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非对称二甲基精氨酸单克隆抗体的制备与鉴定
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　　摘　要：目的　制备抗非对称二甲基精氨酸（ＡＤＭＡ）的单克隆抗体并对其临床检验应用做进一步研究。方法　应用固相合

成技术人工合成免疫抗原短肽，免疫Ｂａｌｂ／ｃ小鼠，取其脾细胞与小鼠骨髓瘤ＳＰ２／０细胞进行融合，用间接酶联免疫吸附试验

（ＥＬＩＳＡ）筛选杂交瘤细胞，有限稀释法进行亚克隆，ＥＬＩＳＡ和蛋白质印迹法对抗体的特异性进行鉴定。结果　获得２株能稳定

分泌抗ＡＤＭＡ抗体的杂交瘤细胞株，分别命名为２２１１和３８１６，这２株单克隆抗体均能够与ＡＤＭＡ特异性结合。结论　成功

制备抗ＡＤＭＡ单克隆抗体，为进一步应用到临床检验奠定了基础。
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　　 非对称二甲基精氨酸 （ａｓｙｍｍｅｔｒｉｃｄｉｍｅｔｈｙｌａｒｇｉｎｉｎｅ，

ＡＤＭＡ）由蛋白内精氨酸残基胍基氮原子经蛋白精氨酸甲基

转移酶催化生成［１］。ＡＤＭＡ主要代谢途径经二甲基精氨酸二

甲胺水解酶（ＤＤＡＨ）水解成瓜氨酸和二甲胺
［２３］。现已证明，

体内存在ＡＤＭＡ调节一氧化氮（ＮＯ）生成的内源性机制，即

ＡＤＭＡ能竞争性抑制一氧化氮合成酶（ＮＯＳ）活性，减少 ＮＯ

生成，造成血管内皮功能紊乱并导致多种血管疾病的发生［３４］。

血浆中ＡＤＭＡ水平的变化与多种心血管疾病之间存在密切

关系，被认为是心血管疾病新的标志物。因此，建立有效监测

体内ＡＤＭＡ水平变化的方法至关重要。

因血浆中ＡＤＭＡ水平较低，因此检测较难。现在主要采

用反向高相液相色谱（ＨＰＬＣ）联合荧光
［５６］和质谱（ＭＳ）

［７８］检

测的方法。虽然这２种方法精确性、特异性高，但缺点是分析

时间较长、样品处理复杂、机器昂贵，无法进行大样本分析，更

不能应用到临床。作者预采用酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）检

测血清或血浆中 ＡＤＭＡ水平。ＥＬＩＳＡ法主要优点是可以高

通量对样本进行检测，符合临床要求。

１　材料与方法

１．１　实验动物　ＳＰＦ级雌性Ｂａｌｂ／ｃ小鼠由维通利华公司提

供，４～６周龄小鼠用于免疫，８周龄以上小鼠用于杂交瘤的腹

腔积液制备。

１．２　仪器与试剂　小鼠骨髓瘤ＳＰ２／０细胞来源于北京正旦

国际公司，Ｊｕｒｋａｔ细胞购自北京协和医学院基础学院，抗原肽

ＫＬＨ由北京中科亚光生物科技有限公司合成，弗氏完全佐剂

和弗氏不完全佐剂购自美国Ｓｉｇｍａ公司，蛋白质印迹试剂购自

ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司，其他试剂购于国药集团化学试剂有限

公司。

１．３　方法

１．３．１　ＡＤＭＡ免疫原的设计合成

１．３．１．１　　ＡＤＭＡ免疫原的设计根据文献报道，富含甘氨

酸、精氨酸重复序列蛋白内的精氨酸易被甲基化修饰，作者通

过此线索设计合成多肽序列，并利用同源模建等计算机虚拟技

术模拟构建抗体的空间构象，进而通过柔性分子对接技术合理

判定抗原抗体相互结合的动态作用模式，确定抗体识别的功

能抗原表位；借助抗原表位的结构特征设计含有８～１０个

ＡＤＭＡ肽段。最终确定免疫抗原的序列 ＫＬＨｎＡＤＭＡ［ｎＧＲ

ＧｎＰｎＧＲ（狀＜８）］，采用Ｆｍｏｃ／ｔＢｕ策略进行合成，并利用蛋白

质印迹和ＥＬＩＳＡ法对多肽产生的抗体进行特异性分析。

１．３．１．２　ＡＤＭＡ免疫原的合成　采用Ｆｍｏｃ／ｔＢｕ策略进行合

成。具体过程如下：（１）０．７０ｇＨＣＴＣ树脂，用１０ｍＬＤＭＦ溶
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体出现阴性的情况最高，其次是抗Ｊｏ１抗体、抗ＰＭＳＣＬ抗

体，抗ＰＣＮＡ抗体、抗ＡＭＡＭ２抗体、抗ＳＣＬ７０抗体，国内邓

学新等［８］、吴庆等［１１］、魏方等［１２］也有类似报道。本研究发现，

间接免疫荧光法检测ＡＮＡ的荧光模型与特异性ＡＮＡ之间没

有绝对的规律可言，尽管荧光模型具有一定的提示作用，但一

种自身抗体可以出现不同的荧光模型，不同的自身抗体可以出

现不同的荧光模型，仅依靠荧光模型很难推断特异性ＡＮＡ的

种类。蛋白质印迹法所使用的包被抗原必须是纯化的抗原，才

能保证被测定抗原的准确性和特异性，但目前许多自身抗体的

确切抗原尚不明确，许多抗原不易被纯化，故仅有少部分抗原

有纯化的产品能用于特异性检测［２］；另外，一条检测膜条也很

难做到包被所有特异性抗原，膜条检测项目的增加引起的成本

增加，也会相应加重患者负担，因此，临床应根据患者的实际情

况选择针对性的初筛试验与确认试验检测组合，在保证实验质

量的情况下尽量减少患者的负担。

自身免疫性疾病的诊断除依赖于临床症状、体征及相应辅

助检查外，很大程度取决于免疫学诊断，特别是自身抗体的检

测结果，目前新的自身抗体还在不断涌现，各种新的检测方法

被用于自身抗体的检测，这些变化一方面为医务工作者提供了

更多的选择和诊断指标，另一方面也带来困惑，如何根据患者

的病情选择针对性的自身抗体的检测组合十分必要。检验工

作者应在了解各种测定方法的特性情况下尽量向临床宣传解

释有关自身抗体及各种技术在临床检测的价值与优缺点，为临

床合理地选择自身抗体及检测方法提供帮助。
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抗体是检测的重要工具，虽然现在国内市场有许多 ＡＤ

ＭＡ试剂盒在出售，但抗体都是依靠进口，成本较高。本文设

计了３种抗原，包括：免疫原（ＫＬＨｎＡＤＭＡ）和两种筛选抗原

（ＢＳＡｎＡＤＭＡ和ＢＳＡＡＤＭＡ）。在筛选杂交瘤细胞株的过

程中，首先经过间接ＥＬＩＳＡ双筛，免疫原为ＫＬＨｎＡＤＭＡ，利

用ＢＳＡｎＡＤＭＡ包板进行ＥＬＩＳＡ阳性筛选的同时，还用ＢＳＡ

蛋白包板进行阴性筛选，这样得到的杂交瘤细胞株只是针对

ｎＡＤＭＡ多肽段，再用ＢＳＡＡＤＭＡ和ＢＳＡ进行筛选，最后得

到的杂交瘤细胞只是针对单个 ＡＤＭＡ。Ｊｕｒｋａｔ细胞株属急性

Ｔ细胞白血病细胞系，含有ＡＤＭＡ蛋白。

本文获得的ＡＤＭＡ单克隆抗体不仅使 ＡＤＭＡ抗体国产

化，并为ＡＤＭＡ的临床检验应用奠定了基础。
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胀后抽滤。称取 ＦｍｏｃＡｒｇ（ｍｅ２，ａｓ）ＯＨ０．１７５ｇ，用２ｍＬ

ＤＭＦ溶解后加入３ｍｍｏｌ／ＬＤＩＥＡ０．５４ｍＬ，混合均匀后加入

树脂中进行振荡。２ｈ后抽滤，用 ＤＭＦ清洗树脂，用１０ｍＬ

ＤＣＭ／ＤＩＥＡ／ＭｅＯＨ＝８０／１５／５对未反应的活性位点进行封

端反应３０ｍｉｎ。ＤＭＦ清洗树脂６次。（２）向洗好的树脂中加

３ｍＬ２０％ ＰＩＰＥ／ＤＭＦ，摇动反应，抽滤，３ｍＬＤＭＦ洗涤，再

重复此过程一次。将去除Ｆｍｏｃ的树脂取小量进行茚三酮检

测，检测结果为深蓝色。（３）称适量ＦｍｏｃＡｈｘＯＨ、ＨＯＢｔ和

ＢＯＰ溶解于２ｍＬＤＭＦ中，向其中加入０．８０ｍＬ３ｍｍｏｌ／Ｌ

ＤＩＥＡ混合均匀后加入到树脂中，振荡反应。８０ｍｉｎ后取少量

进行茚三酮检测，现象为亮黄色，证明反应完全。将反应液进

行抽滤，并用 ＤＭＦ洗涤。（４）重复过程（２）和（３）步骤，加入

ＦｍｏｃＣｙｓ（Ｔｒｔ）ＯＨ。除去 Ｆｍｏｃ保护基后，依次用 ＤＭＦ洗

涤，甲醇洗２次，抽干。（５）将切割试剂（５％ ＴＩＰＳ／ＴＦＡ）加入

到待切的树脂中，振荡３ｈ，将溶液过滤到离心管内，树脂用少

量 ＴＦＡ洗３次，洗液并入滤液中，加入到大量冷的无水乙醚

中使多肽沉淀析出，离心。用乙醚洗涤数次后干燥，即得到多

肽粗品０．１１ｇ，粗品回收率６６％。

１．３．１．３　ＡＤＭＡ多肽纯化及结构表征分析　采用 ＨＰ１１００

型（美国安捷伦公司）反相 ＨＰＬＣ仪对粗品进行纯化。并采用

ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ技术对纯化的多肽纯度和表征进行分析。

１．３．２　免疫动物　取４只４～６周龄雌性清洁级纯种ＢＡＬＢ／

ｃ小鼠对其进行免疫。初次免疫，取１００ｇ免疫多肽与等量弗

氏完全佐剂充分乳化，对小鼠进行皮下多点注射免疫。３周后

用相同剂量的免疫原与等量弗氏不完全佐剂充分乳化免疫小

鼠，方法同前。２周后独立免疫原免疫。在第３次免疫２周之

后，尾静脉采血测效价，效价达到３２０００时使用１００ｇ免疫多

肽进行小鼠腹腔加强免疫。

１．３．３　细胞融合　取完成免疫的ＢＡＬＢ／ｃ小鼠的脾细胞与处

于对数生长期的ＳＰ２／０细胞按１０∶１的比例混合，在１ｍｉｎ内

加入预热的ＰＥＧ１５００，边加边轻轻搅拌，滴加完后静置６０ｓ。

用吸管每隔２ｍｉｎ加入１、２、３和５ｍＬ预热至３７℃的不完全

培养基，１０００ｒ／ｍｉｎ 离心 ５ｍｉｎ，弃去上清液。加入５ｍＬ

ＨＡＴ培养基，轻轻吹吸沉淀细胞，使其悬浮并混匀，然后以

１００μＬ／孔加入９６孔细胞培养板中，３７℃，５％ ＣＯ２ 培养箱中

培养，１周后观察并换 ＨＴ培养液继续培养。

１．３．４　阳性克隆的筛选及克隆化　用间接ＥＬＩＳＡ法对杂交

瘤细胞培养上清双筛。ＢＳＡｎＡＤＭＡ 作为初筛抗原，ＢＳＡ

ＡＤＭＡ进行二次筛选。筛选抗原包被板的Ａ４５０值高于阴性对

照（正常小鼠血清）２．１倍为阳性，将此阳性孔杂交瘤细胞用有

限稀释法克隆化培养，至所有杂交瘤上清液均呈阳性则建株。

１．３．５　单克隆抗体腹腔积液的制备和纯化　先给 ＢＡＬＢ／ｃ

小鼠腹腔内注射液体石蜡０．５ｍＬ，１周后腹腔注射能稳定分

泌抗体的杂交瘤细胞０．５ｍＬ（细胞数约为２×１０６ 个），１０～

１４ｄ后收集小鼠腹腔积液，用ＰｒｏｔｅｉｎＧ纯化抗体，纯化后的抗

体加入等体积甘油混匀，放置－２０℃保存。

１．３．６　单克隆抗体性质的鉴定　取细胞培养上清或纯化抗

体，直接用小鼠单克隆抗体亚型鉴定试纸条进行抗体免疫球蛋

白类鉴定，该鉴定试纸基于胶体金免疫分析技术，结果直观可

肉眼判读。采用间接ＥＬＩＳＡ法测定单克隆抗体的效价，Ｂｒａｄ

ｆｏｒｄ法测定抗体浓度。

１．３．７　抗体亲和力的测定　参照文献［９］所建立的间接

ＥＬＩＳＡ法进行检测。以３种不同浓度（５、２．５、１．２５ｍｇ／Ｌ）

ＢＳＡＡＤＭＡ包板，加入倍比稀释的抗体，加二抗，ＴＭＢ显色后

测Ａ４５０值。以抗体浓度的对数为横坐标，以 Ａ４５０值为纵坐标，

可得出３条反应曲线。以每条曲线上部平坦段的 Ａ４５０值作为

１００％，在曲线上查出５０％ Ａ４５０值时相对应的抗体浓度，分别

为（Ａｂ）ｔ、（Ａｂ′）ｔ和（Ａｂ＂）ｔ，当抗原包被浓度为２．５ｍｇ／Ｌ

时，Ｋ１＝１／２［２（Ａｂ′）ｔ－（Ａｂ）ｔ］；Ｋ２＝１／２［２（Ａｂ＂）ｔ－（Ａｂ′）

ｔ］；当包被浓度为１．２５ｍｇ／Ｌ时，Ｋ３＝３／２［２（Ａｂ＂）ｔ－（Ａｂ′）

ｔ］。这３个Ｋ值的平均值为亲和常数Ｋ。

１．３．８　抗体识别特异性测定　采用间接ＥＬＩＳＡ的方法检测

单抗与ＢＳＡＡＤＭＡ结合特异性，并用筛选抗原ＢＳＡｎＡＤＭＡ

作对照。另外采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法对抗体进行特异性鉴定。

处理Ｊｕｒｋａｔ细胞裂解物后进行ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，将电泳后的

样品电转移至硝酸纤维（ＮＣ）膜。转移后用５％脱脂奶粉室温

下封闭２ｈ，加入１∶１０００单克隆抗体，４℃过夜，ＴＢＳＴ 洗膜

后加入１∶１０００的山羊抗小鼠ＩｇＧ，３７℃放置１ｈ，常规洗膜

后，加入化学发光试剂，用Ｘ线片显影、定影。

２　结　　果

２．１　ＡＤＭＡ多肽纯化及结构表征测定　从液相图中可见在

１５．６３２ｍｉｎ时有一个较强的出峰，且主要为１个峰，未见其他

杂峰，说明得到的物质纯度比较高。六氨基己酸相对分子质量

为１３１，半胱氨酸相对分子质量为１２１，衍生产物 ＡＤＭＡ

ＡＣＡＣＹＳ相对分子质量为４５４，在质谱图中可以看到，正离子

液相１．７５ｍｉｎ出现的峰，其质谱图中含有 ｍ／ｚ为４２０．４１的

碎片，推测其应为 Ｍ＋１峰，据此可推断抗原 ＡＤＭＡＡＣＡ

ＣＹＳ衍生化成功，见图１（见《国际检验医学杂志》网站主页“论

文附件”）。

２．２　免疫小鼠效价测定　间接ＥＬＩＳＡ法测定免疫小鼠效价，

选择血清效价大于３２０００的右前标记的小鼠脾脏用于即将进

行的细胞融合，见图２（见《国际检验医学杂志》网站主页“论文

附件”）。

２．３　单克隆抗体的性质测定　经过多次双筛亚克隆后得到２

株能够稳定分泌抗ＡＤＭＡ单克隆抗体的细胞株（２２１１和３８

１６）。（１）抗体亚型：２２１１和３８１６细胞株分泌的抗体亚型

为ＩｇＧ２ａ１，见图３（见《国际检验医学杂志》网站主页“论文附

件”）。（２）抗体的效价和蛋白浓度：间接ＥＬＩＳＡ测得抗体效价

为１∶１．０２４×１０６，２２１１亚型蛋白浓度为４．７９ｍｇ／ｍＬ，３８１

６亚型蛋白浓度为２．８６ｍｇ／ｍＬ，ＳＤＳＰＡＧＥ显示抗体纯度

９５％以上，见图４（见《国际检验医学杂志》网站主页“论文附

件”）。（３）抗体亲和力：由此测得单抗的亲和常数 Ｋ 值为

５．８×１０１０ｍｏｌ／Ｌ，见图５（见《国际检验医学杂志》网站主页“论

文附件”）。

２．４　抗体特异性测定　抗 ＡＤＭＡ单克隆抗体不仅可以和

ＢＳＡｎＡＤＭＡ反应，而且可以和ＢＳＡＡＤＭＡ反应，以ＢＳＡ为

对照时不与ＢＳＡ反应。蛋白质印迹结果显示抗体可以和含有

ＡＤＭＡ的蛋白反应。见图６（见《国际检验医学杂志》网站主页

“论文附件”）。

３　讨　　论

ＮＯ是血管内皮主要的内源性舒张因子，具有抑制动脉粥

样硬化、平滑肌细胞增殖、血小板聚集和黏附、单核细胞黏附等

多种功能［１０１１］。ＡＤＭＡ作为ＮＯＳ的竞争性抑制剂会减少ＮＯ

生成。已有大量文献证明 ＡＤＭＡ升高是内皮功能障碍和心

血管疾病的风险因子。心血管疾病的其他风险因素，如高血

压、糖尿病、高胆固醇血症等都与 ＮＯ生物利用度降低和内皮

功能障碍相关，因此推测 ＡＤＭＡ可能是血管内皮风险因素的

逆向最终调节因子。制备抗 ＡＤＭＡ单克隆抗体用于 ＡＤＭＡ

检测、纯化的研究，具有广泛的应用前景。　（下转第１０３８页）
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