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应用抗人 C l q单克隆抗体亲和层析柱

分离人血清中 C l q的研究

谢佩蓉 王剑平 王雪峰 冯 庆和 郑 萍 朱锡华

(免疫学研究室 )

提 要 本文报道了一种以抗人 C l
。单克隆抗体亲和层析柱分离人血清中 C l。的方法

。

该法简

便快速
,

可于 24 ~ 招小时内完成
。
C l 。 产量约为 7 ~ 10 “ g / 1。。“ 1血清

。

该制剂经双向扩散及 免疫

电泳试验
,

未发现免疫球蛋白污染 , s D S
一

P人G E 分析表现典型的 lC评单位结构
, 经红细胞凝集

和胶乳凝集试验测定
,

其生物学活性比较好
。

抗人 lC
。单克隆抗体5 eP h“ r 。 : “ 4 B 柱反复使用 10 余

次
,
4℃冰箱保存将近一年仍保持活性

。

关份饲 C l 。 , 单克隆抗体 , 亲和 层析

lC q 是补体第一成分的一个亚单位
,
其

在补体经典途径中发挥着重要作用
。

许多理

研究如 C场的结构与功能
、

C lq 的生物合
、

免疫复合物沉积肾小球基底膜的机制与

cl q的关系等 (` 一 ” ) , 均需要高度纯化的C坑制

此外在免疫复合物病的循环免疫复合物

检测
、

血清中 C玩水平以及抗人 C lq 单克

缘抗体 ( M
o 二 o e l o n a l A n` ib o d i e s略为 M

e A b )

豹筛选等实际工作中
,
也都需要高度纯化的

C坑
。

因此多年来人们对自血清或血浆 中分

lC q 的工作
夕
进行了大量研究 (` 一 8) 。

但要

获得没有免疫球蛋白污染 (特别是 Ig G )
、

作步骤简单
、

产量高
、

纯度好 的分 离方

至今尚未完全达到
,
鉴于 M

c A b 具有高

异性
、

高免疫活性和均一性等优点
,
用它

成亲和层析柱
,

从复杂的混合物中分离单

成分
,
是一个比较好的方法 (卜粉

。

用抗人C lq M c A b亲和层析柱分离 C lq
,

。
内外均未见报道

。

我们试用自制的抗人 C坑
c Ab做成亲和层析柱

,
进行人血 清 中分离

坑的试验
,
发现所分离的C坑制品

,
纯度

、

性及产量都比较高
,
而且方法简便

,

适用

一般实验室
, 现简述于后

。

材 料 和
.

方 法

一
、

鼠杭人 lC q M
c A b 由本室建立的分泌

抗人 C lq M c A b杂交瘤细胞系 D 。 “̀ , , 按常规方法

制备的小鼠腹水
,

E L sI A 效价为 10
“ . ,

经盐析法

和 D E A E
一

纤维素层析法纯化
。

二
、

鼠杭人 C l q M
c A b亲和层析柱的制备

按文献 ( 1 2 )方法制备
。

活化的 S e ph a r o s e 4B为

瑞典产品 ( ph a m a e i a F i o e e 五e m i e a l ) ,

使用前

按说明书进行处理
。

抗体偶联率为 71
.

4 9%
,

偶联

量为感m g /。 1 S e
灿

a r o s e 4 B
。

三
、

人C lq 的分 离

(一》 提取优球蛋白 取正常人血清 (来自健

康供血员 ) 的~ 70 0 1 , 装透析袋对 。 . 。。 SM E D T A

2
,
o o om l透析过夜

,

以 2 5 0 0 0 x g低温离心 3 0分钟
,

弃去上清
,

沉淀物以同样溶液洗涤一次
,

以原血清

量的 1 / 1。溶于p H 7
.

5 o
.

75 M N a CI 0
.

01 M E D T A

溶液
,

4 ℃冰箱放置 1 小时
,

再以 2 5 0 0 0 又 g 离 心3 0

分钟
,

弃去不溶性沉淀物
,

收集 上 清 即 为优球蛋

白
,

冻存备用
。

(二 ) 鼠抗人 lC q M c A b 亲和层析柱分离lC q

1
.

淋洗 用p H了
.

5 o
.

01 M P B S淋洗 层析柱

。
.

3 x 6
.

o e m ) 约 2 ` 3 个床体积
,

流 速 6 Q~ 牙o

m l /五
。

2
。

加样 取上述优球蛋白对 p H 7
.

5 o
.

01 M

PB S透析平衡约 1 小时
,

缓慢加入抗人 C lq cM A b
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亲和层析柱
,

流速 10 ~ 15 m l / h
,

样 品全部进入

柱床
,

用 F B S 淋洗
,

流速 60 m l/ h
,

收 集流出液
,

约 5 m l为一组分
。

3
.

解离洗脱 用 p H 2
.

8 0
.

2M甘氨 酸盐酸解

离洗脱
,

流速 6 om l/ h
,

收集解离洗脱液 (一组分约

5 m l)
,

及时用 1 / l o N N a O H 中和
,

并立 即对 p H

7
.

5 o
.

7 5 M N a C I 0
.

o 1 M E D T A 透析平衡
。

以 上收集的各组分于分光光度计 2 8 0n m 测 A值

后
,

分装冻存 一 30 ℃冰箱备用
。

四
、

免疫化学分析

(一 ) 双向扩散及免疫电泳 试 验 按 C a m p
-

b el l ls( 〕等方法进行
。

抗人全血清及抗人 C l q 血清本

室自制
,

抗人飞G
、

地M
、

瑰A 购 自北京生物制品

研究所
。

(二 ) S D S
一

P A G E 按 P o h l 等的方法
。

五
、

生物 学活性测 定

(一 ) 胶乳颗粒凝集试验 (简称 乳凝 )( 14) 用

甘氨酸缓冲液一系列二倍稀释的 C l q制品
,

与等量

I g G 致敏的胶乳颗粒混合
,

室温孵育 2 小时后
,

观

条结果
。

呈现明显凝集的 C均 最高稀释度
,

即为效

价
。

以缓冲液替代 C l q作为对照
。

(二 ) 红细胞凝集试验 (8) C坑 制品用 pH 7
.

4

巴比妥缓冲液到行一系列倍比稀释
,

与等量致敏绵

年红细胞相混合
,

室温孵育 3 小时
,

显微镜下观察

凝集现象
。

呈现明显凝集的 lC q最高稀释度
,

即为

效价
。

以巴比妥缓冲液替代 C l q作为对照
。

六 蛋白 定量 按 28 0n m E

思
6

.

8计算
。

实 验 结 果

一
、

人 C lq 的分 离 人血清经予 处 理的

优球蛋 白
,
过抗人 C lq M

e A b S e p h a r o s e 4 B

柱
,
经 P B S淋洗出现第一峰

,

甘氨 酸盐酸解

离出现第二峰
,

分别收集蛋白液
, 于分光光

度计波长 2 8 o n m 测蛋白液的 A值并进行乳凝

试验
。

结果如图 1所示
,
绝大部分 C lq与抗

人C城 M c A b结合
,
用甘氨酸 盐 酸 解 离 的

C l q ,
其 A值 与乳凝效价 相一 致

。

以 2 8 0n m

E

}练
6

.

8计算 lC q 浓度 `台 , ,

产量约为卜
l o m g / l o o m l血清

。

6
.

0

4
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二
、

免夜化学分析

( 一 )双向免疫扩散 取正 常 人 全 血

清
、

优球蛋白
、

层析第一峰
、

分离的人 C l q

分别与抗人全血清
、

抗 人 C坑
、

抗人 I gG
、

烤 M
、

I gA进行双向免疫扩 散 试验
,

结果如

图 2 所示
,

正常人血清及优球蛋 白与抗人全

血清形成多条沉淀 线
,

与 抗 人 C lq
、

抗 人

IgG
、

I g M
、

I g A 分别于不同位置 形 成一条

沉淀线 ; 经层析柱吸附后洗脱的杂蛋白
, 与

抗人 C l q 未出现沉淀线
,

再次说明优球蛋白

中的C lq 与层析柱偶联的抗人 C lq M c A b 结

合
,

而与抗人 I g G
、

I g M均有沉淀反应出现 ;

纯化后的 C坑则仅分别与抗人全血清及抗人

lC q 呈现单一沉淀线
,

未见有 I g G
、

地M 及

I g A 等杂蛋 白
。

沈遥绝鹅舀鳍轰赫 i拱认诱滋再拉共轰满索
;多护而获从 芍漏众洛械 ,

翻
益旅翻公瑞姗心浦啼甲泌

( A ) ( B )

图 2 双向免疫扩散试验

中间孔
: ( A ) 右一人全血清

左一优球蛋白

( B ) 右一层析第一峰

左一纯化 C执

周围孔
: 1 一 6 为

:

抗人全血清 ;抗人 C i q ;抗人 Ig G ;

抗人馆M ;

抗人 I g A j
, 生理盐水

(二 ) 免疫电泳 图 3 表明纯化 的 C l q

与抗人全血清及抗人 C玩血清于阴极端慢 Y区

形成一条沉淀线
, C垃 经 56 ℃ 30 分钟灭活后

则沉淀线消失
。

而作为对照的人全血清与抗

人全血清在不同位置形成多条沉淀线
,

与抗

人 C lq 则为一条沉淀线
。

( A ) ( B )

图 3 免疫电泳试验
(式 ) 巾间孔

:

正常人血清 上下孔
:

上槽
,

抗人 C气血清
纯化人 C : 。

抗人全血清
( )B 中间孔

:

正常人血清

上下槽
:

抗人全血清

一

厂槽
:

上孔
:

人 C l 。 ; 下孔
:
灭活 C l ,

(三 ) SD S
一

P A G E 图 4为经 琉 基 乙

醇还原或不还原处理的 C坑制品 SD S
一
P A G E

结果
。

图 4 A 为未还原的 lC q 夕 呈现分子量

为 6 0
,

0 0 0 和 4 2
,

0 0 0二条蛋白带
,

是 C lq 经

尿素及碘乙酞胺处理后 解 离 的 二个亚单位

( A
一

B和 C
一
C ) ; 图 4 B 为 经琉基 乙醇及碘

乙酞胺还原烷 化 的 C lq
,

显示 分 子 量 为

2 9
,

0 0 0
、

2 7
,

0 0 0和 2 2
,

0 0 0三个亚单位 ( A
、
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B
、

C )
。

图 4C 和 D为不还原和还原的优球

蛋 白
,

均呈现多条蛋 白带
。

图 4 E 为 标准蛋

白带
。

三
、

生物 学活 性检测 根据致敏胶乳颗

粒上 Ig G及致敏绵羊红细胞 I g G或 Ig M的 cF 部

分补体结合点
,

能 与 C l q 球形亚单位结合的

原理
,

从而使致敏胶乳颗粒和致敏绵羊红细

胞发生凝集现象
,

凝集效价的高低表 明 lC q

活性的强弱
。

本试验取纯化 C lq ( 4 4 7件g /m l)

进行乳凝及红细胞凝集试验
,

结果见表 1
。

两种试验的效价均为 1 : 6 4
。

讨 论

我们以抗人 C l q M o A b 亲和层析柱分离

人血清中所得的 C l q
,

经双向免疫扩 散 和免

疫电泳试验
、

S D S
一
P A G E 等 免 疫化学分析

结果
,

表明该制剂符合 C l q 的特性
,

而且是

一纯度较高的制品 (“ 一 ` 6 )
。

lC q 在 正常血清中的浓度
,

各作者报道

不一
,

分别为 7 0卜g / m l (
’ `
)
、

7 6件g /m L(
7 , 及 1 50

鄂ù淤

蔡概

~…
1

霎
;

“衣祷: ;

图 4 S D S
一

P A G E

A
、

C为未经琉基乙醇还原的 C l q及优球蛋白
。

B
、

D为经琉基乙醇还原的 C l q及优球蛋白
。

E 为不同分子量的标准蛋白

表 1 C lq 制品 的生物 学活性试验

试验名称 C晚稀释度

1
:
3 2

胶乳凝集

红细胞凝集

1 : 1 6

借

任

什

什

1
:
6 4 1 : 1 2 8 对照

科
一

}
-

一

甘 十

. 凝集程度

林g / m 1( ” ) , 可能与试验条件不同有关
。

我们

。
, 、 、 : 产 、 . , , ,

, : 、
, 。

r
卜 , , n n 八

_

_ _ _ , 二

l %
。 。

、 ,

、 左卜

用分光光度
一

计波长“ “ 。“ m E拓益
6

·

“ 计 算纯

化 C l啪勺产量
,

每 l o o m l血清获 C lq约为 7 一

1 0m g
,

与Y o n e m a s u
等 ( ’ ` ) s m g / i 0 0m l

、

R e id

等 ( 4 ) 2 一 2
.

s m g /一0 0 m l及 S e h e p e r s 等 ( 7 ) 3
.

9 5

m g / I Oo m l血清相 比
,

说明用 该 法 纯 化 的

C lq ,
产量是相 当高的

。

利用 C玩进行研究工作
,

不仅要求 C城 的

纯度高
,

而且要有较好的活性
。

国外实验室

多 以溶血反应表示 C lq的活性 (“ 一 , ) , 该 法 敏

感性高
,

可测定少于 I n g的 C lq 洛 血 活性
,

但该试验需有 C l r
、

C l s
、

C
4 、

C
:

等 制品
,

我们实验室 目前 尚无此条件
,

因而采用红细

胞凝集试验及胶 乳凝集试验
,

用这些方法测

定 C l q 活性
,

试剂来源方便
,

方法简单
,
一

般实验室可以做 到
。

经试验证明 4 4 7拼g /m 1w]

C玩
,

两种试验的凝集效价均为 1 , 6 4 , 与本

室以往用低离子强度含鳌合剂 的 溶 液
, 分

段沉淀的方法分离的 C lq是可 比的 (8)
。

由于 C lq 在血清 中含量甚微
,

要从血清

蛋白中纯制
,

必需通过多个步骤
,

既费事又



费时
,
且影响制品的产量和活性

。

单克隆抗

体具有高度特异
、

高免疫活性及均一性等特

点
,

且来源方便
, 我们在人血清提取优球蛋

白之后 , 只通过一个抗人 C坑 M c A b 亲和层

析柱
,

即达到纯化的 目的
,

一般在 24 一 4 8小

参 考

时 内完成
,

所得制品纯度
、

产量及活性都比

较满意
,

且层析柱反复使用 10 余 次
, 4℃ 保

存将近一年
,

仍保持活性
。

(本文中 S D S
一

P A G E 由西南医院免疫室胡祖

祥同志协助进行
,

特致谢 )
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