的检测效果　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ

ｔｉｎｇ鉴定１Ｇ２结果与ＥＬＩＳＡ一致，在以上９个重组蛋白中，

不含以及切除 Ｈｉｓｔａｇ的重组蛋白均无反应，而含 Ｈｉｓｔａｇ的

重组蛋白均有很强反应，并且与 Ｈｉｓｔａｇ所在的位置无关，进

一步证明１Ｇ２能特异的识别 Ｈｉｓｔａｇ。将蛋白Ｅ稀释系列浓

度后 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ测定，在１２μｇ／ｍＬ的浓度下有明显条

带，具有较好检测灵敏度。见图２。

　　Ａ：ＳＤＳＰＡＧＥ电泳；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测结果；Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔｔｉｎｇ检测灵敏度。

图２　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ法鉴定１Ｇ２的特异性
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２．４　双抗夹心ＥＬＩＳＡ检测方法的建立及评价　以ＰＣＴ特异

性单抗及１Ｇ２构建的双抗体夹心ＥＬＩＳＡ检测能有效的测定

含 Ｈｉｓｔａｇ重组ＰＣＴ蛋白，对检测数据进行回归分析，得到回

归方程为犢＝０．０３６１３＋０．００７５９犡，狉２＝０．９９６５０，符合线性

关系的判断标准，其最低测限为４．６ｎｇ／ｍＬ，最佳检测范围为

１０～３００ｎｇ／ｍＬ。见图３。

图３　　双抗夹心ＥＬＩＳＡ检测标准曲线

３　讨　　论

融合标签常用于重组蛋白的表达及纯化，通过特异性亲和

纯化技术，可以简化重组蛋白的纯化过程，所以适合规模化生

产［７］。除此之外，在控制蛋白质固定的空间取向及方便检测、

使体内生物事件可视化、提高重组蛋白质的产量、增强重组蛋

白质的可溶性和稳定性等方面具有的明显优越性，使之成为后

基因组时代的重要研究工具［８９］。在众多的融合标签中由于

Ｈｉｓｔａｇ相对分子质量小、免疫原性弱，不影响目的分子空间构

型等明显优势，以及利用 Ｈｉｓｔａｇ亲和镍离子螯合物的特性，

采用固定化金属离子亲和层析即可一步快速纯化获得较高纯

化的重组蛋白，是目前用于纯化的融合标签中使用最为广泛的

一种［１０１１］。

Ｈｉｓｔａｇ抗体可以用于检测和 Ｈｉｓ标签融合表达蛋白的表

达、细胞内定位，以及纯化、定性或定量检测 Ｈｉｓ融合表达蛋白

等［１２］。为了满足大规模 Ｈｉｓｔａｇ抗体使用的需要，必须制备可

以稳定分泌抗 Ｈｉｓｔａｇ的单克隆细胞株。按常规方法采用含

有 Ｈｉｓｔａｇ的蛋白免疫小鼠，由于 Ｈｉｓｔａｇ相对分子质量小，免

疫原性弱的原因很难制备高亲和力的抗体。为此，合成含１５

个聚组氨酸的多肽耦联ＢＳＡ制备的人工抗原免疫原性好，能

使机体产生较强的免疫应答。在抗体筛选上采用含 Ｈｉｓｔａｇ

的重组蛋白筛选，保证得到的抗体能直接识别重组蛋白上的

Ｈｉｓｔａｇ，保证抗体的特异性及检测效果。最终成功的制备效

价高、特异性强、亲和力高的抗 Ｈｉｓｔａｇ单克隆抗体。

Ｈｉｓｔａｇ抗体种类繁多，应用途径也十分广泛，因此抗体的

质量直接影响检测的效果。作者使用不同的重组蛋白对制备

的抗体进行检测，除了鉴定其特异性外，还必须保证制备的抗

体能识别在重组蛋白不同位置的 Ｈｉｓｔａｇ，同时也保证抗体能

在不同的检测方法中有效的识别 Ｈｉｓｔａｇ。在 Ｈｉｓｔａｇ抗体的

应用上，与常规双抗夹心ＥＬＩＳＡ需一对配对特异性抗体不同，

作者仅采用一个特异性抗体，利用 Ｈｉｓｔａｇ抗体标记 ＨＲＰ与

其配对，即可检测重组蛋白。进一步还可以建立竞争体系检测

天然蛋白分子，开辟了一条新的免疫检测途径［１２１３］。

本研究成功制备了能稳定分泌抗 Ｈｉｓｔａｇ的单克隆细胞

株，制备的抗体特异性好，亲和力高，并能用于多种免疫检测，

为蛋白质研究中检测、定位、相互作用等提供了强有力的工具。
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