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·论 著·
抗 CD28分子单克隆抗体的制备及其免疫学特性

刘晶，魏文青，赵满仓，张艳，杨梦迪

摘要：目的 制备抗人 CD28单克隆抗体，对其免疫学特性进行分析。 方法 利用多肽技术合成的 CD28抗原免
疫 BALb/c小鼠，应用细胞杂交技术，获得抗 CD28的单克隆抗体，并对其免疫学特性进行了分析。 结果 经过融合、
亚克隆成功获得了 9株抗人 CD28的杂交瘤细胞株，均为 IgG，4株为 IgG2a，5株为 IgG2b。利用竞争抑制实验分别对其
中的 5株进行了抗原位点测定，5株分别针对三个不同的抗原位点。 结论 此单抗细胞株的建立，对于深入研究
CD28单抗对 T淋巴细胞的作用机理有重要意义。
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Preparation and immunologic identification of the monoclonal antibodies to human CD28. LIU Jing，WEI
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Abstract：Objective To prepare the monoclonal antibody against human CD28 and analyse its immunological
characteristics. Methods The human CD28 was synthesized by the FMOC solid- phase organic chemical method，then the
compound antigen was immunized the BLAB/c mice to prepare the anti- CD28 monoclonal antibody，whose immunological
characteristics were analyzed. Results After cell fusion and sub cloning，9 hybridoma cell lines were obtained，all of them
were IgG subtypes，4 lines belonged to IgG2a，5 lines belonged to IgG2b. Five stains were chosen for anlysis of the antigenic
determinant by competitive inhibition test，the results showed that the five cell lines against three different antigenic sites.
Conclus ion The preparation of the CD28- McAb might provide the important foundation for further study of the mechanism
of CD28- McAb acting on T lymphocyte.
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近年来人们致力于将诱导活化的 T淋巴细胞用
于过继免疫治疗。通常用 CD3抗体体外激活 T淋巴细
胞，将 CD8、CD25杀伤性 T淋巴细胞回输治疗恶性肿

瘤和病毒感染的患者[1]。T淋巴细胞的活化需要 TCR/
CD3识别 APC表面的 MHC- 肽复合物提供的第一信

号以及 CD28/B7等协同刺激分子提供的第二信号[2]共

同作用。研究表明，如果 T淋巴细胞在接受第一信号
之后，不能接收第二信号的刺激，则 T淋巴细胞的反
应性和增殖活性都将迅速的下降，所以利用 CD3抗体
在体外激活 T淋巴细胞的同时，迅速提供第二信号的
刺激是非常重要的。T淋巴细胞表面的协同刺激分子
CD28与其配体 B7的相互作用是为 T淋巴细胞活化

提供第二信号的主要途径之一[3~5]。为此，我们利用合
成的 CD28抗原免疫 BALb/c小鼠，制备出抗 CD28的
McAb，并对免疫学特性进行了分析，经初步观察发现，
此抗体具有较强的增强和活化 T淋巴细胞的功能。
1 材料与方法
1.1 材料 BALb/c小鼠，8周龄，购自中国医学科学
院动物繁育中心；SP2/0小鼠骨髓瘤细胞，由军事医学

科学院五所惠赠。CD28抗原、弗氏佐剂、HRP- 羊抗鼠
IgG、抗体亚类鉴定试剂盒购自北京博奥森生物技术
有限公司；HRP、美国 Sigma公司；DMEM培养基，美国
Gibico公司。PEG4000、氨甲蝶呤、胸腺嘧啶核苷、次黄
嘌呤、胎牛血清、硼氢化钠、高碘酸钠购自北京化学试
剂公司，为分析纯试剂。96孔细胞培养板和 ELISA
板，Costar公司；DNM9606 型酶标仪，北京普郎新技术
有限公司产品。
1.2 CD28单克隆抗体的制备 按照常规法进行动物
免疫，第一次用福氏完全佐剂，第 2、3、4、5次用不完
全佐剂，第 6次用纯抗原直接脾脏注入。最后一次免
疫后的第三天，取 BALb/c小鼠的脾细胞与 SP2/0骨髓
瘤细胞按照 8：1比例在 50% PEG4000的作用下进行
融合。8d后用 ELISA法检测有融合细胞生长孔的抗
体分泌。对于阳性细胞孔扩大培养，亚克隆，制备腹
水。
1.3 单抗 Ig及亚类鉴定 单抗体亚类的鉴定采用快
速定性试纸法，方法按使用说明书进行。
1.4 单抗的效价测定 取腹水用 pH7.4的 PBS倍数
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包被抗体

Peridium antibody
A1
A2
A3
A4
A8

HRP- A1
77.3±8.1
69.2±7.0
20.3±3.2
73.9±4.5
70.1±6.9

HRP- A2
27.5±3.2
72.2±7.4
74.5±6.9
19.8±3.1
21.5±3.8

HRP- A3
31.5±3.9
70.3±6.1
84.4±7.0
46.3±4.1
17.5±2.4

HRP- A4
79.8±6.5
21.3±3.4
47.4±5.0
75.6±6.1
62.7±5.9

HRP- A8
73.6±6.2
16.3±2.1
23.4±3.4
79.5±7.0
73.6±6.9

A值抑制率（%）Inhibition rate

稀释，用 ELISA 法进行测定。
1.5 抗原位点测定 采用棋盘滴定法选出包被抗原
和 HRP- 羊抗鼠 Ig的最佳反应浓度，测定 McAb饱和
曲线，求出 McAb的饱和浓度。按以下条件进行单抗
相加试验和双抗体竞争试验。
1.5.1 单抗相加试验 包被 CD28抗原 4℃过夜。洗 3
次后加入一株抗 CD28 McAb，37℃孵育 2h，洗 3次后
再加入另一株 CD28 McAb，37℃孵育 2h，洗涤后加
HRP- 羊抗鼠 IgG，37℃孵育 1h，洗涤后加底物显色。
1.5.2 双抗体竞争试验 分别包被 CD28 McAb 各
株，4℃过夜，洗涤后加 CD28抗原，37℃ 2h，洗涤后加
HRP- McAb，37℃ 1h，洗涤后加底物显色。
1.6 统计学方法 数据处理采用 SPSS13.0 统计软
件，数据资料以均数±标准差（x±s）表示。数据分析采
用 t检验。以 P<0.05为差异有统计学意义。
2 结果
2.1 CD28单克隆抗体的制备 由于合成抗原的免疫
原性较弱，经过多次免疫，第 5次后效价才达到 1:16。
一周后脾内注射人纯抗原 100μl（1mg/ml）进行加强，
3d后用于融合。此次融合共分配了三块 96孔细胞培
养板，有细胞生长的 246孔，融合率为 85.4%；阳性 9
株（分别命名为 A1、A2、A3、A4、A5、A6、A7、A8、A9），
阳性率为 3.6%。分别将 9株细胞亚克隆，待分泌抗体
达 100%时，扩大培养，一部分冻存，一部分注入小鼠
腹腔制备腹水。
2.2 单克隆抗体 Ig及亚类鉴定 测定 9株 McAb的
Ig亚类，其中 4株为 IgG2a，（A2、A3、A4、A8），5株为
IgG2b（A1、A5、A6、A7、A9）。
2.3 单克隆抗体效价测定 取腹水，用生理盐水稀释
成不同浓度，测定其效价，A2为 1×107，A1、A3、A4、
A8为 2×106，A5、A6、A7、A9为 3.2×104。
2.5 单克隆抗体抗原位点测定 分别取 5 株（A1、
A2、A3、A4、A8）腹水，按照 1.5 方法进行抗原位点测
定。单抗相加试验结果见表 1。

表 1 单抗相加试验结果

Table 1 The results of the additive test

根据公式 A.I=[2A1+2/（A1+A2）- 1]×100 来计算

相加指数 A.I。当 A.I值超过 50%时即认为是识别两个
不同的抗原位点，低于 50%，则为识别同一位点。此结
果显示，A1、A4、A8为针对同一位点，A2、A3为针对另
一位点。
单抗体竞争试验，结果见表 2。固定抗原，用酶标
记抗体和未标记抗体竞争结合抗原。如果两个 McAb
识别同一个抗原位点，就会出现竟争抑制现象，抑制

率≥50%。结果证实，A1、A4、A8为针对同一位点，A2、
A3为针对另一位点。与单抗相加试验的结果完全相
符合。

表 2 双抗体竞争试验结果

Table 2 The results of double- antibody competitive inhibition assay

3 讨论
T淋巴细胞在免疫系统中起重要作用，它一方面

有直接的免疫效应，另一方面还通过所产生的多种细

胞因子，直接或间接发挥广泛的免疫调节作用。在免
疫应答过程中，T淋巴细胞在 TCR识别抗原后，需要
第二信号才能活化增殖。T淋巴细胞表面的糖蛋白
CD28被认为是最重要的协同刺激分子，其主要的生
物学效应是与 APC上的天然配基 B7- 1、B7- 2相互作
用后，可增强 T淋巴细胞合成和分泌 IL- 2，促进 T淋
巴细胞的活化增殖，促进 T、B细胞的黏附，防止克隆

无应答状态的形成 [6]。CD28 分子的相对分子量为
80000~90000，属于免疫球蛋白超家族的成员。CD28
表达于大多数静止及活化的 A 细胞，约 95%的 CD4
和 50%的 CD8阳性 T细胞表达该分子。此外，部分
NK细胞和人恶性浆细胞也表达 CD28分子。因此，制
备抗 CD28单抗，为研究其在 T细胞的活化、增殖及信
号传导中的作用提供了有效的物质基础。
以往制备 CD28单抗，多以高表达膜型 CD28分

子的细胞为免疫原[7]。由于细胞表面的抗原决定簇数
目较多，造成筛选工作量大、周期长、效率低，给抗体
制备带来一定困难。我们采用多肽合成的 CD28抗原
制备单抗，特异性较高。但由于是合成抗原，其免疫原
性较弱，按照常规的免疫方法难以达到较好的效果，

为此我们在原有的基础免疫上，连续多次进行加强免

疫，直到具有一定的效价为止。研究确定 McAb所针

单克隆抗体McAb
A1
A2
A3
A4

A2
74.9±6.1

A3
68.5±5.7
45.8±4.6

A4
47.4±4.9
78.1±6.8
57.2±6.0

A8
39.6±4.1
79.3±8.0
77.2±6.7
40.3±5.3

A值 /A.I
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培养 3d后对肿瘤细胞的抑制率达最大值，在培养 3～
6d内对肿瘤细胞的抑制率变化不大，培养到第 7d时
对肿瘤抑制率明显下降，见图 7。

图 7 发酵时间对 HY108发酵液抗肿瘤活性的影响
Fig 7 Effect of cultivation time on antitumor activity of HY108
fermentable extract

3 讨论
通过对菌株 HY108发酵优化的研究，发现该菌

在较宽的 pH值和温度范围内都能较好地生长。碳源
的选择对菌体合成抗肿瘤活性物质的量起主要作用，

实验发现，玉米粉对提高菌株 HY108抗肿瘤活性物
质的产量是非常必要的。
此外，发酵时间也是影响菌株 HY108合成抗肿

瘤活性物质的重要因素，发酵 3d时产生的抗肿瘤活

性物质最多。与基础发酵培养基相比，优化后的发酵
培养基能使菌株 HY108 产生更多的抗肿瘤活性物
质，肿瘤抑制率提高了近 20％。
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对的抗原位点是分析抗体免疫活性的重要环节，我们

在制备了 9株抗体后分别对其中的 5株抗体进行了
位点测定，经过反复的测定、筛查，确定 5株 McAb针
对两个不同的抗原位点。对于 CD28单抗及其生物活
性的初步研究为深入探讨 T淋巴细胞的表位形态和
增殖将提供重要的依据。另外，我们就单抗对 CD28激
发效应及活化 T淋巴细胞的表型进行了分析，该研究
将另文报道。
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