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抗人β2微球蛋白单克隆抗体的制备及鉴定
杜惠芬 ,李克生 ,连晓雯 ,袁 明 ,叶文华

(甘肃省医学科学研究院医学生物技术中心 ,甘肃兰州 730050)

[摘要] 目的 :制备抗人 β2微球蛋白(β2- microglobulin,β2- MG)单克隆抗体并对其进行鉴定。方法 :用高纯度的 β2-

MG免疫 BALB/C小鼠 , 按常规技术制备针对 β2- MG不同抗原表位的单克隆抗体 , 并对其进行纯化 , 测定抗体亚

类、抗原表位分析等。结果:筛选出 10株抗人β2- MG杂交瘤细胞株 , ELISA间接法证实这组单克隆抗体仅与β2微

球蛋白反应 ,而与其他蛋白无交叉反应 , IgG亚类鉴定 6 株为 IgG1, 2 株为 IgG2a, 1 株为 IgA, 1 株为 IgM。结论 :获

得特异性的抗人β2微球蛋白单克隆抗体 ,为试剂盒的开发研究奠定基础。
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[Abstract] Objective:To prepare and identify monoclonal antibodies (McAb) against β2- microglobulin.Methods: Balb/c

mice were injected with recombinant β2- microglobulin, and the filtration and identification of the mAb against the β2-

microglobulin was performed using indirect enzyme- linked immunosorbent assay (ELISA). Results: Ten strains of hybrido-

mas were obtained that produced the mAb specific to the β2- microglobulin without detectable cross- reactivity with other

pathogens. Of the 10 strains, 6 were identified as the immunoglobulin G1 (IgG1) isotype, 2 as IgG2a ,and the other as

IgG2b.Conclusion: These specific against the β2 - microglobulin may provide a basis of further researches on the

pathogensis, proteinology, and early diagnosis.
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β2微球蛋白(β2- MG) [1]是由 100 个氨基酸组成的单链多

肽,分子量为 11.8 kD,存在于除红细胞和胎盘滋养层细胞以

外的所有有核细胞中 , 尤其在淋巴细胞和单核细胞存在丰

富,在其免疫应答中起重要作用。已报道的测定β2- MG的方

法有多种 ,包括放射免疫分析法( RIA)、酶联免疫吸附分析法

( ELISA)、时间分辨荧光免疫分析法、免疫透射比浊法、胶乳

免疫散射比浊法等 , 其中有的测定方法检测灵敏度低 , 检测

方法繁琐 , 需要专门的仪器设备 , 本研究采用简单、快速、有

效的免疫方法 ,获得了高效价、特异性的抗人 β2- MG单克隆

抗体 ,为金标试剂盒的开发研究奠定基础。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 β2- MG抗原 β2- MG抗原购自 Sigma公司。

1.1.2 动物与试剂 Balb/c小鼠( 8~10 周龄 ,雌性)由甘肃省医

科院实验动物中心提供 ;小鼠骨髓瘤细胞 SP2/0 细胞购自中

科院细胞库 ;弗氏佐剂、聚乙二醇 ( PEG)、次黄嘌呤、胸腺嘧

啶、氨基蝶呤均为 Sigma 产品 ;优质胎牛血清为中美合资兰

州民海生物工程有限公司产品 ; DMEM培养基为 Gibco 产

品。

1.2 动物免疫

首先用卡介苗致敏小鼠 , 1 周后将 β2- MG与弗氏完全佐

剂等量混匀 , 按 10 μg/只免疫小鼠 , 初次免疫后每间隔 3 周

再免疫 2 次 , 抗原量翻倍加不完全佐剂等量混匀 , 在小鼠颈

背部皮下分次多点注射免疫小鼠 ,细胞融合前 3 d 腹腔加强

免疫 1次。

1.3 细胞融合及筛选[2~3]

取免疫小鼠的脾细胞与 SP2/0骨髓瘤细胞按 8︰1 混合于

融合管内 , 1 000转/min离心 10 min,弃去上清,振荡细胞 ,使

两种细胞尽量混合均匀 , 然后缓慢滴加预热的 50% PEG溶

液 ,再缓慢加入无血清的 DMEM培养基以终止融合 , 静置后

再以 1 000 转/min 离心 10 min, 弃上清后加入 HAT培养基 ,

使细胞悬浮并混匀 ,加入适量饲养细胞 ,分散于 96 孔培养板

在 37℃、5%CO2及饱和湿度下培养 , 第 6 天换液 , 第 10 天开

始检测筛选。两周后可换为 HT培养基 , 待克隆孔长至 1/3～

1/2 时 , 取培养上清液进行抗体检测 , 用间接法筛选阳性孔。

将阳性孔用有限稀释法进行 3 次亚克隆 ,建株的杂交瘤细胞

再扩大培养、冻存和制备腹腔积液。

1.4 腹腔积液制备和纯化

正常 Balb/c 小鼠于 1 周前腹腔注射 0.5 ml 液体石蜡进

行预处理 , 再将制备好的杂交瘤细胞注射于预处理过的小

鼠 , 2×106/只 , 约 10 d 后收集腹腔积液 , 经 50%、45%硫酸铵

盐析沉淀和 Sepharey S- 300凝胶柱分离纯化。

1.5 间接 ELISA检测[4]

用 ELISA法测不同单抗株的最大稀释度和腹腔积液效
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价。用 β2- MG 6.25 ng/孔包被聚苯乙烯微孔板 , 37℃ 2 h, 4℃
过夜 , 用含 2.5%的 BSA封闭液封板 , 37℃ 2 h 封闭 , 拍干后

分别加入倍比稀释待测单抗的细胞上清、腹腔积液及纯化后

的单抗 , 37℃ 0.5 h, 洗涤后加入羊抗鼠 IgG- HRP, 37℃ 0.5 h
洗涤 3次 ,加底物显色后用 2 mol/L的硫酸终止反应 ,用酶标
仪测定 OD450值。P/N≥3为阳性 ,否则为阴性。
1.6 免疫球蛋白 Ig亚类测定
用鼠源单克隆抗体同型试剂 ( Sigma)来测定 , 采用抗原

介导的方法。用抗原按 1∶1 000包被 , 37℃作用 2 h,直接加培
养液上清 ,室温作用 2 h。同型特定试剂按 1∶1 000稀释 ,室温
作用 30 min, 洗板。将兔抗羊- HRP 按 1∶2 500 稀释 , 室温作
用 15 min,加底物反应。
1.7 McAb 叠加试验[5]

在确定各 McAb 饱和值的基础上 ,在最适抗原包被的 96
孔酶标板内 , 加入一种饱和浓度 McAb1, 37℃作用 0.5 h, 洗
涤后加入另一种饱和浓度的 McAb2, 同样孵育洗涤 ; 加入
1∶1 000 稀释的羊抗鼠 IgG- HRP,同样孵育洗涤 ;加入底物溶
液显色 ,终止反应 ,测定 OD450值 ,计算增值指数(AI)。按如下
公式计算: AI=[2×A(1+2)÷(A1+A2)- 1]×100%。式中 A1为McAb1
的 OD450值 ; A2 为 McAb2 的 OD450值 ; A( 1+2)为 McAb1 叠加
McAb2的 OD450值。AI﹥50% 说明被测的两株单抗的抗原结
合位点不同 , AI﹤50%说明被测的两株单抗抗原结合位点相
同。AI值越大 ,抗原位点重叠的可能性越小。
1.8 抗体亲和常数的测定
参照 Beatty的方法 [6~7] , 即选用间接 ELISA的方法测定 ,

将抗原分别以 50、25、12.5、6.25 μg/L包被 , 加入倍比稀释的
抗体 , 再加入 HRP 标记羊抗鼠 IgG抗体 , TMB显色测 OD450
值。以抗体浓度的对数为横坐标 ,以 OD450值为纵坐标 ,每种
抗体得出 4 条反应曲线 , 以每条曲线上部平坦段的 OD450值
作为 100%, 在曲线上查出 50%OD450值相对应的抗体浓度 ,
按 Beatty推导公式:
Kaff=( n- 1) /2( n[Ab′]t- [Ab]t)计算亲和常数。
2 结果
2.1 杂交瘤细胞株的建立
采用上述免疫和融合方法 , 进行了细胞融合 , 共筛选出

10株杂交瘤细胞。经 3次亚克隆后 , 100%的检测孔保持了分
泌抗人β2- MG抗体的能力。
2.2 单克隆抗体的效价
利用间接 ELISA试验对这些单克隆抗体的效价进行了

测定。结果见表 1。

表 1 β2- MG 单抗效价(万)

2.3 抗体亚类

10株杂交瘤细胞株,其分泌的McAb Ig亚类结果见表 2。

表 2 杂交瘤细胞株分泌的 McAb Ig 亚类

2.4 位点分析

通过 ELISA叠加试验对以上 10 株单抗进行位点分析 ,

试验发现 , 5 株单抗彼此叠加后的增值指数均大于 50%, 说

明 5 株单抗的抗原识别位点均不相同。其中 McAb 7H5 和

McAb 6E5 相互叠加的增值指数可达 96.8%,配对良好。

2.5 亲和常数测定

10 株杂交瘤细胞株 , 选取其中 5 株进行亲和常数的测

定,结果见表 3。

表 3 杂交瘤细胞株亲和常数

3 讨论

获得高质量的单克隆抗体是检测诊断试剂产品研制中

最为基础 , 也是最为主要的研究 , 单抗的性能直接决定诊断

试剂产品的质量。而生物活性效价、抗原位点互补关系、亲和

常数及稳定性是衡量一种单抗性能好坏最主要的性能指标 ,

在单抗研究实践中由于受诸多随机因素影响 ,要取得各项性

能指标最优难度较大。本文报道了 β2- MG单克隆抗体研究

结果 ,成功获得了 10 株稳定分泌抗人 β2- MG单克隆抗体的

杂交瘤细胞株 , 经鉴定 10 株单抗特异性好 , 亲和力强 , 抗体

分泌稳定 ,其中有 2 株在生物活性效价、抗原位点互补关系、

亲和常数及稳定性达到了最佳 ,为β2- MG诊断试剂产品研制

奠定了较好的基础。
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