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免疫制备单克隆抗体的研究进展

季玉红综述 张学光审阅

苏州医学院生物技术研究所 苏州
,

摘要 免疫是近年发展起来的一种新型抗体制备法
。

免疫克服了传统蛋白质免疫

方法的缺陷
,

能更为有效地激发机体的体液和细胞免疫应答
。

尤其是在仅知 编码而不能获得

目的蛋白或获得的抗原蛋白为低免疫性的情况下
,

蛋白质免疫将很难得到特异性的抗体
,

但通过

免疫可制备高效价特异性的抗体
,

这为某些疾病如病毒性疾病和肿瘤等的诊断和免疫治疗

开拓了新的途径
。

关键词 免疫 单克隆抗体 免疫应答

传统的抗体制备方法通常是采用纯化的

蛋白质来免疫动物
,

但分离和纯化蛋白质颇

为费时费力
,

且难以获得理想的产品
。

如在不

能得到 目的蛋白或获得的抗原蛋白为低免疫

原性的情况下
,

将无法采用常规免疫方法制

备相应的特异性抗体
。

随着分子生物学技术

和 重组技术的发展
,

用 免疫制备

多克隆抗体和单克隆抗体的方法越来越受到

人们的关注
,

并成为一个比较活跃的领域
。

免疫的机制

免疫激发机体的免疫应答机制一

直是人们探讨的热点
。

现代免疫学研究表明
,

机体对抗原的应答取决于两个要素 ①抗原
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的免疫原性 ②机体对抗原的递呈及相应的

反应性
。

在抗原的免疫原性无法改变的情况

下
,

如通过调节抗原在机体的表达
、

加工及处

理
,

可提高机体对相应抗原的反应性
。

目前

免疫的焦点是抗原的递呈机制及佐剂

对 免疫的影响
。

虽然 免疫后在体

内如何被细胞摄取及其表达的抗原又如何被

递呈尚未完全清楚
,

但许多文献均证实了肌

细胞对 的摄取及抗原蛋白的表达起到

很重要的作用〔
‘一‘〕。 由皮肤和肌肉途径给予

均可产生体液免疫应答和细胞免疫应

答 一‘〕。 等阁证实在皮内注射 包

被的金颗粒后 导入表皮细胞能有效地

表达
,

从而导致机体产生对 编码蛋 白

的 免 疫 应 答 直 接 肌 肉注 射 后
,

其

编码的蛋白主要在骨骼肌中表达 而常

规免疫时
,

免疫应答主要起始于骨髓衍生的

抗原递呈细胞
。

等〔 〕认为 转染

的肌肉或上皮细胞也能如抗原递呈细胞一样

递呈抗原 同时骨髓衍生的抗原递呈细胞也

可能在靶位点直接受到转染 同时 还

可从靶位点经血液或淋巴液进入淋巴组织使

抗原递呈细胞得到转染
。 。等川通过皮

内免疫 小鼠
,

发现皮肤的树突

状细胞
,

也得到转染并

能诱导机体初次和再次特异性免疫应答
。

免疫的机制可能为 抗原蛋白被抗原递

呈细 胞 摄 取 后被 水 解 成 多肤
,

一 部 分 与
一

类分子结合
,

被 细胞识

别 另一部分多肤可以进入溶酶体 内体区与

类分子结 合
,

表达 在细胞 膜 后被

细胞识别
。

从而来激发机体有效的

免疫应答
。

所以 免疫的抗原递呈过

程相同于抗原递呈细胞处理外来抗原的方

式 〕
。

免疫的方法

实验动物

一般选用 一 周龄的 雌性小

鼠
。

根据 等川实验证实免疫应答与鼠

龄呈相关
,

免疫 周龄以下小鼠可获得更好

的免疫应答
,

免疫 周龄小鼠特异性蛋白质

表达水平最高
。

等〔
, 。〕报道了 免

疫后基因的表达在小鼠不同性别间存在差

异
,

并认为雌性小鼠更好
,

但有人认为无差

异
。

免疫剂量

一般用基 因枪来免疫 只要 拼 的

即能激发机体的特异性免疫应答巨 但

肌肉注射要用 拼 的 才能激发机体

产生免疫应答
‘〕。

免疫途径与方法

等
‘〕认为在 免疫中最有

效的方法和途径是用基因枪在肌肉或皮内免

疫 包被的金颗粒
。

但有人把 直接

注射至小鼠的股四头肌也能很好地激发机体

的免疫应答
。

通过这两种免疫方法制备的单

克隆抗体均 能被 编码 的蛋 白识别
。

’ 等
’‘」因目前尚无纯化的促甲状腺

素的受体
,

故 用 编码 的

免疫小鼠制备抗 的单克隆抗

体
,

在 小鼠的胫骨前肌肉注射 雌

的质粒
,

初次免疫 周 后
,

小鼠产生高效价的抗 的

抗体
,

再通过杂交瘤技术制备的单克隆抗体

能识别天然的
。

等〔
’〕证实通过

肌肉注射 在体内可被直接转染
,

以后

又证实了直接肌肉注射质粒 能诱导相

关的免疫应答是一种简单而有效的方法
,

并

认为生理盐水是最佳的赋形剂
。

如果在给予

免疫前 肌 肉注射 高渗蔗

糖溶液使肌纤维间隙疏松
,

可促进 的

均匀扩散
,

使更多的 被肌细胞吸收并

增加其表达
。

但有人认为这种方法不宜用
。

等
‘

报道在 肌肉注射前 或

同 时局 部 注 射 麻 醉 药物
,

可提高 在肌肉中的表达
,

因为麻醉药物既是肌肉坏死剂同时又是肌肉
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再生剂
,

肌纤维的破坏及新生肌纤维的高通

透性使更多的 进入肌细胞内
。

同年
,

等 〕报道 在 小 鼠胫骨 前肌 肉注 射

之前
,

预先用 麻醉药处理
,

可增

加在转染中的 的活性
。

等
, 〕比较

了肌肉和静脉注射 两种途径的特异性

蛋白质表达效率
,

发现肌肉注射 的特

异性蛋 白质表达效率 明显高于静脉注射
。

等〔
,‘〕经皮内注射和肌肉

注射等量
,

发现通过肌肉免疫的方法产

生特异性抗体和 的效率高
。

等阁通过肌肉
、

皮内和静脉注射
,

证实

肌肉注射 免疫效果最佳
,

产生的免疫

球蛋白为 类
。

等川在肌肉和鼻内

粘膜内免疫 疫苗诱导机体产生

抗 的特异性抗体
,

产生的免疫球蛋白为

高效价的 和低效价的 和
,

用
一

皂角贰作佐剂可增加 的产生
,

如

在 免疫 同时用
一

或抗
一

单克

隆抗体可不用
一

皂角贰作佐剂也能增强

机体的体液免疫和细胞免疫
。

谭文杰等〔
’ 〕用

核壳的 纯化质粒 拼

拜 质粒 拼 写蔗糖 肌肉注射
, 、

周

后同法加强免疫 次
,

于 周后小鼠血清中

抗 核壳抗体转阳率高达
,

并可维

持 周
。

最近
,

等
, 〕认为 免疫的

首选方法为间隔 周肌肉注射 次或间隔

周肌肉注射 次
,

即能激发机体产生特异性

的体液免疫应答
。

因此
,

通过肌肉注射 或直接细胞

内注射
,

均能产生高水平的特异性抗

体
,

这不仅从理论上而且在实践上均得到了

证实
,

从而为特异性强
、

纯度高的单克隆抗体

的制备提供了一个省时省力的好方法
。

免疫与传统蛋白质免疫比较

所具有的优点

免疫较常规免疫产生的体液免疫

应答强而持久
,

因此用 免疫制备单克

隆抗体和多克隆抗体可以省时省力
。

肌

肉注射后
,

被肌细胞摄取的 半衰期延

长
,

蛋白质持续表达
,

并且加强了 细胞和

细胞的记忆持久性
。

国内外已有许多人通过

免疫制备单克隆抗体和多克隆抗体
。

年 〔‘ 〕等用人生长激素 的

免疫小鼠
,

生产了高水平的抗 的

多克隆抗体
,

并通过杂交瘤技术得到了多株

抗 的 单 克 隆 抗 体 的 杂 交 瘤 株
。

〔‘ 」为了阐明 的结构与形态
,

用 的外壳蛋白的 制备了抗

的单克隆抗体
。

免疫可用于 已知 编码而又

不能得到 目的蛋白或获得的抗原蛋白为低免

疫原性抗原的免疫
。

传统的抗体制备需要用

纯化的蛋白质来免疫动物
,

在杂交瘤技术中

虽对抗原没有严格的限制
,

但在抗原含量太

少
,

免疫原性弱或检测方法不足以区分特异

性抗原和杂抗原时
,

应将抗原尽量提纯
,

因为

阳性杂交瘤的出现率依赖于脾细胞中特异性

细胞的数量
,

所以在制备低免疫原性抗原

的单克隆抗体时更是要求用纯蛋白质来免疫

动物
,

否则将影响杂交瘤的阳性率
。

如果抗原

蛋白提纯困难或只知道抗原蛋白的 序

列时
,

传统的蛋白质免疫方法就无法制备单

克隆抗体和多克隆抗体
。

另外
,

传统的蛋白质

免疫方法对低免疫原性的抗原蛋白较难获得

相 应 的 特 异 性 抗 体
。

如 红 细 胞 生 成 素

, 人与小鼠的 氨基酸序列的同源

程度高达
,

所以要通过传统的免疫方法

制备鼠抗人 单克隆抗体难度很大
,

国际

上只有一家公司生产有抗人 单克隆抗

体
,

国内有多家单位采用蛋白质免疫的方法

制备抗人 单克隆抗体但均未获得理想

产品
。

而 免疫能克服这两方面的障碍
。

如天然的促 甲状腺素的受体 蛋 白

国际上尚无很好的分离纯化的方法
,

但 已知

的 序列
,

故 等〔〕通

过 免疫成功地制备了抗 的单
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克隆抗体
。

免疫可用于大动物免疫如兔
、

猪

等
。

覃 林花等 〕用 肿瘤抑 制基 因 的

免疫家兔
,

制备了抗 的特异性多

克隆抗体
。

等
, 。〕用 的 免

疫猪
,

制备了抗 的中和性抗体
。

大部分 被核酸酶降解
,

解决 在动

物体 内的稳定性是 免疫 的关键 ②

免疫较蛋白质免疫引起的免疫应答较

迟
,

这可能与 免疫后需经过特异性蛋

白质的表达才能激发机体的免疫应答有关

③ 免疫是否还诱导动物产生特异性免

疫耐受还有待于深入的探讨
。

所以 目前

免疫 尚不能完全替代蛋 白质免疫
,

而且对

免疫和加强其免疫应答反应的方法还

需要进一步完善
。

但鉴于 免疫的诸多

优点
,

其前景还是十分诱人的
。
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免疫的应用前景

由于 免疫克服了传统的蛋白质免

疫方法的缺陷
,

并能有效地激发机体的体液

免疫和细胞免疫
。

随着 免疫技术的发

展
,

能免疫除多糖类抗原外所有 已知

编码的蛋 白质抗原
,

如病毒蛋 白
、

免疫球蛋

白
、

肿瘤抗原等闭
。

免疫后的体液免疫

能维持较长时间〔
’ 〕,

相应的抗原亦可以不断

地加强免疫
,

所以这种免疫方式可以获得强

而持久的免疫应答
,

这为低免疫性的抗原蛋

白特异性抗体的获得提供了理论依据和实践

基础
。

因此 免疫不仅在无法获得纯化

蛋白质的情况下开拓了研制特异性抗体的新

途径
,

而且逾越了抗原的低免疫原性的障碍
,

有效地激发宿主的特异性免疫应答
。

同时

免疫激发机体产生强而持久的体液免

疫
,

这为高产量特异性多克隆抗体和纯度高
、

特异性强的单克隆抗体的获得提供了必要条

件
,

在许多疾病如病毒性疾病和肿瘤等诊断

和免疫治疗中具有 良好的应用前景
。

正因为

免疫有着蛋白质免疫不可比拟的优越

性
,

因而在特异性多克隆抗体和单克隆抗体

的制备上也有着良好的应用前景
。

结束语

用 免疫来制备单克隆抗体
,

就 目

前的研究进展而言
,

还处于探索性的实验研

究阶段 ① 免疫的不同接种途径所需

剂量差异较大
,

在肌 肉注射时
,

细胞外

,

谭文杰等

,

中国免疫学杂志
,
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