
·

多8
·

白被适当地还原后
,

反应性硫化基团被亲合

力低于得的金属离子 ( 如锡
、

铜 ) 保护起来
,

这样便可得到高亲 合的得标记蛋 白
。

这种反

应不论是测亲合力
,

还是测免疫活性分数
,

都不影响抗体的免疫活性
。

副反应可致放化纯度下降
,

其中包括低

亲合力的结合得
、

锡胶体
、

碍标多肤及抗体

聚合
,

或得复合物
。

.

如果加入到还原抗体中

的 N a T C O 、
溶液未被充分还原

,

T c O 4 一

离子

也是不纯的因素
。

然而很显然
,

标记前适当

地还原蛋白
,

并且彻底地 去除还原剂
,

特别

是其中含有反应性硫化基团或有毒性时
,

这

塑丝些立鲤丝里丝鉴丝
一

些二旦竺生鲤二丝
一 .

主鲤

些措施就更为重要
。

一步或二步法制备铃标记抗体或抗体片

段的药盒在核医学临床应用研 究 中 发 展很

快
。

这些直接标记法
,

尽管用于还原抗体或

T C O 4一的还原剂可能不同
,

但它们的化学反

应顺序是一样的
。 “ 。 m T C

转移试剂可能不同
,

但所用的转移试剂都有一个共同的特点
,

即

能与还原锡快速形成弱的或中等强度的复合

物
。

尽管也有用其他还原剂的
,

但碍的还原

齐呀绝大多数用 S州 笠 )
。

〔 N u e l M
e
d B i o工 2 9 0 2 ; 1 8 ( 7 )

: 6 6 7~ 6 7 6

〔英文 ) 张裕 民节译 陆 毅校 〕

多 分 析 物 微 点 免 疫 分 析

E k i n s R P a n d C h u F W

摘 要
:

高比活性的标记物使 发展超灵敏的多分析物免疫分析系统成为可能
,

以实现对小量

生物样品中的千百种物质同时测量的目的
。

这种可能性依赖于简单但全新的理论概念
:

①所有的

免疫分析都依赖于分析物对抗体占位的测量 ; ②若使用的抗体浓度很小
,

抗体占位分数与抗体浓

度和样品体积无关
。

方法涉及对两种标记抗体释放信号比值的测量
。

免疫分祈的灵敏度
:

一些基本概念

六十年代初
,

Y a
lo w 积 B e r s o n 以及 E k一

i n s
等人分别创建了免疫分析设计 的 基本数

学理论
。

遗憾的是
,

这些理论研究带来了旷

日持久的争论
,

这主要起因于两组人员所采

用的灵敏度概念相互对立 (见图 1 )
。

Y al o w

和 B e r s o n
定义 A 分析更灵敏

,

原因是反应曲

线的斜率更陡
; E妞 sn 等则定义 B分 析 更灵

敏
,

原因是 。剂量测量的不精密度更小
。

如

果以 109 剂量作图
,

Y a
lo w 和 B e : : 。 n 同样定

义具较陡的反应 曲线的分析系统更精密
。

简

言之
,
B e r s Q n和 Y al o w 定义 灵敏度为反应曲

线的斜率 ; 相反
,

E ilc sn 定义 灵敏度为 O剂

量测量的精密度
,

基本等同于最低可测限
。

很明显
,

这两种定义的主耍分歧是分析

的可测量限值对反应变量测 量 误 差 的依赖

性
。

由于忽视了这一主要因素
, “ 反应 曲线

瑟队酬摆逃竺燮孔
念口 了犯

系玩矛
,
更灵敏

民

选
_

孙 , 劝” 乞

系统 A更精密

夕。 ` 忆

系统侧更精密

图 1 Yal 加 w和 B二 os
二 ( 左边 ) 以 及

E k坛 s

等 ( 右边 )建立的放免分析设计

理论在灵敏度
、

精密度方面的不同

斜率
却 论导致许多明显的混乱

。

比如
,

以反

应参数 B / F对常规 R I A 数据作图时发现
,

系

统中抗体增加时
,

分析的灵敏度也增加
。

然
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而
,

若以 F / B对同一数据作图时
,

则得出相

反的结论
。

没有详细的误差分析
,

仅仅观察

反应曲线的斜率和形状
,

对最佳的免疫方法

设计会产生错误的指导作用
。

比如
,

对质量

作用定律的思考揭示
, 以 b对〔H 〕绘制不同抗

体浓度对应的反应 曲线
,

当抗体浓度为 O
。

5 /

k时可得到剂量的最大斜率 c(1 为亲合常数 )
,

而此时 。剂量的反应 ( b 。 )是 3 3%
。

这种结论

导致 B e r s o n和 Y al
o w 著名论说的发表

,

即在

没有非标记抗原存在时
,

加入能结合 3 3%标

记抗原的抗体量
,

可使 R工八灵敏度最大
。

灵敏度概念的分歧不可避免地导致有关

免疫方法设计的长期争论
,

但分析的可测界

限
,

现在 已被作为唯一有效地反映灵敏度的

指标而被广泛接受
。

基本的免疫分析方法设计

放射免疫分析和类似的蛋白结合分析技

术最初被 Y al o w 和 B e r s o n
用来测定 胰岛素

,

被 E k i sn 和 B a r a k at 用于测定 甲状腺素和维

生素 B , 2 ,

他们都是使用标 记 的分析物来显

示分析物与结合剂间的结合反应
,

通常被称

为竞争性的
。

后来
,

瑞典的 w id e
及其随后

的英国人M il e s
和H al e s

发展了标记抗体的方

法
,

这是
“
标记试剂

”
法的扩展

。
1 9了3年

,

R o d b ar d和 W
e i s s
指出

,

详细的理论研究证

实标记分析物和标记抗体的方法具有基本相

同的灵敏度
。

在这个问题上造成混乱的原因是
:

某种

分析的较大潜在灵敏度根本不是标记抗体或

标记分析物造成的
;
标记分析物和标记抗体

方法间表面的差别确实使人容易不去注意寻

找某种方法设计的高灵敏度的原因
。

理论分

析表明
,

如果结合反应的产物 能 够 完 全分

离
,

那么不管是测量游离的还是结合的标记

分析物部分
,

获得标记分析物方法最大灵敏

度的最佳抗体浓度必趋于零 ; 而在标记抗体

方法中
,

最佳抗体浓度取决于哪一部分标记

抗体被测量
。

如果测量游离的抗体部分
,

最

佳抗体浓度也趋于零
;
相反

,

如测定与分析

物结合的部分
,

浓度趋于无穷大
。

总之
,

在

四种可行的基本测量方式中
,

实际应用时仅

一种是使用无穷大的抗体浓度
。

这种方法被

描述为非竞争性的分析
。

竞争性的或非竞争

性的免疫分析和其它结合分析都依赖于产生

最大分析灵敏度的结合试剂的浓度
,

所以
,

这些分析的分类本身掩盖了方法设计上存在

差异的原因
。

免疫分析的抗体占位原理

当一种感受器抗体
来 ( S e

sn
o r a n 七i b o d y )

被引入含有分析物的介质时
,

抗体上的结合

位置被分析物分子占位
,

而占位的多少取决

于结合反应 的平衡常数和介质中存在的游离

分析物的最终浓度
。

这种推论源于质量作用

定律
,

可写成
:

〔A b A g 〕 /〔f A b〕 = K 〔f A g 〕 ( 1 )

或以抗体结合位置的占位分数表示如下
:

〔A b A g 〕 /〔A b 〕二 K 〔 f A幻 / ( l +

K 〔 f A g 〕 ) ( 2 )

这里
, 〔A b A g 〕

、

〔A b〕
、

〔f A b〕和 〔 f A g 〕分

别代表平衡时结合的杭体
、

总的抗体
、

游离

抗体和游离抗原 ( 分析物 ) 的浓度
,

K 是平

衡常数
。

游离分析物的最终浓度一般取决于

总的分析物和抗体的浓度
。

不过
,

当总抗体

浓度接近或低于。
。

沥 / K 时
,

游离的和总的抗

原浓度相差并不太大
,

且抗体的占位分数可

通过下式得到
:

〔 A g A b〕 /〔 A b〕二 K 〔A g〕 / ( 1 。-

K 〔A g 〕 ) ( 3 )

使用这种概念的分析方法称为
“ 周围分析物

免疫分析
” ( A o b ie n t A n

al yt 。 Im m u n 。 -

as s

ay )
,

其中
,

抗体的占位分数与样品体积

和抗体的浓度无关
。

所有的免疫分析基本上都是测量抗体与

分析物反应后感受器抗体 上 的 占位分数
。

晰

感受器杭体相当于单位点放免分析 中的第一挑体或夹心法放免分析 中与固相相连的抗体—
译者注
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( 见图 2)

抗体结合位置的占泣

分数
K〔 An 〕

一 1十 K〔 An 〕

图 2免疫分析中杭体结合位点的占位原 理

为了获得最大的灵敏度
,

依赖于测量未

占位的抗体结合位点的技术要求感受器抗体

的浓度趋于零
,

所 以
,

这些分析归入竞争性

的范畴
; 相反

,

直接测量占位的抗体技术可

以使用较高浓度的感受器抗体
,

因此可被 归

入非竞争性的范畸
。

方法设 计 上 的 这种差

异
,

简单地反映了下面 i均观念
,

即为了减小

测量误差
,

一般不要求用估价两个大量间差

异的方法来分析一 个小量
。

常规 R IA和其它

类似的标记分析技术都是基于对未占据的结

合位点的测量
; 不过

,

抗独特型抗体 ( 仅与

感受器抗体上的未占据的位置反应 ) 可用于

同样的 目的
。

比如
,

在单位点标记伉体分析

中
,

标记的抗体本身构成感受器抗体
,

与分

析物反应后
,

这种感受器抗体可被分成被杭

原占据的和未被抗原 ( 分析物 ) 占据的两部

分
,

通过使用免疫吸附 刘 将 它 们彼此分开

( 免疫吸附剂包括连在固相 支 持 物 上的抗

原
、

抗原类似物或抗独特型抗体 )
。

如果分

离后直接测定与分析物结合的标记抗体上发

射的信号
,

那么这种分析归为非竞争性的分

析 ; 相反
,

如果测定的是未与分析物结合的

标记抗体上的信号 (附着在免疫吸附剂上 )
,

那么这种分析是竞争性的
。

双位点
“
夹心

”

分析明显地更加复杂
,

因为它们是用两种抗

体建立的
。

固相抗体可以被认为是感受器抗

体
,

标记的抗体使得被占据的感受器抗体的

结合位置能够被区分开来
。

从这种意义上看
,

双位点分析 可被归为
“
非竟争性的

”
分析

。

“
竞争性

” 和 “ 非竞争性
”
仅反映测量

坑体结合位点占位数的两种方法
,

并导致为

减少 随机误差所需最适抗体浓 度 方 面 的差

别
。

竟争性和非竟争性分析在许多反应特征

包括灵敏度上彼此相差很大
。

这 两 类 分 析

中
,

杭休的亲合常数和标记物的比活性在决

定灵敏度方面有重要作用
。

不过
,

实际上竞

争性分析的灵敏度主要受到抗体亲合常数的

限制
,

)万标记物的比活性在非竞争性分析中

更重要
。

在这两类分析中
,

零剂量 反应 〔R 。
〕

测量的实验误差或操作误差 ( 即来自加样器

和其他操作的相对误差 6 : 。

/ R
。 ,

不 包 括 统

计学信号测量误差本身 ) 在决定分析 的潜在

灵敏度 ( 即假若 比活性无穷大时测得的灵敏

度
,

亦即信号测量误差为零 ) 中具关键性意

义
。

因 此
,

竞争性分析 的潜在灵敏度是 乙R 。

/ K R
。 ,

而非竞 争 性 分 析 是 R户
R O

/〔A b〕

K R
。 。

后者中的 R 。代 表被错分 为 结合部分

的标记抗体 ( 山 A b〕
。
)

,

即通常所 说 的非

特异性结合的 抗体
。

所以
,

R
。

/ 〔A b〕 = f
,

即标记抗体的非特异 性 结 合 分数
。

这样
,

R声
: 。

/〔A b〕 K R
。 = f己: 。

/ K R
。 ·

如 零 剂 量

反应测量的相对误差乙
R 。

/ R
。
在竞 争 和 非竞

争分析中近乎相同
,

非竞争分析方法的潜在

灵敏度 比竞争性分析大f倍
,

相当于标记抗体

的非特异性结合分数
。

比如
,

若非特导结合

分数是 。
.

01 %
,

而其它的因素相同
,

则非竞

争性分析的灵敏度比竞争性分析大 1 0摊。倍
。

图 3 (右 )表明在最佳化竟争分析中
,

灵

敏度 ( 分子 /m l ) 与抗体亲合力的 关系
。

假

定①使用无穷大 比活 性 的 标 记物 ; ②使用
` “ 5

1作为标记
,

测样 品一分钟的 放 射性
,

理

论上计算最佳化试剂浓度基于更进一步的假

设 ; 即③测量与抗体结合的标记分析物的放

射性
;
并且④在测量结合部分 (己 b / b) 时的实

验误差是 1 %
。

在这种情况下
,

可达到的潜
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石 灵敏度是己
!

/K b 其中 k是抗体的 亲合常

数
。

例如
。

K 是1 0` 己L / m ol
。

己、
/b是 O

。

o卜则

最大灵敏度 是扮 刊 “ ml o /L
,

或一 6 又 1护分

子 / m l
。

在测量放射性样 品过程中产生的 额

外信号测量误差暗示分析灵敏度有损失
,

如

图 3 (左 )上面 的一 条曲线
。

不过
,

这种灵敏

度的损失对小于 1 。`之
/ m ol 亲合力的抗体来说

是比较小的
,

对小于 1。 “ L /m ol 的抗 体则可

忽略
。

换言之
,

如果分析者让样品测 1 ~ 5

分钟
,

通过使用 比
`“ 忍工更高比活性 的 其它标

记物不会使灵敏度有多少改进
。

类似的考虑

提示
,

比
` “ 5
工比活性低很多的放射 性 标记

,

如
`
H

,
一

可以限制分析的灵敏度
,

不论测量时

问的样 品多长
。

竞争性的 非竞争性的

罗

匹吩
A

们分别对应于假定的 1 %和。
.

01 %的标记抗

体的非特异性结介
。

这样的分析得出了与分

析的方法没计有关的重要结论
,

即把标记抗

体的非特异性结合降到最低值具有极为重要

的意义
,

并且若非特异性结 合降到 。
。

01 %左

右
,

在最佳化的非竞争性免疫分析中用 K =

I O3
L / m ol 的抗体能获得的高灵敏度 与使 用

K / I O1 2 L /血
。 1的抗体得到的灵敏度相同

。

最

重要的结论是用高亲合力抗体 ( K > 10 ’ 。 L /

m ol ) 获得的潜在灵敏度是不能通过 以 同位

素为基础的方法来达到的
,

这是因为同位素

本身具有相对低的比活性
。

当与高亲合力抗

体联合应用时
,

这些标记物的优势更加明显
。

可是
,

即使应用亲合力约 10 8

一 l o g
L /。 o1 的

抗 体
,

非同位素标记物也可以较大地改善灵

敏度
。

D E L F I A 是迄今建立起来的第一个超

灵敏的非同位素免疫分析
。

随后有许多不同

种类的高比性活的标记物得到了应用 ( 见表

表1 不同类型标记物的探测界限

介2飞
今水

! 0 12 ! 4

走0 9 代
^ b

10 }2 岭

肠 , K再 b

标记物 比 活 性

图 3 竞争性和非竞争性分析方法的

理论上预测的灵敏度与抗体亲合常数

的关系 ( 纵坐标为 。 剂量分析物测得

的 SD
,

单位
:

分子 /。 几 横 坐 标为 K

的常用对数 )

酶标记物

化学发光标记物

二走光 标记物

每 7
.

5 又 : 。 6个标记分子何秒种一个

可测信号

由反应产物的可 测性与酶放大因子

决 定

每个标记分子一个可测信号

每个标记分子许多可 测信号

源于以上分析的其它 主要结论也是重要

的
,

即降低操作误差和应用高亲合力的抗体
。

比如机 / b增加到 3 %
,

暗示灵敏 度约损失 3

倍
,

而不管补救措施如何
。

不过
,

从以上分

析得到的最重要的结论是
,

如果假定抗体亲

合力的上 限在 1 0 ’ “ L / m ol 的数量 级
,

那么
,

不论使用的标记物的性质如何
,

实际上竞争

性分析要达到高于 10 7

分子 /二 1 的 分析灵 敏

度
,

近乎是不可能的
。

对双位点非竞争分析的灵敏度进行类似

的分析
,

结果如图 3 ( 右 ) 的两套曲线
,

它

杭体微点免疫分析
:

基本概念和理论

周围分析物免疫分析需要特别注意一个

似是而非的概念
,

即常规的标记分析物分析

中使用的抗体浓度为。
.

5 / K 时
,

灵敏度最 大
。

这种说法无疑已被微点免疫分析的发展所推

翻
。

预料后者是新一代结合分析方法的基础
。

免疫分析墓本上都依赖于对抗体占位的

测量
,

这种认识导致周 围分析物免疫分析的

诞生
。

周 圈分析物免疫分析是测量介质中能

彼某一抗体接触的分析物浓度
,

与样品的体
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积及存在的抗休量无关
。

下列方程代表平衡

时抗体结介位点上分析物的占位分数 ( F )
:

F Z 一 F 苍` l,/ 泣A b〕 ) 十 ( 〔 A n〕 /〔
一

A b〕 +

飞 }十 〔八 n〕 /〔
一

八 b〕 = o ( 4 )

式中〔 A n〕 二 分祈浓度
,

〔A b 〕 =
抗 体 浓 度

( 二者的单位以 1/ K 表示 )
。

从该方程很容

易看出
,

当抗体双 度 趋近 。时
,

F 侣 〔全卫〕/

( 1
一

书
一

〔A n 〕 )
。

结论如图 落所示
,

当多种分

析物存在时
,

坦单克隆抗体结合位点的占位

分数对抗体浓度作图
。

当含有分析物介质中

的抗体 ( 尽可能用固相抗体 ) 浓度低于。
。

时

/ K时
,

最终抗体结合位点的占位数仅反映周

围的分析物浓度
,

耳 与此时系统中的抗体点

量无关 ( 比如
,

若 K 二 1。 “ L /
工n ol

,

抗 体结
,

汗位点的浓度 。
。

分1/ K
,

贝}i 代衷。
。

。 1 又 1。“ “

m o l / L或弓 。 2 ) ( 1 0 7

结合位点 / m l )
。

分析物
一

与抗体结合会导致介质中未结合的分析物减

少
,

但 由于结合的量很小
,

结果
,

周围分析

物浓度减少并不显著
。

八承留一呀李或医渭

产沁à
`

拭七押

图 几 抗体结合位点的占位分数
一

与不同浓度分析物

存在时抗体结合位点的浓度关系 ( 一 ) 以及
一

与分析物和杭体结合百分 率 的关系 (一 )

这些结论又导致两个新概念的产生
,

①

抗体可 以被限制在固相支持物上的一个微点

上
,

使微点内抗体结合位点的点数小于州 K

又 1。
’ S X N

。

这里、
是暴露于微点的样 品 休

川 ( 二 1 )
,

N是阿佛加德罗常 数 ( 6 义 1。“ “ ) ;

②被占位点与总的结合位点的比仅仅依赖于

周围分析物浓度
,

导致双标记
“ 比度量的

”

微点免疫分析的产生
。

双标 记微点免疫分析 ( D o al 一工
J

动
。 l

M i c r邸 p叭 Im m u n o as s a y )

当定位于
一

适当探针上的抗体微点暴露

到含有分析物的液体中后
,

可移去探针再暴

露到高浓度
“ 显示 ”

扰 体 的 溶 掖中
。 “

显

示 ”
抗体或是针对分析物分 子上的另一个抗

原表位 ( 假如分析物是大分
一

子 )
,

或是针对抗

体上未被占领的结合位点 ( 假如是 小分子分

析物 )
,

这样感受器抚体的 占位分数可通过

测量感受器抗体和
“ 显示 妙

抗体的比例估算

出来
。

用不同的标记物标记感受 器 抗 体 和
“ 显示 ”

抗休的方法很容易实现
,

因此
,

荧

光标记可能特别有用
,

因为通过光学扫描技

术
,

荧光标记可扫描分布于丧面上的大量抗

体微点 (每个微点针对一个不 同的分析物 )
,

这样便可实现在一份样品上同时对多种分析

物进行分析
。

采用双重荧光标记 有 诸 多 优

点
,

如探测视野 中感受器抗体的量和分布都

不重要
,

原因是发出荧光信
一

号的比例未受影

响
。

微点免疫分析的灵敏度

微点免疫分析与大星抗体为基础的常规

兔疫分析具有同样的灵敏度很易通过模型的

分析得到证 实
。

假定感受器抗体被联结在固

相支持物的表面以使它们的结 舒泣点朝向分

析物
,

并且对分析物的亲合力不改变 ( 系统

中的抗体浓度
-

一一支持物
_

!二抗体结合位点数

目 /温育体积
,

不因抗体附着在支持物 上 而

受影响
,

平衡时分析物对抗体的 占位数与抗

体均匀地分布于整个温育介质的清况完全相

同 )
,

再让我们假定抗体分子在固相支持物

上 以具有最大表面密度的均匀单分 子 层 存

在
,

并且未被标记
,

因此感受器抗体的浓度

变化提示抗体分布的表面积发生了改变
。

例

如
,

若抗体亲合力是 10 “ L /m
o L

,

总温育体

积是 1 m l
,

且抗体表面密度是 6 0 0 0结合位点

瓜 m Z ,

则 10
5件m Z ( 即。

。

l m m “ ) 的表面 积可

容纳相应于 。
。

1 / k浓度的抗体结合位 点
。

进
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一少假设
,

当感受据抗体琴露到含有浓度为

。 。 1 / K 分析物的介质巾后
,

以非 竟争 方 法

测定最终的抗体六位 ( 即 居露到另
一

守
,

针对

分析物 的标 封
_

{的 “ 显示 ”
抗体

,

构成典型的

抗体夹心 )
。

段 ::亏似定所有被 占倾的位点都

与 “ 显示 ”
抗体反应

,

后省石丧而密 度为 」

分子 /拼m
Z时

,

本身也
一

可非特异地结合到固相

支持物
一

卜
·

抗体包被的表而积从 l m m 公到 〕
*

l m m Z
再

到 。
.

0 1
_

m o Z逐渐减少的效应
。

根据方程 ( 4 )
,

1
一

m m 王表双积的 F值 是 4
。

娜
又 1犷 3 。

平衡时

分析物和标记抗体分子特异性结合数为乞的

只 1今,
’

( 即存在约 5。%的总分析物 分 子 )
,

而标记抗体非特异性结合数是 共
已 ,

假 定探

测 伙器的视野只限于犯穿感受器抗体存在的

区 域 ( 见 叫 s a )
,

设仪器本身的 本 底 ( 或

噪音为零 ( 即本底的叱 一来源是视野内标记

抗体的非特异性结合 )
,

则 l m 二 之表而积的

信 /噪比约为 3。 类似地
,

。
。

l m m 二的 F值是

9
。

。 2 义 扮
` 一

只,

标记抗体特异性结合数是 5
二

落1

又 1 0 6 ,

非特异性结合数是 10
马 ,

信 /噪 比 为

洲
。

随着抗体包被表面积的降低
,

信 /噪 比

升高
,

_

直到最大值 6讯 此时感受器抗体的包

被而积降到 今
。

。 I n : m 竺以下
,

趋向于零
。

如包被抗体表面积的减少不伴随仪器探

测视野的相应减小
,

则最终信号的减少并不

导致由非特异性结合
“
显示

”
抗体而致的本

底的降低 ( 见图沁 )
。

所以
,

尽管包被面积

的减少可能会增加感受器抗体的占位分数
,

但信 /噪比或者保持恒定或者下 降
。

这 时
,

增加包被面积可能是有益的
,

假如感受器抗

体的表面密度降低 ( 包被区域可以不变 )
,

也能得到类似的结论 ( 见 图 s c )
。

同样
,

如果仪器产生的本底不是零
。

且

不论仪器的视野如何改变
,

本底总是恒位
,

那么
,

在包被抗体的某个最佳值下仍可得到

最大的信 /噪比
,

低于最佳值
,

则信 /噪比下

降
。

假如信 /噪比是反映抚体占位测量 精 密

度的指标
,

则提示减小抗体的包被面积甚至

。

了多
-

趋 }句零是有益的
。

一

旦抗体包被面积真的减 小到零
,

信
一

号

和噪音 也都 同样地降到零 ( 不过二者的比值

仍维持恒定 )
,

发示没有任何种类的信号可被

测到
。

包被抗体而积减少而使可测信号损失

到足 以
.

影响抗体占位测量精密珍的程度明显

地依赖于用来测定被占领的结合位点的标记

抗体的卜匕活性
,

比活性越高
,

允许的抗体包被

而积越小
。

有了非常高的比活性
,

我们可以正

视一切情况
,

即使了洲淤竟争性系统
,

感受器

抗体的最佳浓度
一

可以非常低
。

各种因子包括

用于测量标记扰体 ( 或
`

标记分析物 ) 的仪器

特征会影响免疫分析的设计
。

应用非同位素

方法时
,

来 自R I A 和 I R M A 的一些娇 论可能

是错误的
,

应当子以注意
。

关于微点免疫分

析的灵敏度
,

更具体的理论研究揭示
:

C
.

1。 二 D 来 成
。 义 〔 ( 6 x l护 O ) ( 1 +

〔 A 砂〕 ) 〕 / D K 〔A b勺 ( 5 )

式 中
,

D是感受器抗体的表面密度 ( 结合位

点 /拼m Z )
,

K 是感受器抗体的亲合力 ( L /

m ol )
, 〔A b约是

“ 显示
”
溶液中 的标记抗

体浓度 ( 单位 以 1 / K
“ 表示

,

K 带
是标 记 抗

付: 的亲合力 )
,

D 健, 。 。

是标记抗体的最小可

测表而密发 ( 分子八
、二 2 )

,

C
卫二 ; 。

是分 听的

可测界 限 ( 分
一

子 / m l )
。

若 〔直 愁勺 二
_

之 ,
D

= 1 : 5

分子加 m Z ,

K 二 1吞` {
L /m ol

, D
n ; 飞带 =

别}分子加 m Z , 则 C
m ; 。 = 2

。

4 ) ( 1沪 分子 / m l

或 欢 又 1。
一 ` ￡m O I / L

,

感受器抗体的 结合位

点被最小可测浓度的分析物所占位的分数是

。
·

叫%
·

图 6 是以几种不同亲合常数的感受

器抗体得到的理论上 灵 敏度对 D 来。 ; 。

作图
。

上面的分析揭示
:

①比以同位素为基础

的常规免疫方法高许多的微点免疫分析的灵

徽度是可以获得的
; ② 如有高比活性的标记

物
,

微点分析的灵敏度就不可能低
,

且可能

优于常规设计的大范围免疫分析所获得的灵

敏度 ( 取决于用来测量的仪器特征 )
。

微点免疫分析的动力学特征有两点需要

说
、

明
:

( 1 )包被感受器
二

汰体的微点越小
,

对
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豁
。 。

a。

视野减小
,

区域减小
:

抗体包被

S / B上升

鹦圃困口
b

.

伙
_

厂
- 一 ’

赫 碰
、

铡因口因

b
。

视野不变
,

区域减小
:

抗体包被

S / B下降

c 。

视野不变
,

密度降低
:

抗体包被

S / B下降

图 5 “
捕捉

”
抗体 ( CaP tur o A b ) 被包被在圆形区域内

,

信号测量仪器的视野是方形 区域
,

a
、

b
、 。
三种情况下的信 /噪 比 ( s/ B ) 变化

。

抗体与分析物结合反应逮度扩 散 限 制 也越

小
,

在极限情况下 ( 即位于微点 内的 抗 体

量趋于零 )
,

反应动力学近似于均一的液相

系统中所观察到的反应动力学
; ( 2 )尽管温

育介质中感受器抗体的有效浓度很低
,

但微

点内感受器抗体的结合位点被占领的速率必

定高于使用较高浓度抗体的分析 (如在常规

的免疫分析特别是常规非竞争性免 疫 的 设

计 )
。

所以
,

如仪器的视野限制在微点区
,

当系统中感受器抗体的浓度小于。
。

o l/ K 时
,

信 /噪比最高 ( 在任何温育时间后 )
。

”
f

吕 卜

感夏器
.

抗体侧以场

L / 价

L / 日

O
,洛 L /川

O二 i (欠丫城)

魂户之一粤杆气

( L四 )

川 助 l

分子加
。 ,

)

微点免疫分析
:

一些 切实的考虑

微点免疫分析需使用激光扫描共焦荧光

显微镜
。

为 了得到最高的分析灵敏度
,

由光

电倍增管自发放出的电子所产生的仪器本底

信号必须降到最小
。

由于这种仪器的光阳极

设 计得很小
,

若将光电倍增管作进一步的改

进
,

预期可使这一来源 的本底降得更低
。

若

感受器抗体的亲合常数为 1护“ L / m ol
,

则理

图 6 非竞争性微点免疚分析理论预测的灵敏度

与微点区可测的最小
“
显示

”
抗体密度的关系

论灵敏度 为 2
.

3 又 10 4
分子 /m lo 很明显

,

抗

体上直接或间接所荷的荧光越多
,

灵敏度也

越 高
。

我们最初研究所使用的显微镜 不 太 敏

感
,

但仍能进行双重荧光的测量
,

其中氨激

( 下转第 12 页 )



后时间的延长
,

排卵前卵母细胞最敏感
,

且

不分离率有译低 的 趋 势〔` 5 , ` 6〕
。

R us
s 。
等

C` 7〕的实验表明
:

雄性生殖细胞 减数 分裂前

期是较敏感的
,

尤以终变期最敏感
,

而这一

期和雌性的排卵前期相对应
。

用染色体畸变评价辐射的遗传危险度
,

其主要优点是较显性基因突变
,

特别是隐性

基因突变更容易评价辐射遗传效应
。

而通过
t

对生殖细胞染色体畸变的观察
,

对监测辐射

所造成的遗传危害提供 了直接观察的手段
,

使细胞遗传学研究进入新的阶段
。
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光能发射 4 8 8n m 和 5 14 n m两种激发光线
,

所以

在激发兰 /绿荧光体如 F I T C ( 最 大 激 发波

长 4 g Z n m ) 时效率很差
。

不过
,

比值测定法

的原则允许两种标记的测量效率存在较大的

差异
,

这是因为可 以通过选择标记抗体的比

活性使产生的信号比近乎一致
。

所以
,

从这

个意义上讲
,

氢源激光激活 T o x as R e d 的

低效率并不是主要的障碍
。

最初 的 研究 表

明
,

在非最佳条件下
,

当扫描区域 为 5郎。 2

时
,

这种仪器能测到 每件m
“
约 2 5个 F工T C标

记的和 /或 T e 二 a s R e d标记的 I g G分子
。

微点免疫分析还需研究抗体偶联到固相

支持物上的机制
。

通过比较一些以微点方式

设计和以常规方法设计时分析的表现
,

证实

了上面叙述的理论概念
。

尽管非最佳化
,

但比

值侧定微点分析显示的灵敏度很接近常规的

最 佳 化 的工R M A 的灵敏度
。

总结与结论

由于过去在精密度
、

灵敏度
、

精确度等

概念上的混乱
,

一些错误的概念目前已掺入

到一些公认的免疫方法设计的规则中
,

特别

是习惯上使用超过需要的较大的抗体浓度以

获取高的分析灵敏度
。

原则上 限制在非常小区域上 ( 以微点的

形式 ) 的小量感受器抗体分子
,

结合使用非

常高比活性的
“
显示

”
抗体探针来测量感受

器抗体上被分析物占据数目的方法
,

可获得

高的灵敏度
。

相信微型化的抗体微点分析是

下一代分析技术的基础
,

对于应用结合分析

的所有领域可能具有革命性的效应
。

〔C l i皿 C五e皿 20 9土, 3 7 ( 2 1 )
: 1 5 5 5~ 2 9 6 7

( 英文 ) 秦秋平节译 林 汉校〕


