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摘要 使用国产辣根过牡化物酶 合成酶标记物
,

用竞争法进行了植物 内源激

素脱落酸 的酶标免疫测定研究
。

测定范围为 一
,

在此范围内
。

与 浓度的对数之 间呈较好的线性关系
。

检测的灵敏度达到
“

克分子
。

比

较了两种酶标记方法对于测定的影响
,

结果发现直接使 共价结合到 上形成

酶标记物比先将 与牛血清自蛋 白 结合后
,

然后进一步再与 反应形成

一 一 复合物灵敏度高
,

非特异性吸附小
,

而且合成步骤较少
。

酶标记物的稀

释度直接影响测定的灵敏度和浓度对数与
。

之 间的线性关系好坏 在 以每毫升

一 微克免疫球蛋白包埋免疫吸附板进行测定时
,

用每毫升 微克酶标记物的浓度获得了最

佳结果
。

关键饲 脱落酸 酶标免疫测定 , 辣根过氧化物酶

多 植物内源激素脱落酸 由于与高等植物的一系列重要生理过程如落叶
、

休

眠
、

气孔运动的调节以及植物对于水分亏缺的反应等密切关联
,

从而激起植物生理工作

者广泛而持久的研究兴趣
。 〔‘“

、

〕。 、〔 〕根据一系列的试验资料提 出
,

某些植物的

内源 水平
,

可以作为他们对于环境水分亏缺耐受能力的指标
, 从而为农业育种人

员提供了一种新的筛选手段
。

因此
,

无论出于探讨与脱落酸有关的生理过程的需要
,

还

是从实用的 目的出发
,

都要求能对植物组织 内源脱落酸的水平进行定量比较分析研究
。

然而由于植物内源脱落酸含量极低
,

一般每克新鲜植物组织的含量只有毫微克 的

水平
,

从而增加了测定工作的困难
。

尽管这样
,

近儿十年来还是陆续发展了一系列的测

定方法
,

这些包括生物测定法
、

旋光色散
、

气相色谱与质谱联用以及高压液相色谱等分析

方法
,

特别是色一质联用能检 出 一 毯的
,

使测定灵敏度达到了一定的水平
。

但

是所有以上这些方法都要求在测定之前对植物材料进行高度纯化
,

手续繁复
,

并且所需

植物材料的量也较多
。

生物测试法虽不需要这种纯化操作
,

但 由于特异性差
,

测定往往

被植物内源其他的抑制因子所干扰
。

只是在近几年来
,

免疫化学方法引入植物微量内源

激素的测定之后 〔
、 、

儿 〕,

内源脱落酸的分析研究才开辟 了一条新 的 途 径
,

高 度 的

特异性以及高灵敏度往往超过 了已有的物理化学方法并大大简化了材料的纯化步骤以及

测定程序
。 。门 〔切 〕用放射免疫测定脱落酸

,

检测灵敏度为 又 一 ’“

克分子
。

后

本文 于 年 月 收 到
。
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来几乎是同时
, 〔 〕和 〔 〕用碱性磷酸醋酶标记脱落酸

,

进行了脱落酸的酶标

免疫测定 巧 研究
,

从而使植物内源激素的测定向高灵敏度
、

高特异性和快速
、

简易方 向迈 出了一大步
。

但是以上这些作者在进行脱落酸的酶标免疫测定时
,

使用的是

碱性磷酸醋酶 合成酶标记物
,

只有高活性
、

高纯度的酶制品才能满足合成酶标

记物的需要
,

这使测定费用较高 此外
,

当酶制品在高纯度时的不稳定性给贮运带来 了

一定的困难
,

这些都在一定程度上限制了这一方法的应 用
。

本文报道了用价格低廉得多

的
、

国内市场易于购得的辣根过氧化物酶 来合成酶标记物的方法
,

并 用 竞 争

法进行 了脱落酸的酶标免疫测定的研究
,

使测定灵敏度达到
“ ’ 克分子水 平

,

同

时对一些影响测定灵敏度的因素进行了探讨
。

材料和方法

抗原 的制备 分子量小
,

属于半抗原类型
。

按照 〔 〕的方法
,

用 一 乙

基一 一 一二 甲基一氨基丙基 碳化二亚胺盐酸盐 作为交联剂
,

将 外 消 旋
, 一 通过它的狡基共价连结到免疫载体蛋白人血清白蛋白 八 上 上

海生物化学研究所曾庆锰赠送
。

合成结束后
,

用分光光度法测定结合比
,

大 约 每 个

分子能结合 个 分子
。

用这种合成抗原免疫家兔所得到的抗血清
,

能测 定 植

物体内游离的和结合的脱落酸
。

免疫程序 基础免疫用完全福氏佐剂 乳化抗原
。

免疫剂量每只家兔注 射

微克
。

采用真皮内多点注射法〔 〕,

即将 毫升体积的乳化抗原分 点均匀注 射 于家兔

背部真皮内
。

天后进行第一次强化免疫注射
,

抗原量减半
,

注射方法改为肌肉注射
。

共进行三次强化免疫注射
,

每两次注射间隔时间为 一 周
。

当滴度满意 后
,

一 次 采

血
。

血清分离后
,

保存于 一 冰箱
。

酶标记物的合成 用两种方法制备酶标记物
。

一 一 的 合成 合成程序是 称取 毫克
, 一 灿

,

溶于 毫升二 甲基 甲酞胺 中
,

然后加入 毫升蒸馏水 称取 毫克牛血清

自蛋 白 上海东风试剂厂
,

溶于 毫升蒸馏水中 以 将 调到

再称取 毫克 溶于 毫升蒸馏水中
。

将 加到 中
,

并调

到
。

然后将 溶液分成 等份于 分钟的时间内加到 与 的混合溶液

中
,

反应过程中不断搅拌
。

操作结束后暗中室温继续反应 小时
,

最后对水 透 析 三 昼

夜
。

合成的混合液经透析后去除过剩的 及介质
,

用于下一步的合成
。

称 毫

克 上海东风试剂厂
。

溶于上述的合成物溶液中
,

并按最终浓度

加入戊二醛
,

室温搅拌反应 小时后
,

对 的磷酸盐缓冲盐水

充分透析
, 一 一 复合物合成结束

。

透析后的酶标记物用 甘油保存于冰

箱内
。

一 的合成 合成方法与步骤如下 称 毫克 先溶解于 毫升

中
,

再加入 毫升蒸馏水 又称取 毫克 溶解于 毫升蒸馏水中 再称取 毫克

先溶解于 毫升蒸馏水中
,

加入 溶液 毫升
,

以 材 调 到

穆
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。

这时将 溶液滴加到 中
,

反应 小时后
,

将 一 反应物按它的体积

分成 等份于 分钟内加到 溶液中
,

再在黑暗中继续搅拌反应 小时
。

合 成 结 束

后对 二 充分透析
。

合成物保存方法同 一 一 。

的 甲醋化 按 〔“ 〕方法合成重氮甲烷乙醚溶液
,

将标准品 或含

的样品液溶于一定体积的甲醇后
,

滴加重氮甲烷的乙醚溶液
,

使微微过量而呈黄

色
,

通入高纯度氮气驱除过剩的重氮甲烷
。

的标准样品的浓度为 。 一

微升
,

甲醋化后形成 一

免疫球 蛋白的分离和纯化 按 〔”等的方法分离纯化免疫球蛋白
。

本文实验所

用的球蛋 白都是经 一纤维素柱层析纯化的
,

经 一 脱盐后用 甘油

保存于冰箱内
。

酶反应活力的检测 样品与酶标记物同时加到已被抗 免疫球蛋 白包埋的吸附

板上进行竞争结合后
,

加入酶反应基质检测酶活力〔 〕。

基质溶液为 毫克邻苯二 胺 溶

于 毫升
、

柠檬酸一盐酸缓冲液
,

加入 双氧水 微升
。

用 ‘

中止反应后
,

于波长 处在微量分光光度计上测光密度
。

植物材料的提取 植物材料称重后用液氮冰冻
、

粉碎
,

以含有 毫克 毫升 丁 化经

基 甲苯 的 甲醇浸泡 昼夜
,

提取两次
,

每克鲜重 毫升提取液
,

过滤
,

减

压蒸干
。

加入相当于一半抽提体积的甲醇
,

用重氮甲烷甲醋化
,

蒸干
。

以 定容
,

经

适当稀释后测定
。

免疫测定的步骤和设备 酶标免疫测定的大部分步骤是在聚苯乙烯塑料吸附板上完

成
,

实验中所使用的是 孔板 上塑三厂
。

光密度测定用微量分光光度计进行 新安

江分析仪器厂
。

测定的全过程如图 所示
。

结果和讨论

抗 。免疫球蛋白 苟 的特性以及测定的范围和精确度

我们经免疫家兔并分离得到纯度较高的抗
,

实验中用 一 微克 毫升的

包埋浓度包埋免疫吸附板
,

测定的灵敏度和测定的浓度范围都是令人满意的
。

按血清稀

释度计算相当于血清稀释
,

一
,

倍
。

每只 家兔所得到的血清约可供 至 万个样

品测定之用
。

图 和图 表示 一 标准曲线酶标免疫测定所得数据的两种处理方式
。

多次

测得的数据经计算得 。蜘
。

值对 一 浓度对数的回归系数约为一 左右
,

而

两者的相关系数大约在 左右
。

由此可见 一 跨越 个数量级的浓度

范围内有较好的线性关系
。

测定最低检 出量为 只,

相当于
一 ‘ 克分子

,

这

个检测灵敏表与迄今已报道的放射免疫测得的最低检 出量
一 ‘“

克分子相比毫不逊

色
。

不 同酶标记方式和标记物浓度对测定结果的影响

实验 中比较了两种酶标记物即 一 一 及 一 在 中的表现
。

从所测得的 一 剂量反应 曲线来看
,

两种标记物当用同样的酶浓度
,

在相同的测
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包 埋

抗 免疫球蛋白以 二 碳酸氢钠缓冲液稀释后
,

每孔加入 微升 , ℃孵育 小时
。

于

洗 涤

倾出包埋 溶液
, 以 一

液洗涤三 次
。

令

阻断吸附

用 的
一

溶液阻断吸附
,

每孔加入 微升
,

使 分子填充未被球蛋 自占据的丧面
。

十

洗 涤

倾 出阻 断吸附液
, 以 一

加洗三 次

十

竞争结合

每个样品孔先加入 微升
,

再加入 微升含 的样品成

的标准品 , 然后 加 微升酶标记物
,

室温放置 小时

一

十

洗 涤

倾 出竟争结 合的酶及样品液
, 以 一

昭 洗三 次

幸

加 基 质

每个样品孔加入丛质溶液 微升
, 了℃孵育 分钟后

,

以 ‘中止反应

幸

读 数

用微 量 分光光度计
,

于 波长 处测光密度

爹

匆

图 酶标兔疫测定流程 图

定条件下
,

用八 一 一 进行测定时
,

在每一个不同 一 的浓度的 宝
。

值

都高于 一
一

王 所得到的值
,

这一点在图 可以清楚地看出
,

尤其在高浓度范围内更为

明显
。

这种现象的出现如果考虑到 一 一 复合物具有与免疫家兔时所使用的

合成全抗原 一 一

巧 极其相似的抗原决定簇时
,

便比较易于理解 了
。

然而 一

一

民 所表现的对于包埋在吸附板的特异抗休较高的亲和力
,

并没有由此而提高 测 定 的

灵敏度
,

相反
,

从表 可以看出
, 一 用几种不同的浓度所得到的 抗 原 浓 度 对

。

的回归系数都比同样酶浓度的 一 一 要高
,

而前者平均是后者的
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︵沪︶口、
派

︵山巴︸奋」

一 一门
,

一一 一 一 ‘一甲

一 一 , 万 , 一一 一 飞一一一 ,

一

已

图
。

甲醋酶标免疫测定线性标准曲线
二 刀 一 叮刀 , 。 刀 。 一 口刀 , 士 。

。

一 。

, 刀指某一 浓度标准样品在 处

的光密度
。 口刀是加入过量 时的光密度值

。 刀
。

是不 加 标准 品或样 品 , 只 加蒸馏水时的光密度

位
。

每一浓度重复三 次
。

平均误差
。

忍

了

七 叮刀

叼、
‘ , ’

’ ’ ’

而
’

一

湘

图
。 甲酷免疫酶标测定 形标准 曲线

。

。
刀 一 刀

刀 。 一 刀

必
‘

。

刀

‘

黑 瞥
‘

刀
。

‘ 。 ,

士

表 用
一

和
一 一

在酶标免疫测定中所得到的一些参数的比较
一

一 一 于

参 数
酶标物

之 回归系 数 ,

二

平均
。

二
,

刀

上

平均 奋 奋 裔
平均 ‘ 平均

人
一 一

几 魂 一 。 一 。 一 。

过 一 。

工 一 。 一 。

临 一 。 一 。

。 。 。 。 。

。 。 。 。 。

。 。 。 。 。

八一 。 。

么
。

芯
。 。

, 指
。

对 、、
一

人工浓 度对数 的回归 系 数
。

一 指 己知不 同浓度 的
一

所得 到 的
。

的平均 值
。

, , 。 、。 一 , 为酶 浓度 。 、
、

。
、

。 「爪 。 一 卫 林 , 。 工 , 二 卜唱 , 。

二
止

·

‘」

玉
一

、 、】 、
一

。只 。、 、 , ‘ 、 。 亡
。 一 。, ,巩 、 飞

, , 、、
。 、 。 , 土 一
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倍
。

这表明在同样测定条件下 一 的灵敏度要高于 一 一 ,

图

比较直观地说明这一点
。

另外从表 还能看出用 一 一 测定时的 刀 值远高

于相同酶浓度的 一 所测得的 , 值
,

值是指当加入远远 过 量 的 半 抗 原
一 时

,

被结合在吸附板上的标记酶所表现的活力
,

这个参数反映了非特异性 吸

附的大小
,

因此用 一 一 作为标记物进行测定时
,

非特异性吸附是明显的
。

︵己、口︶忿兮一︵沪︶闰、口

’

’

丈
一

矛 滩 闪 徽
图吐 川

一

和
一 一

两种酶标

记 物测得的标准 曲线的比较

迁

一 一 一

亡

· 一 一 △
一 一

图 用 一 和
一 一

一

两种酶

标记物测得的线性标准曲线的比较

一 一 一

了 , 亡

· 一 , △
一 一 一

甲醋化以及使用不 同酶标记物浓度对测定结果的影响

试验表明 经重氮甲烷 甲醋化后显著地增加 了与包埋特异抗体的结合 能 力
,

从

而也提高了测定灵敏度
,

用 作为标准样品
,

在最佳的实验条件组合的情况下
,

最低

检测量是 ” ,

而对于 一 “为 ” 。

在几个不同的酶标记物浓度 一

所测得的回归系数的绝对值都大于
,

前者约为后者的 一 倍
。

至于酶的稀释度对于测定的精确度和灵敏度的影响更是十分明显 图
。

当包埋

条件固定 以后
,

随着酶稀释度的增加
,

测定灵敏度有随着增加的趋势 表
。

但是酶

标记物稀释度与反映线性关系的参数一一相关系数 丫 之间的关系却不 同
。

酶稀释度过

商或是过低都导致 丫 值降低
,

只有通过试验找到适 当的抗体包埋浓度与酶标记物的浓度

组合
,

才能得到最大的 丫 值
。

在我们实验条件下
,

一般说来如果用每毫升 一 微克的
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。、巴君兮

姿

图
。

不 同浓度的酶标记物对标准曲线的影响

用
一 一

为标记醉
。 亡

沙
一 一

一

△一
△

一

△
一 卜 , 一 一 一 一 扛 ,

一 ‘ 一 ‘ 一 ‘ 一 · ·

一 陀

,

包埋吸附板
,

那未用 微克 毫升的

酶标记物浓度能得到最理想的测定结果
。

植物材料中脱落酸的检测及回收率试

验

取生长于露地的云花一号小麦孕穗期

的拚叶为材料
,

室温气流快速部分脱水之

后
,

测定内源脱落酸水平的变化
。

的回收试验也用对照叶片进行
。

测定结果

表明
,

拚叶对照叶片中 的含量为

鲜重
。

回收率平均为 士
。

小

麦叶片经室温 分钟脱水到原鲜重的

时
,

脱落酸的含量按原鲜重计算迅速由对

照水平增加到 鲜重
,

这与已报道

的结果在趋势上是一致的
。

小结 采用低剂量皮内多点注射以及

选择适 当的免疫 间隔时间这样一种免疫程

序
,

实验证明能获得针对 亲和力很

好的抗体
。

等在用 巧 测定

时
,

使用的酶标记物是 一 一 复

合物
。

当我们用 合成酶标记物时
,

并没有看到这种类型的酶标记物比直接将半抗原结合到 上有多少优越之处
,

相反

用 一 作为酶标记物具有合成简单
,

非特异吸附小
、

灵敏度高的特点
。

此外
,

把

选择适当的抗体包埋浓度和标记物稀释度等这些条件结合起来
,

可以使测定达到相当高

的灵敏度和精确度
。

酶标免疫测定的效率在我们实验室的条件下
,

每个工作 日可

以完成 个样品三次重复的工作量
。 、

同时因为抗体包埋浓度低
,

酶标记物稀释度高成本

低廉
,

一般实验室的设备条件都能满足需要
,

把以上这些因素综合起来考虑
,

的

酶标免疫测定方法在快速测试大量植物样品方面
,

有着其他物理化学方法所无法比拟的

优点
。
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