
生殖与避孕 ( 1 98 6 ) 6卷 2期 28、 3 2页
R孕 ro d ue t io n &Co nt ra c

ePl ion ( 19 8 6 ) 6 ( 2 )
: 2 8、 3 2

碘标记猪卵透明带抗原的稳定性研究

许贵诚 刘建中 李建生

(广东省测试分析研究所 )

周治发

本工作研究 T纯化 的猪印透明带杭原 ( P P Z A )的放射性碘标记方法
,

比较 T 氛按 T

法
、

一氛化碘法和乳过氧化物酶法制备的
1 2` I一 P P Z A 的免疫活性 及稳定性

,

发 现 用 乳

过 氧化物酶法制备的
工 2吐一 P P Z A 在稳定性和比放扮性方面 均优于其他 两种 方 法

,

可 满

足猪卵透 明带抗原的放射 免疚测 定的要 求
。

在放射免疫测定和示踪研究等工作中都需

使用放射性标记化合物
。

由于制备放射性碘标

化合物经济
、

操作简单
、

测量方便
,

所以蛋白

质和多肤类激素等标记多采用碘标记技术
。

目

前
,

碘标记的常用方法有氯胺 T 法
、

一氯化碘

法
、

乳过氧化物酶法和电解法等
〔 1 , ,

其中氯胺

T 法应用比较广泛
,

但在反应过程中释放出的

次氯酸有较强的氧化作用
,

对生物活性物质的

活性损伤比较严重 ; 一氯化碘法相对比较温和
,

但标记产物的比放射性较低
,

影响放射免疫测

定的灵敏度多 乳过氧化物酶法是目前标记生物

活性物质较好的方法
,

但乳过氧化物酶质量好

坏
,

会直接影响标记效果
。

P日m [ 2 ]和 S ub r a m a n i a n [“ ]等采用氯胺 T

法制备碘标记猪卵透明带抗原
,

并建立了放射

免疫测定方法
,

但标记抗原的稳定性较差
。

我们

在实验中也发现氯胺 T 法制备的碘标记猪卵透

明带抗原的活性有明显损伤
,

且随着贮存时间

的增加
,

抗原抗体结合率很快下降
,

致使放射

免疫测定方法很不稳定
。

为选择较好的猪卵透

明带抗原的碘标记方法
,

以制备免疫活性高
、

特异性强和稳定性好的标记抗原
,

我们对比研

究了几种方法标记猪卵透明带抗原的条件及标

记抗原的活性和稳定性
。

材 料 与 方 法

一
、

材杆

1
.

猪卵透明带抗原
:

取新鲜的成熟猪卵

巢用刀片切割后依次通过孔径不同 的 尼龙 网

筛
,

并在解剖镜下收集包复着透明带的完整卵

细胞
,

先后于 65 ℃和 78 ℃水浴分别加热 30 分钟
,

离心收集两次上清液
,

即为猪卵透明带全带抗

原
,

测定蛋白含量
,

分装于一 20 ℃ 以下冰箱贮

存
。

将全带抗原再经葡聚糖凝胶 G 一 10 0柱 (价

1 6 x 8 0 0m m )分离
,

得纯化的组分抗原 ( P P Z A )
,

测定蛋白含量 (必要时先经冰冻真空浓缩 )
,

分

装于一 2 0 ℃以下冰箱贮存
,

供免疫动物和制备

标记抗原
。

2
.

N 淤踢 I :
中国科学院原子能研究所生

产
,

放射性浓度为 9 4 ~ l s o m e i /m l
。

3
.

0
.

0 5 M磷酸缓冲溶液
:

P H 7
.

4
。

4
.

0
.

I M T r i s 一H C I缓冲溶液
: p H 7

.

0

5
.

氯胺 T : 4 m g/ 回
,

临用前用 0
.

05 M

磷酸缓冲溶液配制
。

6
.

偏重亚硫酸钠
: 1 2m g/ m l

,

临用前用

0
.

0 6 M磷酸缓冲溶液配制
。

7
.

一氯化碘
: 0

.

4 2祖 9 1+/ 川
,

本 实验

室 自制
。

8
.

乳过氧化物酶 (简称 L P O ) : 0
.

7 ? m g /

m l
,

本实验室从新鲜牛奶中提取纯化
, A ; , 2川

护

A Z s o n 。 = 0
.

9 6。

9
.

H
: O : : o

.

s s m M ( l八。 , 0 0 0 )
,

I在用前

配制
。



1 0
.

葡聚糖凝胶 G一 2 5柱
:

价10 x ? 00 m m
,

事先用 l % B S A 0
.

51 111 和 0
.

05 M磷酸缓冲溶液

平衡
。

二
、

标记方法

1
·

氯胺 T 法
:
根据 H u n t e r

和 G r e e n w o o d

等人方法改进
。

取 P P Z A 3林9/ 30 网 于反应管

中
,

加 o
.

6 m e i 左右的 N
o 1 2石I

,

混匀
,

加氯 胺

T 80 雌 /20 川
,

振摇反应 l 分钟后加偏重亚硫

酸钠 2 4 0” 9/ 2 0灿l终止反应
。

最后加碘化钾 l m g /

50 夙作载体并立即转移至葡聚糖凝胶 G 一
25 柱

,

分管收集淋洗液并测量各管放射性
,

第一峰为
把 51一 r P Z A

,

第二峰为游离 I
一 。

淋洗曲线见图

1
。

计算
。

2
.

纸层析法
:
预先将新华层析纸在 5 %

碘化钾溶液中浸过点样部位并干燥
,

反应液点

样后在 6 % K L Z N H CI 一 l : l 的体系中上行 展

开并干燥
,

用放射性薄层扫描仪测量和计算
。

3
.

三氯醋酸沉淀法
:

取适量反应液
,

并

加少量蛋白作载体
,

用三氯醋酸沉淀
,

分别测

量总放射性和沉淀的放射性
,

扣除游离
`场 I 的

载带后计算标记率
。

四
、

12 叮一 P P z A 的 免疫活性

用放射免疫分析方法相对测量并计算 B / F

值
,

以此比较
1 2 0 1一 P P Z A 的免疫活性大小

。

实 验 结 果

恻麒盆划侧友黑

石 1 0 1 5 即 肠 3 0 3 5 幻
管数 (1 m1 / 2分钟管 )

图 1 P P Z A碘化反应后在葡聚糖凝胶 G 一
25 往 (价10 x

2 0 0 m m )上的淋洗曲线

一
、

氛胺 T 法

我们按给定的氯胺 T 法标记程序制备
l % I -

P P Z A
,

一般标记率可达 30 ~ 4 0 %
,

比放射性约

50 补
。

i/ 户g左右
。

在一次实验中我们分别收集了

蛋白峰计数较高的三管 ( 8 , 9 ,

10 管 )
,

各调

节稀释至放射性相等 ( 1 0 , o o o e P m / 1 0 0林 l )
,

分

别测定免疫活性并观察它们在 4 ℃冰箱贮存稳

定性
。

图 2 和图 3 分别为标记当天测定的兔抗

P r Z A血清的稀释度曲线和贮存稳定性曲线
,

可见刚标记的
1 2吐一P P Z A免疫活性较好

,

与抗

体的结合率 ( B / F )高
,

但三管之间有一定的差

异
。

随着贮存时间增加
,

它们的免疫活性都明

显降低
,

其中第 8 管开始时的免疫活性较好
,

下降的速度也最快
。
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2
.

一氯化碘 法
:

取 3仲g / 30 风 P P Z A 于

反应管中
,

加入 0
.

6 m ic 左右 的 N 护牡和 P B S

2 0砰l
,

混匀
,

加一氯化碘 6 0川
,

振荡反应 30 分

钟后如氯胺 T 法用葡聚糖凝胶 G 一
25 柱分离 纯

于匕
。

3
.

乳过氧化物酶 ( L P O )法
:
取 3傀 /30 网

P P Z A于反应管中
,

加入 0
.

6 m ic 左右的N al Z

叹

和 T r i s一 H C I 缓冲溶液 2 0护l
,

字昆匀后再加 L p O

14雌 / 2 0户 l和H Z
仇 3 0户l

,

振荡反应 3 0分钟
,

如

氯胺 T 法上葡聚糖凝胶 G 一
25 柱分离纯化

。

三
、

标 记率测量

1
.

凝胶过滤法
:

直接根据葡聚糖凝胶 G 一

2 5 柱分离的蛋 白峰和游离碘峰的放射 性 强 度

2 4 8 1 6 3 2 6 4

抗血清最终稀释倍数 x( l小 )

图 2 氯胺 T 氧化法制备的
’ . ` I

一
P P Z A测定的抗血谓阳

释度曲线
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时间 (天 )

图 3 氯胺 T 氧化法制备的
’ , ` I 一 P P Z A 稳定性 (抗血清

最终稀释度 1 : 1
.

6 X l o` )

图 4 分别为新制备的
1二sI 一 P PZ A和经一 20

℃以下冰箱贮存两周 时间后的
1 2叮一 P P Z A重新

上葡聚糖凝胶 G 一 2 5 柱的淋洗曲线
。

新制备 的

12 吐一P P Z A 的放化纯度达 95 % 以上
,

而经 一 2 0

℃冰箱贮存两周时间后的
1 2` I 一 P P Z A的放化纯

度只有” %左右
,

有明显 的脱标现象
。

贮存后

免疫活性也明显降低
,

B / F 值由原来的 1
.

2 降

到 0
.

6 ,

重新纯化后 B / P 值虽可提高到 0
.

8 ,

仍未达到刚制备时的水平
。

石 10 16 20 肠 3()

L P O用里 (户 g)

图 5 L P O用量与
1 ,` z 利用率的关系

,

P P Z A S解g
、

1 2肠 I

6 9解e i
、

H : 0 , 、
3 0川反应体积2 0 0川

、

反应时间室温3 0分钟

605
,二,占0
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疫活性和稳定性也都比较好
。

三
、

乳过衷化物酶法

L L P O用量的影响
:

图 6 表明在其他反应条件一致的情况下
,

随着L P O用量的增加
, 1 , “ I的利用率亦随着 增

加
,

但在 7林 g 之前增加的幅度较大
,

以后变化

逐渐平缓
。

我们在实验中选用 14户g
。

.2 H刃
:
用量的影响

:

如图 6 所示
,

当 L P O用量和其他反应条件

不变时
,

H
ZO Z
的用量在 10 川之前

,

随着 用 量

的增加
, 1舫 I的利用率明显提高

,

但以后 再 增

80 卜

印40幻

(伙)哥映ō份工。。工

一
新制备的
玲勺一 P zP A

一
一

印吧冰箱存放

两周后的 1 2胜一 P PZ A

1 0 2() 30 幻 印
H二认用量 (种 l)

图 6 H
:

O
: 用量与

1 2̀ I年1』用率的关系
,

P P Z A S雌
、 12 . 1

57 解e i
、

L P O 7 N e g反应体积 2 0 0解l
,

反应时 l’ed 室温3 0 分钟

侧烦划备梢契盆

印304020
(岁嗽哥买ù铸x。。z

10 16 20 沥 30 肠 4D

管数( 1二了/ 2 分钟 管 )

图 4 1 ,` I
一

P P Z A 在葡聚糖凝胶柱 (沪10 x 2 0 0n 刀刀 )上的

淋洗曲线

二
、

一 氛化碘法

以一氯化碘作反应剂时由于引入大量非放

射性碘
,

因而产物的比放射性较低
。

我们按给定

的标记程序制备
1肪卜 P P Z A

,

放射性碘的利用

率一般只有 6 %左右
,

比放射性约为主~ 7户ic /

护g
,

但在放射免疫测定中非特异性结合低
,

免

10 20 30 40 50

时间 (分钟)

图 7 反应时间与
飞二 I利用率的关系

,

P P Z ^ 5粼g
,

L P O

2 4群g
,

H : 0 : 3 0娜1 1 , ` 1 2确0拼e i
,

反应体积 10 0解l



大 H刃
之

用量
、 2 1叮的利用率变化不大

。
’

3
.

反应时间的影响
:

图 7为反应时间与
1 % I利用率的关系曲线

,

2 0分钟以前
,

随着反应时间的延长
, 1 2叮 的 利

用率升高较快
,

以后再增加反应时间
, 1 2吐 的

利用率增加缓慢
。

我们在实验中选用振荡反应

3 0分钟
。

我们按给定的标记程序制备
1 25 1一 P P Z A

,

标记率为 40 %左右
,

免疫活性和贮存的稳定性

均比较满意
。

四
、

三种标记方法制备的 1 2 5 1一 P P Z A 免疫

活性和稳定性

我们用双抗体放射免疫分析方法测定了三

种放射性碘标记方法制备的
l % I 一 r P Z A免疫活

性 (以 B / F 值表示
,

抗血清最终稀释度 1 : 1
.

6 x

u ” )
,

并观察了它们在 4 ℃冰箱贮存 4 0天期 间

的稳定性
,

结果如图 8 所示
。

无论那种方法制

备的
l防 I 一 P P Z A

,

当天 的免疫活性都比较满意
,

与一定稀释度的抗血清结合率均比较高
,

能用

作放射免疫测定的标记抗原
。

但在 4 ℃冰箱贮

存的过程中
,

随着时 间的增加
,

B / F 值都会有

不同程度的降低
,

其中以氯胺 T 法制备的
’ 2吐-

r P Z A下降得最快
,

而一氯化碘法和 L P O酶促

法制备的
1比 I一 P P Z A则相对缓慢

。

, “

卜
2

.

o t

。 . . . . . . . “ ,
C h T 法

一
I C I法

-O 一
一司 L P O法

尔一了亩一一亩一一亩一不方
时间 (天 )

圈 8 1“ I
一

P P Z A免疫活性和贮存时间的关系

讨 论

卵透明带作为免疫原所表现出的有效抗生

育效果已引起国内外学者的极大兴趣
〔 . ]汇“ ,

。

在

深入研究其抗生育作用机理
、

准确测定抗原活

性和抗体效价等方面
,

放射性示踪和放射免疫

测定方法是十分有用的工具
。

由于放射性碘标

记化合物制备简单
,

测量方便
,

因而大多数蛋

白和多肤类化合物都采用碘标记方法
。

卵透明

带抗原属于糖蛋 白
,

含有 2
.

4 % 的酪氨酸
,

可

以采用直接碘化方法制备放射性碘 标 记 化 合

物
。

P al m 〔 2 ]
、

Sub
r a m a n i a n 「“ ]和 G e r r i t y [“ ,

等

先后用氯胺 T 氧化法制备了碘标记卵透明带抗

原进行示踪研究或建立了放射免疫测定方法
。

由于氯胺 T 遇水即释放出次氯酸
,

有较强的氧

化性
,

对生物活性有明显 的损伤作用
,

特别是

卵透明带抗原对氧化剂非常敏感
,

因而制备的

标记抗原稳定性较差
。

从图 8 可 以看出
,

氯胺

T 法制备的标记抗 原 贮 存 3 天
,

B / F 值即下

降 5 0 %左右 ; 从长期稳定性来看
,

采用不 同价

态的碘自身氧化还原反应的一氯化碘制备的标

记抗原最好
,

贮存 16 天 B / F值才下降 10 %左右
,

但由于引入大量 非放射性碘
,

使放射性碘的利

用率降低
,

因而标记抗原的比放射性低
,

用于

一般示踪研究是可以的
,

用于放射免疫分析则

会影响测定的灵敏度
。

采用微量过氧化氢存在

下 的乳过氧化物酶的催化氧化法是 目前认为标

记生物活性物质较好的碘化方法
,

由于反应温

和
,

制备的标记物稳定性较好
,

比放射性也较

高
。

我们用 自制的乳过氧化物酶研究了纯化的

猪卵透明带组分抗原的标记条件
,

标记抗原的

稳定性虽比一氯化碘的稍差
,

但明显地好于舰

胺 T 法
。

s ub
r

。
。 n i: n 采用氯胺 T 法制备的碘标记

纯化猪卵透明带抗原
,

二周内结合率大约降低

3 倍
,

这和我们用同样方法制备的标记抗原结

果相似
。

而我们用乳过氧化物酶法制备的标记

抗原在相同的时间内结合率仅下降38 %左右
。

所以在放射免疫测定中
,

氯胺 T 法制备的标记

抗原仅能使用一周左右
,

从而 限制了方法的使

用
。

采用乳过氧化物酶法可 以明显改善标记坑

原的稳定性
,

有利于方法 的推广和应用
。

ǎ臼谙à职巾铃
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A B S T R A C T

P u r i if e d P o r e i n e z o n a P e ll u e id a a n t i g e n
(P P Z A ) w a s l a b e l e d w i t h r a d i o i o d i n e b y ch

-

l o r a m i n e
一

T
,

l a e top
e r o ix d a

se a n d i o d i n e m o n o e h l o r id e
m

e t h o d s
.

T h e im m u n o a e t iv i t y a n d

` t a b i l i t y o f t h e 1 2 5 1
一

P P Z A l a b e l e d b y t h e t h r e e m
e t h o d s w e r e e o m P a r e d

·

R e s u l t s s h o w e d

t五a t l a e t o P e r o x id a s e
m

e t h o d w a s t h e b e s t i n r e s P e e t o f s t a b i li t y a n d im m u n o a e t iv it y o f

i ,叮
一

P P Z A
,

w h lhc
s li o u ld b e e o n s id e r e d s u i t a b l e t o b e us e d fo r r a d i o i l n m u n o a s s

ay
.

K e y w o r d s : P o r e i n e z o n a P e l l u e id a ,

R a d i o i o d a t i o n ,

S t a b i l iyt
,

I m m
u n o a e t i v i t y

,

R a d i o im m u n o a s s a y

确
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O F B L O O D L Y M P H O C Y T E S I N M A N A F T E R C E S S A T IO N
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A B S T R A C T

M i e r o n u e l e i a n d d o u b l e
一

n u e l e i i n P e r i Ph e r a l b l o o d ly m Ph o e y t e s w e r e e o u n t e d b y m i e r o
-

c
ul t u r e t e d l n iq u e i n 1 5 m

e n e a
hc

a f t e r e e ss a t i o n o f g o ss y p o l a d m i n i s t r a t i o n of r
2

a n d 1 1 m o n t ll s

r e sP e e t iv e l y a n d i n 1 5 h e a l t h y m
e n w i t h o ut g o ss yP

o l
·

T h e fr e q u e n e y o f o c c u r r e n c e o f m i e r o
-

n u d e i i n t h e if r st g r o

uP w a s s l i g h t l y h i g h e r t h a n t h a t o f t h e s e e o n d g r o u P b ut s i g n i if e a n t l y

h ig h e r t h a n t h a t i n t h e e o n t r o l s
.

T h e fr e q u e n e y o f o e e u r r e n e e o f d o u b l e 一 n u e l e i i n t h e if r s t

g r o u P w as h i g h e r t h a n t l飞a t o f t h e e o nt r o l s t o o
·

T h o m i e r o n u e l e i w e r e o f t w o t y P e s , s i m P l e

rn i e r o n u e l e i a n d m i e r o n u e le i w i t h s m a l l s a t e l l i t e s
.

S o m c
m i e r o n u e l e i h a d a n u e l e o l u s 一 l i k e

s t r u e t u r e a n d i n P r o P h a s e c e l ls t h e m i e r o n u e l e i w e r e s e e n t o b e e o
m P o s e d o f a fe w o r o v e r t e n

e h r o m o s o m e 一 l i k e s t r u e t u r e o r t h e i r fr a g m
e n t s

.

M
o s t ly m Ph o e y t e s h a d l ~ 2 m i e r o n u e l e i

,

a n d o n e w as s e e n t o h va
e 2 2 m i e r o n u e l e u s

一

l ik e s t r u c t u r e
.

T he
a ut h o sr b e l i e v e th a t l i o t o n l y t h e m a i n n u e l e i e a n P r o d u e e

m i e r o n u e l e i
,

b u t t l l e

n 一i e r o n u e l e i m
a y a l s o P r o d u e e m i n i

一

m i e r o n u e l e i
.

B o t h t l l e m a i n n u e le i a n d m i e r o n u e l e i

m ay fo r m m icr o n u d e i o r
m i n i

一

m i c r o n u c l e i t h r o u g h t h e P r o e e s s o f “ e x o n u e l e o s i s
, , .

T h e a b o v e if n d i n g s i n d i e a t e g o s s yP o l m a y i n d u e e g e n e b r e a k a g e a n d a价
e t s Pi n

d l e

aP p盯 at us
.

K e y w o r d s : M i e r o n u c l e i
,

B l o o d l y m P h o e y t e s ,
G o s s y P o l

,

M a n


