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技术与方法 盗
盗

血管活性肠肤的放射免疫测定及其初步应用

王正品 蔡文琴 (组胚教研室 )

自 9 10 7年 S a id和 Mu t t从猪肺和小肠组织

中提纯血管活性肠肤 ( V
a o sa e ti v e I n te s ti

-

n a
l P o l y p e p tid e ,

V I P ) 以来 (` ) ,

发现 V I P在

体内
,

尤其在中枢神经系统和胃肠道
,

既存在

神经细胞中
,

也存在于内分泌细胞
。

因此
,

被认为是神经递质和激素
,

与许多生理功能

相关
,

特别是扩血管效应 ()z
。

关于V IP 的放

射免疫测定 ( R I A )
,

国内外已有报告向 (` )
。

本室在研究胃肠道神经肤的工作中
,

建立了

一种简便
,

可靠
,

便于推广的V IP 的 R IA 方

法
,

并将此法用于观察肠型放射病大鼠小肠

内V I P的动态变化
,

已有初步结果
。

本文将

方法和结果介绍如下
。

方 法 和 结 果

一
、

V I P标 准品

V IP系 S i g m a C h e m i e a l C o m p a n y产品
,

用

双蒸水溶解
,

分装并冷冻干燥
,

贮存于 一 40 ℃冰箱

中备用
。

二
、 1名. 1标记V I P及纯化法

1
.

标记方法
,

按氯胺 T 标记法 ,8) 制 备标 记

V I P: 5林 g V I P溶于 5 0卜 1 o
.

o 5M p H 7
.

5磷酸缓冲液

中
,

加入N a l : . 1 (北京 ) 5 0 0件C i
,

再加入氯胺 T

1 0协 l ( Z m g / m l )
,

振匀
,

反应 6 0秒钟
,

加入偏重

亚硫酸钠 20 时 (2 m g /扭 l)
,

混匀以终止反应
。

2
.

纯化法
:

用W a t e r s 公司生产的 S e p
一
P a k

C 1 .柱纯化
。

预先用 10 。% 乙睛 (上海 ) 30 m l冲洗柱
,

再用双蒸水 120 m l冲洗
,

备用
。

将上述标记反应液

加入柱内
。

20 m l双蒸水洗脱游离碘及其 他杂质
,

并再用酸乙腊 ( 75 % 乙 睛
一

1 % 乙酸
、

双蒸水 ) 6

二1洗脱
,

分别收集
,

共20 管
,

依次在 卜 计数器上

计数
,

结果见图 1
。 1“ . 1

一

V I P的比放射性用公式计

算 ( 6 )
。

为 235林C i /林g
。

3
.

结合试验
:

用 V I P抗血清 1 / 2 。。。浓度
,

分

别与酸乙睛洗脱的第二
、

三
、

四管 i 昌6 1
、
V IP 做结合

试验
。

结果洗脱第二管 12 0 1
一

V IP 质量最高
。

加样

同表 1 的 O标准管
。

4
. 1 2 . 1

·
V I P 贮存

:

分装第二管
,

于
一

40 ℃

下贮存 4 5~ 6 0天
。

5
.

分离 B 与 F :

本实验用二 抗 (羊 抗 兔 血

清
,

1八 o ) 1 0 0卜1+ 3
.

5% P E G 4 0 0卜l /管
,

离心 3 0分

钟
,

分离 B 与 F
,

效果好 (特异结合高
,

非特异结

合低 )
。

三
、

V I P抗血清

1
。

抗血清来源
,

购于美国 I皿 m u n o N u e l e a r

C o r Po r a t i o n 。

2
.

抗血清工作浓度选择
:

用倍比 稀释法 将

V I P抗血清稀释成不同浓度
,

再与 1名. 1
·
V I P结合

,

按公式计算结合百分率
。

结果见图 2 ,

表明在 R I A

中最大结合率为 8 5
.

3%
,

最低浓度结合率 < 5 肠
。

工作浓度选 ( B / T = 40~ 5 0 % ) 1 : 5 2 0 0 0的 V I P 抗

血清浓度
。

B / T ( % )
_ ,

V I P抗体 + 1 吕̀ I一 V I P e P m
一 气份疫天“ 叮二丽下不石一

一 -

N S B 〕 x 10 0%

3
.

抗血清亲和 常数
:

按 S c at c h ar d 做 图

法
,

算得V I P抗血清亲和常数 ( K 值 ) 为 4
.

5 x l o .

L /M
。

四
、

标 准竞争抑制 曲线

1
.

P E L H缓冲液
: 。 .

IM p H了
。

5 P B液
,

内含

。 .

n % E D T A
一

2 N a , 。 .

1%溶菌酶及。 。

00 2% 洗必

泰
。

供稀释标准品
、

抗血清
、

标记V IP 及样品用
。

2
.

V I P
一

R IA程序
:

将V I P标准品稀释成 。 .

1

至 100 0 0 P g / 5 0协1
, 蕊: . 1

一

V I P为 9 00 0~ 1 1o 0 O ePm /

5 0 0 1
,

抗血清 1
:
6: 00 (初浓度 )

,

按表 i 加样
。

反应在塑料试管中进行
,

均作复管
。

加样后充

分混匀
。

孵育用非平衡法
。

72 h后用二抗 十 P E G 分

离 B与 F
,

测定 B
。

得 cP m按公式计算
.

B / B。 ( % ) = B ~ C o

b`二亡犷
又 10 0%
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表 1 V IP
一
R l 入加样顺 序 (总体积 0

.

5m l)
户曰j 门 `闷 ` 曰̀ 二̀ . . . . . 习̀ `成 曰̀ 曰 `

.

两 ``` ` . ` . ` 刁 . . .洲 曰. . `
.

. 二 边奋 一J 边̀ 刁 . J 洲̀ 门叫叫 . 砚 . . . . . .

准管)

B

标品(标管o)

B

O准(
1 a U

, O

~ 3 U

l
:

游离峰

H
:

结合峰
白

馨
C o

)

样品管
.

( S x )

总 计
数 管
( T )

空a11ù (

V I P抗血清 一 1 0 0卜 1 1 0 0协 1 1 0 0乒 l

V I P标准品 一 一 50 川 一

市飞乞
。
异

1

一 一 一 1 0 0终 l

缓 冲 液 4 5 0件1 3 5 0 }、 1 3 0 0林 1 2 5 0协 l

?

八
日曰曰

白孟. ..̀.毛̀下、!
`
l

· `

一

一
{
演

nuo。c
cUnunUù、`:

,月U,曰乙几1-乞一义à探背益
ù

不饭今

4 ℃
,

孵育 2 4 11

1 2 6一 V I P
洗脱浓毫升效 ( 口 t )

5 0协1 5 0 卜l 5 0协1 5 0 卜̀1 5 0拼 1

、T筑

4 ℃
,

孵育 4 8 h

图 2 1 2 0 1标记V I P
一

S e p
一

P a k柱分离图
`

样品管中组织匀浆 5 ll[ ` 95 时缓冲液
,

共计 100 闪

1 0 0

9 O

备0

叨刊钊刘40知约

ǎ次)白\闰

奋耳浓度 .

龄浓尽 t {{l {
, O江:

。
4 n 0 : : 翻o a t屯 : ` 0口 ! 之丁〕 0口 1 : ` 40压 葱 : 1 2盆。口

匀0 0 0 1 : 2 n 00 t : ` 0 0 0 1 : 吕On n ) : t` 0几 , : 3含门0 ! : `刁 n

t : 2 5`口压 . 言5盆之口份

n 丁: ! 官:口〔 , , 之下丘n

图 2

.

绘制标准曲线
:

V I P抗血清浓度

V I P抗血清稀释曲线

射性肠病
,

分照后 2 h4
、

48 h和 72 h三组取材
。

以 B / B。的百分结合率为纵座标
,

V I P浓度的对

数为横座标制图 3
。

样品管的结合率计算同上
,

可

由标准曲线求出相应的V I P测定值
。

五
、

肠型放射病大鼠小肠组织 中V I P 的 R l人

1
.

动物
:

选 2峨只 S
.

D ( S p r a g u e 一

D a w l e y )

纯系雄性大鼠
。

分四组
,

侮组 6只
。

一组为正常对

照组
,

另三组为实验组
。

实验组用 . O C o 丫
一

射线2 0 0。

r “
~([

一

次性个身照射 ( 1 8刁
.

2伦 /分 )
,

造成典型放

2
.

样品制备
:

取大鼠速断头
,

剖腹取十二指

肠及空肠
,

于沸生理盐水中煮五分钟
,

加 I N 乙酸

匀浆
、

提取
、

离心取上清
,

加 1 N N a O H {“扣
,

使

提取液p H至 7
.

6
。

于 一 40 ℃下贮存
。

3
.

样品测定
:

按表 1加样程序进
一

i
一

结果见

表 2
。

4
.

J团收率
,

取 V I P标准品 1 0
、

1 0 0
、
i 0 0 0 n g

,

分 别设置三种剂量回收管
,

测定值按下公式计算回
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表 3 VIF
一
R IA 方法评分 ( 效

.

汽系统 )

结果 }评分

10 0 10 0
Vl 护浓度

, 0 0〔 O

( p g )

臼几曰.J
:

L
峥n“

ù比八“ t
。“n“价UJ比几U6U内Uo,。,创5刁.引引引创州曰

ǎ次à
。
国\目

图 3 V I P标准曲线

表 2 肠 型放射病 大鼠小肠 内V IP

的 R I A值 (
n g / g湿组织 )

放 射 病 组
正常对照组

2 4 h 4 8 h

放 射 病 组

2 4 h 4 8 h 72h

15 0
。

8

士 1 0
。

3 6 士 1 0
。

7 7 士 2 4
。
9 6

2 3 5

士 26
。

6 6

…
“
。

”

标准结合率
:

}
1 B o e p m

_ , 。 。 n ,

{4 0
。
1 9石 3

标准曲线

…
~

叠

嗽蕊…蕊
}

{
~

止赘壹竺哗甲歹l逻仓产{
-

-
-

一
`

}最小检出量
:

取代
“

吧
_

1
.

…
骥蒸竖瞥…吧 之̀

-

一互丝弊婆卿鱼一
x ; 。。% …

2
·

“ ` % ! 。

_
{
一

` 塑竺
一

_
_

_ {_
…
一

_

燮尘墨黔{竺巨业
合 计

{ 少
4

N = 24
,

M 士 S E M

收率
:

回收率 =

回收管测定值 一 对照样品管测定值
一右磷葬氟蒸恺箭最蒙~

、 ; 。。%

本实验回收率为
: 7 0

.

1~ 7 4
.

4%
。

六
、

方法评价

按
“
效点系统 ,, ( P o w e r 一 P o i n t S y s t e m ) 评

分l,)
, V I P的 R I A可得 34 分

,

可评为优良级的R I A

法 (表 s )
。

讨 论

抗血清质量是 R IA成败的关键之一
。

鉴

定抗血清质量有三方面的标准
,

首先是抗血

清的特异性
,

以交叉反应百分率表示
,

要求

交叉反应 < 5 %
。

二是抗血清的滴定度
,

以

结合百分比 ( B / T ) 在 50 %的滴定度为准
。

再是抗体的亲和常数 ( K值 )
,

要求抗体 K

值不少于 1 x 10 吕L / M
。

本次V IP 的 R IA 所用

抗血清无交叉反应
,

滴定度 B /T 二 50 % 时为

l / 5 2 0 0 0 ,
K 值 为 4

.

5 x i o “
L / M

。

证明抗

血清质量好
。

R I A成败的关键之二是高质量的标记抗

原
。

而制备高质量的标记抗原必须具备三方

面的条件
: ( 1 ) 优质抗原标准品

,

即高免

疫原性和高化学纯度多 ( 2 ) 良好的标记方

法 ; ( 3 ) 标记抗原的纯化技术好
。

才能使

标记抗原具有比放射性高
,

免疫原性不变的

质量
。

本实验所用V I P标准品质量高
:

购于

iS g m a公司
,

化学纯度达 ” % (说明书 )
,

保存条件好
。

V IP为多肤
,

分子量 3 3 2 6
,

第1 0
、

2 2位

为酪氨酸残基 (8)
,

为选择放射性碘标记提供

了先决条件
。

对V IP 的碘标记法文献介绍了

两种 s()
,

一种为氯胺 T氧化法
,

二为乳过氧

化物酶法
。

本实验选用氯胺 T 氧化法
,

其原

理是以氯胺 T在溶液中产生次氯酸
,

起氧化

剂的作用
,

使阴离子碘氧化成带阳电荷的碘

分子
,

然后取代抗原分子中酪氨酸环 3
、

5 位

上的氢 (5)
。

氯胺 T 的用量和反应时间直接影

响标记效果
,

只有摸索出适当的剂量及反应

时间才能制备出标记率高
,

损伤小的标记抗
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原
。

本实验氯胺 T 用量为20 件g ,

反应时间为

6 0秒钟
。

本实验试用 S e p
一

P a k C
, ,

柱作
’ “ ” I

一

V I P

纯化
,

效果较好
,

迄今未见文献报告
。

S e p
-

P ak C
, 。

柱分离纯化碘标混合物的基本原理

是
:

当加
`舫 I

一

V I P与游离碘混合物时
,

极性

大的
’ 2 5 1

一

V工P吸附在柱内
,

极性小的
’ “ “

I

及杂质被双蒸水洗出
。

再用极性程度低的酸

乙睛洗脱
` 2 5

1
一

V I P
。

S e p
一

P a k C , 8

柱所用

柱床与高压液相层析系统柱床 填 料 相 同
。

M盯 ie 等 ( 1 9 8 5 ) 将
1肠 I

一
V I P经高压液相层

析
,

酸 乙赌洗脱
,

分离出未标上的V IP 及单

标 ” 5 1
一
v IP (9)

。

根据这一结果
,

作者采用酸

乙睛洗脱
’ 2 5

1
一

V IP
,

并小体积分散 收 集 洗

脱液
,

将各管洗脱
’ “ 5 1

一

V I P分别与 V IP 抗血

清做结合实验
。

结果表明洗脱第二管特异性

结合高
,

N S B低
,

且保存时间长
。

故作者认

为 S eP
一

P a k C
, 6

柱用于纯化
` “ 5

1
一

V I P 是一

快速
、

简便而可靠的方法
。

RI A建立 的另一基本条件是 良好的分离

B 与 F 的方法
。

本实验采用二抗加 P E G
、

活

性炭等三种分离方法
,

结果与 S ia d ( 1 9 8 2 )

的结论基木一致 ( l0)
。

认为二抗加 3
.

3 % P E G

分离效果最佳
,

特异性结合高
,

N S B少
。

效点评分法是 C o r e e o ( 1 9 7 4 ) (了 )提出的

一个用评分来衡量 R工A 质量的标准
,

称为效

点系统
。

尽管该法存在较大的局限性
,

但仍

不失为一种客观综合性的量的评价方法
,

故

至今仍广泛采用
。

本文方法考核达 3 4分 ( >

2 8分 )
,

属于优 良级水平
。

并初步用于肠型

放射病大 鼠小肠内V IP 的测定
,

发现辐射损

伤后 48 h至 72 h大鼠小肠内V I P 的含量较正常

组显著增高 ( P < 0
.

05 )
,

而伤后 24 h 无明

显变化
。

对于辐射损伤后大 鼠小肠内V IP 的

变化情况
,

至今还未见有文献报告
。
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