
第 3 5卷
1 9 9 6年

第 2期
3月

中山大学学报 (自然科学版 )

A C T A SC IE N T IA R UM N A T U RA L IU M

U N IV E R S IT A T IS SU N Y A T SE N I

V o l
.

3 5 N o
.

M
a r

.

1 9 9 6

人尿中 I g G 的时间分辨荧光免疫分析法

— 以铺标记链亲和素作为标记物

史华红 杨燕生 陈伴藻 李振 甲
(中山 大学化学系

,

广州 5 1 0 2 7 5) (北京解放军总医院基础所 )

摘 要 利用铺标记链亲和素作为标记物
,

建立了固相抗体竞争性的人尿中 I g G 的时间分

辨荧光免疫分析法
,

标准曲线范围 。
.

62 5~ 40
.

o m g /L
.

检测范围宽
,

可以用于检测人尿中的

I g G 含量
,

不用对样品进行稀释
,

能满足临床检测需要
·

关键词 免疫球蛋白 G (坛)G
,

铺
,

时间分辨荧光免疫分析法
,

链亲和素

分类号 R 4 4 6
·

1

免疫球蛋 白 G (I m m u
no g lo b ul in G

,

Ig G ) 属于中分子蛋白质
.

当肾功能正常时
,

尿

中 Ig G 含 显极少
.

当肾小球病变时
,

由于滤膜透性增加
,

白蛋 白 ( A L b) 滤 出增多
.

随

着肾小球基膜损伤加重
,

允许更多 I g G 滤过
,

致使尿中 Ig G 含量增加
.

因此
,

检测尿中

A L b 和 Ig G 含量的改变
,

便可准确
、

可靠地反映肾小球滤膜通透性变化
,

是评价肾小球

功能受损严重程度的首选指标
.

利用 E u ( 班 ) 标记链亲和素作为标记物
,

建立了固相抗

体竞争性 人尿中免疫球蛋 白 G l( g G ) 的时间分辨荧光免疫分析方法
.

亲和素 ( va id in ) 是一种糖蛋白
,

入了w 约 6 7 0 0 0
,

IP 为 10
.

5
.

每个分子由 4 个亚基组

成
,

每个亚基都能专一性地结合一个生物素分子
,

这种结合作用很强 ( K
D

一 10 一 ` 5
)

,

约是

抗原一抗体反应亲和力的 10 ~ 1 00 万倍
,

但是
,

亲和素分子表面的寡聚糖基可能会导致

一些副反应
,

人们从一种土壤链霉菌 tS er 户t o

my ce 、 a v i苗 n
的发酵液中得到另一种抗生物

素蛋 白
一

链亲和素
.

它与亲和素具有极相似的理化特性
,

尤其是与生物素的专一性结合

性质与亲和素相同
,

但不含寡聚糖基
,

IP 为 5
.

。
,

用以代替亲和素能降低非专一性结合
,

减少背景
,

提高检测的分辨率
.

将生物素
一

链亲和素引入免疫分析中
,

可制成通用标记物
,

避免每进行一种物质分析都要标记一次
.

在国内
,

李振 甲等首先将生物素
一

链亲和素系统

引入时间分辨免疫分析中
,

取得 了非常好的效果
〔工〕

.

在国外
,

E u ( l ) 标记链亲和素作为

通用标记物倍受重视
〔2

,

3 〕 .

可用于检测不同类型的生物活性物质
.

l 实验部分

1 1 主
一

要试剂及仅器 人 Ig G 及羊抗人 Ig G (双扩滴度为 1 : 3 2) (经 4 次饱和硫酸钱提

纯
,

军事科学院五所李成文副研究员惠赠 )
.

N
一

羚唬拍酞亚胺酷活化生物素 (军事医学科

学院五所提供 )
.

E u ( l ) 标记链亲和素的制备及纯化见文献 〔1
,

4〕
.
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分辨荧光仪及其附件 (I
J

K B
,

W al la C ,

芬兰 )
,

氛闪光灯作激发光源
,

1 0 0 0 次 s/ 脉冲
,

激

发波长 340
n m

,

延迟时间 4 00 邵
,

测量时间 4 00 娜
,

单光子计数器检测 6 13 n m 的荧光

强度
.

D U
一

88 分光光度计 (美国 B ec km a n
公司制造 )

.

聚苯乙烯微量滴定条 ( 1F 0 w 公司

产品
,

芬兰 )
.

1
.

2 溶液组成 实验缓冲液
: 0

.

0 5 m o l / I
J

p H 7
.

7 T r i s
一

H C I缓冲液
,

0
.

9% N a C I
,

0
.

1%

明胶
,

2
.

o x l o
一 s

m o l / L D T P A
,

0
.

0 2% T w e e n 一

2 0
,

0
.

0 5% N a N 3
.

包被缓冲液
: o

.

o s m o l /

L p H 9
.

6 碳酸盐缓冲液
,

o
,

0 5% N a N
3

.

封闭缓冲液
: 0

.

1% B S A
,

0
.

0 5 m o l / L p H 值 7
.

7

T r i s
一

H C I缓冲液
,

0
.

9 % N a C I
,

0
.

0 5% N a N
:

溶解
.

洗涤液
: 0

.

0 1 m o l / L p H 值 7
.

4 磷酸

盐缓冲液
,

0
.

9% N a C I
,

0
.

0 2% N a N
。 ,

0
.

0 2% T w e e n 一

2 0
.

荧光增强液
: 1

.

3 9 9 邻苯二甲

酸 氢钾
,

.5 g m l
一

冰醋酸
,

19
·

3 m g 三辛基氧嶙 ( T O P O )
,

6沁 m g 日
一

蔡 甲酞三氟丙酮

(尽
一

N T A )
,

l m I
J

T r i t o n X
一

1 0 0
,

加双蒸水至 1 0 0 0 m L
·

1
.

3 人 Ig G 的生物素化 0
.

7 m g 人 I g G
,

加入 3 0 0 拼L 0
.

1 m o l / L p H 值 9
.

6 碳酸盐缓冲

液 ; 1
.

2 m g N
一

轻唬拍酞亚胺活化生物素溶于 1 20 沁
,

二 甲基甲酞胺中
,

取 12 拼L 加至人

Ig G 液
.

室温避光反应 4 h
,

对 0
.

01 m ol / L p H 值 7
.

6 磷酸盐缓冲液 (含 。
.

9% N a CI ) 透

析 24 h
,

往透析产物加入等体积甘油
,

一 20 C保存
,

备用
.

1
.

4 固相杭体 的制备 用包被缓冲液将羊抗人 Ig G 配成适 当浓度
,

加入充分洗涤的聚

苯 乙烯微量滴定条中
,

20 0 拼L /孔
.

非特异孔为 2 00 拼L /孔包被缓冲液
,

置 4 C 24 h
,

吸

出
,

用洗涤液洗 2 次
,

2 5 0 川一孔封闭缓冲液
,

封闭过夜
,

吸出
,

洗涤 2 次
.

4
`

C湿环境下

保存
.

1
.

5 测量方法 取 固相抗体微量滴定条
,

非特异
、

标准均为双孔平行
,

每孔加入 1 0 0 拜L

人 I g G 标准 品和用 50 可
J

实验缓冲液稀释的 50 胖L 人尿液
,

加入 10 0 川
J

生物素化人

Ig G
.

最高结合加入 1 00 越
J

生物素化人 Ig G 和 10 0 拼L 实验缓冲溶液
.

室温振荡反应 h3
,

倾出反应液
,

洗涤 4 次
,

加入 E u( l ) 标记链亲和素 20 0 夙
J

/孔
,

室温振荡反应 l h
,

充分洗

涤
,

加入荧光增强溶液 2 00 川
J

/孔
,

振荡 15 m in
,

静置 10 m in
,

用时间分辨荧光仪测量各孔

的荧光计数
.

2 结果与讨论

2
.

1 杭体 包被量和 生物素化杭原稀释度的确定 以不同浓度羊抗 人 Ig G 包被微量滴定

条
,

以不同稀释倍数稀释生物素化人 Ig G 后
,

测量最高结合孔和非特异结合孔的荧光计

数 (S
。

和 N )
,

并计算其 比值 ( S
(〕
/N )为信噪比

,

结果 见表 1
.

表 1 杭体 不 同包被量及生物素化人 I g G 的信噪比

T a
b

.

1 D if f e r e n t a m o u n t o f b
u f fe r s o lu t io n u s e

d in w r a p p i n g a n t ib
o
d y

a n d t h e i n f
o r m a r io n 一 n o i s e r a t i o o f B io t i n g l

a t e d l
; u n i a n I g G

抗体包被量 / m l
·

I 一 ’ 1
:

8 0 0 1 : 4 0 0 1
:

2 0 0 1
:

1 0 0

3 0
.

0 5
.

9 1 0
.

8 1 1
.

6 1 3
.

0

6 0
.

0 6
.

9 1 7
.

2 2 0
.

6

1 2 0
.

0 9
.

8 14
.

5 1 5
.

8 1 5
.

9
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考虑到信噪比值的大小及非特异结合荧光计数的大小
,

本实验选择羊抗 人 I g G 包被

量为 60
.

0 m g / L
,

生物素化人 I g G 稀释度为 1 : 4 00
·

2
.

2 标准 曲线 将各标准孔测量的荧光计数换算成 B /从
〕
( B 为标准样品孔的荧光计数

,

B 。

为最高结合孔的荧光计数 )
,

对人 Ig G 标准溶液浓度作图 (图 1)
.

生物素化人 Ig G 和样

品中的人 Ig G 竞争有限的固相抗体
,

每孔中的生物素化人 I g G 含量一定
,

随着样品中人

Ig G 含量的增加
,

样品孔的荧光计数逐渐减小
,

呈 S 型 曲线
·

标准曲线工作范围是 0
.

62 5

~ 40
.

0 m g / L
,

考虑到尿液往往偏酸性
,

尿样品的加入量为 50 拼L /孔
,

再补加 50 川
一

/孔实

验缓冲液
.

óU八U。口`U

慈、零盯

1 9 0含量

图 I B /B
。
一馆 G 含量标准曲线

F ig
·

1 T h
e s t a n

d
a r d e u r v e o

f B / B
。 一

Ig G
e o n t e n t

.2 3 混合人尿的测定结果 已知白蛋白浓度的 3 份混合人尿
,

含量经白蛋白放射免疫药

盒确定分别为 1 6 2
,

6
.

6
,

22
.

7 m g / L
.

利用本法测定
,

其相应的 I g G 的含量分别为小于

.0 62 5
,

.0 9
,

12
·

Zm g / I一 结果表明
:

尿中白蛋 白含量升高
,

其 Ig G 含量亦随之升高
.

取后

两份人尿液各 6 份平行测定
,

其批内变异系数分别为 1 3
.

2%和 13
.

6 %
.

2
.

4 讨论 时间分辨荧光免疫分析法是 70 年代末期发展起来的超微量检测技术
,

这一

技术是利用斓系离子 E u( 皿 )作为标记物
,

替代放射性同位素
` 2 5 1

.

因这一技术不用操作放

射性同位素
,

其分析灵敏度
、

准确度与放射免疫分析法相当
,

标记物非常稳定
,

所以这一技

术倍受青睐
〔 5〕

.

徐永源等利用 E u( l )标记来检测人尿 I g G 〔6勺 ,

用 D T P A 二酸醉直接将 E u ( l ) 标记

在人 I g G 上
,

利用 L M A
一

1 型激光微量物质分析仪 (北京第三研究所 )测量荧光强度
,

以脉

冲氮分子激光器 为激发源
.

免疫反应在液相进行
,

需要利用二抗将免疫复合物分离
,

分离

步骤复杂
.

标准曲线范围 。
.

25 ~ 8
.

0 m g I/
J ,

常常需将样品进行稀释
.

本文利用 E u( 皿 )

标记链亲和素检测人尿中 Ig G
,

首先将抗体包被在聚苯 乙烯微量滴定条上
,

制成固相抗

体
,

让生物素化抗原与样品中的抗原竞争固相上的有限抗体
,

分离步骤简单
、

易行
;
检测范

围宽
,

标准 曲线范围 0
.

6 25 一 40
.

0 m g l/
, .

不用对样品进行稀释
,

能满足临床检测需要
·

另外
,

E u( l )标记链亲和素有如下优点
:

可作为通用标记物
,

用于检测其它生理活性
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物质的含量
;
标记链亲和素较容易

,

且不损伤其生物活性
.

直接标记抗体或抗原
,

特别

是用 D T P A 二酸醉标记时
,

通常会损伤它们的免疫反应活性
;
链亲和素标记物和生物素

化抗原都很稳定一
Z o C保存一年以上

,

未发现生物活性改变和非特异升高
; 能起到一定

的放大作用
,

扩展工作曲线范围
.
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