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摘　要：　硫醌氧化还原酶（Ｓｕｌｆｉｄｅ：ｑｕｉｎｏｎｅ　ｏｘｉｄｏｒｅｄｕｃｔａｓｅ，ＳＱＲ），是线粒体硫化物代谢的关键酶。本研究以生活在潮间

带下区及潮下带中的底栖生物—单环刺螠ＳＱＲ重组蛋白为材料，建立了单环刺螠ＳＱＲ间接 竞 争ＥＬＩＳＡ检 测 方 法，为 定

量分析ＳＱＲ蛋白水平表达奠定了基础。将ＳＱＲ重 组 蛋 白 免 疫 新 西 兰 大 白 兔 获 得 多 克 隆 抗 体，检 测 效 价 高 达１：６４　０００。

采用免疫印迹实验，将该抗体与重组蛋白和体壁总蛋白杂交，均得到了单一的条带，表明该抗体特异性好。优化ＳＱＲ间接

竞争ＥＬＩＳＡ检测条件，得出最佳的抗原包被浓度为２５０ｎｇ／ｍＬ，一抗浓度为１∶２０　０００，二抗浓度为１∶１２　０００，此条件下

建立的标准曲线检测范围为２．５～１　０００ｎｇ／ｍＬ。精确度检测结果显示，批内差异在０．４２％～７．２７％、批间差异在２．５８％～
７．７８％范围内，表明该条件下精确 度 具 有 良 好 的 准 确 性 和 重 复 性。以 上 结 果 表 明，已 成 功 建 立 单 环 刺 螠ＳＱＲ间 接 竞 争

ＥＬＩＳＡ检测方法。
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　　潮间带底质、沼泽、冷渗泉和海底热泉口等富硫生

境中的生物会在其生活环境中遭遇短期或是长期的硫

化物（Ｈ２Ｓ，ＨＳ－ 和Ｓ２－ 总称）暴露。已知硫化物可以对

生物体产生多 种 损 害，诸 如 可 逆 性 抑 制 线 粒 体 细 胞 色

素ｃ氧化酶的活性［１］、降低血红蛋白的氧亲和力［２］、抑

制近２０种与有氧代谢有关酶的活性［３］、形成硫化血红

蛋白［４］、引起线粒体去极化［５］、导致体腔细胞死亡和减

少细胞的增殖［６］、导致ＤＮＡ和ＲＮＡ损伤［７］等。线粒

体硫化物 氧 化 是 生 物 进 行 硫 化 物 解 毒 的 一 个 重 要 途

径［８］。硫醌 氧 化 还 原 酶（Ｓｕｌｆｉｄｅ：ｑｕｉｎｏｎｅ　ｏｘｉｄｏｒｅｄｕｃ－
ｔａｓｅ，ＳＱＲ）是线粒体硫化物氧化的关键酶之一，已有研

究认为，它是线粒体硫化物氧化系统中最初的一个酶，
可将硫化物转 变 为 过 硫 化 物，后 者 在 硫 双 加 氧 酶 和 硫

转移酶的作用下形成终产物硫代硫酸盐［９－１０］。

ＳＱＲ的研究最 初 来 自 于 原 核 生 物，１９９１年 Ａｒｉｅｌｉ
等首次在 原 核 生 物 沼 泽 颤 藻（Ｏｓｃｉｌｌａｔｏｒｉａ　ｌｉｍｎｅｔｉｃａ）
中分离纯化 得 到 具 有 活 性 的ＳＱＲ［１１］。而 后 陆 续 在 近

１０种细菌或古细菌中被报道，涉及的方面包括基因克

隆［１２－１３］、蛋白重组表达［１３－１５］、酶学特性［１２－２０］、蛋白分离

纯化［１６］、三维 晶 体 结 构［２１－２２］等。对 于 真 核 生 物，直 到

１９９９年Ｖａｎｄｅ　Ｗｅｇｈｅ和 Ｏｗ才 首 次 在 粟 酒 裂 殖 酵 母

（Ｓｃｈｉｚｏｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｐｏｍｂｅ）中得到该酶的基因序列

并对其蛋白定位和酶特性进行了研究［２３］。迄今，对于

多细胞 真 核 生 物 目 前 仅 有２例 报 道：一 是 在 沙 蠋

（Ａｒｅｎｉｃｏｌａ　ｍａｒｉｎａ）中通过 探 针 筛 选ｃＤＮＡ文 库 的 方

法获得其ＳＱＲ全长ｃＤＮＡ，并对其酶活性和保持酶活

性所需保守氨基酸进行了分析［２４］；另一个是在单环刺

螠（Ｕｒｅｃｈｉｓ　ｕｎｉｃｉｎｃｔｕｓ）中通过同源克隆策略获得其全

长ｃＤＮＡ序 列，并 对 其 酶 活 性 及 表 达 定 位 进 行 了 分

析［２５－２６］。从ＮＣＢＩ数据库已报道的基因组序列中进一

步发现，许多多细胞动物中都有ＳＱＲ序列，例 如 斑 马

鱼（Ｄａｎｉｏ　ｒｅｒｉｏ），果蝇（Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ　ｍｅｌａｎｏｇａｓｔｅｒ），人

（Ｈｏｍｏ　ｓａｐｉｅｎｓ），小 鼠（Ｍｕｓ　ｍｕｓｃｕｌｕｓ），线 虫（Ｃａｅ－
ｎｏｒｈａｂｄｉｔｉｓ　ｅｌｅｇａｎｓ）等，但对这 些 物 种ＳＱＲ进 一 步 的

分析尚未见报道。
关于刺螠动 物 硫 化 物 耐 受 和 代 谢 的 研 究，最 早 起

源于１８９０年 代 美 国 学 者 对 美 洲 刺 螠（Ｕｒｅｃｈｉｓ　ｃａｕｐｏ）
的研究。该团队从细胞学和生理学角度开展了一系列

系统分析，得出：美洲刺螠在富硫化物环境中主要组织

器官的形态学 适 应 特 征：例 如 硫 化 物 氧 化 小 体 的 增 多

等［２７－２９］、体腔液中 血 红 素 组 分 具 有 较 强 的 硫 化 物 氧 化

能力［３０－３１］、硫化物氧化最初产物为硫代硫酸盐［３２－３３］、硫

化物氧化产物的排出主要依靠呼吸肠的被动扩散［３４］、
硫化物生境中美洲刺螠可以保持有氧呼吸［３５］等。近年

来，中国海洋大 学 动 物 繁 育 与 胚 胎 工 程 研 究 室 以 单 环

刺螠为研究对 象，开 展 了 其 对 硫 化 物 耐 受 和 代 谢 分 子
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特征的研究，报道了单环刺螠不同组织ＳＱＲ的活性及

表达差异［２５］，而对于硫化物应激下该酶是否具有功能，
应激条件下该酶在蛋白水平下是否存在表达变化等均

未有报道。
单环刺螠，俗 称 海 肠 子，属 于 螠 虫 动 物 门（Ｅｃｈｉｕ－

ｒｏｉｄｅａ），刺螠属（Ｕｒｅｃｈｉｓ），主要分布于俄罗斯、日本北

海道和本州岛、朝鲜半岛和我国黄渤海沿岸，是一种生

活在沿海泥沙岸潮间带下区及潮下带浅水区Ｕ型隧道

内的底栖生物［３６］。本研究拟在完成ＳＱＲ原核表达的

基础上，免疫新西兰大白兔获得高效价、高特异的ＳＱＲ
多克隆抗体，再通过条件优化建立ＳＱＲ定量分析的间

接 竞 争 酶 联 免 疫 检 测 （Ｅｎｚｙｍｃ－ｌｉｎｋ　ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ
ＥＬＩＳＡ）方法。该方法的建立，将为分析硫化物应激条

件下该蛋白的功能奠定基础。

１　材料与方法

１．１材料

实验用单环 刺 螠 购 自 青 岛 市 四 方 路 海 产 品 市 场。
新西兰大白兔购自山东鲁抗实验动物中心。蛋白分子

量标准购自大连宝生物公司。弗氏完全佐剂和弗氏不

完全 佐 剂 购 自 美 国 Ｓｉｇｍａ 公 司。聚 偏 二 氟 乙 烯

（ＰＶＤＦ）膜购自美国密理博公司。３，３′，５，５′－四甲基联

苯胺（３，３′，５，５′－Ｔｅｔｒａｍｅｔｈｙｌｂｅｎｚｉｄｉｎｅ，ＴＭＢ）和３，３－
二氨基联苯胺（３，３′－Ｄｉａｍｉｎｏｂｅｎｚｉｄｉｎｅ，ＤＡＢ）购自上海

生工生物公司。辣根过氧化物酶标记羊抗兔ＩｇＧ购自

美国杰克逊公司。ＥＬＩＳＡ反应板购自美国康宁 公 司。
小型Ｔｒａｎｓ－Ｂｌｏｔ蛋 白 转 印 系 统 购 自 美 国 伯 乐 公 司。

Ｓｐｅｃｔｒａ　Ｍａｘ　１９０酶联免疫检测仪购自美国 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
Ｄｅｖｉｃｅｓ公司。

１．２方法

１．２．１ＳＱＲ多克隆抗体的 制 备　　用 纯 化 的ＳＱＲ重

组蛋白［２６］常规免疫２只６周龄新西兰大白兔。首次免

疫剂量为２００μｇ，按照体积比１∶１加入弗氏完全佐剂

后，乳化至油 包 水 状。对 新 西 兰 大 白 兔 背 部 皮 下 多 点

注射，每点１００μＬ。２周后以１００μｇ的抗原剂量按照

１∶１加入弗氏不完全佐剂后，乳化至油包水状进行第

２次免疫。再２周后以１００μｇ的抗原剂量按照１：１加

入弗氏不完全 佐 剂 后，乳 化 至 油 包 水 状 进 行 第３次 免

疫。第３次免疫７ｄ后，耳静脉取血检测抗体效价合适

后，常 规 颈 动 脉 穿 刺 放 血，收 集 血 清，４℃放 置 过 夜。

４℃、３　０００ｒ·ｍｉｎ－１离心２０ｍｉｎ，收集上清，分装，保

存于－８０℃备用。

１．２．２检测抗体效价

１．２．２．１ＳＱＲ标准品的制 备　对 纯 化 后 的ＳＱＲ重 组

蛋白采用稀释复性的方法［２６］获得标准品。
稀释 法 对 ＳＱＲ 进 行 复 性：４ ℃下，将 纯 化 后 的

ＳＱＲ滴 加 至 复 性 缓 冲 液［２６］中，静 置２４ｈ使 之 充 分 复

性。之后１２　０００ｒ·ｍｉｎ－１离心２０ｍｉｎ，上清液中可溶

蛋白组分即为复性成功的蛋白。Ｂｒａｄｆｏｒｄ法检测可溶

组分的蛋白含量。此可溶性蛋白即为ＳＱＲ标准品，分

装，液氮速冻后，于－８０℃保存备用。

１．２．２．２抗体效价检测　以包被缓冲液（０．０５ｍｏｌ／Ｌ，

ｐＨ＝９．６，Ｎａ２ＣＯ３－ＮａＨＣＯ３）稀 释ＳＱＲ标 准 品 至２０

μｇ／ｍＬ，包被酶 标 板，１００μＬ／孔，３７℃温 育３ｈ，ＴＢＳ
（０．０５％Ｔｗｅｅｎ－ＰＢＳ）洗板３次；后 用１％ＢＳＡ封 闭 液

封闭，３００μＬ／孔，３７ ℃ 温 育 ２ｈ，洗 板 ３ 次；加 入

１／１　０００、１／２　０００、１／４　０００、１／８　０００、１／１２　０００、

１／２４　０００、１／４８　０００、１／６４　０００和１／９６　０００倍比稀释的

兔抗ＳＱＲ多克隆抗体，１００μＬ／孔，３７℃温育２ｈ，洗板

５次；加入１∶１２　０００稀释的辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）标

记的羊抗兔ＩｇＧ抗体，１００μＬ／孔，３７℃温育２ｈ，洗板

５次；最后加底物ＴＭＢ溶液（０．１ｍｇ／ｍＬ）１００μＬ／孔，

３７℃温育１０ｍｉｎ，用２ｍｏｌ／Ｌ的 Ｈ２ＳＯ４终止，Ｓｐｅｃｔｒａ
Ｍａｘ　１９０酶标 仪 测４５０ｎｍ的 ＯＤ值。ＯＤ４５０ｎｍ＝１．０
时，抗血清的稀释度即为抗血清的效价［３７］。

１．２．３抗体特异性检测

１．２．３．１单环刺螠体壁总蛋白的提取　　取液氮冻存

的单环刺螠体壁约１００ｍｇ组织加入１ｍＬ匀浆缓冲液

（１５０ｍｍｏｌ／Ｌ　ＮａＣｌ，１％ＮＰ－４０，０．５％脱 氧 胆 酸 钠，

０．１％ＳＤＳ，１ ｍｍｏｌ／Ｌ　ＥＤＴＡ，１ ｍｍｏｌ／Ｌ　ＰＭＳＦ，

５０ｍｍｏｌ／Ｌ　Ｔｒｉｓ，ｐＨ＝７．４），放 入 玻 璃 匀 浆 器 内，匀 浆

１０ｓ，冰浴１０ｓ，重复直至组织破碎，４℃、１２　０００ｒ·ｍｉｎ－１

离心３０ｍｉｎ，收集上清，分装，液氮速冻后－８０℃保存

备用。

１．２．３．２免疫印记检测抗体的特异性　　通过免疫印

记实验鉴定 抗 体 的 特 异 性。取 纯 化 的 重 组ＳＱＲ和 体

壁总蛋白提取物进行ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳，后通过蛋白转

印系统将蛋白转移至ＰＶＤＦ膜，５％脱脂奶粉４℃封闭

过夜；用制备的多克隆抗体作为一抗（５％脱脂奶粉稀释

１∶２０　０００）４℃结合过夜；ＴＢＳ室温洗３次，每次１０ｍｉｎ；
以辣根过氧化物酶标记羊抗兔ＩｇＧ作为二抗（５％脱脂

奶粉稀释１∶５　０００）室温处理２ｈ，ＴＢＳ室温洗３次，每
次１０ｍｉｎ；经０．０６％ＤＡＢ显色后扫描膜，保存结果。

１．２．４检测ＳＱＲ间接竞争ＥＬＩＳＡ方法的建立　　以

包被缓冲 液（０．０５ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ９．６，Ｎａ２ＣＯ３－ＮａＨＣＯ３）
稀释ＳＱＲ标准品至５００ｎｇ／ｍＬ，包被酶标板，１００μＬ／孔，

３７℃温育３ｈ，ＴＢＳ洗 板３次；加 入０．３ｍＬ封 闭 液，

３７℃封闭２ｈ，ＴＢＳ洗板３次；加０．１％ＢＳＡ稀释液稀

释的一抗５０μＬ／孔和竞争抗原（复性成功ＳＱＲ重组蛋

白）５０μＬ／孔，置３７℃温育３ｈ，ＴＢＳ洗板５次；加新鲜

稀释辣根过 氧 化 物 酶（ＨＲＰ）标 记 的 羊 抗 兔ＩｇＧ抗 体

０．１ｍＬ／孔，３７℃温育２ｈ，ＴＢＳ洗板５次；加ＴＭＢ溶

液０．１ｍＬ／孔，３７℃温育１０ｍｉｎ，以２ｍｏｌ／Ｌ硫酸５０μＬ／孔

终止显色，用Ｓｐｅｃｔｒａ　Ｍａｘ　１９０酶标仪４５０ｎｍ测定吸

光度，通过计算３个 样 本 的 平 均 值 和 标 准 差 进 行 数 据
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统计。

１．２．５间接竞争ＥＬＩＳＡ最佳实验条件的选择　　抗原

包被浓度的筛选：选取浓度分别为１００、２５０和５００ｎｇ／ｍＬ
的复性ＳＱＲ进行包 被；一 抗 稀 释 倍 数 为１∶５　０００；竞

争抗原量梯度为１ｎｇ／孔，２．５ｎｇ／孔，５ｎｇ／孔，１０ｎｇ／孔，

２５ｎｇ／孔，５０ｎｇ／孔，１００ｎｇ／孔，２５０ｎｇ／孔，５００ｎｇ／孔，

１　０００ｎｇ／孔，２　５００ｎｇ／孔；二抗稀释倍数为１∶１２　０００。
按上述间接竞争ＥＬＩＳＡ实验步骤操作，以竞争抗原浓

度对数值为横坐标，吸光度值为纵坐标，绘制曲 线，以

相关性最好、斜 率 最 大 的 曲 线 所 对 应 的 抗 原 包 被 浓 度

为最佳条件。
一抗浓 度 的 确 定：选 择 最 佳 抗 原 包 被 浓 度２５０

ｎｇ／ｍＬ；设定一抗稀释倍数 为１∶５　０００、１∶２０　０００和

１∶４０　０００；竞 争 抗 原 量 梯 度 同 上；二 抗 稀 释 倍 数 为

１∶１２　０００。按上述间接竞争ＥＬＩＳＡ实验步骤操作，以

竞争抗原浓度对数值为横坐标，吸光度值为纵坐标，绘

制曲线，以相关性最好、斜率最大的曲线所对应的抗原

包被浓度为最佳条件。
二抗浓度的确定：选择抗原包被浓度为２５０ｎｇ／ｍＬ

和一抗稀释倍数为１∶２０　０００；设定二抗稀释倍数分别

为１∶４　０００、１∶８　０００、１∶１２　０００、１∶１６　０００、

１∶２０　０００。按上述间接竞争ＥＬＩＳＡ实验步骤进 行 实

验，以阳性孔／阴性孔吸光度比值（Ｐ／Ｎ）最大一组所对

应的二抗稀释倍数为最佳条件。
建立ＳＱＲ间接竞争ＥＬＩＳＡ检测标准曲线：以最佳包

被抗原浓度２５０ｎｇ／ｍＬ，最佳一抗稀释倍数１∶２０　０００，最
佳二抗稀释倍数为１∶１２　０００，竞争抗原梯度同上，按上述

间接竞争ＥＬＩＳＡ实验步骤操作。以竞争抗原浓度对数值

为横坐标，吸光度值为纵坐标，绘制标准曲线。

１．２．６间接竞争ＥＬＩＳＡ方法精确度验证　　取同一批

次酶标板，计算 同 一 竞 争 抗 原 量 各 孔 之 间 吸 光 度 值 的

变异系数（Ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ　ｏｆ　ｖａｒｉａｎｃｅ，ＣＶ）作为批内差异

（ｎ＝３）；取不同批次的酶标板，计算同一竞争抗原量各孔

之间吸 光 度 值 的 变 异 系 数（ＣＶ）作 为 批 间 差 异（ｎ＝
３）［３８］。变异系数＝（样本标准差／样本平均值）×１００％。

２　结果

２．１抗体效价检测结果

抗血清稀释度为１∶６４　０００时ＯＤ４５０ｎｍ值最接近１，
因此本 研 究 得 到 的 兔 源ＳＱＲ 多 克 隆 抗 体 的 效 价 为

１∶６４　０００（见表１）。

表１　抗体效价间接ＥＬＩＳＡ检测结果

Ｔａｂｌｅ　１　Ｉｎｄｉｒｅｃｔ－ＥＬＩＳＡ　ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　ＳＱＲ　ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌ　ａｎｔｉｂｏｄｙ　ｔｉｔｅｒ（ｎ＝３）

抗血清稀释度Ｄｉｌｕｔｉｏｎ　ｏｆ　ｒａｂｂｉｔ　ａｎｔｉｓｅｒｕｍ
１／１　０００　 １／２　０００　 １／４　０００　 １／８　０００　 １／１２　０００　 １／２４　０００　 １／４８　０００　 １／６４　０００　 １／９６　０００

ＯＤ值

Ｏｐｔｉｃａｌ　ｄｅｎｓｉｔｙ
１．４４±０．０２７１．４３±０．０２６　１．４４±０．０２　１．３９±０．０２　１．３８±０．０２６　１．３１±０．０２　１．１１±０．０２　１．０４±０．０１１　０．７１±０．０２

（１蛋白分子量标准；２纯化 的 重 组 蛋 白（２００ｎｇ）；３体 壁 总 蛋 白

（１００μｇ）。１，ｐｒｏｔｅｉｎ　ｍａｒｋｅｒ；２，ｐｕｒｉｆｉｅｄ　ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　ｐｒｏｔｅｉｎ
（２００ｎｇ）；３，ｂｏｄｙ　ｗａｌｌ　ｔｏｔａｌ　ｐｒｏｔｅｉｎ（１００μｇ）．）

图１　多克隆抗体免疫印记检测

Ｆｉｇ．１　Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ＳＱＲ　ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌ　ａｎｔｉｂｏｄｙ

２．２抗体特异性检测

采用免疫印记技术对所获得的多克隆抗体进行特

异性检测，结果 发 现 重 组 蛋 白 和 提 取 的 体 壁 总 蛋 白 杂

交后均只有１条条带。

２．３间接竞争ＥＬＩＳＡ条件优化

通过所得曲 线 的 相 关 性 和 最 大 斜 率，本 实 验 确 定

最佳包被抗原浓度为２５０ｎｇ／ｍＬ（见图２）；最佳一抗稀

释倍数为１：２０　０００（见图３）；根据Ｐ／Ｎ值最大时为最

佳二抗浓度的原则［３９］，确定１：１２　０００为最佳二抗稀释

倍数（见表２）。

图２　包被抗原浓度优化

Ｆｉｇ．２　Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｃｏａｔｉｎｇ　ａｎｔｉｇｅｎ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
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图３　一抗浓度优化

Ｆｉｇ．３　Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｐｒｉｍａｒｙ　ａｎｔｉｓｅｒｕｍ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

表２　二抗稀释倍数优化

Ｔａｂｌｅ　２　Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｓｅｃｏｎｄａｒｙ　ａｎｔｉｂｏｄｙ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

酶标二抗释倍数

Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ　ａｎｔｉｂｏｄｙ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

阴性ＯＤ值

Ｎｅｇａｔｉｖｅ　ｏｐｔｉｃａｌ
ｄｅｎｓｉｔｙ

阳性ＯＤ值

Ｐｏｓｉｔｉｖｅ　ｏｐｔｉｃａｌ
ｄｅｎｓｉｔｙ

Ｐ／Ｎ
Ｐｏｓｉｔｉｖｅ／

ｎｅｇａｔｉｖｅ

１∶４０００　 ０．１２０±０．０１　 ２．２５０±０．０２　 １８．８０５

１∶８０００　 ０．０９８±０．００８　２．０７９±０．０４　 ２１．２９０

１∶１２０００　 ０．０８２±０．０１　 １．９５９±０．０３　 ２３．８９４

１∶１６０００　 ０．０９５±０．０１５　１．７８９±０．０２　 １８．８９４

１∶２００００　 ０．０９６±０．０１　 １．６１０±０．０３　 １６．８２９

２．４间接竞争ＥＬＩＳＡ标准曲线的建立及精确度检测

以最佳抗原包被浓度（２５０ｎｇ／ｍＬ），最佳一抗（１∶
２０　０００）和二 抗（１∶１２　０００）浓 度 建 立 标 准 曲 线（见 图

４），标准曲线范围为２．５～２５００ｎｇ／ｍＬ，Ｙ＝－０．３４１Ｘ＋
０．００８　３，Ｒ２＝０．９８。通过批间和批内吸光值变异系数

检 测，批 间 差 异 在 ２．５８％ ～７．８８％，批 内 差 异 在

０．４２％～７．２７％（见表３）。

图４　间接竞争ＥＬＩＳＡ检测ＳＱＲ标准曲线

Ｆｉｇ．４　Ｓｔａｎｄａｒｄ　ｃｕｒｖｅ　ｏｆ　ｉｎｄｉｒｅｃｔ　ｃｏｍｐｅｔｉｔｉｖｅ
ＥＬＩＳＡ　ｆｏｒ　ＳＱＲ　ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

表３　ＳＱＲ测定精确度检测结果

Ｔａｂｌｅ　３　Ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ　ｔｅｓｔ　ｆｏｒ　ＳＱＲ　ａｓｓａｙ

竞争抗原量／ｎｇ
ＳＱＲ

批内差异（ｎ＝３）／％
Ｉｎｔｅｒ－ａｓｓａｙ　ｖａｒｉａｔｉｏｎ

批间差异（ｎ＝３）／％
Ｉｎｔｒａ－ａｓｓａｙ　ｖａｒｉａｔｉｏｎ

２．５　 ０．４２　 ２．５８

５　 １．７６　 ３．６８

１０　 ５．７５　 ２．９５

２５　 ３．１８　 ７．８８

５０　 １．６５　 ３．６１

１００　 ３．６６　 ３．５２

２５０　 ４．５６　 ３．３８

５００　 ７．２７　 ４．２６

１０００　 ０．６８　 ２．５８

３　讨论

本研究建立了单环刺螠ＳＱＲ间接竞争ＥＬＩＳＡ定

量检测方法，为分析硫化物应激条件下ＳＱＲ蛋白水平

的表达奠定 了 基 础。前 期 研 究 认 为ＳＱＲ作 为 多 细 胞

动物线粒体硫 化 物 代 谢 关 键 酶，硫 化 物 应 激 条 件 下 该

酶的表达对与深入理解硫化物代谢分子机制具有重要

意义。免疫 印 迹 结 果 显 示 该 蛋 白 在 体 壁 中 含 量 非 常

低，无法通过免 疫 印 迹 实 验 对 其 蛋 白 表 达 进 行 定 量 分

析。本研 究 在 此 背 景 下，通 过 条 件 优 化 成 功 建 立 了

ＳＱＲ间接竞争ＥＬＩＳＡ定量分析方法。该方法 为 国 际

首次报道ＳＱＲ定量检测方法，相信随着对硫化物代谢

机制研究的深入，对与其他物种的研究，本方法仍具有

一定的借鉴意义。
本研究利用重组ＳＱＲ蛋白免疫新西兰大白兔获得

效价为１∶６４　０００的多克隆抗体，所得抗体效价高，满足

后续试验要求。免疫印迹实验显示无论是重组蛋白还

是提取的体壁总蛋白，均杂交得到特异性条带（见图１），
表明该多克隆抗体特异性好，可以进行后续实验。通过

条件优化确定了最佳的抗原包被浓度（２５０ｎｇ／ｍＬ）、一
抗浓度（１∶２０　０００）和二抗浓度（１：１２　０００），在此基础上

建立的标准曲线其线性范围为２．５～２　５００ｎｇ，相关系数

较好（０．９８）（见图４）。精确度分析表明该方法的批间

差异和批内差异 均 小 于１０％（见 表２），表 明 本 文 建 立

的方法准确性高，重复性好［４０］。
重组ＳＱＲ蛋白 和 体 壁 总 蛋 白 免 疫 印 迹 结 果 显 示

体壁总蛋白杂交条带比重组蛋白大了约１０ｋＤ，作者推

测可能是由于体内ＳＱＲ蛋白存在翻译后修饰导致其

分子量增大，例如糖激化修饰，磷酸化修饰等。对该酶

的生物信息学分析结果表明该蛋白含有６个糖激化位

点，２０个磷酸化位点［２５］，是否体内ＳＱＲ存在这些翻译

后修饰，这些翻 译 后 修 饰 对 与 该 酶 的 功 能 具 有 何 种 影

响都有待于未来进一步的研究。
近年来，随着对Ｈ２Ｓ研究的深入，越来越多的实验
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结果证 实 该 分 子 可 能 作 为 第 三 种 信 号 分 子 存 在［４１］。

Ｈ２Ｓ可以通过调节平滑 肌 的 舒 张 而 导 致 血 压 升 高，这

种作用与另 一 种 信 号 分 子 ＮＯ作 用 类 似［４２］。Ｈ２Ｓ在

人体内的代谢 紊 乱 会 导 致 一 系 列 的 疾 病，例 如 唐 氏 综

合症、糖尿病、肝硬化和老年痴呆症等［４３］。因此维持体

内 Ｈ２Ｓ的浓度对与生物体来说是及其重要的，而ＳＱＲ
作为线粒体硫化物代谢的关键酶可能参与体内硫化物

浓度的调节。本研究建立的ＳＱＲ定量方法，对与未来在

Ｈ２Ｓ有关的信号转导通路研究和人类 Ｈ２Ｓ代谢紊乱所

引起疾病机理的研究都具有一定的参考价值。
所谓生物标记物，即在生物体受到严重损害之前，

可以在分子、细胞、个体或种群水平上因受环境污染物

影响而产生异常变化的信号指标［４４］。作者发现硫化物

应激条件下单 环 刺 螠ＳＱＲ在 体 壁 和 呼 吸 肠 中 表 达 量

显著性提高［４５］，因此推测ＳＱＲ可以作为一个潜在的环

境硫化物污 染 的 生 物 标 记 物。其 中 竞 争ＥＬＩＳＡ检 测

方法是生物标志物评价中最常用的方法之一。本研究

所建立的ＳＱＲ定 量 分 析 方 法 为 未 来 硫 化 物 污 染 环 境

生物标志物监测提供了一个备选工具。
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