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抗黄疽出血群 7 0 0 91 株钩端螺旋体

外膜抗原单克隆抗体的研制

微生物学教研室 陆森泉 严 杰 罗海 波 陈少菲

免 疫 研 究 室 沈建根

内容提要 本实脸建立 了一株分泌抗黄疽 出血群钩端螺旋休外膜杭原的单克隆

杂 交瘤细胞株 Z M A 3 。

Z M A 3
单克隆抗体具 有较 高的群特 异 性

,

经 鉴 定该抗休属

址G Z
。
亚类

。

该杂交瘤细 胞株经休外持续培养 7 个 月余
,

分泌杭休性能稳 定
。

关越词 钩端裸旋体 抗原 单克隆抗体

钩端螺旋体 ( 简称钩休 ) 外膜是钩体抗

原的主要成分
,

具有良好的免疫原性 ” 。

汪

军等曾成功地建立了分泌 抗 波摩那型 10 9株

钩体外膜抗原的杂交瘤细胞株
` “ ’ 。

但长期以

来我省钩体病的主要流行菌群为黄疽出血群

钩体
,

因此研制抗黄疽 出血群钩体外膜抗原

的单克隆抗体具有更重要的现实意义
。

木文

报道应用杂交瘤技术建立 了一株能分泌抗黄

疽出血群 7 0 091 株外膜抗原单 克 隆抗体的杂

交瘤细胞株 ( 定名为 ZM A : ) ,
并对其分泌

的单克隆抗体进行了鉴定和研究
。

材 料 和 方 法

一
、

实验动物 B A L B c/ 小鼠

二
、

肿瘤细胞系 小鼠骨 髓瘤细胞 P
3 -

N S
: 一 A g 4八

。

三
、

外膜抗原及钩体菌株 黄疽出血群

7 0 091 株外膜抗原获自卫生 部 上海生物制品

研究所
。

黄疽 出血群 5 6 1 0 2
、

5 6 10 3
、

5 6 10 4
、

5 6 1 0 5
、

56 1 0 6和 5 6 1 0 8菌株购自中 国药品生

物制品检定所
,

该 6 型钩体外膜抗原按鲍行

豪等介绍方法制备
` ”

。

其余各型钩体菌株系

本实验室保存的国内标准菌株
。

四
、

小鼠 免 疫 脾 细胞 以黄疽出血群

7。。91 株钩体外膜 (加有等量福氏完全佐剂 )

免疫 B A L B /
。
小鼠

,

每 鼠 皮 下 注 射 1
.

s m g

( 分 4 点 )
,

以后每隔一周皮下注射外膜抗

原 ( 不加佐剂 ) 1
.

s m g ,

共加强 2 次
。

末次

经尾静脉加强注射 1
。

Z m g ,
3 天后将小鼠处

死
,

取脾细胞进行融合
。

五
、

细胞融合
、

培养和诱生腹水 按常

规方法进行 “ ’ 。

六
、

杂交瘤染色体检查 按常规方法进

行
。

七
、

抗体的检测和鉴定
1

。

显微镜凝集 试 验 ( M A T ) 按常规

方法操作及判断结果
。

2
。

酶联免 疫 吸 附试验 ( E LI S A ) 以

钩体外膜抗原稀释液 ( 蛋 白 含量为 1
.

s m g /

m l ) 包被微孔板
,

加待检抗体
,

然后加辣根

过氧化物酶标记的兔抗鼠 I g G ( 稀释度为 1 :

1 5 0 0 )
,

选用邻苯二胺作底 物
。

以 含抗人 B

型红细胞单克隆抗体的小鼠腹水或培养液作

为阴性对照
。

3
.

单克隆抗体的 亚 类 鉴定 将 P E G 浓

缩后的 Z M A 。
培养工清液与上海生物制屏

;

研

究所生产 的 兔 抗 鼠 I g G
、

I g G
, 、

19 ( ; 2
。 、
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Ig G
: b

、

Ig G
:

及 Ig M作琼脂双向免疫扩散试

验
,

进行亚类鉴定
。

附表 杭黄 疽 出血群 7 0 091 株钓休外膜扰

原单克隆抗休 ( 腹水 ) 的 M A T和

E L I S A反应特性

结 果
效价测定

血请群

一
、

细胞融合结果 在 48 孔中获杂交瘤

4 1孔
,

杂交瘤形成率为 85
.

4%
。

丁冬中分泌抗

体的杂交瘤 9 孔
,

占杂交瘤的 2 1
.

95 %
。

二
、

杂交瘤细胞的克隆化培养 从 9 个

阳性杂交瘤孔中挑选出M A T 凝 集较强的阳

性孔杂交瘤细胞 ( ZM A 3
)

,

用有 限稀释法连

续进行 3 次克隆化培养
,

成为稳定分泌抗黄

痘出血群钩体外膜抗原单克隆抗休的杂交瘤

细胞株
。

其余 8 孔以液氮保存
。

三
、

杂交瘤细胞及其染色体核型分析

骨髓瘤 N S :
细胞的染 色体为 6 5

,

小鼠脾细胞

的染色体为 4 0
,

杂交瘤 Z M A 。的染色体在 83

~ 1 0 4间
,

多数为 9 5~ 9 8
。

四
、

诱生腹水和肿瘤病理观察 在预先

注射石蜡 油 的 B A L B c/ 小 鼠 腹 腔 内注 射

Z M A :
杂交瘤细胞

,

10 天后即诱生出腹水
。

腹水经M A T与 E L巧 A检 测
,

抗体效价分别

达 1 : 2 5 6 0 0及 l : 5 1 2 0 0
。

诱生腹水的显凝效

价较杂交瘤细胞培养上清液高 4 00 倍
。

解剖后

可见腹腔脏器表面布满大小不等的瘤结节
。

Z M A :
杂交瘤细胞接种于 B A L B c/ 小 鼠腋窝

皮下可诱生实体瘤
。

瘤组织经病理切片检查

证实均为恶性淋巴瘤
。

五
、

Z M A , 分泌抗体的特异性检测 在

M A T检测中
,

杂交瘤细胞 诱 生腹水对同群

内不同型钩体多数可产生不同程度的凝集反

应
,

对异群钩体则不发生交叉凝集现象
。

对

诱生腹水作 E L IS A检测
,

群 内交叉试验结

果与M A T基本一致
,

而抗体效 价 明显增 高

( 附表 )
。

六
、

单克隆抗体 19亚类鉴定 经 琼脂双

向扩散试验证实
,

Z M A 。
单 克 隆 抗体属于

I g G Z。
。

七
、

Z M A
:

分泌抗体的稳 定性 Z M A :

杂交瘤细胞株经体外持续培养 7 个月余
,

分

栓定所
血清型

菌 号 M A T

,孟.二.
.二吸孟`.,̀且.J占

赖

黄疽出血

纳姆

受卡素

萨明

比尔金

思坦 巴里

沃尔胜

临 6

秋季

波康那

七 日热

6 6 6 0 1

6 6 102

6 6 10 3

6 6 1 0 4

5 610 5

6 6 1 06

6 61 0 8

了0 0仑1

l : 1 2 80 0

1
:

2 5 60 0

1 : 6 4 00

1 :
6 4 0 0

1
:
12 80 0

l : 3 2 0 0

未汉弓

黄疽出血

流感伤寒

秋 季

波 摩 那

七 日 热

6 66 0 9

6 B6 0 6

5 660 8

6 6 6 1 0

E L IS A

未测

: 5 1 200

: 5 1 2 00

: 1 2 800

: 4 00

: 5 1 2 00

: 5 1 2 00

: 6 1 2 00

未测

未测

未测

未测

沈
:
一显凝试验阴性

泌抗体性能稳定
。

经液氮冻存
,

复苏后生长

良好
,

分泌抗休能力未见衰退
。

讨 论

单克隆抗体不同于多克隆抗体
,

有严格

的特异性
,

因此可用于 钩 体 菌 群 ( 型 ) 分

类
。

T e
印

, tr a
等使用杂 交 瘤 技术

,

将对当

地人畜都很重要的病原型哈勒焦型 ( H a r d
-

j
o ) 与赛罗群中 拄他的血清型融合

,

获得了

一套 13 种单克隆抗体
。

联合应用这些单克隆

抗体获得的独特凝集反应型式
,

可用以鉴别

该群各型钩体
` ”

。

同年
,

K
o b a y a s h i等也

应用单克隆抗休作了黄痘出血
.

群 血 清学分

析
` . ’ 。

国内抗钩体单克隆抗休的研究首推汪成

孝等
` 7 ’ 。

汪军等
2 ’

首次应 用 波摩那型 109

株钩休外膜抗原进行杂交痛融合技术
,

筛选

获得 3 株分泌单克隆抗体 的 杂 交 瘤细胞株

L S
: 。 、

L S
Z : 和 L S

: : ,

其 中 L S : :

和 L S : 。

单

克隆抗休在 M A T及 E L IS A中仅 对同株钩休

及其外膜抗原出现特异性反 应
。

而 L S
, 。

为

非凝集抗体
,

在 E L sI A 检 测 中可与其他 7

个不同血清群的代表型及同群不同型钩体发
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生一定程度的交叉反应
。

因此汪军等认为钩

体外膜抗原的特异性并非仅限于群
,

其中既

存在凝集抗原
,

也存在非凝集抗原
。

本实验将N S
,

骨髓瘤细胞 与黄疽出血群

7 0 0 9 1株钩体外膜免疫的小鼠脾细胞融合
,

建

立了一株持续分泌抗黄痘 出血群 7 0 0 91 株外

膜抗原的单克隆杂 交 瘤 细 胞株 Z M A 3 。

在

M A T检测中发现 ZM A :
单克 隆 抗体具有较

高的凝集效价
,

对黄疽出血群中大多数不同

型钩体菌株可发生不同程度的凝集
,

而对我

省其他主要流行菌群 如 流感 伤寒群
、

秋季

群
、

波摩那群及七 日热群菌株均不发生交叉

凝集反应
,

表明 Z M A :
单克隆抗体具有较高

的群特异性
。

此结果与以往报道的钩休外膜

抗原具有群特异性是相一致的
。

至于以黄疽

山血群钩体外膜抗原制备的单克隆抗体
,

在

钩体抗原分析和菌群 ( 型 ) 鉴定上的实用意

义
,

尚有待于进 一步研究
。

( 本文杂交瘤病理切 片由 余 心 如 副教

授
、

肖森医师协助 进行
,

特此致谢 )
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i n t e r r o g a , 15

s e r o g r o u P i e t e r o h a e m o r r h a g i a e s t r a i n 7 0 0 9 1
。

A n a l y s i s o f M A T a n d E L I S A h a s

d e m o n s t r a t e d t o M e A b o f Z M A : t o P o s s e s s a h i g h e r g r o u p s p e e i f i e i t y
。

I t e o u l d
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。

Z M A : h a s b e e n p r o v e d t o b e a b l e t o s e e r e t e M e 八 1)

i n v i t r o f o r m o r e t h a n 7 m o n t h s 。

T h e i m m u n o 么l o b u l i n o f Z M A
: a n t i b o d y h a s b e e n e o n f i r tn e d b y i m m u n o d i

-

f f u s i o n , t o b e o f s u b e l a s s Ig G : 二
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