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当代放射免疫分析
:

1 9 8 8

Y a l o w R S

提 要
:
重点讨论了自建IR A的使用问题

。

介绍了肤类激索抗原的
` ’ 51标记及共纯 化 ; 抗原

一

抗

沐反应的 pH及缓冲液的选择 , 结合的和游离的标记抗原 的分离方法
。

抽卜
~

放射免疫分析 ( R I A )测量实质上是 比较

未知样品对标记抗原与抗体结合的抑制程度

和 1卜标记杭原标准液的抑制程度
。

R I入不同

于传统的生物检测法
,

前者是一种免疫化学

方法
,

它的测量只与依据质量作用定律的化

学试剂的相互作用有 关
。

不要求标记抗原和

非标记抗 原在化学和生物学上完全一致
。

因

此
,

免疫化学活性可 以与生物活性一致
,

也

可以不一致
。

检验 R I A的可靠性的一个必要

的但不址 允分的条件是
:
未知样品的表观浓

度不受测定时的稀释度的影响
。

然而
,

在某

此情况下
,

即使因为标准和未知间存在免疫

化学差异而可靠性不佳
,

仍然可用于临床
。

本文重点是讨论自建 R I A 的使用问题
。

11 益增多的实验室依靠商品药盒
。 ’

仑的灵敏

)呀
、

特异性和质量控制等细节应 由供应者提

供
。

然而
,

当解释所用药盒的结果时
,

通晓

R IA 方法学中的问题和易犯的错误是有意义

的
。

能获得一种适宜的抗体是 R I A 的先决条

件
。

通常
,

分子量大于 2 0 0 0的多肤当与F r e _

u n d氏佐剂形成乳状液而注射给动物时
,

则

具有相当的免疫原性 (并非总是如此 )
。

药物
、

类固醇和别的低分子量物质
,

可用种种方法

把它们连接到一个大的蛋白质或肤分子上
,

而成为抗原
。

常用方法有
: 通过碳二亚胺连

接到牛血清白蛋白上或通过戊二醛连接到甲

状腺球蛋白上
。

对于一个半抗原来说
,

连接

到那种蛋 白质
_

L或用那一种连接剂最好
,

还

没有统一看法
。

单克隆抗体现在已应用于 R I A方法中
。

这类抗体的开发确能提供一种针对特异抗原

决定簇的
、

大量的均一抗体
。

然而
,

这些抗

体与抗原的反应能通常为免疫动物产生的非

均一抗体的平均反应能
。

当把一种非均一抗

血清使用于 R I A 中时
,

传统的作法是充分稀

释抗血清
,

因此
,

仅仅一小部分具有最高反

应能的抗体与抗原结合
。

因此
,

非均一抗体

有可能提供比单克隆抗体更高的灵敏度
。

但

是单克隆抗体具有更高的特异性
。

因此
,

选

择抗体来源时
,

主要看方法的限制因子是灵

敏度还是特异性
。

对于只需要有限数量抗血

清的研究室
,

必须比较动物产生抗体的简易

性与产生单克隆抗体需付出的代价
。

R I A首先被应用于肤类激素的测量
,

而

多数肤类激素含有容易碘化的酪氨酸残基或

组氮酸残基
。

通常使用氧化放射性碘化物的

氧胺
一
T技术

。

20 多年来
,

已经选用了
’ “ 6

1 ( T
一

汾

二 60 天 )
。

若侮个分子上 的
’ “ 5

1原子不多于 1

个的话
,

则这种制品就像非碘化制品一样稳

定
。

贮存在有机溶剂中的单碘标记的甲状腺

素和三碘甲状腺素
,

在三个月 内
,

未见比放

射性变化
。

而到三个月末
, ’ “ ”

I的放射性却

减少到约为初始放射性的 1 / 3
。

比放射性不变

化 的可能原因是
:
当

`么叮衰变时
, ’ “ “ I结合的

分子也被破坏了
。

所以甲状腺素的化学量的

减少与放射性的衰变相平行
。

若每个甲状腺

原氨酸分子含两个
’ 2 5

1原子
,

则首次衰变释

放游离放射性碘
。

这典考虑可应用于所有放

穿r性碘化合物
。

对习
“
比甲状腺原氮酸大的多

碘标记分子
,

这些多余的放射性碘仍旧可以

附着在由于首次
’ “ 5

1衰变而产生的其它分子

孟



碎片上
。

必须明了
,

按每个分子平均标记上一个

放射性碘原子并不意味着全部或大部放射性

参入到只含一个放射性原子的分子上
。

比如
,

水溶液中胰岛素的碘化导致碘原子的均匀分

布
,

这与实验方法无关
,

只与平均碘原子数

有关
。

如果我们假设
;
当每个分子上平均标记

上一个碘原子或更少时
,

碘化将只发生在两

个 人
一

链酪氨酸残基上 , 碘化每个残基的几

率相等 ; 一个碘原子标记到一个酪氨酸残基

不是定向的
。

我们用蒙特卡罗 (M o n t e C a r l o )

模拟来计算平均只含一个或更少碘原子的标

记胰岛素制剂中的碘原子的理论分布
。

理论

分析表明
,

当每个分子上平均标记 。
.

8 个放

射性碘原子时
,

约一半放射性是在非单碘胰

岛素中
。

因此
,

就需要把未碘化和多碘化物

质与单碘化物分离开的纯化方法
,

以确保获

得高比活性的最稳定产品
。

对于通常 在血浆 中浓度 十分高 的类固

醇
、

药物和其它物质的分析测定
,

不一定需

要高比活性的标记示踪物
。

起初
3 H标记示踪

物用于许多这样的分析
。

为避免使用液体闪

烁测量和涉及长寿命核素处理的有关问题
,

现在的多数商品药盒用
’ 2 6 1标记示踪物

。

在一般的抗原
一

抗体 反应中
, p H 6

.

5~

8
.

5 是适 宜的
。

但是我们已证明
,

对有些抗

血清和硷性肤 (如胰岛素 )示踪物的最大结合

发生在 p H 为 5 甚至为 4 时
,

示踪物的结合

与 p H为 7 时的也十分相近
。

我们还证明
,

虽

然标记胰岛素和一种抗血清的反应与缓冲液

及 p H 值 ( 6
.

5~ 8
.

5) 无关
,

但是标记胰岛素

与另外的抗血清的反应却强烈依赖缓冲液和

p H 值
。

一般情况下
,

当缓冲液的离子强度

增加时
,

抗原与抗体的结合随着减少
,

当然

也有例外
。

在 R I A中
,

我们不能事先预言要

用的最佳 p H 或缓冲液
,

对每种物质和每种

抗血清都要确定这些条件
。

分离结合的和游离的标记抗原最常用的

方法有
:

( 1 )用第二抗体沉淀抗原
一
抗 体 复

合物 ; ( 2 )使用有机溶剂或盐析法沉淀复合

物 ; ( 3 )抗体吸附或结合于固相材料 , ( 4 )

游离抗原吸附到像纤维素
、

活性碳
、

硅酸盐

或离子交换树脂等固相材料
。

双抗体法在开发新的 R I A方法中是常用

方法
。

但是
,

当分析数以千计的样品时
,

第

二抗体的花费使得木法十分昂贵
。

聚 乙二醇法已被广泛用于沉淀 抗 原
一
抗

体复合物
。

把抗体固相化具有通用性优点
,

而且常用于商品药盒
。

但是也有缺点
,

由于

连接方法本身引起的抗 体分 子中 的化 学变

化
,

或者说由于空间位阻
,

导致固相分析法

的灵敏度可能比未被固相化的同样抗血清的

灵敏度略低
。

对于常规程序
,

我们一般更喜欢把游离
、

抗原吸附到固相材料的方法
,

它从便宜而且

适用
。

分离抗体结合的和游离的标记激素之所

以有许多不同的方法
,

是因为现在数以百计

的用R I A的物质的化学性质不同
,

当然也与

开展 R I A的各实验室的实验习惯有关
。

R I A不同于传统的生物检测方法
,

前者

是一种免疫化学过程
,

它不受试验系统的生

物可变性的影响
,

也不受系统中存在的可抑

制或增强生物作用的其它物质的影响
。

这种

测量只与依质量作用定律进行的化学试剂的

反应有关
。

但是
,

非特异因素在化学反应中

起干扰作用
。

肤类激素的非均一性已经引出一个重要

的问题
。

在血浆中及腺体组织和其它组织的

提取物中
,

许多肤以一种以上形式存在
。

这

些形式可以具有或不具有生物活性
,

而且它

们可能是己知的生物活性激素的前体或者代

谢产物
。

这些非均一性导致对 R I A测定的激

素浓度的解释的复杂化
。

但是
,

在我们 了解

肤类激素的合成和代谢途径方面
,

他们却展

现 了新的前景
。

值得庆幸的是第一个 R I A就是测定胰岛

吧

一门̀

人



素的
。

具有最大生物活性的分子量为 6 0 0 0道

尔顿的肤是处于兴奋状态的所有患者的血中

的主要形式
。

仅仅在胰腺癌 患者或阻 止 C
-

肤断裂的少见的遗传异常患者中
,

胰岛素原

才占优势
。

然而
,

在几种分析测定中
,

一般

有生物活性的那种形式并不是最多的
,

现在

我们考虑其中的两种
:

甲状旁腺激素 ( P T H )

的分析常为一种无生物活性的代谢片断所干

扰 , 胃泌素分析则 山于一种有生物活性的前

体的存在而复杂化了
。

免疫化学的非均一性在甲状旁腺激素分

析中第一次显现 出来
,

两种抗血清的实验结

果
:
可 以利用一个常数

,

使一条血浆稀释曲

线与一条标准曲线重合 ( 标准物分离自正常

甲状旁腺腺体 )
。

但是当用第三种抗血清时
,

这个常数引起了不一致的结果
。

因此
,

当用

杭血清 c 3 29 进行测定时
,

在切除甲状旁腺

后血浆免疫反应的消失率是非常快的
。

随后

阐明了使血浆和组织 P T H 不均一的激素的

性质
。

抗血清27 3对完整的 P T H 和一种没有

生物活性的 C
一

端肤段都可结合 ,抗血清 c 3 29

是一种 N
一

端抗血清
,

它主要 与
.

血浆 中完整

的 P T H 有交叉反应
,

因为没有报告证实血

浆中大量存在一种有生物活性的 N
一

端肤段
。

山于 C
一

端肤段的代谢转换时 间比完 整甲状

旁腺激素长
,

所以血浆中 C
一

端肤段浓度通

常比完整的甲状旁腺激素的高
。

据此
,

大多

数实验室使用 C
一

端肤段分析法诊断原发性

甲状旁腺机能亢进
,

因为 C
一

端肤段分析法

允许使用灵敏度较低的抗血清进行病症鉴别

诊断
。

然而
,

在尿毒症情况下
,

C
一

端肪段

的代谢转换时间延长了
,

达到正常值的 50 倍
。

因此
,

当用 C
一

端从段分析时
,

免疫反应显

著升高
,

甚至在没有继发性甲状旁腺机能亢

进情况下
,

也是如此
。

自第一次进行 P T H分析以来
,

25 年间
,

这种分析的可靠性仍然不佳
,

因为标准和未

知存在差异
,

当然也难于解释
。

所以
,

对送

到不同实验室的同样的样品
,

出现不同的结

果并不奇怪
。

近来
,

报告了用于人 P
’

r H分析

的一种高灵敏度
、

双位点免疫放射测量分析

( I R入I A )方法
,

它对完整的 ( i
一

8 4 )脸是特异

的
。

这种分析法决定于山羊抗 P T H 抗血清

的制备及其后用亲和柱纯化抗血清
。

于是有

了现成的纯化杭血清
,

一 种针对 P T H I
一

3 4
,

而另一种针对 P T H 3 9
一 8 4

。

为进行这种分析
,

把抗 P T H 3 9
一

8 4抗体固定在塑料珠上
。

然后

加入未知或用无激素血浆配制的 P T H ( 1
一

:l8 )

标准
。

接着加入
, “ 4 1

一

抗 P T Ii ( 1
一

3通)抗体
。

因

此
,

在这种分析中
,

完整的 P T H 先结合到

固相抗 c
一

端抗体上
,

然后又插捉住针对 N
-

端 P T H的
`忿’

卜抗体
。

这种分析法具有区别原

发性甲状旁腺机能亢进
、

正常功能和恶性高

钙血症的灵敏性
。

许多P T H肚段 ( 1
~

3 4
、

39
一

6 8
、

5 3
一 5 4

、 4 4
一

6 5和 3 9
一

5 4 ) 并不于 扰这种

分析
。

近来我们用 A ll e 盯 。
药盒与我们的抗

N
一

端肤段抗血清同时测定了 正在透 析中的

尿毒症患者的 F T H
,

结果非常一致
,

这证实

在尿毒症患者血浆中没有干扰分析的肤段
。

这种双位点 I RM A似乎 比以前的方法更适于

测定血清中完整的 P flr 诬
。

我们曾简单综述了 R IA 的某些技术方面

的间题
,

其中特别强调了一些缺点
。

这些问

题对使用自制试剂或使用商品试剂 ( 分别购

入或以药盒形式购入 )的实验室都是适用的
。

当可能时
,

质量控制问题最好由临床控制而

不是由化学控制来解决
,

也就是用适当的兴

奋或抑制试验来解决
。

虽然 R IA 可以简单
、

快速地测定健康和疾病的许多临床指标
,

但

是如果在使用时没不经心
,

不注意它的缺点
,

则将破坏其在临床医学中的重要作用
。

〔 IS N M 产吕8 B e i ji
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林 汉校〕


