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染性阴道疾病病原体的基因谱!扩增特异蛋白的基因序列!基因工程重组抗原
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%法分析纯品抗体的蛋白浓度(纯度和相对分子质量&结果
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杂交瘤细胞株产生的单克隆抗体纯度均达到了
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本研究获得了
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染性阴道疾病纯度高(特异性强的单克隆抗体!将为药理学(诊断学及相关学科提供研究材料!具有广阔的市场前景和巨大的经济效
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*长期以来由于得不到高纯度'高亲和力的

单克隆抗体#临床鲜有针对上述病原体的免疫诊断试剂和相关

免疫学研究(
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小鼠#再采用杂交瘤技术制备单克隆抗体#用亲和层析'

酶联免疫吸附试验$
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&电泳等技术对单克隆抗体进行纯化'性能评价#获得满

意效果#现报道如下*
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鼠免疫及检测
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振荡培养#即得静止相白色念珠菌孢子%用菌浓度为
#

"̀&

>

"

<5

活的静止相孢子免疫
'

只雌性'

D

!

1

周龄
.IJ8

"

=

鼠#

每只
&$#<5

腹腔注射*每间隔
"&O

免疫一次#共免疫
'

次*

+

%D@"

+

国际检验医学杂志
#&""

年
"&

月第
'#

卷第
"(

期
!

6:H[5I8+GO

!

V=HF8GM#&""

!

/FJ$'#

!

YF$"(

"

基金项目!广东省深圳市科技计划资助项目$

#&&@&#"""

&*

!

#

!

通讯作者#

4!<I?J

!

:?IF<G?

#

"#D$=F<

*



阴道毛滴虫免疫采用
&$><<FJ

"

562BZ'(C

诱导构建

的重组
P

4B'#I!I

P

''!.5#"

$

*4'

&表达#诱导产物超声破碎离

心后#用
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树脂亲和层析法纯化收集表达的目的蛋白%

用纯化的重组
72''
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鼠#首次为福氏完全佐剂乳化的重组
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蛋白不加

佐剂腹腔注射*

上述
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种病原菌#在第
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次免疫结束的第
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天#自鼠尾取

少量血液#分离血清#采用
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分析血清中抗体的滴度以及

抗体与病原菌的反应性*
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#分别用

加德纳菌液'白色念珠菌静止相孢子'阴道毛滴虫重组
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融合蛋白免疫
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鼠脾脏#以加强免疫*融合时#将分离的

脾细胞与培养至对数期的
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骨髓瘤细胞按
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的比例#在

终浓度为
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的聚乙二醇作用下进行细胞融合%杂交瘤融合细

胞经
-7B

'

-B

筛选培养基进行筛选培养#采用间接法
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分析细胞培养上清液中的抗体特异性#并采用有限稀释法对筛

选的阳性细胞株进行单克隆化培养'筛选和检测*
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测定抗体效价(
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以加德纳菌液'白色

念珠菌液'阴道毛滴虫重组
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融合蛋白包被酶标板#采用

常规的间接法
456,7

测定免疫血清及阳性杂交瘤细胞株的抗

体效价*
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分别以加德纳菌液'

白色念珠菌液'阴道毛滴虫重组
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融合蛋白包被酶标检测

板#
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封闭包被板#间接法
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检测对应单抗细胞株的培

养上清#酶标记二抗为山羊抗鼠
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标记抗体*
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腹腔积液制备'纯化和鉴定(
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采用体内诱生法制

备腹腔积液#于
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鼠接种杂交瘤细胞前
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#先以石蜡油

刺激
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鼠#接种细胞$
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后

抽取腹腔积液#并以间接法
456,7

测定腹腔积液效价*同时

采用
2MFHG?:7

一步法纯化杂交瘤细胞的腹腔积液抗体#将腹

腔积液用结合缓冲液做倍比稀释'过滤后直接上柱#再用洗脱

液洗脱#收集抗体峰#抗体溶液于磷酸盐缓冲液
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透析过夜#

加
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#分装#

X#&C

保存*采用
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法'
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法分析纯品抗体的蛋白浓度'纯度和相对分子质量*
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结
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果
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加德纳菌杂交瘤细胞株的制备及其单抗的鉴定
!

对免疫

鼠进行鼠尾取血#采用间接
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进行检测#其抗血清效价在
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D 左右$同理得到高效白色念珠菌液'阴道毛滴

虫抗体&#可以用于细胞融合#结果见表
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免疫鼠鼠尾采血经间接
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上述免疫鼠经采用杂交瘤细胞融合和筛选技术#细胞培养

和
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测定#测得细胞的融合率为
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#选取
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株强阳

性细胞进行保存*经两次单克隆有限稀释#共获得
1

株阳性杂

交瘤细胞#采用腹腔积液法制备对应单克隆抗体#亲和柱纯化

抗体#其结果见图
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法测定
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株抗体浓度#经过软件分析#所得到的抗体

纯度均达到了
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以上*经间接
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测定其抗体效价都

在
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一步法

纯化后的抗体纯度在
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以上#其相对分子质量在$
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#其中
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抗体的纯化示意图以及抗体纯度分析#

见图
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图
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加德纳菌单抗
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纯化色谱图

图
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加德纳菌单克隆抗体
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电泳图
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白色念珠菌单抗
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的纯化色谱图
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C$C
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白色念珠菌杂交瘤细胞株的制备及其单抗的鉴定
!

经
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测定#
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免疫鼠的血清抗体滴度都在
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