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摘要! 镉(金属硫蛋白"4\FRP#是水生环境中重金属镉污染的重要生物标志物!对该蛋白的

研究不仅有利于4\FRP免疫学检测方法的建立!也为水生环境重金属污染监测技术的开发提

供理论依据$ 采用不同浓度4\47

$

"% h%8? GXB.#胁迫诱导企鹅珍珠贝合成 4\FRP!通过组

织捣碎%冷冻离心%热处理%1;NZH\;Q [F"% 凝胶柱层析等方法从企鹅珍珠贝全脏器中纯化得到

4\FRP$ 紫外吸收显示!在 4\47

$

浓度为 %8? GXB.时!RP粗提液中的 4\FRP特征吸收最

大!表明贝体内的4\FRP含量随着4\47

$

胁迫浓度的增大而增加$ 1@1FC-[3显示纯化后的

4\FRP及其二聚体分子量约为 > b9和 &? b9$ 采用戊二醛法将获得的 4\FRP与牛血清白蛋

白"D1-#偶联后免疫家兔!制备了兔抗企鹅珍珠贝 4\FRP多克隆抗血清$ 通过间接 3.01-

法检测其抗血清效价为 &e&$ ?%%$ 经饱和硫酸铵法和 @3-3F1;NZH\;Q -"% 亲和层析纯化得

到分子量约为 !" b9的高纯度免疫球蛋白["0X[#$ 3.01-免疫鉴定显示!该0X[不仅能识别

企鹅珍珠贝的4\FRP!还与马氏珠母贝的4\FRP有明显的免疫交叉反应$

关键词! 企鹅珍珠贝& 镉金属硫蛋白& 多克隆抗体

中图分类号! 1>&=& T>""'''''''文献标志码'-

''随着工业的发展"大量的重金属以多种方式

进入海洋"由此造成水环境中的重金属含量不断

增加( 重金属镉是主要的海洋污染物之一"由于

水生生物对镉的富集能力极强"水中的镉通过食

物链富集后可在其体内达到相当高的浓度*& <!+

(

贝类是滤食性的底栖生物"它生活在沉积物与水

体的界面"体内的重金属和一些化学物质的含量"

与周围水生环境污染程度密切相关"能够真实反

映环境的污染状况"因而成为重要的海洋污染监

测生物*A+

(

金属硫蛋白#G;MH776MZI6:;I:S"RPS$是一类

广泛存在于生物体内的低分子量)富含金属和半

胱氨酸"能被金属或其他因素诱导生成的金属结

合蛋白*"+

"它参与生物机体微量元素的储存)运

输和代谢)重金属的解毒等生理活动*#+

( 由于金

属和 RP结合"使得 RP具有特征光谱"如 4\F

RP特征吸收峰为 $"A :G"E:FRP为 $$% :G"49F

RP为 $=% :G

*=+

( RP很容易被 4\)E:)49 等重

金属诱导合成"研究表明水生生物体内 RP含量

与水生环境中的的重金属含量成正相关"能够间

接反应环境的重金属污染情况"因而"RP可作为

水生环境重金属污染的生物标志物*?+

"在环境保

护领域内被大量地研究"常用的检测方法包括血

红蛋白亲和层析法)银饱和法)银染法和 3.01-

检测法等*>+

"其中3.01-检测法因其操作简单快

速而受到众多研究者的青睐(

目前对RPS的研究主要集中在哺乳动物和

植物上"对于海洋动物如贝类的研究相对较少(

作为一个贝类生产和消费大国"在如今海洋环境

污染日益严重的情况下"研究简单快速的贝类重

金属检测方法具有十分重要的意义( 企鹅珍珠贝

#!+,(&/ *,=F-&=$分布于热带)亚热带海区"属于

大型海产珍珠贝类"具有生长速度快"对环境适应

能力强"成活率高等特点*&%+

"常年吊养在海面与
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沉积物之间"其组织中的 RP含量可以作为一种

监测水体重金属暴露的生物标志物( 本研究以企

鹅珍珠贝为研究对象"旨在从贝全脏器中分离提

纯4\FRP"制备兔抗企鹅珍珠贝 4\FRP多克隆

抗体"同时对多克隆抗体的相关性质进行了试验

验证"为下一步建立企鹅珍珠贝 4\FRP间接

3.01-检测方法及开发贝类 4\FRP检测试剂盒

提供技术和理论支持(

&'材料与方法

!&!'材料

实验材料''企鹅珍珠贝)马氏珠母贝购于

广东省徐闻县芳华珍珠养殖场"贝龄 $8" 龄%家

兔"购于广东医学院动物中心(

试剂''弗氏完全佐剂"弗氏不完全佐剂"三

#羟甲基$氨基甲烷#PUIS$购自北京鼎国生物技术

有限公司%牛血清白蛋白#D1-$)!"!"""" <四甲

基联苯胺盐酸盐#PRD.$247$购自广州市齐云

生物技术有限公司%辣根过氧化酶标记羊抗兔

0X[购自北京博奥森生物技术有限公司%其他化

学试剂均为国产分析纯(

仪器''可拆 ># 孔酶标板#丹麦 ,*,4公

司$%R !̀ 多功能酶标仪#美国 PZ;UG6 公司$%

-.C2-&F$ .@冷冻干燥机#德国 4ZUISM公司$%

*F!!&% 型紫外分光光度计)EF"%%% 原子吸收光谱

和4+F$$[型高速冷冻离心机#均为日本日立公

司$(

!&('方法

企鹅珍珠贝 4\FRP的诱导及分离纯化''

将企鹅珍珠贝分成 A 组吊养在广东湛江徐闻岸华

珍珠养殖场"对 ! 组企鹅珍珠贝分别注射浓度为

%8?)%8#)%8A GXB.的4\47

$

"连续注射 = \( 第 A

组作为对照组"不注射"吊养在同一海域( 注射结

束后继续吊养一周(

取出企鹅珍珠贝全脏器"清洗"剪碎"加入两

倍体积经 A g预冷的 %8%& G67B.N2?8# 的PUISF

247缓冲液匀浆"A g静置过夜( 取匀浆液于 A

g"&% %%% UBGI: 离心 $% GI:"取上清液在 ?% g

的水浴中热处理 " GI:"冷却"同上条件离心"弃沉

淀"上清即为RP粗提液( 粗提液上1;NZH\;Q [F

"% 柱#$8# OGf?% OG$"用 %8%& G67B.N2?8# 的

PUIS缓冲液以 & G.BGI:的流速洗脱"每管收集 ?

G."在 $%% h!%% :G波长范围对各管层析液进行

紫外扫描并用石墨炉原子吸收测定每管镉浓度(

收集 -

$"A:G

大于 ! 倍 -

$?%:G

且镉浓度高的层析液

作为4\FRP提取液"冻干" <$% g保存( 将纯化

好的4\FRP用分离胶为 &"j"浓缩胶为 "j的聚

丙烯酰胺不连续凝胶电泳 #1@1FC-[3$ 鉴定

纯度*&&+

(

4\FRP的偶联''用戊二醛法偶联 4\FRP

和D1-( 取 ! GX提纯的4\FRP)# GX D1-"用 $

G.CD1溶解#%8& G67B."N2=8%$"在振荡下逐

滴加入 & G.&j的戊二醛"室温下持续振荡 $ Z"

A g冰箱放置过夜( 用 CD1#%8%& G67B." N2

=8A$透析除去未交联的戊二醛( 采用紫外扫描

和1@1FC-[3鉴定偶联效果(

兔抗企鹅珍珠贝 4\FRP多克隆抗血清的制

备和纯化''选用两只 $ h$8" bX 的雄性家兔

作为诱导动物( 将 4\FRPFD1-用生理盐水稀

释到适当浓度( 第一次基础免疫用浓度为 A%%

'

XBG.4\FRPFD1-和等体积弗氏完全佐剂混

匀"对家兔大腿内侧和背部多点皮下注射"每点

约 %8& G."每只家兔共注射 & G.( 每隔 &% 天

加强免疫"用 4\FRPFD1-与等体积弗氏不完全

佐剂混匀"注射浓度每次递增 $%

'

XBG.( 第 A

次注射 = \后耳静脉采血"测抗血清效价( 当抗

体效价达&% %%%以上后"对家兔进行心脏取血"

全血室温静置 & Z 后"A g静置过夜使血清充分

析出"然后于 A %%% UBGI: 离心 &% GI:"取上清"

<$% g保存备用(

按文献*&$+的间接非竞争 3.01-法测定免

疫期间抗血清效价( 将阴性对照)@

A"%

值记为,"

阳性)@

A"%

记为 C"计算阳性结果#C$与阴性结果

#,$的比值"当 CB,q$ 且 C<,q%8$ 时判为阳

性"取判定结果为阳性时抗血清的最大稀释倍数

为抗血清效价(

将上述中获得的兔抗企鹅珍珠贝 4\FRP多

克隆抗血清分别用 "%j)!!j)!!j的饱和硫酸

铵法提纯 ! 次"沉淀用尽量少的生理盐水溶解"再

用CD1#%8%& G67B."N2=8A$透析 $ h! 次脱盐(

参照文献 *&!+将饱和硫酸铵所得粗提抗体经

@3-3F1;NZH\;Q -"% 亲和层析柱 #&8% OGf!%

OG$纯化"以 1@1FC-[3鉴定纯化免疫球蛋白 [

#IGG9:6X76K97I: ["0X[$(

多克隆抗体特异性检测''采用间接非竞

争 3.01-法*&$+ 鉴定兔抗企鹅珍珠贝 4\FRP

#*&
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0X[的特异性( 用浓度为 "%

'

XBG.的 0X[分

别与包被浓度为 "

'

XBG.的 D1-)企鹅珍珠贝

4\FRP)马氏珠母贝#!&='+/2/ 1/(+,=.&$4\FRP

#与企鹅珍珠贝 4\FRP的提取纯化方法相同$

进行交叉反应鉴定抗体的特异性( 每个样品做

! 个平行"统计其平均值#N

,

$和方差#1@$"数据

用 N

,

m1@表示( 当 CB,q$ 且 C<,q%8$ 时判

为阳性(

$'结果与分析

(&!'企鹅珍珠贝R:JL-的诱导及分离纯化

企鹅珍珠贝 4\FRP的纯化''将企鹅珍珠

贝RP粗提液经1;NZH\;Q [F"% 凝胶过滤柱层析

分离"在 $% h!% 和 A" h=% 管处形成两个蛋白洗

脱峰#图 &$( 经紫外扫描"第一个蛋白洗脱峰在

$"A :G和 $?% :G处均有较强吸收值"同时镉浓

度也较大( 根据 RP在 $?% :G处无酪氨酸和色

氨酸等芳香族氨基酸的特征吸收"推测第一个洗

脱峰不是 RP洗脱峰( 第二个蛋白洗脱峰中

"? h#!管的-

$"A:G

大于三倍 -

$?%:G

且镉浓度大"收

集其作为4\FRP提取液(

企鹅珍珠贝 4\FRP的诱导''不同剂量

4\47

$

对企鹅珍珠贝 4\FRP的诱导效果见图 $(

随着 4\47

$

胁迫浓度的增高"4\FRP提取液在

4\FRP特征吸收 $"A :G处吸收值也增大"

4\47

$

诱导浓度为 %8? GXBG.的企鹅珍珠贝

4\FRP提取液在 $"A :G处的吸光度达 &8=?"是

对照组的两倍多( 结果表明 4\47

$

可以诱导企

鹅珍珠贝体内合成 4\FRP"在 4\47

$

的诱导浓度

范围内"贝体内的 4\FRP含量随着 4\

$ k诱导浓

度的增大而增加( 这与在牡蛎 #A(/..).+(,/

F&F/.$

*&A+

)贻贝 #%?+&0-.F00)*()4&='&/0&.$

*&" <&#+

和华溪蟹# 5&=)*)+/1)= >,=/=,=.,$

*&= <&>+中的研

究结果基本一致"进一步表明环境中的金属离

子会通过其体表吸附和透过体表吸收在贝体内

大量的积累*$%+

"从而诱导体内大量合成 RP"因

而贝体内的 4\FRP含量与环境中的重金属浓度

有着显著的相关性"可以反映其水生环境中的

镉的污染程度(

4\FRP1;NZH\;Q [F"% 柱层析纯化的电泳

分析''将纯化好的 4\FRP提取液冷冻浓缩"

用1@1FC-[3鉴定其纯度( 企鹅珍珠贝 4\FRP

在电泳图中呈现两条明显的条带#图 A 中的 A

和 " 泳道$"经计算对应的分子量分别为 > b9 和

&? b9( 依据 RP的分子量一般 l&% b9

*$&+且在

溶液状态极易聚合*$$+

"推测企鹅珍珠贝 4\FRP

的分子量为 > b9"&? b9 的条带为 4\FRP二聚

体( 这与 .3R)0,3等*$!+用 4\47

$

诱导紫贻贝

#%?+&0-.,2-0&.$"产生 RP# &% b9$和 RP# $%

b9$两种蛋白同形体的结果类似( 上述结果表

明本实验制备的 4\FRP纯度满足抗体制备的

要求*$A+

(

图 !'L-粗提液"38>.:3V NJ@U 柱层析图

D1;&!'R>0<2.=<;0.8>? <FL-7<.0%33V=0.7=16;

91451:<6"38>.:3V NJ@U ;39F19=0.=1<67<9526

图 ('R:JL-的诱导效果

D1;&('->316:57=1<63FF37=<FR:JL-

(&('R:JL-的偶联

用戊二醛法偶联4\FRP和D1-得到偶联物

#4\FRPFD1-$( 紫外扫描#图 !$显示 4\FRP在

$"A :G处有4\FRP特征吸收"在 $%# :G处形成

肽键吸收峰( 4\FRPFD1-在 $"A :G处的特征吸

收值有所降低"但保留了 $%# :G的吸收峰( D1-

在 $"A :G几乎不产生吸收"并且在紫外扫描范围

内未形成吸收峰(

1@1FC-[3图#图 A$显示 4\FRPFD1-有两

个条带"经计算分子量分别为 &%" b9)=& b9"推测

为4\FRP单体)二聚体与 D1-的偶联物( 实验

结果表明此次偶联成功"具有引起免疫应答的

能力*$A+

(

&*&
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图 +'紫外吸收光谱

4\FRP浓度!!A8? :XBG.% 4\FRPFD1-浓度!?8A

'

XBG.%

D1-浓度!"%

'

XBG.(

D1;&+'WX./%<0/.673%837=052

O6:O;:MUHMI6: 6W4\FRP!!A8? :XBG.% O6:O;:MUHMI6: 6W4\FRPF

D1-!?8A

'

XBG.% O6:O;:MUHMI6: 6WD1-!"%

'

XBG.8

(&+'兔抗企鹅珍珠贝R:JL-抗血清的制备及纯化

利用制备的 4\FRPFD1-为抗原免疫家兔"

获得了高滴度抗血清(采用3.01-方法检测免

疫期间抗血清效价( 当第 && 次加强免疫后 $ 号

家兔的抗血清效价达到 &e&$ ?%%#表 &$(

图 ,'R:JL-与R:JL-JY"*的")"J$*NI分析

&8标准蛋白% $ h!8马氏珠母贝 4\FRP% A h"8企鹅珍珠贝

4\FRP% #8马氏珠母贝 4\FRPFD1-% =8企鹅珍珠贝 4\FRPF

D1-% ?8D1-(

D1;&,'")"J$*NI.6.9?%1%<FR:JL-.6:R:JL-JY"*

&8NU6M;I: GHUb;U% $ !84\FRP6W!&='+/2/ 1/(+,=.&% A "84\F

RP6W!+,(&/ *,=F-&=% #84\FRPFD1-6W!I1/(+,=.&% =84\F

RPFD1-6W!I*,=F-&=% ?8D1-8

表 !'加强免疫期间抗血清效价

-./&!'-1=30%<F.6=1%3052<F:1FF3036=:50.=1<6%<F%=036;=>3616; 122561S.=1<6

组号

XU69N :9GK;U

第 # 次

#MZ

第 = 次

=MZ

第 ? 次

?MZ

第 > 次

>MZ

第 &% 次

&%MZ

第 && 次

&&MZ

& &e$%% &eA%% &e?%% &e& #%% &e! $%% &e# A%%

$ &eA%% &e?%% &e& #%% &e! $%% &e# A%% &e&$ ?%%

''用硫酸铵盐析和 @3-3F1;NZH\;Q -"% 亲和

层析柱纯化抗血清"以CD1#%8%& G67B."N2=8A$

洗脱"收集 = h&% 管#-

$#%:G

e-

$?%:G

值小于 %8#$的

洗脱液为纯化的 0X[#图 "$( 纯化抗体的 1@1F

C-[3分析结果#图 # 的 " 和 # 泳道$表明"经纯

化得到分子量为 !" b9的高纯度0X[(

图 @'兔抗企鹅珍珠贝R:JL-抗体

)I*IJ"38>.:3V *@U 柱层析图

D1;&@'R>0<2.=<;0.8>? <F0.//1=

.6=1J!+,(&/ *,5;-&5R:JL-

.6=1/<:? <6)I*IJ"38>.:3V *@U

图 A'抗血清蛋白")"J$*NI分析

& h$8抗血清% ! hA8饱和硫酸铵粗提抗体% " h#8纯化 0X[%

=8蛋白质RHUb;U(

D1;&A'")"J$*NI.6.9?%1%<F.6=1%305280<=316

& $8H:MIS;U9G% ! A8X76K97I: 6KMHI:;\ KV SHM9UHMI6:

HGG6:I9GS97WHM;% " #8N9UIWI;\ 0X[% =8NU6M;I: GHUb;U8

(&,'R:JL-多克隆抗体特异性

采用纯化的兔抗企鹅珍珠贝 4\FRP多克隆

抗体检测不同贝类之间的免疫交叉性( 结果显示

#表 $$"抗体能特异性识别企鹅珍珠贝 4\FRP"

并与马氏珠母贝4\FRP有较强的免疫交叉反应"

而与D1-无交叉反应( 马氏珠母贝)企鹅珍珠贝

"*&
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4\FRP的1@1FC-[3分析#图 A$也表明它们具

有相同的分子量( 实验结果提示"马氏珠母贝与

企鹅珍珠贝虽然不同目"但同属于珍珠贝科"其

4\FRP具有相同的免疫原性(

表 ('间接IZ["*法检测多克隆抗体的特异性

-./&('->303%59=<F16:1037=IZ["*70<%%03.7=1<6

企鹅珍珠贝

4\FRP

4\FRP6W

!I*,=F-&=

马氏珠母贝

4\FRP

4\FRP6W

!I1/(+,=.&

牛血清

白蛋白

D1-

C %8>=> m%8%$$ %8?A# m%8%!> %8$A= m%8%!$

, %8&== m%8%$# %8&>= m%8%"= %8$%! m%8%"&

CB, "8"!& A8$>A &8$A"

C<, %8?%$ %8#A> %8%AA

判断 \;OISI6: k k <

!'讨论

+&!'企鹅珍珠贝R:JL-多克隆抗体的制备

目前用免疫学方法检测动物金属硫蛋白的研

究较多"多数是从哺乳动物体内提取 RP作为抗

原"经免疫家兔或大鼠制备多克隆抗体"再用于检

测哺乳动物)水生动植物等体内的RP含量"而用

从贝类中提取RP"制备抗体的研究还鲜有报道(

R-+[-+0P-等*$"+用戊二醛将鼠肝 RP

&

和

RP

$

混合物与溶解酵素偶联后作为抗原免疫新西

兰雄兔"得到效价达 &e&% %%% 的多克隆抗血清(

金慧英等*$#+通过4\47

$

诱导大鼠肝组织产生 4\F

RP"用戊二醛将 4\FRP分子间聚合"并用 & h$

GX的剂量诱导家兔"两个多月后获得效价达&e!$

的抗血清( 王廷璞等*$=+用 4\47

$

诱导黄瓜产生

4\FRP"并用D1-与RP分子偶联以及RP分子

间偶联相结合的方法免疫家兔"仅一个多月就获

得了 &e&# 的高效价兔抗黄瓜4\FRP多克隆抗血

清( 由于RP是小分子蛋白"其免疫原性弱"上述

研究都通过将 RP与蛋白质类载体偶联的方式"

增强其免疫原性( 此外"获得高效价的多克隆抗

血清与免疫剂量)免疫方式和免疫时间间隔等因

素都有很大的关系( 本研究通过 4\47

$

诱导企鹅

珍珠贝产生 4\FRP"经提取纯化得到了 4\FRP

单体#> b9$和其二聚体#&? b9$"采用戊二醛法将

提纯4\FRP与 D1-偶联"获得 4\FRP单体)二

聚体与 D1-的偶联物的混合物"并以此免疫家

兔"获得兔抗企鹅珍珠贝4\FRP多克隆抗体( 本

实验抗体的诱导周期较长"可能是初次注射剂量

过小#%8$ GX$"在第 # 次注射后抗血清效价仍较

低"于是后期把注射浓度增加到 %8" GXBG."并

在以后的加强免疫过程中每次增加 %8& GX 的注

射剂量"增大注射剂量后的一个多月获得效价为

&e&$ ?%% 的抗血清(

+&('企鹅珍珠贝R:JL-多克隆抗体的纯化

抗体有0XR)0X[)0X-等"其中 0X[是存在于

血液)淋巴)腹腔及脑脊液中的主要免疫球蛋白"

高亲和力0X[的存在是再次体液免疫应答的一个

标志*$A+

( 多克隆免疫血清中抗体外的其他血清

成分可能会对试验结果产生假阳性或增大交叉反

应的影响"因而要对抗血清中的 0X[进行纯化(

一般采用沉淀法对抗体进行粗提"再通过凝胶过

滤)离子交换层析和亲和层析对0X[进一步纯化(

-,-1+0等*$?+将蛋白 -交联到 1;NZHU6S;凝胶

上"制备了蛋白 -1;NZHU6S;亲和层析柱"并采用

此层析柱从兔血清中提纯了 0X[( 邢小红等*$>+

用制备的大肠杆菌全菌蛋白通过非特异性去除法

纯化了兔抗 ZDIM#人大肠杆菌中表达的人 DIM蛋

白$抗体"a;SM;U:FK76MMI:X 分析结果表明"非特异

性去除法纯化后的抗血清的印迹结果中非特异的

显色条带明显减少( 钱垂文等*!%+

"采用辛酸 <硫

酸铵沉淀进行粗纯"以及 @3-3离子交换层析精

纯的方法提纯了兔抗 1-+1冠状病毒的 0X["

1@1FC-[3结果表明纯化后的0X[相对纯度达到

>%j以上( 本研究根据血清中0X[属于中性蛋白

#等电点 NC为 #8?" h=8"%$"在 N2=8$ h=8A 的环

境中不被 @3-3F1;NZH\;Q -"% 吸附而其他的酸

性蛋白均被吸附的原理*&!+

"通过 @3-3F1;NZH\;Q

-"% 柱层析获得了较纯的 0X[( 在抗血清的制备

过程中"若操作不当会使出现溶血现象"致使抗血

清的采集失败"本研究通过饱和硫酸铵和 @3-3F

1;NZH\;Q -"% 柱层析相结合的纯化方式从溶血

血清中提纯了0X["经3.01-测定"所提纯的 0X[

和正常抗血清中提纯的 0X[具有相同的效价"这

为抗血清制备过程中出现溶血问题提供了一种解

决方法(

+&+'企鹅珍珠贝R:JL-多克隆抗体的特异性

R-+[-+0P-等*$"+所制备的鼠肝 RP抗血

清与猪肝RP和人血清RP都具有较好的交叉反

应"其中人血清 RP的添加回收率达到 ?>j"表

明哺乳动物的RP都具有相似的初级结构和抗原

决定族( 王延璞等*$=+的研究表明镉,金属硫蛋

'(&
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白在免疫反应上有高度保守性"其所制备的兔抗

黄瓜4\FRP多克隆抗体与百合4\FRP)牛蛙4\F

RP均有完全交叉反应( -̀P1*c̀ 0等*!&+发现

鼠RP

$

的,2

$

末端乙酰化的 = 个氨基酸巯基与哺

乳动物中的RP

&

和RP

$

相同"用鼠RP

$

制备的抗

血清建立的 3.01-可用于检测人和其他哺乳动

物体内的 RP

&

和 RP

$

的总浓度( 汪宁等*!$+制备

的鼠抗鲢过敏原小清蛋白能特异地检测 A 种鱼

#鲤)鲢)鲫)黄鳍鲷$中的小清蛋白( 企鹅珍珠贝

和马氏珠母贝是同属于珍珠贝科不同属的两种贝

类"本研究制备的兔抗企鹅珍珠贝4\FRP多克隆

抗体与马氏珠母贝 4\FRP具有较好的免疫交叉

反应"且这两种贝 4\FRP也具有相同的分子量

#图 A$"提示这两种贝类体内的4\FRP可能具有

相同的免疫原性"可用抗企鹅珍珠贝4\FRP多克

隆抗体检测马氏珠母贝体内的4\FRP含量"进一

步证明4\FRP在免疫反应上有高度保守性(
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YIMZI: HSG;7M;UFIGNHOM;\ U;XI6:*(+81OI;:O;6WMZ;

P6MH73:^IU6:G;:M"$%%#"!#>!A%! <A&?8

* > +'李婧8金属硫蛋白检测方法的研究进展*(+8现代

检验医学杂志"$%%A"&>#!$!#A <#"8

*&%+'梁飞龙"邓陈茂"符绍"等8企鹅珍珠贝游离珠培养

技术的初步研究 *(+8海洋通报"$%%?"$= #$$!

>& <>A8

*&&+'黎燕"冯健男"张纪岩8分子免疫学实验指南*R+8

北京!化学工业出版社"$%%?!" <=8

*&$+'李少南"谢显传"谭亚军"等8麦穗鱼脑 -4Z3间接

非竞争3.01-定量分析法的建立*(+8农药学学

报"$%%!""#!$!=& <="8

*&!+'吴力专8E:F金属硫蛋白间接竞争型3.01-的建立

与应用*@+8长沙!湖南农业大学"$%%A8

*&A+'c),[`4" C0. [ (" 423). c 484H\GI9G

HWW;OMSMZ;;QNU;SSI6: 6WZ;HMSZ6Ob NU6M;I: >% H:\

G;MH776MZI6:;I: G+,- I: MZ; CHOIWIO 6VSM;U"

A(/..).+(,/ F&F/.*(+846GNHUHMÎ;DI6OZ;GISMUV H:\
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