
基金项目: 甘肃省科技厅项目( 1204FKCA178)

作者简介: 徐杨( 1981 － ) ，女，硕士，助理研究员，主要从事生物技

术方面的工作。

通讯作者: 李克生，E － mail: shwjshzhx@ 163． com

·论 著·

抗人胱蛋白酶抑制剂 C 单克隆抗体的制备及鉴定
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摘要: 目的 制备抗人 Cys － C 单克隆抗体并对其生物学特性进行鉴定。方法 用基因工程表达的 Cys － C 抗原免疫

BALB /c 小鼠，用杂交瘤技术制备抗人 Cys － C 单克隆抗体，间接 ELISA 法检测单克隆抗体的效价、亲和力，鉴定单克隆

抗体的亚类并检测抗原位点互补关系，SDS － PAGE 鉴定抗体纯度，秋水仙素阻抑法鉴定染色体数目。结果 筛选出 2
株能稳定分泌抗人 Cys － C 单克隆抗体的杂交瘤细胞株，分别命名为 2H2、3C4，抗体 Ig 亚类均为 IgG1，亲和常数分别为

7． 429 × 10 －8、1． 95 × 10 －7，2 株单克隆抗体抗原位点不重叠，染色体鉴定符合杂交瘤细胞的特性。结论 成功制备了特

异性的抗人 Cys － C 单克隆抗体，为 Cys － C 检测试剂盒的研究开发奠定了基础。
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Production and characterization of the monoclonal
antibodies against cystatin C
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Abstract: Objective To prepare the monoclonal antibody( mAb) against cystatin C( Cys － C) and characterize their biological
fuctions． Methods BALB /c mice were immunized with Cys － C antigen expressed by genetic engineering． The mAb against
Cys － C was prepared with hybridoma technique． Indirect enzyme － linked immunosorbent assay( ELISA) method was used to
detect the titers and the affinity of mAbs，and the complementary relationship between the antigen sites was detected; mono-
clonal antibodies subtypes were identified，and the complementary relationship among antigenic sites were detected． Sodium do-
decyl sulfatepolyacrylamide gel electrophoresis ( SDS － PAGE) was used to identify the purity of antibody． The chromosome
number was identified with colchicine inhibition． Ｒesults Two hybridoma cell strains that could secret Cys － C stably were ob-
tained，named as 2H2 and 3C4，and its antibody subtypes were all IgG1 ． The affinity constant were 7． 429 × 10 －8，1． 95 ×
10 －7 ． Two antibodies belonged to different antigen determinants． Chromosome identification was consistent with the characteris-
tics of the hybrid cells． Conclusion The monoclonal antibody against Cys － C has been successfully obtained，which estab-
lished foundations for Cys － C detection kit for research and development．
Key Words: Cystatin － C; Monoclonal antibody; Preparation; Identification

胱抑素 C( cystatin C，Cys － C) 亦称半胱氨酸蛋白
酶抑制剂 C，是半胱氨酸蛋白酶抑制剂超家族的成员
之一，其主要生物学功能是细胞外抑制组织蛋白酶家
族［1］。人体内几乎所有的有核细胞均可产生 Cys －
C，生成量非常稳定，不受年龄、性别、饮食、肌肉量和
运动的影响，仅在使用大剂量糖皮质激素或甲状腺功
能异常时会影响 Cys － C 的产生，1 岁以上儿童血清
Cys － C 浓度就达成人水平［2 － 5］。正常人血清和尿液
中 Cys － C 含量相对恒定，当肾小球滤过功能减退时，

血清中的 Cys － C 浓度开始升高，且与肾小球滤过率

呈显著负相关。因此，血清 Cys － C 是一种理想地反
映肾小球滤过率的灵敏指标［6 － 7］，可用于糖尿病、高
血压等慢性病早期肾损伤的监测［8］。目前，已建立了
单向免疫扩散法、放射免疫、荧光免疫、各种酶免疫测
定法及免疫比浊法等多种 Cys － C 检测方法［9］。由于
血清和尿液中 Cys － C 浓度较低，测定方法需较高的
灵敏度及特异性，因此，研制高性能的 Cys － C 单克隆
抗体是提高其检测试剂性能的最佳途径。本试验采用
重组 Cys － C 抗原免疫 BALB /c 小鼠，单克隆抗体技术
制备了针对 Cys － C 不同抗原表位的单克隆抗体。

1 材料与方法

1． 1 材料 重组人 Cys － C 抗原由本实验室表达纯
化，人 Cys － C 抗原购自桂林英美特生物技术有限公
司( 批号: 130114 － S) ; BALB /c 小鼠 ( 8 周龄 ～ 10 周
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龄，雌性) 由兰州大学实验动物中心提供; 小鼠骨髓瘤
细胞 SP2 /0 细胞购自中科院上海细胞库; HAT、HT、
TMB、mAb 亚类检测试剂盒均购自 Sigma 公司; 小牛
血清购自兰州民海生物工程有限公司 ( 批号: 2013-
0128) ; DMEM 培养基购自 Gibco 公司 ( 批号: 1183-
136) ; 山羊抗小鼠 IgG － HＲP 购自北京博奥森生物技
术有限公司; 细胞培养板购自 Corning 公司; 酶标条购
自深圳市金灿华实业有限公司; 其他试剂均为进口或
国产分析纯。
1． 2 方法

1． 2． 1 动物免疫［10］ 取体重为18 g ～22 g BALB /c 雌
性小鼠 5 只，初次免疫采用Cys －C重组抗原( 20 μg /只)

加弗氏完全佐剂经腹股沟多点注射; 以后采用Cys － C
重组抗原( 40 μg /只，80 μg /只) 加弗氏不完全佐剂经
颈背部皮下多点注射进行第 2 次、第 3 次免疫，每次
免疫间隔 3 周; 间接 ELISA 法检测鼠尾血效价，以未
免疫小鼠血清作为阴性对照，以最大抗血清稀释倍数
作为该小鼠尾血效价，超过 1∶1 万效价的 BALB /c
小鼠可用于融合。用于融合的小鼠在融合前 3 d 腹
腔加强免疫一次。
1． 2． 2 间接 ELISA 检测抗体［11］ 重组人 Cys － C 抗
原按 3． 4 ng /孔，天然人 Cys － C 抗原按 5 ng /孔包被
聚苯乙烯微孔板，37 ℃ 2 h，4 ℃ 过夜，用含 2． 5% 的
BSA 封闭液封板，37 ℃ 2 h 封闭，25 ℃ 过夜干燥，装
入铝箔袋加干燥剂封口，4 ℃ 保存备用。使用时，每
孔加 100 μl 细胞培养液或 100 μl 样品稀释液倍比稀
释的样品，37 ℃ 0． 5 h，洗涤 4 次后加入羊抗鼠 IgG －
HＲP，37 ℃ 0． 5 h 洗涤 4 次，加底物显色后用 2 mol /L
的硫酸终止反应，用酶标仪测定 A450 值。阳性孔 OD
值 /阴性对照 OD 值≥3 为阳性，否则为阴性。
1． 2． 3 细胞融合及筛选［12 － 13］ 取免疫小鼠的脾细
胞与SP2 /0 骨 髓 瘤 细 胞 按 8∶1 混 合 于 融 合 管 内，
1 000 r /min离心 10 min，弃去上清，振荡细胞，使 2 种
细胞 尽 量 混 合 均 匀，然 后 缓 慢 滴 加 预 热 的 50%
PEG1000 溶液，再缓慢加入无血清的 DMEM 培养基
以终止融合，静置后再以 800 r /min 离心 5 min，弃上
清后加入 HAT 培养基，使细胞悬浮并混匀，加入适量
饲养细胞，分散于 96 孔培养板在 37 ℃、5% CO2 及饱
和湿度下培养，第 6 d 换液，第 10 d 开始检测筛选。2
周后可换为 HT 培养基，待克隆孔长至 1 /3 ～ 1 /2 时，

取培养上清液进行抗体检测，用间接法筛选阳性孔，

筛选用自制重组人 Cys － C 抗原包被酶标板和人天然
Cys － C 抗原包被酶标板进行抗体筛选。将阳性孔用
有限稀释法进行亚克隆，克隆阳性率达到 100% 后建
株，进行杂交瘤细胞扩大培养、冻存和制备腹水，同时
建株细胞经连续传代 10 代，测定各代培养上清，确定
抗体效价的稳定性。
1． 2． 4 腹水制备和纯化 选取正常雌性 BALB /c 小

鼠腹腔注射 0． 5 ml 液体石蜡进行预处理，1 周后将杂
交瘤细胞以 2 × 106 个 /只接种于小鼠腹腔，待腹部鼓
起后收集腹水并进行纯化，采用间接 ELISA 法测定腹
水及纯化抗体效价。具体过程: 取腹水用 PBS 4 倍稀
释，50%饱和硫酸铵沉淀，4 ℃ 2 h，8 000 r /min 离心
30 min，去上清，沉淀再用 45% 饱和硫酸铵沉淀，4 ℃
过夜，10 000 r /min 离心30 min，沉淀溶于 PBS，Sephacr-
yl S －300 凝胶柱洗脱，收集抗体，分装，保存备用。
1． 2． 5 纯化抗体的十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝
胶电泳 ( SDS － PAGE ) 分析 取纯化抗体 2 μl，用
0． 01 mol /L PBS 稀释至 16 μl，再加入 4 μl 的 5 × SDS
上样缓冲液，混匀后水浴煮沸 10 min。配制 12%的分
离胶和 5% 的浓缩胶，等胶凝固后上样，进行 SDS －
PAGE 电泳，浓 缩 胶 和 分 离 胶 分 别 以 恒 压 80 V 和
120 V进行。电泳完毕后，用考马斯亮蓝 G － 250 染色
液染色 2 h，用脱色液脱色 2 h ～3 h，三蒸水漂洗，拍照。
1． 2． 6 免疫球蛋白 Ig 亚类测定 按照 mAb 亚类检
测试剂盒说明书进行操作。
1． 2． 7 抗原位点叠加试验［14］ 先将各株单克隆抗
体的细胞上清做间接 ELISA( 100 μl /孔加样) ，每孔所
测的 A450值即为 A1 或 A2 值，再按两两叠加的原则间
接 ELISA 分析各单抗之间抗原位点叠加效果。具体步
骤: 先向酶标孔加入一种单抗的细胞上清( 100 μl /孔) ，

即为 mAb1，37 ℃ 作用 30 min，洗涤后加入需要混合
的另一种单抗细胞上清( 100 μl /孔) ，即为 mAb2，同
样孵育洗涤; 加入 1∶40 000 稀释的羊抗鼠 IgG －
HＲP，同 样 孵 育 洗 涤; 加 入 底 物 溶 液 显 色 10 min，
2 mol /L H2SO4 终止反应，测定 A450值，即为 A( 1 + 2) ，

按下列公式计算叠加率 ( AI) : AI =［2 × A ( 1 + 2 ) ÷
( A1 + A2) － 1］× 100%。式中: A1 为 mAb1 的 A450值;
A2 为 mAb2 的 A450值; A( 1 + 2) 为 mAb1 叠加 mAb2 的
A450值。AI ＞ 50%说明被测的 2 株单抗的抗原结合位
点不同，AI ＜ 50%说明被测的 2 株单抗抗原结合位点
相同。AI 值越大，抗原位点重叠的可能性越小。
1． 2． 8 抗体亲和常数的测定［15 － 16］ 参照 Beatty 的
方法，即选用间接 ELISA 的方法测定，用 4 种浓度分
别为 136 μg /L、68 μg /L、34 μg /L、17 μg /L 的天然
Cys － C 抗原包被酶标板，将每株单抗做倍比系列稀
释后加入酶标孔，做间接 ELISA，测定每孔 A450值。以
抗体浓度的对数为横坐标，以 A450值为纵坐标，每种抗
体得出 4 条反应曲线，以每条曲线上部趋于平坦段的
A450值作为 100%，在曲线上查出 50% A450 值相对应的
抗体浓度。

按 Beatty 推导公式: Kaff = ( n － 1) /2( n［Ab'］t －
［Ab］t) 计算亲和常数。其中，［Ab'］t、［Ab］t 表示抗
原浓度为［Ag'］t 和［Ag］t 时 A = 1 /2A max 对应的抗
体浓度; ［Ag'］t、［Ag］t 表示包被的抗原浓度; n 为抗
原浓度［Ag'］t 与［Ag］t 间的稀释倍数。
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1． 2． 9 染色体分析 采用秋水仙素阻抑法对杂交瘤
细胞染色体进行分析。将筛选得到的杂交瘤细胞用秋
水仙素处理，制备有丝分裂中期细胞，操作按说明书进
行，Giemsa 染色后观察，计数杂交瘤细胞的染色体数目。

2 结 果

2． 1 杂交瘤细胞株的建立及稳定性测定 杂交瘤细
胞株建立过程中共进行了 15 次细胞融合，融合率为
60% ～98%。细胞融合 7 d ～ 9 d 后，用重组人 Cys －
C 包被酶标板进行间接 ELISA 检测，共筛选出 5 株杂
交瘤细胞，分别是 2H2、5F5、4F1、6B4 和 3C4。5 株经
亚克隆后，100%的检测孔保持了分泌抗重组人 Cys －
C 抗体的能力。5 株杂交瘤细胞株用人天然 Cys － C
包被酶标板进行复筛，结果仅 2H2 和 3C4 细胞与人天
然 Cys － C 抗原有反应，其余株均与人天然 Cys － C 抗
原无反应。2H2 和 3C4 克隆细胞经连续传代 10 代和
腹水连续传代 5 代，分别测定培养上清和腹水抗体效
价，结果 2 株单克隆细胞株在体外和小鼠腹水传代抗
体效价均保持稳定。
2． 2 腹水纯化及纯化抗体的 SDS － PAGE 分析 2
株 mAbs 腹水的纯化抗体经 SDS － PAGE 鉴定，结果
显示 2 株单抗都可明显看到 2 条条带，1 条重链，1 条
轻链。重链约为 50 kD，轻链约为 26 kD( 图 1) 。

图 1 腹水纯化及纯化抗体的 SDS － PAGE 鉴定

2． 3 抗体亚类 5 株杂交瘤细胞株分泌的 Ig 亚类均
为 IgG1 抗体。
2． 4 抗原位点叠加分析 与天然人 Cys － C 抗原反
应的 2H2、3C4 杂交瘤细胞株的 AI 值为 83． 7%，说明
2 株单抗抗原位点重叠的可能性小。
2． 5 亲和常数测定 对 2H2 和 3C4 杂交瘤细胞株进行
亲和常数的测定，分别为 7． 429 ×10 －8和 1． 95 ×10 －7。
2． 6 染色体分析 正常小鼠脾细胞染色体数目为 40
条，SP2 /0 染色体数目为 62 条 ～ 68 条，所得 2H2、3C4
杂交瘤细胞株的染色体数目为 92 条 ～ 108 条，符合杂
交瘤细胞的特性( 图 2) 。

图 2 杂交瘤细胞的染色体分析( Giemsa，× 400)

3 讨 论

“双抗体夹心”法诊断试剂产品的特异性和敏感
性取决于所用抗体的质量，实践中虽然单抗的效果优
于多抗，但单抗的生物活性效价、抗原位点互补关系、
亲和常数及稳定性等生物学性能会直接影响诊断试
剂的性能。由于受诸多随机因素的影响，在单抗制备
过程中取得高性能的单克隆细胞株有一定难度。本
文报道了抗人 Cys － C 单克隆抗体研制结果，成功获
得了 5 株稳定分泌抗重组人 Cys － C 单克隆抗体的杂
交瘤细胞株，其中只有 2 株与天然人 Cys － C 抗原和
重组人 Cys － C 抗原均反应，另外 3 株只与重组人
Cys － C 抗原反应而与天然人 Cys － C 抗原不反应，这
说明重组人 Cys － C 和天然人 Cys － C 在蛋白结构上
存在差异，重组人 Cys － C 的某些抗原表位在天然人
Cys － C 蛋白结构上没有暴露在外面，重组蛋白免疫
小鼠制备的部分单抗是针对这部分未暴露抗原表位
的。通过本研究获得的 2 株与天然人 Cys － C 抗原和
重组人 Cys － C 抗原均反应的单抗经鉴定特异性好，

抗体分泌稳定，在生物活性效价、抗原位点互补关系、
亲和常数及稳定性方面均达到了较佳水平，本研究为
Cys － C 诊断试剂产品的研制与开发奠定了较好的基础。
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续表

脂肪酸 浓度( μg /ml) ＲSD( % ，n = 6) 平均回收率( % ，n = 3)

辛酸 6． 25 2． 7 102． 0

50． 0 2． 3 102． 0

200 1． 6 103． 0

表 3 样品检测结果( μg /ml)

样品 己酸 庚酸 辛酸

餐厨废油 1 ND ND 6． 86

餐厨废油 2 ND ND 6． 87

模拟煎炸老油 1 9． 05 12． 1 127

模拟煎炸老油 2 7． 84 9． 32 85． 4

注: ND 表示未检出。

3 结 论

通过以上研究，不仅建立一种简单快速的样品前
处理方法，而且还利用 GC － MS 的优势研究了正常的
和经过高温加热后的食用植物油短链脂肪酸的变化
情况，建立了操作简便、快速、准确、检出限低的短链
脂肪酸测定方法。期望本方法可以对地沟油的鉴别
检测有一定的借鉴作用。
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