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聚丙烯酷胶凝胶一并列抗体凝胶交叉免疫电泳*

陈才在国 施渭底

〈中属科学院上海'.... 也生物学研究所)

聚丙烯酷腹凝胶一琼脂糖凝股交叉免疫电

泳具有设备简单，操作方便和分辨力高等优

点，为分析鉴运抗原，抗体以及它们之间的相
互关系提供了较灵敏的手段 l 1 2] 0 Van Der 

Riet 和 Viljoen l3J 报告了另一种简便的免疫电

泳法，从杂有多种抗原的混合物中检出特异性
抗原:混合抗原在含有相应抗体的凝胶中电泳

时产生兔疫沉淀物，游离抗原继续自由地"掠

过"该抗体凝胶，到达相邻的另一块空白凝

肢，进而在该空白凝胶上进行普通免疫电泳，
达到分离租检测特异性抗原的目的。

本文根据上述两法的原理，发展了聚丙烯
酷股凝胶一并列抗体凝胶交叉免疫电泳法。先

用聚丙烯酷股凝膜电泳分离抗原混合物，接着
在与第→向电泳成垂直方向走第二向免疫 lt!

泳，抗原成份在电场作用下进入第一块抗体凝

肢，抗原与其相应抗体起反应而形成峰形沉淀

物。未遇相应抗体而形成沉淀的抗原在电场 11-1

继续泳动，道入相邻的另一块抗体凝胶，其中

若有相应抗体同样产生沉淀峰。因此，在同 d

块玻璃板上相邻地浇制两种或两种以上的4问

抗血屿，形成并列抗体凝胶，就可以用于分离

和分析各种抗原以及鉴定抗血洁的性质。本文

对这→方法及其初步实验结果作一简述。

材料和方法

-、抗原和抗血清

抗原 4- -6 个月胎儿的胎血清=吗脾快

蛋白[‘]。

抗血清兔抗胎儿全血清抗血清，兔抗人

甲胎蛋白抗血清p 兔抗铁蛋白抗血清[4p 兔

抗正常人全血清抗血清。抗血清制备除注有参

考资料的以外均按常规方法。

二、抗体琼脂糖凝股板的制备

在60毫米 x 90毫米洁沾草草璃板的背面按比

例以红腊笔划线分区(图 1 )。在玻璃板正面
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30毫米-ι去。出击习~...，..;:一~40毫米一-~

因1.聚丙烯眈脐凝胶一益对抗休..股交叉免疫电泳示意图

M. 中介凝胶。I.II. …‘..益列抗体凝胶.

PAG.聚丙烯Jê胶凝胶条.

散宽度30毫米处的红笔划线放一根有机玻璃条

作栅栏，挡住浇在上面的热溶 1 % (W/V，配
置于巴比妥缓冲液， pH8.2，离子强度0.05 ) 

空白琼脂糖凝肢(约3.5毫升)。冷凝后，以

刀片将栅栏边缘的凝胶切割整齐，移去有机玻

璃条。按同法在玻璃般的 I 、 E 区依次挠上 8

毫升和 4 毫升含不同抗体的琼脂糖凝胶: 2% 

琼脂糖和用盐水适当稀释的抗血清分别在50"C

温育后.等体积趁热海勾挠制而成。

三、聚丙烯酷服提胶电ì*

参考Maiilel方法 E51 ，采用不连续碱性系统。

以10% Jl硫酸镀催化聚合。在内径为 5 毫米，

长度为 100毫米的直立玻璃管中，挠 2 毫升

‘园林同志参加部分实验技术工作.

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



• 28 • 细胞生物学杂志 1 9 79 年

7.5%浓度的分离胶 (pH8.9)o 水层封面，待

聚合后半小时以滤纸条吸去水层。再加约0.5

毫升的间隔膜( pH6. 7 ) ，同样水层封面，聚

合后吸去水层。样品与等量的40%藤椅洛液混

合后加样。0.05%澳酣兰做指示剂。电极提冲破

为三起甲基氨基甲炕( Tris )一甘氨酸搭液

( pH8.3 ) 0 起始电流每管 1 毫安，待指示剂

进入分离股后，每营电流增至 2 毫安。'-Ë.泳近

8 小时。泳毕，取出凝胶条放入切剖槽(图

版，因 1 )中少纵剖为工。一半 iM定，染已作对

照用，另一半设 ]'20倍以上体积的巳 j二七妥岳:冲

波( pH8.6 )中搅拌陇海15分钟。

四、交叉免疫电泳

将洗涤好的半条聚丙烯政股凝胶条的扁、F

Ùlî向下，平躺于距抗体操胶10毫米处的空白蜒

胶 t( 因 1 ， {lf.第二 r~J f毡旅的阴极端)。放蜒

;再条时，需注意蜒胶条与琼脂糖凝胶接触面间

不能有气泡?如有气iHr!f将凝胶条1i~ 1;- ì午电泳

il11 掖市:幸。该有!d主 J二在茸的含 pH 8.6 ，离于

3Ai屈;为 0.015 巴比妥缓冲破的电泳槽IP，在忧

体执i脂i精凝l皮阳极端一侧复盖-命狭条玻璃纸，

避免蛋白白染电以 j悦。以WhatIllan 3 号;在、果

或厚捷纸作桥。电泳fJ才任距毒草版: 1现仁)i约 2-

8 毫米处复盖一梢同大小的玻璃片以防止凝胶

比l失水而干裂。 i旧运 i扭掠( 2 → 8 伏/厘米)16

小时后，取出 i疑胶板以生理盐~1d骂洗多次后烘

干，以 0.25% Coomassie 窍兰染缸，乙薛:水:
冰醋酶= 45 : 45 : 10的脱色剂脱色后保存。

结果和讨论

-、分析抗血清的特异性的几个例子

以人胎血清作为抗原经聚丙烯酷肢凝胶电

，主k分离后，再以兔流正常人全血?古平i1兔抗人甲

胎蛋白抗血请作jt列抗体凝j出交叉免费;电泳。

无论兔抗甲胎蛋白抗血清作为第二:1k抗体凝

胶板( I型版，因 2a) 或结s --~抉凝胶扳(囹

版，因 2b) ，均M7元一-个，17称的峰形。然而，把

兔抗人甲!捣蛋白的抗i且在作为第一块并列抗体

凝脏刨乎豆好，这样在交叉免疫电泳时，聚丙

!睹酷胶凝胶条中所有胎血清的抗原成份均要通

过该抗血清凝肢，若其中杂有其它抗原的抗体

时，应在该抗体凝胶中留下抗原一抗体抚捷物

的痕迹。实验结果说明兔抗甲胎蛋白抗血清是

单相特异性的抗血洁。

同样，我们将人胎血清和马脾铁蛋白也合

物经聚丙烯酷股凝胶电泳后对兔抗人甲胎蛋白

和兔抗马脾铁蛋白抗血清进行并列交叉免疫电

泳。虽则由于铁蛋白分子不均-性使其沉淀峰

稍旦有不对称性，但这两块相邻的抗体凝肢中

均各呈现单一的峰，这说明这两种抗血清都是

单相的特异性抗血清。同时，抗体在并列凝胶中

的位置对电泳的结果没有明显的影响〈图版，

因 3) 。

为了分析比较不同抗 l的击中所含抗体性质

的异同，胎血清经聚丙烯ìl股凝胶电泳后，对

含兔抗人胎全血清，抗正常人全血清和抗甲胎

蛋白抗血清的并列抗体凝胶进行交叉免疫电

站0([到版，囱 4 )即为同→块捉上相邻浇有这三

种不问抗血洁的交叉免疫电泳结果。甲胎蛋白

iJLt1:: 11每出现在含抗平胎蛋白和抗胎全血清的抗

体凝成上，旦这两块抗体凝)氏的况淀峰互相衔

接;白主运白沉淀峰出现在含抗正常人全血清和
抗胎血洁的抗体凝!览中，沉淀峰也互相衔接。
结果说明 1 ， !I 和直， ill 并列抗体凝胶中分别

存在着免疫学性质完全相同的抗体。然而，由

于抗原和其抗体的比例不适以及电泳条件的影

响，白蛋白沉淀峰顶有时会稍冲入抗甲胎蛋白

抗体凝胶层(图版，图 4 ) ，因此寻找一个合

适的抗原抗体反应比例和电泳条件乃是相当重

要的。

反之，抗原在己知抗体性质的凝胶捉 t进

行交叉免疫电泳，根据其沉淀峰位置也可鉴定

聚丙烯眈股凝胶条上抗原成份的性质。

二、某些抗原的特异性就血清的制岳

分离和纯化抗原的目的之一是要制辞其特

异性抗血泊。反之，有了纯抗体，抗町的纯化也

就比较容易解决。聚丙烯酷股i疑找一并列抗体

凝股交叉兔;反电泳方法可以用以制备某些抗原
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的特异性抗血清。胎血清经聚丙烯酷胶凝胶电

泳后，分成近二十条蛋白带，白蛋白和甲胎蛋

白在凝胶条的前沿，彼此紧靠相邻，普通电泳

难以分开。经过兔抗正常人全血洁和兔抗甲胎

蛋白的并列抗体凝胶交叉兔疫电泳后，白蛋白

和甲胎蛋白分别在相应的抗体凝胶上形成免疫

复合物沉淀峰(图版，图 2 )。电泳凝胶板经

充分漂洗后，连同琼脂糖凝胶切割免疫复合物

沉淀峰，混入福民完全佐剂，经腼淋巴结免疫

家兔，可得到单相特异性兔抗人白蛋白和抗人

甲胎蛋白抗血清(图版，图 5 )。看来这是一种

制备特异性抗血清简便易行的有效方法之一。

三、影晌聚丙烯酷服凝胶一并列抗体凝胶

交叉免!Ji电豫结果的因素

影响上述免疫电泳结果的因素，除了常规

电泳中的那些因素以外，主要有下列二方面。

1. 凝肢的电渗作用 所谓电渗是指电场

中的液体对于一个固定团体的相对移动。电渗

决定于许多因素，包括缓冲液 pH，离子强度

和化学性质，但主要决定于凝胶的性质。本文

报告的方法整个过程包括两个电泳系统，即聚

丙烯m股凝胶电流系统和免疫电泳系统。使用

了两种不同性质血凝跤，因而必须考虑凝肢的

电渗作用。如果聚丙烯眈股凝胶条在电泳后直

接放在空白的琼脂糖凝胶巳进行第二向电泳，

由于凝胶条在缓冲液离子浓度较高的条件时，

带有较高的电导，会使水积聚在凝胶条周围，

加强电渗作用而干扰蛋白质的迁移，造成沉淀

线模糊不清。不设法降低离子浓度，显然会影

响第二向电泳结果。为消除这两种凝胶之间的

电渗差异，革近 Ekwall 等【 6 1 报道用蒸馒水

洗涤聚丙烯酷脑凝胶并结合平躺于琼脂糖凝肢

的方法，以此平衡凝胶条的电导，降低电渗作

用，取得较好的效果。

我们比较了聚丙烯酷股凝胶条分别用蒸馆

水和第二向电泳缓冲液洗涤不同时间对其免疫

电泳结果的影响。发现经缓冲液洗涤的凝胶条

同样能降低电掺作用，洗涤时间对沉淀峰形状

影响不大，而在蒸锢水中洗涤时间超过45分钟

后，有些蛋白沉淀峰形明显降低，甚至消失〈图

版，图 6 ) ，说明凝胶条用缓冲液洗涤可能效

果较好。当然，蛋白质的损失与聚丙烯耽按凝

胶的孔理大小‘蛋白!在.íFf 大;小平11洗1条条件也

有关。

2. 就胶板的抗原---1元休比例 要获得清

晰而满意的免疫电泳沉淀物图谱，除了电泳条

件外，还必须考虑抗原一抗体反应的最适比

例。抗原或抗体比例不当均会使沉淀畸形特别

是峰顶模糊不清，或峰内部沉淀物太3茧，或冲

入相邻的抗体凝胶。一般J~_:采用尽可能低的抗

体被度少但抗体量太少，又会使形成的沉淀峰

太弱。在抗原量与电批条件不变的情况 f，我

们比较了抗体烧股纵向宽度和抗体泼皮对沉淀

峰的影响。如果罔 1 中并列吭f;j二凝胶 I 的宽度

过大，抗体浓度偏离，则会使应在抗体凝胶 E

中产生沉淀峰的抗原不易 μ滤过"，给呆在抗

体凝肢 E 中无沉淀峰出现，特别当样品中抗原

浓度过flf<时更是如此 F 反之，抗体凝肢 I 的宽

度过狭，抗体浓度偏低，则又会使应在这部分

沉淀的抗原"过滤"不清，沉淀峰冲向抗体凝

胶 rr (图版，图 4 )，影响电泳结果。因此，一

般采用抗体凝股 I 的宽度比挺肢 E 宽度沟狭。

在60毫米 x 90毫米玻璃板上，凝胶 I 的纵向宽

度为20毫米，恰好是凝肢 E 的一半。如用三种

以上的抗血清则宽度视具体情况相应缩小。

至于抗体浓度对沉淀峰的启响，以 180 微

克胎血宿为抗原，抗体凝技 E 中抗血清用量为

4 微升/平方厘米，而凝胶 I 中的抗血清用;是

是它的一洁，即 8 微升/平方厘米。如果抗原

量减至90微克，则抗体凝胶直和凝胶 I 的抗血

清用量分别是 21!鼓升/平方厘米和 4 微升/平方

厘米，仍能得到j满意的结果〈图 j泣，图 2 ) , 

产生的沉淀峰清晰而又无干扰。然而不同的抗

原一抗体系统，比例应有所差别，需经过摸索

决定。

最后，在聚丙烯酷股凝胶条和第二向交叉

电旅的抗体凝)夜之间留有10毫本宽的不含抗体

的中介凝眩，并不是作对照凝胶用的，而用作
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抗原进入抗体凝股前的缓冲区域。这种排列有

助于使沉淀峰的起底线清晰，特别有利于分析

交互重叠的沉淀峰。

小结

本艾介绍一种简便的聚丙烯酷胶凝胶一并

列抗体凝肢交叉免疫电泳方法，使在聚丙烯酷

股凝股 t分离的抗原成份与并列的不同的抗体

凝胶层发生沉淀反应而被分开。该法可用以分

析抗血清的特异性和抗原的免疫学性质，其形

成的抗原一抗体复合物沉淀可用以制备特异性

抗血清。
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施渭康等因版

图版说明

周1 凝胶条切割槽:由有机我璃制成的槽和不锈钢刀二部分

组成。

因2 聚丙烯院胶凝胶-;1主列抗体凝胶交叉兔疫电泳: a.抗原
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抗血清 2 微升/平方厘米. b.抗原为胎血清180微究;第

一块抗体凝胶:兔抗人甲胎蛋白抗血清20微升/平方厘

米;第二块抗体凝胶:免抗正常人全血清 10 ;微升/平方

厘米@图中AFP示甲胎蛋白; Alb示自蛋白(下同)。

图3 践丙烯酸胶凝胶-;1主功l抗体凝胶交叉兔疫电泳:抗原为
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抗体凝胶:觅抗马蹄铁蛋白4微升/平方厘米.图中 Fer

示镰蛋白.

图4 三种不同抗血j育的益尹i抗体凝胶交叉免疫电泳:抗原为

人胎血清90微克。抗体凝胶层自下而上分别为兔抗正常

人全血清40微升/平方厘米，兔抗人胎血清S微升/平方厘

米和兔抗人甲胎蛋白2微升/平方厘米.

图5 单相特异性兔抗白蛋白和抗甲胎蛋白抗血清的免疫电泳

分析:抗原孔:均为胎血清:抗血清槽:1.聚丙烯殷殷

凝胶-;1主列抗体凝胶交叉免疫电泳甲胎蛋白免疫复合物

创备的抗血清; 2.抗人胎血全血清抗血清; 3 聚丙烯散

胶凝胶一业1日]抗体凝胶电泳白蛋白免疫复合物帘I备的抗

血清。

图8 聚丙烯m:胶凝胶条的洗涤对电泳结果的影响:抗原:正
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电泳图谱; b. 聚丙烯院胶凝胶条在蒸馆水中洗涤60分钟

的电泳图谱3 箭头和数字表示明显低于图缸中相对应的

峰，峰 3 近乎消失。(经固定袋色后的另一华聚丙烯殷胶

凝胶条在照相时置于凝胶板上，以示相对应的兔疫电泳

沉淀峰).
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