
病毒学杂志
, 勺 只

酶联印迹法 一

应考虑的几个技术要素

不 、

一

“ 一 ”

几 二用 。。 夕夕
, 。 ” 刀 人

,

, , , · ,

人

· , , , 打 几 , 。 ,二 少 ,

理
, 月。又

提 要

本文对蛋 自质的于
一

二烷基硫酸钠 一聚丙 晰酞胺凝胶 电泳
,

酶联 印迹

注 的奈件和所用试剂的改进进行了讨论
。

的应用 已在各种研究和 日常临床

检 测得到证实
。

文章着重阐明有关印迹的条汁
、

灵软度
、

试齐和 仪器的使用局限性
、

样品

的处理和加片诸方面的问题
。

引

酶联印迹法 义称
,

在不到六年的时间里已催本上从一种研究

技术逐渐发展成一种临床检测手段
。

由于大部分研究程序经常变动
,

也经历了一些

重大改进
。

最近有几篇综述文章 等
,

与
,

,‘ ,

与
,

讨论了这类方法的演变与改进
。

最初介绍的 “ 等
,

分为三步 工 用
一

将复杂的生物大

分子或简单的生物大分子混合物分开
。 五 用第二次定向电泳将被分开的分 子 从 凝 胶

转移到硝酸纤维素膜
,

牢固地结合于膜上
,

这一步一般被称为
“印迹 ”

。 不 第一步被

分开
,

第二步 “印迹 ” 到硝酸纤维素膜上的大分子与抗体结合
,

通过酶联免疫吸附测定

而被检测出
。

乍文着重阐述免疫印迹法
“ 的实际应川与方法学方而的问题

。

我们介

绍的蛋白质免疫印迹法已详述于疾病防治附属中心 的一本名为 “ 人类免

疫缺陷性病毒
,

原称
·

皿 抗体的酶联印迹 “ ”
的 手册中

。
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, 日

℃

这一详细方法在疾病防治附属中心及其它地方所进行的许多实验课程已广泛试验过
,

所

编入的大部分内容是近 年来改进的技术
,

我将讨论这一技术钉
一

步的构成及其最佳试

验条件
。

步骤 一
一

在介绍蛋白质印迹技术的应用方面
,

等 报道了用 凝胶与缓

冲系统分析 处理的蛋白质
,

这是当今最通用的
一

系统之一
。

我们选择了一

种改良的
、

不连续的
一

硼酸盐
一

硫酸盐
一

氯化物缓冲 系统 “ 等
, ‘

等
,

等
,

制备梯度凝胶
,

优选这一系统的原因是分辨率高
、

谱带补兮

晰
,

即令用单一 百分比的凝胶替代梯度凝胶时
,

这个缓冲系统也能形成洁晰 狭 窄 的 谱

带
。

而且由于这一缓冲系统极高的
“堆集 ” 效应

,

即使是很稀的

样品也能被浓缩成狭窄的谱带
,

因而只需极其少量的样品 见后面的样品处理及加样部

分
。

我们也试验过其它缓冲液和凝胶系统
,

包括 系统
,

但产生的所有谱带均比

我们选用系统的谱带宽
。

虽然事实上所有被试的
一

系统都能用于印迹法
,

但我们观察到转移率较低

的现象
,

特别是用等电聚焦凝胶时
,

然而其最终结果还是可用的
。

许多 系统的印

迹效率小于
,

不同蛋白质转移的量也不同
。

步骤 卫一印迹

文献中介绍了各种缓冲液与电泳条件
。

最近的一篇综述 等
,

中列举

了一些最常见的条件
。

在这一步我们与 “ 等人 的方法相比有很大的差别
,

法是蛋白印迹最普通的方法
。

表 说明了这两种印迹系统的主要区别
。

谈到印迹系统的条件
,

我认为印迹期间所用的电流量是其最重要的因素
,

尤其是在

高电场强度下
,

对高分子量化合物来说
,

蛋白质从凝胶转移到硝酸纤维素膜的效率显然

较高
。

表 与表 列举的实验数据阐明了这一现象
。

预染的标准分 子量蛋 白 “ ,

从马里兰州 购买
,

这些蛋

白质按以前介绍的方法
“ 等

,

重新配制
、

处理与存放
。

每份 川的预染蛋白用两块相同的 创石凝胶
一

分离后按表 所列条件印迹

分钟
。

从表 所介绍的数据可清楚看出
,

较高的印迹电流确实促进蛋自质分子从凝胶转移到

硝酸纤维素膜上
,

这对分子量大于 万道尔顿的分子 如肌球蛋自 尤为明显
。

同时
,

一般担心的 “过度印迹 ” 卜 和失去一些低分子量蛋白看来尚未发现 见

表 有关价乳球蛋白和溶菌酶的资料
。

刘
‘

中等范围分子 量
‘

一 万道尔顿 的蛋 白

而言
,

低的或高的电流条件均可
。

尚未弄清印迹效率的增加是与高温
、

高电流有关或是二者双兼
。

我们选 用 这 两 种

缓冲液目的在于阐明这样的观点 即令在较低的平均功率 瓦特数 和电压条件下
,

在
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,

表 两种印迹方法的比较特征
一

条件 缓冲液 等 等

缓 冲 液

起 始 电 压

终 止 电 压

起 始 电 流

终万止 电 流

优选控制条件
’

电 泳 时

缓冲液温度

循环冷却
,

一 ℃

转 移 效 率

》 。
,

道尔顿
,

道尔顿

肠

班 ” 廿氨酸

电压

小时

小时

℃一 开始

℃一 终点

。

无甘氨酸

’ 一

血

电流

小时

小时

℃一开始

℃一终点

舀 肠

肠

帕

肠

·
循环冷却刘两个系统都是至关重要的

,

除非不断除去 电流产生的热量
,

否则印迹缓冲液的温度将

随着相继产生的传导率的增加而提高
,

这将引起 电流产热量输出的增加
,

最终可能导致印迹槽的熔

化 为防止这一点
,

我们连接了带继 电器的热敏线路到电源处
,

定最高极限为 ℃
,

达到该温度时
,

继 电器将切断印迹槽的 电流 当温度降到 ℃以下将保证电流输入
。

二 原文如此
,

可能为 。。 之误一译者

表 印迹条件的比较
习

高电流的印迹
时间消耗

。 连 。 肠 ‘

低 电流的印迹

二
,

呱
,

一 △ 二 ℃么
一

‘ 三 ℃么

一一一

一一
一一

一︸
开 始

一压

曰︺口八曰︸自︺划
‘‘恤且

电
八︵匕︺︵沁邓

压月︸一‘流台口一曰

电

自

分钟

。 分钟
。 分钟

平 均

控制方式

·
在印迹期间 两种缓冲液均循环冷却

,

保持在 一 ℃ 原文如此一译者

△ 二 安培 犷 二 伏特 一 瓦特 ℃二 温度

, “ 缓冲液中
,

正是较高的电流产生了较高的印迹效率
。

从表 也可看

出
,

较高的电流确实产生较多的热
。

温度较高究竟是否印迹效率较高的原因是不能肯定

的
,

因为较高的温度是较高的电流引起的
。

在高温条件下
,

聚丙烯酞胺凝胶网格的孔径

可能因热膨胀而变大
,

这木身就可导致凝胶中蛋白质分子易于移动
。
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表 用激光光密度计
。 , 。

巴 丫 孟

。 “ ‘ 测定印迹蛋白带的相对贵
,

蛋 白质 工
分子量

千道尔顿

相 对 量

峰的积分面积

。 峨

‘沽﹄冲一吕今乙门们任肌球蛋 白

磷酸化酶

牛血清蛋

卵清蛋 自
一

糜蛋白酶原

日
·

乳球蛋自

溶菌醉

了

下

了

了

丁

丁

了 了

预染的标准分子量蛋白购自 见正文

由于染料电荷起的作用 预染蛋自质的分子量稍有变化
,

这些数字用先前介绍的方法

等
,

重校

印迹谱带用备有
一 一

月描仪的激光光密度计
。 , ,

一 。

定量测定
,

峰的积分面积 以内标线换算

印迹的条件如表 所定
,

凝胶被印迹 。分钟

无论如何
,

所有印迹均应在高电流但温度又不超过 ℃下迸行
。

我们的
一

样品是在 ℃下处置的
,

所以未必可能在这一较低的温度下进一步引起任何热变 性
。

然

而
,

因为大多数电源未装备热传感器
,

故在高电流印迹时
,

操作者必须格外小心 如 果

让温度升得太猛或太高
,

缓冲液将沸腾
,

一旦缓冲液蒸发而使电极裸露
,

随之而来的是

印迹槽的熔化
,

简直是冒失火之险 因此
,

不主张即使是在低电流与低电压下的印迹过

夜
。

要了解印迹后漂洗与封闭 ”“ 的细节
,

读者可以参阅最近发表的一 篇文章

等
, 。

两缸 刀竺 衬 义
日‘梦 月了、 二目 「习

任何酶联免疫测定的灵敏度和一定程度上的特异性都取决于显色反应
,

或者是抗体

和酶的结合物
。

因为实际观察到的颜色是通过酶促反应使底物转化为产物而形成的
,

最

终能定量的数据取决于全部洗去未结合的酶标抗体后存在的活性酶量
,

因而免疫学活动

过程所产生的颜色信号 〔或灵敏度 能简单地用增加结合于第二抗体上的酶分子数而增

强
。

反过来说
,

如果第二抗体用酶标记得不当则不可避免地灵敏度低
,

结果不好
。

酶结合的第二抗体的克分子比率是一个极重要的因素
。

最理想的是结合物应通过免

疫亲和 “ ‘ 纯化和最大量 舌性酶分子共价交联而又不产生严重的空间障

碍
。

关于结合物的分子构成在 测定‘ 所起作用的讨论已在早先介绍过 等
,

。

市场上有各种浓度和形式的许多结合物出售
。

其中有些产品浓度可能很高
,

以致操

作者能用其高倍数稀释液为试验溶液
。

然而
,

如果 比率很低 或者只有少数
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,

王

指示抗体被标记
,

那么结合物并无最大的灵敏度
,

下述实验说明了这一点
。

粗制抗原用 写凝胶通过
一

分离
,

印迹到硝酸纤维素膜上
。

然后将硝

酸纤维素膜剪成 宽的条子
,

每条有等量的全部病毒抗原
,

再将这些条子以每 条一

组分成 组
,

放到不同的模拟血清或盐水中
,

反应 小时
。

模拟血清用 “ 叭
‘ , ” ,

夕石
一 ,

稀释成 , 。

每

条硝酸纤维素膜均放入相同稀释 度的血清中
,

作用时间相同
。

模拟血清是用含抗

抗体的 标准阳性参考血清 与 标准阴性参考血清 混合配制而成
,

开始时阳性与阴性血清的比为
,

终点是
。

将 个血清 样品与一 个空白盐水

对照进行编号
,

所有以后的试验均随机进行
。

因为血清样品按常规用 作 的稀释
,

最终的稀释相对于阳性标准参考

血清为 到 的范围
,

每组 条硝酸纤维素膜用 稀释样品
。

组硝酸纤维素薄膜条与稀释血清样品温育 小时后
,

漂洗
,

重编成 组
,

每组

条
,

包括原先 条一组中的一个代表
。

然后 个组在 种不同的结合物溶液中再作用

小时
,

每种结合物溶液具有不同的 克分子浓度比
, , , , , 和

。

这些结合物的蛋白浓度相同
,

每毫升 含
。

这 种结合物中浓度较

高的并不改善其灵敏度
,

也不增加阳性抗原谱带的强度
。

然后所有试条与底 物 作 用 显

色
,

其结果如图 所示
。

结合物 克分子浓度比

了 下 口

图 不同 克分子 浓度比 率结 合物灵敏度的比较
, 二

皿

所有硝酸纤维 奈薄脱条剪 自相同薄膜
,

这样它们就含有同等数量
、

质星的 抗原 图中数字表明

和行一张条作用 小时的杭体阳性血清的最终稀释度 详见文 衍步稀释 信
,

最终稀释分别为
一 ,

一 冷 , 二 。
,

与 二 纯净的阴性卫 清
,

汇 ,

一

纯净的阳性血清
,

与 级 , 工 ‘。 , 一 刁 。。
, 一 盐水空

白对照 然后 组条子与 种不同结合物作用 小时
,

这些结合物浓度相 同
,

均为 。。 总蛋 白
。

温育均随机迸行
,

所有子条均显 色 。分钟
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, 工

‘

图 清楚地指出
,

前两种 与 克分子浓度比结合物是低灵敏度的
,

而谱带

的强度和灵敏度与 比率成正比
。

克分子浓度比率愈高
,

检测的局限性就会愈大
。

通过试验我们已测出 , 克分

子浓度比率在
。

与 之间最适宜印迹转移
,

至少对 系统是如此
。

超过 的

比率
,

未检测出灵敏度的增加
。

克分子浓度比为 或更低的结合物不适用于印迹
。

在测定各种结合物克分子浓度比时
,

必须确定所有未结合或游离的 均已除去
。

就我们实验室制备的结合物说
,

通常用终浓度为 饱和度的
‘ ‘ 、 ℃

、

下沉淀所有的结合产物
。

在这条件下
,

仅 与
一

被沉淀而留下游离的 于

上清液
。

然后将沉淀物溶于 与甘油
,

从这一部分测出 的克分子浓度比
。

这一简便方法很适用于大多数结合产物
。

然而
,

含有高度共聚合作 用
一 “

的结合产物 例如 〔
一 一 一

〕
二

在沉淀后 不能再溶
,

对这类结合物
,

分子筛柱层析对分离未被结合的 是最为有效的
。

样品的处理与加样

正 的样品通常用 一 在 了 。一 ,

下处理 分钟
。

我宁可在该

温度而不是在通常的 ℃下处理所有样品
,

因为在高温下可能发生 分子降解
。

如若可

能
,

样品在
” 。

中热处理 分钟
,

加样前再稀释到 最终浓度为
。

含糖蛋

白多的样品应该用 加热
。

在所有情况下
,

不论 实 际使用浓度 如何
,

都必

须保持 的重量至少比蛋白质超过 倍
。

大量加终浓度高于。 的样品 每毫米

凝胶大于 川
,

期间产生的堆集 ““ 效果差
,

因而建议在加样前将样

品稀释至 灿
。

象二硫苏糖醇 和
一

琉基乙醇
一

之类的还原剂不要 与粗 抗原制品共

用
。

用二硫化物还原剂还原复合蛋白质混合物会增加蛋白总的谱带数
。

由二硫键连接多

个亚基构成的禾然大分子经还原后变成复合蛋白
。

当需要还原时
,

我宁愿用 而不用
一 ,

因为 比较安全和易于处置
。

一般用终浓度为 的 来还原二

硫键
。

在 前所有样品的稀释剂中均应保持 的浓度这一点也很重要
。

一般认为在结合物适宜时印迹的灵敏度约每条带为 到
。

根据我们的经验
,

用泞 ‘ 二 , 少 , 几 ‘ , 口 , 二 , 少。 刀 , 。

和 抗原
,

’

需要加样的范围为 一
。

加入较多的 蛋白质 样品仅 仅产生较高

的非特异性反应
,

而并不改善其灵敏度
。

印迹 时
,

我们发现了在 个不同的抗原制

剂中加入 到 的样品
,

对灵敏度与特异性都是最适宜的
。

超过此范围
,

我们发

现了高度非特异性反应
,

特别是 核心蛋白带
。

用牛奶或白明胶封闭也 未能完 全消除

这种非特异性
。

如果可能
,

应测定抗原滴度以决定其最适浓度
。

概 要

虽然在木文中考察了我们的印迹法的几个关键问题
,

然而这一简要的综述仅能作为
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一般的指导
。

文中阐明了在该操作程序中我们优选某些试验条件的缘由
。

另外的条件已

在其它系统中成功地使用
。

纵观许多实验室使用该技术的情况
,

明显看出印迹法是很有

用处的
,

并将随着其它应用的发现而变得更为大众化
。

然而当我们用这一有应用前景的

有力工具时
一 ,

也应该认识到其局限性 使用的结合物不当 则不 发生 反应便是 其一 图
。

正如其它免疫测定法一样
,

印迹法将仍然会有灵敏度与特异性的问题
。

灵敏度的

问题似乎将随着使用更好的结合物和更有效地标记第二抗体而得到改善
。

至于特异性仍

是一个与抗原性质有关的问题
,

封闭非特异性的结合位点仅是 “涂脂抹粉 ” 的作用
,

更

好的解放办法应该是分析与排除非特异性的起因
。

因为多数免疫印迹法是用 使蛋白质变性来完成的
,

所以印迹 法最使人迷惑不解

的一个问题不是它的作用如何尽善尽美而倒是它为何起作用
。

用 来使蛋白质变性一

般认为是较激烈的
、

甚至可能是不可逆的
,

因为 的结合作用很强
,

并且蛋 白质
一

的复合物被认为是无规则卷曲的
。

三级结构和某些二级结构抗原位点的消失在 存在

时是必然发生的
。

另外
,

在印迹薄膜上还有许多 处理过的蛋 白质有免 疫学活性
,

这

必然意味着 用 变性后印迹检测的所有免疫学活性与仅有一级结构 抗原性的位

点有关
,

或者 印迹后足量的 被除去
,

蛋白质在硝酸纤维素膜上重 卷曲使得抗原

性恢复
。

这是两个尚待实验证明的似有道理的解释
。

目前我们还不能肯定
,

当印迹法检

测抗原活性失败
,

它可能只是技术上的失误
。

尽管有这些局限性
,

印迹法仍不愧是确定抗原
一

抗体特异性的强有力工具
。

以 印

迹技术用于日常临床检测为例
,

即使是用较粗的抗原混合物
,

印迹法也能简便而有效地

进行
。

这后面一点可能是本技术最有吸引力的地方
。

作为生化技术的单向与双向聚丙烯酞

胺凝腋电泳系列是分离技术中实现高分辨率方法中均一种
,

与高灵敏度的酶联免疫测定

法相结合构成 法
,

能够并已对免疫化学研究领域作出巨大贡献
。

在含同样抗原并已

经印迹的硝酸纤维素薄膜条上用两种单克隆抗体得出的两组不同谱带
,

比使用其它检测

方法更能说明这两种单克隆抗体特异性的差别
。

随着使用试剂与
一

硝酸纤维素膜印迹条件的进一步改善
,

我相信免疫印

迹法在研究和临床实验上将继续发挥作用
。
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兔细小病毒 原兔出血症病毒 分类鉴定研究

成果在汉通过专家鉴定

兔细小病毒分类鉴定研究成果鉴定会
,

于 年 月 日在武汉举行
。

会议 由中国

科学院武汉分院主持
,

到会专家有全国著名病毒学家
、

中国科学院学部委员高尚荫教

授
,

病毒学家刘年翠教授等八名病毒学界老前辈
,

在对研究报告进行严肃认真审议评价

后
,

专家们一致认为

一 本研究工作对兔细小病毒无锡
一

株进行了比较系统鉴定
,

获得大量实验

数据
,
一

证明该病毒属于细小病毒科 尸。 , 。。汗 ￡。。 的细小病毒属 尸。二口 。 。 尹 。 夕
。

并建议将原用该病毒引起的症状命名的
“

兔出血症病毒
” 。

命名为兔细小病毒
。

二 血清学研究 、明
,

不同地区的兔细小病毒分离物
一 、 、 、

病毒血清学关系丛 书一致
。

三 本研究工作对今后迸一步研究我国各地分离的兔细小病毒的核酸类型和血清

型及与 日本兔细小病毒的关系奠定了基础
,

也为亚单位疫苗的研制进行了必要的准备
。

到会专家一致通过 这项成果在当前兔细小病毒分类鉴定研究中是较系统和全而的
,

对具病毒的性质及归属作了明确的论述
,

寸工作在国内是一项较好的科研成果
。

黄文林 孙松柏
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