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日良镜蛇毒细胞毒素的生物素一抗生物素蛋白一酶联免疫吸附检测 

—
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ABST队 CT A technique combining the 

biotin-avidin ampli如ing $)~stem 研 Ih sandwich 

enzyme-linked immunosorbent assay rB—A—ELISA1 

was developed for the microassay of the cytotoxin 

from Naja Ⅱm alra venom The horse-peroxidase 

was nsed as the marker and polystyrene micro- 

hemaggIutination plates as solid carrier． The sensitiv． 

itywas 0 5 ng·mr’． The assay rangewas I 25-37。 

ngm!。。 svlth coefficient of vatsation of 4．9％ 

(intragronp)and 8．1％ (intergroups)．respectively 

KEY WORDS cobra venoms；cytotoxins；biotin； 

avidin；enzyme—linked immunosorbent assay 

提要 用夹心酶联免疫吸附检测技术，以辣根过氧化 

物酶为标记酶，结台生物素一抗生物素蛋白放大系 

统，以聚苯乙烯微量反应扳为固相载体，建立一种眼 

镜蛇毒细胞毒素的微量检测方法：生物素抗生物素蛋 

白—酶联免疫吸附测定，灵敏度 O 5 ng ml，工作范 

围 I-320 ng m rl，组内和蛆间变异 系数分别为 

4．9‰和 8．I％ 

关键词 镜蛇毒液类；细胞毒素；生物素 抗生物 

素蛋白； 藓顿五面晰 ～ ～  

眼镜蛇毒的细胞毒素(cytotoxin，CTX)亦 

称心眭毒素，是一类对心眭具有毒性又有抗癌 

活性的组分，我们从中华眼镜蛇毒中纯化一种 

CTX，经体内和体外实验，均证明对多种肿 

瘤细胞有很强的杀伤作用(待发表)，为研究其 

药物动力学，我们应用夹心酶联免疫吸附检测 

技术”)，以辣根过氧化物酶为标记酶，结合生 
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物素(biotin)抗生物素蛋白(avidin)放大系统， 

以聚苯乙烯微量反应板为固相载体，建立了一 

种高灵敏度的眼镜蛇毒细胞毒素的生物素—抗 

生 物 素 蛋 白一酶 联 免 疫 吸 附 检 测 方 法 

fB—A—E LJSA) 本文报告方法的建立和检测 

效果． 

MATERIAI5 AND METHoDS 

中华眼镜蛇(Naja naja atra)蛇毒，产地广 

西 ． SP-Sephadex C-50， SP-Sephadex 

C-25， CNBr活 化 Sepharose 4B均 购 白 

Pharmacia公司，酯化生物素，辣根过氧化物 

酶标记抗生物素蛋I~(Av-HRP)，精制抗眼镜 

蛇毒血清，均为上海生物制品研究所产品． 

邻苯二胺(OPD)及其它试剂为国产品 AR．55 

孔聚苯乙烯微量反应板，GXM一201型酶标光 

度计，四川1分析仪器厂产品． 

CTX的分离纯化和生物活性测定 用 

SP—Sephadex C一5O柱层析分离粗毒．分离所 

得细胞毒组分再经 SP—Sephadex C-25柱层所 

纯化0)．用双向免疫扩散和 SDS-PAGE法鉴 

定其纯度，用离体大鼠心脏标本I] 测定其对心 

脏的毒性，作为细胞毒指标． 

CTX特异性抗体(F(ab) )的纯化 CTX 

溶于偶 联 缓冲禳(NaHCO 0．1 mol·L-0， 

containing NaCl 0 5 mol L～，pH 8．3)再与 

CNBr—Sepharose 4B混合制备 CTX—Sepha— 

rose 4B亲和层析柱 用 pH分步洗脱法 】， 

从精制抗眼镜蛇毒血清中纯化 CTX特异性抗 

体．比较纯化抗体和精制抗眼镜蛇毒血清对 

注射 CTX小鼠的保护怍用，测定纯化抗体的 

特异性中和能力{ ． 

生物素化抗体制备 把酯化生物素溶于 

二甲基甲酰胺，浓度为 34．1 mg-ml- ，纯化 
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的 CTX特异性抗体于4℃对碳酸氢钠溶液 0．1 

mol·L pH 9．0透析过夜，浓度调为 lO 

mg·ml～，二者按酯化生物素与免疫球蛋 白 

自由氯基克分子比例为 l：l混合，于 22℃下 

反应2h，透析备用 J． 

BA—ELlSA操作步骤 用 CTX特异性 

抗体包被 55孔微量反应板．于 4℃放置 8 h， 

洗涤 4次，加待测样本，37℃下温育 2h，洗 

涤 4次，加生物素化抗体，37℃下温育 20 

min，洗涤 4次，加 Av—HRP，22℃下温育 

20 min，洗涤 4次，加底物(OPD—H，0，)， 

37℃下避光 显色 30 min，加 人 H，SO4 2 

tool-L 终止反应，加样量均为 O．1 m1／孔． 

测 492 mn。建立标准曲线并分析其敏感性． 

特异性和精密度． 

RESUI 

CTX的分离纯化和生物活性 眼镜蛇毒 

经 SP-Sephadex C-50柱层析，分离为 14个 

组分，见 Fig l，组分 XIII XⅣ 能使离体灌 

流心脏挛缩而停搏，为细胞毒素，其中组分 

ⅪV经 SP-Sephadex C-25柱层析纯化，用 

SDS-PAGE和双向免疫琼脂扩散检测，呈现 

单一沉淀带，用离体大鼠灌流心脏检测，具有 

很强的细胞毒作用． 

CTX特异性抗体的纯化 吸附在亲和层 

析柱上的 CTX特异性抗体，经乙酸缓冲液 

(0．01 mol—L- ，pH 5．5)和 甲酸 (0．53 mol· 

L ，pH 2．05)分步洗脱后，得到 2个蛋 白 

峰，见 Fig 2． 甲酸f0．53mol·L～，pH 2．051 

洗脱的蛋白峰与 CTx亲和力高，量多，与眼 

镜蛇毒进行双向免疫琼脂扩散试验，只出现单 
一 沉淀线．抗体活性测定结果表明，l mg精 

制抗眼镜蛇毒血清可中和 O．3 LD q．CTX，l 

mg纯化抗体可中和 10 LD∞的 CTX，以精制 

抗眼镜蛇毒血清的特异中和效价为 1．0，则纯 

化抗体的相对效价为 33．5． 
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E1ution conditions 

船{．0骺 06．．40 m6．0o卜r 

Fraction number 

n窖1．SP—sephId C一5o eohmmd咖matogr叩hy of 

Naja naja alra~llom． Cobra velBOlm4 gw-sdissolved 

in 28 mJ ofNrte~cbuffer(0．05mol 【『。，pH5．0)and 

applied to a colm  0．5×70 ca)of SP—Sephadex 

C— 50． T e c0I咖 w船 eluted with a step gradient of 

NH4Ac butier． The horizontaI b哪 iDd~llte Ihe Dre 

elmceofcytotoxim． 

最适条件 包被抗体稀释度为 1：1600， 

生物素化抗体稀释度为 1：800，Av．-HRP稀释 

度为 l：1000，为最适反应浓度(Fig 3)、(Tab 1)． 

标准曲线 用上述最适条件制备a1x标 

准曲线，量一效反应在 1．25—320 ng·mV 范 

围内呈直线关系，见 Fig4． ． 

敏感性 用 PBS f0．01 tool—L一，pH 

7．2)稀释的正常兔血浆 1O倍稀释液 ，配制 

CTX的浓度系列，用上述制备标准曲线 条 

件，按 BA-ELISA流程铡定，绘制剂量反应 

曲线，结果表明，当样品中Crx浓度达 O．5 

ng ml- 时，即出现有意义的 492 mn值． 

特异性 分别采用牛血清白蛋白和眼镜 

蛇毒神经毒素 3，30、300 ng·ml 取代了 

CTX，在同样条件下用 B-A-ELISA测定， 

均不出现有意义的结果．见 Tab 2． 

精密度 如前所述配制 CTX浓度系列， 

每种浓度平行测定 4个样本，以观察组内变 
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Fraction number 

啦 2．1haqfwalionofspecilic cyloloxiaantibody by af- 

蛐 chromatogra~,vfrom锄札i剿 of。ob|a w岫Dm 

¨ seph —cn【c0Im ．Ant~--um was circulated 
血mII Sepharose--CYX c0I岫 for lO h， and elmed 

训th 30Ⅲl ofNaHCOj b曲 1 m  L～， pH 

8．3，containing N-CI‘ mol‘L■01． Eluaon w蛞 c_卜 

fled out stepw~e with thef0U0 ng buffers： 4c时ate 

bIl仃h O．ol m0I L一，cootaini~ NaCl仉5 m0l- 
I『‘，批{5．5)and f0rmie acid{D．53 mol-I『‘，con- 

t日．岫ingNaC10．15mol。L一，pH 2．O5)．i~'nctions of4 
mlWel'eeolleeted at a rate0f20吐I’h～．1 horizma- 

tal bar indicates the presence of purified specific 

cytotoxin antibody． 

异，另在同样条件下每天测定 1次，以观察组 

间变异，结果组内变异系数为 4．9％，组闾变 

_ 

u～ o—— -o— o 

R撕  ocalofdilutionsof~Ttgtoxirt柚 嘶  

g 3． c0ad concentrations of cytotoxin amtbody in 

(0 ) control-Im ： 

t● ) plnsm  comaining cytotoxh*0．3腭 t nil- ； 

(×) rabbitplasma／normal rabbit plasma 
ratio． op岫  coating conoentTafion w 2．4 g 

m|_‘
． 

Tab 2． m  valRse in 

cylotoxin from Naja atra verlom． 月=4， j 

( ofconlrol plasma O．06)． 

for 

± j 

}  】 ． 

暑 如雏耱嚣  幢 m 8 6 4 2  ̂

一目c 0∞ 一 8 ∞q】是p《 
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异系数为 8．1％ 

2 5 S 1O 21) 4O 晷o l60 32O 

Cytotoxins／ng ·m__’ n一 5 

Fig 4． Cytotoxin rrom Naja naja atra vtflllom in 

biotin-avidin—ELIsA． Coating： spedfl~ antibodv 0f 

cytotoxin (2．4 腭 。In】 Conjugate： blotinylated 

andbody 1"．800， avidin-horseradish peroxidase 

1：1000． SubsU'ate： O—phenylenediamlne-H 0 

(●) 0bserved；(0) Calculated． l+ 

DIsCUSSIoN 

生物素—抗生物素蛋白系统(BAS)与酶联 

免疫方法相结合，具有敏感性高、特异性强等 

优点，但由于实验中涉及反应物多，其敏感性 

特异性，精确性受多种因素影响．能否消除 

实验中的非特异性显色，是方法成败的关键因 

素．实验过程中的非特异性显色，主要来源 

于抗生物素蛋白及生物素化抗体对固相的非特 

异性吸附，特别是抗生物素蛋白对反应板的非 

特异性吸附( 我们采用高 pH值 高离子强 

度的酶标抗生物素蛋白稀释液有效地抑制了抗 

生物素蛋白对反应板的非特异性吸附．采用 

l0％兔血浆的生物素化抗体稀释液，既有效 

地抑制了生物素化抗体的非特异性吸附，又避 

免了高离子浓度对抗原抗体结合反应的影响， 

上述措施有赦地控制了非特异性显色 非特 

异性的下降，不但表明检测系统的特异性达到 

较高水平，而且由于阳性对照与阴性对照光吸 

收度比值的升高，使系统检测灵敏度显著提高． 

本法除可作为蛇毒药物动力学研究的检测 

手段外，对于蛇伤诊断，法医学鉴定，也均有 

实用意义． 
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