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摘　 要　 制备抗人 β２⁃微球蛋白（Ｂｅｔａ⁃２⁃ｍｉｃｒｏｇｌｏｂｕｌｉｎ，β２⁃ＭＧ）单克隆抗体，建立快速、准确的 β２⁃ＭＧ 定性、定
量检测方法。 原核表达重组 β２⁃ＭＧ 并进行纯化后用于 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠免疫，通过杂交瘤技术制备抗人 β２⁃ＭＧ
单克隆抗体，通过双抗体夹心酶联免疫吸附测定法（ｄｏｕｂｌｅ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｓａｎｄｗｉｃｈ ｅｎｚｙｍｅ⁃ｌｉｎｋｅｄ ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓ⁃
ｓａｙ，ＤＡＳ⁃ＥＬＩＳＡ）进行筛选，建立基于化学发光酶免疫测定法（ｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ ｅｎｚｙｍｅ ｉｍｍｕｎｏａｓｓｓａｙ，ＣＬＥＩＡ）
的检测平台，将其应用于临床血清 β２⁃ＭＧ 的测定，并初步建立可快速检测 β２⁃ＭＧ 的胶体金免疫层析法。 结果

表明，基于 ５Ｈ７ ／ ６Ｈ９⁃ＡＰ 抗体对构建的 ＣＬＥＩＡ 检测体系线性范围为 ０． １４ ～ １２０． ００ μｇ ／ Ｌ（可扩展至 ６０． ００
ｍｇ ／ Ｌ），所开发的 ＣＬＥＩＡ 与医院使用的胶乳增强免疫比浊法相比，两种方法具有良好的一致性和较高的相关

性，相关系数 Ｒ２ 为 ０． ９６ 且 Ｐ ＜ ０． ０００ １。 本研究建立的胶体金免疫层析法检测重组 β２⁃ＭＧ 的最低限度可达到

０． ２０ ｍｇ ／ Ｌ，表现出较好的敏感性，表明筛选的抗人 β２⁃ＭＧ 单克隆抗体及建立的定量和定性免疫检测方法具

有临床诊断应用的潜力。
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定法；胶体金免疫层析法
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　 　 尿毒症是一种与肾功能恶化相关的临床疾

病，其表现特征为体液、电解质、激素失衡和代谢

异常，常见于慢性和终末期肾病（ ｅｎｄ ｓｔａｇｅ ｒｅｎａｌ
ｄｉｓｅａｓｅ，ＥＳＲＤ）患者［１⁃３］。 尿毒症发生的危险因素

包括血液中尿毒相关毒素水平升高、原发性肾脏

疾病以及各类可导致肾损伤的系统性疾病等。 肾

功能迅速丧失的情况下，如果尿素或肌酐突然升

高，尿毒症也可能因急性肾损伤而发生，而且尿素

本身对组织具有直接和间接毒性，比如常见的尿

毒症引起的多发性神经病［４⁃７］。 尿毒症常引发炎

症导致免疫系统功能损害［８］。 随着现代医学的发

展，尿毒症可通过临床症状、实验室检测或影像分

析进行诊断［９］。 尽管目前尿毒症的治疗手段很少

受到限制，但其诊断仍对临床医生构成挑战［１０］，
因此，亟需探索新的诊断方式。 β２⁃微球蛋白（Ｂｅ⁃
ｔａ⁃２⁃ｍｉｃｒｏｇｌｏｂｕｌｉｎ，β２⁃ＭＧ）是一种分子量为 １１． ７３
ｋＤａ 的糖基化多肽，存在于所有有核细胞中［１１⁃１２］。
健康个体的 β２⁃ＭＧ 合成速率为 ２ ～ ４ ｍｇ ／ ｋｇ，半衰

期为 ２． ５ ｈ，广泛存在于血浆、尿液、脑脊液、唾液

和初乳中［１３］。 正常情况下，几乎所有的 β２⁃ＭＧ
均经肾小球滤过，其中 ９９％ 在肾小管中重吸收，
仅少量随尿液排出。 随着肾功能减退，β２⁃ＭＧ 通

过肾小球滤过逐渐减少，导致血液中 β２⁃ＭＧ 浓度

逐渐升高［１４］。 作为一种新的潜在炎症因子，近年

来 β２⁃ＭＧ 在自身免疫性疾病、恶性肿瘤、肾脏疾

病、外周动脉疾病中得到了广泛的研究［１５⁃１８］，也是

诊断早期高血压肾损伤的良好指标［１９］。 β２⁃ＭＧ
是引起透析淀粉样变性的物质，其预透析值有助

于评价透析治疗本身的质量。 此外，β２⁃ＭＧ 也是

评价血液透析和血液透析滤过去除性能的重要生

物标志物［２０］。 当尿 β２⁃ＭＧ 排泄水平高于 ３００
μｇ ／ ｇ 肌酐时，提示肾小管重吸收功能缺陷，反映

肾小球滤过率下降［２１］。 目前血清 β２⁃ＭＧ 的检测

方法主要包括散射免疫法、酶联免疫吸附法和荧

光免疫层析法等，但这些方法存在灵敏度不高、检
测时间较长、检测过程复杂且检测设备价格昂贵

等问题，制约了其进一步推广。 近年开发的时间

分辨荧光免疫测定法虽然将 β２⁃ＭＧ 浓度的检测

灵敏度提升至 ６０ μｇ ／ Ｌ，但整个检测过程仍需耗时

２ ｈ 以上［２２⁃２３］。 因此，研发制备特异性单克隆抗

体，建立快速灵敏的 β２⁃ＭＧ 检测方法具有重要的

临床应用价值。 本研究制备了 ３ 株高灵敏度的抗

人 β２⁃ＭＧ 单克隆抗体，开发了用于临床诊断检测

的高灵敏度化学发光酶免疫测定法（ ｃｈｅｍｉｌｕｍｉ⁃
ｎｅｓｃｅｎｃｅ ｅｎｚｙｍｅ ｉｍｍｕｎｏａｓｓｓａｙ，ＣＬＥＩＡ），该方法与

临床使用的胶乳增强免疫比浊法具有良好一致

性，可为 β２⁃ＭＧ 的临床诊断提供更多工具。 同

时，本研究初步建立了方便快捷、特异敏感、稳定

性强的胶体金免疫层析法，该方法不需要特殊设

备和试剂，结果判断直观，便于检验人员基层和现

场使用，整个检测过程可在 １０ ｍｉｎ 内完成，应用

范围广，可适应多种检测条件，具有较好的临床诊

断应用潜力。

１　 材料与方法

１． １　 材料

１． １． １　 细胞株、质粒和动物　 ＴＨＰ⁃１ 细胞、Ｅｓｃｈｅ⁃
ｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ Ｔｏｐ １０Ｆ′菌株、ＢＬ２１（ＤＥ３）菌株、ＳＰ２ ／ ６ 骨
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髓瘤细胞系及质粒 ｐＴＯ⁃Ｔ７ 保存于湖南省“免疫诊

断试剂”工程技术研究中心（本实验室）；ＢＡＬＢ ／ ｃ
小鼠购自湖南斯莱克景达实验动物有限公司。
１． １． ２　 血清样本和伦理批准 　 临床血清样本收

集自湖南省人民医院。 本研究动物实验均获得湖

南师范大学伦理委员会批准（审批号：３６０）。
１． １． ３　 主要试剂与仪器设备 　 辣根过氧化物酶

（ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈ ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＨＲＰ）⁃羊抗鼠由厦门大学

夏宁邵教授惠赠；限制性内切酶 Ｘｈｏ Ｉ 和 ＢａｍＨ Ｉ
购自日本 ＴＡＫＡＲＡ 公司；化学发光反应试剂购自

湖南远璟生物技术有限公司；ＰＥＧ １５００、ＨＡＴ 培

养基、ＨＴ 培养基及弗氏佐剂购自美国 Ｓｉｇｍａ 公

司；ＢＣＡ 蛋白质检测试剂盒、Ｎｉ⁃ＴＥＤ 亲和层析柱、
Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ ／ Ｇ 亲和色谱柱及各类分析纯化学用品

购自生工生物工程（上海）股份有限公司；样品

垫、金标结合垫、ＮＣ 膜及吸水垫购自湖南旭翔生

物 科 技 有 限 公 司。 全 自 动 酶 标 仪 （ Ｅｌｘ８００，
ＢｉｏＴｅｋ），化学发光免疫分析检测仪 （ Ｒａｎｇｃｅｌ⁃
１２００ｉ，湖南远璟生物技术有限公司），ＸＹＺ 三维划

膜喷金仪（ＸＹＺ３０６０，ＢｉｏＤｏｔ）。
１． ２　 方法

１． ２． １　 β２⁃ＭＧ 的原核表达和蛋白质纯化　 提取

ＴＨＰ⁃１ 细胞 ＲＮＡ，逆转录合成 ｃＤＮＡ，以其为 ＰＣＲ
模板对 β２⁃ＭＧ 编码序列进行扩增，目的基因引物

为 ＢａｍＨＩ⁃ＦＰ（５′⁃ｃｇｃＧＧＡＴＣＣＡＴＧＴＣＴＣＧ⁃３′）；ＸｈｏＩ⁃
ＲＰ（５′⁃ｃｃｇＣＴＣＧＡＧＣＡＴＧＴＣＴＣＧＡＴＣＣ⁃３′）。 在大肠

埃希菌 ＢＬ２１（ＤＥ３）中对构建的重组质粒 β２⁃ＭＧ⁃
ｐＴＯ⁃Ｔ７ 经 ０． ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＩＰＴＧ 在 ３７ ℃诱导 ４ ｈ
表达重组 β２⁃ＭＧ，超声处理和离心后，进行包涵体

纯化及 Ｎｉ⁃ＴＥＤ 亲和层析柱纯化，经 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 鉴

定分析。
１． ２． ２　 抗人 β２⁃ＭＧ 单克隆抗体的制备及性能检

测　 以纯化的重组 β２⁃ＭＧ 为抗原对小鼠进行皮

下多点注射（１２０ μｇ ／只）免疫，每 ２ 周重新免疫 １
次，共进行 ４ 次免疫。 从免疫小鼠中分离脾细胞

并与 ＳＰ２ ／ ６ 骨髓瘤细胞按 ５ ∶ １ 比例混合，加入

ＰＥＧ １５００ 促进融合。 采用有限稀释法进行杂交

瘤细胞亚克隆获得阳性细胞株。 使用饱和硫酸铵

和 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ ／ Ｇ 亲和层析技术利用小鼠腹水制备

纯化单克隆抗体。 采用蛋白质印迹分析单克隆抗

体的特异性。 将 １ ｍｇ ／ Ｌ 重组 β２⁃ＭＧ 进行 ＳＤＳ⁃
ＰＡＧＥ 后，电转到 ＰＶＤＦ 膜，用 ５％脱脂奶 ３７ ℃封

闭 ２ ｈ，ＰＢＳＴ 洗膜后与一抗（１∶２ ０００）在室温下孵

育 １ ｈ。 清洗后，将膜与 ＨＲＰ⁃羊抗鼠（１∶５ ０００） 一

起孵育，利用 ＤＡＢ 底物显色液鉴定。 ＥＬＩＳＡ 检测

单克隆抗体的性能。 将 １ ｍｇ ／ Ｌ 重组 β２⁃ＭＧ 在

４ ℃下包被过夜。 洗板后用 ０． ２５％ ｃａｓｅｉｎ 的 ＥＤ
液 ３７ ℃封闭 ２ ｈ。 洗板后分别将 １ μｇ ／ Ｌ 的 ３ 株

抗体加入孔中孵育 ３０ ｍｉｎ。 洗板并将 ＨＲＰ⁃羊抗

鼠（１∶５ ０００）加入孵育 ３０ ｍｉｎ。 用 ＴＭＢ 显色液室

温下避光孵育 １０ ｍｉｎ 后，用 ２ ｍｏｌ ／ Ｌ 硫酸终止反

应，４５０ ｎｍ ／ ６３０ ｎｍ 双波长处检测 ＯＤ 值。
１． ２． ３ 　 双抗体夹心酶联免疫吸附测定法（ＤＡＳ⁃
ＥＬＩＳＡ）的建立 　 将筛选获得的 ３ 株单克隆抗体

进行辣根过氧化物酶标记后［２４］，以 １０ ｍｇ ／ Ｌ 的 ３
株单克隆抗体包被，３７ ℃孵育 ２ ｈ。 洗板后加入

ＥＤ 液，３７ ℃ 封闭 ２ ｈ。 洗板后加入纯化的重组

β２⁃ＭＧ 孵育 ２ ｈ。 洗板并加入 ＨＲＰ 标记抗人 β２⁃
ＭＧ 单克隆抗体（１∶２ ０００）反应 ３０ ｍｉｎ。 ＴＭＢ 显色

液避光孵育 １０ ｍｉｎ 后加入硫酸终止反应，于 ４５０
ｎｍ ／ ６３０ ｎｍ 双波长处读取 ＯＤ 值。
１． ２． ４ 　 配对抗体对 ５Ｈ７ ／ ６Ｈ９⁃ＡＰ 的化学发光酶

免疫测定法的建立　 基于 ＨＲＰ 标记建立的 ＤＡＳ⁃
ＥＬＩＳＡ，对单克隆抗体 ５Ｈ７ 进行磁珠标记，单克隆

抗体 ６Ｈ９ 进行碱性磷酸酶（ ａｌｋａｌｉｎｅ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ，
ＡＰ）标记［２５］，建立人 β２⁃ＭＧ 化学发光酶免疫测定

法。 将纯化的重组 β２⁃ＭＧ 作为校准品，并稀释至

３． ７５、７． ５０、１５． ００、３０． ００ 和 １２０． ００ μｇ ／ Ｌ（质量浓

度）５ 个梯度，然后用化学发光免疫分析检测仪进

行测定校准。 使用分析仪上单个吸头连续吸取

５０ μＬ 样品添加到 ５０ μＬ 磁珠标记的单克隆抗体

５Ｈ７ 的颗粒溶液中，形成 Ａｇ⁃Ａｂ 免疫复合物共孵

育 ３０ ｍｉｎ。 经清洗后，加入 １５０ μＬ ＡＰ 标记的单

克隆抗体 ６Ｈ９ 的溶液共孵育 １５ ｍｉｎ，经清洗后，加
入化学发光底物溶液并于 １０ ｓ 内对相对光单位

（ｒｅｌａｔｉｖｅ ｌｉｇｈｔ ｕｎｉｔ， ＲＬＵ）进行读取，由分析仪的

Ｚｅｃｅｎ 软件进行 Ｌｏｇｉｓｔｉｃ 四参数拟合计算。 收集

２０２３ 年 １ 月至 １０ 月的 ５１ 例门诊和住院患者临床

血清 β２⁃ＭＧ 样本（β２⁃ＭＧ 阳性样本（ ｎ ＝ ４１），健
康样本（ｎ ＝ １０）），年龄 １８ ～ ６０ 岁，均由湖南省人

民医院使用的胶乳增强免疫比浊法检测临床值。
样本使用基于配对抗体对 ５Ｈ７ ／ ６Ｈ９⁃ＡＰ 的 ＣＬＥＩＡ
进行检测，根据标准曲线计算检测值，通过比较临

床值与检测值相关性分析评价 ５Ｈ７ ／ ６Ｈ９⁃ＡＰ 的临

５８２ 期　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　



床应用价值。
１． ２． ５　 配对抗体对 ５Ｈ７ ／ ６Ｈ９ 的胶体金免疫层析

法的建立 　 ①胶体金及金标抗体的制备：配制

０． ０１％的氯金酸溶液加热煮沸，加入 １％ 柠檬酸

三钠溶液，煮沸 １５ ｍｉｎ，待颜色稳定为酒红色后冷

却至室温，加蒸馏水定容，用分光光度计扫描吸收

峰进行胶体金质量鉴定，４ ℃ 保存。 取调节至最

适 ｐＨ 的胶体金溶液于冰上涡旋后静置；加入最

适标记量 １２０％ 的单克隆抗体 ５Ｈ７ 混匀后静置；
用 ５％ ＢＳＡ 调至溶液终浓度为 １％ 混匀后静置；
离心后沉淀用含 ５％ ＢＳＡ 的 ＰＢＳ 缓冲液加至总

溶液的 １ ／ １０ 进行重悬，４ ℃保存 。 ②试纸条的组

装：试纸条由四部分组成，金标结合垫、样品垫及

吸水垫进行预处理后干燥备用［２６］，ＮＣ 膜上将单

克隆抗体 ６Ｈ９ 和羊抗鼠多抗分别划检测线和质

控线，将胶体金标记的单克隆抗体 ５Ｈ７ 固定在结

合垫上并干燥。 在 ＰＶＣ 胶板上将样品垫、金标结

合垫、ＮＣ 膜及吸水垫进行固定，分切成宽度 ５ ｍｍ
的试纸条干燥密封保存备用。 ③试纸条测试方法

与结果判定：室温下将 １００ μＬ 重组 β２⁃ＭＧ 滴于

免疫层析试纸条的样品孔中 １０ ｍｉｎ 观察结果。
阳性结果显示质控线和检测线条带区域上有 ２ 条

红线；阴性结果显示仅质控线上出现 １ 条红线。
无显色条带为无效结果。
１． ２． ６ 　 统计学分析 　 采用 ＧｒａｐｈＰａｄ ＰＲＩＳＭ ８
进行平均值（�ｘ）和标准差（ＳＤ）计算、线性回归和

相关性分析。 使用 Ｚｅｃｅｎ （ １． ０． ０． １ ） 软件在

ＲａｎｇｅＣＬ 免疫分析仪上绘制 ＣＬＥＩＡ 标准曲线。
Ｐ ＜ ０． ０５有统计学意义。

２　 结果与分析

２． １　 重组 β２⁃ＭＧ 的表达纯化及鉴定

从 ＴＨＰ⁃１ 细胞提取 ＲＮＡ 并进行 ＰＣＲ 扩增，
经电泳分析目的产物（β２⁃ＭＧ 序列）的片段大小

为 ３６０ ｂｐ，与理论结果一致（图 １Ａ）。 将重组表达

质粒 β２⁃ＭＧ⁃ｐＴＯ⁃Ｔ７ 转化至大肠埃希菌，制备重

组 β２⁃ＭＧ 蛋白，该蛋白主要以不溶性包涵体的形

式表达。 包涵体裂解后，通过 Ｎｉ⁃ＴＥＤ 亲和层析纯

化重组蛋白，经 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 分析，目的蛋白条带大

小约为 １５ ｋＤａ，与预期相符（图 １Ｂ）。
２． ２　 抗人 β２⁃ＭＧ 单克隆抗体的制备及鉴定

通过对小鼠皮下注射接种纯化的重组 β２⁃ＭＧ

作为免疫原诱导产生抗体。 取免疫小鼠的脾细胞

和 ＳＰ２ ／ ６ 细胞进行融合，筛选制备了 ３ 株可稳定

分泌抗人 β２⁃ＭＧ 单克隆抗体的杂交瘤细胞株

（３Ｂ９、５Ｈ７ 和 ６Ｈ９），用小鼠腹水制备单克隆抗体

并进行纯化。 通过蛋白质印迹法分析单克隆抗体

３Ｂ９、５Ｈ７ 和 ６Ｈ９ 对重组 β２⁃ＭＧ 的反应性，结果如

图 ２ 所示，３ 株抗人 β２⁃ＭＧ 单克隆抗体均在约 １５
ｋＤａ 的位置与重组 β２⁃ＭＧ 有较好的特异性反应。

图 １　 重组 β２⁃ＭＧ 的原核表达及纯化

Ｆｉｇ． １　 Ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ β２⁃ＭＧ

Ａ：β２⁃ＭＧ 的基因扩增；Ｍ：ＤＮＡ 分子量标准；１：β２⁃ＭＧ 基因

序列片段。 Ｂ：纯化的重组 β２⁃ＭＧ；Ｍ：蛋白分子量标准；
１：Ｎｉ⁃ＴＥＤ亲和层析纯化后的重组 β２⁃ＭＧ
Ａ：Ｇｅｎｅ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ β２⁃ＭＧ；Ｍ：ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ；１：Ｔｈｅ ｇｅｎｅ
ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｓｅｇｍｅｎｔｓ ｏｆ β２⁃ＭＧ． Ｂ：Ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ β２⁃ＭＧ；
Ｍ：Ｐｒｏｔｅｉｎ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔ ｍａｒｋｅｒ；１：Ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ β２⁃ＭＧ
ａｆｔｅｒ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ Ｎｉ⁃ＴＥＤ ｒｅｓｉｎ

图 ２　 蛋白质印迹法分析重组 β２⁃ＭＧ 与

单克隆抗体的免疫反应性

Ｆｉｇ． ２　 Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｏｆ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ａｎｄ
ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ β２⁃ＭＧ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ

Ａ ～ Ｃ： 分别为单克隆抗体 ３Ｂ９、５Ｈ７ 和 ６Ｈ９ 的免疫反应性

鉴定； Ｍ：蛋白质分子量标准

Ａ⁃Ｃ： Ｔｈｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｆｏｒ ｍＡｂ ３Ｂ９，
５Ｈ７ ａｎｄ ６Ｈ９； Ｍ：Ｐｒｏｔｅｉｎ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔ ｍａｒｋｅｒ
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２． ３　 单克隆抗体的性能及配对检测

采用间接 ＥＬＩＳＡ 对单克隆抗体的性能进行

检测。 ①对单克隆抗体的亚型进行鉴定：筛选

的 ３ 株抗人 β２⁃ＭＧ 单克隆抗体为一抗，二抗为

抗 ＩｇＭ、抗 ＩｇＧ１、抗 ＩｇＧ２ａ、抗 ＩｇＧ２ｂ、抗 ＩｇＧ３ 的

抗体。 结果显示，３Ｂ９ 和 ６Ｈ９ 为 ＩｇＧ１ 亚型，５Ｈ７
为 ＩｇＧ２ａ 亚型（图 ３Ａ）。 ②对单克隆抗体结合

抗原的滴度进行测定：一抗为筛选的 ３ 株抗人

β２⁃ＭＧ 单克隆抗体，重组 β２⁃ＭＧ 以 １ ∶１ ０００ 为

初始浓度进行 １２ 个梯度的倍比稀释，ＰＢＳ 缓冲液

（ｐＨ ７． ４）为空白对照。 结果显示，３ 株抗人 β２⁃
ＭＧ 单克隆抗体的滴度达到近 １ ∶５１２ ０００，均可以

特异性的结合重组 β２⁃ＭＧ（图 ３Ｂ）。 使用 ＤＡＳ⁃
ＥＬＩＳＡ 对单克隆抗体进行配对。 ３ 株单克隆抗体

均分别作为捕获抗体和检测抗体（ＨＲＰ 标记抗

体），结果显示，单克隆抗体 ５Ｈ７ 和 ６Ｈ９⁃ＨＲＰ 配

对分别作为捕获抗体和检测抗体时，具有较好的

灵敏度（图 ３Ｃ）。

图 ３　 抗人 β２⁃ＭＧ 单克隆抗体的评价与双抗体夹心酶联免疫吸附测定法筛选单克隆抗体配对

Ｆｉｇ． ３　 Ｔｈｅ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｅｖｅｌｏｐｅｄ ａｎｔｉ⁃β２⁃ＭＧ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ａｎｄ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｏｆ ｍＡｂ ｐａｉｒｓ ｉｎ ＤＡＳ⁃ＥＬＩＳＡ
Ａ： 单克隆抗体的亚型鉴定； Ｂ： 单克隆抗体的滴度测定； Ｃ： 单克隆抗体的配对

Ａ： Ｔｈｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｍＡｂｓ ｓｕｂｔｙｐｅｓ； Ｂ： Ｔｈｅ ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ ｏｆ ｍＡｂｓ ｔｉｔｅｒ； Ｃ： Ｔｈｅ ｐａｉｒｉｎｇ ｏｆ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ

２． ４　 配对抗体对 ５Ｈ７ ／ ６Ｈ９⁃ＡＰ 的化学发光酶免

疫测定法（ＣＬＥＩＡ）的建立

使用变异系数（ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｏｆ ｖａｒｉａｔｉｏｎ，ＣＶ）评估

ＣＬＥＩＡ 的精密度。 将重组 β２⁃ＭＧ 稀释至１． ８８、

１５． ００ 和 ３０． ００μｇ ／ Ｌ 三个质量浓度，每个质量浓

度检测 ５ 次，连续检测 １０ ｄ。 结果显示，建立的

ＣＬＥＩＡ对重组β２⁃ＭＧ检测有较好的精密度（ＣＶ﹤

１０％ ）（图 ４）。

图 ４　 化学发光酶免疫测定法的精密度分析

Ｆｉｇ． ４　 Ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＣＬＥＩＡ
Ａ ～ Ｃ： 用 ＣＬＥＩＡ 检测重组 β２⁃ＭＧ 的 ３ 个质量浓度，分别为 １． ８８、１５． ００、３０． ００ μｇ ／ Ｌ； Ｄ： 连续 １０ ｄ 的变异系数百分比

Ａ⁃Ｃ： Ｔｈｒｅｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ １． ８８，１５． ００， ３０． ００ μｇ ／ Ｌ ｗｉｔｈ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ β２⁃ＭＧ ｗｅｒｅ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ ＣＬＥＩＡ； Ｄ： Ｐｅｒｃｅｎｔ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ
ｏｆ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｆｏｒ １０ ｃｏｎｓｅｃｕｔｉｖｅ ｄａｙｓ

７８２ 期　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　



　 　 将重组 β２⁃ＭＧ（１００ ｍｇ ／ Ｌ）稀释至 ０ ～ １２０
μｇ ／ Ｌ 八个质量梯度浓度，并进行 ＣＬＥＩＡ 检测。
如图 ５Ａ 所示，所建立的 ＣＬＥＩＡ 用于重组 β２⁃ＭＧ
检测具有良好的检测线性（Ｒ２ ＝ ０． ９９）。 使用检

测限（Ｌｉｍｉｔ ｏｆ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ，ＬｏＤ）对建立的 ＣＬＥＩＡ 灵

敏度进行评价。 如图 ５Ｂ 所示，检测限为 ０． １４
μｇ ／ Ｌ，即比空白样品（ｎ ＝ ２０）的平均 ＲＬＵ 高出 ３

个标准差（ｓｔａｎｄａｒｄ ｄｅｖｉａｔｉｏｎ，ＳＤ）所计算的浓度。
将 ＣＬＥＩＡ 测定的检测值与医院使用的胶乳增强

免疫比浊法（β２⁃微球蛋白（科华生物）测定试剂

盒）检测的临床值进行相关性分析，结果表明，两
种方法检测临床血清 β２⁃ＭＧ 的相关性显著（Ｒ２ ＝
０． ９６，Ｐ ＜ ０． ０００ １） （图 ５Ｃ），本研究建立的基于

５Ｈ７ ／ ６Ｈ９⁃ＡＰ 的 ＣＬＥＩＡ 具有临床诊断的应用潜力。

图 ５　 抗体对 ５Ｈ７ ／ ６Ｈ９⁃ＡＰ 在 ＣＬＥＩＡ 中的检测性能及 ＣＬＥＩＡ 和胶乳增强免疫比浊法的相关性分析

Ｆｉｇ． ５　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｓ ｏｆ ｍＡｂ ｐａｉｒｓ ５Ｈ７ ／ ６Ｈ９⁃ＡＰ ｉｎ ＣＬＥＩＡ ａｎｄ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＣＬＥＩＡ
ａｎｄ ｌａｔｅｘ ｅｎｈａｎｃｅｄ ｉｍｍｕｎｏｔｕｒｂｉｄｉｍｅｔｒｙ ａｓｓａｙ

Ａ： ＣＬＥＩＡ 的线性分析，梯度稀释重组 β２⁃ＭＧ（质量浓度为 ０、０． ９４、３． ７５、７． ５０、１５． ００、３０． ００、６０． ００ 和 １２０． ００ μｇ ／ Ｌ）； Ｂ： ２０
次空白试验检测的 ＲＬＵ； Ｃ： 采用医院胶乳增强免疫比浊法和本研究建立的 ＣＬＥＩＡ 检测 ５１ 个临床血清 β２⁃ＭＧ
Ａ： Ｌｉｎｅａｒｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＣＬＥＩＡ， ｇｒａｄｉｅｎｔ ｄｉｌｕｔｉｎｇ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ β２⁃ＭＧ ａｔ ａ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ０，０． ９４，３． ７５，７． ５０，１５． ００，３０． ００，６０． ００
ａｎｄ １２０． ００ μｇ ／ Ｌ； Ｂ： Ｏｂｔａｉｎｅｄ ＲＬＵｓ ｉｎ ２０ ｔｅｓｔｓ ｏｆ ｂｌａｎｋ； Ｃ： Ｔｈｅ ｌａｔｅｘ ｅｎｈａｎｃｅｄ ｉｍｍｕｎｏｔｕｒｂｉｄｉｍｅｔｒｙ ａｓｓａｙ ａｎｄ ｏｕｒ ｄｅｖｅｌｏｐｅｄ
ＣＬＥＩＡ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ ｏｆ ５１ ｓｅｒｕｍ β２⁃ＭＧ

２． ５　 配对抗体对 ５Ｈ７ ／ ６Ｈ９ 的胶体金免疫层析法

的建立

基于本研究建立的 ＣＬＥＩＡ 与医院临床使用的

胶乳增强免疫比浊法测定血清 β２⁃ＭＧ 的相关性显

著（Ｒ２ ＝ ０． ９６，Ｐ ＜ ０． ０００ １）（图 ５Ｃ），建立抗体对

５Ｈ７ ／ ６Ｈ９ 的胶体金免疫层析法。 通过紫外分光光

度计测定胶体金吸光度，最大吸收峰波长为 ５２８． ５
ｎｍ（图 ６Ａ），对应的吸光度约为 ２． ７６，胶体金的平

均粒径大小根据纳米金直径与最大吸收峰关系的

回归方程（ｙ ＝０． ７８６ｘ ＋５０５． ５３０（ｘ 为纳米金颗粒直

径，ｙ 为最大吸收峰波长）） 计算约为 ２９ ｎｍ［２７］，可
用于试纸条的制作。 将重组 β２⁃ＭＧ 从 ５１． ２０ ｍｇ ／ Ｌ
质量浓度开始进行 １０ 个梯度的倍比稀释，以 ＰＢＳ
作为空白对照进行胶体金免疫层析测定。 结果如

图 ６Ｂ 所示，随着抗原浓度降低，试纸条检测线颜色

呈变浅趋势，重组 β２⁃ＭＧ 浓度为 ０． ２０ ｍｇ ／ Ｌ 时仍

呈阳性，浓度降至 ０． １０ ｍｇ ／ Ｌ 时检测线不显色，表
明本研究制备的试纸条灵敏度良好。
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图 ６　 胶体金颗粒的质量鉴定（Ａ）与胶体金试纸条灵敏性检验（Ｂ）
Ｆｉｇ． ６　 Ｑｕａｌｉｔｙ ｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏｌｌｏｉｄａｌ ｇｏｌｄ ｐａｒｔｉｃｌｅｓ （Ａ） ａｎｄ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｔｅｓｔ ｏｆ ｃｏｌｌｏｉｄａｌ ｇｏｌｄ ｔｅｓｔ ｓｔｒｉｐ（Ｂ）

３　 讨　 论

β２⁃ＭＧ 是一种小分子球蛋白，可经肾小球自

由滤过，仅有少量随尿液排出，正常情况下，β２⁃
ＭＧ 在血液和尿液中的含量相对稳定，是肾损伤

早期诊断的敏感指标［２８⁃３１］。 在多发性骨髓瘤、心
血管疾病、炎症和淋巴增生性疾病等病理条件下，
β２⁃ＭＧ 含量均会升高，是相关疾病诊断和预后的

标志物。 β２⁃ＭＧ 水平与肿瘤负荷相关，是血液系

统恶性肿瘤和淋巴瘤预后的独立预测因子［３２⁃３５］，
在肿瘤发生和免疫调控中发挥重要的生物学功

能，尤其在免疫监视过程中发挥着重要作用。 β２⁃
ＭＧ 是免疫检查点抑制剂治疗的潜在生物标志

物，也可能是肿瘤研究中未来靶向治疗的主

题［３６］。 制备具有自主知识产权的抗人 β２⁃ＭＧ 单

克隆抗体，并建立快速准确的 β２⁃ＭＧ 检测技术，
有助于降低国内 β２⁃ＭＧ 检测对关键原材料和主

要技术的进口依赖，也是我国肾损伤及相关肿瘤

诊断试剂的研究方向。
本研究构建的原核表达质粒 β２⁃ＭＧ⁃ｐＴＯ⁃Ｔ７

在大肠埃希菌中能够高效表达，且重组β２⁃ＭＧ携

带的组氨酸 （ Ｈｉｓ） 标签有利于后续蛋白的纯

化［３７］，对小鼠具有较好的免疫性。 本研究筛选获

得 ３ 株稳定的抗人 β２⁃ＭＧ 单克隆抗体具有高亲

和力和特异性，为免疫诊断试剂盒的研制提供了

关键且经济的原料。 基于配对抗体对 ５Ｈ７ 与

６Ｈ９⁃ＨＲＰ 在 ＤＡＳ⁃ＥＬＩＳＡ 检测中的良好性能，本研

究初步建立了 ＣＬＥＩＡ，并对检测限和线性范围进

行测定，结果表明该方法具有较低的检测限

（０． １４ μｇ ／ Ｌ） 和较宽的动态检测范围 （０． １４ ～
１２０． ００ μｇ ／ Ｌ，可扩展至 ６０． ００ ｍｇ ／ Ｌ），达到了临

床检测诊断的要求，与近期开发的液相色谱⁃串联

质谱（ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ）方法（检测限为 ０． ０６ ｍｇ ／ Ｌ，线
性范围为 ０． ２５ ～ ４０． ００ ｍｇ ／ Ｌ）相比，其灵敏度更

高，测定范围更宽［３８］。 将本研究建立的 ＣＬＥＩＡ
与医院使用的胶乳增强免疫比浊法同时用于临床

血清样本中 β２⁃ＭＧ 的检测，结果显示两种检测方

法表现出较好的一致性和相关性，具有良好的临

床诊断检测潜力，可作为肾脏损伤、心血管疾病、
炎症及相关恶性肿瘤早期诊断和预后监测的重要

指标。 后续将通过检测大量临床血清样本，进一

步验证该方法的可靠性。 基于 ＤＡＳ⁃ＥＬＩＳＡ 和

ＣＬＥＩＡ 的检测性能，本研究使用新开发的单克隆

抗体对 ５Ｈ７ 与 ６Ｈ９，初步建立了方便快捷的胶体

金免疫层析法用于即时诊断。 初步评估表明，该
方法对重组 β２⁃ＭＧ 的检测表现出较好的敏感性，
并具有简便、快速、经济等特点。 由于成本低，不
受仪器设备和实验场地限制，检测结果可在 １０
ｍｉｎ 内获得，适用于基层医务人员操作及患者家

庭动态化监测。 后续还将进一步优化胶体金免疫

测定法的临床应用反应条件，并进行临床血清样

本检测，以便更好地应用于临床诊断。
本研究利用制备的抗人 β２⁃ＭＧ 单克隆抗体

开发的 ＣＬＥＩＡ，可实现 β２⁃ＭＧ 的定量检测，该方

法具有快速、易操作且成本低廉的优势，可用于肾

损伤早期诊断及预后监测的准确筛查。 同时，本
研究初步建立的定性检测 β２⁃ＭＧ 的胶体金免疫

层析法具有快速方便的特点且敏感性良好，为国

内研发具有自主知识产权的抗人 β２⁃ＭＧ 单克隆

抗体诊断试剂盒提供了诊断材料，具有较好的临

床 β２⁃ＭＧ 检测诊断的应用潜力。
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