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［摘　 要］ 　 为筛选犬程序性死亡受体 １（ｃＰＤ －１）单克隆抗体，以原核表达并纯化复性的 ｃＰＤ －１ 胞

外区蛋白为靶抗原免疫 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠，应用单克隆抗体杂交瘤细胞技术和间接 ＥＬＩＳＡ 方法，经 ３ 轮

轮筛选和克隆化，获得 １ 株能稳定分泌抗 ｃＰＤ － １ 单克隆抗体的杂交瘤细胞株 １Ｆ９。 间接 ＥＬＩＳＡ 检

测显示 １Ｆ９ 杂交瘤细胞株连续传代培养能稳定分泌单克隆抗体，效价达到 １∶ ２０４８，亚型鉴定重链为

ＩｇＧ１，轻链为 κ；以 ＨＥＫ２９３ 细胞表达 ｃＰＤ － １ 胞外区蛋白为检测抗原，Ｗｅｓｔｅｒｎ － ｂｌｏｔ 和间接免疫荧

光试验进行鉴定，结果显示 １Ｆ９ 单克隆抗体能特异性结合 ｃＰＤ －１ 胞外区蛋白。 本研究通过小鼠杂

交瘤技术成功筛选到 １ 株鼠源 ｃＰＤ －１ 单克隆抗体。
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　 　 Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒｓ： ＳＵＮ Ｓｈｕ － ｍｉｎ，Ｅ － ｍａｉｌ：ｓｈｕｍｓ１９７５＠ １６３． ｃｏｍ；ＴＡＮ Ｙｅ － ｐｉｎｇ，Ｅ － ｍａｉｌ：ｙｅｐｉｎｇｔａｎ＠１６３． ｃｏｍ

Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ｉｎ ｏｒｄｅｒ ｔｏ ｓｃｒｅｅｎ ｔｈｅ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ ａｇａｉｎｓｔ ｃａｎｉｎｅ ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄ ｄｅａｔｈ ｒｅｃｅｐｔｏｒ １ （ ｃＰＤ － １），
ＢＡＬＢ ／ ｃ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｉｍｍｕｎｉｚｅｄ ｗｉｔｈ ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ａｎｄ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｃＰＤ － １ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ
ｒｅｇｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｓ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ａｎｔｉｇｅｎ， ａｎｄ ａ ｈｙｂｒｉｄｏｍａ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ １Ｆ９， ｗｈｉｃｈ ｃｏｕｌｄ ｓｔａｂｌｙ ｓｅｃｒｅｔｅ ａｎｔｉ － ｃＰＤ － １
ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ， ｗａｓ ｏｂｔａｉｎｅｄ ａｆｔｅｒ ３ ｒｏｕｎｄｓ ｏｆ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ａｎｄ ｃｌｏｎａｔｉｏｎ ｂｙ ａｐｐｌｙｉｎｇ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ
ｈｙｂｒｉｄｏｍａ ｃｅｌｌ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ａｎｄ ｉｎｄｉｒｅｃｔ ＥＬＩＳＡ ｍｅｔｈｏｄ． Ｉｎｄｉｒｅｃｔ ＥＬＩＳＡ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ １Ｆ９ ｈｙｂｒｉｄｏｍａ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ
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ｗａｓ ａｂｌｅ ｔｏ ｓｔａｂｌｙ ｓｅｃｒｅｔｅ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ｗｉｔｈ ａ ｐｏｔｅｎｃｙ ｏｆ １ ∶ ２０４８ ｉｎ ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓ ｐａｓｓａｇｉｎｇ ｃｕｌｔｕｒｅ， ａｎｄ
ｔｈｅ ｈｅａｖｙ ｃｈａｉｎ ｗａｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ａｓ ＩｇＧ１ ａｎｄ ｔｈｅ ｌｉｇｈｔ ｃｈａｉｎ ａｓ κ ｂｙ ｓｕｂｔｙｐｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ； ｔｈｅ ｃＰＤ －１ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ
ｒｅｇｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｂｙ ＨＥＫ２９３ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ｕｓｅｄ ａｓ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ａｎｔｉｇｅｎ， ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ － ｂｌｏｔ ａｎｄ ｉｎｄｉｒｅｃｔ
ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｓｓａｙｓ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ； ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ １Ｆ９ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｃｏｕｌｄ
ｓｐｅｃｉｆｉｃａｌｌｙ ｂｉｎｄ ｔｏ ｃＰＤ － １ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｒｅｇｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ． Ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ， ａ ｍｏｕｓｅ － ｄｅｒｉｖｅｄ ｃＰＤ － １ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ
ａｎｔｉｂｏｄｙ ｗａｓ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｓｃｒｅｅｎｅｄ ｂｙ ｍｏｕｓｅ ｈｙｂｒｉｄｏｍａ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｃａｎｎｉｅ； ＰＤ －１； ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ； ｃａｎｃｅｒ

　 　 随着宠物营养保健和医疗护理理念与技术的

进步，宠物呈现老龄化发展趋势，据《２０２３ － ２０２４
年中国宠物行业白皮书》报道，２０２３ 年城镇犬数量

为 ５１７５ 万只，其中 ７ 岁以上的犬只占比为 ２０． ６％ ，
达到 １０６６． ５ 万只。 老年疾病将成为宠物主要健康

问题，催生更多医疗护理需求。 肿瘤是引起老龄犬

的主要死亡原因之一，在临床病例中占比和关注度

逐渐升高，肿瘤诊疗技术和药物需求日益增长。
肿瘤免疫逃逸是人和动物癌症发生发展的关

键机制。 肿瘤细胞通过多种机制逃避宿主免疫，包
括改变自身表面分子，降低宿主免疫识别；分泌

ＴＧＦ － β、ＩＬ －１０ 等免疫抑制因子下调宿主免疫细胞

效应；下调 ＭＨＣ Ｉ 类分子表达和肿瘤抗原递呈，降低

免疫应答；利用免疫检查点分子（ＣＴＬＡ４、ＰＤ － １
及其配体 ＰＤ － Ｌｓ）抑制 Ｔ 细胞的功能活化等［１］。
人医基于肿瘤免疫逃逸机制的免疫治疗取得了长

足进步，尤其是 ＰＤ － １ ／ ＰＤ － Ｌｓ 免疫检查点阻断疗

法已在多类型肿瘤治疗获得显著疗效和广泛应

用［２］。 然而宠物肿瘤治疗目前仍以手术、放化疗为

主，靶向治疗和免疫治疗等研究和应用相对滞后，
国内几乎空白。 本研究通过小鼠杂交瘤技术筛选

抗 ｃＰＤ －１ 单克隆抗体，为犬源化嵌合抗体的设计

提供技术支持。
１　 材料和方法

１． １　 载体、细胞和主要试剂　 ｐＣｏｌｄ ＩＩ 载体，ＢａｍＨⅠ
和 ＳａｌⅠ限制性内切酶购自宝日医生物技术（北京）有
限公司。 ＳＰ２ ／ ０ 细胞、ＨＥＫ２９３ 细胞、ｐｃＤＮＡ３． ４ －
ｃＰＤ － １ 真核表达质粒为本实验室保存。 Ｒｏｓｅｔｔａ
（ＤＥ３）表达感受态细胞购自上海唯地生物技术有

限公司。 ＨＲＰ Ｇｏａｔ Ａｎｔｉ － Ｍｏｕｓｅ ＩｇＧ （Ｈ ＋ Ｌ）、ＦＩＴＣ

Ｇｏａｔ Ａｎｔｉ － Ｍｏｕｓｅ ＩｇＧ （Ｈ ＋ Ｌ）、ＨＲＰ － ｃｏｎｊｕｇａｔｅｄ
Ｒａｂｂｉｔ ａｎｔｉ Ｈｉｓ － Ｔａｇ ｍＡｂ、 ＣｏｌｏｒＭｉｘｅｄ Ｐｒｏｔｅｉｎ
Ｍａｒｋｅｒ １８０ （１０ ～ １８０ ｋＤ）、ＤＬ１５０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ 均
购自武汉爱博泰克生物科技有限公司。 ＤＭＥＭ 细

胞培养基、ＲＰＭＩ １６４０ 细胞培养基、胎牛血清均购

自北京索莱宝科技有限公司。 弗氏完全佐剂和弗

氏不完全佐剂、ＨＡＴ 和 ＨＴ 均购自 Ｓｉｇｍａ 公司。 其

他化学试剂均为国产分析纯。 小鼠单抗 Ｉｇ 分型鉴

定 ＥＬＩＳＡ 试剂盒购自苏州博奥龙免疫技术有限公

司。 Ｓｉｎｏｆｅｃｔｉｏｎ 转染试剂购自北京义翘神州科技股

份有限公司。
１． ２　 实验动物　 ６ ～ ８ 周龄 ＳＰＦ 级 ＢＡＬＢ ／ ｃ 雌鼠购

自上海必凯科翼实生物科技有限公司。
１． ３　 ｃＰＤ － １ 胞外区原核表达质粒的构建 　 设计

ｃＰＤ － １ （ ＡＣＣＥＳＳＩＯＮ：ＡＢ８９８６７７） 胞外区编码基

因序列，经大肠杆菌偏嗜性密码子优化后进行基

因合成，将其克隆至 ｐＣｏｌｄ ＩＩ 原核表达载体 ＢａｍＨⅠ
和 Ｓａｌ Ⅰ酶切位点，通过双酶切和测序方法鉴定阳

性质粒，命名为 ｐＣｏｌｄ ＩＩ － ｃＰＤ －１。
１． ４　 ｃＰＤ － １ 胞外区原核表达 　 提取质粒 ｐＣｏｌｄ
ＩＩ － ｃＰＤ －１ 并转化大肠杆菌 Ｒｏｓｅｔｔａ（ＤＥ３）感受态

细胞构建重组表达菌株，按照 １％ 接种于 ＬＢ 培养

液，３７ ℃，２００ ｒ ／ ｍｉｎ 振荡培养至 Ａ６００ 达到 ０． ５ 时，
冷却培养液到 １５ ℃，静置 ３０ ｍｉｎ，添加 ０． ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
ＩＰＴＧ，２５ ℃，１７０ ｒ ／ ｍｉｎ 诱导表达 １６ ｈ，超声破碎

菌液，离心收集上清和沉淀，进行 ＳＤＳ － ＰＡＧＥ 电泳

检测。 然后用湿转法转印至硝酸纤维素膜（ＮＣ）
上，以 ＨＲＰ － ｃｏｎｊｕｇａｔｅｄ Ｒａｂｂｉｔ ａｎｔｉ Ｈｉｓ － Ｔａｇ ｍＡｂ
（１∶ １００００）进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ － ｂｌｏｔ 鉴定。
１． ５　 ｃＰＤ － １ 胞外区纯化和复性 　 包涵体洗涤液
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（０． ０２ ｍｏｌ ／ Ｌ ＰＢ、０． ５ ｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ、２ ｍｏｌ ／ Ｌ Ｕｒｅａ、１％
Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ － １００，ｐＨ７． ４）洗涤 ｃＰＤ － １ 包涵体沉淀 ３
次，按照 １∶ １０（Ｗ∶ Ｖ）比例加入包涵体溶解液（０． ０２
ｍｏｌ ／ Ｌ ＰＢ、０． ５ ｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ、 ８ ｍｏｌ ／ Ｌ Ｕｒｅａ）４ ℃ 过

夜，离心获取上清，使用 Ｎｉ Ｆｏｃｕｒｏｓｅ ６ＦＦ （ ＩＭＡＣ）
预装柱进行亲和层析纯化，步骤参考操作说明书。
将纯化的 ｃＰＤ － １ 胞外区蛋白稀释至浓度至低于

１ ｍｇ ／ ｍＬ后装入透析袋中，在复性缓冲液（０． ０２ ｍｏｌ ／ Ｌ
ＰＢ，０． ５ ｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ， ６ ｍｏｌ ／ Ｌ ／ ４ ｍｏｌ ／ Ｌ ／ ２ ｍｏｌ ／ Ｌ ／
０ ｍｏｌ ／ Ｌ Ｕｒｅａ， ５％ 丙 三 醇， １％ 甘 氨 酸， ０． ２％
ＰＥＧ６０００，１ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＧＳＨ，０． １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＧＳＳＧ）中进

行梯度透析，获得复性的 ｃＰＤ －１ 胞外区蛋白。
１． ６　 动物免疫　 选取 ６ 周龄雌性 ＳＰＦ 级 ＢＡＬＢ ／ ｃ
小鼠，采用纯化复性的 ｃＰＤ － １ 胞外区蛋白与弗氏

完全佐剂等体积乳化，以 １００ μｇ ／只剂量颈背部皮

下多点注射免疫。 首次免疫后，第 １４ 天、第 ２８ 天

采用 ＰＤ －１ 胞外区蛋白与弗氏不完全佐剂等体积

乳化，１００ μｇ ／只颈背部皮下注射免疫两次。 融合

前 ３ 天不加佐剂 ２００ μｇ ／只加强免疫一次，融合前

１ 天断尾采血，参考王筱婧［３］ 建立 ＥＬＩＳＡ 方法，以
纯化复性的重组 ｃＰＤ － １ 胞外区蛋白包板，间接

ＥＬＩＳＡ 方法检测免疫小鼠血清抗体效价，未免疫小

鼠血清为阴性对照。
１． ７　 细胞融合和杂交瘤细胞筛选　 取出脾脏置于

玻璃瓶皿中，使用无血清的 ＲＰＭＩ － １６４０ 培养基充

分清洗，使用注射器推杆对脾脏充分研磨并细胞计

数，取生长状态良好的 ＳＰ２ ／ ０ 细胞并细胞计数，两
者以 １∶ ５ ～ １∶ １０ 的比例与脾细胞混合，ＰＥＧ４０００ 促

进融合，将融合后的细胞均匀加到制备好的饲养细

胞 ９６ 孔细胞培养板中，于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２温箱中培

养，第 ３ 天补加 ＨＡＴ 培养基；第 ５ 天更换培养基，
细胞生长至孔底 １ ／ １０ ～ １ ／ ５ 时，ＥＬＩＳＡ 检测杂交瘤

培养上清液，将初步筛选得到的阳性细胞采用有限

稀释法进行 ３ ～ ５ 次克隆化培养，获得稳定分泌单

克隆抗体的杂交瘤细胞株。
１． ８　 ｃＰＤ －１ 单克隆抗体的鉴定

１． ８． １　 亚类和遗传稳定性鉴定　 使用小鼠单抗 Ｉｇ
类 ／亚类鉴定 ＥＬＩＳＡ 试剂盒对单克隆抗体进行亚类

鉴定，操作步骤严格按说明书进行。 将筛选到的杂

交瘤细胞株冻存，１ 个月后复苏并连续传代，每周

收集 １ 次培养上清，间接 ＥＬＩＳＡ 方法检测上清抗体

效价，评价杂交瘤细胞株分泌抗体的稳定性。
１． ８． １　 Ｗｅｓｔｅｒｎ － ｂｌｏｔ 鉴定　 将 ｐｃＤＮＡ３． ４ － ｃＰＤ －１
真核表达质粒用 Ｓｉｎｏｆｅｃｔｉｏｎ 转染试剂转染 ＨＥＫ２９３
细胞，７２ ｈ 后 ４００ ｇ 离心 ５ ｍｉｎ 收集转染细胞和未

转染的 ＨＥＫ２９３ 细胞，经上样缓冲液悬浮后煮沸，
１２０００ ｇ 离心 ５ ｍｉｎ，分别取上清进行 ＳＤＳ － ＰＡＧＥ
电泳，采用湿法将蛋白转至 ＮＣ 膜上，用含 ５％脱脂

奶粉的封闭液 ３７ ℃封闭 ３０ ｍｉｎ，以阳性杂交瘤细

胞克隆的培养上清作为一抗（１ ∶ １０００），ＨＲＰ Ｇｏａｔ
Ａｎｔｉ － Ｍｏｕｓｅ ＩｇＧ （Ｈ ＋ Ｌ）为二抗（１ ∶ ５０００），进行

Ｗｅｓｔｅｒｎ － ｂｌｏｔ 鉴定。
１． ８． ２　 间接免疫荧光鉴定　 将 ｐｃＤＮＡ３． ４ － ｃＰＤ －１
真核表达质粒用 Ｓｉｎｏｆｅｃｔｉｏｎ 转染试剂转染 ＨＥＫ２９３
细胞，转染 ７２ ｈ 后用 ４％ 的甲醛溶液固定，以阳性

杂交瘤细胞克隆的培养上清作为一抗 （１∶ ２００），
３７ ℃孵育 １ ｈ，ＰＢＳ 洗 ３ 次，每次 ３ ｍｉｎ，ＦＩＴＣ Ｇｏａｔ
Ａｎｔｉ － Ｍｏｕｓｅ ＩｇＧ （Ｈ ＋ Ｌ） 为二抗 （１∶ ４００），３７ ℃
孵育１ ｈ，ＰＢＳ 洗 ３ 次，每次 ３ ｍｉｎ，最后在倒置荧光

显微镜下观察结果。
２　 结果与分析

２． １　 ｃＰＤ － １ 胞外区重组表达质粒的构建 　 重组

表达质粒 ｐＣｏｌｄ ＩＩ － ｃＰＤ － １ 经 ＢａｍＨⅠ和 Ｓａｌ Ｉ 双
酶切，酶切产物琼脂糖凝胶电泳结果如图 １ 所示：
质粒经双酶切获得一条大小约 ４４００ ｂｐ 条带，与
ｐＣｏｌｄ ＩＩ 大小相符，另一条在 ３７８ ｂｐ 左右，与犬

ＰＤ －１胞外区编码基因序列大小相符。 将重组表达

质粒 ｐＣｏｌｄ ＩＩ － ｃＰＤ － １ 送公司测序进一步验证表

达框序列正确。
２． ２　 ｃＰＤ － １ 胞外区原核表达 　 将重组表达质粒

ｐＣｏｌｄ ＩＩ － ｃＰＤ －１ 转化大肠杆菌 Ｒｏｓｅｔｔａ（ＤＥ３）诱导

表达产物进行 ＳＤＳ － ＰＡＧＥ 电泳，考马斯亮蓝染色结

果显示：ｃＰＤ － １ 胞外区蛋白以包涵体形式高效表

达，大小约 ２５ ｋＤ（图 ２）。 Ｗｅｓｔｅｒｎ － ｂｌｏｔ 进一步鉴定

结果显示：在约 ２５ ｋＤ 处有特异性条带 （图 ３），
与预期大小一致。

·２１·
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１： ｐＣｏｌｄ ＩＩ － ｃＰＤ － １ 质粒重组质粒；

２： ｐＣｏｌｄ ＩＩ － ｃＰＤ － １ 质粒双酶切结果；

Ｍ： ＤＬ１２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ

１： ｐＣｏｌｄ ＩＩ － ｃＰＤ － １ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ；

２： Ｐｌａｓｍｉｄ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｏｆ ｐＣｏｌｄ ＩＩ － ｃＰＤ －１； Ｍ： ＤＬ１２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ

图 １　 ｐＣｏｌｄ ＩＩ － ｃＰＤ －１ 质粒重组质粒的酶切鉴定

Ｆｉｇ １　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｐＣｏｌｄ ＩＩ － ｃＰＤ －１ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ

ｐｌａｓｍｉｄ ｂｙ ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ

１：未诱导蛋白；２、３：破碎沉淀；４：破碎上清；

５：诱导蛋白；Ｍ：蛋白质量分子标准

１： Ｕｎｉｎｄｕｃｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ；２，３： Ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃ ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ；

４： Ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ； ５： Ｉｎｄｕｃｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ；

Ｍ： Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｍａｒｋｅｒ

图 ２　 ｃＰＤ －１ 胞外区 ＳＤＳ － ＰＡＧＥ 电泳结果

Ｆｉｇ ２　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＳＤＳ － ＰＡＧＥ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ

ｃＰＤ －１ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｒｅｇｉｏｎ

１：未诱导蛋白；２、３：破碎沉淀；４：破碎上清；

５：诱导蛋白；Ｍ：蛋白质量分子标准

１： Ｕｎｉｎｄｕｃｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ；２，３： Ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃ ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ；

４： Ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ； ５： Ｉｎｄｕｃｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ；

Ｍ： Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｍａｒｋｅｒ

图 ３　 ｃＰＤ －１ 胞外区 Ｗｅｓｔｅｒｎ － ｂｌｏｔ 结果

Ｆｉｇ ３　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｗｅｓｔｅｒｎ － ｂｌｏｔ ｏｆ

ｃＰＤ －１ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｒｅｇｉｏｎ

２． ３　 ｃＰＤ －１ 胞外区纯化和复性　 ｃＰＤ － １ 胞外区

包涵体经洗涤、溶解变性和亲和层析纯化，进行

ＳＤＳ － ＰＡＧＥ 电泳，结果如图 ４ 所示，获得了高纯度

的 ｃＰＤ －１ 胞外区蛋白，大小约为 ２５ ｋＤ，纯度 ９５％

以上。 将纯化的 ｃＰＤ －１ 胞外区蛋白进行梯度透析

复性，获得 ｃＰＤ －１ 胞外区蛋白。

２． ４　 免疫小鼠血清效价　 间接 ＥＬＩＳＡ 方法检测免

疫小鼠血清抗体效价，３ 只免疫小鼠抗体效价分别

达到 １∶ １０２４００、１∶ １０２４００ 和 １∶ ２０４８００，选择血清抗

体效价最高的小鼠进行加强免疫和细胞融合，建立

杂交瘤细胞库，进行 ｃＰＤ － １ 单克隆抗体杂交瘤细

胞筛选。

２． ５　 克隆化检测结果　 将间接 ＥＬＩＳＡ 方法检测的

阳性细胞池采用有限稀释法进行 ３ 轮亚克隆，共筛

选到 ６ 株阳性杂交瘤细胞株，分别为 １Ｄ８、１Ｆ９、

１Ｂ７、１Ｅ９、２Ｄ１２、２Ｅ１２。 选取亲合力最强的单克隆

抗体杂交瘤细胞株 １Ｆ９ 进行下一步鉴定。

２． ６　 ｃＰＤ －１ 单克隆抗体鉴定结果　

２． ６． １　 亚类和遗传稳定性鉴定 　 通过小鼠单抗

·３１·
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Ｍ：蛋白质量分子标准； １： ｃＰＤ － １ 胞外区蛋白

Ｍ：Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｍａｒｋｅｒ； １：ｃＰＤ － １ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｒｅｇｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ

图 ４　 ＳＤＳ － ＰＡＧＥ 检测蛋白纯化情况

Ｆｉｇ ４　 ＳＤＳ － ＰＡＧＥ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ

Ｉｇ 分型鉴定试剂盒鉴定纯化后的 １Ｆ９ 单克隆抗体

亚类，结果显示：１Ｆ９ 单克隆抗体重链为 ＩｇＧ１，轻链

为 κ。 １Ｆ９ 杂交瘤细胞株经液氮冻存和复苏连续传

代培养，ＥＬＩＳＡ 检测结果显示：效价达到１∶ ２０４８且
抗体效价未降低（表 １），表明筛选的单克隆抗体稳

定性良好。

表 １　 ＥＬＩＳＡ 方法鉴定杂交瘤细胞稳定性

Ｔａｂ １　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｙｂｒｉｄｏｍａ ｃｅｌｌ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ

杂交瘤细胞
抗体效价

冻存前 一个月 三个月

１Ｆ９ １∶ ２０４８ １∶ ２０４８ １∶ ２０４８

２． ６． ２　 Ｗｅｓｔｅｒｎ － ｂｌｏｔ 分析单抗与 ｃＰＤ － １ 结合活

性 　 将转染 ｐｃＤＮＡ３． ４ － ｃＰＤ － １ 表达质粒的

ＨＥＫ２９３ 细胞和转染 ｐｃＤＮＡ３． ４ 空载体的 ＨＥＫ２９３
细胞蛋白作为检测抗原，以 １Ｆ９ 杂交瘤细胞株的培

养上清作为一抗（１ ∶ １０００），进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ － ｂｌｏｔ 鉴
定，结果如图 ５ 所示，１Ｆ９ 单抗与 ｃＰＤ － １ 反应，出
现特异性条带，而与阴性对照未出现条带，表明

１Ｆ９ 单克隆抗体与 ｃＰＤ －１ 能特异性结合反应。
２． ６． ３　 间接免疫荧光分析单抗与 ｃＰＤ －１ 结合活性

Ｍ： 蛋白质分子质量标准；１： ｃＰＤ － １ 胞外区蛋白；

２： ｐｃＤＮＡ３． ４ 空载体

Ｍ： Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｍａｒｋｅｒ； １： ｃＰＤ － １ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｒｅｇｉｏｎ

ｐｒｏｔｅｉｎ； ２： ｐｃＤＮＡ３． ４ ｅｍｐｔｙ ｖｅｃｔｏｒ

图 ５　 ｃＰＤ －１ －１Ｆ９ 单克隆抗体的

Ｗｅｓｔｅｒｎ － ｂｌｏｔ 鉴定结果

Ｆｉｇ ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ － ｂｌｏｔ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ

ｃＰＤ －１ －１Ｆ９ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ

将转染 ｐｃＤＮＡ３． ４ － ｃＰＤ － １ 的 ＨＥＫ２９３ 细胞和转

染 ｐｃＤＮＡ３． ４ 空载体的 ＨＥＫ２９３ 细胞甲醛固定后，
以 １Ｆ９ 杂 交 瘤 细 胞 株 的 培 养 上 清 作 为 一 抗

（１∶ ２００），ＦＩＴＣ Ｇｏａｔ Ａｎｔｉ － Ｍｏｕｓｅ ＩｇＧ （Ｈ ＋ Ｌ）为二

抗（１∶ ４００）进行间接荧光免疫试验，结果如图 ６ 所

示：１Ｆ９ 单克隆抗体可与转染 ｃＰＤ － １ 质粒的

ＨＥＫ２９３ 细胞反应，发出绿色荧光（图 ６Ａ），而与未

转染的细胞不发生反应（图 ６Ｂ），表明 １Ｆ９ 单克隆

抗体能特异性结合 ｃＰＤ －１。
３　 讨　 论

靶向 ＰＤ －１ 和 ＣＴＬＡ － ４ 等免疫检查点的抗体

药物在肿瘤免疫治疗领域迅速发展，在治疗 ３２ 种

人类晚期肿瘤方面取得了显著成效，包括黑色素

瘤、肾细胞癌和非小细胞肺癌［４ － ８］，许多患者实现

了肿瘤缓解，使某些类型的癌症作为慢性疾病得

到控制［９］。 在犬的多种恶性肿瘤的细胞系和临床

样本中检测到 ＰＤ － １ ／ ＰＤ － Ｌ１ 的表达，包括犬的 Ｂ
细胞淋巴瘤，尿路上皮细胞瘤，肥大细胞瘤（ＭＣＴ）、
黑色素瘤和骨肉瘤等［１０ － １２］。 此外，在犬的鳞状细

胞瘤（ＳＣＣ）、恶性黑色素瘤（ＭＭ）、乳腺瘤、肝细胞
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瘤、肾细胞瘤 （ ＲＣＣ）、弥漫性大 Ｂ 细胞淋巴瘤

（ＤＬＢＣＬ） 和软组织肉瘤 （ ＳＴＳ） 等肿瘤中发现

ＰＤ － Ｌ１过表达［１３ － １５］。 丝裂原刺激的犬淋巴细胞表

面表达ＰＤ －１分子［１６］，靶向犬 ＰＤ － １ ／ ＰＤ － Ｌ１ 分子

的免疫检查点抑制剂亦可用于犬肿瘤免疫治疗［１７］。

Ａ：１Ｆ９ 单克隆抗体与转染 ｃＰＤ － １ 质粒的 ＨＥＫ２９３ 细胞反应结果；

Ｂ：１Ｆ９ 单克隆抗体与转染 ｐｃＤＮＡ３． ４ 空载体的 ＨＥＫ２９３ 细胞反应结果

Ａ：Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ １Ｆ９ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ ａｎｄ ＨＥＫ２９３ ｃｅｌｌｓ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｃＰＤ － １ ｐｌａｓｍｉｄ；

Ｂ：Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ １Ｆ９ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ ａｎｄ ＨＥＫ２９３ ｃｅｌｌｓ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｐｃＤＮＡ３． ４ ｅｍｐｔｙ ｖｅｃｔｏｒ

图 ６　 １Ｆ９ 单克隆抗体间接免疫荧光鉴定结果

Ｆｉｇ ６　 Ｉｎｄｉｒｅｃｔ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｃａｎｉｎｅ ＰＤ －１ －１Ｆ９ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ

　 　 目前已经开发了几种对犬 ＰＤ － １ ／ ＰＤ － Ｌ１ 的

特异性单克隆抗体，并且在体外和体内证实了这些

单克隆抗体的功能活性［１８ － １９］。 Ｍａｓａｙａ 等于 ２０２０
年应用其制备的犬 ＰＤ －１ 单克隆抗体治疗了 ３０ 例

犬晚期黑色素瘤病例，其中 ２４ 例病例有明显的的

治疗效果［２０］。 因此针对犬 ＰＤ － １ ／ ＰＤ － Ｌ１ 靶点的

单克隆抗体有望成为一种免疫治疗的潜力药物。
本研究以原核表达并纯化复性的 ｃＰＤ －１ 胞外区蛋

白作为免疫原，通过小鼠杂交瘤技术筛选鉴定了

１Ｆ９ 株单克隆抗体，能特异的结合 ｃＰＤ － １ 胞外区

蛋白，为进一步鉴定其对 ＰＤ － １ ／ ＰＤ － Ｌ１ 通路的阻

断活性以及重轻链可变区测序和犬源化改造工作

奠定了良好基础。
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Ｏｂｓｔｅｔ Ｇｙｎｅｃｏｌ， ２０１６， ２８： １４２ － １４７．

［１６］ Ｎｅｍｏｔｏ Ｙ， Ｓｈｏｓｕ Ｋ， Ｏｋｕｄａ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ａｎｄ

ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ａｇａｉｎｓｔ ｃａｎｉｎｅ ＰＤ － １

ａｎｄ ＰＤ － Ｌ１［Ｊ］ ． Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｉｍｍｕｎｏｐａｔｈｏｌｏｇｙ，

２０１８， １９８： １９ － ２５．

［１７］ Ｋｏｃｉｋｏｗｓｋｉ Ｍ， Ｄｚｉｕｂｅｋ Ｋ， Ｐａｒｙｓ Ｍ． Ｈｙｐｅｒｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ ｕｎｄｅｒ

ｉｍｍｕｎｅ ｃｈｅｃｋｐｏｉｎｔ － ｂａｓｅｄ ｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒａｐｙ—ｃｕｒｒｅｎｔ ｕｎｄｅｒｓｔａｎｄｉｎｇ，

ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ＰＤ － １ ／ ＰＤ － Ｌ１ ｔｕｍｏｕｒ － ｉｎｔｒｉｎｓｉｃ ｓｉｇｎａｌｌｉｎｇ， ｆｕｔｕｒｅ

ｄｉｒｅｃｔｉｏｎｓ ａｎｄ ａ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｌａｒｇｅ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ［Ｊ］． Ｃａｎｃｅｒｓ， ２０２０，

１２（４）： ８０４．

［１８］ Ｈｅ Ｙ Ｆ， Ｚｈａｎｇ Ｇ Ｍ， Ｗａｎｇ Ｘ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｂｌｏｃｋｉｎｇ ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄ

ｄｅａｔｈ － １ ｌｉｇａｎｄ － ＰＤ － １ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ ｂｙ ｌｏｃａｌ ｇｅｎｅ ｔｈｅｒａｐｙ

ｒｅｓｕｌｔｓ ｉｎ ｅｎｈａｎｃｅｍｅｎｔ ｏｆ ａｎｔｉｔｕｍｏｒ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｌｙｍｐｈｏｉｄ

ｔｉｓｓｕｅ ｃｈｅｍｏｋｉｎｅ［ Ｊ］ ． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ， ２００４， １７３（８）：

４９１９ － ４９２８．

［１９］ Ｎｉｔｉｎ Ｃ， Ｐｒｉｅｔｏ Ｖｉｃｔｏｒ Ｇ． Ｐｒｅｄｉｃｔｉｖｅ ｆａｃｔｏｒｓ ｏｆ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ａｎｔｉ －

ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄ ｄｅａｔｈ － １ ／ ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄ ｄｅａｔｈ ｌｉｇａｎｄ － １ ｄｒｕｇｓ：

ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ［ Ｊ］ ． Ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌ Ｌｕｎｇ Ｃａｎｃｅｒ

Ｒｅｓｅａｒｃｈ， ２０１５， ４（６）： ７４３ － ７５１．

［２０］ Ｍａｓａｙａ Ｉ， Ｙｕｋｉ Ｎ， Ｋａｚｕｈｉｔｏ Ｉ， ｅｔ ａｌ． Ａ ｐｉｌｏｔ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓｔｕｄｙ ｏｆ

ｔｈｅ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ａｎｔｉｂｏｄｙ ａｇａｉｎｓｔ ｃａｎｉｎｅ ＰＤ － １ ｆｏｒ ａｄｖａｎｃｅｄ

ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓ ｃａｎｃｅｒｓ ｉｎ ｄｏｇｓ［ Ｊ］ ． Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ Ｒｅｐｏｒｔｓ， ２０２０， １０

（１）： １８３１１．

（编 辑：李文平）
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