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大鼠白蛋白酶联免疫分析试剂盒的研制
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摘要!采用大鼠白蛋白免疫绵羊制得羊抗大鼠白蛋白抗血清$建立了大鼠白蛋白酶联免疫分析方法%本方

法的测量范围为*!)"IG&Z$灵敏度为"9C!IG&Z$回收率为#)9"\!*"=9"\$批内’批间变异系数分别(
#9’\和(*!9#\$高浓度大鼠尿样系列倍比稀释后测定$实测值和计算值呈线形相关$相关系数.X"9’’’%

本方法学与放射免疫分析"W3D#方法学的相关性方程为1X"C’!<Y"C"#$.X"9’%=$两种方法的相关性良

好%方法学鉴定结果符合免疫分析的基本要求$大鼠白蛋白酶联免疫试剂盒的研制为肾病药物的开发及肾

损伤的研究提供了方便%

关键词!酶联免疫分析!大鼠白蛋白!放射免疫分析!肾损伤

中图分类号!WCC=9=*!!文献标志码(D!!文章编号(*"""$%)*!"!""’#"*$""!&$")

$’U’.(57’0*(39?M4/;+*3()O-*/.8H7+0

‘TD:aKF$G0/G$>D:UKF$c-0/$Z3T‘F$<F/G$ET i7/$G7$+3D+-0/$b-0/
"!#(%(A’@’A-.%4’"%$30$"-!"#%$%&%’()5%(4$+6"’.71$B’$;$"7*"!C*&$30$"-#

/82*)-,*(QK7D/5F$.0501<-IF/47.-IJ046.760.7H<LFII-/Fd7H5K74K776JF5K.0501<-$
IF/9DOZ3UDI75K,HJ047450<1F4K7H2,..0501<-IF/9QK7I704-.7I7/5.0/G7,25K704$
40LJ04*$)"IG&Z$47/4F5FNF5L,25K70440LJ04"9C!IG&Z$.7M,N7.L.057J04#)9"\$
*"=9"\93/5.0$0/HF/57.$0440LN0.F05F,/M,722FMF7/54J7.7(#9’\0/H(*!9#\.7467M5FN7$
1L9QK7M,..7105F,/M,722FMF7/54<75J77/I704-.7H0/H7P67M57HN01-74J7.7"9’’’0257.47.$
F01HF1-5F,/,25K7-.F/740I6174JF5KKFGKM,/M7/5.05F,/4,2.0501<-IF/9DG,,HM,..7105F,/
J04,<47.N7H<75J77/5K7OZ3UD0/HW3DI75K,H4$0/H5K7eF52,..0501<-IF/IFGK56.,$
NFH70M,/N7/F7/M7F/7P61,F505F,/,2.7/01H.-G40/H7P67.FI7/501F/b-.L,25K7eFH/7L9
;’1<():2(OZ3UD!.0501<-IF/!W3D!F/b-.L,25K7eFH/7L

!!随着化学药品的应用日益广泛$药源性肾损
伤的发生率明显增加%尿中微量白蛋白的检测
是诊断肾病的灵敏指标之一)**%测定大鼠尿白
蛋白对糖尿病大鼠肾病的诊断具有重要价

值)!$&*%目前$国外已有用于大鼠药理学实验的
检测试剂盒$而国内所用的试剂盒基本为进口%
本工作拟用羊抗大鼠白蛋白抗体开发出大鼠白

蛋白检测试剂盒用于药物代谢的研究%



=!实验材料
=A=!试剂与仪器
大鼠白蛋白!.05$DZ("#辣根过氧化物酶

!>WV"#四 甲 基 联 苯 胺 !Q[("#过 氧 化 氢
!>!@!"$UFGI0 公 司 产 品%牛 血 清 白 蛋 白
!(UD"$上海赛达生物有限公司产品%’=孔酶标
板$美国S,450.公司%大鼠尿样$北京军事医学
科学院新药研究中心提供%驴抗羊二抗抗体$原
子高科股份有限公司生物组提供%放射免疫分析
!W3D"试剂盒$本实验室研制%UVOSQWD+酶联
免疫分析仪$奥地利UZQ公司%电热培养箱$上
海浦东跃欣科学仪器厂%紫外分光光度计$80.F$
0/公司产品&

=A#!实验动物
健康雄性绵羊!只’C!=月龄’普通级别’

北坊村农场提供&

#!实验方法
#A=!大鼠白蛋白抗体的制备!C"

采用背部小剂量多点皮下#皮内注射’基础
免疫时每只绵羊注射C"""G大鼠白蛋白’!周
后第一次加强’以后每C周加强一次’加强免疫
剂量减半’经&次加强免疫后采集颈静脉血测定
抗血清的效价&

#A#!酶标大鼠白蛋白的制备
参照郭春祥())等利用高碘酸钠改进的标记

法进行标记&称取!IG>WV’溶于*IZ去离
子水中’搅拌下加入*"""Z"9*I,1*Z新鲜配
制的:03@C 水溶液’室温下避光搅拌!"IF/’取
出’装入透析袋’Cf下’于*II,1*Z’6>C9C
的醋酸盐缓冲液中透析过夜&次日’将溶液自透
析袋取出’用"9!I,1*Z6>’9)的碳酸盐缓冲
液调节6>至’9)’将!IG!"9)=IZ"大鼠白蛋
白加入上述溶液中’室温避光搅拌!K’再加入
新配制的)""Z!CG*Z":0(>C 溶液’Cf下静
置!K’装入透析袋’Cf下于"9"*I,1*Z’6>
%9C的V(中透析过夜’次日’将透析袋中溶液加
等体积甘油’于B!"f下保存备用&

#AB!大鼠白蛋白标准品的配制
将*G*Z大鼠白蛋白紫外定标后’用标准品

稀释液配制成"#*#!#)#*"#!"和)"IG*Z大鼠
白蛋白标准品’编号分别为U"#U*#U!#U)#U*"#

U!"#U)"&并以每瓶*IZ分装冻干’于B!"f
下保存备用&

#AC!驴抗羊二抗的提纯
驴抗羊二抗抗体采用蛋白 _ 柱层析法提

纯(=)’紫外分光光度仪测量其蛋白浓度&

#AE!固相抗体的制备
将驴抗羊二抗用包被缓冲液稀释至#IG*

Z’按每孔*)""Z加入聚苯乙烯酶标板中’Cf
静置过夜&次日’倾去包被液’再按!"""Z每孔
加入封闭液’&%f封闭*K&弃去封闭液’自然
凉干&

#AF!大鼠白蛋白的酶联免疫分析#9?M4/$程序
在包被有驴抗羊二抗的酶标板中’每孔分别

加入)""Z大鼠白蛋白标准品或样品#)""Z酶
标大鼠白蛋白’混匀’加入)""Z大鼠白蛋白抗
体混匀’&%f下反应*K’洗涤拍干’加入*""

"Z底物溶液’&%f显色*)IF/’加入)""Z!
I,1*Z的硫酸终止反应’测定 @?C)"&以 @?C)"
为纵坐标’标准品浓度为横坐标’采用双对数作
图法绘制标准曲线并拟合线性回归方程’根据样
品的 @?C)"’计算出血清样品中大鼠白蛋白
浓度&

B!结果与讨论
BA=!抗体工作浓度的选择
经&次加强免疫后采集颈静脉血测定血清

的效价为*g!"""""&观察不同抗体浓度对标
准曲线的影响’结果示于图*&由图*可知’当
抗体稀释倍数增加后’标准曲线的@?C)"下降趋
势明显&在抗体稀释度约为*g*""""时’标准
曲线的@?C)"更适合于免疫分析的要求&因此’
本工作抗体稀释度选择在为*g*""""&

BA#!酶标大鼠白蛋白偶联比对标准曲线的影响
通过改变酶标原料的投料比改变酶标大鼠

白蛋白的偶联比’观察不同偶联比对标准曲线的
影响’结果示于图!&由图!可知’当酶标记物
偶联比增加后’标准曲线的 @?C)"上升明显’在
酶标记物偶联比大于*9CC小于!9)&时’标准曲
线的@?C)"更适合于免疫分析的要求&因此’本
工作选择酶标大鼠白蛋白偶联比约为!&

BAB!反应动力学实验
考察系列大鼠白蛋白标准品与大鼠白蛋白

抗体反应时间对OZ3UD分析的影响’结果示于
图&&由图&可见’系列大鼠白蛋白标准品与大
鼠白蛋白抗体反应在*K时基本平衡&
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BAC!方法学鉴定!G"

B9C9=!标准曲线的建立!选择酶标大鼠白蛋白
偶联比约为!!抗体稀释度选择为*g*""""!经
一系列条件优化实验后!所建立的标准曲线示于
图C"由图C所可知!该测量方法的测量范围为

*!)"IG#Z!测量范围较宽!符合 OZ3UD 的
要求"

B9C9#!灵敏度!同时测定!"个$零%标准的

@?C)"!以其B!#在标准曲线上对应的浓度即为
分析灵敏度!测得灵敏度为"9C!IG#Z"

B9C9B!精密度!采用本方法对&种不同浓度的

大鼠白蛋白溶液重复测定!计算批内&批间变异
系数!结果列于表*"由表*可知!本方法批内
变异系数(#9’\!批间变异系数(*!9#\!符合

OZ3UD的要求"

B9C9C!健全性!一份大鼠尿样经*&!&C&#&*=&

&!&=C系列倍比稀释后测定其白蛋白浓度!对稀
释度和测量值进行线性相关性分析!得到其线性
相关方程为1X=)C’)<B"C="!相关系数.X
"9’’’"该结果表明!尿样进行倍比稀释后!不影
响测量结果!同时说明本试剂盒健全性良好"

图=!不同抗体稀释度对大鼠白蛋白

9?M4/标准曲线的影响

*’’’)"""倍(+’’’*""""倍(

,’’’!""""倍(A’’’*"""""倍

图B!大鼠白蛋白9?M4/反应动力学

*’’’U"(!’’’U*(&’’’U!(C’’’U)(

)’’’U*"(=’’’U!"(%’’’U)"

图#!酶标记物不同偶联比对

9?M4/标准曲线的影响

*’’’!9)&(+’’’*9CC(,’’’*9"’

图C!9?M4/分析曲线

表=!批内#批间变异系数测定结果

样品浓度
批内)"X*"*

/<#)IG+ZB** ##)IG+ZB** S8#\

批间)"X*"*

/<#)IG+ZB** ##)IG+ZB** S8#\

低 &9C= "9*# )9& !9## "9&% *!9#

中 **9C) "9’# #9= **9!= "9%! =9C

高 *#9)% *9== #9’ !"9%’ *9)) %9)
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B9C9E!回收率!向大鼠尿样中加入&种不同浓
度的大鼠白蛋白!测定其回收率!结果列于表&"
由 表 & 可 知!本 方 法 回 收 率 为 #)9"\

!*"=9"\"

表#!方法的回收率

加入量#

$IG%ZB*&

测定值#

$IG%ZB*&

计算值#

$IG%ZB*&
回收率#\

" )9%*

!9) #9&= #9!* *"=9"

*" *)9’! *)9%* *"!9*

!) !=9’) &"9%* #)9"

B9C9F!方法学的比较!同时采用本方法和

W3D方法对CC例大鼠尿样进行测定!得到本方
法学与W3D方法学相关性!结果示于图)"相关
性方程为1X"C’!<Y"C"#!.X"9’%=!"XCC"
此结果表明本方法学与 W3D 方法学的相关性
良好"

图E!两种方法的线性相关曲线

BAE!稳定性

BAEA=!包被板的稳定性!将驴抗羊二抗包被到
酶标板后!在&%f下放置)’*!’*)’*#’!*’!C’

!%和&"H!考察包被板的稳定性!结果示于图="
由图=可知!放置一个月内各标准点的@?C)"变
化不大!包被板在&%f下放置一个月!活性基本
没有变化"以上结果表明包被板稳定性良好"

B9E9#!酶标大鼠白蛋白的稳定性!标记物在

&%f下放置C’%’*"’*&’*=’*’’!!和!)H后进
行OZ3UD分析!结果示于图%"由图%可知!标
记物在&%f下存放!"H内!各标准点的@?C)"
变化不大!即酶标大鼠白蛋白在&%f下可以稳
定存放!"H"

B9E9B!抗体的稳定性!将大鼠白蛋白抗体用标

图F!包被板在BGY下的稳定性

*(((:U()-(((U")+(((U*)

,(((U*")5(((U)"

图G!酶标大鼠白蛋白在BGY下的稳定性

*(((:U()-(((U")+(((U*)

,(((U*")5(((U)"

准品稀释液以*""""倍稀释!&%f下保存C’%’

*"’*&’*=’*’’!!’!)和!#H后进行OZ3UD分
析!考察抗血清在&%f下的稳定性!结果示于图

#"由图#可以看出!放置!#H内各标准点的

@?C)"基本无变化!抗血清在&%f下放置!#H
活性基本没有变化!表明本工作制得的抗体稳定
性良好"

图Q!抗体在BGY下的稳定性

5(((:U()-(((U")*(((U*)

+(((U*"),(((U)"

B9E9C!大鼠白蛋白标准品的稳定性!大鼠白蛋
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白标准品在&%f下放置"!%!*C!!*H后分别测
量其蛋白含量"考察其稳定性"结果列于表C#
表C结果显示"标准品在&%f放置!*H内都比
较稳定#

表B!标准品在BGY下的稳定性

标准点
不同时间$H%白蛋白的含量&$IG’ZB*%

" % *C !*

* * "9#% "9’& "9#&

! ! !9"= !9!* !9!#

& ) )9!’ )9*C )9&=

C *" *"9=) ’9%% ’9&C

) !" !*9!= !!9"! !&9#*

= )" C!9#! =#9&# )&9*"

C!小!结
本方法中采用的包被二抗对第一抗体3G_

而言其结合位点是完全过量的"排除了包被二抗
不均一对检测结果的影响"提高了方法的精密
度#并且包被二抗法使得竞争抗原之间的竞争
反应均在液相中进行"避免了由于固液反应和液
液反应的反应速率不同所造成的反应曲线的改

变#本方法测定范围为*!)"IG&Z"可以直接

检测大鼠尿液中白蛋白的含量"减少了测量中烦
琐的稀释工作"从而降低系统误差#
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