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Abstract
AIM: To screen and identify the monoclonal 
antibodies (mAbs) against H pylori neutrophils 
activating protein (NAP).

METHODS: H pylori DY01 and DY04 strains 
were clinically isolated. After BALB/c mice were 
immunized, the mAbs against H pylori were 
obtained by hybridoma technique. Then, the 
mAbs against H pylori-NAP were screened using 
recombinant H pylori-NAP. The obtained mAbs 
were evaluated for subtype and titer, and their 
specificities were identified by Western blot and 
immunohistochemical techniques.

RESULTS: Three strains of mAbs against H 
pylori-NAP were obtained. All of the mAbs 
against H pylori-NAP were identified as immu-

noglobulin G1 (IgG1) with k light chain. The ti-
ter of mAbs in the culture supernatant was 1/16 
to1/32, and that in the ascites were 1/32000 
to 1/64000. Western blotting showed that the 
mAbs had specific reaction with the recombi-
nant H pylori-NAP. Clinical H pylori strains were 
stained brown with the mAbs against H pylori-
NAP by immunohistochemical techniques.

CONCLUSION: Three strains of mAbs against 
H pylori-NAP are obtained, which are helpful in 
the diagnosis and prognosis of H pylori infection 
as well as vaccine research.

Key Words: Helicobacter pylori ; Neutrophils activat-
ing protein; Monoclonal antibody; Western blot; 
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摘要
目的: 从抗幽门螺杆菌(H pylori )全菌蛋白的
单克隆抗体(mAb)中, 应用重组中性粒细胞激
活蛋白(NAP), 筛选出抗NAP单抗并进行鉴定.

方法: 临床分离H pylori  DY01, DY04株. 免疫
BALB/c小鼠后, 应用杂交瘤技术制备mAb. 再
用ELISA方法以重组表达的NAP蛋白筛选相
应的单抗, 对NAP单抗进行亚类鉴定和效价检
测, 并用Western blot和免疫组化方法鉴定其
特异性.

结果: 获得3株针对H pylori -NAP蛋白的特异
性mAb, 抗体亚类为IgG1, 轻链为k型. 单抗细
胞培养液的抗体效价为1/16-1/32, 腹水的抗体
效价是1/32000-1/64000. Western blot鉴定表
明, 抗NAPmAb针对NAP蛋白产生特异性条
带, 具有高度的特异性; 免疫组化分析显示: 3
株NAP mAb能与H pylori 临床菌株发生特异
性结合反应, 菌体染成深棕色.

结论: 获得抗H pylori -NAP蛋白的特异性mAb,
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■背景资料
幽门螺杆菌是慢
性胃炎和消化性
溃疡的重要致病
因子, 并与胃腺癌
和 胃 B 细 胞 淋 巴
瘤的发生密切相
关. H pylori 在世
界人口中的感染
率高达50%, 发展
中国家感染率更
高. 怎样有效控制
H pylori 感染, 是
国内外学者关注
的 一 大 难 题 .  目
前广泛应用的抗
生素疗法存在患
者耐受性差、抗
生素耐药性和感
染复发率高等问
题, 迫切需要寻找
新的方法有效控
制H pylori 感染 . 
公认疫苗是有效
预 防 甚 至 治 疗H 
pylori 感染的最佳
途径, 但至今尚无
成功的疫苗应用
于临床. 



为幽门螺杆菌感染的诊断、预后判断及表位
疫苗的研究提供基础.

关键词: 幽门螺杆菌; 中性粒细胞激活蛋白; 单克隆

抗体; Western blot; 免疫组化

龙敏, 李妍, 罗军, 李明. 抗幽门螺杆菌中性粒细胞激活

蛋 白 的 单 克 隆 抗 体 的 制 备 和 鉴 定 .  世 界 华 人 消 化 杂 志 

2007;15(12):1429-1432

http://www.wjgnet.com/1009-3079/15/1429.asp

0  引言

幽门螺杆菌(H pylori )感染世界人口的50%, 是慢

性胃炎、消化性溃疡的主要致病因子, 并与胃

癌密切相关. 幽门螺杆菌的定植, 伴随着胃黏膜

中性粒细胞、单核细胞和淋巴细胞的浸润, 中
性粒细胞浸润程度与黏膜损伤程度密切相关[1-5].  
     中性粒细胞激活蛋白(neutrophils activating 
protein, NAP)是幽门螺杆菌的重要毒力因子, 
他由napA基因编码, 分子质量150 kDa, 位于

H pylori菌体内, 通过自溶释放后, 募集中性粒

细胞, 并与中性粒细胞和单核细胞的外膜相结

合, 促进中性粒细胞与胃上皮细胞的黏附, 激
活中性粒细胞造成黏膜的炎性反应[2-4], 并能激

活粒细胞产生活性氧中间产物(reactive oxygen 
intermediates, ROI)及趋化因子[6]. 大部分H pylori
感染患者产生NAP抗体, 而且, 用H pylori -NAP
免疫小鼠能保护机体抵抗H pylori的感染, 表明

H pylori -NAP可作为H pylori疫苗的候选抗原[7-9]. 
本研究以H pylori全菌作为抗原, 应用杂交瘤技

术制备抗H pylorimAb[10]; 构建H pylori -NAP原
核表达系统, 体外重组表达NAP蛋白[11], 并用表

达的NAP蛋白对抗体进行鉴定, 获得3株针对H 
pylori -NAP的mAb.

1  材料和方法

1.1 材料 H pylori标准株NCTC11639由微生物系

保存, H pylori临床分离株DY01, DY04由微生物

系从患者胃黏膜活检标本中分离. 其他肠道常

见细菌如痢疾志贺菌、福氏志贺菌、宋氏志贺

菌、变形杆菌和弯曲杆菌由微生物系保存. 小
鼠骨髓瘤细胞SP2/0由本校生物技术学院保存, 
弗氏佐剂、聚乙二醇(PEG)1450, HAT, HT以及

辣根过氧化物酶标记(HRP)的羊抗小鼠JgG、

四甲基联苯胺(TBM)购自Sigma公司; 鼠mAb
亚类检测试剂盒购自HyCult公司, RPMI1640培
养基为Gibaco-BRL产品, 新生牛血清购于杭州
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四季青生物工程有限公司, 硝酸纤维素膜购自

Milipore公司. 6周龄♀BALB/c小鼠, 购自广州中

医药大学实验动物中心.
1.2 方法 
1.2.1 重组H pylori -NAP蛋白 应用PCR技术从

H pylori标准株NCTC11639 DNA染色体中扩

增napA编码基因片段, T-A克隆后测序, 扩增的

napA基因全长435 bp, 测序后登录在GenBank中
(No.DQ341279). 然后, 酶切目的基因片段, 与表

达载体连接转化宿主细胞, 构建napA基因原核

表达系统pGEX-4T-1-napA-E.coli  Top10, 采用

SDS-PAGE电泳鉴定表达产物, IPTG诱导表达, 
GST亲和层析纯化收集rNAP, Western blot法鉴

定rNAPA的免疫原性, 获得重组H pylori -NAP
蛋白. 
1.2.2 幽门螺杆菌全菌抗原的制备 将菌株接种

于含100 mL/L羊血的空弯培养基平板上, 37˚C
微需氧环境(850 mL/L, 100 mL/L CO2, 50 mL/L 
O2)培养3 d, 菌苔小心刮入PBS液中, 超声破菌后

超速离心, 分别收集上清和沉淀作为免疫和筛

选抗原. 
1.2.3 动物免疫 首次用弗氏完全佐剂与抗原乳

化皮下多点注射, 50 µg/只, 共5只, 再每隔2 wk
后用弗氏不完全佐剂与抗原乳化皮下多点注射, 
50 μg/只, 至尾静脉采血测定抗体效价达到1∶
16 000以上. 融合前3 d腹腔注射50 μg/只进行加

强免疫. 
1.2.4 杂交瘤细胞的制备和筛选  末次加强免

疫后3 d取小鼠脾细胞(1×108)与骨髓瘤细胞

SP2/0(1×107), 在0.5 g/L PEG1450作用下进行融

合. 融合细胞先用HAT培养基选择培养, 10 d后
改用含200 mL/L小牛血清的RPMI1640培养基

培养. 取培养上清用间接荧光法筛选阳性克隆: 
以H pylori超声破菌后的上清和沉淀作为包被抗

原, HRP标记的羊抗鼠IgG为二抗, 并以免疫小鼠

血清为阳性对照. 采用有限稀释法对鉴定出来

的阳性克隆细胞连续亚克隆, 至每株细胞亚克

隆阳性率达到100%, 将细胞扩大培养后液氮

冷冻. 
1.2.5 腹水和m A b的制备 使用石蜡油预处理

BALB/C小鼠, 每只小鼠腹腔注射0.5 mL石蜡油.  
1 wk后, 给预处理小鼠腹腔注射已建株的杂交瘤

细胞约2×106-3×107个, 7-10 d后采集腹水离心

去除细胞沉淀, 11 800 g , 10 min. 上清用0.22 μm
滤膜过滤. 
1.2.6 针对H pylori -NAP的mAb的筛选 重组H 
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■相关报道
近年来, 一些学者
对H pylori -NAP
的免疫保护作用
和机制进行了深
入的研究 .  例如 : 
Satin et al 发现H 
pylori -NAP是保
护性抗原; Vagdy 
et al 研究发现, 以 
H pylori -NAP和
C a g A 作为抗原 , 
采用肌注联合口
服或滴鼻途径免
疫小鼠, 可明显增
强局部黏膜免疫
和全身免疫反应;  
Amede i  e t  a l 报
道, H pylori -NAP 
通过诱导中性粒
细胞和单核细胞
IL-12、IL-23的表
达, 促进Th1免疫
反应.
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pylori -NAP蛋白与29株mAb的反应: 采用间接

ELISA法, 以本室制备的重组表达的H pylori -
NAP蛋白为包被抗原(5 mg/孔), 50 g/L脱脂牛

奶封闭2 h后, 加H pylori  mAb(5 mg/孔), 37˚C作用1 
h, 再加入HRP-标记的羊抗鼠IgG(1∶1000), 作用

0.5-1 h后, DAB显色. 酶标仪读数. 
mAb亚类鉴定和效价检测: mAb亚类鉴定

采用Hycult公司的鼠mAb亚类检测试剂盒, 按说

明书操作. 抗体效价的测定采用间接ELISA法, 
每株mAb的细胞培养上清按2倍比稀释, 腹水按

200倍比稀释.  
ELISA鉴定单抗与其他肠道细菌的交叉反

应: 采用间接ELISA法, 以培养的痢疾志贺菌、

福氏志贺菌、宋氏志贺菌、伤寒沙门氏菌、变

形杆菌和弯曲杆菌超声破菌后的上清和沉淀分

别为包被抗原检测单抗.  
免疫印迹(Western blot)鉴定mAb特异性: 将

重组的H pylori -NAP蛋白进行SDS-PAGE蛋白电

泳, 转印至硝酸纤维素膜, 100 g/L脱脂牛奶4˚C
封闭过夜, 以1∶100稀释的mAb作为一抗, HRP-
标记的羊抗鼠IgG为二抗, 反应后洗膜, 用化学

发光显色.  
免疫组化鉴定mAb特异性: 以培养的H py-

lori临床株作为抗原涂片, 丙酮固定60 min, 加入

1∶100稀释的单抗, 再滴加H R P-标记羊抗鼠

IgG(1∶250), 室温作用1 h, DAB显色, 显微镜

观察. 

2  结果

2.1 抗H pylori杂交瘤细胞建株及单抗制备 融合

细胞2次, 融合率平均约为90%. 以间接ELISA法

筛选阳性克隆细胞, 每株阳性克隆细胞连续亚

克隆3-4次, 共获得29株抗H pylori杂交瘤细胞株.  
杂交瘤细胞经过多次传代、冻存和复苏后, 生
长良好, 并持续稳定的分泌抗体.
2.2 抗H pylor i -NAP的mAb的筛选 应用间接

ELISA法, 以重组NAP蛋白作为包被抗原, 与29
株单抗反应后, 筛选出3株与NAP蛋白反应的单

抗, 编号分别为E006, E019, E023.
2.3 mAb亚类和效价测定 应用鼠mAb亚类检测

试剂盒, 对3株抗NAP蛋白单抗的细胞上清进

行检测, 结果表明抗体亚类为IgG1, 轻链为κ型.  
mAb细胞培养液的抗体效价为1∶16-1∶32, 腹
水的抗体效价是1∶32 000-1∶64 000(图1). 
2.4 mAb与其他肠道细菌的交叉反应 间接ELI-
SA法分析表明, 3株mAb与其他肠道细菌无交叉

反应.
2.5 重组NAP蛋白与相应mAb的Western blot分析  
将重组NAP蛋白作SDS-PAGE电泳, 转印PVDF
膜, 以3株mAb为一抗, HRP-标记的羊抗鼠IgG
为二抗, 化学发光显色后, 在分子质量约44 kDa
处出现一条阳性条带, 表明抗NAP单抗仅针对

NAP蛋白, 具有高度的特异性(图2).
2.6 免疫组化鉴定 3株NAP mAb能与H pylori临
床菌株发生反应, 菌体呈深棕色(图3).

3  讨论

本研究应用H p y l o r i 全菌蛋白作为抗原制备

mAb, 并用重组NAP蛋白筛选抗NAP的mAb, 
从29株mAb中, 得到3株抗NAP蛋白的mAb, 在
Western blot实验中, 能与相应的重组蛋白发生

反应. 抗NAP mAb与其他肠道杆菌无交叉反应.  
免疫组化鉴定发现, 3株NAP mAb能与H pylori
临床菌株发生反应, 将菌体染为深棕色. 实验表

明: 已获得3株特异性针对NAP蛋白的mAb.  
幽门螺杆菌NAP蛋白是一重要的毒力因子, 

能诱导中性粒细胞在胃黏膜中的浸润, 造成胃

黏膜的损伤和炎症; 由于H pylori -NAP能激活中

性粒细胞产生活性氧中间产物ROI, ROI能直接

攻击DNA而具致突变作用, 提示ROI可能是致

图  1  3株mAb亚类测定(从左到
右, 依次为E006, E019, E023).
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图  2  重组NAP蛋白与相应抗体的Western blot分析. 1: 

E006; 2: E019; 3: E023; M: Marker.

■创新盘点
本研究以天然的
H pylori 全菌蛋白
作为抗原, 应用杂
交瘤技术制备单
克隆抗体, 再用表
达的重组蛋白筛
选相应的单抗, 省
去了每一种重组
蛋白分别免疫小
鼠制备单抗的繁
琐步骤, 而且获得
的抗体是针对天
然菌体蛋白的. 
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突变因子, 与H pylori相关性胃癌的发生有关[2,9].  
因此, 我们希望通过制备NAP单抗, 建立更加特

异和简便的诊断方法, 用于H pylori感染的诊断

和预后的判断.  
疫苗接种是预防甚至治疗H pylori感染的理

想方法. 但目前尚无有效的疫苗用于H pylori感
染的控制. H pylori抗原成分很多, 但单一抗原的

保护率低, 联合应用多种抗原将极大提高保护效

果[12-15]. H pylori -NAP抗原性强, 大部分H pylori感
染患者产生NAP抗体, 用H pylori -NAP免疫小鼠

能保护机体抵抗H pylori的感染, 保护率80%, 表明

H pylori -NAP可作为H pylori疫苗的候选抗原[8-9,16]. 
我们正在应用鉴定出的NAPmAb作为靶分子, 利
用噬菌体肽库技术筛选NAP具有免疫原性的抗

原表位, 用于H pylori多表位疫苗的研制.
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■应用要点
该研究建立的鉴
定单抗与H pylori
临床株特异性结
合反应的免疫组
化方法, 可进一步
用于临床胃黏膜
标本的检测.

图  3  免疫组化检测单
抗与H pylori 临床菌株的
反应. A: E006; B: E019; 

C: E023.
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