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    《抗体技术实验指南》第一版发行距今已十年。第一版发行于1988年底，而最新版

于1998年12月初与读者见面。我们为《抗体技术实验指南》受到读者的高度赞扬而感
到高兴和宽慰，尤其是一些不熟悉的人对本书的评论更使我们受到激励。他们告诉我

们，已尝试了这本书所介绍的一些新的实验，并顺利完成。

    除这些善意的评论外，也存在许多批评和建议。这些年来，我们坚持收集有关的批

评和建议。当开始筹备第二版时，我们将读者的意见进行了归类，并邀请了Gerard

Evan,Deborah French, Kevin Job二 和Jennifer Rabinowitz进一步给这本手册提供批评
及建议。他们耐心地阅读了这本书，提出了有益的建议，包括对本书的整理装订及作者

的要求。在此方面本书与第一版相比有一些改进。

    首先，对装订形式进行了改变，这种装订不仅能使书平放在工作台上，也能使其直

立，使之最为适用于实验室工作。
    第二个重要变化是这本书仅覆盖相当于第一版书的一半信息。当我们开始为第二版

整理资料时，突然认识到出书的目的：实用性。因此有关抗体内容大致分成两部分：一

部分即为本书，主要讲述抗体的应用，重点介绍了一些免疫化学方法。另一部分内容将

集中在另一本书《抗体的制备》中，随后与读者见面。这一部分的工作并非毫无缺点，

但它给予我们足够的空间处理需要注意的主题，防止了相关方法之间分类的混乱。

    除此之外，在收集建议的基础上对第二版的编写内容进行了修改。第一版像一本百

科辞典，收集了每种方法的许多不同形式。在第二版中，我们采取不同的策略。在有足

够理由的前提下本书推荐一种方法，那就是所推荐的方法一定比其他方法更为可行、更

便宜或是更为广泛应用。经验丰富的工作者也许在书中找不到其最喜爱的方法，我们建

议继续使用现用方法。我们的目的是给初学者足够的信息，使其能够快速进行工作。这
并不妨碍经验丰富的工作者应用其他的方法。除了列出的较少的方法之外，第二版中增

添了较多的注释，指出较难的步骤、潜在的缺点及一些特殊的问题。我们对在实验室新

开展的某一实验所遇到的问题及方法的缺点进行了评论，这些评论位于每一技术的开始
或整篇文章的边区 （中文版以小一号字的形式表示）。

    第二版还有其他方面的变动，设计了各种新形式，来帮助读者很好地使用本书及每
一技术。每一章都有一个图标，反映了这项技术本身或是这个领域的发展。图标用于每

章的开头，作为一种指示使读者更快地找到所需的章节。我们在每项技术中加入定位

器’），指导工作者寻找该方法的前后步骤。定位器的想法来自于公众交通图、铁路 “技

术”图中，新一步的开始代表另一步的结束，希望这些能帮助读者遨游于各种技术步

骤。其他新形式还有本书主要方法的缩写本，没有过多解释，便于实验者工作 （相当于

每一章的小结）。这些方法被授予 “便携式方法”的称号，位于每章的结尾，也能分为

      t)“定位器”与 “薄卡”在中译版中略去。— 编辑注
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独立的薄卡使用。

    本书的读者与第一版相似，是经验丰富的分子生物学者，但对于免疫化学方法并不

熟悉。我们希望那些经验丰富的免疫学家、病理学家等能够认为这本书会对他们的工作

有所帮助，但我们并非尽量囊括常规应用的所有方法。我们尽力讨论有关抗原的所有型

别，但是实际上这本手册主要是处理蛋白质抗原。这就意味着它作为一种标准的方法手

册被那些需要从克隆转向蛋白质分析的人们使用。
    前言最重要的功能是感谢所有为这本书的编写出版提供帮助的人。深深感谢我们的

编辑Judy Cuddihy（朱蒂·卡第黑）。在整个编写出版过程中Judy Cuddihy是一位领导
者，解决问题者，富有创造力的好朋友。如果没有她，这本书不会出版。在编写出版过

程中，经过他们的努力，平息了几次事端，使工作顺利进行。Judy Cuddihy和我们一起
完成了两个版本的工作，显示了与我们的友谊及脚踏实地的工作态度。

    其他许多同志也做出了重要贡献。Tracy Kuhlman是助理编辑，她忍受我们一次又

一次令人发狂的质疑，提供给我们所需的信息，并阅读了步骤和注释及纠正了其错误的

地方。Peter Hall, Andi McClatchey, Shiv Pillai和Sander Van den Heuvel都阅读并评论
了本书的部分章节，我们感谢这些专家的帮助。

    在整个编写出版过程中，John Inglis是我们的领导及朋友，他激起了我们对这一项
目的兴趣，并带领CSHL杂志社的职员为这本书的出版做出重大贡献。尤其感谢Denise

Weiss, Pat Barker, Inez Sialiano, Mary Cozza和Jan Argentine.
    最后，感谢所有提供新技术及指出第一版缺点的人们。出版这本书最好的事情就是

能够和读者相互反馈。

    我们希望本书能给读者带来乐趣。

                                                                      EH和DPL



                为 《抗体技术实验指南》作序

    这本手册是受Tom Maniatis, Ed Fritsch和Joe Sambrook所著的 （分子克隆实验指

南》的鼓舞而编写的。《分子克隆实验指南｝一书为分子生物学方法在科学界的更广泛

应用做出了巨大贡献。最令人高兴的是，这本手册给初学者以信心，让所有工作者尝试

新的方法。目前，掌握许多现代免疫化学方法对非免疫学专业工作者来说比较困难，

《抗体技术实验指南》的一个重要目的，就是让更多的学者掌握这些方法。我们希望以

这本手册能否帮助人们克服这些障碍作为评价本书的标准。

    （抗体技术实验指南）一书的编写出版具有一个长期而又复杂的产生过程。出版一

本免疫学手册的最初想法是由Ron Mckay, Steve Blose和Jim Lin提出的，一些最初的

设想在这个版本中依然保存，因此我们非常感谢Ron Mckay, Steve Blose的贡献。对于
第二版的构思起于1986年。编写的开始阶段主要涉及总结实验方法，因此完成得较快。

当我们在工作中与同伴们探讨间题时提出了两个问题。首先，为非免疫学家提供一个免

疫化学方法实验指导是令人鼓励的事情；再则，现代免疫学与大部分分子生物学的背景

之间的距离比我们想象的大得多。这就意味着如果这本书要帮助交叉学科的科学家们学

习，必须介绍更多的背景知识。

    （抗体技术实验指南）的最终版本前面四个章节概述了免疫应答的主要特征，抗体

分子的结构，抗体的活性以及抗体反应的机制。这些概述采用最新的公认观点，也许过

于简单和省略会引起一些免疫学家的不满，但我们希望那些非免疫学家通过对以后章节

中的观点及技术的学习，会发现一些有用的部分。书中大部分内容包括提取、纯化和标

记单克隆抗体及多克隆抗体的方法，也有些章节描述如何运用抗体来研究抗原。两个着

重点很明确：着重于蛋白质抗原，但不包括几种经典免疫化学方法，如ELISA等。取

而代之的是集中在细胞免疫染色、免疫沉淀、免疫印迹、免疫亲和纯化和免疫学测定，

这些技术对于非免疫学家来说更为普遍需要。

    一种方法的真实来源常难以判定，虽然我们给予了相应的参考文献，但是也存在一

些错误的地方。本书所介绍的一些方法大部分源自我们实验室或关系密切的实验室。显

而易见，很少方法是规定的，除依赖于一种特殊抗体的独有的质量外。我们在书中加入

了一般注释和一些个人评论。对于一些不能达到统一意见的方法，我们尽量对技术的理

论和实际基础进行详细的解释，以便当问题出现时能提供有效的指导。

    为了进一步获得信息，Weir, Herzenberg, Blackwell和Herzenberg于1986年编写

出版的 （实验免疫学手册》(Handbook of Experimental Immunology）是技术指导最好
的来源，Goding (1987）编写的（单克隆抗体：原理和实践）(Monoclonal Antibodies

Principles and Practice）和Springer (1985）出版的 （生物科学和医学中的杂交瘤技术）
(Hybridoma Technology in the Biosciences and Medicine）是单克隆抗体方面信息的最好
来源。此外，更多的参考文献列在书中相应的部分。对于新的技术方法，读者应该事先

浏览一下 （免疫学方法杂志》(Journal of Immunological Methods）和 （分析生物化学》此为试读,需要完整PDF请访问: www.ertongbook.com
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(Analytical Biochemistry）期刊。
    在本书编写过程中，有许多同仁帮助整理方法，我们的工作常是收集、校对和注

解。感谢Joan Brugge和她的实验室成员 （Michael DeMarco, Adele Filson, Lawrence

Fox, Andy Golden, Joan Levy, Sally Lynch, Susan Nemeth, John Schmidt，和Susan

Schuh)，他们使用了 （抗体技术实验指南）第一版并给予了很大的帮助，不仅发现错

误，而且为再版修订提供了合理化的建议。我们实验室的一些工作人员，如Carmelita

Bautista, Karen Guchkovich, Margaret Falkowski, Julian Gannom, Richard Iggo, Mar-

garet Raybuck，和Carmella Stephens等IL乎每天都使用这本手册，他们对第一版给予了
确切而精辟的批评。

    Lionel Craxford, Larry Banks, Mike Krangel, Margaret Raybuck, David Chiswell和

他Amersham的同事们认真地阅读了本书的全部内容。他们的许多评论帮助我们解决了

内容取舍的困难。本书的一至四章是由Winship Herr, Richard Igg。和Jihn Inglis阅读和
评论；Steve Dilworth, Ann Harris和Bob Knowles帮助整理了六至九章及十五章；Jean

Beggs和Birgitte Lane帮助整理＋至十四章；Carl Anderson和Mark Zolle：负责阅读和增
添附录。除了这些主要的读者外，其他同仁也在某些章节给予了帮助。John Kilmartin,

Jean Beggs, Paul Nurse和David Beach等对酵母染色，Susan Alper：对细胞免疫染色以

及Rebbeca Rowehl和Jacqueline Bortzne：对第六、七章分别提出了宝贵的建议。Ian

Mohr建议我们把免疫学实验一章改为易于理解的形式，Seth Grant对十二章的编写给

予了帮助，Ella Wetzel阅读并评论了第十一章的早期版本。为使这本书编写得更好，上
述同仁做出了很大的贡献。对于没有采纳的意见，希望能够谅解。

    特别感谢Birgitte Lane, Nicky Williamson, Gordon Peters, Brenda Marriot, Frank

Fitzjohn和Marilyn Goodwin，在本书的编写过程中，他们提醒我们按时上飞机，帮助我
们安排睡觉及写作的地方，避免我们分散注意力。优秀的艺术工作是由Mike Ockler完

成的，在Carl Molnod的建议下，封面艺术有非常大的突破。Jim Pflugrath提供电脑图

形。Christy Kuret, Michele Ferguson, Inez Sialiano和Susan Schaefer提供编辑帮助。本

书由Emily Harste设计，Nancy Ford和Annette Kirk在整个T -作中进行监督及提供援助

    最后特别感谢我们的编辑Judy Cuddihy，她耐心的忠告、鼓励和准确的判断使我们
顺利通过了最好和最糟的时光。

    希望这本书能给读者带来乐趣。

                                                                                EH和 DL
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  第一章 抗体的结构与功能

  要窦；眯袭涂泌筑锐琴参 抗体是宿主对体内存在的外来分子、微生物或体内其他物质刺激机体产生

  袭一价暇决心犷璐娜分 的蛋白质。抗体主要由 B淋巴细胞系的终末分化细胞— 浆细胞产生的．并

  擞凝会熟氵裁龚及洲 且循环在血液和淋巴液中．在此与抗原结合。抗体抗原一旦形成复合物后．主

  粉.&i珍: } iS鞍扮姚 要通过巨噬细胞的吞噬作用将其由循环中清除。抗体应答是宿主抵御外来分子

蠢粼等撇鹅“微生物入侵的重要机制。
    一、抗体是能与相应抗原以高亲合力结合的有用试剂······························⋯⋯2
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  翼淇规彩票拜瀚 抗体与抗原的相互作用是所有免疫化学技术的基础。本章将从三个方面讨

  袭  5 溯 论抗体一抗原相互作用的特点：①抗体一抗原复合物的结构；②抗原一抗体相互

  =i?燕>Sll奋   WpllM l'.i r} 作用的强度，即亲和力；③与免疫复合物稳定性有关的各种因素，即抗原抗体

臀 l的亲‘
  第一节 抗体一抗原复合物的结构·.............................................................. 18

    一、抗体的抗原结合位点由重链和轻链的可变区构成 ···························⋯⋯ 18

      二、抗原与抗体的结合区称为表位 ···················································⋯⋯ 19

      三、蛋白质抗原上的表位是由相邻连续的或非连续的氨基酸序列形成的局部表面

          结构 ····················································································⋯⋯ 19

      四、某些免疫复合物中抗体或抗原的结构未发生改变，而另一些则出现巨大的构
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  第二节 亲和力 ·................................................................................... 21
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    二、抗体一抗原之间相互作用的亲和力有很大的差异·.............................·一 21
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第三章 抗体的选择
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鹅巍认拐摆录洲料 印迹使抗原完全变性，并且部分纯化，但需要与固相支持物结合。由于抗原显
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第四章 抗体的处理
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第五章 细胞染色
蒸琳雄澎戮毅璐丨 免疫染色法可用于对蛋白质抗原进行亚细胞水平的精细定位，跟踪此类抗

?:U燕葵 蒸}01. 原在细胞受刺激时分布位置的改变，或与细咆内其他蛋白质的分布进行比较：

寨瑕粼骏交涂葵毅滋 在设立严格对照组的前提下，可以用来确定细胞内某种蛋白质含量的多少。在

银教羡姆然冷撇具马 本书中，根据被检细胞来源的不同，将免疫染色的方法分为两大类。本章讨论

粼夔粼 组织培”细胞的染色方法，下一“讨论组54官的染P--)} itc
  第一节 免疫染色法的主要影响因素 ......................................................... 67

  第二节 合适抗体的选择 ·....................................................................... 68
    一、标本的固定 ·................................................................................ 68

    二、可能的交叉反应 ··············。······················，·······························⋯⋯69
    三、应用单克隆抗体、多克隆抗体进行细胞染色 ·...................................... 71

  第三节 组织培养细胞免疫染色的方法 ·..................................................... 72

    一、免疫染色方法的概述 ···························································。．．·⋯⋯72

    二、细胞标本的制备 ······················································，··············⋯⋯72
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    四、抗体的结合及检测 ····························、······、·········、·····，·····、······⋯⋯、．79
  第四节 免疫染色技术的特殊间题 ............................................................ 87
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    二、免疫染色技术与放射自显影技术的联合使用 ·...................................... 88

    三、细胞表面蛋白的染色 ·····················，··，········。······，·······················一 89

    四、应用免疫染色进行细胞分选 ···················································，··⋯⋯ 89

    五、应用免疫染色进行定量检测 ............................................................ 89

    六、生物素和链霉亲合素 ···························································，·一 ‘”90

  第五节 对盖玻片上生长的细胞进行染色 （小结）....................................... 90

    一、特点 ···················。4···········································‘········4············一 90

    二、操作步骤 ........................................................................······⋯⋯ 91

第六章 组织免疫染色

  汉：缀放艰娜洲翻姿愁旅 组织或整个器官的免疫染色可用于检测生理状态下抗原的定位。使用这些

  断冬沪鳞稼溉翰洲 方法，在显像中可以了解抗原的分布，在体内状态下，对多细胞中标记的特殊

  拼策戈壤舒续澎麟绷 细胞类型的定位．或者检侧疾病组织中抗原的呈现。此方案一般要求数天时间

  派靛茱拼举彭双嫩铭 完成多步操作，以及对所研究的组织结构需要有渊博的知识。在此过程中要求

  架\I旗茹一簇毅M 组织结构受损伤的程度较轻。因此，许多抗体在其他免疫方法检测中虽然很有

  一’一勺一一 效果，而在组织染色中的效果却不理想。
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  典燕澎滚滚溪姿热理 该技术需要一天时间，而且可与其他使用固定蛋白质作为起始材料的方法相结

a.t"-7::> v p . .     <''.合。
  第一节 主要影响因素·.......................................................................... 131

  第二节 合适抗体的选择·.......................................................................132
    一、应用多克隆抗体进行免疫沉淀···················································⋯⋯ 132

    二、应用单克隆抗体进行免疫沉淀···················································⋯⋯ 133

    三、应用混合单克隆抗体进行免疫沉淀·.................................................. 134

  第三节 免疫沉淀技术·..........................................................................134

    一、免疫沉淀技术概述···················‘····················，·························⋯⋯ 134
    二、裂解细胞·······················。·······························。······················⋯⋯ 136

    三、裂解物的预处理·..........................................................................142

    四、免疫复合物的纯化·.......................................................................143
  第四节 免疫沉淀技术的特殊间题............................................................ 147
    一、蛋白质相对分子质量的确定·····。·························。·····················⋯⋯ 148

    二、蛋白质的稳态水平··························································。·．·····⋯⋯149
    三、蛋白质抗原半寿期的测定·..............................................................150

    四、蛋白质翻译后修饰的测定···········，·························，···，···············⋯⋯ 152

    五、蛋白质一蛋白质间的相互作用········，······················，····················一 154

    六、蛋白质内在或相关酶活性的测定·...............................................·一 156

    七、杭原裂解物的清除························································，···。·····⋯⋯ 156

  第五节 免疫沉淀 （小结） .................................................................. 157
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鲡形姗 个简单的步骤’可“一天内“成。该”法具““”‘“便‘灵敏等”点。
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第九章 免疫亲和纯化技术

O lMlR-lWl-\Mn\卒滋  11 免疫亲和纯化具有以下特点：①抗体与其相应抗原结合具有高度亲和力和

夔嫂游彩瞥心戮举器 特异性。能大量分离天然状态或近似天然状态的抗原；②不是所有的抗体都适

醉粱0111'吮MMNI}111'til 用于免疫亲和纯化，但一旦获得一种性能良好的抗体，纯化过程就很快速而且

段愁蛋然撬徽摄艰 可靠；③可按照不同规模进行，半天内即可完成；④经过简单的改进，免疫亲

瓤哈酬 ”法也可用于纯化针”不同“原的””性“体。
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第十章 标记蛋白
  牵欲界嗽烈睽术价终 采用DNA重组技术标记蛋白质，并可在不同宿主细胞系统中对其进行纯

  珍续"3k}w}街荡牢 化和特异性检测。包括为进行检测 (GFP)或纯化 （如His标记物和谷胱甘肽
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  毛乡黄联始稀书匆绝映介 力较强的特异性抗体，可用于本书中描述的所有免疫检测和纯化方法。本章主

  袋食旅梦护李袅飞熟炸 要讨论现有的各种标记物系统的优缺点，以及如何为所开展的实验选择正确的
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      第一章 抗体的结构与功能

缨
                  图1  1个I药分子与2个流感病毒血凝素 (HA）分子结合的三维结

                                          构，放大25万倍

                  IgG的Fab段轴向旋转及内部区域柔韧性的电镜照片 （Wrigley NG, et

                        al. J Mol Biol, 1983, 169; 771一774，经原著作者同意）

    多方面的大量研究使人们对抗体的结构与功能有了较精确的了解，如同其他哺乳类

蛋白质一样，有关资料来源于很多不同的研究领域：早期的蛋白质生物化学研究显示，

抗体是如何被酶裂解为若干个具有不同功能的片段；将罕见的免疫性疾病患者和动物体

内获得的均质性抗体进行多肽序列比较，人们第一次观察到抗体的多样性；对这种多样

性的来源及其产生原因的理解则来自现代分子生物学研究。通过分子生物学研究提供了

探讨抗体功能区细微结构的工具，以及通过改变鼠基因可以详细研究有关抗体的调控和

功能；细胞生物学研究证明抗体是如何合成和转运的；通过冷冻蚀刻电镜 （图1)和精

密的X射线晶体衍射分析揭示了抗体的结构。所有这些工作对认识抗体功能起到了极

大的促进作用，并且使人们将抗体作为最重要的工具之一应用到现代生物学研究领域

中。

    抗体是宿主对体内存在的外来分子、微生物或者其他因子的应答而产生的蛋白质。

抗体主要由B淋巴细胞系的终末分化细胞— 浆细胞产生的，并且循环在血液和淋巴

液中，在那里抗体与抗原结合。抗原抗体一旦形成复合物后，主要是靠巨噬细胞的吞噬


