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羊骨骼肌肌钙蛋白T单克隆抗体的制备及其特性
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摘  要：制备抗羊骨骼肌肌钙蛋白T（skeletal muscle troponin T，sTnT）的单克隆抗体，评价单抗的特性。通过煮

沸提取、切胶纯化制备sTnT，融合后获得分泌抗羊sTnT的杂交瘤细胞株，用酶联免疫吸附测定法检测单抗效价、

亚型、特异性等。结果表明：筛选后获得3 株单克隆抗体（2E11、3D3、4C2），其中4C2特异性好，效价达到 

15.12×105以上，为IgG1亚型，亲和常数（Ka）为1.1×109 L/mol；免疫印迹结果显示，该单抗能与牛、羊的骨骼

肌提取物反应，与鸡、鸭的骨骼肌提取物无明显反应，表明4C2可以用于区分反刍动物和禽类的骨骼肌组织。
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Abstract: Monoclonal antibody against sheep skeletal muscle troponin T (sTnT) was prepared and its properties were 

evaluated. For this aim, sTnT was prepared by extraction in boiling NaCl solution and purified by sodium dodecyl sulfate 

polyacrylamide gel electropheresis. Hybridoma cell lines with stable secretion of sTnT were obtained after fusion. The 

titer, subtype and specificity of monoclonal antibodies were analyzed by enzyme linked immunosorbent assay. Three stable 

monoclonal antibodies (2E11, 3D3 and 4C2) were obtained after cloning. Among these, 4C2 had the best specificity with a 

titer of 1:5.12 × 105. The subtype of 4C2 was IgG1 and its affinity constant was 1.1 × 109 L/mol. Western blot results showed 

that the monoclonal antibody reacted with bovine and sheep skeletal muscle extracts but not chicken and duck skeletal 

muscle extracts. Accordingly, 4C2 could allow discrimination of ruminant from poultry skeletal muscle.
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肉类食品鲜香味美、营养丰富，一直以来在百姓餐

桌上占据重要位置[1-4]。但在国内及国际贸易中，在牛、

羊肉中搀杂价格便宜的鸭肉、以次充好的欺骗行为屡见

不鲜[5-6]。目前，肉类来源的鉴别方法主要有：1）显微镜

观察法，通过鉴定肉制品的味道、颜色和肉类纹理等进

行判别，但是这种方法费时、费力，对工作人员的技术

要求高[7-9]；2）基因方法，如核酸探针杂交、DNA指纹分

析、聚合酶链式反应（polymerase chain reaction，PCR）- 
限制性片段长度多态性和PCR特异扩增[9-12]，这类方法

鉴定结果比较准确，但是成本较高，而且由于DNA没

有组织特异性，对同一物种的肌肉、脂肪、血液等无法 

区分[13-15]；3）免疫学检测方法，如免疫印迹、琼脂扩

散、酶联免疫吸附测定（enzyme linked immunosorbent 
assay，ELISA）[16-18]，ELISA方法操作简单快速，应用

最为广泛[19-20]。

在加工过程中，肉类通常要经过加热、高压、辐

射等处理，DNA和蛋白质损失较大，随着热稳定蛋白

及其抗体的研究，这一问题得到解决 [21-22]。肌钙蛋白

（troponin，Tn）为横纹肌结构蛋白，是肌肉收缩系统的

主要调节蛋白，由TnC、TnT、TnI 3 个亚基组成[23-24]。

Chen等[25-26]研究证实，猪TnI为热稳定标志蛋白，并建立

ELISA测定动物饲料中动物肌肉的方法。Rencova等[27]用

不同动物肌肉组织的热提取物作为抗原，制备兔多克隆

抗体，并建立间接竞争ELISA方法，成功鉴别热加工的

鸡、马、袋鼠和老鼠的肌肉组织。Kim等[28]用肠道平滑

肌的加热提取物制备单抗，可以用于动物饲料中肉骨粉

的免疫学检测。本研究将羊骨骼肌经煮沸提取、十二烷

基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳（sodium dodecyl sulfate 
polyacrylamide gel electropheresis，SDS-PAGE）得到TnT
条带，制备特异性单抗，并对抗体特性进行评价，为羊

肉免疫学鉴定方法的建立和产品检测提供参考。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

HAT培养基（HAT media supplement（50×）， 

Hybri-MaxTM）、HT培养基（HT media supplement
（50×），Hybri-MaxTM）、福氏完全佐剂、福氏不完全

佐剂、免疫球蛋白亚型试剂盒 美国Sigma公司；细胞

培养板、培养瓶、DMEM培养基、胎牛血清 美国Gibco
公司；辣根过氧化物酶（horseradish peroxidase，HRP）
标记羊抗小鼠免疫球蛋白G（immunoglobulin G，IgG）  
北京中杉金桥生物科技有限公司；其他试剂均为国产分

析纯。

BALB/c小鼠 河北医科大学实验动物中心。

1.2 仪器与设备

9 0 - 2 磁力搅拌器  上海浦江分析仪器厂； 

MCO-15AC二氧化碳培养箱 日本Sanyo公司；SW-CJ-2FD 
超净工作台 苏州净化设备有限公司；CKX41SF倒置显

微镜 日本Olympus公司；1510酶标仪、ND2000超微量

核酸蛋白测定仪 德国Thermo公司；VORTEX 1漩涡混

合器 上海医科大学仪器厂；D37520台式冷冻离心机、

移液器 德国Eppendorf公司；FluorChem® HD2化学发

光凝胶成像系统 美国Alpha公司。

1.3 方法

1.3.1 抗原的提取

取羊骨骼肌去除脂肪和结缔组织，研磨混匀，称取

20 g，加入0.15 mol/L NaCl溶液（1∶2，m/V）；涡旋混匀

后，超声提取5 min（100 W），煮沸20 min后，5 000×g
离心20 min；去除沉淀，取上清过滤后作为检测原；采

用相同方法提取，经离心后，取上清于121 ℃高压处理

30 min，5 000×g离心30 min，上清用Whatman 1号滤纸

过滤，滤液加入90%乙醇（1∶3.74，V/V），静置2 h；混

合液7 000×g离心20 min，取沉淀烘干，为免疫原提取

物，经SDS-PAGE后切胶用于免疫[20]。

1.3.2 SDS-PAGE鉴定

选择12%分离胶、5%浓缩胶，对检测原、免疫原提

取物进行SDS-PAGE鉴定。

1.3.3 动物免疫

BALB/c小鼠颈背部注射免疫原，每隔2 周加强免疫

1 次，3 免后7～10 d断尾取血，间接ELISA方法检测血清

抗体效价，选取免疫效果最佳的小鼠进行细胞融合。

1.3.4 单克隆抗体的制备

采用聚乙二醇法进行融合，融合7 d后，出现肉眼

可见细胞集落时换用HT培养基；上清液用间接ELISA方

法检测，筛选阳性杂交瘤细胞；检测结果为阳性的孔，

挑选吸光度较高的单个克隆，通过有限稀释法进行亚克

隆，直至得到稳定分泌抗体的杂交瘤细胞株；小鼠体内

诱生腹水，采用辛酸-硫酸铵沉淀的方法纯化[30]。

1.3.5 单克隆抗体特性鉴定

1.3.5.1 单克隆抗体效价测定

参考刘青涛 [ 1 7 ]的方法，并稍作修改。采用间接

ELISA法进行抗血清效价测定，具体步骤如下：检测原

质量浓度为5 μg/mL，96孔酶标板每孔100 μL，4 ℃包被

过夜；以含体积分数0.1%吐温-20的0.01 mol/L磷酸盐缓

冲液（phosphate buffered saline，PBS）作为洗液，洗涤

3 次，每次用量300 mL，拍干（下同）；每孔加入含体

积分数10%胎牛血清的洗液封闭，37 ℃孵育2 h；洗涤、

拍干；将待测血清稀释1 000 倍，每孔加入100 μL，并且

设置空白对照孔（PBS）和阴性对照孔（阴性血清），

37 ℃孵育45 min；洗涤、拍干；每孔加入100 μL稀释
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10 000 倍的HRP标记山羊抗小鼠IgG，37 ℃孵育30 min；
洗涤、拍干；每孔加入底物显色液100 μL，37 ℃避光反

应15 min；每孔加入50 μL终止液，终止反应；450 nm波

长处测定吸光度（A），阴性对照孔吸光度为A1，阳性对

照孔为A2，以A2/A1≥2.1为阳性结果。

1.3.5.2 单克隆抗体亚型测定

按免疫球蛋白亚型试剂盒说明书步骤进行测定。

1.3.5.3 单克隆抗体特异性测定

用间接ELISA法测定单克隆抗体与牛、羊、鸡、

鸭、鱼骨骼肌提取物的效价，提取方法同1.3.1节。

1.3.5.4 免疫印迹

参考康洁[30]的方法。SDS-PAGE后转膜，转膜后经封

闭、洗膜，加入稀释的辛酸-硫酸铵纯化抗体，洗膜后加

入稀释的HRP标记山羊抗小鼠IgG，洗膜后加入显色液，

采用化学发光凝胶成像系统进行拍照。

1.3.5.5 单克隆抗体亲和力测定

参照文献[29]的方法，采用间接ELISA法测定亲和常

数（Ka）。

1.4 数据处理

采用Gradpad作图软件、Excel软件进行数据处理。

2 结果与分析

2.1 抗原的提取及测定

对羊骨骼肌进行提取后，得到固体物质115 mg，得

率为0.57%。经考马斯亮蓝G-250法测定，免疫原提取物

蛋白含量为48.7%；用超微量核酸蛋白测定仪测得检测原

质量浓度为10.2 mg/mL。
2.2 SDS-PAGE结果

1 2

37 kDa

24 kDa
17 kDa

Marker

泳道1. 检测原；泳道2. 免疫原提取物。

图 1 提取物的SDS-PAGE鉴定结果

Fig. 1 SDS-PAGE identification of extracts

由图1可知，带形清晰、颜色较深的条带有3 条，

对应的分子质量约为37、24、17 kDa，与文献[30]报

道的骨骼肌的TnT、TnI、TnC亚基分子质量相符。与

检测原相比，免疫原提取物杂带较少，颜色较深，证

明经过进一步处理的抗原纯度更高。取37 kDa条带研

磨后用于免疫。

2.3 杂交瘤细胞株的筛选

融合后出现肉眼可见细胞集落时，取上清进行间接

ELISA检测阳性克隆，阳性孔继续进行亚克隆，直至全

阳性。经过3～4 次亚克隆，筛选出羊骨骼肌肌钙蛋白T
（skeletal muscle troponin T，sTnT）单克隆抗体细胞株

3 株，分泌的单克隆抗体分别命名为2E11、3D3、4C2。
2.4 单克隆抗体效价测定结果

表 1 单克隆抗体部分特性测定结果

Table 1 Selected characteristics of monoclonal antibody 

单克隆抗体 单抗质量浓度/（mg/mL） 单抗效价

2E11 26.8 1∶1.00×106

3D3 5.0 1∶2.56×105

4C2 10.9 1∶5.12×105

小鼠腹水经辛酸-硫酸铵沉淀法纯化后即为单抗，

用超微量核酸蛋白测定仪测定其蛋白质量浓度，间接

ELISA测定效价。由表1可知，3 株单克隆抗体细胞株分

泌的抗体效价均在105以上。

2.5 单克隆抗体亚型测定结果

0.0
IgG1 IgG2a IgG2b IgG3 IgA IgM

2.5
2.0
1.5
1.0
0.5

3.0
3.5

A 4
50

 n
m

2E11
3D3
4C2

图 2 单克隆抗体亚型测定结果

Fig. 2 Determination of monoclonal antibody subtype

采用间接ELISA方法测定3 种单克隆抗体的亚型。

由图2可知，不同杂交瘤细胞分泌的单克隆抗体与不同

亚型的抗体显色有明显差异，其中2E11与抗体IgG1反应

的A450 nm最高，与抗体IgM反应的A450 nm较低，而与抗体

IgG2a、IgG2b、IgG3和IgA反应的A450 nm均低于0.2；4C2
与抗体IgG1反应的A450 nm最高，与抗体IgA、IgM反应的

A450 nm较低，而与抗体IgG2a、IgG2b、IgG3反应的A450 nm

均低于0.2；因此2E11、4C2分泌的抗体类型以IgG1为
主。3D3与抗体IgM反应的A450 nm最高，与抗体IgG1反应

的A450 nm较低，与抗体IgG2a、IgG2b、IgG3和IgA反应的

A450 nm均低于0.2，因此3D3分泌的抗体类型以IgM为主。

2.6 单克隆抗体特异性测定

由图3可知：2E11与牛、羊、鸡、鸭骨骼肌提取物

反应效价分别为1∶1.0×106、1∶2.0×106、1∶1.0×106、

1∶5.1×105，与鱼骨骼肌提取物也有明显反应；3D3与
牛、羊骨骼肌提取物的反应效价均为1∶2.5×105，与鸡、
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鸭、鱼骨骼肌提取物的反应效价低于1∶5.1×103；4C2与
羊骨骼肌提取物反应效价为1∶2.0×106，与牛骨骼肌提取

物反应效价为1∶1.0×106，与鸡、鸭、鱼骨骼肌提取物的

效价低于1∶2.5×105。2E11与鸡、鸭、鱼的交叉反应较

高，3D3的特异性较好，但效价相对较低，综合评价得

出，4C2效价较高、特异性较好，用于下一步实验。

0

16
14
12
10
8

4
2

6

18
20

10
5

2E11
3D3
4C2

图 3 单抗交叉反应结果

Fig. 3 Cross-reactivity of monoclonal antibody

2.7 单克隆抗体免疫印迹

Marker

40 kDa
35 kDa

1 2 3 4

泳道1. 羊骨骼肌提取物；泳道2. 牛骨骼肌提取物；

泳道3. 鸭骨骼肌提取物；泳道4. 鸡骨骼肌提取物。

图 4 4C2与骨骼肌提取物特异反应的免疫印迹图谱

Fig. 4 Immunoblot analysis of specific response of 4C2 to skeletal 

muscle extracts

由图4可知，4C2分别与转印有牛、羊、鸡、鸭骨骼

肌提取物的聚偏二氟乙烯膜反应，显色后仅在牛、羊骨

骼肌提取物的37 kDa位置出现单一条带，而鸡、鸭骨骼

肌提取物无明显条带，初步证实4C2能结合牛、羊骨骼肌

提取物，主要结合骨骼肌TnT亚基，不与鸡、鸭骨骼肌提

取物结合。

2.8 单克隆抗体Ka

0.0
4 3 2 1 0 1 2

2.0
1.5
1.0
0.5

2.5
3.0
3.5 1 µg/mL

0.25 µg/mL
0.5 µg/mL

0.125 µg/mL

A 4
50

 n
m

lg ρ4C2

图 5 4C2的亲和力测定结果

Fig. 5 Determination of affinity of 4C2

采用间接ELISA法测定4C2的Ka，以抗体质量浓度的

对数为横坐标，以A450 nm为纵坐标，绘制S型曲线，经计

算，Ka为1.1×109 L/mol，表明4C2的亲和力较高。

3 结 论

将羊骨骼肌经过粗提，免疫小鼠后进行融合，筛选

高效价、高特异性的单克隆抗体，最后获得3 株稳定分泌

抗羊骨骼肌肌钙蛋白单克隆抗体的细胞株。通过小鼠体

内诱生腹水，用辛酸-硫酸铵沉淀方法进行纯化，得到单

克隆抗体。经过鉴定，4C2特异性较好，与羊骨骼肌提取

物的反应效价为1∶2.0×106，与牛骨骼肌提取物的反应效

价为1∶1.0×106，与鸡、鸭骨骼肌提取物的反应效价低于

1∶2.5×105，特异性较好。4C2的类型以IgG1为主，Ka为

1.1×109 L/mol。免疫印迹结果显示，4C2能够用于区分

牛、羊和鸡、鸭的骨骼肌提取物，在37 kDa条带显色，

证明4C2是骨骼肌TnT的抗体，且可以用于区分反刍动物

和禽类的骨骼肌组织。本研究为食品中羊肉源性成分免

疫学鉴别方法的建立提供了参考。
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