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红萍鱼腥藻单克隆抗体的研究

刘中柱
�

宋铁英
�

程由锉�

陈明昂�
唐龙飞�

李怡英�

郑 琦
�

林天龙
“

提 要

用提纯的红萍鱼腥藻免疫� �  � � �小白鼠的脾细胞与鼠骨髓瘤 � �
�

� �细胞杂

交融合
,

成功地建立 了�� 个分泌对红萍鱼腥藻特异性单克隆杭体 � � � � � � 的杂交

瘤细胞株
,

杂交瘤细胞株的平均染色体数从 �� 到� � �
。

培养液中的免 疫 荧 光 抗 体

� �� � � 滴度为�一 � �
,

腹水中的��� 滴度为� �
“

一 � �
“。

�� 个�
� � � 中

,
� 个�

� � �对 � 种红萍鱼腥藻均发生反应
, � 个�

� � � � �
, 。
�

只与三膘亚 属红萍鱼腥藻发生反应
,

而不与九膘亚 属红萍鱼腥藻发生反应
,

具有亚

属特异性
,
� � � �一�

�

只识别九膘亚属中莆田羽叶萍鱼腥藻
,

具有种的特异性
。

这些�
� � �中

,
�

, 。

属于�� �
, ,
� �
属于�� �

� � ,
� , 。 、

� � , 、

� , 、 �
� 、

�
。、

�
� 、

� 。
属于�� �

� ,
�
。 、

�
� 、

�
。 、

�
。

属于 �
‘

�
,

这些单克隆抗体与其他固氮蓝藻不发生

反应
。

实验用� � � �一�
, 。

和异硫氰酸荧光素 � � �� � �的结合物进行直接�� 试验获得

成功
,

其结合物的抗体滴度可达� � � �
,

这种反应可被特异性杭血清所阻断
。

自� �  �年� �
� � � � � � � �发现红萍一汁腔中存在固氮鱼腥藻 �红萍鱼腥藻 �

� � �� �  � � � � ��� � �

以来
,

随着对红萍固氮生理及其体内鱼腥藻研究的探入
,

人们对不 同品种红萍叶腔中的鱼腥

藻是否属于同一种有争议
。

近十几年来
,

许多研究者在常规血清学 �用多克隆抗体 � 方面作

了大量的研究工作
,

然而
,

结果不一致
,
� �� � � � 〔们等采用放射免疫方法 � � � � �� �� � � �  �

� � � � � � �� � 比较了卡州萍 � �
�

� � , � �‘� �。� � � 和羽叶萍 � �
�

�� � � � � � � 的鱼腥 藻 培 养 物
,

结果不能区分这两种红井鱼腥藻
� � �� � �

等比 �〕用红萍鱼腥藻的抗血清经相应抗原 吸收后
,

以荧光抗体试验 � �� � 可以区别卡州萍与羽叶萍体内的鱼腥藻
。

但 是
,
� � � � � 等〔� 〕试 图

采用同样的方法区分三膘和九膘红萍体内鱼腥藻
,

结果没有成功
, �� �� 年唐龙 飞 等〔� 〕用经

蔗糖密度梯度离心提纯的红萍鱼腥藻
,

制备� � � � � �小鼠抗鱼腥藻血清
,

经 ��� 试验结果表

明
,

三膘亚属和九镖亚属红萍体内鱼腥藻细胞表面抗原有一定的差异
。

但是
,

它们之间会出

现交叉反应
。

�
�

福建省农科院红萍研究中心

�
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为了深入进行萍藻之间关系的研究
,

我们利用淋巴细胞杂交瘤 单克降杭体技术
,

探索红

萍体内鱼胆藻细��� 表面抗原结构
,

建立敏感性高
、

特异性强的监测手段
,

对红萍体内鱼 ��  ! 藻

进行系统的分类研究
。

本文报道红萍鱼腥藻特异性单克隆抗体细胞株的建立和单克隆抗体的

特性
。

材 料 和 方 法

一
、

萍 种

三膘亚属红萍
�

卡州 萍 � �
�

� � � � ��� ‘� � � �
、

细 绿 萍 � �
�

厂���‘�
,
�。�汀� � �

、

小叶 萍 � �
�

伙�。 � 。力��� �� �
、

墨西哥萍 � �
�

切 �对 � � � � � 和洋州萍 � �
�

, 。占翻 �
。

九膘亚属红萍
�

莆田 羽叶

萍 � �
�

户‘� , �� �� � � � �� ��� � � 和尼罗萍 � �
�

� ��� ‘�� � �
。

以上萍种除了莆田羽叶萍采 自 福建

苗田外
,

其他萍种均引自国际水稻研究所
。

二
、

� � �� � �小白鼠的免疫程序

红萍鱼腥藻经蔗糖密度梯度离心提纯
,

主要参照�
� �� � 〔� 〕的方法

。

选 择 � 一 � 周 龄 的

� � � � � �小白鼠免疫注射提纯的红萍鱼腥藻
,

每只小白鼠腹腔注射 � �
�

� � �
�

�毫升 鱼 腥 藻

细胞悬液 � �
又 � � �细胞 �只 � 和等量完全福氏佐剂的混合液

。

第一次免疫注射后 � 周
,

第二

次注射
,

注 时剂量和方法同第一次
,

只是以不完全福氏佐剂代替完全福氏佐剂
。

第二次免疫

注时后 � �天
,

腹腔注射同样剂量的细胞
,

但不含佐剂
。

� 一 � 天后眼角取血分离血清
,
���

试验检测抗体滴度
,

抗体滴度� �
, � � �即可放血取脾细胞进行杂交融合

。

三
、

淋巴细胞杂交融合和杂交瘤细胞的筛选

取三次免疫的� � � � ��小白鼠脾胜
,

分离脾细胞于� � � �培养液中
,

以��� � � � � 离心

�叮�钟后
,

把细胞寸忿于 � 毫升�
�

�� �氯化钱水溶液中
,

冰浴�� 分钟
,

使红细胞溶解
,

再离

心沉淀
,

弃上清液
,

细胞重悬于�� 毫升不含血清的� � � � 中
,

计数脾 细 胞
,

按 � � � �脾

细饱
�

小白鼠��
�

� �骨髓瘤细胞 � 的比例混合
,

细胞混合物于���
� � � 离心 � 分钟

,

混合 细

胞重悬于 � 毫升含有�� �聚 乙 二 醇 � �� � �
�

�
�

� � � � � 和 � � 二 甲亚 枫 � � � � � � 的

� � � � 中
,

然后逐渐倍量加入� � � �
,

使总量为�� 毫升
,

总的融合时问为�� 分 钟
,

于 � ��

� � � 离心 � 分钟
,

细胞重悬于选择培养墓 � � � � � 中
,

使每毫升含骨随瘤细胞 � � ��
� ,

分

装 冷孔微量细胞培养板
,

每孔 �
�

�毫升
。

于�� ℃
、

� �二氧化碳培养箱中培 养 � 一 � 天 后
,

用新鲜的� � �培养液替换一半旧的� � �培养液
。

当杂交瘤细胞生 沃一定数量时
,

取上清液

用 �� 试验检测特异性抗体
。

选择培养基 � � �  � 为含巧�灭活小牛血清
、

�� �谷氨酞胺
、

� � � 卜� 次黄嚓吟
、

� � 件�

胸腺嚓咤核升
、

�件�氨墓喋吟的� � � �培养液
。

�
‘

�培养液除了不含氨墓喋岭 外
,

其 他成

份
一

与�生� �培养液相同
。

四
、

杂交瘤细胞培养和单克隆抗体的制备

抗体检测阳日价寸杂交瘤细胞
,

从。�孔培养板逐步扩大培养
,

以有限稀 释 法 ( Li m it i
n g

山 〕llt ;
。n

) 进行屯险化
,

获得分泌 单一特异往抗体的杂交瘤细胞株
,

)l.: 上清兼即培养液单克

降 !亢体
。

预先 }:于寸。
.
3毫升 2

,

6

,

2 0
,

1 4 一四 甲华五癸烷 ( 2
,

6
,

1 0
,

1 4 一 t
etram etlly l

Pentaoleeaoe ) :戈液体石蜡的 B A L 13/C 小自鼠腹腔注射杂交瘤 细胞 ( 5
X 106细胞 /只 ) 。
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当小自鼠形成腹水瘤后
,

收获腹水
,

离心取上清液即腹水单克隆抗体
。

这两种方法制备的单

克隆抗体均用于以下各项试验
。

五
、

间接荧光抗体试验 ( IF A )

剥离红萍叶腔鱼腥藻于玻片上
,

室温干燥保存于 4 ℃或
一
2 0 ℃备用

。

取杂交瘤细胞 培 养

液或抗血清 (不同稀释度 ) 10 微升 ( 件1 )
,

滴盖于鱼腥藻标本上
,

置37 ℃水浴箱内作用 30 分

钟
,

用 0
.
01 M p H 7

.
4的P B S洗涤 3 次

,

再滴盖10 微升羊抗鼠F
ab

、

l g G 血清异硫氰酸 荧光素

( F IT C )标记物 (
silenu 、 l

a
b
o r a t o r i e s P

‘

r y

.

工
。
土d

.
工作浓度为一 200 )于 37℃水 浴 箱

内作用 30分钟后
,

洗涤 3 次
。

5 。%
一

甘油P B S封片
,

西德L
eitz荧光显微镜观察

,

试验设 各 种

对1只
。

六
、

免疫球蛋白的分类

含有。
.
02 % 叠氮钠 ( N

a N : ) 的1
.
5 % 琼脂糖

,

作琼脂双扩散试验
,

检测单克隆抗休的免

疫球蛋白亚类
。

各种不同兔抗鼠免疫球蛋 白亚类的血清分别放在中央孔
,

被检测的标
一

本放在

周围孔
,

每孔10户
,

置室温 1 一 2 天后观察结果
。

七
、

单克隆抗体的荧光素标记方法

按H u rre1( 了〕介绍的方法
,

从小白鼠腹水中提纯入奴A b
,

以每毫克免疫球蛋 白和 0
.
3毫

克异硫氰酸荧光素 ( F IT C ) 的比例混合
,

于室温搅拌30分钟
,

1 5
,

00
o

r
p m 离心巧分 钟

,

取

上清液通过葡聚塘凝胶 ( S
ep h a de

x
一50 ) 柱层析

,

取第一峰
,

装透析袋 犷p H 7
.
2 P B S中

,

4 ℃透沂24 小对
,

其中至少涣 3 次P B S
,

分离和除去游离荧光素
,

收获示记伉体
。

结 果

一
、

杂交瘤细胞的选育

用五个不同
.
拮种的红萍鱼腥藻分别免疫注射B A L B /C 小白鼠

,

进行五次杂交融合
,

共接

种2573个培养孔
,

每孔均生长杂交瘤细胞
,

融合率均为100 %
。

工F A 试验结果
,

其阳性 率 亦

不同
。

从分泌特异性抗体的杂交瘤细胞中
,

建立了13 个分泌对不同萍种鱼腥藻特异性抗体的

杂交瘤细胞株
。

部分杂交瘤细胞在克隆化之前就丢失了分泌抗体的能力
。

详见表 1
。

表 1 杂 交 瘤 细 胞 选 育 结 果

融合序数} 免 疫 抗 原
融合孔数

总培养孔玫
{恕合阵

乏

( % )

1 4 嫂
/
1 4 4

5 2 4
/
5 2 4

4 5 6
/
4 5 6

5 2 8
/
5 2 8

9 2 1 / 9 2 1

2 5
‘

了3 /2 5了3

1 0 0

1 0 0

1 0 0

] 0 0

1 0口

10
「

,

I之z
,

R
: ,

R
6 .

R
。 ,

R

g ,

R

l ,

厂了了艺
、

;马9

、

杂交瘤细胞的染色体检查

T Jio 等〔8 〕方法
,

检查 了4 个不同特性的杂交瘤细 抱 株
,

鼠 骨 髓 瘤 Sl
, :

/ O 细 胞 和

二按
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B A L B /C小白鼠脾细胞的染色体数
。

结果见表 2
。

表2 杂 交 瘤 细 胞 染 色 体 数

杂 交 瘤
… 亲 本 细 胞 染 色 体 数 (平均 ) …

细 胞 1

—
-
—
---一-
—
--
一
_--

—
一
} 染 色 体 数 (平均)

… 脾 脏 细 胞 }
‘

肖 髓 瘤 细 胞 {

丹匕�”尸On
�

QUCU
0
nll�

J.生,上j几一

6 0

7 3

7 3

7 3

三
、

红萍鱼腥藻单克隆抗体的特性

我们建立了13 个分泌对红萍鱼腥藻特异性抗体的杂交瘤细胞株
,

其中的 7株其细胞培养

液对免疫用红萍鱼腥藻的IF A 抗体滴度分别为1/5一1 /80
,

这 7个M
oA b腹水的IF A 抗 体 滴

度分别为1/100一1/100 000
。

从表 3看出
,

腹水中的抗体滴度比培养液中 抗 体 滴度 高 20 ~

5000倍
。

10 倍浓缩的M
cA b细胞培养液

,

与兔抗鼠免疫球蛋白 ( Ig G
, 、

J g G

Z a
、

I g G

Z

b

、

I g G

3

和

IgM )抗血清 ( 购自美国M il
e S S e ie n tifie In c ) ,

进行琼脂双扩散试验
。

结果23株M
eA b

中
,

1 个M
eA b属IgG ;

,
1 个M

eA b属Ig G
Za ,

7 个M
eA b属于 Ig G

。 ,
4 个M

eA b属于 IgM
。

详见表 3
。

表 3 红 萍 鱼 腥 藻 单 克 隆 抗 体 特 性

革
、

”

,
’

森 一共幸耳幸二
兰一一…

”
”

孟赢
亚

毖

_ _
--
一匕兰1 色里生匕坚一毕止卜

—
Cl”

}
“。

}
‘0 0 0 0

{

’g G ,

M
·

一
5

…
‘O。

{
‘gG :

”1

…
20

{
‘。。。

一
‘gG :

” ,

…
5

{
’0 0 0 。

}
‘g‘; , ·

”3

…
40

{
‘0 0 0 0

一
‘g(; 3

… ”‘

…
“0

}

’0 0 0 0 0

{

‘g M

P ‘

…
嫂0

{ 】
‘g G ,

R
,

{

、 40
… …

‘g M

“ 2

…
‘0

1

一

{

‘g G 。

“·
j

“0

…
‘。0 0 0

{

’gG ,

“ ,

{

2 0

1

’0 0 0

}

‘g入‘

“ 。

}

J o

l …
’g入,

一一一二二一一孟一一二二一一二 …
’g G :

......, . . . . . . . . . , . . 曰. . . . .
~

,
.

. . . . . . . 曰 .. . , . . . . . . .

.

-

,

四
、

单克隆抗体对不同品种红萍鱼腥藻及其它固氢蓝藻的交叉反应

比较了C
, 。 ,

人I c
: ,

P

, ,

P

。 ,
P

S

和R
。

等 7个人长A b对不同品种红萍角
.
腥藻和其他 l司氮

蓝藻的IF A 试验
。

结果是
: C :。对三膘

、
!阮属的

一

侧.l1萍
、

细绿科巾{洋州萍 ((l- 叹藻的IF 入滴 度为
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10 4 ,

而 与小叶萍和墨西哥萍鱼腥藻的IF A 滴度为10
“
;

M
e 。 ,

P
, ,

P
:

和P
。

对九膘亚 属 和三

膘亚属红萍鱼腥藻均有不同程度的反应
。

但是
,

其IF A 滴度不同
,

P
, 、

P

3

和 P
。

对 九 膘亚属

红萍鱼腥藻的IF A 滴度比对三膘亚属红萍鱼腥藻的IF A 滴度高1G 一100 倍
,

而 M e
。

对三 膘 亚

属红萍鱼腥藻的抗体滴度比对九膘亚属红萍鱼腥藻的抗休滴度高10 倍 , R
。

对试 验 用 7 种 红

萍鱼腥藻均发生反应
; P Z只对莆田羽叶萍鱼腥藻发生特异性反应

,

其IF A 滴度达 10
4 ,

它不

与其它品种红萍鱼腥藻发生任何反应
。

表4 单克隆抗体对不同品种红萍鱼腥藻的交叉反应
·
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五
、

标记红萍鱼腥藻单克隆抗体对不同品种红萍鱼腥藻和其它固氮蓝藻的反应特性
-

标记异硫氰酸荧光素 ( F IT C ) 的C
;。 ,

用直接F A 试验对不同品种红萍鱼腥藻和其它固

氮蓝藻进行交叉反应
。

结果是
: C :。一F I T C 对三膘亚属红萍鱼腥藻出现特异性反应

,

对卡州

萍
、

细绿萍和洋州萍 五腥藻的F A 滴度为1280
,

而对小叶萍和墨西哥萍鱼腥藻的F A 滴 度 为

40。 对九膘亚属红萍鱼腥藻及其它固氮蓝藻均不发生任何反应
,

说明可以用标记的红萍鱼腥

藻单克隆坑体进行直接F A 试验
,

其敏感性高
、

特异性强
。

讨 论

我们分别用 卜州萍
、

墨西 哥萍
、

羽叶萍和洋州萍的鱼腥藻免疫B A L B /C小白鼠的脾细胞

与鼠骨髓瘤 SP
。

/ O 细胞融合
,

成功地坐立了13 个分泌对红萍鱼腥藻特异性抗体的杂交瘤细咆

株
。

红萍鱼腥藻单克隆抗体的建立
,

解决了长期以来为国内外专家争论的不同种红萍
,

其鱼

腥藻是否相同的问题
。

实验结果表明
,

在红萍鱼腥藻中至少有 4 个亚群(
subgro up )

。

M
e : 、

P

, 、

P

:

和P
S
单克隆抗体可以区分红萍鱼腥藻和其它固氮蓝藻

; C ;。除了可明确区分九 膘 亚

川红萍鱼腥藻和三膘亚属红萍鱼腥藻 外
,

还可把三膘亚属红萍鱼腥藻分为 2 个亚 群; P
:
可

把九膘亚属的两种红萍鱼腥藻区分开
。

红萍鱼腥藻单克隆抗体的建立
,

不仅使人们对红萍鱼腥藻表面抗原有了新的认识
,

而且

将成为红萍鱼腥藻分类的重要手段
,

’

占可作为一种准确
、

迅速的监测手段
,

为萍藻重组
、

红

萍袍子果杂交等红萍基础生物学研究提供可靠的科学依据
。

当然
,

要应用单克隆抗体对红萍

鱼腥藻进行系统的分类研究
,

有待建 立更多的
、

特异于 各红萍品种的单克隆抗体
。
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