[image: ]

[bookmark: _GoBack][image: ][image: ]
[image: ]

[image: ]



	



















59天快速单克隆抗体制备案例





59天快速单克隆抗体制备案例
1. 实验目的
以客户在钟鼎定制的蛋白F作为免疫原，采用快速免疫法免疫小鼠，获得高效价的特异性单克隆抗体。

2. 实验设计
（1）分析客户提供的目的蛋白序列，通过原核表达获得F蛋白抗原；
（2）采用快速免疫法免疫10只Balb/c小鼠，免疫后采血检测，通过间接ELISA方法确定抗血清针对HLA-F蛋白的效价；
（3）使用小鼠的淋巴细胞融合进行融合实验，经亚克隆筛选，获得强阳性细胞株进行定株；
（4）经细胞无血清培养的方式生产单克隆抗体，纯化抗体并检测效价。

3. 抗血清效间接ELISA效价检测
包被抗原：F蛋白
包被浓度：5 μg/ml，100 μl / 孔  
包被缓冲液：磷酸盐缓冲液 (PBS，pH 7.4)   
二抗：山羊抗鼠-HRP，1/5000
免疫后鼠抗血清间接ELISA 结果
	
编号
	Dilution
	A450 nm

	
	
	1#
小鼠
	2#
小鼠
	3#
小鼠
	4#
小鼠
	5#
小鼠
	6#
小鼠
	7#
小鼠
	8#
小鼠
	9#
小鼠
	10#
小鼠

	1
	500
	3.781 
	3.344 
	3.791 
	3.757 
	3.446 
	3.764 
	3.475 
	4.000 
	4.000 
	4.000 

	2
	1,500
	3.303 
	3.344 
	3.791 
	3.757 
	3.747 
	4.000 
	3.475 
	4.000 
	4.000 
	4.000 

	3
	4,500
	3.480 
	3.344 
	4.000 
	4.000 
	3.747 
	4.000 
	3.776 
	4.000 
	4.000 
	4.000 

	4
	13,500
	3.480 
	2.742 
	3.490 
	4.000 
	3.270 
	4.000 
	4.000 
	4.000 
	4.000 
	2.036 

	5
	40,500
	3.179 
	1.505 
	2.615 
	3.155 
	1.983 
	2.162 
	2.344 
	3.107 
	4.000 
	0.947 

	6
	121,500
	1.911 
	0.808 
	1.333 
	1.894 
	1.068 
	1.090 
	1.243 
	1.403 
	4.000 
	0.549 

	7
	空白
	0.103
	

	
	Titer:
	>121,500
	>121,500
	>121,500
	>121,500
	>121,500


起始稀释度：1:500
效价即样品OD/空白 OD≥2.1的最高稀释度。
通过ELISA检测结果显示， F蛋白免疫后鼠抗血清效价均在121.5K左右。

4. 细胞融合筛选结果
包被抗原：F蛋白
包被浓度：1 μg/ml（一检），0.1 μg/ml（二检）100 μl / 孔
包被缓冲液：磷酸盐缓冲液 (PBS，pH 7.4)
二抗：山羊抗鼠-HRP，1/5000
融合后细胞上清检测结果（第一次）
号板
	A450nm

	0.401 
	1.666 
	0.646 
	0.752 
	0.356 
	3.299 
	0.410 
	0.970 
	0.802 
	0.603 
	0.700 
	0.372 

	0.655 
	0.602 
	0.393 
	0.308 
	0.869 
	1.026 
	1.238 
	1.210 
	1.616 
	0.550 
	0.957 
	0.926 

	0.229 
	0.186 
	1.589 
	1.794 
	3.790 
	0.889 
	0.710 
	0.439 
	0.425 
	1.283 
	1.127 
	2.836 

	0.267 
	2.519 
	0.642 
	0.739 
	0.253 
	2.218 
	0.833 
	0.529 
	0.651 
	0.976 
	1.292 
	0.605 

	2.240 
	0.254 
	0.644 
	1.106 
	0.262 
	0.764 
	1.483 
	0.831 
	0.458 
	0.850 
	2.102 
	1.196 

	0.752 
	1.177 
	0.572 
	0.335 
	1.873 
	0.963 
	0.994 
	0.373 
	0.263 
	1.167 
	2.021 
	0.445 

	3.771 
	0.340 
	0.254 
	0.399 
	0.755 
	1.415 
	1.455 
	1.583 
	0.628 
	0.902 
	1.518 
	0.900 

	0.957 
	0.276 
	1.436 
	0.297 
	1.092 
	0.609 
	2.651 
	0.311 
	1.106 
	0.365 
	4.000 
	4.000 



②号板
	A450nm

	1.531 
	0.424 
	0.310 
	1.182 
	0.860 
	1.132 
	0.377 
	1.735 
	1.487 
	1.444 
	0.681 
	2.221 

	1.831 
	0.355 
	1.623 
	0.567 
	1.121 
	0.552 
	0.718 
	0.715 
	2.245 
	0.992 
	0.448 
	1.150 

	1.887 
	1.044 
	0.347 
	1.151 
	0.565 
	0.807 
	1.085 
	1.135 
	1.007 
	0.472 
	0.943 
	0.992 

	0.909 
	0.294 
	0.583 
	0.413 
	0.710 
	2.972 
	0.614 
	0.273 
	0.984 
	0.374 
	0.886 
	0.684 

	0.303 
	2.598 
	3.267 
	0.645 
	1.676 
	0.566 
	0.768 
	1.198 
	0.298 
	0.234 
	3.443 
	0.667 

	0.565 
	1.132 
	0.736 
	1.145 
	0.682 
	0.850 
	0.544 
	3.453 
	0.777 
	1.569 
	1.069 
	0.630 

	1.363 
	0.400 
	2.771 
	0.334 
	2.541 
	0.750 
	2.993 
	1.190 
	1.455 
	0.357 
	0.989 
	0.907 

	0.540 
	2.274 
	1.417 
	1.770 
	0.937 
	0.431 
	2.017 
	1.725 
	1.347 
	0.748 
	0.787 
	4.000 



③号板
	A450nm

	0.956 
	0.248 
	0.502 
	1.003 
	0.498 
	0.642 
	1.136 
	0.505 
	0.743 
	0.667 
	0.991 
	0.889 

	0.473 
	0.903 
	2.968 
	0.761 
	2.471 
	2.001 
	1.210 
	1.216 
	0.676 
	0.549 
	0.897 
	1.570 

	1.310 
	0.508 
	0.369 
	0.360 
	3.791 
	1.361 
	0.552 
	0.263 
	0.776 
	0.891 
	0.855 
	1.402 

	0.360 
	1.547 
	0.317 
	0.543 
	0.395 
	0.227 
	0.297 
	1.127 
	0.265 
	0.275 
	0.502 
	1.197 

	0.389 
	0.774 
	0.613 
	0.570 
	1.157 
	0.207 
	0.236 
	0.309 
	2.967 
	0.205 
	0.739 
	0.300 

	0.243 
	1.462 
	2.800 
	1.781 
	0.247 
	0.398 
	2.374 
	0.740 
	0.179 
	0.812 
	0.247 
	0.878 

	0.809 
	3.295 
	0.556 
	1.126 
	1.381 
	0.471 
	2.203 
	0.516 
	0.996 
	0.555 
	0.508 
	3.170 

	1.068 
	0.336 
	0.447 
	0.877 
	4.000 
	0.992 
	0.535 
	0.359 
	1.014 
	0.387 
	0.290 
	1.588 



④号板
	A450nm

	3.477 
	3.079 
	2.875 
	2.875 
	0.526 
	3.301 
	2.547 
	1.838 
	2.547 
	1.504 
	2.875 
	2.875 

	3.212 
	3.513 
	3.814 
	2.911 
	1.633 
	3.212 
	2.911 
	2.668 
	3.036 
	2.773 
	2.434 
	2.352 

	3.314 
	3.189 
	3.314 
	3.092 
	1.316 
	3.490 
	2.314 
	2.946 
	2.888 
	3.189 
	3.189 
	2.645 

	3.450 
	3.450 
	3.450 
	3.052 
	2.906 
	2.389 
	1.894 
	3.411 
	2.797 
	0.963 
	2.637 
	3.149 

	2.900 
	1.618 
	2.055 
	3.268 
	1.655 
	2.791 
	2.967 
	2.900 
	1.638 
	3.811 
	3.143 
	0.432 

	2.340 
	3.755 
	3.755 
	3.056 
	2.433 
	3.755 
	2.801 
	4.000 
	3.278 
	2.015 
	0.495 
	0.393 

	2.927 
	2.568 
	3.170 
	3.772 
	2.818 
	3.073 
	2.994 
	1.897 
	2.818 
	2.927 
	2.994 
	0.704 

	2.985 
	4.000 
	3.082 
	4.000 
	4.000 
	1.702 
	3.684 
	4.000 
	2.207 
	4.000 
	0.187 
	4.000 

	
	
	
	
	
	
	
	
	0.107
	0.109
	4.000
	3.968

	
	
	
	
	
	
	
	
	0.106
	0.109
	3.991
	4.000

	
	
	
	
	
	
	
	
	空白
对照
	空白
对照
	阳性
血清
	阳性血清



融合后细胞上清检测结果（第二次）
号板
	A450nm

	0.204 
	1.453 
	0.223 
	0.271 
	0.134 
	2.934 
	0.194 
	0.450 
	0.324 
	0.235 
	0.279 
	0.190 

	0.471 
	0.397 
	0.157 
	0.149 
	0.597 
	0.657 
	0.460 
	0.505 
	0.592 
	0.206 
	0.384 
	0.312 

	0.131 
	0.104 
	2.162 
	2.304 
	3.495 
	0.368 
	0.181 
	0.168 
	0.194 
	1.643 
	0.330 
	2.950 

	0.181 
	1.628 
	0.313 
	0.451 
	0.112 
	1.407 
	0.930 
	0.261 
	0.327 
	0.432 
	0.612 
	0.280 

	2.244 
	0.146 
	0.353 
	0.549 
	0.125 
	0.301 
	0.467 
	0.403 
	0.266 
	0.188 
	1.251 
	0.513 

	0.413 
	0.356 
	0.326 
	0.169 
	0.631 
	0.366 
	0.407 
	0.208 
	0.173 
	0.369 
	1.501 
	0.217 

	3.778 
	0.149 
	0.125 
	0.164 
	0.415 
	0.653 
	0.634 
	2.999 
	0.364 
	0.467 
	1.199 
	0.354 

	0.500 
	0.179 
	0.561 
	0.167 
	0.446 
	0.331 
	4.000 
	0.184 
	0.600 
	0.193 
	2.095 
	1.133 



②号板
	A450nm

	0.557 
	0.246 
	0.177 
	0.510 
	0.410 
	0.518 
	0.236 
	0.535 
	1.545 
	0.600 
	0.256 
	1.276 

	2.614 
	0.184 
	0.484 
	0.226 
	0.346 
	0.248 
	0.333 
	0.262 
	1.260 
	0.471 
	0.204 
	0.572 

	1.054 
	0.656 
	0.165 
	0.765 
	0.228 
	0.347 
	0.356 
	0.622 
	0.381 
	0.213 
	0.429 
	0.379 

	0.466 
	0.147 
	0.274 
	0.212 
	0.314 
	3.756 
	0.182 
	0.154 
	0.489 
	0.198 
	0.287 
	0.268 

	0.134 
	1.344 
	2.744 
	0.366 
	1.028 
	0.229 
	0.301 
	0.598 
	0.161 
	0.127 
	3.142 
	0.282 

	0.215 
	0.477 
	0.321 
	0.511 
	0.378 
	0.335 
	0.248 
	2.715 
	0.293 
	0.698 
	0.308 
	0.201 

	0.886 
	0.184 
	2.476 
	0.156 
	2.823 
	0.295 
	1.546 
	0.914 
	0.925 
	0.156 
	0.354 
	0.426 

	0.189 
	1.160 
	0.525 
	0.584 
	0.292 
	0.186 
	0.910 
	1.694 
	0.667 
	0.270 
	0.171 
	4.000 



③号板
	A450nm

	0.672 
	0.154 
	0.288 
	0.479 
	0.314 
	0.203 
	0.367 
	0.217 
	0.396 
	0.309 
	0.742 
	1.102 

	0.288 
	0.556 
	3.341 
	0.563 
	1.691 
	1.519 
	0.494 
	0.835 
	0.389 
	0.236 
	0.532 
	0.932 

	0.546 
	0.288 
	0.188 
	0.190 
	3.796 
	0.986 
	0.295 
	0.177 
	0.424 
	0.204 
	0.372 
	0.442 

	0.185 
	1.549 
	0.172 
	0.279 
	0.165 
	0.397 
	0.175 
	0.660 
	0.171 
	0.164 
	0.233 
	0.737 

	0.226 
	0.437 
	0.405 
	0.270 
	0.923 
	0.112 
	0.143 
	0.192 
	3.141 
	0.124 
	0.345 
	0.189 

	0.138 
	0.773 
	2.978 
	1.378 
	0.149 
	0.158 
	3.058 
	0.425 
	0.133 
	0.436 
	0.138 
	0.789 

	0.462 
	3.777 
	0.294 
	1.089 
	0.723 
	0.233 
	1.874 
	0.336 
	0.621 
	0.168 
	0.272 
	2.245 

	1.129 
	0.162 
	0.264 
	0.466 
	4.000 
	0.502 
	0.333 
	0.239 
	0.487 
	0.266 
	0.105 
	4.000 



④号板
	A450nm

	3.300 
	3.300 
	2.736 
	3.300 
	3.079 
	3.477 
	2.999 
	3.079 
	2.346 
	2.315 
	2.823 
	2.778 

	3.513 
	3.513 
	3.513 
	3.513 
	0.678 
	2.399 
	3.337 
	3.115 
	3.036 
	3.212 
	2.969 
	2.610 

	3.314 
	3.189 
	3.490 
	3.490 
	3.490 
	3.490 
	3.791 
	3.490 
	3.314 
	2.791 
	3.314 
	3.189 

	2.088 
	0.761 
	4.000 
	3.751 
	3.450 
	3.274 
	3.751 
	4.000 
	3.450 
	3.751 
	3.274 
	3.450 

	2.541 
	3.444 
	3.268 
	3.745 
	3.745 
	1.471 
	3.046 
	3.444 
	3.444 
	3.268 
	3.143 
	3.268 

	3.056 
	3.755 
	3.755 
	3.056 
	3.454 
	2.852 
	3.278 
	3.278 
	2.175 
	2.910 
	3.755 
	4.000 

	3.170 
	3.295 
	3.471 
	3.471 
	3.772 
	3.471 
	3.471 
	2.994 
	3.772 
	2.048 
	2.658 
	3.170 

	3.207 
	4.000 
	4.000 
	4.000 
	4.000 
	4.000 
	4.000 
	4.000 
	3.207 
	4.000 
	0.105 
	4.000 

	
	
	
	
	
	
	
	
	0.107
	0.105
	4.000
	3.9878

	
	
	
	
	
	
	
	
	0.106
	0.104
	3.994
	4.000

	
	
	
	
	
	
	
	
	空白
对照
	空白
对照
	阳性
血清
	阳性血清


通过第一次1 μg/ml包被，第二次0.1 μg/ml包被浓度，筛选实验，计划选取10株针对F蛋白有较高特异性且细胞长势最快的10株强阳性融合细胞株进行下一阶段细胞亚克隆实验。

5. 细胞亚克隆定株后检测结果
包被抗原：F蛋白
包被浓度：0.1 μg/ml，100 μl / 孔
包被缓冲液：磷酸盐缓冲液 (PBS，pH 7.4)
定株后细胞上清检测结果
	细胞株名称
	A450nm
(一)
	A450nm
(二)

	1
	3.324 
	3.482 

	2
	3.023 
	3.783 

	3
	2.956 
	3.306 

	4
	4.000 
	3.181 

	5
	3.742 
	3.339 

	6
	3.742 
	3.339 

	7
	4.000 
	3.159 

	8
	4.000 
	4.000

	9
	3.440 
	3.339 

	10
	3.434 
	3.501  

	11
	3.258 
	3.501 

	12
	4.000 
	3.460 



6. 纯化抗体检测
6.1 纯化抗体效价检测
具体结果如下：
包被抗原： F蛋白
包被浓度： 0.1 μg/ml， 100 μl / 孔  
包被缓冲液： 磷酸盐缓冲液 (PBS，pH 7.4) 
二抗： 山羊抗鼠-HRP，1/5000
纯化抗体间接ELISA检测结果
	
	Dilution
	A450nm

	
	
	3G2E2抗体

	1
	500
	4.000

	2
	1,000
	3.981

	3
	2,000
	3.823

	4
	4,000
	3.765

	5
	8,000
	3.696

	6
	16,000
	2.354

	7
	32,000
	1.366

	8
	64,000
	0.761

	9
	128,000
	0.477

	10
	256,000
	0.292

	11
	512,000
	0.202

	12
	空白
	0.095

	
	Titer:
	>512,000


起始稀释度: 1:500
效价即样品OD/空白OD≥2.1的最高稀释度
通过ELISA效价检测结果得出，3G2E2纯纯化抗体效价在512K左右。

6.2 纯化抗体纯度鉴定
 (
25 KD
抗体轻链
) (
55 KD
抗体重链
)[image: C:\Users\Administrator\Desktop\1672抗体1.jpg]
图1纯化抗体SDS-PAGE分析

7. 实验结论
通过细胞培养、抗体纯化、ELISA检测效价和纯度鉴定得出，单克隆抗体效价在512 K左右，纯度在85%以上。获得纯化抗体得率达到3.0 mg以上。

[image: ]
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