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胞， 具有恶性细胞的生物学特性。本文所介绍

的方法为环境致癌研究提供了经验。
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抗 K物质单克!锺抗体的制备

王荣芳 王;1"0葛锡锐 挑 主

(中国科学院上海细胞生物学研究所)

长期以来， . P 物质一直被认为是唯一的存

在于哺乳动物中的话:撤)汰 (tachykinin) (1], <直

至最近，由于几种新的属于速激肤族的肤一-K

物质(substance K)和神经索B(neuroki1nin B)在

绪的n位中披分离得到j [:: ， 3] 以 及 Neuropeptide

k 的发现[4] ， 这种观点才被打破。 Nawa 等进

而搞m了 K物质的…级 结构， f;l j] : His-Lys­

Thr-Asp-Scr-Phe-Val-Gly-Leu-Met-NHz [ 5 ] 。对

速散Jlt:lI夫中肤的一级结构的比较分析发现，不

论是存在于无脊惟功物中的速激肤，还是存在

于脊椎动物中的速激肢， 它们的一级结构都具

有高度的同源性，在 c-末端都含有 : - - Phe-X­

Gly-Leu-Met-NHz 这样的氨基酸序歹lj [ 6 1 0 进

化过程中的高度保守性说明这一类欣在生命活

动中具有不可替代的重要 作用 。 一些研究表

明，这一类肤都能引起肠平常肌收缩 ，使血压下
降[ 7]。已有证据表明 K物质的分布可能与 P 物

质的分布一样十分广泛[ 8 -10]，提示它可能具

有另外的一些非常重要的生理功能， 至少可能

起一个神经递质的作用 [81」最近的研究还表明

这类肤在免疫系统中充当着重要的角色【 11 ， 1 2 ]。

许多关于神经肤的分布与功凯研究部依赖于免

疫学手段，而应用单克隆}亢件 :1守为这一领域的

研究带来广阔的前景。

由于 K ι~i]质是一 个仅由 10 个 j;( 基 酸组成

的小肤， 免疫岳飞i生非常弱 ， 旦边放月太放 Jlt类具

有高度的 rni源性，给抗K物质的抗休ftJlJ备带来

了困难。 i，，:文报道建立产生抗K物质单 克隆抗

休的杂交JIiH[j~色系的建系情况。

材料和方法

-、抗原及兔瑾

K物质 (Peninsula Laboratory , lNC ) ; 甲状腺球

蛋白，牛血清白蛋白均为 Sigma 公司产品 ， 碳二亚胶

(水溶性)为 E . Merck 产品。

技眠二:k.胶j去 [J3 ， 14 J将尘土毫克 K物质与 5 毫克甲 、快
腺球蛋白偶泼在~_.~起作为免疫原e 允主原与福氏佐剂

充分乳化后以 10 ' -2 0 阳 的剂量反复分别免疫 Wistar

大鼠和 Balbjc 小鼠。每隔一月 免疫 1 次， 计 5 次。

最后一次免疫后 3 天放血处死， 取1年脏细胞用于融
立』
口。
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二、细胞融合和克障法 ‘

参照 Köhler 和 Milstein 的报告llSJ 。

豆、酶联兔应吸附试验

以 ELISA方法作为筛选单克隆抗休的方法之一。

血蓝蛋白 Type VJ[ (本所洪龙生同志提供〉与 K 物质按

戌二腔法l川(肉联起来作为包被抗原。

酶联免疫吸附试验参照口十敏等的方法[口1 0

四、杂支招细胞系分泌抗体稳定性测定

Tyr-OK 物质 (Tyr-O SK ) 为 Peninsula Lab. INC 

产品。 Iodogen 试剂由本所谢弘同志提供。 腆标采用

Iodogen 法[ 18J 。 简述如-F :

用 2 0 0 rt1 0. 05 moljL 磷酸缓冲液 (pH7.2 ) 溶解

10 μgTyr-O SK ，吸至预先经 40 问 Iodogen 包波的圆底

塑料管中 ， 冰浴条件下加 600μci Na12S1 振摇 20 分钟后

吸出反应液 ， 加 200 μ1 0.05 moljL 磷酸缓冲液洗涤振

摇 5 分钟后吸出液体。用 DEAE-Sephadex A25柱(1 .5

x 19 cm )进行层中斤分离。洗脱液为 0 . 1 moljL 磷酸缓

冲液(pH 7 . 2) ， 分"ffi 收集。选择在 y-井型计数器土.ìk

将经过 5 次克隆化的杂交瘤系 (SE-1 系 ) 在 体外

连续传 10 代， 分别收集上清液， 然后分别和 映标 K

物质(约 10000 cpm) 混合在一起。 反应体系为含 20 %

正常大鼠血洁的 PELH f:去冲液 [19 J o 4 0C温育 4 8 小时 ，

然后加入等体积饱和硫酸钱溶液， 充分混匀后于 4 "C

静置 30 分钟。 4 0 0 0 rpm 离心 20 分钟。 弃去 七清液，

沉捷子 FJ-2003j50 型 Y 免疫计数器上计数。

五、应用放时兔~法对拉你特异性的份析

放射免疫检测 [ 20山]过程简述如下 2

SE- 1 单克隆抗体先与未经腆标记的K物 质 或其

他脑肤或 P物质类似物 (0. 001μg- 51.Lg)在 4 0C中温育

2 小时，然后加入樵标的K物质， 总体积 200μ1 0 SE-

1 单克隆抗体的最终稀 释度为 1: 4。缓冲液 仍为 含

20%正常大鼠血清的 PELH 液。 4 0C继续温育 4 6 小

时后，加入 200μl 饱和硫酸饺溶液 ， 4 "c 静置 30 分

钟。 ， 通过 400q rpm 离心 20 分钟将游离抗原相 结合

抗原分开， 于 FJ-2003j5 0 型 Y 免以计数器上测 定沉

淀物抗指数。 竞争抑制反应的抑制率计算参照 Fons 等

数值高于 1 x 10 6j 10 秒右，于 4 "C冰箱中保存备用。 的实验[22 J I 

山I 结合率(未加抑制物组 ) - I犯I 结合率(加抑制物组〉
抑制率 ( % ) = 一一一-一一一一 一→ -一一←一一一一- x1 CO% 1251 结合率〈未加抑制物)

比较

企士_.. 果

不同晶系动惕对K 物质兔擅应答能力

以K 物质一牛血清白蛋白偶联物免疫了

6 个 Balbjc 小鼠， 采血样测定小鼠抗 K 物质

的免疫应答能力 ， 结果很弱， 抗血清滴度仅10

左右。又以K 物质一甲状腺球蛋白 作为免疫

原，免疫了 10 只 Balbjc 小鼠和 5 只 Wistar 大

鼠 ，经过 5 次反复免疫后，随机采取 2 只 Wistar

大鼠和 3 只 Balbjc 小鼠的血样， 用 ELlSA 测

定抗血洁滴度， 结果见表 1 。

费 1 不同动物对 K物质免在应答反应的

it辍

动物品种 Balbjc 小 鼠 Wistar 大鼠

2 3 1 2 

1:100 1:500 1:1CO 1:16000 .1:8000 

由表 l 可以看出，以上述偶联物免疫Balbjc

小鼠所引起的抗体滴度较低， 而 2 只 Wistar

大鼠却抗体滴度较高， 分别为 1 6000 和 8000 。

用免疫的Balbjc 小鼠和 Wistar 大鼠的脾 细胞

与小鼠骨髓瘤细胞分别进行融合 ， 表 2 示其中

2 次融合的结果。

表 2 二次强合实验结;是

抗血 清 集落 抗体分泌 阳性率 稳定的
动物品种

滴 度 孔数阳性孔数 %细胞系

1.: 16000 Wistar 29 5 17.2 1 
大鼠

1: 100 Balbj c 141 1 0.7 0 
小 鼠

....，..里，胃'咽... :.0:...".，回-掬国圃'圆圆F 阴回圃=哩掬四-_. 唰帽，..."..，.因-明阻._~阳…---~四--回国-

用免疫的 Balbjc 小鼠的脾 细 胞 与 SP 2j O 

骨髓瘤细胞融合后有 141 孔长出集落，但仅有

1 孔测到阳性， 经过一次克隆化后， 阳性反应

消失。而用免疫过的 Wistar 大 鼠脾细胞与 NS

-1 骨髓瘤细胞的融合， 尽管其可能由于是种

间的融合抑或是所用的 NS-1 骨髓瘤细胞本身

不稳定，其融合率及融合细胞存活率很低， 但

仍有 29 个集落长到可测水平， 其 中 5 个集蔼
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呈阳性反应。民抗K '物质抗体分泌阳性率显著

高于 Balbjc 小 鼠JW细胞与小鼠骨髓瘤细胞的

融合。

此后对所有 5 个集蔼用有限稀释法克隆

化， 大多数集落在此过程中逐渐丧失抗体分泌

能力或死亡， 仅一个集'落的抗体1分泌能力仍保

持稳定 〈图 1 ) 。
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图 1 克隐化i过程中细胞分，泌抗像强度的比1

较(ELISA 法)

亵 3 SE-l 杂交'细胞系的克隆化

克|瓷 化 克隆举阳性率"
集落孔数 '中 「

次 数 i % % 

4 50/1 92 26 ζ 1 00 

经 5 次克隆化 (表 3 )，最终得到一株稳定

地分泌抗K物质单克隆抗体的细胞系 (SE-l) 。

细胞在体外传 10 代， 抗体分泌能力未见减弱

(图 2 )， 显示其良好的稳定性。 一 t 

二、 SE- l 细胞系分涵的单克隆抗体的特

异性及所对应抗原决定簇的分析 。

根据放射免疫检测方法中抗原抗体竞争抑

制反应原理，用未标记的 K物质或 其 他脑肤

〈表 4、 〉竞争抗体与础标K物质的反应，根据抑

制率来分析抗体的特异性，结果如图 3 [0 

整个抑制曲线显示了 K物质的抑制强度高

于 P 物质。 P 物质 c-末端援基未散胶忧的几
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图 3二 SE-1 单克幢抗体与 K 物质及奠他脑

。 i 睐的放射兔瘦竞争抑制试验
/)，--:-一， K物质，口-- ， P物质;0一一 ，
b物质 COOH， . 一--，脑啡肤， Â --, 
脑啡肤， x -一皮啡肤

乎年能抑制腆标K物质与抗体的结合。脑啡

肤、皮啡肤也无抑制作用。比较 P 物质与 P 物

质 Gr末端未酌股化的区别，仅 ç-末端甲硫氨

酸 α-援基酸胶化否之差异，然而它们却表现

出与 SE-l 单克隆抗体反应能力的极大不 同。

据此， 我伺推测 c-末端甲硫氨酸的 α-援基眈

胶化是组成该抗体识别位点所必需。

比较K物质与 P物质的氨基酸组成，不难

发现二者近、Cι末端均为=一-Phe-X-Gly-~eu

-Met-NH2 的结构， 差别主要表现在 N-末端。

而 SE"':} 单，抗与 P 物质有较强的反应。因此， 叫
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我们作出，忧论， f1!j : SE-- l 1'(' YI~ I币tJ)l: 休所对)~\Î :p 物质发生反应。从两者的氨基酸组成苔， 具

的抗原决定族在f 于近 c -末币 2!;分。 " 有O tï!，气G' )}t 内~I !'i-tJ vA{姓 ， 巳

讨
、可..-_ fÚ 妒 '

论

(1 ) 肮抗原决定簇包含 3 - 5 个党址← 8

个氨基酸， 并且有 一 定 的复杂性及!飞空间构

型[叫。 通过小l1:kì的聚合虽面可增加纸 :度原性 ，

但由于可能会遮盖其抗原号定簇呵if常采伊。
常用的增加小欣抗原性的方法是将小肤伺联于

大分子载体上。

K物质是一个由 10 个氨基酸组成的小肤，

我们采用磁二亚股法将其偶联于大分子载体上

(甲状眼珠蛋白或牛血洁白歪白)，免疫动物

后， 其中抗血清效价最高的可达到 1600û。运

用杂交ml技术得到了一株能连续地、稳定地分

泌抗K物质单克隆jt琳~~杂交瘤细 胞主 (3E一
1) 。利用 RIA 对 Sß-1 单克隆抗件:特异性的分

析， 13·现 SE-1 单 扣除与 K物质结合外， 亦能与

一致(表<1 ) 。
、E →

司.;

l 飞
、、tz . 、 缘， 4 肤的结构

K物质 ~is-Lys-Thr-Asp-Ser-Phe-V al­
Gly-L巳u-Met-NHz

P物质 Arg-Pro-Lys-Pro-Gln-Gln-Phe-

脑啡!汰 ( 亮〉

脑叫tJ汰(甲碗)

!支啡!lk

Phe- Gly-Leu-Met-NH2 
Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-NH, 
Tyr-Gly-Gly-Phe-Met~NH2 

T-y;，。一Ala-~he-Gly-Tyr-Pro-Ser­

NHz 、..~.../

因此， 要获布特异性强的不与 P 物质交叉的抗

K物质的抗体，其抗原决定簇部位须位于 N­

末昂;才有可能。破二亚胶法flJJ联蛋白的轨制是

通过乡r~*反应将-NH~ 与一COOH 基脱水结合，

形戚曹先股挺， 从而将两 个蛋白质偶 联在一
起[1 3 ， j 4 J. 

R 'C∞O∞O卧冉汁飞H3占CH?川N (∞CH小N(CH风3ρ)2-一-CH盹3ω2列N阳H贝飞4剖'NCα(C臼盹2 ) 3N (CHρ 
-μ咽-"写

JKJ t∞R' 
J沪二?王t~ "'}1;O !l.-~ r 户 、

RNH， ~ ‘--唱 4'ÌII ~- w'\ 

一一 ….::" R'CONHR +IÇl!S巳Ji2HNCONH(eH2) 3N (CH3)ε
F 、，、-

K 物质共有 3 个 -NH2 (N-末去;lj游离的 α-NHz， 参与大分子载体连接与否直接影响到所获得的

赖氨酸的 e-NH2 及 C-末码布眈胶化的一叩I-{!ll 在! 抗血清的特异性。原因很可能是载体大分子蛋

1 个天冬红 酸的 自-GOOHr，共有 4 小基团可 白分苦较大， 拉盖了连接端的抗原决定簇或是
参与偶联反应。然而 C一末端的睡好芹-N可z 活 影响 T免疫活性细胞对于连接端的抗原决定簇

泼程度大大低于另 3 个基团。因此， 反应r物. 的识剧ι

大部分是以 K 物质 N一末端的两个-NH2 和一个

一COQH 基团与甲状腺球蛋、白或ft血清F 白蛋白

上的一NH2 或一COOH 基因以雕股键偶眠在一起

闹。这样， 用此产物免疫动物后得到的抗K'物'

质的抗血清和单克隆抗体就百能与 P物质有，交

叉皮应。 Lee 等 1叫用挨端未耽胶化的 pl ... 物质

("p 物质-COOH)在用保护齐『将l第 1 位 Arg 及'

第 3 位 Lys 的一N~2 基团保护起来后， 按碳二

亚!快法将其与牛血清白蛋白偶联， 、 免;鹿动4?~1后

获得的抗山.清主-; p 物质可2-11 '1) 和 p !i~lf'质。---..!

1 11仅有' 0. 1%和 0.01%的交叉反应， H与其他

P 物质 C 末端片段几乎不反:E'l d 说明 N一末端

，一，

风'.) ) 
r 摘. 要

速激肤族肤， 包括 K 物质 、 P 物质 、 神经

去 B 等都具有神经!递质的功能，它们越来越引

走g~们的贯注2 扼疫学方法-诸如: 放射免疫测

定法、 免疫组织把学法等对神经肤的分布、 定

位和生物草场Ij能等方面的研究提供了极大的方

便。‘;，我们 以 K 物质寸甲状腺球 蛋白偶联物 免

疫现物-←WistaJ' 大鼠和 Balbjc 小鼠。 飞，lVistar

大鼠对K物质-甲:快脱球 蛋白的免疫应答能

力显若高于 ~albjc 小 鼠。 1 通过 Wistar 大鼠 脾

细胞与小鼠骨髓瘤细胞进行异种细胞融合，获
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得了一材、拉克地分泌抗K 物jl写的 if1 32陆抗休的

细胞系 (SE- l) 。 用 RIA 检测该单克隆 抗体的

特异性， 除与 P 物质有一些交叉外，与其余我

们所用的脑肤均不反应。
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/.1. 、， 心~.

电泳照片计算机处理一处理方法泣，…

张耀i在 呆立丹

(中国科学院，上海细胞生物学研究所)

电泳技术是生物学研究中「泛使用飞的一种俨

分析技术， 在电泳j照片土包含着丰富的生物研

究信息。 今天，随着生物技术的深入发展， 微

量分析以及il11微量分析 日趋盛行。 t 因此生物学

研究人员对电泳照片上出现的依T稀可辨的微弱!

信息，也就日趋重视起来。 由于他们所关心的

这部分信息十分浅谈，在飞发表文章的制版过程

中， 信IJ 版技术上的不可避免的信息损失斗 往往

将这类可贵的信息丢失， 从而制版后的照片在.

目视上与原照片存在较大的差异，因此作为数

据的说服力就不强，以致于造成作者、读者和

编者们的极大遗憾。多少年来人们希望通过某

种科学技术能将电泳照片上这部分微弱的信息

增强』使之明显起来， 而同时不破坏原照片上

的贺他图像信息。随着计算机图像处理'技术的

发展，为解决这类问题指明 ;了方向。使我们能
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