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摘 要：用恶性疟原虫789/35/基因片段的重组质粒6.)直接免疫:);:／<小鼠，诱导产

生体液，免疫后取脾细胞与89#／"小鼠骨髓瘤细胞在9=>/!4"作用下进行融合，获得了#株

能分泌抗恶性疟原虫789/35/单克隆抗体的小鼠杂交瘤细胞株0?0和$)#。用酶联免疫吸

附试验检测，小鼠腹水抗体滴度最高为/@/""""。经免疫球蛋白类型和亚类鉴定，#株杂交

瘤细胞株均为A+>/。蛋白免疫印迹试验表明，此单克隆抗体与789/35/蛋白抗原有特异免

疫反应，证明通过质粒6.)直接免疫小鼠可制备特异性单克隆抗体。
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单克隆抗体的制备往往受制于免疫抗原的分离和纯化，/0D4年E&F’G和7H’,-GHI创

建淋巴细胞杂交瘤技术以来，作为一项成熟的手段，单抗制备必须经历免疫原分离纯化

（或化学合成）、免疫小鼠、脾细胞与骨髓瘤细胞融合、筛选和克隆化及鉴定等过程，其中影

响免疫应答的因素除了动物种类和动物遗传因素外，关键问题在于抗原的物理状态、免疫

原性、抗原量、抗原纯度和免疫途径，它们是诱导产生高效专一免疫应答的因素，同样也决

定着单抗制备的顺利程度。0"年代以来，6.)疫苗作为传染与非传染疾病乃至肿瘤的

免疫防治手段已越来越受到重视［/］，其应用范围也不限于传染病预防和免疫治疗，还能

用于制造免疫球蛋白。通过带有目的基因的质粒6.)注射小鼠，使其表达外源目的蛋

白，并以此蛋白为抗原诱导产生特异性体液免疫，从而制备多克隆抗血清。若免疫小鼠的

脾细胞与骨髓瘤细胞融合，则只需获得少量免疫原，就可制备特异性单克隆抗体。本文报

告了这方面的一些实验结果。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 细胞：89#／"小鼠骨髓瘤细胞由卫生部上海生物制品研究所诊断试剂研究室提

供。以:);:／<小鼠的腹腔细胞作为培养时的滋养细胞。



!"!"# 基础培养基：!"#$培养液（%&’()）公司产品），含!*+灭能小牛血清。

!"!"$ 选择性培养基（,-.）：!"#$培养基中含有次黄嘌呤（,）!/0"!1／23，氨基喋呤

（-）!04"!1／23，胸腺嘧啶核苷（.）/055!1／23及!*+灭能小牛血清。

!"!"% 实验动物：#周龄雌性’-3’／6小鼠，购自上海市计划生育研究所。

!"!"& 试剂：小鼠标准&1%和酶标羊抗鼠&1%由卫生部上海生物制品研究所提供。

!"!"’ 抗原：恶性疟原虫（!"#$%&’()%*#"+(,#-)%）789!:/!重组抗原的大肠杆菌表达

菌株由第二军医大学寄生虫教研室提供，表达产物经;<:6=>?@A>层析柱亲和纯化。

!"!"( 免疫用重组质粒B;-：恶性疟原虫789!:/!基因（约4C$DE）片段克隆于载体质

粒E.FG［C］（购自(?HIA>6=公司）中，获E.FG:/!，该载体带有高表达的(7J启动子并受

四环素调控［/］，与辅助质粒E.>A:HKK（A.-）（购自(?HIA>6=公司）共同免疫小鼠。

!"# 方法

!"#"! 动物免疫［#］：.G溶解的重组质粒E.FG:/!和E.>A:HKKB;-溶液在免疫之前混

合，共*$$!3，（每!$$!3含E.FG:/!!$$!1和E.>A:HKK#$$!1），注射*只小鼠，在每只小

鼠两侧股四头肌注射!$$!3，不加佐剂，不作加强免疫。对照组C只小鼠采用无目的基因

的E.FG和E.>A:HKK以相同方式肌肉注射。

!"#"# 血清抗体检测：免疫后C5L和*"L时分别取尾静脉血，G3&8-间接法检测抗体。

!"#"$ 细胞融合：检测血清抗体后选取抗体滴度最高（近!M!$$$$阳性）的’-3’／6小

鼠，将脾细胞与对数期89C／$骨髓瘤细胞（!$M!）在*$+9G%!#*$作用下融合。融合细

胞置于含饲养细胞的,-.选择培养基中，加入N"孔培养板，每孔加!$$!3，放置*$+"
4$+()C/4O温箱培养。

!"#"% 杂交瘤细胞的克隆：融合细胞生长到培养孔的!／/时，用间接G3&8-法筛选阳性

孔，包被抗原7P9&:/!浓度为#!1／23，每孔!$$!3。用有限稀释法克隆，使阳性杂交瘤

细胞克隆化直至成为单克隆细胞株。

!"#"& 单克隆抗体腹水的制备：单克隆杂交瘤细胞株扩大培养，预先用石蜡油致敏的同

系小鼠每只腹腔接种杂交瘤细胞!$""!$4个。!#L左右穿刺腹腔收集腹水，间隔/"*L
重复抽取/"*次。

!"#"’ 抗体球蛋白类型和亚类鉴定：将杂交瘤细胞培养上清浓缩C$倍以上，用双向免疫

扩散法鉴定抗体类型和亚类。

!"#"( 单抗亲合力的测定：先以小鼠标准&1%包被微孔板加入羊抗鼠酶标抗体，用)9B
底物显色，以鼠标准&1%浓度的对数为横坐标，吸光度.#N$为纵坐标作&1%标准曲线，求

得N,N和5-C细胞株培养上清的&1%浓度。再以789!:/!#!1／23及C!1／23包被微

孔板，加入系列稀释的待测N,N和5-C细胞培养上清液反应后，继续加入羊抗鼠酶标抗

体，以上清液稀释度的对数为横座标，吸光度.#N$为纵座标，作N,N和5-C细胞株培养上

清的稀释曲线。将接近饱和的吸光度定为/0!$$，在曲线上找出*$+吸光度/0*$所对

应的稀释度。根据此稀释度和&1%标准曲线计算［-D］和［-D］Q，则：R@KKSC／（IT!）／

（I［-D］QT［-D］），其中［-D］S样品抗体浓度／/0*$的抗体稀释度 IS［-1］／［-1］Q
!"#") 单抗特异性分析：原核表达的789!:/!抗原在8B8:9-%G电泳后转于硝酸纤维

素膜上，加!M!$$$稀释的腹水抗体于/4O孵育#*2<I，加羊抗鼠酶标抗体在/4O孵育
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!"#$%，最后加入底物显色。

! 结果

!"# 质粒$%&免疫结果

经一次免疫的"只小鼠于&’和"()后均出现抗重组疟疾抗原*+,-./0血清阳性，

其稀释度最低为01&22，最高为01(!22，见图0。而注射无目的基因的空质粒的对照组小

鼠中，其血清01022稀释呈阴性。

图0 质粒345免疫小鼠后血清抗体67-+5检测结果

8$9:0 ;<=>?@AB67-+5BAC=<C>#D%@$EA)F
DB@<C$##>%$GD@$A%AB#$H<I$@JK?D=#$)345

5!6C<KC<=<%@@J<$##>%$G<)#$H<IJ$HJC<=>?@<)=<C>#D%@$EA)F

KA=$@$L<；8D%)MC<KC<=<%@@J<HA%@CA?#$H<IJ$HJN<K@%<9D@$L<$%

"()DF=:

!"! 单克隆抗体杂交瘤细胞株的建立

以质粒345为免疫原免疫小鼠后

取其脾细胞，与骨髓瘤细胞+,&／2融合

三次，融合率依次为O"P、O&P和’&P，

相对应的阳性率分别为&&P、/!P和

("P。用间接67-+5法筛选出分泌特

异抗体的杂交瘤细胞株。由于克隆过

程中抗体效价不断下降，最终获得&株

细胞株能稳定分泌特异性抗体，命名为

OQO和’5&。

!"’ 细胞株效价测定

采用间接67-+5法测得单克隆细

胞株OQO培养液上清效价为010222，诱

生的腹水效价为0102222，’5&则分别

为01"22和01&"22。

!"( 抗体类型和亚类鉴定

经检测两株抗体类型均为-9M0。

!") 杂交瘤腹水特异抗体相加试验

对OQO和’5&两株杂交瘤腹水进行相加试验，其相加指数5-（P）为/2R"，表明OQO
和’5&识别同一或非常相近的抗原决定簇。

!"* 亲和常数测定

双抗体夹心67-+5法测定杂交瘤细胞培养液上清的-9M浓度（图&），OQO株为

/R’!"9／#7，’5&为0RO2"9／#7。由OQO和’5&细胞株培养上清稀释曲线（图/）可以推

知，!"022分别为0R0"和0R2"（OQO），2ROO和2R’&（’5&），则!""2所对应的稀释度分别

为&&2和0"S（OQO），0"2和0/2（’5&），根据算式得OQO#DBB值为0R(T0202#A?／7，’5&
#DBBU0:OT0202（#A?／7）.0

!"+ 单克隆抗体特异性检测

蛋白免疫印迹结果（图!）显示所获单克隆抗体与重组抗原*+,0V/0有特异性免疫结

合（图!.5，W），而与大肠杆菌宿主中的蛋白无交叉反应（图!.X）。
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图! 小鼠标准"#$抗体稀释曲线

%&#’! (&)*+&,-.*/01,23+4-54/56,*31"#$

图7 898和:;!细胞株培养上清的稀释曲线

%&’#7 (&)*+&,-.*/01,2.*)+*/13*<1/-4+4-+

,28984-5:;!3+/4&-3

;4-5=*31>!#／6?@ABCD7CEF&.FE43.,4+152,/898

4-5:;!+13+&-#；G4-5(*31!!#／6?@ABCD7C2,/898

4-5:;!+13+&-#’

图> 单克隆抗体898的蛋白免疫印迹检测

%&#’> H13+1/-I),+4-4)J3&3,2@.;G898

;’B*/&2&154-+&#1-@ABCD7C；

G’;-+&#1-@ABCD7C&-F,3+I4.+1/&4)J34+1（I12,/1<*/&2&K

.4+&,-）；=’F,3+I4.+1/&4)J34+1.,-+/,)E&+F-,@ABCD7C

&-5*.15（)12+：A(AKB;$L；/&#F+：H13+1/-I),+）’

! 讨论

载体(M;或(M;疫苗免疫小鼠制备单

克隆抗体这一途径，可以有效地避免大量地

分离和纯化抗原。事实上，(M;介导免疫可

以作为一项常规技术，只要有足够的具有免

疫原性的抗原，其单克隆抗体的制备过程大

同小异，然而通过常规免疫则要获得大量的

纯化抗原，需耗费大量的时间和经费［N］。在

成功获得高效真核表达载体系统之后，目的

基因序列的克隆与质粒(M;构建可以使用

常规 的 分 子 生 物 学 技 术，且 质 粒 (M;或

(M;疫苗的提纯、保存、运输均十分稳定可

靠、重复性强。除了不受蛋白抗原量的限制，(M;免疫也不受抗原纯度的限制，甚至可以

通过基因设计获得单一抗原决定族的免疫效果［C］，为疫苗设计提供手段［O］。(M;免疫所

表达的抗原为真核翻译后修饰的天然构型［P，:］，显然所制备的抗体更接近自然免疫；抗原

的持续高效表达省却了加强免疫的步骤；化学合成多肽抗原往往需获得多条多肽供选择，

或合成长片段以保证免疫原性，相应提高了抗原费用，而(M;水平不同序列的克隆则简

单得多［N，:］。以上原因使我们有可能仅通过调节真核表达载体的表达而诱导产生高效特

异的免疫［7］，这对于免疫球蛋白的获得无疑是一条有益的新途径。

理论上，载体(M;或(M;疫苗可以用来制备多种外显子序列所对应的蛋白的抗

体，这就为各种基因组计划所获得的序列提供了一条研究其功能的途径，即在获得重组蛋
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白抗原之前，利用!"#免疫所制备的抗体（多抗或单抗）进行免疫组化定位，了解基因表

达产物在组织细胞内的分布、代谢、转运和相互作用，也可以利用相关的系列单抗或多抗

开展蛋白组研究，进而达到结构与功能的统一。
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