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抗人茁-HCG单克隆抗体的制备及化学发光
检测方法的建立 *
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摘要 目的：制备人绒毛膜促性腺激素（茁-HCG）单克隆抗体，建立人 茁-HCG双抗体夹心 CLIA检测方法。方法：用人 茁-HCG抗原
免疫小鼠，通过细胞融合、筛选后得到杂交瘤细胞株，然后将细胞株扩大培养并纯化上清液获得抗体，测定抗体亲和力、特异性及

表位，最后建立双抗体夹心 CLIA方法。结果：获得 4株抗人 茁-HCG的杂交瘤细胞株 (茁-1-1、茁-2-1、茁-3-1、茁-4-1)。用 茁-1-1和
茁-2-1建立的双抗体夹心法的检测范围为 0.5 mIU/mL-800 mIU/mL，灵敏度 0.23 mIU/mL，检测结果的相对偏差均在± 10 %内，回
收率在 90 %以上。结论：本研究最终成功制备了抗人 茁-HCG mAb，建立了定量检测人 茁-HCG的双抗体夹心 CLIA 方法，为

茁-HCG检测及疾病的诊断奠定基础。
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Preparation of Monoclonal Antibodies Against Human 茁-HCG
and Establishment of a Sandwich CLIA System*

To prepare human chorionic gonadotrophin (茁-HCG) monoclonal antibody, and establish double antibody
sandwich CLIA detecting system for human 茁 -HCG. Mice were immunized with human 茁-HCG antigen, and then hybridoma
cell lines were obtained by cell fusion and screened for the clones which expressed the antibody. The positive cell clones were expanded
further for a large volume of supernatant, from which the antibodies were purified and tested for affinity, specificity and epitope. Finally
the obtained antibodies were used to establish the double antibody sandwich CLIA system. 4 monoclones of anti-human 茁-HCG
(茁-1-1, 茁-2-1, 茁-3-1, 茁-4-1) antibody were obtained. 茁-1-1 and 茁-2-1 were used to establish the double antibody sandwich system with
detection range of 0.5 mIU/mL-800 mIU/mL, sensitivity of 0.23mIU/mL, relative detection deviation of ± 10% and recovery rate of over
90% . The double antibody sandwich CLIA system for quantitative detection of human 茁-HCG, using the prepared
anti-human 茁-HCG mAbs, was successfully established, which lay the foundation for the diagnostic 茁-HCG detection in the diseases.
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前言

人绒毛膜促性腺激素 (human chorionic gonadotrophin,
HCG)，是由胎盘滋养层细胞分泌的一种糖蛋白，由 琢和 茁亚单
位组成二聚体，琢-亚单位为垂体前叶激素所共有，茁-亚单位是
HCG所特异的。其主要功能是刺激黄体，有利于雌激素和黄体
酮持续分泌，促进子宫蜕膜形成，及胎盘生长成熟。血清中

茁-HCG测定在临床上用于正常妊娠[1]、多胞胎和病理性如异位

妊娠、先兆流产、葡萄胎及绒毛膜癌[2]的检测，而且在预后评价

中具有重要意义。化学发光免疫分析法[3-5]具有灵敏度高、线性

范围广、特异性高和准确性好等特点，采用这种方法进行 HCG

检测是至关重要的。

本实验以鲁米诺发光体系[6-9]和两种针对 茁-HCG不同抗原

表位的单克隆抗体为基础，采用双抗体夹心的抗原抗体反应模

型，建立了定量测定人血清 茁-HCG蛋白的双抗体夹心化学发
光检测法（CLIA）。

1 材料与方法

1.1 实验材料
Balb/c小鼠，7周龄，雄性，北京维通利华实验动物技术有
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限公司提供【SCXK (京)2006-0009】；茁-HCG 蛋白购于美国
Fitzgerald公司，纯度大于 96 %；化学发光底物鲁米诺、牛血清

白蛋白（BSA）、弗氏佐剂、红细胞裂解液、PEG 3350、HAT、HT、

胎牛血清（FBS）、辣根过氧化物酶均购于 Sigma公司；微孔板

发光分析仪购自北京滨松光子；96 孔微孔板购自深圳金灿华

实业有限公司。

1.2 方法
1.2.1 动物免疫 第一次用弗氏完全佐剂，于腹腔、腋窝及腹股

沟注射，每只剂量为 60 滋g/0.5 mL，第 2次起用弗氏不完全佐
剂，剂量为每只 60 滋g/0.5 mL，间隔两周后用相同剂量进行第

三次注射。10 d后测尾血，使用 ELISA[10]方法测定，如滴度未达

到 1:104，OD值未达到 1.0以上，则继续免疫，如 ELISA 测定

已达滴度，则可于融合前 3 d进行腹部加强免疫，剂量为每只
60 滋g/0.5 mL，不加佐剂。
1.2.2 细胞融合与筛选 取对数生长期的 Sp2/0 细胞与脾细胞

按 1:5比例混和在一起，800× g离心 10 min，弃上清，在 90 s内

缓慢滴加聚乙二醇（PEG，相对分子质量 4000000），并迅速加入
37 ℃预温的培养基。离心后用添加 1 % HAT和 10 % FBS的
RPMI-1640培养基悬浮，加在 96孔细胞培养板中，在 37 ℃，5

% CO2的培养箱中封闭培养 11 d 后，取细胞上清，在包被

茁-HCG蛋白的 ELISA板中进行间接 ELISA筛选，并将确定的

阳性孔的细胞进行亚克隆。

1.2.3 融合细胞放大培养、抗体的纯化与透析 将亚克隆后的融

合细胞用细胞培养转瓶进行扩大培养，观察细胞状态直至 90

%以上的细胞死亡后取上清，0.4 滋m滤纸过滤，用过饱和硫酸
铵法对抗体进行纯化，然后用透析袋透析过夜，换液 3-4次，再

经 PEG浓缩，最后用分光光度计测定抗体含量。
1.2.4特异性鉴定 在同时包被有 琢-HCG、茁-HCG和 HCG蛋白

的 ELISA板中，用间接 ELISA方法测定纯化获得抗体的特异

性。

1.2.5亲和力测定 纯化后的抗体用 Beatty[11]方法进行亲和力测

定。

1.2.6 表位鉴定 用过碘酸钠法将抗体标记辣根过氧化物酶，通

过直接竞争 ELISA法鉴定针对抗原不同表位的特异性抗体。
1.2.7 夹心 CLIA 方法的建立 抗体最佳工作浓度的确定:将
茁-HCG蛋白包被，HRP标记抗体第一孔 1:100倍稀释，依次做
4倍梯度稀释，用直接 ELISA 方法测定其 OD值，将稍高于
1/2MaxOD值作为酶标抗体最佳工作浓度。分别将 0.5、1.0、1.5

和 2.0 滋g/mL的捕捉抗体包被，茁-HCG蛋白对倍稀释，用酶标

抗体最佳工作浓度做夹心化学发光检测，选择检测发光值最

高、能检测 茁-HCG蛋白浓度最低的包被浓度为最佳包被浓度。
检测范围的确定：将 琢-HCG、茁-HCG和 HCG蛋白标准品

按照 0.1 mIU/L-1000 mIU/L浓度范围作对倍稀释，用建立的夹
心 CLIA方法测定其发光值，绘制标准曲线，确定最佳线性范
围。

最低检测限的确定：将样品稀释液用建立的方法同时做

20次测定，取其平均值（M）及标准差（SE），M+2SE得出的发光

值对应在标准曲线上的浓度值即为最低检测限（最小检出量）。

特异性验证：通过在血清中加入不同浓度的交叉反应物来

考察抗 茁-HCG抗体的交叉反应，对浓度为 40 mIU/L的 TSH、

浓度为 100 mIU/mL的 FSH和浓度为 200 mIU/mL的 LH进行

测定，其 茁-HCG测定的结果应小于 4 mIU/mL。

准确性验证：选取 茁-HCG蛋白标准品浓度分别为 500 mI

U/mL、100 mIU/mL、2 mIU/mL，将其作为样品进行检测。分别

测量 1次后，其平均结果记为 M，根据公式：测量偏差 =（M-理
论值）/理论值× 100%，即可计算出准确度。

2 结果

2.1 杂交瘤细胞株的建立

第 3次免疫后尾部血清效价检测如图 1。效价为 1/2Max-

OD所对应的血清的稀释倍数。1号和 2号小白鼠的血清效价
分别为 3:100K和 1:100K，对抗原的反应性都很高（图 1）。

图 1 β -HCG第三次免疫小鼠后的效价

Fig.1 The titer after the third β -HCG immunization in mice

选择 2号小鼠进行细胞融合。待融合后第 10d进行 ELISA

筛选，将 OD值﹥0.5定为阳性，OD值臆0.5定为阴性。共得到

与 茁-HCG 反应为阳性的细胞株 7 株（表 1，包被浓度 1.0

滋g/mL；阳性孔编号顺序为：板号 -行号 -列号，板号为 1-15，行

号为 A-H，列号为 1-12；用“+++”表示为强阳性，用“++”表示为

中强度阳性，用“+”表示为阳性）。

将确定的 7个阳性孔中的细胞继续培养，经过 HAT、HT

选择性培养基的筛选，确定 4株抗体分泌稳定的杂交瘤细胞
株，并进行三次亚克隆，最终每个亚克隆挑选出 1个相对细胞

株长势旺盛、抗体分泌相对多的细胞，分别命名为 茁-1-1、

茁-2-1、茁-3-1和 茁-4-1。
2.2 特异性抗体的获得
2.2.1 抗体的纯化 将每株细胞用 300 mL含 5 %血清的 RPMI-

1640培养基扩大培养，约 21 d，有 90 %以上的细胞死亡，离心

去沉淀，经过饱和硫酸铵法纯化后，测定质量浓度约为 2

mg/mL。
2.2.2 特异性鉴定 分别将 TSH、FSH、LH、琢-HCG、HCG 和

茁-HCG蛋白包被，对纯化后的抗体采用间接 ELISA方法测定

其 OD值，并计算 S/N值。如图 2所示，4种单抗均不与 TSH、
FSH、LH、琢-HCG有交叉反应，而与目的蛋白 茁-HCG、HCG有

阳性反应。

2.2.3 将 茁-HCG蛋白稀释 0.60 滋g/mL，0.30 滋g/mL，0.15 滋g/mL

三个浓度并包被，4种单抗稀释后采用非竞争间接 ELISA测定
OD值并作图，分别找出每个抗体的 3条曲线的 1/2MaxOD 所

对应的浓度，换算成摩尔浓度，根据 Ka=(n-1)/2(n [Ab’]-[Ab])公

式，计算出每个抗体的亲和常数 Ka（表 2）。
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表 1 茁-HCG融合杂交瘤细胞的间接 ELISA筛选

Table 1 Screening for anti-茁-HCG-antibody-secreting fusion hybridoma cells by indirect ELISA

Number OD（450 nm） Positive strength

3E8

5E9

7B3

10B2

11C4

15C5

15A3

0.92

1.114

0.85

0.7

0.907

0.895

0.685

++

+++

++

+

++

++

+

2.2.4 表位的鉴定 将 茁-2-1进行 HRP酶标记，测定其最佳工

作浓度为 1:10K。将 茁-HCG蛋白包被，用 茁-2-1-HRP与其它三

株抗体进行竞争 ELISA 反应，如图 3，茁-2-1与自身 茁-2-1 和

茁-4-1有竞争，与 茁-1-1和 茁-3-1对 茁-HCG都没有竞争反应，即

茁-2-1与 茁-1-1和 茁-3-1分别针对 茁-HCG不同表位。（图 3）。
2.2.5 夹心 CLIA检测方法的建立 最佳包被浓度的确定：选择

茁-1-1 作为夹心 CLIA 方法中的捕捉抗体，将其分别稀释成

0.5、1.0、1.5和 2.0 滋g/mL的质量浓度进行包被，按照夹心 CLI-

A方法测定对倍稀释的 茁-HCG蛋白的发光值并作图，结果表

明，当 茁-1-1 包被 1.5 滋g/mL时检测的发光值最高，可检测

茁-HCG的最低量最小。

检测范围的确定：茁-HCG标准品稀释梯度为 0.1 mIU/mL-

1000 mIU/mL测定，绘制回归曲线。结果表明，其具有良好线性

图 2 茁-HCG单克隆抗体与相关蛋白的交叉反应

Fig.2 Cross-reaction analysis of anti-茁-HCG monoclonal antibody

Number Concentration (滋g/mL) Ka (L/mol) MKa ± SD (L/mol)

茁-1-1

茁-2-1

茁-3-1

茁-4-1

0.60

0.30

0.15

0.60

0.30

0.15

0.60

0.30

0.15

0.60

0.30

0.15

4.30× 109

4.51× 109

4.60× 109

2.95× 109

2.62× 109

2.50× 109

0.39× 109

0.19× 109

0.63× 109

6.67× 109

6.19× 109

6.09× 109

(4.47± 0.15)× 109

(2.69± 0.23)× 109

(0.40± 0.22)× 109

(6.32± 0.31)× 109

表 2 茁-HCG单克隆抗体的亲和力

Table 2 Affinity of 茁-HCG monoclonal antibody
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图 3 茁-HCG单克隆抗体表位的鉴定

Fig.3 Epitope identification of the anti-β -HCG monoclonal antibody

关系的区间为 0.5 mIU/mL-800 mIU/mL（图 4），最高检测上限

为 800 mIU/mL。标准曲线计算公式为 Log（Y）=4.3230+0.9878
Log（X）。

最低检测限的验证：用零浓度标准品作为样本进行检测，

重复测定 20次，得出 20次测量结果的 RLU值（相对发光值），

计算其平均值（M）和标准差（SE），得出 M+2SE，根据试剂盒所

用校准品的定标曲线方程，将 M+2SE的 RLU值带入上述方程
[Log（Y）=4.3230+0.9878 Log（X）]中，求出对应的浓度值，即为

最低检测限。结果如表 3所示，最低检测线为 0.23 mIU/mL。

特异性验证：通过在血清中加入不同浓度的交叉反应物来

考察抗 茁-HCG抗体的交叉反应，对浓度为 40 mIU/L的 TSH

进行测定，其测定结果小于 4 mIU/mL；对浓度为 100 mIU/mL

的 FSH进行测定，其测定结果小于 4 mIU/mL；对浓度为 200

mIU/mL的 LH进行测定，其测定结果小于 4 mIU/mL。结果见

表 4。
由表 4可知：TSH、FSH及 LH几乎不会对 茁-HCG的检测

结果造成干扰，表明 茁-HCG抗体的特异性较好。

准确性：选取 茁-HCG 蛋白标准品高、中、低的浓度分别为
500 mIU/mL、100 mIU/mL、2 mIU/mL，将其作为样品进行检测。

分别测量 1次后，其平均结果记为 M，根据公式：测量偏差 =

（M-理论值）/理论值× 100%，即可计算出准确度。

由表 5结果表明：高、中、低值准确度的检测结果的相对偏

差均在± 10 %内，说明 茁-HCG夹心 CLIA具有较好的准确性。

表 3 茁-HCG夹心 CLIA灵敏度检测结果

Table 3 Detection sensitivity analysis of 茁-HCG sandwich CLIA

Number RLU

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

M

SE

M+2SE

Lowest limit of detection（mIU/mL）

4675

4685

4485

4786

4648

4657

4635

4697

4887

4587

4764

4605

4674

4782

4584

4867

4567

4765

4563

4763

4683.8

105.70

4895.19

0.23
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图 4 茁-HCG夹心 CLIA标准曲线（mIU/mL）

Fig.4 Standard curve of 茁-HCG sandwich CLIA

3 讨论

茁-HCG是监测正常妊娠、多胞胎和病理性如异位妊娠、先

兆流产、葡萄胎及绒毛膜癌的重要临床指标，在预后评价中同

样具有重要意义，并且是临床上女性的常规检测项目，及时准

确的检测 茁-HCG对疾病的诊断和治疗有重要意义[12-19]。

本实验使用 茁-HCG蛋白作为抗原，免疫小鼠后血清效价

很高，说明小鼠对 茁-HCG蛋白反应性很强，融合后阳性率达到
50 %以上。通过筛选，获得 S/N值大于 40的杂交瘤细胞 7株，

在用选择性培养基筛选的同时做了 3次 ELISA的确认，最后

确定 4株能稳定分泌抗体的杂交瘤细胞。将 4株杂交瘤细胞 3

次亚克隆后用转瓶和培养基扩大培养，这种方法与小鼠腹腔生

产抗体比较，除去了小鼠腹水中杂蛋白的干扰，使纯化出的抗

体特异性增加。扩大培养 21 d后，90 %以上的杂交瘤细胞死

亡，抗体分泌完全，此时收集细胞上清，采用过饱和硫酸铵法纯

化出免疫球蛋白 IgG。4株纯化出的抗体特异性强，不与相关的

蛋白 琢-HCG、TSH、FSH 及 LH 有交叉反应，Ka 值均达到 109

L/mol以上。用两株抗 茁-HCG不同表位的单克隆抗体建立的双

抗体夹心 CLIA方法灵敏度较高，在 0.50-800 mIU/L范围内具
有较好的线性关系，且特异性及准确性均可达到相应的要求。

目前在临床诊断中，国外全自动分析系统[20]为 茁-HCG的

临床检测提供可靠的依据，但是这些系统非常昂贵，难以推广

普及。国内 茁-HCG检测方法主要有胶体金试纸法、放射免疫分

析法及酶联免疫分析等。胶体金试纸检测法快速、简单，但灵敏

度较低，一般只能用于定性及半定量检测；放射免疫分析具有

放射污染不利于推广；酶联免疫分析依靠比色法或偏振光法进

行检测，所受的干扰因素太多，这些都影响到检测的灵敏度和

稳定性。因此，需要建立一种快速灵敏及适合我国医疗现状的

表 4 茁-HCG夹心 CLIA特异性验证结果

Table 4 Specificity analysis of 茁-HCG sandwich CLIA

表 5 茁-HCG夹心 CLIA准确度测定结果

Tabble 5 Detection accuracy analysis of 茁-HCG sandwich CLIA

Theoretical concentration（mIU/mL） M（mIU/mL） Relative deviation（± 10%）

500

100

2

480.26

95.82

1.98

-3.95%

-4.18%

-1.00%

Number TSH（mIU/mL） FSH（mIU/mL） LH（mIU/mL）

1 1.32 1.56 1.42

2 1.01 1.32 1.42

3 1.65 1.48 1.32

4 1.85 1.20 1.05

5 1.42 1.25 1.26

6 1.32 1.30 1.42

7 1.36 1.62 1.05

8 1.25 1.42 1.35

9 1.05 1.32 1.25

10 1.54 1.52 1.65
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茁-HCG分析方法。CLIA具有操作简单、灵敏度高、特异性强、

检测范围宽等优点克服了 ELISA灵敏度低的缺点，本研究建
立的双抗体夹心 CLIA检测 茁-HCG的方法可以进一步通过实

验，对其灵敏度、最低检测限、检测范围及准确度进行优化，进

而制作成检测试剂盒并运用到临床，为 茁-HCG蛋白的精确检

测及疾病的诊断做出贡献。
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