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抗人C l q 单克隆抗体检测方法

一一C l q
一

E I L S A的建立

谢佩 蓉 冯庆和 赵 菲莎 王 剑平 朱锡 华

〔免 疼 学 研 究 室 )

提 要 为检测抗人C l q 单克隆抗体
,

我们建立了固相 C l q
一

E L IS A
。

经取代试验
、

卜且
.

断试

验及交 又试验证明木法具有特异性
;
同时用C l q

一

E l
,

IS A 及双向免疫扩散试验检测 15 份鼠抗人 C lq

血清抗体滴度
,

表明 lC q
一

E l
,

巧A 法较双 向免疫扩散法高2 0 1 5 6倍 , 用 6份血茗靓式验批内及批间的

变异系数范围
,

分别为 1
.

8一 6
.

5 %及 6
.

2一 1 6
.

5 %
.

说明有较好的重现性
。

因而
,

木法适用于杂交

瘤细胞上清巾杭人C lq 单克隆抗体的检测
。

关键饲 C lq
,

单克隆抗休 , 酶联 免庵吸 附试验

酶联免疫吸 附 试 验 ( E IL S A ) 为 一特

异
、

敏感
、

无需特殊设备的 免 疫 血 清学方

法
,
己被广泛应用于生物医学各领域中

,

近

年来也成为检测单克隆抗 体 的 主 要方法之

一
。

我室为研制抗人 C lq 单克隆抗体
,

建立

了固相 C l q 一 E L IS A
,

现将试验结 果 报 导如

下
。

材 料 和 方 法

一
、

人 C lq 本室提取 l() 的人 lC q
,

再经抗人

I g G
一

S e ph a r o s e 4 B免疫吸附柱负吸附纯 化 ( 2 ) ,

鉴定

后
,

测定浓度
,

稀释分装
,

贮存于
一

20 ℃冰箱 备用
。

二
、

人 I g G 由本室用盐析法及离 子交 换层

析法相结合的方法提取
。

三
、

试 验 用 血 清 1
.

鼠抗人 lC q血清
:

由本室制备
。

取人 C l q l o 。~ 1 5 0 乒g加等量 福 氏完全

佐剂乳化
,

皮下多点及腹腔接种 6 周令B A L B / C小

鼠作首次免疫
,

以同样剂量的人 C lq 加等 量不完全

佐剂如上法追加免疫小鼠 2 一 3 次
,

每次间隔 2 一

3 周
,

最后一次以同样剂量的 C lq 生理盐水 溶液腹

腔注射
,

末次免疫后 3 一 4 天放血
.

分离血清与人

C lq 作双向免疫扩散试 验
,

抗 体 滴 度 1 : 2~ 1 :
32 不

等
,

个别小鼠呈阴性结果
。

血清冻存于
一
2。℃备用

。

2
.

鼠抗人 I g G血清 : 制备方法同鼠抗人 C lq

血清
,

经双向扩散试验测定
,

抗体滴度为 1: 16
。

3
.

阴性血清
:

为 30 只正常 B A L B / C小鼠混合

血清
,

分装后
,

冻存于
一

20 ℃ 冰箱备用
。

四
、

兔抗鼠 I g G 酶标杭体 兔抗鼠 I g G血

清 由卫生部成都生物制品研究所惠赠
。

辣根过氧化

物酶标记按W i l s o n 等 (3) 低 p H过碘酸盐 法
。 ,

酶标抗

体经方阵滴定
,

工作浓度采用 l : 2 0 0 。。

五
、

试验用溶液 包被液为。 .

02 M p H 7
.

4

P B S
,

洗涤液为 o
.

0 2M PH 7
.

4 P B S加 0
.

0 5% 吐温2 0

( P B S
一

T )
,

稀释液为 P B S
一

T加 2 %绵 羊血清
。

六
、

E L I S A 实 验 程序 按常规方法和预

备试验结果进行
,

简述如下
。

1
.

用包被液稀释人C lq
,

以 1 [L g / m l (经方阵

滴定后确定 ) C lq 包被于 5 5孔聚苯乙烯 塑 料板
,

每

孔 o
.

l m l
,

4 ℃经 1 8一 2 4小时
。

2
.

空干
,

用 P B S
一

T洗涤三次
,

每次 3 分钟
。

3
.

加倍比稀释的试验用血 清 o
.

l m l /孔
, 3 7℃

2 小时
。

刁
.

同上法洗涤后
,

加兔抗鼠地G酶 标抗体。 。
1

m l /孔
,

置 3 7℃
,

2 小时
。

5
.

洗涤后加底物 (邻 苯 二 胺
一

H : 0 2溶 液 )

o
.

l m l /孔 3 7 ℃ 2 0分钟
,

加 Z M H Z S O `
溶 液 o

.

o s m l /

孑L
,

终止反应
。

6
.

结果判断
:
用G K M

一
2 01 型酶标 分光光度

计测反应物 o
.

D / 4 9 2 n
m

,

板间比较按 常规 用校正

值公式校正 ` ,) 。

试验中设阳性血清
、

阴性血清
、

包

被物及包被液对照
。

抗体滴度以试验用血清最高稀

DOI : 10. 16016 /j . 1000 -5404. 1986. 01. 006



释度高于阴性血清起始稀释度的 。
.

D均值加 2个标

准差为准
。

实 验 结 果

一
、

特异性试验

1
.

取代试验
:

以人 Ig G包被固相 载体

为试验组
,

以人 C lq 包被载体作为对 照组
,

分别与鼠抗人C lq 血清进行试 验
,

图 1 结果

表明
,

人 C lq 以人 I g G取 代 后
,

其 O
.

D 值明

显低于对照组
。

2
.

阻断 试 验
:

取 二 份 鼠 抗人C lq 血

清
,

一份加适量 C lq 为试验组
,

另一份加

P B S为对照组
,

4℃过夜
,

次 日 以 3 0。。rP m /分

离心 3 0分钟
,

取上清作一系列倍比稀释进行

E LI S A
,

结果见 图 2 ,

试验组 O
.

D值明显低

于对照组
,

说明鼠抗人 C lq 抗 体 被 C lq 所阻

断
。

.

—
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血清稀释倍数

图 1 取代试验

血清稀释倍数

图 2 阻断试验

3
.

交叉试验
:

以人 Ig G 或 人 C ql 包被

固相载体后
,

分别与一系列倍比稀释的鼠抗

人C l q及鼠抗人 Ig G血清进行交叉试验
,

表 1

结果表明两者均无交叉反应
。

二
、

敏感性试验 15 份鼠抗人 C lq 血清

分别用 E L I S A 及双 向免疫扩散试验检测
,

结果血清抗体滴度的 几 何 均 数 E IL S A 为

17 94 00
,

而双向免疫扩散法为 8
.

9
,

前法较

后法高 2 0 15 6倍 (表 2 )

三
、

试验的重 复性

取 6 份鼠抗人 C lq 血清
,

在同一 条件下

同一天内进行测定
,

每份血清做 5 孔
,

计算

批内 变 异 系 数
;
同样的血清一周内测定三

次
,

每次每份血清做 5 孔
,

计算批间变异系

数
。

结果批内变异系数范围为 1
.

8一 6
.

5 %
,

而批间变异系数为 6
.

2 ~ 1 6
.

5%
。



人C l q
、

人 Ig G与泉杭人 Ig G
、

鼠抗人C l q的 E L ISA 交又试验
’

免疫 :、 丫青
一

}
。 八八 。

}

血 清 稀 释 倍 数
1 60 0 0 30 0 20 0 6 40 0 0 0 0 1 2 8 25 60 0 0 5 10 20 0

人人C l qqq鼠抗人C l qqq

鼠鼠鼠抗人 Ig GGG

人人 Ig GGG鼠抗人 Ig GGG

鼠鼠鼠抗人C 场场
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0
.
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O
。
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I
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1 1

O
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0
。

0 8

0
。

理 l

0
。

0 2

注
:余 为 O

.

D / 49 2 n
m

C l q一 E L IA S与双向 兔疫扩散法检测巧份风抗人C l q血清的结果

血清号

E L IA S

(0 1习 x)

2 3 50 6 8 9 1 1 1 1 2 1 3 1 4 1 5 1 6

铆一 l

5 1 2
,
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…
「
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“
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注 . 数字的倒数为血清抗休的滴度

3 2 2 4 一 1 6 4 1 6 3 2 8 1 6 一

讨 论

E L I S A筛选单克隆抗体
,

国内外已广为

应用
。

但用 C lq
一 E LI S A检测 单 克 隆抗体

,

国内尚未见有报
一

导
。

为研究免疫复合物的致

病机理
,

制备抗人 C lq 单克隆抗体
,

我们 建

立了 C lq
一 E LI S A

,

试验 证 明 本法具有高度

特异性和敏感性
,

而且有较好的重复性
,

解

决了从杂交瘤细胞上清 中筛选 抗人 C lq 单克

隆抗体的有效可行的方法
。

在实验过程 中我

们有以下几点体会
。

一
、

人 C l q纯化较困难
,

我室以 往提取

的 C l q
,

纯度为免疫电 泳纯
,

但用高度敏感

的 E L巧 A测定
,

仍发现有微量 I g G 的 污染
,

因此本法包被用的大 C lq 进一步采用了 抗人

I g G 一 S “ p h a r os e 4 B免疫吸附柱 纯 化
,

纯化

后的 C l q 与抗 人I g G抗体 在 E IL S A测 定中并

未发现有交叉反应
。

该试 剂 在
一
20 ℃至少可

保存半年不影响试验结果
。

二
、

一般 E L巧 A 系统中多用碳酸盐缓冲

液作为包被液
,

而洗涤液与稀释液则 以 P B S

为基础
。

在我们的 C l q 一 E L IS A 系 统 中
,

包

被液也用 P B S
,

从而既简便
,

_

且稳定 性也较

碳酸盐缓冲液好
。

三
、

E LI s A检测单克隆抗体
,

据文献报

导 ( 5 ’ 需用 1 % B S A封闭
,

以防止非特异性反

应的出现
。

我们则省 略 这一 步 骤
,

而是在

P B S一 T 液中加 2 %绵羊血清作为稀释液
,

同

样获得满意效果
,

而且比较方便
、

经济
。

本法已应用于抗人 C lq 单克 隆抗体的检

测
,

获满意结果 ( “ ’
。
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