
Antibody是
最方便取得之
專一性探針與
多樣操作平台
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(1)共上課三次 9/20, 10/4, 10/18 (隔週上)

(2)一次上完 100 min可以自行安靜出入

(3)禁止出現手機，講課期間不需要筆電

(4)上網以『莊榮輝單株抗體』搜尋講義

(5)下載兩次上課講義：mAb及Ana 8.3

(6)上課可隨時發問另以抽籤請同學回答

(7)第三週解題Ana 8.3，課前先自行解題

(8)假設同學都未修過免疫學之相關課程

(9)把握機會把免疫化學基礎徹底弄清楚

莊榮輝部份課程



國立臺灣大學 生化科技學系 莊榮 輝

Monoclonal Antibody 
單株抗體 (奈米探針)

(1) 基礎免疫化學 (2) 抗體專一性 (3) 細胞融合法

基礎免疫化學與單株抗體
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牛頓 (1985) no. 23 p.100

National Geographic

細胞融合

融合瘤可以長生不死

可以生產有用抗體

一張圖秒懂單株抗體技術 2



許多環境物質引發免疫反應

過敏

食物

動物

植物

花粉

昆蟲

污染

移植

藥物

輸血

細菌

病毒

Ballanti (1985) Immunology III. p.198
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免疫系統 脊椎動物體內有催毀外來入侵物體的免疫系統

細

胞

分
子

兩
種
方
式

巨噬細胞
(Macrophage, m)

自然殺手細胞

(Natural killer cell, NK)

干擾素 (Interferon)

溶菌脢 (Lysozyme)

T細胞 (TH , TS , TK)

↓
B細胞

生 產

抗体 (Antibody, Ab)

兩大系統 → 先天免疫系統 後天免疫系統

警察系統 (+ 調察局) 軍事系統兩大系統 →

Juang RH (2018)
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B 細胞分泌抗體

凝集細菌

如何凝集？

Boehringer Ingelheim / Everyday Science Explained. p.215
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■抗體 是一種蛋白質

● IgG是單一個抗體分子，另有 IgM (五元體) 及 IgA (二元體)

步兵單兵 裝甲兵 兩棲部隊

IgG

→抗體分子有兩個抗原結合區 (二者相同)

→抗體與抗原結合是專一性的 (lock & key)

→抗體由四條蛋白質長短鍊所組成 (2H2L)

Davies et al (1977) PNAS / Roitt et al (2001) Immunology. p.73

Immunoglobulin

Juang RH (2018)
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Variable region

Constant 
region

Hypervariable
region

H H

LL

非常
強悍



Poliak (1986) Science / Roitt et al (2001) Immunology. p.72

抗體結合區
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Poliak (1986) Science / Roitt et al (2001) Immunology. p.72

抗體結合區
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(hypervariable region)



有如互補的積木

XOK

Ballanti (1985) Immunology III. p.84

抗 原

抗 體
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Epitope, Antigenic determinant

抗原決定基

●一個抗原分子上可能含有數個抗原決定基

●每個抗原決定基至少誘生一種專一性抗体

●蛋白質性抗原決定基含有六到十個胺基酸
Juang RH (2018)

●抗原決定基是抗原上可以誘導抗體的位置
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抗體攻擊病毒

Olson Scripps Clinic and Research Foundation / Watson et al (1987) Molecular Biology of the Gene. plate.7
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病毒表面抗原

分子上有許多

處抗體結合區
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●一個 B 細胞只能生產一種抗体，對付某一抗原決定基。

●若有許多抗原決定基，則需許多株 B 細胞分別生產許多抗体。
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親和力成熟
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抗原決定基

Juang RH (2018)
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剛開始產生的 B 細胞 成熟的 B 細胞

持續受抗原刺激



傳統抗血清的交叉反應

專一性反應 沒有反應交叉反應

+ -?
Adapted from 

Roitt et al (1985) Immunology. 6.7

1     2     3 
Ag A

x      y     z 
Ag B

1’     2     0
Ag A’

1 2 3 2

2
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Adapted from Milstein (1980) Scientific American, Oct. p.58

1

2
3

4

m
m

m
m

1

2 3

4

1 2 3 4

傳統抗血清

抗 原

免 疫

所有抗體混合

單株抗體

細胞融合

取出脾細胞

+
癌細胞

各抗體分開

x

1 23 4

1 2 3 4

1 23 4

為何要製備單株抗體？
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細胞融合法

Cell Fusion

細胞融合→初步篩選→專一性篩選→單株化→抗体生產

實驗步驟

HAT ELISAPEG Limiting
dilution

Ascites
fluid
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單株抗體可生產有用抗體的淋巴細胞若與癌細胞

融合，則形成穩定而可培養的細胞株。

癌細胞
NS-1

可培養生長

漿細胞
B cell

可分泌抗体

都是白血球
融合瘤

Hybridoma

Y

Y
Y

Y

Y
Y

Y
Y

Y

Y
Y

Y
Y

Y
Y

YY

Y

細
胞
融
合

兩組染色体混在一起
產生專一性抗體

也可以培養生長
一個 B cell 只
產生一種抗體

Juang RH (2018)
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小白鼠免疫流程

Antigen (50 mg/mouse)  

Emulsified in 0.5 mL

Freund's Complete Adjuvant

At least three booster shots, 
same dose in 0.5 mL
Freund's Incomplete Adjuvant

Booster shots might be reduced

if TiterMax is use as adjuvant

Titer Determination

Final booster (soluble antigen)

Cell fusion

BALB/c

0

2

4

6

8

10

12

14
wk

Trial Bleeding

試採血

加佐劑製成乳劑

Juang RH (2018)

18



脾臟為 B 細胞集中地

取出脾臟內細胞

Juang RH (2018)
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Dennis Kunkel / Everyday Science Explained. p.243
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癌細胞可以在培養基中生長

但是骨髓癌細胞 NS-1 無法在 HAT中生長

Juang RH (2018)

dTMP

Thymidine

TK

GMP

Hypoxanthine

HGPRT

dUMP dTMP DNA

Tetrahydrofolate Dihydrofolate

Reductase

Aminopterin

酵素抑制劑 X

X

X
正常代謝途徑

de novo synthesis

救急代謝途徑
Salvage pathway

NS-1 與正常細胞融合後

可獲得這兩個基因而存活
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以化學試劑將細胞融合

細胞融合
2 min

加入 PEG
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成功關鍵：

(1) 細胞要健康

(2) 融合要精確

(3) 適當離心力

(4) 融合後觀察
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迷爾使呆的研究日誌

Juang RH (2018)

Kohler & Milstein (1984)
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融合後的細胞生長

剛融合完成 一個癌細胞與兩個脾細胞

經過數次分裂後 穩定的細胞群落

National Geographic

Juang RH (2018)
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PEG脾細胞 癌細胞

細胞融合

HAT
初步篩選

ELISA
抗體篩選
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Juang RH (2018)
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ELISA 檢測樣本中的專一性抗體

加入基質

ELISA Plate 固相擔體

抗 原

專一性
抗體

二次抗體

連結酵素酵素呈色

不相關抗體
2

E

Juang RH (2018)

2 E 2 E

固
定
相

抗原

mAb

酵
素
呈
色

X
-

+
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細胞穩定後擴大至 T-25 培養瓶

在 T-75 培養小瓶中擴大細胞數目
Juang RH (2018)
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以
單
株
抗
體
來
清
除
體
內
癌
細
胞

National Geographic
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單株抗體具有超高專一性

單株抗体是對其抗原有極強專一性的

魔彈 (Magic bullet)或巡弋飛彈

研 究 以免疫轉印法可偵測特定抗原

醫 療 以毒素連結抗体攻擊病變細胞

檢 驗 以ELISA大量偵測特定病原体

Juang RH (2018)
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魔彈
再起

Efalizumab

Rozrolimupab
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Antibody 抗體

Summary 以抗原免疫小白鼠

X
-a

-b -c -d

-a        -b      -c      -d

Polyclonal antibodies (antiserum)

Antigenic determinat

(Epitope) 抗原決定基

BALB/c

a b

b c d

傳統抗體 (抗血清) 是所有抗體的混和

Spleen 脾臟產生各種 B 細胞

免疫前要先

把抗原作

成乳劑

Immunization 免疫

Antigen 抗原

採血後可得傳統抗血清

已建立之小鼠

骨髓癌細胞株 由脾臟收集 B 細胞

抗原通常有多個抗原決定基

免疫後

的脾臟

約在兩個月內

注射五到八次

Ag X

Juang RH (2018)
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-d

細胞融合

-a

-b -c

-d

Ag
X

Ag
X’

ELISA

HAT

PEG     Cell fusion

Hybridoma cells 
融合瘤細胞

Subcloning 
單株化 (確定只有一種細胞)

d’d

a
b
c
d

a
b
c
d’

+
+
+
+

+
+
+
-

X

-d-c-b-a

+ -
-d

NS-1骨
髓
癌
細
胞

B cell 脾
細
胞

分株培養篩選

篩選

單株抗體

傳統抗體 (抗血清)

試驗專一性

對
抗
原
的
反
應

無
法
分
辨

完
全
不
同d 舊有抗原 d’新的抗原

Juang RH (2018)

Summary 如何製備單株抗體 32


