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H 一 Y 单克隆抗体的制备方法

张永振 ” 张守全
’
彭良平

’

( 1 华南农业 大学动物科学系
,

广州
,

51 06 42 ; 2 第一军医大学免疫学教研室)

摘要 用 aB lb/
。 雄小鼠的脾细胞和皮肤组织对同系雌小鼠脾脏作一次直接免疫和 5 次腹 腔加

强免疫
,

雌小鼠产生 良好的免疫应答
。

其抗血清用未经免疫的雌小鼠脾细胞吸收后
,

经 细胞毒性

法检测
,

H 一 Y 抗血清 的效价 可达 l : 102 4 ;选择免疫应答最好的 2只雌小 鼠
,

取其脾细胞与N S 一 1

骨髓瘤细胞进行融合
,

融合率 1田%
,

经 3次有限稀释克隆后
,

取 4 只 阳性最强 的杂交瘤细胞制

备腹水
。

取其中一株的腹水采用胚胎细胞毒法进行特异性鉴定
,

结果其对 20 个正常胚胎中的 7个

有杀伤溶解现象
。

4 株细胞系分泌的抗体 (腹水 )以精子细胞毒法测定其效价分别为 1: 5 12
、

1: 5 1 2
、

l : 2 56 和 1: 128
。
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H 一 Y 抗 原早 在 19 9 5 年 由 E i c h w a ld 和 S i lms
e r 发 现 并 描 述 (B i l l i n g h a m e t a l

,

19 58 )
,

iB ill ng ha m 等 ( 1 9 6 8) 进 一 步 证 实 了这 种 抗 原 的 存 在
,

并 称 其为 H 一 Y 抗 原

(h i s t o co m p a t i b il i t y a n t i g e n y )
。

H 一 Y 抗原在哺乳动物仅存 在于雄性细胞表面
,

为哺乳动

物雄性特异性抗原 (李宝森等
,

1 9 9 1)
。

G ol d b er g 等 ( 1 9 7 1) 发现 了 H 一 Y 抗血清对精子具有

细胞毒作用
,

且这一活性可被雄性细胞吸收
。

这一发现促进 了 H 一 Y 抗原的广泛研究
,

并 由

此建立以精子细胞毒法进行检测 H 一 Y 抗体效价的方法
。

K ar co 等 ( 1 9 7 6) 首次证实了 H 一 Y

抗原在 8 一 细胞期雄性胚胎细胞开始表达
,

而雌性胚胎则否
。

这两项发现奠定了 H 一 Y 抗原

在哺乳动物性别控制上的研究基础
。

但 由于 H 一 Y 抗原是一种弱的次要组织相容性抗原
,

其

抗原决定簇是 由一种带有一个半乳糖末端残基的糖基所决定的 (S h a p ior ct al
,

198 1) 和哺

乳动物雄性特异性抗 原的异质性 (M c E v o y
,

19 9 2)
,

这就决定 了用一般免疫方法所制备 的

H 一 Y 多克隆抗体的效价低和特异性差
,

从而影响了 H 一 Y 抗体在哺乳 动物性别控制研究

上的准确性
。

国外 8 0 年代起有 H 一 Y 单克隆抗体的报道
,

但均未见其制备的具体方法
。

国内

黄华璨等 ( 19 8 6)
、

曹文广等 ( 1 9 93) 分别报道 了用免疫后的 C 5 7 B L /6 雌小 鼠脾细胞和 S P Z0/

骨髓瘤细胞融合
,

克隆出能分泌 H 一 Y 抗体的细胞株
。

但由于 C 5 7 B L /6 雌鼠的脾细胞与 S P Z /0

瘤细胞不是来 自于同系小 鼠
,

由此建立起来的细胞系稳定性差 (H ar r
ell

,

1 9 8 2 )
。

本试验 目的

就是对 H 一 Y 单克隆抗体的制备方法进行探索
,

试图建立起能分泌亲和力高
,

稳 定性强
,

特

异性强的 H 一 Y 抗体杂交瘤细胞株
。

1 材料与方法

L l 实验动物

B al b/
c小 鼠和昆明小鼠 (以下简称小 鼠 )来 自第一军医大学实验动物中心

。

l男 5一 0 1一 05收稿
,

19 9 5一 10 一 23 收修改稿
*

现通讯地址 : 中国科学院昆明动物研究所免疫 室
,

昆明
,

6又几23
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】2 实验方法

1
.

2
.

1免疫 雄小 鼠脾细胞的制备方法 (刘玉斌等
,

19 8 9) : 无菌取 出雄 小 鼠脾 脏
,

碾 碎后

过 100 目钢网
,

用无菌 P B S 冲下细胞
,

离心洗涤两次
,

调制成细胞悬液 ( 1 x lo
,

个压 )
。

雄 小 鼠

皮肤组织悬液 的制备
: 无菌割取去毛后雄性小鼠背部皮肤

,

剪碎
,

用含有抗菌素 的 P B S 制 成

皮肤组织悬液
。

选 10 只 6 一 8 周龄的雌小 鼠
,

乙醚麻醉
,

左侧近脊柱手术 拉出脾 脏
,

沿 脾 脏

长轴
,

注人雄小 鼠脾细胞悬液 0
.

1 血L 后
,

将脾脏送人腹腔
,

用 502 胶水封伤 口
,

一周后用雄小

鼠皮肤组织悬液进行腹腔免疫
,

每次剂量为 0
.

2 m L
,

每 周一次
,

连续 5 次
,

以精子细胞毒试验

检测血清抗体效价 (施 舍尔
,

19 8 9)
。

在检测前抗血清用未免疫的同系雌小 鼠脾 细胞吸收
,

选

抗血清效价最高的两只小 鼠在融合前再加强免疫一次
。

l
,

2
.

2 细胞融合 脾细胞 的制备
: 加强免疫 3 d 后的 2 只雌小 鼠

,

眼眶放血致死
,

无菌取出脾

脏
,

碾碎后过 10 0 目不锈钢网
,

用无血清 R PM I一 1640 培养基冲下细胞
,

离心洗 涤 2 次
,

制成

R P M I一 1 64 0 一 月卑细胞悬液
,

取样计数活细胞
,

备融合用
.

N S 一 1骨髓瘤制备
: 快速解冻后的 N S 一 1细胞

,

用无血清 R PM I一 1 64 0 培养基洗涤 2 次

除去冷冻保护剂
,

在 R PM I 一 16 4 0 完全培养基中传代培养
,

取生长对数期的瘤细胞计数
,

备

融合用
。

细胞融合 :
将洗涤好 的脾细胞 与 N S 一 l 细胞 以 5 :l 的 比例混合

,

离心去上清
,

加总 量

0
.

5 m L 的 50% P E G似w 14 00
,

iS glna )溶液
,

于 1

~ 内边加边摇 动逐滴加人混合细胞 中
,

静

置 90
5后于 5 im

n 内缓缓加人 10 in L R PM I一 1640 培养基
,

静置 or 皿 n
,

离以去上清
,

用含 H A T

(5 O倍
,

S ig lna ) 的完全培养基 调整细胞密度至 1 x
lo

,

个 L/
,

接种于已种有饲养细胞的 (前 l d 接

种 ) 5 块 % 孔 培 养 板 中
,

每 孔 加 0
.

l ln L ( 以上 均在 室温 下 进 行 )
。

将 细 胞 置 于 37 ℃
,

5% C O
: ,

10 0% 湿度的 C O
Z

培养箱中培养
。

1
.

.2 3 阳性孔筛选 快速解冻奶牛冻精颗粒 (广州市奶牛所提供 )
,

用 P B S 洗涤 2 次后
,

调

整精子密度至 l x 10s 个 L/
,

涂 片
、

甲醇固定
,

干燥后滴加杂交瘤 细胞培养 上清
,

每 片设对

照
,

对照滴加 R PM I一 164 0 完全培养基
,

置于湿盒 中 37 ℃ 作 用 l h 时
,

用 P B S 冲洗
,

干燥后

滴加第二抗体 一 兔抗 鼠 gI 荧光抗体 ( 1 :
20

,

军事医学科学 院 )
,

置湿盒中再作用 l h
,

用 P B S

漂洗
,

冲去多余的荧光单抗
,

置荧光显微镜下镜检
。

1
.

.2 4 克隆及抗体 的制备 把 阳性孔的细胞克隆从培养板 中取出
,

采用液相有 限稀释 法克

隆 3 次 (杨景山
,

19 8 9)
。

选择阳性最强的单克隆细胞
,

扩大培养
。

6 一 8 周龄雌小 鼠腹 腔注 射

0
.

5 m L P isr at ne i(S g lna )
,

一周后腹腔注射 4 x 10
9

个压 阳性杂交瘤细胞
,

2 周后 采集 腹 水
。

1
.

2
.

5 单克隆抗体 的特异性检测 小鼠胚胎的收集 : 挑选 8 一 10 周龄的昆 明雌小 鼠
,

每 只

腹腔注射 PM SG 10 IU
,

48 h后再腹腔注射 H C G 10 川
,

随后与雄小 鼠合笼交配
,

第 Z d 早晨 8

点检查 阴道栓
,

以 出现 阴道 栓 的 当天为零 天
,

3 d 后 从输 卵管伞部冲取胚胎
,

冲胚液 为

R P M I 一 1 64 0 完全培养基
。

胚胎细胞毒试验
: 在倒置显微镜下对冲出的 8细胞期至桑堪期胚胎进行观 察分级

。

选取

发育良好
,

轮廓清晰
,

细胞形态完整的胚 胎用于 实验
,

供 试胚胎在 5 0 拼L 抗体和 0
.

1 1川二冲胚

胎液中于 37 ℃ 温育 45 ~
,

然后加人 :11 0 稀释的补体 50 拜(L 补体效价为 :13 2) 再继续作用

45 im
n

,

对照组加未经免疫的雌小鼠血清
,

其余同
,

于倒置显微镜下观察胚胎被杀伤溶解的结

果
。
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1
.

2 .6单克隆抗体 的效价检测 以精子细胞毒法检测
,

同上
。

2 试验结果

.2 I H 一 Y 抗原的免疫应答

取经 1次脾 内免疫和 5 次腹腔免疫的雌小鼠血清
,

用未经免疫的雌小鼠脾细胞吸收
,

除

去非相关抗体
,

以牛精子为靶细胞
,

抗血清
、

牛精子在 37 ℃ 温育 45 而n
,

加人补体继续温育

45 n u n ,

采用细胞毒法测其效价
.

抗血清的检测结果见表 1
。

表 1 抗血清对牛精子存活情况的影响川

稀 释 度

组 别
一

—

—
16 1: 32 1: 64 1: 12 8 1: 2 56 1: 5 12 1 : 10 24 1: 204 8

实验组 + + + + 一+ + 一+ + 一 + + 一+ + 一+ + 一+ + 一+ + +

对照组 什十十 一+ 十十 一 一 一 一 一 一

( 1) 活 精子 全部 死 亡判 为
“

+ + + +
” ,

80 % 死 亡 判 为 料十
” ,

50 % 死 亡判 为 汗十
” ,

2 0% 死亡判 为
“
+

” 。

.2 2 阳性杂交瘤 细胞系的建立和腹水 的制备

2
.

2
.

1 细胞融合 免 疫后 的雌 小 鼠 脾细胞 与 N S 一 1 骨髓 瘤 细 胞 融 合后
,

接种于 9 6孔培

养板培养
,

3 d 后所有 的培养孔 均有 克隆生长
,

融合率 (有克隆 生 长孔 数 /接种有 细胞 孔

数 )为 10 0 %
。

2
.

2
.

2 阳性孔 的克隆 对 16 孔 阳性 细胞 以 有限稀释 法进行 克隆
,

选 择阳 性最 强 的 4 株

再 克隆 2 次
,

4 株细胞 阳性 克隆率 (阳性孔数 /有克隆生长孔数 )分别为 100 %
、

100 %
、

97 %
、

9 5%
。

2
.

2
.

3 腹水的制备 把 阳性 细胞 接种 于 6 一 8 周 龄 的雌小 鼠腹 腔 中
,

得 到 了 4 株 细 胞

系的腹水
。

.2 3 单 克隆抗体 的特异性检 测

发育正常的小 鼠胚胎
,

在先后 与加人的抗体和补体温育后
,

在倒 置相 差显 微 镜下 观

察
,

凡胚胎轮 廓清 晰
,

形 态 正 常
,

细 胞 圆 满
,

细 胞 质 均 匀
。

分 裂 球体积一致
。

定为正常胚

胎 ;相反
,

轮廓不 清
,

细胞 形 态不 正 常
,

细胞质 不均 匀
,

定 为胚 胎被抗 体 所杀 伤
。

结 果 见

表 2
。

实验组和对照组差异显著 (尸 < 0
.

0 5 )
。

.2 4 单克隆抗体效价的检测

以 精 子细 胞毒 法检 测 单 克隆抗 体 的

效 价
,

抽 出 的 腹 水 在 检 测 前 离 心

(l 0 0 0 r/ nu n)
,

细胞 冻存和扩增培 养
。

上清

表 2 单克隆抗体对小鼠胚胎的影响

组别

实验组

对照组

胚胎总数 异常 胚胎数 正 常胚胎数

l 3

20

n0,̀,一

为抗体
,

4 株细胞所分泌 的单克隆抗体的效价分别为 1 : 5 1 2
、

1 ; 5 1 2
、

1 ; 2 56 和 :1 128
。

3 讨论

H 一 Y 抗原与 H L A 和 H 一 2 抗原相 比是一种弱的次要组织相容性抗原
。

次要组织相容

性抗原的免疫原性较弱
,

引起的免疫反应慢而弱 (郑武飞
,

1 98 9)
。

H es lo p ( ] 98 9) 认为 H 一 Y
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抗原较易引起T 淋 巴细胞应答但不能有效地刺激 B细胞应答
。

S h a p i ro 等 l (9 8) 1 提 出由血

清学确定的H 一 Y 抗原决定簇是由一种带一个半乳糖末端残基的糖基决定
,

通 常难以获得

高滴度的 H 一 Y 抗体
。

有关的试验也表明
,

H 一 Y 的抗血清的效价一般为 1:8 一 卜 16( 曹文

J一
,

1 99 3)
,

这也证明了 H 一 Y 抗原的弱免疫原性
。

不同品系的小 鼠 H 一 Y 抗 原的免疫 应答

性不同
,

其 中以 C 5 7 B L /6 的免疫应答性最强
,

其他品系小鼠的免疫应答性较弱 (林剑
,

1 9 8 2 )
。

因而
,

制备 H 一 Y 抗血清 (田国才
,

1 9 8 1) 和 自 K o o
等 ( 19 8 1) 建立能分泌 H 一 Y 抗 体的杂交

瘤细胞系大都采用 C 5 7 B L /6 雄小鼠脾脏细胞免疫同系雌小鼠制备 抗血清和用免疫后 获得

的雌小 鼠脾细胞与 N S 一 l 或 S P Z 0/ 骨髓瘤细胞融合建立杂交瘤细胞系
。

所以提高雌小 鼠对

H 一 Y 抗原的免疫应答性是建立杂交瘤细胞系的关键
。

如前所述
,

要想使建立起来的杂交瘤

细胞系稳定性强
,

则最好采用 B al b c/ 小 鼠的脾细胞与 N S 一 1 或 S P Z /O 骨髓瘤细胞融合建

系
。

本试验用 B al b c/ 雄小 鼠的脾细胞作脾 内直接免疫
,

随后 用皮肤 组织悬液腹腔加强免疫

同系雌小鼠
。

抗血清用精子细胞毒法测定为 卜 10 2 4
,

获得了较好的免疫 效果
,

这为建立分泌

H 一 Y 抗体的杂交瘤细胞系奠定了良好的基础
。

由于 H 一 Y 抗原的性质
,

在建立杂交瘤细胞系的阳性孔检测过程中
,

没有灵敏准确 的检

测方法
,

则不易检测到 阳性克隆孔
.

黄华埋等 ( 19 86) 在建立能分泌 H 一 Y 单克隆抗体的杂交

瘤细胞系时
,

以 C 57 小鼠的脾细胞作靶细胞
,

用 E L sI A 进行 阳性孔检测
,

然 而其免疫时所

使用的抗原也是雄小 鼠的脾细胞
,

这就很难避免因组织相容性抗原个体 间的差 异和哺乳动

物雄性特异性抗原的异质性所产生的假 阳性
.

曹文广等 ( 1 9 9 3) 同样用 E L IS A 和细胞毒法进

行阳性孔检测
,

但未说 明所使用的是何种靶细胞
。

鉴于 H 一 Y 抗原为组织相容性抗原和在进

化上的高度保守性与稳定性 (W at hc el et al
,

1 9 7 5 )
,

本试验在检测阳性孔时采用间接免疫荧

光法
,

靶细胞用奶牛精子
,

这是因为小鼠与奶牛进化上的亲缘关系较远
,

非相关抗原的同源性

较低
,

上清中非相关抗原的抗体不易与牛精子发生反应 ;而小 鼠和牛 H 一 Y 抗原进化上的保

守性
,

则小 鼠与牛的 H 一 Y 抗原结构上相同 (或相似 )
。

这样在 阳性孔检测 时
,

杂交瘤 细胞分

泌的抗体能同牛精子结合
,

再结合荧光二抗后
,

在荧光显微镜下镜检
,

发出荧光
,

则 说明上清

中结合到牛精子的抗体为 H 一 Y 抗体的可能性最大
,

而为其他杂抗 的可能性最小
,

同时
,

在

检测时为了避免因非特异性吸附所产生的假阳性
。

本试验采用每玻片均设置对照
,

判断 阳性

时以 比对照高两个
“
十

”

号为准
。

而且
,

对于 比对照高两个
“
十

”

的阳性孔
,

以 3 个 人的观察判

断为准
。

细胞融合后的第 3 d
,

接种的 5 块培养板 皆肉眼可见到细胞克隆
。

每孔所长 的克 隆 数多

为 2 一 3 个
,

而且融合率 10 0%
,

这是其他实验所不多见的
。

这可能是因为所使用的骨髓瘤

细胞生长繁殖能力强所致
。

为避免因非骨髓瘤细胞与脾细胞的融合形成假 阳性
,

在第 2 次克

隆过程 中所用的培养基仍为 H A T 培养基
。

由于哺乳动物雄性特异性抗原的异质性
,

尽管在 阳性孔检测时采用上述方法检测
,

克隆

到的阳性杂交瘤细胞为能分泌 H 一 Y 抗体的细胞可能性最大
,

但仍需进一步确定其特异性
。

K r
co 等 ( 19 7 6) 用细胞毒法发现 8 细胞期胚胎半数 H 一 Y 阳性 以来

,

随后小 鼠
、

大 鼠
、

兔
、

山

羊
、

绵羊
、

猪和牛等动物上证明雄性胚胎发育到 8 细胞期至囊胚期有 H 一 Y 抗 原的表达
,

把

采用细胞毒法或间接免疫荧光法鉴定为 H 一 Y 阴性的胚胎移植
,

生雌性后代的准确率在 80 %

以上 (陈云鹤等
,

1 9 9 3 )
。

因此
,

本试验以小 鼠胚胎细胞作为靶细胞
,

用细胞毒法检测所制备的
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单克隆抗体是否是 H一 Y 抗体
。

制备的单克隆抗体能杀伤溶解其中随机分组的 8 细胞期 至

桑桩胚期 的胚胎
,

而对照无
,

故认为所制的单隆抗体为 H 一 Y 抗体
。

如能用小 鼠特异的 S R Y

作探针
,

进一步检测被杀伤的胚胎和形态完整的胚胎
,

则更能确认单克隆抗体的特异性
。

检测 H 一 Y 抗原抗体的方法可用补体依赖细胞毒法
,

E L is A 和放射免疫法等测定
.

但

补体依赖 的精子细胞毒法最为常用 (曹鹤年
,

19 8 7 )
。

故本试验采用精子细胞毒检测抗血清和

腹水 H 一 Y 抗体的效价
。

另外
,

采用此法检测腹水的效价有助于说明已制备的单克隆抗体的

特异性
,

这是 因为其和 H 一 Y 抗血清一样水精子具有细胞毒作用
。

本试验是对 H 一 Y 单 克隆抗体制备方法的初步研究
。

H 一 Y 抗 原是一种 次要的组织相

容性抗原
,

免疫原性弱
,

能否提高 H 一 Y 抗原的免疫应答性
,

采用 适 当的方法检测 阳性细胞

株及用特异性强的方法鉴定所制备的单克隆抗休的特异性是建 立 能分 泌 H 一 Y 抗 休 的杂

交瘤细胞系的关键
.

本试验所获得的 4 株 阳性细胞系
,

还需进一步纯化和检测其分泌的单克

隆抗体
,

以便能更有效的应用于哺乳动物性别控制的研究和 H 一 Y 抗原的检测
。
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