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摘  要:选择了甘油、山梨醇、聚乙二醇 ( PEG )、卵清蛋白 ( OVA )、多肽、糖、氨基酸等试剂,通过经

验法和正交法相结合的手段配制了一系列稳定剂, 对吸附在酶标板上的三唑磷多克隆抗体进行处

理 ( 37e , 1 h)后, 再在 37e 下连续贮存 7 d,利用直接竞争 ELISA法对不同稳定剂处理的包被抗体

免疫活性、亲合性及检测灵敏度进行检测,并与未经稳定剂处理的对照进行比较,筛选得到效果较

好的稳定剂 1 (质量分数: 甘油 2. 5% , 氨基酸 1. 5%, 蛋白胨 3. 0% , 离子螯合剂 0. 1%, 防腐剂

0. 01% )。用稳定剂 1处理包被抗体后, 4~ 6e 下保存半年及 37e 下保存 14 d的试验结果表明,

抗体的活性相对保持率分别为 9718% 和 9412%; 其免疫活性、亲合性 ( I50分别为 68143和

54138 ng /m L)及灵敏度 ( I10分别为 3172和 3122 ng /m L)与常规方法包被的抗体 (包被好后不贮

存,直接检测, I50为 60173 ng /mL, I10为 3111 ng /mL )无明显差异; 冻融试验表明,经稳定剂 1处理

的三唑磷抗体在反复冻-融次数不超过 8次时其活性也是稳定的。说明筛选出的稳定剂可以显著

提高三唑磷多克隆包被抗体的稳定性,可用于三唑磷 ELISA试剂盒的生产。
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Abstract:M ix tures of g lycero ,l so rbito ,l am ino ac id, pep tide, peptone, pro te in, che la tor, antisept ic and so

on as stabilizers w ere designed and prepared by m eans o f experim enta l and orthogona lm etho d. The

ant-i triazopho s po ly clona l antibodies ( PA bs) co ated on 96 m icrop la tes w ere treated w ith these

stabilizers ind iv idua lly ( 37e , 1 h), then sto red at 37e fo r 7 day s. The imm uno reactiv ities o f the PAbs

w ere determ ined by direct com pet itive EL ISA s. PA bs w ere found to be stab ilized under 3 stab ilizers.

A fter the further inv estigation of com paring the imm uno react iv ity, the aff inity and the de tect ion lim it o f

the PA bsw h ich treated w ith the three stabilizers ind iv idually, an optim ized stab ilizer w a s then se lected.

That w as stab ilizer 1 (m /m ; g lycero l 2. 5%, am ino acid 1. 5% , peptone 3. 0%, che lator 0. 1%,

antisept ic agent 0. 01% ). W hen the incubation o f coa ted PA bsw ere in the presence o f the stabilizer 1,

w ith sto rag e at 4~ 6e fo r half a year o r 37e fo r 14 day s, the re lative imm uno reactiv ity w as 97. 8%
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and 94. 2%, respective ly. And the aff inity ( I50 68. 43 and 54. 38 ng /m L, respect ive ly) and the detect ion

lim it ( I10, 3. 72 and 3. 22 ng /m L, respective ly) rem ained a lm o st the sam e as tho se o f the PAbs w hich

w ere just co ated on the plate w ithout sto rag e( I50 60. 73 ng /m L, I10 3. 11 ng /mL ) . Freeze- thaw test a lso

dem onstrated that the optim ized stabilizer 1 w as f it fo r the PAbs w hen the freeze- thaw w as no t m o re

than 8 t im es. It ind icated tha t the opt im ized stabilizer cou ld im prov e the coa ted PA bsp stability

ev idently, and co uld be applied to the product ion o f the triazopho s ELISA ki.t

Key words: enzym e-linked imm uno so rben t a ssay; stab ilizer; triazopho s; po lyc lona l an tibody

  三唑磷 [ triazopho s, O, O-二乙基-O-( 1-苯基-

1, 2, 4三唑-3-基 )硫代磷酸酯 ]是一种广谱性杀虫

杀螨剂,对危害粮、棉、油、果蔬、茶叶等主要农作

物的害虫具有良好的防治效果
[ 1]

, 但对鱼类、蜜

蜂、家蚕具有高毒性
[ 2]
。目前国外已经开始限制

或禁止其使用和销售
[ 3]
。我国在甲胺磷、对硫磷

等高毒有机磷杀虫剂被限制或禁止使用后, 三唑

磷的使用量迅速增加, 环境和食品中三唑磷的残

留问题也日益受到人们的关注
[ 4~ 9]
。建立三唑磷

残留的快速检测技术, 对加强三唑磷残留的检测

与监控,保障人类身体健康具有重要意义。近年

来发展起来的酶联免疫吸附测定法 ( EL ISA )具有

很高的特异性和灵敏度, 同时又具有快速、简便的

特点,广泛应用于环境监测、医疗诊断、生化研究

等领域
[ 10, 11]

。本实验室已经成功开发出三唑磷残

留检测直接竞争 EL ISA试剂盒, 并且已经进入商

品化阶段。 EL ISA试剂盒进行商品生产的关键技

术之一是使试剂盒在保存期 ( 6~ 12个月 )内包被

在酶标板上的抗体 (或抗原 )免疫活性不发生变

化。国外 相关公司已 经解决 了这方面 的问

题
[ 10~ 12 ]

,但出于商业保密的原因, 对其中稳定剂

的报道却极少。本研究在三唑磷 EL ISA检测抗体

包被稳定剂方面进行了一些探索, 以期为试剂盒

商品化生产打下基础, 同时也为其他试剂盒的研

制提供方法。

1 材料与方法

1. 1 试剂与材料

三唑磷标准品 ( 99. 2% ,农业部环境保护监制

所 ) ;辣根过氧化物酶 ( HRP,华美生物工程公司 ) ;

卵清蛋白 ( OVA, MW 45000, 华美生物工程公

司 ) ; 牛血清蛋白 ( B SA, MW 67000) ; 邻苯二胺

( OPD, 中国五联化工厂 ) ; N, N-二甲基甲酰胺

( DM F,杭州双林化工试剂厂 ) ; N, N-二环己基碳

二亚胺 ( DCC,上海松江茶花胶粘厂 ) ; N-羟基琥珀

酰亚胺 ( NH S, 中国医药集团上海化学试剂公司 ) ;

甘油、山梨醇、聚乙二醇 ( PEG )、胨类、多肽类、糖

类、氨基酸类、防腐剂类、离子螯合剂类 (以上试剂

均为市售分析纯 ) ;磷酸盐缓冲溶液 ( PB S, pH 7. 4,

0. 01 m o l/L。自配 ) ; 洗涤液 ( PB ST, 质量分数为

0. 05% Tw een-20 PB S。自配 ) ;底物缓冲液 (无水

N a2H PO 4 7. 36 g; 柠檬酸 5. 16 g; 用双蒸水定容至

1 L。自配 )。底物溶液 [ 10 m g邻苯二铵 ( O PD )

溶于 25 m L 0. 05 m o l/L柠檬酸-磷酸氢二钠溶液

中,加入 10 LL 30% H 2O 2混匀。自配 ]。

实验动物为雄性新西兰杂交大白兔 (浙江省

中医学院动物实验中心 )。

1. 2 仪器和设备

酶标仪 B IO-RAD M odel68 ( B IO-RAD公司 ) ;

W H S型智能恒温恒湿培养箱 (宁波江南仪器厂 ) ;

电热恒温培养箱 (南京电器三厂 ) ; DEM-Ⅲ自动酶

标洗板机 (北京拓普分析仪器有限责任公司 ) ;

96孔聚苯乙烯酶标板 ( C o star,美国 ) ; 各式移液枪

( Eppendo rf,德国 )。

1. 3 三唑磷半抗原的合成

采用 4-氨基己酸和 6-氨基己酸作为起始原

料,合成了 O-乙基-O -[ 1-苯基-(H-1, 2, 4-三唑-3-

基 ) , N-( 3-羧基-丙基 ) ]硫代磷酸胺 (简称 TH Bu)

和 O-乙基-O-[ 1-苯基-(H-1, 2, 4-三唑-3-基 ), N-

( 5-羧基-丙基 ) ]硫代磷酸胺 (简称 THH e )两个半

抗原
[ 13 ]

(图 1)。本文选用的是 THH e。

图 1 三唑磷半抗原结构式 (n= 2, THBu; n= 4, THHe)

Fig. 1 M o lecular structures o f triazopho s haptens

(n = 2, THB u; n = 4, THH e)

1. 4 抗体的制备与纯化

按文献 [ 14]中的方法偶联 THH e-B SA, 免疫
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大白兔得到多克隆抗体, 并采用辛酸-硫酸铵二步

沉淀法纯化抗体,制成冻干粉。

1. 5 酶标半抗原的制备

将 0. 1 mm o l半抗原溶于 1 m L DM F中, 搅拌

下逐滴加入 0. 3 mm o l NH S, 反应 15 m in后加入

0. 15 mm o lDCC,室温避光反应过夜。4 000 r /m in

下离心 10 m in, 取上清液 300 LL 缓慢滴加到 6 m L

溶有 30 m g HRP的 CBS缓冲溶液 ( 0. 01 m o l/L,

pH 9. 6)中,搅拌反应 4 h(避光 )。待反应完成后,

装入透析袋, 先用蒸馏水透析 3次, 再用 PB S

( 0. 01 m o l /L, pH 7. 4)透析 3 d,每天换透析液 3~

4次。加质量分数为 50% 的甘油 PB S ( pH 7. 4,

0. 01 m o l/L ) , - 20e 冻存。
1. 6 抗体-酶标半抗原工作浓度

采用方阵试验法测定包被抗体和酶标半抗原

稀释度, 确定直接竞争 EL ISA法抗体和酶标半抗

原最适工作浓度。选择 OD 490值在 1. 3~ 1. 5之间

的抗体-酶标半抗原浓度组合为抗体酶标半抗原的

工作浓度。

1. 7 抗体亲合性及检测灵敏度

用抗体包被酶标板, 封闭, 加入系列浓度的三

唑磷标准溶液 ( 50 LL /孔 )和经 PB S缓冲液稀释

的酶标半抗原 ( 50 LL /孔 ) , 37e 孵育 1 h; 用

PBST洗涤 4次,加入底物溶液 ( 100 LL /孔 ) , 37e

温育 15 m in, 加入终止液 ( 2 m o l/L 硫酸溶液,

50 LL /孔 ) ,用酶标仪测定各孔的 OD 49 0值。以抑

制率 I为纵坐标, 三唑磷浓度为横坐标, 绘制三唑

磷抑制免疫反应的标准曲线图。分别求出抑制反

应 50%和 10%所需的浓度 I50和 I10, 以 I50来衡量

抗体对三唑磷的亲合性, I10检测该 EL ISA方法的

灵敏度。抑制率 I按下式计算:

I (% ) =
OD m ax - OD m in - (OD i -OD m in )

OD m ax - OD m in
@ 100

式中: OD m ax为不加药时的吸光值, OD i 为三唑

磷浓度为 i时的吸光值, OD m in为空白对照的吸

光值。

1. 8 稳定剂的筛选
1. 8. 1 试剂的选择及配制  选择甘油、山梨醇、

聚乙二醇 ( PEG )、卵清蛋白 ( OVA )、胨类、多肽

类、糖类、氨基酸类、防腐剂类、离子螯合剂类等试

剂, 根据溶解度不同, 用 0. 01 m o l /L pH 7. 4的磷

酸盐缓冲液按经验法和正交法相结合的手段配制

一系列稳定剂。

1. 8. 2 包被抗体的处理  在包被上抗体并封闭
好的酶标板上分别加入配制的系列稳定剂溶液,

150 LL /孔, 37e 下恒温孵育 1 h;酶标板垂直向下甩

掉内容物,在吸水纸上拍干残留液,装入塑料袋密封。

1. 8. 3 稳定剂筛选  将上述处理后的酶标板置

于 37e 恒温箱内,保存 7 d。同时设置包被抗体未

经稳定剂处理的酶标板于 4~ 6e 下存放, 作为对

照Ⅰ, 25e 存放作为对照Ⅱ。以直接 EL ISA方法

检测酶标板的 OD 值。OD 值高, 表示抗体的免疫

活性保持较好; OD 值低则表示包被在酶标板上的

抗体免疫活性降低或完全失活。选择 OD 值明显

高于对照的试剂作为进一步筛选的对象, 以直接

竞争 EL ISA方法分别绘制抑制反应标准曲线并计

算抗体的亲和性及检测灵敏度, 选择对照组的标

准曲线、亲和性及检测灵敏度无影响或影响较小

的配方作为稳定剂的最终优化配方。

1. 9 稳定剂效果验证

1. 9. 1 37e 加速贮存试验  用筛选出的优化稳

定剂处理包被上抗体的酶标板, 设不经稳定剂处

理的为对照, 置于 37e 恒温箱内。开始时每天放

入处理组和对照组, 4 d后每两天放入处理组和对

照组。第 14 d后全部取出,室温下平衡 30 m in, 同

时以直接竞争 EL ISA法检测 OD 值, 并对第 14 d

的酶标板作抗体亲合性和灵敏度检测。本试验要

求 37e 下贮存 14 d, 抗体的活性能够保持在贮存

前的 80%以上。

1. 9. 2 4 ~ 6e 保存试验  将 1块包被并封闭好

的酶标板中的一半用选择的稳定剂按照 1. 8. 2节

的方法处理, 另一半不处理, 同时置于 4~ 6e 冰箱
内。半年后检测包被抗体的活性、亲合性及灵敏度。

1. 9. 3 冻-融试验  

1. 9. 3. 1 酶标半抗原  将可拆卸式酶标板逐条

编号 ( 1~ 12号, 每条 8孔 ) ,按优化工作浓度包被

上抗体, 并经稳定剂处理, 密封包装。新制的酶标

半抗原分装后 (依次编号 1~ 8号 )密封包装酶标

板于 4~ 6e 下贮存备用, 酶标半抗原于 - 20e 贮

存 24 h。取出 1号酶标半抗原置于室温下 0. 5 h

后,重新于 - 20e 存放1 h,再取出 1号和 2号酶标

半抗原置于室温下 0. 5 h, 再重新于 - 20e 存放

1 h, 重复上述过程, 每次增加 1个酶标半抗原, 直

至取到 8号后, 在酶标半抗原优化浓度条件下分

别测定酶标板的 OD 值 [每个编号的酶标半抗原

用一条 ( 8孔 )板 ] , 设未经冻融的酶标半抗原为对

照,检查 OD 值发生明显变化时的冻融次数。
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1. 9. 3. 2 包被酶标板  将新制的酶标半抗原和
包被上抗体 (以优化工作浓度包被 )并经稳定剂处

理的酶标板 (可拆卸式,逐条编号, 1 ~ 12号 )密封

包装,酶标板于 - 20e 存放 24 h, 酶标半抗原于

4~ 6e 贮存备用。包被好的酶标板按 1. 9. 3. 1节

方法逐条取出,反复冻融, 用未经冻融的酶标半抗

原分别测定 OD 值, 设未经冻融的酶标板为对照,

检查 OD 值发生明显变化时的冻融次数。

1. 9. 4 对其他农药抗体的稳定效果  用 1. 8. 3

节中筛选出的优化稳定剂按 1. 9. 1节方法处理包

被上抗克百威单克隆抗体
[ 15]
的酶标板, 以考查筛

选出的稳定剂对其他抗体是否也具有较好的稳定

作用。

2 结果与分析

2. 1 抗体-酶标半抗原工作浓度

经方阵试验测定、筛选得到的最适工作

浓度分别为 抗 体 11. 5 Lg /m L、酶 标 半 抗 原

0. 012 5 Lg /mL。

2. 2 抗体亲合性及检测灵敏度
包被抗体未经稳定剂处理的酶标板,三唑磷对

抗体抗原反应的抑制率呈明显的 S形曲线 (图 2)。

在 1. 95~ 100 0 ng /m L浓度范围内, 抑制率与浓度

呈线性关系,线性回归方程为 I = 13. 537 ln( c ) -

5. 617 3, R
2
= 0. 991 8,检测灵敏度 I10为 3. 17 ng /mL。

图 2 三唑磷 ELISA抑制反应曲线

F ig. 2 Inh ib ition reac tion curve fo r

triazopho s EL ISA

2. 3 稳定剂的组成
按照经验法和正交法相结合的手段配制出

3组稳定剂,其组成见表 1。

表 1 不同稳定剂的组成

T able 1 The com po sition o f dif feren t stabilizers

成分    
C om ponen ts   

质量分数 Am ount(m /m , % )

1 2 3

甘油 G lycero l 2. 5 1. 0 3. 5

山梨醇 So rb ito l / 1. 2 1. 5

氨基酸 Am ino ac id 1. 5 0. 5 1. 0

多肽 Pept ide / 2. 0 2. 5

蛋白胨 Pep tone 3. 0 1. 2 2. 5

离子敖合剂 Ch elator 0. 1 0. 2 /

防腐剂 A nt isep tic agen t 0. 01 0. 01 0. 01

2. 4 不同稳定剂对包被抗体活性的影响

用选出的 3组稳定剂分别处理 3块包被抗体

的酶标板, 用直接 EL ISA法检测抗体免疫活性, 其

平均 OD 值见表 2。数据通过 DPS统计软件处理

表明:稳定剂 1和 3处理组与对照组Ⅰ在 1%水平

上无显著性差异; 稳定剂 2处理组比对照组Ⅰ抗

体活性轻微降低, 两组在 1%水平上差异显著; 对

照组Ⅱ与对照组Ⅰ及稳定剂 1、2、3处理组相比,

OD 值明显降低, 包被抗体未经稳定剂处理, 25e
放置 7 d后, 抗体几乎完全失去活性。总体而言,

几组稳定剂对抗体活性的保持均有帮助, 稳定剂

2的效果不如 1和 3; 未经稳定剂处理的抗体低温

保存有利于活性的保持, 常温保存抗体活性很快

丧失。

从 OD 值的结果筛选出稳定剂 1和 3,进一步

考查其对标准曲线及抗体亲和性、检测灵敏度等

的影响, 结果见图 3 (数据表示 5次平行测定的平

均值 )。由图可知,稳定剂 1处理组的抑制反应曲

线与对照组的重合度较好, 对抗体的亲和性和检

测灵敏度影响较小 ( CK: I50 = 60. 86 ng /m L, I10 =

3. 17 ng /m L;稳定剂 1处理组: I50 = 60. 47 ng /m L,

I10 = 2. 95 ng /m L;线性范围均为 1. 95~ 1 000 ng /mL );

稳定剂 3处理组的抑制反应曲线与对照组的偏离

较大, 抗体的亲和性和检测灵敏度发生了明显变

化 (稳定剂 3处理组: I50 = 136. 11 ng /mL, I10 =

9. 65 ng /m L ) , 且线性范围发生了改变 ( 7. 8 ~

1 000 ng /m L )。因此最终选择了稳定剂 1。
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表 2 不同稳定剂处理的包被板 37e 下放置 7 d后的 OD 值

Tab le 2 T he OD v a lue o f the co ated PA bs trea ted w ith d if ferent stab ilizers by d irect com pet itive

ELISA fo rm at( sto red a t 37e fo r one w eek)

编号 N o.

OD 值*  OD value

CK 1 (Ⅰ ) * * CK 2 (Ⅱ ) * **
稳定剂 S tab iliz er

1 2 3

1 1. 375 0. 413 1. 305 1. 278 1. 378

2 1. 352 0. 422 1. 321 1. 256 1. 415

3 1. 363 0. 401 1. 310 1. 243 1. 405

1%显著性

1% S ign if ican t
A C A B A

  * 数据表示 12次平行测定的平均值; * * CK 1 为包被抗体未经稳定剂处理 , 4 ~ 6e 放置 7 d; ** * CK 2 为包被抗体未经稳定剂处理, 25e

放置 7 d。* D ata represen t the m eans o f 12 experim en ts. ** CK 1 ind icates the coated Ab w as treated w ithou t any stab il izer but sto red at 4~ 6e fo r

7 d. ** * CK 2 ind icates the coated Ab w as treated w ithou t any stab iliz er bu t sto red at 25e for 7 d.

图 3 不同稳定剂对抑制反应曲线的影响

F ig. 3 E ffects o f dif feren t stabilizers on inh ib ition

reaction curves o f triazopho s EL ISA

注: CK为包被抗体未经稳定剂处理, 4~ 6e 放置 7 d

No te: CK m eans the co ated an tibody w as treated w ith out any

stab ilizer and stored at 4 ~ 6e for 7 d

2. 5 加速贮存试验

结果见表 3。可见, 经稳定剂处理的包被抗

体, 37e 下保存 14 d后活性基本保持不变 (OD 0 d

1. 378; OD 14 d 1. 298;活性相对保持率为 94. 2% ),

且对抗体的亲和性和检测灵敏度影响很小; 未经

稳定剂处理的抗体在 37e 下恒温保存 1 d,活性降

低了近一半 (OD 0 d 1. 372; OD 1 d 0. 729) , 保存 3 d

后已完全不能用于 EL ISA 检测 (OD 3 d 0. 397)。

一般而言,抗体在 37e 下恒温贮存 1 d, 相当于货

架期 45 d。试验结果表明, 包被在酶标板上的抗

体经稳定剂 1处理后,货架期可以接近 2年。

2. 6 4~ 6e 贮存试验

4~ 6e 下贮存 6个月后,经稳定剂处理和未经

稳定剂处理的包被抗体其平均OD 值分别为 1. 348

(贮前 OD 值 1. 378, 相对活性为 97. 8% )、0. 546;

经稳定剂处理的包被抗体 , 其亲合性和检测灵敏

表 3 包被抗体经稳定剂 1处理及未经处理后 37e 放置不同时间的 OD 值、I50和 I10

Table 3 The av erag eOD va lue, I50 and I10 o f the coa ted PA bs treated w ith o r w ithout stab ilizer1

by d irect com pe titive EL ISA form at( stored a t 37e fo r d if ferent tim e)

处理 T reatm en t
时间 T im e /d

0 1 2 3 4 6 8 10 12 1 4

稳定剂 1 OD 1. 378 1. 355 1. 336 1. 3 43 1. 337 1. 343 1. 321 1. 339 1. 3 29 1. 298

S tab il iz er 1 I
50

/ ( n g /m L ) 60. 73 / / / / / / / / 54. 38

I10 / ( n g /m L ) 3. 11 / / / / / / / / 3. 22

对照 CK OD 1. 372 0. 729 0. 543 0. 3 97

I50 / ( n g /m L ) 60. 86 / / @

I10 / ( n g /m L ) 3. 17 / / @

  注:表中数据为 8次平行测定的平均值 (n = 8) ; / /0表示未测; / @ 0表示无法测定。下同。

N ote: Data in tab le 3 represen t the m ean s o f eigh t experim en ts. / /0 ind icates / no d etection0. / @ 0 ind icates / datum cou ld n ot b e detected0.

T he sam e as in tab le 4.
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度变化很小 ( I50和 I10分别为: 68. 43和 3. 72 ng /mL;

线性范围 1. 95~ 1 000 ng /m L ) ; 未经稳定剂处理

的包被抗体, 抑制反应标准曲线已经无法建立。

2. 7 冻-融试验

结果见图 4。从结果可知, 三唑磷酶标半抗原

在 8次冻融次数内, OD 值略有波动, 但未见明显

降低趋势, 表明在实验设定的冻融次数内三唑磷

酶标半抗原活性基本不变; 包被在酶标板上的抗

三唑磷抗体在 8次冻融次数内, OD 值基本不变,

当冻融次数再增加时, OD 值有轻微下降的趋势,

表明三唑磷抗体活性在冻融 8次内是稳定的, 但

继续冻融会导致抗体逐渐失活。

图 4 三唑磷试剂盒冻融试验 ( n= 8)

Fig. 4 Freeze- thaw test fo r triazopho s

EL ISA kit (n = 8)

2. 8 稳定剂对克百威单克隆抗体稳定性的影响

试验结果见表 4。从中可知, 酶标板上包被的

克百威单克隆抗体经稳定剂处理、加速贮存试验

14 d后, 仍然保持了较高的活性 (OD 0 d 1. 283;

OD 14 d 1. 107;活性相对保持率为 86. 3% ), 且对抗

体的亲和性和检测灵敏度影响很小; 而未经稳定

剂处理的克百威单克隆抗体在加速贮存试验 3 d

后, 已完全不能用于 EL ISA检测 (OD 3d 0. 228)。

3 讨论

3. 1 稳定剂的组成与配制

抗体本质上是由氨基酸残基组成的活性蛋

白,其与抗原的相互作用是通过空间结构互补而

非共价键结合实现的
[ 16]
。因此, EL ISA中包被抗

体稳定剂研究的关键主要是使吸附在酶标板上的

抗体蛋白空间结构保持稳定, 从而达到保持抗体

活性的目的。影响抗体活性的因素主要有溶液的

pH值、盐分和糖分的浓度、微生物的作用、空气的

氧化等。氨基酸是很好的抗氧化剂; 各种糖能起

到保护抗体分子活性的作用; 离子敖合剂有多种

功效, 如抗氧化、防腐, 亦可防止一些离子沉积; 甘

油、山梨醇则有利于保持抗体表面的湿润, 使抗体

不致因失水而失活。另外, 一些水溶性杂蛋白或

化学惰性高分子物质的聚合物 ( PEG等 )因相对分

子质量大, 能够在包被于酶标板上的抗体表面形

成一层保护膜, 使抗体蛋白处于塑料板与保护膜

的夹层之中, 从而保护蛋白结构免遭破坏。另一

方面, 随着保存时问的延长, 酶标板上的抗体及稳

定剂中的氨基酸、糖类等有机物有可能受到空气、

水分中微生物的腐蚀, 使保护作用下降, 因此也需

加入适量的防腐剂。

本研究选择了多种试剂用作三唑磷多克隆包

被抗体稳定剂配方筛选。为减少工作量, 采用经

验法和正交法相结合的手段来确定稳定剂的配

方。例如根据经验确定柳硫汞 (质量分数为

0. 01% )为杀菌剂, 以 EDTA二钠为离子敖合剂

(质量分数不超过 0. 2% )等, 其他组份设置成不

同的浓度, 通过正交实验比较、分析, 筛选出几组

对抗体活性影响较小的配方, 再从中筛选出对抗

体活性、抗体的亲和性 ( I50 )、检测灵敏度 ( I10 )及

标准曲线线性范围影响均较小的稳定剂配方。用

筛选出的稳定剂处理包被抗体, 经冷藏试验 ( 4 ~

6e , 半年 )、加速贮存试验 ( 37e , 14 d)及冻-融试

表 4 稳定剂对克百威单克隆抗体稳定效果 (n = 8)

T ab le 4 E ffects o f the selected stab ilizer o n carbo furan m onoc lona l an tibody (n = 8)

处理

T reatm eat

OD 值 OD value

0 d 1 d 3 d 6 d 8 d 10 d 12 d 14 d

I50 / ( ng /m L)

0 d 14 d

I10 / ( ng /m L)

0 d 14 d

处理组

T reatm ent

1. 283 1. 269 1. 256 1. 248 1. 244 1. 1 58 1. 113 1. 107 14. 97 16. 33 1. 0 5 1. 57

CK 1. 274 0. 692 0. 228 / / / / / 14. 83 @ 0. 9 7 @

  注:数据由直接竞争 EL ISA包被抗体模式测定得到。No te: D ata by direct com petit ive EL ISA ( an t ibody coated fo rm at) .
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验, 结果表明,抗体的免疫活性、亲合性、检测灵敏

度等没有显著变化, 基本满足商品化三唑磷

EL ISA试剂盒货架期的要求。

3. 2 稳定剂对其他农药抗体的稳定作用
筛选出的稳定剂对克百威单克隆抗体也有较

好的稳定作用。但对于其他农药的抗体, 其组成、

结构、性质等方面会存在一定差异, 因此, 该稳定

剂的稳定效果还有待于进一步研究。

3. 3 稳定期评价方法的有效性

试剂盒在生产、运输和使用过程中会存在低

温-常温反复冻-融过程, 从低温到常温这一过程会

对抗体等蛋白分子产生剪应力从而破坏蛋白的活

性。本研究采用 - 20e 和 25e 反复交替存放的形

式模拟了这一过程。试验结果表明, 冻-融次数不

超过 8次时, 抗体活性能够保持, 因此建议在实际

生产应用中, 试剂盒冻-融次数不宜过多,以保存在

4~ 6e 条件下为宜。

由于国内尚未有农药试剂盒的生产报道, 且

未见有农药试剂盒相关的生产标准, 故本研究中

的加速贮存试验及冻融试验等方法对试剂盒货架

期评价的有效性有待于进一步验证。
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