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抗 ��� 单克隆抗体碘标记方法研究

陆丽仪 韩章淑 戴黛红 林 汉 田 毅

�北京师范大学� �中国医学科学院放射医学研究所�

木文报道用几种碘标记方法����蛇
��

、
���

、
���

、
������

一

������试剂等�制备了 ” ���”
‘��

�

抗��八单克隆抗体
。

产品通过 ����
� 。 。 � �一�。�或

一���柱凝胶过滤纯化后
，

经纸层析和高压液相

层析法鉴定
，

其放化纯度达到使用要求� 用免疫放射双抗体夹心法测定
，
标记抗体能保持良好的免

疫活性
。

同时我们对上述几种碘标方法进行比较研究
，

结果���法标记率最高
，

达��多
，
�������

法免疫活性保持最好
，

与���的净结合数达 ���������
�� �������川�

�

关键词
� �������法 氯胺 ������法 �一

澳代琉拍酞亚胺����� 法 ������
，
����盯 试剂法

免疫放射份析法������ 高压液相层析法������

放射性碘标记多肤
、

蛋白质及抗体的方法很多
，
常用的有氯胺������法 “ 一 �，、

乳过氧化

物酶促法
〔�，�，、

���〔�，法
、
������

一

������试剂
��，
和眯化试剂

��，
法等

。

碘标记单克隆抗体��
���� 除了应用上述的方法以外

，
近年来还发展了一种新的方法

，

一

������� 法
�“ ，“ ，�� ，

此法最大特点是能够更好地保持被标记抗体的免疫活性
。
�一嗅代 唬 泊 酸

亚胺�����法已用于碘标记蛋白质方面
��。 ，，

但标记单克隆抗体不多见
。

本研究工作是使用�������
、
���

、

���和������一

������试剂等几种碘标记方法制备标

记抗 ��� 单克隆抗体
，
并对各种方法进行了比较

。

一
、

试剂与材料

�
�

抗���单克隆抗体
，
北京生物制品研究所提供

。
�

�

�������
，
美国�����公司提供

。

�
�

���
，
分析纯

，
天津化工试���二厂生产

。
�

�

������
��������� �一��一���

����������������
�

����
�，
简称����

，

中国科学院生物物理所提供
。
�

�

���
，

分析纯
，
北京化工厂生产

。

��

�������� �一��， �一��
，

瑞典 ��������� 提供
。
�

�

��，“ ��
，
英国 �������� 和中国原子能科

学研究院提供， ������
，

中国原子能科学研究院提供
。
�

�

高压液相层析仪
� ��一��� 紫外探

铡器
，
组联放射性探测器

，
中国科学院上海分院科学仪器厂和二六二厂生产

。

二
、

实验方法

�
�

琪标记方法

���������� 法 ��拜� �������溶于��拼���
����的溶液放入小玻璃试管底部

，
室温下使

榕剂蒸发干
，
加入��拜����拜��抗 ���单克隆抗体

，
��

�

�一��
�

���� ��
�������

‘ �‘��和 ���拼�

�
�

���������
�

� ���， ��℃左右反应 ��一�����
，
加 入 �滴�

�

���������
�

� ���含 �
�

�帕

���
�

������法 ��拜����井��抗���单克隆抗体
，
��拜��

�

���������
�

� ���和 ��
�

�一��
�

�
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��� ��
‘������

‘ �‘��
，
电磁搅拌下加入��拜��������同上 �������

， ��
�

�左右反应����
，
用

��拼�������今��
�����

和��拜������������终止反应
。

������法 ��拼����������
��������放入玻璃试管底部

，
室温下使溶剂蒸发干

，
加

入 ��
�

���� ��
‘������

，�‘��
，
��拜���环��抗 ��� 单克隆抗体和 ��拼��

�

���������
�

�����

��一��
�

�反应����
，
用��拼�����������

�����
和��拼������������终止反应

。

���������
一

枷
����试剂法 ��

‘����
，�，��一

�����一������试剂的制备
� ��拼���拼�����

�的

苯溶液
，
室温下使溶���蒸发干

，
加入 ��

�

�一��
�

���� 协
，������

‘ �‘��
， ��环���毗����

�

������

��� �
�

� �������和 ��拜��
�

���������
�

� ���
，
��℃反应����，

用��拼�����加����
���飞

和 ��拜������������终止反应
。
即用�

�

���苯�含�
�

�肠 ����提取
，
苯提取液即为本试剂

。

�� 偶联反应
�

苯提取液转入玻璃试管中
，
室温下用油泵抽干

，

得 ��
�

�一��
�

���� ‘幼��
‘���已

������一��
����试剂

，
在 ��

�

�水浴中
，
加 入 ���拌� �

�

���������
�

�硼酸钠缓冲液和 ��拜���

川�抗��� 单克隆抗体
，
反应��一�����

，
加���川 �

�

������甘氨酸 �用上述硼酸钠缓冲液配

制�终止反应
。

�
�

标记抗休的分离纯化

上述各方法碘化反应后的溶液加入�滴 。 �

������ ���
�

� ��� 含 �
�

�肠 ����

和 。 �

�肠

���，
立即上 �印����� �一��或�����柱 ��

�

���
� ���� 或 �

�

��� � �����
，
并用上述缓冲液

洗脱
，
洗脱液测量

，
第一个峰为标记抗体峰

，
第二个峰为游离碘峰�图��

。

姆加�几。其
�。州����口�
�。

喻。之
��。�乙熟十华

﹄
︵召多
·。�乙
�引���。���州�洲�。工水彭本

� �� �� 习� �� �� 苗 �� 砧
管数��

�

�������只�管�
��
���。 成 ������ ��

�

�������
������� � �� �导 知

距离��时
’

��������

图 � �������� �一����
�

��� � �����柱凝胶过滤洗脱曲线
�

�

产品峰 �
�

无机碘峰

���
�

� ��� �������
����� �� ����

���� �一����
�

��� �

��������
一

���������几 ������

�
�

��欧 �� �，���� �
�

���� �� �����������

，，，�一抗���单克隆抗体放化纯度鉴定

�纸层析法�
����� �������������� �� ��������
�“ ��

一������� ���������� ����加��

�
�

标记率测定

用纸层析法
，
将碘化反应后的溶液点样于 ������� �号层析滤纸

，

水 乙醇 ��
�

������ ���

洲一��������钓
。

所得层析图谱进行放射性扫描
，

展开剂为正下 醇�无

得到标记抗体峰�，
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� �
·

��一�
·

�
，
无机碘峰�

，� �
�

��一�
�

�
。

用 ��
，���和��

‘ �‘�作对照
，

与文献值相同
。

用下式计算标记率 � �

��标记抗体部位的计数�刀 各部位的计数 � ���帕

�� 标记抗体的等定

���放化纯度测 定 用纸层析法
，
用柱凝胶过滤后的纯产品点

样
，
方法同标记率测定

，
得单一放射性峰 �图 ��

。

��� ���� 法分析 固定相为无定型微粒硅 胶 ���一��
����’

柱长 ��
��

，

内径 ��� � 流动相为无水甲醇
，
流量 �

�

�������
，
纸

速 �������
。

高压 ����
，
放大倍数 ��， ，

阂值 �
�

��
，
道宽 ��

。

用柱凝胶过滤后得到的
’
��� 纯产品进行分析

，
均得单一放射性

峰
，
并用��

，���作对照�图 ��
。

���标记抗体的 免疫活性测 定 用免疫放射双抗体夹 心 法 测

定
，
操作按文献〔��〕进行，

与���很好结合
，
表明标记抗体能保持

良好的免疫活性
。

三
、

结果与讨论

�
�

氧化剂的用量与标记率关系曲线见图�
。

由图 �可见
，
抗体

与 ������� 的重量比从 ���到 ���
，

标记率变化不大
，
但免疫活性

是 ��� 时最好
。

又如 ���法从 ���
�

�到���
，
标记率在 ���时最高

，

但免疫活性不好
，
于是降低氧化剂用量

，

在 ���
·

�时虽然标记率有

所降低
，

但免疫活性最好
。

�
�

反应温度对标记率�图��和免疫活性都有一定的影响
，
一般

保留时间 如���
��������� ����

图 � ’���一抗 ��� 单克隆

抗体放化 纯度鉴定

�����法�

�
�

产品峰 �
�

��飞�’�峰

���
�

� ���� �� ��������
����一������� ��

�

��������
��������

�
�

���� ���������

�
�

����
������������亡

来说反应温度低
，
有利于保持免疫活性

，

但对提高标记率不利
。
������� 法在 ��一��

�

�
、
���

的
�

����即吞怡冶
。昌碧侣
卜启卢

卯����

�欲�粉川︸琢
�

乙飞息招
�卜。自卜。。��︸欲︶苍华袋

� � � �

抗体
�

氧化剂�重量比�一

��������
‘
������� �甲湘科

� �

��月
�二 ��肠

��
乞 � �� �� �� 肠 ��

反应温度�℃ 》丑朗
�勺。 � �

����������

图� 氧化剂用量
一

标记率关系曲线
�

�

���法 �
�

������� 法

翻吕
�

� ������ ��� ��� ������ �� ������� �������

�� ��� ������������� �� ��

�
�

��� ������ �
�

����朗� ������

图 � 反应温度
一
标记率关系曲线

�
�

���法 �
�

���法 �
�

������� 法

���
�

� ������ ��� ��� ���������� �� ������叭
���������士� �� ��� ������������� �� ��

�
�

��� ������ �
�

�五� ������ �
�

�司
����

功�����
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法在��
’

�左右
、
���法在 ��一��

�

�
、
������

，������ 试剂法在 。一��
“
�时

，
标记率和免疫活

性两方而的结果都比较满意
。

�
�

一般来说
，
反应时间长

，
有利于提高标记率�图��

，
但对保持抗体的免疫活性不利

。

�������法在��一�����最适宜 ����法����为最适反应时间，���法与��� 法相类似
，

������三

������试剂法在��一����� 都有较好的结果
。

�
�

碘化时所用缓冲液的�� 对标记率有影响
， ������� 法和���法所用的���均在���

�

�

时标记率最高
，
���法在���

�

�时最好�图��
， ������二������ 试剂法用���

�

�的硼酸缓冲液

进行碘化
，

亦得到好结果
。

��匀钧的��今工怡��一。�
﹄以盆‘。。‘工

司铆︸栋协正

�铂洲。‘�︸�心‘。口卜。。��

�欲�哥职葬

� 吞 �� 场 加 �� ��
， �

·

反应时间恤���� �兮即七��� ��哪

图 �
�

反应时间
一

标记率关系曲线
�

�

���法 �
�

���法 �
�

������� 法

���
� ‘ ������ ��� ��� ���������� �� ������舰

���� �� �����������
�� �� ��

�
�

��� ������ �
�

��� ������� �
�

�������

扣������

图 �
�

碘化反应 ���的 ��一
标记率关系曲线

�
�

���昭�� 法 �
�

��� 法

��‘
�

� ��
���� ��� ��� ������ ���� �� ������

�

���� �������� ����� ��� �� ������
�������� �� ��

�
�

������� 刃。 ����� �
�

��� ������

表 � 几种碘标记方法及鉴定结果

����� � ��� ���������������������� 皿������ 扭�� �����饭�� 比�����

标标记方法法 标记率�多��� ��放化纯度�男��� ���� 保留体积�川��� 免疫活性测定净结合数数

���������� ��������� ��������������� ����������妞��� ����������� ���������������� ���
��

����������

������ �朴朴 �������� �������� �����雌
������� ����肠伽����

����������
���
��� ������ �吕���� �，���� ������ �名����

��������� 法法 ��
�

��� ��
�

��� ��
�

��� ��
�

��� �
�

��� ��竹竹 �匀����
��������� ����������������������

�����法法 ��
�

��� �了
�

��� ��
�

��� ��
�

��� �
�

��� ������ ������

����� ����������������������

�����法法 ��
。

��� ��
�

��� ��
�

��� ��
�

��� �
�

��� ����� �了���

����� ����������������������

��������
一

������试剂剂 ��
。

��� ��
�

��� ��
�

��� ��
�

��� �
�

��� ������ ������

法法法法法法法法法法
���������������� ��

�����������������

铭铭�������������������������

���������������
土�����

�

�
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各方法用上述选择好的最适反应条件进行碘标记
，
其结果如表�所示

。

从表�看出
，
不同的碘化方法

，
免疫活性测定的结果也不相同

，
净结合数越高的

，

表明免

疫活性保持越好
。

在上述的几种方法中
，
������� 法和���法可选为最好的碘标记方法

，
用此

两法制得的产品已用于 ���� 和样品的测定中
，
结果亦较理想

。
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