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抗登革热亚型病毒蛋白单克

隆抗体的若干特性

吴关雄 严 i永楷

(微生物与免疫学教研室 )

摘典 19 8 3年
,

我室建立了两株能分泌抗登革热 I 型 ( D EN 一 2) 病毒单克隆抗体 ( M C A b) 的杂交瘤细胞株
。

本文进一步分析了这两株M CA b的若千特性
。

包括①两株 M c A b 与 D EN 一
2 病毒感染的 C 6 / 36细胞裂解物进行双

向免痊抗散
,

形成融合的沉淀线 , ②两株 M c

bA 都能沉淀 D E N 一
2 病毒感染的 C 6 / 3 6细胞裂解物中的分子量约为

60 K 的抗原 ; ③这两株 M
c

bA 能抑制由蔗糖密度梯度离心纯化的 D EN 一
2病毒的红细胞凝集性 , ④对 D EN 一 2 病

毒感染的 C 6 / 36 细胞作间接免疫荧光染色
,

呈膜抗原染色阳性
。

这些结果表明
,

与这两 株 M c A b 结 合 的 抗 原

决定簇存在于 D E -N 2 病毒的同一种蛋白上
,

可能是 D EN 一
2病毒的囊膜糖蛋白 V 3 。 同时证明这两株 M c A b 能保

护小白鼠免受 D E-N 2病毒的致死性感染 , 能有效地抑制 D E N 一 2 病毒在 C 6 / 3 6单层细胞中产生的融合细胞病变
。

此外
,

用火箭电泳
,

分析了在感染的 C 6 / 36 细胞中
,

M
c A b 针对的 D E-N 2 病毒抗原的合成动态

。

单克隆抗体 (cM A b) 以其均一性和针对单

一的抗原决定簇
,

成为研究病毒特定抗原决定

簇及其与生物学功能关系的良好工具
,

已经成

功地应用于许多病毒的抗原定位分析
。

1 98 3年
,

我室建立了两株小鼠 B 淋巴细胞

杂交瘤 ( 1了一 3一 / 5
, 1 7一 1一C / 7)

〔” ,

所分泌 的

cM A b 具有严格抗 D E N 一 2 病毒的特异性
,

免

疫球蛋白亚类分别为 gI G :
和 gI G : 。

本文进一

步对这两株杂交瘤细胞所分泌 的 M c A b 的某

些特性进行了分析鉴定
。

包括其多从 的特 异

性
,

被动保护作用
,

抑制D E N 一2病毒在 C 6 / 3 6

单层细胞中产生的细胞融合病变
,

以及观察该

油 A b 所针对的病毒蛋白在宿主细胞中的合成

动态
。

材朴与方法

病 毒 与 细胞 培 养
: D E -N 2病 毒 ( N

e w

G lu n ae C 株 )
,

由北京卫生部生物药品检 定

所提供
。

白纹伊蚊 C 6 / 36 细胞系
,

由广东省卫

生防疫站分赠
,

用含 10 %灭 活 小牛 血 清 的

R p M I 1 6 4 0培养液 ( P H 7
.

0 )
,

置 3 2℃恒温箱

中培养
,

腹水制备“ 〕: 1 7一 3刁 / 5 (D / 5 )
,
工7一1一 c / 7

c( / 7) 杂交瘤细胞分别用无血清 R PM I 1 6 4 0 稀

释
,

腹腔注射 B A L B / C小鼠
。

注射后第13 天
,

抽取腹腔液
,

低速离心
。

上清经 56 ℃
,

30 分钟

处理
。

并滴定血凝抑制效价
,

分装小管于 一 70 ℃

冻存备用
。

细胞裂解物的制备
:

按 7 ~ 10 个 T C I D
。 。

D E N 一 2 病毒 /细胞的感染量
,

感染 C 6 / 3 6单层

细胞
,

用含 1%小牛血清的 R PM I 1 6 4 0 作为维

持液
,

置 32 ℃恒温箱中培养
。

待细胞病变 ( C P E )

达
` 十 、
一

+ 、 + +

时
,

轻轻倒出维持液
,

用 N E T 缓

冲液 ( i 5 Om M N a C I
,
s m M E D T A

, 5 0m M T a l s
,

0
.

似% 叠氮钠
, p H g

.

0 ) 冲洗细胞单 层一次
。

收集瓶壁上的细胞
,

按每 1 0 7
个细胞加入 o

.

Zm l

的比例
,

加入细胞裂解液 (含20 m M rT l卜H C卫
,

p H g
.

o
, i 3 7m M N a c l

, i o m M C a C I :
,
o

.

s m M

M g C I : , 1% N --P 4 0和 1%甘油 )
` 2二混悬

,

置 3 7℃

水溶中作用 10 分钟或于 4 ℃作用 3 ~ 4 小时
,

使细胞裂解
。

在 4 ℃条件下
,

经 1 0
, 。0 0 rP m 离

心 30 分钟
,

取上清分装小管
,

置 一 20 ℃冻存
。

依同法对未感染病毒的 C 6 / 3 6细胞制备细胞裂

解物
,

作为正常细胞对照
。

免疫沉淀
:
于 l m l 经 D E N 一 2病毒的或 未

经病毒感染的 C 6 / 3 6 细胞的裂 解物中
,

加 入
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8m l冷 N E T 缓冲液
。

先用 10 % Ps A 菌体悬液

(上海生物制品研 究 所
,

批 号
: 8 3一 1 ,

用 含

O
.

I M p B s
, p H 7

.

2 ,
0

.

5% N .P 40
,

Zm M
一

甲硫

氨酸
,

0
.

22 %叠氮钠的 S P A 菌体稀释液稀释 )
,

10 。衅 吸收二次
,

每次作用 30 分钟
,

以去除非

特异性吸附的蛋白质
。

然后加入 1 5衅 的 M c A b

腹水
,

于 4℃作用 2 4小时
,

约 4小时振荡一次
,

使抗原抗体充分结合
。

再加入 10 %的 S P A 菌

体悬液 1。。醉
,

继续作用24 小时
。

经低速离心

后
,

沉淀物用冷
.

N E T 缓冲液洗四次
,

去除未

结合的蛋白质
。

最后用电泳样品缓冲液 (。
.

01 M

介 15` H C I
,
PH 6

.

8 ,
2% S D S

, 5% 2~ M E
, 1 0%

甘油和 0
.

001 %滨酚蓝 ) 1 00 醉 重新混 悬 沉淀

你 置 “
卿水浴箱中20 分终 使抗原抗体 sP A

复合物解离
。

经 Z 0 0 0 rP m离心 10 分钟
,

用微量

注射器小心吸取上清20 ~ 4 0口进行 sD --s P A G E

垂直板电泳
。

电泳毕
,

用铬银染色法染色即
。

每次电泳设标准蛋白对照
,

以便测定分子量
。

.

刀E -N 2 病毒的浓缩与提纯
:

本文按黄 志
、

尚等浓缩 iS n d ib S 病毒的方法
` , ,

从 D E N 一 2病

毒感染 C 6 / 3 6 细胞的上清液中浓缩 D E N一 2 病

毒
。

所得病毒的浓缩液按 S t o l l a r ( 1 9 6 9 ) 〔” 〕报

告的方法
,

用蔗糖密度梯度离心法进行纯化
。

方法简述如下
:
先在离心管 中 制备 加 m l s~

25 %蔗糖连续密度梯度介质
,

小心认 1
.

5m l 的

病毒浓缩液叠加其上
。

在 M S E一 75 型冷冻 离

心机中
,

于 4℃条件
,

以 2 9
,

6 0 0 rP m 水平式离

心 3 小时
,

用分部收集器进行分部收集
,

每管

20 滴
,

共收集 31 管
,

测定每管的 D E N 一 2 病毒

血凝效价及蛋白含量
。

、

那N一 2 病毒感染细胞膜的间接免 疫荧光

拉测 , 选一批生长良好的 C 6 / 3 6单层细 胞 小

瓶
,
按 3 T C I D 50/ 细胞的感染量接种 D E N 一 2病

毒
,

置 3 2℃培养
。

于 0
、

3
、

6
、

9
、

1 2
、

1 5
、

18
、

21
、

24 小时
,

取出一瓶感染病毒的细胞
,

进行M c A b 的间接免疫荧光膜抗原染色
〔日’ 。

未

肆染的C 6 / 3 6 细胞作同样处理作为正常细胞对

照
。
以50 %以上的细胞着色作为阳性

。

.

cM A b对 D E N 一2病毒在 C 6 / 3 6单层细胞中

责华细胆融合病变的抑制作用
,

在 1 6孔聚乙烯

细胞培养板上进行
L么〕 。

先在培养板接种 C 6 / 3 6

细胞
,

每孔 1m l( 约含 1 0”个细胞 )
,

置 32 ℃ ,

C仇 恒温箱中培养 16 一 20 小时
。

然后小心吸出

培养液
,

每孔接种 D E N 一2 病毒悬液 。
.

l m l ( 1。。

T C I D 50 )
,

于 32 ℃吸附 1 小时后
,

吸出接 种

物
,

用含双抗的 H a n ks 液冲洗细胞 2 次
。

再加

入含有一系列不同稀释度 M亡A b 的维持液
,

置

3 2℃
,
C O :
恒温箱中培养

,

观察 5 天
。

并设 正

常腹水对照
,

正常细胞对照
,

M c A b 对照及病

毒对照
。

以能抑制 5 0%的细胞融合病变形成的

最高稀释度作为 M c A b 的抑制效价
。

M c A b 的被动保护作用
:

预先将 D E N 一 2病

毒在 3周小白鼠脑内接种
,

经反复传代适应
,

剖取发病频死的小鼠脑
,

置 一 70 ℃贮存
。

选一

批 3周龄健康小白鼠
,

随机分组
。

分别于腹腔

注射 1 , 50
、

1 :
1 00 的 M c A b 腹水

,

或小鼠骨髓

瘤腹水
,

或单纯稀释液
。

经 1 2小时后
,

脑内接

种 20 %的 D E N 一2病毒鼠脑彝液 。
·

0 3m l
,

接种

后观察 20 天
。

记录各组小鼠的存活率
。

结 果

一
、

两株 M OAb 与感染细胞裂解物的双向

免疫扩散 本实验所用的两株 M c A b 已证明在

免疫荧光测定
,

血凝抑制及补体结合试验中都

具有严格的抗 D E N 一2 病毒的型特异性
〔` ’ 。

为

了了解这两 M c A b 之间的关系
,

实验用生理盐

水将两株 M c A b 腹水稀释成 1
:
4

、

1
, 1 0

,

分别

与 D E N 一2 病毒感染细胞的裂解物
,

加至琼脂

玻片的各小孔中 ( 图 1 )
,

每孔 3 0 ; I
,

置 3 7℃

湿盒中扩散 2 4小时
。

结果发现
,

两株 M c A b 均

与 D EN 一2 病毒感染细 胞 的 裂 解 物 形 成 沉

淀线
,

并且可见二条沉淀线互相融合
。

但两株

M c A b 与正常 C 6 / 3 6 细胞的裂解物则 无 沉 淀

线产生
。

表明此两株 M c A b 所针对的抗原决定

簇是在 D E N 一 2 病毒的同一种蛋白上
。

二
、

与两株 M OA b 结合的相应抗原及其分

子通的洲定 本实验用含 s P A 的葡萄球菌菌
_

体悬液作为免疫沉淀剂
、

沉淀 D E N 一2 病毒 感

染 C 6 / 3 6细胞的裂解物与 cM A b 所形成的免疫





D E N 一2 病毒的 M c A b 是否与受染细胞膜上产

生的病毒特异性抗原相结合
。

实验用 3 T C I D
。 。/

细胞的D E N 一2病毒感染 C 6 / 3 6细胞
,

丑 3 2 ℃孵

育不同时间
。

然后用两株 M c A b 分别与各个时

间收集的 C 6 / 3日细胞进行间接免疫荧光染色
。

结果见表 1
。

实验结果表明
,
C 6 / 3 6 细胞在感

染 D E N 一 2 病毒后
,

最早于 1 8小时
,

即有50 %

以上的细胞荧光着色
。

在荧光显微镜下 , 可见

细胞表面有翠绿色的荧光颗粒
,

有些在细胞周

边密集成环
,

有些呈半环状
。

而 M c A b 与未感

染 D EN 一 2 病毒的 C 6 / 3 6 细胞对照
,

细胞表面

均未发现有类 似 的荧光 颗 粒
。 .

证 明
’

这 两 株

cM A b能与 D E N 一 2病毒感染的 C 3 / 6 3细胞膜上
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图 3 D E-N 2病毒的浓缩与提纯
。

蔗糖密度梯度

( 5~ 2 5% ) 2 9 60 0印 m x 3h r 离心后
, l次集

31 管
。

分别测定每管的血凝效 价 (0 ) 及蛋

白量 (0)
,

其中第 25 管含有高的血凝 效 价

和低的蛋白含 量

表 1 用 M o A b 对 D E N一 2病毒感染 C 6 / 3 6细胞的免疫荧光染色

检测细胞表面特异性病毒抗原形成的动态

腹 水 正常 C 6 / 3 6 D EN - 2 病毒感染 C 6 / 36 细胞后免疫荧光染色的时间 ( hr )

1
:
10

{

胞 0 3 6 9 1 2 1 5 1 8 2 1 2 4

1 7一 3一D拓 一 一 一 一 一 一 一 十 十 +

1 7一 1一 C 7/ 一 一 一 一 一 一 一 + 十 +

sP Z0/ N D - - - - - - - - -

一 、

阴性 . + 、
阳性 , 以大于 50 肠的细胞着色为阳性

。

N D
,

未进行试验
。

的抗原结合
,

这种结合反应是病毒特异的
。

均能保护部份小鼠免受 D E N 一 2 病毒的脑内致

玉
、

两株 MC Ab 抑制 O它N一 2 病毒 在 C 6/ 死攻击
。

M c A b 注射组小白鼠
,

经 观 察 20 天

36单层细胞中所产生的细胞融合病变 实验用 后
,

存活率为 42 ~ 86 %
。

而用小白鼠骨髓瘤腹

1 00 T C I D
。 。

的 D E N 一 2 病毒感染 C 6 / 3 6单层细胞 水或稀释液注射的全部小白鼠
,

则在接种后第

后
,

加入含有不同稀释度 M
C A b 的维持 液 培 5 天

,

出现毛松
,

弓背
,

于第 7
、

8 天
,

后肢

养
。

观察这两株 M c A b对 D E N一 2病毒在 C 6 / 3 6 出现麻痹而死亡
。

从而证明这两株 M c A b 均能

细胞单层中产生的细胞融合病变有 无 抑 制作 保护小白鼠免受较大剂量的 D E N 一 2 病毒的感

用
。

实验结果表明
,

两株 M c A b 均能有效地抑 染
。

制 。 E N 一 2病毒在 C 6 / 3 6 单层细胞中所产 生的 七
、

应用 M c A b 检测与其相应的抗原在宿

特征性细胞融合病变
。

C 7/ 与 D / 5 两株 cM A b 主细胞中的合成动态 用 D E N 一2 病毒感染一

的抑制效价分别为 1 :
40 与 1 : 3 2。。

这一结果提 批 C 6 / 3 6单层细胞培养瓶
,

从感染病毒后 。
、

示此两株M c A b所针对的抗原决定簇与 D E N 一 2 3
、

6
、

9
、

12
、

15
、

18
、

21 小时分别收集感

病毒的细胞融合活性密切相关
。

染病毒的细胞
,

制备细胞裂解物
,

与 D / 5 M c A b

六
、

M O Ab的被动保护作用 结果见表 2
,

进行火箭电泳
,

结果见图 4
。

从病 毒 感 染 后

3周龄小白鼠
,

于感染 D E N 一 2病毒前 1 2小时
,

o
、 1 5

、

1 8
、

21 小时
,

均有可见的沉淀峰出现
。

用1 : 50 或 1 : 100 的 M c A b 腹水作腹腔注射后
,

并在 1 5 小时后
,

沉淀峰可随时间的延长 而 升





2 2
.

染的扩散
,

表明两株 M CA b 所针对 的 D E N 一 2

病毒蛋白与病毒诱导的细胞融合病变这一特性

有关
。

S t o h lm a n ( 1 9 7 6 )
〔吕 ’
报告

,

用 C o n A 亲和层

析法从 D E N一 2病毒感染的 B H K 细胞膜上分离

了 D E N 一 2病毒的囊膜糖蛋白 V
: ,

并证明 V
3

具

有凝集鸽子红细胞的特性
。

但作者进一步将抗

D E N 一 2病毒的特异免疫血清
,

加入经提 纯 的

v
3

蛋白做中和阻断实验
,

结 果发 现 纯 化 的

D E N 一 2 病毒 V 3
蛋 白

,

对特异免疫血清的中和

能力并无明显的阻断作用
。

提示作 者 提 纯 的

D E N 一 2 病毒的囊膜糖蛋 白v
。 ,

缺乏与特 异 性

中和抗体结和的抗原决 定簇
。

S ot hl m a n 推 测

是在用 C O n A 亲和层析柱分离纯化D E N 一 2病毒

糖蛋白 V 。
的过程中

,
v

。

蛋白的构象发生了变

化
,

从而影响其与中和抗体结和的能力
。

本文

试验结果虽已表明这两株 M c A b 能保护小鼠抵

抗 D E N 一 2 病毒的脑内攻击
,

但其保护作用能

否被 D E N 一 2病毒囊膜糖蛋白 v 。
所阻断 ? 有待

进一步探讨
。

本文研究还利用 M c A b 具有针对单一抗原

决定簇的特点
,

设计了 M c A b 的火 箭 电泳实

验
,

检测 D E N 一 2 病毒抗原在感染的 C 6 / 3 6 细

胞内的合成动态
。

结果 发 现
,

M c A b 与 感 染

D E N 一2 病毒的细胞裂解物能形成明显的 沉 淀

峰
,

从感染病毒后的 1 5小时开始
,

沉淀峰逐渐

升高
。

并发现这种沉淀峰的出现
,

要比同时测

定的 D E N 一 2 病毒 ( 培养液中 ) 的增殖曲线的

高峰出现早
。

表明应用 M c A b 可以在未提纯的

混有大量宿主细胞蛋白的样品中
,

快速而简便

地检测病毒特异蛋白在细胞中的合成情况
。

关

于本文实验中观察到的 C 6 / 3 6细胞感染后立 即

( O时 ) 制备的细胞裂解物与 M c A b 作用时
,

亦可侧出沉淀峰
,

其原因可能与病毒感染剂量

天 ( 7 ~ 1 0T cI D
。 。

/细胞 )
,

许多病毒颗粒 吸

附到细胞表面
,

一部份病毒虽然迅速被内陷胞

膜包裹
,

进入胞浆空泡中
,

但此时病毒还未脱

壳
,

仍保留病毒颗粒的完整性和抗原性
,

故仍

会出现沉淀峰
。

上述机理已于甲组虫媒病毒中

的 S e m l i ik 森林病毒染感的 B H K一 21 细胞中有

过报导 引
。
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