
抗恶性疟原虫谷氨酸脱氢酶单克隆抗体的研制与胶体金免疫层析方法的建
立  

    疟疾诊断一直是疟疾防治工作的一个重要环节。近年来发展的以单克隆抗体为基础的免疫层析技术，以

其快速、简便、可靠等优点在疟疾诊断中显示了广阔的应用前景，目前国外开发的试剂盒主要有ParaSight-

F、ICT、OpitiMAL[1][2]，但这些方法都存在一定的不足并且价格昂贵，很难在基层推广应用。我国急需开

发具有自己知识产权的疟疾诊断试剂盒，恶性疟原虫谷氨酸脱氢酶(GDH)是疟原虫物质和能量代谢过程中十分

重要的功能分子，在疟原虫整个红内期均能表达，更为重要的是宿主红细胞内没有此酶[3][4]，因此该酶有

望成为疟疾快速诊断的新型候选分子。作者等应用杂交瘤技术制备了抗GDH单克隆抗体，并胶体金标记，建立

了胶体金免疫层析方法，为恶性疟快速诊断试剂盒的研制打下基础。 

    

1  材料与方法 

    1.1  骨髓瘤细胞和实验动物 

    小鼠骨髓瘤细胞SP2/0由军事医学科学院二所惠赠。6周龄雌性Balb/C小鼠，购自南方医科大学实验动物

中心。 

    1.2  血样标本来源 

    恶性疟病人血样、间日疟病人血样、正常人血样由杭州艾康生物技术有限公司提供，刚地弓形虫血样、

日本血吸虫血样由我校寄生虫教研室提供。 

    1.3  主要试剂 

    RPMI 1640培养基、胎牛血清、HAT、HT(美国Gibco BRL产品)，弗氏佐剂、聚乙二醇(PEG
20000

)(美国

Sigma产品)，鼠单克隆抗体亚类检测试剂盒(HyCult biotechnology b.v.产品)，其它试剂均为国产试剂

纯。建立胶体金免疫层析方法的试剂和材料由杭州艾康生物技术有限公司提供。 

    1.4  单克隆抗体杂交瘤细胞株的建立 

    GDH抗原为本室制备[5]，常规法免疫、细胞融合制备单克隆抗体杂交瘤细胞株。 

    1.5  单克隆抗体的鉴定 

    1.5.1  单克隆抗体的亚类鉴定   按检测试剂盒说明书操作。 

    1.5.2  抗体亲和常数测定   参照文献报道的方法进行[6]，即选用间接ELISA方法测定，将重组GDH蛋

白分别以0.625、1.125、2.5和5 μg/ml包被，加入倍比稀释的单克隆抗体，再加入HRP标记羊抗鼠IgG抗体，

TMB显色测D(λ)值。以抗体浓度的对数为横座标，以D(λ)值为纵座标，每种单克隆抗体可得出4条反应曲线，

以每条曲线上部平坦段的D(λ)值作为100%，在曲线上查出50% D(λ)值时相对应的抗体浓度，按公式K=(n-

1)/2(n[Ab']t-[Ab]t)计算亲和常数。 

    1.6  胶体金免疫层析法的建立 

    1.6.1  抗体的纯化及包被   采用protein-G亲和层析柱，先用PBS平衡柱子，上样(按1∶10的比例用

回结果列表  《第一军医大学学报》2005年4期 

 



PBS稀释的腹水)，用PBS洗杂，再用甘氨酸缓盐酸冲液(pH2.9)洗脱，收集洗脱峰,分光光度计测定抗体浓度。

将各株抗GDH单抗作为T线(检测线)分别包被在硝酸纤维素膜(NC)上(Millipore产品)， C线(质控线)包被羊

抗鼠IgG(杭州艾康生物技术有限公司自制)，浓度均为2.5 mg/ml，喷量为0.8 μl/cm，37 ℃孵箱烘干过夜。 

    1.6.2  抗体的胶体金标记及点金标   胶体金的制备采用柠檬酸三钠还原法，取1%氯金酸1 ml，加去离

子水稀释成100 ml加热煮沸,一次快速加入37 ℃预温的柠檬酸三钠10 g/L 2 ml，待溶液由蓝逐渐变为紫红

色，继续煮沸15~30 min，冷却后再以0.2 mol/L碳酸钾调pH为8.0~8.2，0.45 μm 滤膜过滤，分光光度计测

D
540

。按每ml胶体金加入30.8 μg抗体，将二者在电磁搅拌下混合均匀，10 min后加入10%BSA40 μl，继续搅

拌30 min，加1%PEG
20000

 20 μl再搅拌5 min。取1 ml Ab-胶体金结合物按上述方法进行稳定性实验。用高速

离心法纯化Ab-胶体金，0.45 μm滤膜过滤，分光光度计测各株抗体的D
540

值，4 ℃避光保存。将各株单抗都

稀释至D
540

值为80，分别点在聚脂膜上，喷量为3 μl/cm，37 ℃孵箱烘干至少5 h以上。 

    1.6.3  检测试纸条的组装、检测方法及结果判定   将吸水滤纸、金标聚脂膜、玻璃纤维都粘贴到支持

物上(包含有NC膜)，切割成4 mm宽的测试条，装入检测试剂盒内。吸血样10 μl加入检测池，再滴入PBS缓冲

液一滴(约10 μl)，全部试验过程只需15~30 min。阳性反应为出现上下两条红线，阴性反应只有一条红色对

照线。对照线必须呈红色，否则该试剂盒为无效。 

    1.6.4  配对筛选检测及血样检测   6株抗体分别作为包被抗体，再与另外5株点金标抗体配对检测恶性

疟血样，以上面获得的最佳配对组合对170份血样进行检测，以镜检法为参照，其中恶性疟30份，间日疟40

份，正常人血样100份。 

    1.6.5  稳定性的检测   将免疫层析试纸条用塑料袋及铝箔密封，加干燥剂，室温保存，分别于1、

10、30、60、90 d后检测同一恶性疟血样，观察其稳定性。 

    

2  结果 

    2.1  抗GDH杂交瘤细胞株的建立 

    2次融合共获得6株抗GDH单克隆抗体，分别命名为3C3、2B9、2G2、5A7、3F5、3F6，均为小鼠IgG1

(κ)，亲和常数介于1×10-8~2.8×10-10之间。 

    2.2  抗体的纯化 

    纯化后的抗体经SDS-PAGE电泳(图1)，纯化所制备抗体纯度达90%以上，测定各株抗体的浓度介于

2.5~6.1 mg/ml。 

    图1单克隆抗体的纯化 
    Fig.1 Purification of the monoclonal antibodies

    Lane 1: 3F6; Lane 2: 3C3; Lane 3: 2B9; Lane 4: 2G2; Lane 5: 5A7; Lane 6: 3F5; Lane 7: 
Molecular weight marker



    2.3  抗体的胶体金标记 

    电镜下观察胶体金颗粒的大小比较均一，颗粒直径40 nm，检测各株抗体胶体金标记后的D
540

的值介于

106~137。 

    2.4  配对筛选检测的结果 

    以2B9、3C3、5A7单抗互相配对组合的模式都能对恶性疟血样做出阳性检测结果(表1)，比较检测结果，

发现当以2B9为包被抗体，3C3为金标抗体，检测效果最佳，并且与间日疟血样、刚地弓形虫血样、日本血吸

虫血样和正常人血样不发生交叉反应(图2)。 

    图2  2B9/3C3配对组合检测结果 
    Fig.2  2B9/3C3 examination result

    1: Plasmodium falciparum blood; 2: Plasmodium vivax blood; 3: Toxoplasma gondii blood; 
4: Schistosoma japonicum; 5: Normal human blood

    2.5  疟疾血样的检测 

    以2B9为包被抗体、3C3为金标抗体的最佳反应模式对170份血样进行检测，其中恶性疟血样30份，间日疟



血样40份，正常人血样100份。以镜检法为参照，检测30份恶性疟原虫血样，26份为阳性，4份为阴性；40份

间日疟原虫血样，3份出现阳性结果，其余结果都为阴性。正常人血样只有2份出现阳性结果(表2)。我们建立

的恶性疟快速免疫反应模式，以镜检法为标准，其敏感性为86.66%(26/30)，特异性为96.43%(135/140)，与

镜检法的符合率为94.71%(161/170)，χ2表明两者没有显著差异(P<0.05)。 

    2.6  稳定性的检测 

    密封保存于铝箔中的试纸条分别于第1、10、30、60、90天取出对标准阳性血样进行检测，结果均出现阳

性反应，但放置90 d后反应强度稍有降低。 

    

3  讨论 

    近年来发展的以单克隆抗体为基础的免疫层析技术以其操作简便、快速、结果易于判定等特点，在疟疾

的诊断中显示了广阔的应用前景。目前，国外开发的此类试剂盒主要以捕获恶性疟原虫富组氨酸蛋白-2(HRP-

2)和乳酸脱氢酶(LDH)为诊断靶分子，以恶性疟原虫GDH为诊断靶抗原的研究还未见报道。我们根据恶性疟原

虫GDH的一些特性，认为GDH有望成为疟疾诊断中的新型靶分子。 

    由于天然的GDH来源有限，且纯化过程繁琐，我们采用基因工程技术生产GDH产量高、纯度高，以之为抗

原制备了6株抗GDH单克隆抗体，亲和力高，结合胶体金标记技术和免疫层析技术，建立了胶体金免疫层析方

法用于恶性疟的检测，初步配对筛选发现其中3株两两配对对恶性疟都能做出检测，而另外3株不能与天然的

GDH特异性结合，这说明基因重组的GDH由于在大肠杆菌表达主要以包涵体的形式存在，在其变性/复性过程

中，可能其空间构象不能完全恢复到其天然构象，从而导致部分抗原活性遭到破坏。 

    发现以2B9为包被抗体，以3C3为金标抗体的反应模式检测效果较佳。以此反应模式对170份血样进行检

测，以镜检法为参照，结果显示了较好的敏感性和特异性。尽管我们建立的快速反应模式尚不能完全令人满

意，但只要在反应条件、稳定性及工艺上进一步完善，极有可能标准化为恶性疟快速诊断试剂盒。这种试剂盒

由于在材料及抗原、抗体制备方面降低了成本，市场价格定位低，较易为病人接受，必将有非常大的市场。 

    致谢：本文在胶体金免疫层析法的建立过程中，得到了杭州艾康生物技术有限公司的郭饶、陈明的大力

支持和帮助，在此表示衷心的感谢！ 
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