
病毒学杂 志
,

产生抗登革热 型病毒单克隆抗体

杂交瘤细胞株的建立

刘乐和 李少冰 麦小萍 郭辉玉 蔡尚达

中山医科大学
,

广州

提 要

用登革热 工型病毒 夏威夷株 兔疫的小 白鼠脾细胞与小 鼠骨髓瘤细胞融合
,

获得

个产生抗登革热 工型病毒单克隆抗体的杂交瘤细胞系
,

这些杂交瘤细胞上清液及小鼠腹水

抗体均用 间接兔疫荧光法检测
,

其 中 个杂交瘤细胞系产生的抗体对登革热 工型 病 毒具

有型特异性
。

登革热是东南亚地区的重要传染病之一
。

我国在 一 年间曾连续发生登革热

的暴发
一

流行〔 了。

为 了提供登革热病毒型特异的诊断制剂
,

解决登革热病原诊断 中的抗原

性交叉问题
,

我们于 年开展了登革热 亚型病毒单克隆抗体的研究乙’了 ,

此后我们 又开

展了登革热 工型病毒单克隆抗体的研究
,

并建立了对登革热 工型病毒具有型特异的 单克

隆抗体细胞株
。

材 料 和 方 法

用于融合的骨髓瘤细胞为
。 一 一 ,

免疫脾细胞是用 “ 小鼠
,

以登革热 工

型病毒 乳鼠脑悬液与福氏佐剂按 等采用的免疫程序 「‘ ’,

于末次免疫后 天
,

取

出鼠脾细胞供细胞融合用
。

杂交瘤细胞的产生
,

取小鼠免疫细胞 与小鼠骨 髓 瘤

细胞
’
在尸 作用下进行融合

,

然后将细胞悬于含有 培养基中
,

分别种于有
“ 饲养 ” 细胞的 孔培养板中

,

置 含 梦石 叭恒温箱培养
,

于融合后第
、 、

天置换新鲜培养液
,

当培养孔内的杂交瘤细胞集落生长到约 占 底面积时
,

吸 取培养

液
,

用间接免疫荧光法厂” 〕检测抗体
,

镜检阳性者
,

用有限稀释法进行克隆
。

结 果 与 讨 论

融合后
,

在 孔中有 孔出现了融合细胞
,

其中 孔抗体阳性 , 融合率为
,

本稿 年 月 日收 到
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, ,

阳性率为 写
,

经反复克隆化后
,

获得了分泌抗登革热 工型病毒单克隆抗体的杂交瘤细

胞系
,

命名为
‘ 、 、 、 ‘ 、 、 、 。。

它们具有双亲代的生物学性质
,

已稳定地

传代 个月
。

将杂交瘤细胞产生的小鼠腹水抗体用间接免疫荧光法进行了登革热病毒的

型间的交叉滴定
。

结果见表
。

表
一

坑登革热 型病毒杂交瘤腹水的免疫荧光 滴定
主 日

吕 吐

杂交瘤细胞系 一
。一 一 一

人,人,玉﹄几

丈礴

工

株杂交瘤细胞产生的单克隆抗体与四型登革热病毒交叉血凝抑制试验及与登革热

型病毒抗原作补体结合试验均为阴性
。

表明 株细胞产生的单克隆抗体均无血凝抑制

特性及补体结合特性
。

染色体分析结果表明 株细胞系染色体数介于 之间
一 一

细胞染色

体平均数为
,

正常小鼠脾细胞的染色体平均数为
。

株杂交瘤细胞分泌的单克隆抗体经聚乙二醇 分子量 。。 浓缩 倍后分别与上

海生物制品研究所生产的冻干羊抗鼠 亚类血清作琼脂免疫双扩散试验
, 、 、

株为
, 、 、、 。

为
, ,为 。。

我们获得 株细胞中
,

其中 株
、 、 , 用交叉免疫荧光试验结果表明具 有

型特异性
。

能用于准确地定型
。

解决了在登革热病毒的鉴定分型工作中出现的交叉反应

这一问题
,

同时对登革热实验室的快速诊断提供了新的手段
,

此外对流行病学调查
、

病

毒抗原结构分析
,

抗原的纯化等都有实用意义
。

近年来广州地区仍有登革热流行发生
,

年从病人分出的毒株经广东省防疫站及

广州市医药卫生研究所鉴定均属 工型登革热病毒 〔“ ’。

我们用上述杂交瘤细胞株
‘

所

制备的单克隆抗体作间接免疫荧光法检查亦证实为 工型 〔”’。

表 明该株具有严格的 工型病

毒特异性的单克隆抗体
‘ ,

可适用于今后制备试剂盒供登革热病毒的快速定型 ,

对

登革热病毒的诊断有实用意义
。
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