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摘　要　用共价偶联的方法制备了免疫胶乳，并利用傅里叶变换红外光谱技术，结合差谱、去卷积、二阶导

和曲线拟合等计算机辅助分析方法，研究免疫胶乳中抗体蛋白的二级结构。结果表明，随着ｐＨ值的升高以

及胶乳浓度的增大，抗体蛋白的有序结构含量增加。由此认为共价偶联会对抗体蛋白的二级结构产生较为

显著的影响。
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引　言

　　免疫胶乳是指将特定的抗体或抗原固定于胶乳颗粒表面

形成具有免疫学性质的胶乳颗粒，近年来，免疫胶乳已广泛

应用于生物医学研究以及多种疾病的快速免疫诊断中［１，２］。

传统的将大分子蛋白固定于胶乳颗粒表面的方法为物理吸附

法，这种方法是利用静电引力或者是疏水相互作用将大分子

蛋白固定于颗粒表面［３，４］，由于这是一种弱作用力，蛋白质

很容易从颗粒表面解吸下来，从而使这种方法在生物诊断领

域受到很大的限制。为了改变物理吸附法的不足，目前已经

研制出一些新类型的表面带有功能基团的胶乳颗粒，这些颗

粒表面的功能基团能与大分子蛋白的功能基团以共价键的形

式结合，从而有效抑制蛋白从胶乳颗粒表面解吸。研究证

实［５，６］，蛋白质在吸附于胶乳颗粒表面的过程中，其结构会

发生改变，而蛋白质结构的改变将导致其生物活性的变

化［７］，以致吸附上的生物大分子的免疫活性降低。然而，蛋

白质分子与胶乳颗粒共价偶联过程是否也会对蛋白质分子结

构产生显著影响，目前还未见相关报道。

研究表明［８，９］，ＦＴＩＲ特别适用于定量研究固定于胶乳

颗粒表面蛋白质分子二级结构的变化情况。蛋白质的红外吸

收光谱主要是由一系列酰胺模型的吸收带组成，即酰胺Ⅰ

带、酰胺Ⅱ带、酰胺Ⅲ带、酰胺Ａ、酰胺Ｂ等。其中酰胺Ⅰ带

能够灵敏地反映出蛋白质二级结构的变化情况［１０，１１］，所以

经常被用来研究蛋白质结构的变化。将ＦＴＩＲ与计算机辅助

分析软件相结合，通过对酰胺Ⅰ带进行去卷积、二阶导和曲

线拟合等处理，可以得到蛋白质二级结构的定量信息。

Ｂｒａｎｄｅｓ
［１２］等利用ＦＴＩＲ图谱定量研究了ＢＳＡ吸附于不同胶

乳颗粒表面后二级结构的变化情况。贺进田等利用ＦＴＩＲ图

谱定量研究了ＰＬＧＡ微球内ＤＧＲ二级结构的变化情况。这

些研究表明，ＦＴＩＲ和计算机辅助解析软件是表征蛋白质构

象变化的强有力的工具。

基于上述这些研究，本研究将表面带羧基的聚苯乙烯胶

乳颗粒与ＨＣＧα抗体蛋白共价偶联，在不同ｐＨ和胶乳浓

度的偶联条件下制备了可以用来检测 ＨＣＧ抗原的免疫胶

乳，并将ＦＴＩＲ技术和计算机辅助解析技术相结合，对其

ＦＴＩＲ图谱的酰胺Ⅰ带行去卷积、二阶导和曲线拟合处理，

定量分析了共价偶联对抗体蛋白二级结构的影响，探索了不

同偶联条件对抗体蛋白质分子结构的影响及机理，为免疫胶

乳在快速免疫诊断中的应用提供理论依据。

１　实验部分

１１　原料及仪器设备

红色胶乳颗粒，德国默克公司，ＨＣＧα抗体，美国Ｓｉｇ

ｍａ公司，１乙基碳酰二亚胺盐酸盐（ＥＤＣ），Ｎ羟基琥珀酰亚

胺（ＳｕｌｆｏＮＨＳ）美国赛默飞世尔科技公司，其他所用物质均

为分析纯。

超声波细胞粉碎机（ＪＹ９２Ⅱ型，宁波新芝生物科技股份

公司），高速离心机（ＣＲ２２ＧⅡ型，日立哈克），傅里叶变换



红外光谱仪（ＦＴＩＲ４１００型，日本ＪＡＳＣＯ），真空冷冻干燥机

（Ｖｉｚａｒｅｄ２．０型，美国ＶｉｒＴｔｉｓ公司）。

１２　免疫胶乳的制备

１．２．１　胶乳微球的活化

取０．１ｍＬ红色胶乳微球，加入０．９ｍＬ，浓度为０．１

ｍｏｌ·Ｌ－１，ｐＨ６．０的乙磺酸缓冲液（ＭＥＳ）均匀混合后加入

５ｍｇＥＤＣ和５ｍｇＳｕｌｆｏＮＨＳ活化，室温下温和搅拌１５

ｍｉｎ，１００００ｒ·ｍｉｎ－１离心１５ｍｉｎ，用浓度为０．１ｍｏｌ·Ｌ－１

磷酸缓冲液（ＰＢＳ）重复清洗沉淀三遍，去上清，沉淀经浓度

为０．１ｍｏｌ·Ｌ－１ＰＢＳ重悬、振荡、超声处理后即得到活化的

胶乳微球。

１．２．２　抗体蛋白的共价偶联

取４０μＬＨＣＧ抗体（１０ｍｇ·ｍＬ
－１）加入到１ｍｌ经过活

化的胶乳微球溶液中，室温下温和搅拌４ｈ，１００００ｒ·

ｍｉｎ－１离心１５ｍｉｎ，沉淀用含０．０５％ Ｔｗｅｅｎ２０的ＰＢＳ（０．１

ｍｏｌ·Ｌ－１）重复清洗三遍，冷冻干燥，即得到免疫胶乳干品。

１３　犉犜犐犚光谱测定

将不同浓度的红色胶乳（１％～０．１％）与抗体蛋白在不同

的ｐＨ（６．０～８．０）下共价偶联，用高速离心机将制备的免疫

胶乳与溶液分离，沉淀用含０．０５％ Ｔｗｅｅｎ２０的ＰＢＳ（０．１

ｍｏｌ·Ｌ－１）重复清洗三遍以除去未偶联上的抗体蛋白，用冷

冻干燥，制备免疫胶乳。

将１ｍｇ免疫胶乳与２００ｍｇＫＢｒ均匀混合，压片，采用

ＣａＦ２窗片，扫描次数：３２次，分辨率：４ｃｍ－１。对光谱进行

水汽和二氧化碳校正，扫描范围４００～４０００ｃｍ－１。测量红色

胶乳以及ＨＣＧ抗体蛋白的红外光谱作为空白对照。

１４　图谱分析

用差谱法对免疫胶乳和空白胶乳ＦＴＩＲ图谱的酰胺Ⅰ带

进行合适的差减处理，差减的标准是在酰胺Ⅰ带范围内只有

蛋白的吸收峰。然后根据Ｂｙｌｅｒ
［１３］的蛋白红外图谱分析方法，

用ＰｅａｋＦｉｔｖ４１１２软件分析免疫胶乳酰胺Ⅰ带特征峰的图

谱。先校正基线，然后用Ｇａｕｓｓｉａｎ去卷积，再用二阶导数拟

合，进行多次拟合使残差最小。根据峰面积计算各二级结构

的比率。

２　结果分析

２１　共价偶联前后胶乳颗粒犉犜犐犚图谱的分析

图１是胶乳颗粒共价偶联前后的ＦＴＩＲ图谱，从图中可

以发现，胶乳颗粒与抗体蛋白共价偶联前后ＦＴＩＲ图谱的变

化主要发生在３０００～３５００ｃｍ
－１和１６００～１７００ｃｍ

－１两个

波数范围内。３４４０ｃｍ－１附近的吸收峰主要是由于Ｏ—Ｈ和

Ｎ—Ｈ的伸缩振动以及结合水中 Ｏ—Ｈ 基团与氨基酸中

Ｃ Ｏ 所形成的分子内和分子间氢键所致。在与抗体蛋白

共价偶联后，３４４０ｃｍ－１附近的宽吸收峰强度显著增强，可

以推断这是由于抗体蛋白与胶乳颗粒共价偶联后，Ｏ—Ｈ和

Ｎ—Ｈ的伸缩振动以及抗体蛋白分子的ＯＨ基团与胶乳颗粒

表面 Ｃ Ｏ 基团的氢键作用力增强引起的。从图１还可以

明显的发现，胶乳颗粒与抗体蛋白共价偶联后，在１６５０

ｃｍ－１附近出现一个较强的吸收峰，这是蛋白在酰胺Ⅰ带的一

个特征的吸收峰，可以将这个峰进行相应的计算机软件分析

处理而得到蛋白质α螺旋、β折叠、β转角、无规则卷曲结构

等较为丰富的二级结构信息。

犉犻犵１　犉犜犐犚狊狆犲犮狋狉犪狅犳犾犪狋犲狓犪狀犱犾犪狋犲狓／犪狀狋犻犫狅犱狔犮狅犿狆犾犲狓

犪：Ｌａｔｅｘ犫：Ｌａｔｅｘ／ａｎｔｉｂｏｄｙｃｏｍｐｌｅｘ

２２　不同狆犎偶联条件对抗体蛋白二级结构的影响

蛋白质在ＦＴＩＲ光谱中有许多特征吸收带，其中酰胺Ⅰ

带（１６００～１７００ｃｍ－１）包含了蛋白质丰富的二级结构信息，

如α螺旋、β折叠、β转角、无规则卷曲结构等，因此，酰胺

Ⅰ带常用来解析蛋白质的二级结构
［１４］。为了准确地定量分

析抗体蛋白的二级结构，在１６００～１７００ｃｍ－１波数范围内采

用差谱法消除１６９８和１６０１ｃｍ－１处吸收峰的影响。

图２为不同ｐＨ偶联条件下免疫胶乳与空白胶乳酰胺Ⅰ

带的差谱图。图２表明，在不同ｐＨ条件下，抗体蛋白与胶

乳颗粒共价偶联后，酰胺Ⅰ带的吸收峰强度发生较为显著的

变化。随反应体系ｐＨ的增加，酰胺Ⅰ带的吸收峰强度呈显

著增加趋势，即：蛋白的酰胺Ⅰ带逐渐增强。此外，酰胺Ⅰ

带的半峰宽有减小的趋势，同时，波峰向高波数红移。由上

述分析可以定性推测出不同ｐＨ偶联条件下抗体蛋白的二级

结构发生了一定的变化。图３是原抗体蛋白以及共价偶联

（ｐＨ６．０）后抗体蛋白酰胺Ⅰ带经去卷积和二阶导数处理后

的图谱，根据文献［１５］对不同ｐＨ反应条件下各二阶导数峰

对应的二级结构进行归属，结果列于表１。

犉犻犵２　犛狌犫狋狉犪犮狋犻狅狀犉犜犐犚狊狆犲犮狋狉犪犻狀狋犺犲犪犿犻犱犲犐狉犲犵犻狅狀狊狅犳狀

犪狋犻狏犲犪狀狋犻犫狅犱狔犪狀犱犾犪狋犲狓／犪狀狋犻犫狅犱狔犮狅犿狆犾犲狓犻狀犱犻犳犳犲狉犲狀狋

狆犎犮狅狀犱犻狋犻狅狀狊犳狉狅犿（６０狋狅８０）
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　　如表１所示，不同ｐＨ反应体系对抗体蛋白的二级结构

影响显著，α螺旋及β转角的含量随着ｐＨ值的增加而增大，

无规卷曲含量则显著减少。当ｐＨ大于７时，无规卷曲减少

为０，说明随着ｐＨ值的升高，无规卷曲逐渐转变为α螺旋

和β转角，抗体蛋白的有序性逐渐增加。β折叠变化较为复

杂，当ｐＨ为７时，β折叠含量达到最大值４７．９９％，ｐＨ为８

时，减少为１２．１６％。上述结果表明，随着ｐＨ值的增加，抗

体蛋白质分子趋于有序结构，这可能是由于在高ｐＨ时，蛋

白质分子带负电荷，而经过ＥＤＣ／ＳｕｌｆｏＮＨＳ活化的胶乳颗

粒表面也带负电荷［１６］，同种电荷相互排斥，斥力的存在，使

得蛋白质分子更为有序。由此推断：在抗体蛋白与胶乳颗粒

共价偶联过程中，高ｐＨ反应体系可促使抗体蛋白分子结构

趋于有序。

犉犻犵３　犇犲犮狅狀狏狅犾狌狋犲犱犉犜犐犚狊狆犲犮狋狉犪狅犳犪犿犻犱犲Ⅰ狉犲犵犻狅狀狊狅犳狀犪狋犻狏犲犪狀狋犻犫狅犱狔犪狀犱
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犱犻狋犻狅狀狊

Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ

ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ／％
αｈｅｌｉｘ βｓｈｅｅｔ βｔｕｒｎ Ｄｉｓｏｒｄｅｒｅｄ

Ｓｉｄｅｃｈａｉｎ

ｖｉｂｒａｔｉｏｎｓ

Ｎａｔｉｖｅ １９．５ ４０．６６ ３６．０４

ｐＨ８．０ ６６．５１ １２．１６ ２１．３３

ｐＨ７．５ ５３．４５ ３０．３２ １６．２３

ｐＨ７ ４２．５７ ４７．９９ ９．４５

ｐＨ６．５ ３９．７２ １５．９８ ９．６５ １５．９８

ｐＨ６ ３２．２３ １２．８７ ７．５７ ４５．９３ １．４

２３　不同胶乳浓度偶联条件对抗体蛋白二级结构的影响

图４是不同胶乳浓度下酰胺Ⅰ带的差谱图。如图４所

示，随胶乳浓度的增加，抗体蛋白的酰胺Ⅰ带的峰位移有较

为显著红移趋势，峰强度呈下降趋势，可以推测抗体蛋白的

二级结构发生变化。图５是原抗体蛋白以及共价偶联（胶乳

浓度：０．１％）后抗体蛋白酰胺Ⅰ带经过去卷积和二阶导数处

理后的图谱。表２显示的是不同胶乳条件下各二阶导数峰曲

线拟合结果，给出的是抗体蛋白分子二级结构的定量信息。

从表２可以看出，随胶乳浓度的减少，α螺旋含量显著减少，

胶乳浓度为０．１％时，已经没有α螺旋结构，此时，无规卷曲

为抗体蛋白二级结构的主要结构。上述结果说明随着胶乳浓

度的增加，抗体蛋白的有序结构含量逐渐减少，无序结构逐

渐增加。

由此表明，抗体蛋白的有序结构更倾向于在较高的胶乳

浓度下存在，这与文献的研究结果一致。这可能是由于在胶

乳浓度较高的情况下，胶乳颗粒与蛋白分子之间存在一定的

空间位阻，而空间位阻往往使得蛋白质的空间构象朝着更有

序的趋势变化。反之，在较低浓度的胶乳体系中，由于空间

位阻小，蛋白质吸附于胶乳颗粒表面的趋势增大，而吸附效

应对蛋白质的构象趋于有序是不利的［７］，从而使得蛋白质构

象趋于伸展，无序结构增加。

犉犻犵４　犉犜犐犚狊狆犲犮狋狉犪狅犳犪犿犻犱犲犐狅犳狀犪狋犻狏犲犪狀狋犻犫狅犱狔犪狀犱犾犪狋犲狓／

犪狀狋犻犫狅犱狔犮狅犿狆犾犲狓犻狀犱犻犳犳犲狉犲狀狋犾犪狋犲狓犮狅狀犮犲狀狋狉犪狋犻狅狀狊犳狉狅犿

０１％狋狅１％

４　结　论

　　研究表明，在不同ｐＨ和胶乳浓度条件下，共价偶联对

抗体蛋白二级结构的影响差异显著。随ｐＨ值的升高，抗体

蛋白分子与胶乳颗粒表面的斥力增加，使抗体蛋白的有序结

构含量增加；随着胶乳浓度的增加，抗体蛋白分子与胶乳颗

粒表面形成的氢键增多，空间位阻增大，从而使抗体蛋白的

有序结构含量增加。然而，抗体蛋白有序结构含量的增加对

抗体蛋白的免疫活性是否有利，还需深入研究。
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《光谱学与光谱分析》期刊社决定采用犛犮犺狅犾犪狉犗狀犲犕犪狀狌狊犮狉犻狆狋狊在线投稿审稿系统

　　《光谱学与光谱分析》期刊社与汤森路透集团签约，自２０１０年１２月１日起《光谱学与光谱分析》决定采用Ｔｈｏｍｓｏｎ

Ｒｅｕｔｅｒｓ旗下的ＳｃｈｏｌａｒＯｎｅＭａｎｕｓｃｒｉｐｔｓ在线投稿审稿系统。

·ＳｃｈｏｌａｒＯｎｅＭａｎｕｓｃｒｉｐｔｓ，该系统不仅能轻松处理稿件，而且能提速科技交流。

·全球已有３６０多家学会和出版社的３８００多种期刊选用了ＳｃｈｏｌａｒＯｎｅＭａｎｕｓｃｒｉｐｔｓ系统作为在线投稿、审稿平台，全球

拥有超过１３５０万的注册用户，代表着全球学术期刊在线投审稿的一流水平。

·ＳｃｈｏｌａｒＯｎｅＭａｎｕｓｃｒｉｐｔｓ与ＥｎｄＮｏｔｅ，ＷｅｂｏｆＳｃｉｅｎｃｅ无缝链接和整合；使科研探索、论文评阅和信息传播效率大为提

高。

·ＳｃｈｏｌａｒＯｎｅＭａｎｕｓｃｒｉｐｔｓ是汤森路透科技集团的一个业务部门，拥有丰富的学术期刊业务经验，为学术期刊提供综合管

理工作流程系统，使期刊更有效管理投稿、同行评审、加工和发表过程，提高作者心中的专业形象，缩短论文发表时间，削减

管理成本，帮助期刊提高科研绩效和实现学术创新。

《光谱学与光谱分析》采用“全球学术期刊首选的在线投稿审稿系统—ＳｃｈｏｌａｒＯｎｅＭａｎｕｓｃｒｉｐｔｓ”，势必对２０１０年１１月３０

日以前向本刊投稿的作者在查阅稿件信息时，会带来某些不便，在此深表歉意！为了推进本刊的网络化、数字化、国际化进

程，以实现与国际先进出版系统对接；为了不断提高期刊质量，加快网络化、数字化建设，加快与国际接轨的进程，希望能得

到广大作者、读者们的支持与理解，对您的理解和配合深表感激。这是一件新事物，肯定有不周全、不完善的地方，让我们共

同努力，不断改进和完善起来。

《光谱学与光谱分析》期刊社

２０１０年１２月１日
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