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抗脆弱类杆菌单克隆抗体的研制与鉴定
’

甘 霉 ” 张稚萍 肖光夏 (第三军医 大学 附属西南 医 院烧伤研究所 ) 重庆
,

4 0 0 0 38

提 要 目的
:

为 了获得高效价 和高特异性 的抗 2又厂抗体
。

方法
:

以脆弱类杆菌的标准株免疫 B A L B /C

小 鼠
,

采用杂交瘤技术 选择能稳定分 泌抗脆 弱类杆菌 的杂交瘤 细胞株
。

结果
:

建 立了 3 株稳定 的杂交瘤细胞

株
,

E L I S A 法测定腹水 M
e A b 效价分 别为 l : 6 0 0 0

,

l : 6 0 0 0 和 l : 1 2 0 0 0
,

敏感性 为 1 0 2
一 1 0 3 。 f u ,

与其 它

杆菌
、

梭菌无交叉反应
,

竞争抑制试验表 明 3 株 M
c

A b 作用于细胞表面不同的抗原决定簇
。

将 3 株单克隆抗

体两两混合制成单 克隆抗体池用 E L IS A 测定其敏感性较一株单克隆抗体提高 2 ~ 4 倍
。

结论
:

高效价和高特

异性抗脆弱类杆菌的 M
c

A b 对于研究脆 弱类杆菌及其引起的感染性疾病有 十分重要的意义
。
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脆弱类杆菌 ( B ac et or t’d :
介

口 91 11 : ,

母
,

) 是引起外科

感染尤其是化脓性感染最常见也是最重要的无芽胞厌

氧菌 .l[ 幻
,

其 98 %产生 卜内酞胺酶 s[]
,

因此对许多头抱

类抗生素不敏感
,

对氨基贰类抗生素则天然耐药
。

本研

究的 目的是期望制备出高效价的抗侧
、

的 M o A b
,

并建

立快速
、

简便
、

敏感性 和特异性都较高的检测方法
,

为

l猫床诊断及治疗及时提供依据
,

并为保护性抗体的筛

选及疫苗的研制打下基础
。

l 材料与方法

1
.

1 免疚原及主要试剂

双了标准株 ( A T C C 2 5 2 8 5 )购 自美 国 A T C C 公 司
,

H R P 标

记的猪抗 鼠 I药 抗体
、

胎 牛血清 ( F C )S 及 P E G 等为华美 生物

工 程公 司产品
,

B A L B / C 小 鼠由本校动 物所提供
,

其它试 剂为

分析 纯或化学纯
。

1
.

2 单克隆杭体的制备

侧
,

经 0
.

5 % 甲醛生理盐水 固定
, 。

.

9 % 生理盐水 反复清洗

3 次
,

以 1 0, ` fu /m l常规腹腔免疫 B A L B / C 小 鼠 3次
,

融合前 3

d 加强免疫 1 次
。

将免疫小 鼠脾 细胞与 S P Z/ O 骨 髓瘤 细胞在

5 0 % P E G 作用下 融合
,

H A T 培 养 液 选 择 性 培 养
,

采 用 间 接

E L I S A 法对杂交润培养上清进行检测筛选
,

经有 限稀释法将 阳

性孔进行克隆化培养至 10 0 % 孔均为阳性
.

扩大培养后将杂交

瘤细胞接种于已腹腔注射降植烷 0
.

5 m l 一周以 上的 B A L B / C

小鼠腹腔制备腹水
。

1
.

3 腹水单克隆杭体效价测 定及 纯化

1
.

3
.

1 采用 间接 E LI S A 法侧定腹水 M c A b 效价 将 Bf 超

声粉碎后紫外分光光度计侧定其蛋 白浓度
,

以 5 ~ 10 拜g / m l 包

被醉连板
,

0
.

5 % BS A
一

P B C 封闭
,

加人 待检样品 (腹水 或培养上

清 )
,

设培养液阴性对照及鼠抗 fB 多抗血清的阳性 对照
;

H R P
-

猪抗鼠 I药 染色
,

O DP 显 色系统
.

1
.

3
.

2 单 克隆抗体的提 纯 采用饱和硫酸胺法 ( A S A )对腹

水 I g G 进行粗提
。

沉淀 物以 2 3/ 腹水量的 P B S 重悬
。

粗提后的

M
e A b 装人透析袋

,

置于 0
.

0 1 m o
l / L p H 7

.

4 的 P B S 液中透析
,

透析过 的 M
c A b

,

过滤除菌后 分装一 20 ℃ 保存备用
。

1
.

4 M e A b 特性分析

1
.

4
.

1 杂交瘤染色体检 查 在 已克隆化培 养的杂交瘤细胞

中加人终浓度 为 0
.

4 拌g / m l 的秋水仙素继续 培养 4 h
,

按常规

方 法低渗处理 和固定
,

冰水滴片
,

空气 干燥
,

iG
e m as 染色

。

干燥

后 封片计算染色体众数
。

1
.

4
.

2 M
c

A b 类 型测定 用 羊抗 鼠 l g G 各 亚类抗血清 (上

海生物制品研究所 )与所 获腹水 做琼脂免疫 双向扩散
。

1
.

4
.

3 M
c A b 特异性分析 用多种杆菌及梭菌进 行 E LI S A

交叉试验
。

即包被相 同浓度的刀
,

和其它各菌
,

再用 E L IS A 间

接法检测
,

同时设不包 被抗 原的阴性对照
。

1
.

4
.

4 M
c A b 敏感性鉴定 以 fB 稀 释成不 同浓度 ( 10

“
~

l护 cf u
/ m l) 的菌液进行包被

,

再用间接 E LI S A 法检测
。

1
.

4
.

5 M
c

A b 决定簇分析 采 用竞争抑 制法在 包被有 fB
的微孔 中加人一种 (稀 释 10 倍 )单抗

;
另一孔加人两种 (稀释 20

倍 )单抗的混合液
。

以 间接 E L IS A 法测定 D ,9 2
值

。

抗体之 间产

生的相加效应程度用相加指数 ( A D 表示
。

A l一 【(2 A
: + 2 )八 A

, +

A
Z )一 1」x l o 。%

,

其中 A
,

和 A
:
表示 不同单抗分别与抗 原作用

时的 D 49 :
值

,

A
, 十 2

表示两种单抗混合后与抗原作用 时的 D 49 2
值

。

当 A l > 4 0 %时表示两种 M
o

A b 识别不 同的抗原决定簇
,

当 A l

< 25 %时表示两种 M
c A b 识别同一抗原决定簇

。

2 结果

2
.

1 杂交瘤细胞系的建立

经 侧
,

免疫的 B A L B / C 小鼠脾细胞 与 S P Z / O 细胞用 5 0 %

P E G 常规融合法进行细 胞融合
,

融 合率 7 8写
,

特异性抗体阳性

率为 13
.

4 %
,

经有 限稀 释法连续 克隆 3 次后
,

选出效价较高阳

性率达 10 0 % 的 3 株抗 丑厂的杂交瘤细胞系
,

命名为 I G
I。 ,

3 H ,

和 3 G
, 。

经冻存复苏 3 月后仍能稳定分泌抗体
。
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M c A b 腹水效价的侧定 3 株杂交瘤细胞系腹水效
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价 经间 接 E L I S A法 测 定分别 为 l : 6 0 0 0
,

l : 1 2 0 0 0 和 l ,

6 0 0 0
。

纯化后蛋 白含 量测定抗体浓度 5 ~ 10 m g / m l
。

2
.

2
.

2 杂 交瘤细胞染 色体检查 3 株 ( I G : 。
、

3 H ,

和 3G
。

) 克

隆细胞株 的染 色体众 数分别为 87
.

92
,

9 3
,

大多为端着丝点染 色

体
,

并有中部着丝点和亚 中部着丝点的染色体
。

2
.

2
.

3 M
o A b 亚类 鉴定 用琼脂免疫 双 向扩 散测得 3 株

M e
A b 亚类为 I G , 。

和 3 H
,

属 I g G I
,

3G
。
为 I g G Z

。 。

2
.

2
.

4 M
c A b 特异性鉴定 以 变形杆 菌

、

大肠杆 菌
、

枯 草杆

菌
、

产气荚 膜杆菌
、

厌 氧性链球菌
、

产黑类杆 菌
、

金 黄色葡萄球

菌
、

化脓性 链球菌
、

白色念珠 菌等包 被
,

常规 间接 E L IS A 法检

测
,

未发现有交叉反应孔
。

2
.

2
.

5 M
e

A b 敏感性 鉴定 I G
I。 、

3 H ,

和 3 G ,

的敏感性 分别

为 4 K l o Z
、

Z x l o Z 、
4 x l o Z c

f
u ,

任何两种单抗混合后 敏感性 为 ( l

~ 2 ) X 1 0 2 e
f
u ,

敏感性 可提高 2一 4 倍
。

2
.

2
.

6 M
c A b 抗原决定簇 的分析 竞争抑 制试验表 明 3 株

M
o

A b 作用于不同 的抗原决定簇
,

见表 1
。

抗免疫荧光及酶标染色法敏感性较高
,

但非特异性也

强
,

气相色谱法及 P C R 特异性很高
,

但假阳性也不 少
,

且设备昂贵
,

技术操作要求十分严格
,

不宜推广
,

本研

究就是希望能找到一种不但快速
、

简便
,

而且特异性和

敏感性都很高的方法
。

在实验 中我们发现将不同抗原

决定簇 的单抗混在一起制成 M c A b 池
,

不但不影响其

特异性
,

且 M c A b 池的敏感性也较单一的 M o A b 抗体

提高了 2一 4 倍
,

有明显的放大效应
,

总之该实验研究

为 双厂的基础与临床研究提供 了高度特异性 的抗体
,

对 月厂感染 的快速诊断
、

治疗及预防 (疫苗的研制 )将

有十分重要的意义
。
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表 1 M c A b 所针对的抗原决定簇分析

T a b 1 A n a ly s i s o f e P i t o P e s P e e if ie f o r
M

c A b

I G 一0
3 H o 3 G
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I G 一。 + 3 H 9 I G I。 + 3G , 3 H 9 + 3 G ,

D
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.

6 4 0
.
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.
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.

8 8
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多 讨论

脆弱类杆菌是引起外科感染尤其是化脓性感染最

常见
,

也是最重要的无芽抱厌氧菌
,

尤其是脑
、

耳
、

鼻
、

咽喉
、

口 腔
、

胸腔
、

腹腔
、

盆腔及肛周等组织的化脓性感

染
,

8 0 % 以上的脓肿都有脆弱类杆菌参与 〔, 一 5习
,

可见其

重要性及致病性不一般
。

但 目前的诊断主要靠分离培

养法
,

此法除要求有特殊设备外
,

在临床样本的取材
、

送检及培养任何一个环节疏忽都将影响检 出结果
,

临

床上也往往 出现许多脓液培养阴性的情况
,

且所需时

间较长
,

工作较繁琐
,

不能及时为临床治疗提供细菌学

依据
。

近年来
,

国 内外学者在这方面也作大量的工作
,

如 采用 气相 色谱 法
、

多抗 免疫 萤光 及 酶标 染色 法
,

D N A 探针
、

P C R 等 .l[ 卜
`〕 。

但上述各法均有优缺点
,
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aB
c t e

而 ds fr
a g i l i s

.

M e t h o d s :

B A L B / C m ie e w e r e i m m u n i z e
d w i t h B a c t e

or i d
s

fr
a g il i s ( fB )

.

T h
e

h y b
r id

o m a

e e ll li n e s e o n t i
n u o u s

l y s e e r e t in g M
e

A b
s a g a i n s t B f w e r e e s t a b lis

h
e d b y

.

r o u t i
n e h y b r id

o m a t e e
h

n i q u e
.

R e s u l ts
:

T h
r e e

h y b r
i d o m a e e

l l li
n e s w e r e

w e r e l : 6 0 0 0
,

l
:

6 0 0 0 a n
d l

s e r e e
ll

e
d

.

T h
e M e

A b t i t e r s o f t h
r e e

h y b
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l in e s f r o m a s e e t i

e f l
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l y

.

T h
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M
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~

1 0 3 e f u
.

T h
e M e
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s d i d n o t h
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e r
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e
l
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.

T h
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光反射灵敏
,

颈部强直减轻
,

双上肢及左下肢肌力 班级
,

右下 肢

肌力 I 级
,

双侧巴 氏征阳性
,

四肢肌张力正常
。

22 日 8 点继续 按

前一 日方案进行
,

治疗完毕后
,

问之能正确 回答问题
,

并 能回 忆

起潜水作业 的深度 40 m
,

但诉 双下肢膝关节 轻度疼 痛和麻 木

感
。

为防止病情反跳
,

故 23 日改为 N 氧修定方案治疗
,

但压力

为 S A T A
,

在治疗过程 中病人 自诉精神明显 好转
,

能清 楚回忆

起当时潜水全过程
,

并出现饥饿感
,

要求进食
.

24 日 8 点继续前

方案治疗后
,

患者双下肢疼痛消失
,

能下 床搀扶行 走 10 余米
,

为巩固疗效
,

防止后续症发生
,

1 月 25 日起改行常规 H B O 治疗

(方案同前 )
,

每 日 1次
,

连续治疗 16 次后症状全部消失
。

出院

前复查
:
肝功醉谱

、

头颅核磁共振
、

脑 电图均恢复正常
。

患者于

1 9 9 8 年 2 月 13 日痊愈 出院 (住院 2 6 d )
。

出院后 1 0 d 回单位上

班指导潜水打捞工作
,

经随访 5个 月无后遗症的发生
。

讨论

减压病一旦确诊立即再加压治疗 为此 病最有效 的治疗方

案
,

如延误治疗常给治疗带来许多困难 和后遗症
。

此患者发病

地处边远长江三峡 区
,

出现症状 就地 医院治疗
,

加之对 减压病

治疗认识不足
,

病情加重仍采用内科常规方法
,

治疗 Z d 无效后

转人本地市级医院行 H B O 治疗
,

由于再加压 的压 力不够 (舱体

设备所限 )
,

加之 减压 时间短
,

故病情 又进一步加 重
,

从 而延误

了再加压的时间达 1 00 多小时
,

此患者主要为重型 (脑 型 )减压

病
,

其中枢神经系统受损以脊髓 型多见
,

脑型少见 〔’ 一 3〕 ,

对延迟

治疗 昏迷长达 1 10 h 重型减压病经再加压
、

H B O 等综合治疗抢

救成功国内尚未见报道
。

减压病再加压治疗 能使其 组织气泡及血 管中的气 栓体积

迅速缩小
、

溶解
,

达到
“
压 到病除

”

的作用
,

但 由于种种原因延误

治疗
,

特别是中枢神经系统受损的重 型减压病
,

除上述气泡 的

机械作用损伤外
,

受损组织继发性水肿
、

代谢紊乱等一 系列病

理变化使病情进一步加重
。

因此
,

对其再加压治疗方案选择尤

为重要
,

此例患者延迟治疗时间长达 1 10 h
,

我们根 据患 者作业

时潜水深度
、

水沮
、

作业时 间
、

症状
,

参 考美 国及我 国空气减压

病再加压治疗表 N 氧修定后认为其治疗压力选为 5
.

6 A T A 较

为妥当
,

并延长各站上升移行的时间
: ①此压力 高于患者潜水

深度
,

再加压能达到使组织
、

微循 环血管的气泡体积缩小及 溶

解
。

②由于延误治疗时间达 到 10 0 多小时
,

受损 的组织血液循

环 障碍较重
,

故延 长各站 上升移行 的时 间
,

有 防止因减压 时脱

饱 和过程中受损 的局部 组织 气泡形成的可能 [’]
。

③此方案中减

压 到 2
.

8 A T A 压 力后可 以间 断地吸纯 氧治疗
,

可使受损的组

织 水肿进一 步减轻
,

特别是打 断脑水肿 的恶性循 环
,

防止组织

细胞的变性或坏死
,

为受损的组织修复和将来功能恢复打下基

础
。

④较单纯的空气加压 治疗减压的时 间明显缩短
,

为患者 出

舱后进一步在病房配合药物治疗和护理 留出时间
。

当患者病情缓解后应 经常 了解病情变化
,

一旦 出现病情反

跳现象时
,

可再加压治疗 以达 治疗 的彻底
。

本例患者 在加压治

疗清醒后 出现双膝关节 疼痛不适
,

考虑是再加压治疗 次数不足

的原因
,

故 重新再加压治疗 两次后疼痛症状消失
。

对 于重度延 迟治疗 减压病
,

当再 加压治 疗病情 缓解后
,

应

继续配合常规 H B O 治疗
。

H B O 有助于进一步消除局部组织水

肿改善微循环
,

对受损 的神经 组织 的进一步修复 和功能恢复
,

缩短疗程和减少后遗症 的发生起到重 要作用
。

另外在上述加 压和 H B O 治疗 的同时
,

还应针 对病人的不

同阶段
,

在再加压
、

H B O 或在病房治疗过程 中均应早期配合其

它辅助治疗 以提 高疗效
,

如给予扩溶
、

抗凝
、

抗感染
、

皮质激素
、

降低颅 内压
,

保证足够 的热量
,

输血浆或 白蛋 白
,

常压下 吸氧和

昏迷病人的护理
,

这对病人 的早期康复起到积极作用
。
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