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曲霉菌半乳甘露聚糖单克隆抗体的制备及初步应用 *
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摘要 目的：制备抗曲霉菌半乳甘露聚糖的单克隆抗体，并基于获得的抗体建立用于快速准确检测曲霉菌感染的双抗体夹心酶联

免疫吸附法（ELISA），以期可用于侵袭性曲霉菌病的临床诊断。方法：提取曲霉菌半乳甘露聚糖后免疫 BALB/c小鼠，筛选与制备

抗曲霉菌半乳甘露聚糖的单克隆抗体，通过间接 ELISA法与Western Blot方法开展单克隆抗体检测性能分析，使用获得的单克

隆抗体建立双抗体夹心 ELISA方法，并初步应用于曲霉菌感染血清检测。结果：获得抗曲霉菌半乳甘露聚糖单克隆抗体 5株，均

可特异性识别曲霉菌半乳甘露聚糖，以其中性能最佳的 3C9抗体和辣根过氧化物酶标记的 3C9抗体配对为基础，建立了双抗体

夹心 ELISA方法，通过初步评价确定该方法可应用于临床侵袭性曲霉菌病血清检测，并且该方法与现有商品化试剂盒相比检测

背景值较低，可更有效区分曲霉菌感染阴阳性血清。结论：本研究筛选获得针对曲霉菌半乳甘露聚糖的特异性单克隆抗体，以该

抗体为基础建立双抗体夹心 ELISA方法具有潜在转化应用前景，可为侵袭性曲霉菌病的临床诊断提供支持。
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Preparation of Monoclonal Antibodies Against the Aspergillus
Galactomannan and Its Preliminary Application*

To prepare monoclonal antibodies (mAbs) against Aspergillus galactomannan (GM) and establish a rapid

and accurate double-antibody sandwich ELISA for Aspergillus detection and for possible application in the diagnosis of invasive as-

pergillosis (IA). BALB/c mice were immunized with extracted GM from Aspergillus. MAbs against GM were screened and

prepared. Indirect ELISA and Western Blot were used to evaluate the obtained mAbs. Then, a double-antibody sandwich ELISA for

Aspergillus detection was established and preliminarily applied to detect Aspergillus infection using sera from patients. Five

strains of anti-GM monoclonal antibodies were obtained, all of which could specifically recognize the GM of Aspergillus. In this study,

based on the best-performing mAb pairs of 3C9 and Horseradish Peroxidase (HRP)-conjugated 3C9, a double-antibody sandwich ELISA

was established. Through preliminary evaluation, it was confirmed that this method could be applied to the clinical serum detection of IA.

Compared with the existing commercial kits, this method could more effectively distinguish the negative and positive sera of Aspergillus

infection with a much lower background. Specific mAbs against Aspergillus GM were obtained in this study and a dou-

ble-antibody sandwich ELISA for Aspergillus detection was established, which has the potential for translation and could provide support

for IA diagnosis.
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前言

近年来，随着大量抗生素的应用、骨髓器官移植的广泛开

展，以及艾滋病的流行，深部真菌感染的发病率与死亡率正在

逐年增加[1,2]。侵袭性曲霉菌感染(Invasive aspergillosis，IA)是一

种最为常见且预后极为严重的深部真菌感染，主要发生在急性

白血病、骨髓干细胞移植、实体器官移植和恶性肿瘤化疗后的

患者，已成为免疫抑制或免疫缺陷患者死亡的主要原因之一[3-7]。

侵袭性曲霉菌感染导致的疾病中以肺曲霉病最常见，其致病菌

--烟曲霉菌的分生孢子被吸入后,可在肺泡生长并入侵肺实质,

随后可通过血液循环侵入靶器官和深层组织[8,9]。抗曲霉菌药在

早期应用才能达到良好的治疗效果，因此针对侵袭性曲霉菌感
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染的早期诊断对患者获得及时治疗，从而减少侵袭性曲霉菌感

染导致死亡至关重要[10-12]。

目前针对曲霉菌相关疾病的诊断方法大都不理想，主要存

在以下问题：（1）曲霉菌很难从血液或者痰标本中分离培养，且

培养阳性结果对诊断的价值不大；（2）曲霉菌相关疾病的组织

病理学证据难以获得，其影像学表现较为滞后[13,14]；（3）PCR法

虽被广泛应用于临床诊断曲霉菌病，但部分检测环节及检测性

能仍存争议，尚未形成统一标准，还无法评价 PCR法作为早期

诊断曲霉菌相关疾病的价值，等等。

近年研究发现，曲霉菌半乳甘露聚糖(Galactomannan, GM)

抗原的检测对侵袭性曲霉菌病的早期诊断有较为重要的价

值 [15-18]。GM是表达在大部分曲霉菌细胞壁表面的一种多糖成

分，在侵袭性曲霉菌感染过程中会释放到血液、脑脊液、支气管

肺泡灌洗液和尿液中 [19]。目前对曲霉菌 GM抗原检测采用简

单、快速和高通量的一步法夹心酶联免疫吸附法（Enzyme

linked immunosorbent assay, ELISA）。然而，当前市场上仅有一

种曲霉菌 GM抗原检测的 ELISA试剂盒，且该试剂盒存在假

阳性高、背景值高的问题，制约了其在临床上的广泛应用[20,21]。

由此可见，对曲霉菌 GM抗原检测的 ELISA方法仍存在较大的

优化空间。因此，本研究通过杂交瘤技术制备抗曲霉菌 GM抗

原的特异性单克隆抗体，探索建立高灵敏度、高特异性的曲霉

菌 ELISA检测方法，以期为曲霉菌的临床检测提供更好支持。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 试剂 弗式佐剂、次黄嘌呤、胸腺嘧啶、氨基喋呤、HRP

标记的 GAM IgG抗体、小鼠抗体分型试剂盒购自美国 Sigma

公司，超敏 ECL化学发光试剂盒购自新赛美生物科技有限公

司，RPMI1640培养基及胎牛血清（FBS）购自 Thermo Fisher

Scientific公司，PlateliaTM曲霉菌抗原检测试剂盒购自 Bio-Rad

公司，其它常用化学试剂购自西陇化工股份有限公司。

1.1.2 细胞株和实验动物 小鼠骨髓瘤细胞 SP2/0由本实验

室从 ATCC上购买所得，6-8周龄的 BALB/c小鼠 F1代小鼠购

自上海斯莱克实验动物有限公司。

1.1.3 黑曲霉菌（Aspergillus niger） 由厦门大学生命科学学

院教学中心赠送。

1.1.4 临床血清 临床血清来自福建省肿瘤医院，包括经组织

标本培养或组织病理鉴定确诊的侵袭性肺曲霉菌病病人血清

4份及正常人血清 43份。

1.2 方法

1.2.1 曲霉菌 GM提取 将曲霉菌以划线的方式在 LB培养

基平板上培养 24小时后，把曲霉菌接种到 1640培养基中，放

置于摇床上 37℃培养 7天后离心取培养上清，用 50 %乙醇沉

淀上清中的 GM，用生理盐水进行吹溶后得到曲霉菌 GM，分

装于 4℃保存。

1.2.2 单克隆抗体制备 将曲霉菌 GM与等体积的弗氏完全

佐剂（首次免疫使用）或不完全佐剂混合成均匀的乳化状态后，

以皮下注射的方式和 100 滋g/只的剂量注射到 BALB/c小鼠四

肢，初次免疫后再进行两次加强免疫，每次免疫前对小鼠进行

眼内眦采血。最后在脾免一次后取小鼠脾脏进行融合。采用有

限稀释法对杂交瘤细胞进行克隆化，取杂交瘤细胞培养上用

ELISA间接法筛选与筛选原反应强的单克隆。经过至少 3轮克

隆化筛选后，获得阳性单克隆杂交瘤细胞。将获得的单克隆杂

交瘤细胞扩大培养后，注射至 F1小鼠腹腔，收集腹水后通过

Protein-A亲和层析柱纯化得到单克隆抗体。

1.2.3 阳性杂交瘤细胞株筛选的 ELISA间接法检测 将 GM

用 CB缓冲液（pH 9.6）进行稀释，使其浓度为 100 滋g/mL，100

滋L/孔包被在 96孔微孔板上，4℃过夜。用 1× PBST缓冲液洗

板 1 次后，每孔加入 200 滋L 含有 5 % BSA 的 PBS 缓冲液

37℃孵育 2小时。用 1× PBST缓冲液洗板 1次，检测时每孔加

入 50 滋L杂交瘤细胞上清，37℃孵育 1小时。用 1× PBST缓冲

液洗 5次后，每孔加入 100 滋L用含有 1 % BSA的 PBS缓冲液

稀释的辣根过氧化物酶（HRP）标记 GAM IgG抗体（1:5000）

37℃孵育 1小时。用 1× PBST洗 5次后，每孔加入 100 滋L显
色液 37℃孵育 15分钟，加入 50 滋L终止液后在酶标仪上读
OD450 nm值。

1.2.4 酶联免疫夹心法检测 将纯化好的抗 GM单克隆抗体

用 PB 7.4 缓冲液进行稀释后（0、50、100、200、400 或 800 ng/

孔）包被于 8K辐照板上，4℃过夜。用 1× PBST缓冲液洗板 1

次后，每孔加入 200 滋L含有 5 % BSA的 PBS缓冲液 37℃孵

育 2小时。用 1× PBST缓冲液洗板 1次，检测时每孔加入 50滋L
稀释的 GM（100 滋g/mL）或者临床血清或生理盐水，37℃孵育 1

小时。用 1× PBST缓冲液洗 5次后，每孔加入 100 滋L用含有
1 % BSA的 PBS缓冲液稀释的 HRP标记抗 GM单克隆抗体

（1:500、1:1000、1:2000、1:4000、1:8000 或 1:16000）37℃孵育 1

小时。用 1× PBST洗 5次后，每孔加入 100 滋L显色液 37℃孵

育 15分钟，加入 50 滋L终止液后在酶标仪上读 OD450 nm值。

1.2.5 Western Blot检测 以提取的曲霉菌 GM为样品，以生

理盐水为阴性对照。经 10 % SDS-PAGE，通过湿电转膜仪使胶

上的蛋白转移硝酸纤维素膜上，使用 5 %脱脂牛奶 4℃封闭过

夜，以曲霉菌 GM 单克隆抗体 3C9（稀释至 1 滋g/mL）为一抗
37℃孵育 1小时，用 TBST缓冲液洗涤 5次后，以 HRP标记的

GAM IgG抗体（按 1:5000稀释）为二抗 37℃孵育 30分钟，用

TBST洗涤 5次后使用超敏 ECL化学发光试剂盒显色并且拍

照保存。

2 结果

2.1 抗曲霉菌 GM单克隆抗体的制备、纯化与鉴定

本研究提取曲霉菌 GM作为抗原免疫 BALB/c小鼠，通过

杂交瘤技术和间接 ELISA法筛选获得 5株可分泌针对曲霉菌

GM的单克隆抗体。ELISA检测结果如图 1A所示，所有单抗对

阴性对照（生理盐水）无反应，但与提取的 GM都有较好的特异

性反应，且抗体效价达 105到 106。使用小鼠单克隆抗体分型试

剂盒对 5株单抗进行亚型鉴定，结果发现 1B7、8D3和 11G4为

IgG2a亚型，3C9和 9D1为 IgG3亚型。随后，挑选反应活性最

好的单抗 3C9进行Western Blot检测，结果如图 1B所示，单抗

3C9与阴性对照（生理盐水）无反应，与提取 GM有较好的特异

性反应，且形成大小为 40-100 kDa的多个条带，这可能体现了

提取 GM存在的不同聚体形式。
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2.2 基于抗曲霉菌 GM单克隆抗体建立针对曲霉菌的 ELISA

检测方法

本研究基于获得的抗曲霉菌 GM单克隆抗体，尝试建立针

对曲霉菌的快速特异 ELISA检测方法。首先，将纯化好的抗

GM单抗进行 HRP标记作为检测抗体，并将未标记的单抗作

为包被抗体，用提取的曲霉菌 GM作为检测抗原，通过交叉配

对的方式进行不同抗体配对的检测评价。初步条件如下：检测

抗体 1/1000稀释，包被抗体 400 ng每孔，检测 100 ng/孔的GM。

由于曲霉菌 GM是一种多聚抗原，包含甘露糖骨干与半乳糖旁

基的多糖，其表面可能存在多个相同的识别表位，因此本研究

也评估了同一单抗组成的抗体配对的 GM检测性能。结果如图

2A所示，同一单抗 3C9组成的抗体配对 3C9 + 3C9-HRP对

GM检测性能相对较好(P/N高)，可用于后续实验。

随后，通过梯度稀释的方式摸索了包被抗体和检测抗体的

最佳使用浓度，以阴性孔（生理盐水）平均读值 4倍以上（Cutoff

值）为 GM检测阳性的判断标准，同样检测 100 ng/孔的 GM。

结果如图 2B和 2C所示，最终确定了针对曲霉菌的 ELISA检

测方法（GM-ELISA）条件如下：400 ng每孔的包被抗体浓度，

37℃包被 1小时；检测样品时使用的检测抗体为 1/4000稀释，

37℃反应 30分钟；最后加入 TMB显色液显色 15分钟，检测

OD450值。在此条件下，抗体配对 3C9 + 3C9-HRP本底在 0.1

以下，检测 100 ng/孔的 GM时 P/N比可达 30。本研究进一步

将 GM从 2 ng每孔做 2倍梯度稀释至 0.0312 ng每孔，稀释样

品用于评估基于抗体配对 3C9 + 3C9-HRP建立的 GM-ELISA

方法的检测下限。结果如图 2D所示，该方法最低可检测到

0.125 ng每孔的 GM，浓度在 0.125 ng每孔以下的 GM样品其

OD450读值均低于 Cutoff值（图中虚线）。

2.3 将 GM-ELISA应用于曲霉菌临床血清检测

为初步验证建立的 GM-ELISA检测方法用于临床检测曲

霉菌感染的有效性，本研究收集到 47份临床血清，其中正常人

阴性血清 43份，经组织标本培养与组织学鉴定确诊为侵袭性

肺曲霉菌病病人的阳性血清 4份，同批使用建立的 GM-ELISA

方法（图 3A）与 Biorad Platelia?曲霉菌抗原检测试剂盒（图 3B）

进行检测比较。结果如图 3所示，两种方法检测 43份正常人血

清检测结果均为阴性，4份曲霉菌感染病人血清检测结果均为

阳性,其中检测提取 GM（1 滋g每孔）作为阳性对照，检测生理
盐水作为阴性对照。

背景值高是目前曲霉菌 GM检测的商品化试剂盒假阳性

高的重要影响因素之一。商品化试剂盒通常使用一份标准样本

检测读值后用于判定阴阳性，在本研究中该标准样本读值为

1.0085，而阴性血清或 PBS样本的大部分读值均在 0.8~1，十分

接近 Cutoff读值，阴阳性较难分开。值得注意的是，本研究建立

的 GM-ELISA方法对阴性样本的检测 OD450读值均在 0.1 以

下，相较于商品化试剂盒背景值低很多，与阳性血清检测读值

（0.5以上）差别较大，容易区分阴阳性。综合以上试验结果，本

研究基于抗 GM单抗配对 3C9 + 3C9-HRP建立的 ELISA方法

具有用于临床曲霉菌感染检测的可行性和潜力。

3 讨论

侵袭性曲霉病主要感染免疫低下人群，是危害最大且预后

最差的深部真菌感染之一。该病主要通过空气传播，是曲霉菌

孢子通过人呼吸道侵入体内，随后进入血液循环蔓延全身、侵

犯并损伤人体重要组织器官后导致，通常病情较重，病死率高。

近年来，随着免疫缺陷病患者的增加，侵袭性曲霉菌病的发病

率和死亡率不断上升，侵袭性曲霉菌病的早期诊断与治疗越来

越受到关注，对于曲霉菌快速高效检测方法建立的需求也越来

越迫切。

侵袭性曲霉菌病诊断的 "金标准 " 是组织标本内的病原

菌培养或组织病理学，但是由于病人通常是免疫受损且伴有各

类血细胞减少，组织活检可能存在风险，因此该项检查在临床

上通常不能及时实施或者不能对该病做出及时识别。近年来研

究发现，病人血清内曲霉菌 GM抗原含量的检测对侵袭性曲霉

菌病的早期诊断具有重要参考价值[16]。通过 ELISA方法对病人

血清内曲霉菌 GM抗原进行检测十分快速简便，目前临床应用

较多，但市场上现有 ELISA试剂盒的准确性不尽人意，主要存

在假阳性高、背景值高等问题，因此该方法仍存在较大的优化

空间。

图 1 抗 GM单克隆抗体评价

Fig.1 Evaluation of anti-GM mAbs

Note: (A) Evaluation of anti-GM mAbs by ELISA. (B) Evaluation of anti-GM mAb 3C9 by Western Blot. (-), negative control. GM, galactomannan.
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图 2 基于抗 GM单克隆抗体建立针对曲霉菌的 ELISA检测方法

Fig.2 Development of an ELISA for Aspergillus detection using anti-GM mAbs

Note: (A) Selection of antibody pairs for the establishment of sandwich ELISA. (B) Selection of the concentration of coating antibodies. (C) Selection of

the concentration of detecting antibodies. (D) Evaluation of the detection limit of the established GM-ELISA.

图 3 建立的 GM-ELISA方法可区分曲霉菌临床阳性和阴性血清

Fig.3 Clinical positive and negative sera of Aspergillus can be distinguished by the established GM-ELISA

Note: (A) GM-ELISA in this study. (B) BioRad PlateliaTM Aspergillus EIA.

本研究尝试基于曲霉菌细胞壁 GM单克隆筛选与 ELISA

方法，建立高灵敏度、高特异性的曲霉菌 GM的检测试剂。首

先,本研究制备了曲霉菌 GM的单克隆抗体，筛选出 5株抗曲

霉菌GM的单抗并且进行配对，结果获得具有较好反应性与特

异性的抗体配对 3C9+3C9-HRP，最终通过优化抗体包被浓度，

检测抗体浓度和稀释液等建立针对曲霉菌的 GM-ELISA检测

方法。该方法背景值较低（0.1以下），且对 GM检测的 P/N比较

高（100 ng/孔可达 30），最低检测下限达到 0.125 ng每孔。为了

进一步评价该试剂的检测性能，我们收集并检测了 47份临床

血清，其中 43份正常人阴性血清，4份确诊侵袭性曲霉菌病人

的阳性血清，检测结果显示该试剂可有效区分侵袭性曲霉菌病

病人的临床阳性血清和阴性血清，P/N比为 16.7，并且该试剂

与商品化试剂相比在背景值上具有显著优势，有助于提高判定

曲霉菌感染阴阳性的效率。由于本研究收集到的确诊侵袭性曲
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霉菌病的样本量少，该方法临床应用的检测性能有待于扩大样

本例数后进一步评价。

综上所述, 本研究筛选获得一株性能较好的抗曲霉菌 GM

单克隆抗体 3C9，基于该抗体建立双抗体夹心的 GM-ELISA检

测试剂。该试剂具有较好的反应性与特异性，能够有效应用于

检测临床血清中的曲霉菌 GM抗原含量，可为侵袭性曲霉菌感

染的临床诊断提供支持。
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