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• 可溶性抗原     抗体

 

定   义 



沉淀反应特点

• 可溶性抗原

• 二个阶段      结合阶段       速率法 
                        免疫复合物      终点法

       **R型抗体       H型抗体



液体内沉淀试验

• 絮状沉淀试验(flocculation)

抗原稀释法     Dean-Webb test
抗体稀释法

环状沉淀试验





环状沉淀试验

  **Ascoli test



• 免疫浊度测定(immunoturbidimetry)
                    
                   可溶性抗原
                      一定分子大小的免疫复合物    浊度
                      自动化分析

方法：
                      速率法   与    终点法

                      透射比浊
                      散射比浊
                      速率散射比浊

影响因素： 
                      抗原抗体比例
                      抗体的效价、特异性、亲和力
                      缓冲体系    （PH、离子、增浊剂）
                
  



凝胶内沉淀反应

• 特点：
         凝胶为反应基质载体

              简单、方便

         沉淀线      分子筛效应



         抗体-凝胶    待测抗原

1、试管法

 单向扩散 



2、平板法（single radial 
immunodiffusion,SRID)

   环直径  面积   定量分析      

条件：单价特异性抗血清   
           标准品   
          最低敏感性1.25μg/ml

A：Mancini曲线   K=C/d2

**C＝抗原浓度，
    d＝沉淀环直径，
    K＝常数 
大分子   长时扩散

图  Mancini曲线 

T1为16h；T2为24～48h；T3为48h以上；
可见T3为直线，T1为反抛物线 



• B：Fahey曲线    
K=logC/d

• 小分子   短时扩散

• 临床应用

• 影响因素:  
    抗体---亲和力    
    标准品及质控血清      
    临床样本要求

图  Fahey曲线
t1为16h；t2为24-48h；t3为48h以上
可见t1为直线，t3为抛物线



单向扩散试验



         

定性    抗原抗体合适浓度处形成沉淀线

1、试管法

2、平板法

     基本方法

     结果分析   A：抗原抗体定性及相对量的估计

                      B：抗原抗体相对分子量

                      C：抗原的性质

                      D：抗体效价的滴定

双向扩散试验



双向扩散试验



• 基本原理：凝胶内电泳   免疫扩散

• 特点：反应的特异性  高分辨率  微量  快速

• 方法：对流免疫电泳、 火箭免疫电泳 、交
叉免疫电泳 、免疫电泳、免疫固定电泳

免疫电泳技术



• **  电解质和蛋白质的两性电离特性

          -COOH    -NH2

         等电点溶液   蛋白中性   原位

        酸性溶液      正电荷    阴极移动

        碱性溶液      负电荷    阳极移动

        一般电泳    阴极----- 阳极

• 电泳迁移率     同一电场下，单位时间内的移动距离

• 电渗   电场中液体对固体的相对移动。

              碱性缓冲液中载体：负电荷

                         水分子：       正电荷     ---- 向负极移动

             影响因素：载体特性     缓冲液离子强度     电场电压
     



• 对流免疫电泳(counter immunoelrctrophoresis,CIEP)

     双扩+电泳
     缓冲液PH>8.4    蛋白抗原  负电荷  （负极）                      
     IgG （IgG1 / IgG2)  电渗     （正极）

    敏感性：μg/ml



• 火箭免疫电泳

(Rocket immunoelectrophoresis,RIE)

单扩+电泳

注意点：载体电渗小

              终点时间的确定
              IgG电泳要甲酰化
              *免疫自显影技术



免 疫 电 泳（immunoelectrophoresis）

电泳＋双扩



免 疫 电 泳（immunoelectrophoresis）



IgAλ型骨髓瘤的免疫

电泳图谱

孔中为血清标本，槽

中为抗血，

箭头所指为骨髓瘤蛋

白

a：抗正常人血清；

b：抗IgG血清；

c：抗IgA血清；

d：抗IgM血清；

e：抗κ血清；

f：抗λ血清



• 免疫选择电泳

• 将含抗κ或λ血清的琼脂制成薄层琼脂板，打孔后加入待测血清或其他
标本进行火箭电泳，与标本相应的免疫球蛋白形成火箭样沉淀峰。然

后于孔的两侧各挖一槽，加入某型免疫球蛋白的抗血清或另一型轻链

抗血清，温育扩散后，按沉淀弧形成的情况，进行分析鉴定。

• 图为α重链病和IgA骨髓瘤的结果。

• 免疫选择电泳图谱示例孔中为血清标本，
• 槽中为抗IgA重链抗血清
• KL表示琼脂中含抗κ及抗λ抗血清
• A：正常人；
• B：α重链病；
• C：IgA骨髓瘤



• 免疫固定电泳（immunofixation lectrophoresis, IEF)

       先区带电泳   +    免疫沉淀

应用：各类免疫球蛋白及其轻链分析   
          
            M蛋白鉴定   轻链病      

方法：琼脂凝胶电泳        

染料：四氮唑盐 


