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小麦 ＧＬＢ１蛋白单克隆抗体的制备及鉴定
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摘　要：以小麦主要过敏原Ｇｌｂ－１蛋白为免疫原免疫ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，取免疫小鼠脾细胞与小鼠骨髓瘤ＮＳ－１细
胞融合。采用细胞融合和有限稀释法相结合的方法快速筛选获得稳定分泌的特异性杂交瘤细胞株，用杂交瘤细

胞株诱生小鼠腹水并用蛋白Ａ亲和层析法纯化抗体后检测。采用间接 ＥＬＩＳＡ法鉴定该单克隆抗体的 ＩｇＧ亚型；
通过间接ＥＬＩＳＡ鉴定该单克隆抗体的特性和交叉性。利用双单抗夹心 ＥＬＩＳＡ法检测单抗的抗原表位特异性。结
果表明：共获得４株可稳定分泌小鼠抗小麦主要过敏原 Ｇｌｂ－１蛋白的单克隆抗体，分别命名为 １Ｃ４、４Ｈ５、
１Ａ９、４Ｆ５，经检测其Ｉｇ亚型均为ＩｇＧ１，且４株单抗效价均在１０－９以上。ＥＬＩＳＡ结果分析表明该４株单抗均能特
异性识别小麦主要过敏原Ｇｌｂ－１蛋白且和其他常见食物无交叉反应性。将４株单抗两两配对进行 ＥＬＩＳＡ实验，
结果发现１Ｃ４与４Ｈ５可能有不同的抗原表位，以此建立的双抗夹心ＥＬＩＳＡ系统可以检测小麦Ｇｌｂ１－Ｇ３蛋白。实
验成功制备了鼠抗小麦主要过敏原Ｇｌｂ－１蛋白抗原的单克隆抗体，并且建立了双单抗夹心ＥＬＩＳＡ检测系统，为
小麦主要过敏原蛋白的检测奠定了基础。
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　　Ｉ型糖尿病 （Ｔ１Ｄ）又称胰岛素依赖型糖尿病
（Ｉｎｓｕｌｉｎ－ｄｅｐｅｎｄｅｎｔＤｉａｂｅｔｅｓＭｅｌｌｉｔｕｓ，ＩＤＤＭ），是
一种器官特异性自身免疫疾病，该类病人由于机体

胰岛素绝对缺乏而需终身依赖外源胰岛素来维持机

体血糖的平衡。Ｉ型糖尿病主要发生在青少年，占
糖尿病患者的５％～１０％［１－２］。过去５０年中全球 Ｉ
型糖尿病发病率增长了２～４倍，０－１４岁儿童发
病率每年以３％的速率增长［３－６］。Ｉ型糖尿病患者
不仅有多尿、多食、多饮、消瘦等糖尿病的典型症

状，还会继发出现糖尿病酮症酸中毒，晚期还因微

血管病变导致视网膜病变及肾功能损害。由此可见

Ｉ型糖尿病严重危害患者的健康和生活质量，同时
也给患者、家庭、社会造成巨大的经济负担。Ｉ型
糖尿病是由Ｔ淋巴细胞介导，通过对胰岛的浸润、
引发胰岛炎症，破坏及降低胰岛 β细胞分泌胰岛
素的能力，导致胰岛素绝对缺乏［７］。绝大多数Ｉ型
糖尿病是在易感基因的基础上，由一个或多个环境

因素诱导引起。

研究发现食物是与Ｉ型糖尿病发病最为密切的
环境因素［１］。对糖尿病易感大鼠 （ＢＢ大鼠）的研
究揭示，食物可诱导糖尿病的发生和发展［８－１１］。

有研究证明小麦麸质是最强的致糖尿病的食物因

素［１２－１５］。以小麦为主食的ＮＯＤ小鼠的糖尿病的发
病率明显高于饲养不含小麦麸质的对照组小

鼠［１６－１７］，越来越多的研究提示小麦蛋白在人的 Ｉ
型糖尿病发生和病理过程中起重要作用［１８－１９］。最

近的研究进一步表明小麦麸质所含的 Ｇｌｂ１在其致
糖尿病的发生中起到了重要的作用。Ｓｃｏｔｔ实验室
利用易感ＢＢ大鼠 ＩｇＧ抗体从小麦 ｃＤＮＡ表达文库
中筛选出小麦储藏蛋白 （Ｇｌｂ１）［２０］。抗 Ｇｌｂ１抗
体不出现在非糖尿病人的血清，但对小麦敏感的 Ｉ
型糖尿病患者血清检测出高滴度的抗 Ｇｌｂ１抗
体［２１］，提示小麦Ｇｌｂ１蛋白与Ｉ型糖尿病的发生发
展密切相关。然而小麦Ｇｌｂ１蛋白介导的免疫反应
及其在Ｉ型糖尿病发病中的作用机理尚不清楚。因
此研制小麦 Ｇｌｂ１蛋白对 Ｉ型糖尿病的发生发展研
究有重要意义。小麦储藏蛋白 （Ｇｌｂ１）是一种球

蛋白，在小麦胚乳和小麦麸质蛋白中含量丰富，研

究显示糖尿病大鼠 Ｇｌｂ１的抗体浓度明显高于非糖
尿病对照组，且与胰腺的炎症和破坏程度密切相

关。Ｇｌｂ１不仅在小麦喂养的 ＢＢ大鼠具有高抗原
性，而且在 Ｉ型糖尿病病人体内也具有高抗原
性［２２］。临床资料显示对小麦高度敏感的 Ｉ型糖尿
病患者表现过强的针对 Ｇｌｂ１的免疫反应［２１］。现有

研究表明Ｇｌｂ１与胰岛 β细胞损害密切相关，因此
研究Ｇｌｂ１介导的免疫反应及其对胰岛 β细胞和胰
岛素分泌影响的机理，对于揭示Ｉ型糖尿病的病因
和发病机理，为更有效的预防和治疗 Ｉ型糖尿病的
提供理论依据。单克隆抗体因为其特异性强，灵敏

度高且可以进行抗原表位分析的生物学特性在该研

究中能发挥重要作用。本实验以小麦 Ｇｌｂ１－Ｇ３蛋
白为免疫原，利用细胞融合技术．建立了稳定分泌
抗Ｇｌｂ－１特异性单克隆抗体的细胞株。并对得到
的这些单克隆抗体的生物学特性进行鉴定。抗 Ｇｌｂ
－１单克隆抗体的成功研制，对进一步探讨Ｇｌｂ－１
的生物学功能，阐明 Ｇｌｂ－１与 Ｉ型糖尿病的致病
机制提供了有力的实验工具。现将制备该单克隆抗

体的过程报道如下。

１　材料与方法
１１　材料
１１１　实验动物及细胞株　５周龄雌性 ＢＡＬＢ／ｃ
小鼠，购自广东省医学实验动物中心；小鼠骨髓瘤

细胞ＮＳ－１由汕头大学医学院炎症学与变态反应
学实验室赠与；小麦 Ｇｌｂ１－Ｇ３蛋白由美国 Ｇｅｎ
ＳｃｒｉｐｔＴｈｅＢｉｏｌｏｇｙＣＲＯ公司合成。
１１２　试剂　ＤＭＥＭ高糖培养基、８－氮鸟嘌呤
（８－ＡＧ）、ＨＡＴ、ＨＴ、双抗、胎牛血清 （ＦＢＳ）购
于Ｇｉｂｃｏ公司；福氏完全佐剂、福氏 不完全 佐剂、
羊抗小鼠ＩｇＧＨＲＰ、Ｉｇ类与亚类鉴定试剂盒、ＰＥＧ
ＳＯＬＵＴＩＯＮ购于Ｓｉｇｍａ公司；链酶亲和素－ＨＲＰ购
于ＫＰＬ公司；蛋白 Ｍａｒｋｅｒ购于美国 Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公
司。

１１３　抗原信息　小麦Ｇｌｂ１－Ｇ３抗原是选取小麦

５１１



中山大学学报 （自然科学版） 第５３卷　

Ｇｌｂ１蛋白序列第 ５９５至 ６１２位多肽人工合成，序
列构成为：ＣＥＧＦＶＡＧＰＥＱＱＳＲＥＱＥＱＥＱＥＲ，相对分
子质量２４６４５５。动物免疫用抗原为偶联了 Ｋｅｙ
ｈｏｌｅＬｉｍｐｅｔＨｅｍｏｃｙａｎｉｎ（ＫＬＨ）小麦 ＧＬＢ１－Ｇ３多
肽。均由美国ＧｅｎＳｃｒｉｐｔＴｈｅＢｉｏｌｏｇｙＣＲＯ公司合成。
１２　方法
１２１　杂交瘤细胞株的建立　取０５ｍｇ／ｍＬ的小
麦Ｇｌｂ１－Ｇ３蛋白０５ｍＬ与等体积的福氏完全佐剂
充分乳化后皮下多点注射于５只 ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，每
只２００μＬ。每间隔３周改用福氏不完全佐剂加强
免疫１次，剂量同前。第２次加强免疫后１周取尾
血测效价。取其中免疫效果最好的小鼠融合前３ｄ
经尾静脉注射含５０μｇ小麦 Ｇｌｂ１－Ｇ３蛋白的 ＰＢＳ
溶液２００μＬ再加强免疫１次。小鼠骨髓瘤细胞ＮＳ
－１于融合前两周复苏培养于含有８－氮鸟嘌呤的
ｗ＝１０％ＦＢＳ高糖ＤＭＥＭ培养基中，融合前一天更
换为普通培养基。细胞融合时，分别收集免疫小鼠

脾细胞和ＮＳ－１细胞，不完全培养基洗涤３次后，
调整脾细胞数与ＮＳ－１细胞数之比约为１∶５，ｗ＝
５０％ ＰＥＧ１５００作用１～２ｍｉｎ后，加入含有ＨＡＴ的
完全培养基稀释，接种于 ９６孔培养板，３７℃，
φ＝５％ ＣＯ２培养。约２周后，用间接 ＥＬＩＳＡ法筛
选阳性生长的细胞克隆孔，并更换为含有 ＨＴ的完
全培养基，１周后更换为完全培养基，有限稀释法
进行克隆及亚克隆。

１２２　单克隆抗体的制备及纯化　注射０５ｍＬ液
体石蜡至ＢＡＬＢ／ｃ小鼠腹腔。２周后注射１ｍＬ１×
１０６的杂交瘤细胞。５～７ｄ后，收集腹水。室温
３０００ｒ·ｍｉｎ－１离心 ５ｍｉｎ吸取上清。参照 ＨｉＴｒａｐ
ｐｒｏｔｅｉｎＡ亲和层析说明书进行腹水的抗体纯化。
１２３　单克隆抗体效价分析　使用间接 ＥＬＩＳＡ方
法对各株单克隆抗体腹水效价进行分析。用浓度为

１ｍｇ／ｍＬ的小麦 Ｇｌｂ１－Ｇ３蛋白 １００μＬ／孔包被，
４℃过夜，洗板３次，ｗ＝３％ＢＳＡ封闭３７℃ ２ｈ，
小鼠腹水以１∶１０００、１∶２０００、１∶４０００、１∶８０００、
１∶１６０００、１∶３２０００、１∶６４０００、１∶１２８０００、１∶２５６
０００、１∶５１２０００、１∶１０２４０００、１∶２０４８０００梯度稀
释后１００μＬ／孔 ３７℃孵育１ｈ，阴性小鼠血清为阴
性对照，阳性小鼠血清为阳性对照，洗板５次，加
入羊抗小鼠 ＩｇＧＨＲＰ作为二抗３７℃孵育１ｈ，洗
板３次，ＴＭＢ显色，终止后酶标仪测Ａ４５０ｎｍ值。
１２４　单克隆抗体亲和力测定　采用间接 ＥＬＩＳＡ
法，分别以１∶１、１∶２、１∶４的小麦Ｇｌｂ１－Ｇ３蛋白
抗原 （质量浓度１、０５、０２５ｍｇ／ｍＬ）包被酶标
板，封闭后，依次加入倍比稀释的４株单克隆抗体

及羊抗小鼠ＩｇＧＨＲＰ，加ＴＭＢ显色后，测定 Ａ４５０ｎｍ
值。以每一株单克隆抗体的浓度为横坐标，以其相

应的Ａ４５０ｎｍ值为纵坐标，分别绘出包被不同抗原浓
度的３条反应曲线。以各曲线上部趋于平坦的Ａ值
作为１００％，查出 Ａ４５０ｎｍ值为５０％点对应的单克隆
抗体的浓度 ［Ａｂ］ｔ，这样每份被检样品在包被抗
原浓度分别为 １∶１、１∶２、１∶４时可得 ［Ａｂ］ｔ、
［Ａｂ’］ｔ、 ［Ａｂ’’］ｔ３个值，然后按下列公式计
算Ｋ值，当包被抗原浓度为 １∶２时，Ｋ＝１／２（２
［Ａｂ’］ｔ－ ［Ａｂ］ｔ）和 Ｋ＝１／２（２［Ａｂ”］ｔ－
［Ａｂ’］ｔ）计算，当包被抗原浓度为１∶４时，Ｋ＝
３／２（２［Ａｂ”］ｔ－［Ａｂ］ｔ）。这样每株单克隆抗
体可以得到３个 Ｋ值，取３个 Ｋ值的平均值即为
亲和常数，以Ｋａ表示
１２５　单克隆抗体亚型测定　间接 ＥＬＩＳＡ方法，
以标记辣根过氧化物酶的 ＩｇＧ，ＩｇＧ１，ＩｇＧ２ａ，ＩｇＥ
为二抗测定抗体亚型。

１２６　八大类食物过敏原交叉反应性检测　将小
麦Ｇｌｂ１－Ｇ３蛋白及小麦、大豆、榛子、花生、鸡
蛋、虾、鱼、牛奶 ８种食物过敏原包被在酶标板
上，分别以 ４株单抗为一抗，羊抗小鼠 ＩｇＧＨＲＰ
为二抗，免疫前小鼠血清为阴性对照，免疫后小鼠

血清为阳性对照，进行间接 ＥＬＩＳＡ检测，显色后
Ａ４５０ｎｍ值。
１２７　双抗夹心 ＥＬＩＳＡ法检测小麦 Ｇｌｂ１－Ｇ３蛋
白　利用 ＥＬＩＳＡ方法对四种单抗进行两两配对实
验。将４种单抗包被酶标板，加入梯度稀释的小麦
Ｇｌｂ１－Ｇ３蛋白作为抗原３７℃孵育１ｈ，洗板５次，
分别加入用生物素标记的 ４种单抗两两配对，３７
℃孵育１ｈ，洗板３次，加入链酶亲和素 －ＨＲＰ，
ＴＭＢ显色，终止后酶标仪测Ａ４５０ｎｍ值。确定包被抗
体与标记抗体的种类及稀释度。用建立起来的双抗

夹心ＥＬＩＳＡ系统检测小麦Ｇｌｂ１－Ｇ３蛋白。

２　实验结果
２１　杂交瘤细胞株的建立

细胞融合率为 ９６２％ （４５２／４７０），抗体阳性
检出率为 ８７４％ （４１１／４７０），选择其中较高读数
的 １０株进行克隆和亚克隆，最终获得４株分泌抗
小麦Ｇｌｂ１－Ｇ３蛋白单克隆抗体的杂交瘤细胞株，
分别命名为：１Ｃ４、４Ｈ５、１Ａ９、４Ｆ５。
２２　单克隆抗体的制备及纯化

将收集好的各单抗腹水参照 ＨｉＴｒａｐｐｒｏｔｅｉｎＡ亲
和层析说明书进行纯化。纯化后的抗体经过 ｗ＝
１２％ＳＤＳＰＡＧＥ分析，可见清晰地２条蛋白条带，
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位于５５０００附近处的为抗体重链，位于２６０００附
近的为轻链 （图１）。

图１　小麦Ｇｌｂ１－Ｇ３蛋白单克隆抗体纯度鉴定
Ｆｉｇ１　ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｐｕｒｉｔｙｏｆＭｃＡｂｓａｇａｉｎｓｔＧｌｂ１－Ｇ３
１：１Ｃ４；２：４Ｈ５；３：４Ｆ５；４：１Ａ９；５：ＰｒｏｔｅｉｎＭａｒｋｅｒ

２３　单克隆抗体效价分析
将取得的小鼠腹水按一系列梯度稀释，用间接

ＥＬＩＳＡ法测定单抗的效价，４株抗体效价均超过
２００万 （图２）。

图２　单克隆抗体效价
Ｆｉｇ２　ＤｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅｐｏｔｅｎｃｙｏｆＭｃＡｂｓａｇａｉｎｓｔ

Ｇｌｂ１－Ｇ３ａｌｌｅｒｇｅｎ

２４　单克隆抗体亲和力测定
分别以１∶１、１∶２、１∶４的小麦 Ｇｌｂ１－Ｇ３蛋白

抗原 （质量浓度１、０５、０２５ｍｇ／ｍＬ）包被酶标
板，间接 ＥＬＩＳＡ方法测定封闭后，依次加入倍比
稀释的４株单克隆抗体及羊抗小鼠 ＩｇＧＨＲＰ，加
ＴＭＢ显色后，测定Ａ４５０ｎｍ值。以每一株单克隆抗体
的浓度为横坐标，以其相应的 Ａ４５０ｎｍ值为纵坐标，
分别绘出包被不同抗原浓度的３条反应曲线 （图３
－６）。以抗体１Ｃ４为例，小麦Ｇｌｂ１－Ｇ３蛋白抗原
包被质量浓度为１、０５、０２５ｍｇ／ｍＬ时各曲线上
部趋于平坦的 Ａ４５０ｎｍ值作为 １００％分别为 ３８０２、

图３　单克隆抗体的亲和力检测
Ｆｉｇ３　Ａｖｉｃｌｉｔｙｏｆｔｈｅｍｏｎｏｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ

３８８、３９２，则查出 ５０％ Ａ４５０ｎｍ值 １９０１、１９４、
１９６对应的单抗浓度分别是 ［Ａｂ］ｔ＝２８３×１０－１１

ｍｏｌ／Ｌ、［Ａｂ’］ｔ＝１９６×１０－１０ｍｏｌ／Ｌ、 ［Ａｂ’’］ｔ
＝４５５×１０－１０ｍｏｌ／Ｌ三个值，然后按下列公式计
算Ｋ值，当包被抗原浓度为 １∶２时，Ｋ＝１／２（２
［Ａｂ’］ｔ－［Ａｂ］ｔ） ＝１３７×１０９Ｌ／ｍｏｌ和Ｋ＝１／
２（２［Ａｂ”］ｔ－［Ａｂ’］ｔ） ＝７００×１０８Ｌ／ｍｏｌ计
算［２３］，当包被抗原浓度为 １∶４时，Ｋ＝３／２（２
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［Ａｂ”］ｔ－ ［Ａｂ］ｔ） ＝１７１×１０９Ｌ／ｍｏｌ。３个 Ｋ
值的平均值即为单抗１Ｃ４亲和力常数 Ｋａ＝１２６×
１０９Ｌ／ｍｏｌ。同理，４Ｈ５、４Ｆ５、１Ａ９的亲和力常数分
别为：７２４×１０９，４７９×１０９，４５９×１０９Ｌ／ｍｏｌ。
２５　单克隆抗体亚型测定

用间接ＥＬＩＳＡ方法，以各单克隆抗体为一抗，
标记辣根过氧化物酶的 ＩｇＧ，ＩｇＧ１，ＩｇＧ２ａ，ＩｇＥ为
二抗测定抗体亚型。检测结果４株单抗皆为 ＩｇＧ１
亚型。

图４　单克隆抗体的亚型检测
Ｆｉｇ４　Ｓｕｂｔｙｐｅｓｏｆｔｈｅｍｏｎｏｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ

２６　八大类食物过敏原交叉反应性检测
将小麦 Ｇｌｂ１－Ｇ３蛋白及小麦、大豆、榛子、

花生、鸡蛋、虾、鱼、牛奶８种食物过敏原包被酶
标板，分别以４株单抗为一抗进行间接 ＥＬＩＳＡ检
测，结果显示：所制备的１Ｃ４、４Ｈ５、１Ａ９、４Ｆ５４
株单克隆抗体与小麦 Ｇｌｂ１－Ｇ３蛋白有很好的反应
能力，与大豆、榛子、花生、鸡蛋、虾、鱼、牛奶

７种食物过敏原无交叉反应，４Ｈ５、４Ｆ５与小麦粗
提蛋白可反应，１Ｃ４、１Ａ９与小麦粗提蛋白反应能
力较弱，可能与粗提蛋白中相关抗原含量低或者抗

原结构有关。

图５　单克隆抗体与常见食物过敏原的交叉反应
Ｆｉｇ５　Ｃｒｏｓｓｒｅａｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅｍｏｎｏｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ

ｗｉｔｈｆａｍｉｌｉａｒｆｏｏｄａｌｌｅｒｇｅｎ

２７　双抗夹心ＥＬＩＳＡ法检测小麦Ｇｌｂ１－Ｇ３蛋白
利用ＥＬＩＳＡ方法对四种单抗进行两两配对实

验，发现１Ｃ４与４Ｈ５可能为不同的抗原表位。棋
盘法测定单抗１Ｃ４以１∶８０００稀释度包被，生物素
标记的４Ｈ５以１∶３２０００稀释度反应效果较好。小
麦Ｇｌｂ１－Ｇ３蛋白做倍比稀释，阴性对照孔用 ＰＢＳ
代替抗原，以测定孔与阴性孔 Ａ４５０ｎｍ值之比大于
２１为阳性来检测该方法对抗原的检出范围。该方
法对小麦Ｇｌｂ１－Ｇ３蛋白的检出限为３７５ｎｇ／ｍＬ，
标准曲线在３７５～１２０ｎｇ／ｍＬ范围内线性良好。

图６　单克隆抗体对小麦蛋白Ｇｌｂ１－Ｇ３的检测
Ｆｉｇ６　ＤｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅｗｈｅａｔｐｒｏｔｅｉｎＧｌｂ１－Ｇ３

ｗｉｔｈｔｈｅｍｏｎｏｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ

３　讨　论
小麦经过长期的发展，已经成为世界上分布最

广、面积最大、总产量第二、贸易额最多、营养价

值最高的粮食作物之一。全世界有４３个国家，有
３５％～４０％的人口以小麦为主要粮食。小麦子粒含
有丰富的淀粉、较多的蛋白质、少量的脂肪，还有

多种矿物质元素和维生素Ｂ，是一种营养丰富、经
济价值较高的商品粮。据联合国粮农组织２００４年
统计，全世界小麦收获面积３２３６亿亩 （１亩约为
６６７ｍ２），单产１９３８ｋｇ／亩，总产６２７亿 ｔ，单
产较高的国家主要集中在西欧。但是于此同时，小

麦也是 ＦＡＯ１９９５年所报道的八大类常见过敏食
物［２４］。糖尿病 （ＤｉａｂｅｔｅｓＭｅｌｌｉｔｕｓ）是一组与胰岛
素产生和作用异常相关、以血糖增高为特征的慢性

疾病，该病及其并发症具有危害大、治愈难、费用

高等特点，已成为严重威胁人类健康的社会问题。

糖尿病的发病原因众多，从营养学角度来说，进食

个体不耐受的食物以及紊乱的饮食结构是糖尿病发

病的一个重要因素［２５］。小麦及其相关产品在日常

饮食中的广泛摄入，使小麦成为主要的食物蛋白来

源，但同时也成为主要的食物过敏原。小麦过敏可
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以诱发哮喘、鼻炎、接触性荨麻疹、乳糜泻肠炎等

症状［２６］。小麦储藏蛋白作为小麦的主要过敏原，

本研究是根据小麦储藏蛋白在小麦过敏中的重要作

用利用杂交瘤技术制备抗 Ｇｌｂ－１特异性单克隆抗
体，并鉴定其生物学特性，为研究 Ｇｌｂ－１与 Ｉ型
糖尿病的关系提供了研究基础。

根据软件分析 Ｇｌｂ－１蛋白的结构，选择性的
选取了两段亲水、暴露、无转角且抗原性强的肽段

表达分别命名为 Ｇ１、Ｇ２。经免疫和细胞融合后证
实Ｇ１、Ｇ２免疫ＢＡＬＢ／Ｃ小鼠后ＥＬＩＳＡ检测杂交瘤
细胞抗体检出阳性率较低。而用于免疫小鼠的 Ｇｌｂ
－１Ｇ３肽段是根据文献报道将２段与糖尿病相关
的短肽人工合成表达，Ｇ３序列构成为：ＣＥＧ
ＦＶＡＧＰＥＱＱＳＲＥＱＥＱＥＱＥＲ，相对分子质量２４６４５５，
实验结果Ｇ３免疫后的ＢＡＬＢ／Ｃ小鼠脾细胞与ＮＳ－
１细胞融合后检测融合率和抗体阳性率均较理想。
本实验利用细胞融合技术制备了小鼠抗 Ｇｌｂ－１的
杂交瘤细胞，细胞融合率较高且用Ｇｌｂ－１Ｇ３包被
ＥＬＩＳＡ检测出的抗阳性检出率理想。经过对 ＥＬＩＳＡ
　Ａ值读数较高的１０株进行克隆和亚克隆，最终
获得４株稳定分泌抗小麦 Ｇｌｂ１－Ｇ３蛋白单克隆抗
体的杂交瘤细胞株，分别命名为：１Ｃ４、４Ｈ５、
１Ａ９、４Ｆ５。通过向小鼠注射这４株杂交瘤细胞后收
集腹水通过亲和层析进行纯化。将小鼠腹水梯度稀

释后用间接ＥＬＩＳＡ法测定单抗的效价，４株抗体效
价均超过２００万。且经检测后４株单抗皆为 ＩｇＧ１
亚型。４株单抗为一抗分别与八大类食物进行交叉
反应性检测结果表明该４株单抗均能特异性识别小
麦Ｇｌｂ－１蛋白且与其他主要食物均无交叉反应，
特异性强．双抗夹心 ＥＬＩＳＡ法检测小麦 Ｇｌｂ１－Ｇ３
蛋白实验发现１Ｃ４与４Ｈ５可能为不同的抗原表位，
可以准确检测 Ｇｌｂ－１蛋白，可以制备小麦过敏原
检测试剂盒，具有实际应用价值。

综上所述，本研究已获得鼠抗小麦 Ｇｌｂ－１单
克隆抗体，为研究小麦过敏与临床疾病的关系和小

麦主要过敏原蛋白的蛋白的检测了研究工具和研究

依据，同时也为小麦 Ｇｌｂ－１蛋白的结构和生物学
功能研究奠定了基础。
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