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摘  要: 小鼠杂交瘤单克隆抗体来源稳定、后期易制备、产量高，是免疫学中使用最为普遍的抗体。传统的耗时

费力的杂交瘤制备技术无法满足日益增长的市场需求。文中从抗原设计筛选、B 细胞富集与筛选、骨髓瘤细胞的

改造、融合技术的改进、阳性杂交瘤细胞筛选及单克隆抗体性能快速测定中所涉及的快速制备技术方面进行阐述，

以期为系统化的小鼠杂交瘤单克隆抗体的快速制备方法提供参考。 
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Research progress in the rapid preparation of monoclonal 
antibodies of mouse hybridoma 

Shuiqin Fang, Cheng Liu, Junfei Ma, Shuaishuai Yan, Dongpo Xu, and Qing Liu 

School of Medical Instrument and Food Engineering, University of Shanghai for Science and Technology, Shanghai 200093, China 

Abstract:  Mouse hybridoma monoclonal antibody is the most commonly used antibody in immunology because of its 

stable source, easy preparation in later stage and high yield. The traditional time-consuming and laborious hybridoma 

preparation technology could not meet the growing market demand. In this paper, we describe the rapid preparation techniques 

involved in antigen design and screening, B cell enrichment and screening, transgenic myeloma cells, fusion technology 

improvement, positive hybridoma cell screening and rapid detection of monoclonal antibody performance, to provide a 

reference for rapid preparation of mouse hybridoma monoclonal antibody. 
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1975 年德国学者 Kohler 和 Milstein 成功将骨

髓瘤细胞和产生抗体的 B 淋巴细胞融合为杂交瘤

细胞[1]，这种杂交瘤细胞既具有可产生只针对某

一特定抗原决定簇的单克隆抗体的 B 淋巴细胞特

性，同时也具有瘤细胞无限增殖的特性。杂交瘤

技术的创建，开创了抗体制备和使用的新纪元，
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结合纳米粒子[2-3]、电化学[4]、核酸传感器[5]和芯

片[6]等新材料和新技术的改进，使得单克隆抗体

已经广泛应用于食品安全有害物检测[7]、疾病早

期筛查 [8]和免疫治疗 [9]等领域，而且在未来几年

内，基于基本情况的销售预测、保守的销售预测

和乐观的销售预测，单克隆抗体的市场规模都将

保持一个高速增长的态势[10]。 

小鼠杂交瘤单克隆抗体来源稳定、后期易制

备、产量高[11]，是免疫检测分析和疾病早期筛查

使用最为普遍的抗体。制备良好的小鼠杂交瘤单

克隆抗体涉及很多技术环节，包括抗原的设计筛

选、动物免疫、细胞融合筛选技术、抗体的纯化

方法等，每一个技术环节都缺一不可，本文主要

对小鼠杂交瘤单克隆抗体制备过程及每个环节中

所涉及的快速制备技术方面进行阐述。 

1  小鼠杂交瘤融合技术 

1.1  常规小鼠杂交瘤融合技术 

小鼠杂交瘤是在抗原经鉴定后进行制备，免

疫动物，测定血清效价，效价达到要求后，将脾

细胞和骨髓瘤细胞融合，经过 HAT 和 HT 选择性

培养基的筛选和间接酶联免疫吸附测定 (Enzyme 

linked immunosorbent assay，ELISA) 的筛选确

认，获得的杂交瘤既能无限增殖又能分泌针对抗

原特异性的杂交瘤抗体[1]，具体流程如图 1 所示。

Zhao 等通过设计多肽的方法规避小鼠对 DKK2 

(Dickkopf-related protein 2) 的免疫耐受，根据

DKK2 序列设计并合成了 6 条多肽作为免疫原来

刺激小鼠的免疫反应，结果发现有 5 条多肽产生

的抗血清都能够识别重组 DKK2 蛋白，且分别获

得了针对其中 3 条多肽的具有中和活性的鼠源单

抗 1-5F8、5-1A10 和 7-1A0。这些鼠源单抗被证明

不仅能够在体外实验抑制 DKK2 信号通路，也能

够在动物体内抑制肿瘤生长[12]。暴发于 2019 年底

的新型冠状病毒肺炎  (COVID-19) 疫情已成为

全球性的公共卫生大事件，已有采用小鼠杂交瘤

技术制备的中和抗体[13]。 

1.2  转基因小鼠杂交瘤技术 

通过转基因技术将编码人源性的抗体基因转

入到抗体基因缺失的小鼠中，根据转入的基因不

同，可将转基因小鼠杂交瘤制备的抗体分为嵌合

抗体[14]和全人源化抗体[15]。嵌合抗体是由将鼠源

性抗体的可变区基因与人源性抗体的恒定区基因

通过 DNA 重组拼接，与载体进行组装，转染至 

 

 
 

图 1  小鼠杂交瘤融合示意图 
Fig. 1  Schematic diagram of mouse hybrid tumor fusion. 
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细胞中表达的抗体分子。因其减少了鼠源性成分，

从而降低了鼠源性抗体引起的排斥反应，并有助

于提高疗效 [14]。Golsaz 等构建的人鼠嵌合抗体

4G4，竞争 ELISA 证明两种抗体，在乙型肝炎病

毒表面抗原 (Hepatitis B surface antigen，HBsAg) 

中结合相同的表位。用 ELISA 和 Western blotting

进行抗原结合研究表明，4G4 保留了亲本小鼠抗

体的亲和力和特异性，并显示出对 13 种 HBsAg

逃逸突变体的反应类似的情形。即使在最低浓度

下，细胞培养中的乙型肝炎病毒 (Hepatitis B，

HBV)中和能力也相当高[16]。人源化抗体就是构建

的人鼠嵌合抗体，而全人源化抗体，是指通过基

因重组技术，将人类编码抗体的基因全部转移到

经过基因改造的抗体基因缺失的小鼠中，使得小

鼠表达系统能够完全表达人类的抗体。 

2  抗原设计筛选 

2.1  半抗原设计筛选 

半抗原 (Hapten)，又称不完全抗原 (Incomplete 

antigen)，是指某些分子量小、结构比较单一的物

质单独免疫时不能诱导宿主免疫应答，即不具备

免疫原性。常见的半抗原有小分子药物[17-18]、真

菌毒素 [19]、河豚毒素 [20]、糖类、核酸和类脂 [21]

等，这些物质均不能引起机体的免疫应答，需要

偶联牛血清白蛋白 (BSA)、卵清蛋白 (OVA) 或

者模拟肽，才能产生免疫原性，才可用于制备单

克隆抗体。 

2.2  完全抗原设计筛选 

选择合适的靶蛋白片段作为抗原是研究人员

在抗体开发或疫苗设计的第一步所面临的一个关

键挑战，因为针对截短蛋白产生的抗体必须能够

检测到原蛋白，而经过设计筛选的抗原[22]，往往

能够有效地引起宿主机体的免疫应答，能够快速

地获得抗体，起到事半功倍的作用。因此，在抗

原进行免疫时，有必要对抗原生物学信息进行查

询、设计和筛选。 

对于生物学信息比较清楚的抗原，可从

Uniprot、AntigenDB、OMPdb 等数据库中收集抗

原蛋白组序列信息及蛋白三维空间结构信息，使

用 CD-HIT 等工具对蛋白序列数据进行去冗余，

得到非冗余蛋白组所构建的数据库。首先对数据

库中抗原免疫原性进行分析，利用预测软件 

(BCpred、Bepitope) 对蛋白上 B 细胞线性表位进

行预测和预测工具  (SYFPEITH、CTL-Pred) 对  

T 细胞表位进行预测[23]。基于预测表位肽段，对

各肽段打分进行标准化，利用排序融合等机器学

习算法构建免疫原性排序模型。其次，对数据库

中抗原的结构进行分析，使用同源建模工具

SWISS-MODEL，以 PDB 数据库中序列相似性高

的结构为模板[24]，构建蛋白三维空间结构模型。

利用 TMalign 及 Multiprot 工具，对蛋白空间表位

结构的三维结构相似性进行计算。最后利用原核

或真核表达系统对计算筛选得到的候选靶标进行

表达。Mahboubeh 等利用预测表达的 M2 型丙酮

酸激酶 (M2 pyruvate kinase，PKM2) 蛋白制备的

抗体不仅能够识别表达的 PKM2 蛋白，也能识别

乳腺癌 MCF-7 细胞中的蛋白[22]。 

3  B 细胞富集与筛选 

小鼠的淋巴器官由多种类型的细胞组成，包

括非 B 细胞系 (40%–60%) 和表达 IgM “幼稚”  

B 细胞 (40%–60%) 和其他淋巴细胞 (<5%)，任

何一种细胞均可用于融合，但是只有表达 IgG 的

B 细胞 (主要为浆细胞) 与骨髓瘤融合后才有可能

形成分泌单克隆抗体的杂交瘤细胞，且只有小部

分细胞 (0.2%–5%) 表达抗原特异性抗体 [25]。传

统的杂交瘤技术以聚乙二醇 (Polyethylene glycol，

PEG) 作为融合剂，将脾细胞与骨髓瘤细胞融合

筛选杂交瘤，该方法融合效率低，只有 5×10–6[26]，

因此，有必要对效应 B 细胞进行筛选和富集，提

高融合率。 

目前，对 B 细胞的分选主要依赖流式细胞  
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仪[26-27]来完成。Dale 等利用 CD45R 免疫磁珠对  

B 细胞进行富集，然后利用流式细胞仪对荧光标

记的 CD19 抗体和 IgG+双荧光信号的单个 B 细胞

进行分选[26]。Shiakolas 等利用流式细胞仪对荧光

标记的抗原和 IgG+双荧光信号的单个 B 细胞进行

分选，并利用液滴微流控进行封装和分选来完成

针对抗原特异性单个 B 细胞进行测序[28]。利用流

式细胞仪针对抗原特异性的单个 B 细胞进行分

选，能够有效地获得针对抗原的抗体序列并对其

进行表达，获得重组单克隆抗体。采用此方法筛

选得到的 B 细胞活性较低，通常情况下，只能用

于重组单克隆抗体的生产。 

而采用联合抗小鼠 IgM 的抗体和小鼠 Pan-B

细胞分选试剂盒 (Miltenyi) 去除 IgM+细胞和非

B 细胞，实现了对效应 B 细胞的富集。该试剂盒

包含多种针对细胞表面抗原的生物素化单抗，如

表达在 T 细胞上的 CD4 和 CD90.2 抗原，表达在

髓系细胞上的 CD11c、CD49b 和 Gr-1 抗原，以及

表达在红细胞上的 Ter-119 抗原。利用抗生物素的

磁珠分选去除生物素抗体连接的细胞，结合 IgM

抗体的分选去除的 B 细胞数量，细胞数量共减少

约 20 倍，由于技术原因，PEG 融合的结果不一致。

而电融合的总克隆孔数、产生 IgG 的克隆孔数和

产生靶特异性 IgG 的克隆孔数比 PEG 融合高约

1.5–3.0 倍。而采用此方法应用在大鼠上，结果表

明 T 细胞和 IgM+ B 细胞的联合分选导致脾脏细胞

数量减少约 9 倍，与未分选的细胞相比，分选后克

隆孔减少了大约 10 倍，但分泌抗原特异性 IgG 的

克隆孔在克隆孔总数中的百分比增加了约 5 倍[25]。  

4  骨髓瘤细胞的改造 

在杂交瘤细胞培养初期，上清液中抗体的浓

度通常很低，如果可以暂时限制细胞将抗体释放

到培养基中，通过抗原抗体的结合可以快速地对

杂交瘤细胞进行分选。在重组抗体的噬菌体展示

技术中，单克隆抗体随着噬菌体的外壳蛋白表达

而表达，目标抗原与外壳蛋白上的抗体进行结合，

从而保证基因型 (抗体编码基因) 和表型 (产生

的抗体) 之间的联系。而将这一基本原理赋予杂

交瘤细胞技术，需要将分泌的抗体捕获到杂交瘤

细胞表面。过去已经完成了用生物素对抗体产生

细胞进行表面标记的方法，该方法可以通过链霉

素结合的配体与抗体结合将细胞分离出来。但是，

化学表面标记通常是无法预测的，并且可能会干

扰正常功能和细胞活力。Listek 等通过构建质粒

转染了用于杂交瘤融合的骨髓瘤细胞，如图 2 所

示，通过该技术，融合后的杂交瘤分泌生物素受

体肽在细胞膜表面，加入链霉亲和素标记的抗原， 

 

 
 
图 2  修饰后的瘤细胞用于抗原特异性筛选、交叉反应性筛选、亚型特异性筛选示意图[29] 
Fig. 2  Schematic diagram of modified tumor cells for antigen-specific screening, cross-reactivity screening and 
isotype-specific screening[29]. 
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链霉亲和素与生物素受体肽相连接，当分泌的抗

体具有所需的抗原特异性时，它们就会与相应的

杂交瘤细胞相连，加入荧光标记的二抗会与抗体

进行结合，再利用流式细胞仪对具有荧光信号的

杂交瘤进行识别和分选。此外，这个系统还可以

选择同种型抗体并且筛选潜在的交叉反应性[29]。 

5  融合技术的改进 

5.1  常规融合技术 

常规的杂交瘤融合技术，主要是将一定数量

比例的小鼠脾细胞和骨髓瘤细胞在 PEG 作用下，

小鼠脾细胞和骨髓瘤细胞融合为杂交瘤细胞[30]。 

5.2  电融合技术 

电融合技术是指将脾细胞与小鼠骨髓瘤细胞

在电脉冲场的作用下融合为杂交瘤细胞的技术，

该方法避免了常规融合技术的化学试剂污染。但

电融合法生产杂交瘤的效率仍然较低，其原因在

于两种细胞在融合前的排序是随机结合，尤其是

当两种细胞大小有较大差异时，排序电压更容易

让大细胞与大细胞接触，而需要融合的两种细胞

接触机会减少，导致融合效率降低。吴梦等在电

融合前采用生物素、链霉亲和素分别标记脾细胞

和骨髓瘤细胞，然后对两种细胞进行相互配对。

结果表明，脾细胞和 SP2/0 细胞经过生物素、链

霉亲和素处理后，增加了两种细胞的接触机会，

减少了相同细胞融合的几率。因此，用改良电融

合法制备杂交瘤的数量明显高于正常电融合法，

大大提高了融合效率 [31]。Kato 等采用脾细胞于

CpG 寡聚脱氧核苷酸中共孵育，然后再电融合，

融合率和产抗体的细胞数量都得到提高[32]。 

6  阳性杂交瘤分选 

6.1  常规阳性杂交瘤分选方法 

常规筛选阳性杂交瘤方法是在杂交瘤融合

后，经过选择性培养基和间接 ELISA 筛选，轻轻

将阳性杂交瘤细胞吹起并计数，稀释至 100 个细

胞/孔铺 8 个孔、稀释至 10 个细胞/孔铺 8 个孔、

稀释至 1 个细胞/孔铺 80 个孔，每孔 100 μL，并

于第二天在倒置显微镜下查孔，查含有单个细胞

的微孔或几个细胞紧挨着的小细胞团[33]。有限稀

释法的次数取决于单个杂交瘤细胞的获得，且  

每次亚克隆培养时间需要 7–10 d，并需要间接

ELISA 进行阳性确认。有限稀释法决定了亚克隆

不能一次就获得单个杂交瘤细胞，需要反复再反

复[34]，直至克隆到单个细胞为止。细胞培养操作

烦琐，工作量大，且会在多次克隆中丢失一些其

他亚型的杂交瘤细胞。 

6.2  半固体筛选方法  

为了克服有限稀释法的缺陷，1982 年 Davis

等利用甲基纤维素构建了半固体培养基，使得杂

交瘤能够在半固体培养基中有效地形成单细胞群

落[35]。甲基纤维素半固体培养基克隆化培养杂交

瘤细胞比有限稀释法要容易许多，主要是融合细

胞彼此分离，呈集落生长，相互不产生干扰、不

混杂，一步即可完成单克隆的分离工作。采用半

固体筛选后的杂交瘤细胞，还需进一步扩大培养，

通过间接 ELISA 方法确认单个杂交瘤细胞对抗原

的特异性。由于未能对单细胞群落细胞所产生的

抗体进行有效测定，需要将半固体培养基中所有

的细胞挑选出来，挑选的工作难度依然很大。 

6.3  细胞膜荧光免疫吸附测定法 

在甲基纤维素半固体细胞培养基中，杂交瘤

细胞能够有效地形成单细胞群落，在基于半固体

快速筛选方法中，如何快速筛选产抗原特异性抗

体杂交瘤细胞成为了关键。Akiko 和 Yoshimoto

等分别利用“油链”连接捕获抗体，“油链”锚定在

细胞上，细胞分泌的抗体被“油链”的捕获抗体所

捕获，加入的荧光标记的检测抗体与分泌的抗体

结合，实现了对产抗体的杂交瘤细胞的识别[36-37]。

李秀清等利用“油链”将抗原锚定在细胞膜上，通

过 CSFIA (Cell surface-fluorescence immunosor-bent 

assay) 方法快速筛选阳性杂交瘤细胞 (图 3A)，
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成功解决了针对抗原特异性的问题。其主要操作

流程如图 3B 所示，通过抗原与“油链”连接，与荧

光标记的二抗一起加入到含有杂交瘤细胞的半固

体培养基中，“油链”锚定在瘤细胞膜上，分泌的

抗体与锚定在瘤细胞上的抗原结合，荧光标记的

二抗与抗体结合，洗脱未结合的抗原和二抗，通

过倒置荧光显微镜观察，最终在产抗原特异性的

抗体的杂交瘤细胞周围形成绿色的荧光。利用该

方法可以高效率地筛选出抗孔雀石绿  (MG) 和

猪流行性腹泻病毒 (PEDV) 的阳性杂交瘤克隆。

与基于 ELISA 的筛选方法相比，基于 CSFIA 的

方法能够在不到 25%的相应处理时间内分离出两

倍以上的杂交瘤克隆[17]。 

6.4  芯片筛选方法 

芯片用于杂交瘤的筛选，主要有几个方面的

优势：一是针对抗原高灵敏度的测定方法，芯片

微孔中，细胞的含量比较少，所产生的抗体的量

也比较少；二是芯片体积小通量高，可以测试大

量的克隆，避免了克隆丢失的情况出现；三是筛

选时间，芯片中的杂交瘤占据的空间比较小，在

较短的时间里，就需要进行测定和筛选[34,38]。Love

等利用 PDMS (Poly(dimethylsiloxane)) 通过印章打

印的方式铺在平板上，直径和长度都是 50–100 μm，

间隔 50–100 μm。每个 PDMS 板用氧等离子体处

理 20–30 s，然后浸入到无菌的 BSA 溶液中来提

高 润 湿 性 和 减 少 细 胞 对 微 孔 的 粘 附 性 。 约      

25 mm×50 mm×5 mm PDMS 板包含 25 000 个微孔 

(100 μm 直径，间距 100 μm)，0.5 mL 细胞悬液 (细

胞数量从 1×105–5×105) 放置微孔上 3–5 min，杂交

瘤 细 胞 随 机 地 沉 积 在 微 孔 的 底 部 ， 产 生 约

50%–75%的微孔里含有 1–3 个细胞。被贴在微孔

底部并浸没在培养基中培养 1 周以上，将要检测

时，倒置密封在盖玻片上培养 2–4 h。微孔里的细

胞产生的单抗被二抗捕获，加入不同荧光标记的抗

原 (图 4A)，结果如图 4B 所示，这种方法能够有

效地区分不同杂交瘤的细胞，且所对应的芯片微孔

里细胞生长良好 (图 4C)。而与标记抗原方法相比 

(图 4A)，采用标记检测抗体方法 (图 4D–E) 可显

示对每孔细胞数的变化以及对单个细胞产生的抗

体量，具有更高的灵敏性[34]。Paul 等在构建的微

阵列的基础上使用 Python 进行半自动数据评估，

筛选出产高亲和力抗体的杂交瘤[38]。Nobuo 等利用

细胞膜荧光免疫吸附测定法和芯片结合的技术构

建了一种高通量自动化单细胞分选系统[36]。 

 

 
 
图 3  细胞膜荧光免疫吸附测定法原理图 (A) 及操作过程示意图 (B)[17] 
Fig. 3  Schematic diagram (A) and operation process (B) of surface-fluorescence immunosor-bent assay[17].  
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图 4  微雕刻后玻片上两种抗体测定方法 (A：二抗捕获

抗体，与标记的抗原结合；B：微阵列显微照片；C：在

B 中用白框标记的区域的扩展视图和相应微孔的相位对

比图像；D：包被抗原捕获抗体，与标记的二抗结合；E：

抗体阵列的荧光显微图及相应微孔的相衬图像[34]) 
Fig. 4  Two methods for detection of antibodies on the 
surface of a glass slide after microengraving. (A) Secondary 
antibody captures secreted antibody that can then bind 
labeled antigen. (B) Micrograph of a microarray prepared 
using microwells. (C) Expanded view of the region marked 
with a white box in B and a phase-contrast image of the 
corresponding microwells. (D) Antigen-coated slides 
capture secreted antibody that is detected with labeled 
secondary antibody. (E) Fluorescence micrograph of an 
array of antibodies and the phase contrast image of the 
corresponding microwells[34]. 
 

6.5  微流控芯片筛选方法 

微流控从运行方式分为管道微流控和液滴微

流控，应用于细胞分选的微流控较多，而用在阳

性杂交瘤筛选的主要是液滴微流控[33]。液滴微流

控中单细胞在液滴中的分隔使细胞上的或分泌的

蛋白分析成为可能，从而克服了传统的流式细胞

仪和荧光激活分选细胞的一些主要限制。如图 5

所示，在 50 pL 液滴中，一个荧光探针和一个包

被有抗小鼠 IgG 抗体的单珠共同分割单个小鼠杂

交瘤细胞，经过 15 min 的细胞培养，单珠子捕获

分泌的抗体，当捕获的抗体与探针结合时荧光被

定位在珠子上，产生清晰可分辨的荧光，经过检

测器的识别，将分泌抗体的杂交瘤分选出来，对

未分泌抗体的杂交瘤进行舍弃[39]。 

6.6  仪器全自动筛选方法 

6.6.1  流式细胞仪筛选方法 

流式细胞仪 (Flow cytometer) 基于对荧光标

记抗原与抗体亚型结合免疫球蛋白作为筛选指标，

能够全自动、快速、高效地对针对抗原特异性且活

的杂交瘤细胞进行筛选[40-41]。Dippong 等利用过

氧化物酶标记的半抗原与荧光标记的抗过氧化物

酶的抗体偶联物检测抗体的特异性，用荧光标记的

抗小鼠 IgG 的抗体鉴定抗体的分泌 (图 6-1)，利用

荧光激活细胞分选技术 (FACS) 将融合混合物中

半抗原特异性的单个杂交瘤细胞分选于多孔板中

进行培养 (图 6-2)，通过直接竞争 ELISA 检测方

法确认 (图 6-3)，最后得到了分别针对雌激素酮 

(E1) 和卡马西平 (CBZ) 分泌特异性单克隆抗体

杂交瘤的方法，避免了烦琐的重复筛选和克隆过

程，为其他半抗原特异性抗体制备提供参考[40]。 

6.6.2  ClonePix FL 筛选方法 

ClonePix FL 是赛默飞世尔一款全自动杂交

瘤细胞筛选平台，其外表如图 7A 所示。其原理

是杂瘤细胞在半固体培养基上形成分散的克隆群

落，杂交瘤分泌的抗体与培养基中的荧光标记检

测试剂或者接种后加入的荧光检测试剂结合，在

杂交瘤细胞周围形成荧光聚集的现象，ClonePix 

FL 图像识别软件对荧光进行识别、定位 (图 7B)，

并根据信号指令，自动地将阳性细胞挑选至 96 孔

板中扩大培养 (图 7C)。加入的荧光标记物不同，

检测的细胞不同，ClonePix FL 可以进行多重细胞

的挑选。目前，ClonePix FL 广泛用于重组蛋白抗

体药物细胞的筛选[42-43]，Bowen 和 Nakamura 等

采用 ClonePix FL 优化和筛选单克隆抗体高产

CHO 细胞系[42,44]。 
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图 5  微流控芯片用于杂交瘤筛选方法示意图[39] 
Fig. 5  Schematic diagram of microfluidic chip for hybridoma screening[39]. 
 
 

 
 
图 6  流式细胞仪用于抗原特异性杂交瘤示意图 (1：半抗原和 IgG 对杂交瘤的识别；2：流式细胞仪对具有双荧

光信号的杂交瘤的分选；3：间接 ELISA 对杂交瘤上清的阳性测试[40]) 
Fig. 6  Schematic diagram of flow cytometer for antigen-specific hybridoma screening. 1: Recognition of hybridoma 
by hapten and IgG; 2: Separation of hybridoma with double fluorescence signal by flow cytometry; 3: Indirect ELISA 
positive test of hybridoma supernatant[40]. 
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图 7  ClonePix FL 筛选杂交瘤流程图 (A：ClonePix FL 仪器外观；B：半固体中杂交瘤在可见光和紫外光下的

图片；C：ClonePix FL 循环筛选过程) 
Fig. 7  Schematic diagram of ClonePix FL for hybridoma screening. (A) Appearance picture of ClonePix FL. (B) 
Pictures of hybridoma in semisolid under visible and ultraviolet light. (C) Cycle screening process of ClonePix FL. 
 
 

7  单克隆抗体的特异性、效价及亚型快速

测定 

7.1  间接 ELISA 法 

目前，对单克隆抗体的筛选、效价的测定及

交叉反应测定均依赖间接 ELISA 方法[30]，该方法

主要是将抗原固定在固相载体上，封闭、洗脱，

与目标的抗体孵育、洗脱，与酶标二抗孵育、洗

脱，形成抗原-抗体-酶标二抗的三元复合物，催

化底物形成有色物质，产物的量与抗体的量直接

相关，每次测定时间 5 h–1 d。因此，急需一种操

作简便、周期短的快速检测方法，可大大提高单

克隆抗体筛选和制备的效率。 

7.2  可视化宏阵列 

“可视化细菌宏阵列技术”是将抗原致病菌和

非抗原致病菌灭活后，点制在硝酸纤维素膜上构

建蛋白宏阵列，具体过程如图 8 所示，用辣根过

氧化物酶标记的抗小鼠抗体作为检测抗体，用

DAB 作为显色液，构建可视化细菌宏阵列，同步 

筛选两个单克隆抗体核心指标 (最佳反应能力、

交叉反应) 的杂交瘤细胞株，可视化细菌宏阵列

不仅大大提高了单克隆抗体筛选效率，而且检测

结果肉眼可见[45-46]。 

7.3  免疫层析法 

免疫层析法已经广泛应用于病原物的检测，

其基本原理是利用双抗夹心或者竞争法来检测抗

原，而采用抗原去检测抗体目前主要集中在血清

中的抗体检测，例如新冠病毒 IgM/IgG 联检测试

卡，其基本原理如图 9 所示，将抗人 IgM 抗体、

IgG 抗体分别喷涂在 T 线上，结合垫分别喷涂金

标标记的 COVID-19 表达的抗原和金标标记的兔

IgG，当层析时，人血中的 IgM 抗体、IgG 抗体分

别与结合垫中纳米金标记的抗原结合，经过 T 线

时，IgM 抗体、IgG 抗体又分别被 T 线中的抗 IgM

抗体、IgG 抗体所结合，从而显色[47]。用此方法

快速检测杂交瘤抗体、腹水抗体和纯化抗体的相

关研究还未见报道。 
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图 8  细菌宏阵列原理示意图[45] 
Fig. 8  Schematic diagram of the principle of bacterial macroarrays[45]. 
 

 
 
图 9  新冠病毒胶 IgM-IgG 联合抗体快速检测示意图[47]  
Fig. 9  Schematic illustration of rapid SARS-CoV-2 IgM-IgG combined antibody test[47]. 

 
7.4  电化学方法 

病毒感染的检测通常使用血清学检测技术，

如 ELISA 法检测抗体反应。Wang 等提出了一种

新的无标记电容式免疫传感器快速检测超低病毒

特异性抗体的浓度，这种分析也可用于确定 

感染基于同型患病率的阶段。如图 10A 所示，玻

璃载玻片上带有 PDMS 基底，并预留一个 6 mm

的微孔，工作电极和参比电极置于微孔上。工作

电极上包被抗原，血清中的抗体与工作电极上抗

原结合，会引起工作电极上电阻的变化 (图 10B)， 
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图 10  电容式免疫传感器设计原理图及工作原理[48] 
Fig. 10  Schematic of capacitive immunosensor design (A) and working principles (B)[48]. 
 

从而引起信号的变化，对血清中的抗体实行快速

检测。分别加入 IgG1、IgG2a、IgG2b、IgG3、IgA

和 IgM 抗体，还可以进行血清中抗体亚型的快速

测定[48]。 

8  总结 

小鼠杂交瘤单克隆抗体的开发目前仍充满着

挑战，针对单一特定结构的靶标时，低融合率对

最终获得抗体的目的可能无影响，但是对含有多

靶标的抗原时，例如致病菌，对筛选并获得特异

性的抗体，低融合率可能会起着决定性的影响。

对于这种多靶标的抗原，通常通过测序获得病原

菌的序列，并通过生物信息能准确地预测致病菌

的特异性膜蛋白，但仍然存在靶标为糖蛋白而糖

蛋白的空间结构无法预测[49-50]、易出现对重组蛋

白具有亲和力而不能对理论上含有此靶标的病原

菌实现全覆盖的现象。目前，通过针对抗原特异

性的 B 细胞受体高通量测序，并进行计算和评价

打分，筛选出特异性强广谱性强的单克隆抗体序

列[28]，使得对测试抗原的预选成为一种可能。 

不考虑其他人为因素的影响，融合率的提高

和最后产抗体的细胞数量对高质量的抗体制备起

着关键性的作用。采用化学方法分别标记脾细胞

和骨髓瘤细胞增加了两种细胞结合机会，减少了

两种细胞自融合的几率，提高了融合效率[31]。但

化学标记方法对细胞仍然有一定毒性， 造成细胞

状态较差，最终导致融合效率提高不明显或者降

低。而采用对瘤细胞的改造，使瘤细胞表达生物

素受体肽[29]，再利用抗原连接链霉亲和素，抗原

再去与 B 细胞表面抗体结合，形成 B 细胞-抗    

原-链霉亲和素-生物素受体肽-骨髓瘤细胞复合

物，这种通过生物学方法使脾细胞和骨髓瘤细胞特

异性结合来提高融合率的方法值得期待。结合对效

应 B 细胞的富集或者对非浆细胞的去除[25,51]，采

用电融合方法以及其他一些物质的刺激诱导[32]，

对提高融合率的一套系统组合方法值得去探索、

组合和构建。 

阳性杂交瘤细胞的筛选方法的建立，包括细
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胞膜荧光免疫吸附测定法、芯片筛选方法、微流

控芯片筛选方法和仪器筛选方法等，摆脱了对传

统有限稀释法的依赖，避免了重复的筛选过程及

不确定性，使阳性杂交瘤细胞筛选时间大大缩短。

对于筛选的阳性杂交瘤还需进一步扩大培养并能

够快速进行测试，效果不佳的杂交瘤应该在开发

过程中尽早消除[38]。本文所阐述的免疫层析法和

电化学方法主要是针对血清中的抗体进行测定和

筛查病原，而对于杂交瘤细胞上清、腹水中抗体

的快速测定还未涉及。 

小鼠杂交瘤单克隆抗体快速制备技术涉及很

多环节，包括抗原设计筛选、B 细胞富集筛选、瘤

细胞改造、融合技术改进、阳性杂交瘤细胞筛选及

单克隆抗体性能快速测定，对每个环节进行优化并

进行系统化组合改建，仍然值得进一步探究。 
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