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一种快速制备甲胎蛋白单克隆抗体
杂交瘤细胞系的方法
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技术与方法

【摘要】 目的建立一种快速制备甲胎蛋白单克隆抗体(AFP—McAb)杂交瘤细胞系的方法。 方法 以常规和改良两

种方式同时免疫8～12周Balb／c小鼠，取小鼠脾细胞与骨髓瘤细胞SP2／0融合并行次黄嘌呤、氨基蝶呤与胸苷选择性培养。

用间接酶链免疫吸附试验法(EI。ISA)筛选阳性克隆株，并建立细胞系。 结果 在较短时间内，改良法能获得高效价的免疫

抗体，与常规免疫法相比有极显著差异(P<0．001)，同时改良法的细胞融合率和抗体阳性率也显著高于常规免疫法

(P<o．001)。筛选获得的高效分泌抗人AFP—McAb的阳性杂交瘤细胞珠进行了初步鉴定。 结论 新的改良方法优化了

常规的McAb制备中动物免疫程序，并能成功筛选出AFP—McAb杂交瘤细胞系。
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[Abstract]

Objective：To establish a rapid method for preparing alpha—fetoprotein monoclonal antibody(AFP

McAb)hybridoma cell line．

Methods：Balb／c mice with 8—12 weeks were immunized by routine and modified methods respectively．

The spleen cells from the immunized mice were fused with SP2／O cell line Of marrow tumor by technology

of traditional hybridoma．The fused ceils were selectively cultured with HAT medium．The positive

cloning lines were screened by indirect enzyme—linked immunosorbent assay(El。ISA)for establishing AFP—

McAb cell lines．

Results：The cell fusion rate and the McAb positive cell line rate in the modified method group were

significantly higher than those in routine immune method group(P<0．001)．The positive hybridoma cells

secreting higher efficient McAb against human AFP were established．The preliminary identification for

AFP—McAb has been performed．

Conclusions：The modified method is an optimized process of animal immunization method for

preparing the AFP—McAb．The hybridoma cell line producing AFP—McAb has been established

successfully．
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甲胎蛋白(AFP)是一种胎儿特异性糖蛋白，分

子量约70，000～72，000道尔顿^，在胚胎肝脏和卵

黄囊中合成，正常人血中含量甚微。1972年有人首

次报道开放性神经管畸形胎儿、羊水中有高水平的

AFP。若胎儿羊水中AFI’值高于均值常见于患无

脑儿或脊柱裂的胎儿，亦见于其他多种畸形，如先天

性肾病、食道或肠闭锁、囊性水瘤、骶尾部畸胎瘤、

Rh血型不和、先天愚型、先天性性腺发育不全等∽J。

1983年发现母体血清AFP水平的降低与唐氏综合

征有密切关系一。。因此制备高效特异的AFP单克

隆抗体(McAb)具有重要的意义。

在McAb的研制过程中，动物免疫是McAb制

备过程中的关键步骤。但是传统动物免疫方式通常

需要二个月左右，不但耗时长，而且抗原消耗的量

大、对抗原纯度要求高。本实验试图通过优化传统

免疫小鼠的方法，大大缩短动物免疫时间并减少了

抗原的消耗量，为进一步组装患者肿瘤组织及血清

中AFP水平检测的试剂盒打下良好的基础，为临床

研究、肿瘤的诊治提供更为有效的_丁．具。

材料与方法

一、材料

AFP购自上海领潮公司。SP2／0骨髓瘤细胞

(中科院上海细胞库)。

8～12周龄Balb／c小鼠(第四军医大学实验动

物中心)。SPF级。

二、方法

1．动物免疫：将4只8～12周龄Balb／c小鼠随

机分为两组，每组2只，分别命名为1号和2号(第

一组)、3号和4号(第二组)。第一组按常规免疫方

法进行免疫一⋯，第二组采用改良的免疫方法进行免

疫。免疫前静脉采集少量血液，析出血清作为后续

检测的阴性对照血清。

第一组：AFP50ug(50肚1)与等量福氏完全佐剂

(Sigma，美国)混合，充分乳化后注入8～12周龄

Balb／c小鼠腹腔，2周后用同量抗原加不完全福氏

佐剂(Sigma，美国)腹腔注射，4周后用同量抗原加

不完全福氏佐剂腹腔注射，融合前3 d作腹腔注射

加强免疫。

第二组：取50“g AFP以PBS稀释至50肛l，取

50肚l免疫佐剂(北京康碧生物科技有限公司)快速

混匀后，注射于8～12周龄的Balb／c小鼠腹腔，完

成初次免疫；2周后以30／ug AFP／只的剂量与50”l

免疫佐剂快速混匀后注射小鼠腹腔加强免疫，融合

前3 d作腹腔注射加强免疫。

2．间接酶链免疫吸附试验法(EI。ISA)测定血

清的抗体效价：将抗血清100、1，000、10，000倍系列

稀释后，用间接EI。ISA法进行抗体的检测，采用

MK3酶标仪(Thermo，美国)测定，判定标准为：样

品孔()D。／(阴性对照孑L OD矧，一空白孔OD。，)

≥2时的抗体的最大稀释度作为抗血清的抗体

效价一¨。

3．细胞融合：按常规杂交瘤技术，用免疫小鼠

脾细胞和sP2／o瘤细胞行融合A。

4．杂交瘤细胞的筛选和克隆化：用间接El。ISA

法检测杂交瘤细胞培养上清中的McAb，从检测阳

性的瘤细胞中挑选生长快，分泌抗体效价高，形态良

好细胞株，用有限稀释法一连续克隆3～4次，直至

细胞建株。

5．AFP—McAb的效价评估：用间接EI。ISA法

测定杂交瘤细胞培养上清和小鼠腹水中的McAb

效价。

6．McAb的稳定性：以EI。ISA试验观察McAb

腹水和纯化McAb在不同保存条件下的活性。

7．杂交瘤细胞染色体观察：按常规方法制备细

胞涂片，Giemsa染色后镜检。8i，计数分裂相细胞的

染色体数。

三、统计学方法

采用生物学SPSS(Windows 13．0版)统计软

件，进行两样本t测定和y 2检验，当P(0．05时，差

异具显著统计学意义，当P(0．001时，差异具有极

显著统计学意义。

结 果

一、两种免疫方式小鼠血清效价比较

对两组试验动物在完成了基础免疫后，尾静脉

采集少量血液，分离血清，进行间接ELISA测定抗

体效价，检测结果见图1。

由图中数据可知，新的改良免疫方法，在第二次

免疫后，抗体效价即达到1：104。两组数据经生物

学统计软件SPSS(Windows 13．0版)进行t检验，

统计结果差异极显著(P(0．001)。

二、两种免疫方式小鼠融合率比较

在细胞融合后约7～10 d可见孔内杂交瘤细胞

生长，当细胞融合成片达孔底面积的35％～50％

时，用ELISA检测特异性抗体。两组免疫小鼠细胞
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PBST阴性 阳性 l弓‘ 2号 3号 4譬
血清血清

1、2号小鼠为常规免疫，3、4号小鼠为改良免疫

图1 间接ELISA测定血清抗体效价(O耽。。)

融合结果见表l。

两组小鼠的细胞融合率和抗体阳性率经统计学

检验，差异极显著(P<o．001)。

表1两组细胞融合率及抗体阳性率

注：与第一组比较，’P<0．001

三、杂交瘤分泌McAb的稳定性

杂交瘤细胞体外连续传代培养了3个月，培养

上清经ELISA检测能持续分泌抗AFP—McAb，杂

交细胞经液氮冻存一年后细胞复苏培养生长良好，

仍能保持分泌抗AFP—McAb的能力。

四、杂交瘤细胞染色体计数

杂交瘤细胞染色体总数为96～104条，

SP2／0骨髓瘤细胞染色体总数为65条，Balb／c小

鼠脾细胞染色体总数为40条，符合杂交瘤特征。

讨 论

动物免疫方法对于McAb的制备具有重要的

意义。本试验在免疫动物时，采用了两种不同的免

疫方法，第一种为常规免疫方法，第二种为参考相关

文献[6]后对常规免疫方法加以改进并重新设计的一

种改良免疫方法。

通过动物试验的初步验证，改良免疫方法在免

疫动物后一个月左右即可获得理想的抗体效价，而

常规免疫法则最短需要二个月左右时间才能获得理

想的抗体效价。经生物学统计软件统计后表明，改

良免疫法与常规免疫方法获得的抗体效价差异极显
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著。改良法耗费时间短，但获得的抗体效价更高。

由于改良免疫法只需二次基础免疫而常规免疫

法则需要2倍于改良法的免疫次数，所以改良法抗

原用量明显少于常规法，从而大大减少了实验成本

的消耗。

此外，本实验通过对比两种免疫方法的细胞融

合率及抗体阳性率，发现改良免疫法均显著高于常

规免疫法。

经过后续实验，证明改良法免疫小鼠的杂交瘤

细胞经二次克隆化后，抗体阳性率可达检测孔的

90％以上。杂交瘤细胞体外连续传代培养，并冻存

复苏后仍具有分泌AFP—McAb的能力，并经染色体

计数结果表明已成功获得一株AFP—McAb细胞株。

这表明改良法与常规方法具有同样的有效性和稳

定性。

综上所述，新的改良的小鼠免疫方法具有很好

实验效果。孕妇血清AFP水平的变化与唐氏综合

征有密切关系。目前孕中期人绒毛膜促性腺激素

(HCG)联合AFP筛查唐氏综合征胎儿已成为欧美

亚许多国家常规服务项目之一，在假阳性率为5％

左右情况下，这种筛查方案对唐氏综合征的检出率

可以达65％～75％[9-11|。因而免疫方法测定血

清中AFP浓度已在临床得到广泛应用。羊水和母

体血清中AFP浓度的升高，对胎儿神经管缺陷和

其他遗传缺陷的产前诊断，也具有应用价值。在

大多数原发性肝细胞癌和内胚窦癌患者血清中

AFP浓度升高，检测AFP有助于肿瘤的早期诊

断，也是在治疗过程中观察疗效的一项指标。采

用本实验新改进的方法制备AFP—McAb，对胚胎

发育、癌变过程中基因表达、AFP的纯化、肝癌的

导向治疗以及提供诊断试剂等都有重要的实际应

用意义[1 2]。
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