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E LI S A 定量测定单克隆抗体方法改进
¹

陈瑞川 卢 方 卢玉英
〔抗密研充中心 )

摘要 本文介绍了以亲和层析纯化的兔抗鼠 址。 类杭体及其醉标物作为浦获及检测抗体

进行讯杂交瘤培养上清及血水中 l价 类单克隆抗体的 EL ISA 定t 侧定方法
.

结果表明
:
小牛血清

(璐 ) 、兔血清 (舫 )
、

马血清 (H s)
、

人血清 ( H u
s) 及非抗体产生细胞的培养上清对本项队 1队 实脸无

干扰
.

便侧定的结果较可靠
.

测定的奴 Igo 各亚类的标准曲线的线性范围均在 5一】00 此/园 之间
.

因此这个快速
、

可靠的方法可为吸吵 类单克隆抗体的定t 测定提供一种实用的手段
.

关键诃 EL Is A ,

定盆溅定
,

单克隆抗体

单克隆抗体 (M认b) 在科学研究及临床上已得到广泛的应用
.

M cA b 的生产一般是先纯化

M cA b 再测定其浓度及纯度〔
’1 ,

这一程序的缺点是难于对纯化的得率
、

纯化方法的优劣进行评

估
.

另外
,

在杂交瘤筛选过程中
,

如能对克隆后的杂交瘤培养上清中 M c人b 含量再进行一次定

量测定
,

也有助于筛选出 M cA b 分泌率较高的杂交瘤株
.

醉联免疫吸附测定 (E LI sA ) 目前已广泛应用于各种抗原的定量测定[:, 幻
.

我们在研究过程

中用亲和层析法制备了免抗鼠 lgG 抗体 (R x M I gG A b) 及其酶标物
,

并建立了鼠 I gG 类 Mc人b

的 E LIs 人定量方法
.

1 材料及方法
兔扰鼠 1盼 抗体( R x M I泌 人b) 及其酶标物 (R X M 18 G A b 一H RP) 的制备

.

以鼠 19 0 纯品 (本

室自制
,

电泳纯 》按常规方法 免疫健康成年大耳白兔子
,

制备兔杭鼠 I毋抗血清 (双扩散测定

其效价为 1 : 128 ) ,

抗血清经 D EA 异S2 (w hat m an 进 口分装) 离子交换柱纯化闭
,

再经鼠杭体亲

和层析柱ts1 进一步纯化出 R X M I盼 A b .

以高碘酸氧化法间制备辣根过氧化物酶(H RP
,

上海生

化所产品
,

R z ~ 3
.

0 )标记的 R 义M l‘G ^ b
.

R 火M I毋 Ab 对鼠坛G 各亚类抗体的捕获能力鉴定 参照鼠抗体亚类鉴定试剂盒 (zy 、己

公司产品 )使用说明书进行
:

包被杭体改为 R x M犯G A b
.

实验重复三次
.

E L I S A 实验 于 12孔条 ( Im m u n of l , D yn a te e h 公司产品 )中
,

每孔加 10 0 “I R 只M lg G ^ b ,

于 4℃包被过夜
,

扣干
,

加 1环牛血清白蛋白(BS 人 ,

本室自制) ZOO ltl ,

37 ℃封闭 l h ,

以 0
.

01 。目/
I 、 pH 7

.

2的磷酸盐
一

吐温
一

20 缓冲液 (PBS T )洗三次
,

加鼠抗体或其它待测样品 50 川
,

37℃沮育

20 m 访 ,

扣干
,

PBs T 洗三次
,

加 R x M l毋 ^ 卜H R P ( 以 1% 小牛血清稀释 ) 50 以 ,

37℃温育 20

m in ,

扣干
,

PBS T 洗四次后
,

加 HRP 底物 OPD (邻苯二胺
,

块coo 公司产品 ) 10 0 泌 ,

反应 10 o in 后

以 5 0 川 20 01 /加 a 中止反应
,

于 M IN IR EA D E R I 型酶标读数仪 (Dy 璐忿ec 公司产品) 读取 49 0

n m 处 0 0 值
.

实验重复三次
.

小 x , 9 0- 卫2
一

盆收到
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鼠杂交瘤培养上清及腹水中 M cA b 的纯化 以蛋白 A 一

萄聚糖凝胶 (Prot ei n A
一

Se p hhar 二
,

S呜m 。 公司产品 )亲和层析柱反复纯化{’l鼠杂交瘤培养上清 (5 0 m l) 及腹水 (2 m l) 中的 McA b.

杂交瘤株为
:

抗 人绒 毛膜 促性腺激 素 (A nt 卜H c G )杂交瘤» (分 泌 I g G ; M c Ab)
,

抗人 胃癌
M e G 8 o3¹ (^ n ti一M e G 8 03)杂交瘤 (分泌 xg G : a M e ^ b ) ,

抗乙肝表面抗原 ( ^ n u
一

H压人‘)杂交瘤. (分

沁 一g G : bM e ^ b )
,

抗 乙肝核心抗原 ( ^ n t i
一

H 氏 ) 杂交瘤¹ (分沁 xg G , M e A b )
.

纯化后的 M e ^ b 以

s D s
一

PA G E 鉴定其纯度 ( > 95 % )
,

以紫外分光光度计 (D U 一

65
,

Be ck m an 公司产品 )测定其浓度
,

并换算成原培养上清或腹水中 M cA b 的浓度
.

重复测定三次
.

2 结 果
R x M Io G ^ b 对鼠 IsG 各亚类抗体的捕获能力 结果 (Ta b

.

1 )表明
; R x M 一吕G ^ b 对鼠 lg G

各亚类均有捕获能力
,

但对 里g G :
的捕获能力稍弱

,

在制作标准曲线时也显示对 怡G 。

的灵敏度

较其它亚类低 (见后文 ).

Ta b
.

1 Th
e ca Ptu r e a b ili ty o f R X M l吕G A b to m u : 工n e l‘G su bC lass

e s

M u r in e Ig G

, 住一忱las习e s
Ig G Ig G 知 Ig G Z、 Ig G 、

0 D 49 0 n m

1
.

30

士 D
.

02

1
.

35

士 0
.

03

1
.

32

士 0
.

03

1
.

10

士 0
.

02

N e g a tiv e

CO n tr ol
.

0
。

02

士 0
.

0 1

2
。

0 0 . 护 ~ ~ .
、幽

厂I 、

一
声 ,

一
.

一
.

2
。

0 0

厂一
’

一

/
‘u06哪口O

、、 a

、 .

//
.

c o a t i n g ^ b ( , ‘名/ m 丢) ( b )

‘亡06丫口O

2 4 6 8 10
. . .
曰‘月. 山 . . ‘卜. 曰卜

匆(飞0 1: 2心.「冲 l:
·

忍‘, (1 1: 牡l川

d 11u te o r A b 一 I I R P ( a

l: l心;心〕门〕

( a )

10 20 30 40 5 0 60
1

’

i m e ( m i n )

F绍
.

1 Th e o Ptim iZ a tio n o f e oa tin 琴

A b e o n 沈 n tra ti o n ( b ) a n d

R X M I gG A卜H R P d ilu tlo “

F这
.

2 Th e rea e t场 n t加
e e u rv e

of R X M i g G A b 一H R P to

m u r in e Ig G

所用杂交瘤株为本单位细胞室培养

所用杂交瘤培养上清为上海细胞所吴筱清蹭送

¹º
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EL IS A 最佳条件的选择 按不同的 R X M I‘G A卜H R P 稀释度及 R X M I泌 A b 包被浓度进

行组合
.

结果显示 (F该
.

1)
:

随酶标物稀释度的提高
,

。D 值下降
.

但在酶标物稀释度过低时
,

(<

l : 100 )阴性对照 (本底 )的 O D 值也会提高
.

随包被抗体浓度的提高
,

鼠犯G 捕获t 增加
,

O D 值

上升
,

在超过 5 略/ m l时趋于平缓
‘

故选择酶标物稀释度为 1 , 200
,

包被抗体浓度为 5 限/ m l
.

R

火M I听 Ab
一
H R P 与鼠抗体的反应时间曲线(F这

.

2) 显示
:
37 ℃温育 20 m 加 后即可达到完全

,

故

选择酶标温育时间为 20 m 添

各种血清及非抗体产生细胞培养上清对 ELl sA 的影响

1
,

a b
.

2 T he e ffe et of v a r豆o u s 那r a a n d n o n 一a n ti伙刃y Pr 时
u c加9 cc ll

e过t u re su pe r n a ta n 仍 (e
. 0

.

) on E L IS A

反
r a

加
v in e R a b b it H o r份 H u m a n G oa t 卜fe G 8 03

食
G e 7 9 1 1

怪
D 6 + R PM ll64 0

o r S e T U 】11
S色r u m 泌r u m 肠r u m Ser u m C

。

S
.

C
,

3
.

C
.

5
.
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01 0
.

0 1 0
.

0 2 0
.

0 1 0
.

2 4 0
.

00 0
.

0 1 0
.

0 1 0
.

0 0

士 0
.

0 0 士 0
.

00 士 0
.

01 上 0
.

0 1 士 0
.

0 3 士 0
.

00 士0
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0 1 士 D
.

00 士 0
.

0 0

* S to m a eh e a n c e r ce ll Un e s ,

+ L u n 吕 ca n ce r ce ll iin e

2
。
0 0

]
。

0 0

C o n e
。
o f M l g G (n g / m l)

Fsg
.

3 S ta n d公d 。。ry。 , ho w ,n g th e

r’场ljo 愁h iP 比 rw ee n 0 D 4日0叨

仙d m u rin e
绍G 切 n ce n tfa 屯io n

in E Lis A

a
.

m u rin e
IS G 、 ,

b
.

m u r in e Ig G ,

an d 址G :‘ , c
.

拍u rfn e 坛G :

将 E LJ S A 实验过程中加鼠 坛G 这一

步改为加各种血清 (1
:
5 稀释)及非抗体

产生细胞培养上清以考察其对 E Ll sA 的

影响
.

结果表明(九b
.

2)
:

除羊血清外
,

其它

血清及上清对 E Ll s A 无干扰
.

但由于杂交

瘤培养过程中一般不用羊血清作培养液添

加剂
,

故羊血清的千扰不致对杂交瘤培养

上清 M c 入b 含量的 E 七IS A 测定造成妨碍
.

E L 价人 测定鼠 lgG 各亚类杭休标准曲

线

骨铁瘤 Ig G : , 150
、 ,

、名G
: 。 ,

Ig G ,
亚类标

准品为 岛 g、 公司产品
‘

各亚类扰体标准

品均以 R PM I 16 4 0 培养玻(。 IBco 实验室

产品
,

另加 1 0%小牛血清 )配制
.

结果见

胧
.

3
:

各曲线在 S一 10 0 n g / m l内均呈较好

的线性
.

其中 地G
、

及 Ig G 、二条标准曲线十

分接近
,

而 lg G :

的标准曲线斜率较小
,

也

即 E L ISA 对 Ig G :

的灵敏度较低
.

杂交瘤培养上清及腹水中 M o A b 含量

的测定

经 E LI SA 方法测定的各杂交瘤培养

门;亡06仲口O
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上清及琪水中 M c人 b 的浓度
,

与由Pr ot d n人
一

Se Pb
a r。。

纯化
、

紫外吸收法测定的 M cA b 浓度比较

(T a b
.

3)
.

由表中结果可见
,

以 E u sA 法测定的 MCA b 浓度稍高于 Pr 饥‘n A 一

头内昌r
懈 纯化

、

紫外

吸收法侧定的 M c A b 浓度
.

这可能是由于 Pr ot ei n A
一

se Ph ar . 纯化法未能将 M cA 卜完全回收所

致〔. 〕
.

介b
.
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3 讨 论
肋以ds 指出 [.J

,

在定量的 E LI sA 中
,

亲和层析纯化的包被抗体及酶标抗体对于提高测定的

灵敏度及可靠性极重要
.

由于抗体经过亲和纯化
,

使包被的有效抗体量提高
,

从而使标准曲线

的线性范围增宽(5 ~ 100 ng / m l)
,

另外也把血清及细胞培养上清内非特异因子的干扰控制在

较低的水平
,

提高测定值的可靠性
.

这一点也许也适用于其它定量测定的 ELI SA.

与 S hiel ds 的报道相似
,

我们在实验过程中发现
,

适当的包被抗体浓度(5 陀 / m l) 对于增宽

标准曲线的线性范围有好处
,

同时也不会降低测定的灵敏度 (可以达到 i ng / ml
,

但线性稍差一

些 )
.

Flc m ing 「’〕认为
,

为了提高测定的灵敏度
,

包被抗体浓度应局限在较狭窄的范围(20 一钧

ng / m l)
,

但这样其标准曲线的线性范围也狭 (l 一 20 ng / m l)
.

实际上
,

杂交瘤培养上清中 M cA b

浓度 (5 ~ 50 0 9 / m l) 或腹水中M oA b 浓度 (2~ 20 m g / m l)(.1
,

往往超出标准曲线的线性范围
,

测

定时需稀释
.

因此
,

在实际测定过程中较宽的线性范围相对来说比灵敏度更重要
.

在酶标稀释液中添加适量的正常兔血清或小牛血清
,

对于进一步降低待测样品中血清非

特异因子对 E LI SA 的干扰很重要
.

因为即使包被抗体及酶标抗体均经亲和纯化
,

但反应体系

中非鼠源血清中的免疫球蛋白对 E LI S A 仍有微弱的干扰犷. 」
.

这在我们测定羊血清对 E Ll s A 的
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干扰实验中也得到了证实
.

当酶标稀释液中只加 工% 小牛血清时
,

不能抑制羊血清对 EL Is A 的

干扰(0 0 达 0
.

2 4)
,

但酶标稀释液改为添加 10 %羊血清时
,

可把干扰降低到 0 D 0
.

07
.

这说明醉

标稀释液中羊血清的加入
,

可吸收掉酶标抗体中一些能与羊血清发生交叉反应的组分
.

本文所描述的方法虽只是用来定量测定鼠 I听 及其亚类
,

但与定量测定其它种类的抗体

的凡ls A 法有相似之处
,

故估计应有比较广泛的适用性
.

另外如能借助计算机进行结果处理
,

可提高结果的准确性和可靠性
,

减少人工计算的差错并减轻工作量L’]
.
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