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摘 要： 旨在制备猫 PD-L1 抗原并筛选单抗，探讨其在犬、猫肿瘤检测和诊断中的应用，同时制备猫源化嵌合单链

抗体，为猫肿瘤的治疗提供基础。本研究通过 PCR 扩增猫 PD-L1 基因，构建原核表达重组质粒 PET-MPD-L1，通
过在宿主 BL21（DE3）中表达制备 PD-L1 抗原，免疫小鼠后细胞融合，ELISA 方法进行杂交瘤细胞筛选，3 次亚克隆

后建立 MPD-L1 杂交瘤细胞系。测定杂交瘤细胞上清、腹水效价、抗体亚类、Western blot和免疫组织化学（IHC）特

性。扩增轻、重链可变区和猫 IgG1 Fc 基因，降落 PCR 将重链可变区（Variable region of the Heavy chain，VH）和轻

链可变区（Variable region of the Light chain，VL）拼接成 scFv，进一步拼接出 scFv-fFc，构建 pFast-MPD-L1-scFv 和

pFast-MPD-L1-scFv-fFc 重组质粒，在昆虫杆状病毒表达系统中表达。结果表明，猫 PD-L1 在上清中大量表达且

纯度较好，杂交瘤细胞 2A5A2F4D7 分泌的抗体属于 IgG 2a，轻链为 κ 亚型，细胞上清、腹水抗体效价分别为 1∶3 200
和 1∶102 400，Western blot结果表明，该单抗能与表达的猫 PD-L1 反应，IHC 结果显示，该单抗可以识别犬猫肿瘤组

织细胞表达的 PD-L1，可以反映 PD-L1 在肿瘤组织中的表达情况。VH 和 VL 与 IMGT 数据库中相应基因序列相

符，具有 4 个框架区和 3 个高变区，猫源化嵌合单链抗体在昆虫杆状病毒表达系统中成功表达。综上，本研究制备

的猫 PD-L1 单克隆抗体在犬猫肿瘤检测和预后中具有一定的价值，猫源化单链抗体的成功制备为其在犬猫肿瘤病

治疗中的应用打下了基础。
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Abstract： The purpose of this study was to prepare feline PD-L1 antigen and screen monoclonal 
antibody， and preliminary application was carried out in detection and diagnosis of canine and feline 
oncology diseases.  In addition， feline derived chimeric single chain variable Fragment-Feline 
Fragment crystallizable （scFv-fFc） was prepared， which provided a tool for the treatment of cat 
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tumor in future.  The PD-L1 gene of feline was amplified by PCR and prokaryotic expression 
recombinant plasmid PET-MPD-L1 was constructed， and the antigen of PD-L1 was prepared by 
expression with host BL21（DE3）.  After immunization with mice， cell was fused， and an ELISA was 
established to screen antibody produced by hybridoma cells.  After subcloning three times， the cell line 
of MPD-L1 hybridoma were established， subtypes were identified， and the ascites were prepared， 
and titer of the ascites was determined.  Characteristics were determined by Western blot and 
immunohistochemistry （IHC）.  Total RNA was extracted from the hybridoma cells， and the heavy 
chain variable region （VH） and light chain variable region （VL） genes were amplified by RT-PCR， 
which were compared with the antibody light and heavy chain genes in the IMGT database for 
confirmation.  RNA from peripheral blood of a cat in clinic was extracted， and the Fc gene of IgG1 
was amplified by RT-PCR.  The recombinant plasmids of pFast-MPD-L1-scFv and PFAST-MPD-
L1-scFv-fFc were constructed by splicing VH and VL into scFv and scFv-Fc into scFv-fFc by 
landing PCR， then expressed in the baculovirus expression system.  The results showed that feline 
PD-L1 was highly expressed in the supernatant of cultures and the purified protein could be used 
antigen for immunization.  The monoclonal antibody of 2A5A2F4D7 belonged to IgG 2a subtype， and 
the light chain is subtype κ.  The titer of the supernatant， ascites was 1：3200， 1：102400 respectively.  
Western-Blot results showed that monoclonal antibody 2A5A2F4D7 reacted with expressed feline 
PD-L1， and IHC results showed that the monoclonal antibody secreted by 2A5A2F4D7 hybridoma 
cells can recognize PD-L1 of tumor cells both canine and feline.  The VH and VL genes amplified 
were consistent with genes in the IMGT database， with 4 framework regions and 3 hypervariable 
regions.  The recombinant plasmids of pFast-MPD-L1-scFv and PFAST-MPD-L1-scFv-fFc were 
constructed successfully and expressed in the supernatants of insect baculovirus expression system.  
The prepared feline PD-L1 monoclonal antibody have certain value in the detection and prognosis of 
canine and feline tumors， while scFv-fFc might hold great potential for application in the treatment of 
tumors in canine and feline.
Keywords： tumor diseases in canine and feline； feline PD-L1； monoclonal antibodies； scFv； scFv-
fFc； insect baculovirus expression
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国内犬猫伴侣动物饲养量剧增、犬猫寿命期望

值越来越高，随着年龄增长及各种诱因，肿瘤的发

病率日益增高［1］。犬猫常见的肿瘤类型有乳腺癌、

软组织肉瘤、淋巴瘤、鳞状细胞癌和肥大细胞瘤［2-3］，

肿瘤性疾病的诊断主要通过临床检查和影像学，治

疗方法通常有化学疗法、放射治疗和手术切除［4］，但

是，这些诊断和治疗方法有一定的局限性。因此，

开发新的诊断和治疗方法，与现有方法联合使用至

关重要。

近些年，免疫治疗在医学肿瘤学领域取得了显

著进展，是人类癌症治疗的一个新突破［5］，免疫抑制

性 受 体 程 序 性 死 亡 受 体 1（programmed death 1，
PD-1）与 其 配 体 -1（ Programmed death ligand-1，

PD-L1）共同诱导抗原特异性淋巴细胞的“耗竭”状

态，参与肿瘤细胞的免疫逃逸［6-7］。PD-L1 在不同动

物多种肿瘤细胞上高量表达，可用于肿瘤病的诊

疗，其表达水平也可作为免疫治疗预后的依据。抑

制 PD-1/PD-L1 通路可恢复耗竭 T 细胞的效应功

能，针对 PD-1 或 PD-L1 的抗体可增强或恢复 T 细

胞效应功能，因而备受关注，在医学肿瘤病领域中，

此类抗体得到了广泛应用［8-9］。然而，在伴侣动物肿

瘤方面的研究还处于起步阶段，在美国和日本，制

备出了针对犬 PD-1/PD-L1 的单抗，日本研制出了

猫 PD-1/PD-L1 的单抗［10-12］、将其改造成犬源化和

猫源化嵌合抗体［13］，在临床试验中显示出一定的治

疗效果［14-17］。然而，我国尚无猫 PD-1/PD-L1 的单
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克隆抗体，也缺乏相应的免疫治疗制品。

鼠源抗体多次应用易引起过敏反应，因此对单

克隆抗体进行异源化尤为重要。单链抗体（single-
chain variable fragment-feline Fragment crystallizable，
scFv）由抗体 VH 和 VL 通过一段连接肽（Linker）连

接而成［18］，分子量为 27~30 ku，约为完整抗体分

子的 1/6，能保持较完整的抗原结合位点，是亲代

抗体全部抗原结合特异性的最小功能单位，具有

较低的免疫原性，不易引起过敏反应，且分子量

小，容易穿透血管壁、组织及实体瘤，能直接与肿

瘤细胞表面上的抗原结合［19］。不过，scFv 的最大

缺点就是与靶点的单价结合，即便单价结合有着

较高的亲和力，但是也会很快发生解离，这就导致

体内不能长时间地在靶位停留［20］，此外，scFv 在

体内的血液循环中，半衰期短，容易从血液循环中

被排除。通过重组融合的方法将 scFv 与不同动

物源抗体的 Fc 段结合，有助于形成二聚体，既可

以延长 scFv-Fc 在体内的半衰期，又可以激活补体

依赖细胞毒反应和 Fc 受体介导的抗体依赖细胞

毒反应［21-22］。

本研究通过杂交瘤技术筛选到 1 株单克隆抗体

（2A5A2F4D7），该单抗在犬猫肿瘤组织 IHC 试验

中呈阳性，通过基因工程技术扩增抗体 VH 和 VL 基

因，将其拼接成 scFv，在 scFv 的基础上，对其进行猫

源化改造，将鼠源性 scFv 与猫源性抗体的 Fc 段结

合，形成 scFv-fFc，使其具有种属特异性，试验结果

证明 scFV 和 scFv-fFc 能够在昆虫杆状病毒表达系

统中的细胞上清中表达，可为犬猫肿瘤病的检测和

免疫治疗提供一种新的方法。

1　材料与方法

1. 1　生物材料

SP2/0 细 胞 、Sf9 细 胞 、PET-32a 质 粒 和

pFastBac HT A 质粒均由本实验室保存；DH5a、
BL21（DE3）购自天根生化科技（北京）有限公司。

猫外周血和犬猫肿瘤组织为扬州大学动物医院临

床样本；雌性 BLAB/c 小鼠购自扬州大学比较与医

学研究中心［SCXK（苏）2022-0009］。动物试验通

过扬州大学动物福利伦理审批，审批号 202308121。
1. 2　主要试剂与仪器

pMDTM19-T Vector Cloning Kit、DNA marker、
PrimeScript ⅡTM 1st Strand cDNA Synthesis Kit、限
制性快切酶和 DNA Ligation Kit购自 TaKaRa 公司；

Phanta Max Super-Fidelity DNA Polymerase 购自诺

唯赞生物科技公司；2×Taq PCR Mix Ⅱ、RNAprep 
Pure 高效血液总 RNA 提取试剂盒、质粒提取试剂

盒和胶回收纯化试剂盒购自天根科技（北京）有限

公司；LipoInsectTM 转染试剂、杆状病毒穿梭载体

bacmid 小量抽提试剂盒购自碧云天生物技术有限

公司；HAT、HT 和 DMEM 培养基购自 Gibco 公司；

SF-SFM 完全培养基购自苏州沃美生物有限公司；

抗 His 鼠 源 单 克 隆 抗 体 购 自 Abbkine 公 司 ；PEG 
1500 购自 Roche 公司；高速冷冻离心机（5810 R、

5430 R）购自 Eppendorf 公司；酶标仪（Epoch-3）购

自 BioTek 公司；倒置显微镜（TS-2）购自尼康公司

（NIKON）产品。

1. 3　PET-MPD-L1的构建和抗原制备

猫 PD-L1 基因扩增：使用试剂盒提取猫外周血

中总 RNA、逆转录、PCR 扩增（引物的上、下游引入

EcoR Ⅰ 和 Xho Ⅰ 酶 切 位 点 ，上 游 扩 增 引 物 为

5'-ccggaattcatgaggatatttagtgtct-3'，下游扩增引物为

5'-ccgctcgagttacgtctcctcaaattgt-3'）。 产 物 与 载 体

PET-32a 质粒连接转化 DH5a，双酶切鉴定，阳性重

组质粒送华大基因公司测序，将测序结果与 XM_
006939039. 3 进行比对。序列正确的 PET-MPD-
L1 重 组 质 粒 转 化 BL21（DE3），诱 导 表 达 ，SDS-
PAGE 鉴定后大量表达和纯化，按照试剂盒说明书

纯化蛋白。

1. 4　单克隆抗体的制备及亚类鉴定

小鼠免疫：按照常规方法进行免疫和细胞融

合［23］。ELISA 方法进行杂交瘤细胞的筛选，连续三

次亚克隆后建株，试剂盒鉴定单克隆抗体亚类，制

备腹水，纯化抗体鉴定，进行单克隆抗体 ELISA 效

价测定。

1. 5　单克隆抗体特异性鉴定

纯化的 PET-MPD-L1 和 PET-32a 空载体蛋白

进行 SDS-PAGE 凝胶电泳，转印，膜用 100 g·L-1 脱

脂奶粉 PBS 室温封闭 2 h，PBST 洗涤 3 遍，1∶100 稀

释的杂交瘤细胞上清室温孵育 1 h，PBST 洗涤 3 遍，

1∶10 000 稀释的 HRP 标记的羊抗鼠 IgG 室温孵育

1 h，PBST 洗涤 3 遍，显影。

1. 6　犬猫肿瘤组织的免疫组织化学检测

将肿瘤组织切片脱蜡、脱二甲苯、灭活内源性

过氧化物、暴露抗原、封闭后，用制备的单克隆抗体

孵育 1 h，PBST 洗涤 3 遍，加酶标山羊抗鼠抗体孵育

1 h，PBST 洗涤 3 遍，避光滴加 DAB 染色液，苏木素
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衬染 1 min，使用 1% 盐酸乙醇分化 3 s，乙醇脱水，将

切片浸没在二甲苯中去除乙醇，用中性树脂封片，

切片显微观察。

1. 7　猫 PD-L1抗体基因扩增和鉴定

复 苏 2A5A2F4D7 杂 交 瘤 细 胞 ，提 取 细 胞 总

RNA，参考文献［24-25］的方法合成扩增轻、重链

16 个或 19 个基因片段的引物，扩增产物琼脂糖凝胶

电泳鉴定、回收产物纯化连接 T 载体、转化 DH5a 感

受态细胞，37 ℃过夜培养后，挑取白色单菌落摇菌，

PCR 鉴定，送至金唯智生物科奇有限公司测序，测

序结果进行 Ig Blast比对。

1. 8　scFv制备及猫源化

以“1. 7”中获取的轻、重链基因为模板进行 PCR，

扩增引物为 VH5F：5'-GAAGTGAAGCTGGTGG 
AGTC-3'，MPD-L1 VH5 Linker：5'-GTCAGAA 
CCACCACCACCAGAACCACCACCACCAGAA
CCACCACCACCTGAGGAGACGGT-3'，VK8F：

5'-GACATTGTGATGTCACAGTCTCCA-3'，VK8R：

5'-TTTGATTTCCAGCTTGGTGCC-3'， MPD-
L1 VK8 Linker：5'-TCAGGTGGTGGTGGTTC 
TGGTGGTGGTGGTTCTGGTGGTGGTGGTT
CTGACATTGTGATGTCA-3'，MPD-L1（SCFV-
F）：5'-CCGGAATTCATGGAAGTGAAGCTGG 
TGGAGTCT-3'，MPD-L1（SCFV-R）：5'-CCGCT 
CGAGTCATTTGATTTCCAGCTTGGTGCC-3'。
通过 Linker 串联成单链抗体，重链基因的 C 端和轻

链基因的 N 端带有 15 个氨基酸的 Linker，通过重叠

延 伸 PCR 进 行 scFv 的 拼 接 ，扩 增 引 物 MPD-L1
（scFv-F） ： 5'-CCGGAATTCATGGAAGTGAA 
GCTGGTGGAGTCT-3' ，MPD-L1（scFv-RL）：

5'-TTTGATTTCCAGCTTGGTGCC-3' ，获 取

scFv 全长片段。从猫外周血中提取总 RNA、逆转

录、使用扩增引物 feline-IgG（Fc-L）：5'-AAGCTG 
GAAATCAAACCCCCTGAGATGCTT-3' ，feline-
IgG（Fc-R）：5'-CCGCTCGAGTCATTTACCCG 
GAGACT-3' 进 行 扩 增 ，与 scFv 拼 接 ，引 物 使 用

MPD-L1（scFv-F）和 feline-IgG Fc-R，获 取 scFv-
fFc全长片段。

1. 9　重组杆状病毒 rBV-scFv 和 rBV-scFv-fFc 的
拯救

将 scFv 与 scFv-fFc 的 PCR 产物进行胶回收纯

化，EcoR Ⅰ和 XhoⅠ双酶切，连接 pFastBac-HT A

载体，转化 DH5a，37℃培养，提取质粒，双酶切鉴定

阳性的重组质粒并送华大基因公司测序，序列进行

Blast，命 名 为 pFastBac-MPD-L1-scFv，pFastBac-
MPD-L1-scFv-fFc 的 构 建 与 pFastBac-MPD-L1-
scFv 的构建方法相同。

将 重 组  pFastBac-MPD-L1-scFv 质 粒 转 化  
DH10 Bac 感受态细胞，培养 16 h 后使用引物 M13-
F： 5'-CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC-3 '
与 M13-R：5'-CGCCAGGGTTTTCCCAGTCAC 
GAC-3'和目的片段特异性引物进行菌液 PCR 鉴定

及 1% 琼脂糖凝胶电泳验证，验证正确后使用杆状

病毒穿梭载体 bacmid 小量抽提试剂盒提取重组

bacmid。 重 组 杆 粒 rbacmid-scFv-fFc 的 构 建 与

rbacmid-scFv 的构建方法相同。

SF9 细胞培养使用 SF-SFM 完全培养基，28 ℃
培养，细胞状态良好时，使用 LipoInsectTM 转染试

剂将杆状病毒穿梭载体 bacmid 小量抽提试剂盒提

取的重组杆粒 rbacmid-scFv 转染 SF9 细胞，于 28 ℃
培养 96 h 后收获上清，获得 P1 代重组杆状病毒

rBV-scFv，MOI 为 0. 1 连续传三代，获得稳定的 P3
代病毒，扩增的病毒 4 ℃避光保存。 rBV-scFv-fFc
的拯救与 rbacmid-scFv 的拯救相同。

1. 10　重组杆状病毒表达 scFv和 scFv-fFc及Western 
blot分析

P3 代病毒滴度为 2×108 pfu·mL-1，以 MOI为 2，
感染 SF9 细胞，28 ℃培养 72 h，细胞超声破碎，4 ℃ 
10 000×g 离心 20 min。沉淀用等量 PBS 悬浮，进行

SDS-PAGE 电泳，转膜、室温封闭 2 h，加入抗 His 鼠
源单克隆抗体，室温孵育 1 h，PBST 洗涤 3 遍，加入

HRP 标记的羊抗鼠 IgG，室温孵育 1 h，PBST 洗

3 遍，显影。

2　结 果

2. 1　PET-MPD-L1的构建和抗原制备

如图 1A 和 1B 所示，成功构建 PET-MPD-L1，
测序结果与猫 PD-L1 基因比对，结果 100% 一致，

质粒双酶切条带大小与预期一致。 BL21（PET-
MPD-L1）经大量诱导表达后，蛋白在上清大量表达

如图 1C所示，经纯化后，蛋白浓度为 1. 95 mg·mL-1，

SDS-PAGE 结果显示，蛋白条带较为单一，如图 1D
所示。
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2. 2　单克隆抗体的制备及亚类鉴定

筛选间接 ELISA 条件为，包被抗原 1∶1 600 稀

释，阴、阳性血清分别为 1∶1 600 和 1∶51 200 稀释，

HRP 标记羊抗鼠酶标抗体 1∶10 000 稀释。三次亚

克隆和筛选后，获得了 1 株稳定分泌抗体的细胞株，

命名为 2A5A2F4D7。亚类鉴定 2A5A2F4D7 的重

链为 IgG 2a，轻链为 κ 链。抗体纯化结果如图 2 所

示，测定杂交瘤细胞上清效价为 1∶3 200，腹水效价

1∶102 400。
2. 3　单克隆抗体特异性鉴定

2A5A2F4D7 经 Western blot 验证，识别猫 PD-
L1，而不识别 PET-32a空载体，如图 3 所示。

2. 4　犬猫肿瘤组织免疫组化

2A5A2F4D7 可以识别犬猫肿瘤组织，在犬恶

性乳腺瘤组织和犬良性乳腺瘤组织中显示为强阳

A. 猫 PD-L1 基因：M. 200 bp marker；1. 猫 PD-L1 基因。B. PET-MPD-L1 双酶切鉴定：M. 1000 bp marker；1. PET-MPD-L1
酶切结果。C. PET-MPD-L1 蛋白表达：M. 蛋白分子量 marker；1. 诱导 PET-32a 破碎上清；2. 诱导 PET-32a 破碎沉淀；3. 未

诱导 PET-32a 破碎上清；4. 未诱导 PET-32a 破碎沉淀；5. 未诱导 PET- MPD-L1 破碎沉淀；6. 未诱导 PET-MPD-L1 破碎上

清；7. 诱导 PET- MPD-L1 破碎沉淀；8. 诱导 PET- MPD-L1 破碎上清。D.  PET-MPD-L1 蛋白纯化：M. 蛋白分子量 marker；
1. 细菌裂解液；2. 穿流液；3~9. 洗涤液；10~12. 洗脱液

A.  Feline PD-L1 gene： M.  200 bp marker； 1.  Feline PD-L1 gene.  B.  Double digestion identification of PET-MPD-L1： M.  
1000 bp marker； 1.  PET-MPD-L1 digestion result.  C.  PET-MPD-L1 protein expression： M.  Protein molecular weight 
marker； 1.  Lysate supernatant of induced PET-32a； 2.  Lysate precipitate of induced PET-32a； 3.  Lysate supernatant of 
uninduced PET-32a； 4.  Lysate precipitate of uninduced PET-32a； 5.  Lysate precipitate of uninduced PET-MPD-L1； 6.  Lysate 
supernatant of uninduced PET-MPD-L1； 7.  Lysate precipitate of induced PET-MPD-L1； 8.  Lysate supernatant of induced 
PET-MPD-L1.  D.  PET-MPD-L1 protein purification： M.  Protein molecular weight marker； 1.  Bacterial lysate； 2.  Flow-
through； 3-9.  Wash fractions； 10-12.  Elution fractions
图 1　PET-MPD-L1的构建和抗原制备

Fig. 1　Construction of PET-MPD-L1 and antigen preparation

M. 蛋白分子量 marker；1. 粗提腹水；2. 穿流液；3. 洗涤液；

4. 纯化抗体

M.  Protein molecular weight marker； 1.  Preliminary extraction 
of ascites； 2.  Flowing fluid； 3.  Washing solution； 4.  Purification 
of antibodies
图 2　SDS-PAGE验证抗体纯化结果

Fig. 2　Results of SDS-PAGE validation antibody purification
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性和阳性，在橘猫恶性淋巴瘤中显示为阳性，如图 4
所示。

2. 5　猫 PD-L1抗体基因扩增和鉴定

抗体基因扩增如图 5 所示，选取可以扩增出疑

似抗体基因大小的扩增引物继续后续试验。经 TA
克隆，测序与抗体基因比对后，确定第 5 对重链基因

扩增引物和第 8 对轻链基因扩增引物扩增的抗体基

因正确，如图 7 所示。

2. 6　scFv制备及猫源化

VH5 与 VK8 通过 Linker 连接成 scFv，经测序

比对，氨基酸 100% 一致，如图 8 所示。 scFv 与猫

IgG Fc 连接成 scFv-fFc，经测序比对，氨基酸 100%
一致，如图 9 所示。

2. 7　重组杆状病毒 rBV-scFv 和 rBV-scFv-fFc 的
拯救

重组杆粒  rbacmid-scFv 和 rbacmid-scFv-fFc 构

建成功，经双酶切、M13 和特异性引物鉴定，目的条

带大小与预期相符，如图 10A~10C 所示。制备出

重组杆状病毒 rBV-scFv 和 rBV-scFv-fFc，经 M13
和特异性引物 PCR 鉴定 P1-P3 代重组杆状病毒

rBV-scFv 和 rBV-scFv-fFc，目的条带大小与预期相

符，如图 10D 所示。

2. 8　重组杆状病毒表达  scFv和 scFv-fFc及Western 
blot分析

scFv 和 scFv-fFc 在 SF9 细胞中表达且主要在

细胞沉淀中大量表达，在细胞上清中少量表达，如

图 11 所示。

3　讨 论

伴侣动物肿瘤的诊疗已成为兽医关注的重要

问题，免疫治疗在人类癌症治疗中的突破，启发了

该技术在兽医领域的应用［26］，由于各种原因，对伴

侣动物癌症微环境，包括免疫检查点分子的研究还

很少，国内外几家单位已研制出犬 PD-1 和 PD-L1
的单克隆抗体，而仅有日本四个大学联合研制出了

猫 PD-L1 的单克隆抗体［8-12］。有研究表明，用抗人

PD-L1 单抗 28-8 可以检测猫肥大细胞瘤 PD-L1 的

M. 蛋白分子量 marker；1. PET-MPD-L1 蛋白；2. PET-32a
M.  Protein molecular weight marker； 1.  PET-MPD-L1 
protein； 2.  PET-32a
图 3　Western blot验证抗体识别猫 PD-L1
Fig. 3　Western blot result of McAb reacted with feline PD-L1

A. 犬肛周上皮瘤 HE 染色（100×）；B. 犬肛周上皮瘤 IHC；C. 犬毛发棘皮瘤 IHC；D. 犬乳腺纤维腺瘤 IHC；E. 猫淋巴瘤  HE 染

色；F. 猫淋巴瘤 IHC；G. 犬乳腺癌 IHC；H. 犬乳腺癌旁组织 IHC。箭头所指的是阳性肿瘤细胞

A.  Canine perianal epithelial tumor， HE staining （100×）； B.  Canine perianal epithelial tumor， IHC； C.  Canine pilomatricoma， 
IHC； D.  Canine mammary fibroadenoma， IHC； E.  Feline lymphoma， HE staining； F.  Feline lymphoma， （IHC）； G.  Canine 
mammary carcinoma， IHC； H.  Peritumoral tissue of canine mammary carcinoma， IHC.  Arrows point to the positive tumor cells
图 4　HE染色和 IHC鉴定 2A5A2F4D7识别犬猫肿瘤组织

Fig. 4　Identification of canine and feline tumor tissues using HE staining and IHC with 2A5A2F4D7
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表达，证明了 28-8 抗体是检测猫 PD-L1 的一个有价

值的工具，未来有望对猫肿瘤组织进行进一步分

析［27］。因为目前尚无商品化针对猫 PD-L1 单克隆

抗体，有必要制备能够特异性识别猫 PD-L1 分子的

A. 抗体重链基因扩增：M1.  100 bp marker；M2.  200 bp marker；1~16. 第 1 对~第 16 对重链基因扩增。B. 抗体轻链基因扩

增：M1.  100 bp marker；1~19. 第 1 对~第 19 对轻链基因扩增

A.  Antibody heavy chain gene amplification： M1.  100 bp marker； M2.  200 bp marker； 1-16.  The first to the 16th pairs of heavy 
chain gene amplification.  B.  Antibody light chain gene amplification： M1.  100 bp marker； 1-19.  The first to the 19th pairs of 
light chain gene amplification
图 5　抗体基因扩增

Fig. 5　Antibody gene amplification

A. 抗体重链基因扩增：M.  100 bp marker；1. 第 5 对重链基因扩增。B. 抗体轻链基因扩增：M.  100 bp marker；1. 第 8 对轻链基

因扩增

A.  Antibody heavy chain gene amplification： M.  100 bp marker； 1.  The 5th pair of heavy chain gene amplification.  B.  Antibody 
light chain gene amplification： M.  100 bp marker； 1.  The 8th pair of light chain gene amplification
图 6　抗体轻重链基因扩增

Fig. 6　Amplification of antibody light and heavy chain genes
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抗体，进一步对组织样本进行分析。本研究制备的

猫 PD-L1 单克隆抗体既可以识别猫的 PD-L1，也能

识别犬 PD-L1。对已鉴定为肿瘤的组织，免疫组织

化学结果表明该单抗可以与多种犬恶性、良性癌和

良性肿瘤呈阳性反应。该单抗可以准确检测犬、猫

肿瘤中 PD-L1 表达的程度，对宠物犬猫免疫检查点

分子进一步分析、预后及免疫治疗提供一个有价值

的工具。

不同物种、不同类型的肿瘤，不同物种、相同类

型的肿瘤，甚至相同物种、相同类型的肿瘤也存在

PD-L1 表达的差异，这可能与物种种类不同或者单

克隆抗体特性不同有关。多种正常组织中会表达

PD-L1，只是表达量会非常少。在肿瘤微环境中由

于免疫细胞浸润产生多种细胞因子，比如 IFN-γ，这
会促进肿瘤细胞表达 PD-L1，因此，在正常组织和

肿瘤组织之间会有 PD-L1 的表达差异，这是一个动

态的过程。PD-L1 在人和犬的多种肿瘤中表达，而

在猫中，有研究表明其表达仅限于一些肥大细胞肿

瘤，其确切原因尚不清楚［27］，在本研究中 1 例橘猫恶

性淋巴瘤呈强阳性，这为猫肿瘤诊断提供了新证

A. 第 5 对重链引物扩增抗体基因比对；B. 第 8 对轻链引物扩增抗体基因比对

A.  Comparison of antibody gene amplification using the 5th pair of light chain primers； B.  Comparison of antibody gene 
amplification using the 8th pair of light chain primers
图 7　抗体基因比对

Fig. 7　Antibody gene alignment
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A. 抗体轻重链基因扩增：M.  100 bp marker；1.  VH5 Linker；2.  VK8 Linker；B.  scFv 拼接：M.  100 bp marker；3.  scFv
A.  Antibody light and heavy chain gene amplification： M.  100 bp marker； 1.  VH5 Linker； 2.  VK8 Linker.  B.  ScFv splicing： 
M.  100 bp marker；3.  scFv
图 8　VH5与 VK8的扩增及其 scFv的拼接

Fig. 8　Amplification of VH5 and VK8 and splicing of their scFv

A. 猫恒定区抗体基因扩增：M.  200 bp marker；1.  猫恒定区抗体基因。B.  scFv 与猫 IgG-Fc 基因扩增：M.  100 bp marker；2.  
scFv；3. 猫 IgG-Fc。C.  猫源化嵌合单链抗体基因：M. 200 bp marker；4.  scFv-fFc
A.  Amplification of the feline constant region antibody gene： M.  200 bp marker； 1.  Feline constant region antibody gene.  B.  
Amplification of scFv and feline IgG-Fc genes： M.  100 bp marker； 2.  scFv； 3.  Feline IgG-Fc.  C.  Feline-derived chimeric 
single-chain antibody gene： M.  200 bp marker； 4.  scFv-fFc
图 9　猫源化嵌合单链抗体基因的拼接

Fig. 9　Assembly of the feline-derived chimeric single-chain antibody gene

（图 10 Fig.10）
（转下页  Carried forward）
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据。然而猫肿瘤及其标识分子相关研究较少，本试

验中抗体的研制有望未来对 PD-L1 在多种猫科动

物肿瘤中的表达和分析及深入研究提供必要的工

具。然而，在本研究中，样本数量有限，将来需要做

更多的犬猫肿瘤切片，分析 PD-L1 在猫肿瘤组织标

本中的表达情况，探讨 PD-1/PD-L1 免疫治疗在犬

猫肿瘤中的潜在疗效。此外，肿瘤组织分级和肿瘤

亚型也会影响会 PD-L1 的表达分析，有些肿瘤组织

不表达 PD-L1 可能也与肿瘤分级和肿瘤亚型有关。

有研究表明诱导肿瘤细胞 PD-L1 表达的机制之一

是对 IFN-γ 的反应［6］，这很可能是在抗肿瘤免疫反

应过程中肿瘤微环境中的免疫细胞产生的。由于

犬肿瘤细胞系中 PD-L1 的表达可被犬 IFN-γ 诱导

或增强［12］，因此这种机制也很可能参与了犬 PD-L1
的调控。另一种机制与致癌信号有关；据报道，在

(续图 10 Continued)

A.  rbacmid-scFv 的双酶切鉴定：1.  1 kb marker；2.  200 bp marker；3.  rbacmid-scFv 双酶切。B.  rbacmid-scFv-fFc 的双酶切鉴

定：1.  1kb marker；2.  200bp marker；3.  rbacmid-scFv-fFc 双酶切。 C.  M13 引物和特异性引物 PCR 鉴定 rbacmid-scFv 和

rbacmid-scFv-fFc：1、4.  1kb marker；2.  scFv 引物鉴定 rbacmid-scFv；3、6.  M13 引物鉴定 rbacmid-scFv 和 rbacmid-scFv-fFc；5.  
scFv-fFc 引物鉴定 rbacmid-scFv-fFc。D. M13 引物和特异性引物 PCR 鉴定 P1-P3 代重组杆状病毒 rBV-scFv 和 rBV-scFv-
fFc：1、11.  1kb marker；2.  200bp marker；3~5.  scFv 引物鉴定 P1-P3 代 rBV-scFv；7~9、16~18.  M13 引物鉴定 P1-P3 代 rBV-
scFv 和 rBV-scFv-fFc；6、10、15、19.  未接毒对照；12~14.  scFv-fFc引物鉴定 P1-P3 代 rBV-scFv-fFc
A.  Double enzyme digestion production of rBacmid-scFv： 1.  1 kb marker； 2.  200 bp marker； 3.  Double enzyme digestion of 
rBacmid-scFv.  B.  Double enzyme digestion production of rBacmid-scFv-fFc： 1.  1kb marker； 2.  200 bp marker； 3.  Double 
enzyme digestion of rBacmid-scFv-fFc.  C.  PCR production of rBacmid-scFv and rBacmid-scFv-fFc using M13 primers and 
specific primers： 1， 4.  1 kb marker； 2.  Identification of rBacmid-scFv using scFv primers； 3， 6.  Identification of rBacmid-scFv 
and rBacmid-scFv-fFc using M13 primers； 5.  Identification of rBacmid-scFv-fFc using scFv-fFc primers.  D.  PCR production of 
P1-P3 generations of recombinant baculovirus rBV-scFv and rBV-scFv-fFc using M13 primers and specific primers： 1， 11.  1 kb 
marker； 2.  200 bp marker； 3-5.  Identification of P1-P3 generations of rBV-scFv using scFv primers； 7-9， 16-18.  Identification 
of P1-P3 generations of rBV-scFv and rBV-scFv-fFc using M13 primers； 6， 10， 15， 19.  Non-infected controls； 12-14.  
Identification of P1-P3 generations of rBV-scFv-fFc using scFv-fFc primers
图 10　重组杆状病毒 rBV-scFv和 rBV-scFv-fFc的拯救

Fig. 10　Rescue of recombinant baculoviruses rBV-scFv and rBV-scFv-fFc

1、5.  Marker；2~4、6~8. 分 别 为 P3 代 rBV-scFv 和 rBV-
scFv-fFc感染 SF9细胞培养基、细胞破碎上清、细胞破碎沉淀

1，5.  Marker； 2-4 and 6-8： Represent the P3 generation rBV-
scFv- and rBV-scFv-fFc-infected SF9 cell culture medium， 
cell lysate supernatant， and cell lysate pellet， respectively
图 11　Western blot鉴定 scFv和 scFv-fFc的表达

Fig. 11　Western blot analysis of scFv and scFv-fFc 
expression
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胶质瘤和三阴性乳腺癌细胞中，磷酸酶和张力蛋白

同 源 物（PTEN）功 能 的 丧 失 可 上 调 PD-L1 的 表

达［28-29］。尽管有时候 PD-L1 的表达存在不清楚性，

但是 PD-L1 的表达分析对 PD-1/PD-L1 抑制剂在

犬猫中的临床应用具有重要意义，因为在抗 PD-1
抗体的人体临床试验中，PD-L1 的表达被报道与治

疗结果相关。PD-L1 阳性肿瘤患者的客观缓解率

为 36 %，而 PD-L1 阴性肿瘤患者均无客观缓解［30］。

由于抗 PD-L1 抗体被证明对犬癌症具有治疗潜

力［12］，因此抗 PD-L1 抗体的临床应用值得进一步

研究。

尽管预测的猫 PD-L1 的分子量分别为 33. 4 ku，
但使用 G11-6 的免疫沉淀结果显示，猫 PD-L1 的分

子量约为 60 ku［13］，可能猫 PD-L1 具有糖基化和泛

素化，影响了分子量大小，人 PD-L1 存在广泛的 N-
糖基化修饰。有研究表明，全长 PD-L1 的晶体结构

产生了同源二聚体［31］。在本试验中采取了原核系

统表达猫 PD-L1，原核表达不涉及翻译后的修饰，

蛋白大小与预测的大小相符合。原核蛋白不具有

像真核蛋白那样的纯天然的构象，所以未来探究猫

PD-L1 分子的作用机制，还是需要采用真核表达

系统。

为了降低抗猫 PD-1 单抗临床应用的免疫原

性，有研究将克隆 1A1-2 的可变区与猫 IgG1 的恒定

区融合，制备了鼠 -猫嵌合单抗（Ch-1A1-2），发现

Ch-1A1-2也能增加激活猫外周血淋巴细胞中 IFN-γ
的产生，认为 1A1-2 是首个具有抑制猫 PD-1 和

PD-L1 相互作用能力的抗猫 PD-1 单克隆抗体，而

嵌合抗体 ch-1A1-2 将是治疗猫肿瘤的有益抗体［27］。

本试验制备的猫 PD-L1 单抗只验证了单抗识别犬

猫肿瘤组织表面的 PD-L1，至于能否阻断 PD-1 与

PD-L1 的结合，还需要进一步验证。此外，本研究

扩增了 2A5A2F4D7 杂交瘤细胞的抗体基因，制备

了 scFv，并且将 scFv 和猫 IgG1 恒定区相连，制备出

猫源化嵌合单链抗体，但是，scFv 和 scFc-fFc 是否

具 备 结 合 PD-L1 的 特 性 以 及 通 过 阻 断 PD-1 与

PD-L1 的结合而实现治疗犬猫肿瘤，也需要进一步

在临床上开展试验。

目前单链抗体常用的表达系统有：细菌、酵母、

动物细胞（昆虫细胞、CHO 细胞等），本试验采用昆

虫杆状病毒表达系统进行 scFv 和 scFc-fFc 的表达，

在表达过程中，由于采取的是贴壁培养，所以表达

量不大，经纯化后蛋白浓度为 0. 05 mg·mL-1，后续

拟采取悬浮培养，进行大量表达。

4　结 论

本研究制备的猫 PD-L1 单克隆抗体，在 IHC 中

能识别犬、猫肿瘤组织中 PD-L1 的表达情况，通过

对已鉴定为肿瘤的组织进行 IHC 验证，表明 PD-L1
的表达与肿瘤的恶性程度之间有一定的相关性，可

以应用于犬猫肿瘤的诊疗中。
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