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抗黄精皂苷多克隆抗体的制备

齐斌，谷文英
(江南大学食品学院，江苏无锡214036)

摘要：首先将薯蓣皂苷通过3一羟基位的改造，制成3一琥珀酰薯蓣皂苷，再通过碳二亚胺将其与牛

血清白蛋白和卵清蛋白偶联制成免疫原和包被原，免疫新西兰大白兔制备出多克隆抗体，抗体效

价为1：12800，为进一步建立黄精皂苷ELISA方法打下基础。
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Preparation of Multiclonal Antibody of Anti-P．sibiricumredoute Saponins
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Abstract：The diosgenin was firstly modified into the diosgcnin-3-succinate at its hydroxyl

position．Then the diosgenin-3一succlnate was conjugated with bovine serum albumin(BSA)and

the egg albumin(OVA)，respectively．The diosgenin一3一succinate and the BSA conjugate was used

as the immunogen．The diosgenin一3一suecinate and 0VA co川ugate was used as the antigen。White

rabbits was immunized with the immunogen．The high titer(1：12800)muhiclonal anti—diosgenin

antisera was obtained．This study provided the basis for the establishing of the ELISA of P．

sibiricum Redoute saponins．
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黄精皂苷是黄精中的重要生理活性物质，其检

测方法多用以薯蓣皂苷为标准品的比色法，影响因

素较多。由于薯蓣皂苷是小分子物质，为半抗原，

不能够直接作为免疫原注射动物使之产生抗体，需

连接到蛋白质等大分子上才具有免疫原性。本研

究的目的是以薯蓣皂苷一牛血清白蛋白为免疫原

免疫新西兰大白兔．利用产生的多克隆抗体建立间

接ELISA方法，来探讨定量检测黄精皂苷含量的

可行性。
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1试验材料

1．1试剂 ，

薯蓣皂苷(Diosgenin简称DIO，Sigma公司产

品)、N一羟基琥珀酰亚胺(NHS，Mereker公司产

品)、水溶性碳化二亚胺(EDC，Sigma-Aldrich公

司产品)、琥珀酸酐(上海化学试剂厂产品)、二甲基

甲酰胺(DMF，Sigma公司进口分装)、四甲基联苯

胺(TMB，Sigma公司产品)、辣根过氧化物酶标记
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羊抗兔IgG(珠海百奥生物技术有限公司产品)、卵

清蛋白(oVA，Sigma公司进口分装，相对分子质量

45 000)、牛血清蛋白(BSA，Sigma公司进口分装，

相对分子质量67 000)、弗氏完全佐剂(FCA，Sigma

公司产品)、弗氏不完全佐剂(F1CA，Sigma公司产

品)，磷酸盐缓冲液(PBS：氯化钠8．0 g，氯化钾0．2

g，磷酸氢二钠2．9 g。磷酸二氢钾0．2 g，加蒸馏水

定容至1 L)，其它试剂均为国产分析纯。

1．2试验动物

新西兰大白兔2只，江苏省农业科学院实验动

物中心提供，许可证scxk(苏)9002—0025。

1．3仪器设备

Agilent 1100 LC／MSD四级杆液质联用仪，紫

外一可见分光光度计(Perkin Elmer Lambda25)，酶

标板(96孔，cORNING)，酶标仪(LABsYSTEM)，

洗板机(LABSYSTEM)，移液器(Jencons Seal—

pette)等。

2试验方法

2．1半抗原的合成

将4一二甲基吡啶(0．027 32 g)和琥珀酸酐

(o．425 05 g)溶于10 mL无水吡啶中，再加入薯蓣

皂苷(0．046 03 g)，于55℃水浴回流反应48 h，用

20 mL水终止反应，再加人25 mL二氯甲烷萃取3

次。将有机层合并后分别用25 mL 1％醋酸和25

mL水各洗涤3次，减压浓缩近干，再将残余物溶于

甲醇，产物直接用于薄层层析、液质联用仪分析鉴

定叫。

2．2人工抗原的合成

用活泼酯法台成免疫原及包被抗原。将(36．1

pm01)半抗原，EDC(35．9／1m01)，NHs(79．9 pm01)

加入1 mL无水DMF，4℃保存24 h。为了增加半

抗原在水相中的溶解度，向DMF中加人2 mL的二

氧六环后。再加入含有16 mg BSA溶液(用0．1

mol／L的NazCO。溶液配制)，4℃搅拌24 h。反应

结束后，在1 L 0．15 mol／L NaCl溶液中充分透析

72 h。蛋白透析溶液用0．15 mol／L NaCi稀释，调

整其最终质最浓度为1 mg／mL，分装后于一20℃

保存。包被抗原的制作方法与免疫原相同，载体蛋

白使用卵清蛋白(OVA)。利用紫外吸收法对半抗

原及载体蛋白偶联结果进行鉴定o。]。

2．3抗体的制备

用合成的DI口BsA作为免疫原。选取2只

1_5～2．0 kg的纯种雄性新西兰大白兔作为试验动

物，试验前一周采集阴性血清01]。

具体免疫程序如下：

1)首次免疫采用每只1 mg免疫原与等体积弗

氏完全佐剂混和，乳化成油包水结构后进行背部皮

下多点注射(40点左右)。

2)3周后用同样剂量的免疫原与等体积不完

全弗氏佐剂进行加强。

3)．此后每隔两周加强一次。

4)第4次开始，每次免疫1周后，兔耳缘静脉

采少量血，分离血清，以阴性血清作对照，采用IC-

ELISA法测定抗体效价，效价达2×104后，进行最

后1次免疫。

5)最后一次用加倍量抗原的生理盐水稀释液

直接耳缘静脉注射，1周后心脏采血，将采集的血液

先于室温下静置，待血球凝集后转入37℃烘箱中

放置1 h，再转人4℃冰箱内，24 h后离心取上清。

添加终质量浓度为0．01 g／dL的硫柳汞，分装后于

一20℃冻存。

2．4抗体的纯化

采用硫酸铵二步沉淀法“1纯化抗体。取10 mL

上清液与等量的生理盐水混合，边搅拌边逐滴加到

10 mL饱和硫酸铵溶液中，4℃过夜，使其充分沉

淀。3 000 r／min离心20 min，弃上清液，以生理盐

水溶解沉淀并定容至10 mL，再逐滴加到5 mL饱

和硫酸铵溶液中，4℃过夜。重复第二步1次。将

末次离心后所得沉淀物以PBS溶解并定容至LO

mL’，装入透析袋。在4℃1 L PBS中透析7z h(换

液4次)，取透析袋内样品作适当稀释后，紫外扫描

测蛋白含量。最后制成冻干粉，于--20℃保存备

用。

2．5抗体效价的测定

间接非竞争ELISA法测定抗体效价，用方阵

滴定法确定抗体及包被抗原的工作浓度““。选择

OD值为1．0时的抗原抗体稀释浓度作为抗原抗体

最佳工作浓度。

3结果与分析

3．1半抗原的鉴定

薯蓣皂苷琥珀酸半抗原的合成见图1，薯蓣皂

苷琥珀酸半抗原的TLC鉴定见图2。

薯蓣皂苷作为一种小分子物质，必须经过结构

改造后与大分子载体蛋白结合才具有免疫原性。

小分子物质对抗体的特异性取决于免疫原的结构，

国内外很多学者对薯蓣皂苷的结构改造进行尝试。

Manju Sarkar等“3建立了薯蓣皂苷的均相酶免疫

测定，Darcy R．Driedger[13制作了薯蓣皂苷的抗体。
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作者的实验结果与文献报道相符。从TLC上可以

看出，薯蓣皂苷(DIO)与琥珀酸酐反应形成DIO-3一

琥珀酸半酯，连接上羧基后导致极性下降，致使物

质极性增大，在正相硅胶板上保留值大，斑点出现

H

在距原点较近位置。且带有羧基基团的物质在展

层的过程中容易解离，导致斑点呈弧形，出现拖尾

现象。

薯蓣皂苷
。

薯蓣皂苷．3-琥珀酸半酯

图1薯蓣皂苷琥珀醮半抗原的合成示意图

Fig．1 Sketch mapping of synthesis of the diosgenln-3。succinatr

注，A，薯蓣皂苷}B：薯蓣皂苷琥珀酸半酯(改造的半抗原)；展

开剂为V(氯仿)；v(甲醇)一9：1上行展开，浓硫酸喷雾显色

围2薯蓣皂苷半抗原改造眦分析
Fig．2 TLc analysis of diosgenin-3。succinate

3．2人工抗原的鉴定

薯蓣皂苷一3一琥珀酸酐和牛血清白蛋白及卵清

蛋白的偶联紫外扫描图谱分别见图3，4。

波长／nm

图3 DIO-BSA絮外扫描图谱

Fig．3 Ultraviolet SO．all of DIO-BSA

波长／nm

图4 DIO-OVA紫外扫描图谱

Fie．4 Ultraviolet s∞of DIO-OVA

从图3，4可以看出：采用紫外可见分光光度计

对半抗原、偶联物及蛋白质进行紫外全波长扫描，

半抗原在260 i3rll尉近有吸收峰，半抗原一蛋白质偶

联物在同样位置有突起，偶联物在280～260 niTEr吸

收曲线有上扬趋势，可能是由于BsA结合上半抗原

后吸收峰出现叠加引起，由此推断半抗原与蛋白质

偶联成功。再经最终的动物免疫证明合成偶联物

有良好的免疫原性。

3．3抗体效价的测定结果

取2只兔子的阴性血清作ELISA分析，OD。。。

接近0，表明兔子体内不存在半抗原对应的抗体，2

只兔子均可用于制备抗体的免疫动物。经过多次

加强免疫后，取血清测效价，其中以A471号兔子产

生的抗体效价最高，为12 800，另一只效价较低，说

明免疫动物个体之问在应答方面存在差异。

以大于阴性血清吸光度值z．1倍计(P／N≥

2．1)，两只新西兰大白兔的抗血清效价(以2“g／

mLDI口OVA作为包被原)分别为1：5600，1：

12800，选择效价最高的A471血清建立ELISA方

法，其优化的工作质量浓度为包被抗原2 pg／raL，

抗体稀释度为1：10000。

在最佳工作质量浓度条件下测定不同质量浓

度薯蓣皂苷对抗原抗体结合的标准抑制曲线，所制

备的多克隆抗体能较好地识别薯蓣皂苷，其标准曲

线在5．105×1旷～3．972×10。1 pg／mL线性范围内

呈相关性，回归方程A=32．021 lg c+189．02，相关

系数R2—0．997 4，最低检测下限I。。为2．468×101

,g／mL。

4结论

将小分子的薯蓣皂苷进行琥珀酰改造，制备的

3一琥珀酰薯蓣皂苷作为半抗原，通过EDC偶联到牛

血清白蛋白和卵清蛋白上， (下转第23页)

眦

=：岫／／‰ 商
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Leu—OMe形式存在。同理，方程式如下：

Z-Phe(固相)一Z Phe(液相)

Z—Phe(液相)一Z_Phe。+H+

Z-Phe-+Leu—OMe+H+一Z-Phe-Leu—C)Me

+H，O

归纳三方程可得

z—Phe(固相)+Leu ClMe—Z—Phe—Leu—C)Me

+H，O

因此，随着反应的进行底物氨基酸逐渐被反应

完全，过量的KHCO。存在下体系pH值升高。

3结论

1)高固液比体系中酶催化合成Z-Phe-Leu—

OMe表现出很高的催化效率，适当的固液比条件下

(本文为3 mL水／mmol底物)体系的催化效率达到

最高，反应前5 h转化率即达到80％，平均反应速

率为0．053 mmol／(mL·h)。

2)高固液比催化体系pH调控与均相酶催化体

系有着很大的区别，本文采用难溶性固体CaCO；调

节体系pH，体系pH值稳定在7．54，产物得率高达

90．92％。
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制备出免疫原和包被原。用免疫原免疫新西兰大

白兔，获得的抗体效价达到1：12 800，其工作质量

浓度为2“g／mL，抗体稀释倍数为1：10 000。其

标准曲线在5．105×10。3～3．972×10。1 pg／mL线性

范围内呈相关性，抗体对薯蓣皂苷有特异性识别。
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除具有较宽的检测范围外，最低检测限可达到

2．468×10_。“g／mL，而且免疫学检测方法还具有

前处理简单，分析成本低等优点，适宜于对现场及

实验室大批量样品进行快速测定。为黄精皂苷

ELISA检测方法的建立创造良好的基础条件。
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