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抗CREG单克隆抗体5E2及其应用

(57)摘要

本发明提供抗CREG单克隆抗体5E2及其应

用。该抗CREG单克隆抗体5E2包括轻链和重链；轻

链可变区CDR1的氨基酸序列如SEQ  ID:21所示，

CDR2的氨基酸序列如SEQ  ID:22所示，CDR3的氨

基酸序列如SEQ  ID:23所示；重链可变区CDR1的

氨基酸序列如SEQ  ID:1所示，CDR2的氨基酸序列

如SEQ  ID:2所示，CDR3的氨基酸序列如SEQ  ID:3

所示。本发明提供的抗CREG单克隆抗体5E2的抗

体亲和力高，能够特异性识别CREG蛋白，将其应

用于检测CREG蛋白的试剂盒中，能够实现对CREG

蛋白的检测，对心血管疾病及代谢疾病患者的诊

断和筛查具有极其重要的临床意义。
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1.抗CREG单克隆抗体5E2，其特征在于：包括轻链和重链；

所述轻链包括轻链可变区，所述轻链可变区包括CDR1、CDR2、CDR3，所述轻链可变区

CDR1的氨基酸序列如SEQ  ID:21所示，所述轻链可变区CDR2的氨基酸序列如SEQ  ID:22所

示，所述轻链可变区CDR3的氨基酸序列如SEQID:23所示；

所述重链包括重链可变区，所述重链可变区包括CDR1、CDR2、CDR3，所述重链可变区

CDR1的氨基酸序列如SEQ  ID:1所示，所述重链可变区CDR2的氨基酸序列如SEQ  ID:2所示，

所述重链可变区CDR3的氨基酸序列如SEQ  ID:3所示。

2.如权利要求1所述抗CREG单克隆抗体5E2，其特征在于：所述轻链可变区还包括框架

区FR1、FR2、FR3、FR4，所述轻链可变区框架区FR1的氨基酸序列如SEQ  ID:24所示，所述轻链

可变区框架区FR2的氨基酸序列如SEQ  ID:25所示，所述轻链可变区框架区FR3的氨基酸序

列如SEQ  ID:26所示，所述轻链可变区框架区FR4的氨基酸序列如SEQ  ID:27所示；

所述重链可变区还包括框架区FR1、FR2、FR3、FR4，所述重链可变区框架区FR1的氨基酸

序列如SEQ  ID:4所示，所述重链可变区框架区FR2的氨基酸序列如SEQ  ID:5所示，所述重链

可变区框架区FR3的氨基酸序列如SEQ  ID:6所示，所述重链可变区框架区FR4的氨基酸序列

如SEQ  ID:7所示。

3.如权利要求1所述抗CREG单克隆抗体5E2，其特征在于：所述轻链的氨基酸序列如SEQ 

ID:30所示；

所述重链的氨基酸序列如SEQ  ID:10所示。

4.一种核酸分子，其特征在于：所述核酸分子编码如权利要求1～3任意一项所述抗

CREG单克隆抗体5E2。

5.如权利要求4所述核酸分子，其特征在于：编码所述轻链可变区CDR1的核苷酸序列如

SEQ  ID:31所示，编码所述轻链可变区CDR2的核苷酸序列如SEQID:32所示，编码所述轻链可

变区CDR3的核苷酸序列如SEQ  ID:33所示；

编码所述重链可变区CDR1的核苷酸序列如SEQ  ID:11所示，编码所述重链可变区CDR2

的核苷酸序列如SEQ  ID:12所示，编码所述重链可变区CDR3的核苷酸序列如SEQ  ID:13所

示。

6.如权利要求4所述核酸分子，其特征在于：编码所述轻链可变区框架区FR1的核苷酸

序列如SEQ  ID:34所示，编码所述轻链可变区框架区FR2的核苷酸序列如SEQ  ID:35所示，编

码所述轻链可变区框架区FR3的核苷酸序列如SEQID:36所示，编码所述轻链可变区框架区

FR4的核苷酸序列如SEQ  ID:37所示；

编码所述重链可变区框架区FR1的核苷酸序列如SEQ  ID:14所示，编码所述重链可变区

框架区FR2的核苷酸序列如SEQ  ID:15所示，编码所述重链可变区框架区FR3的核苷酸序列

如SEQ  ID:16所示，编码所述重链可变区框架区FR4的核苷酸序列如SEQ  ID:17所示。

7.一种载体，其特征在于：包括如权利要求4～6任意一项所述核酸分子。

8.一种细胞，其特征在于：包括如权利要求7所述载体。

9.如权利要求1～3任意一项所述抗CREG单克隆抗体5E2在制备用于检测CREG蛋白的试

剂盒中的应用。

10.一种用于检测CREG蛋白的试剂盒，其特征在于：包括如权利要求1～3任意一项所述

抗CREG单克隆抗体5E2。
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抗CREG单克隆抗体5E2及其应用

技术领域

[0001] 本发明涉及分子生物学技术领域，具体涉及抗CREG单克隆抗体5E2及其应用。

背景技术

[0002] E1A激活基因阻遏子基因(Cellular  Repressor  of  E1A‑stimulated  Gene，CREG)

是1998年发现的一个转录相关调控因子，在成熟组织、细胞中广泛表达，在多种细胞的增

殖、迁移、凋亡和分化等过程中发挥重要作用。人CREG基因cDNA全长为667个碱基，其编码的

CREG蛋白含有220个氨基酸，分子量为24.07kDa。CREG蛋白属于分泌型糖蛋白，主要定位于

溶酶体及核周内质网。CREG蛋白的N端含有一小段信号肽，负责引导CREG向细胞膜转运，然

后分泌到细胞外。因此，在体外培养的细胞上清以及人血清中均能够检测到CREG蛋白的表

达。

[0003] CREG是维持心血管稳态及代谢稳态的关键基因。在心血管疾病中，CREG蛋白可以

通过调控血管平滑肌细胞的表型转化参与血管损伤后再狭窄的发生，还可以通过抑制巨噬

细胞炎症反应参与血管动脉粥样硬化的发生发展。而在心脏疾病中，CREG蛋白可以通过多

种机制参与急性心肌梗死、心肌缺血再灌注损伤、心室重构等多个心脏病理生理过程。在代

谢性疾病中，白色脂肪组织或肝细胞中CREG蛋白的表达减低导致小鼠发生明显的肥胖、胰

岛素抵抗及非酒精性脂肪肝。由此可见，CREG蛋白在心血管系统及代谢器官的表达变化与

心血管疾病及代谢疾病的发生发展密切相关。基于上述内容，如果能够对人血清中的CREG

蛋白的表达水平进行检测，将对心血管疾病及代谢疾病患者的诊断、进展以及预后判断都

可能具有重要意义。因此，开发和研究一种能够与CREG蛋白进行特异性结合的单克隆抗体，

对心血管疾病及代谢疾病患者血清中的CREG蛋白含量进行检测，具有极其重要的临床意

义。

发明内容

[0004] 本发明提供抗CREG单克隆抗体5E2及其应用，该抗CREG单克隆抗体5E2的抗体亲和

力高，能够特异性识别CREG蛋白，将本发明提供的抗CREG单克隆抗体5E2应用于检测CREG蛋

白的试剂盒中，能够实现对CREG蛋白的检测，对心血管疾病及代谢疾病患者的诊断和筛查

具有极其重要的临床意义。

[0005] 根据本发明的第一个方面，提供抗CREG单克隆抗体5E2，该抗CREG单克隆抗体5E2

包括轻链和重链；轻链包括轻链可变区，轻链可变区包括CDR1、CDR2、CDR3，轻链可变区CDR1

的氨基酸序列如SEQ  ID:21所示，轻链可变区CDR2的氨基酸序列如SEQ  ID:22所示(具体的

氨基酸序列为：YAS)，轻链可变区CDR3的氨基酸序列如SEQ  ID:23所示；重链包括重链可变

区，重链可变区包括CDR1、CDR2、CDR3，重链可变区CDR1的氨基酸序列如SEQ  ID:1所示，重链

可变区CDR2的氨基酸序列如SEQ  ID:2所示，重链可变区CDR3的氨基酸序列如SEQ  ID:3所

示。

[0006] 优选地，轻链可变区还包括框架区FR1、FR2、FR3、FR4，轻链可变区框架区FR1的氨
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基酸序列如SEQ  ID:24所示，轻链可变区框架区FR2的氨基酸序列如SEQ  ID:25所示，轻链可

变区框架区FR3的氨基酸序列如SEQ  ID:26所示，轻链可变区框架区FR4的氨基酸序列如SEQ 

ID:27所示；重链可变区还包括框架区FR1、FR2、FR3、FR4，重链可变区框架区FR1的氨基酸序

列如SEQ  ID:4所示，重链可变区框架区FR2的氨基酸序列如SEQ  ID:5所示，重链可变区框架

区FR3的氨基酸序列如SEQ  ID:6所示，重链可变区框架区FR4的氨基酸序列如SEQ  ID:7所

示。

[0007] 优选地，轻链可变区的氨基酸序列如SEQ  ID:29所示；重链可变区的氨基酸序列如

SEQ  ID:9所示。

[0008] 优选地，轻链的氨基酸序列如SEQ  ID:30所示；重链的氨基酸序列如SEQID:10所

示。

[0009] 根据本发明的第二个方面，提供一种核酸分子，该核酸分子编码上述抗CREG单克

隆抗体5E2。

[0010] 优选地，编码轻链可变区CDR1的核苷酸序列如SEQ  ID:31所示，编码轻链可变区

CDR2的核苷酸序列如SEQ  ID:32所示(具体的核苷酸序列为：TATGCATCC)，编码轻链可变区

CDR3的核苷酸序列如SEQ  ID:33所示；编码重链可变区CDR1的核苷酸序列如SEQ  ID:11所

示，编码重链可变区CDR2的核苷酸序列如SEQ  ID:12所示，编码重链可变区CDR3的核苷酸序

列如SEQ  ID:13所示。

[0011] 优选地，编码轻链可变区框架区FR1的核苷酸序列如SEQ  ID:34所示，编码轻链可

变区框架区FR2的核苷酸序列如SEQ  ID:35所示，编码轻链可变区框架区FR3的核苷酸序列

如SEQ  ID:36所示，编码轻链可变区框架区FR4的核苷酸序列如SEQ  ID:37所示；编码重链可

变区框架区FR1的核苷酸序列如SEQID:14所示，编码重链可变区框架区FR2的核苷酸序列如

SEQ  ID:15所示，编码重链可变区框架区FR3的核苷酸序列如SEQ  ID:16所示，编码重链可变

区框架区FR4的核苷酸序列如SEQ  ID:17所示。

[0012] 优选地，编码轻链可变区的核苷酸序列如SEQ  ID:39所示；编码重链可变区的核苷

酸序列如SEQ  ID:19所示。

[0013] 优选地，编码轻链的核苷酸序列如SEQ  ID:40所示；编码重链的核苷酸序列如SEQ 

ID:20所示。

[0014] 根据本发明的第三个方面，提供一种载体，该载体包括上述核酸分子。

[0015] 根据本发明的第四个方面，提供一种细胞，该细胞包括上述载体。

[0016] 根据本发明的第五个方面，提供上述抗CREG单克隆抗体5E2在制备用于检测CREG

蛋白的试剂盒中的应用。

[0017] 根据本发明的第六个方面，提供一种用于检测CREG蛋白的试剂盒，该试剂盒包括

上述抗CREG单克隆抗体5E2。

[0018] 本发明的有益效果：

[0019] 1 .本发明提供的抗CREG单克隆抗体5E2的抗体亲和力高，能够特异性识别CREG蛋

白，将本发明提供的抗CREG单克隆抗体5E2应用于检测CREG蛋白的试剂盒中，能够实现对

CREG蛋白的检测，为心血管疾病及代谢疾病的体外诊断试剂提供了关键的原材料，对心血

管疾病及代谢疾病患者的诊断和筛查具有极其重要的临床意义。

[0020] 2.本发明提供的抗CREG单克隆抗体5E2是通过先制备出重组表达载体，然后将重
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组表达载体导入到宿主细胞中，最后再经过重组表达得到的。与传统的先获得杂交瘤细胞

再将杂交瘤细胞通过腹腔注射至动物体内进行免疫以使动物体内产生单克隆抗体的方法

相比，本发明提供的抗CREG单克隆抗体5E2的制备方法无需采用大量的动物进行实验，且抗

CREG单克隆抗体5E2的重组表达载体具有保存稳定性高的特性，有利于进行放大生产，从而

实现抗CREG单克隆抗体5E2的大规模生产。

[0021] 3.本发明提供的抗CREG单克隆抗体5E2的制备方法是采用兔作为免疫动物的，由

于兔的脾脏大，基因多样性高，在小分子的抗原呈递上具有独特的优势，使得后续进行阳性

克隆筛选时，更容易筛选出更优的阳性克隆，提高了筛选效率，成本低，操作简单。

附图说明

[0022] 图1为利用ELISA实验对兔血清中的抗CREG抗体5E2进行检测的结果图。

[0023] 图2为利用SDS‑PAGE对兔血清中的抗CREG抗体5E2进行检测的结果图。

[0024] 图3为利用HPLC对兔血清中的抗CREG抗体5E2进行检测的结果图。

具体实施方式

[0025] 下面结合具体实施方式对本发明提供的技术方案中的技术特征作进一步清楚、完

整的描述，显然，所描述的实施例仅仅是本发明一部分实施例，而不是全部的实施例。基于

本发明中的实施例，本领域技术人员在没有做出创造性劳动前提下所获得的所有其他实施

例，都属于本发明保护的范围。

[0026] 实施例1

[0027] 本实施例提供利用CREG抗原免疫动物及阳性克隆筛选的方法，具体步骤如下：

[0028] 1.将CREG蛋白分子与载体蛋白进行偶联，制得免疫原蛋白，其中，载体蛋白采用牛

血清白蛋白。

[0029] 2.利用免疫原蛋白对新西兰大白兔(4.1～5.4kg)的背部和腹部进行皮下多点注

射，每隔2周进行重复免疫以使兔体内产生抗CREG抗体(2E2)，重复3次，其中，在注射免疫原

蛋白时先将其与佐剂按照质量比1：1混合后再进行注射，首次免疫的注射量为750μg/只，之

后的免疫的注射量为350μg/只，首次免疫采用完全佐剂(购自Sigma公司，货号：F5881)，之

后的免疫采用不完全佐剂(购自北京博奥龙公司，货号：KX0210047Q‑10)。

[0030] 3.免疫结束后1周，取兔血清，并利用酶联免疫吸附实验(ELISA)对兔血清进行检

测，具体操作如下：将链霉亲和素溶液加入到96孔板中，然后向96孔板中加入如表1所示的

三条引物(其中，引物5E2‑1是正对照，引物5E2‑2和引物5E2‑3为负对照，引物5E2‑1、5E2‑2、

5E2‑3均经过生物素化，即，结合了生物素Biotin，引物5E2‑1含有抗体5E2修饰的RNA)，于37

℃下进行孵育2小时；将浓度为5μg/mL的CREG蛋白作为抗原，将CREG蛋白以50μL/孔的量加

入到96孔板中，4℃下放置过夜，倾去液体，洗涤；每孔加入100μL  5％BSA进行封闭，室温放

置0.5h，洗涤；将兔抗血清进行稀释得到8个浓度梯度的抗CREG抗体5E2(1μg/mL、0.3333μg/
mL、0.1111μg/mL、0.0370μg/mL、0.0123μg/mL、0.0041μg/mL、0.0014μg/mL、0.0005μg/mL)，
然后以50μL/孔的量加入到96孔板中，继续于37℃下进行孵育2小时，洗涤，显色，终止反应，

并测定波长为450nm处的OD值，以抗CREG抗体5E2的浓度为横坐标，OD450为纵坐标作图，结

果如图1所示，其中，以未加入兔抗血清但加入了等量的去离子水(50μL/孔)的孔作为空白
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对照(NC)。

[0031] 由图1可知，兔抗血清均能够特异性识别经过抗CREG抗体5E2修饰的引物。

[0032] 表1用于进行ELISA实验的三条引物

[0033]

[0034] 4.采用200μg免疫原蛋白对新西兰大白兔的背部和腹部进行皮下多点注射以加强

免疫一次，然后提取兔抗血清中的抗体(抗CREG抗体)，利用十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝

胶电泳(SDS‑PAGE)以及高效液相色谱(HPLC)对兔抗血清中的抗CREG抗体进行检测，SDS‑

PAGE检测结果如图2所示，HPLC检测结果如图3所示。

[0035] 图2的内图A表示的是利用SDS‑PAGE对兔抗血清中的抗CREG抗体进行检测时电泳

样本中加入了还原剂巯基乙醇的检测结果(还原型)，由于还原剂的加入使得电泳样本中的

抗CREG抗体被完全还原成单体，图2的内图B表示的是电泳样本未经过还原剂还原的检测结

果(非还原型)。由图2的内图A可知，电泳样本中的抗CREG抗体被还原成大小约50KD的单体，

由图2的内图B可知，未经还原剂还原的电泳样本中的抗CREG抗体的大小约为110KD。由图3

可知，兔抗血清中的抗CREG抗体的出峰时间在7.5～9分钟之间。综合图2和图3的结果可以

证明从兔抗血清中提取的抗体为本发明要求保护的抗CREG抗体。

[0036] 5.三天后取兔脾脏，从脾脏中分离得到淋巴细胞，利用异硫氰酸荧光素(FITC)标

记的CREG蛋白对B淋巴细胞进行荧光标记，然后用流式细胞仪对这类细胞进行富集，然后将

细胞分选到96孔板中，一孔一个细胞，对细胞进行培养10～14天，取细胞上清，参照上述步

骤3的操作进行ELISA验证实验，筛选出抗CREG抗体(5E2)效价高、特异性好的孔作为阳性

孔，阳性孔中的B淋巴细胞即为阳性克隆的B细胞。

[0037] 实施例2

[0038] 将实施例1筛选得到的阳性克隆的B淋巴细胞进行抗体表达和纯化，具体操作如

下：

[0039] 1 .收集阳性克隆的B淋巴细胞并进行裂解，提取其中的RNA并反转录成cDNA，采用

PCR方法，利用如表2所示的轻链扩增引物、重链扩增引物对反转录得到的cDNA进行扩增，其

中，PCR反应条件如表3所示。

[0040] 表2轻链扩增引物和重链扩增引物

[0041]
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[0042] 表3PCR反应条件

[0043]

[0044] 2.经过上述PCR反应从对应阳性克隆的cDNA中扩增得到天然配对的兔单克隆抗体

轻链基因(VL)和重链基因(VH)，并经过测序对VL和VH的序列进行确定，轻链可变区的基因

序列如SEQ  ID:39所示，对应的氨基酸序列如SEQ  ID:29所示；重链可变区的基因序列如SEQ 

ID:19所示，对应的氨基酸序列如SEQ  ID:9所示；编码轻链的基因序列如SEQ  ID:40所示，对

应的氨基酸序列如SEQ  ID:30所示；编码重链的基因序列如SEQ  ID:20所示，对应的氨基酸

序列SEQ  ID:10所示。

[0045] 3 .将重链基因和轻链基因分别利用同源重组的方式连接到pcDNA3 .1载体(购自

invitrogen公司)中,进行无内毒素质粒提取后共转染CHO细胞(购自于武汉大学典型培养

物保藏中心)，转染72～96小时后，离心除去细胞，收集细胞上清。

[0046] 4 .利用Protein  A亲和凝胶树脂对细胞表达的上清进行纯化，即为所得抗体(抗

CREG单克隆抗体5E2)，最终获得的抗CREG单克隆抗体5E2的轻链可变区CDR1的氨基酸序列

如SEQ  ID:21所示，轻链可变区CDR2的氨基酸序列如SEQ  ID:22所示(具体的氨基酸序列为：

YAS)，轻链可变区CDR3的氨基酸序列如SEQ  ID:23所示，重链可变区CDR1的氨基酸序列如

SEQ  ID:1所示，重链可变区CDR2的氨基酸序列如SEQ  ID:2所示，重链可变区CDR3的氨基酸

序列如SEQ  ID:3所示。

[0047] 以上实施例仅用以说明本发明的技术方案而非对本发明保护范围的限制，尽管参

照上述实施例对本发明进行了详细的说明，所属领域的普通技术人员应当理解，可以对本

发明的技术方案进行修改或者等同替换，但这些修改或替换均在本发明的保护范围之内。
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图1

图2
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图3
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