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论著

抗黄曲霉毒素B1 单抗独特型抗体的制备

江 　涛 　柳 　桢 　李 　楠 　李燕俊 　高秀芬 　计 　融

(中国疾病预防控制中心营养与食品安全所 ,北京 　100021)

摘　要 :目的 　研制黄曲霉毒素 B1 标准品的替代品并应用于酶联免疫吸附试验 ( ELISA) 。方法 　在研制了抗黄

曲霉毒素 B1 单抗的基础上 ,将抗体用无花果蛋白酶进行酶切 ,制备出抗黄曲霉毒素 B1 单抗 F(ab’) 2 片段 ,并以 F

(ab’) 2 片段作为免疫原免疫日本大耳白兔 ,制备出抗黄曲霉毒素 B1 单抗独特型抗体 ,并对该独特型抗体进行鉴

定。结果 该独特型抗体是 Ab2β型 ,与黄曲霉毒素 B1 存在内影像关系。结论 　该抗体可以替代黄曲霉毒素 B1 标

准品应用于 ELISA 检测。
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　　黄曲霉毒素 (aflatoxin) 是由寄生曲霉 ( Aspergillus

parasiticus)和产毒的黄曲霉 ( A . f lavus) 污染粮油及

其制品、饲料所产生的一系列有毒代谢产物。其中

以黄曲霉毒素 B1 (aflatoxin B1 ,AFB1 ) 的毒性最强、污

染最为严重 ,是自然界存在的最严重的化学致癌物

之一[1 ] 。世界上几乎所有的国家和地区都规定了食

品及饲料中 AFB1 的最大允许限量并作为强制性标

准进行检测和控制。检测粮油食品中黄曲霉毒素

B1 的污染状况 ,必须依赖于黄曲霉毒素 B1 标准品。

我国目前所使用的黄曲霉毒素 B1 标准品主要依赖

于进口。但是自从“9111”事件后 ,各国政府均加强

了对毒素标准品的控制。2002 年 ,澳大利亚集团

(包括美国、英国等发达国家)制定了《生化敏感物项

出口控制指导原则》,对一些军民两用的化学品、生

物剂及相关设备和技术实行出口许可证制度。现集

团控制清单中共包括 19 种毒素 ,其中 ,黄曲霉毒素

在控制清单之列[10 ] 。因此 ,我国不可能从上述属于

澳大利亚集团的成员国进口黄曲霉毒素 ,黄曲霉毒

素标准品的紧缺已经成为检测和研究 AFB1 的瓶

颈。因此寻找 AFB1 标准品的替代品已成为检测和

评价食品中 AFB1 污染水平及对人群危害的关键技

术。本研究根据 J ERNE 的免疫网络学说[5 ] ,参考了

MICHIO H的研究方法[2 ] ,利用抗独特型抗体 2β亚

型在空间构象上与抗原存在“内影像”关系 ,可以在

一定程度上替代抗原的原理 ,在已有的抗黄曲霉毒

素 B1 单抗的基础上研制出抗黄曲霉毒素 B1 单抗独

特型抗体 ,并对该抗独特型抗体的特性进行研究。

1 　材料和方法

111 　材料和试剂

黄曲霉毒素 B1 、B2 、G1 、G2 和黄曲霉毒素 M1 (美

国 Sigma 公司) 、无花果蛋白酶 (美国 Sigma 公司) 、

SephacrylTM S2200 分子筛凝胶 (美国 Amersham 公

司) 、黄曲霉毒素 B12牛血清白蛋白和钥孔血蓝素

KLH(美国 Sigma 公司) 、完全弗氏佐剂 (CFA) 和不完

全弗氏佐剂 ( IFA) (美国 Sigma 公司) 、辣根过氧化物

酶(美国 Sigma 公司) 、25 %戊二醛 (美国 Sigma 公

司) 、甘氨酸 (美国 Amresco 公司 ) 、正辛酸 (美国

Sigma 公司) 、硫酸铵 (北京化学试剂公司) 、羊抗鼠
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IgG2辣根过氧化物酶 (北京中山试剂公司) 、羊抗兔

IgG2辣根过氧化物酶 (北京欣经科生物技术公司) 、

可拆分酶标板 (96 孔 ,美国 Gibico 公司) 。

抗黄曲霉毒素B1 单抗、抗赭曲酶毒素A(OA)单

抗、抗 T22 毒素 (T22)单抗、抗河豚毒素 ( TTX) 单抗均

由本室制备。

112 　仪器

低温高速离心机 (德国 Hermle 公司) 、SUNRISE

酶标分析仪 (瑞士 Tecan 公司) 、AKTA 快速蛋白液相

色谱系统 FPLC(美国 Amersharm 公司) 。

113 　实验动物

健康雄性日本大耳白兔 3 只 ,均为 1～115 kg ,

购自北京富豪动物养殖中心 [ SCXK (京 ) 2000 -

0019 ] ;6～8 周龄雌性未经产BALBΠc 小鼠 3 只 ,购自

军事医学科学院动物中心。

114 　方法

11411 　抗 AFB1 单克隆抗体 F (ab’) 2 片段的制备及

鉴定

抗 AFB1 单克隆抗体 F (ab’) 2 片段的制备 　用

辛酸2饱和硫酸铵两步沉淀法纯化抗 AFB1 单克隆抗

体[3 ]
,将纯化好的单抗用无花果蛋白酶酶切 ,采用分

子筛凝胶过滤法经快速蛋白纯化仪 ( FPLC) 分离酶

切片段 ,最终得到抗 AFB1 单克隆抗体 F (ab’) 2 片

段。采用AKTA UNICOM510 分析软件对分子筛凝胶

分离出的色谱峰进行分析 ,通过对比抗体酶切片段

的凝胶过滤色谱图和鼠 IgG F (ab’) 2 标准片段的凝

胶过滤色谱图的出峰时间来判定是否是要回收的产

物 ,并收集相对应的 F(ab’) 2 酶切片段。

抗 AFB1 单克隆抗体 F (ab’) 2 片段的鉴定 　F

(ab’) 2 片段分子量的鉴定采用非还原 SDS2PAGE 进

行[4 ] 。F ( ab’) 2 片段活性的鉴定采用间接竞争

ELISA 法进行。以01062 5μgΠml AFB12BSA 包被酶标

板 ,采用间接竞争 ELISA 方法。分别选择抗AFB1 单

克隆抗体和抗 AFB1 单克隆抗体的酶切片段 F

(ab’) 2 片段作为反应抗体 ,用不同稀释浓度 0100、

0101、0102、0105、0110、0120、0150、1100、2100、5100、

10100 ngΠml的 AFB1 毒素标准品作为反应抗原 ,采用

羊抗鼠 IgG Fab2HRP 为第二抗体 ,绘制竞争抑制

曲线。

11412 　动物免疫

取 1 ml 含抗AFB1 单抗 F(ab’) 2 片段的溶液 (浓

度为1 mgΠml) ,加等体积的完全弗氏佐剂充分乳化

后 ,分别于日本大耳白兔背部皮下多点注射免疫。

首次免疫后间隔 3 周再以 1 ml 含 F(ab’) 2 片段的溶

液 (浓度为015 mgΠml) 加等体积不完全弗氏佐剂乳

化后 ,皮下多点注射进行加强免疫。此后 ,每隔 2 周

重复免疫一次 ,即按照第二次的免疫方法进行。每

次免疫前抽约 015 ml 耳缘静脉血 ,分离血清检测免

疫效果。采用纯化后的 AFB1 抗体包被酶标板检测

免疫血清滴度 ,待免疫血清滴度达到1∶10 000后 ,以

250μg F(ab’) 2 片段加强免疫。3 天后颈动脉取血 ,

收集兔血清。

11413 　血清的分离、纯化

将收集的兔血置4 ℃凝固约 1 h 至血块收缩 ,收

集析出的血清 ,剩余血块全部倾入离心管 ,在常温下

2 500 g离心 30 min ,取上清与前面的血清混合 ,采用

辛酸 - 饱和硫酸铵两步沉淀法纯化血清。分装成 1

mlΠ管 ,于 - 20 ℃保存。

11414 　抗 AFB1 单抗独特型抗体的鉴定

1141411 　抗 AFB1 单抗独特型抗体亚型的鉴定 　将

兔血清 (含有抗 AFB1 单抗独特型抗体) 用 0185 %生

理盐水稀释成1 mgΠml ,首次免疫用 200μl 兔血清

(相当于 200μg 抗 AFB1 单抗独特型抗体) 加等体积

的完全弗氏佐剂充分乳化后 ,右侧腹腔免疫 BALBΠc

小鼠 ,2 周后用 100μl 的兔血清 (相当于 100μg 抗

AFB1 单抗独特型抗体)加等体积的不完全弗氏佐剂

充分乳化后加强免疫 ,此后 ,每隔 2 周按第二次免疫

法重复加强免疫 1 次。免疫 4 次后取静脉血 ,3 000

rΠmin 离心 ,取上清进行检测。以015μgΠml的 AFB12
BSA 为包被抗原 ,检测血清中抗体的滴度。

1141412 　抗 AFB1 单抗独特型抗体特异性的鉴定 　

将抗 AFB1 单抗独特型抗体分别与本室制备的其他

单克隆抗体 (抗黄曲霉毒素 B1 单抗、抗赭曲酶毒素

A 单抗、抗 T22 毒素单抗、抗河豚毒素单抗) 进行交

叉反应 ,测定抗 AFB1 单抗独特型抗体与其他单克

隆抗体的交叉反应率。

将抗 AFB1 单抗独特型抗体分别与黄曲霉毒素

B2 、黄曲霉毒素 G1 、黄曲霉毒素 G2 和黄曲霉毒素M1

等进行交叉反应 ,测定抗 AFB1 单抗独特型抗体与

黄曲霉毒素的交叉反应率。

11415 　抗 AFB1 单抗独特型抗体的应用

以 AFB12BSA 作 为 包 被 抗 原 ( 包 被 量 为

01062 5μgΠml) ,采用间接竞争 ELISA 法 ,以抗 AFB1

单克隆抗体反应抗体 ,分别与 AFB1 毒素标准品或

制备所得的兔血清 (含有抗 AFB1 单抗独特型抗体)

反应 ,观察制备出的兔血清和抗 AFB1 单抗的竞争

曲线 ,并且与 AFB1 毒素标准品和抗 AFB1 单抗的竞

争曲线进行比较 ,找出兔血清与 AFB1 毒素标准品

的对应关系。

样品的提取 :样品经粉碎后使其 90 %通过 250
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～500μm 网筛。称取 5 g 加到 100 ml 具塞三角烧瓶

中 ,加入 015 g 氯化钠及 25 ml 甲醇水溶液 (70∶30 ,

体积比) ,剧烈震荡 30 min 后过滤。滤液用纯水稀

释 10 倍进行检测。

2 　结果

211 　抗黄曲霉毒素 B1 单抗片段 F(ab’) 2 的特性

21111 　F(ab’) 2 片段的色谱图

图 1 为鼠 IgG F (ab’) 2 标准片段的凝胶过滤色

谱图 ,图 2 为抗 AFB1 单抗酶切片段的凝胶过滤色谱

图。图中横坐标为保留时间 ,纵坐标为吸光度值。

图 1、2 中 ,峰 1 的出峰时间均约为 95 min ,说明两种

物质的分子量大小相同 ,可以认为图 2 中峰 1 为所

需要的 F(ab’) 2 片段 ,见图 1、图 2。

图 1 　F(ab’) 2 标准片段的凝胶过滤色谱图

图 2 　AFB1 抗体酶切片段的凝胶过滤色谱图

21112 　F(ab’) 2 片段的分子量

根据非还原电泳鉴定抗 AFB1 单抗及抗体的酶

切片段 F(ab’) 2 的相对分子量。实验结果表明 ,在

非还原电泳条件下 ,纯化抗体 IgG相对分子量约为

150 KD , 酶切片段 F ( ab’) 2 的相对分子量约为

105 KD。

21113 　抗 AFB1 毒素单抗 F (ab’) 2 片段与 AFB1 毒

素标准品的竞争抑制曲线

AFB1 毒素标准品对抗体片段 F(ab’) 2抑制率为

20 %的浓度为0115 ngΠml ,抑制率为 50 %的浓度为

0152 ngΠml ;AFB1 毒素标准品对抗 AFB1 单抗抑制率

为 20 % 的浓度为0120 ngΠml ,抑制率为 50 %的浓度

为0159 ngΠml。由图 3 与图 4 比较可知 ,AFB1 毒素标

准品对完整的抗 AFB1 抗体及抗体片段的抑制率在

20 %、50 %和 80 %的水平上浓度基本相同 ,说明抗体

在经过酶切后 ,抗体片段很好地保留了抗体的抗原

结合位点及抗体活性 ,能够用所制备的抗体片段免

疫日本大耳白兔 ,制备抗独特型抗体。

图 3 　F(ab’) 2 片段对 AFB1 竞争抑制标准曲线

注 :图 3 图 4 中的纵轴为吸光度比值 ,

横轴为 AFB1 毒素浓度的对数值。

图 4 　完整单抗对 AFB1 竞争抑制标准曲线

212 　抗 AFB1 单抗独特型抗体的特性

以 AFB12BSA 为包被抗原 ,用抗 AFB1 单抗独特
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型抗体免疫小鼠后所收集到的小鼠血清为反应抗

体 ,得到包被抗原 - 反应抗体之间的关系曲线。用

所制备的抗 AFB1 独特型抗体免疫 BALBΠc 小鼠 ,经

过初次免疫及加强免疫 4 次后 ,在小鼠体内产生的

抗体可以结合由AFB12BSA 包被的 ELISA 板 ,并且在

一定范围内存在剂量反应关系 ,可以认为本研究所

研制的抗独特型抗体的亚类为 2β型 ,见图 5。

注 :图中的纵轴为吸光度比值 ,横轴为

抗体浓度的对数值。

图 5 　抗黄曲霉毒素 B1 单抗独特型

多克隆抗体 Ab2β亚类鉴定

将抗 AFB1 单抗独特型抗体分别与本室研制的

其他单克隆抗体 (抗 T22 毒素单抗、抗 TTX 毒素单

抗、抗赭曲霉素 A 单抗等) 进行交叉反应 ,交叉反应

率均小于 1 % ,说明该独特型抗体具有较好的特

异性。

抗 AFB1 单抗独特型抗体与黄曲霉毒素 B2 、黄

曲霉毒素 G1 、黄曲霉毒素 G2 和黄曲霉毒素 M1 的交

叉反应率也均小于 1 %。

213 　抗 AFB1 毒素单抗独特型抗体的应用

在相同的反应条件下 ,分别用所研制的抗 AFB1

单抗独特型抗体或 AFB1 毒素标准品与抗 AFB1 单

克隆抗体进行竞争抑制反应 ,相同吸光度比值下

AFB1 毒素标准品浓度与抗 AFB1 单抗独特型抗体浓

度的对应关系用 STATA 软件回归分析 ,算出 AFB1

毒素标准品与抗 AFB1 单抗独特型抗体的浓度对应

关系。黄曲霉毒素 B1 抗独特型抗体与黄曲霉毒素

B1 标准品对应关系回归方程 y = 0113 x - 0117 ( R
2 =

0197) ,其中 x 为抗 AFB1 单抗独特型抗体的浓度

(μgΠml) , y 为 AFB1 毒素标准品浓度 (ngΠml) 。以抗

AFB1 为反应抗体 ,以抗 AFB1 独特型抗体为反应抗

原 ,校正曲线为 y = - 0143 x + 0190 ( R
2 = 0198) ,校

正曲线的线性范围 115～100μgΠml (相当黄曲霉毒

素 B1 0103～10 ngΠml) 。

分别向不含 AFB1 毒素的玉米样品中加入一定

量的 AFB1 毒素标准品 ,使样品浓度分别达到5 ngΠg

和60 ngΠg ,对样品中的 AFB1 毒素进行提取回收 ,用

抗独特型抗体替代 AFB1 毒素标准品绘制标准曲线

进行检测 ,将检测结果根据抗独特型抗体浓度与

AFB1 毒素标准品浓度之间的换算关系计算 ,推出相

当于 AFB1 毒素标准品的量 ,并计算其回收率。其

结果见表 1。

表 1 　AFB1两个水平加标回收率试验结果 ( %)

样品编号 5 ngΠg 加标回收率 60 ngΠg 加标回收率

1 102127 97182

2 80156 91165

3 92158 88181

4 95136 82126

5 108132 86105

平均回收率 95182 89132

RSD 10196 6159

3 　讨论

1974 年 ,J ERNE在 BURNET 的细胞克隆选择学

说的基础上提出了著名的免疫网络学说[5 ] 。他把免

疫系统看成是一个 V2功能区 (V 域) 的网 ,出发点就

是 Ig 分子的双重性 ,即游离的 Ig 分子有两种相反的

部位 :其中一个部位能与抗原表位结合 ,称作结合部

位或补位 ;另一个部位能被其它 Ig 分子及 T、B 细胞

上的补位所识别 ,称作独特型决定位或独特位。按

照这一免疫网络理论 ,机体对外来抗原的免疫应答

将触发一个复杂的连锁反应。在外界抗原的刺激

下 ,机体产生 Ab1 ( idio2type) ,Ab1 又刺激 Ab2 ( anti2
idiotype)的产生 ,Ab2 再刺激 Ab3 (anti2anti2idiotype) 的

产生 ⋯⋯,如此等等 ,在体内构成了复杂的 Id 与

anti2Id 的网络。机体的免疫应答就是通过这个网络

进行调节来维持其稳定状态的。根据 BONA 的看

法 ,Ab1 上不同的独特型决定位可刺激产生不同类

型的 Ab2 ,主要分为 4 种类型 ,分别为 Ab2α、Ab2β、

Ab2γ、Ab2ε
[6 ] 。PAN Y等人认为只有 Ab2β这一类抗

独特型抗体由于在三维结构上与抗原表位类似 ,因

而能模拟外来抗原竞争 Ab1 的结合位点 ,因而被称

为抗原的内影像 ,可以被用作外界抗原的替代物[7 ] 。

SHOENFELD 等证实 ,在多数自身免疫动物模型中 ,

自身抗体的抗独特型升高导致抗抗独特型的产生 ,

从而导致起始的自身抗原不断产生[8 ,9 ] 。

制备抗独特型抗体免疫原是至关重要的。完整

的抗 AFB1 抗体分子或抗 AFB1 抗体的酶切片段均

可以作为免疫原。但是如果用完整的抗 AFB1 抗体

分子作为免疫原免疫日本大耳白兔 ,由于其 FC 段
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的免疫原性较强 ,而抗体独特位的免疫原性较弱 ,所

以产生的主要是针对抗 AFB1 抗体 FC 段的抗体 ,而

针对抗体独特位产生的抗体较少 ,因此本研究采用

抗 AFB1 抗体的酶切片段作为免疫原 ,一方面可以

去掉抗体 FC 段的免疫原性 ,另一方面还可以充分

暴露抗体的独特位点 ,能够获得较好的免疫效果。

在制备抗体的酶切片段时 ,采用凝胶过滤色谱法进

行分离纯化。该方法反应条件温和 ,对抗体的活性

及抗体的独特位点保持良好 ,能够保证该片段作为

免疫原时的免疫效果。

本研究通过抗黄曲霉毒素 B1 单克隆抗体

F(ab’) 2片段免疫日本大耳白兔 ,制备出了能够模拟

黄曲霉毒素 B1 内影像的抗黄曲霉毒素 B1 单抗独特

型抗体 ,可作为黄曲霉毒素 B1 的替代物 ,为进一步

研究和开发具有我国自主知识产权的无毒检测试剂

盒积累了重要资料。
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论著

液相色谱 - 电喷雾串联质谱法定量葱蒜类植物中
Se - 甲基 - 硒半胱氨酸的最佳提取条件研究

毛德倩1 　张 　明2 　林少彬2 　杨文婕1

(11 中国疾病预防控制中心营养与食品安全所 ,北京 　100021 ;

21 中国疾病预防控制中心环境与健康相关产品安全所 ,北京 　100021)

摘　要 :目的 　研究适于液相色谱2电喷雾串联质谱法 (LC2MSΠMS) 定量测定富硒葱蒜类植物中 Se2甲基2硒半胱氨

酸 (MSeC) 的提取液的最佳制备条件。方法 　用 4 种提取剂 (纯水、甲醇、丙酮和乙酸乙酯) 、2 种提取方法 (超声提

取和沸水提取) 、不同水提取温度 (70、80、90 和100 ℃) 和时间 (45、60、75 和 90 min) 对富硒大蒜中的 MSeC 的最佳提

取条件依次筛选研究 ,获得满足最大量测得 MSeC的样品制备方法。按照选择条件提取洋葱、韭葱和大葱加标粉制

剂 ,并采用 LC2MSΠMS测定 MSeC含量 ,计算加标回收率。结果 　4 种提取剂的超声提取对比分析发现 ,纯水提取蒜

粉中 MSeC的量最大 ,沸水浴加热比单独超声处理能够提高蒜粉中 MSeC的提取率。水加热提取温度和时间二因素

正交设计优选实验证实 ,蒜粉中 MSeC最佳提取制备条件为100 ℃提取 90 min ,该提取条件处理其他葱蒜类粉制剂

的 MSeC加标回收率在 91 %～108 %之间。结论 　沸水提取 90 min 适用于 LC2MSΠMS 在线定量分析葱蒜类植物中

MSeC的待测液的制备。

关键词 :Se2甲基2硒半胱氨酸 ;葱属 ;色谱法 ,高压液相 ;串联质谱法
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