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钙调素抗体的亲和层析和酶联免疫分析
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(生物化学研究室 )

摘 要 本文利用 ca M
一

se p ha ros e C L
一

4B免疫亲和层析柱在乙二醇双 (c- L氨基乙基醚四乙酸 ) (E G 丁A )

和酸性条件下
,

从天然猪脑 ca M 与甲基化牛血清白蛋白混悬作抗原免疫家兔产生的抗体中分离出两组抗

体
,

并进行了亲和性分析
。

对文献中有关钙离子的存在可增 加钙调素酶联免疫定量测定敏感性的报道进行

了研究
,

并得出不同结果
。

关锐词 钙调素
;

钙调素抗体
;
免疫亲和层析

;

竞争酶联免疫

钙调素 ( C a lm斑
u l i n

,

e a M ) 的含量测定是揭

示其含量差异或变化与病理生理关系的重要手

段 lj[
,

常 用 的 生 化 方 法 有 磷 酸 二 醋 酶

( p h ` ph od i e s te r a s e ,

p D E ) 法
,

D N A 酶法和放 免

法等
。

近年来国内有关 aC M 抗体 的制备及用酶

联免 疫 ( E n z y m e 一
l i n k e d lm m u n o 一 , o r

be
n r A s s a y

,

E lL s A )法对 aC M 的定量侧定 已有报道 「2
,

’ 〕
。

有

文献报道 〔`〕
,

钙离 子的存在可增 加
E LI s A 实验

中抗 体 与 钙 调 素 结 合 的 亲 和 力
。

本 文 按

iK ajt im
a
方法圈用天然猪脑 aC M 与甲基化牛血

清 白蛋白的混悬液免疫 产生 了 aC M 抗体
,

并

利用 aC M
一

eS hP ar os e C L
一

4 B 免疫 亲 和 层 析 和

EL sI A 方法对 C a M 抗体的性质和离子 条件对

敏感性的影响进行 了初步探讨
。

0
.

0 2 m o 一/ L T r i s
一

H e l
,

1 m m o l / L 琉基乙醇
,

pH

6
.

5 ; B u f f e r E 为 B
一

b u f f e r l 中含 0
.

15 m o 一/ L

N a C I ; B盯 f
e r F 为 B

一

b u f f e r l 中 含 0
.

4 m o l / L

N a CI
。

乙二醇双 ( 。
一

氨基 乙基醚 四 乙酸 )
,

简 写

E G T A
,

分析纯
,

(上海试剂一厂 )
。

BS
一

1 00 A 自

动部份收 集器
.

上海市 沪西仪器 J
一 ; D G

一

3 0 2 2

型酶联免疫检测仪
,

华东电子管厂
。

方法和结果

材料与试剂

甲 基 化 牛血清 白蛋 白 ( M e t h y la t e d B o v in e

eS
r u m A l b u m i n

,

M e 一

BS A ) ( 上海东风 生物试 剂

厂 ) ; 辣根过 氧化物 酶 ( H o r se r a d is h P e r o x id a s e ,

HR P )
,

比活力 R z 一 3
.

0 ( 华美生物试剂厂 ) ;

新鲜冰冻 猪 脑 ( 南 京 肉联 加 工 厂 ) ;

hP en yl
-

eS Pha r

ose C L
一

4 B 和 D E A E
一

C e l l u l os e 5 2 ( D E
一

5 2 )

分别为 hP
a r m a e i a 和 w h a t m a n

公司产品
;
ca M

-

eS p h a r

` C L
一

4 B 按叶正华方法 由本室制备 e[]
。

D E
一

52 离子交换层析 用缓 冲液 ( B
一

b uf fe r l ) 含

2
.

1 猪脑 C a M 的制备和纯化

新鲜冷冻猪脑经匀浆
、

纱布过滤
、

酸性等电

点沉淀 ( pH 4
.

3 )
、

加热去除热不稳定杂蛋 白和

p h e n y l
一

eS p h a r o s e C L
一

4 B 疏水层析
,

用 1 m m o l / L

E G T A 洗脱的峰即为 C a M
。

为进一步纯化
,

将上

述 C a M 上 D E A E
一

C e l lu l o se 5 2离子交换层析柱
,

由含 0
.

4 m ol / L N a ?cl 的洗脱液洗脱的一尖峰即

纯化的 ca M ( 图 l )
,

经 s D s
一

聚丙烯酞胺凝胶电

泳 (S DS
一

P A G E ) 证 实 为 电泳 均 一纯
。

制 备 的

c a M 经超滤后浓缩成 8 m g /ml 的 c a M 蛋 白液
。

2
.

2 免疫方法 和 步骤 M e 一

sB
A 2 9 溶于 0

.

5

ml 生理盐水 中
.

再加入同体积浓缩 ca M 蛋白

液使成絮状混悬液
,

使用前按 1 : 3体积比与福氏

完全佐剂 ( F r e u n d
, 5 C o m p l e t e A d j u v e n t

.

F e 八 )或

福氏不完全佐剂 ( F r e u n d
` 5 xn e

om p le te A d j u v e n t
,

IF A ) 混匀即为 l m g / m l钙调 素的免疫试剂
,

分
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.

Pu r i f ica t i o n o f 加 r e i n e bt a i n ca lm od u l i n b y

52 io n一 x e h a l l罗 e
hr

o 「n a t`招 r a Ph y

O L A七
一

C e l l u l`笼记

别称为 F c A 抗原和 IF A 抗原
。

四只家兔进行 了

免 疫
,

途径为皮下 多点注 射
,

每 只注 射量 为 1

而 /次
。

每次免疫注射前抽取少量血检测抗体产

生情况
.

首次免疫给予 F C A 抗原
,

间隔 14 d 后

以同样方法再次免疫
。

其后改为 IF A 抗原每周

注射一次
,

连续四周
。

第 7周起每隔两周进行一

次加强免疫
,

用各含 0
.

5 m g 的 ca M 和 M e 一

sB A

的生理盐水混悬液 l ml 直接作耳静脉注射
。

四

只家兔分别于第 12 到
4周放血 (图 2 )

。

抗体重新上 ca M
一

se p ha r

ose c L
一

4 B 柱
,

平衡后用

含 1 m m o l / L EG T A 的硼酸缓冲液和 0
.

2 m o l / L

G ly ic en
一

HO 缓 冲液分别洗脱 出两个峰 (峰 1和

峰 2)
,

峰面积 比值约为 l :
1

.

6
。

在 aC
, + 和 E G T A 分别存在的条件下

,

用酶

联免疫的方法对这两组抗体与包被在聚苯乙烯

上的 ca M 的免疫亲 和性进行 了测 定
。

结果显

示
:

峰 1抗体在 E G T A 存在 的情 况 下 与包被

aC M 不反应
,

在有钙离子存在的情况下有弱反

应
;
峰 2抗体无论是在 E G T A 或钙离子 存在的

情况下与包被 ca M 都有强反应
,

抗体效价大于

10 0 0
。

2
.

5 不 同条件对 E IL S A 敏感性 的影响 用间

接 E IL S A 试验分别 比较 了包被条件和离 户条

件对其敏感性的影响
。

E IL S A 反应时离子条件

有
:

存在 1 m m ol / L 钙离子 ( n l ) ;
存在 1 m m o l / L

E G T A ( D Z ) ; 和两者均不存在 ( D 3 )
。

e a M 包被

条件有
:

由 p H 9
.

6碳酸盐包被 ( A ) ;
包被前经

1%揉酸预 处理 ( B)
; 和 由 0

.

2% 戊二醛预处理

后 再经 p H 8
.

0碳酸盐包被 (C )
。

所 有实验条件

都设缺乏 aC M 的阴性对照
。

各种条件下的反应

结果在可 见光 49 0 n m 处测得吸收值见表 1
。

T匕b l
.

E犷f改 st o f t h r倪 〔冶州
一 c o 目 t

ed co n d 厅t云o n s a n d t w o 一o n f a e t o r 、

o n i n d i r忱 t E L IS A t e s t

活q气翎魂公跷ù

t/ w k

A B C

万了
-

石百
~

万了石一石三一丽 面一石厂石了
P O` lt i v e 1

.

5 3 1
.

0 1 1
.

4 9 1
.

5 4 1
.

0 8 1
.

4 8 1
.

8 1 1
.

0 1 1
,

6 3

N 亡助t i v e 0
.

3 4 0
.

1 4 0
.

2 4 0
,

2 9 0 18 0
.

2 8 0
.

2 9 0
.

1 4 0
.

2 3

P佣
.

/ N e R二 4
.

5 0 7
.

2 1 6
.

2 1 5
.

3 1 6
.

0 0 5
.

2 9 6
.

2 4 7 2 1 7
,

0 4

F i名 2
.

T im e co u

汉
o f an t i一 c 川 m团 u li n a n t i卜x l y P r司 u e t i o n

2
.

3 ca M 杭体免疫 亲和层析纯化 将混合兔

血清经硫酸按沉淀并透析去 除钱离 子后的抗

。 M 抗体粗提液上 ca M
一

eS hP ar , C L
一

4 B免疫

亲和层析柱
。

柱事先经硼酸
一

硼酸钠 缓冲液 (硼

酸盐 1 2 5 m m o一 /L
,

N a e 一7 5 m m o l / L
,

p H
一

5
.

4 )平

衡
。

用含 0
.

2 m o 一/ L 甘氨酸 的 G ly e i n e 一 H C I 缓冲

液 ( p H 2
.

7) 洗脱即得 免疫亲和层析纯 的 aC M

抗体
。

2
.

4 ca M 杭体性质 分析 为了分析是否有钙

离子依赖性的和非钙离子依赖性抗体的存在
,

本实验将上述经免疫亲和层析获得的抗钙调素

. A b . , r b` 1
倪 w “ d i贫 r i b , 」 as D p z

。 一n
aP 沐

r , e .

名一
n 少 o u P A

D IP /
n = 4

.

5 0
.

由表 l 可以看出
,

与缺乏离子的 D 3条件相

比较
,

在 A
、

B 和 C 三组 中钙离子条件 F ( 1D )

的阳性和阴性的吸收值均有提高
; 而 E G T A 条

件下 ( D 2) 的阳性和阴性的吸收值均有减少
。

但

D I的阴性吸收值的上升幅度比阳性吸收值的

要大
; 同样 D Z的阴性吸收值的下降幅度比阳性

吸收值的要大
。

其结果是
:

钙离子条件下的阳性

和 阴性的吸收 比值 D l p /
n
在 D 3 p / n 的基础 上

下降
,

而 E G T A 条件下的 D ZP/ n 则上 升 ; 一

二种

包 被条 件 下的 比值之 和 分别 为 二 D Z p n 一
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2 0
.

4 2 > 云 n 3p /n = 18
.

52 > Eo 一p /n = 16
.

0 5
。

这说明在 EL Is A分析 中存在 E GT A时
,

可以提

高抗体与 aC M 结合的特异性
; 反之

,

存在 aC
Z+

时
,

其特异性反而下降
。

三种不同的包被条件下阳性和阴性的光吸

收比值之和分 别为名 c p n/ 一 20
.

49 > r A p / n

一 17
.

9 2 > 云 B p / n 一 1 6
.

6 0
,

说 明用戊二醛交联

ca M 的包被条件最为理想
。

.2 6 竞争性 E IL S A 抑制试验 将不同稀释浓

度的 C a M 与定量的经免疫亲和层析纯化的抗

ca M 抗体温育使抗原抗体结合
,

再将其加入酶

联板中使剩余游离抗体与包被 C a M 结 合
,

其后

加入 由 H R P 标 记的羊抗兔 gI c 抗体
,

及含 D A P

( 3
,

3
` 一

二氨基联 苯胺盐酸盐 )的构榜酸 盐缓 冲

液显 色后 在 4 90
n m 处 测定 吸收值

。

以吸收值

( A 49 O n m )作纵座标和 aC M 的 稀释倍数作横

座标
,

绘制 aC M 定量测定 的竞 争性 E lL s A 抑

制试验的标准曲线 (图 3 )
。

的化学修饰法
,

如钙 调素的过 甲酸氧化法川和

二硝基苯基化法困
。

用修饰抗原 免疫制备出的

抗体的最大缺点是其与 天然 c a M 结合的亲和

力明显 比与未经 化学修饰的 c a M 结 合的亲和

力弱 s[]
。

本 实验用天然猪脑 c a M 和 M
e 一

BS A 混

悬液作抗原免疫 四 只家兔都有抗 ca M 抗体产

生
,

说 明天然 ca M 混悬 于 M e 一

sB A 中可以较好

地克服 ca M 弱抗原性的缺点
。

3
.

2 由 于 c a M 的构象 变化 为钙 离 r 依赖性

的
,

因此有作者川提出可能存在着两种抗体
, -

种是钙离子依赖性的针对游离 ca M 抗 体
,

另一

种是 非钙离子依赖性的可用 于测定总 ca M 的

抗体
。

本文将经硫酸按沉淀法粗提 的 l g C 和经

ca M
一

se hP ar ose c L
一

4B 免 疫 亲 和 层 析 纯 化 的

C a M 抗体再次上 ca M
一

eS p ha or 、 C L
一

4 B 柱
.

平衡

后加入 ! m m ol / L EG T A 可以洗脱 下
一

个峰
,

其

后在 p H 2
.

7 的条件 下洗脱 第 二 个峰
。

实验提

示
:

峰 2组份为单一特 异性的 非钙离子依赖性

的抗 aC M 抗体
;
峰一可能为亲和力较弱的钙离

子依赖性的抗体
。

3
.

3 吴承军认为 〔̀ 1
,

钙调素 IE J S A 法 测定中
,

C a ’ +

浓度 与吸收值呈正相关
.

可提高 ca M 抗体

与包被 C a M 结合的亲 和力
。

本文的离子条件对

EL sI 八 测定钙调君敏感性影响的试骏表明
:

虽

然在 有钙离子存在 时 E LI S八 实验的吸收值升

高
,

但并不表明其敏感性有所提高
.

因称熟阴性

o.0

oe-碱

对照的吸收仇升幅更大
,

结 果

下降
·

表明了 E L , S A

狱异敏感
毛

而不是提高 ; 同理
,

在有 危乙丫A熙
n 比布直

是 下降

阴性对

l飞) 21) 丽 由 160 3乏( ) 后万而 成
. )

n g / 10 0川

F`9 3
.

S at n d a r d e u r v e o f e o m pe
t i t咨v e E L IS A

~
y

讨 论

3
.

1 ca M 是一种在进化上高度保守的多功能

低分子蛋白
,

种属差异小
。

作为免疫原
,

ca M 属

低恃异性和低抗原性的分子
,

其产生抗体的能

力很弱
。

早期 ca M 抗体的免疫制备多采用抗原

照吸收 值的降幅 比阳性的 更大
.

因而 1霉 D p n/

升高
.

表明其特异敏感性得以提高而不是 下降
。

.3 4 对 aC M 的三种不同包被条件的试验结果

表明
,
c a M 以 0

.

2% 戊 二醛交联 的方 法进行包

被其敏感性最好
。

.3 5 aC M 定量测定 的磷酸 二醋酶法是 目前较

常采用的方法之 一 .s[
g 〕 .

但尚存在 不少缺点
。

例

如
,

若待检洋品中含有较多的 A T P 时将对 P D E

的酶活性产生抑制作用
,

含有较 多的无机磷 会

使测 定的 八 6 6 0 n m 值 的背 景增 加
,

以 及 c a M
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结合蛋白和外源性的 c aM拮抗剂等都会影响

到P D E 测 定的 准 确性
。

竞 争性 E u S A法 的

C aM定量测定由于是一种免疫 测定
,

在一定程

度上可弥补 P D E 法 的上述缺点
,

但 E IL s A 法

本身也有其不足
。

例如
,

待测样品中含有较多杂

质时同样对测 定有 干扰
;
此外

.

由于 aC M 的低

种属 特异性和 低抗原性
,

用 E L sJ A 法 对 ca M

进行定量测定的重复性和敏感性尚不理 想
,

有

待改进
。
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I文摘 0 11 玉米花粉钙调紊及钙调素结合蛋白 张虞

安
,

胡卓逸
.

生 物化学与生物 物理 学报
,

1 99 2 ;
2’ ( 1 )

:

8 3一 7

钙调素 ( ca M )在动植物中参与许多基本的生理过

程
。

研究了玉米花粉 aC M 及 ca M 结合蛋白的分离纯化

和性质
,

为探讨 aC M 在植物生殖生理方面的作用提供

信息
。

I文摘 0 18 】炮制及其同义词释义 刘成基
.

曾 诊
.

中药材
.

29 9 2 月 s ( 2 )
:
Z J一 6

古代医药文献中
“

炮制
”

的同义词有炮炙
,

修事
,

修

制等 10 余种
,

本文对炮制及 其同义词进行了归纳及释

义
,

为更好地学习和研究中药炮制提供理论基础
。


