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应用 ����� 法分析 ��� 单克隆

抗 体 的 反 应

王新伟 滕伟丽

�黑龙江省农业科学院马铃薯研究所 克山 �������

� 前 言

��� 是世界性分布的植物病毒
，

它在

大多数马铃薯生产国家中产生极大的经济损

失
�

目前
，

在捷克共和国有大量的马铃薯样

品通过常规的 ��巧� 对包括 ��� 在内的

各类病毒进行检测
�

其中
，

利用单克隆抗体

������ 作为新的免疫试剂避免了许多非

特异性反应
，

并大大地提高了灵敏度
，

这为

生产高度专化
、

不受约束并有实用价位的抗

体提供了可能性
�

本文报道的是捷克共和国 �� � �����。 。

等利用单克隆抗体对 ��� 的反应结果
�

� 材料与方法

试验者通过杂交瘤技术从腹水抗体中共

获得 �株稳定分泌 ��� 特异性抗血清的杂

交瘤株系
，

从而得到相应的抗血清 ����

����
�

���一 ���
，
���

，
��� 和 ����

，

��������� ���一����以及 ����� ����

���一 ����
�

并 在 试 验 中 应 用 了 三 种

����� 法
�

间接 ����� 双抗体夹心 法 �����一

������� 在兔子对 ��� 产生的多克隆抗体

�浓度为 �“ ���一�中加人 ����碳酸盐缓

冲液
，

调至 �� 为 �
�

�
，

��℃ 下孵育 �小

时
，

用 该 液 包 被 微 量 滴 定 板 小 孔

����拜�� 小 孔 �
，

再 用 ����
�

���

����� �� 稀释液洗 �次
�

加样并放于 �℃

下过夜
，

和上述一样冲洗 �遍后
，

将分离的

���� ��料�����加到板孔上
，

并于 ��℃

下孵育 �小时
，

洗涤后
，

加人 ������ 稀释

的 猪 抗 鼠 碱 性 磷 酸 脂 酶 的 结 合 物

�����一���
，

��℃ 下孵育 �小时
，

底物

用对硝基苯酚磷酸盐来检测
�

����� 双抗体夹心����一������� 该

法根据 ����� ������ 的方法得到的
�

滴定

板 孔 用 ���� ��拼�� ��� 或 ����

��户����� 包被
，

用植物汁液孵育过夜后

洗涤
，

由 ���� 束缚的抗原通过兔子的多克

隆碱性磷酸脂酶的结合物 �����一��� 检

验
，

由 ����束缚的抗原通过单克隆磷性

磷酸脂酶 ����一��� 检验
，

每种结合物

的稀释液浓度为 ������
�

���厂����� 用 ������月�� ���

包被滴板
，

��℃下孵育 �小时
，

样品中加人

稀释液 ���一����
，
�℃ 下孵育过夜

，

加

人 �����一�� �稀释度为 �����和 ��

�����
，

并在 ��℃下保持 �小时
�

����一����� 小 孔 首 先 由 浓 度 为

�料����和 �拜����的 ����包被
，

样品

加到板孔后在 �℃下孵育过夜
，

之后加稀释
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度为 ������的多克隆抗体酶标
，

在 ��℃

下孵育 �小时
�

间接 ������ 首先由纯化的病毒 ����

和 ���拌�� ��� 包 被 滴 板
，

然 后 用

�” ����的 ����作为一抗
，

最后用稀释

度为 ������的 ����一��作二抗
�

在各种 ����� 法 中都应用 了浓度为

������的对硝基苯酚磷酸盐作底物
，

并

在 �� 分钟后于 ��� 毫微米下测定光密度

值
�

以辛酸纯化得到的 ���一��� 作为包衣和酶

标抗体时其光密度值最高
，

大于 ����
�

由

此 看 出
，

腹水抗 体的纯 化 方 法影 响着

����� 反应的灵敏度
�

在表 �中
，
��� 的

多抗血清与 �种单克隆抗体都反应
，

有完全

封闭作用
，

这说明
，
��� 多抗的抗原组分

中包括 �种单抗的特异抗原组分
，

而且反应

中���一��� 和 ���一��� 最灵敏
�

表 � 单抗在 ���厂�����
、

����一

����� 中的反应

� 结 果 ���一����� ���厂�����

���� ������ ����� ��召�������拌�����

��� 十十十� 月日�十 � 十

十 �

����

十十十 十��十，‘�
���丹���‘�，‘，�

由表 �可以看出
，

辛酸纯化得到免疫球

表 � 利用 ���一����� 比较由辛酸

和硫酸按分离得到纯化 ���一���

单抗的反应值

��飞︸飞︸‘��单抗〔作为包被�的来源
单抗�作为 ��结合物�来源

—
辛 酸 硫酸按

��十 十 十

辛 酸

硫酸按

� �
�

�� �
�

��士�
�

��

表 � 单抗在 ���一���� 中的反应
�

�

��土�
�

�� �
�

��土�
�

��

��������
�����包被�

表 � 各种单抗在 ����一�����

中的反应

��� ��� ��� ��� ��� ���

单 抗
单抗浓度

��召����� ��召�����
对照液

��� 」斗� �十� �
�

��� � � �

��� � ��� �

��� 十 十冲十 �

��� � 月刊咔 �

��� 十十十 月日咔 �

注 � ���
，

����� �
�

�� �
�

��� ��
，
����� �

�

��

一�� �
，
������

，

一 �
�

�
，

�
�

����� � �一� 对照液�无

毒液

蛋白的光密度值大于硫酸钱分离得到相同浓

度的免疫球蛋白光密度值的二倍
�

而且同时

从表 �看出
，

在 ����一����� 中
，

以

多克隆抗体作酶标抗体时
，

各种单抗束缚病

毒能力不同
�

从 ���厂����� 中看出
，

相

同 免 疫 球 蛋 白 亚 类 的 单 克 隆 抗 体

����一���
，
���

，

���和 ����表现不同的

反应值
，

这些结果区分了单克隆抗体和多克

隆抗体
�

在 ����一����� 中又可看出
，

当
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单克隆抗体 ���一��� 和 ���一���用于包

被抗体
，

多克隆抗体作为酶标抗体时
，

获得

较高灵敏度
，

而它们的位置颠倒时效果下

降
，

该结果与 ���� 等 ���� 年做过的大豆花
�

叶病毒时得到的结果相似
，

即病毒性多抗血

清的专化病毒束缚剂干扰相同病毒的单克隆

抗体束缚剂
�

表 �中
，

当 ���一���单抗作包衣
，

同

时用它作为酶标抗体时反应值最高
，

另外
，

当 ���一��� 作酶标抗体时
，

用 ���一���

和 ���一 ��� 作包衣 也可得到较理想 的结

果
。

另外
，

用 �种单抗分别与被 ��� 侵染

的马铃薯不同品种反应
，
����� 检测结果

表明
，
���一���与所有 ��� 侵染的样品

都反应
，

于是它被选择为检测 ��� 的特征

工具
�

� 结 论

各个单克隆抗体������随着 ����� 类

型 的不 同反应结果 不 同
，
���一 ��� 在

���厂����� 中作为酶标抗休时有较高的

亲和力
，

而在 ����������� 中作为包衣抗

体时反应微弱
，

在 ���一����� 中作包衣

与所有单克隆酶标都不发生反应
。

所以
，

应

用 ����� 反应时
，

准确选择单抗作为包衣

和结合物是与多抗或单抗结合的一条重要原

则
�

���一����� 中获得最高反应值的是

同时以 ���一��� 作为包衣抗体和酶标抗体

时获得的
，

而且
，

单抗中的 ���一���或

���一���
，
���一���用于包衣

，
���一���

用作酶标抗体比其它单抗用于包衣和酶标抗

体有较高的灵敏度
�

这说明
，
���一��� 不

仅是最好粘附 ��� 毒源的包衣抗体
，

而且

也 是 ��� 最 好 的 酶 标 抗 体
�

所 以
，

���一��� 对 ��� 具有严种特异性
，

用它

测受 ��� 侵染的汁液相当有效
，

如果用它

与另一类单抗配合使用可能鉴别诊断 ���

的新型株系
，

于是利用 ���一��� 单抗对马

铃薯 ��� 抗病品种的选育
，

无病毒种薯的

生产及进 口种苗的检测都是相当有用的试

剂
。

����� 技术的发展趋势主要表现在完

善和改进已有的测定方法
，

发展新的测定方

法
，

使测定结果更灵敏
、

准确
，

使用范围更

广泛
�

所以我们在今后的检测工作中
，

要多

渠道探索国内外最新 ����� 检测方法
，

开

展对新型免疫试剂如高选择性单克隆抗体的

研究
，

尤其利用基因工程
，

蛋白质工程开发

出超高效免疫试剂
。


