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一
������且糖蛋白

放免分析
几

测定盒
�

的研制
‘

韩世泉 周 棱 刘一兵
�中����原 子能科学研究院

，
北京 ���杜��

�

粼票翼翼戴豁似翼纂添尝爵摆携溉翌黑�馨髻犷韶
洲咖

·
����

，

与人际��
、

白蛋白和 ��� 交叉反

衅别小子 。
�

���
，
�

、

��� �写和 �� ��� 过�
。

并采府

双抗加 �它。 的方法制备了 ���放免分析测定盒
，

对人血清和尿中阳�进行测定
。

测定范围 ��一 �

叻咖���川
，

批内及批 间变异 系数分别为 ��
·

�一 �
·

��肠�� 二 ��和 ��� �一 �� 幻��� 一 ��
，

回收率

���
·

卜 ���� 助乐正常人血清 下�� 为����
�

�士��������。 ���一 ���
，

�� 小时尿��
�排泄量为 。�� �

一
愕

一

甲呱 丈�一���
关键词 介 。 � 一

��������糖蛋白
，

放免测定盒
，

肾功能
。

一
、

前
、 ‘

口

�细�
一
��������糖蛋白�����是肾脏髓拌开支厚壁段与远曲小管分泌的一种蛋白质

，
���。

年由�
“ �� 和 �������发现并从尿中提纯 〔卜 ’ 〕 ，

���是肾脏特异性蛋白
，
体内的���主要来源

于肾脏
。 几

���对髓拌开支厚壁段和远曲小管的离子主动起转运功能
，

维持肾髓质的修透压梯

度起重要作用
�划习

。

正常时尿中 ��� 排出较为恒定
，

但当肾脏受到各种原因损害时尿中��
�

的排出可发生显著变化
，

如范可尼综合症和镐中毒人尿��
� 的排出量可增加叫

，

二铬酸钾中

毒和肾移植排异反应引起的急性肾小管损伤
·

尿中的 ���排出可暂时隆增高阁
。

慢性肾小球

肾炎
、

肾病综合症
、

慢性肾孟肾炎
、

狼疮性肾炎和糖尿病肾病以及尿毒症病人尿中���的排出

址
一

明显低于正常人同
。 ‘ �

我们采用自己提出的 ��� 免疫家兔
，

制备了 ���抗体
，

并以此制备了 �
即 放免分析测

定盒
，

对人血清和尿中 ��� 进行测定
。

二
、

材料和制备方法

���材 料 �����
��、 �一

���， 人血清白蛋白为������
��� 产品 �

���
，

浙江黄岩生化试剂厂

中国原子能科学研究院青年科学基金项目
。



产品 �人 ���
、

险
一
�� 为本实验室提纯

。

人 ���
、

白蛋白和 陇
一

�� 放免测定盒均为中国原子能科

学研究院生产
。

������ 的提纯 ①盐析川 �

取正常人尿
，

加固体 ��� 使之最终浓 度达到 �
�

�� �����进

行第
一

次沉淀
。

然后将沉淀用蒸馏水溶解
，

加入 �
�

������ 的 ����溶液
，

最终浓度为 �
�

��

� 。 ���
，

这样再重复沉淀二次
，

最后沉淀用水溶解
，

得到 ���粗品
。

②柱层析 �

�������� �
一
���

处理 后装柱 ��
�

� �� � �� �� �
，
�

�

��� �������� 磷酸缓冲液 �含 �
�

��� �� ����平衡
。

�� ，。 ��������粗品用 �� 、��一。� ���解聚后上柱
，

部分收集器收集
，
����� 收集一管

，
每管

·

��飞飞�
。

������纯度鉴定 采用放免分析的方法测定提纯后 ��� 中 陇
一��

、

白蛋白和 ��� 含量
。

�们抗血清的制备 采用背部皮内多点注射免疫方法
，

首次剂量为 ��� 件��只
，

使用完全

佐剂
，

以后每月加强免疫 一次
，

剂量减半
，

使用不完全佐剂
。

经过 �次加强免疫注射
，

获得了

较高滴度抗体
。

动物经颈动脉放血
，

分离血清
，

分装后一�� �存放
。

‘ ���� 的标记 抓胺 � 方法标记
，

使用 �������� �
一
��� 柱层析分离

，
所得标记物稀释

分装
， 」 �存放

，

分析时直接使用
。

���标准���配制 将 ��� 用 ��� 解聚
，

用 �
�

��明胶
，
�

�

�������磷酸缓冲液����
�

��配

制成 ��
，
���

，
���

，
���

，
����

，
� ��������六个标准品

，
� �存放备用

。

���非特异 �����的配制 �
�

�������磷酸缓冲液
，

含 �
�

�����
，
�

�

�� ����

和 �� 的兔

����
‘

�青
。

���测定盒的组成 由 �个标准品
、
���

、
���抗体

、 ‘’ ��
一
���

、

第二抗体
、

高浓度缓冲液和

尸�� 组成
。

除 ��� 抗体和第二抗体外
，

其它均为液体
。

��� 操作方法 试剂配制及加样步骤按说明书 仁�口操作
。

尿样用蒸馏水按 � �

�� 倍稀释
，

血
�

清样品不需稀释
。

加标准品或样品 ���时
，

标记物 ���川
，

抗体 ��� 川
。

加样后摇匀置 �� �

温育 ��
，

取出后加二抗摇匀
，

室温放置 �����
，

加 ��� 摇匀
，
�����

·

���
一 ‘
离心 �����

，

弃

��清
，

测沉淀放射性计数
。

��� ���� 标 准 品稳 定性侧 定 在 紫外分光光 度计 上 测 定提 纯 的 ��� 含量
，

用

。
�

肠������磷酸缓冲液 �内含 。
�

�����
，
�

�

�����
��稀释成 ��一 ���� ����� 的 �个标准

，

然

��亏分装冻干
。

以冻干品为标准
，

测定在 � �和 �� �条件下用明胶等配制的液 体样品的稳定

性
‘

呼次测定前冻干标准品用水复原体积
。

二了 冷士 上旦

—
、 二目 �卜

������ 纯度鉴定 采用放免分析的方法测定提纯后 ��� 中 氏
一

��
、

白蛋白 和 ���
，

实验

结果说明提纯后的 ��� 几乎不含有这三种蛋白
。

���抗体的性能 抗体工作液滴度 � ，
�� ��� 至 � ，

�� 的�， 亲和常数为 �� �� � ��
‘ 。
卜

���� ’ ，

与人 队��
，

白蛋白和 ��� 的交叉反应分别小于 �
�

���
，
�� ��� �� 和 �

�

�����
。

。��反应时����的选择 分别选择 一��二�。
，
����。

，
��

，
��

，
��

，
�卜和 ��温育

，

观察 �。 ，、 �。和

姚 的结合率变化�结果如图 �所示�
。

反应到 ��
，

各点的结合率基本上达到平衡
。

������标准抑制曲线 以标准品 ��� 。 。
�的 �����值为纵坐标

，

以标准品浓度的对数为横

气
「

碘

�
�

一一
�������������



坐标作图�即得���标准抑制曲线�见凰 ��‘ 根据样品的可�。
肠�

�
���值

，
可以从曲线上查得

徉品的乍�� �粉度
，

或通过曲线回归
，

计算出样品值
。

尿样应乘以稀释倍数
。

图 �为 �次标准

曲线的平均值
·
矶一钾吕

�

�士�����
，�一一 �� ��� ��

，
�一�

�

���， �一一 �
�

��� 、
�

时间�� 标准品侬度����功厂
‘

图 � 结合率随 ��� 反应时间的变化 图 � ��� ���
一
��郎�标准曲线

�动方法学监定 本侧定盒的灵敏度小于 �� �����，回收率���
�

�一���
·

��� 批内及批间

变异系数分别为��
·

�一�� ��写��一�� 和��
�

�一�
�

�����一��
，
���一 ��

，

�士�
�

卯写
。

���尿样稀释试验 将高 �
�� 含量以及低 ��� 含 量的两个尿样分别以

��
·

价 井。 和 卜 �。 倍稀释 �注意用蒸镭水稀释�
，

分别测定稀释后样品中

�
，
� 盆 ��

��
� 的含 量

，

以观察稀释对测定值的影响
。

结果是高

日
。

��� 含量尿样稀释倍数少时
，

其测定结果偏低�见表

表 � 尿样不同稀释倍数的测定结果

尿样稀释�音数 �� �� �� �忿 斗� � �
��

样
�
测裕 �社�。 从

·
�卜’

样 竹�� 含晴����
·
�「‘

样
�

测得墩���
·

��
一

�

丰下
。 ���含缺加�

·
��

一 ’

���� ��� ��� ��� 一

�
�

� �
�

」 �
�

� �� � 一

���� ���� ��� 才�� ���

��
�

� �� � ��
�

� ��
�

� ��
�

�

〔�� 标记物
、

一抗
、

二抗稳定性试验 将液体状态标记物
、

一抗和二抗 分别放入 �
」

�和

努么 共放置 �周
，

除标记物 ��℃放置 分周后略有下降外
，

其它均未见明显变化
。 二

�提拼弱易



� 般浓度为 ���
�

��� 和 �����������左右�
，

分别放段 ��和 �� �条件下
，

每 周测定一次
，
第

天再吸复测定 一次
。

共进行了 �周的实验
。

随着放置时间的延续
，

结某显示
� � 标准品略有

卜降
�

�标准品略有
��

卜升
。

而 � 和 � 标准品上升较多
，

�� �下特别明显
。

最 后我们取 � 和 �

解聚程度的中值
，

用来配制标准品
。

�� �正常值 测定 �� 例正常人血清 ��� 值为����
�

�士��
�

�� �������士���
，
测定 �例

�卜
’

常人 �� 小时尿排泄负为 ��
�

�至 ��
�

���
。

表 � 明胶与 ��人配制标准稳定性比较

���泛数数 � � � � �� ����

���
�

�片片 飞��� ��
�

� �】
�

� ��
�

� ��
�

� �� ���

明明��交交 含�代�
��

· �川
一 ’’ ���

�

� ���
�

� ���
�

� ���
�

� ���
�

���

�������
’’

��
�

� ��
�

� ��
�

� ��
�

� ��
�

���

含含含城�
。 �

·
����� ���

�

刁 牛��
�

� �刁�
�

� ���
�

� 刁��
�

���

���州州 �〔〔 ��
�

� �门
�

� ��
�

� ��
�

� ��
�

峨峨

���玉���� 含肚�
�公

· �川
’’ ���

�

�， 」��
�

� �了�
�

� ��凡 � ���
�

���

�������吃
���

��
�

� ��
�

� �」
�

� ��
�

� ��
�

���

念念念城��，�
·

��
一 ’’ ���

，

� �吕」
�

� 客��
�

� ���
�

� ���
�

���

四
、

讨 论

��� 舔个分子中含 有 �� 个半耽氨酸残基
，

在溶液中分子之间极容易聚集
。 〔�� 〕 ，

���，，

��创 及白蛋自等都会增加 �日� 的粘度
，

从而引起凝聚形成聚合的 ��� ，

尤其当 ���含量高

时更为明显
，

这样可造成放免分析中 ��� 升高
，

而标准品下降的情况
。

我们采用 ��� 解聚的

方法
，

件瓶标记物中加入适量的 ���
，

用来抑制标记物的聚合
，

从而降低了 ���
。

但对于标准

粼
�而 言

，

采用 ��� 抑制的方法不能大奏效
，

本文通过试验
，

选择明胶作为标准品的保护蛋白
，

少沁古介以一定程度解聚的 ��� 配制 ���标准品
，

使之配制的标准品液态下 ��
‘

�放置 �周
，

其

测定仍无显著变化
。

文献��习介绍尿中大部分 ��� 是聚合状态的
，

用水 大于 �� 倍稀释可使尿中 ��� 基本解

聚
，

这徉测定的结果更接近真实值
。

在我们实验中证明
，

使 用蒸馏水稀释尿样最好
，

其它如生

理盐水
，

缓冲液
，

甚至有些去离子水的效果都不理想
。

特别对于 ��� 含量较高的尿样
，

使用缓

冲液稀释测定的结果比使用蒸馏水稀释测定的结果要低 �一 �倍以上
。
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