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抗脆弱类杆菌单克隆抗体的研制及其初步应用 

临床微生物学教研室 王 跃 ‘ 邓一平 
— — — — 一 — — — — — 一  

提 要 用脆弱类杆菌ATCC25285免疫BALB／C小鼠，取其牌细胞与骨髓瘤细胞SP2／0融合．得到一株瞻稳定 

分秘高技价特异性抗体的杂交瘤细胞株(2Ct 经鉴定诙单抗主要与脆弱类杆菌的菌体抗原LPS发生反应．玻片蕞集 

试验和ELISA检溯，该单抗只与脆弱类杆菌呈现阳性反应．而与其它厌氧菌和需氧菌均呈阴性反应．应用滚单抗建 

立的ELI8A夹心法快速检测脆弱类杆菌，具有特异性和敏感性高．方法简便．快速的优点． 

关麓词 脆弱类杆菌； 单克隆抗体；EL1SA夹心法： 快速诊断 
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脆弱类杆菌(Bacteroides fragilis，Bf)是临 

床厌氧菌感染中最常见的细菌之一，其所致感染 

遍及临床各科“ ．对脆弱类杆菌快速而准确的诊 

断有助于对该菌的感染进行及时有效的治疗．单 

克隆抗体具有效价高、特异强和对抗原高度亲和 

的优点．对于脆弱类杆菌的诊断和鉴定及抗原物 

质∞分析等都是非常有用的工具．我们应用淋巴 

细胞杂交瘤技术．成功地制各了抗脆弱类杆菌单 

克隆抗体．对其某些特性进行了初步鉴定，并用该 

单抗建立了一种脆弱类杆菌的快速诊断方法。现 

将结果报告如下。 

1 材料和方法 

1．1 动物 

BALB／CJ|~鼠，6一蜩 龄，由本校实验动物中心提供． 

1．2 曹株殛培养 

脆弱类杆菌ATCC25285和多形类杆菌ATCC29741由 

上海医科大学赢赠：脆弱类杆菌TJ旺P45oO和TMPlO．多形 

类杆菌CDCt~-A、具棱梭轩菌AT~C1095S、中阃普氏寓 

所得，并以标准方法鉴定． 

将厌氧菌接种牛心脑爱灌血琼脂平板，置厌氧罐厌氧 

培养37℃48h．需氧菌接种于血琼脂平板需氧培养 

37℃24h．用0 25 福尔马林生理盐水洗下菌苔，置室温作 

用1b，最后用无菌生理水洗涤3次，置4℃保持存备用． 

1．3 脆弱类杆曹外膜基台物(0M)的制备 

采用Kasper和Seiler的方法 将细菌用Triton 

·四川省教委重点科研资助项目 

女．1958一n出生．讲师 

X一100处理后经高速离心去豫不藩性残渣而得． 

1．4 脆弱类杆曹囊争■LP8的摄取 

参照Weintraub的方法啪．冻干细菌经热酚法粗提后， 

再经pCP法提取和超速离心纯化，获得高纯度的LPs． 

1．5 脆弱类杆曹单抗的制备 

1,5．1 免疫小鼠 

将Bf ATCC25285菌液调至菌液浓度为2×10’菌 

体／mL腹腔免疫BALB／C小鼠，0．2ml／鼠．蕊恩以圊样浓 

度剂量加强免疫．若三次．末次免疫十天后断尾取血用 

ELISA测抗体效价，再2×10'菌体／ml、0．2ml／鼠腹腔加强 

免疫一次． 

1．5．2 融合及筛选 

取末扶免疫3天后的小鼠脾细胞与SP2／0小鼠骨髓瘤 

细胞用50％PEG作融合jf鼍进行融合．用Bf ATCC252B56 

×10’菌体／ml包被酵标板’0．1ml／孔．用EU8A间接法检谢 

培养上清液．筛选分泌高渣度抗体的杂交交瘤细胞，再以 

有限稀释法反复进行克隆化至阳性克鏖事为1o0 9‘． 一 

1．5．3 腹水McAb的制备 

每只BALB／C小鼠腹腔内注射0．5ml不完全福氏佐 

荆，一周后接种杂变瘤细胞约2—3×10 十．10一l4天后收 

集噍水，离 fAS00r／min．10mi~去除细胞沉淀及脂肪．置 
一 20℃保存． 

1．6 Bf—McAb~性鉴定 

1．6．1 McAb的Ig类别及亚类鉴定 ～ 

杂交瘤细胞培养上精灌用饱和藏酸蛀盐析洼浓缩约 

toe，以标准羊抗鼠IgM．IgG及其亚类(军事医学科学院 

产品)在1 琼脂糖(古3 PEG MW6000)~作免疫双扩试 

验． 

1．6．2 McAb的特异性鉴定 

1．6．2．1 ELISA试验 

细菌抗原用包藏被稀释威6×10l蕾体／m1．乜被群标 

板．每孔lo L置4℃过夜．倾去包被液，洗涤3次后用0．5 

明胶填空．加lo0 崾 水单抗(1：100稀释)，然后加HRP标记 

兔抗鼠IgG(~美公司产品)．再加底物部肇二胺．最后加 

2mo1／L的硫酸中止反应，于酵标仪490nm~读取OD值． 

1．6 2．2 玻片凝集试验 
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将腹水1：5稀释后与不同细菌培养物作玻片凝集试验． 

观察凝集结果。 

1．6．2．3 琼产脂双扩试验 

将舍特异性单抗的腹水作对倍稀释后．与纯化的脆弱 

类 扦菌LPS在1 琼脂糖上作免疫双扩试验，观察其沉淀 

线及双扩效价。 

1．6．3 聚丙烯酰胺凝胶电泳及免疫印迹试验 

将Bf ATCC25285纯化LPS及粗制外膜复舍物以及大 

肠杆菌LPS(Sigma产品)经适当稀释后作聚丙烯酰胺凝胶 

电泳(SDS—PAGE)。分离胶浓度12 ．接Tasi和Frasch的 

方法“ 进行银染色。 

将上述抗原经SDS—PAGE后电转移至硝酸圩维素 

膜(NC)上，再以Bf—McAb腹水作为第一抗体．HRP标记 

兔抗鼠IgG作为第二抗体做免疫印迹试验．DAB底物显色 

启观察结果。 

1．7 Bf—McAb的初步应用 

将Bf—McAb腹水用DEAE一52批次法提纯IgG．以 

辣根过氧化物酶标记制各成B璃 标诊断试剂．以同样方法 

纯化的兔抗Bf ATCC2528fi血清IgG包被酶标板．按常规 

双抗体夹心法检测细菌抗原，结果可用酶标仪测OD值或 

目测法观察。 

2 结果 

2．1 杂交瘤细胞株的建立 

本实验细胞融合率为67．1 (129t192)，抗体 

阳性率为58．1 (75／129)。经反复筛选获得一株能 

稳定分秘抗脆弱类杆菌ATCC25285的单抗杂交 

瘤细胞(2C )。接种小鼠腹腔后获得的膜水效价 

为(104)。 

2．2 抗体类别及亚类鉴定 

用琼脂糖作免疫双扩试验，该单抗仅与羊抗 

鼠IgG及IgG· 抗体发生沉淀反应， 与抗 G 

、IgG 、IgG。以及IgM抗体均无反应，表明其单抗 

亚类属于IgG。。 

2．3 特异性鉴定 

2．3．1 将Bf-McAb与14种33株厌氧菌和14种l4 

株需氧菌用ELISA间接法检测。结果12株脆弱类 

杆菌均呈阳性反应．其平均OD值为0．49．而与所 

有非脆弱类杆菌株均呈阴性反应，平均OD值为0． 

023． 

2．3．2 用单抗腹水分别与各菌作玻片凝集试验． 

结果除各脆弱类杆菌菌株外．其余各菌均呈阴 

性(不凝集)。将膜水作对倍稀释后，与脆弱类杆菌 

不ATCC25285作玻片凝集．在1：64时仍可出现明 

显凝集。 

2．3．3 用腹水单抗与脆弱类杆菌LPS在琼脂糖上 

作双扩试验，结果在1：1024仍可见明显单一沉淀 

线．说明该单抗是针对脆弱类杆菌LPS的。 

2．4 SDS—PAGE及免疫印迹试验结果 

经SDS—PAGE电泳后．纯化Bf—LPS仅在 

低分子量区域(10—17．5Kd)出现一条明显条带． 

而Bf外膜复合物(OM)除在与纯化Bf—LPS相应 

位置有一明显条带外其他区域尚可见到十余条带 

(图1)．表明粗制外膜复合物中除含有LPS外，还含 

有大量杂蛋白。经与单抗作免疫印迹分析，并与电 

泳图谱比较．该单抗在与Bf-LPS相应的部位都 

出现了棕黄色沉淀带，而与OM的其他蛋白带和 

大肠杆菌LPS均无此反应(图2)．说明研制的Bf— 

McAb对LPS具有特异性． 

2．6 Bf—McAb初步应用结果 

用双抗体夹心法对47株保存菌株(包括脆弱 

类杆菌12株，其它细菌35株)进行特异性测定．其 

结果除12株脆弱类杆菌呈阳性反应外．其余菌株 

均为阴性，未见交叉反应．阳性率100 。其测定的 

最低菌含量为5×10 ／m1． 

3 讨论 

有关脆弱类杆菌的音单克隆抗体目前国内未 

见报道。我们首次采用脆弱类杆菌的典型菌株 

ATCC26285全菌免疫BALB／C小鼠，获得一株能 

稳定分泌Bf-McAb的杂交瘤细胞株(2C )。经鉴 

定该McAb具有高度的特异性，能同时与脆弱类 

杆菌标准株和临床分离株发生强烈反应．而不能 

与Bf以外的其他细菌《包括同属于脆弱类杆菌群 

LPS作为存在于脆弱类杆菌各菌株之间的共 

同抗原．目前已被多数学者接受．其抗原特异性主 

要存在于LPS的低聚糖部分 。对LPS的提取，早 

期多采用酚——水法或从外膜复合物(OM)中提 

取，因此其LPS往往含有荚膜多糖。我们参照Wei． 

ntraub的方法提取的LPS经SPS—PAGE显示获 

中了较理想的高纯度，其结果与Weintraub的基 

本一致。将分离的LPS与Bf-McAb作免疫印迹 

证实是特异针对LPS的，并且能够与不同来源的 
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囤1 Bf LPS的SDS—PAGE结果 

(1)BF——LPS (5)BF——OM 
(2)E Coil LPS (4)标准蛋白质 

脆弱类杆菌发生阳性反应．进一步证实LPS可作 

为脆弱类杆菌表面的共同抗原。 

脆弱类杆菌作为临床感染中最常见的细菌， 

由于其常规分离培养方法繁锁。条件要求高。而且 

时间长(一般需要7~10d)，从而限制了临床上对它 

的检测。国内虽然已有用多克隆抗血清制备成的 

荧光抗体．用于标本中脆弱类杆菌的快速诊断，但 

由于脆弱类杆菌LPS抗原性弱 ，不容易获得高效 

价抗血清，而且用传统方法制备的家兔免疫血清 

其生产工艺复杂，质量难以保证，一定程度上影响 

了对该菌的检测。我们利用Bf～McAb与免疫酶 

标记技术结合，应用双抗体夹心法快速检铡脆弱 

类杆，不但特异性强、敏感性高(其检测的最低菌 

量为5x 10 ／m1)，而且操作简便快速．如果直接用 

于临床标本的检测可大大缩短检测时间．起到快 

围2 Bf—McAb的免诬印迹结果 
(1)BF——LPS (3)BF——OM 
(2)E Coli LPS 

速诊断 目的。同时由于该方法对死菌检测同样有 

效，因此对某些情况下，由于抗生素使用或标本运 

送时间太长，导致培养阴性时，用该方法也能检 

测。此外．由于在检测中不需要使用荧光显微镜， 

尤其适宜在基层推广应用，具有良好的应用前景。 

本研究仅对实验室保存菌株的检测进行了探 

讨，该方法实际应用于临床标本的检测，有待于进 
一 步考证。 
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The preparation of monoclonal antibodies against 

bactoroides fragilis and i七8 preliminary application 

Wang Yue，etal 

Department of clinical microbiology 

A monoclonal antlbod，(McAb)to Bacteroides fragilis(BD WaS produced by immunizing BALB／c mice before 
hybridization with whole cell of a strain of Bacte~oides fra lis ATCC25285

． The Bf—McAb reacted mainly 
against LPS of Bf by immunobfottlng test

． Slide aggIut~natlon test and ELISA showed that the Bf—McAb iB 
specific to B．fragills．it reacted DDly Witb B．fragilis strains and no 口 0∞ 一reaction was

． found witll other 
bactereia．Developed sandwich ELISA with Bf-M cAb for rapid detection of Bacteroides fr~41iB is hi吐 ly speci~1c 

and sensitive．and the diagnostic methode is simple an d rapid
．

moreover,it’s readily applicab--leo in general 

laboratory． 
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