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摘要  建立了检测促卵泡素( FSH) 抗体的间接ELISA 方法 ,用该法检测由FSH- BSA 免疫BaLb/ c 小鼠所分离的5 份待检血清 ,结果均为阳
性。通过反复试验 ,确立间接ELISA 检测FSH抗体的最佳反应条件 ,即酶标二抗工作浓度为1∶1 200 ,抗原包被浓度10μg/ mL,待测血清
最佳稀释度为1∶500 ,封闭液为1 .0 %的脱脂奶粉 ,同时设置抗原阻断试验对结果进行验证。
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Establishment of the Detection of the Antibody against Follicular-sti mulating Hor mone withthe Indirect ELISA
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Abstract  Ani ndirect enzyme-linked i mmunosorbent assay( ELISA) was standardized to detect the anti body against follicular-sti mulating hormone( FSH) .
Bei ng tested withthe indirect ELISA, 5 serumsamples which were acquired by the FSH- BSA i mmunized BaLb/ cmouses were all positive .The opti mum
work concentration of the indirect ELISA was established .Polystyrene micro- titer plates were coated by the purified FSHat theconcentration of 10μg/ ml .
The worki ng concentration of serumsamples was 1∶500 and the sheep-against- mice IgGlabeled by HRP was 1∶1200 .The confining liquid was 1 .0 % de-
fatted mil k powder .Antigen-blockage test was designed to check the results .
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  促卵泡素( FSH) 是由垂体前叶促性腺激素细胞的内质网

上生成的一种糖蛋白激素[ 1] ,它与人类及其他哺乳动物的生

殖生育功能密切相关[ 2] , 哺乳动物体内FSH 含量不足同样会

引起生殖能力下降, 严重者引起不孕不育。FSH 在人类及哺

乳动物体内如此重要的生理作用决定了体液FSH 含量检测

的重要意义。目前国内对 FSH 的定量检测多采用放射免疫

法[ 3] ,该法灵敏度高, 但存在着放射性核素污染 , 对标准物、

标记物、抗体的质量要求比较高 ,操作较复杂 ,试剂保存期短

等不足, 极大限制了放射免疫在临床及基层的大规模应用。

酶联免疫吸附试验( ELISA) 是继免疫荧光技术和放射免疫之

后发展起来的一种免疫酶技术, 具有操作相对简单、试剂来

源广泛、无核素污染等特点, 具有较好的应用前景[ 4] 。该试

验的目的就是利用 ELISA 的理论基础, 建立一种间接ELISA

法检测FSH 抗体的方法,使其检测方法简便化、实用化 ,为基

层医学研究工作提供了一定的理论依据。

1  材料与方法

1 .1 试验材料

1 .1 .1 促卵泡素及阳性、阴性血清。促卵泡素购自中科院

动物研究所 ;促卵泡素抗体阳性血清由本实验室保存; 阴性

血清分离自健康BaLb/ c 小鼠。

1 .1 .2 酶标羊抗小鼠IgG 及小鼠IgG。购自北京鼎国生物

技术公司,酶标二抗建议工作浓度为1∶1 000。

1 .1 .3  免疫抗原的制备[ 5] 。称取 FSH 和牛血清白蛋白

( BSA) 各6 .0 mg , 分别溶解于1 .5、0 .6 ml 的0 .1 mol/ L 的 MES

液中, 将两者混匀 , 加入10 mg/ ml 的 EDC 溶液0 .6 ml , 混匀 ,

室温作用3 h , 低温冻干 ,4 ℃保存。

1 .1 .4 工作用液。包被液:pH 值9 .6 的碳酸盐缓冲液 ,用于

包被抗原的稀释; 稀释液: 含1 .0 % BSA 的PBST 液,用于血清

及酶标二抗的稀释 ;封闭液:PBST ;洗涤液:PBST。 �
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1 .2 试验方法

1 .2 .1  酶标二抗工作浓度的选择。用10μg/ ml 的小鼠IgG

进行包被, 将酶标二抗用稀释液作1∶400、1∶600、1∶800、1∶

1 000、1∶1 200、1∶1 400、1∶1 600 稀释后分别加入已包被的孔

中,保温,洗涤。加底物显色, 加酸终止反应后,450 nm 波长

处读取吸光度值( OD) 。取 OD 值最接近1 .0 时的稀释度作

为酶标二抗的工作浓度。

1 .2 .2 血清最适工作浓度的选择。在20 μg/ ml 包被抗原和

酶标二抗工作浓度的条件下, 将阴、阳性血清分别作1∶50、1∶

100、1∶250、1∶500、1∶1000、1∶2 000 稀释 ,进行ELISA 检测, 记录

结果,取阳性血清与阴性血清 OD 值之比> 2 的最高稀释度

作为待检血清的最佳工作浓度。

1 .2 .3  最佳包被条件及封闭条件的选择。包被抗原稀释至

20、10、5 和1 μg/ ml 。封闭液分别用0 .1 % 、0 .5 %、1 .0 % 的脱

脂奶粉,5 .0 %、10 %的小牛血清,1 .0 %的明胶,同时设置不封

闭条件作为对照。

1 .2 .4 间接ELISA 操作程序[ 6] 。

1 .2 .4 .1 抗原包被。用包被液将抗原作适当稀释, 加入酶

标板中 ,100μl / 孔,37 ℃作用1 h ,4 ℃过夜。

1 .2 .4 .2 洗涤。倾去孔内反应液, 在吸水纸上拍干。每孔加

满洗涤液,轻轻摇动,3min/ 次, 共3 次。每次都需要拍干。

1 .2 .4 .3 封闭。将反应板的孔内加入封闭液,100 μl / 孔,37

℃作用1 h , 重复洗涤过程。

1 .2 .4 .4 加待检血清样品。用稀释液将待检血清做适当稀

释, 每孔加100μl ,每份样品加2 孔, 另设阴性血清及空白对

照各2 孔,加盖,置37 ℃湿盒反应0 .5 h ,重复洗涤程序。

1 .2 .4 .5 加入 HRP 酶标记的羊抗小鼠IgG。用稀释液将酶

标二抗做适当稀释, 除空白对照外每孔加100μl , 置37 ℃湿

盒内反应0 .5 h ,重复洗涤程序。

1 .2 .4 .6  加入底物。每孔加入新配制的底物( OPD- H2O2)

溶液100μl ,37 ℃避光作用20 min。

1 .2 .4 .7  终止反应。每孔加入2 mol/ L H2SO4 溶液50 μl ,5

min 内在450 nm处测定 OD 值。
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1 .2 .4 .8 记录结果。取每个样品的2 孔平均值,计算出被检

血清( P) 与阴性血清( N) 的比值( P/ N) 。P/ N > 2 , 且被检血

清的 A 值> 0 .2 者, 判为阳性样品。

1 .2 .5 中和阻断试验。在待检血清中加入等体积的5μg/ ml

包被抗原 ,室温作用30 min。操作过程同于间接ELISA 操作

程序。记录结果,并与1 .2 .4 .8 的相应结果进行对比,若相应

吸光度值降低证明待检血清中有抗体与FSH 抗原作用 ,可以

对结果进行验证。

1 .2 .6  被检血清的制备。取8～12 周龄 BaLb/ c 小鼠5 只 ,

用生理盐水将FSH- BSA 配成1 mg/ ml , 与等体积的福氏完全

佐剂混匀后背部皮下多点注射作为初次免疫 ,0 .2 ml/ 只。间

隔2 周后 ,取等量抗原与等体积的福氏不完全佐剂混匀, 同

样途径作追加免疫。追加免疫后第7 天 ,眼眶静脉丛采血,4

℃分离血清,作为待检血清。

2  结果与分析

2 .1  酶标二抗工作浓度的选择  结果表明( 图1) , 其中1∶

1 200稀释酶标二抗的 OD 值最接近1 .0 ,因此选择1∶1 200 作

为酶标二抗的工作浓度。

图1 不同稀释度酶标二抗吸光度值

2 .2  待检血清工作浓度的选择  结果显示( 图2) :50、100、

250、500 倍稀释的血清 P/ N > 2 ,因此选择1∶500 作为待检血

清的工作浓度。

图2 不同稀释度阴性、阳性血清吸光度值

2 .3  最佳包被条件及封闭条件的选择 选择不同物质的不

同浓度作为包被液 ,以1∶500 稀释的阴性血清作为对照 ,通过

比较阴性本底的高低确定最佳包被抗原浓度,应用封闭液及

其最佳工作浓度。

试验结果显示( 表1) , 明胶几乎没有封闭效果 ,小牛血清

有一定的封闭效果。脱脂奶粉效果比较好, 且1 .0 %脱脂奶

粉阴性本底最低, 因此选择1 .0 % 脱脂奶粉作为封闭液。包

被抗原在20、10、5μg/ ml 封闭效果相当, 为了节约抗原, 初步

选择10、5μg/ ml 作为包被抗原的工作浓度。

  表1 不同物质不同浓度包被液的 OD 值

封闭 浓度
包被抗原∥μg/ ml

20 10 5 1

脱脂奶粉 0 .1 % 0 .027 0 .029 0 .029 0 .035

0 .5 % 0 .026 0 .026 0 .026 0 .032

1 .0 % 0 .023 0 .025 0 .023 0 .031

未封闭 0 .046 0 .045 0 .049 0 .053

小牛血清 5 % 0 .037 0 .038 0 .040 0 .041

10 % 0 .035 0 .035 0 .034 0 .035

未封闭 0 .045 0 .043 0 .048 0 .046

明胶 1 % 0 .044 0 .043 0 .045 0 .043

未封闭 0 .046 0 .045 0 .047 0 .044

2 .4 待检血清的间接 ELISA 检测  结果表明( 表2) , 与5

μg/ ml 的包被抗原相比, 包被抗原浓度为10 μg/ mL 时 , 所测

血样的吸光度值均较高 ,而且阴性本底也比较低。5 个待检

血样的 P/ N 均大于2 ,且被检血样的 OD 值均大于0 .2 , 因此

判断为阳性血清。阻断试验吸光度值明显降低进一步验证

了待检血样为阳性血清,抗体含量与吸光度值成正相关。

  表2 待检血清的间接ELISA 检测结果

待检血样 包被抗原浓度∥μg/ ml OD450nm P/ N 阻断值

1 10 0 .536 4 .68 0 .261

5 0 .439 3 .40 0 .148

2 10 0 .555 4 .84 0 .237

5 0 .459 3 .57 0 .156

3 10 0 .562 4 .91 0 .275

5 0 .448 3 .48 0 .175

4 10 0 .531 4 .63 0 .224

5 0 .421 3 .26 0 .154

5 10 0 .518 4 .51 0 .240

5 0 .398 3 .07 0 .142

 注 :阴性对照 OD 值 , 当包被抗原浓度10 μg/ ml 时为0 .128 ,5 μg/ ml 时

为0 .141 ;空白对照为0 .017。

3  结论与讨论

(1) FSH 是一种垂体促性腺激素 ,有极强的生物学活性 ,

进入机体后发挥生理作用而使抗原性降低, 该试验通过碳化

二亚铵( EDC) 偶联法将FSH 与BSA 结合,在保持其抗原性不

变的同时极大降低生理学作用 , 使FSH 的免疫原性增强, 促

进抗体的产生。

( 2) 间接ELISA 需要经过多步过程才能得到最终结果。

虽然敏感性很高, 但包被液的浓度、作用时间 ,洗涤液的选择

及作用时间, 酶标二抗的质量, 血清的稀释倍数,酶标板的质

量等都会对结果产生一定的影响, 因此 ,在检测前一定要进

行严格筛选,确保试验结果尽可能客观。

(3) 该试验通过筛选 , 确定最佳酶标二抗的工作浓度为

1∶1 200 ,待检血清的稀释倍数为1∶500 , 封闭液为1 .0 % 的脱

脂奶粉, 包被抗原的工作浓度为10μg/ ml 。在此条件下检测

被检血清的结果均为阳性。同时设置抗原阻断试验, 对结果

进行验证,进一步保证了检测结果的准确性。

( 4) 不同浓度BSA 封闭液的试验结果表明, 封闭效果比

较理想。由于该试验的完全抗原为FSH- BSA ,BSA 的使用会

( 下转第4226 页)
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当花完全开放直径达最大( 花后10～15 d) 时, 花瓣中可溶性

蛋白质含量相对趋于稳定; 当花瓣衰老时, 其可溶性蛋白质

的含量再次下降。在整个花期, 处理组花瓣中可溶性蛋白质

的含量均高于对照组,其中以10 mg/ L 处理最为明显。

图3 SA对菊花唐宇金秋花期花瓣中可溶性蛋白质含量的影响

2.4 SA 对菊花花期花瓣中 MDA 含量的影响  由图4 可

知, 花瓣中MDA 含量随着花的开放进程而逐渐增加。MDA

既是细胞膜脂过氧化产物,又可强烈地与细胞内各种成分发

生反应, 使多种酶和膜系统遭受严重损伤[ 14] 。因此 ,MDA 含

量的升高是菊花花瓣走向衰老的标志之一。SA 处理有助于

降低花瓣中MDA 的含量, 从而可以延缓其衰老 , 延长花期 ,

其中以10 mg/ L 处理效果最为理想。

图4 SA 对菊花唐宇金秋花期花瓣中MDA 含量的影响

2 .5 SA 对菊花花期花瓣相对电导率的影响  花瓣细胞膜

透性也是花瓣细胞衰老的主要指标之一,细胞浸出液的相对

电导率可以敏感反映花瓣细胞的整个衰老过程。由图5 可

见,菊花经SA 处理以后, 相对电导率有不同程度的下降, 说

明SA 对细胞膜起一定的保护作用。

2 .6  SA 对菊花花期和株型的影响  菊花施用SA 后, 花期

有不同程度的延长 ,其中以10 mg/ L 处理效果较佳,与对照相

比提前2 d 开花,延迟衰败4 d ,整个花期相对延长了6 d。经

各浓度SA 处理后, 菊花均表现出植株矮化, 株型紧凑, 叶片

明显变绿等形态变化。

图5 SA 对菊花唐宇金秋花期花瓣中相对电导率的影响

3  讨论

在自然情况下, 随着菊花的开放 ,花瓣代谢活动迅速增

加, 盛开时达到最大值。此后, 花瓣开始走向衰老, 花瓣中

O2
- 产生速率迅速升高, 细胞的可溶性蛋白质含量和SOD 活

力在盛花期后随着衰老而迅速下降 ,致使花瓣中 O2
- 大量积

累, 导致细胞的生物大分子物质氧化降解, 细胞膜脂过氧化

使MDA 含量增加, 因此菊花衰老加速。

该研究结果表明, 以SA 处理菊花唐宇金秋可增强花瓣

中SOD 的活力,对花瓣中产生的 O2
- 起有效的清除作用。SA

通过抑制乙烯的生物合成而阻止呼吸等代谢活动 ,从而明显

地降低花瓣中 O2
- 产生速率和 MDA 含量, 保护了花瓣细胞

膜结构的完整性, 因而对延缓花瓣的衰老起到积极的作用。
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降低试验的特异性 ,但 BSA 本身为一种不错的封闭剂 , 希望

能够为相关试验提供一定参考。
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