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抗水通道蛋白AQP4单抗的制备及其初步应用
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[摘　要]	 目的：制备抗水通道蛋白4(aquaporin 4，AQP4)单克隆抗体，鉴定其免疫学性能为后期临床应用奠

定基础。方法：合成AQP4优势抗原表位多肽，经过免疫小鼠、细胞融合及亚克隆筛选，制备可分

泌高效价高亲和力的单克隆抗体细胞株，后期获取大量单克隆抗体通过酶联免疫吸附和免疫组织

化学实验进行初步实验应用。结果：获得4株杂交瘤细胞株，均能稳定分泌高亲和力抗体，经酶联

免疫吸附测定实验和免疫组织化学实验证实均能特异性识别人的AQP4蛋白。结论：成功制备了亲

和力高、特异性强的抗人AQP4优势抗原表位的单克隆抗体，为小分子抗体以及抗体人源化制备奠

定了基础，进而为治疗视神经脊髓炎相关疾病提供理论依据和技术支持。

[关键词]	 水通道蛋白4；细胞融合；视神经脊髓炎；单克隆抗体

Preparation and preliminary application of aquaporin 4 
(AQP4) specific monoclonal antibody

ZHAO Di1, ZHANG Yuli2, KANG Huiying2, CAO Qijiang1

(1. Liaoning Key Laboratory of Urban Integrated Pest Management and Ecological Security, College of Life Science and Bioengineering, 

Shenyang University, Shenyang 110044; 2. Basic Medical College, Liaoning HE University, Shenyang 110163, China)

Abstract Objective: To lay the foundation for clinical applications in the future, we prepare and identify the immunological 

properties of aquaporin 4 (AQP4) monoclonal antibodies. Methods: The dominant epitope polypeptides of 

AQP4 were synthesized and used to obtain the cell lines which secrete high tiler and high affinity monoclonal 

antibodies by immunizing BALB/c mouse cell fusion and screening of subclone. The large amount of monoclonal 

antibodies were obtained and used for practice via immunohistochemical staining and Enzyme-linked 

immunosorbent assay (ELISA). Results: Four hybridomas that can stably secret anti-AQP4 antibodies were 

obtained. ELISA, Western blot and Immunohistochemistry results suggested that the monoclonal antibodies 

specifically recognized human AQP4 protein. Conclusion: The anti-human AQP4 monoclonal antibody 
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视神经脊髓炎(neuromylitis optica，NMO)是一
种免疫介导的慢性炎症性疾病，主要累及视神经
和脊髓原发性中枢神经系统炎症脱髓鞘 [1-3]。国内
外研究确认NMO为一种严重的神经系统退行性疾
病，但是针对NMO疾病发生的具体分子机制还不
明确 [4-7]。临床发现绝大多数视神经脊髓炎谱系疾
病(neuromyelitis optica spectrum disorder，NMOSD)
患者血测可检出水通道蛋白4(aquaporin，AQP4)自
身抗体，Ig G -AQP4已成为诊断该疾病的重要标志
物之一[8-9]。AQP4自身抗体的细胞毒作用与疾病的
发生和发展有密切的联系。研究 [10-12]发现AQP4自
身抗体含量浓度较低的患者能够获得较好的治疗，
减轻AQP4自身抗体介导的细胞毒作用将成为治疗
NMOSDs的有效方法之一。

目前，针对N M O SDs急性期患者的治疗方法
主要为大剂量激素冲击、静脉注射大剂量免疫球
蛋白和血浆置换等[13-14]。大剂量糖皮质激素长时间
使用会降低机体的免疫能力，增加诱发感染或加
重感染的风险；注射大剂量免疫球蛋白目前还缺
少足够的证据支持治疗的有效性；血浆置换过程
中在减少AQP4自身抗体的同时也降低了其他治疗
方式的作用效果 [15]。针对NMOSDs缓解期患者的
治疗方法主要为使用免疫抑制剂、利妥昔单抗以
及个体化治疗或对症治疗，但是不确定能够稳定
有效。因此，本研究制备单克隆抗体，经酶联免
疫吸附测定实验和免疫组织化学实验证实其能特
异性识别人的AQP4蛋白，为后期利用分子生物学
技术制备人源化抗体或者小分子抗体打下基础。
进而为利用人源化或者小分子抗体结合AQP4表位
屏蔽体内自身抗体与AQP4的结合来保护星形胶质
细胞免受细胞毒作用，抑制中枢神经系统炎症脱
髓鞘，进而达到治疗视神经相关性疾病奠定了理
论基础和技术支持。

1  材料与方法

1.1  材料

1.1.1  实验动物

6~8周龄BALB/c小鼠购自北京维通利华实验动

物技术有限公司，实验过程中所有处置均按照动
物伦理学标准执行。
1.1.2  实验试剂与仪器

牛血清白蛋白(bov ine serum albumin，BSA、
卵清蛋白购自德国默克B D H公司；R PM I- 1 6 4 0细
胞培养基、 Fr e u n d 不完全弗氏佐剂、 H AT 、 H T
选 择 性 培 养 基 、 聚 乙 二 醇 P E G 、 碱 性 磷 酸 酯 酶
(alkal ine phosphatase，AP)、5-溴-4-氯-3-吲哚基-
磷酸盐( 5 -b ro m o - 4 - c h l o ro - 3 - i n d o l y l  p h o s p hate，
B C I P ) 、 四 唑 淡 蓝 ( n i t r o - b l u e - t e t r a z o l i u m ，
N BT ) 、山羊抗小鼠 Ig G -F I TC 和辣根过氧化物酶
标记山羊抗小鼠 I g G - H R P 均购自默克中国 S i g m a
公司；磷酸盐缓冲液PBS、PBST、封闭液以及显
色底物等为本重点实验室配制和留存；细胞培养
瓶、吸管、试管、滴管、培养皿、烧杯、1 mL注
射 器 、 9 6 孔 细 胞 培 养 板 、 眼 科 剪 、 眼 科 镊 、 E P
微量移液器均购自耗材公司；科研超净工作台购
自苏州净化设备公司； CO 2恒温培养箱购自日本
S a ny o 公司； D W- 6 0 W 4 5 1 E U 超低温冰箱、 B C D -
2 5 7  S L低温冰箱(Ha i e r)；纯水装置( Mi l l p o re)；
S H Z - I I I 型 循 环 水 真 空 泵 购 自 上 海 亚 荣 生 化 仪
器 厂 ； G F - 3 0 0 电 子 天 平 购 自 赛 多 利 斯 科 学 仪 器
(北京)有限公司；Ep p e n d o r f  c e n t r i f u ge 5 8 1 0 R离
心 机 购 自 德 国 E p p e n d o r f 公 司 ； P C R 仪 购 自 美 国
Th er m o f i s h er公司；Power  Wave  X S 2酶标仪德国
BioTek公司；Ti-U DS-2 CCD尼康倒置荧光显微镜
购自日本Ni ko n公司；石蜡切片机购自德国L e i c a
公司。

1.2  方法

1.2.1  AQP4 优势抗原表位多肽合成

AQ P 4蛋白氨基酸序列多达6个跨膜区，原核
表达蛋白难度相对很高，我们通过蛋白表位分析
抗原优势表位后 [16]，借助普健生物科技有限公司
(武汉)，采用多肽合成的方法偶联KLH作为抗原，
合成多肽选择的氨基酸序列如表1所示。
1.2.2  动物免疫

将 合 成 的 多 肽 1 和 多 肽 2 等 体 积 与 完 全 佐 剂
充 分 混 合 ， 对 B A L B / c 雌 性 小 鼠 背 部 皮 下 4 ~ 6 点

with high affinity and specificity was successfully generated, which thereby provides the foundation for the 

preparation of small molecule antibodies or humanized antibodies, and then lays a theoretical and technical 

basis for the treatment of neuromyelitis optica (NMO).
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注 射 5 0  μ g蛋白/只，共免疫5只小鼠。初次免疫2
周后注射25 μg/只加强免疫，再过两周后再次注射 
25 μg/只加强免疫，再过1周后进行抗血清效价检
测，选取效价> 3 2  0 0 0小鼠1周后进行4免(表2 )后
断尾采血10 μL，加入到990 μL PBS缓冲液中，混
匀5 000 r/min离心10 min，保留上清备用。间接
ELISA测定血清效价，选择效价高和灵敏度好的小
鼠进行下一步细胞融合。
1.2.3  细胞融合及筛选

挑 选 血 清 免 疫 结 果 较 好 的 小 鼠 进 行 细 胞 融
合，融合1~2次，每次融合进行2~3轮ELISA筛选，
得到单克隆后建株，至少建株4株。
1.2.4  腹水生产及纯化

将得到的阳性单克隆细胞株打小鼠腹水，每
株纯化2~5 mg抗体，利用蛋白免疫印迹以及ELISA
进行抗体效价检验测定。
1.2.5  单抗亲和力和特异性鉴定

1.2.5.1  AQP4 单抗 ELISA 检测

用合成多肽2.5 μg/L包被96孔板，100 μL/孔， 
37  ℃  2  h或者4 ℃过夜。然后PBS漂洗5次，加入
3%BSA-PBS 4 ℃封闭过夜，300 μL/孔，PBST洗3~5次， 
300 μL/孔。将各个单抗加入酶标板，100 μL/孔，
室温反应1 h，P B ST洗3次。加入带有辣根过氧化
物酶HRP标记的亲和纯化山羊抗小鼠Ig G的二抗， 
100 μL/孔，37 ℃ 30 min，PBST洗3次。加入底物显

色液四甲基联苯胺(TMB)，100 μL/孔，室温显色
5~15 min，加入稀硫酸终止反应，50 μL/孔。酶标仪
测OD450数值。
1.2.5.2  AQP4 单抗蛋白免疫印迹检测

合成多肽加入2×Sodium dodecyl sulfate (SDS)
裂解液，每泳道10 μL上样。SDS聚丙烯酰胺凝胶
电泳后，利用硝酸纤维素膜进行转膜，5%脱脂奶
粉室温封闭2 h，利用获得的单抗4℃孵育过夜。次
日，利用PBST洗3次，加入带有A P标记的羊抗鼠
Ig G，室温孵育1 h，0.5%脱脂奶粉清洗3次，加入
碱性磷酸酯酶显色，将BCIP/NBT用AP缓冲液稀释
10显色5~15 min。
1.2.5.3  AQP4 单抗免疫组织化学实验

将患者与正常人的石蜡切片在55 ℃恒温箱中
烘烤30 min，组织切片置于二甲苯中浸泡15 min，
更 换 新 的 二 甲 苯 再 浸 泡 7  m i n ， 通 过 梯 度 酒 精 从
100%、95%、90%、75%乙醇中分别浸泡5 min，
然后将切片置于0.01 mol/L枸橼酸钠缓冲液中(pH 
6 . 0 )，经过封闭液室温封闭1 0  m i n，滴加一抗，
4  ℃ 孵 育 过 夜 或 者 3 7  ℃  1  h ， P B S 洗 3 次 ， 每 次 
3  min，滴加生物素标记的二抗，室温孵育30 min
后，PBS洗3次，每次3 min；滴加链霉卵白素，室
温30 min后，PBS洗3次，每次3 min；DAB显色，
蒸 馏 水 水 洗 后 苏 木 素 复 染 ， 水 洗 后 梯 度 酒 精 脱
水，二甲苯透明，中性树胶封片镜检。

表1 合成多肽氨基酸序列

Table 1 Amino acid sequence of AQP4 synthetic peptide

产品标号 多肽名称 多肽序列 分子质量 质量/mg 纯度/%

BP014264 18000194A-2 AASPAATGYVAA+Cys 1 152.28 10 90.99

BP014293 18000211A-1 Cys+SMNPARSFGP 1 166.33 20 98.05

表2 小鼠4次免疫时间与抗原剂量安排

Table 2 Four times of immunization and the schedule of antigen dosage

免疫时间 抗原剂量

一免(第1天) 0.05 mg/只

二免(第14天) 0.025 mg/只

三免(第28天) 0.025 mg/只

抗血清效价检测(第35天) 要求>1:32 000

四免(第42天) 0.025 mg/只

抗血清效价检测(第49天) 要求>1:32 000



眼科学报,  2021, 36(8)    ykxb.amegroups.com626

2  结果

2.1  AQP4 多肽合成

将合成质量20 mg，纯度90%以上的两个多肽
偶联K L H后用作抗原免疫小鼠，合成多肽的鉴定
结果如图1所示。

2.2  抗 AQP4 单抗的纯化及亚克隆

用合成的抗原肽免疫小鼠后，分离B细胞经过
与骨髓瘤细胞融合和克隆筛选，最终获得4株杂交
瘤细胞株(图2A所示为杂交瘤细胞)。收集小鼠腹
水后进行抗体纯化，利用SDS聚丙烯酰胺凝胶电泳
电泳对其纯度进行鉴定分析没有其他杂蛋白，说
明抗体纯度较好(图2B)。

2.3  间接 ELISA 血清学效价检测

利 用 酶 联 免 疫 吸 附 测 定 实 验 中 的 间 接 实 验

方法，将合成的多肽包埋在固相载体表面，加入
获得的抗体反应后再加入二抗，进行抗体血清效
价，测定结果表明该抗体具有较高的效价(表3)。

2.4  抗 AQP4 单抗与 AQP4 反应的特异性检测

为检测所获单抗与AQP4反应的特异性，利用
绿色荧光蛋白(green fluorescent protein，GFP)空蛋
白作为对照，合成多肽蛋白作为抗原跑SDS聚丙烯
酰胺凝胶电泳电泳，转膜后利用获得的抗AQP4单
克隆抗体和抗GFP的抗体进行蛋白免疫印迹实验，
结果显示抗体可与相应的AQP4特异结合(图3)。

2.5  抗 AQP4 单抗与组织切片免疫组织化学实验

对 眼 部 组 织 石 蜡 切 片 进 行 免 疫 组 织 化 学 实
验 ( 图 4 ) ， 抗 A Q P 4 单 克 隆 抗 体 可 以 标 记 结 合 组
织 切 片 中 的 相 应 抗 原 ， 尤 其 在 眼 部 肿 瘤 患 者 组
织切片中标记的量明显高于正常人的眼组织。

图1 合成多肽的质谱鉴定结果

Figure 1 Mass spectrometry identification results of AQP4 synthetic peptides

4700 Reflector Spec #1[BP = 1409.2, 281]

14
09

.1
68

0
14

25
.1

34
5

14
31

.1
42

7
14

47
.1

07
4

14
63

.0
62

2

280.8

%
 In

te
ns

ity

100

90

80

70

60

50

40

30

20

10

0
799.0                                                1000.6                                                1202.2                                              1403.8                                              1605.4                                               1807.0

图2 杂交瘤细胞和抗AQP4单克隆抗体的纯化

Figure 2 Hybridoma cell and Purification of AQP4 specific monoclonal antibody

(A)抗AQP4杂交瘤细胞光镜图片(标尺为50 μm)；(B) SDS-PAGE电泳图。1为对照；2~6为从5只小鼠获取的抗体。

(A) Hybridoma cell of anti-AQP4 (bar, 50 μm); (B) SDS-PAGE. 1CK, 2–6 respectively represent antibody obtained form 5 mouse.

A B
1 2 3 4 5 6
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表3 抗AQP4单克隆抗体的血清效价检测

Table 3 Serum titer of AQP4 specific monoclonal antibody

样品 稀释浓度 OD450(Cys+SMNPARSFGP-BSA) OD450(Cys+TINWGGSENPLP-BSA)

抗体1-F1-D2 1 μg/mL 3.82 0.06

0.5 μg/mL 3.57 0.04

0.25 μg/mL 3.10 0.04

0.125 μg/mL 2.45 0.03

0.0625 μg/mL 1.66 0.03

0.03125 μg/mL 1.13 0.02

0.015625 μg/mL 0.62 0.03

阴性对照 1 000 0.03 0.02

空白对照 N/A 0.02 0.02

图3  抗AQP4单克隆抗体与AQP4反应的特异性检测

Figure 3 Detection specificity of AQP4 specific monoclonal antibody reacting with AQP4

1为对照；2和3分别为AQP4蛋白。

1：GFP，2：18000211A-1，3：18000194A-2。

1  2  3

图4 抗AQP4单克隆抗体的免疫组织化学(标尺50 μm)

Figure 4 AQP4 specific monoclonal antibody practise via immunohistochemical staining (bar, 50 μm)

(A)视网膜母细胞瘤的组织切片；(B)为大肠癌的组织切片；(C)为正常眼组织的组织切片。

(A) Retinoblastoma eye tissue section; (B) Colorectal cancer section; (C) Normal eye tissue.

A CB
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3  讨论

本研究通过合成多肽抗原，免疫小鼠获得抗

A Q P 4 优势抗原表位的 B 细胞，将该 B 细胞与骨髓

瘤 细 胞 进 行 细 胞 融 合 ， 对 杂 交 瘤 细 胞 筛 选 和 亚

克 隆 ， 经 过 蛋 白 免 疫 印 迹 实 验 和 血 清 学 效 价 检

测 鉴 定 筛 选 出 4 株 能 够 分 泌 特 异 性 较 好 的 单 克 隆

抗 体 的 杂 交 瘤 细 胞 株 。 利 用 该 单 克 隆 抗 体 进 行

免疫组织化学实验，发现 A Q P 4 在患者眼组织切

片 中 被 标 记 的 显 著 高 于 正 常 人 组 织 切 片 ， 实 验

表明该单克隆抗体与 A Q P 4 具有较高的亲和力和

特异性。

视神经脊髓炎是一种免疫介导的慢性炎症性

疾病，主要累及视神经和脊髓原发性中枢神经系

统炎症脱髓鞘。结合体液免疫的理论知识，抗体

可通过激活补体经典途径而引发对抗体结合的靶

细胞发生细胞毒作用，或者通过调理作用激活巨

噬细胞发挥吞噬作用以及激活NK细胞发生抗体依

赖性细胞介导的细胞毒作用来破坏抗体结合的靶

细胞，这是从免疫学角度揭示细胞毒作用发生的

机制。Ig G -AQP4已成为诊断该疾病的重要标志物

之一，其中绝大多数患者血测可检出AQP4自身抗

体。而目前，关于AQP4的国内外研究主要集中在

该蛋白相关疾病的研究 [ 4 , 1 7 - 1 8 ]。关于抗AQ P 4的抗

体研究的比较少，也主要注重该抗体的发病机制 
研究[19]。

从免疫学抗体拮抗的角度出发，利用体外获

得 的 抗 体 拮 抗 体 内 已 经 产 生 的 自 身 抗 体 和 利 用

小分子抗体结合 A Q P 4 来屏蔽自身抗体的结合位

点。由于小分子抗体不具有Fc片段，进而大大降

低或抑制自身抗体的细胞毒作用。实验后期利用

单克隆抗体应用于动物模型，统计分析该抗体的

作用效果后制备小分子抗体。尽管大量使用小分

子抗体可能会增加机体相关血清病的发生，如果

后期将人源化的抗体进行片段化或者生产人源化

的小分子抗体就可以避免这种情况的发生。

综上，本研究大胆推测后期通过利用人源化

小分子抗体结合自身 A Q P 4 蛋白，抑制体内自身

抗体特异结合抗原，降低或抑制抗体Fc片段引发

的细胞毒作用，进而阻止视神经脱髓鞘的发生，

达 到 预 防 或 治 疗 视 神 经 相 关 性 疾 病 的 目 的 。 因

此，本研究中制备高亲和力，高效价以及特异性

强的AQP4-mAb，为后期制备抗AQP4的小分子抗

体以及人源化小分子抗体奠定了理论基础，并提

供了技术支撑，为后期探索视神经脊髓炎相关疾

病的治疗方式提供思路。
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