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肌细胞形态的影响@结果表明，当用 10%幅度

拉长、松弛硅胶片， 10 周期/分，进行 72 小

时机械性运动后，心肌细胞发生形态改变，其

细胞内肌动蛋白垂直于运动方向，说明机械性

刺激能影响体外培养心肌细胞形态。

固版说明

1. líJ胶片上生长的正常对照心肌细胞.细胞具
有典型的星形， 细胞内肌动蛋白丝呈放射状分布，横
纹明显。间接免疫荧光染色肌动蛋白 x 400 

2. 硅胶片上经伸展与缓解的机械性剌激的生长
心肌细胞。拉*幅度为 10% ， 10 周期/分。剌激 24小
时后的心肌细胞形态发生改变， 细胞内肌动蛋白丝垂
直于运动的方向， 细胞突起减少 〈箭头所指为运动
方向)。间接兔疫荧光染色肌动蛋白 x 400 

3. 作摆动运动的对照心肌细胞。细胞内肌动蛋白

丝排列松散，横纹不明显，心肌细胞稍粗犬， 但细胞
未发生方向性改变。间接免疫荧光染色肌动蛋白，
x 400 
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脑型肌酸激酶抗原的处理方法对小鼠兔疲应答的影响

童春香朱勇刚孙爱均

(中国科学院丰海细胞生物学研究所 200031) 

肌酸激酶 (creatine kînase, CK)同工酶是

由M和 B两种亚基组成的二聚体。 CK-MM(肌

型肌酸激酶)存在于骨路肌等处， CK-BB(脑型

肌酸激酶)则存在于脑组织。CK-BB 和 CK-MB

在人血请中游离浓度的测定可分别作为脑损

伤、心肌梗塞等疾病临床诊断的指标[1，飞

Thi man 等人，发现[3J ， 有的小鼠品系(如

BALB/C) 对天然状态的 CK-MM 的免疫应答

反应很弱，而使用高聚状态的CK-MM免疫该

品系小鼠，则最终可以获得对天然 CK-MM 高

亲和力的单克隆抗体(McAb)。最近， 我们在

研制 CK-BB 的 McAb 过程中也观察到同样的

现象。本文报道这方面的结果。

材料和方法

-、抗原处理纯化的 CK-BB 由上海医科大学

心血管研究所制备提供，浓度为 3.3 mgjml。第一种

处理方怯是将样品置 56'C水浴中变性 2 小时，第二种

纯理方法是参考 Thi man 等的报道ts1，但样品中加入

戊二酷的浓度为 0.6%(W/V)，室温 F处理 5 小时后

再加 5.0mmoljL 赖氨酸，反应 1 小时，以封闭游离的

戊二隆.

二、 1)、觑兔11 8 周龄、体重 18 克左右的 BALB

jC小鼠和民(BALBjC x ICR)小鼠均由本所动物饲养

室提供，各分为 CK-BB 热变性组、戊二隆处理组和

天然 CK-BB 对照组， 每组均为 3 只小鼠。免疫剂量

为每只 100μg/只。第一次免疫抗原与等体积福民完

全佐剂混合乳化， 以后各次免疫抗原与福氏不完全佐

剂混合。皮下和腹腔注射。各次兔疫间隔为 4 周，兔

疫次数见表 1 ， 2 所列.

三、抗体检测方法采用 ELISA 夹心法。 96 孔

酶标板直接包被纯化抗原 (CK-BB ， CK-MM, CK

M酌，抗原浓度为 10 1J.8/ml。第二抗体为兔抗鼠liG

过氧化物酶结合物，底物是四甲基联苯胶。检测采用

美国 Bio-Rad 公司生产的酶标仪，波长为 450 nm. 

四、来寞'细胞建糠取戌二醒处理组F1 小鼠脾
细胞，与 653 小鼠骨髓瘤细胞按 5:1 融合 (50%PEG ，

MW 4000) ，常规操作。检测到的阳性细胞孔，再经

有限稀释法克隆 5 次，最后得到两株抗 CK-BB 的杂

交痛株.
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结果

从小鼠第二次免疫开始，各次免疫后的第

7 天尾静脉采血，血清用 PBS缓冲液(pH 7.,2) 
倍比稀释，随后用 ELlSA 法测定其中抗 CK

BB 抗体的浓度。

以样品 OD 值/空白 OD 值大于 3 作为阳

性，以阳性样品的最高稀释数作为血清申抗体

浓度的指标。所得结果见表 1 ， 2 。

fiiii由法~~12131415 I 6 I 7 

k1212141214 口
|叫叫叫叫叫512
101010101010 

集 2 矶 IJ、鼠血清中 CK-BB 抗体效价

\ 免疫次数I 2 1 3 141 5 I 6 I 7 
抗原处理方法 飞飞 I i I I I 

56'C热变性 I 3211281叫 64 1 叫m
j戈二隆交联 |叫叫叫叫叫8000
对照组 14)814141814 

在上述结果的基础上，选取血清呈高效价

的 CK-BB 抗体的 Fl 小鼠，通过常规的细胞融

合方法，建立了 Gg 和 Bs 两株杂交瘤。两株细

\ 
飞
飞

襄 3

杂交瘸株飞 ?叮α-BB I也MBlc山
|+ + I + 1,

l+ +. j + I -
G9 

Bs 

+ +. O.D 值 1.5 以上

+， O.D 值 0.9-1.2

-.O.D 值与阴性对照相同

胞所产生的 McAb 对 CK-BB呈阳性反应，抗体

效价 1:64。由于 CK...;MB 含 B 多肤亚基，所以

呈弱阳性反应，但对 CK-MM 无交叉反应，这

一结果与 Jackson 等人的报道相同[飞见表

3 。

讨论

天然状态的 CK-BB 是一种弱抗原性抗原，

而且稳定性差"'810 热处理虽可使弱抗原的抗

体反应增强，但在本实验中这一方法未能取得

满意的结果。 CK-BB 经较高浓度的戊二睦处

理后，再免疫 BALB/C 小鼠，却可以获得较高

效价的血清。 BALBjC 小鼠和 Fl (BALB/Cx 

ICR)小鼠比较，后者的抗体反应更强，从而建

立了能产生天然 CK-BB 起反应的杂交瘤株。

CK二BB 经戊二醒交联后，成为团聚形式，

一般认为是提高其免疫原性的原因之一，但也

不能排除通过交联保护抗原在油质佐剂中不致

变性的可能性。

摘'
CK-BB 免疫抗原性弱，经戊二睦处理后可

使 BALB/C 及 F1(BALA/C x ICR)小鼠产生较

强的抗体反应，并建立了产生抗 CK-BB 单克

隆抗体的杂交瘤株。
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