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摘 要

蓖麻毒素（ricin toxin, RT）提取自蓖麻（Ricinus communis）植物种子，属于

Ⅱ型核糖体失活蛋白（ribosome inactivating protein, RIP），可以通过吞食、注射以

及吸入等多种摄入途径导致急性中毒。蓖麻在全球各地被大量种植，其工业产物

蓖麻油的生产废料中含有 5%的剧毒 RT。RT由于毒性剧烈，且来源广泛，对社

会公共安全有着潜在威胁，所以已被国际社会列为 B类生物管控物质。RT含有

541个氨基酸，分子量约为 60~64 kDa，全毒素由蓖麻毒素 A亚基（ricin toxin A
chain, RTA）和蓖麻毒素 B亚基（ricin toxin B chain, RTB）组成。RTA亚基具有

N-糖苷酶活性，RTB亚基具有半乳糖残基结合活性，入胞后两个亚基协同作用，

沿高尔基体-内质网腔逆向转运，最终使核糖体失活。RT中和抗体研究是针对 RT
中毒防治的主要研究热点，但是还一直处于实验室和临床研究阶段，对于 RT免

疫优势表位和中和性表位缺乏初步认识；鼠源抗 RT 抗体会引起人抗鼠抗体

（human anti-mouse antibody, HAMA）过敏性反应；抗体药物在靶组织难摄取，

体内清除率高，需要多次给药，因此，RT抗体药物的新形式和递送抗体药物的新

方法亟需开展进一步研究。

本研究通过单细胞测序技术对 RT免疫的全人源抗体转基因小鼠脾脏 B细胞

转录组和 B细胞受体（B cell receptor, BCR）库测序并分析数据，利用杂交瘤技

术筛选和鉴定全人源 RT中和抗体，通过 DNA编码单克隆抗体（DNA encoded
monoclonal antibody, DMAb）技术研究在体内分泌中和抗体和 RT中毒小鼠的保护

作用。

1. RT免疫 B细胞转录组和受体库研究

利用 RT类毒素免疫全人源抗体转基因小鼠，通过单细胞测序对其脾脏 B细

胞进行转录组和 BCR受体库测序并进行数据分析。单细胞转录组数据分析结果

发现 17种脾脏记忆 B细胞（memory B cell, MBC）新标志物，脾脏 MBC在 RT
类毒素免疫后翻译相关功能和免疫相关信号通路显著上调。BCR受体库数据分析

结果显示，脾脏 B细胞 V基因中 IGHV1-2和 IGKV3-20使用频率最高，J基因中

IGHJ4、 IGKJ1 和 IGKJ4 使用频率最高，VDJ 基因搭配形式中 IGKJ4-none-
IGHV1-2和 IGKJ4-none-IGHV6-1 使用频率最高。免疫组 MBC中 BCR CDR3氨
基酸组成分析结果显示，重链和轻链可变区的 CDR3基本组成形式分别为 CAR-
FDYW和 CQQY-S-P-TF。通过对免疫组 MBC的 20个主要克隆型 IGH进行同源

建模和抗原抗体模拟对接，结果显示，RT的免疫优势表位与中和性抗原表位存在
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明显差别，提示弱结合力抗体的中和功能潜力。

2.全人源抗 RT中和抗体制备和鉴定

通过全人源抗体转基因小鼠，利用杂交瘤技术筛选和制备特异性针对 RT的

全人源中和抗体。鉴定结果显示，10株抗 RT单克隆抗体全部为全人源序列，其

中包含 3 株特异性结合 RTA抗体，2 株特异性结合 RTB 抗体，5 株对 RTA和

RTB均有结合的抗体，其中 EC50最小为 0.12 μg/mL，最大为 46.16 μg/mL。通过

体内外实验，筛选得到 1株全人源抗 RT中和抗体 4-4E。体内攻毒实验结果显示，

攻毒前 24 h注射 2.5 mg/kg抗体，腹腔注射 2×LD50 RT 72 h内小鼠存活率 83%，

小鼠肠道损伤相较对照组显著降低。

3. DMAb表达抗体预防 RT中毒研究

利用 DMAb 技术构建带有抗 RT 抗体序列的 DMAb，在体内外分别检测

DMAb 分泌抗体和中和 RT 的能力。结果显示，DMAb-4D12、DMAb-4-4E 和

DMAb-c43RCA在体内外均具有良好的抗体分泌能力，小鼠血清中人源抗体水平

在转染后第 7天达到 10 μg/mL以上，小鼠体内鼠源抗体 4D12持续表达超过 120
天，集中分布于小肠和腓肠肌组织。对小鼠体内转染 DMAb-4-4E 或 DMAb-
c43RCA 25 μg，5 天后腹腔注射 2×LD50 RT，72 h 内小鼠存活率分别为 83%和

100%，各组小鼠体重均迅速降低， DMAb-IgG组小鼠血糖在攻毒后 72 h内恢复

至正常组水平，肠道和肾脏损伤相较对照组显著降低。同时，实验结果显示，电

转染 DMAb导致腓肠肌组织存在粒细胞浸润，肾脏、脾脏和肝脏出现炎症反应和

可恢复性损伤。

4.全人源抗 RT抗体保护机制探究

利用生物信息学和相关实验预测 4-4E抗体和抗原结合细节，发现 4-4E抗体

重链可变区 CDR3中的 99D/101Q/102Q在抗原抗体结合中发挥关键作用。结果显

示，4-4E抗体可以阻碍 RT的胞内逆向转运，抑制蓖麻毒素在高尔基体驻留，增

加蓖麻毒素在早期内体累积。同时，4-4E抗体可以阻碍 PDI水解 RT二硫键。

上述结果显示，RT的免疫优势表位与中和性抗原表位存在明显差别，RT弱

结合力抗体可能具有强中和功能活性，全人源抗 RT中和抗体 4-4E特异性结合

RTA，EC50为 22.58 μg/mL，通过阻碍 RT胞内逆向转运和二硫键水解，抗体和其

DMAb对于 RT中毒小鼠均具有较好的保护效果。本研究对解析 RT抗原表位进行

了有益探索，对开发全新全人源 RT中和抗体药物和预防 RT中毒具有理论和实践

意义。

关键词：蓖麻毒素；单细胞测序；全人源抗体；中和抗体；DMAb
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Abstract

Ricin toxin (RT) is extracted from the seeds of Ricinus communis and belongs to
ribosome inactivating protein (RIP), which can cause poisoning in various ingestion
routes such as ingestion, injection and inhalation. As a cash crop, castor is not only
grown in large quantities around the world, but its industrial product, castor oil, contains
5% of the highly toxic ricin in the production waste. Ricin is highly toxic and widely
sourced, posing a potential threat to social and public safety, and has been listed as a
Class B biological control substance by the international community. Ricin contains 541
amino acids, molecular weight is about 60~64 kDa, and the whole toxin is composed of
ricin toxin A chain (RTA) and ricin toxin B chain (RTB). The ricin B subunit has
galactose residue binding activity, and the ricin A subunit has N-glycosidase activity,
and the two subunits work synergistically to reverse transport along the Golgi
apparatus-endoplasmic reticulum lumen, eventually inactivating the ribosome. For a
long time, ricin neutralizing antibodies have been the main research direction for the
prevention and treatment of ricin poisoning. However, the research on ricin-neutralizing
antibodies has been in the laboratory and clinical research stage, and the relevant
research has the following problems: first, there is a lack of preliminary understanding
of the immunodominant epitope and neutralizing epitope of ricin; second, allergic
reactions of human anti-mouse antibody (HAMA) caused by murine anti-ricin antibody;
Third, antibody drugs are difficult to ingest in target tissues, have high clearance in vivo,
and require multiple administrations. Therefore, new methods and new forms of ricin
antibody drug development and delivery continue to be further studied.

In this study, ricin toxoid immunized human antibody transgenic mice were used to
obtain and analyze spleen B cell transcriptome and B cell receptor (BCR) library data
through single-cell sequencing, fully human ricin neutralizing antibodies were screened
and identified by hybridoma technology, and DNA encoded monoclonal antibody
(DMAb) technology was used to identify neutraling antibodies in vivo. Validation of
protective effect in ricin-poisoned mice.

1. RT immunized B cell transcriptome and receptor library study

Ricin toxoid immunized human antibody transgenic mice were sequenced and
analyzed by transcriptome and BCR receptor library of B cells in their spleen by single-
cell sequencing. In the analysis of single-cell transcriptome data, 17 memory B cell
(MBC) markers were found, and spleen MBCs were significantly upregulated in
translation-related functions and immune-related signaling pathways after RT
immunization, suggesting that MBCs were activated after RT immunization. The
analysis results of B cell receptor library data showed that IGHV1-2 and IGKV3-20
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were used most frequently in V gene and IGHJ4, IGKJ1 and IGKJ4 were used most
frequently in J gene. IGKJ4-none-IGHV1-2 and IGKJ4-none-IGHV6-1 were used most
frequently in VDJ gene matching types. The analysis of CDR3 amino acid composition
of MBCs in the immune group showed that the basic composition forms of CDR3 in the
variable region of heavy chain and light chain were CAR-FDYW and CQQY-S-P-TF,
respectively. Through homologous modeling and antigen simulation docking of 20
major clonal forms of immune group MBCs, the results showed that the
immunodominant epitope of RT was different from the neutralizing epitope, suggesting
the neutralizing activity potential of weak-binding antibodies, and determining the
supplementary strategy to explore weak-binding antibodies.

2. Preparation and identification of fully human anti-ricin neutralizing antibodies

Fully human neutralizing antibodies specific to ricin were screened and prepared
by hybridoma antibody technology by using ricin toxoid-immunized human antibody
transgenic mice. The experimental results showed that all 10 anti-ricin monoclonal
antibodies were human sequences, including 3 RTA-specific antibodies, 2 RTB-specific
antibodies, and 5 antibodies binding to RTA and RTB, of which EC50 was 0.12 μg/mL ~
46.16 μg/mL. The fully human anti-ricin neutralizing antibody 4-4E was screened and
identified in vitro and in vivo. The experiments results in vivo showed that the survival
rate of mice within 24 h of 2.5 mg/kg antibody injection and intraperitoneal injection of
2×LD50 ricin within 72 h before challenge was 83%, and the intestinal damage of mice
was significantly reduced compared with the control group.

3. Prevention of ricin poisoning by DMAb-expressed antibodies

DMAb technology was used to construct DMAb with anti-ricin antibody sequence,
and the ability of DMAb to secrete antibodies and prevent ricin poisoning was detected
in vitro and in vivo. The experimental results showed that DMAb-4D12, DMAb-4-4E
and DMAb-c43RCA had good antibody secretion ability in vitro and in vivo, and the
level of human antibodies in mouse serum reached more than 10 μg/mL on the 7th day
after transfection, concentrated in the intestinal and gastrocnemius muscle tissues. The
murine antibody 4D12 was continuously expressed in mice for more than 120 days.
After 25 μg transfection of DMAb-4-4E or DMAb-c43RCA, the survival rates of mice
injected of 2×LD50 ricin in 72 h were 83% and 100%, respectively. The blood glucose of
mice returned to normal within 72 h after challenge, and the intestinal damage were
reduced compared with the control group. At the same time, the experimental results
showed that DMAb electrotransfection led to granulocyte infiltration of gastrocnemius
muscle tissue, inflammatory response and restorative damage to the kidney, spleen and
liver.
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4. Exploration of the antibody RT-protecting mechanism

Bioinformatics and related experiments are used to predict and explore the binding
details of antibody antigens to understand the internal mechanism of 4-4E neutralizing
function. The experimental results showed that 4-4E antibodies could hinder the
intracellular reverse transport of ricin, decrease ricin residence in the Golgi apparatus
and increase ricin residence in early endosomes. At the same time, 4-4E antibodies
could hinder PDI hydrolysis of ricin disulfide bonds. Further prediction of results
showed that 99D/101Q/102Q in the 4-4E heavy chain variable region CDR3 played a
key role in antigen-antibody binding.

The above results showed that there was a significant difference between the
immunodominant epitope and the neutralizing epitope of ricin, and the weakly binding
antibody of ricin may have strong neutralizing activity, and the fully human anti-ricin
neutralizing antibody 4-4E specifically targeted RTA, EC50 was 22.58 μg/mL, and the
antibody protein and its DMAb had a good protective effect on ricin-poisoned mice by
hindering the intracellular reverse transport and disulfide bond hydrolysis of ricin. This
study strives to comprehensively analyze ricin epitopes and develop a new fully human
ricin-neutralizing antibody drug to provide important experimental data reference for
the prevention of ricin poisoning. This study has made a useful exploration for the
analysis of ricin epitopes, which has theoretical and practical significance for the
development of fully human ricin-neutralizing antibody drugs.

Keywords: Ricin toxin, Single-cell sequencing, Fully human antibodies,
Neutralizing antibodies, DMAb
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前 言

1蓖麻毒素研究进展

蓖麻毒素（Ricin toxin, RT）是蓖麻籽中含有的一种植物毒素，属于Ⅱ型核糖

体失活蛋白。蓖麻毒素毒性剧烈，可以通过多种途径导致哺乳动物中毒并致死，

成人肌肉注射蓖麻毒素的 LD50大约为 22 μg/kg。轻度染毒者出现腹泻、恶心和头

痛症状，腹泻严重者伴随有脱水症状；严重中毒患者，血压迅速下降并四肢抽搐。

蓖麻毒素理化性质稳定、制备成本低廉、中毒途径多，历史上曾多次被用作

暗杀武器，至今仍然未有特效解毒剂[1]。1978年，保加利亚作家马尔科夫在伦敦

被特制雨伞注入蓖麻毒素，四天后中毒逝世。2003年，美国截获两封寄往白宫的

含有蓖麻毒素的信件。2013年，密西西比一名男子在寄给奥巴马和共和党议员的

信件中加入蓖麻毒素，信件后来被截获。作为毒素战剂武器，蓖麻毒素获取来源

广泛且毒性极强，严重威胁社会公共安全[2]。

1.1 蓖麻毒素的理化性质和分子结构

蓖麻毒素为白色粉末或固体结晶，无味，不溶于氯仿、乙醇等有机溶剂，易

溶于稀酸或盐类水溶液，在饱和硫酸铵溶液中能够沉淀析出。高温高压可使蓖麻

毒素蛋白发生变性，从而失去毒性，但干热状态下不易变性。和一般蛋白质相比，

蓖麻毒素理化性质较为稳定，对温度和 pH不敏感，在半乳糖溶液中可以保存数

月而不失活，冻干后在-80℃冰箱可以保存十年以上。

蓖麻毒素含有 541个氨基酸，分子量约为 60~64 kDa。蓖麻毒素全毒素包含

蓖麻毒素 A 亚基（ricin toxin A chain, RTA）和蓖麻毒素 B 亚基（ricin toxin B

chain, RTB）两个亚基，两个亚基通过二硫键相连。蓖麻毒素 A亚基是一种 N-糖

苷酶，能够对核糖体发挥活性抑制作用，使 28S rRNA第 4324位脱去腺嘌呤，阻

碍细胞的蛋白质合成功能。蓖麻毒素 A亚基含有 267个氨基酸，分子量约为 32

kDa。蓖麻毒素 A亚基呈高度α螺旋化，包含由三个主要结构域形成的 N-糖苷酶

活性口袋，其活性位点主要为 177位 Glu和 180位 Arg。蓖麻毒素 B亚基通过与

细胞表面糖蛋白受体特异性结合，使蓖麻毒素驻留在细胞表面，通过胞吞进入胞
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内。蓖麻毒素 B亚基含有 262个氨基酸，分子量约为 34 kDa[3-5]。蓖麻毒素 B亚

基呈双叶形结构，两个半球各成一个结构域，每个结构域包含三个亚区（α，β，

γ），研究表明，1α、1β、2γ三个亚区具有半乳糖残基结合活性[6]。

1.2 蓖麻毒素的毒性机制

1.2.1蓖麻毒素的高剂量毒性机制

蓖麻毒素发挥毒性的一个特点是存在剂量依赖性，在高剂量下蓖麻毒素发挥

毒性的方式主要表现为蛋白质合成功能障碍。根据机体暴露于蓖麻毒素的途径不

同，其毒性强弱也存在差异。蓖麻毒素通过吸入途径进入机体的毒性最强，能够

导致严重的肺损伤。蓖麻毒素借助 B亚基结合细胞膜表面半乳糖残基，利用细胞

胞吞进入胞内（如图 1所示）。蓖麻毒素分子沿高尔基体-内质网腔的方向逆向转

运，在内质网时蛋白质二硫键异构酶（protein disulfide isomerase, PDI）会催化蓖

麻毒素两个亚基间的二硫键水解，导致 A、B亚基分离[3,6,7]。蓖麻毒素 A亚基通

过分子内的赖氨酸的含量影响聚泛素与自身的结合，进而逃逸内质网参与的蛋白

降解过程（ER-associated protein degradation, ERAD）。逃逸该过程的蓖麻毒素 A

亚基分子将转运至胞浆，最终发挥毒性。目前，人们对于蓖麻毒素在逆向转运借

助的中间媒介还没有得出答案，但研究表明，逆向转运抑制剂能明显降低蓖麻毒

素的毒性[7,8]。

1.2.2蓖麻毒素的低剂量毒性机制

当蓖麻毒素处于低剂量时，蓖麻毒素发挥毒性的方式主要表现为诱导细胞凋

亡、细胞膜结构和功能损伤以及细胞炎性损伤。一方面，研究表明蓖麻毒素可导

致细胞内线粒体膜电位丧失、细胞色素 c释放、Caspase-3 和 Caspase-9 活化、核

仁断裂和 DNA 降解。 Caspase-3、Caspase-7、Caspase-8 and Caspase-9参与该途

径，并诱导细胞凋亡，同样的机制也存在于蓖麻毒素 A亚基中 [9-13]。另一方面，

越来越多的研究表明，蓖麻毒素会引发先天免疫反应，增加促炎细胞因子的释放

和全身炎症，导致随后的多器官衰竭[14]。这种炎症反应说明，先天免疫系统导致

且加剧了这种炎性损伤 [15]。在 RAW264.7 巨噬细胞中，蓖麻毒素诱导的 28S

rRNA 脱嘌呤导致了细胞外调节蛋白激酶（extracellular regulated protein kinases,

ERK）、氨基末端激酶（c-Jun N-terminal kinase, JNK）和丝裂原活化蛋白激酶

（mitogen-activated protein kinase, MAPK）信号通路的激活，MAPK 信号通路的

激活最终将导致一系列促炎细胞因子激活[16]。另外，相关研究结果表明，蓖麻毒
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素还可以结合细胞膜表面 Toll样受体 4（Toll-like receptor 4, TLR4）激活下游核

因子 NF-κB（nuclear factor κB, NF-κB）信号通路，最终导致促炎反应[17,18]。

图 1 蓖麻毒素在胞内逆向转运示意图[150]

Figure 1 Schematic diagram of ricin reverse transport within the cell
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图 2 蓖麻毒素中和性抗原表位示意图[150]

Figure 2 Schematic diagram of ricin-neutralizing epitopes

（A）蓖麻毒素结构示意图；（B）蓖麻毒素中和性抗原表位示意图

2蓖麻毒素中和抗体概述

到目前为止，临床上还没有已批准的针对蓖麻毒素中毒的特异性治疗方案。

为了显著提升蓖麻毒素中毒后相关时间点的存活率，唯一有效的治疗方法是蓖麻

毒素中和抗体。本节从以下两个角度总结了涉及蓖麻毒素中和抗体的主要研究：

①不同结合表位的蓖麻毒素中和抗体；②不同改造策略下的蓖麻毒素中和抗体。

这些抗体在预防和治疗蓖麻毒素中毒方面展示了有效的中和活性和抗体药物潜力。
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2.1 结合不同亚基的蓖麻毒素中和抗体

2.1.1抗 RTA中和抗体

2009年，Thibaut Pelat利用 RTA免疫食蟹猴构建了一个库容 2×108的噬菌体

单链抗体展示文库，并从中筛选得到了高度人源化的抗蓖麻毒素中和性单链抗体

43RCA[19]。 2016 年，Renaud Respaud 继续对 43RCA 进行人源化改造获得

43RCA-G1，通过雾化吸入式给药能够保护食蟹猴免受蓖麻毒素中毒[20]。2010年，

O'Hara JM等开发了抗 RTA中和抗体 SyH7和 PB10[21]，PB10可以对注射蓖麻毒

素 3小时内的动物提供 100%保护，并且可以在提前 24小时注射 10 mg/kg剂量中

预防致死量的蓖麻毒素[22,23]。2010年，Neal LM等开发了结合 RTA的鼠源抗体

GD12和 R70，其中 GD12特异性结合 RTA线性表位 L161到 I175，提前 24小时

注射 5 μg剂量的 GD12或 R79均可以保护小鼠免受 5×LD50剂量的蓖麻毒素中毒

[23,24]。2013年，O'Hara JM等又开发了抗 RTA鼠源抗体 IB2，并利用 PDI重组蛋

白在体外研究发现抗体能够完全阻断 PDI对蓖麻毒素二硫键的还原[25]。2013年，

David J Vance利用蓖麻毒素免疫羊驼，构建了噬菌体展示文库，筛选得到 E5、

F5和 D10三个抗 RTA的单域抗体，D10的体外中和 IC50达到了 0.15 nM[26,27]。

2016年，Tal Noy-Porat则通过同样的方法免疫猕猴并构建噬菌体展示文库，筛选

得到抗 RTA抗体 MH1，体外中和蓖麻毒素的 IC50低于 0.001 nM[28]。2017年，

Michael J Rudolph筛选噬菌体展示库制备驼源中和性单域抗体 V5E1，体外中和蓖

麻毒素的 IC50低于 1 nM[29]。

动物实验结果表明，机体产生的抗体 84%针对 RTA，13%针对 RTB。在

RTA特异性抗体中，只有 6%能够中和蓖麻毒素，其他 94%不能够保护细胞免受

蓖麻毒素损伤[30]。对于 RTA上的中和表位，研究表明，有六个免疫优势区域，

其指定如下：区域Ⅰ（30~60），区域Ⅱ（78~108），区域Ⅲ（120~150），区域Ⅳ

（170~190），区域Ⅴ（204~240）和区域Ⅵ（258~264）（如图 2所示）。其中五

个表位簇可以由以下六个中和抗体识别：FGA12（Ⅰ区），PB10（Ⅱ区），GD12

（Ⅳ区），SyH7（Ⅳ区），SB1（Ⅴ区），BD7（Ⅵ区）。进一步研究发现，

FGA12和 BD7不具有体外中和活性，SB1具有体外中和活性但不具有体内中和

活性[30]。除此之外，RTA上还存在一个容易被研究者忽视的特殊表位。他们发现

存在一系列抗体特异性结合 RTA的疏水口袋，在 RTA与 RTB分离之前，RTA

分子不会暴露该表位。作为“胞内抗体”，这些抗体可以阻断 RTA与 P茎蛋白

的相互作用，并阻断 RTA对核糖体的脱嘌呤作用[31]。这些研究结果充分说明了
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抗体结合表位对抗体中和蓖麻毒素的能力至关重要[21]。

R Baluna发现 RTA抗体通过结合 RTA能够降低炎症反应和线粒体自噬[32]，

因此 RTA介导的蛋白质合成抑制和细胞凋亡与分子表面的不同表位高度相关。

Anastasiya Yermakova在研究中发现 R70和 SyH7这两种特异性针对 RTA不同表

位的抗体会干扰蓖麻毒素从质膜到高尔基体的转运。在细胞表面形成的抗原抗体

复合物增加了蓖麻毒素在囊泡中的累积，最终累积的蓖麻毒素将在溶酶体中降解，

证实 R70和 SyH7等 RTA抗体中和蓖麻毒素的机制是阻碍逆向转运[23,33]。

2.1.2抗 RTB中和抗体

2006年，Carolyn R McGuinness等开发了抗 RTB鼠源抗体 24B11，24B11阻

碍蓖麻蛋白与原代小鼠脾细胞和人粘膜上皮细胞表面的半乳糖苷受体结合，对蓖

麻毒素的中和效率是抗 RTA抗体 R70的两倍[34-37]。2013年，Wei-Gang Hu等通

过杂交瘤技术制备了抗 RTB鼠源抗体 D9及其人源化抗体 hD9[38]。以每只小鼠 5

μg的剂量腹腔注射 D9，可以在 5×LD50蓖麻毒素攻毒 6小时后完全保护小鼠[39]。

2013年，David J Vance通过噬菌体单域抗体展示库筛选到九种抗 RTB单域抗体，

其中唯一的中和性单域抗体是 B7，体外中和蓖麻毒素的 IC50可达 4 nM[26]。2014

年，Erin K Sully等开发了 JB4和 SylH3两株抗 RTB鼠源抗体及其嵌合抗体，JB4

能够可以完全保护小鼠免受 5×LD50剂量的蓖麻毒素中毒，而 SylH3只可以提供部

分保护。2016年，Tal Noy-Porat通过免疫猕猴构建了噬菌体展示文库，筛选得到

抗 RTB抗体MH75，体外中和蓖麻毒素的 IC50低于 0.001 nM[28]。

抗 RTB中和抗体可根据其靶向的表位分为两类：Ⅰ型抗体，以 SylH3为例，

抑制蓖麻毒素与细胞表面受体的结合；而Ⅱ型抗体，以 24B11为例，阻碍质膜和

反面高尔基体管网状结构（Trans Golgi Network, TGN）之间的细胞内毒素转运。

SylH3以剂量依赖性方式结合 RTB-1α，而 24B11以剂量依赖性方式结合 RTB-2γ

（如图 2所示）。还有研究发现 JB4 的结合表位位于子结构域的 2γ内，因此，在

RTB的 6个子结构域中，1α和 2γ是两个极为关键的中和性表位，对蓖麻毒素的保

护性免疫起决定性作用[34,40]。

2.1.3抗体鸡尾酒疗法

抗体鸡尾酒（antibody cocktail）疗法是指将不同比例的不同抗体组合混合使

用的治疗方法，能够提升单一抗体治疗效果，实现“1+1>2”的治疗作用。单个

中和抗体的中和能力可能会由于单一的结合表位而表现不佳，通过使用对蓖麻毒
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素具有不同结合表位的几种中和抗体的组合，可以显著提高单个中和抗体的中和

能力 [41]。2011 年，Julie Prigent 鉴定抗 RTB 中和抗体 RB34 的体外 IC50 为 59

ng/mL，通过与 IC50为 1276 ng/mL的 RB37联用将 IC50降低至 41 ng/mL，再将该

两株抗体与 IC50为 1988 ng/mL的 RA36联用进一步将 IC50降低至 31 ng/mL，充分

说明了抗体鸡尾酒疗法对蓖麻毒素中毒治疗效果的改善[42,43]。2013年，Wei-Gang

Hu制备了蓖麻毒素中和抗体 B10和 D9，虽然 B10的亲和常数是 D9的 8倍左右，

但通过将 B10与 D9联用显著提高了体外中和蓖麻毒素的能力[38]。2013年，类似

的结果在其他研究中发现，David J Vance通过联用抗 RTA抗体 D10和抗 RTB抗

体 B7 将 IC50提高了近一个数量级 [26]。2017 年，Tal Noy-Porat 在比较 MH1、

MH73和MH77的体外中和活性时发现，虽然 MH73的半数保护剂量是其他几株

抗体的几十倍，但 MH73与 MH77或 MH1联用都能够显著降低半数保护剂量。

在随后的研究中，基于三抗体的抗体鸡尾酒（MH1+MH75+MH77）对暴露于蓖

麻毒素 24 小时后的小鼠能够产生 80%的保护率 [44]。 PB10 或抗体混合物

（PB10+SylH3）可以对接受致死剂量的蓖麻毒素的小鼠进行治疗并使其存活。

PB10治疗的小鼠表现出体重减轻、中度肺部炎症和肺巨噬细胞凋亡，进一步使用

抗体鸡尾酒处理的小鼠在以上所有方面均显示正常[45,46]。这些研究结果提示，两

种或两种以上不同抗原表位的蓖麻毒素抗体的联合使用可能提升抗体疗效[47]。

2.2不同改造策略的蓖麻毒素中和抗体

越来越多的蓖麻毒素中和抗体进化策略有望帮助开发针对蓖麻毒素中毒的新

型抗体治疗药物。基于重组蛋白，不同类型的中和抗体具有独特的治疗优势，本

文总结了目前对蓖麻毒素中和抗体进化策略的知识。

2.2.1嵌合抗体

嵌合抗体（chimeric antibody）是指通过基因克隆技术对鼠源单克隆抗体进行

改造，将其恒定区序列全部替换为人源抗体恒定区序列，这种改造方法由于保留

了亲本抗体的可变区，因此可以较好地保留功能活性，同时引入人源抗体恒定区

降低免疫原性。Erin K Sully 等通过改造鼠源抗蓖麻毒素抗体的恒定区制备了

GD12、SyH7、PB10、SylH3和 JB4一系列嵌合抗体。其中所有抗体都显示出与

亲本抗体无显著差异的体外中和活性，但在体内保护实验中，c-JB4与 JB4的保

护能力相差较大，c-PB10的保护能力与亲本抗体无差异。在注射蓖麻毒素后的

4~5小时注射 c-GD12或 c-PB10均能够保护 90%以上的试验小鼠，研究结果说明
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嵌合抗体与其亲本抗体的中和能力基本相一致[22]。

2.2.2人源化抗体

由于鼠源抗蓖麻毒素抗体容易引起人抗鼠抗体（human anti-mouse antibody,

HAMA）反应，因此人源化抗体应运而生。人源化抗体是指运用基因克隆技术在

嵌合抗体的思路上进一步改造亲本抗体的可变区。这种方法最终可以得到人源化

程度 90%以上的抗体，相比嵌合抗体人源化程度更高，但其技术难度大，对可变

区的改造容易导致抗体活性丢失。

一种人源化改造的方法是互补决定区（complementarity determining region,

CDR）嫁接，通过将亲本抗体的 CDR区和人源骨架区或恒定区相嫁接，得到人

源化程度较高的人源化抗体。D9抗体可在攻毒 6小时后保护小鼠，因此是作为人

源化改造的合适对象。2012 年，研究者通过 CDR 嫁接的方法，将人源化 D9

（hD9）抗体 CDR进一步移植到人重链和轻链恒定区，组成完整的 hD9抗体。相

比之下，人源化抗体 hD9也具备类似的中和蓖麻毒素毒性的能力，但仅能在 4小

时后完全保护小鼠，攻毒后 6小时给药的保护率仅有 50%[39]。2016年，其他研究

者对 43RCA抗体进行人源化改造，通过对轻重链可变区比对，并移植到κ恒定区

的人免疫球蛋白 G（Immunoglobulin G, IgG）的骨架上得到 43RCA-G1抗体。结

果表明，它还保留了与亲本抗体相同的亲和力和中和活性，表明突变并未削弱其

结合和中和蓖麻毒素的能力。另一种人源化改造的方法是构建噬菌体抗体展示文

库，调取非人灵长类动物体内的抗体基因进行筛选[20]。2016年，Tal Noy-Porat通

过免疫猕猴，构建了噬菌体单链抗体展示文库，从中筛选得到 10种蓖麻毒素中

和抗体（5种抗 RTA抗体和 5种抗 RTB抗体）。携带有这些可变区的抗体能够

完全保护蓖麻毒素中毒六小时后的小鼠[28]。

2.2.3双特异性抗体

双特异性抗体（bispecific monoclonal antibody, BsAb）是指同时对不同抗原表

位均具有特异性结合能力的抗体。双特异性抗体的构建方式有很多，比较常见的

是改变 IgG中的一条轻链和一条重链的可变区部分，使同一个 IgG能够携带两对

不同的轻重链可变区。2012年，张天成将抗 RTA抗体 6C2和抗 RTB抗体 3E1联

合给药后，发现抗体在体内外的保护水平都得到了较大提高[48-50]。因此，研究人

员设计了一种双特异性抗体 DVD，分别含有 6C2抗体和 3E1抗体可变区。体内

外攻毒保护实验的结果显示其保护效果，相比单个中和抗体提升了 10多倍，相
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比 6C2抗体和 3E1抗体联用提升 3倍。DVD抗体阻碍了 PDI与 RT的空间结合位

点，导致二硫键无法水解，使 RTA在内质网中滞留，从而无法进入胞质发挥毒

性。2013年，David J Vance根据之前抗 RTA抗体 D10和抗 RTB抗体 B7联用能

够提高体外中和能力的研究结果，设计了二聚单域抗体 D10/B7，进一步降低 IC50。

除此之外，研究还表明二聚单域抗体 E5/B7可以 100%保护小鼠受到的 10×LD50

RT攻毒[26]。Na Dong等制备的鼠源抗体 4C13可以识别并结合 RTA、RTB，并对

蓖麻毒素全毒素以高亲和力结合。经静脉注射，抗体 4C13即使在中毒后 6小时

也可以在 20 μg/kg剂量下保护小鼠。研究结果说明分别结合 RTA和 RTB的抗体

有可能存在某种机制阻碍 RT发挥毒性[51]。

2.2.4单链抗体

单链可变区片段（single chain fragment variable, scFv），又称单链抗体，是

通过柔性 linker将轻链可变区和重链可变区相连得到的重组抗体。这种抗体形式

在完整保留抗原特异性的同时，大大降低了抗体的分子量大小，有利于加快体内

清除代谢并提升组织穿透性[52-54]。2009年，Thibaut Pelat 等人通过筛选噬菌体展

示文库得到单链抗体 43RCA，该单链抗体展示了优异的蓖麻毒素特异性结合和中

和活性，并可以在 41 pM剂量下有效中和蓖麻毒素[19]。2016年，Tal Noy-Porat等

人通过筛选免疫后的噬菌体展示文库得到 10种单链抗体，实验结果显示，10种

单链抗体均能够在体外中和蓖麻毒素，其中MH76抗体可在小鼠蓖麻毒素中毒 6

h后 100%保护小鼠[44]。2019年，笔者也曾通过噬菌体展示文库筛选并制备抗蓖

麻毒素单链抗体 JE11，并验证了抗体在体内外对蓖麻毒素的中和作用[55,56]。

2.2.5单域抗体

单域抗体（Single-domain antibody, sdAb）是仅包含单个可变区的抗体片段，

相比其他抗体形式，单域抗体是天然抗体中保留抗原特异性的最小片段[57-59]。

2014年，Cristina Herrera等研究人员发现了一株 RTB特异性单域抗体 24B11，该

抗体在体外实验中具有良好的中和能力，随后制备了基于 24B11抗体序列的单克

隆抗体，可在体内发挥良好中和活性[60]。2015年，研究人员继续制备了基于单域

抗体的双特异性抗体，同样可以保护蓖麻毒素中毒小鼠，并且发现异源二聚体保

护效果优于同源二聚体[61]。2022年，Timothy F Czajka等人开发了一种抗蓖麻毒

素抗体 V9F6，可以通过阻断 RTA与核糖体 P-茎蛋白的结合来中和蓖麻毒素[31]。

这些结果提示了单域抗体在中和蓖麻毒素方面的优势。
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3 DMAb研究进展

单克隆抗体（monoclonal antibody, mAb）疗法彻底改变了现代医学的格局。

迄今为止，为了治疗传染病、癌症、哮喘和自身免疫症等疾病，美国食品和药物

管理局和欧洲药品管理局共批准了 80多种抗体药物。但抗体药物开发仍然存在

大量局限性，严重阻碍了药物走向临床应用[62,63]。其一，抗体氨基酸序列所决定

的蛋白理化特性常常导致抗体蛋白聚沉和体内外不稳定等问题。其二，抗体药物

进行体内给药需要较高剂量才能达到治疗效果，因此成本通常较高。抗体药物的

规模化生产所包含的无内毒素的生产环境和耗材、后续纯化所需耗材都让成本更

加昂贵[64,65]。其三，抗体药物由于分子量大，难以被一些特定的靶组织摄取，从

而导致体内清除率高，半衰期短。为了维持药物与血液之间的动态平衡，绝大多

数已上市抗体药物需要多次给药，给临床患者治疗带来不便。

基于以上这些原因，抗体药物开发与递送的新方法、新形式成为了领域研究

热点。David B. Weiner 创新性地发明了 DNA 编码单克隆抗体（DNA-encoded

monoclonal antibody, DMAb）技术，并将其广泛应用于癌症治疗和抗病毒领域。

DMAb是携带重组抗体基因的 DNA质粒，可以在体内迅速表达抗体，2周内达到

血清浓度峰值，并持续 2~3个月[66,67,77,78,128,129]。此后随着质粒不断从细胞中丢失，

mAb将从血清中自然清除[68,69]。全球新冠疫情爆发后，其团队利用该技术比较了

DMAb形式的抗体鸡尾酒与对应的临床上的重组抗体鸡尾酒替沙吉韦单抗和西尔

加维单抗，功能表征结果显示，与直接注射重组蛋白相比，DMAbs编码的抗体在

预防 SARS-CoV-2的多种动物攻击模型中表现出相似的特异性、广泛的抗病毒效

力和同等的保护效果。在药代动力学研究中，与重组蛋白直接给药相比，DMAb

递送维持了更持久的血清抗体滴度。数据表明，DMAb抗体鸡尾酒对 SARS-CoV-

2 Omicron变异株具有很好的识别和抗病毒活性。该研究表明了 DMAb技术在新

一代生物制剂研发方面有巨大的研究潜力。该技术首次在小鼠中使用抗登革热病

毒单克隆抗体进行测试，结果表明，在肌内给药 2种针对不同病毒表位的 DMAb

后，小鼠血清对所有四种登革热血清型均存在中和能力[70]。

3.1 DMAb体内递送

在体内大量表达抗体必须依赖高效率的递送方法。由于体内环境的多样性和

复杂性，裸 DNA进入体内即迅速降解，对大型哺乳动物如猴子和人类进行高效
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率的胞内递送十分困难。将外源性 DNA递送至真核细胞是一个十分复杂的过程，

在 DNA最终到达细胞核之前，DNA必须克服三个主要障碍：细胞膜、细胞质和

核膜。当 DNA进入到肌肉组织后，首先将面对细胞外基质层（表观肌、肌周和

肌内膜）的阻拦。在穿过细胞膜后，细胞质中的溶酶体可能拦截和降解 DNA。然

后，DNA分别通过微管快速运输和肌动蛋白丝缓慢运输，最终抵达核膜。

因此，研究人员发明了一种暂时增加细胞通透性的物理方法，即电穿孔

（Electro-Poration, EP）。电穿孔通过短暂的电脉冲使哺乳动物细胞的脂质双分子

层膜内产生短暂的亲水途径，使 DNA分子可以高效地穿过细胞膜结构进入核内。

自适应电穿孔利用了方向变换场，具有深度传感新技术和集成电阻传感。这大大

提高了 DNA递送耐受性，并将体内转染效率提高了约 500~1000倍，从而直接增

加了蛋白质表达[48]。目前电穿孔技术已广泛用于基因治疗领域，相关转染装置也

已经在实验动物和临床中进行了应用。其中 Cellectra-3P电穿孔装置应用较为广

泛，这是一种针对皮肤的真皮和皮下层的微创电穿孔设备[71-73]。新冠疫情爆发不

久，印度紧急授权批准了一款 DNA新冠疫苗 ZyCoV-D，这是全球第一款 DNA

新 冠 疫 苗 ， 使 用 Cellectra-3P 作 为 专 用 注 射 器 。 2022 年 9 月 ， Inovio

Pharmaceuticals公司和 GeneOne生命科学公司联合开发了全球首款预防丙肝疫苗

GLS-615，也使用 Cellectra-3P装置进行电穿孔。

在各种复杂参数中最重要的变量因素是电脉冲的大小。连续的电脉冲可以透

化细胞膜，但电压不能太高以防对细胞造成不可逆损伤。研究人员在实验初期探

索了低压和高压的电脉冲，结果显示，使用持续时间较长的低压电脉冲的转染效

率低于使用短时间的高压电脉冲。另外，转染的靶组织也直接影响了转染效率。

骨骼肌由于其解剖学特性，适合用于全身性基因治疗。DNA介导的蛋白表达水平

主要取决于电转染选择的肌肉类型：Ⅰ型肌肉（缓慢表达，如比目鱼肌）或Ⅱ型肌

肉（快速表达，如腓肠肌）。肌肉纤维的局部损伤可以逐渐恢复，这确保了蛋白

持续表达。在这种恢复过程中，卫星细胞是骨骼肌生长和再生所必需的成肌细胞

的来源，其所介导的肌纤维再生可能是延长基因表达的主要机制[143]。

除此之外，还有其他一些方法，能够提高转染效率。通过透明质酸酶对肌肉

进行预处理，可以暂时促进细胞外基质分散，提高转染效率[74,75]。在早期的相关

研究中，Yamazaki等人在透明质酸酶预处理前观察到小鼠的表达量为 4 ng/mL，

而经过透明质酸酶预处理后表达量高达 15 μg/mL[76]。其他几项研究结果也表明，

透明质酸酶预处理后体内表达将增加[77-79]。Schommer等人最近的一项研究利用
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软骨素酶降解软骨素，作为透明质酸酶的替代品，也达到了类似的效果[80]。通过

提前注射高渗蔗糖溶液也可以提高肌细胞摄入 DNA效率，但由于蔗糖溶液对于

肌内膜和肌细胞膜并无破坏，这些物理屏障对 DNA的摄入仍有一定的阻碍作用。

另外，通过提前向肌肉中注射心肌毒素，可以对肌纤维造成损伤，并诱发处于肌

纤维基底层和细胞膜之间的肌肉干细胞迅速向成熟肌细胞分化。在肌肉再生过程

中，注入质粒 DNA，可使转染效率提高约 10倍，这可能是肌肉的再生打乱了正

常的组织结构，使注入的 DNA溶液较易扩散。此外，尚未完全成熟的肌纤维摄

取 DNA的能力较成熟肌细胞强。同时，施用局部麻醉可以导致肌肉松弛，同样

对加速 DNA扩散起到了重要作用[80]。

3.2 DMAb体内表达人源 IgG

受机体免疫和代谢系统影响，全人源抗体的体内表达在动物模型中仍面临一

些问题。在使用与动物种属匹配的 Fc进行的 DMAb研究中，例如全鼠源抗原结

合片段（Antigen-binding fragment, Fab）[66,81]或全鼠源 IgG，小鼠血清中的抗体持

续时间较长；而全人源抗体在小鼠体内表达持续时间较短。有研究表明，人源抗

体作为外源物质在免疫功能正常动物体内递送的过程中会出现快速免疫反应或抗

药抗体（Anti-drug antibody, ADA）反应，进而影响人源抗体在模型动物体内的表

达量和表达持续时间[82]。

为了解决蛋白与实验动物种属之间的差异问题，研究人员通常会构建携带实

验动物恒定区序列的嵌合抗体，用来更准确地观察抗体可变区在体内发挥的功能

活性。为了更精准地表征人源抗体在动物体内的表达情况，研究人员通常采用

“免疫屏蔽”的策略。一种常见的方法是使用免疫缺陷动物进行评价，如免疫缺

陷 RAG1敲除鼠或裸鼠。Patel等人发现，抗 DMAb抗体反应是主要组织相容性

复合体（Major Histocompatibility Complex, MHC）Ⅱ类依赖性的，使用 T细胞耗

竭的小鼠模型可以消除该反应[78]。T细胞耗竭动物模型是一种免疫缺陷动物，可

以作为评估人 IgG抗体表达和功能的替代模型。然而，免疫缺陷小鼠无法模拟功

能性免疫系统的复杂性，所以是否能够作为临床前动物模型还有待商榷。最近研

究发现，NSG小鼠清除重组抗体药物的速度比其他小鼠模型快，这对评价该动物

模型中的抗体药物带来了更多待解决的问题[83]。David B. Weiner等人使用 B6.Cg-

Foxn1nu/J无胸腺小鼠评价了抗铜绿假单胞菌双特异性抗体基因 DMAb-BiSPA的

体内表达情况。对胫骨前肌或股四头肌单次注射 100 μg剂量的 DNA质粒，在注
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射部位进行电转染后，该小鼠体内可以检测到长达 100~120天的长期抗体表达[78]。

另一种方法是 T细胞耗竭，该技术在免疫学上已经有了很广泛的应用，通过抗

CD4和抗 CD8抗体实现小鼠体内免疫细胞的瞬时耗竭。Ami Patel等人利用小鼠

感染模型进行抗埃博拉病毒的 DNA编码抗体的体内转移试验中，利用 T细胞耗

竭的方法屏蔽了 DMAb注射早期的小鼠免疫功能，从而避免了鼠抗人抗体反应，

在 14~21天后，小鼠免疫细胞功能恢复正常，抗体基因长期表达[68]。而与未进行

T细胞耗竭的对照组相比，在 DMAb注射的 14天内观察到了强烈的抗抗体反应，

伴随着抗体表达水平的急剧下降。T细胞耗竭的优势在于免疫细胞的消耗只是暂

时的，小鼠的免疫功能几天内即可恢复正常，从而能够在免疫功能正常鼠体内表

达人源抗体并进行后续体内实验。

3.3 DMAb生物安全性

迄今为止，质粒 DNA已经历了超过 30年的广泛研究，但还未发现任何与质

粒 DNA相关的严重不良事件的报告[84,85]。DNA质粒注射耐受性良好，即使高剂

量给药，也未发现存在与 mRNA注射类似的不良反应。曾有学者提出质粒 DNA

与基因组整合的可能是质粒 DNA平台的风险因素之一。不过相关研究结果表明，

在电穿孔给药后约 49天内， 200 μg/只 DNA质粒在小鼠的大多数组织中被迅速清

除（不包括肌肉），未发现质粒整合到宿主基因组中。无论质粒中存在的编码序

列和非编码序列如何，至今还没有观察到 DNA质粒在基因组中的插入，这证明

了 DMAb进行各种传染病预防的抗体表达所具有的安全性和适用性。这些结果有

力地支持了 DMAb作为核酸抗体药物的进一步临床开发。

除此之外，来自质粒 DNA的过度表达的影响也须加以重视，某种蛋白质的

超常规表达可能导致免疫系统受到不适宜的刺激，导致急性期反应和慢性炎症反

应的发生、自身免疫集结和正常组织的损伤。无论对临床还是临床前试验而言，

自身免疫反应都是一种潜在的危险，那么临床前研究必须保持足够长的时期，以

使这些不正常的情况显示出来。研究结果显示，最常见的不良反应是注射部位疼

痛、发红、肿胀和瘙痒，发生在大约一半的受试者中。与头痛、肌痛、上呼吸道

感染、疲劳和恶心相关的全身性不良事件在受试者中不常见[85,86]。

此外，传统 DNA质粒中通常含有细菌相关序列，尤其是抗生素或抗性标志

物容易产生生物安全性问题，监管部门建议避免使用它们进行治疗。因此，研究

人员开发了一些无抗生素抗性标记的质粒骨干，并用于大规模无抗生素生产，如
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pCOR、pORT和 npDNA（NTC8385-VA1和 NTC9385R）[87]。pCOR载体是专为

基因治疗而设计和开发的 DNA质粒，符合多项质量安全标准。该质粒携带最少

量的细菌序列并且不含抗生素抗性基因，并在改造后精氨酸依赖的大肠杆菌中复

制拷贝，可以最大限度地防止在生产或治疗过程中发生感染[87,88]。npDNA同样去

除了抗生素抗性基因并拥有更小的质粒骨架，这可以改善基因表达，也利于大规

模工业化生产，并符合相关监管条例[86]。研究人员发现，等摩尔剂量的携带抗生

素抗性基因的传统 pSSI表达载体和该新型载体均可以诱导同水平的蛋白表达。

4单细胞测序技术概述

自 2009年首次问世，十几年以来单细胞测序技术一直在持续不断地发展。

近几年，单细胞测序技术出现了爆发式的发展和普及。随着对细胞功能和表达的

深入研究，研究者们逐渐清楚地认识到，同群细胞间看似相同，但其中单个细胞

与细胞之间的表达存在着差异[101]。因此，单细胞测序技术应运而生，该技术可以

帮助将细胞进行单个分离、测序和分析[102,103]。

以 10X Genomics Chromium转录组测序为例，细胞与逆转录试剂预混在一起，

通过微流控芯片的一条通道，与另一通道中携带有不同 barcode的 gel beads被包

裹在一个油滴中，组成含有单个细胞和单个凝胶珠的油包水滴 GEMs。每一个凝

胶珠携带足量的核酸链，而每条核酸链由 read primer、barcode、UMI、poly尾组

成。一个凝胶珠上所有的核酸链的 barcode是相同的序列，用于标记细胞。一个

凝胶珠上所有的核酸链的 UMI是各不相同的，用于标记不同的 RNA序列。之后，

对测序样本进行 cDNA回收、建库和测序，通过识别 barcode得到单个细胞的表

达矩阵等数据。这种单细胞检测平台的商业化，使得单细胞测序技术的使用门槛

和检测成本大大降低，而且提高了细胞通量[104,105]。

目前免疫组学测序面临的最大问题是序列太过多样化，但单细胞测序技术很

好地解决了这个问题。单细胞测序技术可以同时获取 1000~10000个单细胞的基

因表达数据和 VDJ全长序列，在肿瘤治疗、免疫疾病治疗、器官移植后排斥等领

域中有着广泛的应用。在新冠疫情中，单细胞测序技术发挥了重要作用，北京大

学谢晓亮团队利用单细胞转录组和单细胞 BCR测序技术对 B细胞进行检测，筛

选得到 8558种抗体序列，并获得 14株中和抗体[106]。
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第一章 蓖麻毒素免疫 B细胞转录组和受体库研究

蓖麻毒素属于Ⅱ型核糖体失活蛋白，具有制备成本低廉、性质稳定、中毒途

径多等特点，严重威胁社会公共安全。蓖麻毒素至今无特效药，目前针对蓖麻毒

素中毒防护和治疗的研究方向主要集中在重组疫苗和中和抗体。因此，解析蓖麻

毒素抗原表位，正确理解机体内 B细胞受体（B cell receptor, BCR）对蓖麻毒素

的特异性识别，对于蓖麻毒素疫苗和中和抗体的开发均具有重要的意义。

单细胞测序（Single-cell sequencing）技术可以帮助研究人员分离单个细胞，

进行测序和分析[89]。为了探究机体内 BCR对于蓖麻毒素的特异性识别，使用蓖

麻毒素类毒素免疫人源抗体转基因小鼠，通过单细胞测序对脾脏 B细胞进行转录

组和 BCR受体库测序。本研究为开发蓖麻毒素疫苗或中和抗体奠定了研究基础，

具有重要的理论意义。

1.1实验材料及仪器

1.1.1 实验主要试剂

用于制备类毒素和检测血清的蓖麻毒素为实验室保存；弗式完全佐剂、弗式

不完全佐剂、RPMI-1640培养基、TMB底物溶液、红细胞裂解液、Tween-20和

BSA均购自美国 Sigma公司；0.4%台盼蓝染液购自北京索莱宝科技有限公司；

10X Chromium Next GEM Single Cell 5' HT Gel Bead Kit v2、Next GEM Single Cell

5' HT GEM Kit v2、 Chromium Single Cell V(D)J Reagent Kits 、 Chromium i7

Multiplex Kit、Nova 6000 S4 测序试剂 PE150和 Recovery Agent均购自美国 10X

Genomics公司；NaCl、NaH2PO4·2H2O、Na2HPO4、Tween-20、BSA、H2SO4、无

水乙醇和 TMB底物溶液均购自生工生物工程股份有限公司；BCA蛋白浓度测定

试剂盒（增强型）购自上海碧云天生物技术有限公司；HRP-conjugated Affinipure

Goat Anti-Human IgG 购 自 美 国 Proteintech 公 司 ； PE anti-mouse/human

CD45R/B220 Antibody购自美国 Biolegend公司。



博士学位论文

第 16页

1.1.2 主要仪器及设备

高速低温冷冻离心机（德国 Eppendorf 公司，5810R 型）；层析实验冷柜

（北京博医康实验仪器有限公司，YC-2型）；超低温冰箱（中科美菱低温科技股

份有限公司，YCD-EL259A型）； Milli-Q超纯水制备仪（美国 Milipore公司，

IQ 7000型）；酶联免疫检测仪（瑞士 Tecan公司，F500型）；电热恒温培养箱

（上海新诺仪器集团有限公司，HPS-250型）；酸度计（瑞士Mettler公司，PHS-

4CT型）；分析天平（赛多利斯科学仪器有限公司，BCE224I-1CCN型）；流式

细胞仪（美国 Beckman公司，CytoFlexLX型）；三温三控水槽（上海博迅医疗

生物仪器股份有限公司，DK-8D型）；超净工作台（深圳市博立斯智能装备有限

公司，DL-CJ-IN型）；恒温磁力搅拌器（上海司乐仪器有限公司，85-1型）；全

自动细胞计数仪（美国 Thermo Scientific 公司，Countess II 型）；PCR 扩增仪

（美国 Bio-Rad公司，T100型）；Chromium Controller（美国 10X Genomics公司，

Chromium Controller）；测序平台（美国 Illumina公司，NovaSeq6000）；移液器

（美国 Thermo公司，4510030型）；佐剂乳化器（苏州博奥龙科技有限公司，

BDYQ1001型）。

1.1.3 主要溶液配制

PBS溶液：称取 11.68 g NaCl、9.44 g Na2HPO4、5.28 g NaH2PO4·2H2O，加蒸

馏水定容至 2 L，调节 pH=7.4，室温保存备用。

PBST 溶液：0.05% Tween-20-PBS 溶液。向 1 L PBS 溶液中加入 500 μL 的

Tween-20，充分搅拌溶解，室温保存备用。

固定液：4%多聚甲醛-PBS溶液。向 800 mL PBS溶液中加入 100 mL甲醛溶

液，充分混合后，用 PBS溶液定容至 1 L，室温保存备用。

封闭液：3%BSA-PBS溶液。称取 0.45 g BSA，用 PBS溶液定容至 15 mL，

现用现配。

终止液：2 mol/L硫酸溶液。向 100 mL水中边搅拌边缓慢滴加 21.74 mL硫酸，

充分混匀后定容至 200 mL，室温保存。
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1.1.4 数据库及软件

CellMarker（http://biocc.hrbmu.edu.cn）；

PanglaoDB（https://panglaodb.se）；

MGT database（https://support.10xgenomics.com）；

VDJ database（https://vdjdb.cdr3.net）；

IMGT（http://www.imgt.org）；

Cell Ranger（https://support.10xgenomics.com）；

Loupe Browser（https://support.10xgenomics.com）；

Seurat（http://satijalab.org/seurat/install.html）；

SWISS-MODEL（https://swissmodel.expasy.org/）；

Discovery Studio（https://discover.3ds.com）；

PyMOL（https://pymol.org/2/）。

1.1.5 实验动物

实验动物采用人源抗体转基因小鼠 CAMouse，购自重庆金迈博生物科技有限

公司，使用清洁鼠饲料和垫料进行分笼饲养。

1.2实验方法

1.2.1 动物免疫

1.2.1.1蓖麻毒素类毒素制备

将蓖麻毒素用 PBS溶液稀释至约 0.5 mg/mL，装入透析袋。将透析袋置于含

有 4%多聚甲醛的 PBS溶液中，透析液内外体积比 1:100，37℃透析 14天。取出
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蓖麻毒素类毒素，测定浓度后-20℃保存。

1.2.1.2类毒素免疫

挑选 6~8周龄健康雌性小鼠 5只，腹腔注射乳化后的抗原进行免疫，类毒素

抗原剂量为前两次每次 5 μg/0.2 mL·只，第三次 50 μg/0.2 mL·只，免疫间隔为 2

周。完成 3次免疫后，在制备脾细胞悬液前 3天，腹腔注射蓖麻毒素类毒素水剂

50 μg/200 μL·只。

初次免疫将蓖麻毒素类毒素溶液与弗氏完全佐剂以 1:1体积比混合并通过乳

化装置乳化完全后腹腔注射，第二次、第三次免疫将蓖麻毒素类毒素溶液与弗氏

不完全佐剂以 1:1体积比混合并通过乳化装置乳化完全后腹腔注射。乳化完全的

标志是液滴中油相和水相看不到明显的分界面。整个体系较为均匀，液滴为白色、

稳定、均一的小油滴。

1.2.1.3 ELISA操作流程

酶联免疫吸附测定（Enzyme linked immunosorbent assay, ELISA）的一般操作

流程如下：

（1）包被：用 PBS溶液稀释抗原，混匀后加入 100 μL/孔，4℃静置过夜。

（2）洗涤：用 PBST溶液洗涤酶标板，加入 280 μL/孔，静置 1 min，弃掉拍

干为洗一次，共洗三次。

（3）封闭：用 PBS溶液配制 3% BSA溶液，混匀后加入 200 μL/孔，37℃孵

育 2 h。

（4）洗涤：用 PBST溶液洗涤酶标板，共洗三次。

（5）一抗：用 PBS溶液稀释一抗，混匀后加入 100 μL/孔，37℃孵育 2 h。

（6）洗涤：用 PBST溶液洗涤酶标板，共洗三次。

（7）二抗：用 PBS溶液稀释二抗，混匀后加入 100 μL/孔，37℃孵育 1 h。

（8）洗涤：用 PBST溶液洗涤酶标板，共洗五次。

（9）显色：加入 TMB底物溶液 100 μL/孔，37℃避光孵育 10~15 min。

（10）终止：加入终止液 100 μL/孔。
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（11）测值：通过酶标仪在 450 nm处检测各孔 OD值。

1.2.1.4 ELISA法测定血清效价

在免疫前和第三次免疫 7天后对小鼠进行断尾取血，5000 r/min离心 10 min

分离血清，通过 ELISA检测血清效价。对 1.2.1.3 ELISA步骤作如下修改：

（1）包被步骤更改：用 PBS溶液稀释蓖麻毒素至 5 μg/mL。

（2）一抗步骤更改：用 PBS溶液 1:800、1:1600、1:3200、1:6400、1:12800、

1:25600稀释血清。

（3）二抗步骤更改：用 PBS溶液 1:10000稀释羊抗人酶标抗体。

（4）测值步骤更改：观察在 1:12800稀释倍数下，若有孔 OD值大于 1.0，

则视为免疫达标。

1.2.2 总 B细胞制备

1.2.2.1脾细胞提取

（1）断颈处死小鼠，浸泡于 75%乙醇溶液中。

（2）在超净台中取出小鼠脾脏，研磨后用 1640培养基重悬。

（3）室温，水平转子 800 ×g离心 5 min，弃上清。

（4）用红细胞裂解液裂解红细胞，冰上放置 10 min。

（5）室温，水平转子 800 ×g离心 5 min，弃上清。

（6）用 1 mL 1640培养基重悬细胞，过细胞筛网后得脾细胞悬液。

1.2.2.2总 B细胞分选

（1）分别取每只小鼠 1×106个细胞，加入抗 B220荧光抗体，避光室温孵育

15 min。

（2）室温，水平转子 800 ×g离心 5 min，弃上清。

（3）用 PBS溶液重悬细胞，通过流式分选仪对脾细胞根据荧光进行分选。

（4）离心管收集阳性细胞作为样本，冰上保存，交由上海烈冰生物医药科
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技有限公司建库测序。

1.2.3 样本测序和初步分析

1.2.3.1数据过滤和校正

使用 fastp 软件对原始数据中的过短或低质量的序列过滤。利用 Seurat

Package对于上述偏差因素进行校正，获得准确无偏差的预处理后的单细胞基因

表达数据。采用主成分分析（Principal components analysis, PCA）算法和统一流

形逼近与投影（Uniform Manifold Approximation and Projection, UMAP）算法对结

果进行降维和可视化。

1.2.3.2细胞聚类分群

根据基因表达情况，通过互近邻（Mutual Nearest Neighbor, MNN）矫正和

BCR矫正，对分群后的细胞建立跨样本间细胞聚类，对聚类间表达量矫正，利用

矫正后的表达量进一步划分单细胞群体。通过差异筛选算法，计算单细胞聚类划

分和标志物基因表达情况，并根据标志物基因表达情况，对每个细胞聚类进行推

测。

1.2.3.3拟时序和细胞轨迹分析

根据每个细胞中的基因表达情况，构建细胞轨迹，通过模拟细胞时序，细致

分析细胞聚类之间的演替顺序。根据细胞轨迹计算免疫前后两组的表达多样性。

根据结果分析细胞分群是否正确，继续按照分群后聚类重新分析细胞轨迹。

1.2.4 转录组数据分析

1.2.4.1标志基因分析

根据数据库和文献中提到的 B细胞标志基因，分析现有分群下各聚类的标志

基因的表达情况。

1.2.4.2基因功能富集分析

作为当今使用最广泛的基因注释数据库之一，基因本体（Gene Ontology, GO）

数据库主要涵盖了细胞组分、分子功能、生物学进程三个层次的基因注释。根据

数据库记载的各类基因注释信息，将各个细胞聚类的基因分别从生物学进程
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（Biological Process, BP）、分子功能（Molecular Function, MF）、细胞组分

（Cellular Component, CC）这三个类别进行 GO注释，采用 Fisher检验计算每个

GO的显著性水平，最终筛选出显著性 GO（P-Value < 0.05）[90]。

1.2.4.3基因信号通路富集分析

KEGG数据库记载了目前已知的各种信号通路和基因之间的关系，基于该数

据库，细胞聚类中差异表达的基因集将富集得到相关信号通路。通过对差异基因

注释相关信号通路，得到 Pathway Term，采用 Fisher检验计算信号通路在富集中

的显著性水平，最终筛选出显著性 Pathway Term（P-Value < 0.05）[91]。

1.2.4.4 SCENIC转录因子分析

单细胞转录因子分析（Single-cell regulatory network inference and clustering,

SCENIC）是一个基于共表达和 motif分析，计算单细胞转录组数据基因调控网络

以及细胞状态的方法。AUCell可以识别单细胞 RNA序列数据中具有活跃基因集

的细胞。

首先通过 GENIE3从基因表达量数据推断基因调控网络，预测数据集中每个

基因表达的随机森林模型，测量它们各自的相关性以预测每个靶基因的表达。然

后通过 RcisTarget从基因列表识别富集的 motifs和候选转录因子。最后通过比较

所有细胞间的 AUCell（area under the recovery curve）打分值，识别哪些细胞具有

更显著的调节子活性。

1.2.5 BCR数据分析

1.2.5.1 BCR数据标准化

对于受体库测序数据进行质量控制，主要包括单细胞测序 BCR数据的 VDJ

过滤、比对、组装及注释。首先去除测序错误的序列，去除接头，过滤掉低质量

的 Reads，去除低质量的 Contig序列，再进行 VDJ过滤、组装和注释。对 Contig

序列、Consensus序列，Clonetype克隆分型分析结果进行可视化。由于来自同一

细胞的 BCR 序列和转录组序列有着相同的 Barcode，因此可以对单个细胞的

V(D)J信息和转录组数据进行整合分析[92]。

1.2.5.2 BCR受体库分析

根据每个样本 BCR分析的结果，参照 IMGT 数据库分析 VDJ序列数据。对
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BCR的组成信息进行统计描述，包括 VDJ使用偏好性（主要包括 IGHV、IGHJ、

IGHC、IGLV、IGHLJ的使用偏好，以及 VDJ和 VJ使用组合情况）、CDR3序列

长度分布、聚类、氨基酸组成，以及细胞的 clonotype数量、size大小等。

1.2.5.3 BCR Cluster Overlap分析

根据每个样本 BCR分析的结果，可以结合对应的单细胞转录组数据，通过

计算不同 Cluster或 Cell type之间的 Clonotype是否存在 overlap，来判断这两个

Cluster或 Cell type之间是否会存在状态的演变。

1.2.5.4同源建模和蛋白对接

（1）利用 SWISS-MODEL数据库，根据免疫后样本中记忆 B细胞（Memory

B Cell, MBC）中 BCR重链可变区的氨基酸序列来进行同源建模。通过 Discovery

Studio中的 ZDOCK工具来进行蓖麻毒素（PDB ID：3rti）和抗体的蛋白对接。

（2）使用 ZDOCK工具并修改参数。其中，Angular Step Size参数选择 15；

Interface Cutoff 选择 9；RMSD Cutoff参数选择 6；Maximum Number of Clusters

参数选择 60。其余参数均为默认值[4]。

（3）待计算运行结束后，通过 3D Point Plot 工具分析所有构型。根据

ZDOCK分数和 RDOCK分数排序对构型进行筛选，得到最优构型后，计算接触

界面氨基酸。对蓖麻毒素上氨基酸进行打分，每个最优构型中的抗原上存在的接

触残基各计 1分，通过 PyMOL对蓖麻毒素上接触残基的总评分进行可视化统计。

1.3实验结果

1.3.1 总 B细胞制备

如图 1.1所示，通过该流程对人源抗体转基因小鼠的 B细胞进行单细胞测序。

通过 ELISA对免疫后的小鼠血清效价进行鉴定，通过流式分选仪对脾细胞悬液中

的 B细胞进行分选。如图 1.2A所示，G945和 G946两只小鼠血清效价超过 12800，

说明免疫成功。如图 1.2B所示，对该小鼠的脾细胞分选 B细胞，免疫组和对照

组的 B细胞占比均在 20%左右，属于正常范围内。
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图 1.1单细胞测序实验流程示意图

Figure 1.1 Schematic diagram of the single-cell sequencing workflow

图 1.2免疫后血清效价和 B细胞分选

Figure 1.2 Post-immunization serum titer and B-cell sorting

（A）免疫后小鼠血清效价；（B）流式细胞仪分选 B细胞

1.3.2 测序数据初步分析

1.3.2.1线粒体占比相关性分析

如图 1.3A所示，对单细胞测序中每个细胞进行线粒体占比相关性分析，Y轴

为细胞线粒体占比，X轴为细胞 UMI数量。如图 1.3B所示，通过小提琴图描述

了样本中的基因数量情况和 UMI数量情况。两组间样本中基因数量和 UMI数量

接近，可以进行后续分析。
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图 1.3线粒体占比相关性分析

Figure 1.3 Mitochondrial proportion correlation analysis

（A）线粒体占比相关性分析；（B）基因和 UMI数量情况

1.3.2.2细胞初步聚类分析

UMAP是一种降维技术，假设可用数据样本均匀分布在拓扑空间中，可以从

这些有限数据样本中近似并映射到低维空间。如图 1.4A所示，通过 UMAP定位

细胞分群情况，利用 Graphcluster算法计算无监督聚类后的分群情况，免疫组和

对照组各占一半。如图 1.4B、1.4C和 1.4D所示，样本共分成 16个聚类，为了关

注其中的 B细胞（聚类 0~10），通过 B细胞标志物（Cd79a和 Ms4a1）定位总 B

细胞。

图 1.4 UMAP降维及初步聚类分析

Figure 1.4 UMAP dimensionality reduction and preliminary cluster analysis

（A）对照组和免疫组细胞降维示意图；（B）聚类降维示意图；

（C）Cd79a表达分布示意图；（D）Ms4a1表达分布示意图
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1.3.3 细胞类型及表达分析

根据各类细胞主要表面标志物表达量，对样本进行初步细胞分群。如图 1.5A

所示，主要分为以下几种细胞：B细胞、血细胞、巨噬细胞、NK细胞、浆细胞

样树突状细胞和 T细胞。如图 1.5B和 1.5C所示，分析各类细胞占总细胞数的百

分比和在两组中的占比，B细胞在两组中占比接近。如图 1.6所示，对不同类型

细胞进行转录组分析，对比不同类型细胞和同类型细胞中不同聚类的表达差异。

图 1.5细胞类型初步分析

Figure 1.5 Preliminary analysis of cell types

（A）细胞初步分型示意图；（B）组间细胞占比示意图；（C）组内细胞占比示意图
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图 1.6不同类型细胞转录组分析

Figure 1.6 Transcriptome analysis of different types of cells

对细胞类型初步分析后，继续对 B细胞进行更细致的类型分析。所有 B细胞

（如图 1.7A）被分为 9个聚类，其中 MBC的主要表面标志物 Cd9、Cd274在聚

类 1、4中表达较高，MBC代表性转录因子 Ebi3和 Ybx3在聚类 8中表达较高，

因此，初步分析 1、4、8三个聚类为MBC（如图 1.7B）。另外，如图 1.7所示，

根据 IGHD（图中未显示）、Il4r高表达可以判断 0、2、5三个聚类为初始 B细

胞（Naïve B Cell, NBC）；3、6、7群细胞可能由于细胞质量问题，没有符合其

特征的亚群，根据 Cd19、Ms4a1高表达的特征，可以将其判断为不成熟 B细胞

（Immature B Cell, IBC）[93,94]。
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图 1.7根据表面标志物分类 B细胞

Figure 1.7 Classify B cells according to surface markers

（A）细胞MNN分型示意图；（B）MBC主要标志物表达情况；

（C）NBC/IBC主要标志物表达情况

1.3.4 MBC测序数据分析

1.3.4.1 B细胞拟时序分析

如图 1.8A所示，根据不同细胞聚类基因表达情况，模拟时序并构建细胞轨迹。

如图 1.8B所示，不同细胞聚类沿细胞轨迹不同程度分布，其中 4、8两个聚类落

在细胞轨迹末端，符合MBC特征。如图 1.8C所示，根据免疫组和对照组中基因

表达多样性，观察其随时间变化的情况。免疫组的多样性相比对照组随时间推移

逐渐降低，推测可能是免疫后特定表达特征的 B细胞得到了富集。因此，综合拟

时序分析和表面标志物分析确定MBC、NBC和 IBC细胞分型，三种 B细胞在拟

时序轨迹上如图 1.8D所示分布。
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图 1.8根据拟时序分析分类 B细胞

Figure 1.8 Classify B cells according to pseudotime analysis

（A）拟时序细胞轨迹图；（B）聚类沿细胞轨迹分布示意图；

（C）组间细胞表达多样性分析；（D）细胞类型沿细胞轨迹分布示意图

1.3.4.2 B细胞 CytoTRACE分析

如图 1.9A所示，细胞标志物和拟时序分析得到MBC、NBC和 IBC三种 B细

胞分型，并由 UMAP二维化。如图 1.9B和 1.9C所示，三种 B细胞中，NBC数

量最多，MBC在免疫组和对照组中数量接近。

通过细胞轨迹分析验证三种 B 细胞分型，如图 1.10A 和图 1.10B 所示，

CytoTRACE score MBC >NBC >IBC，说明MBC处于分化末端，符合MBC特征。

其中，如图 1.10C所示，与 CytoTRACE相关的基因表达中 Rpl41等 10个基因均

明显上调。
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图 1.9 B细胞分类和数量

Figure 1.9 B cell classification and quantity

（A）细胞类型细致分型示意图；（B）三类细胞数量情况；（C）组内细胞占比情况

图 1.10细胞轨迹验证 B细胞分型

Figure 1.10 Cytotrace analysis verifies B cell types

（A）CytoTRACE评分分布示意图；（B）三类细胞 CytoTRACE评分；

（C）CytoTRACE相关基因表达情况
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1.3.4.3 B细胞 SCENIC转录因子分析

根据测序数据，通过 AUCell分析免疫组中MBC、NBC和 IBC的转录因子调

控，以更好地区分和鉴定 B细胞。如图 1.11A所示，比较三种细胞的转录因子调

控情况，相比 NBC和 IBC，MBC中存在 Hes5和 Irf9两种转录因子的上调，其中

Hes5与 B细胞发育抑制相关，Irf9则是 B细胞表达抗体的必要基因。如图 1.11B

所示， MBC转录因子 Tbx21和 Klf10也存在上调，提示MBC被激活，与文献报

道相一致，进一步佐证该群细胞的MBC特征[93,95-100]。

在转录组数据中继续关注MBC，可以发现如图 1.12A所示，三群细胞均具有

明显的 B细胞特征（Ms4a1和 Cd19上调）。如图 1.12B所示，其中，与 MBC识

别相关的一系列标志物存在上调：其中，Cd9、Cd81和 Cd274是鼠源 MBC 与

NBC区分的重要标志物；Ybx3是MBC重要的调控因子；Ell3在成熟和活化的人

B细胞中动态上调等[94]。除文献报道的几种标志物外，还有 Ackr3、Rsu1、Dph5

等共 17种新MBC标志物被发现（黑色虚线框内）。这些标志物的表达情况均可

以进一步证明该群细胞的MBC特征。

图 1.11 B细胞转录因子分析

Figure 1.11 B cell Transcription factor analysis

（A）三类细胞转录因子调控情况；（B）MBC关键转录因子调控情况
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图 1.12 MBC标志物表达情况

Figure 1.12 MBC marker expression

（A）三类细胞中 B细胞标志物表达情况；（B）三类细胞中MBC标志物表达情况

1.3.4.4 MBC基因功能富集分析

如图 1.13所示，功能富集分析的结果显示，富集最显著的功能在分子功能、

生物学进程和细胞组分中分别是核糖体结构组分、翻译和核糖体。较为显著的功

能是细胞质翻译和细胞质核糖体大亚基。这些结果说明MBC被抗原激活，核糖

体大量合成相关蛋白和信号分子，正在向能够分泌抗体的浆细胞分化。
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图 1.13基因功能富集分析

Figure 1.13 Gene ontology function enrichment analysis

（A）生物学过程富集分析；（B）分子功能富集分析；（C）细胞组分富集分析

1.3.4.5 MBC信号通路富集分析

根据差异基因表达情况，对 MBC进行信号通路富集分析，结果如图 1.14所

示，核糖体和病毒感染引起的免疫相关通路显著富集。这些分析结果说明，免疫

后 B细胞正经历与免疫相关的生物学过程，相关通路被激活并上调。

图 1.14基因信号通路富集分析

Figure 1.14 Enrichment analysis of gene signaling pathways
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1.3.5 BCR特征分析

1.3.5.1 V基因和 J基因使用频率分析

通过人源抗体数据库识别和分析 BCR测序数据。如图 1.15A所示，在轻重链

V基因中 IGHV1-2和 IGKV3-20使用频率最高；如图 1.15B所示，在轻重链 J基

因中 IGHJ4、IGKJ1和 IGKJ4使用频率最高；如图 1.15C所示，在重链 V、D、J

基因搭配中，IGKJ4-none-IGHV1-2、IGKJ4-none-IGHV6-1 使用频率最高；如图

1.15D 所示，在轻链 V、J 基因搭配中，IGKJ1-IGKV3-20、IGKJ2-IGKV3-20 和

IGKJ4-IGKV3-20使用频率最高。这些高频使用的 V、D、J基因代表了人源抗体

转基因小鼠体内的 VDJ基因使用偏好性。

图 1.15轻重链 V基因和 J基因使用频率

Figure 1.15 Frequency of use of light and heavy chain variable and joining genes

（A）V基因使用频率分析；（B）J基因使用频率分析；

（C）VDJ使用频率分析；（D）VJ使用频率分析
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1.3.5.2 BCR Cluster和 Cluster Overlap分析

根据 BCR的相关性分析 BCR聚类，并分析 MBC与 IBC或 NBC中的 CDR

是否存在 overlap，判断不同类型细胞间是否存在演变。如图 1.16A所示，聚类

size最大的是 Clonetype20，所包含的 BCR序列均为 IGK。如图 1.16B所示，在

MBC中，可以在免疫组中发现数量和多样性更多的 BCR序列，其中包含 IGK和

IGH。如图 1.16C所示，免疫组相比对照组，与 NBC 中存在 overlap的 CDR在

MBC中大幅增多。这些实验结果说明，蓖麻毒素类毒素免疫后，机体内针对蓖麻

毒素的MBC产生了特异性富集。

图 1.16 BCR Cluster和 Cluster Overlap分析

Figure 1.16 BCR Cluster and Cluster Overlap analysis

（A）细胞 BCR聚类分析；（B）组间 BCR聚类分析；（C）细胞 BCR Overlap分析

1.3.5.3 CDR3长度和组成分析

为了更好地理解 CDR3与 VDJ基因的关系，对 CDR3长度和 VDJ基因组成

进行分析。如图 1.17所示，对不同长度的 CDR分别计算 V基因使用频率，从结

果中可以发现，重链 CDR3长度富集在 40~50 bp左右，IGHV1-2使用频率最高；

轻链 CDR3富集在 30~35 bp左右，IGLV2-8和 IGKV3-20使用频率最高。

为了更加细致地分析 CDR3中的氨基酸组成，对 CDR3长度和组成进行分析。

如图 1.18A所示，重链可变区和轻链可变区中的 CDR3长度分别集中在 13~16个

氨基酸和 10~12个氨基酸，各个长度下细胞种类比例基本一致。如图 1.18B所示，
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在 4个长度中的重链可变区 CDR3氨基酸组成中，CAR-FDYW成为占比最多的

突变形式，中间所包含的不同长度的变体中以 D、G、Y这 3种氨基酸为主。值

得注意的是，Y在多个位置的占比均较大。如图 1.18C所示，11个氨基酸的轻链

可变区 CDR3 占比最大。在 3 个长度中的轻链可变区 CDR3 氨基酸组成中，

CQQY-S-P-TF为占比最多的突变形式。

图 1.17 CDR3长度和 V基因使用分布

Figure 1.17 Distribution of CDR3 length and V gene use

（A）重链 V基因占比与 CDR3长度分析；（B）轻链 V基因占比与 CDR3长度分析

图 1.18 CDR3长度和组成分析

Figure 1.18 CDR3 length and composition analysis

（A）CDR3长度分析；（B）重链 CDR3氨基酸分析；（C）轻链 CDR3氨基酸分析
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1.3.5.4蓖麻毒素抗原表位分析

为了比较蓖麻毒素中和性抗原表位与免疫优势抗原表位的关系，对免疫组中

MBC所包含的 IGH的可变区序列（见表 1.1）进行同源建模。如图 1.19A和图

1.19B所示，对 20个主要的 Clonetype的重链可变区序列进行同源建模，并与数

据库中的蓖麻毒素分子模型进行蛋白分子对接，最终得到抗原抗体复合物模型。

如图 1.20A所示，通过软件模拟对接，免疫类毒素后 MBC中重链可变区与蓖麻

毒素结合表位集中在蓖麻毒素分子的 1~40、200~230、250~270、340~370、

470~510位氨基酸处，说明这些位置代表了蓖麻毒素分子的免疫优势表位。如图

1.20B和图 1.20C所示，与之前文献总结的一些蓖麻毒素中和性抗原表位相比，

蓖麻毒素的免疫优势表位存在差别，这说明机体识别蓖麻毒素后产生的高结合力

抗体的结合表位并未集中在中和性表位处，因此对于蓖麻毒素中和抗体的发现应

该补充探索结合力稍弱的抗体。

图 1.19抗体重链可变区和蓖麻毒素分子建模

Figure 1.19 Molecular modeling of antibody heavy chain variable regions and ricin toxin

（A）20个主要克隆型 IGH同源建模结构示意图；（B）蓖麻毒素结构示意图
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图 1.20蓖麻毒素免疫优势表位与中和性表位

Figure 1.20 Ricin toxin immunodominance epitopes and neutralizing epitopes

（A）蓖麻毒素免疫优势表位示意图；（B）蓖麻毒素中和性表位示意图；

（C）蓖麻毒素免疫优势表位与中和性表位对比示意图
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表 1.1 分子对接 BCR克隆型信息汇总

Table 1.1 Summary of molecular docking BCR clonetypes information clonetypes

Clonotype V gene D gene J gene C gene CDR3 aa

clonotype49 IGHV1-3 IGHD6-13 IGHJ3 IGHG1 CARARIAAAGTDAF
DIW

clonotype577 IGHV1-2 IGHJ4 IGHG1 CARGTVAYYFDYW

clonotype436 IGHV1-2 IGHJ4 IGHG1 CARDRGGSYFDYW

clonotype436 IGHV7-4-1 IGHJ4 IGHG1 CARDCFDYW

clonotype1191 IGHV3-15 IGHD6-13 IGHJ3 IGHG1 CTTAYSSSWYGAFD
IW

clonotype1191 IGHV3-15 IGHD4-17 IGHJ4 IGHG1 CTTVMTTVTTSYFD
YW

clonotype1025 IGHV1-2 IGHD4-17 IGHJ3 IGHG1 CARGGDYGDPDAF
DIW

clonotype695 IGHV3-7 IGHJ4 IGHG1 CAREYSSGCLFDYW

clonotype409 IGHV1-3 IGHJ4 IGHG1 CARDLDYW

clonotype37 IGHV1-2 IGHD3-10 IGHJ4 IGHG1 CARGITMVRGVIDY
W

clonotype772 IGHV6-1 IGHJ4 IGHG1 CASGLFFDYW

clonotype52 IGHV3-15 IGHD3-10 IGHJ4 IGHG1 CTTEGITMVRGVTP
YFDYW

clonotype644 IGHV3-30 IGHJ4 IGHG1 CAKEKLAAALDYW

clonotype545 IGHV3-13 IGHJ3 IGHG1 CARELGRGAFDIW

clonotype569 IGHV1-3 IGHJ4 CARGSSGWYFDYW

clonotype1302 IGHV3-15 IGHJ5 IGHG1 CTTDQGIVGANNWF
DPW

clonotype1060 IGHV6-1 IGHJ3 IGHG1 CARAGDDAFDIW

clonotype592 IGHV1-2 IGHJ4 IGHG1 CAREVAAAGFDYW

clonotype489 IGHV1-24 IGHJ4 IGHG1 CATGNWGSIDYW

clonotype471 IGHV1-2 IGHJ4 IGHG1 CARGGAALDYW
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1.4讨论

随着对细胞功能和表达的深入研究，研究者们逐渐清楚地认识到，同群细胞

间看似相同，但其中单个细胞与细胞之间的表达存在着差异[101]。因此，单细胞测

序技术应运而生，该技术可以帮助将细胞进行单个分离、测序和分析[102,103]。

以 10X Genomics Chromium转录组测序为例，细胞与凝胶珠组成含有单个细

胞和单个凝胶珠的油包水滴 GEMs。每一个凝胶珠携带有足量的核酸链，而每条

核酸链由 read primer、barcode、UMI、poly尾组成。一个凝胶珠上所有的核酸链

的 barcode是相同的序列，用于标记细胞。一个凝胶珠上所有的核酸链的 UMI是

不同的，用于标记不同的 RNA序列。之后，对测序样本进行 cDNA回收、建库

和测序，通过识别 barcode得到单个细胞的表达矩阵等数据。这种单细胞检测平

台的商业化，使得单细胞测序技术的使用门槛和检测成本大大降低，而且提高了

细胞通量[104,105]。

研究人员认为，确定与蓖麻毒素的中和性表位库和免疫优势表位对于蓖麻毒

素疫苗开发非常重要[107]。先前的研究表明，适应性免疫产生的大多数 mAb均以

非中和抗体和一些毒素增强抗体为主[108,109]。而中和抗体仅占蓖麻毒素特异性抗

体库的 10%左右[110]。因此，假设存在一个或多个免疫优势表位，这些表位提高

了蓖麻毒素分子表面在体内的表位免疫原性，并且趋避了中和性相关表位。因此

正确认识免疫系统对蓖麻毒素分子的适应性免疫并表征由适应性免疫产生的 BCR

受体库具有重要意义。为了探究机体内 BCR对于蓖麻毒素的特异性识别，使用

蓖麻毒素类毒素免疫人源抗体转基因小鼠，通过单细胞测序对其脾脏 B细胞进行

转录组和 BCR测序。MBC是 B细胞的一种亚型，初次免疫后在生发中心内形成，

若再次免疫，MBC将产生更强的体液免疫反应[111]。因此，在多次使用蓖麻毒素

类毒素免疫动物后，对脾脏MBC进行 BCR受体库的测序，更加有利于分析对蓖

麻毒素类毒素具有特异性的 BCR序列。

单细胞转录组分析、GO基因功能富集分析和信号通路富集分析的研究结果

显示，MBC被抗原激活，核糖体大量合成相关蛋白和信号分子，正在向能够分泌

抗体的浆细胞分化；并且 B细胞正经历与免疫相关的生物学过程，相关通路被激

活并上调。BCR受体库分析的研究结果显示，在重链可变区的 V、D、J基因搭

配中，IGKJ4-none-IGHV1-2、IGKJ4-none-IGHV6-1使用频率最高；在轻链可变区

的 V、J基因搭配中，IGKJ1-IGKV3-20、IGKJ2-IGKV3-20和 IGKJ4-IGKV3-20使
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用频率最高。在免疫组 MBC的重链可变区和轻链可变区中的 CDR3长度分别集

中在 13~16个氨基酸和 10~12个氨基酸，各个长度下细胞种类比例基本一致。在

重链可变区 CDR3氨基酸组成中，CAR-FDYW成为占比最多的突变形式，中间

所包含的不同长度的变体中以 D、G、Y这 3种氨基酸为主，Y在多个位置的占

比均较大。轻链可变区 CDR3氨基酸组成中，CQQY-S-P-TF为占比最多的突变形

式。与之前文献总结的一些蓖麻毒素中和性抗原表位相比，蓖麻毒素的免疫优势

表位存在差别，这与之前文献中报道基本一致，验证了之前的假设。这说明蓖麻

毒素类毒素进入到机体内以后，部分非中和性表位优先被识别并生成高结合力抗

体，而这些抗体对于最终中和毒素可能收效甚微。因此，对于开发蓖麻毒素中和

抗体，应该适当地调整策略，探索结合力稍弱的抗体可以更好地兼顾结合力和抗

原表位这两个影响抗体功能活性的重要因素。同样的，这对蓖麻毒素疫苗的开发

也具有提示作用，应当尽量提高分子表面中和性表位的免疫原性，中和性表位如

果能在机体内被优先识别并产生高结合力抗体，疫苗的有效性可能会显著提高。

这些研究结果既提示了抗体中和功能与表位的相关性，也说明对于蓖麻毒素

中和抗体的发现应该补充探索结合力稍弱的抗体，这对接下来开发中和抗体具有

启示意义，并提供了一个重要策略。本研究为开发蓖麻毒素疫苗和蓖麻毒素中和

抗体奠定了研究基础，具有重要的理论意义。

1.5小结

（1）单细胞转录组数据分析，发现 17种新脾脏记忆 B细胞标志物，脾脏记

忆 B细胞在蓖麻毒素类毒素免疫后翻译相关功能和免疫相关信号通路上调。

（2）通过对 B细胞受体库分析，表征脾脏 B细胞中 V、D、J基因搭配使用

频率，CDR3 长度和氨基酸组成。发现最高使用频率的 VDJ 基因搭配形式，

IGKJ4-none-IGHV1-2和 IGKJ4-none-IGHV6-1，并发现免疫组中记忆 B细胞中重

链和轻链可变区的 CDR3基本组成形式分别为 CAR-FDYW和 CQQY-S-P-TF。

（3）通过对免疫组记忆 B细胞的 20个主要克隆型 IGH进行同源建模和抗原

模拟对接，发现蓖麻毒素的免疫优势表位和中和性表位存在差别，提示弱结合力

抗体的中和功能潜力。
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第二章 全人源抗蓖麻毒素中和抗体制备和鉴定

单克隆抗体是结合特定抗原表位的抗体，可以利用杂交瘤技术平台进行抗体

筛选和制备。由于人体免疫系统能够识别鼠源抗体，发生人抗鼠抗体反应，导致

严重的不良反应，几十年来，单克隆抗体历经鼠源、嵌合、人源化和全人源单抗

四个技术阶段，人源化和全人源单抗逐渐成为抗体药物的大势所趋。所以从鼠源

抗体到全人源抗体，是减轻、避免排异反应的一种发展之路。

因此，本研究通过全人源抗体转基因小鼠，利用杂交瘤技术筛选和制备特异

性针对 RT的全人源中和抗体。本研究对于开发蓖麻毒素中和抗体具有重要意义，

为相关研究提供了新思路和技术方向。

2.1实验材料及仪器

2.1.1 实验主要试剂

本章节中所有引物的合成和 DNA测序均由吉林省库美生物科技有限公司完

成；用于检测的 RTA和 RTB重组蛋白为实验室保存；蓖麻毒素为实验室保存；

RPMI-1640培养基、DMEM培养基（Dulbecco改良 Eagle培养基）、无水乙醇和

EDTA均购自美国 Sigma公司；胎牛血清、HAT 添加剂和 HT添加剂购自美国

Gibco公司；二甲苯、苏木精、醇溶伊红、中性树胶、石蜡、DMSO、Tris、HCl、

Glycine、NaCl、NaH2PO4·2H2O、Na2HPO4、 (NH4)2SO4、 Tween-20、 BSA、

H2SO4、NaHCO3、TMB底物溶液、SDS protein loading buffer、石蜡油、30%丙烯

酰胺、SDS、TEMED、琼脂糖和管式透析器均购自生工生物工程股份有限公司；

电融合缓冲液购自美国 BTX公司； BCA蛋白浓度测定试剂盒（增强型）购自上

海碧云天生物技术有限公司；考马斯亮蓝免脱色染液购自上海雅酶公司；抗体 Ig

类/亚类鉴定 ELISA试剂盒购自武汉英科生物技术有限公司；HiTrap Protein G HP

1 mL预装柱购自美国 GE公司；DNA 标准分子量 Marker、蛋白质标准分子量

Marker和 PrimeSTAR® Max DNA Polymerase购自北京 Takara公司；MTT、DSB-

X Biotin Protein Labeling Kit和 RNA逆转录试剂盒购自美国 Thermo Scientific公司；

DNA Stain Red购自荷兰 Enzo Life Sciences公司；葡萄糖测定试剂盒（葡萄糖氧
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化酶法）购自南京建成生物工程研究所；HRP-conjugated Affinipure Goat Anti-

Human IgG购自美国 Proteintech公司；HRP Avidin购自美国 Biolegend公司。

2.1.2 主要仪器及设备

高速低温冷冻离心机（德国 Eppendorf 公司，5810R 型）；层析实验冷柜

（北京博医康实验仪器有限公司，YC-2 型）； Milli-Q 超纯水制备仪（美国

Milipore公司，IQ 7000型）；电热恒温培养箱（上海新诺仪器集团有限公司，

HPS-250型）；酶联免疫检测仪（瑞士 Tecan公司，F500型）；酸度计（瑞士

Mettler公司，PHS-4CT型）；超低温冰箱（中科美菱低温科技股份有限公司，

YCD-EL259A型）；超净工作台（深圳市博立斯智能装备有限公司，DL-CJ-IN

型）；分析天平（赛多利斯科学仪器有限公司，BCE224I-1CCN型）；恒温磁力

搅拌器（上海司乐仪器有限公司，85-1型）； PCR扩增仪（美国 Bio-Rad公司，

T100型）；小型垂直电泳转印系统（美国 Bio-Rad公司，1658033型）；AKTA

蛋白纯化系统（美国 Cytiva公司，Purifier 100型）；高精度小动物体重秤（北京

佳宸弘生物技术有限公司，jc-1200g-01型）；数显冷冻包埋机（桂宁实验器材有

限公司，TS210569）；三温三控水槽（上海博迅实业有限公司，DK-8D型）；病

理组织摊片机（山东博科生物产业有限公司，BT-Ⅰ）；石蜡切片机（深圳市达科

为生物技术股份有限公司，KD-202A）；移液器（美国 Thermo Scientific公司，

4510030型）。

2.1.3 主要溶液配制

PBS溶液：称取 11.68 g NaCl、9.44 g Na2HPO4、5.28 g NaH2PO4·2H2O，加蒸

馏水定容至 2 L，调节 pH=7.4，室温保存备用。

PBST 溶液：0.05% Tween-20-PBS 溶液。向 1 L PBS 溶液中加入 500 μL 的

Tween-20，充分搅拌溶解，室温保存备用。

固定液：4%多聚甲醛-PBS溶液。向 800 mL PBS溶液中加入 100 mL甲醛溶

液，充分混合后，用 PBS溶液定容至 1 L，室温保存备用。

封闭液：3%BSA-PBS溶液。称取 0.45 g BSA，用 PBS溶液定容至 15 mL，

现用现配。

终止液：2 mol/L硫酸溶液。向 100 mL水中边搅拌边缓慢滴加 21.74 mL硫酸，
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充分混匀后定容至 200 mL，室温保存。

洗脱液：0.1 mol/L甘氨酸溶液。称取 7.5 g甘氨酸粉末，加蒸馏水 800 mL充

分搅拌溶解后，调节 pH值≤2.7，定容至 1 L后 4℃保存。

中和缓冲液：1 mol/L Tris-HCl溶液。称取 19.36 g Tris固体，加蒸馏水 160

mL充分搅拌溶解后，调节 pH值=9.0，定容至 200 mL后 4℃保存。

饱和硫酸铵溶液：称取硫酸铵粉末 780 g以上，加入约 1 L蒸馏水，充分搅

拌均匀，调节 pH=7.0。室温静置过夜，仍能观察到溶液底部有部分硫酸铵不溶，

则上清液为饱和硫酸铵溶液。

50×TAE溶液：称量 Na2EDTA·2H2O 18.6 g，Tris 121 g，缓慢加入约 300 mL

蒸馏水，充分搅拌并溶解后加入 28.55 mL的冰乙酸，定容至 500 mL，室温保存。

5×电泳缓冲液：称取 15.1 g Tris固体和 94 g Glycine固体，量取 10%SDS溶

液 50 mL，加水 800 mL充分溶解后，用 HCl将 pH值调至 8.3，定容至 1 L后常

温保存。

10%过硫酸铵溶液：称取 5 g过硫酸铵，加蒸馏水定容至 50 mL充分搅拌溶

解，分装 4℃保存。

10%SDS溶液：称取 10 g SDS粉末，加蒸馏水至 100 mL充分搅拌溶解后分

装，4℃保存。

1 mol/L碳酸氢钠溶液：称取 8.4 g碳酸氢钠固体，加水至 100 mL充分溶解，

调节 pH=9.0，分装后 4℃保存。

2.1.4 数据库及软件

IMGT（http://www.imgt.org）；

DNAMAN 9（https://www.lynnon.com/dnaman.html）；

ImageJ（https://imagej.net/software/imagej/）；

Primer Premier 5（http://www.premierbiosoft.com/primerdesign/）。
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2.1.5 实验动物及细胞株

用于制备全人源抗体的实验动物采用人源抗体转基因小鼠 CAMouse，购自重

庆金迈博生物科技有限公司，使用清洁鼠饲料和垫料进行分笼饲养。其他实验动

物均采用 SPF级 4~6周龄的 BALB/c雌性小鼠，购自辽宁长生生物技术股份有限

公司，许可证号：SCXK（L）2020-0001，使用清洁鼠饲料和垫料进行分笼饲养。

SP2/0骨髓瘤细胞购自中国医学科学院基础医学研究所国家生物医学实验细

胞资源库；A549细胞购自 American Type Culture Collection（ATCC）。

2.2实验方法

2.2.1 动物免疫

该部分方法参见 1.2.1.2。

2.2.2 抗体制备

2.2.2.1 SP2/0骨髓瘤细胞的培养

在超净工作台中进行无菌操作，耗材应提前进行高压灭菌，超净工作台应提

前进行紫外灭菌。

（1）取出需要复苏的 SP2/0细胞，置于 37℃水浴，轻轻摇晃快速融化；

（2）融化后将细胞转移至 2 mL 10% DMEM培养液中，室温 1000 r/min离心

3 min；

（3）在细胞培养皿中加入 10% DMEM的完全培养液；

（4）离心结束后，弃掉上清。加入 1 mL完全培养液重悬细胞，转移至细胞

培养皿中；

（5）“8”字晃匀后，培养于 37℃ 5% CO2培养箱；

（6）24 h后，视细胞生长状态，进行传代、换液等其他操作处理。
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2.2.2.2脾细胞提取和细胞融合

脾细胞的提取方法参见 1.2.2.1。

（1）将脾细胞和 SP2/0骨髓瘤细胞一起加入至 10 mL PBS溶液，充分混合，

1200 r/min离心 3 min，弃去上清。

（2）加入融合液洗涤细胞，1200 r/min离心 3 min，吸去上清。

（3）重复步骤（2），将细胞用融合液重悬备用。

（4）将细胞悬液加入至融合槽内，设定融合参数，进行细胞融合流程。向

电融合结束后的细胞悬液中加入 10 mL完全培养基充分洗涤，1200 r/min离心 3

min，弃去上清。再加入 15 mL完全培养基重悬细胞，于 37℃ 5% CO2培养过夜。

（5）将融合细胞以 1000 r/min离心 5 min，弃去上清。向融合细胞内加入

1640培养基充分重悬，和半固体培养基充分混匀后继续培养。

2.2.2.3杂交瘤细胞饲养和筛选

（1）在 5% CO2 37℃条件下培养杂交瘤细胞 7天，用 HAT完全培养基换液

一半。

（2）待克隆生长至白点时，挑单个细胞克隆至 200 μL/孔 HT培养基培养；

培养 3~5天后，观察细胞生长密度达到 50~70%时，吸出 50 μL通过 ELISA方法

检测对抗原的结合力。

2.2.2.4 ELISA检测抗蓖麻毒素抗体

ELISA一般操作流程参见 1.2.1.3，在此方法上稍作修改。

（1）包被步骤更改：用 PBS溶液稀释蓖麻毒素至 5 μg/mL。

（2）一抗步骤更改：加入吸取的杂交瘤细胞培养液上清。

（3）二抗步骤更改：用 PBS溶液 1:10000稀释羊抗人酶标二抗。

2.2.2.5腹水制备

（1）每组准备 3只 BALB/c小鼠，8~10周龄，腹腔注射石蜡油 500 μL/只。

（2）7天后对小鼠进行腹腔注射杂交瘤细胞 1×107个/只。
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（3）待第 5~7天左右开始密切观察小鼠腹部，若腹部明显变大，行动不便，

则使用针头放腹水，鼠未死亡，便可继续观察和取腹水。

（4）腹水统一保存在-80℃。

2.2.2.6腹水粗纯化

（1）腹水蛋白浓度太高而且含有血液、油脂和组织碎片，因此需要粗纯化。

12000 r/min离心 5 min后取上清部分，用 PBS溶液 10倍稀释该溶液。

（2）加入 2倍体积的饱和硫酸铵溶液，充分搅拌后 4℃静置 6 h以上。

（3）8000 r/min离心 30 min，弃掉上清，用 PBS溶液溶解沉淀，4℃保存。

2.2.2.7 Protein G亲和层析纯化

（1）平衡：用 PBS溶液平衡 10个柱体积以上，直到基线无峰。

（2）上样：用 0.45 μm滤器过滤样品后上样，然后继续通平衡液至无峰。

（3）洗脱：用 0.1 mol/L甘氨酸溶液洗脱至峰平，将洗脱液滴在盛有中和缓

冲液的 EP管中，使体积比例最终约 60 μL/mL。

（4）将洗脱液缓慢上下颠倒混匀，倒入透析袋内，用 100倍体积的 PBS溶

液在 4℃条件下透析 12 h以上。

（5）透析结束后加入 50%甘油，在-20℃保存，切勿冻融。

2.2.3 抗体基本信息鉴定

2.2.3.1 SDS-PAGE凝胶电泳

（1）配胶：配制 SDS-PAGE，配制体系见表 2.1。

（2）制样：向样品中加入 SDS protein loading buffer，沸水煮样 5分钟。

（3）上样：设置电泳电压为 80 V，每孔上样 10 μg蛋白样品和 marker，待

跑至胶底部可以结束电泳。

（4）染色：免脱色染色液应在室温摇晃染色 15分钟，染色结束后通过凝胶

成像系统观察条带。
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2.2.3.2 ELISA鉴定抗体 IgG亚型

ELISA一般操作流程参见 1.2.1.3，在此方法上稍作修改。

（1）包被步骤更改：用试剂盒中抗原稀释液按说明书稀释试剂盒中抗原。

（2）一抗步骤更改：用 PBS溶液稀释抗体样品至 200 ng/mL。

（3）二抗步骤更改：用 PBS溶液按说明书稀释试剂盒中二抗。

（4）测值步骤更改：根据 OD值按说明书计算抗体浓度，IgG亚型鉴定为

IgG1和 IgG2中值较高者。

表 2.1 SDS-PAGE凝胶配制体系

Table 2.1 SDS-PAGE gel preparation system

2.2.3.3杂交瘤细胞总 RNA提取和逆转录

（1）取对数期生长的单克隆杂交瘤细胞，加入 500 μL Lysis Buffer进行裂解

处理，充分裂解后将悬液转移至 1.5 mL EP管，涡旋 10 s；

（2）向裂解后的细胞悬液中加入等体积无水乙醇，混匀后将液体加入至

RNA吸附柱，4000 ×g离心 1 min；

（3）加入 500 μL Wash Buffer至 RNA吸附柱内，12000 ×g离心 1 min；

（4）弃掉废液，将 RNA吸附柱装回收集管，空管离心一次；

分离胶（12%）成分 体积（μL） 浓缩胶（5%）成分 体积（μL）

蒸馏水 3300 蒸馏水 1700

30%丙烯酰胺溶液 4000 30%丙烯酰胺溶液 415

Tris-HCl（pH8.8） 2500 Tris-HCl（pH6.8） 315

10%SDS 100 10%SDS 25

10%过硫酸铵 100 10%过硫酸铵 25

TEMED 4 TEMED 2.5

Total 约 10 mL Total 约 2.5 mL
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（5）将 RNA吸附柱放到无 RNA酶的 1.5 mL EP管上，开盖晾干 2 min；

（6）在 RNA吸附柱的膜中心加入 30 μL Elution Buffer，室温孵育 2 min；

（7）12000 ×g离心 1 min洗脱，紫外分光光度计测定浓度，保存于-80℃；

（8）对总 RNA进行逆转录反应，反应体系见表 2.2。设置 PCR仪参数为：

37℃ 60 min、95℃ 5 min。反应结束后得到的 cDNA可保存于-20℃。

表 2.2 逆转录反应体系

Table 2.2 Reverse transcription reaction system

成分 体积（μL）

5×RT Buffer 4.0

MgCl2 4.0

dNTP 2.0

RNase RRI 0.5

M-MLV 2.5

Oligo（dT） 0.5

总 RNA 1.0 μg

ddH2O 6.5 -总 RNA体积

共计 20.0

2.2.3.4抗体可变区 PCR扩增和分析比对

（1）通过聚合酶链式反应（Polymerase Chain Reaction, PCR）实验鉴定和扩

增可变区序列，PCR体系见表 2.3。通过 Primer Premier 5软件设计引物，PCR实

验所使用引物见表 2.4。

（2）设置 PCR仪扩增参数为：94℃预变性 5 min、94℃ 50 s、55℃ 30 s、

72℃ 120 s，共扩增 35个循环，最后在 72℃继续延伸 10 min。反应结束后，通过

琼脂糖凝胶电泳鉴定扩增结果，操作方法参见 2.2.3.5。

（3）将 PCR扩增产物转交至公司测序，通过 IMGT数据库比对测序结果，

分析可变区序列。
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（ 4）从 NCBI 数据库中获取 43RCA（ VH GenBank: FJ178346.1， VL

GenBank ID: FJ178347.1）和 3E1（VH GenBank: DQ389247.1，VL GenBank ID:

DQ389246.1.）的可变区序列，通过 DNAMAN软件与其他已有抗体序列一起进行

多序列比对。

表 2.3 PCR反应体系

Table 2.3 PCR reaction system

成分 体积（μL）

上游引物 1.0

下游引物 1.0

样品 cDNA 2.0

PrimeSTAR Max DNA Polymerase 12.5

ddH2O 8.5

共计 25.0

表 2.4 引物列表

Table 2.4 List of primers

基因名称 引物名称 引物类型 碱基序列* (5'-3')

huVH

PVH1

上游引物

TATCCTCGAGCGGTACCSAGGTSC
AGCTGGTRCAGTCTGG

PVH2
TATCCTCGAGCGGTACCSAGGTGC
AGCTGKTGGAG

PVH3
TATCCTCGAGCGGTACCCAGRTCA
CCTTGAAGGAGTCT

PVH4
TATCCTCGAGCGGTACCCAGSTGC
AGCTRCAGSAGT

PVHback 下游引物
GGCGGATGCGCTAGCTGARGAGA
CRGTGACC

huVL PVK1 上游引物
TAATGCGCGCATGCCGMCATCCRG
WTGACCCAGTCTCC
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*注：本列使用了简并碱基：R=A/G；M=A/C；S=G/C；Y=C/T；K=G/T；W=A/T。

2.2.3.5琼脂糖凝胶电泳

（1）配胶：配制琼脂糖凝胶，配制体系见表 2.5。

（2）上样：待凝胶冷却凝固后，将样品和Marker加入至孔内。

（3）电泳：设定电泳参数为：电压 110 V，电泳时间 30 min，开始电泳。

（4）通过凝胶成像系统观察电泳结束后凝胶中的条带。

表 2.5 琼脂糖凝胶配制体系

Table 2.5 Agarose gel preparation system

成分 含量

1×TAE溶液 20 mL

琼脂糖 0.2 g

DNA Stain Red 2 μL

2.2.4 抗体对蓖麻毒素结合活性鉴定

2.2.4.1 ELISA测定抗体结合力

ELISA一般操作流程参见 1.2.1.3，在此方法上稍作修改。

（1）包被步骤更改：用 PBS溶液稀释蓖麻毒素至 5 μg/mL。

（2）一抗步骤更改：用 PBS溶液稀释抗体样品至不同浓度梯度（200 μg/mL、

PVK2
TAATGCGCGCATGCCGATATTGTG
ATGACYCAGWCTCC

PVK3
TAATGCGCGCATGCCGAAATTGTG
WTGACRCAGTCTCC

PVK4
TAATGCGCGCATGCCGAAACGAC
ACTCACGCAGTCT

PVKback 下游引物
GGTCGACCCTCCGGAACGTTTGAT
HTCCASCTTGGT
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100 μg/mL、50 μg/mL、12.5 μg/mL、3.125 μg/mL、0.781 μg/mL、0.195 μg/mL、

0.049 μg/mL、0.012 μg/mL和 0 μg/mL）。

（3）二抗步骤更改：用 PBS溶液 1:10000稀释羊抗人酶标二抗。

2.2.4.2 ELISA鉴定结合亚基

ELISA一般操作流程参见 1.2.1.3，在此方法上稍作修改。

（1）包被步骤更改：用 PBS溶液稀释蓖麻毒素至 5 μg/mL。

（2）一抗步骤更改：用 PBS溶液稀释抗体样品至 EC90浓度，在抗体溶液中

分别混入不同浓度（1 mg/mL、100 μg/mL、10 μg/mL、1 μg/mL、0.1 μg/mL、0

μg/mL）的 RTA或 RTB重组蛋白。

（3）二抗步骤更改：用 PBS溶液 1:10000稀释羊抗人酶标二抗。

2.2.4.3 ELISA鉴定抗体表位分析

ELISA一般操作流程参见 1.2.1.3，在此方法上稍作修改。

（1）包被步骤更改：用 PBS溶液稀释抗体样品至 EC90浓度。

（2）一抗步骤更改：用 PBS溶液稀释蓖麻毒素至 5 μg/mL。

（3）二抗步骤更改：用 PBS溶液分别稀释不同抗体样品至 EC90浓度，并混

入 5 μg/mL的生物素修饰的蓖麻毒素，混匀后加入 100 μL/孔，37℃孵育 1 h。

（4）增加三抗步骤：用 PBS溶液 1:10000稀释酶标亲和素后充分混匀，加

入 100 μL/孔后，在 37℃条件下孵育 1 h。

（5）竞争耐受性的计算：阳性孔为包被 A抗体，一抗 bio-RT，二抗 PBS；

阴性孔为包被 A抗体，一抗 RT，二抗 A抗体和 bio-RT；实验孔为包被 A抗体，

一抗 RT，二抗 B抗体和 bio-RT。因此，A、B抗体表位竞争耐受性=（实验孔

OD值-阴性孔 OD值）/（阳性孔 OD值-阴性孔 OD值）。

2.2.4.4蓖麻毒素的生物素修饰

（1）取 200 μL 0.5 mg/mL蓖麻毒素溶液，加入 1 mol/L碳酸氢钠溶液 20 μL。

（2）用 40 μL DMSO溶液溶解 DSB-X生物素琥珀酰亚胺酯，充分混匀后，

加入 2 μL至蓖麻毒素溶液。
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（3）室温缓慢搅拌 1~1.5 h，转移至微量管式透析器，用 PBS溶液 4℃透析

24 h以上，4℃保存。

2.2.5 抗体对蓖麻毒素中和活性鉴定

2.2.5.1 A549细胞的培养

A549细胞的培养方法参见 2.2.2.1。

2.2.5.2 MTT鉴定蓖麻毒素对 A549细胞毒性损伤

（1）培养 A549细胞密度为 8×104个/mL，继续培养 24 h后加入不同浓度（0

ng/mL、10 ng/mL、20 ng/mL、40 ng/mL、80 ng/mL、160 ng/mL、320 ng/mL、

640 ng/mL、1000 ng/mL、2000 ng/mL）的蓖麻毒素，37℃孵育 2 h后洗去。

（2）继续培养 20 h后，加入 10 μL/孔MTT，继续孵育 4 h。

（3）用 1 mL注射器慢慢将上清液体吸出，加入 DMSO 100 μL/孔，充分震

荡 5 min。通过酶标仪检测 490 nm处吸光度值，样本细胞活率=100%×样本吸光

度值/正常对照吸光度值。

2.2.5.3 MTT评价抗体对蓖麻毒素中和活性

（1）培养 A549细胞密度为 8×104个/mL，继续培养 24 h后，加入不同浓度

（0 μg/mL、12.5 μg/mL、25 μg/mL、50 μg/mL、100 μg/mL、200 μg/mL）的抗体

100 μL/孔，37℃条件下孵育 1 h。

（2）继续加入 0 ng/mL或 320 ng/mL的蓖麻毒素 100 μL/孔，37℃孵育 2 h。

（3）吸去所有液体，PBS洗 1次，换 10% DMEM培养液。

（4）继续培养 20 h后，加入 10 μL/孔MTT，继续孵育 4 h。

（5）取出后用 1 mL注射器小心将液体吸出（切勿触碰细胞），每孔加入

100 μL DMSO，震荡 5 min摇匀，酶标仪检测 490 nm处吸光度值。

2.2.5.4体内攻毒保护实验

（1）如图 2.11A，每组准备 6只小鼠，8~10周龄，腹腔注射抗体 2.5 mg/kg。

（2）12 h或 24 h后，腹腔注射蓖麻毒素 16 μg/kg（2×LD50）。
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（3）测量并记录 0 h~72 h内小鼠的血糖和体重值，每 24 h测量 1次。

（4）使用 SPSS 26软件分析统计学差异性，通过双边 t-检验测定两组独立样

本数据之间的显著性差异。*表示 p <0.05，**表示 p <0.01，***表示 p <0.001，

****表示 p <0.0001。

2.2.5.5血糖测定

（1）通过葡萄糖（葡萄糖氧化酶法）测定试剂盒检测小鼠血糖。

（2）对小鼠进行尾静脉取血，5000 r/min离心 10 min，吸取血清部分保存

于-80℃，注意不要吸到血浆等沉淀物。

（3）加入 1 μL/孔血清或校准液（5.55 mmol/L），然后加入葡萄糖测定试剂

100 μL/孔，37℃孵育 10分钟。

（4）酶标仪检测 505 nm处吸光度值，根据吸光度值代入公式计算血糖浓度，

血糖浓度（mmol/L）=5.55×样本孔吸光度值/校准孔吸光度值。

2.2.5.6石蜡切片制备和苏木精-伊红染色

（1）采样：注射蓖麻毒素后，取不同组小鼠肠道、肝脏、脾脏、肾脏组织，

并置于固定液中 24 h 以上，待后续进行石蜡切片制备和苏木精 -伊红

（Hematoxylin-eosin, HE）染色。

（2）样本处理：切割样本至合适大小，放入包埋盒。

（3）脱水、浸蜡处理：75%乙醇（30 min）→80%乙醇（30 min）→90%乙

醇（30 min）→95%乙醇（30 min）→100%乙醇（30 min）→100%乙醇（30 min）

→二甲苯（2 min）→二甲苯（2 min）→65℃石蜡（50 min）→63℃石蜡（50

min）。

（4）包埋处理：放入预热的包埋机，进行包埋。

（5）切片制备：切片厚度 7 μm，切片在 43℃水中摊片，待充分展开后捞片。

（6）烤片：65℃烤片 4~6 h。

（7）脱蜡、水化：二甲苯（5 min）→二甲苯（5 min）→100%乙醇（5 min）

→100%乙醇（5 min）→95%乙醇（3 min）→90%乙醇（3 min）→80%乙醇（3

min）→蒸馏水（3 min）→蒸馏水（3 min）。
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（8）苏木精染色 10 min，自来水洗涤 1次，自来水蓝化 3~5 min。

（9）醇溶伊红溶液染色 10 s左右。

（10）脱水、透明：95%乙醇（30 s）→100%乙醇（3 min）→100%乙醇（3

min）→二甲苯（3 min）→二甲苯（3 min）。

（11）通过中性树胶进行封片，室温晾干后，显微镜下观察病理变化。

2.3实验结果

2.3.1 抗体制备和基本信息鉴定

2.3.1.1杂交瘤细胞的筛选

通过对 SP2/0骨髓瘤细胞与脾细胞进行电脉冲细胞融合，获得杂交瘤细胞。

在半固体培养基中生长 7~10天后，挑取杂交瘤的单个克隆，共计挑选 2208个单

克隆进行培养（如图 2.1A）。通过 ELISA鉴定各杂交瘤单克隆细胞株培养液上

清对蓖麻毒素的特异性结合能力，最终得到 49株 OD450nm>1.0的杂交瘤克隆（如

图 2.1B）。对上述 49株杂交瘤细胞及时冻存，于-80℃条件下保存，防止丢失。

图 2.1杂交瘤细胞的筛选和鉴定

Figure 2.1 Screening and identification of hybridoma cells

（A）融合后杂交瘤细胞外观；（B）ELISA鉴定杂交瘤上清结合力



博士学位论文

第 55页

2.3.1.2腹水纯化和抗体纯度鉴定

依据第一章中总结的筛选策略，选取上清结合力最高的几株杂交瘤和结合力

稍弱的几株杂交瘤，对小鼠注射杂交瘤细胞株后制备得到腹水。通过硫酸铵沉淀

法去除腹水中的部分杂蛋白和油脂，如图 2.2所示，然后对抗体溶液进行 Protein

G亲和层析，获得 10种抗体蛋白。利用 BCA法鉴定抗体的准确浓度，通过 SDS-

PAGE鉴定抗体纯度。如图 2.3所示，能够分别在 25 kDa和 55 kDa处观察到抗体

的轻链和重链条带。

图 2.2 Protein G亲和层析纯化曲线

Figure 2.2 Protein G affinity chromatography purification curve

图 2.3 SDS-PAGE鉴定抗体纯度

Figure 2.3 SDS-PAGE identifies antibody purity
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2.3.1.3抗体 IgG亚型鉴定

通过抗体 IgG亚型试剂盒对 10种抗体进行鉴定，ELISA结果显示存在 9个

IgG1抗体和 1个 IgG2抗体 18-3A（如图 2.4和表 2.6）。

图 2.4抗体 IgG亚型鉴定

Figure 2.4 Identification of antibody IgG subtypes

2.3.1.4抗体轻链和重链可变区的测序和比对

通过 PCR反应对抗体轻链可变区和重链可变区进行扩增，如图 2.5所示，经

琼脂糖凝胶电泳鉴定轻链和重链可变区分子量大小均为 350 bp左右，送至公司测

序。测序结果先通过 IMGT数据库进行比对，确定可变区的序列。然后在 NCBI

数据库调取 43RCA和 3E1两株已知可变区序列的鼠源抗蓖麻毒素中和抗体的序

列。通过 IMGT数据库比对，所有可变区均为人源。通过 DNAMAN进行多序列

比对，如图 2.6所示，发现其中 4-4E与 43RCA的重链可变区有着较高的相似性。

图 2.5琼脂糖凝胶电泳鉴定抗体轻重链可变区

Figure 2.5 Agarose gel electrophoresis to identify variable regions of antibody light and heavy

chains
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图 2.6抗体轻重链可变区比对

Figure 2.6 Variable region alignment of antibody light and heavy chains

2.3.2 抗体对蓖麻毒素结合活性鉴定

2.3.2.1抗体对蓖麻毒素结合力测定

通过 ELISA鉴定 10种抗体对蓖麻毒素的特异性结合，如图 2.7所示，OD值

随抗体浓度升高而增大，说明 10种抗体均能够与蓖麻毒素特异性结合，且这种

特异性结合具有浓度依赖性。

图 2.7 ELISA鉴定抗体对蓖麻毒素特异性结合

Figure 2.7 ELISA identifies antibodies that bind specifically to RT
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表 2.6 抗体基本信息汇总

Table 2.6 Summary of antibody information

抗体名称 V基因 IgG亚型 抗原表位 EC50 (μg/mL)

1-3F IGHV4-4
IGKV4-1 IgG1 RTA+RTB 46.16

4-4E IGHV3-20
IGKV3-11 IgG1 RTA 22.58

4-6D IGHV4-4
IGKV2-30 IgG1 RTB 1.00

6-9D IGHV1-2
IGKV6-21 IgG1 RTA+RTB 2.49

7-10C IGHV4-4
IGKV2-28 IgG1 RTA 0.12

14-5F IGHV3-15
IGKV1-5 IgG1 RTB 16.53

14-6A IGHV1-2
IGKV3-12 IgG1 RTA+RTB 13.07

18-3A IGHV6-1
IGKV1-5 IgG2 RTA 11.46

19-7B IGHV3-15
IGKV3-12 IgG1 RTA+RTB 15.89

22-3C IGHV1-2
IGKV6-21 IgG1 RTA+RTB 3.38

2.3.2.2抗体对蓖麻毒素亚基结合测定

通过竞争性 ELISA鉴定 10种抗体分别对 RTA或 RTB的特异性结合，利用

重组 RTA或 RTB蛋白竞争蓖麻毒素抗原表位。如图 2.8所示，在 10种抗体中，

7-10C、18-3A、4-4E特异性结合 RTA；4-6D、14-5F特异性结合 RTB；1-3F、6-

9D、22-3C、14-6A、19-7B对 RTA和 RTB均有结合。
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图 2.8竞争性 ELISA鉴定抗体对蓖麻毒素亚基的结合

Figure 2.8 Competitive ELISA identifies antibody binding to RT subunits

2.3.2.3 ELISA鉴定抗体表位分析

通过 ELISA 鉴定 10 种抗体表位之间的重合程度，如图 2.9 所示，其中 7-

10C/14-6A、7-10C/18-3A、18-3A/14-6A、18-3A/22-3C的竞争耐受性超过了 50%，

说明没有重叠表位的可能性很高。

图 2.9竞争性 ELISA分析抗体表位

Figure 2.9 Competitive ELISA analysis of antibody epitopes
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2.3.3 抗体对蓖麻毒素中和活性鉴定

2.3.3.1抗体对蓖麻毒素的中和活性测定

利用 A549细胞评价蓖麻毒素的毒性与抗体对蓖麻毒素的中和活性。如图

2.10A 所示，40 ng/mL 的蓖麻毒素可将 A549 细胞活力降低至 50%，超过 160

ng/mL的蓖麻毒素作用于 A549细胞后，细胞活力保持在 40%。因此，选取 160

ng/mL作为攻毒剂量。

分别加入 6.25~50 μg/mL不同浓度的 10种抗体保护 A549细胞，其中 4-4E、

22-3C和 14-6A可以较好的中和蓖麻毒素（其他抗体数据未显示）。如图 2.10B

所示，A549细胞活力随抗体浓度上升而升高，因此这种保护作用具有浓度依赖性。

图 2.10 MTT评价抗体对蓖麻毒素的中和活性

Figure 2.10 MTT evaluates the neutralizing activity of antibodies against RT

（A）MTT鉴定蓖麻毒素对 A549细胞毒性；（B）MTT筛选蓖麻毒素中和抗体

2.3.3.2体内攻毒保护实验

如图 2.11A，以小鼠为蓖麻毒素中毒的模型动物评价抗体对蓖麻毒素的中和

能力。分别以提前 24 h或 12 h两种条件注射抗体来预防蓖麻毒素中毒，观察记录

小鼠在注射蓖麻毒素后 72 h内的生存率。如图 2.11B和图 2.11C所示，提前 24 h

注射抗体总体上可以起到更好的预防效果。14-6A相比蓖麻毒素对照组更早出现

死亡，且 72 h内生存率较低，推测该抗体自身对机体存在一定毒性。22-3C和 4-

4E均显示了对蓖麻毒素的中和活性，其中 4-4E中和活性最强，提前 24 h注射条

件下达到了 83%存活率。
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图 2.11注射蓖麻毒素后小鼠生存率

Figure 2.11 Survival of mice after RT injection

（A）体内攻毒保护实验示意图；（B）提前 12小时注射抗体小鼠存活率；

（C）提前 24小时注射抗体小鼠存活率

2.3.3.3血糖和体重测定

血糖和体重是蓖麻毒素中毒的重要指标，因此在评价抗体对体内蓖麻毒素中

和能力的实验中对这两个指标进行了测定。如图 2.12A所示，小鼠体重在注射蓖

麻毒素后发生了具有统计学差异的下降，在注射抗体组中这种现象发生的相对更

不显著，但这种状态在 72 h内持续存在，并且未被抗体保护所逆转。如图 2.12B

所示，小鼠血糖在注射蓖麻毒素后同样发生了下降，具有统计学差异，但这种差

异的显著性在 72 h左右逐渐变小，说明小鼠体内的蓖麻毒素被抗体中和。

图 2.12注射蓖麻毒素后小鼠体重和血糖变化

Figure 2.12 Changes in mice weight and blood glucose after RT injection

（A）提前 24小时注射抗体小鼠体重变化；（B）提前 24小时注射抗体小鼠血糖变化
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2.3.3.4脏器病理损伤

在注射蓖麻毒素 72 h后，取各组存活小鼠的肠道、肝脏、脾脏和肾脏制作病

理切片，观察病理变化。如图 2.13所示，在蓖麻毒素对照组中小鼠的小肠肠壁存

在出血点（箭头处），抗体组和正常对照组中未出现；蓖麻毒素对照组和抗体组

肝脏均存在一定程度的肝细胞变性，胞浆疏松化；脾脏中蓖麻毒素对照组和抗体

组肝脏均发生了淋巴细胞的增多和红髓白髓的结构紊乱；肾脏中蓖麻毒素对照组

中肾小球基底膜增厚，抗体组和正常对照组中未出现。这些病理现象说明蓖麻毒

素不仅毒性剧烈，而且在小鼠体内带来了剧烈的免疫反应和炎症反应。而抗体的

介入虽不能消除这种免疫反应和炎症反应，但可以有效降低小鼠小肠肠壁所受到

的损伤。

图 2.13注射蓖麻毒素后小鼠脏器病理变化

Figure 2.13 Pathological changes in mice organs after RT injection

2.4讨论

几十年来，单克隆抗体药物因其特异性强、副作用小的优势，以革命性的速

度改进了癌症、自身免疫系统疾病等重点疾病领域的临床治疗方法，是目前技术

发展成熟、商业化成功的一类抗体药物[112]。因此，特异性针对蓖麻毒素的单克隆

抗体一直被认为是最有希望预防和治疗蓖麻毒素中毒的药物[8,95,96]。杂交瘤技术作
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为开发单克隆抗体的主流技术，其优势有三：①细胞融合操作简单而且稳定，技

术门槛相对较低，更易于推广和普及；②腹水法制备单克隆抗体，操作简单而且

产量大；③相比单细胞测序技术平台，杂交瘤技术可以得到原始 B细胞中所包含

的天然配对的重链和轻链序列，抗体活性和稳定性可以得到保证[113-115]。

由于鼠源抗体可以被人体免疫系统识别并引起人抗鼠抗体反应，引起严重的

不良反应[116]，所以人源化和全人源单抗逐渐成为抗体药物的大势所趋，这是减轻、

避免排异反应的一种发展之路[117]。人源抗体转基因小鼠是开发全人源单抗的重要

工具。人源抗体转基因小鼠是特异性敲除小鼠内源抗体基因，然后将人源抗体基

因插入小鼠体内得到的转基因动物[118,119]。该技术通过诱发小鼠机体适应性免疫

反应，利用了体内抗体亲和力成熟的各种自然机理，如：体细胞高频突变

（Somatic hypermutation, SHM）、类开关重组（Class switch recombination, CSR）

等，从而使得到的抗体具有良好的亲和性、稳定性和可溶性[120-126]。在本研究中，

使用人源抗体转基因小鼠搭配杂交瘤技术，形成了兼顾天然全人源抗体活力与稳

定性的研发平台，为制备和筛选全人源单克隆抗体奠定了基础。

杂交瘤腹水法由于操作便利且产量大的技术优势，是最广泛运用的单克隆抗

体制备方法。获得的腹水通过硫酸铵沉淀法进行粗纯，初步去除油脂、细胞碎片

和大量杂蛋白。利用 Protein G 填料对于 IgG 的可结晶片段（ Fragment

crystallizable, Fc）的特异性亲和作用，通过 Protein G亲和层析进行精纯，得到高

纯度抗体，以进行抗体的活性鉴定实验[127]。抗体的抗原表位和结合力强弱对抗体

发挥功能起到了至关重要的作用。通过 ELISA直接法或间接法，使用蓖麻毒素、

蓖麻毒素的重组亚基 RTA和 RTB来鉴定抗体对相应抗原的特异性结合能力。

在鉴定抗体对蓖麻毒素的中和活性过程中，参考了大量文献并对鉴定方法进

行了大量的探索和改进，最终得到本章所述方法[26,36]。A549细胞是人非小细胞肺

癌细胞系，对于蓖麻毒素损伤较为敏感，可通过 MTT实验检测到蓖麻毒素对

A549细胞系造成的损伤。最终实验结果表明，在体外水平具有中和蓖麻毒素能力

的抗体有 4-4E、22-3C和 14-6A。在通过体内攻毒保护实验之前，查阅文献并验

证了抗体的半衰期大约为 22~24 h左右，根据这些数据设计了攻毒保护实验。同

时，发现在攻毒时或攻毒后注射抗体不能够提高小鼠的存活率，因此将研究目的

集中在抗体的预防保护效果上。另外还发现，4-4E与 43RCA的重链可变区具有

一定的相似度，这可能说明了多序列比对的分析结果一定程度上也具有筛选抗体

的参考价值。然而，在体内的抗体保护实验中，14-6A和 22-3C均未展现较强的
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中和能力，对蓖麻毒素中毒动物的保护能力较差。相较其他抗体，4-4E对动物的

保护效果较好，并且在脏器病理切片中能够明显观察到 4-4E对动物脏器的保护作

用。考虑到 14-6A和 22-3C的重链 V基因均为使用频率最高的 IGHV1-2，因此推

断 14-6A和 22-3C均可能是抗原表位与免疫优势表位重合的抗体，其抗原表位与

中和性表位的重合程度较低。抗体 4-4E使用的 V基因为 IGHV3-20，根据第一章

中的研究结果可得知这是一种使用频率较低的 V基因，而且 4-4E的 EC50是 7-

10C的 EC50的 188倍。这些结果说明 4-4E抗体虽然具有良好的中和功能，但与

高结合力、高富集 BCR等特点并不相关，这侧面说明了第一章中所总结的中和

抗体筛选策略的重要性。

在本研究中，通过使用蓖麻毒素类毒素免疫后的人源抗体转基因小鼠，利用

杂交瘤抗体技术筛选和制备特异性针对蓖麻毒素的全人源中和抗体，并鉴定了抗

体的基本性质、结合活性和体内外对蓖麻毒素的中和活性。本研究对于全人源蓖

麻毒素中和抗体的开发具有重要意义，为接下来的研究奠定了坚实基础。

2.5小结

（1）筛选得到 10株全人源抗蓖麻毒素单克隆杂交瘤细胞株，制备获得 10株

全人源抗蓖麻毒素单克隆抗体并鉴定其基本信息。

（2）鉴定得到 3株抗体特异性结合 RTA，2株抗体特异性结合 RTB，5株抗

体与 RTA和 RTB均有结合；其中 EC50最小为 0.12 μg/mL，最大为 46.16 μg/mL。

（3）鉴定得到 1株全人源抗蓖麻毒素中和抗体 4-4E，攻毒前 24 h注射 2.5

mg/kg抗体，2×LD50腹腔注射蓖麻毒素 72 h内小鼠存活率 83%，小鼠小肠肠壁损

伤相较对照组显著降低。
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第三章 DMAb预防蓖麻毒素中毒研究

近年来，全球抗体药物产业发展迅速，但抗体药物开发仍然存在大量局限性，

严重阻碍了药物走向临床应用[52,53]。其一，抗体药物存在蛋白聚沉和体内外不稳

定等问题；其二，抗体药物的高剂量给药带来了高昂的用药成本[54,55]；其三，抗

体药物在靶组织难摄取，体内清除率高，需要多次给药。基于以上这些原因，开

发抗体药物的新方法和递送药物的新形式成为了领域研究的热点。

David B. Weiner创新性地发明了 DMAb技术，并将其广泛应用于抗体治疗领

域。DMAb携带抗体基因，可以在哺乳动物体内迅速表达大量抗体。在抗体含量

水平达到血清浓度峰值后，抗体水平随时间推移不断降低，最终从血清中自然清

除[56,57,67,68]。本章利用 DMAb技术，构建了搭载抗蓖麻毒素中和抗体的人源抗体，

并在体内外水平检测了该 DMAb分泌中和抗体和预防蓖麻毒素中毒的能力。此方

法制备成本低廉、特异性强、靶组织易摄取，本研究为预防蓖麻毒素的相关抗体

药物的快速研发和制备提供了理论基础。

3.1实验材料及仪器

3.1.1 实验主要试剂

本章节中 DNA基因均由吉林省库美生物科技有限公司合成并插入至质粒；

pIRES2-EGFP真核表达载体由实验室保存；4D12鼠源抗蓖麻毒素抗体和序列由

实验室保存；用于检测的蓖麻毒素由实验室保存；RPMI-1640培养基、无水乙醇

和 EDTA均购自美国 Sigma公司；MgCl2、醋酸、丙三醇、NaAc、β-巯基乙醇、

生理盐水、二甲苯、苏木精、醇溶伊红、中性树胶、石蜡、Tris、HCl、NaCl、

NaH2PO4·2H2O、Na2HPO4、(NH4)2SO4、Tween-20、BSA、H2SO4、TMB底物溶

液、石蜡油、Loading Buffer和琼脂糖均购自生工生物工程股份有限公司；胎牛血

清购自美国 Gibco公司；透明质酸酶购于北京索莱宝科技有限公司；RIPA裂解提

取缓冲液和 PMSF蛋白酶抑制剂购自美国 Thermo Scientific公司；AxyPrep质粒

中量制备试剂盒购自美国 Axygen 公司；DNA Stain Red 购自荷兰 Enzo Life

Sciences公司；NheⅠ、BamHⅠ限制性内切酶和 DNA标准分子量 Marker购自北京

Takara公司；葡萄糖测定试剂盒（葡萄糖氧化酶法）购自南京建成生物工程研究
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所； SF Cell Line 4D-Nucleofector X Kit L购于瑞士 Lonza公司；BCA蛋白浓度测

定试剂盒（增强型）购自上海碧云天生物技术有限公司；水合氯醛溶液（10%w/v）

购于上海泽叶生物科技有限公司；OCT冰冻切片包埋剂购于上海睿铂赛生物科技

有限公司；Goat anti-Human IgG-Fc Fragment Antibody Affinity Purified 购于美国

Bethyl公司；PE Anti-Mouse CD11b Antibody、FITC Anti-Mouse Ly-6G Antibody、

HRP-conjugated Affinipure Goat Anti-Mouse IgG和 HRP-conjugated Affinipure Goat

Anti-Human IgG购自美国 Proteintech公司。

3.1.2 主要仪器及设备

高速低温冷冻离心机（德国 Eppendorf公司，5810R型）；超低温冰箱（中

科美菱低温科技股份有限公司，YCD-EL259A型）；层析实验冷柜（北京博医康

实验仪器有限公司，YC-2型）；酶联免疫检测仪（瑞士 Tecan公司，F500型）；

Milli-Q超纯水制备仪（美国 Milipore公司，IQ 7000型）；电热恒温培养箱（上

海新诺仪器集团有限公司，HPS-250型）；酸度计（瑞士Mettler公司，PHS-4CT

型）；分析天平（赛多利斯科学仪器有限公司，BCE224I-1CCN型）；三温三控

水槽（上海博迅医疗生物仪器股份有限公司，DK-8D型）；恒温磁力搅拌器（上

海司乐仪器有限公司，85-1型）；超净工作台（深圳市博立斯智能装备有限公司，

DL-CJ-IN型）；小型垂直电泳转印系统（美国 Bio-Rad，1658033型）；高精度

小动物体重秤（北京佳宸弘生物技术有限公司，jc-1200g-01型）；电转染仪（瑞

士 Lonza 公司，4D-Nucleofector型）；卡钳电极（英国 BTX 公司，450101-384

型）；匀浆机（德国 IKA公司，T18型）；数显冷冻包埋机（桂宁实验器材有限

公司，TS210569）；冷冻切片机（德国 Leica公司，CM1950型）；病理组织摊

片机（山东博科生物产业有限公司，BT-Ⅰ）；石蜡切片机（深圳市达科为生物技

术股份有限公司，KD-202A）；全自动血常规分析仪（深圳迈瑞生物医疗电子股

份有限公司，BC-2900型）；倒置荧光显微镜（日本 OLYMPUS公司，IX53型）；

电穿孔仪（英国 BTX公司，ECM2001型）；移液器（美国 Thermo Scientific公

司，4510030型）。

3.1.3 主要溶液配制

PBS溶液：称取 11.68 g NaCl、9.44 g Na2HPO4、5.28 g NaH2PO4·2H2O，加蒸

馏水定容至 2 L，调节 pH=7.4，室温保存备用。
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PBST 溶液：0.05% Tween-20-PBS 溶液。向 1 L PBS 溶液中加入 500 μL 的

Tween-20，充分搅拌溶解，室温保存备用。

封闭液：3%BSA-PBS溶液。称取 0.45 g BSA，用 PBS溶液定容至 15 mL，

现用现配。

终止液：2 mol/L硫酸溶液。向 100 mL水中边搅拌边缓慢滴加 21.74 mL硫酸，

充分混匀后定容至 200 mL，室温保存。

固定液：向 400 mL 蒸馏水中加入 50 mL甲醛溶液，充分混合后用蒸馏水将

该溶液定容至 500 mL，室温保存。

50×TAE溶液：称量 Na2EDTA·2H2O 18.6 g，Tris 121 g，缓慢加入约 300 mL

蒸馏水，充分搅拌并溶解后加入 28.55 mL的冰乙酸，定容至 500 mL，室温保存。

10×N Buffer：称量 Tris 121 mg，MgCl2 67 mg，NaCl 292 mg，BSA 10 mg，

加入 8 mL去离子水充分搅拌溶解，加入 49 μL β-巯基乙醇，调节 pH=7.5，定容

至 10 mL，-20℃保存。

3 mol/L醋酸钠溶液：称量 NaAc 49.2 g，加入 180 mL去离子水，充分搅拌溶

解，醋酸调节 pH=5.2，去离子水定容至 200 mL，室温保存备用。

3.1.4 实验动物及细胞株

实验动物均采用 SPF级 4~6周龄的 BALB/c雌性小鼠，购自辽宁长生生物技

术股份有限公司，许可证号：SCXK（L）2020-0001，使用清洁鼠饲料和垫料进

行分笼饲养。

HEK 293T细胞购自 American Type Culture Collection（ATCC）。

3.1.5 抗体序列

鼠源抗蓖麻毒素抗体 4D12的可变区序列由实验室保存[130]；

鼠源抗体恒定区获取自 NCBI 数据库，mCH GenBank ID：BAQ25543.1，

mCL GenBank ID：BAQ25544.1；

鼠源抗蓖麻毒素抗体 43RCA的可变区序列获取自 NCBI数据库，43RCA VH

GenBank：FJ178346.1，43RCA VL GenBank ID：FJ178347.1；
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人源抗蓖麻毒素抗体 4-4E的可变区序列来自 2.2.3.4测序结果；

人源抗体恒定区获取自 NCBI 数据库，huCH GenBank ID：QRG33947.1，

huCL GenBank ID：QRG34017.1。

3.2实验方法

3.2.1 DMAb制备和鉴定

3.2.1.1质粒中提

（1）向无菌的带抗性的 LB培养基中接菌，置于摇床 37℃ 180 r/min震荡培

养 15个小时后，使用质粒中提试剂盒开始提取质粒。

（2）取 70 mL菌液，8000 r/min离心 10 min，弃尽上清。

（3）用 4.5 mL S1溶液充分重悬菌体。

（4）加入 4.5 mL S2溶液，轻轻摇晃混匀 10次。

（5）加入 4.5 mL S3溶液，立即轻轻摇晃混匀 10次。

（6）8000 r/min离心 10 min，用滤器过滤上清至吸附柱内。

（7）加入 7 mL W1溶液，全部滤干；再加入 8 mL W2溶液，全部滤干。

（8）取下抽提柱底部，加入 300 μL W2溶液，9000 r/min离心 1 min。

（9）将抽提柱转移至新 EP管，加入 300 μL 65℃预热的去离子水。

（10）测 DNA 浓度后，若低于 400 ng/μL，等待继续浓缩；若高于 400

ng/μL，保存于-20℃。

3.2.1.2质粒浓缩

（1）向质粒溶液中加入 1/10体积的 3 mol/L醋酸钠溶液，反复颠倒混匀。

（2）向混合溶液加入 2倍体积的无水乙醇，充分混匀。

（3）-20℃静置 6 h以上，8000 r/min离心 10 min。

（4）小心吸去所有上清液，通过滤纸擦干部分无水乙醇残留，通过等待蒸
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发进一步减少剩余无水乙醇。

（5）加入适量去离子水，充分溶解沉淀后测 DNA浓度。

3.2.1.3质粒双酶切

（1）双酶切体系见表 3.1，30℃孵育 3 h。

（2）反应结束后进行琼脂糖凝胶电泳，方法参见 2.2.3.5。
表 3.1 双酶切反应体系

Table 3.1 Double digestion reaction system

成分 体积（μL）

NheⅠ 0.5

BamHⅠ 0.5

10×N Buffer 1.0

DNA质粒 1.0 μg

ddH2O 8.0-DNA质粒体积

共计 10.0

3.2.2 DMAb电转染

3.2.2.1 HEK 293T细胞的培养

HEK 293T细胞的培养方法参见 2.2.2.1，培养液改用 8% RPMI-1640。

3.2.2.2细胞电转染

（1）培养 HEK 293T细胞至一定数量后，消化细胞后离心计数。

（2）取 2×106个细胞，1000 r/min离心 5 min，弃掉上清。

（3）加入 Supplement Ⅰ 18 μL、SF Cell Line Solution 82 μL和 2 μg DNA质粒，

充分重悬细胞，转移至无菌电转杯。

（4）将电转杯放入电转仪，开始电转染。
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（5）转染结束后将细胞转移至 6孔板中培养，分别在 0 h、24 h、48 h、72 h

观察增强的绿色荧光蛋白（Enhanced Green Fluorescent Protein, EGFP）共表达，

并分别保留少量培养液上清液检测人源抗体。

3.2.2.3小鼠腓肠肌电转染

（1）如图 3.5A所示，每组准备 6只小鼠，8~10周龄，将后腿腓肠肌两侧毛

剃净。

（2）向腓肠肌部位注射 30 μL透明质酸酶溶液（0.4 U/μL）。

（3）2小时后，对小鼠腹腔注射 10%水合氯醛溶液（20 μL/10 g小鼠体重）。

（4）5分钟后，待小鼠完全麻醉，向小鼠腓肠肌部位注射 50 μL DNA质粒

（浓度约为 500 ng/μL，共 25 μg）。

（5）在肌肉两侧涂抹均匀生理盐水，立即开始电转染。

（6）根据小鼠肌肉厚度，设置电压类型和大小为直流电 175 V/cm，脉冲宽

度 100 ms，脉冲数量 8个，使用面积为 1 cm×1 cm的紫铜镀镍电极进行电转染。

（7）转染结束后，将小鼠放回笼内侧卧，以防窒息死亡。

3.2.3 DMAb抗体分泌能力鉴定

3.2.3.1 ELISA检测人源抗体

ELISA一般操作流程参见 1.2.1.3，在此方法上稍作修改。

（1）包被步骤更改：用 PBS溶液 1:5000稀释羊抗人 IgG-Fc抗体。

（2）一抗步骤更改：样品孔用 PBS溶液以 1:100和 1:1000两种稀释比例稀

释样品。标准曲线孔用 PBS溶液稀释人源抗体至不同浓度（0 ng/mL、1 ng/mL、

10 ng/mL、100 ng/mL、1000 ng/mL）作为标准孔。

（3）二抗步骤更改：用 PBS溶液 1:5000稀释羊抗人 IgG-Fc酶标二抗。

3.2.3.2 ELISA检测抗蓖麻毒素鼠源抗体

ELISA一般操作流程参见 1.2.1.3，在此方法上稍作修改。

（1）包被步骤更改：用 PBS溶液稀释蓖麻毒素至 5 μg/mL。
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（2）一抗步骤更改：用 PBS溶液 1:10或 1:20稀释血清；同时用 PBS溶液稀

释 4D12抗体标准品至 5 μg/mL、2.5 μg/mL、1.25 μg/mL、0.625 μg/mL、0.3125

μg/mL、0.1563 μg/mL、0.0781 μg/mL、0.0391 μg/mL，作为标准孔。

（3）二抗步骤更改：用 PBS溶液 1:10000稀释羊抗鼠酶标抗体。

3.2.3.3腓肠肌冰冻切片制备

（1）取材：待小鼠腓肠肌电转染后第 7天，取转染的腓肠肌部位，平放于

软塑小盒内。

（2）包埋：加入 OCT包埋剂浸没组织，置于-80℃冰箱冰冻。

（3）切片：预冷恒温冰冻切片机，通过 OCT包埋剂使冰冻的组织块贴合于

样品托上，置于速冻架快速冷冻。固定好后开始切片，适当调整载玻片角度附贴

组织切片。

（4）封片：室温下稍稍晾干，滴加丙三醇，缓缓贴附盖玻片，置于荧光显

微镜下观察 EGFP绿色荧光蛋白。

3.2.3.4提取组织总蛋白

（1）取材：待小鼠腓肠肌电转染后第 7天，取小鼠的全身各组织（大脑、

小脑、肺脏、脾脏、肝脏、肾脏、腓肠肌、肠道），称重后取 100 mg，剩余组织

保存至-80℃冰箱。

（2）取 990 μL放射免疫沉淀（Radio Immunoprecipitation Assay, RIPA）裂解

液，并加入苯甲基磺酰氟（phenylmethylsulfonyl fluorid, PMSF）10 μL，充分混匀

后加入至组织。

（3）使用超声匀浆探头对组织充分研磨后，4℃静置 30 min。

（4）4℃条件下 12000 r/min离心 10 min，吸取上清液保存于 4℃，用于检测

人源抗体水平，方法参见 3.2.3.1。

3.2.4 DMAb体内攻毒保护实验

（1）参见 3.2.2.3方法，待小鼠腓肠肌电转染 DMAb（25 μg/只）后第 5天，

腹腔注射蓖麻毒素 16 μg/kg（2×LD50）。
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（2）测量并记录 0 h~72 h内小鼠的血糖和体重值，每 24 h测量 1次。血糖

的测定方法参见 2.2.5.5。

（3）使用 SPSS 26软件分析统计学差异性，通过双边 t-检验测定两组独立样

本数据之间的显著性差异。*表示 p <0.05，**表示 p <0.01，***表示 p <0.001，

****表示 p <0.0001。

3.2.5 DMAb电转染安全性评价

3.2.5.1血常规指标测定

（1）参见 3.2.2.3方法，待小鼠腓肠肌电转染 DMAb-4D12（25 μg/只）后第

14天，摘小鼠眼球取血。

（2）将全血滴至含有抗凝剂的采血管，室温缓缓摇晃均匀。

（3）通过血常规仪对血常规指标进行测定并记录。

3.2.5.2组织免疫荧光

（1）待小鼠腓肠肌电转染 DMAb-4D12（25 μg/只）后第 7天，取小鼠腓肠

肌制作冰冻切片，冰冻切片的制备参见 3.2.3.3方法。

（2）固定：浸入固定液固定 10 min。

（3）洗涤：浸入 PBS溶液浸洗 3次，每次 3 min。

（4）封闭：用免疫组化笔圈出组织，滴加封闭液室温封闭 60 min。

（5）荧光抗体：用 PBS溶液 1:1000稀释相应荧光抗体后从组织边缘缓慢滴

加，平放于 4℃湿盒静置过夜。

（6）洗涤：浸入 PBS溶液浸洗 3次，每次 3 min。

（7）染核：滴加 DAPI染色液，室温避光孵育 3 min。

（8）洗涤：浸入 PBS溶液浸洗 3次，每次 3 min。

（9）封片：滴加抗荧光淬灭封片液于载玻片上，将盖玻片小心贴附在组织

上封片，通过荧光显微镜观察并记录荧光。
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3.2.5.3石蜡切片制备和苏木精-伊红染色

参见 2.2.5.6中方法。

3.3实验结果

3.3.1 DMAb抗体分泌能力鉴定

3.3.1.1双酶切鉴定

DMAb的抗体序列设计如图 3.1A和图 3.1B所示，轻重链基因由 2A肽隔开，

将抗体片段插入至 pIRES2-EGFP载体中。通过 NheⅠ和 BamHⅠ限制性内切酶剪切

处于多克隆位点的目的片段，通过琼脂糖凝胶电泳检测载体片段和目的片段大小。

如图 3.1C所示，抗体片段大约为 2300 bp，载体片段大约为 5300 bp。

图 3.1 DMAb构建和鉴定

Figure 3.1 DMAb construction and qualification

（A）DMAb构建示意图；（B）pIRES2-EGFP载体图谱；（C）DMAb双酶切鉴定结果
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3.3.1.2 DMAb转染 HEK 293T细胞

将 DMAb 通过电转染方法递送至 HEK 293T 细胞，在电转染后 48 h 观察

EGFP的表达，分别在 0 h、24 h、48 h和 72 h取培养液上清液检测抗体分泌表达。

如图 3.2A所示，所有组中细胞均可见绿色荧光，说明 EGFP成功随载体共表达；

如图 3.2B所示，载有抗体片段的 DMAb转染细胞后，可以在细胞培养液中检测

到大量分泌表达的抗体，表达量在 48 h左右到达峰值。

图 3.2 DMAb转染 HEK 293T细胞

Figure 3.2 DMAb transfection in HEK 293T cells

（A）细胞转染荧光图；（B）ELISA鉴定细胞培养液上清中人源抗体

3.3.1.3 DMAb转染小鼠腓肠肌

每只小鼠腓肠肌部位被电转染 25 μg DMAb，在转染后第 7天，切除小鼠腓

肠肌部位制备冰冻切片，观察 EGFP的共表达。如图 3.3所示，小鼠腓肠肌组织

间可以观察到绿色荧光。

图 3.3转染 DMAb后小鼠腓肠肌间绿色荧光

Figure 3.3 Green fluorescence between the gastrocnemius muscles of mice after DMAb transfection
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通过 ELISA对小鼠体内人源抗体水平的变化和分布进行了测定。如图 3.4A

所示，在转染后 0~14天内，人源抗体在第 7天左右达到峰值，然后在体内逐渐

清除。另外，如图 3.4B所示，人源抗体在小鼠体内主要集中在小肠和腓肠肌组织

中。为了比较不同种属抗体在小鼠体内的表达情况，探究种属对抗体药物体内代

谢问题的影响，通过搭载鼠源抗体 4D12的 DMAb-4D12对小鼠腓肠肌组织进行

电转染。如图 3.4C所示，在单次电转染后，小鼠血清内抗体水平在第 14天达到

峰值，平均值为 20 μg/mL，小鼠体内 DMAb可以持续表达抗体超过 120天，说

明小鼠体内 DMAb抗体表达存在种属特异性。

图 3.4转染 DMAb后小鼠体内抗体水平与分布

Figure 3.4 Antibody levels and distribution in mice after DMAb transfection

（A）ELISA鉴定 DMAb体内抗体表达水平；（B）ELISA鉴定 DMAb体内抗体表达分布；

（C）ELISA比较 DMAb体内表达鼠源和人源抗体表达情况

3.3.2 DMAb体内攻毒保护实验

3.3.2.1小鼠生存率测定

对电转染 DMAb的小鼠腹腔注射 2×LD50蓖麻毒素，观察并记录 72 h内的小

鼠生存率（如图 3.5A）。结果如图 3.5B所示，DMAb-c43RCA（6/6）和 DMAb-

4-4E（5/6）均可以保护小鼠免受蓖麻毒素致死。
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图 3.5注射蓖麻毒素后小鼠生存率

Figure 3.5 Survival of mice after RT injection

（A）小鼠体内转染攻毒保护实验示意图；（B）小鼠攻毒后存活率

3.3.2.2血糖和体重测定

对电转染 DMAb的小鼠腹腔注射蓖麻毒素，测定并记录 72 h内的小鼠的体

重和血糖水平。如图 3.6A所示，注射蓖麻毒素后，DMAb-c43RCA组小鼠体重下

降幅度小于 DMAb-4-4E组小鼠，说明 DMAb-c43RCA保护效果更好；如图 3.6B

所示，注射蓖麻毒素后，DMAb组与蓖麻毒素组在 24 h内血糖水平迅速下降，但

在 48~72 h内回升至正常组水平，在 72 h血糖水平与正常对照组无统计学差异。

图 3.6注射蓖麻毒素后小鼠体重和血糖变化

Figure 3.6 Changes in blood glucose and body weight in mice after RT injection

（A）攻毒后小鼠体重变化；（B）攻毒后小鼠血糖变化

3.3.2.3脏器病理损伤

在注射蓖麻毒素 72 h后，取 DMAb各组存活小鼠的肠道、肝脏、脾脏和肾

脏制作病理切片，观察病理变化。如图 3.7所示，在蓖麻毒素对照组中小鼠的小

肠肠壁存在出血点（箭头处），DMAb 各组和正常对照组中未出现；转染

DMAb-4-4E小鼠的肝脏中出现肝细胞变性，胞浆疏松化，而其他各组中未出现；

脾脏中蓖麻毒素对照组和 DMAb各组肝脏均发生了淋巴细胞的增多和红髓白髓的

结构紊乱；肾脏中蓖麻毒素对照组和 DMAb-4-4E组中肾小球基底膜增厚，抗体
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组和正常对照组中未出现该现象。以上结果说明 DMAb-c43RCA具有优异的预防

蓖麻毒素中毒的能力，DMAb-4-4E也可以一定程度中和蓖麻毒素的毒性，但肝脏

和脾脏均不可避免地出现病理损伤。

图 3.7注射蓖麻毒素后小鼠脏器病理变化

Figure 3.7 Pathological changes in mice organs after RT injection

3.3.3 DMAb电转染安全性评价

3.3.3.1血常规指标测定

待小鼠腓肠肌电转染 DMAb-4D12（25 μg/只）后第 14天，取全血检测血常

规指标。如图 3.8所示，小鼠在转染 DMAb后第 14天时，白细胞中的淋巴细胞

显著增多，说明体内正在发生免疫反应和炎症反应。
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图 3.8转染 DMAb-IgG后小鼠血常规指标

Figure 3.8 Routine blood markers in mice after transfection of DMAb-IgG

3.3.3.2腓肠肌粒细胞浸润

待小鼠腓肠肌电转染 DMAb-4D12（25 μg/只）后第 7天，取小鼠腓肠肌制备

冰冻切片。如图 3.9所示，CD11b和 Ly6G分别被红色和绿色荧光染色，腓肠肌

组织间可见明显红色和绿色荧光，说明组织间存在中性粒细胞的浸润，即电转染

对腓肠肌组织造成了一定的炎症反应。

图 3.9转染 DMAb-IgG后小鼠腓肠肌间中性粒细胞

Figure 3.9 Mice gastrocnemius muscle neutrophils after DMAb-IgG transfection

3.3.3.3脏器病理变化

待小鼠腓肠肌电转染 DMAb-4D12（25 μg/只）后第 7~28天，取腓肠肌、脾

脏、肾脏和肝脏制备病理切片观察病理变化。如图 3.10所示，空载体对照组、

IgG载体组在第 7天核内移，腓肠肌肌纤维坏死，炎细胞浸润。这些病理变化在

第 14~28天恢复正常；如图 3.11所示，空载体对照组、IgG载体组在肝细胞浆内
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出现空泡，肝细胞变性，至第 28天逐渐好转；如图 3.12所示，IgG载体组在脾脏

红髓和白髓结构紊乱，红髓中淋巴细胞大量增生，至第 28天逐渐好转；如图

3.13所示，IgG载体组（第 14天）肾脏中出现缺血性改变，肾小球固缩、基底膜

增厚，至第 28天逐渐好转。

图 3.10电转染后小鼠腓肠肌病理变化

Figure 3.10 Pathological changes in gastrocnemius muscle in mice after electrotransfection

图 3.11电转染后小鼠肝脏病理变化

Figure 3.11 Pathological changes in liver in mice after electrotransfection
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图 3.12电转染后小鼠脾脏病理变化

Figure 3.11 Pathological changes in spleen in mice after electrotransfection

图 3.13电转染后小鼠肾脏病理变化

Figure 3.11 Pathological changes in kidney in mice after electrotransfection
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3.4讨论

近几十年来，抗体药物的开发设计和临床应用都日益成熟，但抗体药物仍然

有其局限性[97-100]。其一，抗体药物存在蛋白聚沉和体内外不稳定等问题；其二，

抗体药物的高剂量给药带来了高昂的用药成本；其三，抗体药物在靶组织难摄取，

体内清除率高，需要多次给药[54,55]。为了解决这些抗体药物本身固有的问题，本

研究利用 DMAb技术在小鼠体内表达中和抗体，预防蓖麻毒素中毒带来的损伤。

David B. Weiner创新性地发明了 DMAb技术，并将其广泛应用于抗体治疗领

域。DMAb携带抗体基因，可以在哺乳动物体内迅速表达大量抗体。在抗体含量

水平达到血清浓度峰值后，抗体水平随时间推移不断降低，最终从血清中自然清

除[128,129]。在设计和构建 DMAb的过程中，使抗体的轻链和重链以 1:1摩尔比表

达，充分提高抗体表达效率[131,132]。在信号肽选择上，参考先前的研究，分别选

择分泌效率最高的两条序列作为重链和轻链可变区的信号肽[133]。在载体选择上，

选择了 pIRES2-EGFP真核表达载体。该载体携带真核生物强启动子 CMV，这对

在哺乳动物体内高效率表达和分泌抗体至关重要。该载体还携带有内部核糖体进

入位点（Internal ribosome entry site, IRES）序列[134]和 EGFP蛋白基因[135,136]，通

过观察共表达的绿色荧光蛋白，可以对体内外表达情况有更直观的了解。

DMAb的转染效率对于抗体表达的峰值和达峰速度都至关重要，所以选择电

脉冲技术对腓肠肌进行转染[137-139]。电脉冲转染技术作为物理转染方法之一，可

以有效对细胞膜造成穿孔，具有简单、快速和稳定的技术特点[140-143]。在体内转

染 DMAb实验结果中，观察到小鼠血清人源抗体水平的峰值大约出现在第 7天左

右。在后续的攻毒保护实验中，选取在第 5天注射蓖麻毒素，这样能够最大限度

地观察到抗体对蓖麻毒素中毒动物的保护作用。研究结果显示，DMAb-c43RCA

（6/6）和 DMAb-4-4E（5/6）均可以保护小鼠在 72 h内免受 2×LD50蓖麻毒素致

死，小鼠血糖在攻毒后 72 h内恢复至正常组水平，小肠肠壁和肾脏损伤相较对照

组显著降低。为了比较不同种属抗体在小鼠体内的表达情况，探究种属对抗体药

物体内代谢问题的影响，通过对小鼠腓肠肌组织进行电转染 DMAb-4D12。实验

结果显示，在单次电转染后，小鼠血清内抗体水平在第 14天达到峰值平均值为

20 μg/mL，小鼠体内 DMAb可以持续表达抗体超过 120天，DMAb体内表达抗体

具有明显的种属特异性。另外，普通单抗药物由于分子结构和理化性质的问题，

不易被亲脂性生物膜摄取，难以通过胃肠道吸收，实验中发现通过 DMAb体内表
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达人源抗体可以改善该问题。实验结果显示，小鼠体内人源抗体主要集中在小肠

和腓肠肌组织中，这不仅改善了普通单抗药物在肠道组织的生物利用度，也对预

防蓖麻毒素对肠道损伤产生了积极影响。

除此之外，为了评价 DMAb技术的生物安全性，针对 DMAb和电转染对小

鼠机体的影响进行了一系列评价实验。在通过 DMAb表达抗体的小鼠体内血液中，

能明显观察到白细胞中的淋巴细胞的上升，这说明通过 DMAb技术表达的抗体在

身体中仍然会被识别成异源蛋白并引发免疫反应[144-147]。另外，对肌肉进行电脉

冲也会对局部肌肉组织造成粒细胞浸润，引发局部炎症反应[148]。随后，对其他脏

器病理切片的观察结果也为这些结论提供了支撑，所得结论与已有报道相一致[149]。

在本研究中，利用 DMAb技术，构建了搭载抗蓖麻毒素抗体序列的 DMAb

载体，并在体内外水平检测了该 DMAb载体分泌抗体和预防蓖麻毒素中毒的能力。

DMAb制备成本低廉、特异性强、靶组织易摄取，为预防蓖麻毒素的相关抗体药

物的快速研发和制备提供了理论基础。

3.5小结

（1）制备得到 DMAb-4D12、DMAb-4-4E 和 DMAb-c43RCA三种载体，在

体内外均具有良好的抗体分泌能力。小鼠体内 DMAb抗体表达存在种属特异性，

小鼠血清中人源抗体水平在转染后第 7天达到 10 μg/mL以上，小鼠体内鼠源抗体

4D12持续表达超过 120天，集中分布于小肠和腓肠肌组织。

（2）在攻毒前 5天体内转染 DMAb-4-4E或 DMAb-c43RCA 25 μg，腹腔注

射 2×LD50蓖麻毒素 72 h内小鼠存活率分别为 83%和 100%，各组小鼠体重均迅速

降低， DMAb-IgG组小鼠血糖在攻毒后 72 h内恢复至正常组水平，小肠肠壁损伤

相较对照组显著降低。

（3）电转染 DMAb导致腓肠肌组织存在粒细胞浸润，肾脏、脾脏和肝脏出

现炎症反应和可恢复性损伤。
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第四章 全人源抗蓖麻毒素抗体保护机制探究

抗体药物作为一种靶向性强的药物，其最大的优势就是能够精准靶向特定的

抗原表位，而这与其独特结构密切相关。蛋白结构决定了不同的抗原表位，也就

决定了不同的蛋白功能和机制。因此，探究抗体抗原的结合细节和正确理解抗体

发挥功能的内在机制，对于抗体药物开发具有重要的意义。

蓖麻毒素在胞内发挥毒性，主要是借助细胞的逆向转运途径。蓖麻毒素借助

RTB在膜表面停留，而后通过胞吞入胞，在高尔基体、内质网驻留，在蛋白质二

硫键异构酶的催化下释放 RTA。RTA分子被运往胞浆，最终发挥毒性。目前已

发现的蓖麻毒素抗体保护机制包括：①阻碍逆向转运，干扰蓖麻毒素从质膜到高

尔基体的转运；②阻断 PDI对蓖麻毒素二硫键的还原；③直接屏蔽蓖麻毒素作为

RIP的酶活性中心；④阻碍 RTB与膜表面受体结合[150]。

本章将利用生物信息学和相关实验探究抗体抗原的结合细节，进而了解抗体

发挥保护功能的内在机制，本研究对于今后进一步开发蓖麻毒素中和抗体提供了

重要的理论基础。

4.1实验材料及仪器

4.1.1 实验主要试剂

用于检测的蓖麻毒素由实验室保存；无水乙醇、脱脂奶粉、蛋白质二硫化异

构酶、EDTA和 DMEM培养基均购自美国 Sigma公司；胎牛血清购自美国 Gibco

公司；抗荧光淬灭剂购自上海信裕生物科技有限公司；Super fluor 680购自上海

阿拉丁生化科技股份有限公司；Triton X-100、K3PO4、DTT、GSH、GSSG、

DMSO、Tris、HCl、NaCl、NaH2PO4·2H2O、SDS、Na2HPO4、(NH4)2SO4、30%

丙烯酰胺、Tween-20、BSA、NaHCO3、Native protein loading buffer、TEMED均

购自生工生物工程股份有限公司； NADPH购于北京索莱宝科技有限公司；TrxR

购自武汉云克隆科技股份有限公司；预染蛋白质标准分子量 Marker 购自北京

Takara 公司；DAPI 染色液、High-sig ECL Western Blotting Substrate 购自美国

Thermo Scientific公司；BCA蛋白浓度测定试剂盒（增强型）购自上海碧云天生
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物技术有限公司； FITC-conjugated Affinipure Goat Anti-Rabbit IgG、Golgin 97

Polyclonal Antibody和 EEA1 Polyclonal Antibody购自美国 Proteintech公司；HRP

Avidin购自美国 Biolegend公司。

4.1.2 主要仪器及设备

高速低温冷冻离心机（德国 Eppendorf公司，5810R型）；超低温冰箱（中

科美菱低温科技股份有限公司，YCD-EL259A型）；层析实验冷柜（北京博医康

实验仪器有限公司，YC-2型）；酶联免疫检测仪（瑞士 Tecan公司，F500型）；

小型垂直电泳转印系统（美国 Bio-Rad公司，1658033型）；Milli-Q超纯水制备

仪（美国Milipore公司，IQ 7000型）；倒置荧光显微镜（日本 OLYMPUS公司，

IX53型）；电热恒温培养箱（上海新诺仪器集团有限公司，HPS-250型）；酸度

计（瑞士Mettler公司，PHS-4CT型）；分析天平（赛多利斯科学仪器有限公司，

BCE224I-1CCN型）；三温三控水槽（上海博迅医疗生物仪器股份有限公司，

DK-8D型）；恒温磁力搅拌器（上海司乐仪器有限公司，85-1型）；超净工作台

（深圳市博立斯智能装备有限公司，DL-CJ-IN型）；全能型蛋白转印系统（美国

Bio-Rad 公司，1704150 型）；移液器（美国 Thermo Scientific 公司，4510030

型）。

4.1.3 主要溶液配制

PBS溶液：称取 11.68 g NaCl、9.44 g Na2HPO4、5.28 g NaH2PO4·2H2O，加蒸

馏水定容至 2 L，调节 pH=7.4，室温保存备用。

PBST 溶液：0.05% Tween-20-PBS 溶液。向 1 L PBS 溶液中加入 500 μL 的

Tween-20，充分搅拌溶解，室温保存备用。

封闭液：3%BSA-PBS溶液。称取 0.45 g BSA，用 PBS溶液定容至 15 mL，

现用现配。

固定液：向 400 mL 蒸馏水中加入 50 mL甲醛溶液，充分混合后用蒸馏水将

该溶液定容至 500 mL，室温保存。

透化液：向 100 mL去离子水中缓慢加入 200 μL Triton X-100，搅拌混匀后于

4℃保存。
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0.15 mol/L NaCl溶液：称取 8.8 g NaCl固体，定容至 1 L，4℃保存备用。

5×电泳缓冲液：称取 15.1 g Tris固体和 94 g Glycine固体，量取 10%SDS溶

液 50 mL，加水 800 mL充分溶解后，用 HCl将 pH值调至 8.3，定容至 1 L后常

温保存。

10%过硫酸铵溶液：称取 5 g过硫酸铵，加蒸馏水定容至 50 mL，充分搅拌溶

解，分装后 4℃保存。

10%SDS溶液：称取 50 g SDS固体，加蒸馏水至 500 mL充分溶解，分装后

4℃保存。

4.1.4 数据库及软件

IMGT（http://www.imgt.org）；

SWISS-MODEL（https://swissmodel.expasy.org/）；

UCLA-DOE LAB-SAVES v6.0（https://saves.mbi.ucla.edu/）；

Discovery Studio（https://discover.3ds.com）；

DNAMAN 9（https://www.lynnon.com/dnaman.html）；

ImageJ（https://imagej.net/software/imagej/）；

PyMOL（https://pymol.org/2/）。

4.1.5 细胞株

Vero细胞购自 American Type Culture Collection（ATCC）。

4.2实验方法

4.2.1 蓖麻毒素的亚细胞定位

4.2.1.1蓖麻毒素的 Super fluor 680修饰

（1）蛋白预处理：用蒸馏水稀释蓖麻毒素至 2 mg/mL，加入 1/10体积的 1
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mol/L碳酸氢钠溶液。

（2）染料溶解：用 DMSO将染料配制为 1 mg/mL。

（3）标记：将染料溶液缓慢加入 1 mL 蛋白溶液中（蛋白：染料摩尔比

=1:20），常温避光缓慢搅拌 1 h。

（4）透析：用 100 mL 0.15 mol/L NaCl溶液于常温避光透析 4次，每次 4 h；

用 1 L 0.15 mol/L NaCl溶液于 4℃避光透析过夜；用 100 mL PBS溶液于 4℃避光

透析过夜，-20℃避光保存。

4.2.1.2 Vero细胞爬片制备

（1）Vero细胞的培养方法参见 2.2.2.1 SP2/0骨髓瘤细胞的培养方法。

（2）在细胞培养板中提前放置爬片，Vero细胞密度为 8×104个/mL，培养 24

h后，加入 50 μg/mL的抗体 250 μL/孔，37℃孵育 1 h。

（3）加入 10 ng/mL的蓖麻毒素 250 μL/孔，37℃孵育 2 h。

（4）吸去所有液体，加入 PBS溶液 500 μL/孔，然后进行免疫荧光实验。

4.2.1.3细胞免疫荧光

（1）洗涤：加入 PBS溶液 500 μL/孔浸洗 3次，每次 3 min；

（2）固定：加入固定液 500 μL/孔固定 15 min；

（3）洗涤：加入 PBS溶液 500 μL/孔浸洗 3次，每次 3 min；

（4）透化：加入透化液 500 μL/孔透化 5 min；

（5）洗涤：加入 PBS溶液 500 μL/孔浸洗 3次，每次 3 min；

（6）封闭：加入封闭液 500 μL/孔，室温封闭 60 min；

（7）一抗：用 PBS溶液 1:3稀释封闭液，使用该混合溶液按说明书比例稀

释抗 Golgin 97抗体和抗 EEA1抗体 500 μL/孔，4℃孵育过夜；

（8）洗涤：加入 PBS溶液 500 μL/孔浸洗 3次，每次 3 min；

（9）二抗：用 PBS溶液 1:5000稀释 FITC羊抗兔荧光二抗，加入 500 μL/孔，

室温避光孵育 60 min；



博士学位论文

第 87页

（10）洗涤：加入 PBS溶液 500 μL/孔避光浸洗 3次，每次 3 min；

（11）染核：加入 DAPI染色液 500 μL/孔，室温避光孵育 3 min；

（12）洗涤：加入 PBS溶液 500 μL/孔避光浸洗 3次，每次 3 min；

（13）封片：滴加抗荧光淬灭封片液于载玻片上，将爬片小心夹出倒置，封

片，通过荧光显微镜观察并记录荧光，用 ImageJ软件量化分析结果。

4.2.2 抗体阻碍 PDI水解蓖麻毒素二硫键

4.2.2.1抗体阻碍 PDI水解蓖麻毒素二硫键

（1）首先需要激活 PDI蛋白，见表 4.1中反应一体系，加入各组分后轻轻混

匀，室温避光孵育 20 min。

（2）另外需提前混合蓖麻毒素和抗体，见表 4.1中反应二体系，预混后加入

至反应结束的反应一，充分混合；设置阳性对照，等量 Bio-RT 与 DDT（20

mmol/L）充分混合；设置阴性对照，等量 Bio-RT，各组均 37℃避光孵育 60 min。

（3）反应结束后，对各组加入 Native protein loading buffer至工作浓度，立

即进行蓖麻毒素亚基的鉴定。

表 4.1 抗体阻断 PDI水解蓖麻毒素二硫键反应体系

Table 4.1 Antibodies block PDI hydrolyzed ricin disulfide bond reaction system

反应一成分 含量 反应二成分 含量

PDI 1.2 μmol/L Bio-RT* 20 nmol/L

TrxR 90 nmol/L IgG 2 μmol/L

K3PO4 100 mmol/L GSH 750 μmol/L

EDTA 2 mmol/L GSSG 250 μmol/L

NADPH 200 μmol/L

室温避光孵育 20 min。
预混后加入反应结束的反应一，

37℃避光孵育 60 min。

*生物素修饰蓖麻毒素的方法参见 2.2.4.4。
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4.2.2.2 Western Blot鉴定蓖麻毒素亚基

（1）配胶：配制 SDS-PAGE凝胶，配制方法见 2.2.3.1。

（2）上样：每孔分别加入样品或预染蛋白质标准分子量 Marker。设置电压

为 80 V，待溴酚蓝抵达胶的尾部附近即关闭电源。

（3）转膜：通过转膜装置对 PVDF膜进行转膜，设置转膜电流为 350 mA，

转膜时间为 45 min。

（4）封闭：转膜结束后，将膜置于 2% MPBS溶液中，轻轻摇晃，室温封闭

2 h，弃尽封闭液。

（5）洗涤：用 PBST溶液洗涤膜，每次洗涤 10 min，共洗涤 3次。

（6）一抗：用 PBST溶液 1:10000稀释酶标亲和素，轻轻摇晃，室温孵育 1

h。

（7）洗涤：用 PBST溶液洗涤膜，每次洗涤 10 min，共洗涤 5次。

（8）将试剂盒中 A液和 B液等体积混合，在膜上均匀滴加混合溶液，通过

凝胶成像系统观察蛋白印迹。

4.2.3 抗原抗体复合物结构预测

4.2.3.1同源建模和评价

（1）登陆 SWISS MODELING建模平台，在Modelling - User Template Mode

中，提交抗体重链和轻链可变区的氨基酸序列，开始进行同源建模和分析。

（2）建模任务完成后，下载报告文件。文件中包含了目标蛋白序列与同源

模板序列之间比对信息和对建模结果的置信度区间等信息。此外，还记载了模板

比对和搜索中的相关信息。

（3）在 Discovery Studio 软件中打开建模文件，使用 Chart- Ramachandran

Plot功能，构建拉式图，根据拉式图评估结果对错误区氨基酸进行优化。

4.2.3.2 ZDOCK和 RDOCK

（1）使用 DS软件打开受体蛋白和配体蛋白的结构文件。
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（2）使用蛋白对接（ZDOCK）工具并修改其中参数。其中，Angular Step

Size参数选择 15；RMSD Cutoff参数选择 6；Interface Cutoff选择 9；Maximum

Number of Clusters参数选择 60。其余参数均为默认值[4]。

（3）待对接任务结束后，作 3D Point Plot图分析对接得到的所有构型，选取

聚类多、对接评分高和符合实验数据的对接结果。

（4）利用 CHARMm Polar H力场对构型空间赋值，通过 RDOCK工具优化

对接构型，通过比较各构型之间 E_RDOCK的分数，得到最优构型。

4.3实验结果

4.3.1 抗体阻碍蓖麻毒素逆向转运

蓖麻毒素的胞内逆向转运是蓖麻毒素发挥毒性的重要机制，因此，有必要探

究抗体的中和功能是否与阻碍逆向转运相关。在抗体中和蓖麻毒素的过程中，通

过免疫荧光实验分别定位蓖麻毒素与相关细胞器的位置，对比观察抗体对逆向转

运的阻碍作用。如图 4.1 所示，加入抗体后，蓖麻毒素与高尔基体标志物

Golgin97共定位减少，说明抗体抑制蓖麻毒素在高尔基体驻留。

图 4.1抗体阻碍蓖麻毒素在高尔基体驻留

Figure 4.1 Antibodies impede ricin residency in the Golgi apparatus
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蓖麻毒素在逆向转运的过程中，大多数分子均会被内体识别，并最终在溶酶

体中被降解。因此，为了进一步了解未能驻留在高尔基体的蓖麻毒素的去向，有

必要进一步探究蓖麻毒素和内体的共定位关系。如图 4.2所示，加入抗体后，蓖

麻毒素与早期内体（Early Endosome, EE）标志物 EEA1共定位增加，说明抗体增

加蓖麻毒素在早期内体中累积，从而最终导向被溶酶体降解的命运。

图 4.2抗体增加蓖麻毒素在早期内体中累积

Figure 4.2 Antibodies increase ricin accumulation in early endosomes

4.3.2 抗体阻碍 PDI水解蓖麻毒素二硫键

蓖麻毒素在转运至内质网后，将被 PDI水解其二硫键，使 RTA和 RTB相互

解离，从而使 RTA继续向胞浆转运并最终发挥核糖体失活酶活性。因此，为了

鉴定抗体是否能够阻碍 PDI水解蓖麻毒素的二硫键，通过蛋白印迹实验鉴定了

PDI重组蛋白对生物素修饰的蓖麻毒素二硫键的水解。如图 4.3A所示，除 6-9D

和 7-10C外，其他抗体均能够在不同程度上阻碍 PDI对蓖麻毒素二硫键的水解。
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图 4.3抗体阻碍 PDI水解蓖麻毒素二硫键

Figure 4.3 Antibodies impede PDI hydrolysis of ricin disulfide bonds

4.3.3 抗原抗体复合物结构预测

4.3.3.1同源建模和评价

通过 SWISS-MODEL数据库对抗体 4-4E的轻重链可变区进行同源建模。如

图 4.4A和图 4.4C所示，通过模板（PDB ID：5i1c.1）同源建模得到 4-4E的轻重

链可变区模型。另外，如图 4.4B所示，蓖麻毒素分子的结构模型选择直接应用数

据库中的已知模型（PDB ID：3rti）。

通过 UCLA-SAVES数据库计算蛋白质结构中所有残基中的 phi和 psi，并绘

制拉式图（Ramachandran Plot）。如图 4.5所示，“不允许区”的氨基酸数量占

比为 0%，模型可信。
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图 4.4抗体 4-4E的同源建模信息

Figure 4.4 Homologous modeling details for antibody 4-4E

（A）4-4E可变区同源建模结构示意图；（B）蓖麻毒素结构示意图；（C）同源建模信息

图 4.5抗体 4-4E模型的拉式图

Figure 4.5 Ramachandran plot of antibody 4-4E model
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4.3.3.2抗原抗体对接

通过 Discovery Studio软件中的 ZDOCK工具对 4-4E和 RT的结构模型进行

蛋白对接。蛋白对接任务结果中：ZDock Score 代表每个构型的对接评分、

Density代表同聚类下对接构型数目、Cluster代表不同对结构型所组成的聚类。如

图 4.6所示，通过 Analyze Docked Proteins工具和 3D Point Plot对所有对接构型进

行分析和结果可视化，选择可信对接构型继续进行 RDOCK 优化，最终通过

Pose1686得到最优构型，见图 4.6。

如图 4.7所示，抗体 4-4E与蓖麻毒素分子以此构型相结合，其结合界面氨基

酸在大多集中在 RTA分子的前 60个氨基酸范围内。如图 4.8所示，抗体 4-4E的

重链可变区 CDR3中的 99D/101Q/102Q在抗原抗体结合中发挥了关键作用。

图 4.6可视化 ZDOCK结果

Figure 4.6 3D point plot of ZDOCK results



博士学位论文

第 94页

图 4.7抗体 4-4E和蓖麻毒素对接模型

Figure 4.7 Antibody 4-4E and RT docking model

图 4.8抗体 4-4E和蓖麻毒素结合关键氨基酸

Figure 4.8 Antibody 4-4E and RT binding key amino acids
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4.4讨论

蓖麻毒素在胞内发挥毒性，主要是借助细胞的逆向转运途径。目前已发现的

蓖麻毒素抗体保护机制包括：①阻碍逆向转运，干扰蓖麻毒素从质膜到高尔基体

的转运；②阻断 PDI对蓖麻毒素二硫键的还原；③直接屏蔽蓖麻毒素作为 RIP的

酶活性中心；④阻碍 RTB与膜表面受体结合[150]。

免疫荧光实验是一种可以对多个靶标同时进行标记的实验方法，其优势在于

灵敏度高、检测范围广和性价比高。因此，本研究通过免疫荧光实验来观察在抗

体作用下，蓖麻毒素和细胞器的共定位是否变化，进而验证抗体是否对蓖麻毒素

胞内逆向转运存在阻碍作用[23]。除此之外，为了探究抗体对 PDI水解蓖麻毒素二

硫键的阻碍作用，通过 Western Blot实验观察蓖麻毒素两个亚基的解离情况。利

用 硫 氧 还 蛋 白 还 原 酶 （ Thioredoxin Reductase, TrxR ） 和 还 原 型 辅 酶 Ⅱ

（nicotinamide adenine dinucleotide phosphate, NADPH），在体外激活 PDI重组蛋

白的酶活性[50,151]，观察在加入或不加入抗体后的实验结果变化，并通过生物素修

饰蓖麻毒素来减少结果背景。结果发现 4-4E不仅对蓖麻毒素的胞内逆向转运发挥

阻碍作用，而且能够一定程度上影响 PDI对蓖麻毒素二硫键的解离。

抗体药物能够精准靶向特定分子的抗原表位，发挥特定的功能和机制，这与

其独特结构密切相关。因此，探究抗原抗体结合细节，对抗体药物开发具有重要

的意义。为了更清楚地了解抗原抗体结合细节，使用 Discovery Studio 软件中

ZDOCK工具对抗原-抗体复合物进行结构预测。基于快速傅里叶变换，ZDOCK

是一种广泛应用的刚性蛋白对接算法，通过将配体蛋白围绕受体蛋白平移和旋转，

从而搜索整个空间中所有可能的蛋白结合构型，并使用评分函数对每个结合构型

的总结合能进行计算和打分，经过全世界各类研究检验，具有优异的预测性能[152-

159]。抗原抗体复合物结构模型显示，4-4E大部分抗原表位集中在 RTA分子上，

与第二章中竞争性 ELISA的结果相一致。从第二章的研究结果中可以发现，相比

其他抗体 4-4E对蓖麻毒素的结合活力并不高，但由于其抗原表位的独特性而具有

中和蓖麻毒素毒性的作用。因此，在以后的研究中可以探索更多的中和性抗原表

位，进而提高中和活性。

本研究利用生物信息学和相关实验预测和探究抗体抗原的结合细节，进而推

测抗体发挥保护功能的内在机制，本研究对今后进一步开发蓖麻毒素中和抗体提

供了重要的理论基础。
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4.5小结

（1）4-4E抗体可以阻碍蓖麻毒素的胞内逆向转运，抑制蓖麻毒素在高尔基

体驻留，增加蓖麻毒素在早期内体累积。

（2）4-4E抗体可以阻碍 PDI水解蓖麻毒素二硫键。

（3）4-4E抗体重链可变区 CDR3中的 99D/101Q/102Q在抗原抗体结合中具

有关键性作用。
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第五章 结论与展望

结论

1.转录组分析发现 17种脾脏MBC新标志物，并发现蓖麻毒素的免疫优势表

位与中和性抗原表位存在差别。

2.利用全人抗体转基因小鼠，制备得到 10株全人源抗蓖麻毒素单克隆抗体，

筛选得到 1株全人源抗蓖麻毒素中和抗体 4-4E。

3.小鼠体内 DMAb抗体表达存在种属特异性，人源抗体 14天内从体内清除，

鼠源抗体持续表达超过 120天。DMAb-4-4E或 DMAb-c43RCA可保护小鼠免受蓖

麻毒素致死。

4.阻碍蓖麻毒素的胞内逆向转运和二硫键的水解为抗体 4-4E的保护机制。

展望

蓖麻毒素属于Ⅱ型核糖体失活蛋白，对社会公共安全存在潜在威胁。蓖麻毒

素至今无特效药，目前针对蓖麻毒素中毒防护的热门研究方向是蓖麻毒素中和抗

体。为了更全面地理解蓖麻毒素的中和性抗原表位并开发新型蓖麻毒素抗体药物，

本研究通过单细胞测序技术对 RT免疫的全人源抗体转基因小鼠脾脏 B细胞转录

组和 B细胞 BCR库测序并分析数据，利用杂交瘤技术筛选和鉴定全人源 RT中和

抗体，通过 DMAb技术研究在体内分泌中和抗体和对 RT中毒小鼠的保护作用。

本研究力求解析蓖麻毒素抗原表位，开发全新的全人源蓖麻毒素中和抗体药物，

对于预防蓖麻毒素中毒具有重要的理论和实践意义。

在今后的研究中，4-4E抗体的结合表位需要得到进一步实验验证（例如点突

变实验），抗体中和功能需要对抗体重链可变区 CDR3进行亲和力成熟。DMAb

技术将特异性抗体序列直接导入机体，在短时间内产生大量抗体，填补了疫苗免

疫后短时间内机体抗体不足的窗口期，具有制备简便、成本低廉、持续性好的优

势。DMAb抗体有望与传统疫苗相结合，诱导机体在更短时间内分泌高水平抗体，

并最终应用于毒素或人兽共患病的预防或治疗。但由于电脉冲和自身免疫所带来

的局部副反应等潜在风险，开发 DMAb药物仍然存在巨大的挑战。随着生物信息
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学、人工智能、反向疫苗学等技术的发展，未来将探索功能活性更强的抗体序列，

寻找更加安全和有效的抗体递送方法。
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