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三株抗白念珠菌单克隆抗体的制备与鉴定

Preparation and identification of three strains of monoclonal antibody
(McAb)against candida albicans
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提 要 目的:为进一步研究白念珠菌保护性抗体以及系统性念珠菌病早期诊断奠定基础 。方法:运用细胞

融合 、间接 ELISA 、IIF 、SDS-PAGE及免疫印迹等技术 ,制备并鉴定抗白色念珠菌单克隆抗体 。结果:建立了 3株分泌

抗白念珠菌胞壁单克隆抗体杂交瘤细胞株 1B5 、3E8 、4C7 ,亚类分析显示 1B5为 IgM , 3E8和 4C7为 IgG1 ,3株单抗皆

能使白念珠菌孢子和芽管染上荧光 , 1B5单抗能识别白念珠菌胞壁外膜上分子量约为 32×103u抗原成分。结论:制

备成功 3株抗白念珠菌胞壁外膜成分单克隆抗体 , 其中 1B5单抗是抗白念珠菌胞壁外膜上分子量约为 32×103u

抗原成分的单克隆抗体 。

近年来 , 白念珠菌已从一种少见的致病菌转变为
医源感染中最常见的病原菌之一[ 1 , 2] 。由该菌所致的系

统性感染 ,死亡率高达 38%～ 59%
[3]
,原因之一为对该

病的诊断困难 , 二为治疗困难。在系统性念珠菌病患
者中 , 血培养阳性率低;检测白念珠菌抗体或代谢产

物 , 虽然敏感性好 , 但特异性差 , 且不能达到早期诊断

的目的;寻求一种抗白念珠菌特异抗体以检测相应抗
原 , 也许是系统性念珠菌病早期诊断的方向 。近来许

多研究结果提示了体液免疫在抗系统性念珠菌病中起

着重要的作用 , 为抗白念珠菌保护性抗体免疫及其抗
体参与系统性白念珠菌感染治疗的研究提供一定理论

依据
[ 4]
。本研究运用杂交瘤技术 ,制备出抗白念珠菌胞

壁外膜成分单克隆抗体 , 为进一步抗白念珠菌保护性
抗体的筛选 、鉴定 、保护机制的探讨以及系统性念珠菌

病早期诊断研究奠定基础。

1 材料与方法

1.1 菌种
为我科真菌保存菌珠———白念珠菌 19(白19)。重新培养 、鉴

定
[ 5] 。

1.2 静止相白念珠菌孢子及菌丝相(带芽管的孢子)
培养[ 6]

1.3 单克隆抗体的制备
[ 7]

1.3.1 动物免疫 参见 Sundstrom方法[8 ] 。免疫动物选用

6 ～ 8周龄 BALB/C小鼠 ,免疫方案包括 5次腹腔内菌液注射 ,每
周 1次 ,每次菌量为活的静止相白19孢子 2×105 ,融合前 3 d腹腔

内加强免疫 1次 。

1.3.2 细胞融合 、克隆筛选 、克隆化培养[7 ]
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1.3.3 抗体检测方法 采用间接 ELISA法 。

1.3.3.1 步骤 一定浓度活的静止相白19孢子悬液加入酶

联板中(0.1 ml/孔), 37°C干燥;甲醇固定 10 min。以下按常规

ELISA法操作步骤进行 。阳性对照为免疫小鼠血清 ,阴性对照为

1640培养液。

1.3.3.2 方阵滴定 略。

1.3.4 单克隆抗体的生产及效价测定[7 ]

1.4 单抗的鉴定
1.4.1 单抗亚类的鉴定

1.4.2 核型的分析

1.4.3 间接免疫荧光染色 静止相白19孢子和带芽管的孢

子分别做抗原 , 已制备的抗白19孢子胞壁外膜单克隆抗体做为

Ⅰ抗 , Ⅱ抗为羊抗鼠荧光抗体 。按常规间接免疫荧光染色步骤

进行荧光染色 。

1.4.4 白念珠菌胞壁外膜成分 DTT提取物的制备
[6 ]

1.4.5 SDS-PAGE
[9 ]

对白19孢子胞壁外膜成分 DTT提取物

进行垂直板 SDS-PAGE。浓缩胶为 5%,分离胶为 10%。停止电泳

后取出凝胶进行银染或电转移 。

1.4.6 免疫印迹
[9 ]

按前述方法对白19孢子胞壁外膜成分

DTT提取物进行垂直板 SDS-PAGE。再通过转移电泳 , 将凝胶上

的蛋白成分转移至 NC膜上;PBS漂洗 , 封闭液中 37°C封闭 2

h。以 1B5腹水单抗为Ⅰ抗(1B5腹水单抗用抗体稀释液稀释成

1∶1 000), 羊抗鼠酶标抗体做为Ⅱ抗 (酶标抗体用抗体稀释液

稀释成 1∶1 000)。在底物溶液中显色 10 ～ 20 min 。

2 结果

2.1 抗白念珠菌胞壁外膜抗原单克隆抗体杂交瘤细

胞株的建立

2次成功融合 , 8块板获 483个克隆生长孔 。经间接 ELISA

检测出阳性反应孔 3个 。连续克隆化培养 3次 , 3株杂交瘤细胞

仍持续分泌抗体 。培养中细胞生长良好 , 并可诱生富含单克隆

抗体的腹水 。经反复冻存复苏后 ,仍保持分泌抗体的能力 。我们

将这 3株杂交瘤细胞分别命名为 1B5 、3E8 、4C7。
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2.2 单克隆抗体的效价测定
用间按 ELISA法测抗体效价。已知抗原仍用活的静止相白19

孢子悬液。杂交瘤腹水抗体稀释度从 1∶100 ～ 1∶25 600。1B5效

价为 1∶3 200 ,3E8效价为 1∶6 400 , 4C7效价为 1∶800。若将包

被的已知抗原改用白19DTT胞壁提取物后 , 3株杂交瘤腹水单抗

的效价均超过 1∶25 600。

2.3 单抗的鉴定
①核型分析:杂交瘤细胞株 1B5的染色体数目为 96条 , 3E8

为 83条 , 4C7为 91条 。 ②单抗亚类:琼脂扩散试验结果显示:

1B5单抗为 IgM、3E8和 4C7单抗为 IgG1 。③间接免疫荧光染色:

3株杂交瘤细胞的腹水单抗 1B5 、3E8和 4C7皆能使白念珠菌孢

子和芽管表面产生很强的荧光 。④SDS-PAGE和免疫印迹结果显

示 , 静止相白19孢子胞壁 DTT提取物中的在分子量大约为 32×

103 u处可见一酶染色阳性带 ,这表明 1B5单抗能识别静止相白19

孢子胞壁外膜上分子量大约为 32×10
3
u的抗原成分 , 并与之发

生反应 。

3 讨论

3.1 免疫原的选择

在白念珠菌致病性研究中 , 该菌对宿主组织的粘
附 ,被认为是致病的起始环节[ 4] 。这种粘附的发生 ,是

白念珠菌胞壁外层特殊成分与其“靶子”表面的特殊结

构相互作用的结果。白念珠菌胞壁通常分为 3层
[ 10]
,

由甘露聚糖和蛋白质组成胞壁外层 , 其功能主要是介

导粘附和提供表面抗原 。本法直接用活的白念珠菌孢

子作为免疫原 , 以制备抗白念珠菌胞壁外层(外膜)成
分的单克隆抗体。

3.2 ELISA检测系统

本法采用间接 ELISA法检测系统 ,检测 、筛选阳性
单抗克隆孔 ,遇到以下困难:①用以检测单抗的已知抗

原为活的白念珠菌孢子 , 按常规方法将其包被于酶联

板后易被洗脱 ,影响检测系统的敏感性;②不知该检测
系统的最适检测单抗用已知抗原浓度和最适检测用阳

性抗体的工作效价;③该检测系统的检测可靠性如

何。按我们改进的抗原免 就基本上解决了酶联孔中

已包被白念珠菌易被洗脱的问题 。再者 , 我们对本研

究采用的间接 ELISA法检测系统 ,先进行方阵滴定 ,求
得该检测系统的最适检测用已知抗原浓度(白19孢子悬

液浓度为 1×107/ml)和最适检测用阳性抗体工作效价

(1∶800);同时在实验中 , 检测板中各孔的OD值随抗

体 、抗原稀释度的增高而呈阶梯形降低 ,无“花板”出现 ,

因此 ,我们能确定该检测系统检测效果好 ,可信度高。

3.3 抗白念珠菌胞壁外膜成分单克隆抗体的制备 、
鉴定

我们用活的白念珠菌孢子作为抗原 , 建立了 3株

分泌抗白念珠菌胞壁外膜成分的单克隆抗体杂交瘤细

胞株———4C7 、 3E8、 1B5。用孢子作已知抗原 , 间接

ELISA法测定腹水单抗的效价 , 1B5为 1∶3 200 , 3E8为

1∶6 400 , 4C7为 1∶800。单抗亚类分析显示 1B5为

IgM 、3E8和 4C7为 IgG1。白念珠菌胞壁抗原成分复杂 ,

其中单用二巯基苏糖醇(DTT)提取白念珠菌胞壁成分

获得的胞壁提取物主要来自白念珠菌胞壁外层。本文
用 DTT法提取白念珠菌胞壁成分 , 先证实 DTT胞壁提

取物能与本文制备的单抗发生阳性反应 , 再将 DTT胞

壁提取物进行 SDS-PAGE和免疫印迹 , 结果显示 1B5

单抗能与 DTT白念珠菌胞壁提取物中分子量大约为

32×10
3
u抗原成分发生反应 。因此 ,我们认为 1B5单抗

是抗白念珠菌孢子胞壁外膜上分子量为 32×10
3
u大

小抗原的单克隆抗体。

作为抗白念珠菌胞壁外膜成分的单克隆抗体 , 通
过间接免疫荧光染色 , 应使白念珠菌孢子表面染上荧

光。本研究用这 3株腹水单抗 ,分别对白念珠菌19孢子 、

芽管进行间接免疫荧光染色 , 皆使孢子和芽管表面产
生很强的荧光 。这也进一步证实了 3株单抗是抗白念

珠菌胞壁外膜成分的单克隆抗体 。
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