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论著
抗河豚毒素单克隆抗体联酶前纯化条件优化的研究
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摘$要!目的$了解不同辛酸浓度下盐析法"不同离心力对抗河豚毒素#::;$单克隆抗体的纯化效果以及纯化后

酶标抗体性能的影响!优化出纯化抗 ::;单克隆抗体的方法!为免疫学方法检测 ::;提供依据% 方法$在传统辛

酸<硫酸铵蛋白纯化方法的基础上进行改进!考察不同的辛酸浓度"不同的离心力对抗 ::;单克隆抗体纯化效果的

影响!并将纯化后抗体与辣根过氧化物酶#&.=$连接!用间接竞争酶联免疫吸附试验法#)0’*/$检测酶标抗体的

生物学活性及各项性能指标并比对% 结果$不同方法纯化获得的抗体及其酶结合物的各项指标参数"活性不同!

当腹水稀释液与辛酸体积比为 ! 666>!!"纯化过程中离心力 !6 666 ?@ABC 时纯化获得的抗体虽然产量有所下降但

纯度较高!酶标抗体的生物活性"各项指标均最优% 结论$经过对抗 ::;单克隆抗体纯度"抗体中蛋白含量"酶标

抗体各项性能指标的对比!优化出用于抗 ::;抗体纯化用腹水稀释液与辛酸比值 ! 666>!!#!"!$"离心力
!6 666 ?@ABC的试验条件%
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$$河豚肉味鲜美$营养丰富$深受消费者喜爱$但
食用或误食河豚引起的河豚毒素 "QMQ?KSKCQK\BC$
::;#中毒是我国沿海地区食物中毒的主要死因’
为了给消费者提供安全无毒的河豚(防止中毒事件

的发生$世界各国学者对 ::;的检测技术进行了多
方面的研究$建立了诸如小鼠生物实验法(荧光法(
紫外分光光度法(薄层色谱法(气相色谱法(高效液
相色谱法(毛细管等速电泳法等多种方法’ 小鼠法
操作简便$但费时费力$影响因素较多$且目前我国
大陆尚未建立小鼠生物实验法的标准曲线和小鼠
品系&仪器法虽然准确$但技术要求较高$仪器昂
贵$样品的前处理繁琐且对样品提取液的净化度要
求较高$不适用于现场检测$难以在基层推广使用’
本文建立了一种快速(灵敏(经济(适于基层推广的
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检测 ::;的酶联免疫吸附测定 "MC]LAMWBCUMS
BAAHCKTK?PMCQFTTFL$)0’*/#方法’

河豚毒素单克隆抗体与辣根过氧化物酶的有
效连接是用 )0’*/方法直接对 ::;进行定性(定量
快速检测的前提$但抗体纯化过程中抗体产量会随
着其纯度的增加而下降$由此导致检测灵敏度的降
低’ 为了优化传统的辛酸<硫酸铵沉淀法对抗 ::;

单克隆抗体纯化的试验条件$以期最大限度地在保
证抗 ::;单克隆抗体纯度的同时$确保抗体的工作
效价$本研究对纯化抗 ::;单克隆抗体的各种方法
进行比较$同时对不同纯化方法获得的单克隆抗体
连接辣根过氧化物酶后的各项指标及抗体生物活
性等进行比较$优化出高纯度(高蛋白含量(可用于
联酶及易于放大的抗 ::;单克隆抗体纯化方法 )!* ’

!$材料与方法
!9!$主要仪器与试剂

磁力控温搅拌仪(酶标仪(电泳仪(凝胶成像
仪(高速冷冻离心机(紫外分光光度计([&计(透析
袋(移液器("D 孔 )0’*/可拆板"%KTQF?$美国#’

拜发 X%/蛋白定量试剂盒(::;D2" 细胞株
"::;<O0&免疫小鼠筛选获得#产生的含有抗 ::;
单克隆抗体的同批次小鼠腹水 "本实验室自制#(
::;<X*/"本实验室自制#(辣根过氧化物酶 &.=
"*BJAF$美国#(羊抗鼠 ’J4"中山生物工程公司#(显
色剂(硫酸铵(正辛酸(过碘酸钠"分析纯#(碳酸钠(

碳酸氢钠(无水醋酸钠(氨水(硼氢化钠’
!95$实验方法
!959!$抗 ::;单克隆抗体纯化过程中辛酸浓度的
优化 )5*

取适量腹水 7 份于 7 个烧杯中$分别按腹水与
醋酸缓冲液 !>5 "!"!#的比例加入 696D AKW@0[&
896 的醋酸缓冲液$磁力搅拌 5 ABC’ 按腹水醋酸缓
冲液与辛酸 ! 666>!!(! 666>55( ! 666>77"!"!#的
比例边搅拌边逐滴加入辛酸$并用 ! AKW@0的 (F,&

调 [&至 #98$室温静置 76 ABC 后$8 666 ?@ABC 离心
!8 ABC’ 上清经 5 层纱布过滤后置透析袋中$于
56 倍体积 6968 AKW@0[&b95 的 =X* 中 # c透析过
夜$每隔 # G 更换透析液’

取出透析后的腹水并测量其体积$按每 !66 AW

腹水加入 589E J硫酸铵的比例$室温下边搅拌边缓
缓加入硫酸铵粉末$加入后继续搅拌 !8 ABC$用氨水
调 [&至 b9#$# c静置 5 d# G 后于 # c !6 666 ?@
ABC 离心 !8 ABC$弃上清液$沉淀溶于等体积的 =X*
中’ 加入饱和硫酸铵溶液沉淀"使溶液中硫酸铵的
最终浓度为 #8e#$重复该步骤两次’ 沉淀溶于相

当初始腹水体积的 =X* 中$于 =X* 中 # c透析过
夜$E 666 ?@ABC 离心 ! ABC 去除不溶性沉淀$上清即
为纯化好的抗体’

取纯化好的抗体上清及未纯化的腹水$通过
X%/试剂盒对总蛋白纯化前和纯化后的含量进行
测定获得总蛋白回收率$并测定纯化蛋白中抗体滴
度$观察不同的辛酸浓度对抗 ::;单克隆抗体活性
的影响$优化抗体纯化所需的适宜辛酸用量’ 同时
用浓度为 69!58 !J@AW的 ::;<X*/抗原包被酶标
板$将经不同浓度辛酸纯化的抗体作倍比稀释后取
!66 AW加入酶标板$7b c反应 ! G 后经洗板(显色后
在 #86 CA处测其 ,2值$比较不同辛酸浓度纯化的
抗体的效价’
!9595$离心力对抗 ::;单克隆抗体纯化效果的
影响 )7*

根据不同离心力对蛋白质沉降速度不一$即离
心力大(蛋白沉降量多的特点$比较不同离心力下
抗体的纯化效果’

方法一%取适量腹水$按腹水与醋酸缓冲液!>5
"!"!#的比例加入 696D AKW@0[&896 醋酸缓冲液$

磁力 搅 拌 5 ABC’ 按 上 述 腹 水 稀 释 液 与 辛 酸
! 666>!!"!"!#的比例边搅拌边逐滴加入辛酸$此
后按照 !959! 中 +并用 ! AKW@0的 (F,&调 [&至
#98,步骤进行$纯化后的抗体溶液用紫外分光光度
计在 5E6 和 5D6 CA处分别测定其 ,2值$并调整蛋
白浓度至 !696 AJ@AW备用’

方法二%基本步骤同上$不同之处一是加入辛
酸后离心速度由 8 666 ?@ABC 增至 !6 666 ?@ABC$以
使沉淀下来的杂蛋白含量多于方法一&其次为硫酸
铵对蛋白沉淀的提取过程中$离心速度由 !6 666 ?@
ABC 减至 8 666 ?@ABC$以增加抗河豚毒素单克隆抗
体的纯度’
!9597$酶标抗 ::;单克隆抗体 )#*

#96 AJ辣根过氧化物酶用 !96 AW双蒸水溶解$
加入 69! AW新配制的 69! AKW@0过碘酸钠$室温轻
微避光搅拌 56 ABC 后$置于 6966! AKW@0([&#9# 的
! 666 AW醋酸缓冲液中透析过夜$每 # G 更换透析
液将上述辣根过氧化物酶溶液和纯化后的抗体等
体积混合$室温下避光轻搅拌 5 G$加入 69! AW新配
制的 # AJ@AW硼氢化钠溶液$# c放置 5 G 后于
6965 AKW@0([& b95 db9# 的 =X* 中透析过夜$每
# G 更换透析液’ 透析后的溶液置于烧杯中$按
!959! 中+按每 !66 AW腹水加入 589E J硫酸铵的比
例,步骤进行纯化’ 收集纯化后的酶标抗体测定其
,25D6(,25E6(,2#67值$计算各项指标参数后$加等体
积69! AKW@0的海藻糖$分装后低温冻干并保存’
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!959#$酶标抗 ::;单克隆抗体与河豚毒素竞争活
性的评价 )8*

用 )0’*/法评价抗 ::;单克隆抗体的生物活
性及检测灵敏度’ 即用浓度为 69!58 CJ@AW的 ::;<
X*/抗原包被酶标板$同时制备浓度分别为 6(896(
5696(8696 和 56696 CJ@AW的 ::;标准系列溶液$
取抗酶标 ::;单克隆抗体和毒素各 86 AW加入酶标
板孔$7b c竞争反应 ! G 后经洗板(显色(终止反应$
在 #86 CA处测其 ,2值$计算 86e抑制率(线性回
归方程和回归系数等指标’
!9598$两种方法联酶后各项指标的评价

评价两种不同离心力下纯化抗体浓度(酶标记
率(酶结合量(酶与 ’J4克分子比值(酶结合率(抗体
蛋白含量等指标$计算方法 )D*如下%

联酶前蛋白浓度"AJ@AW# f"!9#8 ,25E6 g69b#
,25D6# h稀释倍数

酶标记率 f,2#67 @,25E6$’J4含量 "AJ@AW# f
",25E6 g,2#67 h6976# h69D5$

酶结合量"AJ@AW# f,2#67 h69#5 h终体积$
酶与 ’J4克分子比值 f酶浓度 "!J@AW#@

#6 666@"’J4AJ@AW#@!D6 666$
酶结合率 f结合物中酶总量@标记时加入的酶

量 h!66e

5$结果
59!$辛酸浓度对腹水中抗体效价的影响

不同浓度辛酸对腹水中抗体的纯化结果显示$
辛酸浓度越高$纯化抗体溶液中蛋白含量越低$具
体见表 !’ 由表可见$!(5 和 7 号抗体纯化(酶标后
其反应的 ,2值达 698 时需要将原抗体分别稀释
598D 万(59E 万和 #66 倍$! 号抗体纯化后溶液中蛋
白含量最高(活性最大"见图 !#$由图 ! 可见$两种
方法获得的抗体纯度和含量不同$方法二纯化后的
’J4只有两条蛋白亚基带$而方法一除了有两条 ’J4
蛋白亚基带外$还有杂蛋白’ 说明方法二获得的抗
体纯度高于方法一$但相同抗体稀释度下所获得的
蛋白含量明显不同$表现在电泳图谱上的蛋白条带
有量的明显差别$无论是抗体轻链还是重链$方法
一获得的蛋白条带均宽于方法二$抗体溶液中的蛋
白含量相对较高’ 因此虽然方法一纯化后的抗体
杂蛋白量稍多于方法二$但单克隆抗体浓度高于后
者’ 鉴于 ! 号抗体样品纯化时使用的辛酸浓度可以
最大限度的保证抗体纯化过程中的蛋白含量及抗
体活性$因此抗 ::;单克隆抗体纯化时腹水稀释液
与辛酸的最佳比值为 ! 666>!! "!"!#$并作为后续
腹水纯化研究中使用的辛酸添加量浓度’

表 !$不同辛酸浓度纯化的抗体中蛋白含量及活性结果
:FPWM!$2MQM?ABCFQBKC KR[?KQMBC ZKCQMCQFCS FZQB̂BQL[H?BRBMS PLSBRRM?MCQZF[?LWBZFZBS

抗体
编号

腹水与
辛酸比
"!"!#

蛋白量
"AJ@AW#

蛋白回收
率"e#

不同抗体稀释度下的 ,2值

!>566 !>#66 !>E66 !>! D66 !>7 566 !>D #66 !>!5 E66 !>58 D66

! 号 ! 666>!! !9#D6 8E9E# !96!7 !967 69"E8 !96! 69"6" 69E#D 69b5b 698b#
5 号 ! 666>55 69"b8 7"95" !96!5 !966" 69"E 69"7D 69E8# 69b5! 69#E! 69#7!
7 号 ! 666>77 69E"7 789"E 69Db! 6987# 697E8 695bD 69!b# 69!!! 696"8 696E8

注%!F(5F分别为用方法一(方法二纯化后的抗体溶液 !6 倍稀释

后的电泳结果&!P(!Z(5P(5Z分别为方法一(方法二纯化后的抗

体溶液 56 倍稀释后的电泳结果’

图 !$不同辛酸浓度纯化抗 ::;抗体后的电泳结果
1BJH?M!$)WMZQ?K[GK?MTBTFCFWLTBTFCQB<::;[H?BRBMS

PLSBRRM?MCQZF[?LWBZFZBS

$$方法一和方法二蛋白质浓度经紫外吸收测定
分别为 !E98E 和 !79D8 AJ@AW$综合以上结果$方法
一纯化的蛋白总量优于方法二’
595$两种方法纯化抗体联酶后的纯度分析结果 )b*

将两种纯化方法获得的抗体蛋白联酶$经 !6 倍

稀释后对联酶后的纯度(各项性能指标进行分析$
结果见表 5’

表 5$两种方法纯化后酶标抗体各项指标分析

:FPWM5$’CSM\FCFWLTBTKRMC]LAM<WFPMWMS FCQBPKSL[H?BRBMS

PLQ‘KAMQGKST

各项指标 方法一 方法二
指标对比
"方法二
@方法一#

联酶前 ,25E6 !9"68 !9#7"
联酶前 ,25D6 !9587 69"b#
联酶后 ,25E6 596bE !97"7
联酶后 ,2#67 69D## 69"b6

联酶前总蛋白质抗体浓度
"AJ@AW#

!E9E8 !79D8 69b

酶标记率 697!6 69D"D 795
’J4含量"AJ@AW# !9!DE 69DE7 69D

酶结合量"AJ@AW# 698#6 69E!# !98

酶与 ’J4克分子比值
69"58
"一般#

!9!!!
"较好#

酶结合率
!798e
"较好#

569#e
"较好#
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$$评价酶标抗体优劣的标准是酶结合量"AJ@AW#
最好为!!96$较好为 698 d!96$一般为 69# d698&
酶结合率最好为 76e以上$较好为 "ed76e$一般
为 bed"e& 酶 ’J4克分子比最好为 i!98$较好为
!98 d!96$一般为 69b d!96 )b* ’ 根据上述评价方
法$由表 5 可以看出$虽然方法一获得的总蛋白含量
略高于方法二$但方法二的抗体酶标记率和酶结合
量分别是方法一的 795 和 !98 倍$且方法二获得的
’J4克分子比值和酶结合率都符合 )0’*/试验中酶
标抗体的各项指标评价要求$因此$方法二纯化后
的抗体蛋白纯度(酶标后评价较好$而方法一纯化
后的抗体酶结合率评价较好$但 ’J4克分子比值评
分一般’ 总体而言$方法二优于方法一’
597$两种纯化方法抗体联酶后与毒素竞争比较

用间接竞争 )0’*/法检测联酶后抗体与 ::;
的竞争情况$并在 #"6 CA波长下测定吸光度$结果
见表 7’ 表 7 可以看出$两条竞争曲线的 #5值趋近
于 !$曲线线性关系良好$86e的抑制率"灵敏度#相
近$由于用方法一联酶的 ::;抗体工作浓度为
!># 666"!"!#$方法二联酶的 ::;抗体工作浓度为
!>E 666"!"!#$因此方法二的抗体活性比方法一高
一倍$方法二优于方法一’

表 7$两种方法纯化后的抗体联酶后与毒素的竞争曲线测定
:FPWM7$2MQM?ABCFQBKC KRQGMZKA[MQBQB̂MZH?̂MKRFRQM?

QGMFCQBPKSL<WBCUMS MC]LAMFCS QK\BC [H?BRBMS PLQ‘KAMQGKST
::;" CJ# 6 8 56 86 566 ’%86 曲线 #5值
方法一 69b6E 698EE 69#8# 697E8 695DD b697 69""b "

方法二 69bD5 69D"! 69875 69#6D 695b7 b596 69""8 E

$$综上所述$经过对抗::;单克隆抗体纯度(抗体中
蛋白含量(酶标抗体各项性能指标的对比$优化出用于
抗::;抗体纯化用腹水稀释液与辛酸比值 ! 666>!!
"!"!#$!6 666 ?@ABC离心力的试验条件’

7$讨论
在免疫学实验中$制备高特异性(高效价的抗

$$

体是实验的基础$抗体质量的高低将直接影响实验
的成败’ 通过不同方法制备的抗体往往与多种杂蛋
白混杂在一起$为了获得成分相对单一的抗体或将
抗体用于特定的用途$就需要进行抗体纯化’ 抗体
分子是一类蛋白质分子$与其他蛋白质一样$它有
一定的等电点(溶解度(荷电性及疏水性$因此本试
验选择盐析沉淀技术进行抗体蛋白的分离(纯化$
并经蛋白含量测定(电泳方法确定纯化蛋白中抗体
含量和纯度’ 在抗体联酶时需要抗体纯度高$生物
活性高$但纯化过程中随着纯度增高$纯化蛋白中
抗体产量下降$试验过程中选择适宜的离心速度可
有效地去除腹水中的杂蛋白’ 虽然方法二存在总
蛋白含量低于方法一的缺陷$但考虑到其联酶后的
抗体生物活性"效价#高于方法一$因此认为方法二
优于方法一$但要切实了解纯度与活性的关系还要
做进一步的定量分析’ 本试验根据蛋白质的物理
性质优化了试验条件$改善了纯化目的抗体的纯度
和提高联酶后抗体生物活性的关系$为联酶前抗体
纯化方法的改进提供依据$为酶标抗体的理论研究
和生产应用提供了必要的实验基础’
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