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目的
!

制备和鉴定肺弹性蛋白降解肽段人工抗原!为进一步研制慢性阻塞性肺疾病"
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#免疫检测试剂盒打下

良好基础$方法
!

以
_Q<M"._6==

为偶联剂!钥孔血蓝蛋白"

34B

#为载体蛋白制备免疫原&经紫外扫描和十二烷基硫酸钠
.

聚丙

烯酰胺凝胶电泳法"

_Z_.7FCV

#电泳鉴定偶联情况&以免疫原免疫
XH<A

(

N

小鼠制备特异性抗体!间接竞争酶联免疫吸附实验

"

V4S_F

#法评价抗血清效价及特异性$结果
!

紫外扫描和
_Z_.7FCV

电泳确认了肺弹性蛋白降解肽段人工抗原合成成功!其蛋

白浓度为
$&$/$D

K

(

D4

!抗血清效价高于
$h)0%%%

!

S=2%

为
$'&-,

K

(

D4

!抗血清与无关肽段无交叉反应$结论
!

本实验成功制

备了肺弹性蛋白降解肽段人工抗原!其具有较好的免疫原性!为建立快速准确检测
=a7Z

免疫检测方法奠定基础$
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慢性阻塞性肺疾病$
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%是一种常见多发病#表现为不

可逆性气道阻塞的慢性支气管炎和肺气肿&

$

'

#患病率约为

'̂

#严重影响患者的健康和生命质量)与肺气肿发生有关的

内源性蛋白酶主要是中性粒细胞和单核细胞释放的弹性蛋白

酶#此酶能降解肺组织中的弹性硬蛋白*结缔组织基质中的胶

原和蛋白多糖#破坏肺泡壁结构&

1

'

)任笑蒙等&

'

'在对肺气肿表

面活性物质蛋白
F

*

X

的基因表达研究中发现#弹性蛋白酶诱

发的肺泡
*

型上皮结构和功能的改变直接导致了内源性肺泡

表面活性物质的变性和坏死)

B;

等&

0

'通过人类嗜中性粒细胞

弹性蛋白酶对肺弹性蛋白进行降解#将产生的肽混合物经高效

液相色谱"电喷雾串联质谱分析#发现部分肽段在
=a7Z

患者

血浆和唾液中存在而在正常人中缺乏)本研究利用
=a7Z

患

者特异存在的一段肺弹性蛋白降解肽段制备人工抗原#通过免

疫小鼠制备高特异性的抗体#为建立快速准确的
=a7Z

免疫

检测方法奠定基础)

A

!

材料与方法

A&A

!

材料

A&A&A

!

试剂
!

肺弹性蛋白降解肽段#由北京中科亚光生物科

技有限公司合成(鸡卵清蛋白$

agF

%*钥孔血蓝蛋白$

34B

%*

_Q<M"._6==

均购自
GL;8D"

公司(

C;<="!;X<Q;_@H#,>;H

K

;,@

染色液*

%&1̂

溴酚蓝*

$%&%̂ GV6VZ

*低分子量蛋白标准购自

XSa.>FZ

公司(蛋白质定量$

X=F

%试剂盒#购自
7#;8N;

公司)

A&A&B

!

仪器
!

紫外分光光度计$

Ug.102%

%购自
_L#DH!HbQ

(十

二烷基硫酸钠
.

聚丙烯酰胺凝胶电泳法$

_Z_.7FCV

%电泳仪#

由北欧生物科技$北京%有限公司提供(酶标仪$

g;8+H6HP

%购

自
6"<;NQ<H8Z;J#N;+

分子仪器有限公司(移液器购自
V

::

;,.

!"8M

公司(漩涡混合器$

j4.(%$

%购自江苏海门其林贝尔(洗板

机$

f6Y.(//X

%购自北京天石医疗)

A&A&C

!

实验动物
!

)

!

/

周龄雌性
XH<A

"

N

小鼠#体质量
$/

!

11

K

#购自北京维通利华实验动物技术有限公司)

A&B

!

方法

A&B&A

!

免疫原的制备&

2.(

'

!

取
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&

4

的
34B
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$%D

K

"

D4

%与

0%

&

4

的
agF

$

$%D
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%溶液混合#加入
)$

&

4

的
_Q<M".

_6==

$

0&/D

K

"

D4

%#

'-`

孵育
'%D#,

#每隔
$2D#,

轻柔混合

$

次)于混合液中加入
$D4

的肺弹性蛋白降解肽段溶液$

0

D

K

"

D4

%#室温反应
1L

)在
1

!

/`

条件下#将反应液置于
$4
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#

1%%/XX2''$

#
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%(重庆市卫生局科

研项目$
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!

作者简介!彭方毅$

$(-%\

%#主任检验师#博士#主要从事免疫学研究)

!

#

!

通讯作者#
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体积的
$c

磷酸盐缓冲液$

7X_

%中透析#至少换液
2

次)取出

偶联物#储存于
\1%`

的冰箱中)

A&B&B

!

抗原的鉴定&

$%.$'

'

A&B&B&A

!

抗原浓度测定
!

参照
X=F

试剂盒的操作步骤#以牛

血清清蛋白$

X_F

%为标准蛋白#检测
2)1,D

处的吸光度$

S8

%

值#以浓度为
Y

值#以
S8

值为
d

值#构建标准曲线)根据标

准曲线计算偶联物的蛋白浓度)

A&B&B&B

!
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电泳分析
!

用
$1̂

的分离胶#

2̂

的浓

缩胶对偶联物*

agF

进行垂直
_Z_.7FCV

电泳)

A&B&B&C

!

完全抗原*半抗原*载体蛋白的紫外分光光度法检测

!

以
$c7X_

稀释偶联物*肺弹性蛋白降解肽段*

agF

*

34B

至
%&$D

K

"

D4

#在
1'%

!

'2%,D

的波长范围内进行紫外扫描)

A&B&C

!

多抗血清$

:

FA

%的制备
!

以完全抗原免疫
/

周龄小鼠

)

只#首次免疫以福氏完全佐剂乳化抗原#皮下分点注射#以腋

下淋巴处为宜#免疫剂量为
)%

&

K

"只)后期免疫以福氏不完全

佐剂乳化抗原#免疫剂量为
'%

&

K

"只#每隔
1

周免疫
$

次#共免

疫
2

次)

A&B&D

!:

FA

的鉴定&

$0.$)

'

A&B&D&A

!

血清效价的测定
!

采用间接酶联免疫吸附实验

$

V4S_F

%测定血清效价#以
$%,

K

"

D4

的包被抗原包被酶标板

$%%

&

4

"孔#

'-`

孵育
$L

#洗涤
2

次#拍干)血清以
$h$%%%

为起始浓度#

0

倍梯度稀释#

$%%

&

4

"孔#

'-`

孵育
$L

#洗涤
2

次#拍干)加入辣根过氧化物酶&

B>7.

羊抗鼠
S

K

C

二抗$

$h

12%%%

%'#

$%%

&

4

"孔#

'- `

孵育
$L

#洗涤
2

次#拍干)加入

G6X

显色液
$%%

&

4

"孔#

'- `

显色
$2 D#,

#加入
1 D"<

"

4

B

1

_a

0

$%%

&

4

"孔终止)酶标仪测定
S8

值#测定波长为
02%

,D

#参考波长为
)2%,D

#

7

"

E

值大于
1&$

倍以上为阳性孔)

A&B&D&B

!

血清特异性检测
!

选择效价高的抗血清#根据方阵

滴度以
S8

值在
1&%

左右的稀释度建立间接竞争
V4S_F

法检

测血清特异性)将肺弹性蛋白降解肽段溶液稀释成
$%%%&%

*

12%&%

*

)1&2

*

$2&),

K

"

D4

的浓度)取与肺弹性蛋白降解肽段

无关的其他肽段按同样的方法稀释#进行间接竞争
V4S_F

检

测评价抗血清特异性)

B

!

结
!!

果

B&A

!

偶联物蛋白浓度测定
!

X=F

法蛋白测定标准曲线如图
$

所示#经测定#结合物的两复孔值分别为
S8$i%&//)

#

S81i

%&/(%

)根 据 曲 线 计 算 得 结 合 物 溶 液 蛋 白 浓 度 为

$&$/$D

K

"

D4

)

B&B

!

_Z_.7FCV

电泳图
!

由于
34B

分子量在
0&2c$%

/

!

$&'c$%

$%之间#分子量过大在电泳图上无法可见)因此在反

应体系中加入了
$%̂

的
agF

以验证偶联是否成功)由图
1

所示#根据
6H8O;8

条带可知#

agF

条带在
0'c$%

' 左右#偶联

物条带较
agF

大#由此分析可知肺弹性蛋白降解肽段与

agF

偶联成功#证明反应体系没问题#可认为肺弹性蛋白降解

肽段与
34B

偶联成功)

B&C

!

紫外扫描结果
!

紫外扫描显示
34B

#

agF

均在
1/%,D

处有最大吸收峰#肺弹性蛋白降解肽段没有吸收峰#偶联物在

1-/,D

处有最大吸收峰#与
34B

#

agF

相比发生了部分偏

移)由此分析可得肺弹性蛋白降解肽段与
34B

偶联成功#见

图
'

)

B&D

!

抗血清效价测定
!

被免疫的
)

只小鼠除了
/

号均产生了

较强抗体#第
'

次血清效价相对于第
1

次血清效价有所增高)

其中
-

号小鼠血清效价最高#第
'

次血清效价大于
$h)0%%%

)

图
$

!!

X=F

法蛋白测定标准曲线

!!

$

!

6H8O;8

(

1

!偶联物(

'

!

agF

)

图
1

!!

偶联物及
agF

的
_Z_.7FCV

电泳图

!!

$

!

34B

(

1

!偶联物(

'

!

agF

(

0

!肺弹性蛋白降解肽段)

图
'

!!

34B

)

agF

)肺弹性蛋白降解肽段及

偶联物的紫外光谱图

B&E

!

血清特异性鉴定
!

通过方阵实验确立了除
/

号小鼠外的

血清最佳包被浓度及稀释度)除
0

号鼠外$

$%,

K

"

D4

%#其余

最佳包被浓度为
1%,

K

"

D4

)

0

!

(

号鼠的血清最佳稀释度分

别为
$h$2%%

*

$h$2%%

*

$h$%%%

*

$h)%%%

*

$h$2%%

)在最

佳包被浓度及稀释度条件下#间接竞争
V4S_F

法确定
2

只小

鼠血清均能与目的肽特异性结合#与无关肽没有交叉反应)其

中#

0

号与
-

号小鼠灵敏度较高#

0

号的
S=2%

为
$2&),

K

"

D4

#

-

号的
S=2%

为
$'&-,

K

"

D4

)

C

!

讨
!!

论

!!

半抗原的设计和合成#以及效价高*特异性强的抗体的获

得是建立免疫分析方法的关键步骤)半抗原的结构特征与蛋

/'%'

重庆医学
1%$2

年
/

月第
00

卷第
11

期



白质连接的位点*连接臂的长度#以及偶联比的高低均直接影

响着抗体的效价和特异性&

$-.$/

'

)本研究中所合成的肺弹性蛋

白降解肽段分子量小#缺乏
G

细胞表位而无法直接诱导动物

机体等产生特异性抗体#本身不具有免疫原性)由于其结构本

身不具有适用于偶联的活性基团#如羧基*氨基*巯基等#本实

验通过化学修饰在肽段一端连接上
CC=

片段#使其端基为半

胱氨酸#借助交联剂
_Q<M"._6==

与大分子载体蛋白
DN34B

结合成功制备出人工抗原)实验周期短#操作简便)紫外扫描

和
_Z_.7FCV

电泳确认了该人工抗原合成成功#其蛋白浓度

为
$&$/$D

K

"

D4

#抗血清效价高于
$h)0%%%

#

S=2%

为
$'&-

,

K

"

D4

#且抗血清与无关肽段无交叉反应)间接竞争
V4S_F

法初步证明抗血清具备效价高#特异性强等特点#为建立快速
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统计资料类型

统计资料共有三种类型!计量资料*计数资料和等级资料)按变量值性质可将统计资料分为定量资料和定性资料)

定量资料又称计量资料#指通过度量衡的方法#测量每一个观察单位的某项研究指标的量的大小#得到的一系列数据资

料#其特点为具有度量衡单位*多为连续性资料*可通过测量得到#如身高*红细胞计数*某一物质在人体内的浓度等有一定

单位的资料)

定性资料分为计数资料和等级资料)计数资料为将全体观测单位$受试对象%按某种性质或特征分组#然后分别清点各

组观察单位$受试对象%的个数#其特点是没有度量衡单位#多为间断性资料#如某研究根据患者性别将受试对象分为男性组

和女性组#男性组有
-1

例#女性组有
-%

例#即为计数资料)等级资料是介于计量资料和计数资料之间的一种资料#可通过

半定量的方法测量#其特点是每一个观察单位$受试对象%没有确切值#各组之间仅有性质上的差别或程度上的不同#如根据

某种药物的治疗效果#将患者分为治愈*好转*无效或死亡)
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