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单克隆抗体在食品科学中的应用及其前景

王正祥 诸葛健

( 扬州医学 院微生物学与免疫教研室 ) ( 无锡轻工业学院发酵工程系 )

抗原抗体相互间特异结合为我们提供了一系列十分敏感且专一的免疫学分析方法
。

随着

免疫学的迅速发展和单克隆抗体 ( M ba ) 的 普及应用以及免疫学技术与其它先进技术的有机

结合
。

现在
,

尸

若干科学领域 的科学工作者 已逐渐将这类方法作为一极有价值的分析和研究工

具用于各自的科学研究和生产实践中 , 兔疫学方法起源于医学界
,

目前仍主要用于医学界
,

但其使用现已渗透到若午其它学科中
,

其中包括食品科学中的若干领域
。

本文在简介免疫学中的基本概念和原理及常用的兔疫学分析方法之后
,

.

侧重介 绍 M “ b

在食品科学中的应用及其前景
。

1 免疫学中的基本概念及原理
一’

_

免疫学中首先出现的两个基本概念便是抗原 (人 g )和抗体 (
a

b)
。

抗 原是一能够刺激机体

的免疫系统发生免疫应答
,

产生抗体或致敏淋巴细胞
,

并能在体内或体外与相应的抗体或致

敏淋巴细胞发生特异性结合的物质
。

由此得 出抗原具有二重性质
:
一是刺激机体的免疫系统

使之发生免疫应答的免疫原性 ; 二是在体内或体外与相应的免疫应答产物发生特异性结合的

反应性
。

作为抗原物质应具备的特点是异物性
、

高分子量 和 分 子 结构的复杂性
。

因此
,

在

食品 中所研究的若千大分子 ( 包括蛋白质
、

酶
、

多糖
、

核酸等 )都是良好的抗原 、 因而一些小

分子物质 (如激素
、

真菌毒素 )可以通过与大分子的载体 (如牛血清白蛋白
,

B S A ) 相
、

结 合成

完全抗原
。

如此
,

’

食品科学中遇到的几乎一切物质都可直接或间接地作为抗原
。

抗体则是抗

原引起的免疫应答的产物之一
,

可与引发
_

的抗原发生特异性结合
。

它是一类糖蛋白
,

人血清

中的抗体有 坛G l一 么,
I g M

,
I g D

,
工g E和 I g A 犷 在应用于免疫分析方法中的M ba 主

、

要为 I g G

和 I g M
。

抗体单体由两条相同的重链和相同的轻链排列成对称的
“ Y ”

形分子
。

I g G 为单体

结构
,

I g M 簇则是由 5个单体组成的聚合体
。 `

一

决定抗原分子与相应抗体发生反应之特异性为抗原分子表面具有特殊立体构象的有免疫

活性的化学基团一一抗原决定基 (或决定簇 )、 一个抗原分子可 以有若 干 不 同 的 抗 原 决 定

簇一一包括顺序决定簇和空间决定簇
。 ,

因此在制备抗体时
,

如用常规方法制备免疫血 清 (抗

体 )
,

现U这 种血清实际是针对多种抗原决走簇的不同的抗体混合物
; 而用杂交瘤技术获得的

M ba 是仅针对于抗原分子上的某一特定的抗原决定簇
,

因而具有较好的均一性和较高的专一

性
。

抗原抗体特异性结合后发生肉眼可见的凝集成沉淀反应是若干免疫学技术的基础
。

当抗

本文 1 9 88 年 11 月 4 日收到
。
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体在一定的电解质
、

pH 和温度等条件下与相应的适量抗原 (至少带有两个相同的抗原决定簇

结合时可形成大而密的网络状复合物
。

一抗体分子单体识别两个抗原分子上的抗原决定簇各

一个
,

余下的抗原 决 定簇 可与另一抗体上的抗原识别位点起反应
,

后者又可以另一识别位

点与另一抗原的决定簇结合
。

如果抗原为颗粒性的 (如细胞 )
,

则抗原抗体之间特异性结合反

应以凝集形式表现出来 , 如果抗原为可溶性的 (如蛋白质 )
,

则以沉淀表现出来
。

如果抗原分

子上仅有一个与抗体相对应的抗原决定簇
,

则仅能发生由一个抗体单体与两个抗原分子结合

形成可溶性复合物
。

遇到这种情况
,

我们可以对抗原或抗体进行加工
,

如将抗体结合到绵羊

红细胞 S( R B C )或胶乳颗粒上
。

1
。

1 单克隆抗体的优点

单克隆抗体较之常规血清具有以下优点
:

上面已经提到 M ba 仅针对抗原分子表面的单个抗原决定簇
,

因此其以全或无的方式 与

抗原决定簇反应 , 而用常规方法制备的免疫血清是针对多个抗原决定簇的
,

,

因此测定抗原分

子上的微细差异仅能依靠M a b
。

可以无限量的获得理化特性和免疫生物学特性明确的匀质 M 扭b
,

.

便 于研究方法和结 果

的统一和标准化
。

可更好地适用于以抗原抗体认别为基础的免疫学技术之其它分析技术
,

这些方法包括免

疫萤光试验
,

酶联免疫吸附试验等 , 而用常规血清则不易或无法达到这一点
。

二 相对投资等费用较低
,

并可根据不同用途制备不同 的 M a b
。

如 用于一般分析检测
,
则

可选择出亲和力强的M ba , 如 用在纯化抗原的亲和色谱中
,

则制成中等强度亲和力 的 M a
b

。

方 法

M a b 的制备

M a b 制备的原理和方法基本与

(通常为B A L B c/ 纯系小鼠 )
,

K o
h l

e : 和 M i l
s t e i n [’ ] 方法相同

。

首先将抗原免疫 ,\J 鼠

取其脾细胞 ( B细胞 )与粘液瘤细胞 (通常为
s p Z /0) 在 P E G存在

下进行融合
,

然后选择出能够连续分泌抗体的杂交瘤细胞
,

将这一细胞注入小鼠腹腔中
,

便

可 从 小鼠腹水制备大量理化及免疫学性质完全一致 的 M a b ,

这种杂交瘤细胞可在液氮中长

期保存
。

2
.

2 酶联免疫吸附试验 ( E L I S A )和放射免疫试验 ( R IA )
` .

在 E L l s A和 R I A 中
,

标记 上酶或放射性同位素的 M a
b 用于检测相应的抗原 ,

、

同样
,
亦可

将酶或放射性同位素标记抗原
。

除了标记物的夭然性质外
,

两种方法的原理十分相似
。

当然

就这种方法而言又有若干种
,

而且新的方法又在不断涌现
。

这里仅介绍最为常用的 E L si A 技

水
。

最为常用的 E L I S A技术之一是双抗夹心技术
。

首先将 M “
b 吸附于固相表面如聚苯乙烯

板的孔内壁 , 洗涤后加入待检样本 (抗原 )
,

洗涤
,

加入酶标 M a b , 洗涤, 加入酶催化底物
。

根据光密度判断结果
,

光密度值与样品中抗原的量成正比 (图 1 )
。

。

值得一提的是由
_

G “ e “
do n等 21t 于功 79 年介绍的生物素

.

亲和素系统
一

酶联抗 疫 吸 附 试

验
。

此方法具有比E L SI A 更为迅速和敏感之特点
。

在此方法中
,

M ba 不直接用酶标记
,

取而代

之的是 M a b 和 酶用低分子量的生物素标记
。

从鸡蛋白来 的 亲 和 素 和 由 S t er p ot m y ec
s

a vi d i ni i 分泌的链亲和素都具有四个结合生物素的结合部位
。

因此可将亲和素或链亲和素作
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口
1

团
忍

图

4 )加入底物

E Li s^操作程序

+ )1在聚丙烯酞酸凝

胶上电泳分离抗原

000心
·

今介司闷
、

司
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2 )电泳转移抗原

到硝酸纤维纸上

沿虚线剪开

3 )加入特定的酶联

Mab

4 )加入形成不溶性产

物的底物

图 2免夜吸印方法操作程序
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为生物素标记的 Ma
b和 酶之间的桥梁

。

由于可将若干生物素分子粘接到每一抗体和酶分子

上
,

因此可获得标记酶对 M a b 分 子的高比值率
。

有时根据用亲和素还是链亲和素作为桥分

子而将此方法分别称为 B R A B
一

E L sI A 2[] 和 E B S t r A L SI A 31t
。

此方法的实际操作 过 程 与

E LI S A 相似
,

其操作顺序是包被未标记 M a b一, 抗 原样本一一生物素标 记 M a b一 , 亲 和

素
、

链亲和素一 , 生物素标记的酶一 , 底物
。 :

2
.

a 免疫萤光技术 ( IF )

在免疫萤光技术中
,

抗原通过标记有萤光分子如FI T C 和M a b 来定位
。

在食品的组化研

究和抗原物质分布研究中很重要
。

首先将抗原固定于组织中
,

然后加入标记 M ba 让 其与固

定化抗原反应
。

多余的抗体用洗涤去除
。

最后在萤光显微镜下 通 过抗体分子上萤光素 的 激

发来观察抗原的存在
、

分布及排列等情况
。

值得注意的是酶标M
a b 及胶体金标记 M a b 也已

广泛用于定位固定于组织中的抗原
。 ·

2
。

4 免疫吸印技术

免疫吸印技术 4t] 为蛋白质混合物的电泳分离与由 E L Is A
,

R I A 和免疫萤光技术衍生的

方法进行抗原鉴定的结合 (图 2 o) 首先将非标记蛋 白质异质混合物通过聚丙烯酸胺凝胶电泳

分离
,

然后用一横向的电场将凝胶上已分离的蛋白质吸印到一张能牢牢结合蛋白质的硝基纤

维素膜上
,

用酶标 M a b 探测膜上抗原
,

洗涤后加入底物
,

或者先加上未标记 M ba
,

然后加

入标记酶的抗 M ba 的抗体
,

再加底物
。

这里标记抗体亦可用萤光素标记的或放射性同位素

标记 的 M ba
。

.2 5 免疫沉淀技术
·

免疫沉淀技术 51[ 最初用于从总核糖体制备物分离合成特定蛋白质的核糖体
。

各种不同的

方法都是基于仍结合于核糖体上初生肤被相 应班 ba 直接认识和结合的能力
。

然后通过加入

纯化抗原和额外M a b 以允许大的不溶性复合物的形成或通过加入第二抗 体 来 沉 淀 可 溶 性

M a b 初生肤一一核糖体复合物
。

另外
,

用金黄色葡萄球菌菌体蛋白 A 具有结合多种类型的 1 9

的位点
,

因此可用于
.

选择性去除免疫复合物
。

失活的经甲醛固定的金黄色葡萄球菌细胞可直

接用作吸附剂
,

吸附有 M a b一初生肤一核糖体的细胞可很容易通过离心收集
。

另 外
,

用 偶

联于 S e p h ar os
e
的蛋 白A 的亲和色谱柱来分离免疫复合物

。

从分离的 m R N A 在体内或体外转译合成的蛋白质或多肤亦可通过相似的方法从蛋白 质

混合物中选择分离
。

多肤与特定 M ba 反 应
,

所得到的沉淀物或是通过蔗糖梯度离心直接收

集或是加入第二抗体
,

亦可用蛋白A (图 3 )
。

.2 6 间接血凝试验 ( P H A )
_

间接血凝试验中的反向间接血凝试验 ( R P H A )是 目前应用较广的检测可溶性抗原的方法

之一
,

其具有灵敏
、

快速
、

容易操作和无需昂贵仪器等优点
,

而且经改用磺化红细胞以后
,

重复性较好
。

在 R P H A中
,

首先将 M ba 直接结合于经甲醛一一丙酮醛双醛化 S R B C 或
“

O
”

型人红细

胞上
,

然后加入样本
,

经过抗体致敏
。

红细胞与相应抗原作用发生红细胞凝集现象
,

经肉眼

直接判断结呆
。

-

除上述介绍的常用方法之外
,

尚有玻片凝集试验
,

环状沉淀试验
、

琼脂扩散试验以及用

于抗原高纯或超纯制备的亲和色谱技术等
。

,
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3 应用范例
.

必
8

。

1 优良大麦品系的选育和鉴定

大麦在酿制 乙醇饮料中具有极其主要的地位
,

其质量的高低直接影响产品的质量
。

由于

大麦钓第一限希牢性氨基酸为赖氨酸
,

因
`

此选育高赖氨酸含量白饥大麦以增加其营养价值具有极

大的意义
。

S P一 亚困为在H i p r
ol, y大麦品系中发现的一种白蛋白

’
,

其赖氨酸含量为 ri
.

5 %
,

并发现 S .P一亚具有抑制糜蛋白酶活性作用 (故又称为 C卜?2) 71[ 石与 c l一 8 相似的“ 种自蛋白
C l一 11 8] 亦具有抑制糜蛋白酶活性之作用

。

由于这两者的结构十分相似
,

用常规血清不易区

允 而用杂女瘤技禾制备其 M
a

b
,

可很好地解决这一问
,

题
。

现 在 ,, C r一 2 的免疫萤光检测

方法
,

放射免疫扩散检侧方法以及 E L si A 已建立并已用于育种程序中191 ` 01 。

用C l一方 M a b
、

沉淀核塘体一m R N A
一

C l~ 2复合物来提取编码 C l̀ 2 的
·

m R N A
,

用 于
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C N D A
o

.

将此合成的 C DN A组装到一定载体中来转化细胞
,

改良大麦品系的工 作 正 在 深 。

入 110 1。

8
。

2 食品营养及质量控制

有害微生物污染食品是食品工作者和食品科学工作者解决的重要问题之一
。

用有关病原

微生物及腐败微生物的特异侄M A b建立的 E L I S A 和 F1 等方法具有迅速
、

敏感
、
经济和准确

地确定何种有害微生物污染之优点
,

因而具有广泛的应用前景
。

针对于沙门氏菌属 A ~ F 群

之特殊性M a b 国内全部建株
,

初步用于肉样及其制品 已取得满意的结果
。

由于有机磷化含物作为杀虫剂在农业和畜牧业中广泛使用
,

有机磷对环境和食品的污染

巳成为世界性公害
,

而用于有机磷的检测方法多半是费时
、

费工和不标准
。

最近
,

P
.

S c h m i

dt 等 〔川用竞争抑制性酶免疫试验 ( C I E I A ) 来定性和定量检测甲基磷酸一氨苯基
一

1
,

22
一

三

甲基丙基双醋 ( M A T P )
,

取得较好的结果
,

检测最低浓度为 1 0
一 10 m ol / L

。

由于M A T P 分子

量很小
,

为一半抗原
,

因此作者将M A T P 与 B S A偶联制成完全抗原
,

然后用此制备免疫血

清用 于 C I E I A 中
。

但此方法的标准化仍存在问题
,

因为用的是常规血清
,

而且此血清的制
备十分烦琐

。

如使用 M
a b 代 替常规血清原可克服上述问题

。

其它有机磷的检测亦可采用根

似的方法进行
。

,

免疫学检测方法在食品毒理学中的应用已相当普遍
,

在不少方法中使用 抗 体为 M ba
,

这里就不再枚举其应用了
。

8
。

8 细胞和酶的固定化

细胞和酶的固定方法很多
,

主要有物理吸附
、

包埋和化学键合
。

最新发展起来的抗体固

定化酶和细胞方法 〔̀ 2

伪细胞和酶的固定化开辟了一条新路
。

用此方法还可对酶进行共 固 定

化
。

首先用杂交瘤技术制备针对所要固定的酶之特异 性 M a b
,

然后将M a b 固定于基质上
,

加入相应的酶
,

通过抗体抗原 (酶 )间特异性结合反应可将酶固定上
。

如果将几种酶的特异性

M a b 同 时 固定于同一基质上
,

则通过抗体抗原的结合可进行多酶 的共固定化
。

另外
,

用四

交瘤技术可选择出具有两个不同特异性结合部位的 M a b
,

这 样
,

一个M
a b 单体

,

可结合上

两种酶
。

细胞的固定化亦可运用此有法进行心

除上述的应用之外
,

免疫学技术还广泛用于食品的组化研究中
。

通过杂交瘤技术选择出

亲和力适中的 M a b 制 成亲和色谱可广泛用子各种大分子物质的纯化和制备
,

而且此方法对

于一些有生物活性的大分子来说更为有用
。

, ,

结 论
内
写

-

免疫学方法是极为有角的夯板殊术
,
加乏有了 M a

b 代 替常规血清
,

.

使其使用更为广泛

和深入
。 其在毓料草币时应

用必蒋引起食品科学分析手段的重大变章
二

班而言犷常规礁
所能适应的免疫学姆

:
一

Ma
“

.

都 可代替补 而在一些免疫学友法

中M a b 更具优越性
。

`
、
`

,

所真有解
性的桐

通过一定
碑拯为真青赫卿

物质都句浦触
学
砖加

一

以恻
及分离提纯

。

一
、

杂交瘴技术和M如的产兽疚界肺i哆毛 基自
一

拿瘫辱和
不断卑善是必妻的

一
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:
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,
以抗原抗体间特异性结合为基础的分析和应用新方法将不断涌现

。

. .
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