
碱性成纤维细胞生长因子生物活性的 ELISA检测

安　全
1 
,李校

1
,赵　文

1
,项　琪

2
,孟　娟

2

(1暨南大学医药生物技术研究开发中心 ,广州 510632;2国家教育部基因组药物工程研究中心 , 广州 510632)

【摘　要】　目的:寻找一种简便 、经济 、灵敏度高而不需使用放射性同位素或MTT 的生物活性检测方法 ,对

碱性成纤维细胞生长因子(bFGF)进行活性检测。方法:运用多克隆抗体 ELISA、单克隆抗体 ELISA和 MTT 法分

别对 bFGF 进行生物活性检测 ,并对结果和重现性进行比较。结果:ELISA 测得结果与 MTT 法相比无显著差异 ,

且其精密度明显优于MTT 法。结论:用 ELISA 检测 bFGF生物活性 ,简便准确 , 值得推广应用。
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　　碱性成纤维细胞生长因子(basic fibroblast

growth factor , bFGF)是一种重要的促创伤愈合因

子。它不但能促进创面的愈合 ,而且对血管和神经

的再生有很强的促进作用 ,因此是当今研究的热点

之一[ 1 ,2] 。随着对其纯度和生物活性要求的不断

提高 ,生物活性的检测手段也需要不断进步 。目

前 ,bFGF 的生物活性检测手段以3H-TdR和MTT法

为主。3H-TdR法因使用放射性同位素 ,受设备限

制 ,检测费用高 ,不易推广应用 。而 MTT 法影响因

素多 ,重现性差 ,操作繁琐 ,也具有应用上的局限

性。因此迫切需要一种操作简单 、准确 、快速的新

方法来测定 bFGF。由于 ELISA 是一种灵敏度高 ,

操作简便且经济的检测方法 ,我们用多克隆抗体

ELISA 、单克隆抗体 ELISA和 MTT 法同时检测 5种

不同浓度的bFGF原液 ,考察三种方法测定结果与

原始浓度之间的对应关系及重现性 。此外 ,使用这

三种方法分别检测不同失活程度的 bFGF ,并进行

结果比较。在 bFGF 的生物制品活性检测的新方

法进行了初步的探讨 。

1　材　料

bFGF母液 、96孔酶标板 、96孔细胞培养板、兔抗

人bFGF多克隆抗体(上海申能博彩生物科技有限公

司);兔抗人bFGF 单克隆抗体(Promega 公司);羊抗兔

IgG-HRP抗体(博士德生物工程有限公司);1640培养

基(Sigma公司);胎牛血清(FBS ,Gibco 公司)。

2　方　法

2.1　多克隆抗体 ELISA检测线性范围的确定
[ 3-5]

包被:以 0.05 mol/L Na2CO3-NaHCO3缓冲液

(pH 9.5)稀释 bFGF 母液(3.01×105IU/mL)分别至

1507 IU/mL , 758 IU/mL , 379 IU/mL , 188 IU/mL ,

94 IU/mL ,49 IU/mL 和 24 IU/mL ,包被 96 孔酶标

板 ,每孔100μL ,4 ℃放置过夜。洗涤:倒尽板中包

被液 ,以 0.01 mol/L 磷酸盐缓冲液(PBST , pH 7.4 ,

含 0.05%吐温-20)为洗涤液 , 洗涤 3 次 , 每次 3

min 。加一抗(兔抗人 bFGF 多克隆抗体):用 0.01

mol/L 磷酸盐缓冲液(含 3%脱脂奶粉)为稀释液 ,1

∶200稀释一抗 ,每孔 100 μL ,同时作空白对照 , 37

℃孵育 1 h。加二抗:用 PBST 洗涤 3次 ,加 1∶1000

稀释的羊抗兔 IgG-HRP 抗体 ,每孔 100 μL ,37 ℃孵

育 1 h。显色:用 PBST 洗涤 3次 ,加新鲜配制的邻

苯二胺溶液 ,每孔 100 μL , 37 ℃避光 20 min。终止

反应:加入2mol/L H2SO4 ,每孔 20μL。用酶联免疫

检测仪记录 492 nm 处的吸收度 ,以活性对吸收度

作图 。

2.2　多克隆抗体 ELISA检测标准曲线的制作

将 3.01×105 IU/mL 的 bFGF母液分别稀释至

301.4 IU/mL ,150.7 IU/mL ,75.4 IU/mL ,37.7 IU/mL

和 18.9 IU/mL , 依照“ 2.1”所述方法测定各溶液

ELISA检测的吸收度 ,制备标准曲线。
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2.3　单克隆抗体 ELISA检测标准曲线的制作

将3.01×105 IU/mL 的 bFGF 母液分别稀释至

2.4 IU/mL , 1.2 IU/mL , 0.6 IU/mL , 0.3 IU/mL 和

0.15 IU/mL ,依照“2.1”所述方法 ,以兔抗人 bFGF

单克隆抗体为一抗 ,则定各溶液 ELISA检测的吸收

度 ,制标准曲线 。

2.4　ELISA与MTT 法分别检测不同活性 bFGF

选用 5 种 不 同 浓 度 的 bFGF 溶 液 , A:

8.54×105 IU/mL;B:1.46 × 105 IU/mL;C:

2.12×10
6
IU/mL;D:1.39 × 10

5
IU/mL;E:

3 000 IU/mL。分别应用单克隆抗体(mAb)ELISA 、

多克隆抗体(pAb)ELISA和MTT 法测定 。ELISA操

作见“2.1”所述方法。其中 ,多克隆抗体 ELISA检

测各 bFGF 溶液均稀释至 100 IU/mL ,单克隆抗体

ELISA检测各 bFGF 溶液均稀释至1 IU/mL。

MTT 法[ 6 ,7] :收集对数生长期的 BALB/c 3T3

细胞 ,悬浮于含 10%FBS 的 1640培养液 ,调整细胞

浓度为 8×105个/mL左右 ,接种至 96孔细胞培养

板 ,每孔 100 μL ,于孵箱(37 ℃,5%CO2)培养 24 h

后 ,换含 0.4%FBS 的 1640培养液 100 μL ,饥饿培

养24 h。吸去上清 ,以含0.4%FBS 的1640培养液

为空白对照 ,并以此为稀释液分别稀释上述 5个样

品 ,以 100 IU/mL 为起始浓度 ,以1∶2的梯度稀释 ,

共7个浓度 ,每孔 100μL ,做 3个复孔 ,于孵箱培养

48 h;每孔加入20 μL的MTT溶液 ,放入孵箱培养4 h

吸去上清 ,每孔加入二甲基亚砜(DMSO)150 μL ,室

温放置 30 min 后 , 用酶标仪测吸收度(测定波长

570 nm ,参比波长 630 nm)。

将上述5种 bFGF 溶液分别用ELISA单克隆抗

体 、ELISA多克隆抗体及 MTT 法重复测定5次 。

2.5　ELISA与MTT 法测定不同失活程度的bFGF母液

将bFGF 溶液 A放置于室温(24 ℃),分别于

0.5 h ,1 h ,2 h ,3 h ,4 h ,5 h ,7 h ,8 h取样 ,用单克隆

抗体 ELISA 、多克隆抗体 ELISA及MTT法分别测其

活性 。

3　结果与结论

3.1　多克隆抗体 ELISA线性范围的确定

图1 中显示多克隆抗体 ELISA 法在 20 ～ 300

IU/mL内线性关系良好。

Fig.1　Determination of the range of linearity by ELISA(pAb)

3.2　多克隆抗体 ELISA标准曲线的制作

应用多克隆抗体 ELISA 分别测定活性为

301.4 IU/mL , 150.7 IU/mL , 75.4 IU/mL ,

37.7 IU/mL和 18.9 IU/mL 的 bFGF 溶液 , 重复 3

次 ,其吸收度均值分别为 0.120 445 , 0.060 333 ,

0.030 778 ,0.014 667和 0.007 333。经线性回归得

其标准曲线为:A=0.000 4c-0.000 2 , r=0.999 9 ,

检测灵敏度为 18.9 IU/mL。

3.3　单克隆抗体 ELISA标准曲线的制作

应用单克隆抗体 ELISA 分别测定活性为

2.4 IU/mL , 1.2 IU/mL , 0.6 IU/mL , 0.3 IU/mL 和

0.15 IU/mL 的bFGF 溶液 ,重复3次 ,其吸收度均值

分别为 0.166 667 , 0.083 333 , 0.041 544 , 0.020 445

和0.011 433。经线性回归得其标准曲线为:A =

0.069 4 c+0.000 2 , r=0.999 9。其检测灵敏度为

0.15 IU/mL ,高于多克隆抗体 ELISA 。

3.4　ELISA与MTT法检测不同活性 bFGF 的比较
Tab.1　Activity of bFGF(×105 IU/mL)detected by ELISA and MTT

Sample
ELISA

pAb mAb
MTT

A 8.82 8.58 7.38

B 1.47 1.49 2.14

C 2.14 2.10 2.63

D 1.41 1.38 1.24

E 0.03 0.03 0.04

将多克隆抗体 ELISA和单克隆抗体 ELISA 测

得结果分别与MTT 法进行统计学比较 ,均无显著

性差异(P >0.05)。

分别用以上 ELISA与 MTT 法在同等条件下对

A 、B 、C 、D 、E样品重复测定 5次 ,结果见表 2。表 3

为 5次检测重现性的比较 。
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Tab.2　Activity of bFGF(×105 IU/mL)detected by ELISA andMTT (n=5)

Sample
1

pAb mAb MTT

2

pAb mAb MTT

3

pAb mAb MTT

4

pAb mAb MTT

5

pAb mAb MTT

A 8.82 8.58 7.38 8.61 8.54 6.38 8.75 8.56 10.8 8.61 8.52 9.87 8.61 8.56 10.73

B 1.47 1.49 2.14 1.43 1.49 1.22 1.46 1.48 1.94 1.42 1.47 1.79 1.48 1.47 1.75
C 2.14 2.10 2.63 2.14 2.11 3.06 2.08 2.10 1.48 2.08 2.09 2.03 2.07 2.11 2.50

D 1.14 1.38 1.24 1.36 1.37 1.98 1.41 1.37 1.11 1.41 1.38 1.54 1.36 1.37 1.11

E 0.03 0.03 0.04 0.03 0.03 0.041 0.03 0.03 0.028 0.03 0.03 0.035 0.03 0.03 0.02

Tab.3　RSD(%)of different detective methods

Sample
ELISA

pAb mAb
MTT

A 0.12 1.22 23.65

B 0.30 1.77 23.42

C 0.18 1.65 28.30

D 0.18 1.97 26.62

E 0 0 28.63

　　结果(表 3)表明 , ELISA法的精确度明显高于

MTT 法 ,同时 ,使用单克隆抗体 ELISA 比多克隆抗

体 ELISA更为精确。

3.5　测定不同失活程度的 bFGF 母液比较

分别用单克隆抗体 ELISA 、多克隆抗体 ELISA

和MTT 法对不同失活程度的 bFGF 母液进行活性

检测 ,结果见表 4。
Tab.4　Activity (IU/mL)of heat inactivated bFGF detected by different

methods

t(h)
ELISA

pAb mAb
MTT

0.5 1 428 1 443 1 346

1 1 049 1 057 1 013

2 851 864 814

3 564 562 504

4 318 318 296

5 112 113 98

7 58 59 42

8 21 24 0

　　将所得结果进行统计学分析 , 单克隆抗体

ELISA 、多克隆抗体 ELISA 和MTT 法检测所得结果

无显著性差异(P >0.05)。

4　讨　论

随着提取与分离技术的迅速发展 ,生物制品的

纯度和生物活性也越来越高 ,而其检测手段却相对

落后 。现在采用的基本方法为 MTT 法 ,由于该方

法考察的是活细胞的增殖情况 ,因此受活细生长情

况的影响 ,准确率低 ,操作烦琐 ,耗时长 ,重现性差 ,

使bFGF 在开发成各种剂型后不能对其进行较好

的质量控制。ELISA 是在酶联免疫技术基础上发

展起来的一种新型免疫检测技术 ,主要利用抗原抗

体特异性结合来检测抗原或抗体。因此 ELISA 以

其快速 、准确 、特异性高 、重复性好等优点广泛应用

于临床抗原或抗体的检测。

bFGF 抗体对 bFGF 促分裂活性具有很强的抑

制作用
[ 8-10]

,ELISA可通过抗体和抗原的特异性结

合 ,间接反映其生物活性 。因此用 ELISA 检测

bFGF 的生物活性在理论上是可行的 。通过实验 ,

分别选用兔抗人 bFGF 单克隆抗体和兔抗人 bFGF

多克隆抗体进行 ELISA检测 ,所得的结果与活性都

具有良好的对应关系。其中 ,用单克隆抗体 ELISA

检测的灵敏度和精确度高于多克隆抗体 ELISA。

从 ELISA和 MTT 法分别检测 bFGF 的结果可看出 ,

两种方法检测结果无显著差异 ,但是 ELISA精确度

明显高于 MTT 法 。因此 , 在 bFGF 的质量控制方

面 ,ELISA是一种更为简单 、准确和精确的方法 。
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Bioassay of Basic Fibroblast Growth Factor by ELISA
AN Quan1 ,LI Xiao-Kun1 ,ZHAO Wen1 ,XIANG Qi2 ,MENG Juan2

(
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Biopharmaceutical R&D Center of Ji′nanUniversity ,Guangzhou 510632 ;

2
Bioengineering Medicine Research Center of

National Education ,Guangzhou 510632 , China)

【ABSTRACT】　AIM:To establish a convenient , low-cost and highly sensitive activity bioassay method of bioassay

method of bFGF without employing radioisotope or MTT.METHODS:Using ELISA andMTT assay to detect the activ-

ity of bFGF respectively.RESULTS:There was no significant difference in the validation between ELISA andMTT as-

say.But ELISA was markedly sensitive than MTT assay.CONCLUSION:ELISA is an easy , sensitive and reliable

method for the activity bioassay of bFGF.

【KEY WORDS】　Basic fibroblast growth factor(bFGF);ELISA;MTT;Bioassay
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制剂规格:片剂 ,25 mg , 50 mg

　　类　别:选择性醛固酮阻断剂(SAB),能够有效控制轻 、中度高血压 ,患者顺应性好。控制高血

压的效果与安体舒通相当 ,由于对醛固酮受体具有高度的选择性 ,依普利酮没有安体舒

通经常出现的不良反应 。

性　状:依普利酮是一种无臭 ,白或乳白色的结晶状粉末 ,其溶解性不依赖于 pH值 ,微溶于水 。

油/水分配系数大约为 7.1(pH 7.0)。
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