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摘要 本文用 下辐射技术
，

在硅橡胶膜�����
�����上接枝丙 烯献 胺 单 休�����

，
用 不 同 接枝率的

��������一��� 膜通过叠氮化后对羊抗人 ��� 和出血热单克隆抗体��
��进行了偶联口定化

。

同 位素
‘��
碘

标记方法对固定在 ��������
一��� 膜上的羊抗

�
����� 量与接枝卒的关系

，
以及抗沐员与其免疫 活性的关

系进行了测定
，

得到了运于固定化的抗休偶联反应液最适浓度和最佳接仪率范因
�用 �����法对 ��������

�

���膜固定化的出血热��
��单抗进行了免疫活性实验

，

得到了在某一实验条件下具有明显价寸阳性反应
。

结采表明
，
经适当改进

�

本法对临床诊断有一 定应用价值
。
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·
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，
出血热单克隆抗休 ����

，
免疫活性

引 言

生物活性物质�酶
、

抗体
、

细胞 以及各种药物等�的固定化技术
，
一方 面 应 用 于生物化学过

程
，
如利用固定化酶

、

酵母等进行各种酶促反应和发酵过程 � 另一方面是应用于生物医学上
，
利

用固定化酶
、

药物
、

抗体及组织细胞等制备慢释放药物
，
进行免疫分析等 〔 ‘ ，“ ’ 。

利用辐射技术进行生物活性物质的固定化
，
方法简单

，
且不引入任何化学杂质

，
产物纯净

，

近年来发展较快
，
已进入临床阶段 〔 “ 一 �〕 。

单克隆抗体有很高的特异性
，
可广泛应用于临床诊断和治疗

。

流行性出血热是我国常见病和

多发病
，
死亡率高

，
将出血热单抗�� 。

�固定在高分子膜上
，
制成类似免疫

“
试纸

”
将有利于直接和

快速临床诊断
，
可能具有很高实用价值

。

考虑到 夕射线对多数生物活性物质的失活作用
。

木文采足先在 几 株 胶 议
�

仁福射接枝丙烯院

胺
，
提供进一步固定化抗体筑活化基团

，
在整个固化过程中抗体不会受到届射损伤

。

本文通过 ����� 法对 ����跳��一��� 膜上固定化出血热羊克隆抗体 ‘�。 �放条件
，

进行了初步

研究
，
免疫活性实验表明

，
这一固定化方法是可行灼

。

同为单克隆抗休价才务深贵
，

所 以为扛索固定

化条件
，

较多的实验是用多克隆抗体笙抗人 ��� 进行的
。

通过
‘ �“�同位素 标记法对

�

羊抗人 ��� 的

固定化量与膜上单体接枝率
，
以及固定抗休量与其免疫活性的关系等进行了研究

，

得到了单体接枝

率
、

抗体固定化量
、

抗休偶联反应液浓度等因素的相互关系
，
为提高单克隆抗体同足化条件提供

�实验摧础
。

经适当改迸后
，
本法有可能应用于临床 诊断

。
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实 验 部 份

�
�

材料与试剂

��� 硅稼胶膜 关国 ��� �������公司产
，
厚 �

�

���
。

先用非碱性 肥皂液加热洗涤
，
再用

热水漂洗多次
，
最后用蒸馏水浸泡过夜

，
��℃真空干燥恒重后贮于保干器中备用 ，

用 时剪成 ��

���么

长方形片
。

��� 丙 烯配胺 �
�

�级
，
购自中国医药公司北京采购供应站

，
用丙酮重结晶三次

。

��� 杭体 羊抗人 ��� 诊断血清
，
兰州生物制品所提供

，
单向扩散稀释度 �����

。
采用澳化

氰活化琼脂糖法提纯
。

所用人血丙种球蛋白�夕球蛋白�纯度不低于 ��
�

��
，
上 海 生 物 制品所提

供
。

人 ��� 球蛋白的提纯是采用硫酸按沉淀法
。

以上提纯法详见文献 〔�」。

出血热单克隆抗体��
。
�
，
为出血热病毒������

，
由预防医学科学院病毒所提供的

，
用前再

经���饱和度���
�����

‘
纯化一次

。

牛血清蛋白
、

酶标试剂亦为该所提供
。

�
�

实验步骤

���
·

羊杭人 ��� 及 夕球蛋 白
’���标记法 ��� 标记

‘ ���为无载体 �� ‘�舀�溶液
，
总 强度一�

�

��

��
����������

。

先将医用同位素 �� ‘���用氧化剂氯化碘氧化成元素
’��
��或正一价 ” �

��
，
元素碘

易于与蛋白质�及许多有机物�发生碘化反应而得到碘标记蛋白质
。

反应体系中残余游离碘用葡聚

糖凝胶 �一�� 柱从蛋白质溶液中分离
，
使标记蛋白质溶液纯化

，
最后用 ��一��� 自动定标器���

�

���井型 夕闪烁探头 �测定标记物比放射性�计数加�蛋白质 �
。

标记率可达 ���左右
。

��� ��� 在 �������� 喃上的辐封接枝 硅涂胶膜与丙烯酞胺单体水溶 液 的 辐射接枝共聚是

在室温
、

氮气气氛下进行的
，
剂量率为 ������

，
重量法计算接枝率���

。

���杭体在接枝膜上的 固定化 ‘ “ � 接枝丙烯酞胺�为硅橡胶膜进一步叠氮化
，
得到活性偶联基

团
，
然后在低温下与抗体发生仅联反应

，
得到固化抗体的砂橡胶膜

，
反应过程示意如下

�

·…粉今】
一

武
二

�搜 杖�

��
�一�托 �于

�

�
’

�
下

，
了� 一仁‘ ��戒杖

��， 目尹
、 〔抗体卜��

��

寸
。
刃…

�

，

下蕊可一 犷
‘ 一价一再‘ 厂一 �

” 一洲叫沉甲
��佩化》 户

�脐解� �偶联反应�

��� 膜上抗体量
、
活 力刚 定 固定化反应后经过清洗

，
测定膜上放射性计数

。

方法是先用同

上条件在膜上固定化未标记的抗体
，

然后用
’ 。 ‘�标记的抗原与固定化抗体的膜进行免疫反应���℃

恒温反应 工�
，
反应后用即�缓冲液清洗 �

。

反应后测定膜上放射性 即可算出膜上抗体
一抗原复合

物量
，
以此来代表固定化抗体的免疫活性

。

��� 国定化单杭活性的检测 用酶联免疫吸附分析法������ �
。

特异性抗原与固相单抗进行

免疫反应
，
然后加入同量酶标记的抗体��℃下反应 �� ��反应前 ��℃下用牛 血清封闭 ���

，
反应

后测定酶作用产物
，
目测法定性判断反应程度

，
从而检测固定化抗体活性

。

结 果 与 讨 论

�
�

辐射接枝反应条件对 �����“ �一��� 接枝率的影响

通过共辐射接枝的方法可以方便地在 �������� 膜上接枝不同量的丙烯队胺
，
为下 一 步抗体的

偶联固定化提供适量的活化签团
。 、

调整辐射剂量
、

剂量率
、

辐照温度
、

单 体 浓 度 以 及 阻 聚 剂

�����
��� 浓度等条件

，
可 以提供固定化抗体所需的接枝率�见图 �一��

。

在本实 验中一般选用剂量
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率为 ������
，
单体浓度为 ��珍����， �� � �� �

，
室温

，
阻聚剂浓度为 ��

一 ’
�����， 控制不同

剂量可得到所需的接枝率
。

�次︶��。一�皆一工�
�﹄�云印

���甘�肠勺自

匀忍‘县兽巴�

���� �����

��� �
�

�������� ���������� �

�������� ������
。

���� ����� ������
，
������������� ��

��门����� ���石
�

���� ���。 �。 ��日�

��� �
�

������ ������ ���� ��

�������� �����一

���������� �刀 ���
，
������������� ��

�������� ���
�

八��甘��，﹄��伙�︵次��工。一切卜�﹃衬��﹄�

�� �� �� � �� �� ��

����������� ���伴������ �幼

� �� �� �� ��

������������� ������������

�������
︵����。﹃卜切三材�门﹂口

��� �
�

������ �� ���������

����������� ��� ������门� �����
�

���������
� ����

，
����

����� 吐�����
，
�������������

���������� ���石
�

��� �
�

������ ���������

������������� �� �������� �����
�

���������� ���
�

����
，

���� ����� �
�

凌������

�
�

羊杭人 ��� 的固定化

先选择不同浓度的抗体洛液
，
与一固定面积但不同接枝率的 ���

�����一��� 膜
，
按

�

��述实验

部分的方法发生固定化作用�见图 � �
。

从图 �可 以看出对于同一浓度的抗体溶液
，
随看膜上接枝率的增加而使膜上抗体星不同程度

的逐渐增加� 对于同一接枝率的膜
，
要增加膜上蛋白质量

，
更有效的办法是增加抗体溶液�〕勺浓度

，

一般将蛋白质浓度选择在 �一������即可
，
不必过高

。

免疫交叉反应是这样进行的
，

先用同上的 ��������
一��� 膜与未标记的抗体进行固定化反应

，

从标记抗体的固定化实验结果可测定未标记抗体的固定化量
。

然后少���������的鸡蛋清溶液封闭

待测的固定化未标记的抗体膜
，
以清除膜上多余的活性反应丛团

。

最后与不同浓度的标记抗原在

��℃巨温反应 �
�

��
。

交叉免疫反应后测定膜上放射性计数
，
再由标记抗原的放射性比活 度 计算

出反应抗体的量�见图 � �
。

由图 �可 以看出抗体与抗原反应与抗原稀释度的 比例有关
。

当抗原反应液浓度为 �
�

���加�

及 �
�

������时
，
出现了参加免 疫反应的 抗原量 的最大峰位

，
即该二 种 浓度时抗体一抗原反

应辰充全
。

抗原液浓度过低�如 �������或过高�如 ��
�

�讯�加��均未出现明显峰他
。

所 以
，
选择

适当浓度的抗原反应液才能获得最佳固定化抗体免疫活性
。
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︵加��备口‘���一衬��巴

��，���试日

��������

动卜一叫 。

�� ��

��������

交交上
。。

铆铆砰二书件二可‘ ‘ ‘ 澡��书兮兮

����������

︵助�旨����﹄白�。习�。����

������� ����������
��� ���������粼��

��� �
�

��二����飞�� ���������� ����� ��

��飞� ��������一��� ���� �� � ��������

�� ����� �������〕� �����
�

������������� ��������� �� ���������

�������
�
����

。
��

，
��� �

�

�
，
��� ��

�

�

������ �
�

����� ���

�� ��������一������

��������������������

������������，， �� ����������加���

��� �
�

�，
��� �

�

�
，
����

�

�，
��� ��

。
�

�

理论
�

�讲
，
一个人 ��� 抗体分子应能结合两个人 ��� 抗原分子

，
但由于人 ��� 抗 体 在固定

化过程中受到固定化方法
、

反应条件
、

空间结构等因素的影响
，
其免疫活性会受到损伤

，

降低了

对抗原的结合能力
。

但本实验通过对固定化后羊抗人 ��� 免疫活性测定
，
证 明 了用 此 法可以获

得具有生物兑疫性灼固定化抗体膜
，
为具有临床诊断意义的单克隆抗体固定化打下了丛础

。

�
�

出血热单抗��
。
�的固定化

将纯化的 � 。
和阴性对照的 ����乙型脑炎病毒 �腹水配制成不同浓度的反应液

，
每 份 体积为

�
�

���
，
在 �℃ 下与 ��������一��� 膜�面积 �

�

�� �
�

����
�进行固定化反应 哭 �

，
反应后固定化膜

川 �五�缓冲液充分洗涤
，
在冰箱中保存一天后

，
每份滴加 �

�

������ 显色
，
目 测 判 断 反应程

度
，
结呆见表 �

。

��� �
�

������� ��� ����������� �� ����� ����� 一������

���������� ��������

������������� ��

�����������

�����������加��

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

�
。

�� �
。

� �
。

� �
。

�� �
�

� �
。

� ���

城匕

…
�

， 二
�

， ’

����
�

�

�
�

二 ��州
一兀一

” ��厂 �

�
‘ �

���
�

�
� 一 十 十 十 十

�
�

�
土�土�� ”

�
� � 一

卜

�
十 十 一

十 一

��� �
代二

二
‘ 曰曰妇目月 ，�� �门�，，���，，‘��

一
，刃��� ，尸� �，�沈月��翻���‘ ‘ �曰以����‘��， 曰�暇���军，昌 ��‘ �巴�

� 二
����曰 ，�卜名二刀�� ��呀 ，日��甲叫�爪 为，门�‘ 、 目 矛������，口�山自州�户�刁��

一
‘ �占幽 �召

，，�二‘ ���������

�
���� ��������，‘ �‘二二�目匕‘ 、 ‘ �

从表 �可 以看出
，
偶联液浓度为 �

�

���加�的纯化 �。
固定膜

，
在 ���� 稀释度为 ���� 和

〕
�

��的 时有明显的阳性反应
。

因此
，
可 以认为使用前述的实验方法对出血热单克隆抗体也是可行

的
，
对俏联液浓度为 �

�

况 �����及 �
�

���加�的抗体固定膜 并 未 出现 阳 性反应
，
相反

，
阴性

对照的���腹水却有假的弱阳性反应
。

这说明偶联后膜的非特异性吸附较强
，
尚需进一步实验

，

以求得最佳实验条件
。

木
一

�
一

作为国际原 子能机构 ������资助项目
，
预防医学科学院陈伯权教授和李荔同志给子多方 帮 助

，
特此致

谢
。
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