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抗 HBsAg单克隆抗体的制备与生物学特性的鉴定 
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【摘 要】目的：制备分泌抗 HBV S蛋白的单克隆抗体的杂交瘤细胞株，并鉴定其特性，为建立快速诊断HBV感染的方法奠定 

基础。方法：以重组乙肝疫苗免疫 BALB／c小鼠，通过细胞融合建立了能稳定分泌抗 HBsAg单抗的杂交瘤细胞株，利用间接 

ELISA技术和 Western blot进行单抗特异性的鉴定，同时采用间接 ELISA方法鉴定 mAb的 Ig亚类，检测 mAb的效价及相对亲 

和力。结果：获得 1株可分泌特异性 mAb的杂交瘤细胞 4D2，其抗体亚类为 IgG。型，腹水效价为 1：106，相对亲和力在 l 05以上。 

结论：成功地制备出抗 HBV S蛋白的单克隆抗体，为建立快速特异检测 HBV感染的实验方法提供了有力的工具。 
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【Abstract】Objective．To prepare anti—HBV S protein hybridoma cell line，this will be hel pful to the establishment of rapid 

HBV infection diagnosis assay．Methods：BALB／c mice were immunized with the recombinant Hepatitis B vaccine．A hybfidoma 

cell line which consistently secreted monoclonal antibody(McAb)against HBsAg was obtained through cell fusion．The specificity 

of the McAb was analysed by indirect ELISA and Western blot analysis The immunoglobulin (Ig)subtypethe ascites titers， 

and the aflqnity of the obtained mAbs were determined by indirect ELISA．Results：From over hundred positive hybridomas 

which secreted anti-S protein mAbs，one of hybridomas was screened out，design ated 4D2．Th e subtype of the McAb was IgG1． 

The titer of 4D2 mAb produced by ascites fluid was over 1：106．Th e relative affinity constant of 4D2 mAb was determined as 

l05． Conclusion：One of high titer．specific mAb against HBV S protein has been successfully prepared and primarily 

identified，which may be useful in the development of a rapid and convenient diagnostic kit for detection of HBV infection． 
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乙型肝炎是一种世界范围流行的严重危害人 

类健康的传染性疾病。乙型肝炎表面抗原(Hepati— 

tis B surface antige，HBsAg)是人体感染乙型肝炎 

病毒后最先出现的一项血清标志物，它是乙肝病毒 

的外壳蛋白，本身不具有传染性，但它的出现常伴 

随乙肝病毒的存在，因此它是已感染乙肝病毒的标 

志，是乙型肝炎早期诊断的重要指标。临床已确诊 

的乙肝病人中HBsAg检出率介于50％～98％。一般 
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在乙肝病毒急性感染的潜伏期末 ，在感染者的血液 

中就可出现 HBsAg，发病时达高峰。目前，检测 HB— 

sAg的方法很多，并且已经应用于临床。建立适合临 

床应用的乙型肝炎快速诊断方法需先制备抗 HB— 

sAg的杂交瘤细胞株【l，21。以下介绍了抗 HBsAg杂交 

瘤细胞株的建立和对所分泌的单抗进行特异性鉴 

定的结果。 

1 材料与方法 

1．1材料 

重组乙型肝炎疫苗(内含乙型肝炎病毒表面抗原 HB— 
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sAg)，购自北京天坛生物制品股份有限公司。6 8周龄雌性 

BALB／c小鼠，质量 20g左右，购 自重庆医科大学实验动物中 

心。乙肝病毒表面抗原诊断试剂盒，乙肝病毒表面抗体诊断 

试剂盒 ，检测抗 HBeAg、抗 HBcAg抗体试剂盒均购 自上海科 

华生物技术有限公司。福氏佐剂，PEG (Mr4 000)，Protein G 

亲和层析柱，HRP标记的羊抗鼠 kG，DAB显色剂 ，鼠抗体 

IgG亚类 ELISA试剂盒均购 自Sigma公司。硝酸纤维膜购自 

辛创公司。HAT、HT、RPMI1640培养基为 GIBCO公司产品， 

胎牛血清为 Hyclone公司产品。重组 GST—perS1蛋白，重组 

GST- 

perS2蛋白，Sp2／0小鼠骨髓瘤细胞由本室保存。 

1．2 方法 

1．2．1 BALB~小鼠的免疫 用 BCA法测定重组乙肝疫苗 

HBsAg蛋白的浓度，与等体积的福氏完全佐剂混合至完全乳 

化，对 BALB~小鼠腋下，腹股沟及背部皮下多点注射，剂量 

为每只50 g，进行基础免疫。此后，每隔2周以50 gHBsAg 

加等体积福氏不完全佐剂完全乳化后加强免疫，共 3次。最 

后 1次加强免疫后 2周，即在追加免疫前先用乙肝病毒表面 

抗体试剂盒以间接 ELISA方法测定免疫小鼠的血清抗体滴 

度，当达到 1：106后 ，取 100 g抗原尾静脉注射追加免疫。 

1．2．2 杂交瘤细胞的建立及 mAb腹水的制备 在追加免疫 

后的第 5d，用 50％的 PEG4000作融合剂，取免疫小鼠的脾细 

胞与 Sp2／0小鼠骨髓瘤细胞按常规方法进行细胞融合[3J，用 

HAT培养基进行选择培养，用间接 ELISA法筛选能分泌特 

异性抗体的杂交瘤细胞，用乙肝病毒表面抗体诊断试剂盒测 

定其培养上清 A 值，其 A 值大于阴性(以试剂盒内所附 

阴性对照为阴性对照)值 2．1倍以上为阳性。通过有限稀释 

法克隆化培养使杂交瘤细胞 100％呈阳性 ，共经 3次克隆化 

培养。逐级扩大培养冻存 ，按常规方法制备腹水[31。用盐析法 

及 Protein G Sepharose亲和层析法[41分离纯化腹水中 HBsAg 

蛋白的mAb，并用 Bradford法测定 mAb的浓度。 

1．23 杂交瘤细胞的染色体计数 将杂交瘤细胞培养至对 

数生长期，加入终浓度为0．08mg／L的秋水仙素，继续培养 6h 

后，用 0．075mol／L的 KC1低渗处理 30min，甲醇 ：冰醋酸为 

3：1的固定液固定 3次 ，加入少量固定液混匀 ，滴片，Gimsa 

染色，油镜下观察分析细胞分裂中期的染色体核型，并进行 

显微摄像。 

1．2．4 mAb的免疫反应特异性鉴定 (1)间接 ELISA方法。 

用重组 GST—perS1蛋 白，重组 GST—perS2蛋白分别包被 96 

孔酶标板(10mg／L)，一抗为抗 HBsAg阳性的杂交瘤细胞培 

养上清，二抗为 HRP标记的羊抗鼠 IgG，用 TMB显色，测定 

A 值。(2)Western blot分析。取重组 GST—perS1蛋白，重组 

GST-perS2蛋白，购买 的重组 乙肝疫苗各 10 l进行 15％ 

SDS—PAGE电泳后 ，转移至 NC膜上 ，用 50g／L的脱脂奶粉 

PBS(PBST)4 oC封闭过夜，一抗为 ELISA筛选获得的抗 HB— 

s舷 阳性的杂交瘤细胞培养上清，37℃孵育 2h，二抗为 HRP 

标记的羊抗鼠 IgG，1：5 000稀释于 PBS，37℃孵育 2h。DAB 

显色成像。(3)用检测抗 HBeAg和抗 HBcAg抗体试剂盒确定 

该杂交瘤细胞分泌的 mAb是否能与乙肝病毒 e抗原和核心 

抗原反应 ，检测按照说明书进行 ，加样量为 50 l，孔细胞培 

养上清。 

1．2．5 杂交瘤细胞培养上清和腹水 mAb的效价及 Ig亚类的 

鉴定 (1)腹水 mAb的效价测定 ：将腹水标本进行梯度稀 

释，采用间接 ELISA方法进行测定。(2)mAb Ig亚类的鉴定 ： 

按照试剂盒说明书进行。 

1．2．6 mAb相对亲和力的测定 采用间接 ELISA方法测定 

相对亲和力_5l61。待测样品为不同稀释度的抗 HBsAg的 mAb， 

用乙肝病毒表面抗体诊断试剂盒于波长 450nm测定 A 值。 

再以mAb的不同浓度为横坐标 ，以其相应的 A值为纵坐标 ， 

绘制 mAb的测定曲线。以各曲线上部趋于平坦段的 A值为 

100％，找出 A值为 50％的点对应的 mAb的浓度 ，即为相应 

mAb的相对亲和力。 

2 结 果 

2．1 杂交瘤细胞株的建立 

细胞融合后，经间接 EHSA筛选获得能分泌抗 

HBsAg特异性 mAb的细胞株共 128株，经 3次连 

续克隆化及多次间接 ELISA进行特异性筛选后得 

到了 1株分泌抗 HBsAg特异性 mAb的杂交瘤细 

胞株 (4D2)。将杂交瘤细胞液氮保存 3月后复苏 

细胞，连续 3个月传代 ，该细胞株仍能稳定分泌特 

异性的 mAb。 

2．2 杂 交瘤细胞 染色体计数 

4D2细胞核型分析染色体数 目接近 2种亲本 

细胞的染色体数 目之和，即小鼠脾细胞的染色体 

数 目(40条 )与 Sp2／0骨髓瘤细胞染色体数 目(2n： 

54～64)之和。4D2细胞的染色体数目为 99条。显 

微镜下观察，这株细胞的染色体核型主要为端着 

丝粒，少数为中着丝粒。 

P,r 

图 1 杂交瘤细胞株 4D2染色体分析 

2．3 mAb的特异性鉴定 

经间接 EHSA、Western blot和试剂盒检测，所 
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得 m A b 与前 s 1 、 前 S 2 蛋 白 、 乙 肝 病 毒 e 抗 原 和 核

心 抗 原 之 问均 无 交 叉 反 应 ， 说 明所 得 的 m A h 特 异 性

良好 。

图 2 H B s A g m A b 特 异 性 的 W e s t e r n b lo t 分 析

2 ． 4 腹 水 m A b 的 效 价 及 I g 亚 类 的 鉴 定

用 乙 肝 病 毒 表 面 抗 体 检 测 试 剂 盒 ， 通 过 间 接

E L I S A 检 测 ， 此 杂 交 瘤 细 胞 株 诱 生 的小 鼠腹 水 效 价

较 高 ， 腹 水 的效 价 为 1 0 ≮
。 用 细 胞 培 养 上 清与羊 抗 鼠

I g G 及 其 亚 类 进 行 间 接 E L I S A 反 应 ， 结 果 显 示 4 D 2

的 m A b 与羊 抗 鼠 I g G ， I g G ， 反 应 ， A 删 值 为 0 ． 9 4 5
， 与

I g G 的其他 亚 类 均 不 反 应 。 由此 表 明 ， 4 D 2 单抗 属 于

I g G 。 亚 类 。

2 ． 5 m A b 相 对 亲 和 力 的 测 定

间接 E L I S A 测 定 ， m A b 的相 对 亲 和 力大 于 1 0 s
。

3 讨 论

图 3 4 D 2 m A }， 相 对 亲和 力分 析

H B V 包 膜 蛋 白 含 前 s 1 、 前 S 2 和 s 基 因 ， 分 别

编 码 前 S 1 、 前 s 2 和 H B s A g ， 他 们 是 H B V 包 膜 的 主

要 成 分 ， 可 诱 导 机 体 产 生 相 应 的抗 体 ， 这 些 抗 体 能

保护 机 体免受 H B V 的感染 ， 产 生 保护性 免疫 。 检 测

H B s A g 是 诊 断 H B V 感 染 最 简便 、 最 有 效 的 方 法 之

一

。 目前 ， 制备抗 H B s A g 的单抗 多 采 用 乙 肝 病 毒携

带 者 或 乙 型 肝 炎 患 者 的 血 清作 为 免疫 原 ， 其 制 备 程

序 复杂 ， 且 有传播 血 源 性 疾病 的 可 能 。 在 本研 究 中 ，

我 们 采 用 重 组 乙 肝 疫 苗 ( 含 H B s A g ) 为 免 疫 原 制 备

抗 H B s A g 的单克 隆抗 体 。 重 组 乙 肝 疫 苗相 对 于 人 血

清 具 有 生 产 步 骤 简单 ， 极 易 扩 大 产 量 ， 且 不 含 有 人

血 清 中 的其 他 蛋 白成 分 的优 势 ， 用 其 制备抗 H B s A g

的单 抗 ， 不 仅 可 以 解 决 原 材 料 的 来 源 ， 而 且 可 以 有

效 的 提 高免 疫 原 的 敏 感 性 和 特 异 性 ， 简化 单 抗 制 备

步 骤 l7 l
。 实 验 中 ， 通 过 对 融 合 的 杂交瘤 细 胞 进 行特 异

性 筛 选 ， 我 们 获 得 了 一 株 能 稳 定 分 泌 抗 H B 。A g 特

异 性 抗 体 的 杂 交 瘤 细 胞 株 ， 并 通 过 间 接 E L I S A 、

W e s t e r n b l o t 和 试 剂 盒 检 测 等 后 续 实 验 ， 证 实 用 重

组 乙 肝 疫 苗 作 为 免 疫 原 获 得 的 m A b 与 用 人 血 清 制

备 的 m A b 具 有 相 似 的特 异 性 和 效 价 ， 这 为进 一 步制

备 快 速 检 测 乙 肝 病 毒 感 染 的 试 剂 盒 提 供 了 有 力 的

工 具 M
。 此 外 ， 市 面 上 抗 H B s A g 单 克 隆抗 体试 剂供

应 较 少 ， 本 实验 制备 的抗 H B s A g 的单克 隆抗 体 可 用

于 其 他科 研 实 验 之 中 ， 如 免疫 共 沉 淀 、 W 。。t 。r n b l 。 t

等 ， 具 有 一 定 的科 研 和 临 床 意 义及 市场 推广 价 值 。
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