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马链球菌兽疫亚种 SzM 蛋白可变区单克隆抗体制备及保

护效果评价 

摘 要 

马链球菌兽疫亚种（Streptococcus equi ssp. Zooepidemicus，SEZ）属兰氏分群 C

群链球菌，是我国猪链球菌病的主要病原之一。SzM 蛋白是 SEZ 菌体表面的重要毒

力因子，其 C 端序列高度保守而 N 端序列高度变异，导致不同 SEZ 菌株之间 SzM 蛋

白同源性较低。但发生于 1976 年中国四川猪群（分离株被 ATCC 收录编号为

ATCC35246）和 2019-2020 年北美猪群（分离株主要为 OH-71905、TN-74097）的两

次造成严重经济损失的 SEZ 暴发株之间 SzM 蛋白同源性达 100%，表明即便是具有

高变异特点的 SzM 蛋白 N 端区域，在猪群流行株中也具有一定保守性。研究表明虽

然 SzM 蛋白可作为候选疫苗诱导机体产生调理性抗体，但因疫苗免疫周期较长而增

加猪场免疫负担。为了应对猪群未免疫或免疫不完全时暴发的 SEZ 感染，需要一种

可快速提供有效保护的生物制品。单克隆抗体特异性强、起效快，一旦注入动物体

内即可立即提供被动免疫保护，尤其适用于感染后的紧急保护。实验室前期已获得

针对 ATCC35246 菌株 SzM 蛋白 C 端恒定区的单克隆抗体，为充分评价针对 SzM 蛋

白不同区域的单克隆抗体的保护作用，本研究对猪群流行株 ATCC35246 SzM 蛋白 N

端可变区的单克隆抗体进行制备，并对 SzM 蛋白可变区和恒定区单克隆抗体进行特

性鉴定，体外抗菌效果和小鼠保护性效果评价，旨在为防治猪群发生 SEZ 感染提供

必要的生物材料和技术积累。 

1. 马链球菌兽疫亚种 SzM 可变区蛋白单克隆抗体的制备及鉴定 

SzM 蛋白是马链球菌兽疫亚种（Streptococcus equi ssp. Zooepidemicus，SEZ）表

面的重要毒力因子，具有 N 端高度变异和 C 端高度保守的特点。本章以引起中国和

北美猪链球菌病暴发的 SEZ 菌株特有的 SzM 蛋白 N 端可变区型为目标，进行重组表

达并制备单克隆抗体。经皮下多点免疫 BALB/c 小鼠后，将血清效价最高小鼠的脾细

胞与骨髓瘤细胞进行细胞融合。经数次亚克隆后，最终通过间接 ELISA 法筛选到 6

株分泌目标抗体的杂交瘤细胞株，其分泌的抗体均属于 IgG1 亚类，轻链为型。依

据生长速率的差异选取其中增殖较快，状态良好的 4株杂交瘤细胞进行腹水制备并做

进一步鉴定。Western Blot 显示 4 株腹水单克隆抗体与 SzM 蛋白可变区结合良好，也

可与截去信号肽的 SzM 蛋白反应；间接免疫荧光观察发现其中 3 株腹水单克隆抗体

可结合野生型 SEZ 菌体，但与 ΔSzM 缺失株不反应。利用 SPR 技术对 3 株实验室前
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期制备的抗 SzM 蛋白恒定区的单克隆抗体及本研究制备的 4 株单克隆抗体共同与

SzM蛋白进行亲和力检测，结果显示 7株单克隆抗体的平衡解离常数在 10-8-10-9 M之

间，亲和性良好。此外，在抗体结合表位一致性的鉴定中，发现抗 SzM 蛋白恒定区

的 3 株单克隆抗体具有相同或相似的抗原结合表位，而 4 株抗可变区的单克隆抗体识

别表位具有多样性。依据上述结果，后续实验将随机选取 1 株抗 SzM 蛋白恒定区单

克隆抗体与本次纯化的 4 株抗 SzM 蛋白可变区单克隆抗体共同进行后续保护效果评

价。 

2. SzM 蛋白单克隆抗体的体外抗菌效果评价 

靶向细菌表面蛋白的单克隆抗体抗菌作用主要通过凝集活性、补体激活和调理

吞噬实现。本章对制备的 4 株 SzM 蛋白可变区单克隆抗体（anti-vSzM-1、anti-vSzM-

2、anti-vSzM-3、anti-vSzM-4）和实验室前期保存的 1 株 SzM 蛋白恒定区单克隆抗体

（anti-cSzM-1）的体外抗菌效果进行评价。通过抗体凝集细菌试验、介导补体杀菌

试验及调理吞噬试验对这 5株单克隆抗体的体外抗菌效果进行检测，旨在明确其抗菌

机制。抗体凝集细菌试验中，当抗体作用浓度为 200 μg/mL 时，5 株单克隆抗体均不

能使 ATCC35246 菌株凝集沉淀。抗体介导补体杀菌试验中，SEZ 与抗体先孵育 30 

min 后再与补体共同作用 1 h，5 株单克隆抗体及对照组 SzM 蛋白的多克隆抗体均未

能激活补体裂解 SEZ，细菌 CFU无明显减少（P > 0.05）；在调理吞噬试验中，5株单

克隆抗体均显著促进小鼠原代腹腔巨噬细胞对 ATCC35246 菌株的吞噬（P < 0.05），

其中 3 株 SzM 蛋白可变区单克隆抗体（anti-vSzM-2、anti-vSzM-3、anti-vSzM-4）的

调理吞噬效果明显优于另外 2 株单克隆抗体（anti-vSzM-1、anti-cSzM-1）。以上结果

表明，5 株单克隆抗体在体外均具有明显的调理吞噬活性，但不具有凝集活性和介导

补体杀菌功能。 

3. SzM 蛋白单克隆抗体对小鼠感染 SEZ 的保护效果评价 

在病原菌对传统抗生素耐药性逐渐增强的趋势下，作为抗生素的潜在替代制品，

单克隆抗体在治疗细菌感染性疾病领域得到迅速发展。本章评价了 4 株 SzM 蛋白可

变区单克隆抗体（anti-vSzM-1、anti-vSzM-2、anti-vSzM-3、anti-vSzM-4）和 1 株

SzM 蛋白恒定区单克隆抗体（anti-cSzM-1）对小鼠受到致死剂量（2.4×104 CFU/只）

SEZ 攻击的保护效果。根据单克隆抗体免疫时间点的不同，共设计了三种抗体免疫

模式：（1）预防+治疗模式：攻毒前 12 h、攻毒后 24 h、72 h分别给予单克隆抗体 200 

μg/只，三次免疫总量共 600 μg/只；（2）预防模式：攻毒前 12 h 一次性给予单克隆抗

体 600 μg/只；（3）治疗模式：攻毒后 4 h 一次性给予单克隆抗体 600 μg/只。在预防+
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治疗模式中 5 株单克隆抗体均表现出一定的保护效果，其中 4 株单克隆抗体（anti-

vSzM-2、anti-vSzM-3、anti-vSzM-4、anti-cSzM-1）免疫小鼠的存活率达 100%，且有

效清除了小鼠脏器中的 SEZ；另外 1株单克隆抗体（anti-vSzM-1）免疫小鼠的存活率

为 60%，且 2/3 存活小鼠各脏器中均可检出 SEZ。对于单克隆抗体预防模式和治疗模

式的保护效果评价，本章选取调理吞噬作用相对较强的 SzM 可变区单克隆抗体

（anti-vSzM-3）为代表和恒定区单克隆抗体（anti-cSzM-1）分别进行。在治疗模式

中 anti-vSzM-3 表现出显著的保护效果，攻毒 7 天后小鼠存活率为 80%，且存活小鼠

各脏器均未检出 SEZ；而 anti-cSzM-1 免疫组小鼠全部死亡，与 PBS 组相比虽在一定

程度上延长了小鼠存活时间，但未表现出显著性差异（P > 0.05）。在预防模式中 anti-

vSzM-3 免疫组攻毒 7 天后小鼠存活率达 100%且存活小鼠各脏器 SEZ 被完全清除；

而 anti-cSzM-1 免疫组小鼠存活率为 60%，且 2/3 存活小鼠各脏器中仍可检出 SEZ。

综合上述结果可知，在对抗 ATCC35246 菌株感染方面，针对 SzM 蛋白可变区的单克

隆抗体（anti-vSzM-3）在三种免疫模式下均表现出良好保护效果，而针对 SzM 蛋白

恒定区的单克隆抗体（anti-cSzM-1）在治疗模式下保护效果不佳，只有在预防+治疗

模式和预防模式中表现出一定的保护作用，但依据小鼠存活率及各脏器细菌载量，

其保护效果要弱于可变区单克隆抗体（anti-vSzM-3）。以上结果表明，本研究成功获

得了可保护小鼠抵抗致死剂量 SEZ 攻击的单克隆抗体，在抗体免疫方式上，明确了

SzM 蛋白恒定区单克隆抗体（anti-cSzM-1）以预防+治疗的模式免疫可取得最佳保护

效果，但保护作用较强的 SzM 蛋白可变区单克隆抗体（anti-vSzM-3）则可直接用于

单一预防或治疗模式而获得优秀的保护效果。 

 

关键词：马链球菌兽疫亚种；SzM；单克隆抗体；免疫保护
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PREPARATION AND PROTECTIVE EFFECT 

EVALUATION OF MONOCLONAL ANTIBODY 

AGAINST VARIABLE REGION OF SZM PROTEIN 

OF STREPTOCOCCUS EQUI SSP. ZOOEPIDEMICUS 

ABSTRACT 

Streptococcus equi ssp. Zooepidemicus (SEZ) belongs to Lancefield Group C 

streptococcus, which is one of the main pathogens of swine Streptococcus disease in China. 

SzM protein is an important virulence factor on the surface of SEZ , and its C-terminal 

sequence is highly conserved while N-terminal sequence is highly variable, resulting in low 

homology of SzM protein between different SEZ strains. However, the SZM protein 

homology of SEZ from Sichuan, China in 1976 and North American in 2019-2020 reached 

100%, indicating that even though the N-terminal region of SzM protein is highly variable, 

it is conserved to a certain extent in the SEZ species prevalent in pigs. Many studies have 

shown that SzM protein can be used as a candidate vaccine to induce the production of 

opsonizing antibody, but the long process of immunization will increase the immune burden 

on pig farms. In order to deal with outbreak of SEZ when swine herds are not immunized or 

inadequately immunized, a biological product that can provide rapid and effective protection 

is needed. Monoclonal antibody has the characteristics of strong specificity and quick action. 

Once injected into animals, it can immediately provide passive immune protection, especially 

suitable for emergency protection after infection. Our laboratory has previously obtained 

monoclonal antibody against the conserved C-terminal region of SzM of ATCC35246. In 

order to fully evaluate the protective effect of monoclonal antibodies against different regions 

of SzM protein, this study prepared monoclonal antibody against the variable N-terminal 

region of ATCC35246 SzM protein of swine epidemic strain. In addition, the characteristics 

of monoclonal antibodies against the variable and conserved regions of SzM protein were 

identified, and the antibacterial effect in vitro and protective effect in mice were evaluated, 

aiming to provide necessary biological materials and technology for the prevention and 

treatment of SEZ infection in swine. 
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1. Preparation and identification of monoclonal antibody against the variable region of 

SzM protein from Streptococcus equi ssp. Zooepidemicus 

SzM protein is an important virulence factor on the surface of Streptococcus equi ssp. 

Zooepidemicus (SEZ), which is characterized by highly variable N-terminal and highly 

conserved C-terminal. In this chapter, the variable region of SzM protein from SEZ strain 

causing streptococcus suis outbreaks in China and North America was targeted for 

recombinant expression and preparation of monoclonal antibodies against it. The spleen cells 

of BALB/c mice with the highest serum titer were fused with myeloma cells. After several 

subclones, 6 hybridoma cell lines secreting target antibodies were screened by indirect 

ELISA. The antibodies secreted by hybridoma cell lines all belonged to IgG1 subclass, and 

the light chain was  type. According to the difference of growth rate, 4 hybridoma cells with 

rapid proliferation and good condition were selected for ascites preparation and further 

identification. Western Blot showed that 4 monoclonal antibodies in ascites could bind well 

to the variable region of SzM protein and also react with SzM protein with truncated signal 

peptide. Indirect immunofluorescence showed that 3 monoclonal antibodies ascites could 

bind wild-type SEZ strain, but did not react with SzM deletion strain. SPR technology was 

used to detect the affinity of SzM protein and 3 monoclonal antibodies against the conserved 

region of SzM protein prepared earlier in the laboratory and 4 monoclonal antibodies 

prepared in this study respectively. The results showed that the equilibrium dissociation 

constant of the 7 monoclonal antibodies was between 10-8-10-9 M , showing a good affinity. 

In addition, in the identification test of the consistency of antibody binding epitopes, it was 

found that 3 monoclonal antibodies against the conserved region of SzM protein had the same 

or similar binding epitope, while 4 monoclonal antibodies against the variable region had 

diversity in recognition epitopes. Based on the above results, 1 monoclonal antibody against 

the conserved region of SzM protein and 4 monoclonal antibodies against the variable region 

of SzM protein were selected in the subsequent experiments to evaluate the protective effect. 

2. Evaluation of antibacterial effect of monoclonal antibody against SzM protein in vitro 

The antimicrobial action of monoclonal antibodies targeting bacterial surface protein is 

mainly achieved through agglutination activity, complement activation and 

opsonophagocytosis. In this chapter, 4 monoclonal antibodies to variable region of SzM 

protein (anti-vSzM-1, anti-vSzM-2, anti-vSzM-3, anti-vSzM-4) and 1 monoclonal antibody 

to conserved region of SzM protein (anti-cSzM-1) preserved in the laboratory were evaluated 
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for their antibacterial effect in vitro. In order to clarify their antibacterial mechanism, the 

antibacterial effect of these 5 monoclonal antibodies were detected in vitro by antibody 

agglutination bacteria test, complement-mediated bactericidal test and opsonophagocytic test. 

In the agglutination test, the 5 monoclonal antibodies could not agglutinate ATCC35246 at 

the concentration of 200 μg/mL. In the antibody mediated complement sterilization test, SEZ 

and antibody were incubated for 30 min and then acted together with complement for 1 h. 

The 5 monoclonal antibodies and the polyclonal antibodies of SzM protein as the control 

could not activate complement lysis SEZ, and the bacterial CFU did not decrease 

significantly (P > 0.05). In opsonphagocytosis test, all the 5 monoclonal antibodies 

significantly promoted the phagocytosis of mouse primary peritoneal macrophages against 

ATCC35246 strain (P < 0.05). The opsonophagocytosis effect of 3 monoclonal antibodies 

against variable region of SzM protein (anti-vSzM-2, anti-vSzM-3, anti-vSzM-4) were 

significantly better than the other two monoclonal antibodies (anti-vSzM-1, anti-cSzM-1). 

These results indicated that all the monoclonal antibodies had obvious opsonophagocytosis 

activity in vitro, but did not have agglutination activity and complement bactericidal 

mediating function. 

3. Evaluation of the protective effect of anti-SzM protein monoclonal antibody against 

SEZ infection in mice 

As a potential substitute for antibiotics, monoclonal antibody has developed rapidly in 

the field of treating bacterial infectious diseases due to the increasing resistance of pathogens 

to traditional antibiotics. In this chapter, 4 anti-SzM protein variable region monoclonal 

antibodies (anti-vSzM-1, anti-vSzM-2, anti-vSzM-3, anti-vSzM-4) and 1 anti-cSzM protein 

conserved region monoclonal antibody (anti-cSzM-1) were evaluated the protective effect on 

mice challenged with a lethal dose (2.4×104 CFU/mouse) of SEZ. According to the different 

time of monoclonal antibody immunization, there were three immune programs were 

designed: (1) prevention+treatment program: 12 h before challenge, 24 h and 72 h after 

challenge, each mouse was given monoclonal antibody 200 μg , with a total of 600 μg for 

three times; (2) Prevention program: 12 h before challenge, each mouse was given 

monoclonal antibody 600 μg at one time; (3) Treatment program: 4 h after challenge, each 

mouse was given monoclonal antibody 600 μg at one time. In the prevention and treatment 

program, all the 5 monoclonal antibodies showed certain protective effect, among which 4 

monoclonal antibodies (anti-vSzM-2, anti-vSzM-3, anti-vSzM-4 and anti-cSzM-1) had 100% 
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survival rate and effectively cleared SEZ in various organs of mice. In addition, the survival 

rate of 1 monoclonal antibody (anti-vSzM-1) group was 60%, and SEZ could be detected in 

all organs in 2/3 of the surviving mice. For the evaluation of the protective effect of 

monoclonal antibodies in prevention program or treatment program, this chapter selects the 

anti-SzM variable region monoclonal antibody (anti-vSzM-3) with relatively strong 

opsonophagocytosis as the representative and the anti-SzM conserved region monoclonal 

antibody ( anti-cSzM-1) were performed separately. In the treatment program, anti-vSzM-3 

showed significant protective effect, the survival rate of mice was 80% after 7 days of 

challenge, and SEZ was not detected in all organs of the surviving mice. However, all mice 

in the anti-cSzM-1 group died after 7 days of challenge, although the survival time of mice 

in the anti-cSzM-1 group was prolonged to some extent compared with that in the PBS group, 

there was no significant difference (P > 0.05). In the prevention program, the survival rate of 

mice in the anti-vSzM-3 group was 100% after 7 days of challenge, and SEZ was completely 

eliminated in all organs of the surviving mice, while the survival rate of mice in the anti-

cSzM-1 group was 60%, and SEZ could still be detected in 2/3 surviving mice. In conclusion, 

monoclonal antibody(anti-vSzM-3) against variable region of SzM protein showed good 

protective effect against ATCC35246 strain infection in all three immune programs; 

Monoclonal antibody(anti-cSzM-1) against conserved region of SzM protein showed poor 

protective effect in the treatment program, and only showed certain protective effect in the 

prevention + treatment program or prevention program, however, according to the survival 

rate and bacterial load of each organ, its protective effect was weaker than that of monoclonal 

antibody (anti-vSzM-3) against the variable region. These results indicated that the 

monoclonal antibodies that could help mice resist lethal dose of SEZ attack were successfully 

obtained in this study. In terms of antibody immunization, it was clear that the anti-SzM 

protein conserved region monoclonal antibody could achieve the best protection effect in the 

prevention+treatment program. However, the anti-SzM protein variable region monoclonal 

antibody with stronger protection could be directly used in prevention or treatment program, 

and excellent protective effect could be obtained. 

KEY WORDS: SEZ; SzM; monoclonal antibody; immune protection 
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缩略语中英文对照 

符号 外文名称 中文名称 

CFU Colony forming units 菌落形成单位 

DAPI 4’,6-diamidino-2-phenylindole 4’,6-二脒基-2-苯基吲哚 

GAS Group A Streptococcus A 群链球菌 

IPTG Isopropyl-beta-D-thiogalactopyranoside 异丙基-β-D-硫代半乳糖苷 

MAC Membrane attack complex 攻膜复合物 

PBS Phosphate buffer saline 磷酸盐缓冲溶液 

SPF Specific pathogen free 无特定病原体 

SEZ Streptococcus equi ssp. zooepidemicus 马链球菌兽疫亚种 

THB Todd-Hewitt base 链球菌培养基 

Δ deletion 缺失 
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本研究目的意义 

猪链球菌病长期威胁着我国养猪业发展，随着集约化养殖程度逐步提高，猪群

饲养密度集中，一旦暴发传染性疾病，将会对养殖业造成严重危害。马链球菌兽疫

亚种（Streptococcus equi ssp. zooepidemicus，SEZ）是引起猪链球菌病的主要病原之

一，可导致猪败血症，脑膜炎，心内膜炎等疾病，严重时可致宿主死亡。1976 年我

国四川暴发了由 SEZ 感染引发的猪链球菌病，造成上百万头猪发病，30 多万头猪死

亡。近几年北美报道多起由 SEZ 引起的以急性死亡为特征的高死亡率猪链球菌病，

提示对于 SEZ 的防治仍不可掉以轻心。 

抗生素作为预防和治疗细菌性疾病的首选，多年来已在动物养殖中广泛使用，

对于猪链球菌病的预防和治疗起到重要作用，但同时抗生素的过度使用会导致细菌

耐药性增强。随着我国逐渐收紧的抗生素使用政策，亟需开发能有效替代抗生素的

抗菌制品。疫苗已成为热门研究内容，接种疫苗可一定程度上预防 SEZ 引起的猪链

球菌病，然而目前商品化的疫苗以灭活苗和弱毒活菌苗为主，灭活苗免疫原性较差，

需大量接种才能有效的刺激机体免疫系统，并且会导致不良反应；而弱毒活菌苗存

在毒力返强的安全隐患。除此之外，以 SEZ 表面抗原 SzP、SzM 蛋白等制备的亚单

位疫苗虽在小鼠层面具有保护效果，但尚未有商品化产品推出。此外，以疫苗为代

表的主动免疫具有免疫周期长的特点，猪群在未免疫或免疫不完全的情况下一旦暴

发 SEZ 感染，则无法立即产生有效的保护。因此，针对猪群暴发 SEZ 感染开发出一

种起效快，副反应小且无细菌耐药性的治疗措施就显得尤为重要。 

单克隆抗体特异性强，起效快，注入机体内可立即提供被动免疫保护效果，特

别适用于感染发生后的紧急保护，具有极高的预防和治疗价值。此外，由于 SEZ 还

可感染马、牛、羊等经济价值较高的动物，值得使用单克隆抗体对动物个体进行治

疗，具有良好的开发价值和市场前景。 

本研究成功制备了针对 SEZ 表面重要毒力因子 SzM 蛋白可变区的单克隆抗体，

并将它与实验室前期保存的针对 SzM 蛋白恒定区单克隆抗体进行了体外抗菌活性评

价以及小鼠保护性试验。最终明确了无论是针对 SzM 蛋白可变区还是恒定区的单克

隆抗体，在体外均具有良好的调理吞噬活性，同时均能在一定程度上预防小鼠感染

SEZ，且针对 SzM 蛋白可变区的单克隆抗体对小鼠感染 SEZ 后发挥了良好的治疗效

果。以上结果表明本研究获得了具有良好保护效果的抗 SEZ 感染的单克隆抗体，不

仅为替代抗生素的抗猪链球菌病生物制品开发提供了借鉴，还为后续通过基因工程

手段进一步优化针对 SEZ 的单克隆抗体提供了必要的生物材料和重要的技术积累。 
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第一章 链球菌 M 蛋白家族的分子结构及功能研究进展 

A 群链球菌（Group A Streptococcus，GAS）（主要指化脓链球菌）是一种全球广

泛传播的革兰氏阳性病原菌，可引起多种疾病，如咽炎、皮肤感染、链球菌中毒性

休克综合征以及一些自身免疫性疾病[1]。M蛋白是A群链球菌表面的重要毒力因子，

呈 α 螺旋卷曲结构锚定于细菌表面[2]，可与多种宿主蛋白相互作用而帮助细菌抵抗宿

主先天性免疫与获得性免疫的清除作用，是 A 群链球菌疫苗开发的重要靶点[3]。 

马链球菌兽疫亚种（Streptococcus equi ssp. zooepidemicus，SEZ）和马链球菌马

亚种（Streptococcus equi ssp. equi，SEE）属 C 群链球菌。马链球菌马亚种具有宿主

专一性，只引起马属动物发病，感染后症状主要为发热、咽炎、淋巴结肿大、化脓，

严重时可造成死亡[4]。一般认为马亚种是由兽疫亚种菌株进化而来[5, 6]。马链球菌兽

疫亚种具有多宿主性，可造成多种动物感染[7-11]，也是一种人畜共患病原菌[12]。在我

国，SEZ 是猪链球菌病的主要病原之一，可引起败血症、脑膜炎、心内膜炎以及关

节炎等[13]。1976 年秋季，我国四川省有近百万头猪发病，死亡 30 余万头，分离菌株

命名为 ATCC35246。2019 年-2020 年，北美多地暴发由 ATCC35246 的高度同源株

（同源性 99.7%）引起的以高死亡率（30%-50%）为特征的猪链球菌病[14]。 

在 SEZ 与 SEE 菌体表面存在一类结构、功能和 A 群链球菌 M 蛋白相似的纤维状

蛋白，称为类M蛋白，它是一类蛋白的统称，主要包括有SzP蛋白、SeM蛋白、SzM

蛋白，它们均具有抗吞噬作用，且与 SEZ、SEE 致病性密切相关。其中 SzM 蛋白发

现较晚，与SeM蛋白具有一定同源性[15]。在SEZ、SEE菌体表面均有SzP蛋白存在，

但 SeM 蛋白只存在于 SEE 菌体表面，SzM 蛋白只存在于 SEZ 菌体表面。 

1 M 蛋白的分子结构及功能 

1928 年，Lancefield 发现 GAS 中有一种可通过热酸法提取，并能和抗 GAS 细菌

血清发生反应的物质[16]，早期实验认为该物质与细菌菌落形态相关，因此以英文单

词 Morphology的首字母命名为 M蛋白[17]，M蛋白具有典型的结构特点，主要包括信

号肽、可变的 N 端区域、保守的 C 端区域以及细胞壁锚定（LPXTG）序列。 

M 蛋白由两条多肽链聚合而成，呈 α 螺旋卷曲结构，从细胞壁向外延申约 500Å，

其羧基端（C 端）锚定于细菌表面，氨基端（N 端）游离[18]。M 蛋白从 N 端到 C 端

在结构上可分为 A、B、C、D 4 个重复区。A 重复区指成熟 M 蛋白 N 端前 50 个氨基
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酸所在区域，B 重复区指从第 51 个氨基酸残基到 C 重复区开始的序列区域，C 重复

序列由高度保守的 35 个氨基酸基序的同源性来定义。 

根据特异性抗体能否与 C 重复区发生反应，M 蛋白可分为结合类（classI）与不

结合类（classII）[19]。这一分类法与依靠链球菌的血清不透明因子（sof）的分类方

法具有很强的相关性[20]。可将属于 classI/sof- 的 M蛋白划分为 A、B、C、D四种类型

[21]。值得注意的是，具有 A、B、C这三种类型 M蛋白的菌株主要与咽部感染有关，

D 型菌株主要与皮肤感染有关[22]。属于 classII/sof+ 的 M 蛋白被分为 E 型，与皮肤和

咽喉感染均有关。目前被广泛研究的是 A-C 型菌株的 M 蛋白（如 M1、M3、M5、

M6、M12 型），这些菌株多与危及生命的感染有关，即使它们只占分型菌株的

20%[23]。 

在不同类型 M 蛋白之间，A 重复区与 B 重复区的大小和数量都有所差异。A-C

型菌株中，A 重复区出现频率为 50%，而在 D 和 E 型中 A 重复区的出现频率分别为

33%和 30%。对于 B 重复区来说，在 A-C 型、D 型和 E 型的 M 蛋白中出现的频率分

别为 57%、51%和 15%。而 C 重复区在所有类型 M 蛋白上均存在，但重复序列的数

量从 1 个到 5 个不等，其中 90%的 M 蛋白类型包含 3 个重复序列，且这三个重复序

列同源性从 C1到 C3不断增加。C3序列同源性在不同类型 M之间可达 85%以上，但

A、B 重复序列却很少具有广泛的同源性[24]。 

从整体结构来看，M 蛋白 C 端区域高度保守，N 端部分具有高度变异性，尤其

是靠近 N 端的 50 个氨基酸序列在不同 M 蛋白之间是高度可变的，称作超变区

（Hypervariable region，HVR），可据此对 M 蛋白进行分型[25, 26]，目前已有超过 200

种类型的 M 蛋白被定义[24]。 

M蛋白的表达对 GAS的毒力作用至关重要，缺失 M蛋白后，GAS毒力可显著下

降[27]。M 蛋白具有多种生物学功能，可介导 GAS 黏附和内化到宿主细胞中[28-30]。此

外也可与多种宿主因子结合而抵抗宿主免疫系统的清除，如与H因子、C4b结合蛋白

（C4BP）结合而主动抑制补体激活[31, 32]，此外也可分别通过 B 重复区、C 重复区与

纤维蛋白原和白蛋白作用而减少补体沉积并阻碍调理性抗体与菌体的结合[32-36]。 
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图 1-1 A 群链球菌 M 蛋白结构示意图[37] 

Fig 1-1 Structure of Group A Streptococcus M protein 

2 C 群链球菌类 M 蛋白的分子结构及功能 

2.1 SzP 蛋白 

SzP 蛋白在马链球菌兽疫亚种与马亚种菌体表面均有所表达，是一种重要的表面

毒力蛋白，对马源 SEZ 分离株 W60 的 SzP 基因分析可知，该基因编码 376 个氨基酸

残基，含有一个 1128bp的开放阅读框，蛋白分子量约 40 kD[38]。SzP蛋白 C端富含脯

氨酸，包含有跨膜区、锚定区以及细胞壁锚定（LPXTG）基序，N 端具有信号肽。

SzP 蛋白与 A 群链球菌的 M 蛋白结构类似，但它由两个可变的 N 端、至少 5 个可变

的中心区域和不同数量的 PEPK（脯氨酸-谷氨酸-脯氨酸-赖氨酸）的 C 末端重复序列

构成[39]，并不具有 M 蛋白的 A、B、C 重复区结构[40]。不同 SzP 蛋白 N 端序列差异

较大，其超变区位于 N 端信号肽后的 70 位氨基酸，比 M 蛋白的超变区（N 端后 50

位氨基酸）距离信号肽序列要远[39]。 

不同 SEZ 菌株之间 SzP 蛋白表现出很大的抗原变异性，猪源分离株 ATCC35246

的 SzP 基因与马源分离株 W60 的 SzP 基因同源性为 86.9%，而与 A 群链球菌 M 蛋白

同源性为 29.4%[40]。与 M 蛋白类似，可根据 SzP 可变区蛋白序列的差异对 SEZ 进行

分型[41]。对 2019 年-2020 年暴发于北美的猪源 SEZ 进行鉴定，根据 SzP 基因可知其

属于 VI 型[42]。 

SzP 蛋白有助于 SEZ 黏附宿主细胞，并具有抗吞噬作用[40, 43]。当 SEZ 敲除 SzP

蛋白后，毒力可下降 1000 倍[44]。同时 SzP 蛋白可刺激机体产生保护性抗体，小鼠免

疫 SzP 蛋白后，可免受 SEZ 致死剂量的攻击[38]。 
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2.2 SeM 蛋白 

SeM 蛋白是一种 58 kD 的细胞壁锚定蛋白，N 末端具有信号肽，紧随信号肽的是

一段纤维蛋白原结合区域，在 C 端具有跨膜区、锚定区以及胞壁锚定（LPXTG）基

序。与 SzP 蛋白不同，SeM 蛋白在中心重复区具有 A、B 重复区结构。由于 SeM 的

N 端高度可变，能够区分不同的 SEE 菌株，可用作 SEE 菌株的分型，并可很好的反

映菌株流行动态[45, 46]。而利用 MLST 等传统的基因分型技术对 SEE 进行比对时发现

临床分离株具有高度同源性，无法达到基因分型的目的[5]。 

SeM 蛋白是 SEE 的重要毒力因子和保护性抗原，可结合纤维蛋白原并抑制补体

C3b 在细菌表面的沉积，从而产生类似于 A 群链球菌 M 蛋白的抗吞噬作用[47, 48]。小

鼠免疫 SeM蛋白后，可抵抗致死剂量 SEE的攻击[49]。针对 SeM蛋白的抗血清在体外

具有良好的调理作用[43]。 

图 1-2 马链球菌马亚种 SeM 蛋白结构示意图[50] 

Fig 1-2 Structure of the SeM protein of Streptococcus equi ssp. equi 

2.3 SzM 蛋白 

早期发现属于 C 群链球菌的马链球菌马亚种与马链球菌兽疫亚种都具有耐热耐

酸的类 M蛋白，但针对 SEE的 SeM蛋白抗血清并不与 SEZ的热酸提取物发生反应，

表明SEZ不表达SeM蛋白，而表达另一种类M蛋白[43]。2009年通过比较马亚种 4047

菌株与兽疫亚种 H70菌株的全基因组发现了 SeM的同源基因 SzM[15]。但 SEE的 SeM

蛋白与马源、人源 SEZ 的 SzM 序列同源性并不高，处于 26%-50%之间[51]。 

SzM 蛋白 N 端游离，C 端锚定于细胞壁上，具有 LPXTG 基序。C 端区域氨基酸

序列高度保守，而 N 端区域具有高度变异性，与 SeM 蛋白类似，SzM 蛋白具有 A、

B重复区[52]。来自于马源、猪源SEZ分离菌株的SzM蛋白同源性在 19.66%-54.66%[52]，

相似的，暴发于犬猫之间 SEZ 菌株的 SzM 蛋白同源性在 23.92%-57.37%[53]。由于

SzM 具有多种类型，因此只接种一类 SzM 蛋白疫苗可能无法保护不同菌株的攻击[54]。 
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SzM 蛋白是 SEZ 的重要毒力因子，可结合纤维蛋白原从而抑制吞噬细胞的吞噬

作用，对 SEZ 在人和动物血液中存活至关重要，在 SzM 蛋白表达降低后，SEZ 毒力

高度减弱[51, 55, 56]。 

 

图 1-3 马链球菌兽疫亚种 ATCC35246 SzM 蛋白结构示意图 

Fig 1-3 Structure of the SzM protein of SEZ ATCC35246
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第二章 治疗性单克隆抗体技术的发展 

抗体按发展历程可以分为多克隆抗体，杂交瘤单克隆抗体以及基因工程抗体三

个阶段。自 1975 年 Milstein 通过将 B 淋巴细胞与肿瘤细胞融合成杂交瘤细胞，获得

了大量纯度高且特异性强的单克隆抗体，极大地提高了抗体的基础研究和临床应用

的潜力[1]。截至 2020年，全世界至少有 570种治疗性单克隆抗体在进行临床试验[2]。 

目前，治疗性的单克隆抗体主要应用于人类疾病治疗领域[3]，而应用于动物疾病治疗

的单克隆抗体报道较少，且主要集中于猪、牛、禽类、犬等动物[4]。 

第一个治疗性单克隆抗体 muromonab-CD3（Orthoclone OKT3）于 1986年被美国

食品药品监督管理局（Food and Drug Administration，FDA）批准，它是利用传统的

杂交瘤技术制备的一种针对 T 细胞 CD3 的鼠源抗体，作为免疫抑制剂用于治疗急性

移植排斥反应[5]。但鼠源抗体在人体内具有半衰期短、补体生物学效应激活不充分等

缺点[6, 7]。为克服异源动物抗体所来带的不利影响，研究人员利用基因工程技术不断

对抗体进行改造从而获得了更加适应于临床治疗的单克隆抗体，如通过将小鼠抗体

可变区与人类抗体恒定区结合，开发出的嵌合抗体；如通过互补决定区

（Complementarity－determining regions，CDR）移植技术将非人源性 CDR 序列移植

到人类框架序列中，从而开发出的人源化抗体[8]；如通过噬菌体展示技术在体外开发

出的全人源化抗体或完全动物源化的抗体，至 2020 年，已有 9 种被美国 FDA 通过的

人类抗体药物是由噬菌体展示技术开发获得的[9]。此外，转基因动物技术，单个 B细

胞技术也都在治疗性抗体制备领域有所应用。 

综上所述，治疗性单克隆抗体的制备从最初的杂交瘤技术到基于基因工程技术

发展出的多种新型抗体制备技术，从而不断对抗体改进以满足临床治疗的需求。 

1 杂交瘤细胞技术 

杂交瘤细胞技术是用于生产单克隆抗体最常用的方法之一，通过将产生抗体的B

细胞与骨髓瘤细胞融合从而产生可无限增殖且分泌抗体的杂交瘤细胞[10]。目前美国

FDA 批准的 90%以上的抗体是由传统杂交瘤技术获得的，并直接或以嵌合抗体、人

源化抗体形式使用[11]。 

杂交瘤技术原理主要为[12]：细胞合成 DNA 可分为主要合成途径和旁路合成途径

两种，当主要合成途径被氨基蝶呤阻断后，细胞仍可通过旁路途径继续合成 DNA 而

增殖。利用次黄嘌呤鸟嘌呤磷酸核糖转移酶（Hypoxanthine-guanine phosphoribosyl 

transferase ，HGPRT）缺陷性骨髓瘤细胞与脾细胞融合，在含有次黄嘌呤（H）、氨
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基蝶呤（A）、胸腺嘧啶核苷（T）的选择性培养基（HAT）中培养，未融合的骨髓瘤

细胞由于主要途径被氨基蝶呤阻断同时又缺乏旁路合成途径而不能增殖，而脾细胞

由于不能增殖在 7-10 天后死亡，只有二者成功融合的细胞可在 HAT 培养基中增殖并

无限分泌抗体。 

杂交瘤细胞的制备可分为以下步骤[13]：使用目标抗原免疫实验动物后获取脾脏

制备脾细胞悬液，将脾细胞与骨髓瘤细胞进行融合后置于 HAT 选择培养基中筛选出

融合成功的细胞，之后通过 ELISA 法筛选出分泌目标抗体的杂交瘤细胞。对于单克

隆抗体的获得可分为体外法和体内法。体外法是从培养杂交瘤细胞的培养液中分离

出高纯度的单克隆抗体，而体内法是通过将杂交瘤细胞注入小鼠腹腔，通过纯化产

生的腹水而获得大量单克隆抗体。 

用于融合的 B 细胞由于经历了体内自然亲和成熟过程，利用杂交瘤技术获得的

单克隆抗体往往具有较高的亲和力[14]。虽然杂交瘤技术制备的单克隆抗体通常属于

鼠源或兔源抗体，会引起人类或异源动物（如猪、牛、犬等）机体产生免疫反应，

在治疗领域受到了很大限制，但基于杂交瘤技术筛选出的单克隆抗体为进一步嵌合

抗体或人源化抗体改造提供了必要的材料支持。 

2 重组抗体技术 

2.1 嵌合抗体技术及人源化抗体技术 

为避免鼠源抗体应用于人类及异源动物体内的不良影响，研究人员利用基因工

程技术将鼠源抗体的可变区与人类抗体或异源动物抗体恒定区结合，从而产生了嵌

合抗体，其中鼠源成分约占 35%[15]。由于鼠源成分占比较低，嵌合抗体与鼠源抗体

相比，在临床应用上可表现出更长的半衰期和更低的免疫原性，且由于抗体的 Fc 段

来自于同源动物，对于抗体介导的各种生物学效应影响也较小[16]。目前已有针对多

种动物疾病的嵌合抗体的报道，如针对猪呼吸与繁殖综合征病毒、副猪嗜血杆菌的

鼠-猪嵌合抗体[17, 18]，如针对鸡传染性法氏囊病病毒的鼠-鸡嵌合抗体[19]等。 

除嵌合抗体外，对人类疾病的治疗还进一步研发出了人源化抗体。通过 CDR 移

植技术将非人源抗体的 CDR 序列移植到人序列框架中并保持原有的抗原抗体特异性

结合活性，从而大大提高了抗体人源化水平，其人源序列占比可达 85%-90%，第一

个人源化单克隆抗体于 1988 年进入临床开发[20]。与嵌合抗体相比，在临床应用中人

源化抗体具有更高的耐受性以及更低的免疫原性，Perpetua 等人将人源化 CD52 抗体

与同类型的鼠源抗体进行比较，证明抗体人源化可以显著降低免疫原性[21]。 
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2.2 噬菌体展示库技术 

噬菌体展示技术是第一个体外抗体筛选技术，可用于筛选具有高亲和力的抗体

[22]。1985 年，Smith 创造性提出可以利用重组 DNA 技术将外源性多肽与噬菌体 M13

的外壳蛋白（PIII）融合，从而将多肽展示在噬菌体表面[23]。1990年 McCafferty等通

过在丝状噬菌体表面创建抗体库筛选出了具有特异性的单克隆抗体[24]。从此噬菌体

展示技术成为了除杂交瘤细胞技术的另一种重要的抗体制备技术。 

噬菌体展示技术中重要的一环是文库构建，根据获得的抗体基因来源，可将噬

菌体展示库分为三类：（1）免疫文库（2）天然文库（3）半合成及合成文库。免疫

文库由表达 IgG 基因的 mRNA 构建，抗体基因可来源于免疫动物或人类感染、恢复

患者、接种疫苗的个体的外周血单核细胞、淋巴结、脾脏或扁桃体等[25]。由于抗原

会刺激机体引起强烈免疫反应，所以可以从这些文库中分离出具有高亲和力的抗体

并直接应用于临床疾病的治疗[26]。天然文库由表达 IgM 的 mRNA 构建，主要来源于

未经免疫的健康动物淋巴细胞[27]。由于无需免疫，一方面可通过天然文库获得针对

无免疫原性或有毒抗原物质的抗体，另一方面当出现新病原体时可在短时间内筛选

出特异性抗体[28]。但由于天然文库中的抗体是由未经过亲和成熟过程的 B 细胞产生

的，因此筛选出来的抗体亲和力普遍弱于免疫文库筛选到的抗体[29]。半合成和合成

文库具有库容量大的特点，抗体识别抗原的特异性主要基于重链和轻链的 CDR 区域，

半合成文库中 CDR 序列是随机合成的，而合成文库则是整个抗体可变区随机合成。

由于动物机体内无靶向自身抗原的幼稚 B 细胞，因此合成和半合成文库主要用于选

择针对自身抗原的抗体。 

抗体库建立后通过多轮选择性筛选，可以在几周内获得目标单克隆抗体，远快

于传统的杂交瘤方法[30]。此外，由于噬菌体颗粒小且溶解度高（1013 PFU/mL），可

将 1011 个独立的噬菌体克隆展示在一个文库中，筛选效率更高[31]。尽管噬菌体展示

技术具有多种优点，但 Jain 等人发现与从免疫小鼠中获得的抗体相比，直接通过噬

菌体展示技术获得的抗体具有低热力学稳定性，低特异性以及短半衰期的特点[32-34]。

此外，由于这些抗体是在大肠杆菌中表达而未经过糖基化修饰，可能会对其药代动

力学带来负面影响[35]。 

3 单细胞抗体技术 

单细胞抗体技术可以从外周血中直接对单个 B 细胞分选并对抗体基因克隆，在

突发传染病的紧急情况下，单细胞抗体技术可以高效快速地分离潜在的单克隆抗体。

单细胞抗体技术主要包括阳性单 B 细胞分选、抗体基因扩增及抗体特异性表达、筛
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选鉴定等过程。对于单细胞的分选，可使用显微操作法[36]、磁珠分选法[37]、流式分

选法[38]等技术进行。当将单个 B 细胞分选后，利用反转录 PCR 及巢式 PCR 扩增每个

B细胞的抗体重链及轻链基因，并将基因克隆到哺乳动物细胞表达系统内进行表达，

对生成的单克隆抗体进行特异性鉴定从而获得目标抗体。 

目前基于单细胞抗体技术获得的多种人类单克隆抗体已进入到临床试验阶段，

如埃博拉病毒、呼吸道合胞病毒等[3]。在动物上，实验室阶段已获得针对猪流感病毒

H1N1 的中和性单克隆抗体[39]。虽尚未有基于单细胞抗体技术的单克隆抗体被美国

FDA 批准，但结合下一代测序技术，单细胞技术具有成为强有力的抗体研发工具的

潜力。 
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第二篇 研究内容 

第三章 马链球菌兽疫亚种 SzM 可变区蛋白单克隆抗体

的制备及鉴定 

摘要：SzM 蛋白是马链球菌兽疫亚种（Streptococcus equi ssp. Zooepidemicus，SEZ）

表面的重要毒力因子，具有 N 端高度变异和 C 端高度保守的特点。本章以引起中国

和北美猪链球菌病暴发的 SEZ 菌株特有的 SzM 蛋白 N 端可变区型为目标，进行重组

表达并制备单克隆抗体。经皮下多点免疫 BALB/c 小鼠后，将血清效价最高小鼠的脾

细胞与骨髓瘤细胞进行细胞融合。经数次亚克隆后，最终通过间接ELISA法筛选到 6

株分泌目标抗体的杂交瘤细胞株，其分泌的抗体均属于 IgG1 亚类，轻链为型。依

据生长速率的差异选取其中增殖较快，状态良好的 4株杂交瘤细胞进行腹水制备并做

进一步鉴定。Western Blot 显示 4 株腹水单克隆抗体与 SzM 蛋白可变区结合良好，也

可与截去信号肽的 SzM 蛋白反应；间接免疫荧光观察发现其中 3 株腹水单克隆抗体

可结合野生型 SEZ 菌体，但与 ΔSzM 缺失株不反应。利用 SPR 技术对 3 株实验室前

期制备的抗 SzM 蛋白恒定区的单克隆抗体及本研究制备的 4 株单克隆抗体共同与

SzM蛋白进行亲和力检测，结果显示 7株单克隆抗体的平衡解离常数在 10-8-10-9 M之

间，亲和性良好。此外，在抗体结合表位一致性的鉴定中，发现抗 SzM 蛋白恒定区

的 3 株单克隆抗体具有相同或相似的抗原结合表位，而 4 株抗可变区的单克隆抗体识

别表位具有多样性。依据上述结果，后续实验将随机选取 1 株抗 SzM 蛋白恒定区单

克隆抗体与本次纯化的 4 株抗 SzM 蛋白可变区单克隆抗体共同进行后续保护效果评

价。 

关键词：单抗；SzM 蛋白；可变区；亲和力 

马链球菌兽疫亚种（Streptococcus equi ssp. zooepidemicus，SEZ）可导致多种动

物感染，是引起猪链球菌病的主要病原之一，也是一种重要的人畜共患病病原体[1-3]。

SEZ 感染引起的猪链球菌病曾重创我国养猪业，1976 年中国四川猪群暴发 SEZ 感染，

造成上百万头猪发病，死亡 30 余万头，分离菌株被 ATCC 收录，编号为 ATCC35246。

近年来，随着抗生素使用受限，SEZ 在我国甚至世界范围都出现了流行风险。2019

年-2020 年，北美猪群首次暴发了由 SEZ 感染引起的猪链球菌病，导致数千头猪一周

内急性死亡，分离株主要为 OH-71905 和 TN-74097[4]。值得注意的是，本次北美疫情

分离株与中国分离株 ATCC35246 高度同源，基因组同源性高达 99.7%。SzM 蛋白作

为 SEZ 表面重要的毒力因子，其 N 端可变区的高度变异性可用于不同 SEZ 菌株的分
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型。虽然 SEZ 菌株上的 SzM 蛋白因可变区的差异而导致同源性普遍较低（处于

19.66%-54.66%之间），但 OH-71905、TN-74097 和 ATCC35246 的 SzM 蛋白不论可变

区还是恒定区序列都 100%一致[5]，一定程度上说明这一 SzM 型的 SEZ 菌株是引起猪

链球菌病的主要类型，其 SzM 序列特征可用于区分这类高毒力猪群流行株和流行于

其他动物的 SEZ菌株。针对 ATCC35246菌株的 SzM蛋白可变区制备的单抗对于防控

和治疗高毒力猪群流行 SEZ 菌株感染具有重要意义，同时也是建立针对这一类型

SEZ 菌株血清学诊断方法的必要工具。 

有研究发现马源 SEZ 分离菌株的 SzM 蛋白是潜在的候选疫苗，免疫小鼠后可刺

激机体产生保护性抗体，从而抵抗致死剂量SEZ的攻击[6]。但由于可变区的高度变异

性，马源分离株的 SzM 蛋白未必适用于对猪源分离株感染的保护。化脓链球菌（A

群链球菌）的 M蛋白与 SEZ的 SzM蛋白特性非常相似，都具有 N端高度变异和 C端

高度保守的特点，在对 M1 和 M5 型蛋白保护效果评价中发现只有针对 N 端超变区的

抗体具有调理活性，其他区域激发的抗体保护效果不佳[7]，可推测针对 SzM 蛋白可

变区的抗体也有可能表现出良好的抗菌活性。因此本研究将制备 ATCC35246 菌株

SzM 蛋白可变区的单克隆抗体，与实验室前期已获得的针对 SzM 蛋白恒定区单克隆

抗体共同进行保护效果评价，为开发抗高毒力猪群流行 SEZ 菌株感染提供新的工具。 

1 材料与方法 

1.1 细胞和实验动物 

SP2/0 骨髓瘤细胞（由本实验室冻存）；SPF 级 7 周龄雌性 BALB/c 小鼠（购自江

苏集萃药康生物公司）。 

1.2 菌株 

SEZ ATCC35246 菌株（购自美国国家标准品保藏中心）；ATCC35246 SzM 蛋白

缺失株 ΔSzM （由本实验室构建）；SzM 可变区蛋白表达菌株（由本实验室构建）。 

1.3 主要试剂与耗材 

DMEM 细胞培养液、胎牛血清（购自 Gibco 公司）；PEG、HT Media Supplement、

HAT Media Supplement（购自 SIGMA公司）；青链霉素混合液（购自 Solarbio公司）；

小鼠单克隆抗体亚型试剂盒（购自北京博奥龙公司）；Goat Anti-Mouse IgG H&L

（DyLight® 488）（购自 Abcam 公司）；96 孔细胞培养板、细胞瓶、15 mL 和 50 mL

离心管（购自 Corning 公司）；Countess 细胞计数腔室载玻片（购自江苏优赛斯公司）；
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Series S Sensor Chip CM5 芯片（购自国药集团）；Amine Coupling Kit（购自 Cytiva 公

司）。 

1.4 SzM 可变区蛋白表达与纯化 

实验室保存有分别携带 His 和 GST 标签的 SzM 可变区蛋白（variant SzM，

vSzM）表达菌株，且蛋白分别表达在包涵体和上清中。 

1.4.1 带有 His 标签的 SzM 可变区蛋白表达 

将表达菌株 BL21（携带有 pET-28a-vSZM质粒）复苏于卡那霉素抗性的 LB平板

上，挑取单菌落培养在卡那霉素抗性的 LB 液体培养基中，待长至对数期

（OD600=0.6-0.8）时，按 1：1000 的比例加入 1M IPTG，37 ℃诱导 4 h。随后将菌液

以 8000 r/min转速离心 10 min，弃去上清。菌体沉淀用 PBS重悬洗涤 3遍后，进行超

声破碎，随后以 8000 r/min 转速离心 20 min，离心结束后弃上清。此时管底沉淀即为

包涵体。加入 10 mL 8 M 尿素 4 ℃过夜溶解包涵体，当包涵体完全溶解后，将溶液置

于透析袋内，分别以 6 M、4 M、2 M 尿素进行透析，每种浓度尿素 4 ℃透析 12 h。

透析结束后，将蛋白溶液用 His Trap Ni+柱进行纯化。 

1.4.2 带有 GST 标签的 SzM 可变区蛋白表达 

将表达菌株 BL21（携带有 pGEX6p-1-vSZM 质粒）复苏于氨苄抗性的 LB 平板

上，挑取单菌落培养在氨苄抗性的 LB 液体培养基中，待长至对数期（OD600=0.6-0.8）

时，按 1：1000 的比例加入 1 M IPTG，37 ℃诱导 4 h，随后将菌液以 8000 r/min 转速

离心10 min，弃去上清。菌体沉淀用PBS重悬洗涤 3遍后进行超声破碎。随后以 8000 

r/min 转速离心 20 min，将上清收集起来后用 0.22 μm 滤器过滤，随后使用 GST 标签

亲和层析树脂对滤液进行纯化。 

1.5 动物免疫 

为避免 GST 标签蛋白对小鼠免疫产生干扰，故使用携带 His 标签的 SzM 可变区

蛋白对小鼠进行免疫，但因该蛋白表达于包涵体，为避免免疫上的不利影响，后续

细胞亚克隆检测以及 Western Blot 均以携带 GST 标签的 SzM 可变区蛋白进行。将蛋

白与佐剂按体积 1：1 充分混合乳化后，背部皮下多点免疫小鼠，共进行三次免疫及

一次冲击免疫，免疫流程见表 3-1。 
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表 3-1 免疫程序 

Table 3-1 Immunization procedure 

 

一免（1-14 天） 

First immunization 

(1-14 days) 

 

二免（14-21 天） 

Second immunization 

(14-21 days) 

三免（21 天-28 天） 

Third immunization 

(21-28 days) 

 

冲击免疫 

（融合前 3 天） 

Shock immunization 

(3 days before fusion) 

抗原量 

Antigen 

dose 

 

 

 

 

 

200 μg/mouse 

 

 
 

100 μg/mouse 

 

100 μg/mouse 

 

50 μg/mouse 

与弗氏完全佐剂充

分乳化 

Mix with Freund’s 

complete adjuvant 

 

 
与弗氏不完全佐剂充分乳化 

Mix with Freund’s incomplete adjuvant 

无佐剂 

No adjuvant 

免疫方式 

Immune 

mode 

皮下多点 

Subcutaneous injection 
 

皮下多点 

Subcutaneous injection 

皮下多点 

Subcutaneous injection 

腹腔注射 

Intraperitoneal 

injection 

1.6 小鼠免疫血清效价检测 

于每次免疫后第 7 天对小鼠进行眼眶采血，随后血液静置于 4 ℃冰箱 12 h，将析

出的血清和阴性血清从 1：100 按 2 倍比连续稀释到 1：409600。用间接 ELISA 法进

行血清效价检测，步骤如下： 

（1）包被：按照实验室前期确定的最佳 vSzM 蛋白包被浓度 4 μg/mL 对 96 孔酶

标板进行 4 ℃过夜包被，每孔 100 μL。包被结束后，用 PBST 对 96 孔板洗涤三遍，

每遍 5 min。 

（2）封闭：每孔加入 200 μL 5%脱脂乳（使用PBST稀释），置于 37 ℃温箱2 h。

结束后用 PBST 洗涤三遍，每遍 5 min。 

（3）孵育一抗：将获得的血清用 PBS 进行不同浓度的 2 倍比稀释，以阴性小鼠

血清作为阴性对照，每孔 100 μL，37 ℃孵育 1 h。结束后用 PBST 对 96 孔板洗涤三

遍，每遍 5 min。 

（4）孵育二抗：二抗依据说明书，以 1：5000 的稀释度用 PBST 进行稀释，每

孔 100 μL，37 ℃作用 45 min。结束后用 PBST 对 96 孔板洗涤三遍，每遍 5 min。 

（5）显色：加入 TMB 显色液，每孔 100 μL，室温避光反应 15 min。 

（6）终止反应：每孔加入 100 μL 2M H2SO4，随后用酶标仪检测每孔 OD450吸光

度。 
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1.7 杂交瘤细胞制备 

1.7.1 饲养层细胞的准备 

在细胞融合的前一天，进行饲养层细胞的准备，方法如下： 

（1）取 BALB/c 小鼠两只，脱颈处死后浸泡于 75%酒精。在超净台中小心剪开

腹部皮肤，充分暴露腹膜后，拿镊子夹起酒精棉球擦拭腹膜进行消毒。 

（2）用 5 mL 注射器吸取 4 ℃预冷的无菌 PBS，针头小心刺透腹膜，将 PBS 注

入小鼠腹腔，拿镊子夹起酒精棉球轻轻按摩腹部 5 min，随后用注射器将腹腔内液体

吸出，转移到 15 mL 离心管中。 

（3）重复进行（2）的操作两次，以便充分洗涤出腹腔巨噬细胞。 

（4）将吸出液体以 1000 r/min 转速离心 10 min，离心结束后弃去上清，此时细

胞沉积于管底，再用 DMEM 培养液洗涤细胞两次后离心弃上清。 

（5）离心管中加入含 1% HAT、双抗的 DMEM 完全培养液，用巴氏吸管轻轻吹

打重悬细胞，充分混匀腹腔巨噬细胞后，将细胞悬液以每孔 100 μL 的体积滴加于 96

孔细胞板内，随后将细胞板置于 37 ℃，5% CO2培养箱中。 

1.7.2 骨髓瘤细胞 SP2/0 的准备 

将实验室保存于液氮的 SP2/0 细胞复苏，从液氮拿出细胞冻存管后，快速置于

37 ℃温水中搅动，待彻底融化后，以 1000 r/min 速度离心 10 min，离心结束后弃去

上清，用 1 mL DMEM 完全培养液（DMEM 培养液+20%胎牛血清）重悬细胞，随后

转移至 T25 细胞瓶中培养，再加入 4 mL DMEM 完全培养液混匀后置于 37 ℃，5% 

CO2培养箱中。 

融合当天，应确保 SP2/0 细胞处于良好状态，此时细胞边缘圆润光滑，瓶中漂浮

的死细胞较少。将状态优良的 SP2/0 细胞用巴氏吸管轻轻吹打下来后转移至 15 mL 离

心管内，以 1000 r/min 速度离心 10 min，弃去上清后用 DMEM 完全培养液重悬洗涤

SP2/0 细胞。随后对细胞悬液进行计数，放置于细胞培养箱中待用。 

1.7.3 脾细胞的准备 

免疫结束后，取血清效价最高小鼠的脾脏进行脾细胞悬液制备，步骤如下: 

（1）脱颈处死小鼠后浸泡于 75%酒精，于超净台中固定好小鼠，小心剪开小鼠

腹部皮肤，充分暴露出腹膜，随后用剪刀小心剪开腹膜暴露腹腔器官，用镊子钝性

分离脾脏。 
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（2）将脾脏置于无菌培养皿中，并倒入少许 DMEM 培养液保持脾脏湿润，用

镊子夹起脾脏置于灭菌的滤网上。将 10 mL 注射器内芯取出，用平端磨碎脾脏，同

时用 DMEM 培养液冲洗研磨部位，用 50 mL 离心管收集滤过液体。 

（3）研磨结束后，于 50 mL 离心管中加入少许 DMEM 培养液重悬脾细胞，随

后以 1000 r/min 速度离心 10 min，再用 DMEM 培养液洗涤 2 遍后重悬，并对脾细胞

悬液进行计数。 

1.7.4 细胞融合 

将准备好的 SP2/0 细胞及脾细胞按照 1：10 的比例混合，此时 SP2/0 约为 1×106

个，脾细胞约为 1×107个。将细胞混合液以 1000 r/min 转速离心 10 min，离心结束后

弃掉上清，随后将离心管底部于手心中缓慢旋转，使沉积于底部的细胞松动并充分

混匀。之后在37 ℃水浴环境下，沿管壁在1 min内匀速倒入融合剂Polyethylene glycol 

solution 1 mL，边加边轻轻摇晃，之后将离心管在 37 ℃水浴环境下静置 45 s。分别在

接下来 5 min 内缓慢加入 37 ℃预热的 DMEM 培养液 10 mL，结束后再一次性缓慢加

入 DMEM 培养液 30 mL 结束融合过程。将细胞缓慢上下颠倒后以 1000 r/min 转速离

心 10 min，结束后弃去上清，将管底的细胞置于 37 ℃水浴环境中 5-10 min，随后沿

管壁缓慢加入 30 mL 含 1% HAT 的 DMEM 完全培养液，充分混匀后用巴氏吸管吸取

细胞悬液滴加到铺有饲养层细胞的 96 孔板内，每孔约 2-3 滴，随后将细胞板放置在

37 ℃，5% CO2细胞培养箱内培养。 

1.7.5 阳性杂交瘤细胞的筛选及亚克隆 

经过 7天培养后，融合成功的细胞因不断增殖会呈现出葡萄串状细胞团，未融合

成功的细胞则无法在含HAT培养液中生长而观察不到活细胞。当细胞团长满至 1/3孔

时即可进行阳性杂交瘤细胞的检测，取出成功融合细胞的细胞上清进行间接 ELISA

检测。用于包被 96 孔酶标板的抗原为携带 GST 标签的 SzM 可变区蛋白，步骤同本

章 1.6 操作。 

当筛选到阳性孔后，使用有限稀释法对阳性孔进行亚克隆培养，步骤如下：将

阳性孔内原有培养液弃去，添加 200 μL DMEM 培养液并用移液枪吹打使细胞重悬，

将重悬的细胞加入到 4 mL含 1% HAT的 DMEM完全培养液中，吹打混匀后，用巴氏

吸管吸取 2 mL 滴加到新的 96 孔细胞培养板内，每孔 1-2 滴，剩余的 2 mL 细胞悬液

加入到另外含有 2 mL HAT 完全培养液的 EP 管内进行 2 倍比稀释，混匀后再用巴氏

吸管吸取 2 mL 细胞悬液滴加到新的 96 孔内。以此类推对细胞悬液不断进行 2 倍比稀

释，最终对获得 8 个稀释度的细胞悬液进行滴板。最后将细胞板置于 37 ℃，5% CO2
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细胞培养箱内。7-10 天后，对每个 96 孔细胞板的上清进行间接 ELISA 检测，最终选

取 OD450值高，孔内细胞团小，且只有一个细胞团的阳性孔进行第二次亚克隆，方式

同第一次亚克隆一样。1 周后，可进行第三次亚克隆，此时可将培养液可换成含 1% 

HT 的 DMEM 完全培养液。待 3 次亚克隆后，且细胞孔的阳性率为 100%后，可对目

标细胞株进行扩大培养。先将生长在 96 孔板内的细胞吹打起来，转移到 48 孔板内，

当细胞密度长至约 60%时，再将细胞转移到 24 孔板内，随后依次为 12 孔板，6 孔板

内，最后转移至 T25 细胞瓶中培养。 

1.8 杂交瘤细胞候选株的细胞上清 Western Blot 鉴定 

以纯化的 vSzM 为抗原进行 SDS-PAGE，以生长在 T25 细胞瓶内的待测细胞上清

作为一抗，进行 Western Blot 鉴定。步骤如下： 

（1）裁剪蛋白胶，NC膜：SDS-PAGE电泳结束后，将蛋白胶进行裁剪，并用尺

子量取长宽，置于转膜 Buffer 中备用。根据蛋白胶的尺寸，裁剪 NC 膜，尺寸略大于

胶即可。 

（2）将 NC 膜浸泡于无水甲醇 20 s 后转移至转膜 buffer 中。同时将滤纸用转膜

buffer 浸透。 

（3）转膜：以滤纸-NC 膜-蛋白胶-滤纸的顺序叠放于半干转膜仪上，每层之间

不要有气泡，以 15 V，20 min 的条件进行转膜。 

（4）封闭：配置 5% 脱脂乳（PBST 稀释）为封闭液，转膜结束后，将膜放置于

封闭液中，4 ℃过夜。 

（5）孵育一抗：将封闭液倒出，添加待测细胞上清，使膜完全被浸没，37 ℃孵

育 2 h。 

（6）孵育二抗：将细胞上清倒出，用 PBST 洗涤膜 3 遍，每遍 15 min。洗涤结

束后，添加羊抗鼠二抗（用 PBST 以 1：5000 稀释度稀释），37 ℃作用 45 min。 

（7）曝光：二抗孵育结束后，用 PBST 洗涤三遍，每遍 15 min。随后将商品化

的曝光液覆盖在膜上，用曝光仪进行曝光。 

1.9 单抗的类、亚类和型的鉴定 

依据小鼠单抗 Ig 类、亚类鉴定试剂盒说明书进行如下操作： 

（1）包被抗原：将 vSzM 蛋白用包被液稀释至 1 μg/mL，以每孔 100 μL 的体积

进行 4 ℃过夜包被。包被结束后用 PBST 洗涤 96 孔板一遍。 

（2）孵育一抗：添加杂交瘤细胞上清进行孵育，每株细胞上清添加 16个孔（进

行两个重复）。37 ℃作用 30 min，之后用 PBST 洗涤 96 孔板 5 遍。 
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（3）孵育二抗：加入酶标二抗 100 μL，37 ℃作用 30 min，之后用 PBST 洗涤 5

遍，每遍 3 min。 

（4）显色：加入 TMB 显色液 100 μL/孔，37 ℃避光作用 20 min。参考显现蓝色

孔对应所加的酶标二抗即可知道此单抗株的 Ig 类别。 

1.10 腹水单抗制备及效价检测 

准备 6 周龄雌性 BALB/c 小鼠，每只小鼠提前一周腹腔注射 1 mL 液体石蜡。将

生长状态良好的杂交瘤细胞用巴氏吸管吹打下来，以 1000 r/min 转速离心 10 min，离

心结束后弃上清，用 PBS 重悬洗涤杂交瘤细胞 2 遍，之后进行细胞计数。 

用注射器吸取细胞悬液，将杂交瘤细胞注入小鼠腹腔，每只小鼠给予 1×106个细

胞。等待 7-10 天后，小鼠出现腹部膨大、毛发粗糙、运动困难时，可将 20 mL 注射

器针头刺入腹腔，腹水即可顺着针头流出，收集腹水后，以 1000 r/min 转速离心 10 

min，收集上清透亮的腹水后置于-40 ℃冰箱保存备用。并通过间接 ELISA 对腹水效

价进行检测，步骤同本章 1.6 操作。 

1.11 腹水中单抗的鉴定 

1.11.1 腹水中针对 SzM 蛋白单抗的 Western Blot 鉴定 

Western Blot 步骤同本章 1.8 操作。抗原为截去信号肽的 tSzM 蛋白（truncated 

SzM，tSzM）、恒定区突变体（conserved SzM，cSzM）和可变区突变体（variant 

SzM，vSzM），其中腹水（一抗）以 1：500 进行稀释。 

1.11.2 腹水中针对 SEZ 全菌的单抗的间接免疫荧光鉴定 

为验证小鼠腹水中单抗与 ATCC35246 全菌的结合效果，我们使用间接免疫荧光

进行评价，步骤如下： 

（1）刮取生长在 THB 平板上的 ATCC35246 菌落，均匀涂抹在载玻片上，使其

自然风干。 

（2）用巴氏吸管吸取 4 %多聚甲醛覆盖细菌 10 min 进行固定，之后用 PBS 洗涤

三遍，每遍 5 min。 

（3）用 0.1% Triton-X100 作用 10 min，之后 PBS 洗涤三遍，每遍 5 min。 

（4）用 5% BSA 在 37 ℃环境下封闭 1 h，用 PBST 洗涤三遍，每遍 5 min。 

（5）添加 1：500 稀释后的待测腹水，37 ℃作用 1 h 后，PBST 洗涤三遍，每遍

5 min，之后步骤在避光环境下进行。 
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（6）添加 1：500 稀释的二抗 Goat Anti-Rat IgG H&L（Alexa Fluor® 488），室温

孵育 45 min。之后用 PBST 洗涤三遍，每遍 5 min。 

（7）添加 1：10稀释的 DAPI溶液，室温作用 10 min，之后用 PBST洗涤三遍，

每遍 15 min。 

（8）避光环境下，将载玻片吹干，之后滴加 5 μL 封片剂，盖上盖玻片，置于激

光共聚焦显微镜下观察。 

1.12 单抗的纯化 

（1）配置所需试剂：结合/洗杂溶液：0.15 M NaCl、20 mM Na2HPO4，pH=7.0；

洗脱 Buffer：0.1 M 甘氨酸，pH=3.0；中和 Buffer：1M Tris-HCL，pH=8.5。 

（2）将腹水以 1000 r/min 转速离心 10 min，尽可能的弃去漂浮于腹水上层的油

脂。用结合/洗杂 Buffer 对腹水进行 10 倍稀释，之后用 0.22 μm 滤器过滤腹水，置于

冰上待用。 

（3）将 Protein-G亲和层析树脂加入到层析柱中，待树脂沉淀后，用 20 mL结合

/洗杂 Buffer 洗涤平衡树脂。 

（4）将稀释后的腹水用蠕动泵缓慢上样，滴加于层析柱中，同时收集流出液体，

之后将流出液再次上样。 

（5）上样结束后，用 50 mL 的结合/洗杂 buffer 清洗树脂，去除杂质。 

（6）洗涤结束后，加入 10 mL洗脱液，待抗体洗脱后，加入 1 mL中和 Buffer调

整抗体溶液 pH 为中性。  

（7）将抗体溶液置于 10 kD 超滤管中，以 3500 g/min 转速离心，之后加入 PBS

置换抗体缓冲液。 

（8）超滤浓缩结束后，收集抗体溶液并测量浓度后保存于-40 ℃冰箱。 

1.13 单抗的亲和力检测 

实验室前期已制备出 3 株针对 SzM 恒定区蛋白的单抗（命名为 anti-cSzM-1、

anti-cSzM-2、anti-cSzM-3），在这里与 4 株针对 SzM 可变区蛋白的单抗（命名为 anti-

vSzM-1、anti-vSzM-2、anti-vSzM-3、anti-vSzM-4）共同进行亲和力检测。通过表面

等离子共振技术（Surface plasmon resonance technology，SPR）测量抗原抗体之间的

亲和力，使用 CM5 型芯片进行操作。步骤如下： 

（1）试剂准备：50 mM NaOH；10 mM 醋酸钠（pH=5.0）；10 mM 甘氨酸

（pH=3.0）；EDC、NHS、乙醇胺溶液（来自氨基偶联试剂盒）。 
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（2）将 SzM 蛋白调整浓度为 200 μg/mL，准备进行偶联时，再用醋酸钠稀释为

2 μg/mL 的浓度。 

（3）SzM 蛋白偶联 CM5 芯片时选用 target 自动模式，芯片偶联量预设为 70 RU。 

（4）按照仪器操作提示将 NaOH、EDC、NHS、乙醇胺溶液、经醋酸钠稀释的

SzM 蛋白溶液放置于仪器样品仓内。 

（5）运行仪器，进行 CM5 芯片与蛋白的偶联。 

（6）芯片偶联结束后，即可上样单抗进行亲和力检测。检测方法选用多循环动

力学检测。 

（7）将纯化的单抗用 PBS 以 2 倍比稀释的方式进行 5-7 个浓度梯度稀释，随后

按照机器提示进行样品放置，上样流速设置为 30 μL/min，时间为 300 s，解离时间为

600 s，每次循环的再生溶液选用甘氨酸，洗脱时间设置为 30 s。由于针对不同区域的

单抗亲和力检测是分批做的，所以某些参数会有所改变，但均符合操作流程。 

1.14 单抗的抗原表位一致性鉴定 

利用共价偶联在 CM5 芯片上的 SzM 蛋白，可以对三株针对恒定区单抗及 4 株针

对可变区单抗的抗原表位是否相同进行鉴定。 

（1）饱和结合 SzM 抗原表位：将 CM5 芯片放置入 T200 仪器后，调整进样流速

为 10 μL/min，首先进样 anti-cSzM-1 抗体，浓度为 200 μg/mL；由于抗体会不断与芯

片上的 SzM 蛋白结合，检测到的结合信号值会不断升高，随着抗体进样量的增加，

anti-cSzM-1 抗体所针对的抗原表位被不断饱和结合，导致每分钟内信号值变化越来

越小，逐渐趋于稳定。 

（2）表位验证：在芯片被饱和结合的情况下，通过添加其他单抗（抗 His 标签

单抗、anti-cSzM-2、anti-cSzM-3、无关对照抗体），当结合表位与 anti-cSzM-1不一致

时，便可检测到新的结合信号，若是一致，则信号值变化不大。由此可以初步对抗

体结合表位是否一致进行评价。由于每次更换抗体上样时机器会自动进行冲洗程序，

导致少量用于饱和结合的抗体被冲洗下来，从而暴露出一些结合表位，如果新上样

的抗体恰好是针对该表位的抗体，则依旧会检测到部分结合信号，为避免误差，在

对结合信号进行比对时，选用上样结束前 60s 内的平均信号值变化作为评判依据，因

为若是结合表位与用于饱和结合的抗体不一致，则整个上样过程中结合信号会不断

增加，短时间内不会被饱和结合，而若一致时，则只能在上样初期看到少许结合信

号，但在后期结合信号变化不大。针对 SzM 蛋白可变区的单抗使用相同方法进行验

证。 
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2 结果 

2.1 表达并纯化获得重组 SzM 可变区蛋白 

成功表达出两种不同标签融合的重组 vSzM 蛋白并进行亲和纯化，获得了纯度较

高的目的蛋白。对表达与纯化过程中收集的样品进行 SDS-PAGE 检测，结果如图 3-1

所示。A 图为以包涵体形式表达的携带有 His 标签的 vSzM 蛋白样品，纯化后蛋白条

带分子量大小约为 35-40 kD；B 图为以可溶形式表达在上清的携带有 GST 标签的

vSzM 蛋白样品，纯化后蛋白条带分子量在 55 kD 左右，两个纯化的融合重组 SzM 蛋

白分子量均与预期大小一致。 

A                             B 

 
 

图 3-1 不同标签 SzM 可变区蛋白的表达纯化 

Fig 3-1 Expression and purification of vSzM proteins with different tags 

A 图：1. marker；2. IPTG 诱导前；3. IPTG 诱导后；4. 未纯化的包涵体；5. 纯化后蛋白 

B 图：1. marker；2. IPTG 诱导前；3. IPTG 诱导后；4. 超声破碎后上清；5. 超声破碎后沉淀；6. 纯化后蛋白 

A: 1. marker; 2. before IPTG induction; 3. after IPTG induction; 4. unpurified inclusion body; 5. purified protein;  

B: 1. marker; 2. before IPTG induction; 3. after IPTG induction; 4. supernatant after ultrasonic crushing; 5. precipitation 

after ultrasonic crushing; 6. purified protein 

2.2 小鼠免疫 vSzM 蛋白后具有较高的血清抗体效价 

共免疫 3 只小鼠，每次免疫后 7 天采血清样本，以 P/N 值大于 2.1 的最高稀释倍

数作为每次免疫后的血清效价，三次免疫血清效价如图 3-2 所示，可知 3 号小鼠的血

清效价最高，达 1：409600，因此取 3 号小鼠的脾脏进行后续的细胞融合操作。 
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图 3-2 每次免疫后小鼠血清抗体效价 

Fig 3-2 Serum antibody titer of mice after each immunization 

2.3 Western Blot 显示细胞上清中单抗与 vSzM 蛋白结合良好 

经三次亚克隆后，通过间接ELISA法共筛选到 6株杂交瘤细胞，分别命名为 anti-

vSzM-1、anti-vSzM-2、anti-vSzM-3、anti-vSzM-4、anti-vSzM-5、anti-vSzM-6。使用

Western Blot 对这 6 株杂交瘤细胞上清进行进一步鉴定，抗原为 vSzM 蛋白，结果如

图 3-3 所示，6 株杂交瘤细胞的细胞上清均与 vSzM 蛋白具有良好结合。 

图 3-3 细胞上清的 Western Blot 鉴定 

Fig 3-3 Identification the antibodies of cells culture medium by Western Blot 

2.4 获得的 6 株杂交瘤细胞分泌的抗体类型均为 IgG1 类、κ型 

如图 3-4 所示，6 株杂交瘤细胞的上清与抗 IgG1 和 κ 轻链的二抗具有结合，经

TMB 显色后呈现肉眼可见的蓝色，而与其他 Ig 类型的二抗不反应，表明这 6 株单抗

均属于 IgG1 类、轻链为 κ 型。 
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图 3-4 单克隆抗体类、亚类及型的鉴定 

Fig 3-4 Identification the class, subclass and type of the monoclonal antibody 

2.5 获得了高效价的腹水单抗 

选取生长速率较快且细胞状态较好的 4 株杂交瘤细胞（anti-vSzM-1、anti-vSzM-

2、anti-vSzM-3、anti-vSzM-4）进行腹水抗体的制备。用间接 ELISA法对腹水效价进

行检测，以小鼠阴性血清作为阴性对照，将 P/N 值（腹水 OD450/阴性血清 OD450）大

于 2.1 的最高稀释度作为腹水效价。结果如图 3-5 所示，anti-vSzM-1、anti-vSzM-3 腹

水效价为 1：102400；anti-vSzM-2、anti-vSzM-4 腹水效价为 1：51200。 

 

             

图 3-5 腹水中单抗水平 

Fig 3-5 The level of antibodies in the ascites 
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2.6 腹水中单抗的鉴定 

2.6.1 Western Blot 显示腹水中单抗与 tSzM 及 vSzM 反应良好 

如图 3-6 所示，4 株单抗均可与 tSzM 蛋白、vSzM 蛋白反应，分别在 70 kD 和 55 

kD 左右出现条带。由于 vSzM 蛋白是 tSzM 蛋白的一部分，所以理论上针对 vSzM 蛋

白的单抗也能与 tSzM 蛋白反应，而与恒定区 cSzM 蛋白不反应，结果符合预期。 

 

图 3-6 腹水中单克隆抗体的 Western Blot 鉴定 

Fig 3-6 Identification the antibodies of ascites by Western Blot 

tSzM：truncated SzM（截去信号肽的 SzM 蛋白）；cSzM：conserved SzM（SzM 恒定区蛋白）；vSzM：variant 

SzM（SzM 可变区蛋白） 

tSzM: truncated SzM (signal peptide truncated SzM protein); cSzM: conserved SzM (SzM conserved region protein); vSzM: 

variant SzM (SzM variable region protein) 

2.6.2 腹水中单抗可用于 SEZ ATCC35246 间接免疫荧光标记 

将 4株针对 SzM可变区蛋白的腹水单抗（anti-vSzM-1、anti-vSzM-2、anti-vSzM-

3、anti-vSzM-4）稀释 500倍后分别与 ATCC35246株和 ΔSzM株进行间接免疫荧光标

记。如图 3-7 所示，除 anti-vSzM-1 外，其他三株单抗与野生株反应良好，与 ΔSzM

菌株不反应。将 B、C、D 图中红色方框区域放大后可见明显的空心圆结构，这符合

SzM 蛋白表达在菌体表面的结构特征。对于 anti-vSzM-1 来说，由于与野生株

ATCC35246 整体结合的荧光信号微弱，即便放大后依旧无法显示出清晰的空心圆结

构，但依旧能看出具有一定的结合。综上所述可知，这 4 株单抗均可与 ATCC35246

全菌产生特异性结合。 
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图 3-7 腹水中单克隆抗体与 ATCC35246 全菌的 IFA 鉴定 

Fig 3-7 Identification of monoclonal antibodies in ascites by IFA 

A. anti-vSzM-1 的 IFA 鉴定；B. anti-vSzM-2 的 IFA 鉴定；C. anti-vSzM-3 的 IFA 鉴定；D. anti-vSzM-4 的 IFA 鉴定 

A. Identification of anti-vSzM-1 by IFA; B. Identification of anti-vSzM-2 by IFA; C. Identification of anti-vSzM-3 by IFA; 

D. Identification of anti-vSzM-4 by IFA 

2.7 腹水纯化后获得高纯度的单抗 

对 4 株腹水单抗经 Protein-G 亲和层析树脂纯化后进行 SDS-PAGE 检测，由图 3-

8（A, B）可知，纯化后的抗体条带主要处于 55 kD 和 25 kD 左右，这符合小鼠 IgG

重链和轻链的大小，并且杂带较弱，说明获得的单抗纯度较高，成功纯化出了单抗。 

 

图 3-8 单克隆抗体的纯化 

Fig 3-8 Purification of monoclonal antibodies 
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2.8 SzM 可变区与恒定区单抗动力学亲和力表征 

利用SPR技术对 3株抗SzM恒定区蛋白的单抗（anti-cSzM-1、anti-cSzM-2、anti-

cSzM-3）以及 4株抗 SzM可变区蛋白的单抗（anti-vSzM-1、anti-vSzM-2、anti-vSzM-

3、anti-vSzM-4）的动力学亲和力参数进行了检测，包括结合速率常数（Association 

rate constant，Ka）、解离速率常数（Dissociation rate constant，Kd）、平衡解离常数

（Dissociation equilibrium constant，KD）。Ka越大，代表二者亲和力越高，而 Kd越小

代表亲和力越高，KD 越小也代表亲和力越高。由表 3-2 可知，从结合速率 Ka 来看，

3 株针对恒定区单抗（anti-cSzM-1、anti-cSzM-2、anti-cSzM-3）结合速率最快，且均

比较相近，表明这 3株抗体与其他抗体相比，在相同条件下能够更快的与抗原进行结

合。针对可变区的 4 株抗体与抗原结合由快到慢依次是 anti-vSzM-3、anti-vSzM-1、

anti-vSzM-2、anti-vSzM-4；从解离速率 Kd来看，anti-vSzM-2 最容易在结合后与抗原

分离，而 anti-vSzM-3 最不容易解离。从具有综合性评价的平衡解离常数 KD来看，3

株针对恒定区蛋白的单抗以及 1 株针对可变区的单抗（anti-vSzM-1）处于 10-9 M，这

一数量级在抗原抗体作用中属于较高亲和力范围；而其余 3株针对可变区蛋白的单抗

（anti-vSzM-2、anti-vSzM-3、anti-vSzM-4）的 KD值处于 10-8 M，比针对恒定区蛋白

的单抗要低 10-20 倍。  

表 3-2 单克隆抗体的动力学和亲和力表征 

Table 3-2 Kinetic and affinity characterization of monoclonal antibodies 

Antibody Antigen Ka(1/Ms) Kd(1/s) KD(M) 

Anti-cSzM-1 

tSzM 

1.002×105 4.753×10-4 4.745×10-9 

Anti-cSzM-2 9.789×104 4.684×10-4 4.785×10-9 

Anti-cSzM-3 1.042×105 4.342×10-4 4.166×10-9 

Anti-vSzM-1 4.215×104 3.458×10-4 8.203×10-9 

Anti-vSzM-2 3.830×104 9.092×10-4 2.374×10-8 

Anti-vSzM-3 7.652×104 1.394×10-3 1.822×10-8 

Anti-vSzM-4 1.638×104 7.053×10-4 4.305×10-8 

2.9 抗 SzM 蛋白恒定区单抗具有相同或相似的结合表位而可变区单抗结

合表位具有多样性 

利用 SPR 技术，首先上样某种单抗以达到饱和抗原结合表位的目的，之后上样

其他单抗，依据有无新的结合信号产生可以判断后上样的单抗表位与进行饱和抗体

是否一致。为避免仪器因每次更换样品导致的结合信号产生的误差，在这里选用抗

体上样结束前 60 s 内结合信号值改变情况。 
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由图 3-9（A 图）可知，阶段 1（蓝色）为饱和结合抗原表位的阶段，使用单抗

anti-cSzM-1 进行饱和结合。此时曲线较平稳，结合信号变化速率为 2.6 RU/min，说

明已接近饱和结合状态；阶段 2（红色）为 His 标签抗体，它作为阳性对照使用，可

见结合信号剧烈上升，变化速率为 87.2 RU/min；阶段 3（棕色）为第 2 株恒定区单

抗（anti-cSzM-2）进样过程，可知其结合信号改变速率仅为 0.5 RU/min，几乎检测不

到结合信号变化，阶段 4（绿色）为第 3 株恒定区单抗（anti-cSzM-3）上样过程，结

合信号改变速率为-0.3 RU/min，也是几乎检测不到结合信号；阶段 5（灰色）上样过

程为抗胞内劳森菌（Lawsonia intracellularis，LI）热休克蛋白（heat shock protein，

Hsp）的单抗，以此为无关抗体对照，由于无关抗体不会发生与 SzM蛋白的结合，故

结合信号改变为-8.9 RU/min，出现较大的负结合信号主要是由于仪器在上样过程中，

液体在接触芯片表面蛋白的时候会不断少量地将结合在芯片上的饱和抗体冲洗下来，

从而使得上样通道信号值减去空白通道信号值为负值。综上所述，在使用 anti-cSzM-

1 饱和结合芯片表面 SzM 蛋白相应的抗原表位后，上样 anti-cSzM-2、anti-cSzM-3 这

两株抗体并未产生明显的结合信号，表明这 3株针对恒定区蛋白的单抗具有相同或重

叠的表位，这在本章结论 2.8 中的抗原抗体动力学中也有体现，3 株抗体无论是结合

速率常数还是解离速率常数，都十分相似。 

由图 3-9（B 图）可知，使用单抗 anti-vSzM-3 饱和结合 SzM 蛋白后进样 anti-

vSzM-1、anti-vSzM-2、anti-vSzM-4，在结束上样前 60 s 内依旧可以观察到明显的结

合信号改变（2.2 RU/min、4 RU/min、3.6 RU/min）且在整个上样过程中结合信号不

断增加，而再次上样 anti-vSzM-3时信号改变仅为-0.2 RU/min（蓝色），几乎检测不到

结合信号改变，而在阶段 5进样 PBS（灰色）信号值改变为-2.6 RU/min，阳性对照抗

体 anti-cSzM-1信号值改变为3.8 RU/min。说明 anti-vSzM-1、anti-vSzM-2、anti-vSzM-

4 三株单抗与 anti-vSzM-3 的结合表位不一致，这四株抗体中至少存在两种不同的结

合表位。 
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图 3-9 单克隆抗体结合表位的初步鉴定 

Fig 3-9 Preliminary identification of binding epitope of monoclonal antibody 

A. 左图：3 株抗 SzM 恒定区单抗的表位一致性鉴定（实时结合信号）；右图：每种抗体上样结束前 60 s内结合信

号改变速率 

B. 左图：4 株抗 SzM 可变区单抗的表位一致性鉴定（实时结合信号）；右图：每种抗体上样结束前 60 s 内结合信

号改变速率 

A. Left picture: Epitope identity identification (real-time binding signal) of 3 anti-SzM conserved region monoclonal 

antibodies; right panel: Change rate of binding signal within 60 s before the end of injection of each antibody 

B. Left panel: Epitope identity identification (real-time binding signal) of 4 anti-SzM variable region monoclonal antibodies; 

right panel: Change rate of binding signal within 60 s before the end of injection of each antibody 

3 讨论 

杂交瘤技术是单抗制备领域最基础且成功的技术，目前已有数千种单抗基于此

技术被制备出来[8]。但该技术需要抗原具有良好的免疫原性，实验室前期将完整 SzM

蛋白免疫小鼠后进行杂交瘤细胞的制备，但最终只获得了 3 株与 SzM 恒定区结合的

单抗。排除杂交瘤细胞筛选过程的操作误差，不难引起这样的疑惑，是否处于 N 端

的可变区蛋白免疫原性较差，从而导致筛选到针对可变区的单抗概率较小。为避免
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以上问题，本研究直接使用 SzM 可变区蛋白免疫小鼠制备单抗。从小鼠免疫血清具

有较高抗体效价来看，单独 SzM 可变区蛋白实际上具有良好的免疫原性，但与恒定

区蛋白共同存在时是否处于诱导机体免疫的劣势还需进一步研究。  

本研究筛选到 6 株单抗均属于 IgG1，轻链为 κ 型。研究发现，蛋白质类抗原大

多以诱导 IgG1 和 IgG3 亚类的抗体产生，而多糖类抗原则主要以诱导 IgG2 亚类抗体

产生[9]。本研究免疫原为蛋白类抗原，诱导的抗体类型均为 IgG1 也在预期之内。IgG

抗体是机体含量最丰富的抗体类型，占抗体总量的 70%-80%，因较长的半衰期且可

渗透到血管外从而最具有治疗潜力。此外，IgG1 抗体能够高效的诱导由 Fc 介导的各

种免疫功能，这有利于后续体内外抗菌试验的开展[10]。 

在间接免疫荧光试验中，anti-vSzM-1 抗体与 ATCC35246 全菌结合信号微弱，同

等条件下，其他 3 株单抗能够看到明显的荧光信号。与此相反，以 SzM 蛋白为抗原

进行的 SPR 亲和力检测，发现 anti-vSzM-1 是 4 株针对 vSzM 蛋白单抗中亲和力最高

的一株，比其他 3 株亲和力要高 20-40 倍。Western Blot 同样显示这株单抗与 SzM 蛋

白和 vSzM 蛋白均具有良好的结合活性，说明 SzM 蛋白可变区中有与 anti-vSzM-1 结

合良好的表位存在。此株单抗与野生株菌体表面的 SzM 蛋白反应较差，而与重组表

达的 vSzM 亲和性良好的背后的原因尚需进一步实验证实，可能的推测是 anti-vSzM-

1 单抗针对的抗原表位存在空间位阻效应，该表位在 ATCC35246 菌体表面天然状态

的 SzM 蛋白上属于隐蔽表位，抗体不易接触到该表位，而重组 vSzM 蛋白变性后，

破坏了蛋白的空间构像，隐蔽表位表位暴露出来，使得抗体更容易与表位结合。 

明确抗原抗体之间的亲和力对于单抗的应用至关重要，我们检测了针对 SzM 蛋

白恒定区与可变区单抗的亲和力常数。高亲和力往往意味着抗体能更快，更紧密的

与抗原表位结合，这对抗体发挥抗菌功能十分重要，同时也可以减少治疗性抗体的

使用剂量，从而降低抗体药物的副作用[11, 12]。此外，高亲和力抗体还可应用于诊断

学方面，比如阻断 ELISA、胶体金技术等。 

本次我们使用 SPR 技术对单抗的抗原表位是否相同进行了鉴定，因为从动力学

数据上，这 3 株抗体都极为相似，表位一致性鉴定结果也表明 3 株针对 SzM 蛋白恒

定区的单抗具有相同或相似的表位，而 4 株针对 SzM 蛋白可变区单抗至少具有两个

不同的结合表位。对于鉴别多株单抗针对的抗原表位是否相同，常用叠加 ELISA 方

法进行判定[13]，即同一个 ELISA 孔内添加两株单抗，若结合表位不一致，则每孔抗

体结合量要比单个抗体结合量多，加入酶标二抗孵育后显色，则可使吸光值增大，

从而判定表位是否一致。而 SPR 技术对抗体表位的鉴定则更加直观方便，通过进样

第一个抗体并达到饱和结合后，再进样第二个抗体，抗原表位是否一致可以直接从

实时结合信号中得知。 
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4 本章小结 

成功制备 6 株分泌抗 SzM 蛋白可变区抗体的杂交瘤细胞，抗体类型均属于 IgG1

亚类，轻链为 κ型。选取其中 4株进行腹水单抗制备并纯化，这 4株腹水单抗与 SzM

蛋白反应性良好。SPR 技术检测 4 株抗 SzM 蛋白可变区单抗与实验室前期保存的 3

株抗 SzM 蛋白恒定区单抗的亲和力，表明这 7 株抗体与 SzM 蛋白的平衡解离常数在

10-8-10-9 M之间，亲和力较高，并发现 3株抗 SzM蛋白恒定区的单抗具有相同或重叠

的结合表位，而 4 株抗 SzM 蛋白可变区的单抗识别表位具有多样性。 
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第四章 SzM 蛋白单克隆抗体的体外抗菌效果评价 

摘要：靶向细菌表面蛋白的单克隆抗体抗菌作用主要通过凝集活性，补体激活和调

理吞噬实现。本章对制备的 4 株 SzM 蛋白可变区单克隆抗体（anti-vSzM-1、anti-

vSzM-2、anti-vSzM-3、anti-vSzM-4）和实验室前期保存的 1 株 SzM 蛋白恒定区单克

隆抗体（anti-cSzM-1）的体外抗菌效果进行评价。通过抗体凝集细菌试验、介导补

体杀菌试验及调理吞噬试验对这 5株单克隆抗体的体外抗菌效果进行检测，旨在明确

其抗菌机制。抗体凝集细菌试验中，抗体作用浓度为 200 μg/mL 时，5 株单克隆抗体

均不能使 ATCC35246 菌株凝集沉淀。抗体介导补体杀菌试验中，SEZ 与抗体先孵育

30 min 后再与补体共同作用 1 h，5 株单克隆抗体及对照组 SzM 蛋白的多克隆抗体均

未能激活补体裂解 SEZ，细菌 CFU无明显减少（P > 0.05）；在调理吞噬试验中，5株

单克隆抗体均显著促进小鼠原代腹腔巨噬细胞对 ATCC35246 菌株的吞噬（P < 0.05），

其中 3 株 SzM 蛋白可变区单克隆抗体（anti-vSzM-2、anti-vSzM-3、anti-vSzM-4）的

调理吞噬效果明显优于另外 2 株单克隆抗体（anti-vSzM-1、anti-cSzM-1）。以上结果

表明，5 株单克隆抗体在体外均具有明显的调理吞噬活性，但不具有凝集活性和介导

补体杀菌功能。 

关键词：单抗；抗菌机制；调理吞噬；SzM 

体液免疫是获得性免疫帮助宿主抵抗感染的重要组成，抗体是体液免疫发挥功

能的核心活性分子。据报道，在绝大多数情况下抗体不能直接裂解细菌，需要补体

和/或吞噬细胞的共同参与才能起到杀菌作用[1]。根据细菌的不同致病机制，抗菌性

抗体的作用机制可分为两种：（i）中和外毒素及其他分泌性的毒力因子；（ii）诱导补

体介导的杀菌作用以及调理吞噬细胞的吞噬和杀伤作用。对于侵袭性细菌来说，抗

体则主要依赖于后一种作用途径对其进行杀伤[2]，如针对铜绿假单胞菌表面多糖的单

抗可介导补体杀伤活性，并与补体共同存在时促进 HL60 细胞对铜绿假单胞菌的吞噬

[3]；如针对脑膜炎球菌 H 因子结合蛋白（fHbP）的单抗和针对肺炎克雷伯菌菌毛蛋

白的单抗均可在体外介导补体的杀菌活性[4, 5]。此外，抗体凝集细菌作用也被认为有

助于宿主抵抗细菌感染，抗肺炎球菌表面荚膜多糖的单抗可促进细菌凝集从而限制

肺炎球菌对宿主的定植[6]。 

SzM 蛋白是 SEZ 菌体表面的重要毒力因子之一，可结合纤维蛋白原进而具有抗

吞噬作用，对 SEZ 在人和动物血液中存活至关重要[7]。同时 SzM 蛋白具有良好的免

疫原性，具有作为疫苗开发的潜力。使用 SEZ 马源分离株的 SzM 蛋白免疫小鼠后，

获得的多抗血清具有调理作用 [8, 9]。但对于引起中国四川和北美暴发的 SEZ 猪源分离
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株来说，其与马源分离株的 SzM 蛋白同源性较低，针对猪源 SEZ ATCC35246 SzM 蛋

白的抗体是否具有类似于马源分离株 SzM 蛋白多抗血清的体外抗菌活性我们还不得

而知，且由于 SzM 蛋白可分为恒定区与可变区，针对不同区域抗体的体外保护效果

差异也未见报道。因此，本研究将对猪源分离株 ATCC35246 SzM 蛋白恒定区与可变

区的单抗进行以下三方面的活性检测：抗体凝集细菌试验、介导补体杀菌试验和调

理吞噬试验，从而对单抗的体外抗菌效果进行评价。 

1 材料与方法 

1.1 菌株及实验动物 

SEZ ATCC35246 株（购自美国国家标准品保藏中心）；ATCC35246 SzM 蛋白缺

失株 ΔSzM（由本实验室构建）；10 周龄雌性豚鼠、6-7 周龄雌性 ICR 小鼠（购自南

京青龙山动物养殖场）。 

1.2 主要试剂与耗材 

1640 细胞培养液（购自 Gibco 公司）;无菌脱纤维绵羊血、青链霉素混合液（购

自 Solarbio公司）；兔抗绵羊红细胞溶血素（购自上海信帆生物公司）；24孔细胞培养

板（购自 Corning）。 

1.3 抗体凝集细菌试验 

（1）分别挑取 THB 平板上的 SEZ ATCC35246、ΔSzM 单菌落于 THB 液体培养

基中培养，待其生长到对数期（OD600=0.6-0.8）时以 7000 r/min 转速离心 10 min，弃

去上清后用 PBS 重悬洗涤 3 次，以 PBS 的 OD600为基准，调整菌液 OD600=1.0，此时

菌液浓度约为 5×108 CFU/mL。 

（2）添加单抗到SEZ ATCC35246、ΔSzM菌液中，抗体作用浓度为 200 μg/mL，

充分涡旋混匀后将两种菌液浓度调整一致，大约为 OD600=0.93。 

（3）将菌液分装到 2 mL 灭菌 EP 管中，每管 1 mL，每种混合液分装 6 管后于

4 ℃静置，尽量避免震动。每隔 0.5 h 取出一管，吸取最上层液体 100 μL 进行 OD600

吸光度检测，共检测 3 h。 

1.4 抗体介导补体杀菌试验 

1.4.1 补体活性验证 

（1）新鲜豚鼠血清的获得：保定豚鼠，常规消毒后用 5 mL 注射器进行心脏采

血。采集的血液于 4 ℃静置 12 h，将析出后的血清保存于-40 ℃冰箱待用。 
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（2）2%绵羊红细胞悬液的制备：商品化脱纤维绵羊血以 1000 r/min转速离心 10 

min 后，此时绵羊红细胞沉降在下层，弃去上清，吸取 100 μL 红细胞于 4.9 mL PBS

中，缓慢上下颠倒使红细胞充分混匀，即可得到 2%绵羊红细胞悬液。 

（3）补体溶血试验：将兔抗绵羊红细胞抗体（溶血素）以 1：800的稀释度加入

到 1 mL 2%绵羊红细胞悬液中，轻轻混匀后 37 ℃水浴 30 min，随后以 1：50 稀释度

加入豚鼠血清，混匀后继续水浴 30 min，最后观察溶血情况。同时设置对照组：2%

绵羊红细胞+PBS 组；2%绵羊红细胞+溶血素组；2%绵羊红细胞+豚鼠血清组；2%绵

羊红细胞+溶血素+热灭活豚鼠血清组。豚鼠血清热灭活方法：将豚鼠血清置于 56 ℃

水浴 30 min 后即可实现补体灭活。 

1.4.2 抗体介导补体杀菌试验 

（1）挑取生长在 THB 平板上的 SEZ ATCC35246 于 THB 液体培养基中培养至对

数期，7000 r/min 离心 10 min 后弃去培养液，将菌体用灭菌 PBS 重悬洗涤三遍，以

PBS 的 OD600为基准，调整菌液 OD600=1.0。 

（2）用 PBS 对调整后菌液进行 10 倍比稀释至 103 CFU/mL，取 500 μL 菌液于 1 

mL EP 管中，加入单抗或多克隆抗体，使抗体作用浓度为 200 μg/mL，涡旋混匀后于

37 ℃摇床孵育 30 min，使抗体与 SEZ 充分结合。 

（3）孵育结束后，每管菌液加入 125 μL 豚鼠血清，随后 37 ℃水浴 1 h，期间每

15 min 进行上下颠倒混匀。 

（4）待补体作用结束后，涡旋混匀，每管样品取 100 μL 滴加到 THB 固体平板

上，加入 5-6 颗玻璃珠摇晃数次将菌液涂布均匀，随后将平板置于 37 ℃温箱过夜培

养，次日进行菌落计数。 

1.5 调理吞噬试验 

1.5.1 小鼠原代腹腔巨噬细胞的获取 

（1）配置肉汤培养液（配方：1%胰蛋白胨、0.3%牛肉浸膏、0.5%氯化钠）200 

mL，并高压灭菌。 

（2）连续三天对 ICR 小鼠腹腔注射 1 mL 肉汤培养液，以诱导巨噬细胞在腹腔

的聚集。 

（3）3 d 后诱导结束，断颈处死小鼠并浸泡于 75%酒精 3-5 min，在超净台中固

定小鼠，剪开腹部皮肤以暴露腹膜，用镊子小心夹起腹膜并用注射器往腹腔注入 5 

mL 4 ℃预冷的 PBS，随后用酒精棉球轻轻按摩小鼠腹部 5 min。按摩结束后，用注射

器将腹腔内液体吸出来，注意不要吸到肠壁或其他内脏，并重复进行 2-3 次 PBS 冲
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洗，将获得的冲洗液收集于 15 mL 离心管中，以 1000 r/min 转速离心 10 min。 

（4）离心结束后，弃去上清，加入 1640细胞培养液，并用巴氏吸管轻柔的反复

吹打以重悬混匀细胞，将细胞悬液以每孔 500 μL 的体积加入 24 孔板内，随后将细胞

板置于细胞培养箱中培养 2 h，等待巨噬细胞贴壁。 

（5）培养 2 h后，用 1640细胞培养液洗涤 24孔细胞板三次，去除未贴壁的杂细

胞。 

（6）洗涤结束后，于每孔加入 500 μL 含 10%胎牛血清的 1640 细胞培养液，随

后转移至细胞培养箱中培养 48 h。 

1.5.2 调理吞噬试验 

共分为 6 组，分别为 PBS 组，anti-cSzM-1 组、anti-vSzM-1 组、anti-vSzM-2 组、

anti-vSzM-3 组、anti-vSzM-4 组，每组 4 个重复孔。 

（1）细胞准备：将本章 1.5.1 铺好的含有巨噬细胞的 24 孔板用 1640 细胞培养液

洗涤一遍，同时加入 400 μL新鲜的 1640细胞培养液和已过滤除菌的单抗 12.5 μL（50 

μg），将细胞板置于 37 ℃细胞培养箱孵育 1 h。 

（2）细菌准备：将生长处于对数期的 ATCC35246的菌液离心，PBS洗涤三遍后，

调整菌液 OD600=1.0。用 PBS 对调整后菌液稀释 10 倍，之后将菌液与单抗以 100 μL

菌液对应 12.5 μL（50 μg）单抗的比例混合，涡旋混匀后于 37 ℃摇床孵育 30 min。 

（3）取（2）中的菌液 112.5 μL 加入（1）处理后的细胞孔内，MOI=500，此时

每孔中抗体浓度约为 200 μg/mL。 

（4）菌液加入完毕后，将 24 孔板以 1000 r/min 的速度离心 10 min，从而使细菌

能够充分接触细胞，随后将 24 孔板置于细胞培养箱中作用 1.5 h 进行吞噬。 

（5）吞噬结束后，用灭菌 PBS 对 24 孔板洗涤 3 遍，每遍 5 min，洗涤结束后每

孔加入含青霉素（5 μg/mL）和庆大霉素 （100 μg/mL）的 1640 培养液 2 mL，将 24

孔细胞板置于细胞培养箱中作用 1 h，杀灭未被吞噬的 SEZ。 

（6）双抗作用完毕后，用灭菌 PBS 洗涤 3 遍，每遍 5 min，随后每孔加入 500 

μL 灭菌的超纯水作用 10 min，使细胞破碎从而释放出被吞噬的细菌，再加入 500 μL 

灭菌的 2×PBS 以调整细胞孔内液体渗透压。 

（7）用 1 mL 移液枪反复吹打每孔，随后转移至 2 mL EP 管中进行 10 倍、100

倍、1000 倍稀释，取每个稀释梯度液体 10 μL 滴加于 THB 平板上，37 ℃过夜培养，

次日进行菌落计数。 
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2 结果 

2.1 检测的 5 株抗 SzM 蛋白的单抗均无体外凝集 SEZ 活性 

如图 4-1所示，单抗以 200 μg/mL的浓度作用于 ATCC35246及阴性对照 ΔSzM菌

株，混匀后菌液于 4 ℃环境静置，每隔 0.5 h 对菌液上清进行 OD600吸光度检测。结

果显示，当菌液处于较高起始浓度时（OD600=0.93），与 PBS 组相比（蓝色线），

ATCC35246 株及 ΔSzM 株添加单抗后，在三小时内细菌的凝集沉降速度并未加快，

以上结果表明， 1 株抗 SzM 恒定区单抗及 4 株抗 SzM 蛋白可变区单抗均不能诱导

SEZ 凝集。 

 

图 4-1 抗体凝集细菌试验 

Fig 4-1 Antibody agglutination bacteria test 

2.2 抗体介导补体杀菌活性 

2.2.1 豚鼠血清（补体）具有生物学活性 

绵羊红细胞与抗绵羊红细胞的抗体结合后，加入豚鼠血清，若豚鼠血清中的补

体有活性，则可被结合在红细胞表面抗体的 Fc 段激活生成攻膜复合体裂解红细胞而

出现溶血现象。由图 4-2 及对应的表 4-1 可知，1 号管中的绵羊红细胞完全破裂，溶

液呈现均匀透亮的特点，而未发生溶血的样品（2-5 管），经离心后红细胞沉降于管

底。以上结果表明，获得的豚鼠血清中补体具有生物学活性。 

 

      图 4-2 补体溶血试验 

            Fig 4-2 Complement hemolysis test 
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表 4-1 补体溶血试验分组 

Table 4-1 Grouping for complement hemolysis test 

分组 

Group 

补体 

Complement 

2%绵羊红细胞 

2% Sheep red blood cell 

兔抗绵羊红细胞抗体 

Rabbit anti-sheep erythrocyte antibody 

1 √ √ √ 

2  √ √ 

3 √（inactivated） √ √ 

4 √ √  

5  √  

2.2.2 抗 SzM 蛋白的单抗均无介导补体裂解 SEZ 活性 

先将 SEZ 菌液与抗体（200 μg/mL）孵育 30 min 后添加补体，结果如图 4-3（A

图）所示，与未加抗体组相比（F、G组），单抗组（A-E组）在添加补体后 SEZ数量

无显著变化（P > 0.05）。同时，使用多克隆抗体作为对照（右图），当将 SzM 蛋白的

鼠源及兔源多抗与补体共同作用 SEZ 后，细菌数量与未加抗体组相比，并未有明显

差异（P > 0.05）。结果表明，针对 SzM 蛋白的抗体不能介导补体产生杀菌活性。 

图 4-3 抗体介导补体杀菌试验 

Fig 4-3 Antibody-mediated complement bactericidal test 

A.抗 SzM 蛋白的单抗介导的补体杀菌试验；B.抗 SzM 蛋白的多抗介导的补体杀菌试验 

A. Monoclonal antibody-mediated complement bactericidal test; B. Polyclonal antibody-mediated complement bactericidal 

test 

2.3 针对 SzM 蛋白的单抗具有调理吞噬活性 

如图 4-4 所示，在 MOI=500 的情况下使用单抗进行调理吞噬 1.5 h，与 PBS 组相

比，5 株单抗组均表现出显著的调理吞噬活性（P < 0.05），且三株可变区单抗（anti-

vSzM-2、anti-vSzM-3、anti-vSzM-4）的调理吞噬活性优于其他两株单抗（anti-cSzM-
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1、anti-vSzM-1）。 

 

图 4-4 调理吞噬试验 

Fig 4-4 Opsonophagocytosis test 

3 讨论 

抗体凝集细菌被认为是抗体发挥抗菌机制的重要途径之一，凝集性抗体一方面

可独立于 Fc 段介导的生物学效应而直接阻断病原菌的黏附侵袭，另一方面可促进机

体内病原菌凝集成团而加速补体及吞噬细胞对细菌的清除[10-12]。本研究中筛选到的

单抗均属于 IgG1 型抗体，有报道表明该类型抗体具有良好的凝集活性，可帮助宿主

抵抗病原菌的感染[6]。但在本章体外凝集试验中，抗体（200 μg/mL）作用于 SEZ 后

并未表现出凝集活性。抗体能否引起细菌凝集，与其针对的细菌表面抗原类型相关。

研究发现，与细菌表面多糖结合的抗体比与细菌表面蛋白结合的抗体更加倾向具有

凝集活性[13]。在对肺炎球菌表面的凝集性抗原进行筛选时，同样发现只有针对荚膜

多糖的抗体可以诱导细菌凝集 [6]。此外，SEZ菌体表面存在透明质酸荚膜，这也可能

是单抗未能凝集 SEZ 的原因，因为带负电荷的荚膜会导致细菌之间具有相互排斥的

倾向[14]。 

为引发杀菌活性，抗体与细菌表面抗原结合后需通过补体或吞噬细胞来清除细

菌。因此，细菌表面抗原的暴露程度及丰度对于抗体结合后发挥生物学功能至关重

要。SzM 蛋白大量表达于菌体表面，且呈纤维状向外延申，便于单抗的结合。在这

里我们评价了 SzM 蛋白单抗介导补体杀菌活性以及调理吞噬活性，这两种杀菌机制

都和抗体 Fc段密切相关。当抗体与抗原表位结合后补体 C1q便可与抗体 Fc段结合，

从而通过经典途径激活补体系统，最终形成攻膜复合物（membrane attack complex，

MAC）裂解细菌。普遍认为，MAC 对革兰氏阴性菌的杀伤效果明显[15-17]。而对于革

兰氏阳性菌则效果不佳，即便许多革兰氏阳性菌菌体表面检测到 MAC 的沉积[18, 19]。
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本次试验结果表明，无论是针对 SzM 蛋白的单抗或多克隆抗体，即便以较高浓度的

抗体（200 μg/mL）和补体作用于低浓度（小于 103 CFU/mL）的 SEZ 菌液，抗体介

导补体对 SEZ 的杀伤作用仍不明显。一方面这可能与 SEZ 属革兰氏阳性菌，具有一

层厚厚的肽聚糖细胞壁，对补体的直接裂解活性具有天然抗性有关。另一方面可能

因为 SEZ 具有荚膜结构，而带有荚膜的链球菌可抑制补体激活[20]。 

当使用原代小鼠腹腔巨噬细胞对抗体的调理作用进行评价时，我们发现测试的 5

株单抗均体现出显著的调理吞噬作用，且其中 3株针对可变区的单抗（anti-vSzM-2、

anti-vSzM-3、anti-vSzM-4）的促吞噬效果要明显优于恒定区单抗（anti-cSzM-1），有

趣的是，这三株可变区单抗的亲和力远低于 anti-cSzM-1，相差大约 10-20倍，可见高

亲和力虽是评价单抗的重要表征，但与其发挥生物学效应并不成正相关。在不同

SEZ菌株中，SzM蛋白 C端恒定区序列变化不大，因此，针对 ATCC35246株 SzM蛋

白的恒定区单抗很可能同时具有对其他 SEZ 菌株的调理作用，从而发挥广谱性的保

护效果。目前，这种广泛性的保护效果已在 A 群链球菌 M 蛋白的 C 端疫苗研发中体

现[21]。N 端区域对于不同 SEZ 菌株的 SzM 蛋白来说高度可变，很难发挥广谱性的保

护性效果，本试验筛选到 3 株具有良好调理吞噬能力的 SzM 蛋白可变区单抗，因流

行于猪群 SEZ 的 SzM 蛋白类型具有一定保守性，因此针对这一 SzM 型的可变区单抗

依旧具有良好的潜在应用价值。 

4 本章小结 

本章节对 4 株抗 SzM 蛋白可变区单抗与 1 株抗 SzM 恒定区单抗进行体外抗菌效

果评价。最终明确了 5 株针对 SzM 蛋白的单抗均具有显著的调理吞噬活性，但不具

有凝集细菌或介导补体杀菌的功能。 
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第五章 SzM 蛋白单克隆抗体对小鼠感染 SEZ 的 

保护效果评价 

摘要：在病原菌对传统抗生素耐药性逐渐增强的趋势下，作为抗生素的潜在替代制

品，单抗在治疗细菌感染性疾病领域得到迅速发展。本章评价了 4 株 SzM 蛋白可变

区单抗（anti-vSzM-1、anti-vSzM-2、anti-vSzM-3、anti-vSzM-4）和 1 株 SzM 蛋白恒

定区单抗（anti-cSzM-1）对小鼠受到致死剂量（2.4×104 CFU/只）SEZ 攻击的保护效

果。根据单抗免疫时间点的不同，共设计了三种抗体免疫模式：（1）预防+治疗模式：

攻毒前 12 h、攻毒后 24 h、72 h分别给予单抗 200 μg/只，三次总量共 600 μg/只；（2）

预防模式：攻毒前 12 h 一次性给予单抗 600 μg/只；（3）治疗模式：攻毒后 4 h 一次

性给予单抗 600 μg/只。在预防+治疗模式中 5 株单抗均表现出一定的保护效果，其中

4 株单抗（anti-vSzM-2、anti-vSzM-3、anti-vSzM-4、anti-cSzM-1）免疫小鼠的存活率

达 100%且有效清除了小鼠脏器中的 SEZ。另外 1 株单抗（anti-vSzM-1）组小鼠存活

率为 60%，且 2/3 存活小鼠各脏器中均可检出 SEZ。对于单抗预防模式和治疗模式的

保护效果评价，本章选取调理吞噬作用相对较强的 SzM 可变区单抗（anti-vSzM-3）

为代表和恒定区单抗（anti-cSzM-1）分别进行。在治疗模式中 anti-vSzM-3 表现出显

著的保护效果，攻毒 7天后小鼠存活率为 80%，且存活小鼠各脏器均未检出 SEZ；而

anti-cSzM-1 免疫组小鼠全部死亡，与 PBS 组相比虽在一定程度上延长了小鼠存活时

间，但未表现出显著性差异（P > 0.05）。在预防模式中 anti-vSzM-3 免疫组攻毒 7 天

后小鼠存活率达 100%且存活小鼠各脏器 SEZ 被完全清除；而 anti-cSzM-1 免疫组小

鼠存活率为 60%，且 2/3 存活小鼠各脏器中仍可检出 SEZ。综合上述结果可知，在对

抗 ATCC35246 菌株感染方面，SzM 蛋白可变区单抗（anti-vSzM-3）在三种免疫模式

下均表现出良好保护效果，而 SzM 蛋白恒定区单抗（anti-cSzM-1）在治疗模式下保

护效果不佳，只有在预防+治疗模式和预防模式中表现出一定的保护作用，但依据小

鼠存活率及各脏器细菌载量，其保护效果要弱于可变区单抗（anti-vSzM-3）。以上结

果表明，本研究成功获得了可保护小鼠抵抗致死剂量 SEZ 攻击的单抗，在抗体免疫

方式上，明确了 SzM蛋白恒定区单抗（anti-cSzM-1）以预防+治疗的模式免疫可取得

最佳保护效果，但保护作用较强的 SzM 蛋白可变区单抗（anti-vSzM-3）则可直接用

于单一预防或治疗模式而获得优秀的保护效果。 

关键词：SEZ；单抗；保护效果；治疗 

猪链球菌病严重威胁着我国养猪业，对猪链球菌病的预防和治疗依赖抗生素的
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使用，但过量抗生素会增加细菌耐药性及猪肉中的药物残留[1]。SEZ 感染引起的猪链

球菌病传播快，发病急，可在两周内引起 10%-50%的猪发病死亡[2]。因此亟需开发

能有效替代抗生素且可快速产生保护效果的临床抗 SEZ 生物制品。随着抗体技术的

发展，用于疾病治疗领域的单抗发展潜力迅速增长，截至 2019 年，已有超过 70 种单

抗被批准用于人类疾病的治疗[3]。目前单抗疗法主要应用于肿瘤、自身免疫性疾病等

领域，但随细菌耐药性增加，传统抗生素对细菌感染的治疗和预防逐渐受到限制，

因此具有抗菌功能的单抗受到越来越多的关注[4]。 

目前研发的抗菌性单抗主要集中于对细菌外毒素的中和方面，如针对金黄色葡

萄球菌[5, 6]、肺炎链球菌[7]、大肠杆菌[8]、艰难梭菌[9]相关毒素的单抗获得了不同程度

的成功。此外，也有多种靶向细菌表面蛋白及多糖的单抗被研发出来[10, 11]，其中最

成功的是 MEDI3902，一种针对铜绿假单胞菌纤维蛋白 PcrV和多糖 PsI的双特异性抗

体，可通过调理作用促进机体对铜绿假单胞菌的清除[12]。多项研究表明，C 群链球

菌的类 M 蛋白可诱导机体产生保护性抗体，如针对 SEE 类 M 蛋白的单抗可通过被动

免疫保护小鼠免受致死菌量的攻击[13, 14]；针对 SEZ 马源分离株 SzM 蛋白产生的抗体

可以帮助小鼠抵抗 SEZ 感染[15]。由于不同 SEZ 菌株的 SzM 蛋白同源性较低，马源分

离株 SzM 蛋白抗体表现出的保护作用并不能完全代表猪源分离株 SzM 蛋白抗体的体

内保护效果，且猪源分离株比马源分离株具有更高的毒力[16]，菌株毒力间的差异性

是否会影响针对 SzM 蛋白抗体的保护作用不得而知。因此需要对抗猪源分离株

ATCC35246 SzM 蛋白的抗体进行单独的体内保护性评价。此外，SzM 蛋白结构可分

为恒定区与可变区，针对恒定区的单抗具有广谱抗 SEZ 菌株的潜力，而针对可变区

的单抗对猪群流行 SEZ 菌株更加具有针对性，验证针对 SzM 蛋白不同区域的单抗对

小鼠的保护作用可以为后续临床实际应用提供技术支持。本章以小鼠为模型，探究

了针对 ATCC35246 菌株 SzM 蛋白的单抗在三种免疫模式下的保护效果，以此评价所

获得单抗的体内保护作用。 

1 材料与方法 

1.1 菌株和动物 

SEZ ATCC35246 菌株（购自美国国家标准品保藏中心）；SPF 级 6-7 周龄

C57BL/6J（购自江苏省集萃药康生物公司）。 

1.2 耗材和仪器 

毛细玻璃管、2 mL 匀浆管、胰岛素注射器（购自南京沃华生物公司）；台式离心
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机（购自 Eppendorf） 

1.3 动物保护试验 

1.3.1 攻毒菌液的准备 

挑取THB平板上的ATCC35246单菌落于THB液体培养基中，待长至对数期后，

以 7000 r/min 转速离心 10 min，随后弃去上清，将菌体沉淀用无菌 PBS 洗涤三遍后

重悬，调整菌液浓度，使 OD600=1.0 左右，此时菌液约为 5×108 CFU/mL，10 倍比稀

释至 105 CFU/mL，以此为攻毒菌液。同时对攻菌原液进行 10 倍、100 倍、1000 倍稀

释，每个稀释度取 10 μL 滴加于 THB 平板中计数。 

1.3.2 单抗免疫小鼠程序 

根据抗体免疫时间点的不同，可分为预防模式（攻毒前 12 h 每只小鼠一次性给

予 600 μg 单抗）、治疗模式（攻毒后 4 h 每只小鼠一次性给予 600 μg 单抗）、预防+治

疗模式（在攻毒前 12 h、攻毒后 24 h、72 h 分别给予每只小鼠 200 μg 单抗，三次抗

体免疫总量为 600 μg），三种免疫模式如图 5-1 所示。单抗及 SEZ 菌液均通过尾静脉

方式给予，SEZ 攻毒剂量为 2.4×104 CFU/只。在预防+治疗模式中，共评价了 5 株单

抗（anti-cSzM-1、anti-vSzM-1、anti-vSzM-2、anti-vSzM-3、anti-vSzM-4）的保护效

果；对于单独的预防、治疗模式，依据调理吞噬活性，选择 anti-cSzM-1、anti-vSzM-

3 分别为 SzM 蛋白恒定区、可变区单抗代表株进行保护效果的评价。 

 

图 5-1 三种单克隆抗体免疫模式图 

Fig 5-1 Three programs of monoclonal antibody immunization 

A.预防模式； B.治疗模式；C.预防+治疗模式 

A. Prevention program; B. Treatment program; C. Prevention + treatment program 
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1.3.3 攻毒后存活小鼠各脏器细菌载量及分布 

由于 PBS 组小鼠在 7 天观察期内 100%死亡，所以只能对给予抗体且产生保护作

用的存活小鼠进行各脏器细菌载量的统计。准备好灭菌的匀浆管，每管放入 4-5 颗小

钢珠及 1 mL PBS，随后进行称重记录。在处死小鼠前使用毛细玻璃管进行眼眶采血

收集血液，采血结束后脱颈处死小鼠并将其浸泡于 75%酒精 3-5 min，随后在超净台

中解剖小鼠，分别取心、肝、脾、肺、肾、脑，并将这些脏器置于盛有无菌 PBS 的

培养皿中洗涤，然后分别放置于事先称好重量的匀浆管中，用分析天平进行再次称

重，两次重量之差即为管中脏器的重量。之后将匀浆管置于匀浆仪中将各脏器研磨

成液体状态，将匀浆好的各脏器液体及血液进行 10 倍比稀释，每个样本进行 6 个梯

度的稀释，每个稀释度（含原液）取 10 μL 滴于 THB 平板上进行细菌计数。 

2 结果 

2.1 在预防+治疗免疫模式中所有单抗均表现出保护效果 

经细菌计数可知，小鼠实际攻毒剂量为 2.4×104 CFU/只。在攻毒前 12 h，攻毒后

24 h、72 h 各给予单抗 200 μg/只，单抗免疫总量为 600 μg/只。攻毒完成后，统计 7

天内小鼠存活情况（图 5-2 左侧列）并在 7 天后对存活小鼠进行各脏器细菌载量计数

（图 5-2 右侧列），由于 PBS 组小鼠在 7 天观察期内全部死亡，图中没有显示 PBS 组

小鼠脏器细菌载量的计数结果。由小鼠存活曲线结果可知，5 株单抗均可提供显著的

保护效果，其中针对 SzM 蛋白恒定区的单抗（anti-cSzM-1）以及 3 株针对 SzM 蛋白

可变区的单抗（anti-vSzM-2、anti-vSzM-3、anti-vSzM-4）在致死剂量 SEZ 攻击中提

供的保护率可达 100%（p < 0.0.5），而 1 株可变区单抗（anti-vSzM-1）的保护效果较

弱，小鼠存活率为 60%（p < 0.05）；观察期结束后由各组存活小鼠脏器细菌载量分布

可知，对于抗 SzM 蛋白恒定区的单抗（anti-cSzM-1）来说，4/5 的小鼠体内已完全清

除 SEZ，仅有一只小鼠的心脏、肝脏、肺脏可检到 SEZ；4 株针对可变区蛋白的单抗

中的 3 株（anti-vSzM-2、anti-vSzM-3、anti-vSzM-4）可帮助小鼠完全清除各脏器感

染的 SEZ，而单抗 anti-vSzM-1 组 3 只存活小鼠中只有 1 只完全清除了 SEZ，其余 2

只小鼠各脏器均可检出 SEZ。 

以上结果说明在预防+治疗免疫模式下，5 株抗 SzM 蛋白不同区域的单抗均可表

现出保护作用，且其中 4 株单抗（anti-vSzM-2、anti-vSzM-3、anti-vSzM-4、anti-

cSzM-1）保护效果优良，可达 100%。 
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图 5-2 预防+治疗模式：小鼠生存曲线及各脏器细菌载量 

Fig 5-2 Prevention + Treatment program: survival curve and bacterial load in each organ 

注：脏器细菌载量分布图中每种形状代表一只小鼠 

Note: The graph of each shape in the organ bacterial load graph represents a mouse 
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2.2 在治疗免疫模式中仅抗 SzM 蛋白可变区的单抗可提供保护 

鉴于针对 SzM 蛋白可变区的 3 株单抗（anti-vSzM-2、anti-vSzM-3、anti-vSzM-

4）在预防+治疗免疫方式中保护效果均为 100%，故从中选择调理吞噬活性相对最高

的 anti-vSzM-3 单抗作为可变区单抗的代表与 anti-cSzM-1 共同进行治疗免疫模式下

保护效果评价。由图 5-3 可知，单抗 anti-cSzM-1 的治疗效果并不理想，在 7 天内小

鼠 100%死亡，虽然与 PBS 组相比小鼠存活时间具有一定延长，但二者并未表现出差

异（P > 0.05），由于 7 天后没有小鼠存活，无法进行脏器细菌载量计数；而单抗

anti-vSzM-3 免疫小鼠存活率可达 80%（P < 0.05），且存活小鼠各脏器均未检到

SEZ，说明细菌已完全被清除。  

 

图 5-3 治疗模式：小鼠生存曲线及各脏器细菌载量 

Fig 5-3 Treatment program: survival curve and bacterial load in each organ 

注：脏器细菌载量分布图中每种形状代表一只小鼠 

Note: The graph of each shape in the organ bacterial load graph represents a mouse 

2.3 在预防免疫模式中所有单抗均可表现出保护效果 

在攻毒前 12 h 一次性给予每只小鼠 600 μg 单抗，结果如图 5-4 所示，anti-cSzM-

1 组小鼠在攻毒 7 天后存活率为仅为 60%，但与 PBS 组相比依旧具有显著性差异（P 

< 0.05），脏器细菌载量计数结果表明 2/3 存活小鼠各脏器依旧可检出 SEZ；anti-

vSzM-3 组小鼠 7 天内存活率为 100%，且各存活小鼠体内完全清除 SEZ。以上结果

表明，anti-cSzM-1 与 anti-vSzM-3 均具可为小鼠提供预防性的保护作用，但依据小鼠
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存活率及脏器细菌载量可知，抗 SzM 可变区的单抗 anti-vSzM-3 保护效果优于抗

SzM 恒定区的单抗 anti-cSzM-1。 

 

图 5-4 预防模式：小鼠生存曲线及各脏器细菌载量 

Fig 5-4 Prevention program: survival curve and bacterial load in each organ 

注：脏器细菌载量图中每种形状代表一只小鼠 

Note: The graph of each shape in the organ bacterial load graph represents a mouse 

2.4 三种免疫模式下不同单抗的小鼠保护效果汇总 

综合上述动物实验结果，抗 SzM 蛋白可变区单抗（anti-vSzM-3）与恒定区单抗

（anti-cSzM-1）在三种免疫模式下对小鼠的保护效果如表 5-1 所示。单抗 anti-vSzM-

3 具有灵活的使用方式，在治疗或预防免疫模式中均可表现出理想的保护效果，且存

活小鼠完全清除了体内的 SEZ；而单抗 anti-cSzM-1则只有在预防+治疗免疫模式中才

能表现出良好的保护效果。 
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表 5-1 不同抗体免疫模式中小鼠存活率及 SEZ 清除情况 

Table 5-1 Survival rate and SEZ clearance of mice in different immunization programs 

 

3 讨论 

本章通过 3 种抗体免疫模式探讨了抗 SzM 蛋白的单抗对小鼠感染致死剂量 SEZ

的保护作用。结合上一章的调理吞噬试验结果，抗体的调理吞噬活性应该是 SzM 蛋

白单抗帮助小鼠抵抗 SEZ 攻击的关键。综合三种抗体免疫模式下的小鼠存活率以及

脏器细菌载量结果发现，存活率较低或未能完全帮助小鼠清除体内 SEZ 的单抗有两

株，分别为 anti-cSzM-1、anti-vSzM-1，而这两株抗体调理巨噬细胞对 SEZ 的平均吞

噬数量要比在三种抗体免疫模式下均具有良好保护作用的 anti-vSzM-3 少 2-3 倍。 

在预防+治疗模式下 3/4 针对 SzM 可变区单抗（anti-vSzM-2、anti-vSzM-3、anti-

vSzM-4）的保护效果要优于保守区单抗（anti-cSzM-1），且单独的预防模式和治疗模

式依旧是针对可变区单抗（anti-vSzM-3）的保护效果要优于恒定区单抗（anti-cSzM-

1），在一定程度上说明大多数由 SzM 蛋白可变区诱导机体产生的抗体的保护作用强

于恒定区，这一现象从 SzM 蛋白在菌体表面的结构特点可做出可能的解释：SzM 大

量存在菌体表面并形成一圈致密的纤维状蛋白层，其C端锚定于细胞壁上，N端游离

[15]，C端的恒定区更加靠近菌体且位于纤维状蛋白层内部，N端的可变区远离菌体且

位于纤维状蛋白层外部，空间位置的差异性导致位于外部的 SzM 蛋白可变区更易与

特异性抗体结合，而内部的 SzM 蛋白保守区则相对隐蔽，一定程度上可以减少与特

异性抗体的结合从而逃避机体免疫系统的清除，造成针对 SzM 蛋白恒定区的单抗

（anti-cSzM-1）对小鼠的保护效果不佳。 

免疫模式 

Immunization program 

   小鼠存活率 

Survival  rate 

 携带 SEZ 小鼠/存活小鼠 

Mice with SEZ infection  /  Surviving mice 

 

预防+治疗模式 

Prevention + treatment 

  PBS 

 

0% 

anti-cSzM-1   

 

100% 

anti-vSzM-3 

 

100% 

 anti-cSzM-1 

 

1/5 

anti-vSzM-3 

 

0/5 

治疗模式 

Treatment program 

  0% 

 

0% 80%  / 0/4 

预防模式 

Prevention program 

  0% 60% 100%  2/3 0/5 
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总体来说，获得的针对 SzM 蛋白可变区单抗 anti-vSzM-3 具有优良的保护效果，

三种抗体免疫模式下，小鼠存活率可达到 80%-100%，且存活小鼠体内均完全清除了

SEZ。表明该株抗体在对抗高毒力猪源分离株 ATCC35246 感染的预防或治疗上具有

极高的应用潜力。 

4 本章小结 

本章节以 C57BL/6J 小鼠为动物模型，探讨了针对 SzM 蛋白可变区或恒定区单抗

对小鼠受到 ATCC35246 致死剂量攻击的保护效果，最终明确了 SzM 蛋白恒定区单抗

在预防+治疗模式和预防模式下具有一定的保护效果，小鼠存活率分别为 100%和

60%；而 SzM 蛋白可变区单抗在预防+治疗模式、治疗模式和预防模式下均具有高效

的保护作用，小鼠存活率在 80%-100%，且存活小鼠各脏器均完全清除了 SEZ。 
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1. 成功制备并纯化了 4 株针对马链球菌兽疫亚种猪源高毒力流行株 SzM 蛋白可变区

的单抗，所有单抗均属 IgG1 亚类（轻链为 κ 型）且与 SzM 蛋白反应性良好。这 4 株

单抗与实验室前期获得的 3株抗 SzM蛋白恒定区单抗的亲和常数在 10-8-10-9 M之间，

均与靶抗原亲和力良好且抗可变区单抗识别表位多样性优于抗恒定区单抗。 

2. 对 4 株 SzM 蛋白可变区单抗及 1 株 SzM 蛋白恒定区单抗进行体外抗菌效果评价，

5 株抗体均有很好的调理吞噬活性，但不具备细菌凝集或活化补体杀菌功能。 

3. 对 SzM 蛋白可变区及恒定区单抗进行小鼠保护性评价，结果显示 SzM 蛋白可变区

单抗具有良好的预防或治疗 SEZ 感染效果，但 SzM 蛋白恒定区单抗则必须以预防+

治疗模式免疫才能提供保护，单独以预防或治疗模式免疫小鼠，保护效果均不理想。
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