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•基础研究 •
甲型肝炎病毒SYX1株在人二倍体细胞
MRC⁃5上的适应性及遗传稳定性

李芳芳，廖辉，杨文腰，周荔葆

辽宁成大生物股份有限公司，辽宁 沈阳 110179

摘要：目的 探讨甲型肝炎病毒（hepatitis A virus，HAV）SYX1株在人二倍体细胞MRC⁃5上的适应性及遗传稳定性。

方法 将来源于甲肝患者粪便的HAV SYX1株接种至MRC⁃5细胞，连续传代至第 28代，检测第 1 ~ 26代病毒的抗原含

量和病毒滴度；镜下观察第 6代病毒的形态，并检测其理化性质。取第 13 ~ 15代病毒进行病毒增殖动态研究，确定

病毒增殖高峰期。选择第 8、12、18、20、22、25、26和 28代病毒，提取病毒基因组RNA进行序列测定，分析其遗传稳定

性。建立HAV SYX1株主种子批和工作种子批，按照《中国药典》三部（2020版）要求进行检定。结果 HAV SYX1株在

MRC⁃5细胞上连续传至8代后，抗原含量稳定在160 ~ 320 EU／mL之间，病毒滴度维持在7. 3 ~ 8. 3 lgCCID50／mL；病
毒颗粒有空心和实心两种类型，直径为 27 ~ 32 nm，呈球形，无包膜，表面无突起；可耐受低 pH及乙醚。确定病毒增

殖高峰期为 10 d，抗原含量达 160 EU／mL以上，病毒滴度达 7. 0 lgCCID50／mL以上。HAV SYX1株为HAV IB亚型，

传代过程中所有结构蛋白编码区基因序列未发生突变。HAV的主种子批和工作种子批的各项检定结果均符合相关

要求。结论 HAV SYX1株在MRC⁃5上传代具有良好的适应性及遗传稳定性，可用于甲肝灭活疫苗的研究及生产。
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Abstract：Objective To investigate the adaptability and genetic stability of hepatitis A virus（HAV）SYX1 strain in human
diploid cell MRC⁃5. Methods HAV SYX1 strain isolated from feces of patients with hepatitis A was continuously propagated
in MRC⁃5 cells for 28 passages，of which the 1st ~ 26th passages were determined for antigen contents and virus titers，the
6th passage was observed for the morphology under microscope and detected for physicochemical properties，and the 13th ~
15th passages were studied for virus proliferation dynamics to determine the peak yield of virus proliferation. Genomic RNA
was extracted from the 8th，12th，18th，20th，22nd，25th，26th and 28th passages and sequenced to analyze the genetic
stability. The main seed batch and working seed batch of HAV SYX1 strain were established and verified according to the
requirements of Chinese Pharmacopoeia（VolumeⅢ，2020 edition）. Results The antigen content of HAV SYX1 was stable
at 160 ~ 320 EU／mL and the titer was maintained at 7. 3 ~ 8. 3 lgCCID50／mL after the 8th passages in MRC 5 cells；Virus
particles showed two types：hollow and solid，with a diameter of 27 ~ 32 nm，spherical，without envelope and protrusions
on the surface，which tolerated low pH value and ether. The peak period of virus proliferation was 10 d with an antigen content
of more than 160 EU／mL and a virus titer of more than 7. 0 lgCCID50／mL. HAV SYX1 was a subtype of HAV IB，and no
mutation in the coding region of all structural proteins during passage was observed. The verification results of main seed
batch and working seed batch of HAV all met the relevant requirements. Conclusion HAV SYX1 strain showed good adapt⁃
ability and genetic stability in MRC⁃5，which might be used for the development and production of inactivated hepatitis A
vaccine.
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甲型肝炎（简称甲肝）是由甲型肝炎病毒（hepa⁃
titis A virus，HAV）引起的以肝脏损害为主的肠道传

染性疾病。HAV属小RNA病毒科，肝炎病毒属，为

单链正义RNA病毒，基因组长约 7 500 bp［1⁃3］。HAV
主要经由粪⁃口途径传播，6个月以上的人群未接种

疫苗且未感染HAV者普遍易感，潜伏期 15 ~ 50 d，
平均持续 28 ~ 30 d［4⁃5］。甲肝为自限性疾病，治疗以

一般及支持治疗为主，辅以适当药物，无慢性化，预

后良好，接种甲肝疫苗是预防甲肝的有效手段［6⁃9］。
HAV在多数组织培养系统中增殖缓慢，复制周

期长、一般不引起细胞病变、病毒产量低［10⁃12］，给甲

肝疫苗的制备带来较大困难，因此，提高病毒产量、

缩短病毒增殖周期成为甲肝疫苗生产的关键。本研

究采用分离于甲肝患者粪便的HAV SYX1株感染人

胚肺二倍体细胞MRC⁃5株（简称MRC⁃5细胞），经传

代培养，适应为甲肝灭活疫苗毒种，建立三级病毒种

子批，并按照《中国药典》三部（2020版）要求对主种

子批、工作种子批毒种进行全项检定［13］，探讨HAV SYX1
株在MRC⁃5细胞上的传代适应性及遗传稳定性，评

价该毒株用于甲肝灭活疫苗研究和生产的可行性。

1 材料与方法

1. 1 细胞及毒株 MRC⁃5细胞工作库由辽宁成大生

物股份有限公司建立；HAV SYX1株分离自沈阳市第

六人民医院（沈阳市传染病医院）收治甲肝患者的粪

便，经多次抽提获得上清液，通过离心和聚乙二醇

（polyethylene glycol，PEG）沉淀等处理后分装，置

-70 ℃保存。

1. 2 主要试剂 L⁃15培养基购自美国 Invitrogen公
司；胎牛血清购自美国Hyclone公司；RNA提取试剂

盒购自宝生物工程（大连）有限公司；HAV抗原ELISA
检测试剂盒购自浙江省医学科学院；HAV特异性抗

血清（豚鼠源）由辽宁成大生物股份有限公司制备；

盐酸及乙醚购自国药集团化学试剂有限公司。

1. 3 HAV SYX1 株在 MRC⁃5 细胞上适应性的检测

MRC⁃5细胞复苏后，采用含10%胎牛血清的L⁃15
培养基于 37 ℃培养至长满单层，将HAV SYX1株按

MOI = 0. 05～ 1. 0接种至MRC⁃5细胞，37 ℃培养至细

胞长满单层，降温至 35 ℃，培养 4～ 5 d，更换含 5%
胎牛血清的 L⁃15培养液，继续培养至细胞出现老化

脱落开始传代。传代时将细胞培养物反复冻融2 ~ 3
次，3 000 × g离心 10 min，取上清，接种MRC⁃5细胞，

连续传代培养至第28代。随着传代代次的提高，培养

时间逐渐缩短，1 ~ 8代培养 35 d，9 ~ 12代培养 28 d，

13 ~ 17代培养21 d，18 ~ 28代培养10 d。
1. 3. 1 抗原含量测定 取 1 ~ 8代培养 35 d、9 ~ 12代
培养 28 d、13 ~ 17代培养 21 d，18 ~ 26代培养 10 d的
病毒收获液各1 mL，用PBS进行2倍系列稀释（原倍 ~
1∶32），采用HAV抗原ELISA检测试剂盒检测抗原

含量。

1. 3. 2 病毒滴度测定 同 1. 3. 1项取各代病毒收获

液各 1 mL，用 PBS进行 10倍系列稀释（10⁃3 ~ 10⁃8），

加入 24孔板，200 μL／孔，滴加 5 × 104个／mL的

MRC⁃5细胞悬液，1 mL／孔，于 37 ℃培养至细胞铺

满孔底部，更换病毒培养液，降温至 35 ℃继续培养，

每隔 4～5 d更换 1次培养液，21 d后收获。采用

HAV抗原 ELISA试剂盒检测 HAV抗原的 A450，用
Reed⁃Muench法计算HAV滴度。

1. 3. 3 形态学观察 取第 6代培养 35 d的病毒收获

液 1 mL，加入等体积特异性HAV抗血清，37 ℃中和

1 h；用 2%磷钨酸负染，电镜下观察病毒形态，并

拍照。

1. 3. 4 理化性质检测 取第 6代培养 35 d的病毒收

获液 1 mL，分别加入盐酸（调节至 pH 3. 0）和 0. 2 mL
乙醚，均于 4 ℃处理 12 ~ 18 h；对处理前后的样品按

照1. 3. 2项方法测定病毒滴度。

1. 4 病毒增殖动态评价 取第 13 ~ 15代培养 21 d的
病毒收获液，按 1. 3项方法分别再次接种至MRC⁃5
细胞，并于接种后 5、10、15、17、19、21、23、25、28 d收
获，分别按 1. 3. 1和 1. 3. 2项方法测定抗原含量及病

毒滴度，确定病毒增殖高峰期。

1. 5 HAV SYX1株在MRC⁃5细胞上遗传稳定性的检测

分别取第 8、12、18、20、22、25、26、28代病毒收获液

（各代病毒培养时间同 1. 3. 1项），RNA提取试剂盒

提取病毒基因组RNA，委托宝生物工程（大连）有限

公司进行RT⁃PCR扩增及序列测定。根据HAV基因

分型特点，从GenBank中选取国内外共 10个代表株：

DL3ⅠA型（AF512536. 1）、FH2ⅠA型（AB020568. 1）、
GBMⅠA型（X75215. 1）、LU38ⅠA型（AF357222. 1）、
HM175ⅠB型（M14707. 1）、MBBⅠB型（M20273. 1）、

CF53ⅡA型（AY644676. 1）、SLF88ⅡB型（AY644670. 1）、
Kor⁃HAV⁃FⅢA型（JQ655151. 1）、HA⁃JNG06⁃90FⅢB
型（AB258387. 1），应用 NCBI在线序列分析软件进

行序列分析和基因型 BLAST比对，评价HAV SYX1
株与其他 10株HAV基因序列的同源性及不同代次

HAV SYX1株的核酸序列变异情况。根据结构⁃非结

构蛋白VP1⁃2A连接处168核苷酸序列，应用DNAMAN
9. 0软件建立不同型别HAV VP1⁃2A区基因系统进化

树，确定HAV SYX1株基因型（同一基因型间核苷酸差



中国生物制品学杂志2023年1月第36卷第1期 Chin J Biologicals January 2023，Vol. 36 No. 1 ·45·
异 ≤ 15%，同一基因亚型间核苷酸差异 ≤ 7. 5%［14⁃16］）。
1. 6 HAV SYX1株主种子批及工作种子批的建立

1. 6. 1 主种子批 取第 21代毒种，接种至MRC⁃5细
胞，于 37 ℃培养 3 d，至长满单层；更换含 5%胎牛血

清的L⁃15培养液，于 35 ℃培养 7 d；反复冻融 2次，收

获病毒，3 000 × g离心 10 min，去除细胞碎片，补加

10%～ 15%胎牛血清，摇匀，分装，-60 ℃保存，以第

22代病毒作为主种子批。按照《中国药典》三部

（2020版）要求进行鉴别试验、病毒滴定、无菌检查、

支原体检查、外源病毒因子检查及免疫原性检查［13］。
1. 6. 2 工作种子批 将主种子批病毒接种至MRC⁃5
细胞，培养传代至 25代，收获液即为工作种子，接

种、培养、收获方法同 1. 6. 1项。按照《中国药典》三

部（2020版）要求对工作种子批进行鉴别试验、病毒

滴定、无菌检查及支原体检查［13］。

2 结 果

2. 1 HAV SYX1株在MRC⁃5细胞上的适应性

2. 1. 1 抗原含量及病毒滴度 HAV SYX1株在体外

增殖慢，盲传 3代未检测到HAV抗原（图略）。第 4
代病毒收获液中检出HAV抗原，且随代次的增加，

抗原含量及病毒滴度均逐渐升高，于第 8代后，抗原

含量稳定在 160 ~ 320 EU／mL之间，病毒滴度维持

在7. 3 ~ 8. 3 lgCCID50／mL。见图1。

图 1 各代 HAV SYX1株收获液的抗原含量及病毒滴度

Fig. 1 Antigen content and virus titer of harvested solution
of various passages of HAV SYX1 strains

2. 1. 2 形态学观察 第 6代病毒收获液经镜下观

察，可见免疫凝集的HAV，病毒颗粒有空心和实心两

种类型，与HAV典型形态学描述相符；病毒颗粒直

径27 ~ 32 nm，呈球形，无包膜，表面无突起。见图2。
2. 1. 3 理化性质 第6代病毒收获液经盐酸（pH 3. 0）和
乙醚处理后，滴度分别为4. 03和3. 93 lgCCID50／mL，

与未经处理的收获液（4. 20 lgCCID50／mL）比较，下降

幅度均 < 1. 0 lgCCID50／mL，表明HAV SYX1株具有耐

受低pH及乙醚的特性。

图 2 HAV SYX1株形态的镜下观察

Fig. 2 Immune electronic micrograph（IEM）of morphology
of HAV SYX1

2. 2 病毒增殖动态评价 第 13 ~ 15代的病毒培养液

接种至MRC⁃5细胞后，培养约 5 d时，各代病毒的抗

原含量和滴度均较低；培养 10 d，各代病毒抗原含量

和滴度上升，分别达160 EU／mL和7. 0 lgCCID50／mL
以上，且较稳定。见表 1。确定病毒增殖高峰期为

10 d。
表 1 第13 ~ 15代病毒不同培养时间的抗原含量和病毒滴度

Tab. 1 Antigen content and virus titer of 13th ~ 15th passages at
various culture durations
培养时间（d）
5
10
15
17
19
21
23
25
28

抗原含量（EU／mL）
13代
160
320
160
160
320
320
160
320
320

14代
80
320
320
320
160
320
320
320
320

15代
160
320
320
320
320
320
320
320
320

病毒滴度（lgCCID50／mL）
13代
5. 37
6. 70
6. 47
6. 70
6. 70
7. 20
7. 10
7. 03
7. 20

14代
6. 03
7. 70
7. 93
7. 37
7. 20
7. 26
7. 53
7. 53
7. 37

15代
6. 20
7. 70
8. 20
8. 03
8. 20
7. 37
7. 53
7. 37
7. 37

2. 3 HAVSYX1株在MRC⁃5细胞上的遗传稳定性 HAV
SYX1株 cDNA序列长为 7 402 bp，涵盖部分 5'非编码

区和 3'编码区及全部编码区，可编码 2 225个氨基

酸。经 BLAST比对，HAV SYX1株与其他 10株HAV
基因序列的同源性达 90%以上，8个代次HAV SYX1
株间存在 9处核苷酸差异，差异点位于 5'⁃NCR及非

结构蛋白2A、2B、3D的编码区；整个结构蛋白区域的

抗原含量 病毒滴度
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核苷酸未发生改变。HAV SYX1株属于ⅠB亚型，与

MBB株亲缘最近，HM175株次之，见图3。

图 3 不同型别HAV VP1⁃2A区基因系统进化树

Fig. 3 Phylogenetic tree of VP1⁃2A region genes of various
types of HAV

2. 4 HAV SYX1 株主种子批及工作种子批的检定

HAV SYX1株主种子批及工作种子批的病毒滴度分

别为 7. 53和 7. 70 lgCCID50／mL，鉴别试验、无菌试

验、支原体检查结果均符合规定。HAV SYX1株主种

子批外源病毒因子检查结果符合规定；以主种子批

制备甲肝灭活疫苗进行恒河猴免疫原性试验，接种

疫苗的恒河猴甲肝抗体全部阳转，证明采用 HAV
SYX1株制备的甲肝灭活疫苗具有良好的免疫原性。

3 讨 论

甲型肝炎灭活疫苗是将HAV进行连续传代，增

强其分裂繁殖能力，在细胞达到较强的繁殖能力后，

经提纯并灭活等步骤制备而成［17］，具有良好的安全

性及稳定性。但HAV体外组织培养增殖缓慢、产量

较低，因此获得高产、稳定、增殖周期短的HAV对甲

型肝炎灭活疫苗研发具有重要意义。本研究将分离

自甲肝患者粪便的HAV SYX1株在MRC⁃5细胞上进

行传代，获得的子代病毒呈HAV的典型形态，具有

耐受低 pH和乙醚溶剂的特性。HAV主要抗原决定

簇位于结构蛋白VP1、VP3及VP2区［18］，本研究结果

表明，在整个结构蛋白区域核苷酸序列均未发生变

异，适应性传代对HAV SYX1株抗原性未产生影响，

发生变异的位点均在 5'⁃NCR和非结构蛋白的编码

区，推测可能与细胞培养适应性有关［19］。
本研究培养过程中，HAV悬浮吸附感染细胞，待细

胞于37 ℃生长为单层后，降低培养温度、更换低血清含

量的病毒培养液，防止细胞过度生长老化，给病毒增殖

提供适宜条件，经多代次细胞适应性培养，HAV在感

染 10 d后即可进入病毒增殖平台期，即达到病毒增

殖高峰，缩短了生产周期。选择第 22代培养 10 d的
毒种建立疫苗生产主种子批和工作种子批，并按《中

国药典》三部（2020版）的要求进行检定［14］，检测结果

表明，病毒滴度分别为 7. 53和 7. 70 lgCCID50／mL，
符合疫苗制备需求；其他项目检定均符合要求，其中

免疫原性试验结果表明，用检定合格的HAV培养液

制备甲肝灭活疫苗，免疫恒河猴，恒河猴体内HAV
抗体全部阳转，证明HAV SYX1株制备灭活疫苗具有

良好的免疫原性，有望用于后续疫苗研究及生产，今

后还将对疫苗生产过程中病毒培养的各种条件进行

进一步优化和验证。
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•治疗制剂 •
利用单个B细胞制备人源SARS⁃CoV⁃2

刺突蛋白单克隆抗体

冯泽众，路阳，李佳莹，马平，王英楠，朱瑾琪，孙金福

东北大学生命科学与健康学院，辽宁 沈阳 110169

摘要：目的 利用单个B细胞制备人源严重急性呼吸综合征冠状病毒 2（severe acute respiratory syndrome coronavirus
2，SARS⁃CoV⁃2）刺突蛋白（S蛋白）单克隆抗体，并检测其中和活性。方法 采集经 2次 SARS⁃CoV⁃2灭活疫苗（Vero细
胞）免疫，且抗体水平较高的人静脉血，用人外周血淋巴细胞分离液分离外周血单核细胞（peripheral blood mono⁃
nuclear cell，PBMC），经偶联S蛋白的磁珠分选表达S蛋白抗体的单个B细胞。将单个B细胞反转录后，用套式PCR法

扩增 IgG重链、轻链可变区基因；通过重叠PCR法将可变区基因与CMV启动子及 IgG leader序列DNA片段、IgG恒定

区及 PolyA序列DNA片段连接，构建抗体线性表达盒。将同一B细胞的重链、轻链线性表达盒转染HEK293T细胞，

表达人源 SARS⁃CoV⁃2 S蛋白单克隆抗体。免疫荧光法检测抗体免疫反应活性，假病毒中和试验检测抗体中和活性。

结果 共表达了 26株 SARS⁃CoV⁃2 S蛋白单克隆抗体，经Western blot检测，于相对分子质量约 55 000和 25 000处可见

IgG抗体重链、轻链的蛋白条带。表达的单克隆抗体具有 S蛋白特异性抗体免疫反应活性。26株单克隆抗体中，

20株具有中和活性，抗体半数抑制浓度（half⁃maximal inhibitory concentrations，IC50）在 0. 040～0. 545 μg／mL之间。

结论 制备的人源 SARS⁃CoV⁃2 S蛋白单克隆抗体具有较高的中和活性，有望应用于新型冠状病毒肺炎（Coronavirus
Disease 2019，COVID⁃19））治疗药物和检测试剂的研发。

关键词：严重急性呼吸综合征冠状病毒2；单个B细胞；单克隆抗体；S蛋白

中图分类号：TQ464. 7 文献标识码：A 文章编号：1004⁃5503（2023）01⁃0048⁃05

Preparation of human monoclonal antibody against SARS⁃CoV⁃2 spike
protein using single B cell

FENG Ze⁃zhong，LU Yang，LI Jia⁃ying，MA Ping，WANG Ying⁃nan，ZHU Jin⁃qi，SUN Jin⁃fu
College of Life and Health Sciences，Northeastern University

Shenyang 110169，Liaoning Province，China

Corresponding author：SUN Jin⁃fu，E⁃mail：sunjinfu@mail.neu.edu.cn

Abstract：Objective To prepare human monoclonal antibody against spike protein（S protein）of severe acute respiratory
syndrome coronavirus 2（SARS⁃CoV⁃2）by using single B cell，and determine its neutralizing activity. Methods Venous
blood with high antibody level was collected from people immunized with inactivated SARS⁃CoV ⁃ 2 vaccine（Vero cells）
twice，of which peripheral blood mononuclear cells（PBMCs）were isolated by lymphocyte stratified fluid and used to isolate
single B cell expressing S protein antibody by magnetic beads coupled with S1 protein. Variable region genes of IgG heavy
chain and light chain were amplified by nested PCR after reverse transcription of single B cell，which were connected with
CMV promoter，IgG leader sequence，IgG constant region and polyA sequence by overlapping PCR to construct antibody linear
expression cassette. Linear expression cassette of the heavy chain and light chain from the same B cell was transfected to
HEK293T cells to express human monoclonal antibody of SARS⁃CoV⁃2 S protein. Immunoreactivity was detected by immuno⁃
fluorescence while neutralizing activity by pseudovirus neutralization test. Results A total of 26 monoclonal antibodies
against SARS⁃CoV⁃2 S protein were expressed，which showed heavy chain and light chain protein bands of IgG antibody at

基金项目：国家自然科学基金（31972677）；沈阳市社会治理科技专项（20⁃206⁃4⁃25）.
通信作者：孙金福，E⁃mail：sunjinfu@mail.neu.edu.cn
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relative molecular masses of about 55 000 and 25 000 as detected by Western blot. The expressed monoclonal antibodies
showed S protein specific antibody immunoreactivity，among which 20 showed neutralizing activity and half⁃maximal inhibi⁃
tory concentrations（IC50）of 0. 040～ 0. 545 μg／mL. Conclusion The prepared human monoclonal antibodies agaist SARS⁃
CoV⁃2 S protein showed high neutralizing activity and may be used in the development of therapeutic drugs and detection
reagents of Coronavirus Disease 2019（COVID⁃19）.
Keywords：Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2（SARS⁃CoV⁃2）；Single B cell；Monoclonal antibody；S protein

严重急性呼吸综合征冠状病毒 2（severe acute
respiratory syndrome coronavirus 2，SARS⁃CoV⁃2）感染

引起的新型冠状病毒肺炎（Coronavirus Disease 2019，
COVID⁃19）严重威胁人类健康和生命安全，截至

2022年 5月 25日，全球确诊病例累计超过 5. 2亿，死

亡病例超过 630万［1］。SARS⁃CoV⁃2表面带有刺突蛋

白（S蛋白），可与宿主细胞表面的人血管紧张素转换

酶 2（human angiotensin⁃converting enzyme 2，hACE2）
受体结合，介导病毒包膜与细胞膜融合，使病毒侵入

细胞［2］。靶向 S蛋白的单克隆抗体可有效干扰 S蛋
白与细胞受体结合，阻断病毒感染［3⁃4］，因此，S蛋白

成为疫苗开发和抗体治疗的重要靶点［5⁃6］。本研究

利用单个 B细胞通过RT⁃PCR技术克隆 S蛋白单克

隆抗体重链、轻链可变区基因，再经重叠PCR法将可

变区基因与 CMV启动子及 IgG leader序列 DNA片

段、IgG恒定区及 PolyA序列DNA片段连接，构建抗

体线性表达盒，转染HEK293T细胞表达抗体，并检

测抗体的中和活性，以期应用于治疗COVID⁃19新型

药物和检测试剂的研发。

1 材料与方法

1. 1 病毒、质粒及细胞 SARS⁃CoV⁃2假病毒、SARS⁃
CoV⁃2 S蛋白表达质粒PMD2. G⁃S及过表达ACE2的
A549细胞均由东北大学生命科学与健康学院费腾教授

惠赠；质粒pCDNA3. 1⁃myc⁃His购自赛默飞世尔科技

（中国）有限公司；HEK⁃293T细胞购自北纳创联生物

科技有限公司。

1. 2 血液 人静脉血液样品采自经 2次 SARS⁃CoV⁃2
灭活疫苗（Vero细胞）免疫，且 SARS⁃CoV⁃2抗体水平

较高的志愿者。所有志愿者均知情同意，本研究获

得东北大学生物与医学伦理委员会批准（文件批号：

NEU⁃EC⁃2022A049S）。

1. 3 主要试剂及仪器 偶联 SARS⁃CoV⁃2 S1蛋白的

磁珠购自北京百普赛斯生物科技有限公司；TritonX⁃
100及 FITC标记的山羊抗人 IgG均自美国 Sigma公
司；HRP标记的山羊抗人 IgG多克隆抗体购自武汉

三鹰生物技术有限公司；First⁃Strand cDNA Synthesis

SuperMix及2×TaqPlusMasterMix均购自美国APExBIO
公司；萤火虫荧光素酶报告基因检测试剂盒购自上

海碧云天生物技术有限公司；人外周血淋巴细胞分

离液购自天津灏洋生物制品科技有限责任公司；Pro⁃
tein A亲和层析介质购自金斯瑞生物科技有限公司；

天能全自动化学发光／荧光图像分析系统（Tanon⁃5500）
购自上海天能生命科学有限公司；Eppendorf显微操

作系统购自德国Eppendorf公司。

1. 4 B 细胞的分离及筛选 采用人外周血淋巴细胞

分离液进行密度梯度离心，分离血液样品外周血单核

细胞（peripheral blood mononuclear cell，PBMC），于液

氮中冻存；将偶联SARS⁃CoV⁃2 S1蛋白的磁珠100 μg
与1 mL PBMC（6. 5 × 106个细胞）室温孵育60 min，用
Eppendorf显微操作系统吸取与磁珠结合的单个B细胞，

加至含有裂解液（0. 5 μL RNase Inhibitor，1 μL dNTP，
1. 5 μL RT引物，0. 1 μLTritonX⁃100，6. 9 μL RNase Free
H2O）的PCR管中，立即置冰上速冻，于-80 ℃保存。

1. 5 抗体可变区（V片段）基因的扩增 根据文献［7］
设计反转录引物，并将单个 B细胞进行反转录。取

上述冻存的含有裂解液和B细胞的 PCR管，72 ℃水

浴 3 min，再经 65 ℃水浴 5 min；置冰上，加入 4 μL
5 × First ⁃Strand Buffer，1 μL Reverse Transcriptase，
0. 5 μL RNase Inhibitor，4. 5 μL RNase Free H2O，总
体积为20 μL。反转录条件为：42℃ 90 min；50℃ 2min，
42 ℃ 2 min，共 10个循环；75 ℃ 15 min。以获得的

cDNA为模板，利用 IgG H链、κ链和λ链（VH、Vκ和Vλ）
外套引物进行第 1轮 PCR扩增，PCR反应体系为：

cDNA 5 μL，上下游引物各 1 μL，2 × Taq Plus Mas⁃
ter Mix 25 μL，去离子水定容至 50 μL。第 2轮 PCR
以第 1轮 PCR产物为模板，参考文献［7］设计内套引

物进行第 2轮PCR扩增，PCR反应体系为：第1轮PCR
产物5 μL，上下游引物各1 μL，2 × Taq Plus Master Mix
25 μL，去离子水定容至 50 μL。两轮 PCR扩增条件

均为：94 ℃ 3 min；94 ℃ 30 s，55 ℃ 25 s，72 ℃ 30 s，共
30个循环；72 ℃ 7 min。PCR产物经 1% 琼脂糖凝胶

电泳分析。

1. 6 线性表达盒C、H、K和L片段的构建 抗体线性

表达盒由包含 CMV启动子和 IgG leader序列的 C片
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段、抗体可变区（VH、Vκ或Vλ）片段及包含抗体恒定区基

因和牛生长激素（bovine growth hormone，BGH）polyA
信号序列的 H、K或 L片段 3部分构成［7］。将 Gen⁃
Bank中登录的 IgG leader序列（E10790. 1）经HindⅢ
和EcoRⅠ酶切位点插入载体 pCDNA3. 1⁃myc⁃His，与
CMV启动子构成线性表达盒的C片段；将抗体重链

H 链（BC041037）、轻 链 κ 链（BC073791）和 λ 链

（BC073769）的恒定区序列经XhoⅠ和AgeⅠ酶切位

点分别插入载体 pCDNA3. 1⁃myc⁃His，分别与载体的

BGH polyA信号序列构成H、K和L片段。

1. 7 抗体全长线性表达盒的构建 以 1. 6项构建的

重组质粒为模板，PCR分别扩增C、H、K和 L片段，引

物和方法均参照文献［7］，用于重叠PCR法分别构建

抗体H链、κ链和λ链全长线性表达盒。重叠PCR体

系为：可变区基因 VH与 C片段和H片段各 50 ng（H
链）／Vκ与 C片段和 K片段各 50 ng（κ链）／Vλ与 C
片段和L片段各 50 ng（λ链），上下游引物（参考文献

［7］设计）各 1 μL，2 × Taq Plus Master Mix 25 μL，去
离子水定容至 50 μL。PCR扩增条件为：94 ℃ 3 min；
94 ℃ 30 s，55 ℃ 25 s，72 ℃ 2 min，共 30个循环；72 ℃
7 min。PCR产物进行1%琼脂糖凝胶电泳检测。

1. 8 抗体表达 将来源于同一B细胞的抗体重链和

轻链线性表达盒共转染HEK⁃293T细胞，37 ℃培养

48 h，收集上清，经 12% SDS⁃PAGE分离蛋白后，转移

至NC膜，用含 1%牛血清白蛋白的 PBS于室温封闭

1 h；加入HRP标记的山羊抗人 IgG多克隆抗体（1∶
5 000稀释），于室温孵育 1 h；PBST洗涤 3次，加入

ECL发光液，室温放置 1 min，采用天能全自动化学

发光／荧光图像分析系统（Tanon⁃5500）生成图像。

1. 9 抗体免疫反应活性的检测 采用免疫荧光染色

法。将 SARS⁃CoV⁃2 S蛋白表达质粒PMD2. G⁃S转染

HEK⁃293T细胞，同时设对照组（未转染），于 37 ℃孵

育 48 h；用 80%冷丙酮固定细胞，PBST洗涤 3次，加

入100 μL表达的抗体上清溶液，室温孵育1 h；PBST洗
涤3次，加入FITC标记的山羊抗人 IgG（1∶200稀释），

室温孵育1 h，PBST洗涤3次，用荧光显微镜观察。

1. 10 抗体的纯化 用5mL平衡缓冲液平衡（20mmol／L
Na2HPO4，0. 15 mol／L NaCl，pH 7. 0）ProteinA树脂，将

30 mL抗体表达上清液按约 1 mL／min的流速上样，

用 30 mL平衡缓冲液洗涤，流速约 2 mL／min；10 ~
15 mL洗脱缓冲液（0. 1 mol／L glycine，pH 3. 0）洗脱抗

体，流速维持约 1 mL／min，收集含有目的抗体的洗脱

液后，立刻加入 1／10 洗脱液体积的中和缓冲液

（1 mol／L Tris，pH 8. 5），调节 pH至 7. 4。纯化抗体

进行12% SDS⁃PAGE分析。

1. 11 抗体中和活性的检测 将 SARS⁃CoV⁃2假病毒

稀释至 4 × 103 TCID50／mL，加至 96孔板，50 μL／孔；

加入纯化抗体（0 ~ 4 000 ng／μL），50 μL／孔，每个

稀释度设3个复孔，于 37 ℃孵育1 h；加入过表达ACE2
的A549细胞（2 × 105个／mL），100 μL／孔，37 ℃培

养48 h；加入萤火虫荧光素酶检测试剂，100 μL／孔，室温

孵育10 min；用酶标仪检测荧光强度，并计算抗体半数

抑制浓度（half⁃maximal inhibitory con⁃centrations，IC50）。

2 结 果

2. 1 抗体可变区基因扩增产物的鉴定 PCR产物经1%
琼脂糖凝胶电泳分析，可见 498 bp的VH片段、403 bp
的 Vκ片段和 422 bp的 Vλ片段基因条带，大小与预期

一致，见图 1。表明获得抗体可变区 VH、Vκ和 Vλ基因

正确。

M：DNA marker DL1000；1～3：VH基因；4～6：Vκ 基因；7～9：Vλ
基因。

图 1 抗体可变区VH、Vκ和Vλ基因片段电泳图

Fig. 1 Electrophoretic profile of variable region genes VH，
Vκ and Vλ fragments of antibody

2. 2 抗体全长线性表达盒的的鉴定 重叠 PCR产物

经 1%琼脂糖凝胶电泳检测，可见约 2 631 bp的 H
链、1 911 bp的κ链和 1 918 bp的λ链，大小与预期一

致，见图2。表明抗体全长线性表达盒构建正确。

M：DNA marker DL5000；1：H链；2：κ链；3：λ链。

图 2 抗体全长线性表达盒的电泳图

Fig. 2 Electrophoretic profile of full ⁃ length linear expres⁃
sion cassettes of antibody
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2. 3 抗体表达产物的鉴定 共表达了 26株单克隆抗

体，抗体的表达产物经Western blot检测，于相对分

子质量约 55 000和 25 000处可见目的蛋白条带，与

IgG抗体重链、轻链相对分子质量大小一致，见图 3
（以3株为例）。表明成功表达了 IgG抗体。

M：蛋白质marker；1 ~ 3：3株抗体表达上清。

图 3 Western blot法检测 IgG抗体的表达

Fig. 3Western blotting of expression of IgG antibodies

2. 4 抗体的免疫反应活性 荧光显微镜下观察可

见，表达 S蛋白的转染组细胞呈绿色荧光，未表达 S
蛋白的对照组细胞未见绿色荧光，见图 4。表明表达

抗体具有S蛋白特异性抗体免疫反应活性。

A：对照组；B：转染组。

图 4 免疫荧光法检测单克隆抗体的免疫反应活性（× 200）
Fig. 4 Detection of monoclonal antibody immunoreactivity

by immunofluorescence（× 200）

2. 5 纯化抗体的鉴定 纯化抗体经 12% SDS⁃PAGE
分析，可见相对分子质量约 55 000和 25 000的重链

和轻链蛋白条带，且均为单一条带，未纯化抗体未见

这两条蛋白条带，见图5。表明纯化效果较好。

M：蛋白质marker；1 ~ 3：未纯化的抗体表达上清液；4 ~ 6：抗体

表达上清液上样流出液；7 ~ 9：纯化抗体。

图 5 纯化抗体的SDS⁃PAGE分析

Fig. 5 SDS⁃PAGE analysis of purified antibodies

2. 6 抗体的中和活性 26株单克隆抗体中，有20株
具有中和活性，IC50在 0. 040 ～0. 545 μg／mL之间，

见表1。
表 1 单克隆抗体的中和活性

Tab. 1 Neutralizing activity of monoclonal antibodies
单克隆抗体

A02
A14
B06
B07
C08
C17
C21
C30
D11
E01

IC50（μg／mL）
0. 076
0. 261
0. 094
0. 166
0. 297
0. 142
0. 129
0. 040
0. 367
0. 321

单克隆抗体

E06
E07
E14
E17
E19
E22
F08
G05
G20
G22

IC50（μg／mL）
0. 545
0. 474
0. 444
0. 253
0. 072
0. 148
0. 336
0. 080
0. 198
0. 120

3 讨 论

制备单克隆抗体的常用方法包括鼠杂交瘤单克

隆技术、噬菌体展示库技术和单个 B细胞抗体技术

等［8⁃10］。源于杂交瘤技术制备的单克隆抗体用于人

或异种动物时存在鼠源单克隆抗体的免疫原性问

题。另外，随着时间的延长，杂交瘤细胞系会出现基

因丢失、突变、遗传漂移，导致抗体产生微小变化。

为了克服免疫原性问题，可将鼠单克隆抗体的可变

区与人抗体的恒定区进行重组，构建人鼠嵌合抗

体［11］。噬菌体展示库技术在建立抗体重链和轻链可

变区随机文库的基础上，通过特定抗原筛选获得单

克隆抗体。这种单克隆抗体的轻链和重链可变区随

机组合，不是来源于同一 B细胞的天然配对。利用

单个B细胞RT⁃PCR技术扩增抗体基因，再克隆至表

达载体，表达重组抗体，重链和轻链是天然配对，具

有良好的稳定性及批间质量均一的优点。

本研究采用偶联 SARS⁃CoV⁃2 S蛋白 S1区域的

磁珠分选 S蛋白特异性的抗体阳性B细胞，与流式细

胞分选比较，这种方法的成本及对设备、环境要求均

较低，且方便观察B细胞完整性，但分选效率及分选

准确率较低。LIAO等［7］将CMV启动子和 IgG leader
序列、抗体重链、轻链恒定区分别与 T载体连接，构

建C、H、K和 L片段。本研究将 IgG leader序列和抗体

重链、轻链恒定区分别插入载体 pCDNA3. 1⁃myc⁃
His，与CMV启动子、BGH polyA序列构成C、H、K和L片
段，无需合成CMV启动子和BGH polyA信号序列。本研

究利用重叠PCR将扩增的抗体可变区基因与C及H、
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K或 L片段连接，构建抗体的线性表达盒，转染细胞

表达抗体，该方法无需构建表达质粒，提高了克隆与

筛选的效率。

抗体是治疗和预防新出现或已知病毒感染的有

效方法［12］。有研究利用 COVID⁃19康复患者血浆进

行治疗，可显著减少患者住院时间和病情恶化，临床

效果较好［13］。有报道表明，获美国食品药品监督管

理局（Food and Drug Administration，FDA）批准用于

临床的SARS⁃CoV⁃2中和单抗Casirivimab／imdevimab
治疗非住院患者，可减少住院或死亡风险 70%，治疗

严重住院病例可减少 20%的死亡率［14］，另一获 FDA
批准的中和单抗 Bamlanivimab具有类似的临床效

果［15］。2021年12月8日，SARS⁃CoV⁃2中和抗体联合

治疗药物安巴韦／罗米司韦（BRII⁃196／BRII⁃198）获国

家药品监督管理局应急批准使用，该药物可降低住院

及死亡风险78%［16］。本研究获得的26株SARS⁃CoV⁃2
S蛋白单克隆抗体中，有 20株具有良好的假病毒中

和活性，IC50最小为 0. 040 μg／mL，具有用于临床诊

断和临床治疗的潜力。单克隆抗体作用机理包括病毒

中和作用和诱导细胞免疫。抗体的中和活性可阻断

病毒的感染，抗体与病毒表面蛋白结合后，抗体 Fab
片段阻断病毒蛋白与细胞受体结合，阻碍病毒与宿

主细胞膜融合所必需的蛋白裂解或构象改变，从而

阻止病毒进入细胞［17］。另外，抗体 Fc片段与免疫细

胞的 Fc受体结合，激活细胞免疫功能，包括单核细

胞、巨噬细胞、中性粒细胞对病毒粒子和感染细胞的

吞噬作用及NK细胞对感染细胞的直接杀伤作用［18］。
本研究采用磁珠法筛选特异 B细胞，经单细胞

RT⁃PCR法制备了 SARS⁃CoV S蛋白单克隆抗体，其

对假病毒 IC50为 0. 040 ~ 0. 545 μg／mL，可用于临床

治疗药物及抗原检测试剂的研发。单克隆抗体具有

特异性、高效力和代谢稳定性等天然优势，因此抗体

类药物是目前医药市场增长最快的药物类别［19］，在
感染性疾病、肿瘤治疗、免疫性疾病等领域具有广阔

的应用前景。另外，病毒的快速变异也对单克隆抗

体的临床治疗效果提出了严峻挑战［20⁃21］。
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