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[摘摇 要] 摇 目的摇 制备抗肺炎衣原体蛋白酶样活性因子重组蛋白的单克隆抗体,检测冠状动脉硬化患者的外周血

单核细胞和冠状动脉瘤斑块中肺炎衣原体特异性抗原。 方法摇 以肺炎衣原体蛋白酶样活性因子重组蛋白免疫小

鼠,与 SP2 / 0 细胞融合后,采用间接 ELISA 和 Western blot 筛选阳性杂交瘤细胞,经亚克隆建株;小鼠体内诱生腹水

法制备单克隆抗体,用硫酸铵沉淀法对腹水中的单克隆抗体进行纯化,测定其亚类和效价;检测肺炎衣原体标准株

以鉴定其特异性。 建立间接 ELISA 方法检测冠状动脉硬化患者外周血单核细胞和冠状动脉瘤斑块标本中的肺炎

衣原体抗原。 结果摇 获得 4 株稳定分泌抗蛋白酶样活性因子重组蛋白的杂交瘤细胞株,分别命名为 3F8、7B9、8C4
和 11B5,其效价分别为 1颐 28000、1颐 16000、1颐 38000 和 1颐 12000;经亚类鉴定,3F8 和 7B9 杂交瘤细胞分泌的单克隆

抗体为 IgG2b,其它 2 株均为 IgG1。 以制备的单克隆抗体建立间接 ELISA 检测肺炎衣原体抗原,与经典 PCR 方法

的检测结果比较,检出率具有较高的一致性。 结论摇 成功获得了抗肺炎衣原体蛋白酶样活性因子重组蛋白的特异

性单克隆抗体,能特异地识别天然肺炎衣原体蛋白酶样活性因子抗原,有望应用于冠状动脉硬化患者肺炎衣原体

感染的抗原诊断。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To prepare and identify the monoclonal antibodies against recombinant protein of chlamydial
protease鄄like activity factor from chlamydia pneumoniae for clinical diagnosing C. pneumoniae infection. 摇 摇 Methods摇
The chlamydial protease鄄like activity factor recombinant protein was used as antigen for the immunization of female BALB /
c mice, and the spleen cells of mice were fused with SP2 / 0 myelomas. 摇 Indirect ELISA and Western blot analysis were
used to screen the hybridomas secreting antibodies and then subcloning positive clones were carried out to establish stable
cell lines by limiting dilution. 摇 Ascites were induced to produce MAbs and their specificity were identified by indirected
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immunofluorescence (IIF) test and Western blot analysis based C. pneumoniae type strain. 摇 The new indirect ELISA was
estabilished to examine coronary artery plaques from patients and the results were analyzed by statistical method. 摇 摇 Re鄄
sults摇 Four hybridoma cell lines secreted the monoclonal antibodies stably were finally obtained and named as 3F8、7B9、
8C4 and 11B5, respectively; the subtype of the monoclonal antibodies secreted by 3F8 and 7B9 strain was IgG2b, the other
two monoclonal antibodies were IgG1 and their titers in ascites were 1颐 28000, 1颐 16000, 1颐 38000 and 1颐 12000, respec鄄
tively. 摇 The Western blot and IIF analysis showed that these monoclonal antibodies have excellent specificity to C. pneu鄄
moniae. 摇 The results of detecting clinical samples by the new indirect ELISA based on self鄄produced the monoclonal anti鄄
bodies had better consistency with the results of PCR kits for C. pneumoniae infection. 摇 摇 Conclusion摇 The specific mon鄄
oclonal antibodies against chlamydial protease鄄like activity factor recombinant protein of C. pneumoniae were obtained.
All the 4 monoclonal antibodies belonged to IgG, which can react with native chlamydial protease鄄like activity factor from
C. pneumoniae. 摇 The self鄄producted monoclonal antibodies are suitable for C. pneumoniae antigen diagnosis to coronary ar鄄
teriosclerosis patients.

摇 摇 肺炎衣原体(Chlamydia pneumoniae,Cpn)是一

种严格的真核细胞内寄生菌,主要引起人的呼吸道

感染;Cpn 感染非常普遍,在临床上多以隐性、持续

性感染形式存在,反复迁延导致难以治疗的并发

症,与动脉粥样硬化、心肌梗死、冠心病等的发生、
发展密切相关,严重威胁着人类的生命健康[1鄄3]。
目前 Cpn 感染诊断方法有病原体分离培养、PCR 技

术、检测抗体或抗原物质的免疫学方法,国际上尚

无公认的标准方法[4,5]。 临床诊断 Cpn 感染主要依

靠抗体的检测[6],但不能准确反映人体内是否存在

Cpn 活菌,而肺炎衣原体特异性抗原(Cpn鄄Ag)的检

测能直接反映该个体内有无 Cpn 活菌[7,8],为临床

Cpn 感染疾病的准确诊断提供直接证据。 根据文献

报道,衣原体蛋白酶样活性因子( chlamydial prote鄄
ase鄄like activity factor,CPAF)是一种免疫优势抗原,
在 Cpn 感染 人 体 内 可 以 检 测 到 CPAF 及 其 抗

体[9鄄11]。 单克隆抗体(MAb)的特异性强,能够大大

提高抗原抗体反应的特异性,减少可能的交叉反

应。 其均一性和生物活性单一性使抗原抗体反应

结果便于质量控制,利于标准化和规范化[12,13]。 所

以本研究选择已被我们鉴定的 Cpn CPAF 重组蛋白

来制备 MAb,建立检测 Cpn 抗原的 ELISA,检测冠

状动脉硬化患者外周血单核细胞(PBMC)和冠状动

脉瘤斑块中 Cpn鄄Ag,初步探讨制备的单克隆抗体在

Cpn 感染抗原诊断中的应用价值,为研制有效诊断

Cpn 感染的新方法提供实验依据。

1摇 材料和方法

1郾 1摇 主要试剂

摇 摇 福氏完全佐剂、福氏不完全佐剂、HT、HAT、
PEG3350、DMSO、HRP、小鼠 MAb 亚类鉴定试剂盒、
HRP鄄山羊抗鼠 IgG + IgM 和 96 孔聚丙乙烯微孔板

均购自 Sigma 公司,高糖型 DMEM 无血清培养基、

胎牛血清购自 Hyclone 公司;BCA 蛋白浓度测定试

剂盒购自碧云天公司;硝酸纤维素膜购自上海生物

工程公司。 GST 亲和层析纯化柱为北京天根公司产

品;Cpn 的 PCR 检测试剂盒由北京市 Midica 优生遗

传研究中心提供,细胞爬片购自美国 Fisher 公司。
1郾 2摇 实验材料

Cpn 和沙眼衣原体(CT)标准株为美国得克萨

斯大学圣安东尼奥医学中心钟光明教授馈赠,大肠

杆菌(E. coli) JM109 由本室保存。 pGEX6p鄄2鄄CPAF
由本室构建;SP2 / 0 购自中国科学院细胞库,6 ~ 8
周龄 BALB / c 小鼠由上海斯莱克实验动物有限公司

(上海实验动物中心)提供。 340 例 PBMC 和 88 例

冠状动脉瘤斑块采集自 2009 年 10 月至 2012 年 3
月,来自南华大学附属第一医院和上海市第六人民

医院心血管内科的冠状动脉粥样硬化确诊患者。
1郾 3摇 免疫动物

选取鉴定的 Cpn CPAF 免疫优势区(第 181 ~
400 位 CPAF 片段,简称 CPAFm) 编码基因 ( gi:
15617929 中 1167582 ~ 1168241 bp ) 重 组 蛋 白

CPAFm,经纯化、复性后免疫 BALB / c 小鼠,第 1 次

腹腔注射与等体积福氏完全佐剂乳化,抗原剂量为

每只 50 滋g。 以后每隔 2 ~ 3 周用同等剂量抗原与福

氏不完全佐剂等体积混匀行腹腔注射,重复 2 ~ 3
次。 7 天后采血测定效价,检测免疫效果。 融合前 3
天进行冲击免疫,抗原剂量为每只 100 滋g。
1郾 4摇 单克隆抗体的制备和纯化

按照常规方法进行细胞融合,然后用 HAT 选择

培养 10 天,改用 HT 培养 2 周。 用纯化的重组蛋白

CPAFm 包板,采用间接 ELISA 检测杂交瘤细胞培养

上清,筛选分泌特异性抗体的杂交瘤细胞株,细胞

融合后 10 ~ 20 天进行检测。 采用有限稀释法进行

亚克隆建株。 取健康小鼠腹腔注射液体石蜡 0郾 5
mL / 只,1 周后每只小鼠经腹腔注射(5 ~ 10) 伊 106
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杂交瘤细胞,10 ~ 15 天后收集腹水, - 20益 保存。
腹水离心去油状物及沉淀,用饱和硫酸盐法纯化得

特异性单克隆抗体。
1郾 5摇 单克隆抗体的生物学特性鉴定

(1)MAb 类型及亚型鉴定按照小鼠 MAb 亚类

鉴定试剂盒使用说明书进行。 (2)腹水效价采用间

接 ELISA 法测定[14]。 (3)MAb 的 Western blot 鉴

定:将纯化的重组蛋白 CPAFm 和腹水均进行 SDS鄄
PAGE,再将蛋白从凝胶转移至硝酸纤维滤膜上,一
抗为制备的 MAb,二抗为辣根过氧化物酶标记的羊

抗鼠抗体,底物为四甲基联苯胺。
1郾 6摇 制备单克隆抗体的特异性鉴定

分别培养 Cpn 标准株(AR39 和 CWL029),取适

量细胞制成细胞爬片,检测自制 MAb 是否与其发生

特异性结合反应。 在爬片上加入 MAb 于湿盒中室

温孵育 1 h,以健康小鼠血清作为阴性对照。 用 PBS
溶液冲洗玻片后,置入 PBS 溶液中漂洗 3 次。 将按

要求稀释的异硫氰酸荧光素标记羊抗鼠 IgG 以 50
滋L 体积滴加到玻片上,置湿盒 37益孵育 30 min 后

按上述方法冲洗。 荧光显微镜观察,见到发出苹果

绿色荧光的衣原体菌体即为阳性,显示 MAb 具有针

对 Cpn 抗原表位族的特异性结合特征。 同时根据

荧光强度筛选出反应特异性最高的 MAb,用作检测

临床标本。 同样培养 CT 标准株和 E. coli JM109,检
测自制 MAb 是否与其发生结合反应。
1郾 7摇 PCR 方法检测临床标本

将收集的冠状动脉粥样硬化患者 PBMC 和冠状

动脉瘤斑块按试剂盒说明进行 PCR 检测和判读

结果。
1郾 8摇 建立间接 ELISA 检测临床标本

有效感染了 Cpn 标准株 CWL029 的 Hella 细胞

经超声破碎后,其裂解物被用作阳性对照,以 PBS
作阴性对照。 阴性和阳性对照被包被于酶标板条

孔内(Costar, Cambridge, Mass),置于 37益 孵育 2 h
或 4益过夜。 用 0郾 05% PBST 冲洗,经封闭后加入

以 1 颐 100 稀释的经前面筛选制备的 MAb,置于

37益 震摇 2 h;PBST 冲洗,加入 1颐 3000 稀释的羊抗

鼠 HRP鄄IgG,置于 37益 孵育 1 h;PBST 冲洗,加入含

0郾 4% 四甲基联苯胺 ( TMB) 的 PBS 底物溶液

(pH5郾 0),37益 孵育 10 min;终止反应,于酶标仪上

测试在波长 450 nm 处的吸光度值,每个正常痰咽拭

子样品测试三个复孔,Cutoff 值被设定为所有样品

的平均吸光度值加上两倍标准差。
将收集的冠状动脉粥样硬化患者 PBMC 和冠状

动脉瘤斑块按前述方法[14] 破碎后包被 96 孔板,
37益孵育 2 h 或 4益过夜。 取制备的 MAb 以 1颐 100
稀释,以 PBS 为阴性对照。 酶标抗体用羊抗鼠

HRP鄄IgG 1颐 10000 稀释。 用底物 TMB 显色后,酶标

仪在波长 450 nm 处检测吸光度。 检测结果与 PCR
方法测试结果作比较,初步评价自制的 MAb 在临床

标本 Cpn 抗原诊断中的应用价值。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 杂交瘤细胞株的建立及腹水的制备

摇 摇 经常规融合,3 次亚克隆后得到 4 株分泌抗重

组蛋白 CPAFm 的 MAb 杂交瘤细胞系,分别命名为

3F8、7B9、8C4 和 11B5。 扩大培养并冻存,2 个月后

复苏细胞仍能稳定分泌抗体。 4 株杂交瘤细胞小鼠

腹水阳性形成率为 80%以上,腹水收获量平均为每

只 5郾 0 mL,纯化后的抗体蛋白含量约为 1郾 20 g / L。
2郾 2摇 单克隆抗体的 Western blot 鉴定

与阴性对照比较,4 株杂交瘤细胞分泌的 MAb
均能识别 Mr 约为 26 伊 103 的重组蛋白 CPAFm,出
现特异性反应条带(图 1)。

图 1. 4 株 MAb 的 Western blot 分析摇 摇 1 为阴性对照,2 为阳

性对照,3 为 3F8,4 为 7B9,5 为 11B5,6 为 8C4。

Figure 1. Western blot analysis of four strain MAbs (ascites)

2郾 3摇 单克隆抗体的亚类、效价测定

MAb 杂交瘤细胞系 8C4 和 11B5 为 IgG1,3F8
和 7B9 均为 IgG2b。 以纯化的重组 CPAFm 包板,采
用间接 ELISA 法检测,3F8、7B9、8C4 和 11B5 杂交

瘤细胞株产生的腹水抗体平均效价分别为1颐 28000、
1颐 16000、1颐 38000 和 12000。
2郾 4摇 单克隆抗体的特异性鉴定

自制 MAb 检测 2 株 Cpn 标准株 ( AR39 和

CWL029)是否与其发生特异性结合反应。 在荧光

显微镜下观察到 2 株 Cpn 标准株均发出绿色荧光的

衣原体菌体即为阳性(图 2)。 而自制 MAb 与 CT 标

准株和 E. coli JM109 没有发生结合反应。
2郾 5摇 间接 ELISA 与 PCR 检测结果比较

将间接 ELISA 法与 PCR 检测 PBMC 结果进行

比较,发现两方法检测结果差异无统计学意义(字2

= 1郾 22,P > 0郾 05),符合率为 95郾 29% (表 1)。

163CN 43鄄1262 / R摇 中国动脉硬化杂志 2013 年第 21 卷第 4 期



将间接 ELISA 法与 PCR 检测冠状动脉硬化斑

块结果进行比较,结果发现两方法检测结果差异无

统计学意义 ( 字2 = 1郾 31, P > 0郾 05 ), 符 合 率 为

92郾 05% (表 2)。

图 2. 单克隆抗体与 Cpn 标准株的反应结果( 伊 100) 摇 摇 左为阴性对照,中为 8C4 与 Cpn 标准株 AR39 反应结果,右为 8C4 与 Cpn 标准

株 CWL029 反应结果。

Figure 2. IIF staining results using CPAFm monoclonal antibody 8C4(original magnification, 伊100)

表 1. 间接 ELISA 与 PCR 检测 340 例 PBMC 临床标本(例)
Table 1. The indirect ELISA and PCR for C. pneumoniae
antigen detection in 340 PBMC samples

PCR 法
间接 ELISA

阳性 阴性 合计

阳性 96 4 100

阴性 12 228 240

合计 108 232 340

表 2. 间接 ELISA 与 PCR 检测 88 例冠状动脉硬化斑块结果

Table 2. The indirect ELISA and PCR for C. pneumoniae an鄄
tigen detection in 88 coronary atherosclerotic plaques samples

PCR 法
间接 ELISA(例)

阳性 阴性 合计

阳性 24 3 27

阴性 4 57 61

合计 28 60 88

3摇 讨摇 论

动脉粥样硬化性心脏病已成为危害人类健康

的第一号杀手,有关动脉粥样硬化的危险因素已成

为人们研究的热点,除了主要包括高脂血症、高血

压、糖尿病、吸烟、年龄和家族史,1988 年 Saikku 等

第一次报道血清肺炎衣原体抗体与冠状动脉心脏

病相关,随后大量的临床血清学检测、包括对兔和

小鼠的动物实验、细胞分子水平研究均报道证实了

Cpn 感染与动脉粥样硬化的相关性。 但是二者是否

存在着直接关系,尚需更多不同人群的临床实验来

验证。
现行的 Cpn 感染诊断方法均存在不足之处,严

重影响到 Cpn 感染的诊断和治疗,并且 Cpn 是被公

认的一种极难培养的衣原体,PCR 技术对试验的专

业技术和设备要求均高,还容易出现假阳性,对 Cpn
的诊断主要依赖于免疫学方法[4,5]。 其中暂被称为

“金标准冶方法的微量免疫荧光法(MIF)需要荧光

显微镜检查法的专业技术,多于科研中使用;而

ELISA 方法的特异性又急待提高[6鄄8]。
CPAF 是由衣原体基因合成并分泌到宿主细胞

胞浆内的蛋白质,具有良好的免疫原性; Cpn 的

CPAF 由 619 个氨基酸组成,其中心区是第 200 ~
338 位氨基酸残基区域,为免疫优势区,明显能被人

中和抗体识别。 在衣原体菌株中 CPAF 基因高度保

守,与其他所有已知基因几乎没有同源性。 我们前

期研究提示 CPAF 是诊断 Cpn 感染的一种新的靶抗

原,其免疫优势区在提高检测方法的特异度上具有

巨大的潜力[9鄄11]。 MAb 能够识别并与特定的某个抗

原表位特异地结合,从而避免与其它抗原产生交叉

反应。 因此,Cpn 的 CPAF 是 Cpn 感染诊断与防治

研究的方向之一[12,13]。
在前期成功制备出 Cpn 多克隆抗体的基础上,

我们用纯化的重组蛋白 CPAFm 免疫 BALB / c 鼠,采
用传统的杂交瘤技术,获得 4 株能分泌抗重组蛋白

的杂交瘤细胞株 3F8、7B9、8C4 和 11B5。 经 Western
blot 和间接 ELISA 鉴定,其分泌的抗体均能与 Cpn
的 CPAFm 重组蛋白发生反应,筛选出纯度较高的

Cpn鄄 MAb,经与 Cpn 标准株 AR39 和 CWL029 分别

反应验证其具有高度的特异性。 将杂交瘤细胞株

8C4 分泌的滴度较高的 MAb 建立间接 ELISA 法,检
测 PBMC 和冠状动脉硬化斑块中的 Cpn 抗原,与常

用的 PCR 检测结果比较,表明自制的 MAb 能识别

天然的 Cpn 抗原,并且其检出率与常用的 PCR 方法

检查结果具有较高的符合率。
因此本研究初步证实,用重组蛋白 CPAFm 筛

选得到的 MAb,能特异地识别 Cpn 天然蛋白抗原。
可以筛选出针对不同表位,特异性、敏感性均高的
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MAb,采用双抗体夹心法,有望建立一种适应于检测

Cpn 感染抗原的快速、简便的 ELISA 诊断方法,可望

应用于 Cpn 感染的临床及流行病学调查研究。 结

合前期研究结果,进一步证明了重组蛋白 CPAFm
是诊断 Cpn 感染的一种候选抗原,为最终筛选出一

种合适的诊断抗原,开发出一种在实验室早期、快
速、高效地检测 Cpn 感染的新试剂盒奠定了基础。
同时,由于 PBMC 和冠状动脉硬化患者的斑块标本

中,Cpn鄄Ag 的检出能直接反映该个体内有无 Cpn 活

菌存在,因此 PBMC 中 Cpn鄄Ag 的检测可为诊治与

该病原体相关的疾病提供比较可靠的实验依据。
本研究结果还表明,冠状动脉硬化患者斑块标

本中有大量 Cpn鄄Ag 沉积,分别位于外膜下及粥样

硬化斑块内。 这种现象与以往的报道相一致[15]。
本研究发现粥样硬化斑块的标本中外膜均有大量

Cpn鄄Ag 沉积,而在斑块周围的内膜下未发现 Cpn鄄
Ag。 Cpn鄄Ag 在颈动脉内膜增厚者及粥样硬化血管

壁外膜较高阳性率均提示 Cpn 感染可能与动脉粥

样硬化形成相关[16],对 Cpn鄄Ag 在血管外膜可能通

过参与动脉粥样硬化形成的机制研究提供了有力

的实验证据。
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