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人补体C
l。

的分离及鉴定

谢佩蓉 何礼芳 董奎微 冯庆和 朱锡华

( 免疫学研究室

要

木
一

义报道了按 Y n o
c, as

“
及 S打 ou d二氏略加改进的从人血清中分离 C : q

的方法
。

该制剂通过双

向扩散
、

免疫电泳及 S D S 一 聚丙烯酞胺凝胶 电泳等免疫化学分析和 红 细胞凝集试验
、 ` 2 5

1
一

结合

试验等生物学活性竿定
,

其活性及纯度均较满意
,

产量达血清中C , q
量的 1 5一 2 5 %

。

C
, 。

是补体第一 成分亚成分之一
,

在正

常血清中依赖 C a “ +

与 C : r
及 C , s

结合成巨分子

复合物 C l ,

它在补体活化的经典途径中起着

重要作用
。

许多实验研究如 C : 、 l

结构与 功能

之间的关系
、

C l q的生物合成
、

淋 巴 细 胞及

血小板膜表面的 C : q受体以 及 这些受体在淋

巴细胞毒反应
、

免疫复合物介导的凝聚和血

小板的释放反应的可能功能等研究
,

都需要

高纯度的 C ; q
。

此外 C l q更广泛地应用于多种

疾病 (特别是 自身免疫性 疾 病 及结缔组织

病 ) 循环免疫复合物的检测
。

C ; q的提取方法较多
,

其中 Y o
en m as 。和

tS r o u d二氏 “ )报导的在含赘合 剂的低离子强

度的溶液中分段沉淀的方法
,

为国外许多实

验室所采用
,

国内也有少数 实验室进行 C : q

的提取工作
。

本室为研究免疫复合物病的致

病机制
,

参照 Yon
e m as 。氏等的方 法 略加改

进
,

从人血清中分离 q q ,

并 进行了鉴定
,

其纯度及活性均较满意
,

产量达血清中C : q量

的1 5一 25 %
。

现将 C ; q 分离及鉴定工作总结

于下
。

材料和方法

一
、

人血清及抗人免疫血清

1
.

人血清 取 自健康供血员新鲜血液
,

室温放置 60 分钟
,

待血液凝固后
,

放 4 ℃冰

箱 3 一 4 小时
,

经 4℃ 1 5 0 0 9离心 1 5一 2 0分钟

分离血清
,

冻存于 一 20 ℃ 冰箱 (不超过一周 )

备用
。

2
.

杭人 免夜血清 马抗人 I g G
、

I g M及

Ig A血清 (购 自卫生部北京 生物制品所 )
。

兔

抗人全血清系本室制备
。

兔抗人 C , q 血清 由

第二军医大学长海医院免疫室惠赠 ( ’ ` ) 。

二
、

提取人 lC q所用溶液

先配制 o
.

i M E D T A
一

N a Z

溶液
,

然后按

下表配制其他溶液
。

三
、

双向扩散和免疫电泳试验

按 C a m p b e l l氏等 (“ )的方法进行
。

四
、

S D S 一

聚丙烯酞胺凝胶 电泳

按李成文 (“ )
、

K u e h l e r (4 )二氏的方法进行
。

五
、

红细胞凝集试验

按cM D 0 n a l d氏` 5 ’的方法进行
。
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实验结果

一
、

人 C, q的分离

系按 Y o en m as t : 和 tS r o u d二氏的方法略

加改进分离人 C , q ,

其流程如下
:

1
.

取低温冻存之人血清 ( 1 2 0 一 1 3 o m l)
,

融化后装入清洁的透析袋内
,

置于予冷的A液

(约 2 5 0 0 m l) 中4℃透析 4小时
,

换同样溶液

继续透析10 一 1 1小时
。

2
.

将 透析后之人血清 以 1 30 卯 转 /分

( 2 0 0 0 09 ) 4℃离心 20 分钟
,

弃上清
,

沉淀物

用上述 A 液洗管壁后重悬
,

并经 1 3 0 0 0转 /分

4 ℃离心 20 分钟
,

反复洗涤三次后
,

沉淀物

溶解于 1 / 5原血清量的 D 液中
, 4 ℃ 静 止 30

分钟
。

3
.

于 4℃ 以 1 4 0 0 0 转
’

/分 ( 2 5 0 0 0 9 ) 4 oC

离心 30 分钟
,

弃去不溶性沉淀物
。

4
.

取上清装入清洁的透析袋内
,

置于

予冷的 B 液 (约 2 5 o 0 o m l ) 中 4 CC 透 析 4 小

时
。

5
。

以 1 3 0 0 0转 /分 4℃ 离心 20 分钟弃上

清
,

沉淀物用上述 B 液洗管壁后重悬
,

并经

1 3 0 0 0转 /分 4℃离心 20 分钟
,

反复洗涤二次
,

沉淀物溶解于 1 / 2 0原血清量的 E 液中
,

4 ℃

静止 30 分钟
。

6
.

以 1 4 0 0。转 /分 4℃离心 30 分钟
,

弃去

不溶性沉淀物
。

7
.

取上清装入清洁的透析袋 内
,

置于

予冷的 C液 (约 2 5 0 0 0 1) 中 4 ℃透析过夜
。

8
.

以 1 3 0 0 0转 /分 4℃ 离心 20 分钟
,

弃上

清
,

沉淀物用 C液洗管壁后重悬
,

并经 1 3 0 。。

转 /分 4 ℃离心 20 分钟洗涤一次
,

然后溶 解

于 1 / 4 0原血清量的 E液中
,

静止 30 分钟
。

9
.

以 1 9 0 0 0转 /分 ( 4 0 0 0 0 9 ) 4℃ 离 心 5 0

分钟
,

弃去不溶性沉淀物
,

上清液即为 cl q
。

C , q含量的测定
:

按 Y o
ne m as u 氏等 (` 》的

方法计算
,

分离物 ( C , q) 于 2 8加 m 读取 0
.

D
.

值按 E

{盏
.

8 2计算含氢 C l q 回收率达血清

中 C 、 q的 1 5一 2 5 %
。

二
、

人 lC q的鉴定

(一 ) 双向扩散试验 由图 1可见
,

分

离的人 C : q 与兔抗人全血清及兔抗人 C : q 血

清各形成一条沉淀线
,

与马抗 人 I g G
、

I g M及

Ig A则未呈现反应
;
对照侧以人全血清代替

C , q
,

则与抗人全血清形成多条沉 淀线
,

与抗

人q q血清
、

抗人 I g G
、

I g M
、

I g A于不同部位

各形成一条沉淀线
。
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图 1分离的人 C :

砰向扩散试验结果

试验侧
: (左 ) 中间孔为分离的人 C, q

对照侧
: ( 右 ) 中间孔为人全血清

周围孔
: 1

.

兔抗人全血清 2
.

兔抗人 C : q

3
.

马抗人 I g G 4
。

马抗人 I g M

5
.

马抗人工g A G
.

生理盐水

(二 ) 免疫 电泳 试验 图 Z A所示
,

分离

的人 C , q与抗人全血清及抗人 C
l

q血清于慢 了

区呈现一 条沉淀线 (图 Z A左侧 )
,

而作为对

照的人全血清与抗人全血清在不同位置形成

多条沉淀线
,

与抗人 C , q 血清在慢丫区亦仅呈

现一条沉淀线
; 当分离物经 5 6℃ 加热 3 0分钟

灭活后 C l q 与抗人全血清不再形成沉淀线
。

(三 ) S DS
一

聚丙 娜砒胺凝胶 电泳 分离

的 C l q经 S D S
一

聚丙烯酞胺凝胶电泳后
,

用卡

马斯兰染色
,

结果在阴极端 有 一 条 染 色带

(图 Z B )
,

与 Y o n e o l a : , , ( ” 不;i V o l a n a k主: ( 7 )二

氏分离的C l q电泳位置相一致
。

此外距阴极

端约 1
.

sc m 处尚见有一微细 的 染色带
,

可

能为污染蛋白
。

今

图 Z A 图 Z B

图 2 分离的人C lq

图 Z A :
_

兑疫电泳 左图
:

上下孔为分离的人 C l 。 ,

中间孔为人全皿清
,

上槽
:

抗人 C : q

血清
,

下槽
:

抗人全血清 , 右图
: _

丘孔为分离的人 C , q ,

下

孔为经 56 ℃
,

30 分钟处理后的分离物
,

上下槽均为抗人全血清
。

图 2 月 : S D S
一

聚丙烯酞胺凝胶电泳
。

接近阳极端的为非特异性染色带` 7 ) 。

(四 ) 红细 胞凝集试验

用巴 比妥缓冲盐水作为稀释液
,

将分离

的人lC q ( 4 0 0协g / m l) 进行一 系列倍比稀释

做红细胞凝集试验
,

测定凝集效价
,

另以巴

比妥缓冲盐水代替分离的人 C : q 作 为对照
。

此外将 一 70 ℃保存30 天的分离物以同样条件

进行红细胞凝集试验
,

以了解 保存后 C l q 的

生物学活性下降精况
,

结果如农 1所示
,

新

分离的人 C : q凝集效价达 1 : 16
,

即 2 5件g / m l之

C : q与致敏绵羊红细胞可呈明显的凝集现象
;

而 一 70 ℃保存 30 天的 lC q ,

红细胞 凝 集效价

下降 4 倍
,

需 1 0 0卜g / m 1C
l q 与 致敏绵羊红细

胞呈明显的凝集现象
。

上述结果说明
,

所分离的人 C l q 具有一

定的生物学活性
,

而保存后则活沙
’

『降
。

.
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表 1人 C
: q红细胞凝集试验

红细胞凝集效价
人 Cl q

的 `希” 度蔽氰正瓦瑶黔些
册抖料 ++

++一

册拼只丹只原液

1 :2

1 : 4

1 :8

1 :6 1

1; 32

对照

(五 )
` 2 5

1
一

Cl q结合试验

分离的人l C q经同位素
` “ “

I标 记后
,

以
` “ “

I
一

结合试验检测急性实 验 性血清病家兔

循环免疫复合物及凝聚 I g G
,

获阳性结果 (吕)
。

用此法可测得 1 0卜g / m l的凝聚 I g G
,

进一步说

明分离物具有 C : q的生物学活性
。

根据上述免疫化学和生物 学 的 方 法鉴

定
,

认为分离物为人 lC q ,
一

巨具有较好的纯

度及生物学活性
。

该制剂并经中国医学科学

院基础医学研究所鉴定
,

亦认为是人 C 、 q
。

“

姗
”

10 0 %红细胞凝集 , t’4 任” 75 %红

细胞凝集 ; “
什

”
50 % 红细胞凝集 ,

“ + ”
25 %红细胞凝集 ; “ 一 ”

细胞无凝

集现象
。

讨 论

珊

嘿

补老 聋
价 莽班

苏遭
扮

葬燕龚 熟翼 麒
几夺

彝嘿

奥
气丈

券
斗于份价 一协

图 3 人 C 、 q
红细胞凝集试验结果 ( 火 2 8。 )

一

}: 图
:

人 C l q
与致敏绵羊红细胞的凝集现象

厂图
:
至交敏绵羊红细饱对照

人 C : q的分离方法很多
,

诸如 柱 层析和

佩维康板电泳法 (“ )
、

D N A沉淀法 ( . )
、

亲和层

析法 (` ’ )及含赘合剂的低离子强 度 分 段沉淀

法 ( ’ )等等
。

其中以后法较为简单
、

产量及纯度

较高
。

该法利用赘合剂 ( E G T A或 E D T A ) 结

合 C a Z 十

的能力
,

将血清中以巨分子复合物形

式存在的 C , qr s
解离

,

而使 C , q在低离子强度

的溶液中沉 淀 下 来
。

V o l a n a k i S ( ’ )
,

M c m a -

n u s ( ’ “ )和 H o 王f k e n 氏 ( ` ” ) 等先后用这种方法并

略加改进
,

自家兔
、

小白鼠
、

大白鼠血清中

分离 C ; q获得成功
,

我们选用这 一 方法分离

人 lC q也获得相似结果
。

Y o en m as u 氏等分离人 C l q的预备试验中

曾经表明
,

在一定范围内溶液的相对盐浓度

与血清中C 、 q及址G
、

I艺M 的丢失成正比关系
,

也就是说溶液的相对盐浓度低
,

C l q丢失少
,

制剂中 I g G
、

I g M 污染量多
,

反 之 提 高溶浓

的相对盐浓度
,

C 、 q
一

丢失多
,

地G
、

I g M 污染

量亦随之减少
,

为使 19的污染 量 为 最 低 限

度
,

而保持 C , q有较高产量
,

氏等采用不同相

对盐浓度的溶液
,

以三次分段沉淀的方法分

离人 C , q
,

经本实验室 反 复实践的结果
,

认

为 i齐液离子强度的高低直接影响 到 C : q的产

量及纯度
,

因而配制溶液时掌握好这一点是

极为重要的
。
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C ; q通过其末端球形亚单位可 与抗原抗

体复合物或凝聚 I g G相结合
,

这是 C : q生物学

活性之一
,

目前已利用这一特性
,

建立了数种

检测循环免疫复合物的方法
,

因 而 分 离的

lC q除要求具有一定的产 量 及纯度外
,

尚须

具有较好的生物学活性
。

鉴定 C l q 生 物学活

性的方法
,

诸如溶血试验
、

乳胶凝集试验
、

红

细胞凝集试验等
,

后者方法简单
,

实验条件

要求不高
,

结果 比较稳定曾为 M c D 。 n al d氏 s()

等用于检测马 C ; q的活性
。

用该实验证明新

提取的 C : q 活性高
,

冷冻保存后可 使活性下

睬
,

反复冰冻融化则活性完全消失
。

我们用

红细胞凝集试验来鉴定人 C , q 的 活性
,

也获

得类似结果
。
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