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酶联免疫吸附试验(E~ISA)检测

小鼠抗天花粉蛋白的 IgE 类抗体的研究*

季永编

(中国科学院 上海细胞生物学研究所)

检测小鼠 19E 类抗体的经典方法是被动皮

肤过敏试验 (PCA)[ l 山 ， 这是-irl t生物测定，

因而在应用上受到一定限制 ， 并且也受动物本

身变化的影响。 1973 年 Hoffman[ 3]首次报道了

用 ELISA 检测血清 19E。 此后有不少工作者相

继报道了应用 EL1SA 检测 19E 或抗原特异的

19E 类抗体[4 - 8 ]。为研究对天花粉蛋白的免疫

应答的性质及其调节机制， 我们建立了一种较

为简便的检测小鼠抗天花粉蛋白的 19E 类抗体

的 ELISA ， 并对 其检测的 特异性进行了 研

究。

材料和方法

-、小鼠抗天花粉蛋白的 IgE 类抗体的诱发

1.动物 纯种小鼠 C 3 H/He、 C 57 BL/ 6, B 10 

和 BALB/C ， 体重均为 20克左右， 由本所动物房提

供。

2. 免疫 将精flíiJ天花粉蛋白加铝矶制成抗原制

剂，小鼠腹腔注射 0 . 2 毫升(相当于 5 微克天花粉蛋白

和 4 毫克铝矶〉进行免疫。 10 天后取血 ，分离血清， 为

小眠抗天花粉蛋白抗血洁。若进行第二次免疫， 则在

首次免疫后 4 Nß进行 ， 抗原 f!iU剂和免疫途径与首次免

疫相同。用 (NH. )2S0• 盐析法从上述抗 血清中分离免

疫球蛋白 (lg) ， 称为抗天花粉蛋白抗体。 以终 饱和度

为 33 % (NH.)2S0. 分离得到的抗体不含有 IgE;若以终

饱和度为 55%(NH.)2S04 分离得到的抗体含有IgE[91 。

二、被动皮肤过敏试验(PCA ) [2 )

将小鼠抗天花粉蛋白抗血清 (或抗体)倍比 稀释

后， 在剃去毛的 Wistar 大鼠背部进行皮内致敏 . 每点

。 .1 毫升。 24-48 小时后 ，从尾静脉注射含有 4 毫克天

花粉蛋白的 1 %Even's 蓝溶液 1 毫升。 30 分 钟后，根

据致敏部位出现蓝色斑点与否来判定结果。

三、羊抗小鼠 IgE(SAMIgE)的制备

1. 小鼠IgE(MIgE )的来源 本工作使用的 MIgE

系小鼠抗二硝基苯(DN凹的 IgE 类单克隆抗体[叫 ， 为

美国 Dr;Metzger ， H. 所赠。

2. 绵羊的免疫 以 0. 6 毫克 MIgE 溶于 1.5 毫升

磷酸缓冲生理盐水， 加等体和、 Freund 佐剂 ， 多点注射

在绵羊皮下、 肌肉和尾部。 3 周后以不完全 Freund佐

剂配制的 MIgE 再免疫'一次。 在第二次免 疫后 6 周进

行回忆刺激。 免疫后 1 周取血， 分离lÚl清为 SAMIgE

抗血洁。

· 林国妹同志参加实验工作。 精制天花粉蛋白由

武汉生物jliiJ品研究所提供 z 天花粉蛋白包被工
作得到我所许河生同志大力帮助， 谨致谢意。
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进行间接 ELJSA，来检测小鼠抗天花粉蛋白的

IgE 类抗体。

二、小鼠拉夫花粉蛋白抗体的间接ELISA

检测

t 
?金工
，已A、杂学物L

匕
庐
AC胞~lU 1H 

1.天花珊蛋白的包蔽为了阐明天花粉

蛋白在 ELISA 检测板上包被的状况和寻求其

最适的工作浓度，用 1吨标记天花粉蛋白。然后

以不同浓度的 I叮一天花粉蛋白按常规进行 包

被。检测板经洗涤后，测定其每一小室的放射

性强度。据包被子每一勺'J，室上的放射性强度与

包被时加入的总放射性强度之比，以及包被时

天花粉蛋白的浓度，可以算出包被在小室上的

天花粉蛋白的量。

果1+' 
二t口

图 1

从图 l 所示之结果可以看出，随着天花粉

蛋白浓度的上升，包被在小室表面的天花粉蛋

白量也随之上升。天花粉蛋白浓度超 过 10 微

克/毫升时，曲线趋向平坦。为保证小室表面包

有足够的蛋白，故选用 20 微克/毫升的天花粉

蛋白浓度。

2. 用 ELISA 栓测小 lfi航天花栅蛋白拉体

的特异性 ELISA 检测结果见表 2 。

从表 2 可以否-出 ， 以 HRP-SAMJgE 为第三

抗体的间接 ELISA 可以险测 到小 鼠抗天花粉

蛋白抗血请或抗体中存在的抗原特异的 IgE 类

飞
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3天花粉蛋白 iU;t (

在 ELISA检测

一、 SAMJg泣的特异性

以 MIgE 和 MIg 分别为包被物，作间接

ELISA 检测 SAMlgE 的效价。结果见表 1 。

无论两次免疫还是回忆剌激后所得的

SAMIgE 与 MIgE 反应，均呈现较高的效价。

但是，与小鼠非 IgE 的 Ig ( MIg ) 也有一定程度

的交叉反应。经 MIg-Sepharose 1( B I贤、收后，

SAMIgE 针对 MIgE 与针对 MIg 的效价比由 4

上升到 32 丁先例 ， 这说明 MIg-Sepharose 4 B 吸

收可以明显降低 SAMIgE 与 MIg 交叉反应的

程度， 意味着提高了 SAMIgE 的特异性。

* 1二!终饱和度为 33% 的 (NHρ ，SO， h);析分离的

正常小鼠血洁 Ig ， 其中不食;自 19E。

3. SAMJgE 抗战清的吸收及其抗体的分离 为

了寻寻到特异的抗 MIgE，以两倍体积的偶联小m血清

Ig 的 Sepharose 4 B(MIg'-Sephar。但 4 B)于室温吸收

SAMIgE 抗I阳洁， 2 小时 后，用 (NHρ2804 盐 析法

分离其中的 Ig， 得到的产物为 8AMIgE 抗 体。用

ELISA 检测抗体的效价和鉴定其特异性。

四、黯联免疫吸附试验(ELISA)

除检测 Ig丑 类抗休时， 符测样品先 在包被抗l京的

小室中过夜( -1 'C) ， 第二 抗 体 HRP-SAMIgE( Jií!，下

文 〉的反应时间为，1- 5 小时 ( 4 'C)外 ， 基本实验条件

见H十敏和C;" ;]<.fxt [11]所述。

间接 ELISA 位知~ SAMJgE 

的效价和特异性

效 价

抗 MIgE 抗 Mlg'

两次免疫后 :

一次吸收的 SAMIgE ~A血清

两次吸收的 SAMIgE Hi1且ì~l'

未吸收的 SAMIgE 抗血滔

一次吸收的 RabAMlg 抗血清

未吸收的 RabAMIg 抗血洁

回亿剌激后2

一次吸收的 SAMIgE 抗体忖 10 , 960 1 , 280 

拿 MIg : 不合 IgE 的小鼠Ifll1青 Ig。

忖 SAMIg旦 :j:.，'[休的起始浓应为 1 毫克蛋白/毫

升。

将…次吸收的 SAMJgE 抗体标记谏根过氧

化物晦(HRP)作为第二二抗体 (HRP--SAMIgE) , 

是可 1 

10 ,240 
5,120 

81 ,920 
10 ,24 0 

327 , 680 

327 ,680 
327 , 680 
327 , 680 

< 80 
20 ,480 
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褒 2 小鼠抗天花粉蛋白的 IgE 类抗体的

间接 ELISA 检测和 PCA

一一

效 价

小鼠品系 样品*
PCA ELlSA 

正常(S) < 20 
免疫(S) > 1208 2560 

C 3 日/He JE l的",.(33 %) 
(55% ) 

免疫 (33%) 32 2 
(55% ) > 61 > 8 

正常(S) < 20 
免疫(S) 40 320 

C 57 BL/ 6 正，前 (3 3%) 
(55% ) 

免疫 (33%) 2 
(55%) 8 4 

正常(S) < 20 
免疫(S) 160 5120 

B 10 正μ吊,.(33%) 
(55 % ) 

免疫 (33%) 2 
(55% ) 16 2 

BALB/ C 正常(S) < 20 
免疫(S) 80 40 
一一句'十叮

· 正常(S ): 正常小鼠的.n:rL洁。

免疫(S): 天花粉蛋白免疫小鼠的血清。

正常 (33 % )或 (55 %) : 以终饱和i 度为 33%或
55% (NHρ2S0• 分离得到的正常小队的IfiL 1育的 Ig ， 其

起始浓度为 0 . 13 毫克/毫升。
免疫 (33%)或(55% ): 以终饱和度为 33%或

55 % (NH.)2S0• 分离得到的天花粉蛋白免疫小鼠的血
洁的 Ig， 其坦始浓度为 0.13 毫克/毫升。

抗体;但是也可以看到 HRP-SAMIgE 与非 IgE

类抗体还有较弱的交叉反应，因为以终饱和度

为 33%(NH.)2S0• 盐析法分离的抗体，在检测

中仍呈较弱的阳性。

为去除 HRP-SAMIgE 与 IgE 类抗体的弱

的交叉反应， 才(j. MIg 加到 HRP-SAMIgE 中，

于 4 "C放置过夜， 离心后得上j青液(中和HRP­

SAMIgE )，即可用于检测。结果(见表 3 )说明

中和 HRP-SAMIgE 所能检测的 抗体 属 IgE

类 。

为了进一步证明中相 HRP-SAMIgE 的特

异性， 以此检测小鼠抗天花粉蛋白单克隆抗

体H。 结果见我 4 。

表 3 小鼠抗天花粉蛋白的 IgE 类抗体的

间接 ELISA 检诩(以中和 HRP-

SAMIgE 为第二抗体〉和 PCA

效 价
小鼠品系 样品*

ELISA . PCA 

』…二ι吊 (33%) 
(55 %) 

C 3 H / He 
免疫,, (33 % ) 

(55 % ) 32 2 

未做正职r口工 33 % )
(55% ) 未做

B 10 
免疫 (33 %) 

(55 %) 16 
未未{做故

拿见表 2 • 

表 4 小鼠抗天花粉蛋白的单克隆抗体的

闯接 EUSA 检测〈以中和 HRP-

SAMIgE 为第二抗体)

一
OD.9Z 土 SD

稀释j主:
IgE 类单抗 非 IgE 类单抗

二一一二

10 0.410土 0 . 005 0 . 035 土 0 . 021

20 0 . 45G 土 0 . 14 !) 0 . 0 11 土 0 . 0 0 6

40 0 . 3 12士 0.105 0 . 05 3 土 0.018

80 0 . 130 土 0.013 0 . 037 土 0.026

160 0 .07 2 土 0 . 005 0 . 055 士 0 . 014

320 0 . 045 土 0 .0 23 0 . 058 土 0.014

以中和 HRP-SAMIgE 为第二抗体的间接

ELISA 检测时， 只有 IgE 类单克隆抗体呈阳

性(OD492> 0 . 1) ， 而非 IgE 类抗体为阴性，从

而进一步表明上述检测对 IgE 是特异的。

3 . ELISA 和 PCA 检那小鼠抗天花粉蛋白

IgE 类抗体的比较 从表 2 和表 3 所列结果，

可以看出 ELISA 和 PCA 的结果基本一致，也

就是 ELISA 检测为阳性的样品， PCA 也呈阳

t.1;反之， ELISA 检测为阴性的样 品， PCA 

也呈阴性。 这说明通过上述处理后的第二抗体

能正确地反映 IgE 类抗体的存在。

.. IgE 类和i!: IgE 类小鼠抗天花草')}蛋白单克隆抗

体由本实验室顾华同志提供，谨致谢主 ω
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4. 天花粉蛋白玫敏的小鼠脾细胞在体外

严生 IgE 类抗体的间接 ELISA 栓测 将天花

粉蛋白加铝矶免疫的 C 57 BLj6 小鼠牌细胞培

养在预先巳包被天花粉蛋白的检测板的小室里

(细胞浓度为 l X 10 7j毫 升， 每 小室加 0.2 毫

升)，于 37 0C培养 。 次日 ， 取上清液作 PCA;

检测板洗涤后，加中和 HRP-SAM1gE 检测抗

天花粉蛋白的 19E 类抗体。初步结果表明(见

表 5 )，用间抗 ELISA 可以检测致敏脾细胞在

体外产生的 19E 类抗体，检测结果与 PCA 一

致。

表 5 敬敏小鼠膊细胞在体外产生抗天花

粉蛋白的 IgE 类抗体的间接

ELISA 检测和 PCA

小鼠
ELISA 

C ODm 土 S .D. )
PCA 

疫

l
l
i

常

免

;
:

正

0 .1 30 土 0 . 027

0 . 121 土 0 . 028

0 .0 34 土 0 .01 8

+ 

+ 

2 

3 

0 . 014 土 0.011

- 0 . 027 士 0 . 016

。 . 091 主 0 . 010

讨论

本文以小鼠抗 DNP 的 19E 单克隆抗体为

抗原， 免疫绵羊制备 SAM1gE 。 尽管免疫原是

一种单克隆抗体， 理应相当纯[10]。然而，如此

得到的 SAM1gE 与小 鼠 非 19E 类的 19 仍有交

叉反应。究其原因，不同类别的 19 可以有相

同的 K 或 λ 链， 故有可能具有交叉反应的抗原

决定簇[12]。本文结果也提示了这-可能性的存

在。这似乎表明要获得抗 Ig 类别特异的抗体，

并非简单地用某一类另IjIg 作为免疫原即能达

到。为此， 在制备特异的 SAM1gE 时，可用

M1g 进行吸收。 本文采用 M1g-Sepharose 4 B 

进行固相吸收， 不致将某些成份引入被吸收的

样品。但是， 即使两次吸收，也未能完全除去

其与 MJg 的交叉反应(见表 1 )。 若进-步采用

中和法，也就是在 HRP-SAMIgE 中加入一定

量的 M1g 与之反应，则效果较好(见表 3 和表

4 )。

因为 19E 类抗体的含 量 较低， 用 EL1SA

检测时，一般常用较双抗体间接法多一步抗

19E 抗体反应的 5 步法 [8 ， 1 3 ] 。 这样虽 可提高检

测的灵敏度，但也带来步骤多，引起非特异反

应的可能性大等缺点。故本文仍采用一般的双

抗体间接法、 但通过延长反应时间收到了满意

的效果。

郑珊珊i等 [ 4 ] 以抗天花粉蛋白抗体包被塑料

检测板 ，再通过抗原一抗体反应将天在粉蛋白结

合到检测板上。这样， 天花粉蛋白的结合量便

与其抗体的质量密切相关。本文仍采用常规的

包被抗原的方法，并用 1吨标记天花粉蛋白验

证了包被方法的可行性和求得了天花粉蛋白的

最适工作浓度， 显然较之前法更为可靠。

PCA 是一种检测 JgE 类抗体的生物测定

方法，关于 PCA 和 EL1SA 这两种检测 19E 类

抗体的…致性， 各实验室的结果不太一样:较

好的一致性达 82% ; 较差的只有 20%[8]。本文

的实验结果基本一致。 但是，在研制小鼠抗天

花粉蛋白的 19E 类单克隆抗体过程中，发现对

有的阳性克隆来说，两手rt1f金测方法一致F 而对

有的阳性克隆来说，则不然。更为有趣的是，

对某些克隆， EL1SA 检测是阴性， 而 PCA 是

阳性(未发表资料)。因为在本实验室的大量

PCA 实验中，仅出现过假阴性，从未出现过假

阳性。对于这-现象，一方面尚需进一步用标

准抗 19E 抗血清来鉴别， 另一方面可能提示了

有不同性质的抗天花粉蛋白的 19E 类抗体存

在， 这是值得深究的一个问题。
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人体蜕膜分泌催乳素的研究来

吕，.仅宦 盛 f吉满周美云

(中国科学院上海细胞生物学研究所 〉

马魁榕

(中国科学院动物研究所〉

胚j包种植于子宫内膜 基质 的一些哺乳动

物，子宫内膜的基质细胞都发生蜕膜化，这些

由基质细胞转化而来的蜕膜细胞能不断增生，

并一直维持至饪赈终了。对于它们在整个任摄

过程中的功能意义， 曾有一些评论[l-3]，但是

作为包被胚胎的一种织织，蜕膜是否如滋养层

组织那 样分泌激素类 物质， 直至 1977 年

Riddick 和 Kusmik[4]在探讨任报妇女羊水中高

浓度催乳素(PRL)的来源时，才首先提出人体蜕

膜细胞有合成 PRL 的功能。他们采用放射免疫

技术比较了羊膜 、 绒毛膜和蜕膜孵育液中 PRL

的含量， 结果发现离体孵育 18 小时的过程中，

只有蜕膜组织仍能继续合成 PRL。随后，他们

以及另外一些学者用离体短期孵育的方法， 才、目

续在娃撮晚期或分娩时[卜 8 ] 以 及 娃振 6 周以

前[町的蜕膜组织孵育液中直接测至UPRL。 最近，

。 Hochner-Celnikier ， D. 等 (1 984)[10]还观察了早

孕蜕膜在体外培养条件下 PRL 分泌量 的变化。

有关任振中期蜕膜分泌 PRL 的工作，尚未见报

道。

本文旨在检测经体外培养近一周的人体蜕

膜细胞合成和分泌 PRL 的功能;比较早孕和

中孕蜕膜 PRL 的分泌量。为了了解早孕和中孕

阶段蜕膜细胞发育程度与 PRL 分泌的关系 ，我

们还在亚显微结构水平观察了蜕膜 细胞的变

化。

材料和方法

材料取自临床上流产的新鲜蜕膜， 共 10 例， 孕龄

6-20 周 ， 其中早孕 5 例 (6~12 周) , 中孕 5 例 (l4~

20 周)。 采用旋转管培养方法。 199 培养液含适量青、

链霉素， 不加或加小牛血清。 取到无菌新鲜蜕膜后，

经选择， 洗净凝血 ，剪细 〈约 1 mm3 大小 ) ，定 jE接种子

旋转管壁， 培养液(3 ml )直接加于管底， 旋 转管先竖

放于培养箱中约 3 小时， 待组织块完全贴壁后，再插

入旋转鼓中 ， 让组织块与培养液充分接触。 培养 3-

4 天更换培养液一次。 一般在接种后约 5 天蜕膜细胞

生长旺盛时分组实验， 24 小时后从每个旋转管收集培

养液， 低温保存， 备放射免疫测定用 。

·本实验得到 WHO 的小额资助 ，特此致谢。

刘爱华同志参加部分工作。
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