
书书书

论著 文章编号：!"""#$%"%（&""’）!$#!%%%#"%

特异性 !" 群稻叶型霍乱弧菌单克隆抗体的制备、筛选及识别抗原表位的分析
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( ( 摘( 要：目的( 制备并筛选出高特异性高活性的抗 +! 群稻叶型霍乱弧菌（,-./-0 12034/54 +! 64/07894 :;5.5）单克隆
抗体（<0;0130;53 5;7-.0=8，>1?.），为霍乱的预防诊断提供有力的抗体工具。方法( 应用杂交瘤技术，通过灭活的 +! 群
稻叶型霍乱弧菌免疫的 @?A@ B 1小鼠的脾细胞与 6C& B " 细胞融合制备特异性 >1?.，以间接 DA:6? 法对所需的杂交瘤细
胞株进行了特异性及排除性筛选，对筛选出的特异性 >1?.进行了包括亚型鉴定，效价、亲和常数的测定以及特异性的鉴
定与分析，并通过单克隆抗体的位点相加实验、与 +! 群稻叶型霍乱弧菌脂多糖（AC6）的间接 DA:6? 和 E4F74/; .307 实验
对 >1?.识别的抗原表位进行了初步分析。结果( 融合了 )’* 株能分泌抗 +! 群稻叶型霍乱弧菌 >1?.的杂交瘤细胞株，
通过用 +! 群小川型、+!)G 霍乱弧菌及 G 种非霍乱弧菌的细菌进行的筛选，最后得到 % 株能稳定分泌特异性的针对该
>1?.的细胞株，其分泌的抗体亚类分别为 & 株 :HI!，! 株 :HI&5，! 株 :HI&.；腹水效价均达 !" J*；亲和常数达 !"’以上。间接

DA:6?法及 E4F74/; .307证实所获的 >1?.可与 +! 群稻叶型霍乱弧菌发生特异性反应。DA:6? 相加实验结果显示 % 株
>1?.识别不同的抗原表位，与 AC6的反应表明其中 & 株针对 +! 群稻叶型霍乱弧菌脂多糖，& 株针对非脂多糖抗原位点。
结论( 获得霍乱弧菌 +! 群稻叶型特异性 >1?.，初步定位单克隆抗体识别表位所在区域。
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# # 霍乱仍是全球的一大威胁，是社会发展的关键标
志之一［!］。建立针对霍乱的快速反应机制和长期应

对策略是最有效、最有前景的措施。通过针对霍乱弧

菌的特异性单抗开发的胶体金试纸条，可提高对霍乱

爆发流行的快速检测、分析、预测、预报，实现在病原学

检测方面建立应急检验技术平台；而基于抗原表位的

肽疫苗为研制安全高效的新型霍乱疫苗打开了思路，

对建立针对霍乱的长期应对策略具有重要意义。

# # 由于单克隆抗体具有高度的均一性、特异性及来
源稳定等特点，使得单克隆抗体在生命科学研究及临

床医学诊断中得到极为广泛的应用。本研究通过制

备、筛选出高特异性和高活性的单抗，并以此为工具开

发检测霍乱弧菌的胶体金试纸条；通过研究其识别的

表位，为基于表位的霍乱弧菌模拟多肽疫苗的开发与

设计提供必要的依据。

)* 材料与方法

!$ !# 材料
!$ !$ !# 菌株# # 灭活的 %! 群（稻叶型和小川型），%!IJ 群霍
乱弧菌保存在生理盐水中由四川省疾病预防控制中心馈赠。

大肠杆菌（4BKK L"JLL）、沙门氏菌（4BKK !IMNO）、铜绿假单胞
菌（4BKK LNP"I）、宋内氏志贺氏菌（4BKK L"JI!）、金黄色葡萄
球菌（4BKKK L"JLI）、河弧菌、副溶血弧菌、嗜水气单胞菌、豚
鼠气单胞菌以及奇异变形杆菌由重庆医科大学附属第二医院

检验科保存。

!$ !$ L# 实验动物与细胞 # # Q41Q R ; 小鼠由本校实验动物中
心提供；3DL R M 小鼠骨髓瘤细胞为本所提供。
!$ !$ I# 主要试剂# # 酶标羊抗鼠抗体购自北京中山生物技术
有限公司。完全、不完全弗氏佐剂（37?/5 分装），&D=2!OSM 培
养基为 T7>;. 公司产品，胎牛血清购自 U9K*.:’ 公司。
D0TSMMM 购自天津天泰公司。U4B、UB 培养液按常规配制。
=;4> 亚类检测试剂盒购自 37?/5 公司。3D4E3’A<5-.(’ K1ESQ
购自 D<5-/5;75 公司。硝酸纤维膜购自北方同正。37*8’-
V)’(+B= 37*8’- 3+57:7:? W7+购自 2:87+-.?’: 公司。

!$ L# 方法
!$ L$ !# 动物免疫# # 用 Q-56,.-6法测定灭活的 %! 群稻叶型霍
乱弧菌菌液浓度，选用P周的 Q41Q R ;雌小鼠按剂量"M !? R只免
疫 S 次：初次免疫前取眼血作阴性对照，免疫时菌体抗原加等

体积福氏完全佐剂皮下多点注射；以后隔 L 周以福氏不完全佐
剂与等体积菌体抗原混合后皮下多点注射，加强免疫 L 次，同
时用间接 01234测定小鼠血清抗体效价；融合前 I 6 对抗体效
价高的（达 !M XO）小鼠尾静脉注射加强免疫（"M !?）。
!$ L$ L# 杂交瘤细胞制备与筛选# # 冲击免疫后 I 6 取小鼠脾
细胞与 3DL R M 骨髓瘤细胞按 "Y !比例与 "MZ D0T 按常规方法
进行融合，融合 N [ !M 6 观察杂交瘤细胞生长情况，用间接
01234 法对培养上清液进行检测筛选，采用有限稀释法将强阳
性的细胞株亚克隆 I 次，将获得具有稳定分泌抗 %! 群稻叶型
霍乱弧菌单抗能力的杂交瘤细胞系扩大培养后液氮冻存。

!$ L$ I# 单抗纯化、2?亚类及效价的测定# # 按 " \ !MO个杂交

瘤细胞量腹腔注射 Q41Q R ;小鼠，用常规方法制备腹水。用盐
析法及 3D4E3’A<5-.(’ K1ESQ亲和柱层析纯化腹水中所获得的
=;4>，并用 3]3ED4T0 电泳鉴定其纯度。利用 37?/5 公司 2?
亚类测定试剂盒，检测 S 株阳性杂交瘤细胞的培养上清液。用
间接 01234 法检测细胞培养上清液和腹水的单抗效价。
!$ L$ S# 抗体亲和常数测定 # # 选用间接 01234 方法测定，参
照文献［L］的方法，即用灭活的 %! 群稻叶型霍乱弧菌菌液分
别以 !$ L"、L$ "、"、P !? R /* 包被 JO 孔酶标板，加入倍比稀释的
=;4>，再加入 U&D 标记羊抗鼠 2?T 抗体，B=Q 显色测!（S"M）
值，以抗体浓度的对数为横坐标，以 !（S"M）值为纵坐标，每种
=;4>得出 S 条反应曲线，以每条曲线上部平坦段的 !（S"M）值
作为 !MMZ，在曲线上查出 "MZ !（S"M）值时相对应的抗体浓
度，按 Q’5++9推导公式：W5,, （̂: X !）R L（:［4>’］+ X［4>］+）计
算亲和常数。

!$ L$ "# 抗体特异性鉴定 # # "间接 01234 法：用灭活的稻叶
型、小川型和 %!IJ 群霍乱弧菌、大肠杆菌（4BKK L"JLL）、沙门
氏菌（4BKK !IMNO）、铜绿假单胞菌（4BKK LNP"I）、宋内氏志贺
氏菌（4BKK L"JI!）、金黄色葡萄球菌（4BKKK L"JLI）、奇异变
形杆菌、河弧菌、副溶血弧菌以及嗜水气单胞菌的菌液包被 JO
孔酶标板（!M !? R /*），封闭后，一抗分别为阳性杂交瘤细胞培
养上清，阳性对照为免疫小鼠阳性血清，阴性对照为 &D=2E
!OSM 培养液，二抗为 U&D 标记的羊抗鼠 2?T抗体（!Y !M MMM 稀
释），B=Q（四甲基联苯胺）显色，! /.* R 1 UL3%S终止反应后测

!（S"M）值。#_’(+’-: >*.+分析：用前面灭活的各细菌菌液行
!MZ 3]3ED4T0电泳后，于 S ‘ LM G条件下转膜过夜；硝酸纤
维素膜（aK膜）以封闭液室温封闭 L <；DQ3洗膜后分别加入各
株单抗培养上清（! Y ! MMM 稀释）于密封带中 S ‘结合过夜；
DQ3洗膜后加 U&D标记羊抗鼠 2?T抗体（!Y !M MMM 稀释）在密
封带中室温结合 L <，3)A’-(7?:5* _’(+ D7;. K<’/7*)/7:’(;’:+

"SS!



!"#$%&’%( )*%$显色，成像。
+, -, ./ 单克隆抗体的表位分析
+, -, ., +/ 单克隆抗体的位点相加实验/ / 参照 0&*1"(%等［2］的
345!6相加实验进行测定。即采用竞争 345!6，用灭活 7+ 群
稻叶型霍乱弧菌菌液包被 8. 孔酶标板（- !1 9 :;），一抗分别为
< 株腹水单抗（+== !; 9孔）以及每种单抗各取 >= !;后两两组合
形成的抗体混合物，二抗为 ?@A 标记的羊抗鼠 51B，CDE 显色
后测 !（<>=）值。相加指数 65 F［（-6+ G- 9 6+ G 6-）H +］I
+==J，式中 6+、6-分别为单独加 + 株单抗的 !（<>=）值，6+ G-代

表 - 株单抗两两组合后所测 !（<>=）值，65 K <=J表示 - 株单
抗针对不同抗原表位；否则表示 - 株单抗针对相同表位。
+, -, ., -/ 单克隆抗体识别抗原表位的初步分析 / / "依据
L($%MN’;［<］酚O硫酸法，经 P’&;$QR［>］及 P’&&&*QR［.］修改后的方法
为主要萃取依据，提取 7+ 群稻叶型、小川型及 7+28 群霍乱弧
菌、大肠埃希菌、伤寒沙门菌、宋内志贺菌、河弧菌、豚鼠气单胞

菌的 4A!。#间接 345!6 试验确定抗原位点：用提取的各细菌
的脂多糖分别包被酶标板，一抗分别为 < 株腹水单抗（+S + ===
稀释），二抗为 ?@A 标记的羊抗鼠 51B（+S += === 稀释），CDE
显色后测 !（<>=）值，初步判断 DT6# 所针对的抗原成份。
$对所提 4A!做 !U!OA6B3 银染分析：配制 +-J !U!OA6B3 分
离胶和 >J的积层胶，用所提各细菌的 4A! 进行 !U!OA6B3 电
泳。电泳完毕行 4A! 银染。%对所提 4A! 做 L($%(&R #;Q% 分
析：配制 +-J !U!OA6B3分离胶和 >J层积胶，用所提各细菌的
4A!进行 !U!OA6B3电泳。电泳完毕转膜，再分别加一抗单抗
腹水（+S + === 稀释），二抗 ?@A 羊抗鼠 51B 抗体（+S += === 稀
释），U6E显色扫描保存。

!" 结果

-, +/ 杂交瘤细胞株的建立
/ / 将免疫小鼠的脾细胞与 !A- 9 = 骨髓瘤细胞融合后观察，培
养孔有杂交瘤细胞生长，融合率达 V=J。用间接 345!6 筛选
出 2V. 株能分泌抗 7+ 群稻叶型霍乱弧菌单抗的杂交瘤细胞
株，此后重复进行间接 345!6特异性筛选及连续 2 次亚克隆后
得到了 < 株能稳定分泌抗 7+ 群稻叶型霍乱弧菌特异性 DT6#
的细胞株：稻+EW、稻-?V、稻-U8、稻+6.。

-, -/ 单克隆抗体性质的鉴定
/ / 包括 DT6# 的效价、51 亚类及亲和常数测定。!U!OA6B3
蛋白电泳显示纯化后抗体纯度达 8>J以上，各株的效价、51 亚
类及亲和常数的结果见表 +。

表 #" 抗 $# 群稻叶型霍乱弧菌%&’(的免疫学特性结果

抗体滴度
杂交瘤细胞株 抗体亚类

亲和常数

（4 9 :Q;）上清 腹水

稻+EW +=> +=. 51B+ +, +- I +=8

稻-?V +=> +=. 51B+ V, 2+ I +=V

稻-U8 +=> +=. 51B-’ -, 22 I +=8

稻+6. +=> +=. 51B-# W, 8. I +=V

-, 2/ 单克隆抗体特异性鉴定
/ / 间接 345!6 法检测 < 株 DT6# 特异性：与 7+ 群稻叶型霍

乱弧菌结合，与 7+ 群小川型霍乱弧菌、7+28 群霍乱弧菌、河弧
菌、副溶血弧菌以及嗜水气单胞菌、大肠杆菌、沙门氏菌、铜绿

假单胞菌、宋内氏志贺氏菌、金黄色葡萄球菌、奇异变形杆菌等

均无交叉反应。免疫印迹结果（图 +）显示 < 株 DT6#特异地与
7+ 群稻叶型霍乱弧菌结合，而与其他细菌无交叉反应。

! " # $ % & ’ ( ) !* !! !"

! " # $ % & ’ ( ) !* !! !"

! " # $ % & ’ ( ) !* !! !"

! " # $ % & ’ ( ) !* !! !"

!+

!,

!-

!.

"#$/!*#

"$&/!*#

"#$/!*#

"!(/!*#

6：稻+ EWDT6#；E：稻-?VDT6#；P：稻-U8DT6#；U：稻+6.DT6#
+：7+ 群小川型霍乱弧菌；-：7+28 群霍乱弧菌；2：副溶血弧菌；<：
河弧菌；>：宋内氏志贺氏菌；.：沙门氏菌；W：嗜水气单胞菌；V：铜
绿假单胞菌；8：大肠杆菌；+=：金黄色葡萄球菌；++：奇异变形杆
菌；+-：7+ 群稻叶型霍乱弧菌
图 #" $# 群稻叶型霍乱弧菌检测%&’(特异性的)*+,*-. (/0,分析

-, </ 单克隆抗体的表位分析
/ / 通过单克隆抗体的位点相加实验来证实 < 株单抗是否针
对相同的表位，见表 -，从表中可看到它们的 65值 K <=J，说明
它们针对的是不同表位。

/ / 为确定 < 株单抗针对的抗原成份，我们提取了 4A!，银染结
果见图 -，结果显示 7+ 群霍乱弧菌的 4A!呈梯型带。
/ / 间接 345!6结果显示，稻+EW、稻-U8与 7+ 群稻叶型霍乱弧
菌脂多糖特异结合，免疫印迹结果（图 2）显示它们出现的条带
位置和银染的第 + 条一致，进一步证实该株单抗为针对 7+ 群
霍乱弧菌脂多糖的抗体，而稻-?V、稻+ 6.未出现阳性结果，提示

稻-?V、稻+6.针对的是非 4A!表位。

!"#$!#%
!%#$!#%!
&’$!#%
"($!#%
’’$!#%
)%$!#%
%)$!#%!
(*$!#%!

!"$!#%!

!
!
!
!
!

+ ! ( % ) ’ * " ,

D：标准；+：7+ 群小川型霍乱弧菌；-：7+ 群稻叶型霍乱弧菌；2：
7+28群霍乱弧菌；<：河弧菌；>：豚鼠气单胞菌；.：宋内氏志贺氏
菌；W：大肠杆菌；V：沙门氏菌
图 !" $# 群稻叶型霍乱弧菌及其他细菌 123的 34352’67
银染结果
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表 !" 表位分析的 #$%&’相加实验结果［!（&"’）值（()值）］

稻!*+ 稻,-. 稻,/0 稻!(1

稻!*+ ’$ +., !$ "’.（+,$ &2） !$ ,+.（.!$ 02） !$ ,!&（1+$ &2）
稻,-. 3 ’$ 01+ !$ 4!’（1&$ .2） !$ &"!（++$ 42）
稻,/0 3 3 ’$ 1,4 !$ !"4（+.$ 42）
稻!(1 3 3 3 ’$ 1+’

! " # $ % & ’ ( ) *
"(+,"+$!
"$+,"+$!
*&,"+$!
(#,"+$!
&&,"+$!
%$,"+$!
$%,"+$!
#’,"+$!

"(+,"+$!
"$+,"+$!
*&,"+$!
(#,"+$!
&&,"+$!
%$,"+$!
$%,"+$!
#’,"+$!

! " # $ % & ’ ( ) *
"-

".

#$%,"+$

#$%,"+$

(：稻! *+56(7；*：稻,/056(7
5：标准；!：%! 群稻叶型霍乱弧菌脂多糖；,：%! 群小川型霍乱弧
菌脂多糖；4：%!40 群霍乱弧菌脂多糖；&：河弧菌脂多糖；"：豚鼠
气单胞菌脂多糖；1：宋内氏志贺氏菌脂多糖；+：大肠杆菌脂多糖；
.：沙门氏菌脂多糖；0：对照（%! 群稻叶型霍乱弧菌全菌液）
图 (" )* 群稻叶型霍乱弧菌及其他细菌的 $+&与稻叶单抗
的,-./-01 234/分析

(" 讨论

# # 单克隆抗体能识别各种生物活性物质如蛋白、多
糖、核酸等生物大分子中单一抗原决定簇，并与其特异

结合，同时由于单克隆抗体的均质性及易于大量生产，

使其在生命科学研究领域中得到极为广泛的应用［+］。

对时时威胁人类并带来严重危害的霍乱弧菌而言，针

对其开发的单克隆抗体无疑将为霍乱的诊断和预防提

供新的手段［.］。

# # 我们以灭活的 %! 群稻叶型霍乱弧菌为抗原，通
过杂交瘤技术制备针对 %! 群稻叶型霍乱弧菌的单克
隆抗体，鉴定了生物学特性。研究结果表明，我们成功

地获得了能稳定分泌抗 %! 群稻叶型霍乱弧菌单克隆
抗体的 & 株杂交瘤细胞株：稻! *+、稻, -.、稻, /0、稻!

(1。经鉴定 & 株单抗特异性好、亲和力高、效价高，达
到了抗体用于诊断试剂亲和力的要求［0］。通过单克

隆抗体的位点相加实验表明 & 株单抗针对的是不同抗
原表位，识别不同的抗原决定簇；经间接 89):( 和
;<=><?@ 7AB> 实验证实稻! *+、稻, /0针对 %! 群稻叶型
霍乱弧菌脂多糖，而稻,-.、稻!(1针对非脂多糖抗原位

点，为下一步研究提供了有力的抗体工具。

# # 抗体的特异性是决定抗体应用价值的关键。由于
本研究中的免疫原采用灭活的 %! 群稻叶型霍乱弧菌

菌液，全菌体蛋白的抗原成分复杂，不同细菌之间存在

一些相似抗原成分，能与抗体发生类似的分子识别作

用，相互间可能发生交叉反应。为筛选出只针对 %!
群稻叶型霍乱弧菌的单克隆抗体，我们用了多种包括

弧菌科及其他常见细菌在内的菌体抗原进行了间接

89):(方法的检测、筛选，并用免疫印迹证实其特异
性，筛选出了能用于只针对 %! 群稻叶型霍乱弧菌的
高特异性抗 %! 群稻叶型霍乱弧菌单抗，这意味着这
几株单抗在霍乱的诊断上有着重要的应用价值，同时，

进一步明确它们针对的抗原表位，筛选出相应的模拟

表位，对于研发基于表位的霍乱弧菌模拟多肽疫苗具

有重要的指导意义。我国目前在单克隆抗体技术领域

中关于 %! 群单抗的研究鲜有报道，在霍乱的快速检
测上我国还是空白。因此，本研究为下一步 %! 群稻
叶型霍乱早期快速诊断的胶体金试纸条的开发和预防

奠定了基础。
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