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　　【摘要】　目的　制备针对角蛋白 １８（ＣＫ１８）凋亡片段 Ｍ３０ 的单克隆抗体并验证其凋亡检测特异性。
方法　以合成的 １３个氨基酸的Ｍ３０抗原多肽与牛血清白蛋白偶联后免疫 ＢＡＬＢ／Ｃ小鼠，取反应良好的小鼠
脾细胞同 ＳＰ２／０骨髓瘤细胞融合，利用选择培养基筛选融合的杂交瘤细胞，用有限稀释法分离获得能够稳定
分泌抗体阳性克隆；制备腹水抗体纯化后，用间接 ＥＬＩＳＡ方法鉴定抗体的亚类和型别；用免疫荧光细胞染色
法鉴定抗体对于细胞凋亡检测的特异性；以制备的 Ｍ３０单克隆抗体包被 ＥＬＩＳＡ 平板，取 ３５ 例慢性乙型肝炎
患者血浆分析 Ｍ３０抗原水平与肝损伤之间的关系。 结果　获得 ３ 株能稳定分泌 Ｍ３０ 单克隆抗体的杂交瘤
细胞株，三株抗体均为 ＩｇＧ２ａ亚类，κ型抗体；该单克隆抗体能与发生凋亡的细胞特异性的反应；应用该单克
隆抗体检测慢性乙型肝炎患者血浆中 Ｍ３０抗原水平与患者 ＡＬＴ、ＡＳＴ水平呈良好的相关性。 结论　成功制
备针对 ＣＫ１８凋亡片段 Ｍ３０的单克隆抗体，该抗体具有良好的细胞凋亡检测特异性，可以用于慢性肝病肝损
伤的检测。
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　　凋亡是指程序性细胞死亡，相对于细胞坏死，凋亡
是细胞的主动反应，是细胞对环境的生理性病理性刺
激信号、环境条件的变化或缓和性损伤产生的应答有
序变化的死亡过程［１］ 。 半胱天冬氨酸酶（Ｃａｓｐａｓｅ）在
凋亡过程中的作用是必不可少的，凋亡的过程实际上
是 Ｃａｓｐａｓｅ 不可逆的有限水解底物的级联放大反应
过程

［２］ 。
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角蛋白 １８（ＣＫ１８）是重要的细胞骨架中间丝蛋白
之一，在上皮来源细胞内表达量丰富，如成人肝脏中、
外分泌胰腺、小肠等细胞中 ＣＫ１８ 占总蛋白量 ５％左
右［３］ 。 作为肝细胞内含量最丰富的蛋白之一，ＣＫ１８ 除
了起到细胞骨架的支撑作用以外，还通过多种途径参
与着细胞内的各种反应。 当细胞受到损伤性刺激发生
凋亡时，多条途径被激活，同时激活了 Ｃａｓｐａｓｅ 系统，
Ｃａｓｐａｓｅ３将 ＣＫ１８ 在两个位点进行切割，即 Ａｓｐ２３８ 和
Ａｓｐ３９６［４］ 。 这种形式的裂解是高度凋亡特异的，并且
凋亡片段对蛋白酶体的降解作用稳定，能够释放进入
血浆中［５］ 。 Ｍ３０抗原是位于 ＣＫ１８第 ３８７ ～３９６ 个氨基
酸残基的一段 １３个肽的表位，其抗体特异性识别 Ｍ３０
抗原，由于只有在 Ｃａｓｐａｓｅ唱３裂解的 Ｋ１８ 片段能够暴露
出 ３８７ ～３９６ 氨基酸残基的表位，因此，Ｍ３０ 抗体对于
上皮细胞的凋亡是具有特异性的。 制备 Ｍ３０ 抗体对于
上皮来源细胞凋亡水平的特异性检测具有重要意义。
本文利用合成的 Ｍ３０ 短肽，成功制备了针对 Ｍ３０ 片段
的特异性单克隆抗体，并将其用于慢性肝病肝损伤患
者标本的检测。

资料与方法

１．主要材料及试剂：Ｍ３０ 凋亡片段 １３ 肽氨基酸
（Ｎ唱ＬＥＤＧＥＤＦＮＬＧＤＡＬＤＳ），由北京赛百盛基因技术有
限公司完成，其纯度＞９５％，将其与牛血清白蛋白（ｂｏ唱
ｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍ ａｌｂｕｍｉｎ，ＢＳＡ）偶联；Ｃｙ３ 标记羊抗小鼠 ＩｇＧ
购自美国 Ｓｉｇｍａ公司；胎牛血清，高糖 ＤＭＥＭ购自美国
Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；弗氏佐剂（完全、不完全）均购自美国
Ｓｉｇｍａ公司。

２．临床慢性肝病患者标本：慢性乙型肝炎患者 ３５
例，均为 ２０１１ 年６至 １２月在首都医科大学附属北京佑
安医院住院的患者，其中男 ２９ 例，女 ６ 例，年龄 ２２ ～７６
岁，平均４６岁。 病毒性肝炎诊断标准均按照 ２０００ 年西
安第十次全国病毒性肝炎与肝病学术会议讨论修订的

枟病毒性肝炎防治方案枠进行分型诊断。 健康对照组
２０名，为门诊体检者，平均年龄 ４７ 岁，乙型肝炎标志物
均为阴性，身体健康，不合并其他急慢性疾病。

３．主要仪器： Ｔｈｅｒｍｏ ３７１ 型细胞培养箱 （美国
Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｏｒｍａ公司）；Ｂｉｏ唱ＲＡＤ酶标仪（美国 Ｂｉｏ唱Ｒａｄ公
司）；Ｏｌｙｍｐｕｓ ＩＸ７１荧光显微镜（日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ公司）。

４．动物免疫：用 ＢＳＡ偶联的Ｍ３０多肽（２０ μｇ／只）
与弗式完全佐剂充分乳化后用皮下注射的方法免疫 ５
只 ８ ～１２ 周雌性 ＢＡＬＢ／ｃ 小鼠，基础免疫 １４ ｄ和 ２８ ｄ
后，加强免疫 ２次，其剂量与基础免疫相同。 ４２ ｄ时用
混有不完全佐剂的抗原（１００ μｇ／只）再次加强免疫，３
次加强 ３ ｄ后，取血测定抗体滴度。

５．小鼠抗血清滴度测定：用 ０．０５ ｍｏｌ／Ｌ ｐＨ值 ９畅５
的碳酸盐缓冲液稀释 Ｍ３０多肽后加入酶标板中包被酶
标板，４ ℃过夜。 使用前封闭。 将抗 Ｍ３０ 小鼠血清稀
释成不同的稀释度，各取 １００ μｌ 加到上述包被板中，
３７ ℃反应 １ ｈ后，再加入 １００ μｌ辣根过氧化物酶唱兔抗
鼠 ＩｇＧ，３７ ℃下反应 ３０ ｍｉｎ，洗涤后，加入显色液，显色
２０ ｍｉｎ，用终止液终止反应，酶标仪 ４５０ ｎｍ读取吸光度
值。 选取免疫反应最好的 ３ 只小鼠 （ ＩＤ：ＥＭ３０唱Ｔ１，
ＥＭ３０唱Ｔ２，ＥＭ３０唱Ｔ３）脾脏进行细胞融合。

６．细胞融合及抗体生产细胞株的筛选：运用 ＰＥＧ
方法对上述免疫鼠的致敏脾细胞与预先培养的骨髓瘤

细胞株 ＳＰ２／０进行融合；先后采用含 ＨＡＴ 和 ＨＴ 的培
养基置于 ９６ 孔培养板中培养，进行选择性培养；融合
５ ～６ ｄ后，待杂交瘤细胞生长状态良好时去上清进行
筛选，筛选方法与小鼠抗血清滴度测定方法相同；
ＥＬＩＳＡ检测后将 ＯＤ 值最高的单克隆再有限稀释接入
９６ 孔板中如上法所述再次亚克隆，此过程重复数次，直
至阳性孔比率为 １００％，将筛选得到的阳性单克隆扩大
培养，细胞数按 ２ ×１０６ ／管进行冻存。 同时收集细胞安
排腹水制备。

７．腹水制备及抗体纯化：以 ０畅５ ｍｌ／只的剂量腹腔
注射液状石蜡灭活 ＢＡＬＢ／ｃ 小鼠的腹腔巨噬细胞；７ ～
１０ ｄ后腹腔注射上述稳定表达目的抗体的杂交瘤细胞
株，数量为（１畅１５ ～１畅３０） ×１０６ ／只；接种细胞 ７ ～１０ ｄ
后，抽取腹水，４ ℃条件下 １２ ０００ ×g离心收集上清液。
应用 Ｓｉｇｍａ公司的 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ 抗体纯化试剂盒（货号：
ＰＵＲＥ１Ａ）进行腹水的纯化，纯化后的腹水重新进行效
价测定，腹水效价为 １∶１００ ０００（图 １）。

８．单克隆抗体的亚类和型别鉴定：采用间接
ＥＬＩＳＡ法，以辣根过氧化物酶标记的羊抗小鼠 Ｉｇ唱Ｇｌ、
ＩｇＧ２ａ、ＩｇＧ２ｂ、ＩｇＧ３、λ型和 κ型抗体为二抗，鉴定制备
单抗的亚类和型别。

９．免疫荧光细胞染色检测 Ｍ３０ 单克隆抗体对细
胞凋亡的特异性：将 ＨｅｐＧ２ 细胞以 ５ ×１０４ ／ｍｌ 的浓度
接种于预先置放好高压玻片的 ２４ 孔细胞培养板中，
２４ ｈ后向细胞中加入 ＭＭＳ（５０ ｎｇ／ｍｌ）处理 ２４ ｈ后去除
细胞培养上清，ＰＢＳ 清洗以后，加入 ４％多聚甲醛溶液
固定细胞，经 １％ Ｔｒｉｔｏｎ唱１００ 打孔处理以后，采用制备
的单克隆抗体（１∶１０００）孵育细胞，室温 １ ｈ，再次清洗
后加入 Ｃｙ３标记的山羊抗小鼠 ＩｇＧ抗体，室温 １ ｈ后清
洗细胞，最后应用含 ＤＡＰＩ的甘油封片，与 Ｎｉｋｏｎ ９０ｉ荧
光显微镜下观察细胞染色并拍照。

１０．慢性乙型肝炎患者血浆标本的初步检测：应用
０畅０５ ｍｏｌ／Ｌ ｐＨ ９畅５ 的碳酸盐缓冲液稀释 Ｍ３０ 单克隆
抗体至终浓度 ２００ ｎｇ／ｍｌ，包被于酶标板中，４ ℃过夜。
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　 表 2　慢性乙型肝炎患者与健康对照组一般情况及 Ｍ３０抗原水平
组别 年龄（岁，珋x ±s）

ＡＬＴ
［Ｕ／Ｌ，M（Q２５，Q７５）］

ＡＳＴ
［Ｕ／Ｌ，M（Q２５，Q７５）］

ＣＨＥ
［Ｕ／Ｌ，M（Q２５，Q７５）］

Ｍ３０
［Ａ４５０，M（Q２５，Q７５）］

慢性乙型肝炎组 ４６ 贩．３ ±１５．９ ７１ 行．６（５２．３，８７．５） ７０ V．８（５０．７，７２．８） ２６９８（８７５，３０２２） ０ ?．５２（０．２９，０．７８）

健康对照组 ４７ 贩．７ ±１１．２ ２８ 行．７（１６．３，３７．２） ２３ V．１（１４．８，３０．８） ２４９８（８２２，２９７７） ０ ?．３３（０．２８，０．４２）

t／Z值 ０ 趑．１００ ２ z．２３４ ２．６５６ １ 唵．４２１ ５  ．８７４

P 值 ０ 趑．７４７ ０ z．０３５ ０．００８ ０ 唵．２８５ ０  ．０００

使用前封闭。 将被检测者血浆用 ＰＢＳ １∶２稀释后，
１００ μｌ加入酶标板中，分别以人 ＩｇＧ和 ＰＢＳ作为阴性对
照和空白，３７ ℃反应 １ ｈ后，再加入 １００ μｌ辣根过氧化
物酶唱羊抗人 ＩｇＧ，３７ ℃下反应 ３０ ｍｉｎ，洗涤后加入显色
液，显色 ２０ ｍｉｎ，用终止液终止反应，酶标仪 ４５０ ｎｍ 读
取吸光度值。

１１．统计学分析：采用 ＳＰＳＳ １７．０ 统计分析软件，
正态分布的计量资料以均数±标准差（珋x ±s）表示，两
独立样本的计量资料比较采用 t检验，非正态分布的计
量资料采用中位数（四分位间距） ［M（Q２５，Q７５）］表
示，两组间比较采用Ｗｉｌｃｏｘｏｎ秩和检验；计数资料比较
采用χ２ 检验，P ＜０．０５ 表示差异有统计学意义。

结　　果

１．纯化后抗体效价的鉴定：三株单克隆抗体效价
均达到 １∶１０００ ０００（图 １）。

２．单克隆抗体的亚类及型别鉴定（表１）：制备的６
株单克隆抗体均为 ＩｇＧ２ａ亚类、κ型抗体。

表 1　纯化后单克隆抗体浓度、效价抗体亚类和型别鉴定

抗体编号
浓度

（ｍｇ／ｍｌ，珋x ±s）
效价 抗体亚类 抗体型别

ＥＭ３０唱Ｔ１  ２   畅０ ±０ 梃畅８ １０ －６ ＩｇＧ２ａ κ

ＥＭ３０唱Ｔ２  ２   畅２ ±０ 梃畅５ １０ －６ ＩｇＧ２ａ κ

ＥＭ３０唱Ｔ３  １   畅９ ±０ 梃畅７ １０ －６ ＩｇＧ２ａ κ

　　３．免疫荧光染色法抗体肝细胞凋亡特异性检测
（图 ２）：Ｍ３０ 抗体只有在发生显著凋亡的肝细胞才出
现强染色，而正常细胞无染色。

４．制备的 Ｍ３０ 单克隆抗体在检测慢性乙型肝炎
肝损伤中的初步应用：慢性乙型肝炎组与健康对照组
一般状况比较见表 ２，应用本文制备的抗体检测慢性乙
型肝炎患者血浆 Ｍ３０ 抗原水平显著高于健康对照组
（P ＝０畅０００）（表 ２，图 ３）；应用 Ｐｅａｒｓｏｎ 相关分析，慢性
乙型肝炎患者血浆 Ｍ３０ 抗原水平与 ＡＬＴ、ＡＳＴ 分别具
有良好的正相关性（ r ＝０畅８３１，P ＝０畅０００； r ＝０畅８３７，
P ＝０畅０００） （图 ４，５），但与胆碱酯酶无相关性（ r ＝
－０畅０５１，P ＝０畅７７０）（图 ６）。

讨　　论

肝细胞的凋亡是慢性肝病肝细胞的损伤的重要机

制，在病毒性肝炎、脂肪性肝病肝损伤中起到重要的作
用［６］ 。 ＣＫ１８ 是组成肝细胞骨架的主要中间丝蛋白之
一，作为细胞骨架支撑肝细胞的正常形态，而近年来研
究发现，ＣＫ１８与肝细胞的损伤、凋亡等生理病理反应
均密切相关，可溶解状态与固态状态 ＣＫ１８ 的动态变化
亦参与了细胞内的多条重要信号传导通路

［７唱８］ 。 ＣＫ１８
的一个凋亡片段 Ｍ３０，作为一个新的抗原在肝细胞凋
亡早期阶段可以在外周血或者细胞培养上清中检测

到，而在细胞发生坏死的时候则无法检测［９］ 。 因此
Ｍ３０抗原作为特异性的细胞凋亡检测指标受到广泛的
关注。 针对 Ｍ３０ 这段 １３ 个氨基酸的多肽的单克隆抗
体，能够特异性的识别 Ａｓｐ３９６ 裂解位点［１０］ ，以该抗体
为基础的 ＥＬＩＳＡ检测试剂盒也被广泛应用于近年来发
表的多篇高水平肝病杂志上，有望成为新的肝细胞凋
亡的标志物。 然而该类试剂盒目前依赖进口，价格昂
贵，因此，在我国这样一个肝病大国，生产和拥有自己
的肝细胞检测试剂具有重要的意义。
本文利用体外合成 Ｍ３０ 抗原多肽，制备了 Ｍ３０ 单

克隆抗体 ３ 株，均具有良好的特异性和较高的抗体效
价。 应用间接免疫荧光法研究发现，在肝细胞发生凋
亡时，ＤＡＰＩ染色的细胞核发生固缩，染色质断裂，而这
些细胞正是 Ｍ３０ 单克隆抗体强染色的细胞，说明该单
克隆具有良好的凋亡检测特异性。 在国外 ＣＫ１８ 凋亡
抗体的检测主要用于非酒精性脂肪肝

［１１］
和 ＨＣＶ 感染

慢性肝病
［１２唱１３］

的肝细胞损伤程度的检测，而对于 ＨＢＶ
感染慢性肝病的检测较少，尽管如此，Ｍ３０ 凋亡片段的
检测仍然能够较好地反映 ＨＢＶ 感染慢性肝病肝组织
损伤的情况

［１４］ ，并且有望作为非活动性 ＨＢＶ携带者与
慢性活动性肝病的区别指标［１５］ 。 本文利用自主制备的
Ｍ３０ 单克隆抗体包被 ＥＬＩＳＡ平板，初步检测了 ３５ 例分
别具有不同肝损伤指标的慢性乙型肝炎患者，结果发
现，这些患者血浆 Ｍ３０ 抗原水平与 ＡＬＴ、ＡＳＴ均具有良
好的相关性，说明 Ｍ３０ 抗原作为肝细胞损伤的检测指
标具有良好的敏感性。 Ｍ３０抗原在健康对照组血浆中
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呈低水平，亦说明本文制备的 Ｍ３０ 单克隆抗体具有良
好的检测特异性。
成功制备单克隆抗体是制备检测试剂盒的第一

步，能否应用于临床检测还需大量的临床样本进一步
的验证，本文仅利用少量标本对三个常用临床指标进
行了初步验证，证明制备的单克隆抗体具有较好的临
床实用性。 本课题组将在现有 ３ 株单克隆抗体的基础
上，制备多种标记单克隆抗体，进一步完善检测试剂的
开发，用于未来检测之需。
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