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琥珀酰辅酶 A转移酶硝基化酪氨酸位点 

特异单克隆抗体的制备  

何靖玄，黄丽华，黄妤，张学文* 

(湖南农业大学 生物科学技术学院，湖南 长沙 410128) 
 

摘  要：线粒体琥珀酰辅酶 A转移酶(SCOT)含有 4个酪氨酸残基，其 4、76位点酪氨酸(Tyr4、Tyr76)的硝基化可

导致其酶活性下降，制备特定的抗体可对其硝基化水平和位点进行检测。应用淋巴细胞杂交瘤技术，以化学合成

的含琥珀酰辅酶 A转移酶硝基化 Tyr4和 Tyr76肽段为半抗原，偶联钥孔血蓝蛋白(KLH)后, 作为免疫原免疫 Balb/c

小鼠，分离免疫鼠的脾细胞与 SP2/0骨髓瘤细胞融合，获得了多株融合细胞。经对融合细胞多次筛选和检测，最

终获得 4株单克隆抗体，分别对应 SCOT Tyr4和 Tyr76硝基化后表位，其间接 ELISA检测效价分别达到 1∶128 000、

1∶32 000、1∶512 000和 1∶4 096 000，表明抗体具有较强特异性和灵敏度。 
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Development of monoclonal antibody against nitrated Tyr4 and Tyr76 
in succinyl CoA: 3-oxoacid CoA transferase 
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Abstract: There are 4 tyrosine residues in succinyl CoA: 3-oxoacid CoA transferase (SCOT), in which nitration of Tyr4 
and Tyr76 will lead to change of the structure and decrease of enzymatic activity. In this study artificial synthetic peptides 
covering the SCOT Tyr4 and Tyr76 region with the tyrosine nitrated were employed as hapten and conjugated to keyhole 
limpet hemocyanin (KLH) to immunize Balb/c mouse. The monoclonal antibodies against nitrated Tyr4 and Tyr76 in 
SCOT are developed. After screening of massive cell lines, 4 antibodies against nitrated Tyr4 and tyr76 epitope of SCOT 
respectively were selected and determined by indirect ELISA. The result showed that the titer of the antibodies were 1∶
128 000, 1∶32 000, 1∶512 000 and 1∶4 096 000 respectively. The results indicated that the antibodies obtained 
showed good specificity and sensitivity which will lay a foundation for further study of SCOT nitrotyosine modification 
and its impact on physiology. 
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线粒体琥珀酰辅酶 A 转移酶(succinyl CoA：
3-oxoacid CoA transferase，SCOT)在大部分肝外组
织线粒体中均有表达[1]。SCOT功能异常可能导致
血液内酮酸水平上升，造成酮酸中毒[2−4]。已有研

究[5−6]表明，在糖尿病发生、发展过程中，SCOT

的酪氨酸硝基化水平上升，同时其生物活性降低。 
王媛等[7]通过 LC-ESI-MS/MS技术，在过氧亚

硝酸(ONOO−)处理后的重组纯化 SCOT的 4位、76
位、117 位及 368 位酪氨酸鉴定到了硝基化修饰。
定点突变 4 位和 76 位酪氨酸为苯丙氨酸，能够有
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效防止ONOO−硝化处理后的 SCOT生物活性降低，
这一结果证明，Tyr4和 Tyr76是酶蛋白硝基化并且在

硝基化后能够使活性显著降低的主要位点，但是这

2 个酪氨酸位点在生物体内是否也发生了硝基化修
饰并不清楚。虽然质谱技术可以有效地检测重组纯

化蛋白中硝基化位点，但在检测组织样品复杂蛋白

质混合物中的 SCOT硝基化酪氨酸位点上则过于繁
琐且效率低下[8−9]。早在 1998 年，Smolenski 等[10]

就通过制备肽段特异性单克隆抗体的方法在体外

和细胞模型中鉴定出血管扩张刺激磷蛋白 239位丝
氨酸的磷酸化修饰。笔者分别合成小鼠 SCOT 包含
Tyr4及 Tyr76临近的肽段，并使用硝基化的酪氨酸制

备成半抗原，偶联钥孔血蓝蛋白(KLH)后，免疫
Balb/c小鼠，制备出了针对 SCOT Tyr4、Tyr76硝基

化特异性单克隆抗体。 

1  材料与方法 

1.1  材  料 

N−[γ−马来酰亚胺基丁酸]−磺基琥珀酰亚胺酯
(Sulfo−GMBS)、钥孔血蓝蛋白(KLH)购自 Thermo
公司；G−25 葡聚糖凝胶柱和蛋白质 A 柱购自 GE 
Healthcare 公司；单克隆抗体亚类测试试剂盒购自
Southern Biotech公司；HRP标记的羊抗鼠酶标二抗
购自北京中杉金桥生物技术有限公司； Balb/c小鼠
以及 Sp2/0细胞均由中国科学院北京基因组研究所
提供；半抗原合成由 GL生物化学(上海)公司完成。 

1.2  方  法 

1) 肽段合成。选取 SCOT 硝基化位点 Tyr4附

近的氨基酸序列 KFYTDPVEAVKDIPN 作为半抗
原，该肽段序列中的 Y为硝基化的酪氨酸(Y 2-NO )，
在肽段氨基末端添加半胱氨酸残基(C)，用于半抗原
偶联, 得到肽段 CKFY 2-NO TDPVEAVKDIPN，命名
为 2-NOCN 。同法，针对 SCOT硝基化位点 Tyr76附

近 肽 段 IKRMISSYVGENAE 设 计 半 抗 原

CIKRMISSY 2-NO VGENAE，并命名为 CE 2-NO 。 
合成肽段KFYTDPVEAVKDIPN和 IKRMISSY 

VGENAE，分别命名为 KN和 IE，用于半抗原筛选。 
2) 肽段偶联。5 mg Sulfo-GMBS溶解于 1 mL 

ddH2O，立即加入 200 μL 5 mg/mL KLH，经过 30 min

反应，通过交联葡聚糖凝胶柱 G−25除去反应混合物
中尚未与 KLH 偶联的 Sulfo-GMBS。合成肽段粉末
CN 2-NO ，CE 2-NO 溶于偶联缓冲液(0.15 mol/L PBS，
pH 7.2)，使浓度为 0.1 mol/L。Bradford法[11]分别测

定半抗原、活化 KLH溶液浓度，半抗原分别与活化
KLH等量混合后，室温反应 3 h，比较反应前后 412 
nm处吸收光值，如显著降低则判断偶联效率较高。 

3) 小鼠免疫。免疫原(CE−NO2−KLH，CN− NO2− 
KLH，60 μg)与等体积福氏完全佐剂混合乳化，皮
下免疫注射 6只 6周龄雌性 Balb/c小鼠，每种免疫
原各 3只。每 2周进行 1次免疫，3次免疫后，每
只小鼠通过 ELISA测定其血清内抗体滴度，每免疫
原组中拥有最高抗体滴度的小鼠腹腔注射 50 μg免
疫原进行追加免疫。 

4) 杂交瘤细胞的融合和克隆及筛选。追加免疫
注射 3 d后，取 2只小鼠脾细胞，采用常规 PEG法，
与 SP2/0 骨髓瘤细胞融合制备杂交瘤细胞。1 000 
r/min、5 min离心收集杂交瘤细胞后，加入 10 mL
血清和 25 mL半固体培养基，充分混匀，于 37 ℃、
5%CO2培养箱中培养。5 d后，通过显微操作挑出
生长趋势良好的单个杂交瘤细胞，于 96 孔细胞培
养板(含 1%HT)培养。14 d后，以免疫原 CE−NO2− 
KLH、CN−NO2−KLH 作为抗原，PBS 作为阴性对
照，通过间接 ELISA方法测定杂交瘤细胞培养液上
清效价。采取分步筛选法筛选杂交瘤细胞，分别以

免疫原、KLH、硝基化半抗原肽段和未硝基化半抗
原肽段作为抗原，取培养上清液进行间接 ELISA抗
体检测筛选，并且使用商品化试剂盒测试其亚类。 

5) 腹水制备和抗体纯化。雌性 Balb/c 小鼠腹
腔注射 1 mL石蜡油，(1×106～1×107)个/mL杂交瘤
细胞。生长 1周后收集腹水，使用蛋白 A凝胶亲和
层析柱纯化抗体。纯化后的抗体通过 Tris−HCl调节
pH至 7.0，使用 Bradford方法定量并用洗脱缓冲液
稀释至 1 mg/mL，储存于 50%甘油中，－20 ℃冰箱
冻存。 

6) 抗体滴度测定。用间接 ELISA方法[12]测定。

纯化重组 SCOT蛋白经过 100 μmol/L ONOO−硝基化

后，0.4 μg/mL包被聚苯乙烯微孔板，4 ℃孵育过夜，
5%脱脂奶粉 37 ℃封闭 2 h，纯化抗体从 1∶1 000开
始，作 2倍梯度稀释，37 ℃孵育 1 h；辣根过氧化物
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酶标记二抗 37 ℃孵育 1 h，稀释度 1∶5 000；使用
新鲜准备的 TMB 显色底物室温显色 30 min 后，2 
mol/L硫酸终止反应，读取其 A450/620。抗体滴度曲线

由 Sigmaplot 10.0软件绘制构建，以 1/2最高吸光度
时所对应抗体稀释倍数为纯化抗体效价。 

2  结  果 

2.1  硝基化 Tyr
4
和 Tyr

76
位点 SCOT 肽段偶联 

为了增强半抗原免疫原性，合成肽段 CE−NO2，

CN−NO2与活化 KLH 偶联，采用异型双功能交联
剂Sulfo-GMBS连接KLH的氨基和肽段半胱氨酸残
基上的巯基。经过 3 h的充分反应，两反应混合物
在 412 nm 处的吸光度值分别下降了 78.0%和
69.5%，这一显著降低说明KLH与肽段已充分偶联。 

2.2  单克隆抗体特异性筛选及亚类鉴定 

第3次免疫后1周，以KN/CN−NO2，IE/CE−NO2

作为包被抗原，每只小鼠的血清通过间接 ELISA的
方法检测其与相应抗原的反应。所有小鼠的血清均

能够较好地与相应的硝基化肽段反应，而 CN组中
有 2只小鼠血清对未硝基化肽段 KN表现出明显反
应，CE 组中有 1 只小鼠血清能够和未硝基化肽段
IE反应。选取对硝基化肽段表现出最高反应水平，
同时对未硝基化肽段表现出低反应水平的小鼠脾

细胞用于细胞融合。 
融合 5 d后进行显微观察，挑选具有较强生命

活性的杂交瘤细胞克隆继续培养，培养上清通过间

接 ELISA进行筛选。以 KLH−CE−NO2/CN−NO2作

为包被抗原，分别有 14 个克隆株培养上清能够识
别各自的抗原。 

经过进一步培养，并通过分步筛选法对单克隆

杂交瘤细胞特异性进行筛选。首先，通过间接

ELISA法，观察所有克隆株与 KLH−硝基化肽段偶

联物之间的反应，以吸光度值 0.5作为阳性阈值，
CN组中有 5株克隆，而 CE组中有 11株克隆能够
与 KLH−硝基化肽段偶联物反应。随后，观察克隆

与 KLH 之间的反应，确保其不会与 KLH 反应，
以吸光度值 0.1作为阴性阈值，CN组中有 4株克
隆，而 CE组中有 3株克隆表现出大于 0.1的吸光
度值，被认为能够与 KLH反应。随后，检测克隆

与硝基化肽段 CN−NO2/CE−NO2，未硝基化肽段

KN/IE之间的反应。由于肽段分子较小，造成包被
效率不高，CN组和 CE组中分别有 2株克隆表现
出对硝基化肽段有大于 0.1的吸光度值，而所有的
克隆均未检测到与未硝基化蛋白之间有明显的反

应。经过筛选，CN组和 CE组分别有 2株克隆能
够与 CE/CN−NO2，KLH−CE/CN−NO2反应，不与

IE/KN，KLH反应，以细胞株号命名，分别为 CE−9、
CE−14、CN−10、CN−11。经商品化试剂盒检测，
4株抗体均是 G1亚类。 

2.3  抗体滴度 

经过间接 ELISA 鉴定，在高抗体浓度(稀释度
1∶1 000)下，CN−10、CN−11、CE−9和 CE−14均
能和 ONOO−硝基化 SCOT(SCOT−NT)强烈反应，随
着抗体浓度的降低，CE−9、CE−14 与 SCOT− NT
的反应水平迅速下降，A450/620分别在 1∶128 000 和
1∶32 000达到最高值的 1/2；而在所有抗体稀释倍
数下、CN−10、CN−11和 SCOT−NT的反应水平均
保持了比 CE−9和 CE−14更高的反应水平，并分别
于 1∶512 000和 1∶4 096 000达到最高值的 1/2。 

3  讨  论 

本研究以小鼠SCOT蛋白序列Tyr4和Tyr76临近

具有较高抗原性的肽段作为半抗原，并将正常的酪

氨酸替换为硝基化酪氨酸，以制备针对硝基化 Tyr4

和 Tyr76的单克隆抗体。由于半抗原肽段仅为 14、15
个氨基酸片段，且仅具备抗原性不具备免疫原性，

无法激发淋病 B 细胞产生免疫应答。为了增强其免
疫原性，半抗原通过异性双功能交联剂 sulfo- GMBS
与载体蛋白 KLH偶联，经过紫外分光光度法观测确
定交联方法可靠，交联效率高。KLH具有较强的免
疫原性，将其与不具有免疫原性的半抗原肽段偶联

免疫小鼠将会产生针对目标肽段的抗体，但是同时

可能激发B淋巴细胞产生针对KLH自身抗原决定簇
的抗体，相对减少了针对半抗原的抗体产生增加阳

性克隆筛选的难度和工作量[13]；所以在筛选过程中，

使用了多种抗原来确定制备的抗体在识别相应硝基

化肽段的同时不会和 KLH、未硝基化肽段反应。经
过筛选，4株抗体 CE−9、CE−14、CN−10和 CN−11
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分别识别 SCOT上硝基化Tyr76和Tyr4且不会和其他

筛选蛋白反应，具有较高的特异性。经过间接 ELISA
法检测，4株的抗体效价分别达到 1∶128 000，1∶
32 000，1∶512 000和 1∶4 096 000，均为 G1亚类。 
酪氨酸硝基化是一种重要的选择性蛋白质，翻

译后修饰并可能导致多种蛋白质生物活性的降低，

甚至失活[14−16]，研究并鉴定特定的酪氨酸位点硝基

化对于研究蛋白质硝基化与疾病发生、发展机理有

重要意义。制备 SCOT Tyr4和 Tyr76酪氨酸特异性单

克隆抗体可以进一步完善 3NT检测方法，提出除了
质谱技术以外的另一条技术途径，对于阐释 NO介
导的SCOT结构和功能损伤以及3NT在机体生理病
理过程中所起的作用具有指导意义。 
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