
中国农业大学学报
,

异戊烯基腺嘿岭核昔 的间接酶联
免疫吸附测定法

段留生① 田晓莉 白 裕 吴 情 何钟佩
作物化学控制研究室

摘 要 以
一

为免疫抗原制备了兔抗血清
,

与其它 类似物的交叉反应率均低于 写
,

抗体
一

抗

原亲和常数为 又
· 一 ’。 利用此抗体与生物素

一

亲和素标记 系统建立了 的间接酶联免

疫吸附测定法
,

检测线性范围为
· 一 ‘ · 一 ’ ,

板内误差 铸
,

板间

误差 〔下
,

样品平均回收率为
。

经平行试验
、

稀释试验以及对棉花根系伤流液
、

侧根组织和叶

片中 含量的测定
,

表明所建立的 及样品提取方法是可靠的
。
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异戊烯基腺嚓吟核昔 是一种重要的细胞分裂素
,

其免疫学测定方法较多用放射

免疫法
‘ , ’〕进行

。

等〔 〕
、

等
‘〕、 等 〕分别报道了 的酶联免

收稿 日期
一 一
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疫测定法
,

等困制备得到了 的单克隆抗体
,

并用于 竞争性荧光酶联免疫

分析
一 ,

检测限达
。

国内目前 已建立了玉米素核昔组
·

〕、二氢玉米

素核昔组 〔 〕的 方法
,

的 测定方法则未见报道
。

生物素
一

亲

和素系统 具有高度亲和性和专一性
,

用于免疫学测定可以提高检测的灵敏度和稳定

性
,

用于 的
一

测定尚未见报道
。

本文报道了以
一

牛血清白蛋白 为免疫抗原制备兔抗血清
,

以
一

鸡卵

清白蛋白 为包被抗原
,

利用生物素
一

亲和素标记系统代替了酶标二抗的间接酶联免疫吸附

测定方法
。

材料与方法

主要试剂

异戊烯基腺嚓吟核昔
、

异戊烯基腺嚓吟
、

二氢玉米素
、

二氢玉米素核

昔
、

玉米素
、

玉米素核昔
、

牛血清白蛋白 均购 自 公司 激动素
、 一

节氨基腺嚓吟
一 、

鸡卵清白蛋白 均购自上海生物化学研究所 生物素

标记的羊抗兔抗体与亲和素标记的辣根过氧化物酶购 自中国军事医学科学院 其余试剂均

为分析纯试剂
。

免疫抗原和包被抗原制备

参照徐如涓等川的方法
。

免疫抗原以 为载体
,

包被抗原以 为载体
,

与
,

的质量比均为
。

对合成抗原用岛津
一

紫外分光光度计进行紫外扫描

鉴定
,

光程
。

抗血清制备

选用 月龄
,

体重 左右的雄性新西兰大白兔进行免疫
。

免疫程序如下 初免采用背

部皮内多点注射
,

隔 进行一次
, 一

用量分别为
,

和
,

分别

加等体积完全福氏佐剂充分乳化
。

加强免疫采用
一

静脉注射
,

同时用
一

进行肌肉注射
,

均加等体积不完全福氏佐剂乳化
。

加强免疫 后耳缘静脉

采血
,

用间接 法验血
。

验血合格后
,

心脏穿刺取血
,

静置收集血清
,

用
‘

沉淀 次
,

对磷酸缓冲液 充分透析后
,

加一倍甘油于一 ℃下保存
。

抗体亲和常数的测定

配制系列浓度 标准溶液
,

与一定稀释度的抗血清等体积混合
,

室温下温育
,

加

入到
一

包被过的酶标板内 拜 孔 一
‘

后甩干
,

洗涤 次
,

加生物素
一

羊

抗兔 溶液 拼
·

孔
一 ’ ,

℃下温育 洗涤 次
,

甩干
,

再加亲和素
一

辣根过氧化

物酶溶液 拜
·

孔
一 ‘ ,

下温育 洗涤 次
,

加底物显色 终止比色
。

计算方法参见张

军等
‘〕。

操作步骤和标准曲线制作

①包被 包被抗原用
· 一 ‘碳酸盐缓冲液 按一定比例稀释后

,

每孔加

拌 ,

保湿过夜
。

②竞争 用
· 一 ‘ 含 和

一

的磷酸盐缓冲液
,
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洗板 次
,

甩干
。

每孔加入用 含
一 ,

明胶的磷酸盐缓冲液 稀释

的系列标准溶液或待测样品 拜 ,

再加入用 稀释的抗血清
,

混匀后 ℃温育
。

③洗板 次
,

加入 稀释的生物素
一

羊抗兔 每孔 拌 ,

℃温育
。

④洗板 次
,

加入 稀释的亲和素
一

辣根过氧化物酶 每孔 拜 ,

℃温育
。

⑤显色 洗板 次
,

每孔加入 拌 底物溶液 的
· 一 ’

柠檬酸缓冲液
,

含邻苯二胺
· 一 ‘ , ,

室温下显色
。

⑥终止 用
· 一 ’
硫酸溶液 每孔 拼

。

⑦比色 在酶标仪上读取波长 处的 值
。

⑧换算和制作标准曲线 以标准溶液浓度的对数 为横坐标
,

以
, , 、 , 。 、 , ‘ , , , 二 , 。 、一 、斗一

二 、

一
, 」、 , , ,

气力 。。少 一 了一一一万下万 一 王产一 一石 刀轶竺怀
,

做怀催曰玫玖玫性 曰 归
。

上 —
丈 孟

—
工

为测定样品比色值
, 。

为 。孔比色值
,

为相应的 浓度

交叉反应值测定

以 类似物代替 作标准曲线
,

求出
。

为 时标准物浓度
,

则交叉反应值

计算如下

交叉反应值

样品提取方法

。

为 时 浓度
。

为 。 时 类似物浓度

取新鲜植物样品 于液氮中速冻
,

用 甲醇 含
· 一 ‘二叔丁基对 甲苯

酚 匀浆
,

℃提取
,

离心 残渣用 甲醇再重复提取 次
。

次共用

提取液
,

合并上清液
,

氮气吹干
,

用 溶解定容
,

即为样品粗提液
,

直接或经必要

的纯化后用于 测定
。

质量控制试验

稀释试验 将同一份样品按
, , ,

倍稀释
,

分析测定结果的倍性关系
。

回收率试验 把一定量的 标样加入植物样品
,

并与样品同步提取
,

按测定结果计算

回收率
。

结果与讨论

抗原合成的检测

如图 所示
,

合成的免疫抗原
一

和包被抗原
一

的紫外吸收图谱具有

和相应蛋白质图谱的加合形状
,

表明交联是成功的
。

经计算
,

和 的交联比是
,

一

般认为交联比在 之间均可产生免疫反应
。

抗血清稀释度曲线

分别免疫 只兔子
,

所得到抗血清的稀释度曲线类似
,

最高稀释度达 以上
,

工作

稀释度为 一
,

表明免疫效果良好
。
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划

﹃自

玛口

逃
一

山 二 , 、 」 二
, , , 合斗韬之十卜︸甘占一,曰一

占月
一,曰﹂一,曰一

,曰乃‘

孟

图

孟

一

和
一

的紫外扫描 图谱

抗原
一

抗体亲和常数

以一 为因变量
,

以 为自变量
,

进行线性回归
,

得方程为 一
‘一

、只目一、孟舟一、上任

、一二山

一人︸

一一一

咱、闰‘一切。一

护
,

一 一
,

相关达极

显著水平
。

计算得抗血清和抗

原的亲和常数为
·

一 ’ ,

与文献报道值相 比这是

较 低 的
,

可 能 原 因 是
一

复合物中 和 间

缺乏长的间隔
,

也可能是免疫

剂量过大而致
。

这可能会导致

检测灵敏度的下降
,

本实验中

通过适当提高抗体稀释度和适

当延长竞争等步骤的平衡时间

来解决
。

标准曲线

用系列浓度的 制作的

标准 曲线如 图
,

一 ￡

一
,

二

图 标准曲线

。

与 存在显著的直线相关关系
,

相关系数达一 以上
。

检测的线性范围为
· 一 。

抗血清与 类似物的交叉反应

表 列出了所制备抗血清和一些 类似物的交叉反应值
,

除与 交叉反应值为
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外
,

其余均很低
,

与文献报道值相 比也是较低的
,

表明抗血清对 识别的专一性较高
。

表 抗血清和一些 类似物的交叉反应

化合物 抑制浓度 ’
一 ’

交叉反应值 文献 报道值

一

质 控制试验

板间和板内的重复性 本实验选用天津有机塑料试验厂生产的 孔酶标板
,

进行

板间和板内重复性试验
。

同一样品在同一块板上不同孔间变异为
,

低于文

献报道值 写 板间变异小于
,

也小于文献报道值
,

表明重复性较好
。

板间和板内差异

很大程度上与酶标板的质量和操作者加样的准确度和重复性有关
。

通过试验选择优质的酶

标板和样品测定前熟练操作方法是很必要的
。

稀释试验 用棉叶粗提液稀释
, , ,

倍后
,

测得 浓度分别为 士
,

士
,

士
,

士
· 一 ’ ,

倍性符合度在 以上
,

表明测定结

果专一可靠
。

回收率试验 未添加 的棉叶样品检测值为 士 ’
一 ’ ,

样品中分
别添加

, , · 一 ’ ,

检测值分别为 士
,

士
,

士
· 一 ’ ,

添加回收率分别为
,

和
,

平均达到 以上
,

表明样品提取方法和测定结果是可信的
。

植物样品的 含 测定

应用所建立的
一

方法测定了棉花根系伤流
、

侧根组织
、

叶片等样品中的

含量
,

结果如表
。

表 棉株样品中的 含量

样品名称 蕾期
一

集中结铃期
一

结铃后期
一

侧根组织 ’
一 ’

根系伤流
· 一 ’

功能叶片
· 一 ’

一 为未测定
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有报道认为
,

是根系向地上部运输的细胞分裂素的重要形式 〕,

从本测定结果来

看
,

随棉株生育进程
,

侧根组织中 下降
,

表明根系合成或运输转化能力下降
。

根系伤流

中 在集中结铃期最高
,

表明根系运输 的能力最高
,

而叶片中 含量与根系伤流

中 呈正相关
。

本实验结果为 作为根冠间运输的 形式提供了证据
。
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