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摘要! 采用活化酯法将大田软海绵酸&)-)与匙孔血蓝蛋白&\.2)偶联制备免疫抗原&)-D

\.2)!用还原聚丙烯酰胺凝胶电泳法和红外光谱法对人工抗原的偶联效果进行分析!通过免

疫兔子制备抗体!所得抗血清经BO6XJGK -凝胶层析柱纯化处理后!用紫外全波长扫描和间接

竞争3.01-法验证纯化效果" 结果表明!免疫抗原偶联成功并获得了高亲和力的多克隆抗血

清!抗血清纯化后浓度为 $8&< EUAE.!间接竞争3.01-测定其滴度为 &$ >%%$04

&"

为 !8@& KUA

E.!为建立快速$经济的检测方法打下了基础"

关键词! 大田软海绵酸# 人工抗原# 红外表征# 抗体纯化

中图分类号! W#>"# 1=&#'''''''文献标志码%-

''近年来全球近岸海域赤潮频发"其危害面积)

强度及发生频率均呈上升趋势*& ;!+

"赤潮导致大量

产腹泻性贝类毒素#RGFOOIJXGHLIJ77NGLI Y6GL6KGKU"

?1B$的藻类增殖"如利玛原甲藻#&'-'-*/3%'02

()2#$

*@+

( 贝类通过滤食毒藻而积累 ?1B"但自身

对其毒素有一定耐受能力"并能够通过代谢作用排

出体外而不受毒害*" ;<+

"人食用污染贝类后会引起

食物中毒"症状以腹泻)呕吐为主"还会对体内多种

脏器造成毒害作用"甚至致癌(

大田软海绵酸#6bFRFGHFHGR")-$是 ?1B中

的一类酸性脂溶性生物毒素"它是蛋白磷脂酶

#BB& 和BB$-$的烈性抑制剂"使体内蛋白质过

磷酸化"从而可能导致细胞分裂和基因表达异常

现象*#+

"对哺乳类细胞具有诱发癌变和促进凋亡

的双重功效*> ;=+

( 此外")-有很强的稳定性"对

一般加工处理"如冷冻)取内脏)臭氧化及热处理

无明显影响*&%+

( 有研究称电离辐射对 ?1B的降

解有一定的效果"但尚不能确定剂量和方式对降

解程度的影响*&&+

( 因此"建立健全 ?1B快速检

测方法成为关乎公众健康和水产行业发展的迫切

需要( 为此"本试验基于免疫学快速检测方法的

原理"采用多克隆抗体技术制备灵敏度高)特异性

强的抗体"为快速检测方法的建立打下基础(

&'材料与方法

!"!#试剂

大田软海绵酸#)-$)匙孔血蓝蛋白#\.2$)

卵清白蛋白#)5-$)福氏完全佐剂#/4-$)福氏不

完全佐剂#/04-$),;羟丁二酰亚胺#,21$),",

双环乙烷碳二亚胺#?44$),",;二甲基甲酰胺

#?]/$)!"!d""""dD四甲基联苯胺#Z]C$)过氧化

氢脲)十二烷基硫酸钠#1?1$均购于美国1GUEF公

司'超滤离心管#美国]G77GY6OJ$'蛋白-琼脂糖凝

胶#BO6XJGK -1JYIFO6LJ4.D@C$)辣根过氧化物酶

标记羊抗兔 0UQ#北京热景生物技术有限公司$(

其它试剂均为分析纯(

!"$#仪器

电子感量分析天平#北京赛多利斯仪器系统有

限公司$'冷冻离心机#上海安亭科学仪器厂$'紫

外可见分光光度计#上海尤尼柯仪器有限公司$'冷

冻干燥机#北京博医康实验仪器有限公司$'凝胶成

像系统#德国CGKXF公司$'傅立叶变换红外光谱仪

#美国CG6DOFR公司$'垂直电泳仪#北京六一仪器

厂$'酶标仪)洗板机#美国ZIJOE6 公司$'=< 孔酶

标板#美国46LXFO公司$'单道)八道微量可调移液

枪#上海大龙医疗设备有限公司$(
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两只健康雄性日本大耳白实验兔#&% 周龄$

购自保定养兔基地"体质量 $ bU 左右"观察一周"

确定身体状况正常(

!"%#缓冲溶液系统

包被缓冲液!%8$ E67A.Y2=8< 碳酸盐缓冲

液'稀释缓冲液!%8%& E67A.Y2#8@ BC1溶液'洗

涤缓冲液!%8%& E67A.BC1Z'Z]C底物溶液'终

止液!&8$ E67A.2

$

1)

@

溶液'结合缓冲液!%8%$

E67A.Y2#8% 碳酸盐缓冲液'洗脱缓冲液!%8&

E67A.Y2$8# 甘氨酸盐酸缓冲液'中和缓冲液!&

E67A.Y2=8% ZOGLD247缓冲液(

!"O#活化酯法制备TE免疫原和包被原

)-是一种多环聚醚类亲酯性生物毒素"不溶

水"为保证偶联反应的顺利进行"用?]/作为反应

体系溶剂( 在?44的脱水缩合作用下")-分子中

的羧基与,21中的羟基反应生成活化脂衍生物(

将衍生混合液滴加到载体蛋白溶液中"活化脂与蛋

白的氨基反应生成更稳定的酰胺键偶合物"从而完

成免疫原#)-D\.2$与包被原#)-D)5-$的合成(

合成步骤参考 ]-Z1**+-等*&$+的方法"并

稍作修改!! EU )-)%8@<< EU ,21)%8>"" EU

?44溶于$%%

"

.?]/中混匀"室温孵育! I"其中

&$%

"

.反应液缓慢滴加到 &% EU \.2#溶于 $ E.

%8& E67A.,F24)

!

$"冰块上晃动保持低温反应

$ I以上"@ `反应过夜( 另外 >%

"

.反应液加入

&% EU )5-#溶于$ E.%8& E67A.,F24)

!

$"操作

步骤同上( 未反应的小分子物质及副产物通过超

滤离心法去除( 所得偶联物溶液分别冻干"

;$% `保存(

!"C#免疫原偶联效果的分析

偶联抗原 1?1DB-Q3电泳分析''分离胶

中丙烯酰胺含量为 &%P"积层胶中为 "P( 将均

为 &% EUAE.的 \.2))-D\.2))5-))-D)5-

各 &%

"

.与等量上样缓冲液混匀"沸水浴 " EGK

后点样( 积层胶电压为 >% 5"待指示剂移到分离

胶后"将电压升至 &$% 5"指示剂移出凝胶后关闭

电源( 室温下考马斯亮蓝 +D$"% 染色过夜"$"P

乙醇A>P乙酸脱色至背景透明"*5B凝胶自动成

像系统拍照(

红外光谱扫描''取少量冻干的免疫原加入

预先烘干的溴化钾中"研磨均匀后压片"进行

@%% V" %%% HE

;&红外光谱扫描(

!"Z#TE多抗的制备

称取人工免疫原#)-D\.2$溶于生理盐水

中"加入等量佐剂乳化至滴入水中不扩散即乳化

充分"采用颈背部六点皮下"大腿肌肉两点注射方

法免疫兔子"如表 &"第 ! V< 次加强免疫完成后

&% R"于兔子耳缘取血"采用间接3.01-法测定其

滴度"并考察特异性( 于第 < 次加强免疫后 &% R

进行心脏取全血"!# `放置 & I 后放入 @ `冰箱

凝血过夜"将血清 &% %%% OAEGK离心 &% EGK"加叠

氮钠#&A& %%%$后;$% `冷冻保存(

表 !#免疫程序

2'0"!#28-=(59-)?(-54.66?/.@'7.5/

免疫次数

XGEJL6NGEE9KGeFXG6K

免疫剂量A只

GEE9KJR6LFUJYJOOFTTGX

时间间隔AR

XGEJGKXJO_F7

首次免疫 XIJNGOLXT66LXJOGEE9KGeFXG6K & EU免疫原a& E.生理盐水a& E./4- ,

第二次加强免疫 XIJLJH6KR T66LXJOGEE9KGeFXG6K %8" EU免疫原a& E.生理盐水a& E./04- &@

第三次加强免疫 XIJXIGOR T66LXJOGEE9KGeFXG6K %8" EU免疫原a& E.生理盐水a& E./04- &@

第四次加强免疫 XIJN6OXI T66LXJOGEE9KGeFXG6K %8# EU免疫原a& E.生理盐水a& E./04- &@

第五次加强免疫 XIJNGNXI T66LXJOGEE9KGeFXG6K %8> EU免疫原a& E.生理盐水a& E./04- &@

第六次加强免疫 XIJLGhXI T66LXJOGEE9KGeFXG6K & EU免疫原a& E.生理盐水a& E./04- &@

!"P#抗血清亲和力%'44./.7*&的鉴定

酶标板每孔加入 &%%

"

.)-D)5-#&%

"

UA

E.$"@ `包被过夜"洗板后用 &P C1-封闭液常

温下孵育 & I"洗板"加入倍比稀释的标品 )-

#& %%%)$%%)@%)>)&8<)%8!$

"

UA.$与滴度浓度的

抗血清"常温竞争反应 & I"洗板后每空加入 &%%

"

.&r" %%%倍稀释的辣根过氧化酶标记的羊抗兔

稀释液"常温孵育 %8" I"洗板"加入Z]C底物混合

液"&" EGK后终止反应"用酶标仪在 @"% KE下测定

吸光值( 根据所测吸光值计算抑制率#GKIGTGXG6K$"

以标品浓度对数值为1轴"其相应抑制率为P轴绘

制抑制曲线( 抑制率计算公式如下!

抑制率#;$P o*& ;#7样品 ;7空白$A#7对照 ;

7空白$+ &̂%%

!"R#抗体纯化及浓度的测定

本实验采用饱和硫酸铵盐析法*&! ;&@+ 结合

!))*
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BO6XJGK -1JYIFO6LJ4.D@C凝胶柱层析法提取纯

化血清中的0UQ"柱层析过程中"上样后进行淋洗

和洗脱"收集层析液 &8" E.A管"测定其在 $>%

KE处的吸光值"收集洗脱峰中吸光值 *5m%8$

的蛋白层析液"经 BC1透析后加入 &A& %%% 的

,F,

!

备用(

采用紫外分光法测定提纯抗体中蛋白的含量"

记录在 $<% KE和 $>% KE处的吸光值 7

$>%

)7

$<%

(

0UQ蛋白含量计算公式!蛋白量 #EUAE.$ o

#&8@" 7̂

$>%

;%8#@ 7̂

$<%

$ 稀̂释倍数

!"[#抗体纯化效果的检测

紫外分光光度计法''将未纯化的血清用

BC1适当稀释后与纯化后的血清在 $>% KE处进

行紫外光谱扫描"以 BC1缓冲液做对照"检测纯

化效果(

间接竞争法测定抗血清纯化前后的特异性'

分别用纯化前后的抗体进行间接 3.01-竞争反

应"绘制抑制曲线"比较其最低检测限的变化(

$'结果

$"!#偶联抗原NDN+FEJM电泳结果分析

从图 &中 &)$ 条带可以看出"\.2D)-条带略

滞后于载体蛋白 \.2条带"而由 !)@ 条带可知"

)5-D)-条带略滞后于)5-条带( 蛋白电泳中各

蛋白组分的迁移率主要取决于分子的大小和形状以

及所带电荷多少"蛋白加入1?1DB-Q3电泳系统后"

蛋白分子带相同量电荷"其迁移率主要取决于分子

量大小"因此可推断载体蛋白的分子量发生了一些

变化"有部分)-偶联到了载体蛋白分子上(

图 !#载体蛋白与抗原的NDN+FEJM电泳图

I.1"!#NDN+FEJM549'((.-(=(57-./:'/)95/\?1'7-:

&8\.2' $8\.2D)-' !8)5-' @8)5-D)-8

$"$#红外光谱法鉴定人工抗原%TE+L]&&

蛋白 \.2红外图谱中#图 $$"! @$$)& <""

HE

;&为羧基的特征吸收带"而在人工抗原#\.2D

)-$的红外光谱图中"& <<& HE

;&处是;4),2;

中4o)伸缩振动特征吸收峰"! @!& HE

;&处是;

,2伸缩振动吸收峰( & %#@ 和 & &<$ HE

;&处的谱

带分别是)-分子中的;4;);4;的对称与反

对称伸缩振动"#%$)><$)>!< HE

;&处的谱带很可能

是)-分子中 4o4的不同顺反结构的吸收峰(

由此可以推断出)-与载体蛋白\.2偶联合成人

工抗原#\.2D)-$成功完成(

图 $#L]&及L]&+TE的红外光谱图%由上至下&

I.1"$#3H:=-97(?654L]&#L]&+TE

$))*
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$"%#抗血清鉴定

抗血清滴度的变化''从间接3.01-测定加

强免疫后采血血清实验结果可以看出"血清滴度随

免疫次数的增加呈明显上升趋势"从第一次采血是

滴度为 >%%到取全血后滴度达到 &$ >%%"由此说明

此免疫程序能获得较高滴度的抗体(

图 %#抗血清滴度变化

I.1"%#28-98'/1-547.7-(5478-'/7.:-(?654('00.7

'/7.+TE'47-(-'98055:7-(.66?/.@'7.5/

''抗血清亲和力的变化''由 ! 次从兔耳缘静

脉采血后测定的间接竞争曲线#图 @$可以看出"

随着免疫次数的增多"同一浓度 )-的抑制率呈

增大趋势"而其 04

"%

#抑制率为 "%P时的标准品

浓度$由 &$"8"< KUAE.下降到 &"8@" KUAE."说

明此免疫程序能明显增强抗血清对 )-的亲

和力(

图 O#抗血清亲和性的变化

I.1"O#28-98'/1-54'44./.7* 5478-'/7.:-(?6

$"O#抗体纯化效果

抗血清纯化''抗血清经饱和硫酸铵沉淀纯

化后得到免疫球蛋白粗提物"过凝胶柱再次纯化"

免疫球蛋白 0UQ与蛋白 -在结合缓冲液淋洗条

件下结合"杂蛋白及其它杂质淋洗出去形成第一

个蛋白吸收峰"随后加入 Y2为 $8# 的洗脱缓冲

液使免疫球蛋白 0UQ洗脱下来"收集即得到浓度

为 $8&< EUAE.的纯化抗体(

图 C#F(57-./EN-=8'(5:-G]+OX凝胶柱层

析柱对抗血清纯化的色谱图

I.1"C#G8(56'751('=8* 54'/7.:-(?65/F(57-./E

N-=8'(5:-G]+OX1-;95;?6/

''紫外扫描鉴定纯化效果'' 多克隆抗血清

在未经纯化前含大量干扰抗原抗体特异性结合的

杂质"如脂类物质)血红蛋白)维生素)无机物等(

由图 < 显示"未纯化血清光谱扫描图中在 @&< KE

处有明显胆固醇特征吸收峰*&"+和 @&" KE处血红

蛋白特征吸收峰*&<+

"而血清纯化后干扰物质的吸

收峰消失且在 $>% KE有明显蛋白吸收峰"由此说

明血清纯化所得免疫球蛋白较单一(

图 Z#抗血清纯化前后的全波长紫外扫描图

&8未经纯化的血清' $8纯化后的血清(

I.1"Z#V;7('K.5;-7:=-97(?654'/7.:-(?6

0-45(-'/)'47-(0-./1 =?(.4.-)

&89KY9OGNGJR FKXGLJO9E' $8Y9OGNGJR FKXGLJO9E8

''间接竞争 3.01-鉴定纯化效果''抗血清

经纯化后亲和力未受明显影响"且对低浓度 )-

的抑制率有所提高"检测限04

&"

降低"多克隆抗体

纯化对抗原抗体特异性反应有增强作用#图 #$(

!'讨论

目前"世界各国加大水产品安全监管力度"纷

纷制定了?1B的限量标准"其中美国食品药品监

督管理局 #/?-$为 $%

"

UA&%% U 可食部分"欧

盟3*的限量标准为&<

"

U A&%% U可食部分*&#+

(

%))*
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图 P#抗血清纯化前后亲和力变化

I.1"P#28-'44./.7* 5478-'/7.:-(?6

0-45(-'/)'47-(0-./1 =?(.4.-)

在我国"由国家质量监督检验检疫总局规定 ?1B

限量标准为 <%

"

UA&%% U 可食部分"而农业部规

定?1B不得检出( 近年来随着科学技术水平的

不断提高"已形成多种较成熟的检测方法"小鼠生

物学法为最常用方法"其次色谱学检测技术也日

新月异"如液相荧光检测)液质联用技术等( 免疫

学检测法因其特异性)实用性而逐步成为研究重

点"在国外以高灵敏度单克隆抗体为基础的生物

传感器迅速诞生"其灵敏度最低可达 %8%! KUA

E.

*&>+

"在我国对 )-的抗体研究尚处于起步阶

段"卢士英等*&=+ 建立了 )-直接和间接竞争

3.01-方法"最低检出限分别为 %8< KUAE.和

%8&> KUAE.( 刘仁岩等*$%+ 建立的间接竞争

3.01-方法"其检出限为 %8&#" KUAE.( 而多克

隆抗体较单克隆抗体制备简单"血清获得量大"储

存方便"因此选择制备多克隆抗体进行研究(

本实验在前人对多克隆抗体制备研究的基础

上"采用活泼酯法成功合成了免疫原#)-D\.2$

和包被原#)-D)5-$"并经变性聚丙烯酰胺凝胶

电泳法和红外光谱法对其偶联效果进行了分析"

为人工抗原的验证提供了理论支持( 同时"对动

物进行阶梯递进式免疫"即每次加强免疫时适当

加大免疫原用量"此免疫方式所得抗血清具有较

高滴度和高亲和力( 多克隆抗体经 BO6XJGK -凝

胶层析柱纯化后"采用紫外全波长扫描方法直观

证实了抗血清的纯化效果"而经间接竞争 3.01-

法的进一步证实"清除干扰抗原抗体特异性反应

的杂蛋白对抗体的灵敏度具有一定的增强效果"

其04

&"

可达 !8@& KUAE.( 因此"高亲和力抗体的

获得为3.01-方法的建立及快速检测产品的开

发奠定了物质基础(
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$会议信息$

(十一五)渔业科技成果展示与交流活动

中华人民共和国农业部与福建省人民政府将于 $%&& 年 = 月 &" ;&> 日共同主办海峡#福州$渔业周( 作为渔业周活

动的主要内容之一"农业部渔业局决定与福州市人民政府和福建省海洋与渔业厅共同举办%中国渔业科技创新成果展示

与交流活动&(

此项活动旨在全国范围内集中宣传)展示%十一五&水产科技工作成就"推广%十一五&水产科技成果"全面提升产业

素质"促进渔业又好又快发展( 请各有关单位积极报名参展)参会(

一" 活动主题

%创新渔业科技"推动产业转型&(

二" 活动主要内容

#一$ 举办水产科技创新成果展示(

#二$ 编辑出版.科技创新与发展成就/图册(

#三$ 举办渔业科技创新与产业发展讲座(

三" 活动组织

主办单位! 中华人民共和国农业部"福建省人民政府

承办单位! 中华人民共和国农业部渔业局"中国水产学会"福建省海洋与渔业厅"福州市人民政府

协办单位! 中国水产科学研究院"全国水产技术推广总站

四" 时间"地点

时间! $%&& 年 = 月 &" ;&> 日

地点! 中国0福州海峡国际会展中心#福建省福州市仓山区城门镇 %>< ;"=& ;>>%!=>%%$

五" 参展参会范围!

各省#区)市$渔业主管部门( 从事渔业行业研究工作的相关科研院所和大专院校( 有关渔业企业"包括水产养殖)

加工及设备制造企业"渔业饲料及渔药企业( 港澳台水产相关企业( 国外水产相关企业(

活动秘书处! 杨清源'邹强军

联系电话! %&%,"=&==<&%

$%&& 年 # 月 " 日

"))*
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