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兔抗鸡 IgG2HRP酶标抗体的制备与检测
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摘要 : 将经多种方法提纯的鸡 IgG与从美国 Sigma公司购买的纯鸡 IgG产品进行对比研究证实 , 用辛酸沉淀250 %SAS2离子交换层析方法可获得纯

度很好的鸡 IgG产物。运用该产物成功制备了兔抗鸡 IgG抗血清以及抗鸡 IgG重链抗血清。用辛酸沉淀250 %SAS235 %SAS盐析提纯的兔抗鸡 IgG

与用 NaIO4作用 16～20 min的已氧化辣根过氧化物酶 ( HRP) 结合 6 h , 获得了优质可靠的兔抗鸡 IgG2HRP酶标抗体。
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　　酶联免疫吸附试验 ( EL ISA) 已广泛应用于各种畜禽疾病

的诊断 , 抗 IgG的第 2抗体已成为常用的免疫试剂之一。作为

一种很好的酶标记物 , 应具备标记率高、制作简便、保持活

性、显色稳定的优点。目前国内尚无生产抗鸡 IgG酶标物的厂

家 , 国外生产经营该试剂的公司也较少 , 并且标价较高。鉴于

此 , 我们利用 SPF鸡血清进行了兔抗鸡 IgG酶结合物的制备

及标记工作。

1　材料与方法

111　主要仪器和材料

SPF鸡血清由山东农业科学院家畜研究所 SPF 鸡场供 ;

收稿日期 : 2003210228 ; 修回日期 : 2003212231

作者简介 : 张国中 (19752) , 男 , 蒙古族 , 讲师 , 在读博士。

3通讯作者。

参照用鸡 IgG和辣根过氧化物酶 ( HRP) 购自美国 Sigma 公

司 ; 参照用兔 IgG采用离子交换层析法提纯 ; 蛋白质分子量标

准购自鼎国生物公司 ; 免疫佐剂购自美国 Gibco 公司 ; DEAE

纤维素 ( DE52) 购自 Whatman 公司 ; Sephadex2G200 购自

Pharmacia公司 ; 免疫用兔由中国兽药监察所动物房培育。

112　鸡 IgG的提纯及检测

辛酸2SAS沉淀法提纯鸡 IgG , 参照文献 [ 1 ] 和 [ 2 ] 进

行。将经辛酸2SAS 沉淀提纯的鸡 IgG进行 DEAE 纤维素

(DE52) 离子交换层析 , 按文献 [ 3 ] 介绍的方法分段收集样

品 , 以 SDS2PA GE检测各段洗脱蛋白样品的纯度。Sephadex2
G200分子筛层析进一步提纯鸡 IgG , Sephadex2G200 的预先处

理、装柱及上样等参照文献 [ 4 ] 进行 , 分段收集洗脱下来的

峰区样品 , 电泳检测峰区内各段样品的纯度。

用 SDS2PA GE检测提纯的鸡 IgG样品的纯度。

损伤后的免疫功能。到第 13天时 , 2组淋巴细胞转化率均比

第 4天增加 , 组间差异消失 , 提示体内细胞免疫功能的恢复。

低剂量半胱胺 (每千克体重 1215 mg/ d) 连续 3 d灌服小

鼠 , 其淋巴细胞转化功能显著提高 [5 ]。本试验饲喂半胱胺剂量

为每千克体重 1315 mg/ d的 CT2000 , 未改变手术前试验组淋

巴细胞转化率 , 可能免疫系统对半胱胺的应答存在种属间差

异[12 ]。
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113　兔抗鸡 IgG抗血清的制备及标准

11311　鸡 IgG重链抗血清的制备 　将经离子交换层析提纯的

鸡 IgG进行 SDS2PA GE。电泳后切割重链部分凝胶条 , 经无菌

处理加入等体积的弗氏佐剂乳化 , 常规方法免疫制备抗血清。

11312　兔抗鸡 IgG抗血清的制备　过离子交换层析后又经分

子筛层析提纯的鸡 IgG同样按常规方法免疫家兔 , 制备兔抗鸡

IgG抗血清。

11313　兔抗鸡 IgG的提纯　方法如鸡 IgG的提纯。分别进行

辛酸250 %SAS235 %SAS盐析以及过 DEAE纤维素 (DE52) 离

子交换层析柱提纯兔抗鸡 IgG。经 SDS2PA GE检测比较 2种方

法提纯物的纯度。

114　兔抗鸡 IgG2HRP酶标抗体的制备

参照文献 [5 ] 进行。制备得到的酶标抗体用分光光度计

测定酶结合物溶液 , 计算酶与抗体的克分子比值。

115　自制酶标抗体的质量检测

将鸡抗 Yucaipa病毒阳性血清作从 2 - 7至 2 - 12的倍比稀释 ,

通过在 Dot2EL ISA中的显色效果判定自制酶标抗体的质量。

116　2种自制酶标抗体的应用效果比较

Yucaipa鸡胚尿囊毒从 2 - 1倍比稀释至 2 - 16 , 正常 SPF鸡

胚混合尿囊液从 2 - 1倍比稀释至 2 - 7。Dot2EL ISA方法测试鸡

IgG重链免疫与鸡 IgG全分子免疫产生并制备的兔抗鸡 IgG2
HRP酶标抗体 (前者最适工作浓度为 1/ 200 , 后者为 1/ 1 000)

在检测 Yucaipa鸡胚尿囊液毒时的非特异性反应情况。

2　结果与分析

211　鸡 IgG的提纯

由图 1可以看出 , 经 SDS2PA GE检测发现其中仍含有较多

的杂蛋白未能去除 , 而再经 33 %或 35 %SAS处理仅能去除其

中的部分杂蛋白。

注 : 1. 辛酸250 %SAS235 %SAS提纯鸡 IgG;

2. 蛋白质分子量标准 ;

3. 辛酸250 %SAS提纯鸡 IgG;

4. 辛酸250 %SAS235 %SAS提纯鸡 IgG

图 1　辛酸2SAS二步法与辛酸2SAS三步法提纯鸡 IgG的比较

由图 2可以看出 , 经辛酸2SAS提纯的鸡 IgG再过 DEAE

纤维素 (DE52) 离子交换层析柱后的鸡 IgG相对较纯。经

Sephadex2200分子筛层析未能提高将经离子交换层析提纯所得

鸡 IgG的纯度。经离子交换层析提纯的鸡 IgG再经 20 %SAS

盐析仍不能产生任何良好的效果。通过与美国进口 (Sigma公

司产品) 的经分级沉淀及离子交换层析提纯的鸡 IgG的 SDS2

PA GE结果比较显示 , 本试验提纯的鸡 IgG的纯度不次于进口

产品。

注 : 1. 辛酸2SAS2离子交换层析提纯鸡 IgG;

2. 辛酸2SAS2离子交换层析220 %SAS提纯鸡 IgG;

3. 辛酸2SAS2离子交换层析2Sephadex2G200提纯鸡 IgG;

4. 美国 Sigma公司鸡 IgG;

5. SAS分级沉淀2离子交换层析提纯兔 IgG;

6. 蛋白质分子量标准 ;

7. SAS分级沉淀2离子交换层析提纯兔 IgG

图 2　提纯鸡 IgG与提纯兔 IgG的比较

212　兔抗鸡 IgG的提纯

离子交换层析提纯所得兔 IgG的纯度明显好于辛酸2SAS

沉淀法提纯得到的兔 IgG , 这与提纯鸡 IgG时的情况相同。

213　兔抗鸡 IgG2HRP标记试验

21311　不同 HRP/ IgG克分子比值对酶标抗体质量的影响　将

用鸡 IgG全分子免疫制得的兔抗鸡 IgG经离子交换层析提纯

后 , 制备兔抗鸡 IgG2HRP酶标抗体。通过调整不同 HRP/ IgG

克分子比值获得 5组酶标抗体 , 它们的 HRP/ IgG克分子比值

分别为 4115 , 3124 , 2149 , 1199和 2143。不同 HRP/ IgG克分

子比值酶标抗体的显色情况见图 3。

　　注 : 1) 酶标抗体 HRP/ IgG克分子比值A为 4115 , B为 3124 ,

C为 2149 , D为 1199 , E为 2143。

2) 酶标抗体的稀释度 A1～E1为 1∶400 ; A2～E2为 1∶800

图 3　不同参数的自制兔抗鸡 IgG2HRP酶标抗体

在 Dot2ELISA中的显色情况

可以看出 , HRP/ IgG克分子比值不同对显色效果的影响

并不呈必然的规律性变化。有的酶标抗体 HRP/ IgG克分子比

值很大 , 显色效果却很好。

21312　标记过程中 HRP与 NaIO4 作用时间对酶标抗体质量的

影响　由表 1可以看出 , HRP与 NaIO4 作用时间为 20 min和

16 min时 , 所标记出的酶标抗体的显色效果明显好于作用 30

min的效果。
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表 1　HRP与 Na IO4 作用时间不同对酶标抗体质量的影响

HRP与
NaIO4

的作用
时间
t/ min

HRP/
IgG克
分子
比值

HRP
与兔抗
鸡 IgG
的结合
时间
t/ h

鸡抗 Yucaipa病毒阳性血清的
点样稀释度

2 - 7 2 - 8 2 - 9 2 - 10 2 - 11 2 - 12

16 1199 6 # # 7 7 7 7

20 2143 12 # # # 7 7 7

30 2149 6 6 + + + + +

　　注 : 表中符号 # 、7 、6 、+ 、±、 - 表示斑点颜色由深到浅再

到无的变化程度。

21313　辛酸2SAS沉淀法和离子交换层析法提纯的兔抗鸡 IgG

经同一过程酶标后的比较 　根据表 2 可以看出 , 经辛酸2SAS

沉淀提纯的兔抗鸡 IgG虽然在纯度上较经离子交换层析提纯的

兔抗鸡 IgG为差 , 但是由二者制备酶标抗体的质量却无明显差

别。

表 2　2种方法提纯的兔抗鸡 IgG制备的酶标抗体的

　　　　　Dot2ELISA比较

提纯方式
鸡抗 Yucaipa病毒阳性血清的点样稀释度

2 - 7 2 - 8 2 - 9 2 - 10 2 - 11 2 - 12

辛酸2SAS沉淀法提纯 # # 7 7 7 7

离子交换层析法提纯 # # # 7 7 7

21314　鸡 IgG重链免疫和鸡 IgG全分子免疫产生并制备的兔

抗鸡 IgG2HRP酶标抗体的显色效果比较 　从表 3 结果可以看

出 , 用鸡 IgG重链免疫产生的兔抗鸡 IgG制得的酶标抗体的显

色效果 , 明显差于用鸡 IgG全分子免疫产生的兔抗鸡 IgG制得

的酶标抗体。

表 3　鸡 IgG重链分子和鸡 IgG全分子免疫制备

　　　酶标抗体的 Dot2ELISA比较

免疫原
HRP/
IgG克
分子比

酶标抗
体中 IgG
含量

/ mg·mL - 1

酶标抗体的稀释倍数

1/ 100 1/ 200 1/ 400 1/ 800 1/ 2 000

鸡 IgG
全分子

11992 01071 — — # 7 6

鸡 IgG
重链 1168 01071 6 + + + —

　　注 :“—”表示未做此项测试。

21315　用鸡 IgG重链免疫与鸡 IgG全分子免疫产生并制备的

兔抗鸡 IgG2HRP酶标抗体在 Dot2EL ISA间接法检测 Yucaipa鸡

胚尿囊毒中的应用效果比较　测试结果表明 , 鸡 IgG重链免疫

与鸡 IgG全分子免疫产生并制备的兔抗鸡 IgG2HRP酶标抗体 ,

在检测 Yucaipa 尿囊液毒时的非特异性斑点产生情况基本一

致 , 从而说明鸡 IgG重链免疫产生并制备的兔抗鸡 IgG2HRP

酶标抗体并不能解决检测 Yucaipa鸡胚尿囊液毒时存在的非特

异性反应问题。

3　讨论

本试验所用辛酸2SAS提纯鸡 IgG的方法是综合文献 [ 1 ]

和 [2 ] 中进行的。文献 [ 1 ] 是用辛酸2SAS二步法从小鼠腹

水中提取单抗 IgG; 文献 [ 2 ] 是将辛酸沉淀与 DEAE纤维素

(DE52) 离子交换层析结合起来 , 从人血清中提取 IgG。其中

DEAE纤维素 (DE52) 吸附去除杂蛋白的条件是 p H 517 , 这

与其他文献[4 ,7～9 ]所介绍的离子交换洗脱 IgG的 p H值条件

(617～714) 相差较大。因此在提纯鸡 IgG的过程中本试验只

是参考了文献 [ 2 ] 中的辛酸用量 , 其他步骤主要按文献 [ 1 ]

进行。SDS2PA GE检测发现辛酸250 %SAS提纯鸡 IgG的纯度

离免疫要求还相差很远 , 这与文献 [ 1 ] 中的报道不同。后者

用该法从小鼠腹水中提得的单抗 IgG的纯度在 SDS2PA GE照

片中显示很好 , 二者差别是否由提纯原料不同造成值得进一步

探讨。

我们的研究表明 , 经辛酸2SAS提纯的鸡 IgG (或兔抗鸡

IgG) 再经 DEAE纤维素 (DE52) 离子交换层析提纯后纯度相

对较高 , 可以满足一些基本实验需要 , 如作为实验参照品、制

备酶 (或荧光) 标记抗体等。

本试验按文献 [ 5 ] 所介绍的 HRP与 NaIO4 的作用时间

(30 min) 处理时效果欠佳。作用 30 min的兔抗鸡 IgG2HRP的

质量远远不及作用 20 min与作用 16 min的质量。此差别也可

能由所用试剂的质量或其他方面原因造成 , 因此希望从事有关

方面工作的科研人员注意其时间的选择和确定。

本研究制备的兔抗鸡2HRP酶标抗体连续 6年经中国农业

大学、北京市农林科学院、中国农业科学院等多家单位的应用

表明 , 该酶标抗体优质、稳定、可靠 , 完全可以满足科研和检

测需要。
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