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内 容 简 介

本书以免疫学的教学和科研实践为基础，在兼顾 ２０ 多年来广泛应用的
免疫学实验方法的同时，融入了近年来出现并证明行之有效的新方法、新技
术，以实验技术手册的形式编写而成。全书共分为 １６章，主要涉及抗体制备
和标记技术，抗原纯化和鉴定，免疫细胞分离、鉴定及功能检测等三大部分，
各章节之间既相互独立又相互关联。本书在讲述实验基本操作过程的同时，
着重阐述了实验关键知识点，集实验操作的实用性和科学性于一体，既适合
免疫学研究生、本科生教学使用，也可作为参考书籍供从事免疫学研究的相
关人员使用。
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前　　言
免疫学作为现代生命科学的三大前沿学科之一，伴随着细胞生物学、分子生物

学的进步而获得迅猛的发展。 现代免疫学技术已广泛渗透到生命科学研究的每一
个研究领域，不论是基础医学研究，还是临床医学研究，都离不开免疫学技术。

作为一种技术的创建，还没有哪一门生命科学能像免疫学一样造就了众多的
医学诺贝尔奖的获得者。 １９０１ 年，首届医学诺贝尔奖即授予了建立抗血清（抗体）
治疗的 Ｂｅｈ ｒｉｎｇ ＥＶ 先生；１９７７年，又将这一殊荣颁发给放射免疫分析技术的创建
者 Ｙａｌｌｏｗ Ｒ 女士； １９８４ 年，这一最高科学荣誉又被开创单克隆抗体技术的
Ｍ ｉｌｓｔ ｅｉｎ Ｃ 和 Ｋüｌｌｅｒ ＧＦ 双双获得。 从这些科学巨匠的工作中，我们可以了解到免
疫学技术的巨大进步。

现代免疫学技术发展的特点是，微量化与高特异性检测技术相结合的新技术
的发现，使得免疫学技术在不断地推陈出新。 ２０年前，人们只能应用 ＲＩＡ 检测微
量蛋白，而今天，人们几乎可以用 ＥＬ ＩＳＡ 法检测所有的细胞因子，应用 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏ ｔ 和免疫沉淀技术分析组织中微量蛋白，采用单克隆抗体技术、荧光标记和计算
机相结合的流式细胞仪，开辟了细胞学研究的新途径，已经广泛应用在细胞分类、
分化及凋亡等方面的研究中。

免疫学技术虽然带动了多学科研究的发展，但人们对免疫学技术仍缺乏足够
的认识。国内虽然已经有多部介绍免疫学实验的书籍，但一本好的参考书必须具有
实用性、保证实验的可操作性，既不能只介绍单纯的理论知识，也不能仅仅介绍实
验操作程序，而应该具有举一反三的作用，也就是能让学习者知道怎样应用一个实
验，什么条件下采用什么样的具体实验方法，这在以往的教科书中介绍得较少。 本
书最大特点是每个实验都有应用时进行相关实验改进的指导——即实验操作的
“关键点”。在关键点中作者详细地阐明每个实验的影响因素，在不同条件下改进实
验的方法。举一个最简单的例子，在双位点 ＥＬ ＩＳＡ 应用单克隆抗体包被酶标板时，
为什么有时采用 ｐＨ ９畅６ 包被液并不能获得满意的结果；在 Ｗｅｓｔ ｅｒｎ ｂｌｏ ｔ 电转印
时，不同的膜怎样处理，采用什么样的电流转印效果最佳。 这些实际问题是实验者
最想知道、一般书籍又很少涉及的，而这些正是本书着重阐述的内容。

由于编写时间仓促，编写者水平不一，本书虽经最后统一审核，错误之处在所
难免。 希望广大读者给予谅解，并对不足之处给予批评指正。

· ｉｉｉｉ·



　　在此，对本书的合作者中国医科大学、齐齐哈尔医学院和北华大学的同仁表示
衷心的感谢，同时也对参加本书审校过程中的各位工作者表示感谢。最后还要对将
本书列为吉林大学立项教材的校教材科同仁及学者们的支持表示诚挚的谢意。

柳忠辉

２００２ 年 ２月于长春
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第一章

多克隆抗体制备

机体具有多种 Ｂ 细胞克隆，抗原刺激机体后可被不同的 Ｂ 细胞克隆同时识
别，受刺激活化的 Ｂ 细胞克隆针对抗原表位的多少而产生相应的特异性抗体，因
此，利用抗原物质免疫动物时，每一抗原表位都能诱发相应 Ｂ 细胞克隆产生单克
隆抗体（ｍＡｂ），所获得的免疫血清即为多种 ｍＡｂ 的混合物，称之为多克隆抗体血
清。

第一节　动物免疫与采血
一、 免 疫 原

　　１畅抗原种类　常用的抗原主要包括：①微生物抗原：如细菌、病毒、立克次体、
支原体、螺旋体、真菌等。②组织抗原：主要是来源于细胞的各种蛋白质或蛋白质复
合物，如多种酶类、激素、血浆蛋白、肿瘤组织等成分。 ③免疫球蛋白抗原。

２畅抗原纯度　抗原纯度越高越好，但并非要达到绝对的氨基酸分析纯，一般
的抗原只要达到亲和层析或 ＳＤＳ唱ＰＡＧＥ 电泳纯即可用于免疫。特殊情况下要求达
到 ９０％以上的纯度。 应用病原微生物抗原时，要选择抗原性强、特异性好、遗传性
稳定的标准菌株或病毒株。 免疫球蛋白抗原在纯化过程中应避免因操作而造成的
蛋白质变性和降解。

３畅抗原用量　抗原量在一定范围内与免疫应答强度呈正相关。 抗原量过大、
过小均易产生免疫耐受。抗原用量与抗原成分、剂型、注射途径以及所用佐剂种类、
含量均有关。 在应用完全弗氏佐剂时，蛋白质类抗原剂量以 ０畅５～１ｍｇ／ｋｇ 体重为
宜。 静脉注射时应适当减少用量，以免引起动物超敏反应而死亡。
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４畅抗原的处理
（１） 颗粒性抗原，如动物的红细胞、细菌菌体等可制备成悬液，不需佐剂，直接

免疫。 菌体数以 １×１０１ ０
个／ｍｌ为适。

（２） 可溶性蛋白质抗原（如人的 ＩｇＧ ）、病毒抗原、细菌可溶性抗原组分等，可
以直接与弗氏完全佐剂（１∶１ Ｖ／Ｖ）混合、乳化。抗原乳化方法有多种，如果采用注
射器研磨法，可以取 ２支 ５ｍｌ注射器，以双接头注射针头连接，反复推拉，混合至油
和水在放置时不再析出即可，约半小时左右达到乳化完全。乳化完全的抗原滴在水
面上不扩散为合格。

（３） 半抗原（多糖、多肽、激素、化学药品等）需与载体偶联后，才能免疫动物，
制备抗体。常用载体为牛血清白蛋白（ＢＳＡ ）、Ｋ ＬＨ（ｋ ｅｙｈｏ ｌ ｌｉｍｐｅｔ ｈｅｍａｏｙ ａｎｉｎ）、鸡
血清蛋白（ＯＡ ）；偶联剂有过碘酸钠、戊二醛以及碳化二亚胺（ｃａｒｂｏｄｉｉｍ ｉｄｅ）等。 载
体蛋白以 ＫＬＨ 最为常用，该蛋白与哺乳动物蛋白没有亲缘关系，不会引起免疫交
叉反应。 偶联剂以碳化二亚胺最常用，方法简单，偶联效果好。

倡注：半抗原与载体蛋白偶联的碳化二亚胺法
取半抗原 ５ｍｇ 与 ＢＳＡ ５ｍｇ 溶解在 ０畅５ｍｌ 蒸馏水中，１０ｍｇ 碳化二亚胺溶解在

０畅５ｍｌ 蒸馏水中，将上述溶液混合，４℃避光搅拌过夜，再用生理盐水透析除去碳化
二亚胺，即为偶联的抗原，免疫时按每只家兔半抗原量 ２５０～５００μｇ 计算免疫抗原
总量。

二、 佐　剂
佐剂属非特异性免疫增强剂，与抗原一起注射或预先注入机体时，可增强机体

免疫应答或改变免疫应答的类型。 佐剂种类繁多：如卡介苗（ＢＣＧ）、短小棒状杆菌
（ＣＰ）、脂多糖（ＬＰＳ）、细胞因子；氢氧化铝、明矾；双链多聚肌苷酸∶胞苷酸（ｐｏ ｌｙ
Ｉ∶Ｃ）和双链多聚腺苷酸∶鸟苷酸（ｐｏ ｌｙ Ａ∶Ｕ ）；矿物油、脂质体、免疫刺激复合物
（ＩＳＣＯＭ ｓ）、ＣＰＧ 寡核苷酸等。在多克隆抗体制备中以弗氏完全佐剂和弗氏不完全
佐剂最为常用。 弗氏完全佐剂配方较多，主要成分为羊毛脂、液状石蜡和灭活的卡
介菌。羊毛脂与液状石蜡之比为 １∶２，也可用 １∶１ 等。灭活的卡介菌，一般在临用
前加入（２～４ｍｇ／ｋｇ 体重）。通常佐剂与抗原等量混合，充分乳化。弗氏不完全佐剂
不含卡介苗，其他同弗氏完全佐剂。

三、 动物选择
实验室用于免疫的动物主要有兔、山羊和鼠。如大量制备商品用抗血清或提取

免疫球蛋白时也可选用马、驴等大型动物。 对免疫动物的主要要求有：
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１畅应选择与抗原物质亲缘关系远的动物，特别是在制备抗免疫球蛋白血清时
更应注意。 抗原物质的来源生物与被免疫动物亲缘关系越远，免疫应答能力越强，
抗体产生水平越高，抗体亲和力也越强。

２畅动物生理状态正常，发育成熟，健壮，体重符合规定，家兔初始免疫的体重
通常在 ２～２畅５ｋ ｇ。

３畅性别上以雄性成年动物较常用，也可采用雌性非妊娠动物。 患病或刚刚病
愈、有免疫缺陷或应用免疫抑制剂的动物不能应用。

四、 免疫方法
１畅免疫途径　可采用静脉、腹腔、肌内、皮下、皮内和淋巴结等注射方法。但一

般采用小剂量、多点、多途径的免疫方法。颗粒性抗原（细菌悬液、红细胞悬液）多采
用小鼠腹腔注射法。 而可溶性抗原（如 ＩｇＧ 等）多采用含弗氏完全佐剂的乳剂（油
包水型），家兔背部多点皮下注射法。

２畅可溶性抗原免疫　基础免疫后（即初次免疫）的 ３ 周左右，应进行加强免
疫，以后每隔 ２周进行一次加强免疫。加强免疫的次数取决于试血的结果。 末次免
疫后，从家兔耳缘静脉、小鼠眶静脉采血少量，分离血清，采用免疫双扩散试验测定
抗血清效价，血清效价＞１∶３２，或 ＥＬ ＩＳＡ 法检测抗体效价＞１∶１０ ０００，表明抗体
水平已经较高，此时可以从兔颈动脉或心脏采集全部血液，分离血清。 如果抗体效
价较低，可继续加强免疫，一般需 ４～５ 次免疫，抗体效价即可达到合适水平，如果
此时仍不能达到采血的抗体效价要求，应该考虑重新免疫。

３畅颗粒性抗原免疫　第一周注射 ２ 次，随后每周加强免疫一次，加强免疫后
４～５天试血，做凝集试验，抗血清效价＞１∶２ ０００，即可以从兔颈动脉或心脏采集
全部血液，分离血清。

五、 免疫动物采血
１畅一次放血法　家兔最后一次加强免疫的第 ７天采血。 采血前禁食 １２小时，

但不禁水。动物仰卧固定，切开皮肤将颈动脉与迷走神经剥离，选择血管中段，用两
支止血钳夹住（约 ５ｃｍ），切开放血（２５００ｇ 家兔可放血约 １００ｍｌ）。为提高采血量，可
适当减慢放血速度，并提高动物下肢位置。血液放于大试管、平皿或三角烧瓶中，待
凝固后，用铂耳或无菌滴管沿边缘剥离，置 ３７℃１小时，再放 ４℃过夜，使血清充分
析出。离心沉淀，分装，鉴定合格后，－４０℃以下保存备用，效价可保持 ２年以上。此
外，家兔与豚鼠也可通过心脏直接采血。

２畅少量多次放血法　家兔末次免疫后放血 ４０～５０ｍｌ，并补充生理盐水或
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１０％葡萄糖溶液，继续饲养。 以后每隔 ４ 周放血 ４０～５０ｍｌ，每次放血前 ５～８ 天可
加强免疫一次。该法既可提高抗体效价，又能维持较长时间采血。采血时可采用心
脏或家兔耳缘静脉切开放血法。 耳缘静脉切开前，先消毒并采用加热扩张血管，然
后横断切开静脉，保持血流通畅，一般可采集 ３０～４０ｍｌ 血。 取血后用灭菌干纱布
压迫止血。

六、 抗原免疫实例
１畅颗粒抗原多克隆抗体制备方法（溶血素制备为例）
（１）抗原制备：采取雄性绵羊血液，以玻璃珠脱纤维或 １０％枸橼酸钠溶液抗凝

（１０％枸橼酸钠溶液 １０ｍｌ 可抗凝新鲜血液 １００ｍｌ），离心弃血浆，生理盐水洗血细
胞 ３～４次，然后按表 １唱１配制稀释液。

表 １－１　血细胞浓度稀释与免疫次数
免疫次数 １ ２ ３ ４ ５ ６ ７
血细胞浓度 １０％ ２０％ ３０％ ４０％ ４０％ ４０％ ４０％
剂量（ｍ ｌ） ４ ４畅５ ５畅５ ６畅５ ７ ７ ７

（２） 免疫方法：选择体重 ２ｋｇ 以上的健康家兔，按耳静脉注射法进行，前 ５ 次
免疫间隔 ４８小时，后两次每日免疫 １ 次，末次免疫后 ５～６天试血，当免疫血清溶
血效价达 １∶２ ０００以上即可采血，若低于 １∶２ ０００，应继续免疫 １～２ 次，采血后
分离血清，分装冻存。

２畅可溶性蛋白质抗原多克隆抗体制备方法
（１） 抗原制备：人血清可采用饱和硫酸铵沉淀、 ＤＥＡＥ 纤维素层析法或

ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ 亲和层析纯化 ＩｇＧ，所得人 ＩｇＧ 样品经免疫双扩散法鉴定，与标准的抗
人全血清或抗人 ＩｇＧ 免疫血清应呈单一沉淀线。将纯化 ＩｇＧ（５ｍｇ／ｍｌ）与弗氏完全
佐剂按 １∶１（Ｖ／Ｖ ）混合，采用注射器法乳化。

（２） 免疫方法：取家兔 ４ 只，采用背部皮下多点注射（２０ 点以上），初次免疫剂
量约 １ｍｇ／只，３周后加强免疫，剂量 １ｍｇ／只，以后每隔 ２周加强免疫一次，共 ３～４
次。

（３） 试血：末次注射后第 ７天，耳缘静脉采血少量，分离血清与 ＩｇＧ 做免疫双
扩散试验；抗体效价在 １∶３２以上，可采血分离血清，分装保存。
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第二节　抗体纯化
由免疫动物制备的多克隆抗体血清，因其中含有非常复杂的多种蛋白质组分，

并不适用于实验室实际分析、检测应用，必须将其有效的抗体成分分离、纯化。根据
实验的目的不同，其分离、纯化的纯度要求也不同，如作为 ＥＬＩＳＡ 检测时的抗体，
部分情况下饱和硫酸铵纯化即可，而免疫放射测定的标记用抗体必须达到双级纯
才可应用（亲和层析纯＋ＳＤＳ 聚丙烯酰胺凝胶电泳纯）。 抗体纯化的方法常用的有
盐析法、凝胶柱层析、离子交换剂层析、免疫亲和层析等技术。 下面主要介绍盐析
法、凝胶柱层析以及亲和层析分离法。

一、 盐 析 法
１畅实验原理　蛋白质由于分子质量和携带的电荷等不同，可在不同浓度的高

盐液体内分级析出，根据这一原理，在免疫血清中加入不同浓度的硫酸铵溶液，逐
步使免疫球蛋白沉淀析出，达到分离纯化抗体的目的。 这种通过向血清等高分子
溶液中加入大量盐类分子， 使原来溶解的免疫球蛋白析出沉淀的过程称为蛋白质
盐析。

２畅试剂与材料
（１） 饱和硫酸铵溶液：取 ５００ｍｌ 蒸馏水，加入约 ４００ｇ 硫酸铵，水浴加热至

７０℃，用磁力搅拌器充分搅拌，直到加入的硫酸铵不再溶解，以氨水（也可用
ＮａＯＨ）调 ｐＨ 至 ７畅２，室温保存。

（２） ０畅９％氯化钠溶液。
（３） 磁力搅拌器，５００ｍｌ 烧杯，透析袋。
（４） 兔抗人 ＩｇＧ 免疫血清。
３畅基本流程
（１） 盐析过程：取免疫血清 １０ｍｌ， 加等量生理盐水稀释， 置磁力搅拌器上，

边搅拌边逐滴加入饱和硫酸铵溶液 ２０ｍｌ， 至 ５０％饱和度 ４℃放置 １ 小时，
４ ０００ｒ／ｍｉｎ，４℃离心 ３０分钟，弃上清，沉淀物加生理盐水 ２０ｍｌ溶解。 再次加入饱
和硫酸铵溶液 １０ｍｌ，至饱和硫酸铵浓度大于 ３３％，４ ０００ｒ／ｍｉｎ，４℃离心 ３０ 分钟，
弃上清，重复此步骤 ２次。 最后将离心沉淀物加生理盐水 ４ｍｌ 溶解，装入透析袋。

（２） 除盐：将盛装盐析物溶液的透析袋置入大烧杯中，蒸馏水 ４℃下透析 ４ 小
时，换用生理盐水透析 ４８ 小时，此过程应反复换液数次，目的是除去 ＮＨ ＋

４ 及 ＳＯ ２ －
４

成分。 也可采用 Ｓ ｅｐｈａｄｅｘ Ｇ ２５层析除盐，该法除盐较彻底、快速，但抗体浓度将被
稀释。
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４畅关键点
（１） 全部实验操作应避免在超过 ２０℃温度环境中进行，最好在 ４℃冷室中操

作，以防 Ｉｇ 变性。
（２） 磁力搅拌器搅拌血清时，速度不宜过快，以防产生多量泡沫影响饱和硫酸

铵液的加入。
（３） 如果盐析的免疫球蛋白来源于小鼠，饱和硫酸铵溶液的终浓度不宜低于

４５％，尤其是单克隆抗体纯化时，饱和硫酸铵溶液终浓度以 ５０％为宜，过低会导致
大量单克隆抗体（ＩｇＧ ）丧失。

二、 凝胶柱层析
１畅实验原理　凝胶本身是一种多孔网状结构的分子筛，其线性基质含多个羟

基，具有亲水性，在交联剂作用下交联形成不溶于水的三维空间网络结构。 蛋白质
溶液流经凝胶柱时，大分子蛋白质不能穿过凝胶网孔进入凝胶粒内部，而留在胶粒
间隙的溶液中，随洗脱液最先流出。 而小分子蛋白质则进入胶粒内部，由于受到胶
粒阻留，洗脱较慢。这样，不同的蛋白质组分根据分子质量大小不同，由大到小依次
洗脱而得到分离。

２畅试剂及材料
（１） 抗体样品：经饱和硫酸铵溶液沉淀、初步分离的 ＩｇＧ。
（２） ０畅２ｍｏｌ／Ｌ Ｎ ａ２ＨＰＯ ４ 溶液：称取固体 Ｎ ａ２ＨＰＯ ４ · １２Ｈ ２Ｏ （相对分子质量

３５８畅２２） ７１畅６４ｇ，用蒸馏水溶解至 １ ０００ｍｌ。
（３） ０畅２ｍｏｌ／Ｌ Ｎ ａＨ ２ＰＯ ４ 溶液：称取固体 Ｎ ａＨ２ＰＯ ４ · ２Ｈ２Ｏ （相对分子质量

１５６畅０３） ３１畅２１ｇ，用蒸馏水溶解至 １ ０００ｍｌ。
（４） ０畅０５ｍｏ ｌ／Ｌ ｐＨ８畅０ 磷酸缓冲液（ＰＢ）：０畅２ｍｏｌ／Ｌ Ｎ ａ２ＨＰＯ ４ 溶液 ９４畅７ｍｌ，

０畅２ｍｏ ｌ／Ｌ Ｎ ａＨ２ＰＯ ４ 溶液 ５畅３ｍｌ 混合后，用蒸馏水稀释至 ４００ｍｌ。
（５） Ｓ ｅｐｈａｄｅｘ Ｇ唱２００干胶 ２０ｇ。
（６） 实验材料：层析仪（蠕动泵 １ 台、紫外监测仪 １台、记录仪 １ 台、梯度发生

器 １ 台和分部收集器 １台）１套；２畅５ｃｍ×１００ｃｍ 层析柱 １套；１ ０００ｍｌ烧杯 ２个；玻
璃棒 １根；５ｍｌ 吸量管 １支；８ｍｌ 试管 １００支。

３畅基本流程
（１） 凝胶处理：Ｓｅｐｈａｄｅｘ Ｇ唱２００为干燥颗粒，使用前应用缓冲液浸泡，使其充

分膨胀。 缓冲液的量通常为凝胶溶胀体积的 ２倍，浸泡 ７２小时。为节约时间，也可
煮沸 ２～４ 小时，加速膨胀。将膨胀好的凝胶混悬后自然沉降，用吸管吸除上层细小
颗粒，并重复漂洗 ２～３次。

（２） 装柱：选择合适的层析柱（柱内径和高度应在 １∶２０～１∶５０之间），将层
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析柱与层析仪的蠕动泵、紫外监测仪相连。 装柱前，先向柱内加入 １／３高度的缓冲
液，将溶胀的 Ｇ唱２００ 凝胶用起始缓冲液（０畅０５ｍｏｌ／Ｌ ｐＨ８畅０ 磷酸缓冲液）调成糊
状，沿柱内壁填充到柱内，待其部分自然沉降后，吸出部分上清，再加入凝胶，反复
数次，直至凝胶距柱上口 ６～８ｃｍ ，在凝胶上放一直径略小于内径的圆形滤纸片，使
其平铺在凝胶柱面上。 目的是防止加样或加缓冲液时破坏凝胶柱界面的平整及防
止样品杂质进入凝胶柱。 安装好上接头，并与起始缓冲液相连，启动蠕动泵
（０畅２ｍｌ／ｍｉｎ），连续冲洗，使柱充分平衡后上样，一般至少需要平衡 ４小时以上。

（３） 加样：吸去滤纸片上层缓冲液，加入 ２ｍｌ 经饱和硫酸铵沉淀的抗体样品，
待样品进入层析凝胶柱后，再加满缓冲液。

（４） 洗脱：用 ０畅０５ｍｏｌ／Ｌ ｐＨ８畅０ 磷酸缓冲液，以 ０畅１ｍｌ／ｍｉｎ 的速度洗脱，记录
洗脱图谱，分步收集洗脱组分（２ｍｌ／管）。

（５） 检测：蛋白主峰为 ＩｇＧ ，收集的样品采用紫外分光光度计法检测蛋白含
量，进一步分析蛋白的免疫学活性和纯度。

４畅关键点
（１） 装柱中，要轻轻搅动凝胶悬液并缓缓沿内壁加入，切忌有气泡和断层，若

有断层，需倾倒出，重新装柱。
（２） 加样时，注意缓冲液界面恰好在滤纸片上，及时加样，不能出现因放液过

快，凝胶柱干涸现象，一旦如此凝胶，不能继续使用。
（３） 整个层析过程时间较长，要求在 ４℃环境中操作，以防影响免疫球蛋白活

性。

三、 应用举例——重组蛋白抗体制备
抗体是后基因组、蛋白组计划中对新功能蛋白质研究所必需的工具。而针对新

的重组蛋白的抗体制备，多数是以重组融合蛋白免疫法制备其抗体。常用融合蛋白
有 ＧＳＴ （谷胱甘肽 Ｓ 转移酶）、Ｍ ＢＰ （麦芽糖结合蛋白）。 本节以重组 ＧＳＴ唱
ｆｏｌｌｉｓ ｔａｔｉｎ （卵泡抑素，ＦＳ）Ｃ 末端 ３５ 肽抗原（Ｆ Ｓｃ３５）为例，阐述抗融合蛋白抗体的
制备过程。

１畅试剂及材料
重组 ＧＳＴ唱Ｆ Ｓｃ３５肽
弗式完全与不完全佐剂

ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ 亲和层析凝胶
Ａｆｆｉ唱ｇ ｅｌ １０亲和层析凝胶
ＧＳＴ 蛋白
ＦＳ３１５全长蛋白
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２畅实验流程
ＧＳＴ唱Ｆ Ｓｃ３５ 肽与弗式完全佐剂等体积混合、充分乳化

↓
家兔背部皮下多点免疫，每只家兔注射总抗原量约合 ＦＳ ｃ３５肽 ３００～５００μｇ

↓
免疫 ３周后，取等量 ＧＳＴ 唱ＦＳ ｃ３５与弗式不完全佐剂等体积乳化，加强免疫 １ 次

↓
此后每隔 ２周加强免疫 １次，共两次

↓
最后一次免疫的第 ７ 天，在兔耳缘静脉采血。 间接酶联免疫吸附试验（ＥＬ ＩＳＡ ）法

测定抗体效价＞１∶ １０ ０００，即可从兔颈动脉采集全部血液，分离血清
↓

取 １０ｍｌ 抗血清，经 ４５％～５０％饱和硫酸铵溶液沉淀 ２次，０畅９％生理盐水溶解
抗体，再经盐水充分透析 ４８～７２小时

↓
取透析的抗体与 １ｍｌ ｐｒｏ ｔｅｉｎ Ａ 凝胶在 ４℃旋转混合 ３０ 分钟

↓
将凝胶移至微量柱上，２０倍柱床体积的 １×ＰＢＳ 充分洗涤 ｐｒｏ ｔｅｉｎ Ａ 柱 ①

↓
４ 倍柱床体积的 ０畅１ｍｏｌ／Ｌ ｐＨ２畅４甘氨酸唱ＨＣｌ 缓冲液洗脱抗体，
每 １０ 滴（约 ０畅４ｍｌ）收集 １管，管内预先加入等体积 ０畅２～０畅５ｍｏｌ／Ｌ
ｐＨ７畅５的 ＰＢ 缓冲液，收集含有蛋白的管（约 ５管），并将其混合

↓
超滤除盐、浓缩，以 １×ＰＢＳ 调体积至 ２ｍｌ

↓
取 １ｍｌ 柱床体积的 ＧＳＴ唱Ａ ｆｆｉ唱ｇｅｌ １０亲和层析凝胶与上述抗体

在 ４℃旋转混合 ６０分钟 ②
↓

收集流出液即为部分纯化的抗 ＦＳｃ３５肽 ＩｇＧ 抗体
↓

取 １ｍｌ柱床体积的 ＦＳ唱Ａ ｆｆｉ唱ｇｅｌ １０亲和层析凝胶与抗体在 ４℃旋转混合 ６０分钟
③

↓
２０倍柱床体积的 １×ＰＢＳ 充分洗涤凝胶
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↓
４倍柱床体积的 ０畅１ｍｏｌ／Ｌ ｐＨ２畅８ 甘氨酸唱ＨＣｌ 缓冲液洗脱抗体

↓
每 １０滴 １管，收集洗脱液，混合蛋白含量＞０畅２ｍｇ／ｍｌ 的样本管，

测抗体效价，分装，－７０℃保存。 此法获得的高纯度抗 Ｆ Ｓ Ｃ 末端肽 ＩｇＧ 抗体，
可满足各种免疫学实验需要

３畅关键点
① 凝胶经充分洗净后，其流出液在 ２８０ｎｍ 测定光吸收值应＜０畅０２。
② 该步骤的目的是除去 ＧＳＴ 唱ＦＳ ｃ３５融合蛋白免疫后产生的抗 ＧＳＴ 抗体部

分。
倡注：Ａｆｆｉ唱ｇｅｌ １０和 Ａｆ ｆｉ唱ｇｅｌ １５ 是两种最常用的活化型亲和层析介质，具有保

存方便、活性稳定、操作简便等优点。 Ａｆｆｉ唱ｇｅｌ １０ 与蛋白结合时，要求结合缓冲液
ｐＨ 值低于蛋白的等电点（ｐＩ），而 Ａ ｆｆｉ唱ｇ ｅｌ １５结合蛋白缓冲液 ｐＨ 值要求高于蛋白
的 ｐＩ；Ａｆｆ ｉ唱ｇ ｅｌ １０ 与 Ｉｇ 的结合率比 Ａ ｆｆｉ唱ｇｅｌ １５ 高 ３０％～４０％，在实验中 Ａ ｆｆｉ唱ｇｅｌ
１０ 更常用。 Ａ ｆｆｉ唱ｇｅｌ １０和 Ａ ｆｆｉ唱ｇｅｌ １５与蛋白结合缓冲液以 ０畅１ｍｏｌ／Ｌ Ｍ ＯＰＳ 最常
用，也可采用 ０畅１ｍｏｌ／Ｌ ＨＥＰＥＳ、醋酸盐或碳酸盐缓冲液，但禁用 Ｔ ｒｉｓ 或甘氨酸类
含氨基的缓冲液。 １ｍｌ体积的凝胶约结合 ３０ｍｇ 蛋白。表 １唱２显示了 Ａ ｆｆｉ唱ｇｅｌ １０和
Ａｆｆｉ唱ｇ ｅｌ １５与常见蛋白的结合能力。

表 １－２　Ａｆｆｉ－ｇｅｌ１０和 Ａｆｆｉ－ｇｅｌ１５结合蛋白的能力

蛋白种类 Ｐ Ｉ
结 合 能 力 （％ ）

ＧＳＴ唱Ａ ｆ ｆ ｉ唱ｇ ｅｌ１０ ＧＳＴ 唱Ａ ｆ ｆ ｉ唱ｇ ｅｌ１５
卵白蛋白 ４畅７ ＜９ ＞７０
ＢＳ Ａ ４畅９ ＜ １５ ＞８０
人 Ｉｇ ６～７ ＞ ９０ ＜４０
细胞色素 Ｃ ９畅３ ＞ ９０ ≈ ０
溶菌酶 １０ ＞ ９０ ≈ ０

ＧＳＴ唱Ａｆｆｉ唱ｇ ｅｌ １０ 的制作：取约 ６０ｍｇ ＧＳＴ 蛋白，加入 １ｍｌ Ａ ｆｆｉ唱ｇ ｅｌ １０凝胶，在
４℃旋 转混合 ４ 小 时以上，移去未 结合的 ＧＳＴ 蛋白，加入 ０畅１ｍｌ １ｍｏｌ／Ｌ
Ｅｔｈａｎｏ ｌａｍ ｉｎｅ ＨＣｌ （ｐＨ８畅０），继续反应 １小时，充分封闭 Ａ ｆｆｉ唱ｇ ｅｌ １０凝胶。再经 ２０
倍凝胶柱床体积的 １×ＰＢＳ 充分洗净，即为偶联的 ＧＳＴ唱Ａｆｆｉ唱ｇ ｅｌ １０凝胶。

③ 经除去抗 ＧＳＴ 抗体获得的部分纯化抗体，可以满足 ＥＬ ＩＳＡ 等常规的免疫
学试验用。如果有条件，尽可能采用相应的特异性抗原，按本步骤操作，最终获取高
纯度抗体。本实验采用 Ｆ Ｓ３１５ 全长蛋白免疫亲和层析，目的即是获得针对 ＦＳ３１５ Ｃ
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末端反应的高纯度抗体，其中 ＦＳ唱Ａ ｆｆｉ唱ｇｅｌ １０ 凝胶的制备同上述②。

第三节　抗体保存
１畅避免高温、低 ｐＨ 值　无论是纯化的抗体（免疫球蛋白）还是免疫后的抗血

清，在实验室内的保存条件和方法对维持其效价十分重要。 保存方法不当，可使抗
体腐败变质、杂菌污染或混入其他杂质而失去应用价值。由于抗体本身是大分子蛋
白，因此，在抗体的保存和运输过程中，一定要注意避免蛋白质的变性问题，即过度
的高温，或极端 ｐＨ 值的出现。抗体使用时可暂时保存在 ４℃，约一个月左右。抗体
在酸性条件下极易失活，ｐＨ ７～８ 较为合适。

２畅避免反复冻融　抗体作为大分子蛋白质，在低浓度时极易引起空间结构的
变化，因此，应尽可能以高浓度分装成小量，－８０℃保存，至少也要在－２０℃以下冻
存。尽可能避免保存过程的多次冻融，一般来说，冻融 １、２次对效价影响不大，融化
后的抗体可暂时保存在 ４℃，尽快使用。 另外，为避免多次冻融影响效价，可将纯化
的抗体（抗血清效果不佳）加上 ５０％甘油保存在－３０℃，取抗体时尽可能在冰上操
作。

３畅加入防腐剂保存　常用于抗体保存的防腐剂有叠氮钠（０畅０２％浓度）、硫柳
汞（０畅０１％浓度）和苯酚（０畅５％浓度）。免疫血清加入防腐剂后可放入 ４℃普通冰箱
保存。 本法保存期约 １年。 但荧光抗体或辣根过氧化物酶标记抗体不能用叠氮钠
防腐，叠氮钠对荧光素（异硫氰酸荧光素）有淬灭作用，对酶也有毒性作用。

４畅除菌保存　为常用的有效的方法，可用滤器（孔径 ０畅２２～０畅４５μｍ）过滤除
菌，４℃保存。

５畅真空冷冻干燥保存　这是一种理想的免疫血清和纯化抗体的保存方法。免
疫血清或纯化抗体分装于安瓿或青霉素小瓶内（通常 １～２ｍｌ），低温冻结，置入低
温真空干燥器内，真空条件下使样品逐渐脱水干燥（需 １２～２４小时不等），然后密
封（加盖或火焰封口）。冻干后免疫血清或纯化抗体可在－２０℃保存数年，效价无明
显下降。

（汪广荫　朱　伟　柳忠辉）
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第二章

单克隆抗体制备

根据致敏的单一 Ｂ 细胞克隆具有分泌特异性抗体和骨髓瘤细胞在体外长期
增殖的特性，采用细胞融合技术在体外可将上述两种细胞融合形成杂交瘤细胞。该
杂交瘤细胞可以在体外长期稳定地生长，并分泌均一独特型抗体，此即单克隆抗体
制备技术。杂交瘤细胞培养的关键是 ＨＡ Ｔ 选择性培养，骨髓瘤细胞因缺乏次黄嘌
呤鸟嘌呤磷酸核糖转化酶（ＨＧＰＲＴ ），而在 ＨＡ Ｔ 培养基，即含次黄嘌呤（Ｈ）、氨基
蝶呤（Ａ ）、胸腺嘧啶核苷（Ｔ ）的培养基中不能生长；Ｂ 细胞虽然具有次黄嘌呤鸟嘌
呤磷酸核糖转化酶，可以在 ＨＡＴ 中存活，但因 Ｂ 细胞不能传代生长，经短暂培养
后即逐步死亡。 而杂交瘤细胞因具备了 Ｂ 细胞和骨髓瘤细胞的双重特点，既可分
泌抗体，又能在 ＨＡＴ 培养基中长期存活。 因此，可通过 ＨＡ Ｔ 选择培养，筛选出克
隆化目的杂交瘤细胞株，再利用杂交瘤细胞培养上清或杂交瘤细胞接种小鼠产生
的腹水，获取大量的来源于杂交瘤细胞分泌的单克隆抗体（ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ，
ｍＡｂ）。

由于单克隆抗体具有高特异性、高亲和力等特点，单克隆抗体现已广泛应用于
免疫学、微生物学、肿瘤学、遗传学以及分子生物学等各个研究领域。 如：抗原的精
制和构造分析；细胞发生、分化；细胞功能检测和抗原定位的组织化学染色以及疾
病的诊断、治疗和预防等方面。

一、 试剂与器材
１畅细胞融合剂聚乙二醇（ＰＥＧ）　相对分子质量 ４ ０００，１ｇ／安瓿分装后，经 １０

磅 １５分钟高压灭菌，－３０℃保存备用。用前酒精灯直接融化，待温度降至 ６０℃时，



迅速加入 １ｍｌ 无血清 ＲＰＭ Ｉ唱１６４０ 培养液，混匀，即为融合用 ５０％ＰＥＧ ，４０℃保温
备用。 ①

２畅０畅２ｍｏ ｌ／Ｌ Ｌ唱谷氨酰胺（Ｌ唱Ｇ）贮存液　Ｌ唱谷氨酰胺（相对分子质量 １４６畅１５）
２畅９ｇ，溶于双蒸水至 １００ｍｌ，过滤除菌，分装，－３０℃保存。

３畅２００×双抗溶液　青霉素 Ｇ（钠盐）１００万 Ｕ 和链霉素（硫酸盐）１ｇ，溶于双
蒸水至 ５０ｍｌ，过滤除菌分装，－３０℃保存。

４畅ＲＰＭＩ唱１６４０ 培养液　ＲＰＭ Ｉ唱１６４０粉剂 １０畅４ｇ ＋ Ｎ ａＨＣＯ ３ ２ｇ ＋ 双抗溶液

５ｍｌ ＋ ０畅２ｍｏｌ／Ｌ Ｌ唱Ｇ 溶液 １ｍｌ，加双蒸水至 １ ０００ｍｌ，调整 ｐＨ 至 ７畅２。过滤除菌，
４℃或－３０℃保存。

５畅１５％ＦＣＳ唱ＲＰＭ Ｉ唱１６４０培养液　无菌条件下取 ５６℃３０ 分钟灭活补体的胎
牛血清（ＦＣＳ）１５ｍｌ ＋８５ｍｌ ＲＰＭ Ｉ唱１６４０ 培养液。

６畅１００×氨基蝶呤（Ａ ）贮存液（４×１０－ ５ｍｏ ｌ／Ｌ ）　氨基蝶呤（相对分子质量
４４０畅４）１畅７６ｍｇ 溶于 ９０ｍｌ 双蒸水，滴加 １ｍｏｌ／Ｌ ＮａＯＨ 溶液 ０畅５ｍｌ，待完全溶解
后，加入 １ｍｏｌ／Ｌ ＨＣｌ ０畅５ｍｌ，加双蒸水至 １００ｍｌ，－３０℃保存。

７畅１００×次黄嘌呤和胸腺嘧啶核苷（ＨＴ ）贮存液（Ｈ：１×１０－ ２ｍｏｌ／Ｌ ；Ｔ ：１畅６
×１０－ ３ ｍｏｌ／Ｌ ）　次黄嘌呤 １３６畅１ｍｇ 和胸腺嘧啶核苷 ３８畅８ｍｇ，加双蒸水至 １００ｍｌ，
置 ５０℃水浴中使其完全溶解，过滤除菌，每 ２ｍｌ 分装，－３０℃保存。 用前可置 ４０℃
加温助溶。

８畅１×ＨＡ Ｔ 培养液　１５％ＦＣＳ唱ＲＰＭ Ｉ唱１６４０ 培养液 ９８ｍｌ ＋ １ｍｌ Ａ 储存液
＋ １ｍｌ ＨＴ 储存液。

９畅１×ＨＴ 培养液　１５％ＦＣＳ唱ＲＰＭ Ｉ唱１６４０培养液 ９９ｍｌ ＋ １ｍｌ ＨＴ 储存液。
１０畅细胞冻存液　９０ｍｌ 含 ３０％ ＦＣＳ 的 ＲＰＭ Ｉ唱１６４０培养液＋ １０ｍｌ ＤＭ ＳＯ，

４℃保存可用一周。
１１畅１００×８唱杂氮鸟嘌呤（８唱ＡＧ）贮存液　８唱杂氮鸟嘌呤 ２００ｍｇ（相对分子质量

１５２畅１）加入 １ｍｌ ４ｍｏｌ／Ｌ ＮａＯＨ 溶液，待其溶解后，加 １ｍｏｌ／Ｌ ＨＣｌ 溶液中和，补加
双蒸水至 １００ｍｌ，过滤除菌，分装，－３０℃保存。

１２畅０畅２ｍｏｌ／Ｌ ＮａＨ ２ＰＯ ４　取 ＮａＨ ２ＰＯ ４· ２Ｈ ２Ｏ ３１畅２ｇ 溶于双蒸水至 １０００ｍｌ。
１３畅０畅２ｍｏｌ／Ｌ Ｎａ ２ＨＰＯ ４ 　取 Ｎａ２ＨＰＯ ４ · １２Ｈ ２Ｏ ７１畅６３ｇ 溶于双 蒸水至

１０００ｍｌ。
１４畅０畅２ｍｏｌ／Ｌ ｐＨ７畅４磷酸盐缓冲液（ＰＢ）　取 ０畅２ｍｏｌ／Ｌ Ｎ ａＨ２ＰＯ ４ 溶液 １９ｍｌ

＋ ０畅２ｍｏ ｌ／Ｌ Ｎ ａ２ＨＰＯ ４ 溶液 ８１ｍｌ。
１５畅主要仪器设备　ＣＯ ２ 培养箱、超净工作台、倒置显微镜、精密天平、低温和

普通冰箱、液氮罐、离心机、高压灭菌器、烤箱、水浴锅、除菌滤器、酶联免疫测定仪。
１６畅小鼠实验器材　手术剪刀、镊子、眼科剪刀、眼科镊子、止血钳、小鼠解剖

台板。
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１７畅常规实验器材　血细胞计数板，１ｍｌ、２ｍｌ 和 １０ｍｌ 吸管，毛细吸管，１０ｍｌ
和 ５０ｍｌ 离心管，细胞培养瓶，培养皿，平底细胞培养板（２４孔和 ９６ 孔），细胞冷冻
管，１ｍｌ和 １０ｍｌ注射器，４ 号、７号和 ２５号针头，微量移液器及移液器头。

１８畅小鼠骨髓瘤细胞系 ＳＰ２／０ 或 Ｎ Ｓ唱１。
１９畅５６℃灭活胎牛血清。
２０畅抗体纯化器材与试剂。

二、 实验流程
１畅实验动物免疫　ＢＡ ＬＢ／ｃ 小鼠，雌性，６～８ 周龄，体重约 １８ｇ±２ｇ。 基础免

疫时，细胞性抗原一般每次以（１～２）×１０７
个细胞腹腔注射，间隔 ２～３ 周重复一

次；可溶性抗原用量一般为 １０～２０μｇ。 首次免疫需与等体积完全弗氏佐剂混合
（１∶１Ｖ／Ｖ ），充分乳化后，经背部皮下（ｓ畅ｃ畅）多点注射或腹腔（ｉ畅ｐ畅）注射。 每次间
隔２～３ 周，同量抗原加等体积不完全弗氏佐剂，充分乳化后，加强免疫。 采用间接
ＥＬＩＳＡ 法检测血清抗体滴度，当效价达到 １∶４００～１∶１ ６００ 以上时，取同量抗原
尾静脉或腹腔注射加强免疫，最后一次加强免疫 ３天后，取免疫小鼠脾细胞进行细
胞融合。 ②

２畅免疫动物脾细胞悬液的制备　无菌取末次免疫后 ３ 天的小鼠脾脏，置于
１００～２００ 目不锈钢筛网上，用注射器内芯研磨脾脏。 用 ＲＰＭ Ｉ唱１６４０培养液离心洗
涤脾细胞（１ ０００ｒ／ｍｉｎ，５分钟）２次。 制成单个脾细胞悬液，镜下计数为 １×１０８ 脾

细胞。
３畅饲养细胞的制备　取正常 ＢＡＬＢ／ｃ小鼠经 ７５％乙醇溶液消毒腹部，切开外

层皮肤，保证腹膜完整。 用注射器腹腔注射 ４℃预冷的无血清培养液 ４～５ｍｌ，轻揉
腹部数次，于左下腹部剪开腹膜，用吸管吸取细胞悬液，反复 ２～３次。 用无血清培
养液离心洗涤（１ ０００ｒ／ｍｉｎ，５分钟）２次。 重新悬浮于 １５％ ＦＣＳ唱ＲＰＭ Ｉ唱１６４０ 培养
液中，调细胞浓度至 ２×１０ ５／ｍｌ，将细胞加至 ９６孔培养板，每孔 １００μｌ。 ③

４畅骨髓瘤细胞的培养　将复苏的骨髓瘤细胞于 １０％ ＦＣＳ唱ＲＰＭ Ｉ唱１６４０培养
液中培养 １周，每 ２～３天换液一次，根据细胞生长情况每 ３～４天传代一次或进行
扩大培养。适宜的细胞密度约为 ３×１０５／ｍｌ。在融合前 ３天，每天更换一半培养液，
使骨髓瘤细胞保持在对数生长期。融合当天用 ＲＰＭ Ｉ唱１６４０培养液洗涤离心骨髓瘤
细胞（１ ０００ｒ／ｍｉｎ，５ 分钟）２ 次，以 ＲＰＭ Ｉ唱１６４０培养液重新悬浮细胞。 用台盼蓝染
色，镜下计数活细胞数大于 ９５％，取（１～２）×１０ ７

骨髓瘤细胞。 ④
５畅细胞融合　将制备的脾细胞悬液（１×１０８ ）和骨髓瘤细胞［（１～２）×１０ ７］

按 ５∶１～１０∶１的比例混合， 加入 １５％ ＲＰＭ Ｉ唱１６４０ 培养液， 离心洗 涤 ２ 次
（１ ０００ｒ／ｍｉｎ，５分钟）。 第二次离心后， 尽可能吸净残留液体， 使细胞沉淀团块松
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散。 于 ３７℃水浴内，在 １ 分钟内缓慢加入 ４０℃预温的 ５０％ＰＥＧ １ｍｌ，静置 １分钟。
于 １ 分钟内，加 ３７℃预温 ＲＰＭ Ｉ唱１６４０ 培养液 ２ｍｌ。 于 ３ 分钟内，加 ３７℃预温
ＲＰＭＩ唱１６４０ 培养液 ２５ｍｌ， １ ０００ｒ／ｍｉｎ，离心 ５分钟。 倾去上清，轻弹试管底部， 使
细胞略松散，加 ＨＡＴ 培养液轻轻悬浮沉淀细胞，调细胞浓度至 １×１０６／ｍｌ。 ⑤

６畅杂交瘤细胞的选择性培养和筛选　将细胞接种于 ９６孔板中（实验前一天
加好饲养细胞的培养板），每孔 ０畅１ｍｌ，３７℃，５％ ＣＯ ２ 培养。 融合后每隔 ３～５天更
换 ＨＡＴ 培养液一次，共 ３～４次，采用换半液法换液，即每次吸出培养液中的一半
液体后再加入等量新培养液。 融合后 １周左右可出现克隆，当 １４～２１天集落大于
３ｍｍ 或大于视野 １／２时，利用间接 ＥＬ ＩＳＡ 法筛选分泌单克隆抗体的阳性杂交瘤
细胞克隆。

７畅杂交瘤细胞的克隆化培养　将检出的分泌单克隆抗体的阳性孔杂交瘤细
胞按有限稀释法稀释细胞， 即用 ＨＡ Ｔ 培养液稀释细胞至 ２～５ 个／ｍｌ， １０～
２０ 个／ｍｌ和 ５０ 个／ｍｌ，于 ９６ 孔细胞培养板中每孔加入细胞 ０畅１ｍｌ，各浓度按 １２
孔、８ 孔、４孔的数量接种。亚克隆化培养 １０～１４天后，收集单一杂交瘤细胞克隆孔
的上清，用间接 ＥＬＩＳＡ 法检测抗体分泌情况，挑选单个阳性克隆生长的阳性孔再
进行２～３ 次亚克隆，直到亚克隆化时全部克隆孔细胞培养上清中抗体检出阳性率
达 １００％为止。 ⑥⑦

８畅杂交瘤细胞的冻存　将阳性克隆在 １２／２４ 孔培养板中扩大培养，再将其移
入培养瓶中进一步扩大培养，至细胞数约＞１×１０６ 时，收获细胞，１ ０００ｒ／ｍｉｎ，离心
５ 分钟，弃培养液，加入细胞冻存液（含 １０％ＤＭ ＳＯ ）将细胞悬浮，调整细胞＞１
×１０ ６／ｍｌ，移入细胞冻存管中，将冻存管放入 ＢＩＯＣＥＬＬ （细胞冻存器）内，置－７０℃
低温冻存 ４小时以上，即可移入液氮中长期保存。 ⑧

９畅单克隆抗体的大量制备　选用 ＢＡＬＢ／ｃ 雌性小鼠，在接种杂交瘤细胞前
１～２ 周，腹腔内注射 ０畅５ｍｌ ２，６，１０，１４唱四甲基五癸烷（降植烷）预处理。 收集生长
良好的杂交瘤细胞，用无血清培养液离心洗涤 ２～３ 次（１ ０００ｒ／ｍｉｎ，５ 分钟），弃去
上清，重悬浮于无血清培养液中，调整细胞浓度至（１～２）×１０６／ｍｌ，每只小鼠腹腔
注射０畅５～１ｍｌ 细胞悬液。 待小鼠腹部明显膨大时，收集腹水，１２ ０００ｒ／ｍｉｎ 离心 ２０
分钟，回收上清，分装，－３０℃保存备用。

１０畅单克隆抗体的纯化　羟基磷灰石柱层析法 （ＨＡＴ ）：羟基磷灰石经
０畅０１ｍｏｌ／Ｌ ｐＨ６畅８ ＰＢ 漂洗 ３ 次后装柱，柱床为 １畅６ｃｍ×１０ｃｍ。 １倍柱床体积的
１ｍｏｌ／Ｌ Ｎ ａＣｌ 溶液洗涤，４ 倍柱床体积的 ０畅０１ｍｏ ｌ／Ｌ ｐＨ６畅８ ＰＢ 洗涤平衡。 加入 １
～５ｍｌ 收集的腹水上清（除去了上层的不溶物质及沉淀物）。 ０畅０１～０畅３ｍｏｌ／Ｌ
ｐＨ６畅８ ＰＢ ３００ｍｌ 线性梯度洗脱， 用部分收集器分部收集， 流速为 ０畅７～
０畅９ｍｌ／ｍｉｎ，５分钟收集 １管，第 ３管为纯化的 ＩｇＧ 单克隆抗体。经生理盐水充分透
析后，冷冻干燥，分装，－２０℃冻存。
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单克隆抗体常用的纯化方法还有，收集的腹水上清经 ５０％饱和硫酸铵溶液沉
淀，再采用 Ａ 蛋白亲和层析柱纯化，即得 ＩｇＧ 型单克隆抗体。

１１畅单克隆抗体的鉴定
（１） 单克隆抗体亚类的鉴定：可采用标准的抗 Ｉｇ 亚类的单克隆抗体，利用琼

脂扩散试验鉴定抗体的亚类，如属于 ＩｇＧ１ 还是 ＩｇＧ ２型单克隆抗体。
（２） 单克隆抗体特异性的鉴定：采用包被不同抗原或类似抗原的酶标板，利用

间接 ＥＬ ＩＳＡ 法检测抗体的交叉反应性；或采用免疫印迹试验检测抗体的特异性
等。

（３） 单克隆抗体效价和亲和力测定：可采用间接 ＥＬ ＩＳＡ 法测定。

三、 关 键 点
① 相对分子质量为 ４００～６ ０００ 的 ＰＥＧ 都可使用，但以相对分子质量 ４ ０００

融合效率最高。
② 动物免疫：一般细胞、细菌和病毒等颗粒性抗原具有较强的免疫原性，可不

加佐剂直接经腹腔注射进行初次、二次和加强免疫；而应用可溶性的蛋白质抗原免
疫时需加用佐剂，经充分乳化后于小鼠的背部皮下（多点）和腹腔内注射；对具有较
弱免疫原性的抗原应适当增加免疫次数；如为半抗原，应制备成人工完全抗原后，
再加佐剂免疫；基础免疫最好同时免疫 ３只以上的小鼠。

③ 饲养细胞制备：取小鼠腹腔巨噬细胞制备饲养细胞时， 腹腔冲洗液以
４～５ｍｌ较合适，保证饲养细胞在 ９６ 孔细胞培养板中每孔约（１～２）×１０４ 的浓度。
因此，最好于融合或克隆前 １～２天铺 ９６ 孔细胞培养板；血清质量好时，细胞融合
也可不用饲养细胞。 但杂交瘤细胞亚克隆化时，应加饲养细胞。

④ 骨髓瘤细胞的准备：为防止骨髓瘤细胞发生 ＨＧＰＲＴ 酶的逆转，应定期用
２０μｇ／ｍｌ的 ８唱ＡＧ 处理骨髓瘤细胞，或于融合前用 ＨＡＴ 培养液检测骨髓瘤细胞的
敏感性，发现较多骨髓瘤细胞逆转时，再用 ８唱ＡＧ 处理；当融合率低而又找不到其
他原因时，应该考虑骨髓瘤细胞的质量，可试换骨髓瘤细胞。

⑤ 细胞融合：应选择对数生长期的骨髓瘤细胞进行融合；培养液中胎牛血清
质量是决定融合和杂交瘤数量的关键因素，可通过克隆化法筛选血清；一只免疫小
鼠脾细胞尽可能接种 １０块以上的 ９６孔板，８０％以上的杂交瘤生长孔为 １～３个克
隆，这样可以减少克隆化次数和工作量，而且阳性克隆也不易丢失。

⑥ 克隆化：加有限稀释的 ＨＡＴ 悬浮刚刚融合的细胞时，切忌强力吹打，以防
止细胞损伤、分离，减低融合。 在克隆化的过程中，应逐渐用普通 ＲＰＭ Ｉ唱１６４０培养
液以 １／２ 的速度替代 ＨＴ 培养液，并递减牛血清的浓度至 １０％左右，可以直接在
显微镜下挑取单个克隆进行克隆化，并将生长良好的阳性杂交瘤细胞扩大培养和
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冻存。
⑦ 亚克隆化：通过有限稀释，可使每孔含 ０畅５～１个杂交瘤细胞，有利于亚克

隆化选择单一细胞克隆，高浓度（５０ 个细胞／ｍｌ）细胞孔是为了防止操作误差引起
的种源细胞丢失。

⑧ 细胞冻存：细胞冻存有条件时，可采用 １００％的牛血清加 ＤＭ ＳＯ 进行冻存，
有利于细胞复苏。 冻存细胞也可在－７０℃低温冰箱中保存 ６～１２个月。

四、 应用举例
抗卵泡抑素单克隆抗体制备

１畅主要试剂
（１） 融合用 ５０％ＰＥＧ，４０℃保温。
（２） ＲＰＭ Ｉ唱１６４０培养液，１５％ＦＣＳ唱ＲＰＭ Ｉ唱１６４０培养液，３７℃预温备用。
（３） ２×ＨＡＴ 培养液：１５％ＦＣＳ唱ＲＰＭ Ｉ唱１６４０ 培养液 ９６ｍｌ ＋１００×Ａ 储存液

２ｍｌ ＋１００×ＨＴ 储存液 ２ｍｌ，３７℃预温备用。
（４） 重组人卵泡抑素（ｆｏｌｌｉｓ ｔａｔｉｎ，ｒｈＦＳ）。
（５） ＥＬ ＩＳＡ 检测用试剂等。
２畅骨髓瘤细胞（ＳＰ ２／０）　对数生长期骨髓瘤细胞，用前 ２４ 小时换液。
３畅实验器材　细胞培养用器材、 ＥＬ ＩＳＡ 用器材等。
４畅实验流程
（１） 取纯化的重组 ＦＳ ５～１０μｇ 与弗式完全佐剂充分乳化，背部多点免疫法免

疫 ７～８周龄雌性健康的 ＢＡ ＬＢ／ｃ 小鼠。
（２） 第一次免疫 ３ 周后，取重组 Ｆ Ｓ ５～１０μｇ 与不完全弗式佐剂充分乳化，加

强免疫。 ２周后再加强免疫 １次。
（３） 第 ３次免疫 ３天后，在小鼠眶静脉采血，分离血清，采用重组 Ｆ Ｓ（５μｇ／ｍｌ）

包被的酶标板，间接 ＥＬ ＩＳＡ 测抗血清效价 １∶８００。
（４） 无菌分离小鼠脾细胞，取制备的脾单细胞悬液（＞１×１０ ８），对数生长期骨

髓瘤细胞（ＳＰ２）１×１０７
加入 ５０ｍｌ 离心管中离心，弃培养液，采用 ５０％ＰＥＧ 法融合

细胞，用 ２５ｍｌ 无血清 ＲＰＭ Ｉ唱１６４０液离心（８００ｒ／ｍｉｎ，５分钟）洗涤细胞，轻弹 ５０ｍｌ
试管底部，使细胞松散（切忌用吸管使劲吹打）。 用 １５％ＦＣＳ唱ＲＰＭ Ｉ唱１６４０培养液调
整融合细胞浓度至 １×１０６／ｍｌ，将细胞分加 ９６孔培养板（０畅１ｍｌ／孔），３７℃，５％ＣＯ ２

培养箱培养。
（５） 融合细胞培养 ４ 小时后，每孔再加入 ２×ＨＡＴ 培养液 ０畅１ｍｌ，３７℃，５％

ＣＯ ２ 继续培养。
（６） 从细胞融合后的第 ３天开始，每隔 ２～３ 天，采用 １×ＨＡＴ 培养液换半液
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法换液，直至细胞集落约显微镜下 １／２视野大小，即可更换为 ＨＴ 培养液换液。
（７） 融合细胞集落大小约为显微镜下 １／２视野以上时，尽可能采集培养孔中

含单个细胞集落的培养上清，用 １×ＰＢＳ １∶２～１∶４ 稀释培养上清，利用包被 ｒｈＦＳ
（０畅２μｇ／０畅１ｍｌ）酶标板，用间接 ＥＬ ＩＳＡ 法检测分泌上清中抗体水平，无杂交瘤细
胞培养上清作阴性对照。

（８） 用毛细管在显微镜下直接回收抗体阳性孔杂交瘤细胞，经有限稀释后，接
种于前一天已经铺好饲养细胞的 ９６孔培养板，每孔约 ０畅４～４个细胞，每个细胞克
隆培养 ２４孔。

（９） 克隆化后每 ３～４ 天换液 １ 次，第 ２次换液起改用 １０％ ＦＣＳ唱ＲＰＭ Ｉ唱１６４０
培养液。

（１０） 杂交瘤细胞经二次亚克隆化后扩大培养，回收细胞，经无血清 ＲＰＭ Ｉ唱
１６４０ 培养液离心洗涤两次，采用 Ｈａｎｋ＇ｓ 液调细胞浓度至（１～２）×１０ ６／ｍｌ，每只经
高压灭菌液状石蜡腹腔预处理的小鼠腹腔内注射细胞 ０畅５～１ｍｌ，约 １０ 天后采集
腹水，经 ５０％饱和硫酸铵溶液沉淀，用 Ａ 蛋白亲和层析柱纯化，即可获得抗 ＦＳ
ＩｇＧ 型单克隆抗体，用间接 ＥＬ ＩＳＡ 法测定单克隆抗体效价，浓度为 １ｍｇ／ｍｌ 的单
克隆抗体效价＞１∶８００。

（曹雅明　柳忠辉）
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第三章

酶免疫测定技术

酶免疫测定技术（ＥＩＡ ）是将抗原抗体反应的特异性与酶的催化放大作用相结
合的一种微量分析技术。 该方法利用酶与其底物作用，促进显色剂发色，并通过肉
眼或仪器测定显色结果，进而达到定量或半定量分析目的。 ＥＩＡ 中所用的酶类既
不能影响抗原或抗体免疫反应的特异性，也不能改变酶自身的活性，通常应用辣根
过氧化物酶（ＨＲＰ ）和碱性磷酸酶（ＡＰ ）。

酶免疫测定技术根据测定过程中是否需要将结合的酶标记物与游离的酶标记

物分离而分为非均相和均相两类。前者需分离游离型和结合型酶标记物，且常应用
固相载体以利于抗原唱抗体结合物与游离物的分离，主要形式为 ＥＬ ＩＳＡ；后者在测
定过程中不需将游离型和结合型酶标记物分离，直接应用酶作用底物的信号放大
效应，也称酶放大免疫测定法（ＥＭＩＴ ）。 ＥＭ ＩＴ 通过抗原抗体结合反应使标记抗体
的示踪物活性发生改变，待抗原 抗体结合与酶 底物反应平衡后，即可直接测定反
应结果，整个过程在均一的液相中进行。 酶免疫测定技术可用于激素、药物等半抗
原的检测，也能测定大分子蛋白质、病毒及细胞性抗原成分。由于 ＥＬ ＩＳＡ 检测法技
术简便、特异性好，因此，在实验室中更为广泛使用，本章仅介绍酶联免疫吸附试
验。

一、 实验原理
酶联免疫吸附试验（ｅｎｚｙｍｅ ｌｉｎｋｅｄ ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙ，ＥＬ ＩＳＡ）是应用酶标

记的抗体（或抗原）在固相支持物表面检测未知抗原（或抗体）的方法。酶与抗体（或
抗原）交联后，再与结合在固相支持物表面的相应抗原或抗体反应， 形成酶标记抗
　· １８·



体唱抗原复合物，此时加入酶底物和显色剂，在酶催化底物液体后呈现显色反应，液
体显色的强弱和酶标记抗体唱抗原复合物的量呈正比，借此反映出待检测的抗原或
抗体量。 ＥＬＩＳＡ 检测通常分为直接法、间接法、双位点法和竞争法（图 ３唱１）。

图 ３唱１　ＥＬＩＳＡ 检测示意图
直接 ＥＬ ＩＳＡ 的基本原理是利用待测抗原吸附在固相支持物表面，直接加入酶

标记抗体，利用酶催化底物液体显色的强弱反映抗原的浓度。
间接 ＥＬ ＩＳＡ 的基本原理是将定量的可溶性抗原吸附在固相支持物表面，使待

测抗体与之反应，再加入酶标抗抗体，显色的程度与待测抗体浓度呈正比。
双位点法的基本原理是将待测抗原夹在针对抗原不同决定簇的两种抗体之

间，并加入酶标抗抗体，利用显色的程度反映待测抗原的量。其基本过程为：将已知
的定量单克隆抗体包被固相支持物，加入待测抗原，并在其上加入另一已知抗体
后，再加入酶标抗抗体，酶显色的程度与待测抗原的量呈正比。

·９１·第三章　酶免疫测定技术



竞争法通常是将已知定量的抗原吸附在固相支持物表面，同时加入可溶性抗
原和定量的特异性抗体，可溶性抗原与吸附在固相上的抗原竞争结合抗体，因此，
加入酶的显色程度与待测抗原浓度呈反比。

ＥＬＩＳＡ 法主要用于体液中可溶性抗原或抗体的测定。双位点法适用于测定大
分子抗原；间接法适用于对各种抗体的检测；竞争法则适用于测定小分子抗原或半
抗原及抗体。 ①

二、 试剂与材料
１畅包被稀释液 （０畅０５ｍｏｌ／Ｌ 碳酸盐缓冲液， ｐＨ９畅６） 　 Ｎａ２ＣＯ ３ １畅５ｇ ＋

ＮａＨＣＯ ３２畅９ｇ 溶于双蒸水至 １ ０００ｍｌ。
２畅封闭液（５％脱脂乳唱ＰＢＳ 溶液，ｐＨ７畅４）　５０ｇ 脱脂乳 ＋０畅０２ｍｏｌ／Ｌ ｐＨ７畅４

磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ） 至 １ ０００ｍｌ。 ②
３畅洗 涤 液 （ ＰＢＳＴ ， ｐＨ７畅４ ） 　 ＮａＣｌ １６ｇ ＋ ０畅２ｍｏｌ／Ｌ Ｎａ２ＨＰＯ ４ ８１ｍｌ

＋ ０畅２ｍｏ ｌ／Ｌ Ｎ ａＨ２ＰＯ ４溶液 １９ｍｌ ＋ 吐温 ２０ １ｍｌ，加双蒸水至 ２ ０００ｍｌ。
４畅样本稀释液（ＰＢＳ，ｐＨ ７畅４）　Ｎ ａＣｌ １６ｇ ＋ ０畅２ｍｏｌ／Ｌ Ｎａ２ＨＰＯ ４溶液 ８１ｍｌ

＋ ０畅２ｍｏ ｌ／Ｌ Ｎ ａＨ２ＰＯ ４溶液 １９ｍｌ，加双蒸水至 ２ ０００ｍｌ。 ③
５畅底物缓冲液　Ａ 液（０畅１ｍｏｌ／Ｌ 枸橼酸溶液），枸橼酸 １９畅２ｇ 加双蒸水至 １

０００ｍｌ； Ｂ 液 （０畅２ｍｏｌ／Ｌ Ｎａ２ＨＰＯ ４ 溶液），Ｎａ２ＨＰＯ ４ · １２Ｈ ２Ｏ ７１畅７ｇ 加双蒸水 １
０００ｍｌ；临用前取 Ａ 液 ２４畅３ｍｌ、Ｂ 液 ２５畅７ｍｌ 混合。

６畅终止液（２ｍｏｌ／Ｌ Ｈ ２ＳＯ ４ 溶液）　６００ｍｌ 双蒸水中，缓慢滴加浓硫酸 １００ｍｌ，
并不断搅拌，双蒸水补足至 ９００ｍｌ。

７畅酶标反应板、微量加样器、温箱等。
８畅待测抗原或抗体样品。
９畅ＨＲＰ 标记羊抗兔 ＩｇＧ 第二抗体（ＨＲＰ唱Ａ ｂ ２）。
１０畅酶联免疫测定仪。

三、 基本流程
１畅间接法
（１） 抗原包被：将包被液稀释的抗原 ＢＳＡ （２～１０μｇ／ｍｌ）加入 ９６孔酶标板中，

每孔 １００μｌ，４℃过夜。吸出上清液，加入封闭液 ２００μｌ／孔。 ３７℃封闭 １～１畅５小时或
４℃过夜。 封闭结束后用洗涤液洗板 ３次，每次 ３分钟。 ④

（２） 加入待测样品：将稀释的待测兔抗 ＢＳＡ 抗体（１∶４００， １∶８００， ……，
１∶１２ ８００）样品加入酶标反应孔中，１００μｌ／孔，置于 ３７℃温箱孵育 １畅５ 小时。 弃去
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