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同源与异源分析对 EL ISA检测灵敏度和特异性的影响
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摘　要 :以获得的抗 2甲 4氯抗体及其包被抗原为研究对象 ,比较了同源和异源分析的灵敏度和特

异性 ,并试图进一步揭示抗体的识别机制。结果表明 :异源分析 ,特别是半抗原结构异源可大幅度

提高检测灵敏度 ;同源分析和异源分析对于类似化合物的特异性无明显差异。
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Effect of Hom ologous A ssay and Heterologous A ssay on the
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Abstract: The detec tive sensitiv ity and spec ific ity of hom ologous assay w ere com pared w ith

he tero logous assay on M CPA. A nd the recogn ition m echan ism of an tibody w as d isc ribed. The resu lt

show ed tha t he te ro logous assay, espec ia lly he tero logy in struc tu re of hap ten w ould large ly im p rove the

sensitiv ity of EL ISA assay. A nd the re w as no eff ic iency d iffe rence in spec if ic ity fo r the analogo us

com pound.
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　　同源分析 ( hom o logous assay )是指用同一种

半抗原制备的人工抗原与相应的抗体进行免疫分

析。异源分析 ( he te ro logous assay )是指用同一种

分析物的不同半抗原所得的抗体分别与不同半抗

原所制备的包被抗原或标记抗原进行的免疫分

析。异源分析可从半抗原分子的结构、间隔臂或

活性基团的引入位点、间隔臂的长度和结构等方

面考虑。在免疫化学分析中 ,同源分析的报道较

多 ,异源分析的报道较少 ,国外则以 H amm ock
[ 1～4 ]

在异源分析方面研究得较多。而有关抗体识别机

制方面的问题 ,涉及得就更少了 [ 5, 6 ]。识别机制的

认识与研究 ,对于半抗原的选择与设计、免疫分析

方法的建立及交叉反应的避免与解释都有理论

指导作用和现实意义。笔者以 2甲 4氯为例 ,对
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同源分析、异源分析进行了研究 ,并对识别机制问

题作了初步探讨。

1　材料与方法

1. 1　材料与仪器

1. 1. 1　实验材料 　抗 2甲 4氯抗体 (M 2A b、M C 2
A b、M B 2A b) ,包被抗原 (M 2OVA、M C 2OVA、M B 2
OVA、2, 42D 2OVA ) ,其中 M、M C、M B 分别代表

2甲 4氯 (M C PA )、62( 22甲基 242氯苯氧乙酰 )氨基

己酸、42( 22甲基 242氯苯氧乙酰 )氨基丁酸 , M 2A b、

M C 2A b、M B 2A b分别为用 M 2B SA、M C 2B SA、M B 2
B SA免疫兔子获得的抗体 , B SA为牛血清蛋白 ,

OVA为卵清蛋白。

M C PA ( 99% , 1 )、2, 42D ( 99% , 2 )、2, 42D 丁
酯 ( 2, 42D bu ty la te, 99% , 3 )、2甲 4氯乙酯 (M C PA

e thy la te, 99% , 4 )、2 甲 4 氯丁酸甲酯 (M PCB

m ethy la te, 99% , 5 )、2甲 4氯丁酸乙酯 (M PCB

e thy la te, 97% , 6 ) ,均为国家标准品公司产品。其

结构式分别为 :

　　酶标二抗 (山羊抗兔 IgG 2HR P,上海华美生物

工程公司 ) ; 磷酸盐缓冲液 ( PB S ) ( 0. 01m o l /L

pH 7. 4 )、碳酸盐缓冲液 ( 0. 05 m o l /L , pH 9. 6 )、

洗涤液 ( PB ST ) ( 0. 01m o l /L , pH 7. 4, PB S 20. 05%

吐温 220 )、封闭液 (含质量分数为 2%牛奶的 PB S

溶液 )、底物溶液 ( 0. 05 m o l /L柠檬酸 2磷酸氢二钠
溶液 , pH 5. 5 )、底物 (邻苯二胺 )、终止液 ( 2 m o l /L

硫酸溶液 )。
1. 1. 2　主要仪器设备 　酶标仪 ( B IO 2RAD 550

型 ) ,自动酶标洗板机 (D EM 2Ⅲ型 ,北京拓普分析

仪器有限责任公司 ) ,移液枪。
1. 2　实验方法

1. 2. 1　工作浓度的确定 　用方阵试验法选择各
组抗原抗体 (包括同源和异源 )的最适工作浓

度 [ 7 ]。用 0. 05 m o l /L、pH 9. 6的碳酸盐缓冲液将

包被抗原稀释成不同浓度后包被在酶标板上 ,每

一种包被浓度设置不同的抗体浓度 ,然后按间接
非竞争性 EL ISA法 [ 7 ]的步骤操作。酶标仪读取各

孔 OD 490值。当 OD 490值为 1. 0左右时 ,抗原抗体用
量较少的抗原抗体的浓度即为它们的工作浓度。

1. 2. 2　标准曲线的建立 　在各组选择好的工作
浓度下 ,按间接竟争性 EL ISA法操作 [ 7 ]。再根据

抑制率与农药浓度的半对数作图 ,分别得到同源
分析和异源分析 2甲 4氯的标准曲线 ,并求得抑制
中浓度 ( IC50 )和检测限 ( IC10 )。

1. 2. 3　抗体特异性测定 　采用间接竞争性
EL ISA法测定 [ 7 ]。求出农药与其他类似化合物的

定量检测用标准曲线和抑制中浓度 ( IC50 ) ,并用式
( 1 )计算类似物对农药的交叉反应率 ( CR )。交叉

反应率越低 ,反应的特异性越强。

CR ( % ) =
抑制率为 50%的农药浓度
抑制率为 50%的类似化合物浓度

×100 ( 1 )

2　结果与分析

2. 1　2甲 4氯同源、异源分析的工作浓度及检测

灵敏度

　　从表 1中可以看出 ,同一包被抗原 ,不同抗体

进行分析时的 IC50值及检测限差异不大 ,说明抗体

的间隔臂差异对检测灵敏度影响不大 ;不同包被

抗原 ,相同抗体进行分析时 ,以 2, 42D 2OVA为包

被抗原时的 IC50值最低 , 分别比以 M 2OVA、

M C 2OVA和 M B 2OVA为包被抗原低 3倍、30倍和

25倍以上 ,这表明半抗原结构异源可大幅度提高

检测灵敏度 ;半抗原间的间隔臂差异对检测灵敏

度有一定影响 ,间隔臂短有利于分析灵敏度的提

高。这可能是由于抗体对 M C 2OVA 或 M B 2OVA

的强亲和力降低了 2甲 4氯与相应抗体的结合 ,降

低了 2甲 4氯在竞争过程中的竞争能力 ,从而降低

了检测灵敏度。
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Tab le 1　The IC50 and lim it of de tec tion of M C PA w ith hom o logous and he te ro logous assay

H om ologous

o r

he te ro logous

Coating

an tigens
A n tibod ies

W ork ing

concentra tion /m g·L - 1

Coating an tigens A ntibodies

IC50 /m g·L - 1 The lim it of de tection

IC10 /m g·L - 1

H om ologous M 2OVA M 2A b 1100 2100 1. 08 0. 05

A rm hetero logous M 2OVA M C 2A b 2100 8100 1. 20 0. 07

M 2OVA M B 2A b 2100 8100 1. 50 0. 06

H om ologous M C 2OVA M C 2A b 0. 50 0. 50 14. 45 0. 12

A rm hetero logous M C 2OVA M 2A b 0. 25 0. 25 9. 44 0. 09

M C 2OVA M B 2A b 0. 50 0. 50 10. 60 0. 07

H om ologous M B 2OVA M B 2A b 0. 50 0. 50 7. 94 0. 04

A rm hetero logous M B 2OVA M 2A b 0. 50 0. 25 7. 24 0. 02

M B 2OVA M C 2A b 0. 50 1100 21. 40 0. 03

S truc tu re he te ro logous 2, 42D 2OVA M 2A b 0. 50 0. 50 0. 30 0. 01

2, 42D 2OVA M C 2A b 1100 2100 0. 41 0. 02

2, 42D 2OVA M B 2A b 1100 2100 0. 64 0. 01

〗

2. 2　抗体的特异性比较

　　从亲和性试验结果可知 ,针对同一包被抗原 ,

属 M 2A b亲和性最强 , M C 2A b与 M B 2A b差异不

大。因此本文仅对 M 2A b和 M B 2A b的特异性 (抗

体的特异性通常用 CR表示 )作了比较 ,结果见

表 2。

Tab le 2　The sp ec if ic ity of an tibod ies of M C PA

A nalogous com pound

M CPA 2, 42D 2, 42D
buty la te

M CPA 2
ethyla te

M C PB 2
m ethylate

M CPB 2
e thy la te

H om ologous assay M 2OVA /M 2A b IC50 /m g·L - 1 1. 08 31. 60 2. 73 0. 76 1. 19 1. 32

CR ( % ) 　 　 100. 0 3. 4 39. 6 142. 1 99. 1 81. 8

M B 2OVA /M B 2A b IC50 /m g·L - 1 7. 94 123. 0 8. 85 1. 30 3. 32 3. 75

CR ( % ) 　 　 100. 0 6. 5 89. 7 610. 8 239. 2 211. 7

H etero logous

assay

M B 2OVA /M 2A b IC50 /m g·L - 1 7. 24 30. 20 9. 50 0. 78 1. 39 1. 35

CR ( % ) 　 　 100. 0 24. 0 76. 2 933. 0 520. 9 536. 3

M 2OVA /M B 2A b IC50 /m g·L - 1 1. 50 5. 53 0. 86 0. 46 0. 91 0. 53

CR ( % ) 　 　 100. 0 27. 1 174. 4 329. 7 164. 8 285. 7

2, 42D 2OVA /M 2A b IC50 /m g·L - 1 0. 30 5. 83 2. 50 0. 13 0. 32 0. 20

CR ( % ) 　 　 100. 0 5. 1 12. 0 230. 8 93. 8 147. 1

2, 42D 2OVA /M B 2A b IC50 /m g·L - 1 0. 64 3. 61 1. 16 0. 24 0. 48 0. 40

CR ( % ) 　 　 100. 0 17. 7 55. 2 266. 7 133. 3 160. 0

　　从表 2结果可以看出 , 无论是同源还是异源
分析 ,各种类似化合物的交叉反应情况为 : 2甲 4

氯乙酯 > 2甲 4氯丁酸乙酯 > 2甲 4氯丁酸甲酯 >

2, 42D丁酯 > 2, 42D;而前三者的交叉反应率都超
出 100% ,即 IC50值 较 2甲 4氯低 , 可见 ,它们与
抗体的亲和力都比 2甲 4氯的强 ,可能是因为它们
的间隔臂较长 ,从而有利于抗原决定簇与抗体的
结合。2, 42D丁酯和 2, 42D的交叉反应率相对低

一些 ,这是因为抗体对抗原决定簇中某些基团
( 2C l)的识别。另一方面 ,对于同一种类似化合

物 ,看不出同源分析和异源分析在交叉反应上的

区别。

3　讨论

在报道的免疫化学分析中 ,以同源分析为主 ,
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但从一些文献中可知 ,虽然异源分析可能会增

加抗原抗体的工作浓度 ,但分析灵敏度往往可

以提高几倍、几十倍 , 甚至几百倍。 1984 年 ,

H amm ock
[ 1 ]研究了异源分析 (包被抗原和免疫抗

原间隔臂长度和引入位点的异源性 )对杀虫剂苯

甲酰苯基脲 ( benzoy lp heny lu rea )检测灵敏度和特

异性的影响 ,结果表明异源分析能提高检测灵敏

度 ,而且间隔臂引入位点的异源分析要比改变臂

长度的异源分析灵敏得多。1992年 ,他对莠去津

的异源分析 (间隔臂长度和引入位点的异源 )进行

了研究 ,也得出了相同的结论 [ 2 ]。2003年 ,他研究

了间隔臂的异源对有机磷农药倍硫磷免疫分析灵

敏度的影响 ,指出间隔臂的异源分析通常是用来

消除抗体对间隔臂部分的识别 ,因为抗体对间隔

臂的强亲和力会降低其与目标化合物的结合 ,从

而降低检测灵敏度 ;包被抗原间隔臂长度的异源

对灵敏度没有明显的影响 ,而半抗原结构的差异

(仅将 2H 2改为 2CH3 2)可大大提高 EL ISA分析灵敏

度 [ 3 ]。

作者以 2甲 4氯为研究对象 ,分别比较了它们

的同源分析和异源分析的灵敏度和特异性。结果

表明 ,异源分析特别是半抗原结构异源可大幅度

提高检测灵敏度 (以 2, 42D 2OVA为包被抗原时的

IC50值和检测限最低 ,分别比以 M 2OVA、M C 2OVA

和 M B 2OVA 为包被抗原时高出 3倍、30倍和

25倍以上 )。这与 H amm ock等 [ 2 ] (研究了酶标半

抗原的异源性对三嗪类除草剂的灵敏度的影响 ,

指出半抗原结构的异源对灵敏度的影响很大 ,仅

一个甲基的差异就能使检测灵敏度提高 8倍 )和

G erdes等 [ 4 ] (研究了 2, 42D 的置换免疫分析 ,以

M C PA 2B SA代替 2, 42D 2B SA作为包被抗原进行

分析 ,使灵敏度提高了 1 000倍 ,检测限由原来的

100μg /L降为 0. 1μg /L。)的结论相符。而对于

间隔臂异源分析 ,适当降低包被抗原与抗体的亲

和力 (即减少包被抗原的间隔臂长度 ) ,有利于提

高检测灵敏度。由此可见 ,并不是抗原抗体反应

的亲和力越强 ,灵敏度就越高 ,而是农药与包被抗

原在竞争反应中的竞争能力起关键作用。要阐明

这一现象的机理 ,尚有待更深入的实验研究。

从特异性实验结果可知 ,无论是同源还是异

源分析 ,各种类似化合物的交叉反应情况为 : 2甲

4氯乙酯 > 2甲 4氯丁酸乙酯 > 2甲 4氯丁酸甲酯

> 2, 42D丁酯 > 2, 42D ,说明抗体对 C l原子基团

和 2O CH2 CH2 有较强的识别 , 关于这个理论 ,

D unba r
[ 5 ]、G ood row s

[ 6 ]等对三嗪类除草剂的研究

中均提到过 ;类似化合物碳链的增加 ,亦可加强抗

体对化合物的识别 ,从而降低抗体的特异性。
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