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摘要!目的 在 *+,-./01 方法基础上建立更加稳定可靠的基于抗原 2 抗体竞争结合原理的单抗亲和力常数$3456检测方

法! 方法 以抗体对抗原进行竞争结合"通过双抗体夹心法检测在一定抗体浓度竞争下抗原的结合率计算 34 值! 结果

用改良方法在两次不同条件下检测抗 789: 单抗的 34 值分别为#";(!!!%9!"6<=>28 和 ";#&!!%9!"6<=>28" 而使用 *+,-./01
方法在两次不同条件检测抗 789: 单抗的 34 值分别为#’;’?!!%9!%6<=>28 和 !;@!!!%9!%6<=>28!结论 相对于 *+,-./01 方法"

本研究计算出的 34 值更能反映抗原 2 抗体结合的真实情况"而且在不同实验条件下检测结果重现性强!
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亲和力常数%34&是抗原 2 抗体结合反应的平衡

常 数"测 定 34 的 方 法 有 很 多 种 "如 硫 氰 酸 盐 洗 脱

法 ’!()尿素洗脱法 ’"()间接 ^87ZB 法 ’#"@()生物传感 器

法’’(和竞争结合法 ’((等"在这些方法中前面 # 种的检

测结果不够精确"而生物传感器检测法需要购置昂贵

的仪器"而 *+,-./01 等 ’((首先建立的竞争结合法具有

检测精确)简便易行的特点! 本研究对 *+,-./01 的方

法进行改良" 用抗体竞争结合抗原" 用双抗体夹心

^87ZB 法检测抗原的结合率"推算反应平衡时各组分

的浓度计算出亲和力常数值!发现检测结果的精确性

和重现性有所提高!
本实验原理如下#

抗原抗体反应方程式# B-_BG666!" BGB-
反 应 初 始 浓 度# H%6666666666666666,%
反应平衡各组分浓度# H%%!9N& ,%9H%N6666666H%N
其中 H% 是抗原的初始浓度",% 是抗体的初始浓度"N

是抗原的结合律" 以双抗体夹心法 ^87ZB 检测初始

抗 体 和 已 结 合 抗 原 的 抗 体 的 B 值 B% 和 B,"N‘
%B%9B,&2B%"此时#

34‘6H%N2aH%%!9N&%,%9H%N&b6
推导出 34%,%9H%N&‘6N2%!9N& c!5
66666666在实验中固定抗原浓度 H% 值" 改变抗体浓度 ,%
值形成一系列反应系统"测出每个反应系统的 N 值"
以%,%9H%N&为横坐标" N2%!9N&为纵坐标作图"斜率就

是亲和力常数 34!
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鱼明胶)山羊抗鼠 7-C 二抗酶结合物)过氧化脲)
四甲基联苯胺)生物素%已活化&)亲和素购自 Z7C[B
公司$辣根过氧化物酶)吐温 9"% 上海东风试剂公司

进口分装$ 酶联免疫反应 &( 孔板购自丹麦 S.0O 公

司$基因工程重组 789: 抗原%相对分子质量 :%%%&)两

株抗 789: 单抗%(^(9!)(^(9"&购自加拿大 J^Z 公司$
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表 "!!在不同浓度抗体竞争下的抗原结合率!系列 ""
!"#$% &’()’(* +,-+-,.’-( -/ 0* 1-2+3.3) #4 0# ".

)’//3,3(. 1-(13(.,".’-(5!53,’35 %"

机 的 型 号 为 C3//3G.9=,R! S1TU# 电 子 分 析 天 平 为

CBVV1BW 产品#微量进样器为 @XY@WZ8 产品$
"2#!!实验方法

"2#2"!以抗体竞争结合抗原测定亲和力常数实验方法

"2#2"2"!!检测 @1,) 抗原的双抗体夹心法 B1@UD 系统

的制备 将抗 @1,) 单抗 ’B’," 溶解在 +2+&!-./01!碳
酸缓冲液!GY42&"中%终浓度为 "!!:0-/%每孔 "++!!/
将溶液加到 4’ 孔板中 %!!包被过夜% 以含 "[6UD
的 S6U 溶液对板进行封闭%将板干燥后在 %\保存备

用#抗 @1,) 单抗 ’B’,# 的生物素化%以及亲和素与过

氧化物酶的连接按参考文献&(’进行$
"2#2"2#!以 ’B’," 抗体竞争结合 @1,) 抗原测定亲和力

常数 ]@1,) 抗原溶液初始浓度为 #!;:0-/ ^#2&""+,"$O
-./01K% 抗 @1,) 单抗 ’B’," 的初始浓度为 &++O;:0-/
^$’""+,"$O-./01K%向下倍比稀释!表 ""和抗原混合建

立 ) 个反应系统%在 $(O!反应 "OQ#_以每孔 "++O!/
的量将反应液以双孔加入到包被了 ’B’," 单抗的免

疫反应板%$(O!孵育 "OQ 后洗板 & 次# ‘加入 "++O!/
生物素化 ’B’,# 抗体溶液 $(O!反应半小时% 然后加

入 &+O!/ 亲和素 0 过氧化物酶连接物溶液 $(O!反应

半小时%洗板 & 次%加入底物显色 "&O-3; 后加入终止

液% 测定 5%&+ 值计算各个反应溶液的抗原结合率%并

推算亲和力常数$
"2#2"2$OO改变条件重复 "2#2"2# 实 验 测 定 亲 和 力 常 数

将 "2#2"2# 中的抗原初始浓度改成 $2#O;:0-/ ^%""+,"$OO
-./01K% 抗 体 的 初 始 浓 度 从 "+++O ;:0-/ ^(# ""+,"$O
-./01K往下倍比稀释%建立 ) 个反应系统%将生物素

化抗体和亲和素酶结合物浓度调低一半%按照 "2#2"2#
中的步骤a(b检测抗原结合率%并推算亲和力常数$
"2#2#OO以 c93:I=;> 法测定亲和力常数的实验步骤

"2#2#2"OO检测抗 @1,) 抗体原的间接法 B1@UD 系统的

制 备 将 @1,) 抗 原 溶 解 在 +2+&O-./01O碳 酸 缓 冲 液

!GY42&"中%终浓度为 "O!:0-/%以每孔 "++O!/ 的量将

溶液加到 4’ 孔板中 %O!包被过夜% 以含 "[6UD 的

S6U 溶液对板进行封闭% 将板干燥后在 %d保存备

用#
"2#2#2#O以 @1,) 抗原竞争结合 ’B’," 抗体测定亲和力

常数 反应系统中抗 @1,) 单抗 ’B’," 的初始浓度为

#+O;:0-1%@1,) 抗原的初始浓度从 "+++O;:0-/^"#&+"
"+,"$O-./01K往下倍比稀释%形成 ) 个反应系统!表 $"%
在 $(O!反应 "OQ# e以每孔 "++O!/ 将反应液以双孔

加入到包被了 @1,) 抗原的免疫反应板%$(O!孵育 "OQ
后洗板 & 次# f加入 "++O!/ 山羊抗鼠二抗每结合物

溶液 $(O!反应 "OQ%洗板 & 次%加入底物显色 "&O-3;
后加入终止液%测定 5%&+ 值计算各个反应系统的抗原

结合率推算亲和力常数$

"2#2#2$OO改变条件重复 "2#2#2# 实 验 测 定 亲 和 力 常 数

将实验方法 # 中的抗体初始浓度改成 %+O;:0-/ ^#2&"
"+,"$O-./01K%抗原的初始浓度从 $O#++O;:0-/^%++""+,"#OO
-./01K往下倍比稀释%建立反应系统!表 %"%将酶结合

物浓度调低一半%按照 #2#2#2# 中的步骤g(h检测抗

原结合率%并推算亲和力常数$

#OO实验结果

#2"OO以抗体竞争结合抗原测定亲和力常数实验结果

#2"2"O按照 "2#2"2# 反应系列测得的结果^表 "KOOO其中

*+ 是 @1,) 抗原初始浓度%3+ 是 ’B’," 单抗初始浓度 L
单位都是 "+,"$O-./01$ 6 是抗原结合率%6iO^D+,D3K0O
D+L OD+ 和 D3 分别是抗体浓度为 + 和各浓度时的抗原

酶联检测 5%&+ 值$ 对 60!",6"作图求得斜率!亲和力

常数"为 #2’"""+,"#O-./01!!i+24%(&K$

#2"2# 改变实验条件按照 "2#2"2$ 形成反应系列测得的

结果 对 60 !",6" 作图求得斜率 !亲和力常数"为

#2$4""+,"#O-./01!!i+24$%("$ 实验结果与改变实验条

件之前测定的数值十分接近$
#2#OO以抗原竞争结合抗体测定亲和力常数实验结果

#2#2"OO按照 "2#2#2# 反应系列测得的结果 其中 *+ 是

’B’," 单抗初始浓度LO3+ 是 @1,) 抗原初始浓度%单位

都是 "+,"$O-./01$ 6 是抗体结合率%6i ^D+,D3K0OD+%D+

和 D3 分别是间接法 B1@UD 检测初始抗体和已结合

抗原的抗体的 5%&+ 值$
从实验结果显示需要抗原远远过量才能对抗体

形 成 竞 争 抑 制% 可 以 直 接 用 抗 原 初 始 浓 度 3+ 对 60
!",6"作图求得斜率!亲和力常数"为 &2&(""+,"+O-./01
!!i+24$’$K$
#2#2#OO改变条件按照 "2#2#2$ 形成反应系列测得的结

果 直接用抗原初始浓度 3+ 对 60!",6"作图求得斜率!亲

和力常数"% 得出 jF 值为 "2%"""+,"+O-./01!!i+24#)&K$
实验结果比抗原 0 抗体浓度未提高时降低了近 % 倍$
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以抗体结合抗原方法检测比抗原结合抗体方法

测出的亲和力常数要高 # 个数量级! 原因分析如下"
抗体是 $ 型结构!具有两个抗原结合位点!当一个位

点被抗原封闭后另一个位点仍然可以结合到固相的

抗原上!只有抗体的两个抗原结合位点都被封闭才能

阻止抗体被间接法 %&’() 测出! 而抗体结合第二个

抗原是比结合第一个抗原困难的!这造成了需要大大

超量的抗原才能通过间接法 %&’() 检测到一定的抗

体结合率!根据公式 *+,-./012#34.$5测出的 *+ 值也

因为抗原大大超量而远低于实际情况%
而本研究以抗体竞争结合抗原!液相单抗和固相

单抗竞争结合抗原的同一个位点!通过双抗体夹心法

%&’() 测出的抗原结合率!反映的是真实的抗原 6 抗

体反应平衡情况!计算出的抗体亲和力常数更加接近

真实的情况%
以抗原竞争结合抗体的方法7只有抗原初始浓度

远大于抗体初始浓度是才能形成抗体的结合率!在计

算结果时只考虑抗原初始浓度和抗体结合率的关系"
*+12,.6#38.&% 当抗体初始浓度变化时抗原初始浓度

’12&必须随着变化!才能够维持相同的抗体结合率!这

就导致了测出的 *+ 值随着条件的变化而变化%
而使用抗体结合抗原的方法!反应系统中抗原初

始浓度与抗体初始浓度相差不大!计算结果时考虑的

是游离抗体浓度 #12892.& 与抗原结合率的关系"*+
#12892.&,".6#38.&!条件变化时抗原初始浓度(抗体初

始浓度和抗原结合率形成联动关系!在相同的抗原结

合率下游离抗体浓度相同!所以不同检测检测条件下

测得的 *+ 结果具有良好的重现性)
随着抗体人源化技术的发展和基因工程抗体的

出现!越来越多的单克隆抗体被开发成药物应用于临

床!亲和力常数是单抗作为药物的重要质控指标* 本

研究对 :;1<=>?@ 方法进行改良后!保留了原方法需要

设备简单+易于开展的优点!而且结果的稳定性和重

现性得到了提高!是很适合在单克隆抗体药品生产企

业使用的检测方法%
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对于白内障手术是否联合取硅油目前尚有争议!

文 献 报 告 单 纯 硅 油 取 出 术 后 视 网 膜 脱 离 复 发 率 为

3RCNf!且白内障术中联合硅油取出可造成视网膜脱

离复发率提高,J!R-* 近年许多文献报道了白内障摘除

联合硅油取出!包括囊外摘除和超声乳化摘除术* 但

我们因考虑到大部分玻璃体切除硅油填充患者都经

过 Fg! 次手术!有的甚至经过 N 次以上的手术才视网

膜复位!而且往往这类病人的另眼视力也差!甚至是

独眼!所以我们只是对术中出现硅油大量溢出或少部

分视网膜条件较好或大量硅油乳化(角膜变性的病人

行白内障术中联合取硅油OA而对单纯硅油并发性白内

障而并未出现其他并发症患者采取较慎重的态度*
综上所述!对于玻璃体切除硅油填充术后并发性白内

障进行手术!无论是晶体囊外摘除术还是超声乳化摘

除术联合人工晶体植入或联合硅油取出术!都能不同

程度提高患者的视力!改善患者生活质量* 晶体超声

乳化具有更安全(稳定的优点!是目前首选的手术方

式!熟练(轻巧的手术操作也是手术成功的关键*
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