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(54)发明名称

可应用于肿瘤细胞捕获的小鼠抗细胞单链

跨膜糖蛋白CD142的单克隆抗体

(57)摘要

本发明涉及一种单克隆抗体，尤其为一种可

应用于肿瘤细胞捕获的小鼠抗细胞单链跨膜糖

蛋白CD142的单克隆抗体，包括其工艺包括如下

步骤：S1，蛋白QC；S2，动物免疫；S3，血清检测和

筛选；S4，融合及筛选；S5，亚克隆及筛选；S6，抗

体上清制备；S7，抗体验证。本发明的可应用于肿

瘤细胞捕获的小鼠抗细胞单链跨膜糖蛋白CD142

的单克隆抗体具有高亲和力，高特异性，多应用

场景等特点，并且可应用于活细胞富集。
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1.可应用于肿瘤细胞捕获的小鼠抗细胞单链跨膜糖蛋白CD142的单克隆抗体，其特征

在于，可变区测序结果为：

VHF1

EVKLVESGGGLVQPGGSLRLSCATS

VHCDR1

GFTFTEYH

VHF2

MSWVRQPPGKALEWLGF

VHCDR2

IRNRANGYTT

VHF3

EYSASVKGRFTISRDNSQNILYLQMNTLRTEDSATYYC

VHCDR3

ARLTMVVAEFDY

VHF4

WGQGTTLTVSS

VLF1

DIQMTQSPSSLSASLGGEVTITCKAS

VLCDR1

QDINKY

VLF2

IAWYQHKPGKGPRLLIH

VLCDR2

YTS

VLF3

TLQPGIPSRFSGSGSGRDYSFSVSNLEPEDIATYYC

VLCDR3

LQYDNLLT

VLF4

FGAGTKLELK。
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可应用于肿瘤细胞捕获的小鼠抗细胞单链跨膜糖蛋白CD142

的单克隆抗体

技术领域

[0001] 本发明涉及一种单克隆抗体，尤其是一种可应用于肿瘤细胞捕获的小鼠抗细胞单

链跨膜糖蛋白CD142的单克隆抗体。

背景技术

[0002] CD142是一种跨膜单链糖蛋白，与称为II型细胞因子受体的蛋白质家族有关。该受

体家族的成员被细胞因子激活。细胞因子是可以影响白细胞行为的小蛋白。还发现VIIa与

TF的结合开始细胞内的信号传导过程。TF/VIIa的信号传导功能在血管生成和细胞凋亡中

发挥作用。促炎和促血管生成反应通过蛋白酶激活的受体2(PAR2)的TF/VIIa介导的裂解而

激活。[8]Eph酪氨酸激酶受体(RTK)家族的EphB2和EphA2也可以被TF/VIIa裂解。CD142参与

妊娠早期胎盘发育，与滋养细胞增殖分化及凋亡有关，目前市场上鲜有以CD142作为靶标载

体的抗体类产品，并且都没有数据表明可以用于活肿瘤细胞富集。同时对于该研究领域缺

乏有效的抗体工具。

发明内容

[0003] 本发明的目的为提供一个靶向蛋白研究的工具，对不同癌症患者、癌症不同分期

的蛋白表达变化及蛋白网络图谱的更深层次研究得以实现。

[0004] 本发明采用的技术方案如下：一种可应用于肿瘤细胞捕获的小鼠抗细胞单链跨膜

糖蛋白CD142的单克隆抗体，其工艺包括如下步骤：

[0005] S1，蛋白QC：采购商业化蛋白；

[0006] S2，动物免疫：选取6只Balb/c小鼠进行抗原免疫，并监测其血清效价以决定最优

的免疫小鼠，初次免疫后会经过3到4次的加强，加强后将取小鼠血清检测滴度，筛选出滴度

合格的小鼠冲击一次并用于融合，不合格的小鼠将继续一到两次加强至滴度最高后融合；

[0007] S3，血清检测和筛选：免疫小鼠眼眶取血，并用ELISA检测血清滴度，确定其血清效

价合格；

[0008] S4，融合及筛选：取全脾和1/2的淋巴结，与骨髓瘤SP2/0细胞系融合，融合细胞铺

到4块384孔板上，进行培养，收集所有孔的上清，用ELISA对免疫蛋白进行筛选，镜检有细胞

的阳性孔转到96孔板继续培养，生长几天后，收集所有孔的上清，用ELISA检测与可溶片段

检测原的反应，阳性孔进一步检测不同稀释度的蛋白结合，以进行亲和力排序，每个融合选

免疫原亲和力最高的20个亲代克隆进入亚克隆；

[0009] S5，亚克隆及筛选：通过有限稀释法和ELISA筛选进行亚克隆，得到单克隆杂交瘤

细胞，细胞铺96孔板，并培养至覆盖约1/6的底部，ELISA检测每个孔上清针对免疫抗原的反

应，取OD值高且细胞状态良好的两个孔进入下轮亚克隆，重复上述步骤直到孔中细胞株阳

性率100％，此时得到单克隆细胞株，经过最后一轮亚克隆后，所有阳性细胞立即扩大培养，

一部分冻存供以后使用，另一部分进行上清或腹水制备；
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[0010] S6，抗体上清制备：将最后获得的单克隆细胞株，通过腹部注射到F1小鼠用于抗体

生产，产生的腹水用Protein  A/G纯化，并用于后续检测；

[0011] S7，抗体验证：对获得的单克隆抗体细胞株进行ELISA，Western  blotting，免疫共

沉淀加质谱，抗体芯片等验证，确定最有效抗体。

[0012] 作为本发明的一种优选技术方案：所述S2中Balb/c小鼠为8‑12周龄的Balb/c小

鼠。

[0013] 作为本发明的一种优选技术方案：所述S3中血清效价合格线为血清效价大于10K。

[0014] 作为本发明的一种优选技术方案：所述S4中的融合工艺为优化过的PEG融合。

[0015] 作为本发明的一种优选技术方案：所述S4中4块384孔板上每孔细胞为102～104。

[0016] 作为本发明的一种优选技术方案：所述S7中的ELISA验证具体为：取待检测的抗体

包被96孔ELISA板，孵育，洗涤后脱脂牛奶过夜封闭，进行PBS洗涤后4℃保存待用；再进行抗

原孵育，PBS洗涤，同时设置对照，加入His‑HRP,TMB显色反应，酶标仪读数。

[0017] 作为本发明的一种优选技术方案：所述S7中的抗体芯片具体为：使用芯片点样仪

将抗‑CD142抗体及对照抗体点制于以NC膜为基质的玻璃片，形成直径为100um的抗体点，将

A375的全蛋白进行生物素标记，按2ug/ml的浓度孵育在抗体芯片上，室温孵育半小时，PBS

轻柔清洗三遍，再用CY3‑SA荧光二抗进行孵育，PBS清洗三遍，使用GenePix荧光芯片扫描仪

523nm扫描芯片。

[0018] 作为本发明的一种优选技术方案：所述的小鼠抗细胞表面糖蛋白CD142的单克隆

抗体可变区测序结果为：

[0019] VHF1

[0020] EVKLVESGGGLVQPGGSLRLSCATS

[0021] VHCDR1

[0022] GFTFTEYH

[0023] VHF2

[0024] MSWVRQPPGKALEWLGF

[0025] VHCDR2

[0026] IRNRANGYTT

[0027] VHF3

[0028] EYSASVKGRFTISRDNSQNILYLQMNTLRTEDSATYYC

[0029] VHCDR3

[0030] ARLTMVVAEFDY

[0031] VHF4

[0032] WGQGTTLTVSS

[0033] VLF1

[0034] DIQMTQSPSSLSASLGGEVTITCKAS

[0035] VLCDR1

[0036] QDINKY

[0037] VLF2

[0038] IAWYQHKPGKGPRLLIH
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[0039] VLCDR2

[0040] YTS

[0041] VLF3

[0042] TLQPGIPSRFSGSGSGRDYSFSVSNLEPEDIATYYC

[0043] VLCDR3

[0044] LQYDNLLT

[0045] VLF4

[0046] FGAGTKLELK。

[0047] 本发明的可应用于肿瘤细胞捕获的小鼠抗细胞单链跨膜糖蛋白CD142的单克隆抗

体具有高亲和力，高特异性，多应用场景等特点，并且可应用于活细胞富集。

附图说明

[0048] 图1为本发明优选实施例中抗体流式细胞术结果图；

[0049] 图2为本发明优选实施例中癌细胞杀伤结果图；

[0050] 图3为本发明优选实施例中抗体芯片检测实验结果图。

具体实施方式

[0051] 需要说明的是，在不冲突的情况下，本申请中的实施例及实施例中的特征可以相

互组合，下面将结合本发明实施例中的附图，对本发明实施例中的技术方案进行清楚、完整

地描述，显然，所描述的实施例仅仅是本发明一部分实施例，而不是全部的实施例。基于本

发明中的实施例，本领域普通技术人员在没有做出创造性劳动前提下所获得的所有其他实

施例，都属于本发明保护的范围。

[0052] 参照图1，本发明优选实施例提供了一种可应用于肿瘤细胞捕获的小鼠抗细胞单

链跨膜糖蛋白CD142的单克隆抗体，其工艺包括如下步骤：

[0053] S1，蛋白QC：采购商业化蛋白；具体的，在本实施例中采购的为义翘神州公司的货

号：13133‑H08H的蛋白。

[0054] S2，动物免疫：选取6只Balb/c小鼠进行抗原免疫，并监测其血清效价以决定最优

的免疫小鼠，初次免疫后会经过3到4次的加强，加强后将取小鼠血清检测滴度，筛选出滴度

合格的小鼠冲击一次并用于融合，不合格的小鼠将继续一到两次加强至滴度最高后融合；

具体的，优化了的佐剂和免疫方法能产生针对大多数抗原的高亲和力的抗体(IgG亚型)。

[0055] S3，血清检测和筛选：免疫小鼠眼眶取血，并用ELISA检测血清滴度，确定其血清效

价合格；

[0056] S4，融合及筛选：取全脾和1/2的淋巴结，与骨髓瘤SP2/0细胞系融合，融合细胞铺

到4块384孔板上，进行培养，收集所有孔的上清，用ELISA对免疫蛋白进行筛选，镜检有细胞

的阳性孔转到96孔板继续培养，生长几天后，收集所有孔的上清，用ELISA检测与可溶片段

检测原的反应，阳性孔进一步检测不同稀释度的蛋白结合，以进行亲和力排序，每个融合选

免疫原亲和力最高的20个亲代克隆进入亚克隆；

[0057] S5，亚克隆及筛选：通过有限稀释法和ELISA筛选进行亚克隆，得到单克隆杂交瘤

细胞，细胞铺96孔板，并培养至覆盖约1/6的底部，ELISA检测每个孔上清针对免疫抗原的反
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应，取OD值高且细胞状态良好的两个孔进入下轮亚克隆，重复上述步骤直到孔中细胞株阳

性率100％，此时得到单克隆细胞株，经过最后一轮亚克隆后，所有阳性细胞立即扩大培养，

一部分冻存供以后使用，另一部分进行上清或腹水制备；

[0058] S6，抗体上清制备：将最后获得的单克隆细胞株，在本实施例中最终获得6株单克

隆细胞株，通过腹部注射到F1小鼠用于抗体生产，产生的腹水用Protein  A/G纯化，并用于

后续检测；

[0059] S7，抗体验证：对获得的7株单克隆抗体细胞株进行ELISA，Western  blotting，免

疫共沉淀加质谱，抗体芯片等验证，确定最有效抗体。

[0060] 本实施例中：所述S2中Balb/c小鼠为8‑12周龄的Balb/c小鼠。

[0061] 本实施例中：所述S3中血清效价合格线为血清效价大于10K。

[0062] 本实施例中：所述S4中的融合工艺为优化过的PEG融合。

[0063] 本实施例中：所述S4中4块384孔板上每孔细胞为102～104。

[0064] 本实施例中：所述S7中的ELISA验证具体为：取待检测的抗体包被96孔ELISA板，孵

育，洗涤后脱脂牛奶过夜封闭，PBS洗涤，4℃保存待用。抗原孵育(梯度稀释)，PBS洗涤，同时

设置对照。加入His‑HRP(抗原带His标签) ,TMB显色反应，酶标仪读数。

[0065] 在本实施例中，本发明人通过S7的ELISA亲和力验证得到6个细胞株的亲和力如下

表：

[0066] nM 100 50 25 12.5 6.25 3.125 1.57 0.78 0.4 0.2 0.1 NC 亲和力nM

1G3 3.292 3.309 3.215 3.244 2.738 2.072 1.333 0.582 0.263 0.130 0.078 0.054 0.78

1M10 2.992 2.949 2.945 3.036 2.730 2.053 1.428 0.587 0.268 0.119 0.073 0.052 0.78

3C2 3.384 3.275 3.405 3.451 3.150 3.016 2.634 1.639 0.674 0.357 0.145 0.053 0.4

4M3 1.581 1.462 1.355 1.475 1.298 0.916 0.758 0.322 0.182 0.086 0.061 0.042 1.57

1C10 1.796 1.696 1.608 1.613 1.598 1.428 0.902 0.473 0.200 0.123 0.078 0.050 1.57

4H11 2.869 3.055 2.960 2.882 2.622 2.106 1.678 0.877 0.377 0.156 0.087 0.049 0.78

[0067] 需要补充的是，在这个实施例中，我们还分别进行了抗体的流式细胞术验证和癌

细胞杀伤实验。

[0068] 具体如图1所示，MDA‑MB‑231细胞作为检测细胞系，使用PBS清洗，EDTA消化，转移

至离心管中，离心弃上清后用PBS重悬，山羊血清常温封闭1小时，一抗孵育，工作浓度50ug/

ml，荧光二抗孵育，工作浓度1：300。结果显示，本抗体可以应用流式细胞实验。

[0069] 如图2所示，癌细胞杀伤实验为：在96孔板中配制100ul细胞MDA‑MB‑231悬液，预培

养24小时，向培养板中加入10ul不同稀释梯度的抗‑CD142抗体，加入偶联小分子药物的小

鼠二抗，培养3天，向每孔加入10ul  CCK‑8溶液，孵育1‑4小时，用酶标仪测定再450nm处的吸

光度。实验结果显示该抗体对癌细胞MDA‑MB‑231很好的杀伤作用。

[0070] 本实施例中：所述S7中的抗体芯片具体为：使用芯片点样仪将抗‑CD142抗体及对

照抗体点制于以NC膜为基质的玻璃片，形成直径为100um的抗体点，将A375的全蛋白进行生

物素标记，按2ug/ml的浓度孵育在抗体芯片上，室温孵育半小时，PBS轻柔清洗三遍，再用

CY3‑SA荧光二抗进行孵育，PBS清洗三遍，使用GenePix荧光芯片扫描仪523nm扫描芯片。

[0071] 实验结果如图3所示，实验结果显示抗‑CD142(克隆1M10)对目标蛋白有明显富集

结合效果，荧光强度较强而对照抗体没有发生抗原抗体结合反应。

[0072] 本实施例中：所述的小鼠抗细胞表面糖蛋白CD142的单克隆抗体可变区测序结果
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为：

[0073] VHF1

[0074] EVKLVESGGGLVQPGGSLRLSCATS

[0075] VHCDR1

[0076] GFTFTEYH

[0077] VHF2

[0078] MSWVRQPPGKALEWLGF

[0079] VHCDR2

[0080] IRNRANGYTT

[0081] VHF3

[0082] EYSASVKGRFTISRDNSQNILYLQMNTLRTEDSATYYC

[0083] VHCDR3

[0084] ARLTMVVAEFDY

[0085] VHF4

[0086] WGQGTTLTVSS

[0087] VLF1

[0088] DIQMTQSPSSLSASLGGEVTITCKAS

[0089] VLCDR1

[0090] QDINKY

[0091] VLF2

[0092] IAWYQHKPGKGPRLLIH

[0093] VLCDR2

[0094] YTS

[0095] VLF3

[0096] TLQPGIPSRFSGSGSGRDYSFSVSNLEPEDIATYYC

[0097] VLCDR3

[0098] LQYDNLLT

[0099] VLF4

[0100] FGAGTKLELK。

[0101] 对于本领域技术人员而言，显然本发明不限于上述示范性实施例的细节，而且在

不背离本发明的精神或基本特征的情况下，能够以其他的具体形式实现本发明。因此，无论

从哪一点来看，均应将实施例看作是示范性的，而且是非限制性的，本发明的范围由所附权

利要求而不是上述说明限定，因此旨在将落在权利要求的等同要件的含义和范围内的所有

变化囊括在本发明内。不应将权利要求中的任何附图标记视为限制所涉及的权利要求。

[0102] 此外，应当理解，虽然本说明书按照实施方式加以描述，但并非每个实施方式仅包

含一个独立的技术方案，说明书的这种叙述方式仅仅是为清楚起见，本领域技术人员应当

将说明书作为一个整体，各实施例中的技术方案也可以经适当组合，形成本领域技术人员

可以理解的其他实施方式。

说　明　书 5/5 页

7

CN 112094346 B

7



[0001]                           序列表

[0002] <110>   普众发现医药科技（上海）有限公司

[0003] <120>   可应用于肿瘤细胞捕获的小鼠抗细胞单链跨膜糖蛋白CD142的单克隆抗

体

[0004] <141>   2023‑10‑10

[0005] <160>   14

[0006] <170>   SIPOSequenceListing  1.0

[0007] <210>   1

[0008] <211>   25

[0009] <212>   PRT

[0010] <213>   Artificial  Sequence

[0011] <400>   1

[0012] Glu  Val  Lys  Leu  Val  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly

[0013] 1                5                    10                   15

[0014] Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Thr  Ser

[0015]              20                   25

[0016] <210>   2

[0017] <211>   8

[0018] <212>   PRT

[0019] <213>   Artificial  Sequence

[0020] <400>   2

[0021] Gly  Phe  Thr  Phe  Thr  Glu  Tyr  His

[0022] 1                5

[0023] <210>   3

[0024] <211>   17

[0025] <212>   PRT

[0026] <213>   Artificial  Sequence

[0027] <400>   3

[0028] Met  Ser  Trp  Val  Arg  Gln  Pro  Pro  Gly  Lys  Ala  Leu  Glu  Trp  Leu  Gly

[0029] 1                5                    10                   15

[0030] Phe

[0031] <210>   4

[0032] <211>   10

[0033] <212>   PRT

[0034] <213>   Artificial  Sequence

[0035] <400>   4

[0036] Ile  Arg  Asn  Arg  Ala  Asn  Gly  Tyr  Thr  Thr

[0037] 1                5                    10
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[0038] <210>   5

[0039] <211>   38

[0040] <212>   PRT

[0041] <213>   Artificial  Sequence

[0042] <400>   5

[0043] Glu  Tyr  Ser  Ala  Ser  Val  Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Arg  Asp  Asn

[0044] 1                5                    10                   15

[0045] Ser  Gln  Asn  Ile  Leu  Tyr  Leu  Gln  Met  Asn  Thr  Leu  Arg  Thr  Glu  Asp

[0046]              20                   25                   30

[0047] Ser  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys

[0048]          35

[0049] <210>   6

[0050] <211>   12

[0051] <212>   PRT

[0052] <213>   Artificial  Sequence

[0053] <400>   6

[0054] Ala  Arg  Leu  Thr  Met  Val  Val  Ala  Glu  Phe  Asp  Tyr

[0055] 1                5                    10

[0056] <210>   7

[0057] <211>   11

[0058] <212>   PRT

[0059] <213>   Artificial  Sequence

[0060] <400>   7

[0061] Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Thr  Leu  Thr  Val  Ser  Ser

[0062] 1                5                    10

[0063] <210>   8

[0064] <211>   26

[0065] <212>   PRT

[0066] <213>   Artificial  Sequence

[0067] <400>   8

[0068] Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser  Ser  Leu  Ser  Ala  Ser  Leu  Gly

[0069] 1                5                    10                   15

[0070] Gly  Glu  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Lys  Ala  Ser

[0071]              20                   25

[0072] <210>   9

[0073] <211>   6

[0074] <212>   PRT

[0075] <213>   Artificial  Sequence

[0076] <400>   9
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[0077] Gln  Asp  Ile  Asn  Lys  Tyr

[0078] 1                5

[0079] <210>   10

[0080] <211>   17

[0081] <212>   PRT

[0082] <213>   Artificial  Sequence

[0083] <400>   10

[0084] Ile  Ala  Trp  Tyr  Gln  His  Lys  Pro  Gly  Lys  Gly  Pro  Arg  Leu  Leu  Ile

[0085] 1                5                    10                   15

[0086] His

[0087] <210>   11

[0088] <211>   3

[0089] <212>   PRT

[0090] <213>   Artificial  Sequence

[0091] <400>   11

[0092] Tyr  Thr  Ser

[0093] 1

[0094] <210>   12

[0095] <211>   36

[0096] <212>   PRT

[0097] <213>   Artificial  Sequence

[0098] <400>   12

[0099] Thr  Leu  Gln  Pro  Gly  Ile  Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Gly  Ser  Gly

[0100] 1                5                    10                   15

[0101] Arg  Asp  Tyr  Ser  Phe  Ser  Val  Ser  Asn  Leu  Glu  Pro  Glu  Asp  Ile  Ala

[0102]              20                   25                   30

[0103] Thr  Tyr  Tyr  Cys

[0104]          35

[0105] <210>   13

[0106] <211>   8

[0107] <212>   PRT

[0108] <213>   Artificial  Sequence

[0109] <400>   13

[0110] Leu  Gln  Tyr  Asp  Asn  Leu  Leu  Thr

[0111] 1                5

[0112] <210>   14

[0113] <211>   10

[0114] <212>   PRT

[0115] <213>   Artificial  Sequence
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[0116] <400>   14

[0117] Phe  Gly  Ala  Gly  Thr  Lys  Leu  Glu  Leu  Lys

[0118] 1                5                    10
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图1

图2
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图3
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