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兔抗狨猴 ＩｇＧ⁃ＨＲＰ 标记抗体的制备及初步鉴定

丛日旭，刘先菊，滕永康，向志光，佟　 巍，张丽芳，阮研硕，刘云波∗

（中国医学科学院医学实验动物研究所，北京　 １０００２１）

　 　 【摘要】 　 目的　 狨猴血清中纯化 ＩｇＧ 抗体，制备兔抗狨猴抗血清，并纯化抗血清中 ＩｇＧ，ＨＲＰ（辣根过氧化物

酶）标记兔抗狨猴 ＩｇＧ。 方法　 ＨｉＴｒａｐＴＭ Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｇ 亲和层析纯化狨猴和兔抗狨猴血清 ＩｇＧ，十二烷基硫酸钠聚丙烯

酰胺凝胶电泳（ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ）进行纯度鉴定，免疫琼脂双扩散法（ｄｏｕｂｌｅ ｉｍｍｕｎｏｄｉｆｆｕｓｉｏｎ ａｓｓａｙ）测定制备的兔抗狨猴

抗血清效价，改良“简易过碘酸钠标记法”制备兔抗狨猴 ＩｇＧ⁃ＨＲＰ 标记抗体，酶联免疫吸附测定法（ＥＬＩＳＡ）及蛋白

免疫印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ）对兔抗狨猴 ＩｇＧ⁃ＨＲＰ 标记抗体进行工作浓度测定及特异性鉴定。 结果　 狨猴和兔抗

狨猴血清纯化 ＩｇＧ 纯度分别大于 ９５％ 、９７％ ；兔抗狨猴 ＩｇＧ 抗血清的效价为 １∶ ６４。 ＥＬＩＳＡ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 鉴定了

兔抗狨猴 ＩｇＧ⁃ＨＲＰ 酶标抗体参考工作浓度为 １∶ ２５６ ０００、１∶ １５ ０００，特异性明显。 结论　 制备狨猴 ＩｇＧ⁃ＨＲＰ 标记抗

体并初步鉴定，包括 ＥＬＩＳＡ 及 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 的特异性及使用浓度，为狨猴病原体免疫学检测体系及分子免疫学

检测体系储备了资源。
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　 　 普通狨猴（ｃｏｍｍｏｎ ｍａｒｍｏｓｅｔ， Ｃａｌｌｉｔｈｒｉｘ ｊａｃｃｈｕｓ）
属于灵长目（ｐｒｉｍａｔｅｓ）狨猴科（ｃａｌｌｉｔｒｉｃｈｉｄａｅ）由于具

有独特的微小体型、多胎繁殖、易在笼具环境里饲

养及操作方便、与人类细胞因子或激素的存在交叉

反应、独特的行为和认知特点等优点［１ － ２］，被不同生

物医学研究领域的研究学者们广泛关注，是脑发

育、行为学、病毒学、免疫学、生殖生理等学科的重

要实验动物模型［３ － ５］，尤其是近年来在神经学科方

面的研究价值，已逐渐得到有关学者的关注及认

可。 此外，自 ２００９ 年以来，国外有关学者陆续报道

了转基因狨猴［６ － ７］，随着“帕金森综合征”等转基因

狨猴的问世这一突破性进展，又为生物医学的深入

探索性研究提供了重要的实验动物模型，狨猴也因

此将进一步发挥它的研究价值。 但由于普通狨猴

及其他非人类灵长类患病种类繁多，为了排除患病

个体，保障人员安全与提高实验的准确性，需要建

立相应的诊断方法。 其中血清学方法是诊断疾病

的有效手段之一。
本文鉴于“狨猴微生物、寄生虫学检测标准制

定”，制备了兔抗狨猴 ＩｇＧ⁃ＨＲＰ 并对其工作浓度初

步鉴定，为狨猴病原微生物及突发传染病的血清学

检测体系、制定实验用狨猴病原微生物标准提供了

技术资源。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

狨猴 ５ 只，３ ～ ４ 岁，体重 ２８０ ～ ３４０ ｇ，由中国医

学科学院医学实验动物研究所提供 ［ ＳＣＸＫ（京）
２０１４ － ００１１］ ［ＳＹＸＫ（京）２０１７ － ００２７］，实验动物伦

理委员会批准号：ＬＹＢ１８００３。 饲养在实验动物资源

北方中心慢病间狨猴饲养室（普通环境）。
１􀆰 ２　 主要试剂及仪器

弗氏完全佐剂（ Ｓｉｇｍａ，Ｆ５８８１）；辣根过氧化物

酶 ＨＲＰ （ Ｓｉｇｍａ， Ｐ２０８８ ）； ＢＣＡ 试剂盒 （ Ｔｈｅｒｍｏ，
２３２２７）；琼脂糖（Ｂｉｏｗｅｓｔ，１１１８６０）；脱脂奶粉（ＢＤ，
２３２１００）；ＴＭＢ （Ｓｏｌａｒｂｉｏ， ＰＲ１２００）；分子蛋白量标

准（ Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ，２６６１９）；Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 显色底

物（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ，ＷＢＫＬＳ０５００）。
低温离心机（Ｔｈｅｒｍｏ，Ｈｅｒａｅｕｓ Ｆｒｅｓｏ ２１ ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ）；

蛋白分离纯化系统（Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ，ＤＵＯ⁃ＦＬＯＷ）；电泳仪

（ Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ， １６３ＢＲ１０３０５ ）； 酶 标 仪 （ Ｐｅｒｋｉｎ Ｅｌｍｅｒ
ＥｎＳｐｉｒｅ􀳏 ２３００ Ｍｕｌｔｉｍｏｄｅ Ｐｌａｔｅ Ｒｅａｄｅｒ）；全自动化

学发光成像分析系统（Ｔａｎｏｎ ５５００）；ＨｉＴｒａｐＴＭ Ｐｒｏｔｅｉｎ

Ｇ（ＧＥ Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ，７１－ ７００１－ ００ ＡＲ）；Ｓｅｐｈａｃｒｙｌ ＴＭ
Ｓ⁃３００ Ｈｉｇｈ Ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ （ ＧＥ Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ，１７ － ０５９９ －
１０）。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 血清的收集

根据实验动物操作规范，保定狨猴，消毒，采集

后肢静脉血，并结束时压迫止血，将血液放于室温

静置 １􀆰 ５ ｈ 后，低温离心机 ４℃，４０００ ｒ ／ ｍｉｎ，离心 ２０
ｍｉｎ，吸取上层血清。
１􀆰 ３􀆰 ２　 狨猴血清 ＩｇＧ 纯化和纯度鉴定

亲和层析柱法是利用生物大分子在一定条件

下能紧密的结合（抗原⁃抗体），可以将目的抗原从

溶液中转移和分离和提纯。 参考文献报道的方

法［９ － １３］。 安装预处理的亲和层析柱 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｇ ５ ｍＬ，
紫外监测设为 ０􀆰 ０５，血清用 ２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ，ｐＨ ７􀆰 ０ ＰＢＳ
结合缓冲液 （ ｂｉｎｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ ） ４􀆰 ５ 倍稀释后过滤

（０􀆰 ４５ μｍ ＮＣ），上样速度设为 １ ｍＬ ／ ｍｉｎ，用 ５０ ｍＬ
（１０ 倍柱体积（ＣＶ））的结合缓冲液洗去未与 ｐｒｏｔｅｉｎ
Ｇ 结合的杂蛋白，２５ ｍＬ（５ 倍 ＣＶ）的 ０􀆰 １ ｍｏｌ ／ Ｌ，ｐＨ
２􀆰 ７ 甘氨酸洗脱液洗脱目的蛋白即狨猴 ＩｇＧ，接收洗

脱峰。 合并各管蛋白溶液，ＢＣＡ 法测定蛋白含量。
１０％ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳鉴定亲和层析纯化狨猴

ＩｇＧ 的纯度是否符合免疫原的条件。
１􀆰 ３􀆰 ３　 狨猴抗血清的制备和纯化

用 １􀆰 ３􀆰 ２ 纯化的狨猴 ＩｇＧ 作为免疫原，对健康

成年新西兰大白兔进行免疫［１４］，初次免疫采用 ＩｇＧ
剂量为每次 ０􀆰 ５ ｍｇ，与弗氏完全佐剂 １∶ １混合，采用

背部多点皮下注射法每点０􀆰 １ ～ ０􀆰 ２ ｍＬ，一只动物注

射点数约为８ ～ １０点，共计注射每只 １ ｍＬ。 两周后

采用 ＩｇＧ 剂量为每次 ０􀆰 ２５ ｍｇ，加强免疫 ３ 次，免疫

方法同初次免疫。 免疫结束 １ 周后，保定采血（兔
耳缘静脉）， ４０００ ｒ ／ ｍｉｎ，２０ ｍｉｎ，分离血清。

Ｄｏｕｂｌｅ ｉｍｍｕｎｏｄｉｆｆｕｓｉｏｎ ａｓｓａｙ， １％ 琼脂糖对血

清效价进行测定。
兔抗狨猴抗血清纯化及鉴定按照 １􀆰 ３􀆰 ２ 进行。

１􀆰 ３􀆰 ４　 兔抗狨猴 ＩｇＧ⁃ＨＲＰ 的制备和工作浓度测定

采用改良的 “简易过碘酸钠 （ ＮａＩＯ４ ） 标记

法” ［１５］制备兔抗狨猴 ＩｇＧ⁃ＨＲＰ。
１􀆰 ３􀆰 ４􀆰 １　 用 ＥＬＩＳＡ 法测定标记抗体的工作浓度［１４］

将亲和纯化的狨猴 ＩｇＧ，稀释成 １０ μｇ ／ ｍＬ 每孔

加 １００ μＬ（每孔 １ μｇ），包被 ９６ 孔酶标板，酶标抗体

作倍比系列稀释（１∶ ８０００，１∶ １６ ０００，……１∶ ５１２ ０００），
每孔 １００ μＬ 分别加入酶标板；温箱孵育（３７℃，１
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ｈ）⁃洗涤⁃显色（ ＴＭＢ）⁃终止反应（Ｈ２ＳＯ４ ）⁃读取 ＯＤ
值（４５０ ｎｍ），当 ＯＤ 值等于 １􀆰 ０ 时对应的兔抗狨猴

ＩｇＧ⁃ＨＲＰ 稀释度，为酶标抗体的适宜工作浓度。
１􀆰 ３􀆰 ４􀆰 ２　 用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 法［９， １０， １４］ 检测兔抗狨

猴 ＩｇＧ⁃ＨＲＰ 及狨猴 ＩｇＧ 工作浓度

亲和纯狨猴 ＩｇＧ，上样量分别为 ２５、２０、１５、１０、
５、２􀆰 ５ ｎｇ；进行 １０％ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳，１００ Ｖ，２ ｈ；电
转 ＰＶＤＦ 膜，１１０ Ｖ，１ ｈ，将兔抗狨猴 ＩｇＧ 酶标抗体用

ＰＢＳＴ ＋ ５％ 脱脂奶粉（１ ∶ １） 做系列稀释 １ ∶ ５０００、
１∶ １０ ０００、１∶ １５ ０００，与 ＩｇＧ⁃ＰＶＤＦ 孵育（１ ｈ），洗涤，
曝光成像留取结果。

２　 结果

２􀆰 １　 狨猴 ＩｇＧ 的亲和层析纯化

紫外检测仪显示出到两个蛋白质吸收峰：结合

缓冲液洗脱的血清中未与 ｐｒｏｔｅｉｎ Ｇ 亲和柱结合的

蛋白所显示的峰（穿流峰） （见图 １ａ）；洗脱缓冲液

使目的蛋白 ＩｇＧ 与亲和层析柱分离的峰（洗脱峰）
（见图 １ｂ）。 收集洗脱峰的液体是与亲和柱结合的

狨猴 ＩｇＧ。

注：（ａ）穿流峰；（ｂ）洗脱峰。

图 １　 狨猴 ＩｇＧ 亲和纯化紫外监测峰图

Ｎｏｔｅ：（ａ）Ｐａｓｓｉｎｇ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ｐｅａｋ． （ｂ）Ｅｌｕｔｉｏｎ ｐｅａｋ．

Ｆｉｇ． １　 ＵＶ⁃ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ ｍａｒｍｏｓｅｔ ＩｇＧ ｐｕｒｉｆｉｅｄ
ｕｓｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｇ ａｆｆｉｎｉｔｙ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ

２􀆰 ２　 狨猴 ＩｇＧ 的 ＳＤＳ⁃ＰＡＧ 电泳分析

还原的亲和层析狨猴血清 ＩｇＧ（１００℃，４ ｍｉｎ），经
１０％ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳分离，考马斯亮蓝 （Ｃｏｏｍａｓｓｉｅ
ｂｒｉｌｌｉａｎｔ ｂｌｕｅ）Ｒ２５０ 染色，脱色观察结果，其纯度可

大于 ９５％ （见图 ２），除重链（５５ × １０３）和轻链（２５ ×
１０３），上样量达到 ３０ μｇ 时未见杂蛋白（见图 ２，Ｌａｎｅ
４ 所示）。 染色结果说明亲和层析 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｇ 与狨猴

血清 ＩｇＧ 具有较强的结合力，形成了紧密复合物，得
到高纯度的狨猴 ＩｇＧ。

注： Ｍ 为分子蛋白量标准； Ｌａｎｅ １ 为狨猴血清；Ｌａｎｅ ２ 为穿流峰

蛋白；Ｌａｎｅ ３ ～ ５ 亲和纯狨猴，ＩｇＧ 加样量为 ２０ μｇ，３０ μｇ，１０ μｇ。

图 ２　 狨猴血清 ＩｇＧ 纯度电泳鉴定

Ｎｏｔｅ． Ｍ： Ｓｔａｎｄａｒｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｍａｒｋｅｒ． Ｌａｎｅ １： Ｔｈｅ ｃｏｍｐｌｅｔｅ ｓｅｒｕｍ ｏｆ
ｍａｒｍｏｓｅｔ； Ｌａｎｅ ２： Ｗａｓｈｅｄ ｏｆｆ ｐｒｏｔｅｉｎ． Ｌａｎｅ ３ － ５： Ｓａｍｐｌｅｓ ｆｒｏｍ
ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｇ ａｆｆｉｎｉｔｙ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈ ａｄｄｅｄ ２０ μｇ， ３０ μｇ， ａｎｄ １０ μｇ
ｌｏａｄｉｎｇ ａｍｏｕｎｔ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

Ｆｉｇ． ２　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＩｇＧ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｍａｒｍｏｓｅｔ ｓｅｒｕｍ
ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｂｙ ａｆｆｉｎｉｔｙ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ

２􀆰 ３　 狨猴 ＩｇＧ 抗血清的效价检测及纯度分析

１􀆰 ３􀆰 ３ 中的兔抗狨猴 ＩｇＧ 的血清，中央孔加入 １
ｍｇ ／ ｍＬ 纯化狨猴 ＩｇＧ １０ μＬ，１ ～ ６ 分别加入 １０ μＬ
不同倍比稀释的抗血清，放入湿盒内 ３７℃，１８ ｈ 后

观察抗原、抗体的特异性复合物的白色沉淀线，由
图可见抗血清的效价达到了 １∶ ６４（见图 ３ Ａ）。

Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｇ 亲和层析纯化兔抗狨猴 ＩｇＧ 抗血清的

还原型 ＩｇＧ，经 １０％ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳鉴定 （见图

３Ｂ），亲和层析的得到高纯度的抗血清 ＩｇＧ，其纯度

大于 ９７％ 。 实验结果满足制备酶标抗体的基本要

求：抗体纯度高、含杂蛋白少、特异性强、效价高。
２􀆰 ４　 ＥＬＩＳＡ 法测定兔抗狨猴 ＩｇＧ 酶标抗体的工作

浓度

与狨猴 ＩｇＧ 反应的不同稀释度的兔抗狨猴 ＩｇＧ⁃
ＨＲＰ 酶标抗体， ＯＤ 值分别为 ３􀆰 ７２８、 ３􀆰 ７０５ ……
０􀆰 ５８４（见图 ４）由此可见，以 １ ∶ ２５６ ０００ 稀释时，其
ＯＤ 值为 １􀆰 ０３７，即 １ ∶ ２５６ ０００ 为兔抗狨猴 ＩｇＧ⁃ＨＲＰ
酶标抗体的稀释度。
２􀆰 ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 法检测酶标记抗体及狨猴

ＩｇＧ 工作浓度

ＰＶＤＦ 膜曝光结果，以 １ ∶ １５ ０００ 稀释的酶标抗

体孵育，并在狨猴 ＩｇＧ 加样量为 ５ μｇ 可以显示清

晰、特异的印迹反应（见图 ５），酶标抗体灵敏度较

强，１∶ １５ ０００ 兔抗狨猴 ＩｇＧ⁃ＨＲＰ 稀释度及 ５ μｇ 的

ＩｇＧ 可作为 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 的最适起始工作浓度。
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注：Ａ：兔抗狨猴 ＩｇＧ 血清免疫双扩散效价；Ｂ： Ｍ 为分子蛋白量标准，Ｌａｎｅ １ ～ ７ 抗血清纯化 ＩｇＧ，上样

量为 ３０、２５、２０、１５、１０、５、２􀆰 ５ μｇ。

图 ３　 兔抗狨猴 ＩｇＧ 抗体效价检测和纯化

Ｎｏｔｅ． Ａ： Ｄｏｕｂｌｅ⁃ｉｍｍｕｎｏｄｉｆｆｕｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ａｎｔｉ⁃ｓｅｒｕｍ ｆｏｒ ＩｇＧ ｏｆ ｍａｒｍｏｓｅｔ． Ｂ： Ｍ ｗａｓ ｓｔａｎｄａｒｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｍａｒｋｅｒ．
Ｌａｎｅ １ － ７： Ｔｈｅ ａｎｔｉｓｅｒｕｍ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ⁃Ｇ ａｆｆｉｎｉｔｙ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈ ａｄｄｅｄ ３０ μｇ， ２５ μｇ， ２０ μｇ， １５ μｇ， １０
μｇ， ５ μｇ， ａｎｄ ２􀆰 ５ μｇ ｌｏａｄｉｎｇ ａｍｏｕｎｔ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

Ｆｉｇ． ３　 Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｒａｂｂｉｔ ａｎｔｉ⁃ｍａｒｍｏｓｅｔ ＩｇＧ ａｎｔｉｂｏｄｙ

图 ４　 兔抗狨猴 ＩｇＧ⁃ＨＲＰ ＥＬＩＳＡ 效价测定

Ｆｉｇ． ４　 Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｒａｂｂｉｔ ａｎｔｉ⁃ｍａｒｍｏｓｅｔ ＩｇＧ⁃ＨＲＰ ｔｉｔｅｒ ｂｙ ｄｉｒｅｃｔ ＥＬＩＳＡ

３　 讨论

标记抗体是免疫技术的关键试剂，其质量主要

取决于标记抗体的纯度、敏感性及特异性。 本文力

求采用高质量的辣根过氧化物酶与高效价、ＨＰＬＣ
纯的兔抗狨猴 ＩｇＧ，通过改良的“简易过碘酸钠标记

法”制备了兔抗狨猴 ＩｇＧ⁃ＨＲＰ 酶标抗体，经过自装

的 ＳｅｐｈａｃｒｙｌＴＭ Ｓ⁃３００ Ｈｉｇｈ Ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ 柱子进行分子

过滤纯化、低温超滤离心透析浓缩，获得高质量的

兔抗狨猴 ＩｇＧ⁃ＨＲＰ 酶标抗体，经 ＥＬＩＳＡ 及 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔｔｉｎｇ 进行鉴定，其纯度、敏感性及特异性均符合

使用要求。
如图 １ 所示，用高效液相色谱亲和层析法 （ｈｉｇｈ

ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ａｆｆｉｎｉｔｙ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，ＨＰＬＣ） 及

ＨｉＴｒａｐＴＭ Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｇ ＨＰ 亲和柱纯化得到狨猴血清总

ＩｇＧ，经 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳鉴定，其纯度≧９５％（见图２）；
免疫兔子获得兔抗狨猴 ＩｇＧ 抗血清（即狨猴 ＩｇＧ 多克

隆抗体， ｗｈｏｌｅ ＩｇＧ ＰｃＡｂ），免疫双扩散测定抗血清效

价为 １∶ ６４（见图 ３Ａ）；再用亲和柱纯化抗血清 ＩｇＧ，
ＰＡＧＥ 电泳鉴定 ＨＰＬＣ 纯度≧９７％ （见图 ３Ｂ）。 本文

目的是制备了兔抗狨猴 ＩｇＧ⁃ＨＲＰ 标记抗体，其 ＥＬＩＳＡ
工作浓度达 １∶ ２５６ ０００（见图 ４），Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 工作

浓度达 １∶ １５ ０００，且具有较强的特异性（见图 ５）。
本文初步制备了抗狨猴 ＩｇＧ⁃ＨＲＰ 酶标抗体结合

物，随着“狨猴微生物、寄生虫学检测标准制定”工作

的不断深入和技术试剂的需求，会继续制备有关抗狨

猴 ＩｇＧ 的各种发光标记抗体、各种酶标记抗体及胶体

金标记抗体，以适用于诸如酶组化技术（ＡＰＡＡＰ）、酶
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注：兔抗狨猴 ＩｇＧ 酶标抗体稀释度为 １∶ １５ ０００，曝光时间 １０ ｓ 显色；
Ｍ 为蛋白分子量标准； Ｌａｎｅ １ ～ ６：亲和纯狨猴 ＩｇＧ：２５、２０、１５、１０、５、
２􀆰 ５ μｇ。

图 ５　 兔抗狨猴 ＩｇＧ 酶标抗体及狨猴 ＩｇＧ
的 ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 工作浓度测定

Ｎｏｔｅ． Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｔｈｅ ｍａｒｍｏｓｅｔ ＩｇＧ ｓｐｅｃｉｆｉｃａｌｌｙ ｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ
ｗｉｔｈ １： １５ ０００ ｒａｂｂｉｔ ａｎｔｉ⁃ｍａｒｍｏｓｅｔ ＩｇＧ⁃ＨＲＰ． Ｍ： Ｓｔａｎｄａｒｄ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｍａｒｋｅｒ． Ｌａｎｅ １ － ６： Ｓａｍｐｌｅｓ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ⁃Ｇ ａｆｆｉｎｉｔｙ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈ
ｗｅｒｅ ａｄｄｅｄ ２５ μｇ， ２０ μｇ， １５ μｇ， １０ μｇ， ５ μｇ， ａｎｄ ２􀆰 ５ μｇ，
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

Ｆｉｇ． ５　 Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｗｏｒｋｉｎｇ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ
ｒａｂｂｉｔ ａｎｔｉ⁃ｍａｒｍｏｓｅｔ ＩｇＧ⁃ＨＲＰ ａｎｄ Ｍａｒｍｏｓｅｔ ＩｇＧ ｂｙ ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ

免疫技术（ＥＡ）、酶联免疫技术（ＥＬＩＳＡ）、荧光免疫技

术（ＦＩＴＣ）、化学发光免疫技术、免疫胶体金技术

（ＧＩＣＴ）、流式细胞术技术 （ ＦＣＭ）、以及 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔｔｉｎｇ 等技术，以满足生物医学研究领域及狨猴病

原微生物检测的各种需求。
本文最终强调，实验动物是实验动物科学的重

要组成，是生命科学的基础支撑、活的“精密仪器”，
而实验动物的标准化和动物实验的规范化研究势

必会成为实验动物科学的重要工作。 在我国，狨猴

至今仍被定义为“实验用动物”，即狨猴作为诸多学

科研究用的非人灵长类实验动物，目前尚无国家、
行业或地方标准的推出。 鉴于目前国内市场抗狨

猴 ＩｇＧ⁃ＨＲＰ 酶标抗体的缺乏及“实验用狨猴地方标

准和相关检测技术研究”、“狨猴微生物、寄生虫等

级监测地方标准”制定、以及狨猴其他研究工作之

所需，实时有效地完成了兔抗狨猴 ＩｇＧ⁃ＨＲＰ 标记抗

体的制备及初步鉴定，为狨猴的血清学检测提供了

资源。
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