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1Dq 抗人Hb单克隆抗体的制备与鉴定 

医学检验系 圭 罗春丽 

北民枯安医院 醢担盎 闵福援 冷 强 

2、I 

提 要 用超声波快速乳化人Hb，作为抗原免疫BALB／c小鼠，取其脾细胞与sp2／O骨髓瘤细 

胞经离,5,PEG法融台，微波ELISA筛选阳性克隆，获得三株分泌针对人Hb不同抗原位点的单克隆抗 

体杂交瘤细胞系．分别命名为Hb264、Hb210和Hb238。其~Hb264能特异识别人Hb的 链而不与动 

物Hb交叉反应：解离常数Kb为1．6×10一mol／L；IgG Hb210能结台人Hb的 ，可被猪Hb抑制，但 

亲台力低100~；Kd(．XHb)为2．8×10一|mol／L；Kd(猪Hb)为3．0×10 mol／L；IgG~．Hb238是两个脾 

细胞与一个Sp2／0~ 台而成的三体瘤(trloma)；染色体13绦 ；Hb288单克隆抗体可同人Hb的 和 

卢链结台，Kd(人Hb)为8．9×10一*tool／L；IgGh；经分析鉴定，Hb238是针对人Hb衍口 链的双特异性 

抗体。本方法对免疫学臆血检涮、法医学鉴定和双特异抗体的研制有一定意义． 

关键词 些堑堡旦；窒生兰堡；双特异性璺壅 ! ； ： 坠 
中圉分类号 R329．11 

人们对血红蛋白mb)的免疫学特性比其 

生物化学性质了解的要少得多，部分原因是 

Hb对实验动物只有较弱的抗原活性“ 。然而 

在血液材料研究、遗传学调查、临床诊断与治 

疗等方面需要详细了解人Hb的免疫学特 

性 。单克隆抗体(McAb)则是这些研究必不 

可少的重要工具．近年来免疫学隐血检测方 

法的发展要求特异性高，亲台力强和针对不 

同抗原决定簇的抗人HbMcAb。我们用离心 

细胞融合同时制备了抗人Hb 和脱 的单特 

异和双特异McAb(BisMcAb)．方法简单 

易行，报告如下． 

·本系硕士研究生理在泸州医学院附属压院。 
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樯 s责法 

1． 人Hb及其肽链的镧备 见文献 。 

2． 超声波乳化Hb的抗原 含Hb600#g／ml抗 

原溶液，加等体积不完全福氏佐剂于塑料试管中，授 

于冰水，插人超声渡发声器探头0．5—1．0cm深，每次 

超声振荡58 功率120--180W，间隙25s，5min共超声 

振荡1O次，取出少许乳化液滴进水中不扩散即可． 

3． 动物免疫 7周龄BALB／C雌鼠，首次免疫 

在背部皮下3—5点注射0．5ml抗原乳液(注射前加活 

卡介苗3mg／ml混匀 第14天进行第2移【免疫，方法同 

前但不加卡介苗。第21天在腹腔注射0．5ml含Hb300 

窖的抗原溶液加强免疫．第24天取尾血测散价并取 

脾细胞备用． 

4． 细胞 融合 三 只免疫 小 鼠的脾 细 胞 与 

SP2／0骨髓瘤 细胞 按 10：1混台 ，3 0 8内加人 
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50 PBGMW4000并 混匀 放水 平 式 离心机 以 

1500rpm~心3rain，加人RPMI一1640稀释，1000rpm 

离一L~,10min，弃上清 加人含2O 胎牛血清的HAT培 

养液 ，按每孔O．1m1分配于培养48h的鼠腹腔细胞作 

滋养层的96孔培养板中．置5％COz，37℃恒温培养。 

5． 杂交瘸的筛选：散波ELISA(另文报道)。 

6． 杂交瘤克隆化、冻存与复苏．McAb腹水的 

制备和染色体分析见文献 ． 

7． McAb的特性鉴定 

(1)鼠IgG亚类分析琼脂扩散法 ，羊抗鼠IgG亚 

娄抗血清为军事医学科学院产品 批号92010 

(2)亲台力测定用竞争ELISA测定抗原抗体复 

合物的解离常数Kd ．主要步骤：杂交瘤培养液上清 

液加人不同浓度的lib，4℃过夜让其抗原抗体反应充 

分平衡 再加到包被有Hb的酶标板中测定游离的 

McAb，按下式计算Kd．取中位散表示亲合力。 

A· 
AD—A 1+—

K
—

d 

式中Ao指Hb浓度为霉的吸光度值．A为加AHb裱度 

为舢时的吸光度值．Kd越小则亲合力越高． 

(3)McAb特异性分析：竞争ELISA测定各种动 

物Hb对人Hb与McAbf~台的抑制率，方法同亲合力 

测定． 

(4)抗原位点分析人Hb 链和 链用醋酸纤维素 

膜分离，将醋纤膜分成三份。一份氨基黑10B染色显 

示两条带：另一份对应 与芦带剪下洗脱用于问接ELI- 

SA筛选McAb；第三份与硝酸纤维索膜吸印转移，免 

疫酶染色 进一步鉴定抗原位点。 

7．5双特异性McAb的鉴定：染色体分析三体 

瘤(trioma)；免疫酶染色显示两条带； 与 链互相不抑 

制排除交叉反应． 

结 果 

1． McAb的基本特性 见表1． 

2． McAb特异性分析 用竞 争ELIsA 

测定猪、牛、羊、兔、鸡、鸭Hb对McAb与人Hb 

结合 的抑制率。结果表明：Hb264对6种动物 

Hb无交叉反应，抑制率均小于3 ：猪Hb与 

Hb210和Hb238有弱的反应，但 亲合力 比人 

Hb低l0一 l00倍，Kd(猪Hb)分别为3．0×lO 

mol／L和7．2 x 10 mol／L。三株McAb均不 

与牛、羊、兔、鸡、鸭Hb交叉反应 

3． 抗原位点分析 问接ELISA和免 

疫酶染色结果表明：Hb264和Hb210分别针 

对人Hb的口链和 链；Hb238可同时结合 链和 

口链 

4． Hb238 McAb双特异性分析 过量 

的口链与Hb238 McAb结合后．加在包被 链 

的酶标板中．仍然检测到大量的McAb与 链 

结合。吸光度比值太于0．85。反之用 链平衡． 

口链包被的竞争ELISA也得到相同结果，从而 

证明Hb238是 针对人Hb 与 链 的BisMe 

Ab,并非是 与F链有相同或相似抗原决定簇 

引起的交叉反应 

5． McAb的初步应用 用抗人Hb~链 

的Hb264McAb建立了竞争ELISA方法和胶 

体金凝集抑制试验检测粪便中的微量Hb，灵 

敏度高．特异性强，简单实用，对于提高粪便 

隐血试验的准确度以及隐血试纸质量评价与 

控制有意义。 

讨 论 

杂交瘤单克隆抗体技术的创立为所有需 

要使用特异性抗体的研究领域提供全新的手 

段和制剂，促进 了众多学科的发展。由于 

McAb具有单一的抗原垃点特异性和均质性 

· 襄1 抗人Hb McAb的基本特性 

· 9l· 
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等特点，大大推动了生物活性物质在分子水 

平上的研究。对于具有重要生理功能的Hb的 

研究。McAb也显示 出它独特的优越性 “ 。。 

Kazim和等 用多种动物抗血清研究人Hb的 

链，认为有5个抗原位点，口链在种族问变异 

较大 ，抗原位点尚难估计。Krlo“ 总结 了人 

HbMcAb在抗原位点上有四种类型：(1)对 

链特异：(2)对 链特异；(3) 和 链有交叉 

反应：(4)对 和 共 同组成的抗原决定簇结 

合，即抗空间构型的McAb。本文报道的 

Hb210和Hb264属于Krco第1和第2类型，而 

Hb238是人Hb抗体谱新成员，即BisMcAb， 

依据是：Hb238杂交瘤细胞染色体132条，接 

近两个脾细胞和一个Sp2／0细胞的总和；染色 

体大多数为端着丝点，(脾细胞特点)，见图。因 

此，Hb238是两个脾细胞与一个Sp2／o细胞融 

合的三体瘤(trioma)，有分泌BisMeAb的基 

因基础；免疫酶染色显示两条带和 与 互相 

不产生竞争抑制，证实Hb238可分泌抗人 

Hb 和 的BisMcAb． 

离心融合法制备三体瘤的基本原理，可 

能是在离心力作用下细胞之问距离减小，细 

胞膜紧密粘舍，在PEG作用下形成多个细胞 

的融合体．这样一次融合得到分泌BisMcAb 

的杂交瘤，其概率仍是很低的。但是，如果将 

两种抗原(如肿瘤抗原和毒素)分别免疫的小 

鼠脾细胞与Sp ／0一起离心融合，得到BisMc 

Ab是可能的。 

制各BisAb可用化学交联(chemicol li． 

nkage)、二次杂交瘤(hybrid-bybrid0mas)和 

基因工程(gene~c engineering)技术 。这 

些方法尚处于探索之中。其中二次杂交瘤技 

术制备的BisAb在许多方面类似于天然抗 

体，特别适用于免疫治疗剂和细胞生物学的 

研究。但是二次杂交瘤的制各需要赋予亲本 
一 次杂交瘤某种抗性或敏感性，以便于融合 

后筛选．因此二次杂交瘤制各周期长，方法繁 

琐，稳定性差。本工作采用离心融合一次制备 

三体瘤，方法简单．抗体分泌性能稳定．为研 

制BisMcAb开辟一条新途径。 

用抗人HbMcAb建立了新颖的胶体金凝 

集抑制试验和竞争ELISA检测粪便隐血，初 

步显示丁抗人HbMcAb作为隐血诊断试剂具 

有特异性强，灵敏度高的特点，在消化道出血 

的诊断和筛选早期大肠癌有实用价值． 

本工作采用超声乳化抗原佐剂和微波 

ELISA筛选阳性克隆，提高了McAb技术的 

工作效率。 

图1 Hb238杂交瘤细胞染色体(1000x) 
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PREPARATION AND CHARACTERLZATION OF M ONOCLONAL ANTIBODIE8 

AGAIN8T HUMAN HEMOGLOBIN 

WangKaizheng，et al 

Faculty of Laboratory Medicine 

Three hybridoma cell lines．desingnated Hb264，Hb210 and Hb238，were prepared by the 

deveIoped hybridomas technology．Hb264 McAb specific for the beta．chain 0f human Hb is the 

murine IgG2a；the Kd of the con1plex of Hb26 Hb is 1．6 mol／L．Hb210 McAb reacts to the 

alpha-chain of human Hb：Kd of Hb210-Hb is 2．8 me1／L；murine IgG2b．Hb238，murine IgG2a，is a 

bispecific M cAb which can combine with the alpha·chain aB wdll aB beta-chain of Hb；The hybridoma 

Hb238 is a triom且fused with two spleen cells of the mice and one Sp2／0 plasmacytoma cel1：Kd of Hb 

238．Hb is 8．9 mel几 ．The methods an d results of ceil fusion，screening．characterization have been 

discussed． 

KEY W0RDS hemoglobin；hybridomas；bispecific monec lonal antibodies；ELIsA 

(上接96页) 

8TUDIE8 ON THE PROTECTⅣ E8 EFFECT8 OF PHO8PHOLIPA8E A2 

INHm ITOR8 AND ANTIOXIDANT ON BIOMEMBRANE8 INJIJRIE8 IN． 

DUCED BY ENDOTOXIN ADMINISTRAT【ON IN W IsTAR RATS 

LuL ，et al 

Dept．of Chinical Biochemistry 

The protective effects of phospholipase A2 inhibitors，chloropromazine and dexamethasone，an d 

antioxidant vitsmine E on biomembran e$injuries induced by endotoxin administration were studied 
on wistar male rats．恤 e rosults showed that phospholipase A2 inliibitors significan tly prevented the 

meali e phospholipids structure from phes pholipase A2 involved  degradation and red uced the 

accuJmulation of lipid peroxidation induced by endotoxin administration．and antioxidant vitamine E 

had a powerful effect in the prevention of lipid peroxidation．It is suggested that the activation of 

phespholipase A2 an d lipid peroxidation may play critical roles in the procese of biomembran es 

injuri∞ induced by endotoxin adm inistration． 

KEY WORDS Phospholipa* A2；Lipid peroxldation；Endotoxin；Biomembran e；phospholipids 
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