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生物素 一亲和素体系测定雌酮 
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摘要 雌酮与牛血清白蛋白共价结台、台成雌酮的完全抗原 利用此抗原免痉小鼠，通过细胞融合技术制备了雌酮 

的单克隆抗体 经纯化表征知，抗体是 [gGI型．相对分 鞋 16-1 000．与固定抗原的亲和常数为 8 2 x I泸LZmol以 

生物素化的羊抗鼠免疫球蛋白及辣根过氧化物酶标f己的链东和素 标记体系．通过竞争抑制的方式测定游离的雌 

酮，结果表明：雌酮在 10～10∞0 p~．ml 内呈线 关系 
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hA ~'act Estrone(E1)W&S bound to bovine sernm albunfin(BSA)to geta eOlxlplete antigen(EI—BSAj．A 

monoclonal antibody(McAb)speciiifc forE1 地 lhI”produced bv cellfusion after BALB／c mol／s~had been 

c

immtlized with E1一BSA Analysis rea,ealed that anti—EIMeA1)【EI—McAb)Ⅷs of the I 1 repe，and its 

mole~ar weight was 164 00O dahons．The afffinity constant If — McAb reacting with eoat,d complete 

antigenⅧ 8 2 × 1 lJmoi Biotin —streptavidin compDx w used for the determination of El，The 

calibration(?urge offree E1covered a range of10～10O30 p J『lL．

Ke】 1 s estrone，monoclonal m~tiL'<xty．competitive i eodir~。t nzyme—linked immmmsor]aent assay，biotin， 

streptavidin 

雌酮(E．)在体内以结合和游离两种形式存在．

结合型占绝大部分，但不具生物活性；游离型只占擞 

少部分，具有生物活性．研究表明，随着年龄的增长．

体内的 E．的含量降低，肌肉含量减少．骨质变脆 Ij

男性过度肥胖，跟血清中 E．含量高 睾酮含量低有 

关，从而影响其生殖与性行为，影响其身体健康 !．

检测 E含量的变化可以诊断某些激素依赖型的疾 

痫 ，倡导健康向上的生活方式．

冈为E．有很强的生理功能，监控其在体内的含 

量变化意义重大．免疫分析方法 测定 E'的含 

量，利用抗原抗体的特异性相互作用，可以直接测试 

生物样品，避免了传统的分析方法中耗时费力的分 

离步骤 单克隆抗体针对于单一抗原决定簇，特异性 

强，亲和性一致，是分析研究 E 的物质基础．标记物 
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的多重标记是提高分析 敏度的有设手段．其中．乍 

物索0 Bi0tin)与链亲和素(strrIlIH、idin)的相互作用强 

烈【亲和常数高达 10 I／rI1IlI)，反应车一，结合物稳 

定，共有4个结合位点 ．是目前广泛推崇的多重标记 

的方法之一 ．

奉艾合成了E 的完全抗原【E。一BsA1，通过细 

胞融合技术，制备了 目 的 克隆抗体(M   c ·)．并W 

其进行厂表征．通过 E 与 E。一BSA竞争肯限草的 

MeAb，以生物素 一羊抗鼠 I 结台物【BiotiJ~一I 1

与链亲和素 一辣根过氧化物酶结台物(SA—HRP)作 

为标记体系，将生物素 一亲和素放大体系应刷到陷 

联免疫吸附分析法(ELISA)中．对游离的 进行 r 

分析测定 

1 实验部分 

1 1 仪器与试剂 

雌酮【E )购 自Siona公_]．牛血清白蛋白【BSA J

购自B M．公司，卵白蛋白(OV̂ )为一卢国科学院上海 

生物化学研究所东风生化技术公司的产品，生物素 

一  抗鼠 I 复合物(Biotin—IgG)与链合亲和素 一 

辣根 氧化物酶(SA—HRP)(原液浓度 1me／mL)均 

嘞自华美公司，其它试剂均为市售分析纯产品．

j，3，5，5 一四甲基联苯胺(TMB)显色液：0．1

·~olilpH 6 0磷酸缓冲液，TMB储液【30 mg TMB溶 

于 5-r-IDMSO中)和 (30％)按 100：l：0．15的比 

例配制而成．

、allllata ModelIP一41二氧化碳恒温培养箱；

队-一ROd1000／500电泳仪；Bio—Rad3550酶标免疫 

债删 1 ．

1 2 雌酮完全抗原的制备 

磬照 I)har等 的方法．按如下反应式从 E 的 

c3 f隅联载体蛋白，最大限度地暴露其特异性的 D 

耶 、台成雌酮 一3一羧甲基醚(E 一3一CME)；利用 

} 摹琥珀酰亚胺和二环己基碳二亚胺将E_一 

3一C％1 活化为活泼酯．然后与载体蛋白偶联，获得 

完 抗原 ．考马斯亮蓝法测定 El与BSA的偶联率 

{7E BSA：25：1

O 

一  - 

1 3 E 的单克隆抗体的制备与表征 

El—BSA多次免疫小鼠后．经细胞融合，阳性测 

定、克隆筛选、扩大培养、得到稳定分泌 R单克隆抗 

体的阳性细胞株，通过小鼠体内诱牛的方法、得到大 

量的腹水．经纯化得到单克隆抗体．抗体的皿型通过 

双扩散测定抗体为 tgG1：通过 __烷基硫酸钠 一聚 

丙烯酰胺凝胶电泳法(SDS PAcE)测定抗体的分于 

量；抗体与固定化抗原的亲和常数按照 }leattv等 10 

提供的方法确定 

1．4 反应条件的优化 

100 L／孑L包被一定浓度的 E。一BSA溶液到酶 

标板中．4℃过夜 次日，洗板 3次后．加入 200fL明 

胶溶液、37℃封闭 2 h 洗板后、加人 100 IE 的 

Mc：％b于酶标板中免疫反应 Ih洗板后，每孔加八 l

：5 0∞稀释的 I 一HI{P于 37℃反应 】Ii加入 】O0 

u—T％, nIB显色液后、用 50 2 ~li[H s 终止反 

应．用 Bio—Rad酶标仪测定反应混合物在450 r-rt-处 

的吸光度，确定最佳反应条件 

1．5 工作曲线的制作及交叉反应的考察 

也被 100 I最佳浓度的E1一BSA到酶标板上、

经封闱洗板后，将 50}L系列稀释的E1溶液(20 ng／ 

m1．1[I倍倍比稀释至 2 pg／mL)与 5o 合适浓度的 

Mr̂b 同加入包被板 中、加人 Biotin—IgG，sA— 

HRP f．完成整个ELLSA测定．通过吸光度值与浓度 

的关系．确定 b测定的拟合曲线．同样，将 E1的类 

似物¨抗 E 的 McAb一起反应，做出E1的类似物的 

茫争抑制曲线，考察 E。的类似物在 的分析测定 

中引起的交叉反应．

2 结果与讨论 

2．1 纯化 McAb纯度及相对分子■的确定 

『：Bio—Rad电泳槽中、灌入 l2％分离胶．恒流 

c／=】2 mA)预电泳 10 min后，槽中灌人 3％浓缩胶．

m ĥ阳低分子量标准蛋白( w)分别配成 1 r／ 

一nL的样品液，每个样品孔加人 10止 溶液．样品在 

浓缩胶中恒流(J=20 mA)浓缩 20 min，然后在分离 
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胶中分离 170 min分离胶经固定、染色、脱色后．分 

离结果如图 I所示．根据蛋白质的相对迁移率 

蛋白质分子量的关系，测定单抗的相对分子量为 

164 000，其 中每 条重 链 为54 000，每 条轻链 为 

28 000；图中单抗经电泳后，呈现出两条清晰的条 

带．没有其它的杂带出现，证明抗体的纯度是町靠 

的 
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图 1 E．的单克隆抗体(右)与『匹分 F昔标准蛋白 

(左)的 SDS—PAGE电泳图 

ng．1 GraOh of anti—El Mc,~b and lnw ~llecu[ar l曲【

．q't ~a1)d~ (L )proteittt in SDS—P4GE 

． [1~lW proteins and their n ular Ld1“： 

n t，bands 岫 anti—E (Ah 

n

2．2 亲和常数的确定 

系列稀释抗原和抗体，通过 E1塔A的方法得刮 

抗体的稀释曲线如图 2．按照 Bea 等提出的方法．

测定 E 的 McAb与固定化抗原 E 一OVA的亲和常 

数(E日)为 8．2×lO8 L／mo1．这⋯亲和常数 说明固定 

化抗原与单抗之间的结合能力是很强的．同时 当包 

被E】一BSA时 测定的 亦为8 2×lOs I：／mo1．这 

也证明 El的 McAb与 El的反应是特异眭的，与载体 

蛋白无关 

二抗与一抗结合稳定与否．决定免疫分析的呵 

行性 视鼠源性的单抗为二抗的抗原 辣根过氧化物 

酶(HRP)标记的羊抗鼠 IsG(IgG—HRP)作为二抗 

按照 BeaUy建立的方法确定二抗与固定化一抗的亲 

和常数为6 9 x 108 L／tool，证明二抗与一抗的结合是 

稳定的，生物素标记的二抗可以与一抗稳定结合 

2．3 最佳包被抗原及 McAb反应浓度的选择 

将25．0，62 5 125 ng／~L的 E．一BsA分别【I 

100江／孔包被到酶标板中，100 L／ L 4．8 ng_／mL的 

McAb 5倍倍比稀释后分别与抗原免疫反应 加八 

100 5 000倍稀释的 Biotin—IsG反应后．加入 100 

． I500倍稀释的SA—HRP，完成ELISA 吸光度值与 

M b的稀释度的关系如图 3，比较不同抗原包被浓 

度时的景大吸收、吸光度变化范围的大小，结果表 

明．包被浓度为62．5 ng／mL时的最大吸收居中，吸 

光度 化最大，结合原料节约的原则 以62．5,~g／mL 

为E．一BSA的包被浓度是最佳的选择．同时．从稀 

释曲线的趋势看，当抗体稀释度 3～4时，吸光度大 
，J、台适 ，其变化趋势明显，故选择 5 000倍稀释．即 

浓度匀0．96 t,g／mL，作为一抗 Mc,-U3的反应浓度．

2 3 4 5 6 7 8 

g(( (’)【f =1000 n mIl 

图2 图2 不问抗原包被浓度时 

F 单克隆抗体的稀释曲线 

Fig．2 Anti—ElMcAb dilutitm Il Ps at

dift~'rent coated a呲 n。 【【a【 

1 0 l 3 4 5 6 7 8 

1 Co：Cl 

e

图3 浓度包被抗原时 E 单克隆抗体的稀释曲线 

Fig．3 1hP dilutian cL s 0f anti—EtMcAb reacting 

with coated E-一BSA 0f diffferent nm ~tratiorts 

2．4 Biotin—IgG与 SA—HRP最佳浓度及反应时 

间的选择 

将不问 Blain—lgG稀释度的吸光度对时间作 

．得到时间曲线如图4．从图中可以看出，稀释度 

岫  ̈ 一川 ㈨ 

= __

簟嚣 
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为1：10000和1：20000时．实验的吸光度值很低．不 

能满足分析测定的需要；对于其它的稀释度．反应一 

开始．吸光度就达到一定的值．说明 Biotin与 姒 反 

应很快．当时间超过 25 min时，反应达到平衡，吸光 

度进入平台区．考虑吸光度的大小及 Biotin—sA反 

应的完全性对分析的影响，选择 Biotin—IgG的稀释 

度为 1：5 000，与 SA—HRP反应时间 30min 

包被 100 p．L 62．5 ng／mL的 El—BSA到酶标板 

中，顺序加入 0．96 us／mE McAb和 5 000倍稀释的 

Biotin—tgG，免疫反应完成后．加入2倍倍比稀释的 

SA—HRP(原浓度 2 ug／mL)．反应 30 min后．完成 

EL1SA．制作吸光度与 SA—HRP稀释度关系图．结果 

如图5所示，选择 1000倍稀释．即 1．0 f唧，nlll作为 

SA—HRP的反应浓度是可取的 

图 4 系列稀释的 biota1一l 与 sA—HRP 

反应的时间曲线 

包被 El—BSA：125 ng／mg．M-At-0 96-tg／mL 

啦 ．4 Time CLIff'S of diluted biolin一 ：iirrg 

with SA—HRPm 叫 SA 

Tile pnnmr~∞r一 廿毗l of co．ted El— ^w 125 n n ． 

'Pae P m ㈣ gIIIa【Ion MeAh a~nsl El⋯ 0 96 ml

~

图5 SA—HRP的2倍倍比稀释图 

啦 ．5 一time serial dilution[IIIDt',p 

of SA—HRP in E1lISA 

2．5 工作曲线的制作 

系列浓度的E 溶液(20~,／mL，10倍倍比稀释 

至0 1 p~'mL)．与等体积的2 500倍稀释的McAb(浓 

度为 1．92~~~／mL)混合后，100 孔加入包被有 

E 一BSA(100uL／~L x 62．5ng／mL)的酶标板中，进 

行竞争免疫反应．在最佳条件下，完成 ELISA，将吸 

光度 j E1的稀释度作图，得到工作曲线如图6．从 

图中 IJ知：生物素一亲和素放大体系测定 E．的线性 

范同_勾10 000～1pg／mL，检测限为 2．5 pe,／mL(空白 

缸的2倍标准偏差)，系内误差(inwa—assay RSD)为 

12％～12．2％，系间误差(inter—assay RSD)为0．5％ 

～ l2 5并 ． 

图 6 生物素 一亲和素复合物 ELIKa．测定游离 E．的 

拟台曲线与标准偏差曲线(n=5) 

Fig．6 Calibration and RSD CIII'Ves for free Elus g 

bi·Rill—streptavidin oompl~x in ELISA (n=5) 

2．6 El类似物交叉反应的测定 

将 5O 系列浓度(200 w／mE．10倍倍 比稀释 

至0：p mL)的E】，雌二醇( )，雌三醇(E3)和孕酮 

1l)溶液．同5O p．L 1．92 mL的McAb混合，然后加 

人包被有 E，一BSA(100 L／孔 ×62．5 n mL)的孔 

中，在昕优化的最佳条件下，完成比色测定，测定各 

个系列的吸光度值．E 类似物的交叉反应按两种方 

法给 ，即50％一替代法(50％一D)和 10％一误 

差法(10％一E)，并将结果列于下表 1中．

从表中的结果可以看出：在研究的几种 EI类似 

物中．I)引起的交叉反应最小，E2引起的交叉反应最 

大，这是因为E 与E2的结构更类似，说明交叉反应 

j分于结构密切相关：在低浓度范围内．E 类似物 

的交叉反直很小．不影响 E 的分析测定．
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表 1 生物素一亲和素 FX,KA法测定 El时 ．

和 P的交叉反应表 

Table1 Thef,ross—reactions of ， 

E3 and P usin ~：fiotin—st 呻  djn complexin ELISA of E 

3 结论 

抗体的特异性决定了免疫分析的特异性和灵敏 

度，特异性结合 El的抗体是分析测定 E】的物质基 

础 我们选择在 Et的c3处偶联 以突出其特异性的 

D环，合成了 E1的完全抗原 E1一BsA E1与 BSA的 

结合率为 25：1．经过动物免疫、细胞融合、克隆筛 

选 扩太培养、动物体内诱生等过程，最后获得了 E．

的单克隆抗体(McAb)，并对纯化的抗体进行了性质 

表征．

游离的E。与包被的E1一BSA竞争 与有限量的 

McAb反应，Biotin—I 与抗原抗体复台物免疫后 

SA—HRP与 Biotin—lgG生物素结合，测定游离的 

E1．测定 E1的线性范围为 10 000～10 p r．-I，检测限 

为2．5 p III_(空白值的2倍标准偏差) 

本文为“庆祝邢其毅教授九十华诞暨执教六十 

年”征文 
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