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双位酶免疫法测定 ΝΤ23χ∆ΝΑΠΧΗΟ细胞上清中 ρΝΤ23含量 3
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摘要  目的 定量测定 ×2 ⁄ Π≤ 细胞培养上清中基因重组 ×2 的含量 ∀方法 利用 ×2 的 建立了

双位 ∞ 法 ∀结果 该法检测限为 Π 批内差的变异系数为 ∗ ν 批间差变异系数为

∗ ν ∀ 株阳性细胞培养上清中有高水平的目的产物 ∀结论 该 ∞ 法简单准确 用该法成功筛选

到一最高表达基因重组 ×2 的单克隆细胞株 ∀
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  神经营养蛋白2 ∏ 2 简称 ×2 是神

经营养因子家族成员之一 ∀ ×2 能促进中枢及外周神

经系统多种神经元的生存与发育≈ ∀由于天然 ×2 含

量少 不能通过纯化获得其天然产物 为此我们利用基

因重组技术 建立了能高水平表达基因重组 ×2 的中

国仓鼠卵巢 ≤ 细胞系 为了定量筛选阳性细胞株

利用 ×2 的单克隆抗体 • 建立了双位酶免疫分析

法 2 ∏ ∞ 测定了四株阳

性细胞的表达水平 得到了最高表达目的蛋白的细胞

株 也为测定其它生物样品中 ×2 的含量提供了方

法 ∀

1  实验材料与仪器

×2 ⁄ Π≤ 细胞株 自建 基因重组大鼠 ×2

标准品 ≤ 细胞表达 日本 × 博士赠

× ≤ ∏ 公司 ×2 单克隆抗体 •

日本 × 博士赠 × ≤ ∏

公司 邻苯二胺 °⁄ 市售 羊抗鼠2 ° 二抗 华美

生物工程公司产品 酶联仪 第四军医大学 ∀

2  实验方法

2 .1  建立双位 ∞ 工作曲线  用 碳酸钠缓冲液

稀释 • 使浓度为 Λ Π 孔酶联板每

孔中加入 Λ 该溶液包被 ε 孵育过夜 用 ° ≥洗板

次 加入含 脱脂奶粉的 ° ≥ 进行封闭 室温放置

° ≥洗板 次 用 ° ≥ 脱脂奶粉稀释 ×2 标

准品 使成系列浓度为 Π Π Π

Π Π Π Π 酶联板每孔中

分别加入 Λ 样品 ε 孵化 ° ≥ 洗板 次 加入

用 ° ≥ 稀释的 Λ Π 的 • 室温孵化过夜 ° ≥ 洗
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涤 次 加入用 ° ≥ 按 Β 稀释的羊抗鼠2 °

Λ 室温孵化 洗涤后加入 Λ 含邻苯二胺的反

应底物 酶联仪上测定吸收度值 检测波长为 ∀

2 .2  制备样品  用脂质体法将含大鼠 ×2 ⁄ 的表

达质粒和空载体分别转染 ≤ 细胞后 经抗生素加压

培养 得到了四株 ×2 ⁄ Π≤ 阳性单克隆细胞

及 ∂ 及一株空载体Π≤ 单克隆细胞 ∂ 另文

述 ∀将这五株细胞同代扩增后 每瓶按 ≅ 细胞数

接种 待细胞生长融合后 更换为 无血清培养基

正常 ≤ 细胞按同法培养 ∀等细胞培养 及 后

收集培养上清 去离子水充分透析后 再用去离子水稀

释至原体积的 倍为样品待测 ∀

2 .3  测定样品  方法同工作曲线 上述样品更换 ×2

标准 空载体Π≤ 细胞培养上清为阴性对照 ∀

3  结  果

3 .1  双位 ∞ 方法测定 ×2 工作曲线  本方法中

×2 标准品的浓度在 ∗ Π 的范围内 经 次

重复测定结果表明 ×2 的浓度与吸收度值呈良好的

线性关系 线性方程 Α Χ2 ρ

Π ∀基因重组 ×2 的检测限为 Π ∀

本文对所建立的双位 ∞ 法进行了方法回收率测

定 正常 ≤ 无血清培养上清充分透析后 加入 ×2

标准品 使浓度为 及 Π 每个浓度

测 次 结果平均绝对回收率为 说明本文建

立的 ∞ 方法测定结果准确 ∀

本文对所建立的 ∞ 检测系统进行了精确性评

估 测定了 个不同的 ×2 浓度 结果本法批内差的变

异系数为 ∗ ν 批间差变异系数为

∗ ν 说明本法的测定是非常可靠的

见表 ∀

表 1  ∞ 法测定 ×2 的批内批间差 ξ ? σ ν

样  品 ×2 含量Π # 变异系数

批内差     ?    

?

?

?

批间差 ?

?

?

?

3 .2  ×2 ⁄ Π≤ 细胞上清中 ×2 的浓度  本文

用所建双位 ∞ 法 测定了 株 ×2 ⁄ Π≤ 单克

隆细胞及一株阴性对照 ≤ 细胞培养上清中基因重

组 ×2 的水平 各细胞培养上清均稀释 倍 测定

结果表明阴性对照 ≤ 细胞培养上清中未检测到 ×2

阳性细胞培养上清中都有较高水平的 ×2 而 号

阳性细胞培养上清中 ×2 的含量最高 故选择 号阳

性细胞株为工程细胞株 大量扩增备用 见表 ∀

表 2  不同细胞株上清中 ×2 的含量 Π

细胞克隆 ×2 含量

∏

4  讨  论

4 .1  在建立能表达基因重组外源蛋白的细胞系时 往

往得到多个单克隆细胞株 因此有必要建立适当的方

法筛选到最高表达水平目的蛋白的细胞株 经常利用

生物功能的方法筛选 但该法需建立细胞或动物模型

比较麻烦 本文建立的双位 ∞ 法测定细胞培养上清

中 ×2 的含量 方便快速 灵敏度高 不需要纯化即可

直接测定目的蛋白含量 可快速筛选到最高表达水平

的细胞株 ∀

4 .2≤ 细胞分泌基因重组 ×2 时 ×2 是以同源二

聚体的形式出现的 所以用双位 ∞ 法可直接测定其

含量≈ ∀

4 .3  比较人 !小鼠及大鼠体内成熟 ×2 氨基酸序列

时发现 三者完全一样≈ ∀用大鼠 ×2 ⁄ 表达的蛋

白 可以完全代替人体内的 ×2 蛋白 这为用抗人 ×2

的单克隆抗体 • 来测定鼠 ×2 蛋白奠定了理论

基础 ∀

4 .4  虽然 ×2 与家族成员神经生长因子 ƒ 及脑

源性神经营养因子 ⁄ ƒ 间氨基酸序列的同源性超

过 但用 • 为抗体建立的 ∞ 法 测定 ×2 含

量时 与 ƒ 及 ⁄ ƒ 无交差反应性≈ ∀

参考文献

1 °≤ ∏ ≥ ∏ ≥ ετ αλ ∏ 2

∏ ƒ ⁄ ƒ ≥

Β

2 ≥ • × ∏ ετ αλ

∏ ∏ 2

≤ ∏ Β

3 ≥ ≥ × ∞ × √ ×2

∏

√ ∏

Β

收稿日期

## 中国现代应用药学杂志 年 月第 卷第 期




