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天然属性抗 LDL 及 oxLDL IgM 亚类抗体的制备与鉴定 *
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摘要 目的：制备天然属性抗低密度脂蛋白(LDL)及抗氧化低密度脂蛋白(oxLDL)IgM 亚类抗体。方法：给予 Babl/c 小鼠高胆固醇

饮食，4 周后取脾细胞直接与 SP2/0 细胞融合，以纯化的 LDL 及 oxLDL 为抗原，对阳性杂交瘤细胞生长孔进行间接 ELISA 筛选。
鉴定杂交瘤上清的免疫球蛋白亚类，进而采用免疫沉淀和免疫印迹法对获得的抗体进行免疫学反应性鉴定。结果：杂交瘤细胞分

泌的抗 LDL 及抗 oxLDL 的天然抗体通过 ELISA 法被筛选出来，可以与 LDL 或 oxLDL 发生高亲和力结合，经过 4 次克隆化，最

终获得 2 株稳定分泌天然抗 LDL 的抗体，命名为 5G8 和 2H7，及 1 株稳定抗 oxLDL 的抗体，命名为 3A6，3 株抗体均属于 IgM 亚

类，无交叉反应，可以满足免疫印迹、免疫沉淀等实验要求。结论：成功制备了抗 LDL 及抗 oxLDL IgM 亚类抗体，为研究天然抗体

在体内脂质代谢和相关心脑血管疾病如动脉粥样硬化等发生发展中的作用提供了重要的研究工具。
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ABSTRACT Objective: To produce natural mouse IgM monoclonal antibodies (MAbs) against low-density lipoprotein and oxidized

low-density lipoprotein with high specificity and activity. Methods: BALB/c mice were fed with high cholesterol diet; The splenocytes
cells were directly fused with Sp2/0 myeloma cells by standard hybridoma production techniques. Hybridomas were selected on the basis
of the ability of supernatant to bind natural LDL and oxLDL in indirect ELISA. Hybridomas were identified by western blotting and
immunoprecipitation. Results: The hybridomas producing anti-LDL and anti-oxLDL antibodies were screened by enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) and isotype was identified. Two hybridoma cell lines, named 5G8, and 2H7, were developed which could
secrete anti-LDL MAbs stably. One hybridoma cell lines, named 3A6 was developed which could secrete anti-oxLDL MAbs stably. The
three hybridoma cell lines were all belonged to IgM subclass, and no cross reactions were found between these MAbs. The specificity of
MAb was determined based on activity of western blotting and immunoprecipitation. Conclusion: The natural mouse IgM monoclonal
antibodies (MAbs) against LDL and against oxLDL with high specificity and activity were produced successfully by using standard
hybridoma production techniques, which could provide potential tool for the research on lipid metabolism and atherosclerosis progression.
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前言

天然抗体通常定义为在完全缺乏任何外源性的抗原刺激

下，正常个体体内存在的抗体。天然抗体是体液免疫系统一大

类丰富的成分，在防御抵抗入侵病原体的一线发挥着重要的作

用[1]。研究发现，天然抗体主要以 IgM 型为主，可识别多个不同

的抗原表位，在维持机体自身正常内环境的稳定、防止自身免

疫病发生等方面可能具有重要的作用。

动脉粥样硬化（atherosclerosis, As）是严重危害人类健康的

常见病，其发病机制尚未完全阐明，目前研究认为其本质是血

管壁的一种慢性炎症性疾病，有多种免疫因素参与了 As 损害

的形成[2-4]。As 的发展是一个缓慢的进程，因而 As 损害的形成

很可能是一个动态的过程：即机体内既存在促 As 的机制，同时

也存在着抑制 As 形成的因素，而 As 的发展正是这一平衡失调

的结果。显然，高脂血症[4]、低密度脂蛋白（LDL）、氧化低密度脂

蛋白（oxidized LDL, oxLDL）[5]等是促 As 形成的重要因素。另一
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方面，机体在长期的进化过程中形成了对抗 As 形成的机制，如

天然抗体[6]、脂联素[7]的作用等。
本研究应用正常未免疫小鼠的脾细胞直接与骨髓瘤细胞

进行融合，以 LDL 和 oxLDL 为抗原筛选、制备了针对 LDL 和

oxLDL 的单克隆天然抗体。

1 材料与方法

1.1 主要仪器与试剂

Beckman optima L-100XP 超高速低温离心机（美国 Fuller-
ton 公司）；PEG 8,000、HAT、TMB 和小鼠免疫球蛋白亚类夹心

ELISA 试剂盒（美国 Sigma 公司）；胎牛血清（美国 Invitrogen 公

司）；羊抗鼠抗体（HRP-G-α-M Ig，丹麦 Dako 公司）；Western
blot 化学发光检测试剂盒（美国罗氏公司）；硝酸纤维素膜（美

国 Millipore 公司）；酶标仪（美国 Bio-Rad 公司）。
1.2 LDL 的分离提取[8]

取空腹 12 小时的正常人血浆，应用密度梯度超速离心法

分离提取脂蛋白。
1.3 oxLDL 的制备[9,10]

将制备好的 LDL 于 4℃，PBS 透析 24h，去除 EDTA，与硫

酸铜（5μmol/L）在 37℃下共同孵育 18h，得到 oxLDL，EDTA 中

止反应。对 PBS 进行透析，过滤除菌，分装，4℃保存备用。
1.4 杂交瘤细胞株的建立[11,12]

取 2 只 5 周龄 Babl/c 小鼠，给予高胆固醇饮食饲喂 4 周。
取其脾细胞与 SP2/0 骨髓瘤细胞常规进行 PEG 法细胞融合，

融合细胞在 HAT 选择性培养基压力筛选下选择性培养 1 周

后，包被 LDL 和 oxLDL，以间接 ELISA 法筛选阳性克隆，以底

物 TMB 显色，酶标仪测定 450nm 处吸光度。以吸光度值大于

空白对照 2.1 倍的上清液判定为阳性。阳性孔细胞采用有限稀

释法进行克隆化。克隆化 4 次后获得 100%阳性的单克隆抗体

细胞株。扩大培养杂交瘤细胞，常规给予 Babl/c 小鼠腹腔注射

106 细胞 / 只诱生腹水，-20℃保存。
1.5 单克隆抗体特性的鉴定

1.5.1 亚型和效价 经过 4 次克隆化获得的 100%阳性单克隆杂

交瘤细胞培养上清作为待检样品，按照说明书要求，使用 Sig-
ma 公司小鼠免疫球蛋白亚类夹心 ELISA 试剂盒检测杂交瘤

产生抗体的亚类和亚型。同上述方法以纯化提取的 LDL 包被

微量酶标板，常规间接 ELISA 法测定单抗腹水效价，TMB 为底

物显色。
1.5.2 免疫印迹 将 LDL 及 LDLSDS-PAGE 后按半干法转移至

硝酸纤维素膜上，脱脂奶粉封闭后，分别加各株单抗杂交瘤培

养上清液，置 4℃冰箱中与转印膜温育反应过夜，TBS/0.05%
Tween-20 洗涤 3 次后加 HRP-G-α-M Ig 抗体，室温作用 1h，洗

涤 3 次，增强型化学发光法检测抗体与 LDL 的反应性。
1.5.3 免疫沉淀 将 LDL 及 oxLDL 按照 Roche 公司产品说明

书操作步骤进行生物素标记[13]，加入 Protein A/G 葡聚糖微珠，

进行预清除，离心弃沉淀，上清中分别加入各株单抗，混匀后加

入 Protein A/G 葡聚糖微珠，混匀并洗涤，离心弃上清后进行

SDS-PAGE，如上行免疫印迹。以正常小鼠血清作为阴性对照

抗体来源。
1.5.4 间接 ELISA 鉴定 将制备的抗原(5?g/ml)分别包被于 96

孔 ELISA 板 4℃过夜。以 PBS/0.2%Tween 洗涤孔 4 次，然后以

含 1% BSA 的 PBS 封闭 30 min。将腹水按照 1；10 数量级稀释

后加入 ELISA 板中，37℃水浴作用 1 小时，以 PBS/0.2%Tween
洗涤孔 4 次，加入 1：1000 稀释的辣根过氧化物酶标记山羊抗

小鼠 IgM，37℃水浴作用 1 小时，PBS/0.2%Tween 洗涤孔 4 次，

加入 ABTS 显色 10-15min，最后于 ELISA 读数仪中在 410nm
测定吸光度。含 IgM 的腹水按照 McCarthy 等的方法以两步法

纯化[14]（由免疫教研室协助完成），即快速的阳离子交换层析捕

获和用阴离子交换色谱洗脱纯化。

2 结果

2.1 LDL 的分离提取和 oxLDL 的制备

按参考文献[8]修改方案成功分离纯化出了 LDL 并制备了

oxLDL，经 SDS-PAGE 检测，如图 1 所示，oxLDL 的电泳迁移

率较 LDL 升高，提示 LDL 已被有效氧化。

2.2 分泌天然抗 LDL/oxLDL 单克隆抗体杂交瘤细胞株的建立

Babl/c 小鼠脾细胞与 SP2/0 细胞融合后共铺 4 块 96 孔细

胞培养板，经 HAT 选择性培养筛选 1 周后，检测发现培养板

384 个孔中共计有 219 个孔有杂交瘤细胞生长，融合率为

57%，包被 LDL 或 oxLDL、间接 ELISA 方法检测出到 16 个孔

的杂交瘤上清液可与 LDL 或 oxLDL 抗原发生阳性反应，阳性

率 7.3%，经过 4 次有限稀释法克隆化，获得了 2 株可稳定分泌

抗 LDL 的杂交瘤细胞株，分别命名其克隆编号为 5G8 和 2H7
及 1 株稳定分泌 IgM 型天然抗 oxLDL 的单克隆抗体，命名为

3A6。
2.3 单克隆抗体免疫学特性的鉴定

经过检测发现，所获得的 3 株抗体 5G8，2H7 和 3A6 的轻

重链均分别为κ链和μ链，即κ亚型、IgM 亚类。腹水效价

5G8 为 10-6，2H7 为 10-5, 3A6 为 10-6。

图 1 蛋白质电泳检测已纯化的人 LDL 与 oxLDL：(1) 蛋白 marker

(2) 纯化的人 LDL (3) oxLDL

Fig.1 Protein electrophoresis detected purified human LDL and oxLDL：

(1)Protein marker (2)Purified human LDL (3) Purified oxLDL
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将 LDL 或 oxLDL 经 SDS-PAGE 并转印至硝酸纤维素膜上，发

现 5G8 和 2H7 均可以识别变性条件下的 LDL，而 3A6 不能识

别变性的 LDL。其中 5G8 的亲和力比 2H7 明显较高，但 2H7
特异性更好，表现为一条特异性的条带 （图 2A）。相类似地，

5G8 和 2H7 不能识别变性条件下的 oxLDL，而 3A6 对 oxLDL
的识别表现为一条特异性的条带（图 2B）。

通过将 LDL 及制备的氧化型低密度脂蛋白生物素化，使

用单抗结合 ProteinA/G 微珠进行结合，转印至硝酸纤维素膜

上，以 HRP-Strepavidin 进行检测，发现单抗发现单抗 5G8 和

2H7 均可以有效捕获近生理条件溶液中的天然 LDL 分子，而

3A6 不能识别 LDL（图 3A），单抗 3A6 可以有效捕获近生理条

件溶液中的 oxLDL 分子，而 5G8 和 2H7 均不能识别 oxLDL
（图 3B）。说明此三种单抗均可以结合其对应的天然蛋白分子

间接 ELISA 实验，将 LDL 分别氧化 4 h 或者 16 h，发现

3A6 和 4h、16h-oxLDL 及两者的混合物 Mix-oxLDL（1:1）都反

应，但不识别对照组牛血清白蛋白 (BSA) (图 4)。在各组之间没

有明显差异(P>0.05)，说明 3A6 能特异性识别氧化低密度脂蛋

白。为了模拟类似的病理条件，如图 5 所示，利用铜氧化的低密

度脂蛋白（CuoxLDL）混合物进一步研究对象。CuoxLDL 特异

性抗体 3A6 和先前建立的 LDL 特异性单抗抗低密度脂蛋白单

抗 5G8 和 2H7 之间没有交叉识别现象，3A6、5G8 和 2H7 均不

识别对照组 BSA (图 5)。

3 讨论

天然抗体是天然体液免疫的重要组成部分，是指在没有任

何抗原主动免疫的情况下，正常机体产生的针对一种或多种自

身和(或)外来抗原的抗体。天然抗体主要是 IgM 亚型。大量研

究已经证明天然抗体具有重要的生物学功能，初步的结论[15, 16]

包括：①通过抗原交叉反应的特性识别并清除病原微生物，构

成抵御外来感染的第一道防线；②协助清除衰老或凋亡的细

图 2 Western blot 鉴定抗体对变性 LDL 和 oxLDL 的识别：A：LDL (1)

5G8 (2) 2H7 (3) 3A6；B：oxLDL (1) 5G8 (2) 2H7 (3) 3A6

Fig.2 Western blot analysed the identification of antibodies to the

denatured LDL and the denatured oxLDL：A: LDL (1) 5G8 (2) 2H7 (3)

3A6; B: oxLDL (1) 5G8 (2) 2H7 (3)3A6

图 3 免疫沉淀鉴定抗体对天然 LDL 和 oxLDL 的识别：A：LDL (1) 蛋

白 marker (2) 5G8 (3) 2H7 (4) 3A6；B：oxLDL (1) 蛋白 marker (2) 5G8
(3) 2H7 (4) 3A6

Fig.3 Immunoprecipitation analysed the identification of antibodies to the
natural LDL：A: LDL (1) Protein marker (2) 5G8 (3) 2H7 (4) 3A6; B:

oxLDL (1) Protein marker (2) 5G8 (3) 2H7 (4) 3A6

图 4 间接 ELISA 方法检测 3A6 与 BSA, 4h、16h-oxLDL 及 Mix-oxLDL

的结合情况

Fig.4 Indirect ELISA detected the combination of 3A6 with BSA, 4h,

16h-oxLDL and Mix-oxLDL, respectively

图 5 间接 ELISA 方法检测 5G8, 2H7 和 3A6 与 BSA, LDL 和oxLDL

结合情况

Fig.5 Indirect ELISA detected the combination of 5G8, 2H7 and 3A6 with

BSA, LDL and oxLDL, respectively
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胞，参与生理稳定状态的维持和调节；③参与向 T 细胞呈递抗

原；④能够结合并封闭超抗原、中和炎症介质从而发挥抗炎活

性；⑤对肿瘤的发生有监视作用，通过结合于恶变细胞膜表面

抗原而阻抑肿瘤的发展，或协助免疫细胞进行识别和杀伤；⑥

通过抗独特型作用中和自发少量产生的病理性自身抗体，防止

自身免疫病的发生；⑦通过与 T 细胞、B 细胞表面受体的结合

影响这两种免疫细胞表位识别库的形成，参与免疫系统自身稳

定的调节。

在无任何病原体刺激的条件下，饲养在无菌条件（SPF）下

的小鼠可以自发产生天然 IgM，应用定量免疫印迹技术发现带

菌和无菌小鼠血清中天然 IgM 的反应模式基本相同，表明天然

IgM 的产生与外来病原体刺激无关，是健康个体血清中客观存

在的一种生理成分[17]。天然 IgM 由胚系基因编码，主要由 B-1B

细胞产生，是构成天然体液免疫的重要组成成分。由于技术方

法和理论研究的局限，以往人们对天然抗体存在的意义及生物

学作用一直不甚了解。随着免疫学、分子生物学等学科理论的

发展和相关研究手段的进步，天然抗体日益受到人们的关注。

大量证据表明天然抗体可以识别多种 AS 相关的脂类或脂蛋

白。Alving CR 等检测了 742 份正常人血清，发现具有滴度不等

的抗胆固醇天然抗体，并且发现来自 100 份正常人和 120 份

Chagas 病患者的血清中也都含有抗胆固醇抗体[18]。Freigang S

研究组发现在 AS 动物模型和人体内，针对 oxLDL 的 IgG 和

IgM 抗体滴度显著增高[19]，并从饲喂胆固醇而具有高抗 oxLDL

抗体滴度的 apoE-/- 小鼠的脾细胞中获得了多株分泌 IgM 型抗

oxLDL 抗体的杂交瘤，这些抗体的可变区序列与已知的天然抗

体 T15 一致，也属于天然抗体[20]。本课题组前期的实验研究中

发现，针对人角蛋白的天然抗体同样对 LDL 具有一定的结合

能力[21]。

鉴于天然抗体在动脉粥样硬化这一严重影响人类健康的

疾病中扮演了相当重要的角色[6]，本实验研究中有目的的制备

了两株抗人 LDL 的单克隆天然抗体 5G8 和 2H7，一株抗人氧

化型低密度脂蛋白的单克隆天然抗体 3A6，试图为深入探讨天

然抗体对于 As 发生、发展的影响机制提供有力的研究工具。在

初步预实验中直接使用未免疫的 Babl/c 小鼠脾细胞与 SP2/0

细胞融合，筛选抗 LDL 及 oxLDL 的单克隆抗体，结果发现获

得的阳性克隆数目少、亲和力低，而且经过 4 次克隆化后几乎

没有阳性克隆存活（结果未显示）。而在后续实验中给与小鼠饲

喂高胆固醇饮食，3 周后取脾细胞进行融合，获得了较为满意

的结果。考虑存在此种问题的主要原因是 LDL 本身是健康机

体正常存在的蛋白成分，免疫原性低，仅能诱生很低水平的抗

体存在，故不易获得单克隆抗体；而人为给与大剂量胆固醇后，

使得体内这一部分阳性的 B-1B 细胞得以活化、增殖，获得阳性

单克隆的几率大大提高。

综上所述，本研究利用常规单克隆抗体技术，成功制备了

2 株可以特异性结合 LDL 和一株特异性结合 oxLDL 的 IgM

单抗，可以满足免疫印迹、免疫沉淀等实验要求，具有结合变性

和天然蛋白分子的能力。同时，我们也获得了 2 株与 LDL 及

oxLDL 都不反应的 IgM 亚类单克隆抗体，可以作为我们以后

实验的研究对照。已知 IgM 属性的天然抗体对 AS 形成有抑制

作用，其机理在于而天然 IgM 抗体与 oxLDL 结合封闭了单核 -

巨噬细胞与 oxLDL 的结合[22-24]。天然属性的抗 LDL 单克隆抗

体的成功制备为进一步深入研究 LDL 及其相应的天然抗体在

动脉粥样硬化症发生、发展中的重要作用提供了有力的研究工

具。
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