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杂交瘤技术为研制单克隆抗体(McAb)开

辟了广阔途径。 McAb 具有独特之处，它既是

定向产生的、而只与特异抗原决定簇结合的专

一性抗体，又可作为生物探针分析抗原特性，

以及定位诊断和导向治疗等，其应用前景广阔。

制备甲胎蛋白单克隆抗体(AFP-McAb) 已有过

报道II]，但所采用的抗原多从正常胚胎或胎血

提取。已知 AFP 分子的不均一性和肿瘤的异

质性，病人与正常人的 AFP可有差异凹，因

此选择适当的抗原制备 McAb，可能更针对肿

瘤病人的特异性。在制备杂交瘤细胞过程中也

常有漏筛等问题，这些都值得不断探索改进。

本文抗原取材自本实验室新建立的人肝癌

细胞系 GHC-1[3J 及另一系低血清培养的人肝

癌细胞系 GHC-3(4J 所分泌的 AFP，获得两株

具有较高专一性的分泌抗人肝癌 AFP-McAb

杂交瘤细胞，定名为 GAH1 及 GAH2J 同时，

改进了对杂交瘤细胞及 McAb 的筛选、检测，

效果较为满意，现报道。

材料与方法

-、 AFP来源从人肝癌细胞系 GHC-3 短期无

血清培养以及另一系入肝癌细胞 GHC-1 分别收集的

条件培养液中提取、经免疫电泳鉴定的本FP 作抗原，

供免疫动物和检测用。

二、抗 AFP-McAb 帽备按常规可溶性抗原体

内免疫法，以 100μ.g/只加福氏佐剂，另一组以 5 悔/

kg ì商于硝酸纤维膜，加二甲基亚帆，分别对BALB/C

小鼠行皮下多点注射， 2 周后重复一次， 间隙两月，

再腹腔注射加强免疫。三天后， 按常规制备脾细胞，

与 SP 2/0 小鼠骨髓瘤细胞(5: 1)在有 PEG 中进行融

合，接种子有饲养细胞的 96 孔板，置 37"C恒温、饱

和温度、 5%C02 培养箱内，经 HAT 选择，换 HT 后

转为正常完全培液培养。

经适时检测培养液土清液确应其呈抗体阳性的单

个集落行再克隆，连续再克隆共 4 次， 选择专一性较

强、均一的克隆，获得单克隆杂交瘤细胞株。扩增，

从细胞培养液上清液及腹腔接种 BALB/C小鼠获得的

腹水提取制备 McAb.

三、 McAb 筛撞例行均作平板双向扩散、对流

免疫电泳和免疫电泳， 同时加以下几项检测作筛选、

鉴应.

1. 酶联免疫|反附抑制试验(ELlSA-I) ， 按 Segal

法 [5J 加以改进。 100 jll (1 0 问/mL) 鼠 IgG 包板，卵蛋

白封闭，杂交瘤细胞培养液上清液先与 HRP-抗鼠

IgG 和常规 ELlSA 各项对照，置 37"C湿盒 2 小时，

OPD 显色，1I)mOD咐，双份、双盲进行。

2. 点免疫结合试验(DlBA)，以硝酸纤维膜为载

体，版附羊抗鼠 IgG，加杂交瘤细胞培养液土清液，

加 AFP或各种肿瘤病人标本，加酶标羊抗 AFP，

DAB 显色。

3. 反向间接血凝抑制试验(RPHA- 1) , 主量/

稀释的 AFP 或各种肿瘤病人标本，加杂交瘤细胞培

养液上清液，加抗 AFP 致敏血细胞，分别置 37"C湿盒

半小时。另设单纯培养液、 正常血清军口生理盐水等对

照.

4. IgG 亚型鉴定g 用抗小鼠 IgG 亚型标准样

(Sigma)与杂交瘤细胞培养液上清液多次加样双扩法，

24-48 小时后观察结果。

结果

-、就 AFP-McAb 杂交擅细胞株融合

后按常规细胞培养，倒置显微镜下观察生长情

况。 5 天后试验孔出现小集落，逐渐增大至约

1/4 孔底面积时，取上请液检测。选择仅有单

个集落的阳性孔作有限稀释再克隆，经连续再

克隆 4 次至抗体阳性孔达 100%，从中再行特

异性鉴定，筛选获得两株抗 AFP 较高专一性

的 GAH1 和 GAH2杂交瘤细胞株。该两株细胞

经体外连续培养 3 个月和/或液氮冻存半年以

上复苏，仍能分泌特异性的 McAbo

细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志



.. 

第 15 卷第 3 期 细胞生物学杂志 137 

二、 McAb 羹剔的判定 1. ELISA- 1 

本项检测的杂交瘤细胞培养液上清液呈扼制反

应，表明所分泌的抗体为 IgG。经再克隆后选

出的两株杂交瘤细胞 GAHj 和 GAHH 体外连
续培养 3 个月，对其培养液上清液抽样检测 3

次(每次间隔 6 周 )，结果见表 1 。从表 1 可

见所得结果基本一致，表明该两株细胞分泌的

McAb 较稳定。 2. 双向扩散及对流免疫电泳，

杂交瘤细胞培养液上清液与抗鼠 IgG反应呈单

一沉淀钱，所得结果与 ELISA- 1 相一致。

襄 1 杂交'细胞蟠弊滩上清撞
囚.JSA-13 次检测锺果

样 品

GAH1上清液 +*HRP-Ab

GAH2上清液 +*HRP-Ab

正常培液 +*HRP-Ab
.HRP-Ab 
鼠 IgG + *HRP-Ab 
PBS 对照

空白对照

OD 

。 .31 0.40 0.30 
0.34 0.36 0.30 
1.07 1.11. 0.94 
1.02 1.29 0.98 

• 0.28 0.38 0.25 
0.02 0.06 0.03 
0.00 0.00 0.00 

注s 三次检测每次间隔 6 周.

再经抗鼠 IgG 亚型标准血清检测， 结果

GAHj 为 IgG3 型 ， GAH2 为 IgG2b 型。

三、特异性肇窟 1. RPHA- 1 原免疫

用的 AFP、胚胎浸出液以及 10 例肝癌病人

AFP( +)的血清/腹水，分别与抗 AFP 致敏血

细胞反应均呈凝集F 加入GAHj 或 GAH2 细胞
培养液上清液，则呈血凝抑制。

GAHj 和 GAHz 培养液上清液与肝癌病人

AFP( +)的血清或腹水的血凝抑制反应结果，

均较与胎血的抑制反应更明显，而对 30 例

AFP( -)的其他肿瘤病人血清，则均无血凝现

象和抑制(表 2)0 2. DIBA GAH1 和 GAHz

培养液上清液与 AFP 反应的显色斑点为淡棕

色。 3. GAHj 和 GAHz 培养液上清掖与 AFP

行琼脂双向扩散，未出现清晰可辨的沉淀线。

讨论

AFP是原发性肝癌诊断的-项指标f 某

囊 2 RPHA-I反应箱果

'标 a ‘本例?X AFP RPHA RPHA- 1 

免疫抗原 5 + 凝集 抑制
胚胎渗出液 5 + 凝集 抑制
肝癌病人 10 + 凝集 抑制

胃 癌 6 - 不凝

肺 癌 7 - 不凝

乳腺癌 4 - 不凝
鼻咽癌 5 - 不凝
淋巴肉癌 2 - 不凝

骨肉瘤 1 - 不凝
胆囊肿瘤 1 - 不凝
肝 癌 4 - 不凝
胎 血 4 + 凝集部分抑制

检出率的高低各地不完全一致。从不同来源的

AFP 分析，其分子结构也有一定差异[2J。鉴

于 McAb 对抗原有特异选择的特性，我们针对

抗原的选择和 McAb 的筛选两个方面作了一些

改进探索，期望从不同角度取得实际成效。本

文取材本实验室新建的人肝癌细胞系 GHC-1

及 GHC-3 所得的 AFP 作抗原，经微量?去免疫

后，一次融合即获得多株杂交瘤细胞。就其显

示对肝癌 AFP 具特异性提示， 免疫措施的改

进，不仅抗原用量少，而且保留了抗原性，这

是较大的优点。

ELISA- 1 是初次用于筛选 McAb 的一种

方法，利用竞争抑制，检测较为灵敏和特异，

可以争取尽早进行再克隆的时机。为了验证检

测结果，对经 ELISA- 1 测得的阳性上清液，

同时又再做免疫电泳或双扩，互相佐证，显示

其结果的稳定可靠性，重复性好。

对于 AFP-McAb 专一性的鉴定，我们在

RPHA 特异性反应的基础上，再加上 RPHA-I

的特异性抑制，两种检测同时显示其特异性的

结果，应该比单一方法更加可靠。

本文通过对抗原来源的选择和改进筛检方

法所得的 AFP-McAb，效果比较满意。这也

表明，木实验室建立的低血清培养的人肝癌细

胞系 GHC-3 具有较好的应用价值。 有关基础

和应用工作，我们正在进一步研究中。

{下转 102 窝)
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