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关越饲 嗜水气单胞菌
,

� � � 毒素
,

单克隆抗体
,

亲和层析
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,
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,

� � � �� �� � �� �� ��  � � �
,

� ��� �� �� ��� � � � � �� �
曲�

� � � 毒素是嗜水气单胞菌�� �� �� �� �� 妙�� �� ��� �� �� �� �� 产生并分泌的一种外毒素
,

是该菌重要

的毒力因子
�

与其他细菌外毒素相比
,

� � 毒素同时具备溶血性
、

肠毒性
、

细胞毒性及动物致死性
,

性

质独特
,

值得深人研究
。

本试验建立了单克隆抗体免疫亲和层析法
,

成功地获得了 � � � 毒素的纯品
,

为进一步研究 � � � 毒素的结构和功能打下了良好的基础
�

材料与方法

��� 单克隆抗体��吵�� 嗜水气单胞菌 � �� 毒素单克隆抗体由作者自行研制川
�

本试验选用 � � �

株 � � � � 的腹水
。

�� ! ∀ # 毒素的制备 将嗜水气单胞菌 �一�株接种改良肉汤
,

�� ℃振荡培养
,

���� � 而
� ���

,

离心后

的上清用 �� �饱和硫酸按盐析
,

即获粗制 � �  毒素
�

� �� 亲和层析柱的制备 参照武建国等的方法��� 进行
。

�� �� 压积的 ��� ��� � �� � � ���� ��
� �� � 公司产

品�用 �
�

�� 澳化氰 �� ��� �一�� ��� �� �� � 公 司产品 �活化
�

��� � 用辛酸法提纯后
,

取 ��� � 溶于

�
�

�� � �� � � �� �  � 溶液 �含 �
�

�� � �� � � �� ��中
,

加人抽干活化的 �印� � �� �� � �
,

� ℃缓慢磁力搅拌

�� �
,

以充分偶联
。

将偶联 了 � �� � 的 �� � � � � �� �� 装人 �
�

� � ���� 的层析柱 内
,

用 �� �
�

�
,

��  !� �� � � � 溶液 �含 �
�

�� �� � � � � � �流洗过夜
,

并收集洗脱液
,

直至洗脱液 � � �� 。� �� �� 为止
。

合并洗脱液
,

测其蛋白含量
,

并计算偶联率
。

层析柱使用之前
,

先用 �
�

�� �� � � 乙醇胺溶液��� � �� 室温封闭 ��
,

随后依次用 �� �� � 醋酸缓冲

�
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液和 �� �
�

�翻酸缓冲液交替洗涤 � 次
,

每次 � 个柱体积
,

再用 �
�

�� ��  � � �� � 洗 �个柱体积
,

以封闭

女� � ��� �� � � 上未连接 � �� � 的位点和结合不紧密的��� �
。

最后用 �� � 平衡备用
。

� � 亲和层析 将粗制的 � � � 毒素低速离心
,

除去不溶物
。

取 �� �上清加至亲和层析柱
,

待其完全

进人 女��� �� �� � � 柱内后
,

关闭柱出口
,

室温过夜
,

使 � � � 毒素充分结合到 �� � ��� �� � � � 凝胶上
。

次

日用 �� 流洗 ���
,

至 � � �� � �� ��
。

然后改用 �刃� ��  � � ��  洗脱
,

巧滴 / m in
,

分部收集洗脱液
,

每管 3一4m l
,

侧其 O D Zs 。值
。

合并 O D 28。> 0
.
1 的洗脱液

,

用 P B S 透析
。

最后用浓缩胶浓缩
,

并测定蛋

白质含量
.
亲和层析柱用 P B 流洗平衡

.
重复使用

.

1占 H E c 称康的落血性翻定 H EC 毒素在% 孔微量滴定板上用 PBs (PH
7. 4) 倍比稀释

,

然后加人等体积

的人O 型红细胞
,

37 ℃作用 lh
,

记录结果
,

以溶解 见% 红细胞作为滴定终点
。

L 6 H

EC

毒素的溶血抑制试验 H E C 毒素用 P B S 在 % 孔微量滴定板中倍比稀释
,

加人等体积的

1: 10 多克隆抗体(PA b) 131
,

37
℃孵育 lh

,

再加等体积 1% 人 。 型红细胞
,

37
℃作用 lh

,

记录结果
.

l.7 刀腼t-- E L Is A 检侧 参照陈怀青等的方法进行l4]
。

浓缩后的层析洗脱收集液用 PB s 倍比稀释至

1 : 21
。,

分别取 2川点样于 N c 膜
,

而后按常规方法操作
。

2 结果

‘.亨..亨..
..‘..口万...

2. 1

M

c

A b 的佣联率 根据偶联率公式
:

偶联率= 【P代E一B) 1 / P
x 100 %

其中
一

P 为偶联俞抗体o D
Z。值

B 为洗脱液总的 0 D 280 值
E 为空白

,

各种缓冲液总的O D Zs 。值

计算 得到 的偶联率 为 92 %
,

也就是说用丫 偶联 的

15m g M cA b 中有 13
.
sm g 已结合到了 Se 如ar

ose 4B 琼脂糖珠

上
。

2. 2 H E C 毒索的洗脱曲线 用 3
.
om
ul / L K C N S 溶液洗脱结合

在 女pharo se 4B 上的 H E C 毒素
,

先流出近 1个柱体积后开始收

集
,

每管 3一4nil
,

以 K C N 梦溶液作为空白对照
,

所收集的 8 管洗

』O

10 15 20
V/ml

脱液 O D Zs。值分别为一0
.
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.
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,

0

.
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,

0

.

1 0 8

,

0

.

0 7 8 及 图 1 H E e 毒素亲和层析

0. 0 50
,

以管数为横座标
,

O D 28 。值为纵座标
,

可见 H EC 毒素洗脱 洗脱曲线

峰高而窄(图 l)
.
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2. 3 亲和层析 H E c 毒索的回收率 亲和层析前上样量 5而
,

溶 w as hi ng
a
nd
am ni ty of H Ec tox in

血价为 25;亲和层析后收集的洗脱液约 20创
,

经浓缩胶浓缩为

sml
,

其溶血价为 26 (表 l)
。

由于洗脱前后测定溶血价时毒素的体积相同
,

故可算得亲和层析后 H Ec

毒素的回收率为25 %
。

表 1 H E C 毒索亲和层析前后溶血价的 比较

T ab 1 C o m P ari son o fhe m
a lytie aetivities of H E C toxin be fo re

and aft er Puri fieation

毒 素 T oxin

粗制 H E C 毒素

层析纯化 H E C 毒素

PA b 中和后层析

纯化 H E C 毒素

32 1 : 64 : 128 1 : 256 1 : 512 1 : 1024

十 十 + + 十 十 + 十

+ 十 + +

+ + +

2. 4 洗脱产物的鉴定 为验证亲和层析洗脱液所致的溶血确实是 H E C 毒素所致
,

而不是其他物质所

引起的非特异性溶血
,

采用免疫学方法对洗脱液进行了检验
。

用 PA b 进行中和之后
,

洗脱液的溶血效
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价降低 3 个孔
,

其溶血活性被相应抗休特异性地抑制
。

而 D ot 一E LI s A 检测
,

发现洗脱液稀释至 1于32

时仍有棕色斑点出现
。

这表明洗脱液中的溶血活性物质是 H E C 毒素
。

经测定
,

1 次亲和层析可获

3m g 纯的 H E C 毒素
。

3 讨论

3. 1 提纯嗜水气单胞菌外毒素的方法有多种
,

如硫酸按盐析
、

离子交换层析
、

分子筛过滤
、

疏水层析及
sD s一P A G E 电泳等

。

由于使用某一种方法难以获得高纯度的毒素
,

因而多采用几种方法的组合15, 6]
,

但又存在着操作步骤较多
、

耗时较长等问题
,

致使毒素的生物学活性易受破坏
,

并有降解的可能性
,

因而

提纯的得率较低
,

仅为百分之几
。

本试验同时用 M cA b 亲和层析法与硫酸馁盐析
一D E A E 一纤维素层

析一 se p h a d cx G 一2 00 分子筛过滤协同法分别提纯嗜水气单胞菌 H E C 毒素
,

协同法提纯后 H E C 毒素

的溶血价从 l : 51 2 降至 1 : 8
,

活性下降 64 倍 (资料);而用亲和层析法
,

溶血价从 l : 25 6 降至 卜 64
,

只降低 4倍
。

同时
,

协同法耗时 1周
,

而亲和层析法仅 12 h
。

由此可见
,

M

c
A b 亲和层析法是提纯嗜水

气单胞菌 H E C 毒素较好的方法
,

在国内外未曾见报道
,

也为 M cA b 用于细菌毒素的研究开拓了新路
.

3. 2 以往亲和层析多用常规多克隆抗体作配体
。

由于抗体成分复杂
,

亲和力多样化
,

不易得到特异性

高的提取物
.
而将单克隆抗体应用于亲和层析带来了突破

,

作为配体的M cA b 只针对单一的抗原决定

簇
.
因而抗原抗体的结合是单一决定簇的结合

,

特异性极强
,

容易获得高纯度的抗原
.
这也是 M cA b

亲和层析法不可替代的优点之一
3.3 另一方面

,

M
cA

b 较 PA b 亲和力小
,

而且结合抗原的位点单一
。

因此所获得的抗原尽管纯度高
,

但是得率低
,

是其缺点
.
本试验亦存在这个问题

.
为此

,

需要增加配体的亲和力
,

如数株 M cA b 混合使

用
,

可获得更好的结果
。
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