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鲤促性腺激素放射免疫测定方法的改进

—
聚 乙二醇的应用
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( 中国科学院上海生物化学研究所 )

蒋 茂 松
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提 要

木文报道一种快速的鲤促性腺激素放射免疫测定法
。

用微晶纤维素提纯
, ” I

一

促性腺激素

和采川聚乙二醇分离游离的和与抗体结合的抗原
。

鲤
,

与四大家鱼 <青
、

草
、

链
、

墉 )不同
,

是在池塘中能自然产卵的负
,

研究它在性周期不
同阶段血液中促性腺激素 ( 以下简称 G

r

UH )的含量
,

有着重要的意义
。

为此曾建立放射免

疫双抗体测定法川
。

为了适应在短暂 的产卵季节及时了介 仪 r H 变化的需要
,

本文再介

绍一种改进的方法
,

即以微品纤维素代替葡聚搪凝胶分离
, ” 工标记的 G T H 和采用聚 乙二

醉 ( 以下简称 P E G )沉淀抗原
、

抗体复合物
,

一次测定可在 1告一 2 天内完成
,

而双抗体法需

时 3一 4 天
。

灵敏度与双抗体法相近
。

材 料

护E G 6 00 。 :

上海合成洗涤剂二 厂产品
,

奉贤光明化工厂加工
。

鲤垂体 理 l
、

H
:

分离提纯方法见 [ 1 ]
。

免抗鲤垂体 G T H 免疫血清
:

制备方法见 仁1 3
。

以 白身取代法 〔们 测定亲和常 数 天讼

为 1
.

2 狱 1 0
1 0

L /人I
。

方 法 和 结 果

(一 ) G T H
皿” 工标记和纯化

在反应管中依次加 。
·

ZM
、

PH 7
·

5 的磷酸缓冲液 20 微升
,

以 。
·

% M
、

p H 7
.

5 的磷酸

缓冲液稀释的 N a 里” 1 1 毫居里 ( 1 0 0 微升 )
,

G T H S 微克 (2 5 微升 )和 0
.

8% 氯胺一 T 12
.

5
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微升
。

反应3 分钟后
,

再加 O
,

48 环偏重亚硫酸钠 50 微升
,

反应 1分钟
。

碘化结束后
,

将

反 应液加于以 0
.

07 M
、

P l ls
,

6 巴比妥缓冲液润湿的微品纤维素 C P ll 柱 ( 1 火 1 厘米 )
,

以

同一缓冲液洗脱游离的 N 二 ` , ’
工和损伤的 G T H

,

洗脱液约据 15 毫升
。

然后换含 3% 的卵

白蛋 lj 的 O
.

05 M
、

p ll 7
.

5 磷酸缓冲生理盐水 (后者以下简称 P邵 ) 洗脱
1 ” F G T只

。

仃管

收集 0
.

5 毫升
,

在井型计数器测 叩 m 数
。

取 i(P m 数最高的数管作放射免疫测定用
。

为比较微品纤维素和葡聚糖凝胶 G一 50 的分离效果
,

按文献仁1〕中所述方法
,

同时进

行
’ 见 ,

I一 G T且 的纯化
。

分别以微晶纤维素分离的 ” `
卜 G T H ( C一

` “ ,

卜G T fl ) 和葡聚糖凝胶分离的
` , ,

--I G
『

r H

(压
, 见 `

I一 (壮 H )用双抗体法作标准 曲线
,

二者平行 ( 图 1 )
,

C一
, , 鹅

L G T fl 的稍高
。

说明微品

纤维素分离法适 用于鲤 G T ll 的放射免疫测定
。

吹白\肉

1
`

oo
G T ll 量 (毫微克 )的对数依

2
.

以 )

图 1 用 C一 , ” 工一 G T H 和用 S
一 `之`

I一 G T H 所作的标准曲线 (双抗休法 )

(二 ) p E G 法工作 条件的确定

1
.

P E G 和正常兔血清浓度 分 6组进行 (表一 )
,

每组各管分别加 o
.

I M E D T加
r B s l o 。微升

,

含 10 %或 15 % 正常兔血清 ( 以下简称 N R出的 P B S 4 00 微升
,

使 N 双 s 的终

浓度为 2终或 3% ( 以下若不注明原始液浓度
,

则指终浓度 )
,

不同毫微克数的标准 G r]
、

月和

P邵 共 3 0 0 微升
,

兔抗 G
r

l
’

月 免疫血清 (原液浓度 i : i
,

0 0 0 ) 1 0 0 微升
,

C一
, 2 ,

--1 G
r

J
’

且 1 00 微

升 (约 5 0 0 0即 。 )
,

4
a

C温育 1 8 小时
,

测 叩 m 数 (望 值 )
。

加 i 毫升原液浓度为 2 0%
、

2 5兴

或 3 。% 的 尹互G
,

用力充分摇匀
,

3 5。。 转 /分钟离心 20 分钟
。

去上清
,

测 叩坦 数 ( B 值 )
。

计算 B / F
,

以 B /尸 对标准 a 少11 毫微克数的对数值作图 ( 图 2 )
。

由图可见 以第六组的
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表 1 各组 N邓 和 P E G 的浓度

N R S 尹丑 G

全吐 别

始 浓 度 (男 ) l 终 浓 浓 度 (万夕

2020邪幻30300
衬n050
工J1洁J

刁JJ动11
呀生

一原一

ùū三四五六

佗
r

〔K)

巨
叫

1
.

00

1
.

00
G T H 童 (毫微克 )的对数位

2
』

(K》

图 2 P E ` 和 N R S 浓度对 丑了F 值的影响 (犷 C温育 18 小时 )

沉淀最完全
。

第一
、

二组沉淀最少
,

这二组的条件不宜作放射免疫测定用
。

2
.

温度和时间 按上述条件操作
,

10 ℃温育 3 小时
,

以 B /夕 对 G T 只 毫微克数的对
数值作图

,

与 4
0

0 温育 1 8小时的比较
。

第一
、

二组的斜率下降
,

第三
、

四组的略低
,

第五
、

六组稍高
。

灵敏度均不如 扩 C温育 18 小时 的第六组 (图 2
、

图 3)
。

3
.

“

弯钩效应
” 4

0

0 温育 1 8 小时
,
p E G 1 5吓

,
N R S Z终 或 3%

,

标准 仪 r H 在 2
.

4毫

微克以下
,

有显著的
“

弯钩效应
” ; 1。

。

C温育 3 小时
,

P E G 15 %
,

N丑 5 3%
,

标准 G T且 在 1
.

2

毫微克以下
,

才有
“

弯钩
”

出现
,

N R 8 2终者无
“

弯钩
” , r E G 10 终或 12

.

5%
,

N R S Z终或
3%

,

犷 C温育 18 小时或 1。℃温育 3 小时
,

也均无
“

弯钩
”
(图 4 )

。

为避免
“

弯钩
”

的影响
,

在

测定样品时
,

)花选用 G T H 在 7 毫微克以上的线段
。

若在反应液中加 了毫微克 G T H
,

所

测范围可扩大到 7 毫微克以下
。
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1
`

15并 P卫口
,

3多N卫8

2
.

15 多P E G
,

飞声N RS

3
·

12
.

5关 P E G
,

3外N l侣

1 2
`

6多P E G
,

穷多N l旧

4
·

1 0务r E G
,

ZN I班

1
,

以〕

G T H 量 (毫微克夕的对数值

2
.

帕

P E G 和 N R S 浓度对B 了F 值的影响 ( 1。
’

0 温育 3 小时 )

、飞
.

j、、-、、

2 佣

豁
1 00

O 习 4 6 8 10

G T n 量 (毫微克 )

图 企
、

几种不同条件下的
“

弯钩效应
刀

叹1 ) P E G 1 5络
,

N R S 3筹 于

N R S 3男 ; (吐 ) p E G 12

( 2 )P E G 15隽
,

N R S Z万
,

4℃温育
.

5万
,

N R S Z男
,

4 ℃温育 招 小时三

J S小时 苏 贬3 ) R E G 1 2
.

6万
,

又5 飞P E G 1 5男
,

N R日 3邓 ;

弋6 ) P 刀 G 1 5万
,

N R g Z男
,

1 0℃温育 3 小时
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4
.

非特异 沉淀 方法同 1
,

,

但不加标准 G了且 和免疫血倩
。

P E G 在 12
.

5% 以 内
,

无论 x R S 是 2%或 3%
,

非特异沉淀的 B /尸 值在 。
.

1 以内
,

变化不大
。

当 P E G达 1 5%
,

非特异沉淀量稍有增加
,

B /尸 为 。 ,

12
。

4u C温育 18 小时比 1护 C温育 3小时
,

数值稍低
。

参看图 5 。

由于非特异沉淀可能是标记抗原与抗原
、

抗体复合物发生共沉淀所致
,

可将标

记抗原以 15 彤 P E G 预处理 ( 。
.

1 毫升标记抗原加等体积的 3。另 P E )G
,

再作测定
,

其数值

较不经预处理的略低 8一 14 形
,

与双抗体法测得值基本相同
。

爵

0
.

4

0
.

2

李` 华矛
10

.

3几

4 0

I B巨

石肠 10%
,

1 5%
P E G 终浓度

图 5
、

P E G
、

N R S 浓度与非特异沉淀

5
.

过量免疫血清与标记抗原的结合率 5 0 微升免疫血清与 5 0 微升 卫B吕混合后 测

定与 --C
, , ’

L G lr
’

H l 约 8 0 0 0叮〕坦 ) 的结合率
,

方法同 1
。

在 F E G 1 5%
、

N 丑 5 3%条件下
,

f C乱育 1 8 小时
,

结合率 ( B /罗 ) 为 88 % ; 1少 C温育 3 小时
,

结合率 <B /少 )为 84 %
。

与双抗

体法的结合率相近
。

6
,

标准 曲线 根据以上结果
,

4℃温育 18 小时 P E G 巧%
、

N丑能邓
、

测定的灵敏度

较高
,

非特异沉淀率低
,

因此即采用此条件作标准 曲线
,

同时与双抗体法标准曲线
,

进行比

较
。

两种方法所用的标记 G T n
、

标准 G T H 和缓冲液均为 同一批配制
。

结果二者曲线几

近平行
,

P E G 法的略高 ( 图 6)
。

双抗体法相关系数为 一 0
.

9 93
,

标准误差 士 0
.

0 7
,

斜 率
一 1

.

1忍; P E G 法相关系数为 一 0
.

9娜
,

标准误差 士 O
,

07
,

斜率 一 1
.

1 1
。

(三 )
、

鲤血清 G T且 含量的测定

11 月份鲤 (昆山水产养殖场 ) 6 条
,

自心脏抽血
,

用 卫 E G 法测定血清 G T H 含量
,

条

件是
:

。
.

l m E D T八- I
,

B S I OO 微升
,

含 1 5形 N 丑 (S 原液浓度 ) 的 P另 S 的 0 微升
,

不 同毫微克

数的标准 G T 且 或血清样品和 卫 B S 共 30 。 微升
,

兔抗 G T H 免疫血清 (原液浓度 1 : 1 0 0。 )

i DO微升
,
0 一

1 2 ,

--I G T H (约 8 0 0 0 e P 切 ) 1 0 0 微升
, 4

o

C温育 1 8 小时
,

测总 e p m 数
。

加 3 0彭 (原

液浓度 ) 护 E G I毫升
,

用力充分摇匀
, 3 5 0 0转 /分钟

,

离心 20 分钟
,

去上清
,

测 cl) 班数
。

从

丑 /夕 值计算 G T H 含量
。

结果 6 条鲤血清中 G T H 含量在 抓一 7疾毫微克 /毫升血清
,

其

巾 1 条是雄鱼
,
G T ll 含量最高 汉 毫微克 /毫升血清

。
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含
.

00

oo上

伪叹韵

2
.

以 )

G
·

工
·

I王量不毫微克夕的对数值

图 6
、

P E G 法和双抗体法标准曲线的比较

讨 论

微晶纤维素作为分离 G T H 碘标记物
,

有良好的效果
。

游离 Na
l ,
叮 和损伤蛋白在低

离子强度和较高的 p H 不被吸附
, ’ 全 ,

--I G T H则以高浓度的蛋白质解吸收集
。

为解吸黄体

生成素 (L H )等多用牛或其他动物血清
〔名〕 ,

本文用卵自蛋白
,

获得成功
。

P丑G 法分离游离的和与抗体结合的抗原
,

优点是免去了第二抗体的制备和在双抗体

法中加第二抗体后的长时间保温
。

加 r E G 后只须在室温反应片刻
,

即可离心分离
,

方便

而快速
。

P E G的作用机制
二, 1
尚未 阐明

。

蛋 自质被 p E G 沉淀与 P E G 分子量的大小有关
。

一般来说 p E G 6。。。 是合适的
。

至于 P E G 的浓度
,

必须寻找使抗原
、

抗体复合物沉淀最

多
,

游离抗原共沉淀最少的条件
。

小分子抗原如胰岛素
、

加压素
、

血管紧张素阁
,

12
.

5%

r E G 即足以使抗原
、

抗体复合物沉淀儿近完全
,

而游离抗原保持溶解状态
,

很容易分开
。

高分子蛋白质抗原
,

则必须测定游离抗原与抗原
、

抗体复合物发生明显的共沉淀时的护E G

浓度
,

为分离 用的 r E G 浓度
,

当在此之下
。

例如血清白蛋 白叫
,

护E G 浓度高 于 1 5%时
,

血清白蛋自共沉淀明显
,

虽然抗原
、

抗体复合物沉淀量大于 90 万
,

此时只能采用 15 娜 PE G
。

此外
,

还必须加正常羊
_

}爪清
、

正常兔血清或下一球蛋白
,

否则即使 卫卫G 浓度达 1 5%
,

也不

能使抗原
、

扰体复合物沉淀闺
。

为鲤 G T且 的放射免疫测定
,

r E G 用 15 多
,
N卫 S 用 3%

,

效果最好
。

曾有报导 互̀
, 。 1 ,

L H
、

滤泡生成素 ( F S l l )
、

人绒毛膜促性腺激素 (且C G )用 双抗体法作
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标准曲线时
,

常见到
“

弯钩
”

效应
,

第一抗体血清浓度高时益为明显
。

鲤 G
『

r R 放射免疫测

定
,

在 P E G 浓度高
、

反应时间长
、

标准 G T H 加址微少时
, “

弯钩
”

显著
,

双抗体法也有这

种现象
。

因此
,

促性腺激索放射免疫测定中
,

无论是 卫 E G 法或双抗体法
,

出现
“

弯钩
”

效

应
,

似为一种普遍现象
。

许多作者用协同作用
仁,

’
, 又来解释

,

并有一定实验基础
,

如何进一

步从理论土研究
,

当是有意义的问题
。
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