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蛋白质芯片技术应用于高通量单克隆抗体制备研究
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摘 要 针对在传统的单克隆抗体制备过程中进行特异性筛选时大量的人力消耗，建立了一种联合应用蛋白质芯片进行单

克隆抗体制备的方法。用 N种重组蛋白分别免疫 H8]Ha2小鼠，在传统的细胞融合的基础上，将 N种抗原免疫的杂交瘤阳性细
胞混合后进行克隆化、蛋白质芯片筛选，阳性细胞有限稀释克隆化制备相关抗体。实验结果：混合克隆化共得到单克隆细胞

&%I孔，经蛋白质芯片筛选出阳性孔 &&b孔，选择针对单一抗原阳性的细胞连续 !轮克隆化，N种重组蛋白各获得单克隆抗体
细胞株 &株。与经典的单克隆抗体制备相比，蛋白质芯片筛选与混合克隆化技术联合应用于单克隆抗体制备，&个筛选周期
获得了 N种重组蛋白的单克隆抗体细胞株，提高了单克隆抗体的制备效率，节省了在筛选中的抗原用量，提供了一种经济、快
速、简便的方法。
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随着功能基因组学和蛋白质组学研究的不断深

入，对抗体尤其单克隆抗体的需求越来越多，期望在

经典的抗体识别的基础上，建立高覆盖的抗体组，来

识别所有的人类表达蛋白［! " #］。在高通量的抗体制

备技术方面主要有杂交瘤技术与噬菌体展示肽文库

技术［$ " %］，而经典的单克隆抗体技术的使用目前仍

然最为广泛，易于获得高效价、高亲和力的抗体。本

课题针对杂交瘤技术筛选过程的低效率和大量的人

力消耗，结合蛋白质芯片技术进行高通量的单克隆

抗体制备技术探索。

! 材料与方法

!"! 实验材料与仪器
!"!"! 实验动物：%周龄 &’(&)*雌性小鼠，由中科
院上海实验动物中心提供。

!"!"# 免疫蛋白：+种人类重组蛋白和 !种血吸虫
重组蛋白由本实验室克隆、表达、纯化获得（表 !）。
!"!"$ 试剂与仪器：融合用聚乙二醇（分子量 #,,,，
含 !,-二甲亚砜）、.’/和 01氮杂鸟嘌呤、辣根过氧
化物酶标记的羊抗鼠单克隆抗体、生物素标记的羊

抗鼠单克隆抗体、交联链霉亲和素的藻红蛋白、/2&
显色试剂、制备蛋白芯片的玻片基质均购自 34567
公司，制备蛋白质芯片的微孔板为 248849:;<公司的
2=8>43*;<<? @%1A<88 B87><C，蛋白质芯片制备仪为
D7;><C4<? ’E$,,,，图像采集使用 F9C:?办公扫描仪，
玻片蛋白芯片制备仪为 G6?4H;4I !,,，图像采集使
用 H<?<B4J #,,,&扫描仪。

表 ! 实验中使用的 %种重组蛋白抗原
&’()* ! &+* ,*-./(01’12 3,.2*014 54*6 01 2+* *73*,0/*124

3<;478 ?=6K<; 4? 87K H<?<&7?L M:N ’KK;<O47>4:?

BPP M2",,$$+# (2GP

BQ0P M2",,P%$0 B(’R

BQ@! M2",,+,Q% F32!

BQ@@ M2",,%!!+ BFDS

B#,$ M2",,P,+Q HM’T

B#!$ M2",,P#%+ U16V*

RHWB M2",$#,PQ RHWB

X,,$ ’YPPQ#%Q 6V:9Z484?

!"# 微孔板蛋白质芯片制备与检测
微孔板按照 248849:;<的实验手册使用 +,-甲醇

进行活化，B&3平衡后，使用点样仪进行芯片制备，
芯片阵列 # [ #，每种蛋白样品喷点 P$?(，芯片制备
完成后，Q+\干燥 !Z，#\保存。阳性参考点为未免

疫小鼠血清、阴性参考点为 9.+],，$,66:8)( B&3，0
种重组蛋白的浓度为 ,]P ^ ,]%65)6(。
将待检测细胞培液 $,!(直接加入芯片中，室温

振荡孵育 !Z 后，使用 B&3/（,]!- /_<<?P,）洗涤芯
片 Q 次，每次 Q64?；加入使用 9.+],，$,66:8)( B&3
稀释的 .WB标记的羊抗鼠抗体（! ‘ Q,,,），室温振荡
孵育 ,]$Z后，B&3/洗涤 Q 次，每次 Q64?；每孔加入
Q,!( /2&显色液显色，室温显色 !64?后，目测或扫
描仪进行扫描记录实验结果。

!"$ 玻片基质蛋白质芯片制备与检测
玻片基质蛋白质芯片按照参考文献制备［+］，芯

片阵列格式 !P [ !P，每张芯片上 !,个阵列，以围栏
分割，芯片室温干燥保存。

取 P,!(待检测细胞培液加入玻片基质蛋白芯
片，室温孵育 !Z后，使用 B&3/（,]!- /_<<?P,）洗涤
芯片 Q 次，每次 $64?；加入使用 9.+],，$, 66:8)(
B&3稀释的生物素标记的羊抗鼠抗体（! ‘ !,,,,），室
温振荡孵育 ,]$Z后，B&3/洗涤 Q 次，每次 $64?；每
孔加入 !,!(交联链霉亲和素的藻红蛋白，室温孵育
!,64?，B&3/洗涤 Q 次，每次 $64?，芯片扫描仪记录
实验结果。

!"8 免疫与抗体制备
!"8"! 免疫、细胞融合与筛选：按照经典方法使用 0
种重组蛋白分别免疫 &’(&)* 雌性小鼠，每次免疫
使用的蛋白均为 #,!5，Q次免疫后加强免疫，QI后无
菌取脾脏，与 3BP),小鼠骨髓瘤细胞融合，以 .’/培
养基选择培养，细胞融合后第 !, 天，以重组蛋白为
抗原，用间接 F(S3’法检测培养上清液中的抗体，选
取吸光度值较高的阳性杂交瘤细胞孔，扩大培养后

液氮冻存，每种抗原冻存 #管以上。
!"8"# 杂交瘤细胞混合及克隆化：每种抗原取 !管
冻存的杂交瘤细胞，复苏后，细胞计数，每种杂交瘤

各取大约 %,个细胞，混合在一起共计 #0,个细胞，
进行克隆化培养，共分配 !,块 @%孔培养板。
!"8"$ 微孔板蛋白质芯片筛选与克隆建株：混合后
再克隆化的杂交瘤细胞用微孔板蛋白质芯片进行筛

选，阳性细胞孔扩大培养，液氮冻存，单一抗原阳性

孔有限稀释法克隆制备相关抗体；单一抗原阳性孔

克隆化用间接 F(S3’ 法检测，每种重组蛋白分别使
用 $,?5)孔（9.@]%碳酸盐缓冲液稀释）包被 @%孔酶
标板，#\封闭过夜，每孔加入 !,,!(细胞培液，阴性
对照为无细胞生长的培液，按常规操作，显色后于酶

标仪读取 #@P?6 !" 值。
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! 结果

!"# 微孔板蛋白质芯片筛选
混合的杂交瘤细胞进行第一次克隆化时，共

!"#孔有细胞的生长，其中单克隆生长的 $"%孔，使

用微孔板蛋白质芯片对单克隆细胞生长的孔筛选，

蛋白质芯片杂交结果如图 $所示，实验结果见表 &。
其中对 $种抗原呈现阳性 ’(孔，对 &种抗原同时呈
现阳性 !% 孔，对 ! 种抗原同时呈现阳性 & 孔，对 %
种抗原同时呈现阳性 $孔。

图 $ 微孔板蛋白质芯片筛选杂交图像
)*+, $ -./ 01/23. 456 578 2./ .9:;*8*<52*=7 03;//7*7+ ;/0>?20 =@ 2./ 4*3;=AB/?? 6;=2/*7 5;;59

5：-$ *0 2./ 6=0*2*C/ 06=2 =@ ;/3=4:*7572 6;=2/*7 D!’&，2./ =2./; 2.;// 06=20 5;/ 6=0*2*C/ 3=72;=?0；:：-& *0 2./ 6=0*2*C/ 06=2 =@ ;/3=4:*7572 6;=2/*7 D&&，2./ =2./;
2.;// 06=20 5;/ 6=0*2*C/ 3=72;=?0；3：2./ 01/23. 456 =@ 2./ 0*7+?/ B/?? *7 4*3;=AB/?? 5;;59；8：2./ 572*+/70 6;*72/8 *7 2./ /C/;9 B/?? ,

表 ! 微孔板蛋白质芯片筛选结果
$%&’( ! $)( )*&+,-,.%/,01 23+((1,14 +(25’/2 06 /)( 7,3+089(’’ :+0/(,1 %++%*

D=0*2*C/ 2= 0*7+?/ 572*+/7 E=A6=0*2*C/ 2= 2B= 572*+/70 E=A6=0*2*C/ 2= 2.;// 572*+/70 E=A6=0*2*C/ 2= @*C/ 572*+/70

F>4:/;0 ’( !% & $

G*02;*:>2*=7

!’（D&&），$#（D!’&），
H（D!#$），&（D!##），
H（DH(%），I（DH$%），
!（JKLD），H（M((%）

&$（D&&、D!’&），!（D!#$、DH(%），
!（D&&、DH(%），&（M((%、D!’&），
$（D!##、D!#$），$（D&&、DH$%），
$（D!’&、DH$%），$（D!’&、D!#$），
$（D&&、D!#$），$（D&&、JKLD）

$（D&&，D!#$，D!’&），
$（D&&，D!’&，D!#$）

$（D&&，JKLD，
DH$%，DH(%，D!’&）

!"! 克隆建株与分型
单一抗原阳性孔进行克隆化，间接 NOPQR筛选，

连续两轮克隆化后扩大培养液氮冻存，得到 ’种重
组蛋白抗体细胞各 $株。使用自制的单克隆抗体分
型蛋白质芯片进行分型［’］，分型结果如表 !。

表 ; 单克隆抗体分型检测结果
$%&’( ; $)( ,20/*:( +(25’/2 06 /)( 70103’01%’ %1/,&0-,(2

S=7=3?=75?
572*:=89 F=,

R72*+/7
F=,

R72*+/7
754/

P0=296*7+
;/0>?20

4R:A($ D&& OST& P+K&5

4R:A(& D!’& DORJ P+K&:

4R:A(! D!#$ NQS$ P+K$

4R:A(H D!## DNEP P+K$

4R:A(% DH(% KFRU P+K&5

4R:A(I DH$% SVE P+K$

4R:A(" JKLD QEKW!R& P+K$

4R:A’ M((% SOD P+K$

!"; 玻片基质蛋白质芯片筛选实验
’种重组蛋白单克隆抗体细胞株培液取 &(!O，

分别加入玻片基质蛋白质芯片反应仓中进行杂交反

应，芯片阵列与杂交结果如图 &。蛋白芯片阵列中
每种蛋白共 $%个点，为 % 个浓度，每种浓度 ! 个重
复，最高浓度为制备微孔板蛋白质芯片的蛋白浓度，

其余四个浓度以最高浓度为标准按照 $(倍比例梯
度稀释。

!"< 抗体交叉反应性检测
制备获得的 ’种重组蛋白单克隆抗体细胞株，

扩大培养后，使用微孔板蛋白质芯片检测交叉反应，

芯片阵列（! X !）与杂交结果如图 !，芯片上每一行
为一种重组蛋白阵列，每一列分别加入 ’种单克隆
抗体培液。蛋白质芯片检测结果表明，’ 种单克隆
抗体均识别对应抗原，不存在交叉反应，芯片上抗原

的量决定了阳性点颜色的差异。

; 讨论
本研究探索了将蛋白质芯片技术应用于单克隆

抗体制备的研究。与经典的单克隆抗体制备相比，
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图 ! 玻片蛋白质芯片杂交实验结果
"#$% ! &’( )#*+,#-.+#/0 123 20) +’( ’4-,#)#52+#/0 *6,((0#0$

,(*.7+* /8 +’( $72** *7#)( 3,/+(#0 2,,24
2：+’( ’4-,#)#52+#/0 ,(*.7+* /8 +’( 6(77 1()#.1 /8 +’( ,(6/1-#020+ 3,/+(#0 9::; 20+#-/)4；
-：+’( ’4-,#)#52+#/0 ,(*.7+* /8 +’( 1#<+.,( /8 +’( 6(77 1()#.1 /8 +’( ,(6/1-#020+ 3,/+(#0 =!!、=>?;、=@A!、=>:;
20+#-/)4；
6：+’( )#*+,#-.+#/0 123 /8 +’( $72** *7#)( 3,/+(#0 2,,24，?! B ?!，= #* +’( -#/+#0 6/0C.$2+() $/2+ 20+#D1/.*(
1/0/67/027 20+#-/)4，E #* 3FGH:，;:11/7IJ =KL%

图 @ A种单克隆抗体使用芯片方法进行交叉反应检测
"#$% @ &’( *M(+6’ 123 20) +’( 6,/** ,(26+#/0* -(+N((0 +’( A 1/0/67/027

20+#-/)#(* )(+(6+() -4 1#6,/DN(77 3,/+(#0 2,,24
2：+’( 9::; 1/0/67/027 20+#-/)4 ,(26+() N#+’ +’( 9::; 20+#$(0* )#7.+() #0 )#88(,(0+ )#7.+#/0*；-：+’( =>?;
1/0/67/027 20+#-/)4 ,(26+() N#+’ +’( =>?; 20+#$(0* )#7.+() #0 )#88(,(0+ )#7.+#/0*；6：+’( *M(+6’ 123 /8 +’(
*#0$7( N(77 #0 1#6,/DN(77 2,,24；)：+’( 20+#$(0* 3,#0+() #0 +’( N(77 %

蛋白质芯片筛选与混合克隆化技术应用于单克隆抗

体制备，?个筛选周期获得了 A 种重组蛋白的单克
隆抗体细胞株，提高了单克隆抗体的制备效率，节省

了在筛选中的抗原用量。

混合克隆化共得到单克隆细胞 ?G; 孔，其中对
单一抗原阳性 A: 孔，占 >;HG?O，对多种抗原阳性
@A孔，占 !?HG?O，其中两种抗原阳性为 P!H??O。
对多种抗原阳性的细胞在继续培养 G)后，基本只保
留了对 ?种抗原的抗性，这种多抗原阳性细胞可能
为多克隆细胞，经过培养，具有其中一种抗体分泌能

力的细胞占据优势而存活。

研究中使用的微孔板蛋白质芯片阵列包括了待

检测的目的蛋白、未免疫小鼠血清、=KL溶液，其中
未免疫小鼠血清作为阳性参考，=KL溶液作为阴性
参考。实验结果表明，蛋白质芯片杂交反应后，阳性

参考点与阴性参考点均正常工作（图 ?），证明了芯
片的有效性。对于芯片筛选得到的阳性克隆，将所

有 A 种抗原以及重组蛋白表达宿主菌大肠杆菌
KJ!?的菌体破碎蛋白分别包被 PQ孔板，使用 RJSLT
方法对细胞培液进行了检测，检测结果与芯片结果

一致（数据量太多，实验结果未展示）。克隆化筛选

的过程使用 RJSLT方法，得到的单克隆细胞株的培
液使用芯片进行交叉反应性检测，检测结果与

RJSLT方法一致。因此，微孔板蛋白质芯片应用于
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抗体制备的筛选过程保证了筛选的准确性与重复

性。

已有研究者［!］用多种抗原混合免疫小鼠，融合

后使用蛋白质芯片进行筛选并获得相应阳性细胞

株。由于每种抗原具有不同的免疫原性，多抗原同

时免疫小鼠存在部分抗原不产生免疫反应的风险，

本研究采用分别免疫，杂交瘤细胞混合再克隆化的

策略基本避免了抗原间的竞争。在进一步研究中，

结合不同抗原分别免疫、多只小鼠脾脏细胞同时与

骨髓瘤细胞混合融合、联合蛋白质芯片筛选的方法，

可以实现一次融合筛选得到多种针对不同抗原的单

一阳性杂交瘤细胞克隆的目的，提高免疫与筛选的

效率。

"# $%&’等［!］使用了玻片基质的抗原芯片进行
筛选，本研究将制备的单克隆抗体培液用玻片基质

蛋白质芯片进行检测，检测结果与微孔板蛋白质芯

片检测结果一致。与玻片基质蛋白质芯片相比，微

孔板蛋白质芯片在制备、抗原需要量、灵敏度方面缺

乏优势（表 (）。但是微孔板蛋白质芯片以 )! 孔为
反应单位，容易操作，*$+膜显色虽然没有荧光灵
敏，但是快速可见，获得的阳性细胞株往往效价较

高，便于开展后续的筛选与应用。所以微孔板蛋白

质芯片技术更加适合于高通量单克隆抗体制备体

系。

表 ! 玻片基质蛋白质芯片与微孔板蛋白质芯片比较
"#$%& ! "’& ()**&+&,-& $&./&&, 0%#11 1%)(& 2+3.&), #++#4 #,( 5)-+36/&%% 2+3.&), #++#4

,-%&& &-’.# /012#’3 %00%4 $’50167#-- /012#’3 %00%4

832’9#3& :&#. ;#&& <#7（=6>=39 ）

*?01:9?/:2
*?# %00%4 @%20’A ’& :/ 21 BC D BC，%3. 2#3 &%@/-#& 5%3
E# .#2#52#. %2 2?# &%@# 2’@#F

*?# %00%4 @%20’A ’3 &’39-# 7#-- ’& :/ 21 ( D (，%3. )!
&%@/-#& 5%3 E# .#2#52#. %2 2?# &%@# 2’@#F

800%4 /0#/%0%2’13 <%&2#0 <%&2

G’93%- .#2#52’13
$10# &#3&’2’H# :&’39 +’12’36IJ，%3. 2?# 0#&:-2& &?1:-.
E# 0#510.#. %3. %3%-4K#. E4 /01L#&&’13%- &5%33#0 F

*?# 0#&:-2& 51:-. E# &?173 E4 *$+，0#%. E4 #4#& %3.
0#510.#. E4 01:2’3# &5%33#0 F

M/#0%2’13 ,#3#0%- /012151- L10 /012#’3 %00%4 ?4E0’.’K%2’13F J%&4 21 1/#0%2# :&’39 )! 7#-- /-%2#F

综上所述，本研究建立的单克隆抗体制备技术

以经典的单克隆抗体制备技术为基础，通过联合蛋

白质芯片技术，实现了对针对不同抗原的多种抗体

同时进行筛选，节省了筛选中的抗原用量，>个筛选
周期可以获得多株针对不同抗原的抗体，提高了单

克隆抗体制备效率，为一种可行的高通量抗体筛选

和制备方法。
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