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　　摘　要：为制备角蛋白１９片段（ＣＹＦＲＡ２１－１）的单克隆抗体（ｍＡｂ），采用间接ＥＬＩＳＡ方法检测免疫小

鼠的抗体效价，融合、筛选、克隆化单克隆抗体，将筛选得到的单克隆细胞株注入小鼠腹腔制备腹水，采用辛

酸硫酸铵法、蛋白Ａ柱纯化腹水抗体，以ＳＤＳ－ＰＡＧＥ凝胶电泳、紫外分光光度法检测抗体纯度和浓度；利用

鼠抗体亚型鉴定试剂盒对单克隆抗体进行亚型鉴定；采用阻断ＥＬＩＳＡ法测定 ｍＡｂ的敏感性（ＩＣ５０）。结果

表明，筛选获得４株分泌角蛋白１９片段ｍＡｂ的细胞株，将４株细胞株２Ｆ９、３Ｈ５、７Ｃ３、６Ｆ１１注入小鼠腹腔，
分别获得效价为２．５６×１０５、５．１２×１０５、５．１２×１０５、２．５６×１０５ 的 单 克 隆 抗 体，经 纯 化，抗 体 蛋 白 浓 度 为

１２．４３ｍｇ／ｍＬ～１６．００ｍｇ／ｍＬ，为ＩｇＧ１型抗体，其ＩＣ５０在１．０３ｎｇ／ｍＬ～１．５３ｎｇ／ｍＬ之间。说明获得了４
株分泌高效价ＣＹＦＲＡ２１－１单克隆抗体的细胞株，为建立ＣＹＦＲＡ２１－１的检测试剂盒奠定了基础。

　　关键词：角蛋白１９片段（ＣＹＦＲＡ２１－１）；单克隆抗体；ＩｇＧ；鉴定
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　　细 胞 角 蛋 白１９（ｃｙｔｏｋｅｒａｔｉｎ　１９，ＣＫ１９）是 一 类

存在于肺泡、腺泡、子宫内膜等组织单层上皮细胞中

的酸性蛋白质，正常状态下为寡聚体，其分子质量为

４０ｋｕ，ｐＩ值为５．２，以 非 可 溶 的 形 式 存 在 于 细 胞 骨

架中，当细胞发生癌变后，ＣＫ１９会随着细胞的降解

以可 溶 性 片 段 的 形 式 释 放 到 血 液 中。１９９２ 年，

Ｂｏｄｅｎｍｕｌｅｒ　Ｈ［１］利用 细 胞 融 合 技 术，制 备 出 了２株

单克隆 抗 体，即ＢＭ１９．２１和 ＫＳ１９．１，经 免 疫 学 测

定，这两种抗 体 可 特 异 性 地 与ＣＫ１９中 的 某 些 片 段

相结合。随后，将这两 种 抗 体 结 合 的 抗 原 片 段 命 名

为ＣＹＦＲＡ２１－１，即目前所指的细胞角蛋白１９片段。
国内外大量研究报道指出，ＣＹＦＲＡ２１－１可作为

口腔鳞状细胞癌、宫 颈 鳞 癌、肺 癌、胰 腺 癌 等 上 皮 细

胞肿瘤性 疾 病 的 标 志 物［２－３］，通 过 检 测ＣＹＦＲＡ２１－１
在血清中含量的变化，可用于 癌 症 患 者 上 皮 细 胞 癌

的生长 状 况 和 患 者 愈 后 的 分 析。目 前 常 用 德 国

Ｒｏｃｈｅ、法国ＣＩＳ等国外试剂盒进行检测。与国外产

品相比，国内研发的检测试剂盒存在特异性差、灵敏

度低等问题。因此，制备高效价特异性ＣＹＦＲＡ２１－１
单克隆抗体，可为诊断检测试剂盒的研发奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料

ＣＹＦＲＡ２１－１抗原为美国Ｃａｌ　Ｂｉｏｒｅａｇｅｎｔｓ公 司

产品；成年雌性Ｂａｌｂ／ｃ小鼠为郑州大学医学院实验

动物 中 心 饲 养；Ｑｕｉｃｋ　ＡｎｔｉｂｏｄｙＴＭ 免 疫 佐 剂 为 北

京康碧泉生 物 科 技 有 限 公 司 产 品；ＳＰ２／０小 鼠 骨 髓

瘤细 胞 由 河 南 工 业 大 学 动 物 生 理 实 验 室 保 存；

ＨＡＴ、ＰＥＧ４０００、ＲＰＭＩ－１６４０培 养 基 均 为 Ｇｉｂｃｏ公

司 产 品；牛 血 清 白 蛋 白 （ｂｏｖｉｎｅ　ｓｅｒｕｍ　ａｌｂｕｍｉｎ，

ＢＳＡ）为上海 尚 宝 生 物 科 技 有 限 公 司 产 品；ＨＲＰ－羊

抗鼠ＩｇＧ为Ｊａｃｋｓｏｎ公司产品；重组蛋白Ａ亲和层

析柱为上海工硕生物技术有 限 公 司 产 品；小 鼠 亚 型

鉴定试剂 盒 为 北 京 中 杉 金 桥 生 物 技 术 有 限 公 司 产

品。

１．２　方法

１．２．１　抗 原 免 疫　取５只 雌 性 Ｂａｌｂ／ｃ小 鼠，按

Ｑｕｉｃｋ　ＡｎｔｉｂｏｄｙＴＭ 免 疫 佐 剂 使 用 说 明，在 每 只 小

鼠大腿肌肉注射抗原与佐剂 等 体 积 混 合 溶 液，初 次

免疫抗原使用量为３０μｇ／只，２周后进行２次免疫，
抗原使用量为３０μｇ／只。７ｄ后，采集尾血，以间接

ＥＬＩＳＡ法检测 抗 体 效 价。同 时 给 对 照 小 鼠 按 照 相

同免疫程序注射等体积ＰＢＳ（ｐＨ７．２）溶液，获得 对

照血清。融合前５ｄ，尾静脉注射５０μｇ／只的抗原加

强免疫。

１．２．２　间接ＥＬＩＳＡ检测方法的建立　参照河南工

业大学动物生理实验室常规ＥＬＩＳＡ检测体系，采用

棋 盘 法 建 立 间 接 ＥＬＩＳＡ 检 测 方 法。调 整 ＣＹ－
ＦＲＡ２１－１抗原浓度分别 为０．２、０．３、０．４、０．５、０．６、
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０．７μｇ／ｍＬ，３７℃包 被２ｈ，洗 涤１遍，每 孔 加 入 含

１０ｇ／Ｌ　ＢＳＡ的ＰＢＳＴ溶 液１５０μＬ，３７℃封 闭２ｈ
后，拍干。将１　０００倍 稀 释 的 抗 原 免 疫 小 鼠 血 清 作

为阳性、注 射ＰＢＳ的 小 鼠 血 清 作 为 阴 性 分 别 加 入，

３７℃温 育３０ｍｉｎ后，ＰＢＳＴ 洗 涤５遍、拍 干，将

ＨＲＰ－羊抗鼠ＩｇＧ稀 释４　０００、５　０００、６　０００、７　０００、

８　０００倍，按 每 孔１００μＬ加 入，３７℃温 育３０ｍｉｎ，

ＰＢＳＴ洗涤５遍、拍 干，加 入 ＴＭＢ显 色 剂，３７℃下

温育２０ｍｉｎ，用２ｍｏｌ／Ｌ的 Ｈ２ＳＯ４ 终止反应，测定

各孔４５０ｎｍ的吸 光 值，依 据Ｐ／Ｎ值 最 大 原 则 确 立

间接ＥＬＩＳＡ检测方法的条件。

１．２．３　细胞融合及 ｍＡｂ筛选　挑选ＣＹＦＲＡ２１－１
抗体效价高的小鼠作为融合用鼠进行细胞融合。培

养ＳＰ２／０骨髓瘤细胞至对数生长期，同时制备免疫

小鼠的脾脏细胞悬液，分别计数后，以１∶５～１∶１０
的比例混合，用５０％ ＰＥＧ　４　０００进行细胞融合。将

融合细胞以２．０×１０６ 个／孔铺 在 含 饲 养 层 的９６孔

板中，加入５μｇ／ｍＬ的 ＨＡＴ筛选培养液培养杂交

瘤细胞。在培养 第３天 半 量 换 液，６ｄ以 后 全 量 换

液，培养１０ｄ后，观 察 杂 交 瘤 细 胞 形 成 的 克 隆 团 数

目，统计融合率；第１１天 取 含 克 隆 团 细 胞 的 培 养 上

清液，采用间接ＥＬＩＳＡ法检测克隆团上清中的抗体

效价。将抗体阳性孔的细胞以有限稀释法进行细胞

的单克隆化，统计克隆率及阳性率，细胞单克隆化以

所有细胞孔呈现１００％阳性率为止。

１．２．４　小鼠腹水ｍＡｂ的制备及纯化　将筛选得到

的单克隆细 胞 株 以１０６ 个 细 胞／只 注 入 小 鼠 腹 腔 制

备腹水。待小鼠腹水生成至最大量，脱颈处死小鼠，

收集腹水，以间接ＥＬＩＳＡ法检测腹水抗体效价。采

用辛酸硫酸铵法、蛋白Ａ柱对腹水中的抗体进行纯

化。

１．２．５　ｍＡｂ的鉴定　以ＳＤＳ－ＰＡＧＥ、紫 外 分 光 光

度法检测抗体纯度和浓度；利 用 鼠 抗 体 亚 型 鉴 定 试

剂盒对单克隆抗体进行亚型鉴定；采用阻断ＥＬＩＳＡ
法［２］测定ｍＡｂ的敏感性（ＩＣ５０）。

１．２．６　特异性鉴定　参考孙敏华等［３－４］的研究方法

建立双抗体夹心ＥＬＩＳＡ检测方法，分 别 检 测ＣＫ８、

ＣＫ１８、人 绒 毛 促 性 腺 激 素（ＨＣＧ）、人 促 卵 泡 素

（ＦＳＨ）是否 与ＣＹＦＲＡ２１－１之 间 存 在 交 叉 反 应，检

验检测方法的特异性。

２　结果

２．１　间接ＥＬＩＳＡ检测方法的确立

采用棋盘法筛 选，将 包 被 抗 原 与 酶 标 抗 体 进 行

倍比稀释，按照Ｐ／Ｎ值 最 高、阳 性 的 吸 光 度 大 于 阴

性对照２倍 以 上 的 原 则，确 定 抗 原 包 被 浓 度 为

０．４μｇ／ｍＬ、ＨＲＰ－羊抗鼠ＩｇＧ抗体稀释６　０００倍时

为最佳的间接ＥＬＩＳＡ检测条件。

２．２　小鼠ｐＡｂ的检测

加强 免 疫 后 第７天 采 集 小 鼠 尾 血，采 用 间 接

ＥＬＩＳＡ法检 测 血 清 的 抗 体 效 价。检 测 结 果 如 表１
所示。以大于阴性ＯＤ值（不足０．０５按 照０．０５计

算）２．１倍 为 效 价 检 测 最 低 水 平 判 断，结 果 表 明，２
号、３号小鼠血清的抗体效价达到２×１０５，较其余小

鼠高，选择这２只小鼠为脾细胞的来源鼠。

表１　小鼠抗血清效价测定

Ｔａｂｌｅ　１　Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｉｔｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｍｏｕｓｅ　ａｎｔｉｓｅｒｕｍ

小鼠编号
№．ｏｆ　ｍｉｃｅ

稀释倍数（×１　０００）Ｄｉｌｕｔｉｏｎ　ｔｉｍｅｓ
１　 ２　 ４　 ８　 １６　 ３２　 ６４　 １２８　 ２５６　 ５１２

阴性
Ｎｅｇａｔｉｖｅ

空白
Ｂｌａｎｋ

１　 １．９２１　 １．７７３　 １．４８３　 １．０３１　 ０．６３１　 ０．３７９　 ０．２０１　 ０．０９３　 ０．０６２　 ０．０３３　 ０．０２１　 ０．００７
２　 ２．３４４　 １．９８２　 １．７３０　 １．２７８　 ０．９３９　 ０．７１１　 ０．４６１　 ０．２７２　 ０．１３３　 ０．０８２　 ０．０２３　 ０．００８
３　 ２．２０４　 １．９７６　 １．６８４　 １．１３１　 ０．８１５　 ０．６９３　 ０．４７２　 ０．２１１　 ０．１０９　 ０．０７５　 ０．０２２　 ０．００９
４　 １．９１０　 １．５１４　 １．３９６　 ０．９８６　 ０．６１９　 ０．３１１　 ０．１９３　 ０．０８２　 ０．０６１　 ０．０４５　 ０．０２２　 ０．００８
５　 １．９７５　 １．５７８　 １．２８９　 ０．８４４　 ０．６３１　 ０．３７３　 ０．１１４　 ０．０６６　 ０．０３４　 ０．０２２　 ０．０２１　 ０．００７

２．３　细胞融合及其克隆化筛选

细胞融合第１０天，统 计 细 胞 克 隆 团 数 目，融 合

率达到８４．１７％。融合第１１天检测培养液上清，筛

选得到４株分泌高效价抗体的阳性杂交瘤细胞株，
分别命名２Ｆ９、３Ｈ５、７Ｃ３、６Ｆ１１。结果如表２所示。

３Ｈ５经４次 克 隆 化 到 达１００％克 隆 率，其 余 经

３次克隆化达到１００％的克隆率。

２．４　ｍＡｂ效价的检测

将４株单克隆细胞株注入小鼠腹腔，７ｄ～１４ｄ
收集腹水，采 用 倍 比 稀 释 法，用 间 接ＥＬＩＳＡ方 法 检

测腹水效价，结果见图１。
结果 显 示，４株 单 抗２Ｆ９、３Ｈ５、７Ｃ３、６Ｆ１１腹 水

中抗体 效 价 分 别 为２．５６×１０５、５．１２×１０５、５．１２×
１０５、２．５６×１０５。
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表２　杂交瘤细胞株的克隆

Ｔａｂｌｅ　２　Ｃｏｌｏｎｉｎｇ　ｏｆ　ｈｙｂｒｉｄｏｍａ　ｃｅｌｌｓ

细胞株
Ｃｅｌｌ　ｓｔｒａｉｎ

第１次Ｆｒｉｓｔ 第２次Ｓｅｃｏｎｄ 第３次Ｔｈｉｒｄ 第４次Ｆｏｕｒｔｈ
克隆率／％
Ｃｏｌｏｎｉａｌ　ｒａｔｅ

阳性率／％
Ｐｏｓｉｔｉｖｅ　ｒａｔｅ

克隆率／％
Ｃｏｌｏｎｉａｌ　ｒａｔｅ

阳性率／％
Ｐｏｓｉｔｉｖｅ　ｒａｔｅ

克隆率／％
Ｃｏｌｏｎｉａｌ　ｒａｔｅ

阳性率／％
Ｐｏｓｉｔｉｖｅ　ｒａｔｅ

克隆率／％
Ｃｏｌｏｎｉａｌ　ｒａｔｅ

阳性率／％
Ｐｏｓｉｔｉｖｅ　ｒａｔｅ

２Ｆ９　 ５５．２０　 ４１．５０　 ６３．５４　 ７３．７７　 ４２．７０　 １００．００
３Ｈ５　 ４４．７９　 ７６．７４　 ５７．２９　 ６０．００　 ６３．５４　 ８６．８９　 ６１．４６　 １００．００
７Ｃ３　 ５０．００　 ５２．０８　 ３８．５４　 ８６．４９　 ４７．９２　 １００．００
６Ｆ１１　 ６９．７９　 ２８．３６　 ３９．５８　 ７１．０５　 ５２．０８　 １００．００

图１　ｍＡｂ腹水效价（１　０００×）

Ｆｉｇ．１　Ｔｈｅ　ｔｉｔｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｍｏｎｏｃｏｌｏｎｉａｌ　ａｎｔｉｂｏｄｙ　ｉｎ　ａｓｃｉｔｅｓ（１　０００×）

２．５　ｍＡｂ的纯化及浓度测定

利用辛酸硫酸铵法、蛋白 Ａ层析柱纯化腹水抗

体。经ＳＤＳ－ＰＡＧＥ证实，４株单克隆抗体电 泳 均 形

成２条大小分别约为５５ｋｕ和２５ｋｕ的条带，符合鼠

源抗体特点（图２）。将 纯 化 后 的 抗 体 蛋 白 稀 释１００
倍后，经紫外分光光度测定吸光度值，依据蛋白浓度

与吸光度值的关系计算抗体蛋白浓度（表３）。

１．２Ｆ９细 胞 株 抗 体；２．３Ｈ５细 胞 株 抗 体；３．７Ｃ３细 胞 株 抗 体；

４．６Ｆ１１细胞株抗体；Ｍ．蛋白分子量标准；左侧为纯化前，右侧为纯

化后

１．Ａｎｔｉｂｏｄｙ　ｏｆ　２Ｆ９ｓｔｒａｉｎ；２．Ａｎｔｉｂｏｄｙ　ｏｆ　３Ｈ５ｓｔｒａｉｎ；３．Ａｎｔｉｂｏｄｙ

ｏｆ　７Ｃ３ｓｔｒａｉｎ；４．Ａｎｔｉｂｏｄｙ　ｏｆ　６Ｆ１１ｓｔｒａｉｎ；Ｍ．Ｐｒｏｔｅｉｎ　ｍｏｌｅｃｕｌａｒ

ｗｅｉｇｈｔ　Ｍａｒｋｅｒ；Ｌｅｆｔ　ｉｓ　ｐｒｅ－ｐｕｒｉｆｉｅｄ　ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ；Ｒｉｇｈｔ　ｉｓ　ｐｕｒｉｆｉｅｄ　ａｎｔｉ－

ｂｏｄｉｅｓ

图２　纯化后抗体ＳＤＳ－ＰＡＧＥ检测

Ｆｉｇ．２　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ｐｕｒｉｆｉｅｄ　ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　ｂｙ　ＳＤＳ－ＰＡＧＥ

２．６　ｍＡｂ的亚型鉴定

用抗体亚型检测试剂盒对４株 ｍＡｂ的抗体 亚

型进行鉴定，４株ｍＡｂ的亚型均为ＩｇＧ１类。

２．７　ｍＡｂ的敏感性测定

采用阻断ＥＬＩＳＡ方 法，测 定４株 ｍＡｂ的ＩＣ５０
结果见表４。绘制各株ｍＡｂ抗体的抑制曲线。

表３　紫外分光光度测定纯化的抗体蛋白浓度

Ｔａｂｌｅ　３　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ｐｕｒｉｆｉｅｄ　ａｎｔｉｂｏｄｙ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ　ｂｙ　ｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔ　ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ　 ｍｇ／ｍＬ

项目
Ｉｔｅｍ

细胞株Ｃｅｌｌ　ｓｔｒａｉｎｓ
２Ｆ９　 ３Ｈ５　 ７Ｃ３　 ６Ｆ１１

吸光度
ＯＤ　ｖａｌｕｅ ０．２１３±０．０１２　 ０．１７４±０．００６　 ０．１８９±０．００９　 ０．２２４±０．０１０

蛋白浓度
Ｐｒｏｔｅｉｎ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
１５．２１±０．８６　 １２．４３±０．４３　 １３．５０±０．６４　 １６．００±０．７１

表４　ｍＡｂ的敏感性测定

Ｔａｂｌｅ　４　Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ　ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ｍＡｂ

细胞株
Ｃｅｌｌ
ｓｔｒａｉｎｓ

浓度／（ｎｇ·ｍＬ－１）Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
０．００　 ０．１５　 ０．３０　 ０．６０　 １．２０　 ２．４０　 ４．８０　 ９．６０

阴性
Ｎｅｇａｔｉｖｅ

２Ｆ９　 １．０４５　 ０．８１２　 ０．７３３　 ０．６４８　 ０．５１５　 ０．４３６　 ０．２６５　 ０．１７８　 ０．０２１
３Ｈ５　 １．１６８　 ０．９６６　 ０．７６６　 ０．５７８　 ０．４９２　 ０．２９３　 ０．１７３　 ０．１１３　 ０．０３３
７Ｃ３　 １．００７　 ０．８９８　 ０．６１７　 ０．５２３　 ０．３６４　 ０．３２５　 ０．２３３　 ０．１６９　 ０．０２４
６Ｆ１１　 １．１９０　 ０．９４８　 ０．８４１　 ０．７４６　 ０．５５４　 ０．３１１　 ０．２１２　 ０．１５７　 ０．０１９

　　由图３计算，２Ｆ９的回归方程为ｙ＝－０．３５３　４ｘ
＋０．５０７　９，Ｒ２ ＝ ０．９８９　７，２Ｆ９ 的 ＩＣ５０ 为

１．０３ｎｇ／ｍＬ；３Ｈ５的 回 归 方 程 为ｙ＝－０．４１９　８ｘ＋
０．５８１　８，Ｒ２＝０．９８０　５，３Ｈ５的ＩＣ５０为１．５３ｎｇ／ｍＬ；

７Ｃ３的回归方程为ｙ＝－０．３８１　１ｘ＋０．５５９　６，７Ｃ３的

ＩＣ５０为１．４０ｎｇ／ｍＬ；６Ｆ１１ 的 回 归 方 程 为 ｙ＝
－０．４１２　５ｘ＋０．５３５　５，６Ｆ１１的ＩＣ５０为１．２１ｎｇ／ｍＬ，
说明４株单克隆抗体的敏感性均较好，满足试剂盒单

克隆抗体要求。

７张慧茹等：角蛋白１９片段单克隆抗体的制备及鉴定



２．８　单克隆抗体特异性鉴定

为验证获得的４株 单 抗 特 异 性，与 角 蛋 白 家 族

ＣＫ８、ＣＫ１８及人血清中存在的ＣＹＦＲＡ２１－１类似物

人绒毛促性腺激素（ＨＣＧ）、人促卵泡素（ＦＳＨ）进行

间接ＥＬＩＳＡ法检测后对比显示，筛选获得的４株单

克隆抗体 与 其 他 各 类 物 质 间 的 交 叉 反 应 率 均 小 于

０．１％，说明其特异性较好（表５）。

图３　４株ｍＡｂ的抑制曲线

Ｆｉｇ．３　Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ　ｃｕｒｖｅｓ　ｏｆ　４ｍＡｂ　ｓｔｒａｉｎｓ

表５　ＣＹＦＲＡ２１－１与类似物的交叉反应性

Ｔａｂｌｅ　５　Ｔｈｅ　ｃｒｏｓｓ－ｒｅａｃｔｉｖｉｔｙ　ｏｆ　ＣＹＦＲＡ２１－１ｗｉｔｈ　ｉｔｓ　ａｎａｌｏｇｓ

抑制物Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ　 ＩＣ５０／（ｎｇ·ｍＬ－１）
交叉反应率／％
Ｃｒｏｓｓ　ｒｅｓｐｏｎｄ　ｒａｔｅ

ＣＹＦＲＡ２１－１　 １４．３×１０４　 １００
ＣＫ８ － ＜０．１
ＣＫ１８ － ＜０．１
ＨＣＧ － ＜０．１
ＦＳＨ － ＜０．１

３　讨论

众多研究表明，细胞角蛋白１９（ＣＫ１９）可作为检

测上皮 性 实 体 癌 血 源 性 微 转 移 的 靶 基 因，血 清 中

ＣＹＦＲＡ２１－１的含量可作为肺癌、食管癌等相关上皮

细胞癌变的 诊 断 参 考 指 标 之 一［５－６］。但 国 内 针 对 检

测 ＣＹＦＲＡ２１－１的 试 剂 盒 报 道 并 不 多 见［７］。王 彪

等［８］采用时间分辨荧光免疫法制 备ＣＹＦＲＡ２１－１试

剂盒，通过分析比较１　０５７例血清ＣＹＦＲＡ２１－１浓度

发现，正常人血清中ＣＹＦＲＡ２１－１的浓度在０ｎｇ／ｍＬ
～４．０ｎｇ／ｍＬ；张忠英等［９］随机调查７０名正常人血

清 中 ＣＹＦＲＡ２１－１ 的 浓 度，确 定 其 参 考 值 为

１．８４ｎｇ／ｍＬ±０．６５ｎｇ／ｍＬ，因 此 设 定 正 常 人 血 清

ＣＹＦＲＡ２１－１的均值为３．３６ｎｇ／ｍＬ，与Ｒｏｃｈ公司提

供的参考值≤３．３ｎｇ／ｍＬ接近；闵钟云等［１０］在研究

喉癌病例 时 发 现，对 照 组 血 清ＣＹＦＲＡ２１－１浓 度 为

２．４３ｎｇ／ｍＬ±１．０９ｎｇ／ｍＬ，而 喉 癌 组ＣＹＦＲＡ２１－１
的浓度为５．１６ｎｇ／ｍＬ±３．６４ｎｇ／ｍＬ。从上述研究

中可以看出，人血清中ＣＹＦＲＡ２１－１的含量较低，且

随着疾病的发生出现微量的变化，因此，需要制备灵

敏性较高的单克隆抗体才能适用于血清ＣＹＦＲＡ２１－
１的检测。

小细胞肺癌 主 要 表 达ＣＫ１８，有 时 可 有ＣＫ８和

ＣＫ１９表 达，而 肺 腺 癌 发 病 过 程 中 有 ＣＫ７、ＣＫ８、

ＣＫ１８和ＣＫ１９的同时表达，鳞癌时也有大量角蛋白

因子表 达［１１］，为 此 检 测ＣＹＦＲＡ２１－１与 代 表 性 角 蛋

白因子ＣＫ８、ＣＫ１８的交叉反应；人绒毛促性腺激素

（ＨＣＧ）、人 促 卵 泡 素（ＦＳＨ）是 血 清 中ＣＹＦＲＡ２１－１
的 主 要 类 似 物［７］。因 此，测 定 其 与 ＣＫ８、ＣＫ１８、

ＨＣＧ、ＦＳＨ的交叉 反 应，以 确 定４株 单 抗 的 反 应 特

异性。
本研究 采 用 Ｑｕｉｃｋ　ＡｎｔｉｂｏｄｙＴＭ 免 疫 佐 剂，比 常

规免疫３次～４次减少了一半，不仅节省抗原、减少

免疫乳化的操 作，且 多 克 隆 抗 体 产 生 快、效 价 高，该

佐剂的使用为细胞融合提供了优质的候选小鼠。在

高融合率的保证下，通过单克隆化筛选获得４株分

泌高效价单克隆抗体的细胞株，将细胞株注入腹腔

制备腹水，常规方法纯化抗体后，获得的４株单克隆

抗体ＩＣ５０在１．０ｎｇ／ｍＬ～１．５ｎｇ／ｍＬ之 间，能 够 满

足正常人血清中低水平ＣＹＦＲＡ２１－１含量检测的需

要。
本试验采用Ｑｕｉｃｋ　ＡｎｔｉｂｏｄｙＴＭ免疫佐剂与ＣＹ－

ＦＲＡ２１－１抗原混合的 方 式 免 疫 小 鼠，采 取 产 生 高 效

价多克隆抗体的小鼠脾脏与骨髓瘤细胞进行细胞融

合，筛选获得４株 高 效 价、敏 感 性 强 的ＩｇＧ１型ＣＹ－
ＦＲＡ２１－１单克隆 抗 体，为 后 期 制 备ＣＹＦＲＡ２１－１检

测试剂盒奠定了基础。
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