
中国寄生虫学与寄生虫病杂志 2009年 8月第 27卷第 4期 Chin J Parasitol Parasit Dis Aug. 2009袁 Vol. 27袁 No.4

泡球蚴病渊alveococcosis冤是多房棘球绦虫渊Ecchin鄄
ococcus multilocularia冤幼虫要要要泡球蚴渊alveolar hydatid
cyst冤寄生于人体所致袁 主要流行于我国西部地区咱1鄄3暂遥

为在该病的诊断和治疗上有所发展尧 突破袁 近 10年
运用分子生物学尧 蛋白质分析和细胞生物学等多种方
法寻找有价值的特异性抗原和抗体成为研究焦点之

一遥 国外相继找到或重组的抗原分子有 Em2尧 II/3鄄10尧
EM13尧 EM16尧 EM18和 EmAP咱4袁5暂遥 建立的单克隆抗体
有 G11咱6暂和 Group type I咱7暂袁 其中 G11针对多房棘球
绦虫角皮层上存在的 Em2抗原咱6暂袁 Group type I针对存
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揖Abstract铱 Objective To prepare monoclonal antibody 渊McAb冤 specific to protoscolex of Echinococcus multil鄄

ocularis. Methods BALB/c mice were immunized with crude antigen derived from E. multilocularis metacestodes. Spleen
cells from immunized BALB/c mice were fused with SP2/0 myeloma cells by using hybridoma technique. ELISA and
immunohistochemical staining were used to select hybridomas that secreted McAb P325 which especially against
protoscolex. The number of metaphase chromosomes of hybridoma cells was counted. Characteristics of McAb P325 were
identified by ELISA and immunohistochemical staining. Results One hybridoma cell clone secreting McAb against
protoscolex was obtained. The number of metaphase chromosomes found in hybridoma cells was 98, which showed the
characteristics of their parents. Immunohistochemical analysis showed that McAb P325 demonstrated binding activity to
the germinal layer and protoscolex of E. multilocularis, especially to the hooklets and suckers, while did not bind with
E. granulosus metacestodes and Cysticercus tenuicollis. Conclusion The McAb is a valuable tool for immunohistochemical
analysis, cell classification of E. multilocularis protoscolex, and study of specific antigen.

揖Key words铱 Echinococcus multilocularis曰 Alveolar hydatid cyst曰 Protoscolex曰 Monoclonal antibody曰
Immunohistochemistry

Supported by the National Natural Science Foundation of China 渊No. 30660045冤
* Corresponding author袁 E鄄mail院 jpchen007@163.com

基金项目院 国家自然科学基金 渊No. 30660045冤
作者单位院 1四川大学华西基础与法医学院袁 成都 610041曰 2新疆医

科大学基础医学院袁 乌鲁木齐 830054曰 3 四川省疾病预防
控制中心袁 成都 610041

* 通讯作者袁 E鄄mail院 jpchen007@163.com

抗多房棘球绦虫原头节单克隆抗体的制备
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揖摘要铱 目的 制备抗泡球蚴组织单克隆抗体袁 并鉴定其特异性遥 方法 运用泡球蚴组织粗抗原免疫小鼠制备免疫脾细

胞袁 运用淋巴细胞杂交瘤技术将其与小鼠骨髓细胞 SP2/0融合遥 采用 ELISA和免疫组化方法筛选抗泡球蚴原头节单克隆抗体
的杂交瘤细胞株遥 检测所获细胞株的染色体数目袁 采用 ELISA和免疫组化法鉴定所获抗体的特异性遥 结果 获得了一株能

稳定分泌的抗泡球蚴原头节单克隆抗体的杂交瘤细胞株 6G2A7F7遥 染色体数目为 98条袁 为明显的融合细胞核型遥 所分泌的
抗体McAb P325能与泡球蚴中的生发层和原头节特异结合袁 特别对原头节上的小钩和吸盘表现出很强的结合反应遥 但与棘
球蚴 渊人源冤 和水泡带绦虫幼虫 渊细颈囊尾蚴冤 组织无特异性结合反应遥 结论 制备的杂交瘤细胞能稳定分泌 McAb
P325袁 为泡球蚴的细胞分类尧 免疫组化和抗原研究提供工具和基础遥
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在于角皮层上的糖蛋白抗原遥 在国内也制备了抗多房
棘球绦虫角皮层多糖抗原的单克隆抗体咱8暂遥 本研究将
建立分泌抗多房棘球绦虫终宿主感染阶段要要要原头节

的单克隆抗体的杂交瘤细胞株遥
材料与方法

1 实验动物和细胞

雌性 BALB/c小鼠袁 9周龄袁 购自四川大学华西
医学中心试验动物中心遥 骨髓瘤 SP2/0细胞购自四川
大学华西医学中心临床免疫实验室袁 试验前经过
8鄄氮鸟嘌呤筛选袁 扩大培养遥

2 主要试剂和设备

福氏完全佐剂尧 福氏不完全佐剂尧 HAT储备液
渊包括次黄嘌呤尧 氨基蝶呤和胸腺嘧啶脱氧核苷冤尧
HT储备液 渊包括次黄嘌呤和胸腺嘧啶脱氧核苷冤尧 四
甲基联苯胺渊TMB冤尧 辣根过氧化物酶渊HRP冤标记的羊
抗小鼠 IgG抗体 渊HRP鄄IgG冤 均购自美国 Sigma公司袁
小牛血清购自兰州民海生物公司 袁 聚乙二醇
渊PEG4000冤 购自美国 Merek公司袁 3袁3二氨基联苯
胺渊DAB冤显色试剂盒购自武汉博士德公司遥 组织匀
浆机 渊XHF鄄D冤和细胞超声波粉碎仪渊JY92鄄域冤为宁波
新芝生物科技股份有限公司产品袁 酶标仪渊Sunrise冤为
瑞士 Tecan公司产品遥

3 方法

3.1 抗原制备 麻醉处死感染泡球蚴 6个月的沙鼠
渊购自大连医科大学实验动物中心冤袁 无菌条件下从腹
腔取出 20 g生长良好的泡球蚴组织袁 清除宿主组织
和血管遥 用组织匀浆机破碎组织 2 800 r/min 3 min袁
660伊g离心 10 min袁 收集沉淀遥 加入 25 ml 0.9%氯化
钠溶液混匀袁 660伊g离心 10 min袁 收集沉淀袁 重复 3
次遥 冰浴条件下超声粉碎细胞 渊600 W袁 破碎 15 s袁
间隔 10 s袁 共 20 min冤袁 提取蛋白遥 考马斯亮蓝法测
定所获混悬液蛋白浓度遥
3.2 动物免疫 参照文献咱9暂的方法操作袁 将 100 滋g
制备好的泡球蚴囊壁抗原混悬液与等体积福氏完全佐

剂混合袁 充分乳化袁 背部皮下多点注射免疫 BALB/c
小鼠遥 此后将 50 滋g抗原混悬液与等体积福氏不完全
佐剂混合袁 乳化后背部皮下多点注射免疫小鼠袁 每隔
3周免疫 1次袁 共免疫 3次遥 末次免疫后 7 d袁 取血袁
分离血清袁 ELISA检测抗体水平遥 抗体水平跃1 颐 105

的小鼠袁 融合前 3 d腹腔注射 100 滋g抗原混悬液加
强免疫遥
3.3 杂交瘤细胞株的制备 按文献咱10暂的方法袁 取

1只加强免疫小鼠袁 眼眶采血后引颈处死袁 无菌条件
下取脾脏袁 研磨成细胞悬液后袁 漂洗 2次袁 与骨髓瘤
SP2/0细胞按 10 颐 1的比例混合遥 漂洗 1次袁 350伊g离
心 8 min袁 弃上清遥 于 37 益水浴中袁 在 30 s内缓慢滴
入预热的 1 ml 50% PEG4000袁 作用 90 s遥 用预热的
RPMI 1640培养液终止 PEG作用遥 310伊g离心 6 min袁
弃上清遥 补 HAT培养液至 120 ml遥 将融合后细胞悬
液接种于含 BALB/c小鼠腹腔细胞 渊即饲养细胞冤 的
96孔板中袁 100 滋l 辕孔袁 共计 12板袁 37 益 5豫 CO2培
养箱中培养咱10暂遥 融合后第 3天开始观察袁 记录细胞的
生长状态和每孔克隆数遥 培养 5 d后更换 HAT培养
液 1次袁 10 d后改用 HT培养液袁 20 d后改用 RPMI
1640完全培养液培养遥
3.4 克隆细胞株的筛选培养

3.4.1 ELISA渊直接法冤初步筛选分泌抗体的杂交瘤细
胞 参照文献 咱10袁11暂方法袁 调整上述制备的抗原
浓度为 20 滋g/ml袁 用包被液 1 颐 1混合后取 100 滋l加
入酶标板袁 4 益过夜遥 加入 10%小牛血清袁 37 益封闭
1 h袁 洗涤 3次遥 加入 100 滋l细胞培养上清液袁 以完
全细胞培养液为阴性对照袁 阳性对照为免疫小鼠阳性
血清袁 37 益孵育 1 h袁 洗涤 3次遥 加入 100 滋l羊抗小
鼠 HRP鄄IgG 渊1 颐 8 000稀释冤袁 37 益孵育 1 h袁 洗涤 4
次遥 加入 100 滋l TMB袁 37 益避光显色 15 min遥 加入
50 滋l终止液遥 测定吸光度渊A 450值冤袁 凡 A 450值大于阴
性对照者袁 初步判为阳性克隆袁 进行免疫组化试验遥
3.4.2 运用免疫组化对抗体结合位置作进一步筛选

用多聚甲醛固定泡球蚴组织袁 制作厚 4 滋m 石蜡切
片袁 脱蜡袁 梯度乙醇逐级水化遥 滴加 3%过氧化氢袁
室温静置 10 min灭活内源性过氧化物酶遥 蒸馏水洗
3次遥 煮沸法抗原修复遥 冷却后袁 PBS渊pH 7.2冤洗涤
2次遥 10%小牛血清 37 益封闭 30 min遥 将上述各阳性
孔上清滴于组织切片上袁 37 益孵育 1 h遥 PBS洗 3次袁
每次 3 min遥 滴加羊抗小鼠 HRP鄄IgG 渊1 颐 250稀释冤袁
37 益孵育 1 h遥 PBS洗 4次袁 每次 3 min袁 使用 DAB
显色 10耀20 min遥 苏木素轻度复染袁 脱水尧 透明尧 封
片尧 显微镜观察袁 筛选上清液能与泡球蚴组织中原头
节顶突结构发生特异结合的细胞孔遥
3.4.3 免疫组化筛选得到的阳性细胞株克隆化 采用

有限稀释法进行 2次亚克隆袁 至所有杂交瘤细胞上清
液均呈阳性时停止袁 获得阳性克隆细胞株遥
3.5 杂交瘤细胞染色体的检测 将杂交瘤细胞培养

至有丝分裂高峰期袁 加入终浓度为 0.2 滋g/ml秋水仙
素袁 于 37 益继续培养 6 h后细胞处于有丝分裂中期袁
加入 0.075 mol/L氯化钾膨胀细胞遥 甲醇鄄冰醋酸溶液
固定袁 制片袁 吉氏染色尧 封片观察咱10暂遥
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A院 抗体稀释倍数为 1 颐 1 000袁 B院 抗体稀释倍数为 1 颐 500袁 泡球
蚴生发层 渊GL冤 细胞被染色袁 但角皮层 渊LL冤 和基质细胞不着色遥 原
头节染色不匀袁 皮层被染色袁 小钩和吸盘 渊H&S冤 浓染袁 体部一些细
胞不着色遥
A, B: McAb P325 dilution of 1 颐 1 000 and 1 颐 500, respectively. McAb
P325 especially reacted with germinal layer (GL) , hooklets and suckers
(H&S) of protoscolices, but not for laminated layer (LL) .

图 2 McAb P325在泡球蚴石蜡切片的免疫组织化学定位
Fig.2 Immunohistochemical localization of McAb P325 in the

paraffin section of E. multilocularis metacestodes

H&S
GL

寅

LL寅
寅

3.6 腹水制备尧 抗体检测 液体石蜡致敏 BALB/c小
鼠 10 d后袁 取 100万耀150万细胞腹腔接种遥 1周后
小鼠腹部肿大袁 待腹水尽可能多袁 于濒临死亡之前处
死袁 采集腹水咱10暂遥 重复免疫组化试验袁 以稀释的腹水
作为一抗 渊1 颐 250尧 1 颐 500和 1 颐 1 000冤袁 测定其效
价遥 以牛带绦虫成节尧 孕节和棘球蚴渊人体标本冤囊壁
组织中提取的抗原包被试验孔袁 ELISA渊直接法冤检测
抗体特异性遥 再用免疫组化法检测水泡带绦虫幼虫
渊细颈囊尾蚴冤和棘球蚴组织切片袁 测定其特异性遥

结 果

1 McAb杂交瘤细胞株的建立
经过细胞融合尧 ELISA渊直接法冤初筛尧 免疫组化

进一步筛选和细胞克隆化等步骤袁 建立了一株分泌抗
多房棘球绦虫终宿主感染阶段要要要原头节的单克隆抗

体的杂交瘤细胞株 6G2A7F7遥 连续培养 5个月仍可
稳定分泌特异性抗体袁 暂命名为 P325遥 细胞原始孔
的 A 450值为 0.541袁 阴性对照孔 A 450值为 0.290袁 两者
比值为 1.86遥 第 1次克隆后阳性孔和阴性对照孔的
A 450 均值渊n=8冤分别为 0.525 和 0.240袁 两者比值为
2.19遥 两次克隆后袁 阳性孔和阴性对照孔的 A 450均值
渊n=8冤分别为 0.904和 0.371袁 两者比值为 2.43遥

2 杂交瘤细胞株染色体数目

单克隆细胞株的平均染色体数目为 98条袁符合融
合细胞特点渊图 1冤遥

3 抗体 McAb P325的特异性检测
所分泌的抗体 McAb P325是 IgG抗体遥 免疫组

化中的抗体稀释浓度可为 1 颐 500耀1 颐 1 000遥 可与泡
球蚴囊壁上的生发层细胞特异性结合袁 而与角皮层无
特异性反应曰 可与原头节皮层特异性结合袁 特别是与
原头节顶突上的小钩和吸盘结合力很强 渊图 2A尧 B冤遥
ELISA结果显示袁 McAb P325与提取自棘球蚴 渊人体

标本冤 囊壁组织的粗抗原无特异性反应袁 棘球蚴和泡
球蚴的 A 450 值分别为 0.210和 0.628遥 但可与肥胖带
绦虫成虫的成节和孕节组织提取的粗抗原反应袁 肥
胖带绦虫和泡球蚴的 A 450 值分别为 0.573 和0.472遥
免疫组化试验表明袁 McAb P325与棘球蚴的角皮层
和生发层 渊图 3A冤袁 及水泡带绦虫幼虫渊细颈囊尾蚴冤
组织均无反应 渊图 3B冤遥

讨 论

原头节是多房棘球绦虫终宿主的感染阶段遥 在感
染过程中以顶突的小钩和吸盘吸附在终宿主的肠壁

上遥 本研究制备的针对原头节的特异性抗体有望影响
原头节入侵终宿主袁 还可利用该抗体进一步筛选出对

图 1 杂交瘤细胞有丝分裂中期的染色体
Fig.1 The metaphase chromosomes in hybridoma cell

A院 棘球蚴组织袁 角皮层和生发层均不着色曰 B院 细颈囊尾蚴组织袁
不着色遥 抗体稀释倍数均为 1 颐 500遥
A院 E. granulosus metacestodes袁 germinal layer and laminated layer
unstained袁 B院 Cysticercus tenuicollis袁 unstained. McAb P325 dilution
of 1 颐 500.

图 3 McAb P325在棘球蚴尧 细颈囊尾蚴石蜡切片
的免疫组织化学定位

Fig.3 Immunohistochemical localization of McAb P325 in the paraffin
section of E. granulosus metacestodes and Cysticercus tenuicollis

A B

A B

GL引

寅

寅

LL

H&S
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应的抗原袁 探究其在免疫学诊断中的利用价值袁 并很
有希望成为下一步终宿主疫苗的备选物质咱12暂遥 实验结
果显示袁 该单抗特异性结合的抗原分布于生发层和原
头节的皮层遥 佐证了原头节和生发层具有同源性遥 但
对原头节内部细胞染色不均匀袁 说明了这些细胞具
有不同的免疫原性袁 提示原头节由不同细胞组成遥
该抗体的成功制备为多房棘球绦虫组织发生学尧 生物
学尧 遗传学尧 免疫学和诊断学等研究领域提供了一个
新的研究工具遥
本试验采用了足够多的细胞板进行融合后铺板袁

使得融合细胞足够分散袁 单细胞孔占总细胞生长孔的
70%左右袁 大大减轻了后续克隆筛选的工作量 渊第 1
次克隆后阳性孔率即为100%冤袁 也使所有的阳性克隆
尽早的表现袁 减少了丢失遥
对于阳性细胞的筛选工作袁 建议根据建立阳性克

隆的目的采用针对性强的试验或灵活应用几个试验组

合进行筛选遥 本实验即采用了 ELISA初筛结合免疫
组化进一步筛选的方法袁 既提高了筛选效率又得到了
目的单抗遥 此外袁 确定阳性克隆时不能仅以吸光度作
为判断标准遥 由于本实验采用泡球蚴粗提抗原进行免
疫和 ELISA 抗原包被袁 因此袁 在细胞株融合初期袁
细胞株孔和阴性对照孔的比值仅为 1.86遥 如按常用的
阳性/阴性比大于 2.1倍的条件筛选袁 该细胞株会被剔
除遥 只有综合考虑袁 灵活应用筛选试验才能尽可能多
的得到有意义的细胞克隆遥
现阶段绝大多数多房棘球蚴病的诊断分子是从虫

体中分离或通过分子生物学手段重组得到的袁 单克隆
抗体的种类报道的并不多遥 研究较为深入的单抗只有
针对 Em2抗原的 G11遥 可见抗多房棘球绦虫单克隆
抗体的研究工作开展的并不充分咱13暂遥 近年来因分子病
原学的快速发展袁 可以较为方便的获得人们感兴趣的
蛋白分子袁 使得其成为了病原学抗原分子研究的常用
手段遥 但从现阶段的技术手段来看袁 基因工程制备的
分子通常要面临生物活性或免疫活性的检验遥 大量的
表达分子往往因为这两方面的缺陷而无法得到广泛应

用遥 而单克隆抗体技术由于通过了动物体内的免疫应
答过程而较好的解决了这些问题遥 其对应的抗原都具
有较强免疫原性遥 一次单克隆过程可得到数十个阳性
克隆袁 如试验设计得当袁 可得到几个针对不同抗原决
定簇的单克隆抗体遥 用其作为病原体的免疫原性分子

的筛选手段也不失为一条可行的途径遥 蛋白质组学和
抗体库展示技术的发展为抗体技术和分子生物学技术

结合创造了更多的条件遥
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