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猪调节性 Ｔ 细胞分子标记物 ＦｏｘＰ３ 单克隆抗体
的制备与鉴定
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摘要： 调节性 Ｔ 细胞 （Ｔｒｅｇ） 是具有免疫调节活性的淋巴细胞， 通过抑制各种效应性淋巴细胞来诱导自身免疫耐受。 ＦｏｘＰ３ 是 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋ Ｔｒｅｇ
细胞重要的转录因子， 对其分化发育和功能维持有着重要的调控作用， 因此联合 ＦｏｘＰ３ 抗原可以更好地识别 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋ Ｔｒｅｇ 细胞。 为了制备出

特异性的猪 Ｔｒｅｇ 细胞表面标记物 ＦｏｘＰ３ 的单克隆抗体， 本研究选择抗原性较强的基因编码片段， 构建了 ＦｏｘＰ３ 抗原表位区段 （１～８４０ ｂｐ） 的原核

表达质粒， 诱导表达并纯化后， 用目的蛋白免疫 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠， 取免疫小鼠的脾细胞与骨髓瘤细胞进行融合， 通过间接 ＥＬＩＳＡ、 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 和间

接免疫荧光的方法筛选能稳定分泌抗体的阳性杂交瘤细胞。 结果： 筛选到了 ５ 株效价较高的 ＦｏｘＰ３ 单克隆抗体产生细胞 （Ｆ４Ｂ９、 Ｆ４Ａ９、 Ｆ１Ｅ１２、
Ｆ１Ａ１１ 和 Ｆ４Ａ１０）， 均具有良好的特异性， 能识别内源性和外源性 ＦｏｘＰ３ 蛋白， 且能稳定地分泌抗体， 为定性或定量检测猪 Ｔｒｅｇ 细胞以及验证

Ｔｒｅｇ 细胞的功能奠定了基础。

关键词： 猪； Ｔｒｅｇ 细胞； ＦｏｘＰ３； 抗体制备； 单克隆抗

中图分类号： Ｓ８５２􀆰 ４　 　 　 文献标志码： Ａ　 　 　 文章编号： ０５２９－５１３０（２０２５）０１－００４３－０７

Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ｏｆ ｐｏｒｃｉｎｅ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ
Ｔ ｃｅｌｌｓ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍａｒｋｅｒｓ ＦｏｘＰ３

ＪＩＡＮＧ Ｄａｎ＃， ＬＩＮ Ｊｉａｑｉ＃， ＨＵ Ｐｅｎｇｃｈｅｎｇ， ＧＵＯ Ｂｏｌｕｎ， ＬＩＮ Ｘｉｎ， ＭＡ Ｙａｎｍｅｉ∗

（Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ａｎｉｍａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ， Ｆｕｊｉａｎ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅ ａｎｄ Ｆｏｒｅｓｔｒｙ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ／ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ａｎｉｍａｌ
Ｐａｔｈｏｇｅｎ Ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ ｏｆ Ｆｕｊｉａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ， Ｆｕｚｈｏｕ ３５０００２， Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ Ｔ ｃｅｌｌｓ （Ｔｒｅｇｓ） ａｒｅ ａ ｔｙｐｅ ｏｆ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ ｔｈａｔ ｈａｓ ｉｍｍｕｎｏｍｏｄｕｌａｔｏｒｙ ａｃｔｉｖｉｔｙ， ａｎｄ ｔｈｅｙ ｉｎｄｕｃｅ ａｕｔｏｉｍｍｕｎｅ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ
ｂｙ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｖａｒｉｏｕｓ ｅｆｆｅｃｔｏｒ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ． ＦｏｘＰ３ ｇｅｎｅ ｉｓ ａｎ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｇｅｎｅ ｉｎ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ， ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｍａｉｎ⁃
ｔｅｎａｎｃｅ ｏｆ ＣＤ４＋ＣＤ２５＋ Ｔｒｅｇ ｃｅｌｌｓ， ａｎｄ ｉｔ ｉｓ ａｎ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ． Ｔｈｅ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ＦｏｘＰ３ ａｎｔｉｇｅｎ ｏｎ ｔｈｅ ｂａｓｉｓ ｏｆ ＣＤ４＋ＣＤ２５＋

ｃａｎ ｂｅｔｔｅｒ ｒｅｃｏｇｎｉｚｅ ＣＤ４＋ＣＤ２５＋ Ｔｒｅｇ ｃｅｌｌｓ． Ｉｎ ｏｒｄｅｒ ｔｏ ｐｒｏｄｕｃｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ ａｇａｉｎｓｔ ｐｏｒｃｉｎｅ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ Ｔ ｃｅｌｌ ｓｕｒｆａｃｅ ｍａｒｋｅｒ
ＦｏｘＰ３， ａ ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｌａｓｍｉｄ ｏｆ ＦｏｘＰ３ ｅｐｉｔｏｐｅ （１－８４０ ｂｐ） ｗａｓ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｈｅｒｅ ｂｙ ｓｅｌｅｃｔｉｎｇ ａ ｇｅｎｅ ｃｏｄｉｎｇ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｗｉｔｈ ｓｔｒｏｎｇ
ａｎｔｉｇｅｎｉｃｉｔｙ． Ａｆｔｅｒ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ， ＢＡＬＢ ／ ｃ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｉｍｍｕｎｉｚｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｐｒｏｔｅｉｎ， ａｎｄ ｓｐｌｅｅｎ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ｔｈｅ ｉｍｍｕｎｉｚｅｄ ｍｉｃｅ
ｗｅｒｅ ｆｕｓｅｄ ｗｉｔｈ ｍｙｅｌｏｍａ ｃｅｌｌｓ， ａｎｄ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｈｙｂｒｉｏｍａ ｃｅｌｌｓ ｔｈａｔ ｃｏｕｌｄ ｓｅｃｒｅｔｅ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ｓｔａｂｌｙ ｗｅｒｅ ｓｃｒｅｅｎｅｄ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ｉｎｄｉｒｅｃｔ ＥＬＩＳＡ，
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎｄ ｉｎｄｉｒｅｃｔ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｍｅｔｈｏｄｓ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｆｉｖｅ ＦｏｘＰ３ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ｃｅｌｌｓ ｗｉｔｈ ｈｉｇｈ ｔｉｔｅｒ （Ｆ４Ｂ９， Ｆ４Ａ９，
Ｆ１Ｅ１２， Ｆ１Ａ１１ ａｎｄ Ｆ４Ａ１０） ｗｅｒｅ ｆｉｎａｌｌｙ ｓｃｒｅｅｎｅｄ ａｎｄ ｔｈｅｙ ｈａｄ ｇｏｏｄ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ； ａｌｌ ｏｆ ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ ｃｏｕｌｄ ｒｅｃｏｇｎｉｚｅ ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓ ａｎｄ ｅｘｏｇｅｎｏｕｓ
ｐｒｏｔｅｉｎｓ ａｎｄ ｓｅｃｒｅｔｅ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ｓｔａｂｌｙ， ｗｈｉｃｈ ｌａｉｄ ａ ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｑｕａｌｉｔａｔｉｖｅ ｏｒ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｔｒｅｇｓ
ｉｎ ｐｉｇｓ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ： ｐｏｒｃｉｎｅ； Ｔｒｅｇ ｃｅｌｌｓ； ＦｏｘＰ３； ａｎｔｉｂｏｄｙ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ； ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ

　
收稿日期： ２０２４－０１－３０； 修回日期： ２０２４－１０－２８
基金项目： 福建省自然科学基金项目 （２０２１Ｊ０１０８２）； 福建农林大学科技创新专项基金项目 （ＫＦｂ２２０６６ＸＡ）； 福建农林大学 ２０２２ 年校级大学

生创新创业训练计划项目 （Ｘ２０２２１０３８９０９４）
第一作者： 蒋丹， 女， 硕士； 林佳琦， 女， 硕士。＃共同第一作者
∗通信作者： 马燕梅， 博士， 副教授， 研究方向动物微生物与免疫学， Ｅ－ｍａｉｌ： ｍａｙａｎｍｅｉ＠ ｆａｆｕ􀆰 ｅｄｕ􀆰 ｃｎ。

·３４·畜牧与兽医　 ２０２５ 年　 第 ５７ 卷　 第 １ 期



　 　 调节性 Ｔ 细胞 （ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ Ｔ ｃｅｌｌ， Ｔｒｅｇ） 是一群

具有负调节机体免疫反应的淋巴细胞， 通常起着维持

自身耐受和避免免疫反应过渡损伤机体的重要作

用［１］。 调节性 Ｔ 细胞表达 ＦｏｘＰ３ 等核内转录因子，
也表达 ＣＤ１２７、 ＣＤ２５、 ＣＤ４５ＲＢ ｌｏｗ、 ＣＤ１０３ 和 ＣＤ６２Ｌ
等表面标志［２－５］。 调节性 Ｔ 细胞亚群需要转化生长因

子 β （ ＴＧＦ － β） 的刺激而进行分化， 受转录因子

ＦｏｘＰ３ 调节， 对于维持自我耐受和调节免疫至关重

要［６］。 ＦｏｘＰ３ 是叉头 ／翼螺旋转录抑制因子家族的成

员， 该蛋白在 Ｔｒｅｇ 细胞内特异性表达， 是其重要的

转录因子， 也是 Ｔｒｅｇ 细胞发育和功能的主要调节

因子［７－８］。
目前， 市场上可用于检测猪淋巴细胞的相关商品

化抗体较少， 缺乏理想的特异性标记物是研究和利用

ＣＤ４＋ＣＤ２５＋ Ｔｒｅｇ 细胞的最大阻碍。 因此， 本研究主

要通过杂交瘤技术制备出高效价的特异性猪 ＦｏｘＰ３ 抗

体， 为研究分析猪 Ｔｒｅｇ 细胞亚群提供分析抗体， 为

进一步研究 ＦｏｘＰ３ 转录因子的表达和功能提供必要的

工具， 也为进一步探究猪抗病性状与免疫机制间的关

系打下基础， 对深入了解 Ｔ 淋巴细胞发育进程、 细

胞因子的互作机制及其在免疫系统中的生物学功能等

方面具有重要意义。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 主要试验材料

异丙基－β－Ｄ－硫代半乳糖苷 （ＩＰＴＧ） 购于全式

金生物有限公司； ＢＣＡ 蛋白浓度测定试剂盒、 ＨＡＴ
添加剂、 ＨＴ 添加剂购于 Ｃｏｏｌａｂｅｒ 公司； ＲＰＭＩ １６４０
培养基购于 Ｇｉｂｃｏ 公司； 镍柱购于 ＳｅｎｈｕｉＭｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅ
Ｔｅｃｈ （Ｓｕｚｈｏｕ） 公司； Ｈｉｓ 标签单克隆抗体购于 ４Ａ
Ｂｉｏｔｅｃｈ 有限公司； ＨＲＰ 标记的羊抗鼠 ＩｇＧ 购于赛默

飞公司； 弗氏完全佐剂和弗氏不完全佐剂购于 Ｓｉｇｍａ
公司； 聚乙二醇 （ＰＥＧ） ４０００ 溶液购于 Ｌｅａｇｅｎｅ 公

司； 小鼠骨髓瘤 （ ＳＰ２ ／ ０） 细胞、 ＨＥＫ－２９３Ｔ 细胞、
菌株 ＤＨ５α、 菌株 ＢＬ２１ （ＤＥ３）、 ｐＥＴ－２８ａ 表达载体

和 ｐＥＧＦＰ － Ｃ１ 表达载体由本实验室保存； ＳＰＦ 级

ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠购自闽侯县吴氏实验动物贸易有限

公司。
１􀆰 ２　 猪 ＦｏｘＰ３ 蛋白抗原表位选择

从 ＧｅｎＢａｎｋ 中获取猪 ＦｏｘＰ３ 基因的碱基序列

（ＮＭ ＿ ００１１２８４３８􀆰 １ ） 及 其 蛋 白 质 序 列 （ ＮＰ ＿
００１１２１９１０􀆰 １）， 用 ＤＮＡＳＴＡＲ 软件中的 Ｐｒｏｔｅａｎ 软件

作抗原表位分析， 选择抗原性较强的抗原表位区的基

因编码片段为目的基因。
１􀆰 ３　 重组质粒的构建与鉴定

从猪脾脏组织中提取总 ＲＮＡ 并反转录得到的

ｃＤＮＡ 作为模板， 参照猪 ＦｏｘＰ３ 碱基序列的主要抗原

表位区段 （１～ ８４０ ｂｐ） 设计特异性引物， 上下游引

物中添加 ２ 个酶切位点 ＥｃｏＲⅠ和 ＸｈｏⅠ， Ｆ： ５′－ＡＴ⁃
ＧＡＡＴＴＣＡＴＧＣＣＣＡＡＣＣＣＣＡＧＧＣＣＡＧＣＣＡＡＧＣ－３′； Ｒ：
５′ － ＡＴＣＴＣＧＡＧＧＣＡＧＧＡＡＣＣＣＴＴＧＴＣＡＧＡＴＧＡＴＧＣＧＧ⁃
ＡＴＧＧ－３′， 用于扩增设计的猪 ＦｏｘＰ３ 基因。 将目的基

因及 ｐＥＴ－２８ａ 空载体分别进行双酶切后连接， 再将

连接产物转化至大肠杆菌 ＤＨ５α 中， 经双酶切鉴定

正确的重组质粒送至 Ｔｓｉｎｇｋｅ 公司进行测序， 若测序

验证未发生突变， 说明重组质粒 ｐＥＴ－２８ａ－ＦｏｘＰ３ 构

建成功。
１􀆰 ４　 蛋白的诱导表达及纯化

将重组质粒 ｐＥＴ－２８ａ－ＦｏｘＰ３ 转化至感受态 ＢＬ２１
（ＤＥ３） 中， 挑菌鉴定为阳性的菌落扩大培养， 在

３７ ℃、 ０􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＩＰＴＧ、 １６０ ｒ ／ ｍｉｎ 的条件下诱导

７ ｈ 后获得重组蛋白 ＦｏｘＰ３， 置于冰水混合物中， 用

超声波细胞破碎仪进行破碎， 超声 １０ ｍｉｎ， ４ ℃
８ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ， 收集上清液和沉淀， 通过

ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 进行重组蛋白 ＦｏｘＰ３ 的可溶性分析。 一抗

使用 ６×Ｈｉｓ 标签的鼠单抗， 二抗使用羊抗鼠 ＨＲＰ，
通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定重组蛋白 ＦｏｘＰ３－６×Ｈｉｓ 表达是

否正确。 验证蛋白表达成功后将重组蛋白 ＦｏｘＰ３ 进行

镍柱亲和层析纯化。
１􀆰 ５　 动物免疫

将纯化后的重组蛋白 ＦｏｘＰ３ 与佐剂混合， 注射身

体健康状态良好的 ８ 周龄 ＢＡＬＢ ／ ｃ 雌性小鼠， 注射剂

量为 １００ μｇ ／只。 首次免疫使用弗氏完全佐剂， 二免

与三免使用弗氏不完全佐剂， 加强免疫不使用佐剂，
每次免疫时间间隔 ２ 周， 前 ３ 次注射部位为背部皮

下， 加强免疫采用腹腔注射。
１􀆰 ６　 单克隆抗体的制备

１􀆰 ６􀆰 １　 细胞融合

细胞融合前 １ ｄ， 制备饲养层， 提供适宜条件以

促进融合细胞生长。 选择效价最高的 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠，
尾部采血， 断颈处死， 无菌取其脾脏制备脾细胞， 按

ＳＰ２ ／ ０ 细胞 ∶ 脾细胞＝ １ ∶ ５ 的比例混匀， 使用 ４０ ℃
水浴的 ５０％ ＰＥＧ ４０００ 溶液进行细胞融合， 随后使用

含 ＨＡＴ 的 ＲＰＭＩ １６４０ 选择培养基进行培养。 在细胞

融合后的第 ４ 天， 进行半量换液。 在细胞融合后第

８、 ９ 和 １２ 天， 用含 ＨＴ 的 ＲＰＭＩ １６４０ 选择培养基进

行半量换液。
１􀆰 ６􀆰 ２　 杂交瘤细胞的筛选

待小鼠脾细胞与骨髓瘤细胞融合 ８ ～ １２ ｄ 后， 对

有杂交瘤细胞存活的细胞培养孔进行细胞上清液检

测。 先采用间接 ＥＬＩＳＡ 的方法进行粗筛， 以免疫原

为包被抗原， 杂交瘤上清液为一抗。 其后， 选取
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ＥＬＩＳＡ 阳性细胞孔中的细胞上清液， 进一步采用间接

免疫荧光试验 （ ＩＦＡ）， 从 ＥＬＩＳＡ 检测阳性的克隆中

筛选可以识别 ＦｏｘＰ３ 蛋白的杂交瘤阳性细胞克隆。
１􀆰 ６􀆰 ３　 小鼠单抗腹水的诱导

提前 １ ｄ 使用 ０􀆰 ５ ｍＬ 不完全弗氏佐剂注射 １０ 周

龄 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠。 将生长状态良好的杂交瘤细胞吹

下， ８００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ 后使用磷酸盐缓冲液洗涤

细胞 ３ 次。 调整细胞密度至 ２×１０６个 ／ ｍＬ， 每只小鼠

注射 ０􀆰 ５ ｍＬ。 每天观察小鼠状态， 一般注射后 ７ ～
１０ ｄ 后， 小鼠腹腔膨大， 用碘酒擦拭下腹部皮肤，
用 ５ ｍＬ 注射器轻轻刺入腹腔收集腹水。 收集到的腹

水加入离心管中 ８ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ， 收集上清

液即为腹水， 分装到 １􀆰 ５ ｍＬ 离心管中置于－ ８０ ℃
冻存。
１􀆰 ７　 单克隆抗体的鉴定

１􀆰 ７􀆰 １　 单克隆抗体反应性鉴定

将纯化的重组蛋白 ＦｏｘＰ３ 和诱导的 ｐＥＴ－２８ａ 空

载进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ， 以确定为阳性的杂交瘤细胞上清

液为一抗， １ ∶ ５ ０００ 倍稀释的 ＨＲＰ 标记羊抗鼠 ＩｇＧ
为二抗， 进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定。

１􀆰 ７􀆰 ２　 单克隆抗体的交叉反应性鉴定

以间接 ＥＬＩＳＡ 方法测定 ５ 株单抗与本实验室保

存的 ｐＥＴ－２８ａ 空载、 ＣＤ１２７－６×Ｈｉｓ、 ＣＤ２５－６×Ｈｉｓ 和

牛血清白蛋白 （ＢＳＡ） 抗原的反应性。
１􀆰 ７􀆰 ３　 识别外源性和内源性蛋白的鉴定

构建真核表达质粒 ｐＥＧＦＰ －Ｃ１－ＦｏｘＰ３ 并转染至

ＨＥＫ－２９３Ｔ 细胞， 收集细胞， 细胞裂解液作为外源性

蛋白。 将猪脾脏、 淋巴结及肺脏组织裂解液作为内源

性蛋白。 将细胞蛋白和组织蛋白进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ， 然

后利用本研究制备的单抗作为一抗进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
鉴定。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 猪 ＦｏｘＰ３ 蛋白抗原表位选择

用 ＤＮＡＳＴＡＲ 软件中的 Ｐｒｏｔｅａｎ 软件做抗原表位

分析， 结果如图 １ 所示， 图中向上突起越高的部分说

明抗原表位指数越强。 因此， 本研究选择了猪 ＦｏｘＰ３
蛋白抗原性较强的抗原表位区 ＦｏｘＰ３ 区段（１～２８０ ａａ）
的基因编码片段 （１～８４０ ｂｐ） 为目的基因。

图 １　 猪 ＦｏｘＰ３ 蛋白抗原表位分析

２􀆰 ２　 ＦｏｘＰ３ 基因的扩增及重组质粒的构建

以猪脾脏组织 ｃＤＮＡ 为模板， 用设计的特异性引

物扩增出大小为 ８４０ ｂｐ 的目的片段 （图 ２Ａ）。 将

ＦｏｘＰ３ 目的基因连接至 ｐＥＴ－２８ａ 载体， 对重组质粒进

行双酶切鉴定， 酶切得到的目的片段为 ８４０ ｂｐ （图
２Ｂ）。 目的片段与预期大小符合， 并经测序验证未发

生突变， 说明重组质粒 ｐＥＴ－２８ａ－ＦｏｘＰ３ 构建成功。
２􀆰 ３　 重组蛋白 ＦｏｘＰ３ 的诱导表达及纯化

ｐＥＴ－２８ａ－ＦｏｘＰ３ 表达重组蛋白 ＦｏｘＰ３ 大小约为

３６ ｋＤａ， 符合预期， 且重组蛋白 ＦｏｘＰ３ 在上清液中以

可溶性蛋白的形式表达且表达量较高 （图 ３Ａ）。 将

重组蛋白 ＦｏｘＰ３ 进行镍亲和层析纯化， 纯化后条带单

一 （图 ３Ｂ）， 可用作抗原免疫动物。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结
果显示重组蛋白 ＦｏｘＰ３ 可与 ６×Ｈｉｓ 标签的鼠单克隆抗

体结合 （图 ３Ｃ）， 验证了重组蛋白 ＦｏｘＰ３ 表达正确。
２􀆰 ４　 阳性杂交瘤细胞的筛选

通过间接 ＥＬＩＳＡ 和 ＩＦＡ， 经多次筛选排除假阳性

孔， 并从中选出 ＯＤ４５０ ｎｍ数值高且荧光反应性强的阳

性细胞孔进行亚克隆， 最终共筛选出 ５ 株能稳定分泌

针对 ＦｏｘＰ３ 蛋白的单克隆抗体 （简称单抗） 细胞株，
分别命名为 Ｆ４Ｂ９、 Ｆ４Ａ９、 Ｆ１Ｅ１２、 Ｆ１Ａ１１ 和 Ｆ４Ａ１０。
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Ｍ１． ＤＬ２０００ ＤＮＡ 分子标记； １． 空白对照； ２． ＦｏｘＰ３ 基因 ＰＣＲ 产物； Ｍ２． ＤＬ５０００ ＤＮＡ 分子标记；
３． 重组质粒 ｐＥＴ－２８ａ－ ＦｏｘＰ３； ４． ｐＥＴ－２８ａ－ ＦｏｘＰ３ 质粒双酶切产物。

图 ２　 ＰＣＲ 扩增 ＦｏｘＰ３ 基因 （Ａ） 及重组质粒 ｐＥＴ－２８ａ－ＦｏｘＰ３ 的双酶切产物 （Ｂ）

Ｍ． 蛋白分子量标准； １． ｐＥＴ－２８ａ－ＦｏｘＰ３ 未诱导的表达产物； ２． ｐＥＴ－２８ａ－ＦｏｘＰ３ 诱导后的表达产物； ３． ｐＥＴ－２８ａ－ＦｏｘＰ３ 诱导后上清的表达；
４． ｐＥＴ－２８ａ－ＦｏｘＰ３ 诱导后沉淀的表达产物； ５． ｐＥＴ－２８ａ－ＦｏｘＰ３ 诱导后的表达产物； ６． 纯化后的重组蛋白； ７． 空载诱导后的表达产物； ８． 纯化后

的重组蛋白。

图 ３　 重组蛋白 ＦｏｘＰ３ 的可溶性分析 （Ａ）、 纯化 （Ｂ） 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 验证 （Ｃ）

２􀆰 ５　 单克隆抗体的 ＥＬＩＳＡ 检测

细胞融合或进行亚克隆之后， 吸取 １００ μＬ 杂交

瘤上清液进行间接 ＥＬＩＳＡ 检测， 同时使用免疫前的

血清作为阴性对照， 细胞融合前采集的小鼠血清作为

阳性对照。 图 ４ 为筛选出的 ５ 株能稳定分泌 ＦｏｘＰ３ 蛋

白单抗的细胞株间接 ＥＬＩＳＡ 结果， 以未免疫小鼠血

清为阴性对照， 其平均 ＯＤ４５０ ｎｍ值为 ０􀆰 １４８， 阴性界限

值为 ０􀆰 １６ （平均值＋２×标准差）， 筛选出 ５ 株细胞的

ＯＤ４５０ ｎｍ值均大于界限值， 且远高于阴性对照， 表明

筛选到的细胞株为阳性杂交瘤细胞。
２􀆰 ６　 单克隆抗体的 ＩＦＡ 鉴定

ＩＦＡ 鉴定筛选出的 ５ 株细胞株， 结果如图 ５ 所

示， 所筛选的细胞孔 Ｆ４Ｂ９、 Ｆ４Ａ９、 Ｆ１Ｅ１２、 Ｆ１Ａ１１
和 Ｆ４Ａ１０ 中杂交瘤细胞分泌的细胞上清液均能与瞬

时表达 ＦｏｘＰ３ 的 ＨＥＫ－２９３Ｔ 细胞发生特异性反应。

图 ４　 ＦｏｘＰ３ 单抗的间接 ＥＬＩＳＡ 检测结果
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Ａ． Ｆ４Ｂ９； Ｂ． Ｆ４Ａ９； Ｃ． Ｆ１Ａ１１； Ｄ． Ｆ１Ｅ１２； Ｅ． Ｆ４Ａ１０； Ｆ． 阴性对照。

图 ５　 ＦｏｘＰ３ 单抗的间接免疫荧光检测结果 （比例尺＝１００ μｍ）

２􀆰 ７　 细胞上清液和腹水的效价

ＦｏｘＰ３ 单抗的细胞上清液和腹水分别以 １ ∶ ４００
和 １ ∶ １ ０００ 倍开始倍比稀释。 间接 ＥＬＩＳＡ 检测结果

显示， 单抗 Ｆ４Ｂ９、 Ｆ４Ａ９ 和 Ｆ４Ａ１０ 的细胞上清液效价

为 １ ∶ ６ ４００， 单抗 Ｆ１Ｅ１２ 和 Ｆ１Ａ１１ 的细胞上清液效

价为 １ ∶ １２ ８００； Ｆ４Ｂ９ 的腹水效价为 １ ∶ １ ０２４ ０００，
Ｆ４Ａ９ 的腹水效价为 １ ∶ ２５６ ０００， Ｆ１Ｅ１２ 的腹水效价

为 １ ∶ ５１２ ０００， Ｆ１Ａ１１ 的腹水效价为 １ ∶ ２ ０４８ ０００，
Ｆ４Ａ１０ 的腹水效价为 １ ∶ ５１２ ０００ （表 １）。

表 １　 ５ 株单抗细胞上清液及腹水的效价

单抗 细胞上清液效价 腹水效价

Ｆ４Ｂ９ １ ∶ ６ ４００ １ ∶ １ ０２４ ０００

Ｆ４Ａ９ １ ∶ ６ ４００ １ ∶ ２５６ ０００

Ｆ１Ｅ１２ １ ∶ １２ ８００ １ ∶ ５１２ ０００

Ｆ１Ａ１１ １ ∶ １２ ８００ １ ∶ ２ ０４８ ０００

Ｆ４Ａ１０ １ ∶ ６ ４００ １ ∶ ５１２ ０００

２􀆰 ８　 单抗特异性 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定

如图 ６ 所示， 经 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定， 获得的 ５ 株

单抗与 ｐＥＴ－２８ａ 空载体不反应， 与重组蛋白 ＦｏｘＰ３
均有阳性反应， 证明 ５ 株单抗均与重组蛋白 ＦｏｘＰ３ 反

应性较好。

Ｍ． 蛋白分子量标准； １． 阴性对照； ２． Ｆ４Ｂ９； ３． Ｆ４Ａ９； ４． Ｆ１Ｅ１２；

５． Ｆ１Ａ１１； ６． Ｆ１Ｆ１１。

图 ６　 ５ 株单抗的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定结果

２􀆰 ９　 交叉反应性试验

经间接 ＥＬＩＳＡ 方法测定， ５ 株单抗均与 ＦｏｘＰ３ 反

应明显， 而与 ｐＥＴ－２８ａ 空载、 ＣＤ１２７－６×Ｈｉｓ、 ＣＤ２５－
６×Ｈｉｓ 和 ＢＳＡ 抗原均不发生反应， 说明获得的单抗特

异性良好 （表 ２）。

表 ２　 单抗特异性鉴定结果 （ＯＤ４５０ ｎｍ）

单抗 ｐＥＴ－２８ａ ＦｏｘＰ３－Ｈｉｓ ＣＤ１２７－Ｈｉｓ ＣＤ２５－Ｈｉｓ ＢＳＡ

Ｆ４Ｂ９ ０􀆰 ０７３ ５ ３􀆰 ８３２ ９ ０􀆰 ０４９ ８ ０􀆰 ０５２ ４ ０􀆰 ０５３ ０

Ｆ４Ａ９ ０􀆰 ０９９ ３ ３􀆰 ９６７ ３ ０􀆰 ０４９ ６ ０􀆰 ０５５ ３ ０􀆰 ０５１ ３

Ｆ１Ｅ１２ ０􀆰 ０４１ ２ ３􀆰 ６６７ ２ ０􀆰 ０５３ ８ ０􀆰 ０５４ ９ ０􀆰 ０９８ ３

Ｆ１Ａ１１ ０􀆰 ０６４ １ ３􀆰 ５８６ ６ ０􀆰 ０４８ ８ ０􀆰 ０５０ ７ ０􀆰 ０５６ ９

Ｆ４Ａ１０ ０􀆰 ０６４ ５ ３􀆰 ７６４ ９ ０􀆰 ０４９ ９ ０􀆰 ０５１ ４ ０􀆰 ０４９ ９
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２􀆰 １０　 识别内源性和外源性蛋白的鉴定

用得到的 ＦｏｘＰ３ 单抗 Ｆ４Ｂ９ 株作为一抗， 将真核

表达质粒 ｐＥＧＦＰ－Ｃ１－ＦｏｘＰ３ 转染至 ２９３Ｔ 细胞后， 收

集细胞培养物的蛋白样品进行反应， 出现目的条带

（图 ７Ａ）。 用获得的 ＦｏｘＰ３ 单抗 Ｆ４Ｂ９ 株作为一抗，
将猪脾脏、 淋巴结及肺脏组织研磨裂解后， 收集蛋白

样品进行反应， 出现目的条带 （图 ７Ｂ）， 在内源性蛋

白中制备的单抗识别出 ＦｏｘＰ３ 全长， 约 ５５ ｋＤａ， 符

合预期。 以上结果说明制备的 ＦｏｘＰ３ 单抗既可识别

ＦｏｘＰ３ 内源性蛋白， 也可识别 ＦｏｘＰ３ 外源性蛋白。

Ｍ． 蛋白分质子量标准； １． 转染 ｐＥＧＦＰ －Ｃ１ 的细胞样； ２． 转染

ｐＥＧＦＰ－Ｃ１－ＦｏｘＰ３ 的细胞样； ３． 猪脾脏组织； ４． 猪淋巴结组织； ５． 猪

肺脏组织。

图 ７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析外源 （Ａ） 及内源 （Ｂ） ＦｏｘＰ３
蛋白与单克隆抗体反应性

２􀆰 １１　 杂交瘤细胞分泌抗体的稳定性鉴定

以间接 ＥＬＩＳＡ 检测传代培养后杂交瘤细胞分泌

抗体的效价， 表 ３ 结果显示， ５ 株杂交瘤细胞分泌的

抗体效价稳定。

表 ３　 单抗稳定性鉴定结果 （ＯＤ４５０ ｎｍ）

单抗 传至 ５ 代 传至 ２０ 代

Ｆ４Ｂ９ ３􀆰 ４６３ ２ ３􀆰 １１３ ３

Ｆ４Ａ９ ３􀆰 ６８８ ０ ３􀆰 ８４２ ２

Ｆ１Ｅ１２ ３􀆰 ５６３ ２ ３􀆰 ６６２ ４

Ｆ１Ａ１１ ３􀆰 ８７４ ５ ３􀆰 ８２０ ５

Ｆ４Ａ１０ ３􀆰 ３９９ ７ ３􀆰 ５７４ ５

阴性 ０􀆰 ０９９ ４ ０􀆰 ０７３ ５

３　 讨论

ＦｏｘＰ３ 通过结合 ＧＡＴＡ３、 ＲＯＲγｔ、 Ｅｏｓ 和 ＲＵＮＸ１

等核因子调控 Ｔｒｅｇ 细胞的表达［９－１２］。 它在 Ｔｒｅｇ 细胞

的功能和分化等方面不可或缺， 并且能够直接调控很

多基因的表达， 包括编码 ＦｏｘＰ３ 的相关辅酶因子。
ＦｏｘＰ３ 也是天然型 Ｔｒｅｇ 细胞最可靠的分子标记， 为破

译 Ｔｒｅｇ 细胞发育和功能的分子和遗传基础提供了线

索［１３－１４］。 单克隆抗体具有特异性强、 效价高、 仅识

别一个抗原上的单一表位等特点［１５］， 现已广泛应用

于病原检测、 治疗致病机制及抗原性研究等方面［１６］，
在疾病治疗、 疫苗研制和临床诊断等方面具有很大的

应用潜力［１７－１８］。 调节性 Ｔ 细胞作为自身耐受的重要

组成部分， 其在自身免疫性疾病、 移植、 免疫系统中

抑制病理免疫反应方面具有较大的影响［１９－２１］。 然而，
由于缺乏特异性的细胞表面标记物来定义和分离调节

性 Ｔ 细胞， 相关其研究和应用一直受到阻碍。 ＦｏｘＰ３
基因是 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋ Ｔｒｅｇ 细胞分化发育和功能维持的

重要调控基因， 是其重要的转录因子， 是天然调节性

Ｔ 细胞的重要标记物［２２］。 因此， 本研究制备了效价

较高、 特异性较强的猪源 ＦｏｘＰ３ 蛋白抗体。
本试验利用原核表达系统成功制备并纯化了猪源

ＦｏｘＰ３ 蛋白。 为了能得到特异性较高的单克隆抗体细

胞株， 免疫小鼠后选取血清效价最高的小鼠进行腹腔

加强免疫和细胞融合， 因为此时小鼠体内的抗体水平

较高， 易于筛选到高分泌的单克隆抗体细胞株。 细胞

融合是制备单克隆抗体的关键一步， 而影响细胞融和

的因素很多。 在细胞融合前 １ 周， 复苏 ＳＰ２ ／ ０ 细胞，
调整生长状态， 选择形态好、 圆润、 有光泽的细胞进

行细胞融合。 融合前 １ ｄ， 制备好饲养细胞并铺于 ９６
孔板中， 铺板时需要进行细胞计数并控制好饲养细胞

的密度。 若铺设的饲养细胞密度过高， 易导致细胞融

合时杂交瘤细胞在获取营养上竞争不过饲养细胞， 从

而出现杂交瘤细胞死亡以及细胞融合失败的现象。 诱

导细胞融合的方法有很多， 如生物法 （病毒诱导细

胞融合）、 化学法 （ ＰＥＧ 诱导细胞融合）、 物理法

（脉冲、 激光法诱导细胞融合） 和细胞融合芯片

法［２３］， 其中以化学融合剂诱导融合中的 ＰＥＧ 诱导细

胞融合最为常用。 本研究采用 ＰＥＧ 诱导融合， 通过

破坏细胞膜的磷脂双分子层， 使 ＳＰ２ ／ ０ 细胞与脾细

胞发生融合。 在细胞融合时， ＰＥＧ 处理时间尽量控

制在 １ ｍｉｎ 以内， 否则影响融合效率［２４］。 杂交瘤细

胞在早期很容易因抗体分泌不稳定， 在亚克隆过程中

出现丢失现象， 因此筛选是十分重要的一环， 采用

ＥＬＩＳＡ、 ＩＦＡ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 多种方法进行多次筛选以

排除假阳性［２５］， 也避免了在筛选过程中因一种筛选

方法而丢失具有荧光反应性的单抗。 筛选到能稳定分

泌抗体的杂交瘤细胞后， 要对其进行扩大培养， 并进

行传代及冻存， 每间隔 ３ 代进行 １ 次检测， 以确保其

·８４· Ａｎｉｍａｌ Ｈｕｓｂａｎｄｒｙ ＆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　 ２０２５　 Ｖｏｌ􀆰 ５７　 Ｎｏ􀆰 １



稳定性。
综上， 本研究成功筛选出 ５ 株杂交瘤细胞， 并制

备出猪源 ＦｏｘＰ３ 单克隆抗体， 经过特异性分析和效价

检测后得出 ５ 株杂交瘤细胞所分泌的抗体均比较稳

定、 特异性好且效价高。
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