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免疫酶技术及其在细胞生物学中的应用

施渭康

(中国科学院上海细胞生物学研究所〉

长期来，许多细胞生物学工作者希望能够

在显微镜下直接看到组织和细胞中大分子物质

的分布。用物理学(如光谱吸收〉或组织化学方

法虽能测定其在组织细胞中的存在，但反应专

一性往往不如免疫学上的抗原-抗体反应.

Coons 等首先利用荧光素来标记抗体，在肺炎

球菌感染的小鼠组织切片向观察到肺炎球菌可

溶性多糖抗原[l]，为免疫组织化学技术的发展

奠定了基础。在类似原理基础上， Singer 又

建立了马脾铁蛋白标记抗体方法，在超微结构

水平精确地定位细胞抗原[2]0 60 年代末， 又

发展了免疫酶染色技术[町，其在某些方面比免

疫荧光和免疫铁蛋白标记抗体有更多优点，例

如可同时作普通显微镜和电镜观察，制品保存

时间较长，可作显微形态学的对比染色观察

等。同时结合酶标技术和放射兔疫测定法又发

展了酶免疫测定法凹，用以定量体液成份或可

j容性抗原。其灵敏度不仅近似放射免疫测定

法，而且不需要用测试放射性的特殊仪器，酶标

记物也远较同位素标记物稳定。由于近十多年

来免疫酶技术发展迅速，其在生物学及医学等

许多问题的研究上应用也极为广泛。本文仅就

免疫酶定位和酶免疫定量测定的基本原理，常

用方法及其在细胞生物学中的应用作一概述.

兔擅酶定位技术

-、组织制备

如前所述，免疫酶定位法是抗原-抗体专

一性反应和显微形态学相结合的一种技术，为

了保存组织细胞的正常形态结构，必须用固定

剂固定组织。不适当的固定剂会引起抗原分子

结构改变或组织通透性降低，从而有可能阻断

抗原和抗体的反应。甲睦固定常会使组织通透

性降低，在大多数情况下会失去抗原-抗体反

应性。利用聚甲醒作短时间固定可减弱这些不

利的效果。经聚甲醒一类固定剂固定的组织石

蜡切片， 用过氧化物酶 (HRP) 标记物可以进

行一些物质的定位观察，包括促肾上腺皮质激

素，免疫球蛋白轻、重链， ì容菌酶，后叶激素

运载蛋白，促胃酸激素，癌胚抗原，乙型肝炎

病毒表面抗原等。 Bouin 氏固定剂固定的组织

切片也证明能对生长激素，促甲状腺激素和绒

毛膜促性腺激素[6]作定位观察。当然冰凉切片

常可得到更理想的结果.不适当的固定会增加

非特异性蛋白的吸附作用，其原因还不清楚，

可能与固定剂产生的蛋自聚合作用有关。用高

稀释度的第一抗血清和酶标记物，可使这种非

特异性染色有相当大的降低。

二、免在酶标法

1.原理 g 包括直接法和间接法(图 1 )0 

直接法是把酶直接和某种待测抗原的相应抗体

〈第一抗体〉相结合，然后利用这种酶标抗体再

与组织细胞中这种抗原起反应，形成抗原-抗

体-酶复合物，随后经与酶底物反应而产生有

圄 1 免费酶棕荒原理
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细胞生物学杂志

颜色的沉淀物质。这种沉淀物质有些又是电子 系统中，第一抗血清里一些非特异性的杂抗体

致密的，所以可在光学和电镜两种不同水平进 不会与标记抗原起反应〈图 2 )，因此不可能产

行细胞抗尿的定位分析。用直接法检测抗原需 生非特异性染色。这是一项有发展前途的方法.

要对相应的特异性抗体进行标记，应用范围狭 2. 标记酶z 用于制备结合物的酶必须具

窄。因此，通常多采用间接法，即标记抗球蛋 备稳定、高度的催化活性以及价格便宜等要

白抗体〈第二抗休〉的方法。这种酶标第二抗体 求，并且须有相应的价廉、安全和易于制备的

与细胞中抗原-抗体复合物起特异性反应，同 底物. 目前仅有几种酶能满足这一标准，如

样可以达到抗原定位的目的。间接法的优点在 HRP，葡萄糖氧化酶和葡萄糖淀粉酶，卡半乳

于标记某一种动物的抗球蛋白的抗体之后，就 糖苦酶等[7]。但应用最多的是 HRP，不过在

可以同用该种动物所制备的多种特异性抗血清 对抗原或抗体定量测定中则以 AKP 的应用最

均可发生免疫反应，省略了繁复的标记过程。 为广泛。 HRP 具有活性寓， 分子量小，标记

酶标记抗体或抗球蛋白抗体常会产生非特 物穿透性强，且可长期保存等特点， HRP 在

异性染色。最近 Mason 和 Sanmos[6]发展了 E.~03nm 吸收峰最高。酶蛋自部分的吸收峰在

HRP 或碱性磷酸酶(AKP) 标记抗原染色法o 275'-280nm 处，故 HRP 纯度常以 RZ(Rein-

未标记的第一抗血清和切片反应后再与抗原- heit Zahl) 即 O. D.403/0.D.276 的比值来表示。

酶结合物反应。第一抗体反应呈双价，把标记 当 RZζ0.6 时，其中 75%是杂蛋白，不宜作

抗原和组织切片上抗原连接起来。在这种反应 酶标用。但若仅以 RZ 作为 HRP 活性指标，

则未必可靠， 因为失活的酶中氯高铁血红素/

蛋白比值〈即 RZ)照常很高。

3. 酶和抗体球蛋白结合方法: HRP 与抗

体球蛋白连接方法主要有三种。其中两种均用

双功能基团化合物作偶联剂(如戊二酶，二硝基

氟苯等).另一种是通过过礁酸使 HRP分子糖

链中乙二醇基氧化为酷基，这些睦基再与球蛋

白分子中氨基反应。后一种方法制l备的酶标记
物要比用前两种方法有更高的酶和抗体活性.

(1) 戊二醒一步连结法 [8]: HRP 和抗

体球蛋白或纯化 IgG 按一定比例溶于 pH6.8 ，

O.lM 磷酸缓冲液.逐滴加入一定量的戊二

醒，缓慢搅拌。然后如磷酸缓冲的生理盐j容液

(PBS)透析.最后取上清液存于 4 0C 备用， 3 

个月左右不变性。用这种方法制备的标记物，

HRP 和抗体的结合比例并不十分确定， 而且

不同程度地夹杂着混合物，可用 50%饱和度硫

酸接沉淀.若需进一步纯化，可再使用 Sep­

hadex G-200 或 Bio-Gel P-300 柱层析分离。

(2) 戊二醒两步连结法g 首先在一定条

件下使 HRP 与戊二酷起反应。 过 Sephadex

G-25 柱，除去未反应的戊二醒. 收集棕色的
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附加民二费
附件- 1\ 
纫H踹跟一

命
〉A〈 -一非特异性忧体

-一标记抗19G

G￥ 
标记忧原-Y
第一抗体-→〈

细胞抗原一』 晶 {^一非特异性抗体
在干G

PAl.'---飞;--

拙s→〈
细脚一/飞 ; -(/飞一非特异性抗体

固 2 酶标记抗原法和常规=步法的比较

上排s 常规二步法一一结合到组织上的抗体，
包括特异的〈图左〉或非特异的〈图右〉

均因酶标记第二抗体而检出。
中排s 酶标记抗原沽，只有特异性抗体(图

左)能与酶标记物反应，结合到细胞
上的非特异性抗体(图右)因其快乏抗

原结合点，不能与抗原-酶标记物反

应。
下排，过氧化物酶(HRP) 抗体-HRP可溶

性免疫复合物<PAP) 作反应试剂，

经标记抗原法检测细胞免疫球蛋白
(Jg) 。

1980 年
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图 3 非标记兔疫酶染色原理的示意图

Ag一抗原， Ab1一抗Ag抗体， Ab2一第
二抗体， HRP一辣恨过氧化物酶s

HRPAb1一抗 HRP 抗体， 虚线部分为

PAP 复合物

非标记酶染色技术与酶标方法的主要区别

在于，前者的各步骤(包括 PAP 的制备)皆是兔

疫反应，可以克服酶标过程中酶和抗体活性减

退等不利因素。该方法的另一特点是灵敏度高，

要比常规免疫荧光反应的灵敏度高约 100→

1000 倍。采用 PAP 染色法比用纯化抗 HRP 抗

体和 HRP 依次染色敏感 6 倍，而比用抗 HRP

抗血清和 HRP 先后染色敏感到倍。还应该

指出， 非标记酶染色法所用的抗 HRP 抗血清

需在制备第一抗血清的同一种动物中产生。例

如， 第一抗血清若在豚鼠中制备， 则抗 HRP

抗血清也应在豚鼠中产生。这里，非标记抗球

蛋白仅起"桥"的作用， 故兔抗豚鼠 y-球蛋

白或羊抗豚鼠 y-球蛋白均可使用。

2. PAP 的制备

(1) 兔抗 HRP 抗血清2

第 2 卷第 3 期 细胞生物学杂志 43 

含1I!刊'1f!;性部分。加入一定量的抗体球蛋白 体，抗 HRP 抗体和 HRP 依次处理，最后与

或 Fal予。在脑tj~条件下反应 24 小时后，加赖 底物反应生成有色沉淀物，从而达到定位的日

氨酸使反应终止。刊也透析。加等体积饱和 的。这种方法通常也称为抗体"搭桥"法。若

(NH4)zS04 在 4 0C沉淀。 沉淀物溶于最少量 将抗 HRP 抗体丰和口 HRP 预先市制IJ备成可 j济轩卡

末t恼臼水中， 再对 PBS 充分透析。{但但旦旦.如果标记 HRP一抗 HRP免疫复合物(ωR即口 PAP刊) ，可使染

的是 Fab，就不需再经 (NH4)zS04 处理了。 色过程中第二抗体处理后的抗 HRP 抗体和

由于 HRP 的 NHz+基团较少。 当加入过量的 HRP 二步操作简化成一步处理，这就是通常

戊二醒时，酶分子上游离的-NHz仅与戊二醒 所称的 PAP 染色法(图 3 )。

分子上的一个-CHO 结合， 不会发生酶与酶

缩合， 戊二睡上另一个活性-CHO 与加入的

IgG 分子上的 NHz+结合， 因此两步法制备的

酶标记物巾，没有晦内部或球蛋白内部的自身

结合物， HRP 和球蛋白克分子比例始终是

1:1。一步注中 HRP 经戊二醒处理后，其活性

约失去 10%，而在两步法酶标记过程中，HRP

催化活性降低了 40%左右，并且在免疫反应

时，酶标记物与抗原的结合也仅为50←60%[9] 。

(3) 过腆酸氧化j去 [10]: HRP 是一种含

糖 18%的糖蛋白，酶活性不受糖链影响， 因

此可用过腆酸盐使糖链氧化。首先用能与 α 和

E 氨基及捏基起反应的 2，企二硝基氟苯

(DNFB)处理 HRP，用以阻断 HRP 分子中这

些基团和因过腆酸盐氧化产生的醒基发生自身

连结。然后，过腆酸氧化生成的 HRP-醒基化

合物加至抗体球蛋白， HRP 的隆基与抗体球

蛋白中有效的 α 和 E 氨基之间通过 Schiff 氏

碱基产生结合反应。 最后 HRP 中未反应的醒

基被明氢酸饷还原。最近发现，棚氢酸纳还原

过程中会失去酶一些活性， 改用 pH9.5 ， 2M 

乙醉胶处理 7 小时，则能得到较高酶活性的标

记物。用过棋酸盐氧化法制!备的标记物， HRP 

和球蛋白的克分子比例约在 2:1-3:1 之间。

游离的 HRP 较少，不需进一步处理就可使

用。

三、非标记酶法 [11]

1.原理

在免疫酶染色技术中，近年来越来越多地

采用非标记酶法。组织细胞中抗原与其相应抗

体的专一扫:结合后所形成的复合物，用第二抗

再
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浓度的 HRP 加等体和、福氏完全佐剂， j昆匀后

分别在家兔脚掌，皮内和皮下多点注射。 7-10

天后每周间隔在眼脸皮下，静脉和背部皮下多

部位注射 1 毫升含 0.5 毫克 HRP，不加佐剂.

连续三次后，抽血测效价或放血[1Z].

(2) PAP 肯IJ备过程[111: 10 毫升兔抗

HRP 抗血清高速离心去沉淀，逐渐加入 0.5毫

克/毫升HRP3.5毫升。室温下缓缓搅拌1 小时。

经离心，沉淀再用 pH7 .2 , 0.01M PBS 洗三次。

沉淀物悬浮于 2 毫克/毫升的 4 毫升 HRP，在

冰浴中，用 0.1N 和 O.OlN HCl 调 pH 至2.3 ，

此时沉淀物完全溶解。继续用 O.lN 和 0.01N

NaOH 调回 pH 到 7.5. 离心后有少量沉淀物。

此沉淀物可继续用 2 毫克/毫升的 HRP 使其

溶解。可溶性 PAP按其总体积的 1/10 量加入

等体积的 0.075N 醋酸销和 0.1.5N 醋酸镑的混

合缓冲液，随即加入等体积的饱和 (NH4)zS04

溶液沉淀 PAP 复合物.再经离心沉淀，以

50%饱和 (NH4)2S04 溶液洗一次，溶于 6 毫升

重蒸馆水并对 2 升 pH6.75 ， 0.0σ75N 醋酸销

和 0.015N 醋酸钱缓冲液透析(4OC) ， 少量不

挠性物质经离心去除，用微孔谑膜过滤灭菌，

分装安瓶，保存在 OOC备用。

(3) PAP 的工作浓度[5 J: 为鉴定 PAP

是否适用于实验系统和减少其在组织切片上的

背景染色，需经组织切片鉴定其最适工作浓

度.根据抗体"搭桥"法染色原理，可分两步

来分析.第一，在同一玻片中贴附多片组织切

片， 用一系列 6 倍稀释第一抗血清和 1/10 稀

释度的抗球蛋白抗血清，依次处理含相应抗原

的该组织切片，然后再用成倍稀释的 PAP 处

理，可得到一反应"坪" (Plateau) 曲线.取

一倍于反应"坪终点" (Plateau endpoint)时

的 PAP浓度为其最适工作浓度z 第二，选定

组织切片中产生强染色的第一抗血清的最低稀

释度和 PAP 的最适稀释度， 将抗球蛋白抗体

适当稀释从而i商定出抗球蛋白抗体的最适工作

浓度，一般取产生强染色但浓度最低的抗球蛋

白抗体。

(4) PAP 的克分子比例[5， 121: 根据可

溶性 PAP 复合物 280 毫微米和 403 毫微米波

长的光密度以及 HRP 403 毫微米波长的光密

度，可以计算 PAP 复合物中 HRP 和 IgG 的

克分子比例。计算方法如下2

(a) 
PAP 的 O. D. 403 

PAP 中 HRP 浓度 =1 毫克/毫升的 HRP ￡瓦is〈毫克/毫升)

PAP中 HRP 的 O. D. 280 = PAP的 O. D.403 
HRP的'RZ

PAP 中 IgGO. D. 280 =PAP O. D.280一PAP 申 HRP O. D.2~0 
PAP 中 IgG O. D. 28 

(b) PAP 中 IgG浓度=-:;直肯，直立L T_r' r\ n0_(毫克/毫升)

HRP浓度 (a)
则 PAP 中 HRP/IgG 的克分子比例= IgG 浓度(b) x 4 

(按 HRP 分子量是 40 ;000, IgG 分子量为 160 ， 000 计算}

在一般条件下， PAP 中 HRP 与抗 HRP 加 0.15 毫升 3%H202。但去碱基的 DAB不易

抗体结合的克分子比值为1.5 左右，即 8 克分 溶解，需在暗处振荡数小时，染色前过滤，加

子 HRP 和 2 克分子抗 HRP抗体相结合。

四、染色过程

1.酶作用底物z 常用的酶作用底物为

四盐酸 3， 3'-二氨基苯胶 (HCI-DAB) 或去碱

基的二氨基苯胖 (DA助。该物质需在使用前

配制。称 HCI-DAB25 毫克溶于 50 毫升 0.05

M, rH 7.6 Tris一HCl 缓冲液中，染色前直接

3%H20 2• 

2. 周定的冰冻切片间接染色步骤[吕]. 冰

冻切片贴于载玻片上在 1%甲醒中国定， 用

15%熊糖磷酸缓冲液洗涤后， 经 PBS 适当稀

释的抗血清处理并洗涤。 然后由 PBS 适当稀

释的 HRP 标记抗球蛋白溶液处理，再经洗涤

后， 以新鲜配置的 DAB 溶液显色。若需要对
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酶兔瘟定量测定技术

酶标免疫吸附测定法 (Enzyme-linked

inìn1unoadsorhen-t assay，简称 ELISA)是继

同位素标记免疫测定法以后发展起来的。如前

所述，酶可以通过化学或免疫学方法与抗原或

抗体结合成酶标记抗原或抗体复合物，在底物

的参与下，酶催化底物使其水解，氧化或还原

成为另一种带色物质，后者可用分光光度法测

定。由于酶的降解底物和呈现色泽是成正比

的，因此可反映出参与反应的抗原或抗体的含

量。目前应用于抗原和抗体定量的常用方法主

要有四种， 但以 ELISA 双重抗体夹心法和

ELISA 间接法最为常见。

-、抗原定量

1.酶标记抗原竞争法 [7] : 即利用混合

的未标记抗原和酶标记抗原相互竞争抗体上结

合点的现象，进行抗原定量的方法。未标记抗

原浓度越高，则标记抗原和抗体的结合就越受

到抑制J (罔 4)。标记和未标记抗原与相对应的

抗体温育后，在测定游离态抗原和与抗体结合

仁.~ 0 ~. 。分光光度法
洗涤 1 v 0 一一_1 _. 一一←f
l丽矿[_(元。←一~-。测寇吸收率

r-、../0 I -._...r. 

口回 4日抗体~酶标记抗原

.酶反应物.未标记抗鼠。底物

图 4 ELl SA 竞争法原理圄解

2. ELISA 双重抗体夫心法[7] : 酶标记

抗原竞争法的不足之处，是有些生色试剂会产

生类似血清样的颜色，影响分光光度测定结

果。因此，每次测定时都需做空白对照。但固

相双抗体夹心法免疫酶测定可避免这类缺点。

测定的基本方法分为三步(图 5)，具体操作简

述如下:

(1)特异性抗体致敏的固相载体 (I-Ab)

反应管及抗原温育。

(2) 洗涤后与酶标记抗体(AbE)温亩，每

组实验包括两个对照: (a) 营内用一定茧的

I-Ab，鸡血浆和 Ab-E ， 用以检测 I-Ab 上的

非特异性吸附， (b) 另一对照管内含一定量的

I-Ab，含抗原的血清和 Ab-E，用以测定结合

到 I-Ab 上的最高结合活性。

(3) 酶活性测定z 若 Ab-E 中标记的是葡

萄糖氧化酶， 则 I-Ab 中的酶活性测定是加内

含一定量的 HRP ， 3 ， 2'-氨基-二 (3一乙基一苯

并哩哇琳磺酸-6)按盐(ABTS)和 D-葡萄糖的

反应液。反应管在 25 0C 转动 30 分钟后，离

心，读取上清液在 405 或 420 毫微米波段的光

密度。

细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志



46 细胞生物学杂志 1~80 年

ZDI?fM 
也斗 3二主!止接|，一一一一
份 ~50C 民!--< ' 
命事

lj巨 Iλb 制 j;'LI;j~ 阉--< Ab E 

r-< 
)'tt< 

图 5 固相双抗体夹心法兔疫酶测定示意图

1.抗原固定到特异性致敏固相载体

I.酶标记抗体和国相载体上的抗原一抗体
复合物反应

][.固相载体上的酶洁性测起

二、抗体定量

1. ELISA 间接;去[叫: 先将抗原吸附

在国相载体上，加入适当稀释的待测特异性抗

血洁，听形成的免疫复合物经洗涤除去多余抗

体及其他成份后，再使兔疫复合物与酶标记抗

体球蛋白相结合。底物在酶的催化作用下发生

降解或氧化还原反应，产生有色产物，用分光

光度计测定抗血清中抗体的含量。

在测试时，重要的是致敏于圄相载体上的

抗1*1孟应该适当。加入抗原致敏的固相载体若

过量，有时则会产生前带(prozone) 效应，但

这可以将测试抗血清{乍一系列稀释而克服.

抗血洁和酶标抗球蛋白的两者反应的最适

条件是在 25 0C温育 4--5 小时.若把温育温度

提到 37 0C，则可相应减少温育时间。有时也

用 25 0C作短时间温育， 虽则这在一启程度上

略影响测试灵敏度和精确度，但在实际工作中

往往也被采用。

测定的灵敏度随不同的抗原一抗体系统有

差别。亲和力高的抗体和抗原反应较为强烈，

其检测也较亲和力低的系统容易。血清中非特

异性球蛋白浓度也会影响测定的灵敏度，例如

检测 1 毫微克 IgE (相当于血清中总 IgE 的

10-:')要比 1 毫微克 IgG (相当于血请中总 IgG

的 10- 7 ) 的测定方便。 另外， 由于某些抗原和

免疫球蛋白之间也会存在着非特异性反应，因

此正常血清的反应因不同抗原而可能不同。

2. 峰一抗酶抗休 (PAP) 法: 实际上，

这也是一种非标记免疫酶显色法。 同 ELISA

间接法检测抗体的步骤一样，将待测的特异性

兔抗血清加至抗原致敬的固相载体。洗涤后，

加入羊抗兔球蛋白抗血清作"桥" (图 2 )。然

后依次加入兔抗酶抗体和酶或加 PAP，最后

因酶催化底物而产生有色物质。底物被降解的

量即相当于被测的抗体量。

另外， Voller 等人还建立了 I己LISA 微量

塑料平板法[ 14] 。 抗原吸附于聚苯乙烯微量血

凝板的空穴表面，待测抗体与致敏的固相表面

起反应，接着用酶标抗球蛋白和酶底物先后温

育，最终生成有色酶解产物。被降解的底物量

相当于酶标记抗球蛋白与抗休球蛋白的结合

量，由此测算出停测i在液中的抗体量。这种方

法简便迅速，近年来广泛应用于各种疾病所产

生的抗体定量。

在细胞生物学中的应用

免疫酶技术在细胞生物学中的应用主要可

以概括为下歹IJ五个方面。

-、组织和细胞肉抗原的定位

免疫酶染色技术已广泛应用于各种组织细

胞抗原或其他成份定位。 SV40转化的细胞抗原、

大鼠肾小球基膜抗原、人在l小牛淋巴细胞表面

移植抗原，成纽血细胞友育过程中A型抗原的

起源，小鼠淋巴细胞表面。一C3H标记，粒线体抗

原，肝细胞内乙型肝炎表面抗原以及癌胚抗原、

甲胎蛋白等肿瘤相关胚胎抗原细胞忘位均已有

较多的报告[7]。近年来国内对一些组织细胞中

类似的或其他抗原定位研究报告也日益增多。

二、兔擅细胞的蛋白合成

Kuhlmann[9]利用 HRP 标记抗兔 IgG 抗

体，在光学和电镜水平系统地研究了兔淋巴结

细胞 IgG 的分布。 并用 HRP 免疫大鼠，结合

3H一胸腺I密览掺入细胞的电饶放射门显术， 观

察了淋巴结抗体形成细胞发自.ì:tf~E 11' 形态结构
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和抗体蛋白合成及分泌的关系。免疫细胞在分

化和成熟期间，除内质网系越来越发育，并合

成抗体蛋白外，显然高尔基体结构也逐趋完

备，并含有大量的抗体成份，表明高尔基体也

有分泌抗体的功能.在淋巴细胞样细胞阶段，

3H一胸腺I密腔的掺入最高，以后持续下降， 而

无分裂能力的成熟浆细胞就根本无 3H一胸腺1密

吭掺入，说明它不具有合成抗体的能力，似只

是贮存和分泌抗体蛋白。酶免疫电镜的观察也

证明，正常人血流中 B淋巴细胞的绒毛状突起

表面，存在着 IgM，而表面较平滑的 T淋巴细

胞却不显示这种标记物。 用 HRP 分别标记抗

1< 和抗人抗体，以半定量检测慢性淋巴白血病

和正常人淋巴细胞表面膜上免疫球蛋白轻链决

定簇，发现正常人淋巴细胞表面与抗 λ 链抗体

反应的阳性细胞数为 4-10%; 与 κ 链抗体反

应阳性细胞数为 16-24%。每个阳性细胞表

面抗体分子平均数为 100 ， 000; 而慢性淋巴白

血病人淋巴细胞阳性数不论与抗人或抗 K 抗体

均 IF1达 75% ，但每个细胞表面膜上的轻链决

定族数目极低， 平均仅为正常人的 10%。这

些结果不仅表明慢性淋巴白血病是一种单克隆

增生性疾病，而且也证明这种方法可作为诊断

恒性淋巴细胞白血病的一种有效手段[1 6 ) 。 兔

疫酶技术也已成功地用于研究人体十二指肠正

常和病理粘膜细胞 IgA 的合成及其与分泌片

结合成l1S IgA 1吻过程。证明正常十二指肠

粘膜层存在着许多 IgA 浆细胞，在其核周间

和粗糙型!气质 l件系槽内有致密的反应沉淀产

物; I~~A 位于细胞间质膜的下半部以及怀状细

胞与绒毛上皮细胞之间的细胞间隙。急性腹腔

性痕病的十二指肠粘膜， IgA 浆细胞数量显著

增加，在上皮细胞和血管壁的基膜有大量反应

沉淀物。 结果证明这种分泌型 IgA 是抗体消

化道粘膜局部抗感染免疫的一种重要因素。

三、激素和激素受体的研究

近年来从光学和电镜水平对多种激素如且是

岛主， }可口十加 j王圭和相关蛋白的合成细胞，促

吧;去细胞i放主( IVISH) 布1促 17上脱j支质激素细

胞类型及其受体进行了深入研究[7) 。在 1978 年

所举行的有关激素受体的国际讨论会中，用兔

疫酶技术研究激素和其受体的报告占据了相当

大的比例[16) 。用抗 [i 链的人绒毛膜促性腺激素

(抗 HCGß) 抗血清和 PAP 免疫电镜染色技术

研究发育过程中的大鼠胚胎辜丸， 发现 16 天

龄胎鼠输精管的 Sertoli 氏细胞腔面部和 17 天

皇丸 Leydig 氏间质细胞有强烈的促性腺激素

反应。此外，在细胞核、核仁、核糖体、中心粒

和一些囊j包也显示不同程度的 HCG[3 的结合

位点。 18 天的大鼠胚胎辜丸 Leydlg 氏细胞和

Sertoli 氏细胞的细胞核或脂滴内存在着与抗

辜酣抗体强烈的染色反应，而在 18 天胎龄以

前的胚胎辜嗣着色很弱。表明个体发育过程中

促性腺激素具有结合到某些细胞受体，剌激辜

丸发育并促使产生辜酣的功能。另外，雄性大

鼠副性器官和大鼠前列腺癌组织是催乳素的靶

器宫。小鼠肾上腺束状带和网状带的细胞j贡具

有类似促黄体生成激素释放因于(LHRH) 自己体

的受体。

四、细胞核内的组分分析

最近 Ripoche 等[ 17)将固定的小鼠组织切

片用 HRP-Ig 标记物在 pH4.5 染色时，核膜，

染色质或染色体出现强染缸反应。切片在染包

前先用 DNase 或组蛋白酸性抽提处理，这种

阳性反应则被阻断。结果似乎表明氧化的色素

原或色素原结合 DNA 的复合物在酸性条件下

有重新分自己并结合 DNA 的能力。在用抗核音

或抗核音酸抗体研究细胞周期中的 DNA 合成

及其变化时，发现细胞核对抗按昔抗体免疫反

应性和细胞核内 DNA 合成呈现平行关系。因

此兔疫酶技术可能成为判断某些细胞周期的 S

期与核酸关系研究中…种快速而又精确的方

法，甚至可能发展为一项对染色质组分和功能

进行原位分析的实验手段。

五、生物体液成份定量

如上所述， ELISA 可用于各种体议中抗

原和抗体的定量汩IJ寇，如人休，大鼠平11小鼠的J.

市中甲胎蛋白， r，水;在1 f;2， M ，人体 HC(;，人
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细胞生物学杂志 1980 年

胎盘催乳素和膜岛素以及乙型肝炎病毒表面抗

原等[7]，并且也可用于 DNA 抗体的测定。最

近证明在一些有抗核抗体病人血清中，有94%

存在着抗单链 DNA 抗体[18];在另一些病人血

清中，发现了抗组蛋白抗体[19] 0 酶免疫测定也

能用于细胞成份的定量，它比之同位素标记蛋

白以测定各种成份有更多优点。

结 束 语

从上面谈到的几个方面可以看出，酶具有

化学放大作用的特性，而抗原一抗体又是高度

专一性的反应系统。因此，免疫酶技术是灵敏

度高，特异性强的原位分析细胞组成物质的方

法，也是灵敏度相似放射免疫测定水平的定量

可溶性物质的有效手段。根据类似原理，免疫

酶技术也已成功地应用于测定其他生物系统，

包括激素一受体、植物凝集素一糖或糖蛋白等。

酶和抗体球蛋白结合物等免疫试剂，分子

量达 20 万或更大; PAPì去最终形成的产物也

是相当庞大的大分子复合物。这些显然都不利

于免疫试剂渗进细胞内部，影响实验结果。另

一方面，形成的大分子产物也因空间占位等原

因影响定位的精确性。因此，近年来，多采用

HRP 和抗体 Fab 片段的结合物z 也有使用杂

交抗体，使一个抗体分子能够同时对相应抗原

和酶起反应，具有双重专一性，这样就简化了

酶标记抗体和第二抗体染色的过程.这类分子

较小的免疫试剂便于透进细胞与细胞内抗原反

应。随着免疫学和免疫化学技术的继续发展，

例如抗 DNA 抗体或抗杂交 RNA-DNA 抗体

制备成功，免疫酶技术有可能结合染色体分带

技术，应用于染色体结构组分的原位分析，成

为研究细胞分化中基因表达和调控的一种重要

手段。同时，这方面的任何重大进展也将会促

进免瘦酶技术发展成为更灵敏，更精细的定位

和定量方法.
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