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糖类物质单克隆抗体研究进展
Research development of monoclonal antibody of saccharide
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　　自 1975 年杂交瘤技术问世以来 ,单克隆抗体以

其绝对的纯一性、高特异性、高灵敏度等特点 ,在生命

科学研究、临床诊断中发挥着极其重要的作用。随着

生物技术的发展 ,各种适应人类需要的新型基因工

程单抗相继出现 ,但鼠源性单抗作为最初的源头仍

有着极广泛的应用。较强的免疫原性和灵敏的抗体

检测方法是制备出特异性好的鼠源性单抗的前提。

蛋白质、多糖、DNA 等均可制备出相应的单抗。

糖类物质是生命体的能源及结构物质 ,具有抗

凝血、抗病毒、抗氧化、神经营养和保护等多种生物学

活性 [1 ] ;亦涉及细胞的识别、黏附、分化、代谢调节及

某些重大疾病的发生发展等生物过程 [2 ] 。糖类物质

单抗的制备对于揭示糖类物质在机体内的代谢过

程、阐明糖类物质的生物学功能 ,乃至于诊断和治疗

与之相关的疑难病症 ,都具有重要的意义。但大多数

糖类物质主要含一些重复的寡糖片段 ,为弱抗原或

半抗原 ,在获得良好的免疫应答和融合细胞抗体阳

性率方面 ,难度大于蛋白质和颗粒性抗原。文献报

道 ,除了 Waldenst rom 巨球蛋白血症等少数病人体内

有极低水平的抗肝素抗体 ( < 0. 5 mg/ L) 外 ,服用肝

素的病人体内没有发现抗肝素的抗体 ,这充分说明

了糖类物质免疫原性低的特点 [3 ] 。而且 ,糖类物质尤

其是小分子量的糖不易直接吸附在玻璃、聚苯乙烯

塑料上 ,给抗体检测带来很大不便。因此 ,糖类物质

单抗的制备技术一直处于不断探索之中。近年来 ,糖

类物质作用的逐步认识及分离纯化技术的发展 ,推

动了其单抗的大量制备和研究 ,糖类抗原物质制备

方法及抗体的检测方法也得到了不断的优化 ,现综

述如下。

1 　糖类抗原的制备

对于制备鼠源性单抗来说 ,免疫动物的效果是

关系到能否获得特异性单抗的重要环节。免疫是一

个重复多次的过程 ,虽然合理的免疫方案能在一定

程度上提高免疫反应 ,增加抗体滴度 ,但抗原的免疫

原性是免疫效果好坏的根本因素。糖类物质免疫原

性低 ,为 T 细胞非依赖型 ,单独作为免疫原很难产生

高滴度的抗体 ,因此怎样提高糖类物质免疫原性是研

究者们一直关注的焦点之一。

1. 1 　天然糖抗原
糖类物质单抗的研究始于 20 世纪 80 年代初 ,比

较早的有内源性多糖和病原菌夹膜多糖。

硫酸乙酰肝素、硫酸软骨素、硫酸角质素等内源

性多糖为糖胺聚糖 ,多以蛋白聚糖形式存在于生物体

内 ,是生物体内的结构物质和生物活性物质。早期这

些糖胺聚糖单抗的制备就是以蛋白聚糖作为免疫原 ,

分别筛选出针对蛋白聚糖中的蛋白和多糖的单

抗 [4～7 ] 。这些单抗广泛被应用于免疫组化中以揭示

机体病理变化 ,以及检测疾病状态时体液中蛋白聚糖

含量的变化。

夹膜多糖是病原菌毒性的主要因子 ,分离出来后

可制备成疫苗 ,所以一些临床易感病菌及家畜易感病

菌单抗的制备也就主要集中在夹膜多糖。夹膜多糖

单抗的制备经常以细菌细胞或细胞膜的提取物作为

免疫原 [8 ,9 ] ,其单抗对于病菌的血清分型和诊断很有

帮助。其中研究较多的是新型隐球菌 ( Cry ptococcus

neof ormans)夹膜多糖。隐球菌感染是艾滋病患者中

第二大真菌感染疾病 ,诱发脑膜炎 ,10 % 的病人因此

而遭受着生命威胁。

1. 2 　人工合成糖抗原
随着糖类物质分离提纯技术的发展和免疫应答

机理研究的深入 ,单抗制备采用多糖与载体耦联而制

备的人工免疫原来增强免疫效果 ,可以增加目的抗原

抗体的产生。前面提到制备内源性多糖和病原菌夹

膜多糖的单抗 ,为了提高目的糖抗原抗体的产生 ,可
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以从天然糖抗原中提取分离出目的糖抗原 ,然后与载

体蛋白耦联制备成新的免疫复合物。如新型隐球菌

夹膜多糖有α21 ,3 连接的线形甘露糖骨架 ,主要成分

为葡萄糖醛酸2木糖2甘露糖 ( glucuronoxylomannan ,

GXM) ,部分 O2乙酰化。1992 年 Casadeval [10 ] 将 A 型

新型隐球菌夹膜多糖 GXM 与破伤风类毒素 ( tetanus

toxoid)耦联制备出对应的单抗。人工免疫复合物的制

备涉及到载体、耦联方法的选择。

早期有将多糖抗原与绵羊红细胞、细菌细胞制备

成混悬液作为免疫原 ,这些颗粒性的物质可以吸附多

糖 ,起到载体的作用[3 ,11 ] 。现在常用的载体有破伤风

类毒素、牛血清白蛋白、鸡卵清蛋白、人血清白蛋白、钥

孔嘁血蓝素等蛋白类[10 ,20 ,12～15 ] 。这些载体可以起到

很好的增强免疫的目的。一般来说载体来源与免疫

动物种属的差异越远免疫效果越好。

耦联方法的选择应注意两方面的问题 ,一是根据

糖类物质结构特点选用不同的耦联方法和耦联剂。

氨基糖可选用碳二亚胺、戊二醛[1 ,16 ] ;羧基糖可用碳二

亚胺、氯甲酸异丁酯法 ;含醛基的糖可用还原胺化

法[13 ,14 ] 。琥珀酸酐法、重氮化的对氨基苯甲酸法、一

氯醋酸钠法、O(羧甲基)羟胺法等适用于含羟基、羰基

的糖[17 ] ,这些试剂与羟基、羰基反应后以自身的羧基

与载体的氨基再用上述方法连接。过碘酸盐氧化法

可以将糖的羟基氧化成醛基后再用还原胺化法耦

联[18 ,19 ] 。上述各种方法的原理是将带有游离氨基、羧

基、醛基等的糖与载体直接耦联 ,没有这些基团的糖须

经适当改造 ,使其转变为含这些基团的衍生物后 ,再与

载体耦联 ,由此产生了空间臂 ( space arms)的概念 ,即

耦联试剂的有无、长短、特性对耦联也有很大影响。

Pawlowski 等[20 ]讨论了空间臂的作用 ,他们用 22imino2
thiolane 作为空间臂 ,可以将分子质量高达 150 ku 的

多糖连接到破伤风内毒素上。由此可见 ,如果能找到

一适当的分子作为耦联多糖与蛋白间的空间臂 ,可以

减少蛋白的空间位阻 ,提高耦联率 ,以及降低所耦联多

糖的分子量的要求。二是选择区位选择性强、对糖抗

原决定簇影响小的耦联方法和耦联位点。上述很多

耦联方法没有区位选择性 ,即多糖抗原中任何位置 ,只

要有可以反应的羧基、氨基基团就可以与载体上相应

基团进行反应。而且 ,有些功能基团的引入 ,虽可以使

耦联反应顺利进行 ,但可能会造成糖分子上抗原决定

簇的改变 ,得到的抗体就不是针对原来的糖抗原本身 ,

而是复合物中经过修饰的糖。从肝素单抗的研究过

程可以看出人们是在不断实验的基础上逐渐认识到

这点的。直到 1994 年 ,德国海德堡大学的 Huhle[13 ,21 ]

等人对肝素与牛血清白蛋白的耦联方法进行了探讨 ,

用还原胺化法制备的肝素与 BSA 复合物免疫 Balb/ c

小鼠后才第一次得到针对肝素的 IgG型抗体。在此之

前制备的肝素抗体都不是针对肝素母链自身[3 ,12 ,14 ] 。

所以选择对糖结构影响小的特定的耦联位点、适

宜的耦联方法对制备出特异性的抗体非常关键[13 ,18 ] 。

大量文献报道表明 ,末端存在醛基的还原多糖及寡糖 ,

用还原胺化法与载体的氨基进行耦联制备的复合物

免疫动物 ,可以得到特异性针对目的糖抗原的抗体 ,而

且该方法操作简便易行。作者也曾做过此方面的探

讨 ,发现的确如此。不过有的文献认为 ,还原胺化法更

适用于小分子量的寡糖[20 ] 。

1. 3 　多糖模拟物抗原

根据多糖的单克隆抗体和噬菌体库 ,找出可以模

拟多糖的多肽。模拟多糖的多肽与载体蛋白耦联制备

的免疫复合物成为 T 细胞依赖型免疫原 ,能够引起更

强更持久的免疫应答[22 ] 。新近发展的 DNA 疫苗技术

也为糖类物质免疫原的制备提供了新途径。Lesinski

等[23 ]在合成了肺炎球菌 ( S t reptococcus pneumoniae)夹

膜多糖模拟物的基础上 ,用 PCR 技术克隆出表达该多

肽模拟物的 DNA 作为免疫原 ,获得了很好的免疫效

果。

2 　糖类抗体检测方法的改进

细胞融合是一个随机过程 ,要能快速准确地从大

量培养细胞中筛选出特异性针对抗原的杂交瘤细胞

不是一件容易的事 ,工作量比较大。而且糖类抗原与

常用蛋白类抗原相比 ,吸附性较差 ,给抗体检测带来很

大不便。因此在进行细胞融合之前建立一种稳定灵敏

的抗体检测方法显得尤其重要。

2. 1 　生物学检测方法

早期抗体检测方法主要是利用抗原抗体反应的

一些特性 ,如利用沉淀反应的免疫双扩实验、补体结合

实验、红细胞凝集实验等[11 ,12 ] 。生物学检测方法简便

易行 ,不需要特殊设备 ,但灵敏度较低。对糖类抗原来

说 ,产生高滴度的抗体相对不易 ,所需时间较长 ,因此

用生物学方法进行检测 ,可能会产生假阴性的结果 ;也

不宜用于阳性杂交瘤细胞的筛选。

2. 2 　免疫学检测方法

荧光抗体技术、放射免疫测定、酶免疫学技术 ,这

经典的三大免疫学技术 ,解决了生物学检测方法灵敏

度低的问题 ,均可用于抗体的检测。对于其它一些新

的检测方法如用高效液相、流式细胞仪检测抗体和挑
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选克隆细胞株 ,因所需设备昂贵 ,应用很少。放射免

疫分析方法具有对人体危害大的缺点 ,且需要特殊的

仪器设备 ;而荧光免疫学方法具有本底高的缺点 ,且容

易出现荧光猝灭的现象。所以 1971 年 Engvall 等建立

的检测可溶性物质的酶联吸附试验 ( EL ISA) 以其微

量、特异、高效、经济、方便、安全等优点 ,广泛应用于生

物学和医学等各领域 ,也广泛用于单克隆抗体的检测。

但糖类物质单抗用 EL ISA 进行检测时最大困难在于

糖类物质尤其是小分子量多糖不易直接吸附到常用

的聚苯乙烯酶标板上 ,使得检测灵敏度低 ,结果平行性

和重现性差。经过不断地尝试 ,不断有新方法出现 ,下

面着重介绍一下糖类物质单抗制备过程中 EL ISA 技

术上的一些改进。

2. 2. 1 　载体的改进

载体的改进大致分 3 种方法 :载体材料的改进、载

体经物理方法处理、载体经化学方法处理。

常用的各种塑料反应板都可以作为载体 ,不同塑

料载体的吸附能力差别很大 ,现最常用的是聚苯乙烯

板。塑料载体对蛋白的吸附作用主要是依靠疏水键、

电荷间的相互作用等 ,对蛋白的吸附能力基本上可以

满足实验要求 ;但对糖的吸附能力则与糖的分子量、结

构、性质有很大关系。高分子量多糖、带电荷较多的多

糖吸附效果相对较好。结合免疫印迹技术 ,发展了斑

点酶联吸附实验 (dot2EL ISA) ,以硝酸纤维素膜为载

体 ,对多糖吸附能力相对较强 ,可用于小批量抗体的检

测 ,dot2EL ISA 还具有包被抗原所需样品量少的优点。

现在有用聚乳酸盐和聚羟基丁酸盐制备的可生物降

解塑料板 ,其上带有羧基[24 ] 。Tom Ewart 等用苯乙烯

与马来酸酐/ 马来酸共聚物作为酶标板材料 ,直接提

供了可供耦联的羧基。这些可提供特殊基团的酶标

板在保存时对周围环境如湿度有一定要求 ,以防基团

失活 ,以防活性基团失活。免疫微球、生物芯片的出现

是结合了多种技术对载体材料的最新改进。

酶标板对多糖尤其是低分子量多糖的吸附能力

较差 ,在酶标板上先铺一层带正电荷的 L2多聚赖氨酸

(分子质量 150 ku)或鱼精蛋白 ,利用电荷间的吸附作

用可以加强聚阴离子化合物糖胺聚糖的铺板效

果[11 ,25 ] 。在酶标板上先铺一层硅胶也可以提高灵敏

度[26 ] 。

可以根据实际需要 ,用不同的化学方法在酶标板

上耦联不同的基团。现在已有商业的带不同基团的

酶标板出售。Λpoljar[27 ] 将多糖上的羟基用溴化氰

(CNBr)活化后与市售氨基化酶标板耦联进行铺板。

这种氨基化板子同普通板子相比 ,具有孔间差异小 ,灵

敏度高的特点。

2. 2. 2 　包被抗原的改进

糖包被抗原的改进也涉及耦联载体及耦联方法

的选择两方面。耦联方法在上面已经讨论过 ,这里不

再赘述。

糖胺聚糖如硫酸软骨素、硫酸角质素、硫酸皮肤

素等多以核心蛋白聚糖作为包被抗原进行筛选 ,但比

较被动 ,是在筛选出核心蛋白聚糖抗体阳性的克隆株

后再找出针对核心蛋白聚糖中多糖的抗体阳性细胞

株[4～7 ] 。病原菌夹膜多糖也是如此 ,此外还可以用细

胞直接包被进行筛选[10～14 ] 。这种铺板方法主要用于

不易得到纯化多糖的抗体的筛选 ;如果能得到纯化的

多糖 ,可以将其与载体进行耦联后作为包被抗原进行

直接筛选 ,这样受到的干扰小 ,工作量小 ,且不易产生

假阳性结果。

耦联载体最好与免疫复合物中的载体不同 ,可以

减少交叉反应 ;如果包被抗原复合物与免疫原复合物

中的载体相同 ,则要采取相应措施排除假阳性结果 ,避

免筛选出的抗体阳性细胞株是针对载体蛋白而不是

目的多糖的。

早期一般采用蛋白、多肽类作为载体 ,且分子量

一般比较大 ,这样吸附到酶标板上的效果才好 ,但这样

会出现空间障碍的问题。在溶液中多糖的构象与包被

在板子上的多糖构象可能并不完全一致 ,暴露出的抗

原决定簇的大小、多少可能不同 ,这也许能说明为什么

相同的抗体对溶液状态的多糖和包被在酶标板上的

多糖结合力是不一样的[3 ] 。因此 ,人们也一直不断地

寻找一些更简单的铺板方法和其他有特殊性质的小

分子载体物质。Jauho [28 ]等就曾将带羧基的细菌荚膜

多糖与光催化合物蒽醌 (anthraquinone)连接后 ,在 350

nm 紫外光照射下 ,利用蒽醌的活性直接耦联到聚苯乙

烯酶标板上。生物素2亲和素的结合常数可达 1015

mol/ L ,一旦结合很难分离 ,经得起高度稀释 ,可明显

降低或避免反应中可能存在的非特异性反应。EL ISA

中生物素2亲和素系统 (avidin2biotin)的引入 ,不仅大大

提高了酶联免疫吸附实验的灵敏度 ,而且也提供了另

一种间接包被板子的方法。链霉抗生物素 ( streptavi2
din)为高分子量蛋白 ,可以直接吸附在酶标板上 ,将多

糖与亲和素 (biotin)即维生素 H 耦联 ,通过生物素2亲
和素的高亲和力作用 ,将多糖包被在酶标板上进行多

糖抗体的检测[29 ,30 ] 。
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3 　海洋多糖类药物 911 的单抗

911 是从海藻中分离提取的具有特殊分子骨架的

同糖化合物 ,后经分子修饰而成的海洋硫酸多糖 ,是中

国海洋大学海洋药物与食品研究所开发研制出的抗

艾滋病一类新药 ,目前已完成Ⅰ期临床研究 ,进入Ⅱ期临

床研究。作为抗艾滋病药物 ,911 可以通过免疫调节

和抑制病毒复制等多途径发挥抗艾滋病作用 ,有疗效

确切、副作用小等优点 ,但由于多糖化学结构的复杂

性 ,且没有特征的紫外吸收 ,所以目前缺乏一种微量定

量的、特异性强的体内检测方法。911 为低分子量多

糖 ,直接免疫动物无法诱导抗体产生 ,作为包被抗原直

接吸附到聚苯乙烯酶标板上的效果也不太好。2003

年 ,该所用杂交瘤技术 ,以 9112牛血清白蛋白耦联物

为免疫原、9112人血清白蛋白耦联物为包被抗原进行

克隆筛选 ,成功制备了 911 的单抗[31 ] ,并且开始用于

911 的临床药代动力学研究。实验表明 ,制备特异性

抗体 ,用免疫学方法解决海洋多糖类药物的药代动力

学问题是切实可行的 ,为海洋多糖药物的开发解决了

后顾之忧。

4 　小结

由于单克隆抗体在生物学、医学等领域应用中的

实用性及可操作性 ,使 B 淋巴细胞杂交瘤技术成为许

多实验室的常规技术。但糖类物质单抗的研究一直

相对较少 ,主要集中在内源性多糖 (糖胺聚糖)和病原

微生物夹膜多糖/ 脂多糖 ,2003 年前国内则只见细菌

脂多糖单抗的报道[32 ,33 ] ,也未见糖类物质基因工程抗

体问世。这可能与糖类化合物的研究处于起步阶段、

糖类物质单抗制备技术上存在一些困难有关 ;也与单

抗的实用性有关 ,即现在开发出的糖类抗原不多。除

了前面提到的两类糖以外 ,海洋糖类物质具有很广阔

的开发应用前景。海洋占地球表面的 71 % ,蕴藏着丰

富的生物资源 ,根据目前资料表明 ,至今从海洋生物中

提取的活性物质已有数千种 ,而糖类物质是其中的一

大类。如海藻多糖、甲壳质、透明质酸、海参粘多糖、扇

贝糖胺聚糖等 ,这些活性成分具有抗肿瘤、抗病毒、抗

血栓、抗衰老、提高免疫力、滋补、保湿等多种功效。海

藻多糖在医药、食品、工业等方面已有广泛应用 ;近年

来甲壳质也相继开发出喜多安、壳糖安、第六要素等十

余种保健品。相信随着糖化合物研究的深入 ,糖类药

物尤其是海洋多糖类药物的开发 ,研究糖类物质单抗

的人会越来越多 ,实验技术也将越来越成熟。
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