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用全细胞抗原作 EL I S A检测

Q热立克次体单克隆抗体

李芹阶 余国 泉 温博海

(微生物学教研室 )

酶联免疫吸附试验 ( EL I SA )要求包被

抗原纯度高
,

吸附固相载体好
,

能保持其免

疫活性
,

一般多用可溶性抗原包被
。

用超声

波裂解 Q 热立克次体制备的可溶性 E L ISA 抗

原
,

已成功地应用于 Q 热立克次体抗体的检

测 (
’
)( 句 ,

鉴于 Q热立克次体体积小
、

胞壁较

坚固
,

常难 以获得理想的 超 声 波 抗原
,

而

且考虑到抗原决定簇易分布于菌体表面
,

因

而我们建立了 Q 热立克次体全细 胞 抗 原 作

E L I SA 的方法
,

并 应用于单克隆抗体的检

测
,

现报道如下
:

材 料 与 方 法

一
、

抗 原制备

1
.

Q热立克次体全细胞抗原
:

Q 热立克次体

七医株 (本室分离 I 相
,

鸡胚传 16 代 ) ,

基本按 U r

VO I
-

g y i 方法 (s) 制备纯净的立克次体全细胞抗原悬液
。

I 相抗原悬液经 o
.

01 M K IO ` 液处理后转 为人工 I

相 (4)
。

两相 Q热立克次体全细胞 悬液用分光光度计

调整其浓度均为每毫升合 2 m g 干重的立克次体 (波

长4 2 O n m ,

光密度 。 .

3 3相当 1 0。卜g)
,

使用前用方

阵法与阳性参考血清滴定
。

2
.

可溶性抗原
:
前法制备的纯净立克次体抗

原悬液
,

用超声波裂解后经中速离心
,

上清即可溶

性抗原 (蛋白浓度 10 m g / m l)
。

使用前同样 与 阳

性参考血清作方阵滴定
。

3
.

普氏立克次体和莫氏立克次体颗粒性补体

结合抗原
,

滴度分别为 1 : 8 及 1 : 左
,

成都生物制

品研究所生产
.

二
、

标本

1
、

Q 热立克次体单克隆 I 相抗体 ( M e A b l )

和 I 相抗体 ( M e A b l )
,

为 本室制备“ ) 。

2
、

Q热立克次体七医株感染小 白 鼠 3 5 天血

清
。

3
、

普氏立克次体
、

莫氏立克次体家兔免疫血

清
。

4
、

对照标本为 5 P 2 / O 细胞培养上清液及正

常B A L B / C小鼠腹水
,

正常小鼠混合血清
。

三
、

固相 载休 采用四川分析仪铆一 生 产

的 55 孔平底聚苯乙烯微孔板
。

选择一批吸附均一性

试验孔间O D误差 < 10 % 的微孔板应用
。

四
、

酶 结合物 辣根过氧 化 物 酶 ( iS ` m a

V l 型 R Z 3
.

2) 标记猪抗小鼠 I g G
,

为 本室制备
,

工作浓度 1 : 8 0。 。

五
、

E L IS A 方 法 全细胞抗原间接 法
,

微

孔板每孔包被抗原 。 .

2m l
,

在
一

合适温 度下经一定

时间温育后
,

用 5 %新鲜配制甲醇液 。 .

2m l固定 15

分钟
,

按常规法洗涤
,

每孔加含有 0
.

5 %牛血清白蛋

白 ( B S A P B S吐 20 封闭
,

加 待 测 标 本 每 孔 。 .

2

m l ,

置湿盒 37 ℃ 2 小时
,

洗涤后加酶结合 物 每 孔

o
.

Zm l
,

3 7 ℃ 2 小时
,

洗 涤 后加 邻 苯二胺
一

H : O :

犷容液每孔 o
.

Zm l
,

室温3 0分钟
,

每孔加o
.

o s m l Z M

H Z S O `
终 止 反 应

,

用 G X M 2 01 型酶标光度计测

O D值
,

以大于或等于 S P Z / O 细胞培养上清
、

或

1 :
10 0稀释阴性血清O D均值加 2 个标准差 为阳性

标准
。

结 果

一
、

才元原 包被温 度
一

和时间的选择 及杭原

滴定
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将 I相
、

I相全细胞抗原倍比稀释分别

包被微孔板
,

各置 37 ℃及 43 ℃经 2 小时 ( 再

放 4 ℃过夜 )
、

24 小时
、

4 8小时后
,

与倍比

稀释 Q热立克次体小 鼠免疫血清 作 方 阵滴

定
。

从表 1 及表 2 看出经 37 ℃
、

43 ℃ 2 小时

温育再放 4 ℃过夜者 O D 值最低
,

温度升高

或时间延长时阳性血清 O D 值逐渐增高
,

阳

性血清与阴性血清的比值 ( P /N ) 增大
。

总

起来看
,

以选用 43 ℃ 24 小时包被为合适
。

在

此条件下
,

I 相全细胞抗原最适包被浓度为

z : 1 2 8 ( 1 5 F: g加 l )
。

贾相 为 1 : 2 5 6 ( 7
。

8

林g /m l )
。

表 1 1 相杭原不同温度 及时间包被 的 E LI S A结 果
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表 2 1 相杭原不同温度及时间包被 的 E IL S A结果
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二
、

特异性试验

1
.

交叉试验
:

E LI SA 间接法测定 Q 热

立克次体全细胞抗原和可溶性抗原与 Q 热立

克次体两杭相单克隆抗体 (每相 5 份杂交瘤

细胞培养上清混合 ) 以及普氏和莫氏立克次

体免疫血清的反应性
,

结果见表 3
。

2
。

阻断试验
:

杂交瘤细胞 ( 1 一 4 B
。 ,

2一 ZF
。
)上清液 10 倍浓缩

,

分别加等量 Q 热

立克次体细胞抗原
,

置 37
`

C Z 小时
、

再 4 ℃

48 小时吸收后作阻断试验
,

结果表明 1 一 4

B
S

上清液 ( I 相 )
,

经 I 相抗原吸 收后其 I

相抗体滴度减低 1 0 `

倍
,

l 相抗原吸收后 I

相抗体滴度减低 10
“

倍
; 2一 Z F

。
上清 ( l 相 )

I 相抗原吸收后 亚相抗体减低至少 10
。

倍
,

I 相吸收后 l 相抗体减低 10
“

倍
,

见图 1
。

三
、

重现性试验 用 I 相和人工 l 相 Q

热立克次体全细胞抗原分别与 5 株杂交瘤细

胞培养上清
,

在连续 3 天 内 侮 天 作 一 次

E [
J

I SA
,

何份标本 仆 IC A b 1 1 : 1 0 0 ,
M e A b 亚

!

…
l

!
otssseeè卜卜̀I卜.卜k
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表 3

知
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全细胞原抗 E L巧A 的特异性

包被抗原 (“ g / m l或稀释度)
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(了
.

8卜g ) ( 10卜g )

<至 0 0 2 0 0

3 2 0 0
`

C 0 1\ 0 10 < 0 0 1

火
_

10 0 ( 10 0) 3艺 0 0 < ]0 0

谈 0 10 < 0 10丈 0 0 1>3 2 0 0

`卜 卜 ~ :`

O

口一 ~一 ~O

心一

一
刃

今 .助 - . .勺

卜瘫 , ` 工相芯协

工一 ` 枯 翻下器巷万
之一不t’
么一否介

皿拐珑件

匀忿扭拢佩

介邵舜扮李馨舞坟
`

工了 注扩汀 讨厅 6
,

分

图 1
.

阻断 试验竺占果

1 : 4 0 0 ) 5 孔
,

测定的结果批间变异系数 I

相为 4
。

5一 8
.

5 %
,

l 相为 l
。

8~ 4%
。

四
、

单克隆抗体 E L巧 A 与 n 了A 测 定敏 感

性比较

5 株杂交瘤细胞培养上清及腹水分别作

全细胞抗原 E L巧 A及 I F A
,

结果同一份标本

的 E L巧A l 相和 I 相抗体滴度绝大多数均高

于 I F A滴度 1 0一 1 0 0倍
。

E L IS A
,

取得了满意结果的报导 (5)
。

我们在

提高抗原包被温育温度和时间
,

并加以固定

的条件下
,

进行 Q 热立克次体全细胞抗原包

被的 E IL S A试验
,

结果也很理想
,

而且不需

要复杂的操作和特制的设备
。

用全细胞抗原作 E L I SA检测单克隆抗体

的滴度明显高于用可溶性抗原检测者
,

是否

因为全细胞表面集中抗原决定簇而致反应敏

感
,

还是 由于可溶性抗原浓度不够
,

有待进

一步研究
。

I 相抗原可能 由于其表面 电荷的

作用
,

容易在固相载体上吸附
,

因而其包被

时间延长与否的影响似乎不如 I 相 抗 原 明

显 , 而且两相抗原包被的时间因素似比温度

作用显著
,

是否因为时间延长以致立克次体

更能 自然沉降而有利于其在固相载体上的吸

附
,

值得进一步探讨
。

。
.

幼华劫
,

妙
;

好以昭

小 结

讨 论

关于用全细胞抗原包被作 E L巧A
,

国内

有采用离心方法包被炭疽杆菌全细胞抗原作

用 Q 热立克次体全细胞抗原
,

在 43 ℃温

育2 4小时
,

并以甲醇固定的条件下包被聚苯

乙烯微孔板
,

作 E IL SA 检测单克隆抗体
,

结

果特异
、

敏感
、

重现性好
,

方法 也 简便 易

行
,

可 以代替可溶性抗原试验
。
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