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摘要!为制备免疫学特性良好的大豆
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胰蛋白酶抑
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(只的免疫剂量将
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免疫
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小鼠!利用间

接
4XMY0

和间接竞争
4XMY0

鉴定多抗血清效价和敏感

性!选择血清效价和敏感性较优的小鼠进行细胞融合!多

次筛选得到稳定分泌
jJM

单克隆抗体"
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$的杂交瘤细胞株!采用体内诱生腹水法制备

50F

并对其免疫学特性进行鉴定%结果表明!

#

号小鼠

经免疫后效价最高且敏感性最好!半数抑制浓度"
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!经细胞融合筛选得到
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阳性杂交瘤细

胞株!所制备的抗体效价达到
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!且

特异性强%说明试验所制备的
50F

免疫学特性良好!能

够为建立灵敏#特异的
jJM

免疫学检测方法提供良好的

抗体保障%
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大豆含有丰富的蛋白质和油脂资源%是重要的食品

和饲料加工原料%但其也含有多种抗营养因子和致敏蛋

白*

#

+

%这些物质可能诱发过敏反应%降低大豆营养价值%

影响大豆利用效率*
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#是其中重要的一种%主要包括

j=@7,9

胰蛋白酶抑制因子!

j=@7,9,D

/C

+7@7@:7F7,;D

%

jJM

#

和
[;G56@)[7DL

胰 蛋 白 酶 抑 制 因 子 !

[;G56@)[7DL

,D

/C

+7@7@:7F7,;D

%

[[M

#两种类型%分别约占大豆蛋白总量

的
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YJM

虽已被证明具有抗癌和抗炎生物

活性*

(

+

%在医药领域具有潜在应用价值*

?

+

%但其也可抑制

机体胰蛋白酶和胰凝乳蛋白酶活性%导致消化不良%阻碍

生长发育*

$
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&因此建立特异)高效的检测方法来监测大

豆及其制品中
YJM

的含量显得尤为重要&

目前%胰蛋白酶抑制因子多采用脲酶检测法)酶化学

分析法进行检测%但是这些检测方法的灵敏度)特异性和

稳定性较差*
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&近年来%利用特异性抗体建立起来的酶

联免疫吸附试验!
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#能够准确)灵敏地检测
YJM

含量%已成为
YJM

快

速检测方法研究的主要趋势*

T

+

&张国龙等*

3

+利用兔源多

克隆抗体建立了可用于大豆和大豆产品中
jJM

定量检测

的直接竞争
4XMY0

方法$邢春芳等*

#"

+也利用兔源多克隆

抗体建立了
YJM

的间接竞争
4XMY0

检测方法%能够代替

酶化学分析法用于豆粕及豆制品中胰蛋白酶抑制因子的

检测&而单克隆抗体!
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50F

#相对于

多克隆抗体具有均一性和特异性强等优势%更有利于建

立灵敏)特异的
4XMY0

方法&目前已有相关研究*

##U#!

+利

用
50F

建立了用于
jJM

定量分析的
4XMY0

检测方法%

但缺乏对抗体免疫学特性的鉴定与描述&试验拟通过动

物免疫和细胞融合%筛选稳定分泌
jJM50F

的杂交瘤细

胞株%并对所制备抗体的效价)亚型)敏感性)亲和力)特

异性等免疫学特性进行鉴定%旨在为建立
jJM

的
4XMY0

检测方法及其他免疫学检测方法提供可靠的抗体保障%

为大豆及其制品中
jJM

的高效监测提供有力的技术
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#等细胞培养试剂%
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抗体!
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膜等试验材

料"索莱宝生物科技公司$
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所用包被液!
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X

碳酸盐缓冲液%
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#)稀释液!

">"#5;8
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X

磷酸盐缓冲液%

Z[Y

#)封闭液

!含
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脱脂奶的
Z[YJ

溶液#)显色液!
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磷酸'柠檬

酸缓冲液#)终止液包被液!
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溶液#等溶液"

实验室配置$

其他试剂均为市售分析级试剂&
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主要仪器

电子天平"

P4!"(4

型%德国
PA,,8ADJ;8AE;

公司$

QN

!

培养箱"

MRQN#?2

型%德国
PA55AD,

公司$

倒置生物显微镜"

'PM2"""

型%德国
XA7*6

公司$

生物洁净工作台"

[QP)#"""0

型%苏净安泰有限

公司$

酶标仪"
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(
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型%美国
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公司$

蛋白凝胶电泳系统"
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型%美国
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公司$

转膜系统"

JD6@+)[8;,

型%美国
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公司&
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试验动物及骨髓瘤细胞

免疫动物为
$

%

T

周龄无特定病原体!

YZ&

#级雌性

[0X[

(

*

小鼠%液体石蜡预处理的
YZ&

级
[0X[

(

*

小鼠

用于腹水制备&骨髓瘤细胞为小鼠
RY"

骨髓瘤细胞&

#>(

!

小鼠免疫及多抗血清鉴定

首次免疫%将
jJM

与等量
&Q0

混合%取
2

只小鼠以

?"

(

<

(!

!""

(

X

,只#的剂量背部皮下多点注射&此后每

隔
2

周加强免疫
#

次%免疫剂量和方式与首次免疫相同&

共进行
(

次免疫%免疫结束
2

周后%对小鼠断尾采血%获

得多抗血清&

多抗血清效价采用间接
4XMY0

进行测定*

#2

+

%首先在

已包被抗原的酶标板中加入倍比稀释的抗体%

2-_

孵育

#?57@

%洗板后加入
b6PM

<

b)HSZ

%

2-_

孵育
2"57@

%洗

板后加入显色液%

#"57@

后终止显色并读取
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(?"@5

值%

以测定
#W

(?"@5

的
Y

(

,

值
'

!>#

判定多抗血清效价!

Y

为阳性孔
#W

(?"@5

值%

,

为阴性孔
#W

(?"@5

值#&

多抗血清敏感性采用间接竞争
4XMY0

进行鉴定*

#2

+

%

首先向酶标板中加入效价测定中
#W

(?"@5

值为
#>"

左右

的血清稀释液和具有梯度抗原标准溶液!作为酶标板上

已包被抗原的竞争物#%余下步骤按上述效价测定步骤进

行&待酶标仪读取
#W

(?"@5

值之后%求出抑制率
S

(

S

"

%其

中
S

"

为抗原浓度为
"

时的
#W

(?"@5

值%

S

为抗原不同标

准浓度所对应的
#W

(?"@5

值&然后将抗原浓度对数值和

抑制率分别作为横)纵坐标绘制抑制曲线%根据曲线线性

回归方程计算半数抑制浓度
R-

?"

衡量多抗血清敏感性&

#>?

!

细胞融合与筛选

复苏
RY"

瘤细胞%选取生长状态良好的瘤细胞进行

扩大培养准备融合&取多抗血清效价高)敏感性好的小

鼠进行腹腔注射超免%剂量仍为
?"

(

<

(!

!""

(

X

,只#%但

不加佐剂%超免
2E

后%取小鼠脾脏分离脾细胞与
RY"

细

胞进行融合*

#(

+

2(

%将细胞悬液铺于细胞培养板并进行培

养%

-E

后用
HJ

培养基半量换液%并密切观察细胞生长

情况%

#"E

左右抽取细胞培养上清液%同样采用间接
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4XMY0

和间接竞争
4XMY0

进行筛选%挑选效价高)敏感

性好)生长旺盛的细胞采用有限稀释法进行亚克隆*

#?

+

%反

复筛选直至建立稳定分泌
jJM50F

的阳性杂交瘤细

胞株&

#>$

!

jJM50F

的大量制备及免疫学特性鉴定

扩大培养已筛选的阳性杂交瘤细胞%将杂交瘤细胞

!约
#"

$个#腹腔注射经液体石蜡预处理的
[X0[

(

*

小鼠&

待小鼠腹部明显肿胀时便可用无菌注射器采集腹水%将

腹水以
?"""D

(

57@

离心
#"57@

%取上清液采用饱和硫酸

铵盐析法纯化*

#(
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!!

%并用
Z[Y

透析
2E

得到
jJM50F

&

抗体免疫学特性鉴定包括效价)亚型)亲和常数)敏

感性和特异性
?

个方面&效价和敏感性鉴定方法同
#>2

中多抗血清效价测定和敏感性的鉴定&

亚型通过鼠源
50F

分型试剂进行鉴定%利用间接

4XMY0

原理将
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稀释包被酶标板%然后加入
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分 型 试 剂%最 终 根 据
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值判断
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亚型&

亲和常数!
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#根据饱和
4XMY0

法*
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%在不同浓度抗原包被情况下%测定抗体半饱和浓

度%按式!
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#计算&
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'''不同包被浓度的比值$
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'''不同包被浓度下抗体半饱和浓

度%

5;8

(

X

&

特异性通过测定交叉反应率和免疫印迹试验进行鉴

定%交叉反应率通过间接竞争
4XMY0

测定大豆中其他抗

营养因子和致敏蛋白竞争物!大豆球蛋白)

"

)

伴大豆球蛋

白)

Y[0

)

[[M

#的
R-

?"

进行计算!交叉反应率
-F\jJM

的

R-

?"

(其他竞争物的
R-

?"

#

*

#-

+

$免疫印迹试验首先将上述

交叉反应竞争物与
jJM

以同一浓度进行
Y'Y)Z0b4

%试

验时在同一凝胶上做一重复%一半用于考马斯亮蓝染色

并脱色观察%另一半进行转膜后%加入抗体
2-_

条件下

孵育
!:

%经过
Z[YJ

洗涤%再与
b6PM

<

b)HSZ

孵育
!:

%

经
Z[YJ

洗涤后
4QX

荧光显色液显色%将显色结果与

Y'Y)Z0b4

结果进行对照%判断
jJM50F

的特异性*

#T

+

&

!

!

结果与分析
!>#

!

小鼠多抗血清的鉴定

间接
4XMY0

方法测定多抗血清的效价结果!见表
#

#

表明%

2

只小鼠免疫效果良好%效价均能达到
#

$

#!T""

以上%其中
#

号小鼠免疫效果最为显著&

表
#

!

多抗血清效价的间接
4XMY0

测定结果

J6F8A#

!

J7,AD;B5;=+A6@,7+AD=5EA,A*,AEF

/

7@E7DA*,4XMY0

%

#W

(?"55

&

编号
稀释倍数

!"" ("" T"" #$"" 2!"" $("" #!T""

阴性 空白

# !>$"# !>#-2 !>?"! #>-2( #>$(( #>?(! ">3!3 ">"$" ">"?!

! !>!23 #>3$$ #>-?! #>(?T #>2$$ ">T$" ">?3" ">"?# ">"$2

2 !>?#! #>T#$ #>?!? #>22( #>"-" ">T-T ">?2- ">"$( ">"(3

!!

通过间接竞争
4XMY0

鉴定各小鼠多抗血清的敏感

性%其中
#

号小鼠多抗血清敏感性最好%间接竞争
4XMY0

抑制曲线如图
#

所示%

jJM

对
#

号小鼠多抗血清产生了

明显的抑制效果%将抑制率
S

(

S

"

作为纵坐标%

jJM

浓度

对数值作为横坐标绘制抑制曲线%得到线性方程%计算抑

制率
S

(

S

"

为
">?

时的多抗血清的
R-

?"

为
#?->22@

<

(

5X

&

图
#

!

jJM

对多抗血清的抑制曲线

&7

<

=DA#

!

M@:7F7,7IA*=DIAB;D6@,7+AD=5,;jJM

!>!

!

jJM50F

的制备

根据免疫小鼠多抗血清效价及敏感性鉴定结果选择

#

号小鼠进行细胞融合%初次筛选
3$

孔细胞板中强阳性

细胞株%然后转入
!(

孔细胞板中扩大培养后复筛%挑选

强阳性细胞株%将阳性细胞株进行亚克隆%最终筛选到

#

株效价高)敏感性好的杂交瘤细胞%命名为
(4$)43

%经

过多次冻存与复苏后%仍能够稳定分泌抗体&通过小鼠

体内诱生腹水法得到
(4$)43

腹水%纯化后用于鉴定抗体

的免疫学特性&

!>2

!

jJM50F

效价的测定

通过间接
4XMY0

测定
(4$)4350F

的效价结果如

表
!

所示%

2

次平行重复测定
(4$)4350F

效价
#W

(?"@5

值较为稳定%效价能够达到
#

$

#$2T(""

%相对于小鼠多

抗血清有显著提高%且高于张国龙等*

3

+制备的兔源多抗

血清效价!

#

$

#!T"""

#&

!&

"

g;8>2?

"

R;>T

王
!

耀等!大豆
j=@7,9

胰蛋白酶抑制因子单克隆抗体的制备与鉴定



表
!

!

(4$)4350F

效价测定

J6F8A!

!

'A,AD57@6,7;@;B,:A,7,AD;B(4$)4350F

%

#W

(?"@5

&

稀释倍数

$("" #!T"" !?$"" ?#!"" #"!("" !"(T"" ("3$"" T#3!"" #$2T(""

阴性 空白

!>-!T !>!?# #>$33 #>"T" ">$(? ">(2! ">!$3 ">!"2 ">#(- ">"$$ ">"?2

!>$T? !>2(" #>$?" #>##( ">-?( ">($2 ">!?" ">!#T ">#?! ">"-! ">"(#

!>$?" !>2-2 #>-$2 #>#"2 ">$$- ">(-# ">!-T ">#3" ">#(2 ">"$- ">"?T

!>(

!

jJM50F

亚型的鉴定

采用
50F

分型试剂通过间接
4XMY0

方法对
(4$)43

50F

亚型进行鉴定%结果如图
!

所示%根据分型试剂与

(4$)4350F

结合的
#W

(?"@5

值判断获得抗体亚型%结果

M

<

b#

分型试剂对应的
#W

(?"@5

值最高%且其他分型试剂

对应的
#W

(?"@5

值均较小%说明所制备的
(4$)4350F

亚

型为
M

<

b#

型&

图
!

!

(4$)4350F

亚型鉴定

&7

<

=DA!

!

MEA@,7B7*6,7;@;B+=F,

/C

A;B(4$)4350F

!>?

!

jJM50F

亲和常数的测定

将
jJM

以
?

%

#

(

<

(

5X

两个浓度分别包被
4XMY0

酶

标板%通过
4XMY0

饱和法绘制的亲和常数测定曲线如

图
2

所示%

?

(

<

(

5X

包被时%

(4$)4350F

与
jJM

结合达

到半饱和状态的浓度为
-3(>#T@

<

(

5X

$

#

(

<

(

5X

包被时%

(4$)4350F

与
jJM

结合达到半饱和状态的浓度为

$"">3$@

<

(

5X

&根 据 公 式 计 算 可 得
X& \#>(?V

#"

T

X

(

5;8

%通常
X&

#

#"

-

X

(

5;8

即为高亲和力抗体*

#3

+

%

图
2

!

(4$)4350F

亲和常数测定曲线

&7

<

=DA2

!

0BB7@7,

/

*;@+,6@,5A6+=DA5A@,*=DIA;B

(4$)4350F

因此试验所制备的
(4$)4350F

具有较高的亲和力&

!>$

!

jJM50F

敏感性的鉴定

间接竞争
4XMY0

抑制曲线如图
(

所示&由抑制曲线

的线性回归方程可以计算得到
(4$)4350F

的
R-

?"

为

!T>23@

<

(

5X

%相对于小鼠多抗血清%敏感性有了显著提

升&邢春芳等*

#"

+制备兔源多抗血清所建立的
4XMY0

方

法的
R-

?"

为
2$"@

<

(

5X

%与其相比%试验所制备的
(4$)

4350F

具有较低的
R-

?"

%说明单抗的敏感性高于多抗

敏感性%更有利于
4XMY0

检测方法的建立&

图
(

!

jJM

对
(4$)4350F

的抑制曲线

&7

<

=DA(

!

M@:7F7,7IA*=DIAB;D(4$)4350F,;jJM

!>-

!

jJM50F

特异性的鉴定

由表
2

可知%

(4$)4350F

与大豆球蛋白)

"

)

伴大豆

球蛋白)

[[M

)

Y[0

的交叉反应率
#

">2̀

%表明
(

种竞争

物与
(4$)4350F

之间基本没有交叉反应&

!!

将
(

种竞争物与
jJM

进行
Y'Y)Z0b4

%同一凝胶上

做一重复%将所做重复进行免疫印迹试验&

(4$)4350F

特异性鉴定结果如图
?

所示%对比结果表明
(4$)4350F

仅与第
$

泳道
jJM

蛋白结合%表明试验所制备的
(4$)43

50F

具有较强的特异性&

表
2

!

(4$)4350F

的交叉反应结果

J6F8A2

!

J:A*D;++)DA6*,7I7,

/

;B(4$)4350F

竞争物
R-

?"

(!

@

<

,

5X

U#

# 交叉反应率(
`

大豆球蛋白
#

#>"V#"

(

%

">2

"

)

伴大豆球蛋白
#

#>"V#"

(

%

">2

[[M

#

#>"V#"

(

%

">2

Y[0

#

#>"V#"

(

%

">2

"&

安全与检测
Y0&4J% OMRYZ4QJMNR

总第
!#(

期
"

!"#3

年
T

月
"



#>P6DLAD

!

!>

大豆球蛋白
!

2>

"

)

伴大豆球蛋白
!

(>Y[0

?>[[M

!

$>jJM

图
?

!

(4$)4350F

特异性的免疫印迹试验鉴定结果

&7

<

=DA?

!

fA+,AD@F8;,7EA@,7B7*6,7;@DA+=8,;B(4$)43

50F+

C

A*7B7*7,

/

2

!

结论
试验在免疫

[0X[

(

*

小鼠%获得效价和敏感性良好

的多抗血清基础上%进行细胞融合%筛选阳性杂交瘤细胞

株%得到稳定分泌
jJM50F

的
(4$)43

杂交瘤细胞株&通

过体内诱生腹水法制备
(4$)4350F

%并对抗体免疫学特

性进行充分鉴定%其效价达到
#

$

#$2T(""

%亚型为
M

<

b#

型%亲和常数为
#>(?V#"

T

X

(

5;8

%

R-

?"

为
!T>23@

<

(

5X

%且

只与
jJM

特异性结合%与其他抗营养因子和致敏蛋白结

合无交叉反应&试验制备的
jJM50F

具备良好的免疫

学特性%可用于灵敏)特异的大豆及其制品中
jJM

免疫学

检测方法的建立%但在具体免疫学检测方法研究中%仍需

对其应用条件和方式进行进一步探索%若将其与功能性

纳米材料及高通量传感技术相结合%开发新型快速检测

方法与装备%将会为饲料中抗营养因子以及食品中大豆

致敏蛋白的高效监测提供有力技术支撑&
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胰蛋白酶抑制因子单克隆抗体的制备与鉴定


