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抗腺病毒五邻体单克隆抗体的制备及双抗夹心

ＥＬＩＳＡ方法的建立

陈平１，杜惠芬２，李克生２

（１．甘肃农业大学动物医学院，甘肃 兰州　７３００７０；２．甘肃省医学科学研究院医学生物中心，甘肃 兰州　７３００５０）

摘要：为获得稳定性好、特异性强、效价高的抗腺病 毒 五 邻 体 单 克 隆 抗 体，用 腺 病 毒 五 邻 体 基 因 工 程 表 达 抗 原

免疫ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，取免疫小鼠脾细胞与小鼠骨髓瘤细胞融合，以腺病毒五邻体 为 筛 选 抗 原 对 融 合 后 的 杂 交 瘤 细

胞间接 ＥＬＩＳＡ进行筛选．结果表明：试验获得５株杂交瘤细胞，标记为３Ｃ４、４Ｃ４、４Ｄ７、４Ｆ２和４Ｈ３，４Ｄ７免 疫 球 蛋

白亚类为ＩｇＧ２ａ，其余４株为ＩｇＧ１；对５株细胞连续３个月体外传代试验和小鼠腹水连续传代试验，５株细胞都能

持续稳定分泌单克隆抗体，对细胞上清和腹水采用间接 ＥＬＩＳＡ进行效价测定，细胞上清效价稳定维持在２　０００左

右，腹水效价稳定维持在２００　０００以上，且与引起腹泻的鼠伤寒沙门氏菌和轮状病毒无交叉反应；对其中可以 配 对

的２株单抗４Ｄ７、４Ｆ２建立双抗夹心 ＥＬＩＳＡ，可以应用于临床检测腺病毒．
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　　杂交瘤技术于１９７５年由德国科学家Ｋｏｈｌｅｒ和

英国科学家 Ｍｉｌｓｔｅｉｎ等创造，通过杂交瘤技术利用

小鼠骨髓瘤细胞能够与免疫腺病毒五邻体蛋白小鼠

的脾脏Ｂ淋巴细胞融合，形成可无限增殖并且能产

生特异性单抗的杂交瘤细胞［１］．这种杂交瘤细胞在

含有次黄嘌呤－氨基蝶吟－胸腺嘧啶的培养基上进行

选择培养时，只有融合了Ｂ淋巴细胞的骨髓瘤细胞

才能继续生长．经反复克隆、筛选得到的融合细胞所

分泌的抗体称为单抗，单抗特异性强、纯度高，可以

大规模工厂化生产，从而使免疫分析技术准确性高，

重复性好，方法简便［２］．在动物免疫过程中，免 疫 分

子的相对分子质量越大，免疫效果越好．蛋白质的免

疫效果高于细菌和 ＬＰＳ．本试验拟利用基因工程表

达的腺病毒五邻体核衣壳蛋白作为免疫分子，筛选

出特异性高的单抗，以期在后期临床上可以利用双

抗夹心ＥＬＩＳＡ对腺病毒进行检测［３－５］．

１　材料与方法

１．１　材料、仪器及试剂

１．１．１　菌株　菌 种 于２０１０年８月 均 由 珠 海 出 入

境检验检疫局提供，为鼠伤寒沙门氏菌（编号：ＣＭ－

ＣＣ（Ｂ）５０１１５）．细 胞：小 鼠 骨 髓 瘤 细 胞 ＳＰ２／０细 胞

由甘肃省医学科学研究院医学生物中心保存．试验

动物：８～１２周龄ＢＡＬＢ／ｃ小鼠购自兰州大学动物

中心．检测交叉性病毒抗原：轮状病毒 ＶＰ６基因工

程表达抗原由甘肃省医学科学研究院表达．筛选抗

原：腺病毒五邻体基因工程表达抗原由甘肃省医学

科学研究院表达．

１．１．２　主要仪器设备　酶标检测仪（Ｔｈｅｒｍｏ　Ｌａｂ－

ｓｙｓｔｅｍｓ），洗板 机（Ｔｈｅｒｍｏ　Ｌａｂｓｙｓｔｅｍｓ），ＣＯ２恒 温

细胞培养箱（Ｓｈｅｌ　ＬＡＢ），超 净 工 作 台（苏 州 安 泰 空

气技术有 限 公 司），高 速 冷 冻 离 心 机（Ｂｅｃｋｍａｎ），蛋

白浓度 检 测 仪（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ），Ｓｅｐｈａｃｒｙｌ　Ｓ－３００填 料

和全自动蛋白纯化仪（Ａｒｍａｓｈｉａ），倒置显微镜和光

学显微镜（Ｏｌｙｍｐｕｓ），电 泳 仪，垂 直 板 槽（Ｂｉｏ－ｒａｄ），

Ａｑｕａｐｌｕｓ系列实验室超纯水机（Ａｑｕａｐｒｏ）．

１．１．３　主 要 试 剂　弗 氏 不 完 全 佐 剂、弗 氏 完 全 佐

剂、ＨＴ母液（胸 腺 嘧 啶 核 苷、次 黄 嘌 呤）、Ａ 母 液

（氨基碟 呤）、聚 乙 二 醇（ＰＥＧ－１０００）、鼠 源 单 克 隆 抗

体同型试剂盒（Ｓｉｇｍａ）、新生胎牛血清（兰州民海生

物公司）、ＤＭＥＭ 培养基干粉（Ｇｉｂｉｃｏ）、辣根过氧化

物酶标记羊抗鼠ＩｇＧ（羊抗鼠ＩｇＧ－ＨＲＰ）（北京博奥

森生物制品 有 限 公 司）、二 甲 基 亚 砜（Ｇｉｂｉｃｏ）、辣 根

过氧化物酶（ＨＲＰ）、过碘酸钠、硼氢化钠、乙二醇．

１．２　单克隆抗体制备及稳定性、特异性和效价分析

１．２．１　动物免疫　选取６～８周龄、１８～２０ｇ雌性

健康ＢＡＬＢ／ｃ小鼠 腹 股 沟 皮 下 注 射 卡 介 苗 进 行 致

敏．１周后取热灭活（６５℃，３０ｍｉｎ）的腺病毒五邻体

基因工程表达蛋白抗原与等量弗氏完全佐剂充分乳

化，腹股沟皮下注射免疫，每只小鼠注射０．２ｍＬ（抗

原量２０μｇ／只），每间隔３周后用弗氏不完全佐剂

使用同样方法 加 强 免 疫２次，抗 原 浓 度 每 次 加 倍，

腹股沟皮下、背颈部皮下、足垫多点注射免疫．三免

后小鼠尾尖采血通过间接 ＥＬＩＳＡ（用腺病毒五邻体

基因工程表 达 抗 原 包 板）测 小 鼠 效 价，当 效 价 大 于

１∶１２　８００准备融合，融合前３ｄ取腺病毒五邻体基

因工程表达抗原（生理盐水稀释），于腹腔注射加强

免疫，每只小鼠注射０．２ｍＬ（抗原量１６０μｇ／只）［６］，

小鼠于融合前一天禁食不禁水．

１．２．２　细胞融合与杂交瘤细胞筛选

１．２．２．１　饲养细胞的制备　取雌性小鼠断颈处死，

７５％ 酒精中浸泡体表消毒，将其外皮扒开，用５ｍＬ

的注射器抽取５ｍＬＤＭＥＭ 注入小鼠腹腔，反复冲

洗几次 吸 出 培 养 液，细 胞 计 数，细 胞 数 量 为１．６×

１０５个／ｍＬ．将 饲 养 细 胞 接 种 于 ９６ 孔 培 养 板 中

（１００μＬ／孔），置 于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 的 培 养 箱 中

备用［７］．

１．２．２．２　脾细胞的制备 取加强免疫后小鼠，眼眶

取血，收集阳性血清，７５％ 酒精中浸泡体表消毒，剥

皮无菌取出脾脏，去除结缔组织，用 ＤＭＥＭ 培养基

冲洗后 放 入２００目 灭 菌 铜 丝 网 中，置 小 烧 杯 上，用

眼科剪将脾脏充分剪碎后，用玻璃注射器针芯轻轻

研磨脾脏，用 ＤＭＥＭ 培养液冲洗［８］．收集脾细胞悬

液，转 移 到 １０ｍＬ 离 心 管 中，１　０００ｒ／ｍｉｍ 离 心

１０ｍｉｎ，弃上清，重悬于５ｍＬ　ＤＭＥＭ 培养液中，计

数为１．１×１０８个．

１．２．２．３　细胞融合 选择形态良好且呈对数生长

的ＳＰ２／０细胞，将细胞从瓶壁上轻轻吹打下来并转

移到离心管中，１　０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，弃上清，用

５ｍＬ　ＤＭＥＭ 悬 浮，计 数 为１．４５×１０７．按 脾 细 胞∶

２２
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ＳＰ２／０为５∶１～１０∶１的比例将ＳＰ２／０细胞和脾细胞

悬液混匀，１　０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，弃上清．轻轻振

动使细 胞 沉 淀 松 动，用 滴 管 往 玻 璃 管 中 缓 慢 加 入

１ｍＬ　３７℃预 热 的５０％ ＰＥＧ（１　０００），２ｍｉｎ内 加

完，静置１～２ｍｉｎ，２ｍｉｎ内缓慢加入１０ｍＬ　３７℃

预热的ＤＭＥＭ．混匀后８００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃上

清液［９］．用 ＨＡＴ培养液重悬细胞，移入 ＨＡＴ培养

液中混匀，按１００μＬ／孔转入加有饲养细胞的９６孔

细胞培养板中，置于ＣＯ２培养箱中培养．

１．２．２．４　杂交瘤细胞的筛选及亚克隆 融合后根

据细胞数量和生长情况第４天或第５天用 ＨＡＴ培

养液进行半量换液，第８天，待细胞长到孔底的１／４

～１／３时取出 细 胞 上 清，用 热 灭 活 的 腺 病 毒 五 邻 体

基因工程表达抗原（１．２２ｍｇ／ｍＬ，２　０００倍稀释）为

包被抗原包被酶标板，间接ＥＬＩＳＡ检测，以Ｐ／Ｎ≥

３作为阳性临界值，用ＳＰ２／０细 胞 上 清 及 正 常 小 鼠

血清作阴性对照，对检测为阳性的孔采用有限稀释

法进行克隆化培养，第１次亚克隆时换用 ＨＴ培养

液，２周后换为含１０％血清ＤＭＥＭ培养液［９］．

１．２．３　杂交瘤细胞的扩大培养及冻存 单克隆细

胞株经连续３次亚克隆扩大培养，有细胞孔阳性率

连续３次达到１００％后开始扩大培养，将细胞从９６

孔培养 板 转 入２４孔 培 养 板，再 转 入 细 胞 培 养 瓶 培

养．选择状态良好且呈对数生长的细胞，收集细胞后

计 数，１　０００ｒ／ｍｉｎ 离 心１０ｍｉｎ，弃 上 清 液，用 含

１０％ ＤＭＳＯ的血清将细胞悬浮，液氮罐冻存［９］．

１．２．４　单克隆抗体亚类的鉴定 用小鼠单克隆抗

体亚类鉴定同型试剂对每株单克隆抗体进行亚类测

定．具体步骤为：将待测细胞上清加入包被腺病毒五

邻体基因工程表达抗原的酶标板中，１００μＬ／孔，室

温作用２ｈ，ＰＢＳＴ 洗 板３次，同 型 特 异 试 剂ＩｇＧ１、

ＩｇＧ２ａ、ＩｇＧ２ｂ、ＩｇＧ３、ＩｇＡ、ＩｇＭ 分 别 用０．０１ｍｏｌ／Ｌ

ＰＢＳ　１　０００倍稀释后，按１００μＬ／孔加样，室温作用

３０ｍｉｎ，ＰＢＳＴ洗板３次，辣根过氧化物酶标记的兔

抗羊ＩｇＧ，用０．０１ｍｏｌ／Ｌ　ＰＢＳ　３　０００倍 稀 释 后，按

１００μＬ／孔加样，室 温 下 作 用３０ｍｉｎ，ＰＢＳＴ洗 板３

次，加 入 新 配 底 物，１００μＬ／孔，室 温 下 作 用１０～

１５ｍｉｎ，用３ｍｏｌ／Ｌ的ＮａＯＨ终止反应，５０μＬ／孔，

酶标仪测Ｄ４５０值．

１．２．５　腹水的制备与单克隆抗体的纯化　将杂交

瘤细胞每只 约２×１０６个 注 射 到 雌 性ＢＡＬＢ／ｃ小 鼠

腹腔，１０ｄ后收集腹水，１　０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ除

去细 胞 及 脂 类 取 腹 水 上 清．５株 腹 水 分 别 经５０％、

４５％饱和硫酸铵盐析沉淀、Ｓｅｐｈａｃｒｙｌ　Ｓ－３００凝胶柱

层析纯化．具体方法：取５ｍＬ腹水放入５０％硫酸铵

４℃２ｈ沉淀后６　０００ｒ／ｍｉｎ离心３０ｍｉｎ，去上清收

集 沉 淀 后 ４５％ 硫 酸 铵 再 次 沉 淀 ４ ℃ 过 夜，

６　０００ｒ／ｍｉｎ离心３０ｍｉｎ后Ｓｅｐｈａｃｒｙｌ　Ｓ－３００凝胶柱

洗脱．之后经紫外吸收法测定蛋白浓度，ＳＤＳ－ＰＡＧＥ

分析抗体纯度及抗体轻链和重链分子量．具体方法：

去纯化后腹水１６μＬ加入上样ｂｕｆｆｅｒ　４μＬ后沸水

中放置５ｍｉｎ，浓缩胶分离胶（配置新鲜的１２％分离

胶１０ｍＬ和５％浓缩胶５ｍＬ）分别以８０Ｖ、１２０Ｖ电

压下进行，再加入考马斯 亮 蓝Ｒ－２５０染 色 液２ｈ后

脱色２ｈ，蒸馏水冲洗，拍照［１０］．

１．２．６　染色体分析 取传代培养后２～３ｄ状态良

好的杂交瘤细胞，向培养基内加入终浓度为０．４～

０．８μｇ／ｍＬ的秋水仙素，３７℃ 继续培养４～６ｈ，收

集细胞 后１　０００ｒ／ｍｉｎ离 心１０ｍｉｎ，加 入 预 温 至

３７℃的０．０７５ｍｏｌ／Ｌ　ＫＣｌ低 渗 溶 液，终 体 积 至５

ｍＬ．再３７℃水浴２０～３０ｍｉｎ，缓缓加入１ｍＬ新鲜

固定液（固３０ｍＬ甲醇和１０ｍＬ冰醋酸，临用前配）

混匀，再１　０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ后去除上清，加入

新鲜固定液悬 浮 细 胞，终 体 积 至１０ｍＬ混 匀，室 温

固定３０ｍｉｎ后１　０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，收集细胞

后再向管中缓缓加入固定液，终体积至８ｍＬ，室温

固定３０ｍｉｎ，１　０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ后收集细胞，

取固定液２ｍＬ重新悬浮细胞，取 －２０℃预冷的载

玻片，距离玻片１５～２０ｃｍ高度，向玻片中央滴加１

滴细胞悬液，空 气 干 燥 后 用 新 鲜 配 制 的 Ｇｉｅｍｓａ染

液染色１０～２０ｍｉｎ，缓 慢 流 水 冲 洗 玻 片，晾 干 后 封

片．在油镜下进行染色体分析［１１］．

１．２．７　抗原表位配对分析　采用叠加试验分析单

抗抗原表位．将杂交瘤细胞的细胞上清分别加入到

腺 病 毒 五 邻 体 基 因 工 程 表 达 抗 原 酶 标 板 中，

１００μＬ／孔，３７℃作用３０ｍｉｎ后ＰＢＳＴ洗板４次，加

入配对 细 胞 株 的 细 胞 上 清，１００μＬ／孔，３７℃作 用

３０ｍｉｎ后ＰＢＳＴ洗板４次，再加入１∶２０　０００倍稀释

的 ＨＲＰ标 记 的 羊 抗 鼠ＩｇＧ，５０μＬ／孔，３７℃作 用

３０ｍｉｎ后 ＰＢＳＴ 洗 板５次，加 入 ＴＭＢ 底 物１００

３２
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μＬ／孔，３７℃显 色１０ｍｉｎ，最 后２ｍｏｌ／Ｌ　Ｈ２ＳＯ４终

止反应，酶标仪测定Ｄ４５０值．

结果按照以下公式计算叠加率：

ＡＩ（％）＝〔２×Ａ１＋２÷（Ａ１＋Ａ２）－１〕×１００％

式中，Ａ１ 表 示 单 抗１的Ｄ４５０值，Ａ２ 表 示 单 抗２的

Ｄ４５０值，Ａ表示单抗１叠加单抗２的Ｄ４５０值．如果测

得ＡＩ＜５０％说明被测两株 单 抗 识 别 的 抗 原 结 合 位

点相同，而如果 测 得 ＡＩ＞５０％ 说 明 被 测 两 株 单 抗

识别的 抗 原 结 合 位 点 不 同，ＡＩ在０到１单 位 内 越

大，其抗原识别位点重叠的可能性就越小．

１．２．８　单克隆抗体的特异性鉴定　用热灭活法灭

活鼠伤寒沙门氏菌按１０７　ＣＦＵ／ｍＬ包 被 酶 标 板，轮

状病毒ＶＰ６蛋白（１．２６ｍｇ／ｍＬ）按１　０００倍稀释包

板，采用间接ＥＬＩＳＡ法检测杂交瘤细胞株细胞上清

及纯化腹水抗体，以正常小鼠血清做阴性对照、阳性

小鼠眼球血做 阳 性 对 照，Ｐ／Ｎ≥３判 定 为 有 交 叉 反

应，否则判定为无交叉反应．具体方法：ｐＨ　９．６碳酸

盐包被 液 稀 释 抗 原，１００μＬ／孔，３７℃孵 育２ｈ后

４℃过夜，弃去孔内液体后加入封闭液，１２０μＬ／孔，

３７℃ 孵育２ｈ后弃去孔内液体，加入细胞上清及纯

化腹水１００μＬ／孔，同时设阳性、阴性对照，３７℃孵

育３０ｍｉｎ，ＰＢＳＴ洗板４次，加入１∶２　０００倍稀释的

酶标 二 抗 羊 抗 鼠ＩｇＧ－ＨＲＰ，５０μＬ／孔，３７ ℃孵 育

３０ｍｉｎ，ＰＢＳＴ洗板５次，加 入 新 鲜 配 制 的ＴＭＢ底

物显色液 ，１００μＬ／孔，３７℃ 避光显色１０ｍｉｎ后加

入２ｍｏｌ／Ｌ　Ｈ２ＳＯ４终止反应，５０μＬ／孔用酶标仪读

取Ｄ４５０值［１１］．

１．２．９　单克隆抗体的稳定性及其效价测定

１．２．９．１　细胞体外传代试验　取稳定分泌抗体的

５株细胞株在９６孔培养板连续传代培养３个月，每

传１代即收集细胞培养上清液，间接ＥＬＩＳＡ法测定

杂交瘤细胞培养上清液的抗体效价，对比传代前后

效 价 变 化 情 况 以 分 析 该 细 胞 株 的 稳 定 性，间 接

ＥＬＩＳＡ（腺病毒五邻体基因工程表达抗原为包被抗

原）加样时将细胞上清按首孔１００倍稀释，２、３孔后

依次倍比稀释至第１１孔，并加阳性血清对照，我们

取最大稀释倍数Ｄ４５０值＞０．１００时的稀释倍数为其

效价，其余操作步骤同１．２．８．

１．２．９．２　腹水连续传代试验　取５株杂交瘤细胞，

按２×１０６个／只 接 种 于 小 鼠 腹 腔，采 用 体 内 诱 生 法

生产腹水，收 集 腹 水 后，对 腹 水 杂 交 瘤 细 胞 进 行 计

数，再按２×１０６个／只接 种 于 小 鼠 腹 腔，连 续 传 代５

次，间接ＥＬＩＳＡ测定（腺病毒五邻体基因工程表达

抗原为包被 抗 原）小 鼠 各 代 腹 水 上 清 的 效 价，间 接

ＥＬＩＳＡ加样时将腹水上清按首孔１　０００倍稀释，２、３

孔后依次倍比稀释至第１１孔，并加阳性血清对照，

我们取最大稀释倍数Ｄ４５０值＞０．１００时的稀释倍数

为其效价，其余操作步骤同１．２．８，并将这些结果进

行比较［１１］．

１．３　双抗夹心ＥＬＩＳＡ方法的建立

１．３．１　单克隆抗体的浓缩　选取纯化后效价高、纯

度 好 的 单 抗 ４Ｆ２，用 蛋 白 浓 缩 过 滤 离 心 管，

３　０００ｒ／ｍｉｎ离心浓缩至１０ｍｇ／ｍＬ，分装后－２０℃

保存备用．

１．３．２　酶标 抗 体 制 备　称 取５ｍｇ辣 根 过 氧 化 物

酶（ＨＲＰ），溶于０．５ｍＬ　ｄｄＨ２Ｏ中，加 入 新 鲜 配 制

０．０６ｍｏｌ／Ｌ的 ＮａＩＯ４溶液０．５ｍＬ，混合 均 匀４℃

避光反应３０ｍｉｎ，加入新鲜 配 制０．１６ｍｏｌ／Ｌ乙 二

醇溶液０．５ｍＬ，４℃反应３０ｍｉｎ后终止氧化，再加

入浓缩后的单抗４Ｆ２　０．５ｍＬ，混匀加入透析袋内，

置于０．０５ｍｏｌ／Ｌ碳 酸 盐 缓 冲 液，４℃透 析 过 夜，收

集透析后液 体，加 入１／１０体 积 新 鲜 配 制 的 ＮａＢＨ４
溶液，４℃反应３０ｍｉｎ，再新加入１／１０体积新鲜配

制的ＮａＢＨ４溶液，４℃反应１ｈ后，加入等体积的饱

和硫 酸 铵 溶 液，４ ℃静 置２ｈ，３　０００ｒ／ｍｉｎ离 心

３０ｍｉｎ，收集沉淀，用ＰＢＳ悬浮至原体积．

１．３．３　双抗夹心法建立

１．３．３．１　捕获抗体及酶标抗体最适工作浓度的确

定　采用方阵滴度法确定最适捕获抗体及酶标抗体

工作浓度．具 体 如 下：将 最 佳 配 对 单 抗４Ｄ７作 为 作

为捕获抗体，分 别 稀 释 浓 度 为１、０．５、０．３３μｇ／ｍＬ

包被酶 标 板，将４Ｆ２－ＨＲＰ分 别 做１∶５００、１∶１　０００、

１∶２　０００、１∶４　０００倍 稀 释，间 接ＥＬＩＳＡ法 检 测 倍 比

稀释的待检菌 液（抗 原 浓 度１．２２ｍｇ／ｍＬ），确 定 捕

获抗体包被浓度和酶标抗体最佳工作浓度，建立双

抗体夹心法．

１．３．３．２　双抗夹心法步骤　将单抗４Ｄ７用包被液

按 捕 获 抗 体 的 最 佳 稀 释 倍 数 包 被 酶 标 板，

１００μＬ／孔，３７℃温浴２ｈ后４℃过夜，甩干加入封

闭液，１２０μＬ／孔，３７℃水浴２ｈ，甩去封闭液，加入

４２
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待检菌液，３７℃水浴１ｈ，ＰＢＳＴ洗板４次，加入稀释

后 的 ４Ｆ２－ＨＲＰ，１００μＬ／孔，３７ ℃ 水 浴 ３０ ｍｉｎ，

ＰＢＳＴ洗板５次，加入底物Ａ、Ｂ各５０μＬ／孔，３７℃

反应２０ｍｉｎ，加入终止液终止反应，测定Ｄ４５０．

２　结果与分析

２．１　杂交瘤细胞株的建立与单抗Ｉｇ亚类鉴定

用腺病毒五邻体基因工程表达抗原为包被板筛

选 阳 性 杂 交 瘤 细 胞，并 经 过 ３ 次 亚 克 隆，间 接

ＥＬＩＳＡ检测细胞上清效价，得到５株分泌腺病毒单

抗的 杂 瘤 细 胞，分 别 命 名 为：３Ｃ４、４Ｃ４、４Ｄ７、４Ｆ２、

４Ｈ３，阳性率均能达到１００％，杂交瘤细胞株的建立

见表１．一次融合共铺６块９６孔板，４７２孔有杂交瘤

细胞生长，融 合 率 为８２％．分 泌 特 异 性 抗 体 的 杂 交

瘤细胞３１孔，其阳性率为５．３８％，各单克隆抗体亚

类的鉴定结果见表２．
表１　杂交瘤细胞克隆检测结果

Ｔａｂ．１　Ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　ｃｌｏｎｅ　ｒａｔｉｏ　ａｎｄ　ｐｏｓｉｔｉｖｅ　ｒａｔｉｏ　ｏｆ　ｃｌｏｎｉｎｇ　ｉｎ　ｔｈｒｅｅ　ｔｕｒｎｓ　ｏｆ　ｈｙｂｒｉｄｏｍａ

指标
杂交瘤细胞株

３Ｃ４　 ４Ｃ４　 ４Ｄ７　 ４Ｆ２　 ４Ｈ３
克隆率 ６８．８％（３３／４８） ８７．５％（２８／３２） ４３．８％（２１／４８） ７５％（２４／３２） ４５．８％（１１／２４）

第１次亚克隆 阳性率 ９０．９％（３０／３３） ９６．４％（２７／２８） ７６．２％（１６／２１） １００％（２４／２４） ２７．３％（３／１１）

Ｄ４５０ ０．７５２　 ０．１９４　 １．５３２　 ０．９３３　 ０．３０８
克隆率 １００％（４８／４８） ９３．６％（３０／３２） １００％（４８／４８） ５０％（１６／３２） １００％（２４／２４）

第２次亚克隆 阳性率 １００％（４８／４８） １００％（３０／３０） １００％（４８／４８） １００％（１６／１６） １００％（２４／２４）

Ｄ４５０ ０．４４９　 ０．６００　 １．４３８　 ０．８１６　 ０．４６８
克隆率 １００％（３２／３２） ８１．３％（２６／３２） １００％（４８／４８） ７５％（２４／３２） １００％（４８／４８）

第３次亚克隆 阳性率 １００％（３２／３２） １００％（２６／２６） １００％（４８／４８） １００％（２４／２４） １００％（４８／４８）

Ｄ４５０ ０．９９７　 ０．７５８　 ０．７９６　 ０．６５８　 ０．５０５

表２　单克隆抗体亚类

Ｔａｂ．２　Ｉｓｏｔｙｐｅ　ｏｆ　ＭｃＡｂｓ

单克隆抗体 ３Ｃ４　 ４Ｃ４　 ４Ｄ７　 ４Ｆ２　 ４Ｈ３

抗体亚类 ＩｇＧ１ ＩｇＧ１ ＩｇＧ２ａ ＩｇＧ１ ＩｇＧ１

２．２　单克隆抗体的纯化

采用饱和硫酸铵沉淀法和Ｓｅｐｈａｃｒｙｌ　Ｓ－３００凝胶

柱层析纯化对３Ｃ４、４Ｃ４、４Ｄ７、４Ｆ２、４Ｈ３杂交瘤细胞经

小鼠体内诱生法所采集到的腹水进行纯化（图１～５）．

经ＥＬＩＳＡ检测和电泳分析后，第１个峰为杂蛋

白，第２个峰为单抗纯化蛋白．纯化前与纯化后的５

株 效 价 及 蛋 白 含 量 见 表３．单 抗 采 用ＳＤＳ－ＰＡＧＥ

图１　４Ｆ２腹水纯化

Ｆｉｇ．１　Ｐｕｒｉｆｙ　ａｓｃｉｔｉｃ　ｆｌｕｉｄ　ｏｆ　４Ｆ２

图２　４Ｈ３腹水纯化

Ｆｉｇ．２　Ｐｕｒｉｆｙ　ａｓｃｉｔｉｃ　ｆｌｕｉｄ　ｏｆ　４Ｈ３

鉴定纯化后单抗的纯度及分子量分布如图６所示，

纯化后单抗主要有２条蛋白区带，重链分子量为５０

～６０ｋｕ之间，轻链分子量在２３～２９ｋｕ之间．

２．３　杂交瘤细胞的染色体计数

正常ＢＡＬＢ／ｃ小 鼠 脾 细 胞 染 色 体 数 目 为４０，

ＳＰ２／０细胞的染色体为６２～６８条，对５株单抗细胞

株的染色体进行染色体计数，细胞的染色体数为９６

５２
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表３　单抗蛋白效价及浓度

Ｔａｂ．３　Ｔｉｔｅｒ　ａｎｄ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　ＭｃＡｂ

单克隆抗体 ３Ｃ４　 ４Ｃ４　 ４Ｄ７　 ４Ｆ２　 ４Ｈ３

纯化前蛋白效价 ２．５６×１０５　 １．０２×１０６　 ５．１２×１０５　 ５．１２×１０５　 ５．１２×１０５

纯化后蛋白效价 １．２８×１０５　 １．０２×１０６　 ２．５６×１０５　 ２．５６×１０５　 ２．５６×１０５

蛋白浓度／（ｍｇ·ｍＬ－１） ２．２９０　２　 ２．１３７　９　 １．９１７　３　 １．８０８　３　 ２．１６０　６

图３　３Ｃ４腹水纯化

Ｆｉｇ．３　Ｐｕｒｉｆｙ　ａｓｃｉｔｉｃ　ｆｌｕｉｄ　ｏｆ　３Ｃ４

图４　４Ｃ４腹水纯化

Ｆｉｇ．４　Ｐｕｒｉｆｙ　ａｓｃｉｔｉｃ　ｆｌｕｉｄ　ｏｆ　４Ｃ４

图５　４Ｄ７腹水纯化

Ｆｉｇ．５　Ｐｕｒｉｆｙ　ａｓｃｉｔｉｃ　ｆｌｕｉｄ　ｏｆ　４Ｄ７

～１０８条，接近２种亲本细胞染色体数目总和，表明

获得的杂交瘤细胞是两者的杂交（图７）．

２．４　抗原表位配对分析

以 腺 病 毒 五 邻 体 基 因 工 程 表 达 抗 原 包 被 酶 标

板，采用 间 接 ＥＬＩＳＡ叠 加 实 验 对５株 可 产 生ＩｇＧ

类抗体的杂交 瘤 细 胞 株 进 行 配 对 分 析（表４）．分 析

结果显 示，单 克 隆 抗 体４Ｆ２与４Ｄ７、４Ｈ３与４Ｄ７、

４Ｃ４与４Ｄ７在２种不同包被抗原测定时 ＡＩ值均大

于５０％，表 明２株 抗 体 识 别 的 抗 原 表 位 不 同，４Ｆ２

与４Ｄ７的 ＡＩ值最高为８９％，说明这２株单抗识别

图６　纯化后单克隆抗体的ＳＤＳ－ＰＡＧＥ鉴定

Ｆｉｇ．６　ＳＤＳ－ＰＡＧＥ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｐｕｒｉｆｉｅｄ　ａｓｃｉｔｉｃ　ｆｌｕｉｄ

图７　杂交瘤细胞及ＳＰ２／０细胞的染色体（×４００）

Ｆｉｇ．７　Ｔｈｅ　ｃｈｒｏｍｏｓｏｍａｌ　ｃｏｎｆｉｇｕｒａｔｉｏｎ　ｏｆ

ＳＰ２／０ａｎｄ　ｈｙｂｒｉｄｏｍａ　ｃｅｌｌ

表４　抗原表位叠加试验结果

Ｔａｂ．４　Ｔｈｅ　ｒｅｓｕｌｔ　ｏｆ　ｓｕｐｅｒｐｏｓａｂｌｅ　ｅｐｉｔｏｐｅ　ｔｅｓｔ ％

表位 ３Ｃ４　 ４Ｃ４　 ４Ｄ７　 ４Ｆ２　 ４Ｈ３

３Ｃ４ － １２３　 ３８　 １３７　 ２４

４Ｃ４ － － ６９　 １５　 ３４

４Ｄ７ － － － ８９　 ８８

４Ｆ２ － － － － ２５

４Ｈ３ － － － － －

６２
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的抗原表位差异较大．而其余配对单抗采用２种抗

原时的 ＡＩ值均小于５０％，说明２株单抗识别的抗

原表位差异不大．

２．５　特异性鉴定

间接ＥＬＩＳＡ检测结果显示５株杂交瘤细胞与

轮状病毒和鼠伤寒沙门氏菌无特异性交叉反应，具

体结果见表５．

２．６　单克隆抗体的稳定性测定及其效价

５株杂交瘤细胞用９６孔板体外连续传代培养３

个月，各株单抗体外传代后细胞上清抗体效价保持

稳定；５株杂交瘤细胞腹水连续传５代，腹水效价保

持稳定，如图８～９所示．
表５　单克隆抗体特异性鉴定结果

Ｔａｂ．５　Ｒｅｓｕｌｔ　ｏｆ　ｓｐｅｃｉｆｉｌｉｔｙ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ

受试样品

单克隆抗体

３Ｃ４

细胞

上清

纯化

腹水

４Ｃ４

细胞

上清

纯化

腹水

４Ｄ７

细胞

上清

纯化

腹水

４Ｆ２

细胞

上清

纯化

腹水

４Ｈ３

细胞

上清

纯化

腹水

轮状病毒 － － － － － － － － － －

鼠伤寒沙门氏菌 － － － － － － － － － －

图８　５株传代细胞上清效价

Ｆｉｇ．８　Ｔｈｅ　ｔｉｔｅｒｓ　ｏｆ　５ｃｅｌｌｓ　ｉｎ　ｅａｃｈ　ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ

２．７　捕获抗体及酶标抗体最适工作浓度

方阵 试 验 结 果 确 定 包 被 抗 体 单 抗４Ｄ７最 佳 稀

释度为１∶４　０００，即包被浓度０．５μｇ／ｍＬ，４Ｆ２－ＨＲＰ

图９　５株传代细胞腹水效价

Ｆｉｇ．９　Ｔｈｅ　ａｓｃｉｔｅｓ　ｔｉｔｅｒｓ　ｏｆ　５ｃｅｌｌｓ　ｉｎ　ｅａｃｈ　ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ

最佳酶工作稀释浓度为１∶２　０００，具体Ｄ 值见表６，

在此条件下进行的双抗夹心法用于初步临床实际检

测应用．
表６　ＥＬＩＳＡ确定４Ｄ７最适包被浓度和４Ｆ２－ＨＲＰ最适工作浓度

Ｔａｂ．６　Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ　ｒｅｓｕｌｔｓ　ｆｏｒ　ｐｒｏｐｅｒ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　４Ｄ７ａｎｄ　４Ｆ２－ＨＲＰ　ｂｙ　ＥＬＩＳＡ

４Ｄ７
浓度／

（μｇ·ｍＬ－１）

４Ｆ２－ＨＲＰ稀释倍数及检测抗原稀释倍数

１∶１　０００
１∶２　０００　 １∶４　０００　 １∶８　０００　 ＮＣ

１∶２　０００
１∶２　０００　 １∶４　０００　 １∶８　０００　 ＮＣ

１∶４　０００
１∶２　０００　 １∶４　０００　 １∶８　０００　 ＮＣ

１　 １．７０４　 １．４６７　 １．５０８　 ０．１０２　 １．０８３　 １．２４２　 ０．９２４　 ０．０５９　 ０．８１７　 ０．５０１　 ０．３３７　 ０．０６５

０．５　 １．３６１　 ０．９８６　 ０．９５４　 ０．０９９　 １．１９１　 ０．５３９　 ０．３２８　 ０．０８１　 ０．３７４　 ０．３１２　 ０．１９７　 ０．０７３

０．３２　 ０．８７１　 ０．６７９　 ０．５２９　 ０．０９０　 ０．６６９　 ０．６１７　 ０．４３９　 ０．０７８　 ０．２３５　 ０．２１５　 ０．１６２　 ０．０７２

３　讨论

腺 病 毒 五 邻 体 为 腺 病 毒 核 衣 壳 的 重 要 组 成 部

分，由五邻体基底部、纤毛突起和结节区组成，五邻

体和纤毛的结节区可与细胞表面的病毒受体结合，

在 病毒感染细胞的过程中起到了至关重要的作用．

本试验针对腺病毒五邻体通过基因工程表达出高纯

度的蛋白，以达到免疫的最佳效果．试验通过杂交瘤

技术，小鼠骨髓瘤细胞能够与来自免疫小鼠的Ｂ淋

巴细胞融合，形成了可无限增殖并且能产生特异性

单抗的杂交瘤细胞，并最终创立了杂交瘤技术．这种

杂交瘤细胞是在含有次黄嘌呤－氨基蝶吟－胸腺嘧啶

７２
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的培养基上进行选择的，在该培养基上只有融合了

Ｂ淋巴细胞的骨髓瘤细胞才能继续生长．根据这种

代谢缺陷补偿机制筛选出同时具有这２种细胞的克

隆，然后经反复克隆、筛选得到的融合细胞所分泌的

抗体就称为单克隆抗体，具有特异性强、纯度高、可

以大规模工厂化生产等优点，从而提高了免疫分析

技术的准确性．现阶段所生产的单抗大部分是通过

这种杂交瘤技术得到的鼠源性单抗．

单克隆抗体的应用涉及医学、农业、食 品、环 境

等众多领域，其在基础研究、蛋白纯化、环境与食品

监测、疾病诊断、预防及治疗和优生优育等方面均有

不可替代的 作 用［１２］．预 防 方 面 表 现 在 主 动 免 疫、被

动免疫；临床可治疗疾病包括肿瘤、免疫系统疾病及

心血管疾病和变态反应；临床诊断及检测方面包括

在传染病、免疫性疾病、内分泌性疾病的诊断和早孕

诊断方面，大大优于现有的抗血清，具有特异性强、

灵敏度高和易标准化的优点．但是本试验产生的单

抗为鼠源性单抗，在临床的治疗方面尚有欠缺．

在过去的３０年 里，从 鼠 源 性 单 抗 到 全 人 源 性

抗体，单抗经历了嵌合抗体、噬菌体抗体库技术、核

糖体展示技术、ＲＮＡ－多肽融合技术、转基因小鼠制

备全人抗体等多方面的进步，在制备技术上取得了

较大的进展［１３］．但 是，鼠 源 性 单 抗 的 免 疫 源 性 导 致

药物的功效降低、机体产生一系列的急性反应，因此

单抗的人源化是单抗药物的发展趋向．目前，如何提

高抗体的生产效率、同时保持其优良特性，且能同时

解决免疫原性这一问题，是该领域的热点和难点，相

信不久的将来，随着重组ＤＮＡ 技术的进一步发展，

可以根据不同需要实现人－人、人－植物、人－动物和动

物－动物等多种抗体重新组合，借助于杂交瘤细胞产

生嵌合抗体、重组型抗体、单链抗体、单区抗体、全套

抗体以及抗体酶，将单克隆抗体的生产效率、质量以

及应用提升到一个更高的水平．
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