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根直径相等的粗玻璃棒， 将洁净的载肢片放于

玻捧上。 j商力11数滴血细胞悬液，使铺展， 再滴

加干净的 0.06 M 氧化锦低渗液至充满整张就

玻片，盖好培养皿， 继续低渗 10 分t111 。

5. 沿培养皿壁缓缓地倒入 50% 酒精和冰

酷酸(1: 2) 组成的提合固定液， 注意不要漫着

载玻片， 盖上培养i阻， 蒸气固定 60-90 分钟。

吸去混合固定液，加入无水酒精，蒸气固定10

分钟。从培养皿中取出就玻片， 倾去上面的低

渗液， 略为干烛， 将无水酒精和冰醋酸(l: 3) 

混合固定液滴满载1皮片上， 固定 5-10 分钟。

倾去固定液， 然后将载破片倾斜约 3 0 度~ I贝

IiR新自己固定液自载破片高端淌下， 如此反 复

3-4 次 。 空气干燥。

6. 在一块洁净的玻璃板上平放一破片作

文架， 将染色体制片有细胞的一面朝下，架一

端于破片上。用 pH 6 . 8 的磷酸缓冲液稀释的

…配
…

f
… …湖

…

(1: 10 ) Giemsa 染液充满于玻片与玻板之间的

空隙处，染色 30 分钟， )刊 蒸 i白水冲洗， 除去

过剩的染液，阴干。取 24 x 50mml~甘盖玻片，

用加拿大树胶封片，即可长期保存。

本法操作简便，所用仪器极其简单，药品

价格便宜、 容易购买 ， 普通实验室和水产养殖

单位就可开展工作。 此外， 该法可避免体外培

养中常出现的细菌侵染， 由于关键步骤在体内

生理条件下进行，减少了体外因素对染色体形

态可能产;虫的影响。
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用于纯化抗原性物质的单克隆抗体亲和层析术(一)

荧嘉陵

(中国科学院上海细胞生物学研究所)

Köhler 平11 Milstein 于 1975 年创建的淋巴

细胞杂交瘤技pit h] ， 之所以能够导致免疫学乃

至整个生物学领域中的一场革命， 其关键就在

于单克隆抗体所特有的高度专一性。这-特性，

不仅已使其成为 ----"种可对生物体系中存在的各

种抗原或抗原决定族进行探测 、 鉴别、定位、

跟踪以及结构与功能耐究的精确王具。而且，

还可使其与国相载体偶联， 市IJJ或具高度专一性

的免疫吸附剂，而成为一种几乎可用以分离纯

化任何抗原性物质的有效手段[2] 。

由于Ìjl抗亲手IJ层析水具有简便 、快速、 产率

高 、 容量大 、 以及特别适于含量极做又不甚稳

定而j难 以借市规方沾提纯的生物洁性物质的纯

{仁等优JJi ， ih i扯 l jl川于细胞 j民蛋白的241 化。

1979 年 ， Sunderland 等和 Parham 报道"-41 ，

分别采用此术， 由大鼠胸腺细胞和人淋巳母细

胞， 分离纯化大鼠白细胞共同抗原(L-C) 、 及

人 HLA-A2 和 HLA-B7 抗原， 获得 成功。嗣

后 ， Dalchau 等又报道了[5 ，町 ， 采用 此术 分离

得到人臼细胞专一的膜糖蛋白抗原， 和人脑一

粒细胞 T淋巴细胞抗原的结果。直至 1980

年， Secher 和 Burke (7]采用抗干扰素单抗亲和

层析柱， 经过一步简单的 l吸附和洗脱程序，便

将干扰 素纠化了 5 000 倍，从而进一步显示了

单抗亲和层析才己的威力之后， 始被广泛地用于

纯化淋巴 l主i~ 、 生长因子 、 凝血园子 、 激素、

酶、精蛋 白 、 j羊素 、 受体、 癌 JJ圣抗鼠 、 病毒抗

j瓜 、 i'll1 H刨JL胆、寄生 !l:t ;j)'C j}~(等不同类型的 jJ'c原

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



38 细 胞生物学杂志 198 5 年

性物质[8-35 ] ， 而发展成为一个在 纯化 天然或

遗传工程产物方而，极富潜力和经济价值的领

域。

以下主要就细胞膜抗原的单抗亲和l层析纯

化法[34 ， 35 ] ， 作一介绍。

-、 单克隆抗体亲和层析柱的制备

在单抗亲和层析术的全过程中 ， 亲和1层析

柱的制备是一个 牵动全 局的重要环节。因为

柱的优劣将直接影响抗原性物质的分离效果。

整个制备可分二步进行。首先， 生产抗体。然

后， 通过共价键结合， 使其与适当的固相载休

偶联， 即可制成亲和层析柱。其中，以第一步

最为关键。 只有 获得数量足够、 具有高度专一

性和适当亲和力的单克隆抗体，才能从根本上

保证纯化的成功。

( - ) 单克隆抗体的生产

1. 分泌单抗的淋巴细胞杂交 瘤细胞系的

建立 按常规方法进行 ， I徐须严格把关， 以确

保瘤系分泌的抗体别把抗原具有高 度 专 一 性

外， 尚须注意下歹I J几个问题 :

(1) 瘤系的性质

目前用于 i融合的 小鼠件髓瘤系 ， 主要有

P 3- X 6 3 /Ag 8C 分泌 小鼠 IgG J ， 具 K 轻链 ) , 

NS一l C 合成K轻链， 但不分泌 ) 丰1:1不产生任何免

疫球蛋白的细胞系 (如 SP 2/0 、 X 63jAg 8. 653) 

这三类 。 前两类细胞产生的非专…性重链或轻

链， 会同免疫小鼠脾细胞产生的专一性抗体的

重链和轻链随机组合 ， 形成杂交免疫球蛋 白，

影响抗体的专一性和亲和力。因此，最好采用

第二类不产生免疫球蛋白的骨髓瘤细胞系。

(2) 克隆化的效力

对选出的杂交瘤;在进行适当克隆化， 子高

效价抗体的稳定生产至关重要。这包括，开始

可由融合孔中去除其它 二11二专一性的杂交瘤， 和!

随后可以去除由.于染色体丢失而产生的非分泌

性变种， 以及为保险起见， 在临注入小鼠腹腔

繁殖之前再克|在化， 以去除新出现的突变种。

千万不可掉以轻心。 否则， 再有价值的杂交瘤

细胞系 ， 也终将丢失。

(3 ) 抗体的亲和力

由于亲和层析纯化3fi:阻 ， 均毫无例外地包

括吸附和洗脱这两个相关联的过程。 因此 ， 对

用于纯化抗原的单抗，尚须根据其亲和力作适

当选择。亲和力太小， 抗原 IQ豆附不上; 亲和力

过大，又洗脱不下。 一般认为， 亲和力较低的

单抗， 更符合亲和 l层析的要求。但其最适范围 ，

尚未见有报道。 其 测定方法， 可参见 [ 3 6 ， 37 J 。

2. 免疫腹水 或 lJrL i青的 产生 可通过体外

培养，也可通过体内繁也杂交瘤细胞生产抗体。

前法虽可免除宿主免疫球蛋白的污染，较易纯

化，但在一般培养条件下， 培液抗体浓度甚低 ，

仅 10~100 微克/毫升。 而后法可 得抗体浓度

高达 1~ 10 毫克/毫升 的腹7K或血 清，即使纯

化较难，目前仍较多采用 。

体内繁殖法有二种。 一是在小鼠中背部脊

柱两侧皮下各注射 1-5 X I0 6 杂交 瘤细胞。 待

瘤长大后， 由尾静脉采血分离血清。 或切除肿

瘤， 市IJ成细胞 :吕ç~夜 ， 再 用于接和I J 0 另一 是在

1-9 周前注入 0 . 5 毫升降植;院预处理的小鼠腹

腔内注入 10 G~10 7 杂交瘤细胞。待十天左右出

现腹水后， 用 9 号注射针穿束IJ 收集腹水。

免疫腹水或血 清经 1 000 x g 离心 10 分钟

除去细胞和其它碎片后 ， 即可贮于 一 40 0C备用 。

3. 免疫腹水或 血清中 单抗的纯化免疫

腹水或血清中，除杂交瘤细胞分泌的抗体之外 ，

尚 含接种小鼠本身分泌的免疫球蛋白 、 白蛋 白 、

其它血清蛋白质及大量脂类物质。故于使用前 ，

还须对其作适当纯化。

首先 ，将冷冻贮存的免疫腹水或血清融化 ，

使其通过玻璃棉塞或粗布， 以除去大块聚集的

脂类 及细胞碎片。而后调 pH 至 4 .8，于 4 'C

20000 x g 离心 3 0 分钟 ， 以除去纤 维蛋白 ， 浮

于液面的脂 类及其它不j容性物质，再将 pH 调

回中性。

然后， 按 硫酸接沉淀法， 于 4 0C搅 拌下

缓慢滴加等体积饱和硫酸接， 继续搅拌 30 分

钟，再 于 4 0C10000 x g 离心 3 0 分钟 ， 将沉淀
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溶于原腹7)( 1 / 10 体积的 PBS ， 对 PBS 透析除

去硫酸接后， 日il 可供川j 。

对属 IgG 类的单抗， 还可通过 DEAE 一

纤维素柱层析或 Protein A一琼脂糖柱层析， 进

行纯化。

若采用 DEAE一纤维素柱层析， 可取 免疫

腹7]<.或血洁 30 毫升，对 5 mM Tris-HCl、 pH

8 . 0 的缓冲液透析， 而后加到已经同一缓冲液

平衡的 100 毫升 DEAE一纤维素 (DE 52)柱上 ，

以上述缓 冲液洗涤至 280 nm 的吸收值 低于

0.01 ， 再用。-500 mM NaCl 的同一缓冲液作

线形梯度洗脱，收集含抗体的前半部洗脱液供

用。或对 25 mM Tris-HCl 、 0. 1 MNaCl、 pH8.4

的缓冲液透析后 ， 加到已经同一缓冲液平衡的

100 毫升 DEAECL 6 B 柱上，继以上述缓冲液

洗掉 ，即可由流出液的第一个吸收峰中获得足

够纯度的抗体。

若采用 Protein A一琼脂糖柱层析，则可

将4毫升免疫腹水或J.[u.请 ， 同 l毫升 pH 8. 0 的

0. 5M 磷 酸缓冲液混合， 慢慢加到以 pH 8.0 

的 0. 1 M 磷酸缓冲浪平衡的 5 毫升 Protein A

Sepharose CL-41王柱上，继以同一缓冲液洗涤

至流出 液中无蛋白可检出。 然后， 以含 0.1 5

M NaCl 的 pH 6, pH 4 . 5 和 pH 3.0 的 0 .1 M拧

棱酸缓冲液进行分部洗脱。收集合抗体部分，

立即以 pH 9 .0 的 1 M Tris-HCl 缓冲液中和，

而后对 PBS 透析 。

而对j属 IgM 类的单抗， 则可继半饱和硫

酸按沉淀后， 溶于少量 50 mMTris-HCl、 0. 5

MNaCl、 pH 7.8 缓 ìll~ 液 、 对同一缓冲液透析

1-2 小时， 再上凝胶过惊柱 Sephadex G-200 或

Sephacryl S-200 ，作进一步纯化。

此外， 还可藉高压液相层 中斤，对 IgG 类

的单抗进行快速纯化。 例如，上 Mono QTM 

柱， 以 0-0.35 M NaCl 的 20mM 三乙醇胶

HCl、 pH 7 . 7缓冲液，作线形梯变洗脱， 10- 20 

分钟即可完成一次分离过程。

(二)单克隆抗体与 Sepharose 4 B 的偶联

通币， ;I;IJ 岱.tlí 抗二元'丰n Jâ i斤柱 ，均以 Sepharo-

se 4 B 作为固相载体。 Sepharose 4 B 上的瓷基

经澳化氧活化， 即 可与单抗的氨基偶联， 形成

不溶性免疫吸附剂。 可直按采用市售已经模化

氧活化的 Sepharose 4 B ， 与单抗偶联。但人们

往往因其价格较贵又不甚稳定而宁愿于临偶联

前进行活化。

取 10 毫升经蒸馆水洗涤压积的 Sepharose

4 B， 与 2 0 毫升刚溶入 50 0 毫克澳 化茸的蒸馆

水混合 ， 在冰浴中磁力搅拌下滴力1.1 2 N NaOH , 

使 pH 保持在 11 。 约经 1 0 分钟反应后，立即

倾入砂芯漏斗， 用预冷的 200 毫升蒸馆水快速

洗涤。 再按 5-10 毫克蛋白/毫升活 化凝胶，

迅速移入经对 0.1 M NaHC03、 0 . 5 M NaCl 、

pH 8 . 5 缓冲液透析平衡的单抗溶 液。 置旋转

混合器上， 于室温缓慢混合 2 小时， 或于 4 "C

过夜。然后， 将悬液移入砂芯漏斗抽眩， 测定

OD 280 nm 以计算偶联率。再将但j联后的凝胶

悬于 pH 8.0 、 1M 乙醇胶 液或 0 . 2 M 甘氨酸

液， 以封闭未偶联的活性基团。最后， 用 0 . 1

M 醋酸、 1 M NaCl 、 pH 4 . 0 缓冲液和 0 . 025 M 

Tris , 1 M NaCl 、 pH 8 . 5 缓冲液交替洗涤，以

除去非共价l贝附的蛋白 ， 即可以 0 .025 M Tris、

0 .1 5 M NaCl 、 0 . 0 2 %NaNs. PH 7 . 3 缓冲 液 洗

涤平衡， 贮于 4 0C供用 。

二、 抗原的增潜溶解

若靶抗原为7)( i容 {~H元原， 使可;白J主使用单

抗亲和层析柱进行纯化。 然而， 有许多抗原都

是因其疏水部分插入细胞膜双分子类脂层而在

水液中不甚稳定的膜蛋白质。对于这类抗原，

必须通过适当增熔使其由膜中洛解出来， 方可

进一步纯化。

其法有二。 一是在严格控制的条件下，用

酶切除插入膜双分子类脂层的疏水区域。但因

酶的切点较多 ， 而很难得到接近天然状态的抗

原分子。 最有效的， 还是采用去垢剂， 使蛋白

质分子的疏水部分脱离膜的双分子类脂层， 插

入去垢剂微囊， 从而使膜蛋白分子得以在水液

中达到稳定的方法。
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(-)采用去垢荆增溶的基本方法

去垢剂分肖子性和非商子性两类。用于增

榕的有弱阴 离子'11:去垢剂脱氧胆酸纳， 平11包捐

Brij 99 、 Brij 96 、 Lubrol PX 、 NP-4 0 、 Tween40

和 Triton X-100 在内的各种非离子性去垢

剂。 其中， 以脱氧阻酸饷溶解膜蛋白效果最佳。

且微囊较小，仅 ]000-100 0 0 道尔顿 ，而不致缩

小蛋白分子大小的原有差异 ， 给随后的凝胶过

滤分离带来影响。不过，尚有会溶解核院、在溶

液 pH 太低或同子强 度过高和特别是在含双价

阳离子时 变粘 ， 以及随后不宜采用离子交换层

析， 等电点聚焦等基于电荷的方法进行分离等

缺陷。非商子性去垢剂虽不如脱氧胆酸盐那样

有效， 却不会破坏细胞核， 而特别适于有核细

胞膜蛋白的增 洛洛解。 其中，以 Brij 最为有

效。 惟 Brij 9 6 在 4 oC停留数小时后， 易 从溶

液析出。 但省力1 1入双倍 量的 Brij 99，即 可 加

以克服。

1. 采用脱氧阻酸盐的 i即在恪解 JJt iJ.~甚

为有效， 但[仅适用于无核细胞或去核膜f~lj 剂。

因为脱氧)J且酸盐会破坏核膜，结果 导致DNA

释放， 使 j培容割j掖夜交 ~i耕}儿l

过，也有例外。如脑匀浆也可采用此法增j谷 。

这可能同脑组织的膜多核少有关。其j去女íl下 :

将经 200 00 x g 离心 2 0 分钟沉淀的脑匀浆 ， 按

句:毫升含 10 毫克匀3jz蛋白 ， ;是于 0 .01 M Tris 、

0.02%NaN3 , pH 8 . 4(4 0C)缓冲液，加等体积

含 4 %脱氧胆酸俐的同一缓 ìrl3 液 ， 置冰浴 ， 于

搅拌下温育 1 小时， 而后于 80000 x g 离心 75

分钟 ， 即可获得合膜抗原的上清液。

2. 采用非商子性去垢剂的增榕洛解其

怯与上相仰， IW按每毫升含 10 毫克匀浆蛋 白或

5 X 10 8 细胞， 起 于 0.01 M Tris 、 0. 15 M NaCl 、

0 . 02 % NaN 3 ， pH 7 . 3(4 0C)缓冲液， 力1] 等 体积

合 4→10 %去垢剂的上述缓冲液， 置冰裕，于

搅拌下 温育 1 小时，经 ] 500 x g 离心 15 分钟除

去细胞核后， 再经 80000 x g 离心 75 分钟，即

得含膜抗原的上洁液。

不 1， .] ::11:肖子性 2~: J)jJ剂的 J曲地放果不 尽 相

同 . 尚须根据靶抗原特性作适当选 撑。 Brij 的

浓度 ， (~z 以添加等体 在t ] 0 %的溶液时更为有

效。尤其是在增溶j容解JÚL小板糖蛋 白 Ib 肘， 其

产量远较添加等体积 4 % Ií/~浴 YIt时为高。

3. 继非商子性去垢剂处理后再用脱氧胆

酸盐的增;各溶解 先按 " 2 " 法 ， 用非离子性

去垢剂将细胞膜裂f乎乎成合肥抗原的小片段。 然

后，借超离心将j民片段收集起来， 悬于较小体

积的 0. 01 M Tris 、 o . 02 % N aN 3 , pH 8 . 4 ( 4 "c ) 

缓冲液，再按" 1 "z去 ， 用 脱骂王月且酸盐进行增溶

处理。有时为求简便 ， 白，可略去超离心 -步 ，

而直接在含有 非离子去垢剂的悬液中，加 1 / 3

体积 4 %的脱氧胆酸盐增棋。 惟j容液中同时存

在两种去垢剂， 难免会造成一些麻烦。

(二 〉 去垢剂存在下的抗原检部

在增洛和纯化抗原的过程中， 往往必须借

助把抗原对单抗与;但抗 原供体结合的抑制作

用 ， 来检测各分部中的靶抗原含量。此时，若

靶抗原(共体对去垢剂的裂解作用敏感，便须对

其作适当保护 ， 或另择非裂f伴系统。为此， 可

采用下列结法:

] .以戌二睦固定耻!抗原供体将靶抗原

供体用无蛋白基质洗涤三次， 配成每毫升 2 x

10 8 细胞或 2-4 毫克匀浆蛋白 的悬液。加等

体和、以同一缓 ìl~l 液阳市IJ的 0 . 25%戊二酶， 于

室温温育 5 分钟。随后，添加 1/10 体积 10 %

BSA 或 J[U_~青以终止 反应， 并以含蛋 白 基质离

心洗涤三次。最后， 将其悬于含蛋白缓冲液，

即可分管冻存。

但J1iJ使在固定 jι 去垢剂引起草巴抗原供体

裂解的情况，仍偶有发生。故三反对去垢剂用量

适当加以控制。 而且， 上述固立处理， 有时也

会使某些抗原决定族变性。因此， 常须对固定

前后的靶抗原{共体作平行淌定，以判断变性程

度。

2 . JJ II 入高浓度的 蛋 白质 若在检测系统

中加入 高浓度的蛋白质，例如 BSA 。 因其疏

7K区域与去垢剂结合， 而使攻击把抗原供休的

说:与去垢剂 rfi ì谷'液 1-11 ìi'J失。此时便可安然采m
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即使对兰、 J!ri Jí: IJh幻也1"、j 把 JiL )jj{ Ot 体。 >1 、过 ， 蛋白

j员对靶抗j4LP川本刊J :ið: {'1' 如 jJ 'i f! 二 nJ ， 也并非万元

一失。故1、l 检 ;!~IJ T;;吭 I: ~I Ct(J去垢剂，也何适当加

以 -j号:青1] 。

在缺乏 itlf 问去芳自剂的情况下， 抗原可能出

现凝柴， 1E( . ...月吃不影 响其抗原性。 BSA 的最

后 浓度 ， Îìj"为 1 0-30% ，视 去 i后剂种类及浓

度而定。

3 . 采用多孔丘~;I':i 测定板 有些借去垢剂

增洛j在解的膜抗原市液 ， 75 多孔塑料测定极小

孔中温育过夜引， )民抗原会 |司塑料板的孔结结

合。于是， 便不难采用 711万Wll相放射免疫测定

或酶联免疫测定法， 对其进行检测。

4 . 其它方沾 íij"将 Brij 增浴讲解的牌 Hìij

剂同澳化 !;'{1活化的 Sepha rose 4 B 偶联，成为一

种十分有效的通过问相结合测定自细胞抗)京的

靶抗j白'共体。 只是 jti 于增榕的去垢剂. 不能与

{肉联反应基 IXIJ;i:脂糖味;!段生反应 。

( 三)可能出现的问题

一旦建立抗原:Þí写的方法及其检测系统，即

可〕址行 小量试验， 以阶查增i容效果。

一般，先以 2 : 1 (1可 Bri j 99 / Brij 96 混 合物，

或脱氧Jj旦酸盐进行增洁。并于4.})~生b 操作末尾，

由各分部取出 0 . 2 毫升1干品。然后， 通过定

量吸收试验洲其 抗原含景。即取 80 微升以

0.5 %BSA / PBS 1币 1军 2 ~3 倍的抗 原样品，加

80 微升接近j商定终点的抗体， 宦冰 j谷?且甫一

小时。 于 23 500 x g 离心 20 结忡 ， 取 25 微升

上清液 ， 同 25 础升革B抗原f共体悬液混合 ，再置

冰浴温育二小时。将上述靶抗原{共体用。 .1%

BSA/PBS 洗涤二议 ， 忌于 100 微升 126 1 标 i己

的抗免疫站蛋白抗休，置 Ì7!C i谷温育一-小时 。 然

后，再将靶抗原民休洗涤二 次，即 可测其结合

的放射活性。

根据上述测定结果， 可 !}:IJ 明抗原已否溶解

及溶解iω程度。同时，也可揭示可能出现的下

罗I!问 题 :

1. j)Lßj):全然不 i*~ !也 陆 解甚少 若系统理

想， ←-般可从1元心后的 u言液中获得高达起始

组织 25%-50 % Ér;j抗原活性。因此， 即使在

抗原全然不民或洛解甚少的情况下，也完全有

可能通过)，c): - ι.搜索增洛i在解的最适条件，来

提高抗原产7年{

2. 组织中抗原浓 度过低，以致 经增浴处

理稀释后已无 it~测出 组织匀浆在添加等体积

去垢剂时稀释了一倍，再加纯化过程中，抗原

的最高产率只不过 50%左右。 因此，起始组

织巾的抗原浓度，必须经得起 4 倍以上的稀释。

否则，便难以测出。为此， 可设法提高枪测系

统的 灵敏度。也可将通常使用的细胞浓!度(5 x 

10 8/ 毫升)或组织蛋白浓度(10 毫克/毫升)，

提高 2一3 倍。或添 加其它更为有效的去呢

剂。

3 . 抗原决忘族为去 :Wi 齐il 变 tl:

4 . 单抗亲非ìl力过低百ii无 法|司 6r i衍生单体

抗原发生反应

lE上述两种情形下， 均难以由 1;~'测样品加!

H:l 抗原洁 '[~E 。但究宽源于何|丑，往往很难区别。

}) dt，最好改 i式其它去垢剂。女i !仍出现同一问

题，而抗町、又保持浴解状态，则表明该系统因

抗原决定簇易为去垢剂变性或遮盖，或因抗体

亲和力过低， 而不宜采用。

5 . 去垢剂使戊二酶恬| 定的靶细胞裂解

去垢剂的采用 ， 往往会造成一些假象。特别是

靶细胞， 即使以戊二.民主 梢作固定 ， 有时仍可

为去垢剂裂解， 结果导致抗原测定fl1î偏高。 因

此 ， 每次测定 tft照，均须外力n严格的去垢剂对

。沼
川

6. 去垢剂使单克隆抗体变性 这种情形

甚少 ， i日 ?i角有发生， 结果导致抗体活性的完全

丧失。

(待攘)
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