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展青霉素人工抗原及多克隆抗体的研制

邓舜洲， 许杨。
(南昌大学食品科学教育部重点实验室，江西南昌330047)

摘 要：采用戊二酸酐法合成展青霉素一半戊二酸(PAT—HG)，通过活泼酯法将PAT—HG偶联到

牛血清白蛋白，制备了展青霉素免疫抗原(PAT_HG—BSA)，免疫3只BALB／c小鼠，经4次免疫

后，1号小鼠血清抗展青霉素抗体效价达1：1600，且小鼠抗展青霉素多克隆抗体与展青霉素检测

抗原的结合能被展青霉素阻断。
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Preparation of Artificial Antigen and Polyclonai Antibody of

Mycotoxin Patulin
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Abstract：The hemiglutarate—patulin(PAT—HG)was prepared by esterification with glutarate，

then，it was conjugated to bovine serum albumen(BSA)to{orm immunogen(PAT—HG—BSA)by

ester method．The titer of anti—PAT antibodies in one BLAB／c mice serum，immunized bv PAT—

HG—BSA，was about 1：1600，in which antibodies binding to PAT—MOVA was inhibited by free

patulin．
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展青霉素(Patulin，PAT)是由真菌(扩张青霉、

展青霉、棒型青霉等)产生的一种次级代谢产物，

Glister(1941)在牛津大学首先发现并分离纯化，实

验发现展青霉素是一种广谱抗生素，可应用于人感

冒的治疗[1]，但随后的研究证实它对实验动物有较

强的毒性，从此对展青霉素的研究重点转移到其毒

性及对食品和饲料的污染上。展青霉素主要污染

苹果、山楂及其制品EZ-a3，具急性和亚急性毒性、免

疫毒性、致畸、致突变作用等H-6]，鉴于展青霉素对

水果的污染以及对人体的危害，中国和欧盟等国家

规定苹果、山楂制品中展青霉素最高允许量为50

／．tg／kg。展青霉素的检测方法主要包括薄层色谱法

(TLC)、高效液相色谱法(HPLC)和气相色谱法

(GC)等口-8]，但上述方法均难以实现对批量样品的

快速检测。虽然免疫学检测方法具有特异性强、灵

敏度高、实验操作较简单、适于大量样品的快速检

测等优点，已广泛应用多种真菌毒素检测，但目前

国内外尚未见展青霉素免疫学方法检测的报道。
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真菌毒素等小分子物质单克隆抗体研制的前提是

制备其人工抗原及免疫动物。作者制备了展青霉

素人工抗原，免疫BABL／c小鼠产生了抗展青霉素

多克隆抗体，为展青霉素单克隆抗体的研制提供了

一定的依据。

1材料与方法

1．1试剂与仪器

展青霉素(Patulin，PAT)、4--"甲基氨基吡啶

(4一Dimethylaminopyridine，DMAP)、N，N。羰基二

咪唑(1，1-Dicyclohexylcarbodiimide，CDI)、戊二酸

酐(Glutarate)、牛血清白蛋白(Bovine Serum Albu—

men，BSA)、卵清蛋白(Ovumalbumin，OVA)、二环

己基碳化二亚胺(Dicylochexylcarbodiimide，DCC)、

氮羟基琥珀酰亚胺(N-hydroxysuccinimide，NHS)、

福氏完全佐剂和福氏不完全佐剂：均为Sigma公司

产品；铝薄层层析硅胶板：德国Merck公司产品；酶

标仪：Labsystems公司产品；Ultrospec紫外可见光

光谱仪：美国安玛西亚公司产品；BABL／c小鼠：购

自江西医学院动科部。

1．2实验方法

1．2．1制备型薄层层析硅胶板的制备取质量分

数0．25％羧甲基纤维素钠水溶液100 mL，加入37．5

g薄层层析硅胶HF2。。(HG／T 2354-92)，用玻璃棒充

分搅匀，平均铺到3～4块洁净的玻璃板上(13 cm×

16 cm)，在水平的桌面上交替振动玻璃板四角使硅胶

均匀分布于玻璃板，自然干燥，110℃活化2 h。

1．2．2展青霉素免疫抗原(PAT—HG--BSA)的制备

1)PAT-HG的合成 展青霉素一半戊二酸

(PAT—HG)的合成原理见图1。

》翟旦‘》穹如一。

CH3

CH3

O

H0一旦一(CH：)一C一 2)

+Cp：盖
0 DMAP

Pat．HG

图1 PAT—HG合成原理图

Fig．1 Preparation of PAT-HG

将展青霉素、戊二酸酐和DMAP溶于无水四

氢呋喃(摩尔比为1：20：4)，37℃振荡反应2 h

(TLC监控反应)，加蒸馏水终止反应。将反应产物

点到制备型薄层层析硅胶板上，在展层缸内展层(V

(正己烷)：V(乙酸乙酯)：V(乙醇)一5：3：1)，

256 nm紫外光下刮下目标产物展青霉素一半戊二酸

(PAT—HG)条带，将刮下的硅胶装入离心管中用甲

醇洗脱3次，真空抽干甲醇，残留物为纯化的PAT—

HG。

2)PAT-HG与载体蛋白的偶联PAT-HG与

载体蛋白的偶联采用活泼酯法，合成原理见图2。

PAT-HG、NHS、DCC溶于无水四氢呋喃(摩尔比

为1：2：4)，15℃振荡反应6 h(TLC监控反应)；

离心除去沉淀，真空抽干四氢呋喃，残留物溶于

DMSO；缓慢滴人溶于0．13 mol／L NaHCO。的5％

牛血清白蛋白(BSA)溶液，15℃避光条件下，缓慢

振荡反应过夜；4℃0．1 mol／L pH 7．4磷酸盐缓冲

液(PBS)中透析3 d，冷冻真空干燥，即得展青霉素

免疫抗原(PAT—HG-BSA)。
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图2展青霉索免疫抗原PAT-HG-BSA的制备原理图

Fig．2 Preparation of Patulin immunogen PAT-HG-BSA

1．2．3展青霉素检测抗原(PAT—MOVA)的制备 ℃0．1 mol／L pH 7．4磷酸盐缓冲液(PBS)中透析

1)MOVA(Modified Ovumalbumin)的制备 3 d，冷冻真空干燥，即得展青霉素检测抗原(PAT一

将300 mg鸡卵清蛋白(OVA)和400 mg EDAC溶 MBSA)。

于15 mL蒸馏水中，加入质量分数10％乙二胺水溶

液1 mL，用1 mol／L盐酸调pH值至5．5，室温下缓

慢搅拌反应2 h；再加入200 mg EDAC，并用1

mol／L盐酸调pH值至5．5，室温下继续缓慢搅拌

反应过夜，用蒸馏水4℃透析3 d，冷冻真空干燥后

4℃保存备用[9]。

2)PAT-MOVA制备采用CDI法制备展青

霉素检测抗原r10]，合成原理见图3。0．5 mg展青霉

素溶于300 pL元水四氢呋喃中，加入2 mg CDI，37

℃反应30 rain，真空抽千四氢呋喃，残留物溶于200

弘L，加入2 mg MOVA溶液(溶于0．1 mol／L，pH

7．2磷酸缓冲液)，室温条件下缓慢振荡反应2 h，4

1．2．4抗展青霉素多克隆抗体的制备

1)免疫BALB／e小鼠 PAT—HpBSA与等量

弗氏完全佐剂乳化后经多点皮下注射免疫3只

BALB／c小鼠(200 pg／只)；2～4周后，PAT—HG-

BSA与等量弗氏不完全佐剂乳化后作为免疫原

(100,g／只)，皮下、腹腔注射加强免疫，共加强免疫

3次；最后一次免疫后第10～14 d采血，分离血清，

检测血清抗体效价。

2)小鼠血清抗体效价及抗体特异性测定 以

PAT—MOVA为检测抗原，采用间接ELISA法检测

小鼠血清抗体效价，竞争间接ELISA法检测小鼠

血清抗展青霉素多克隆抗体的特异性。
o

PAT

o

O

。_ILN肛囤
PAT．M0溯

图3展青霉素检测抗原的制备原理图

Fig．3 Preparation of Patulin detective antigen PAT-MOVA
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2 结 果

2．1展青霉素人工抗原的制备结果

从图4可看出，随反应时间延长，展青霉素

(Patulin)逐渐减少，而展青霉素一半戊二酸(PAT—

HG)量不断增加，反应2 h仅见PAT—HG条带，展

青霉素条带消失，表明反应完全，且未见明显的副

产物。

图4 PT-HG制备反应过程TLC监控图

Fig．4 TLC monitoring picture of PAT-HG preparation

展青霉素、PAPHG紫外扫描图(图5、6)表明

，PAT-HG仍具有展青霉素的特征紫外吸收峰，说

明在制备PAT-HG的化学反应过程中未改变展青

霉素的结构。但在220 nm的紫外吸收比展青霉素

强(由于HG在200～220 nm具有紫外吸收)，可推

断展青霉素与半戊二酸(HG)连接成功，且通过薄

层层析(TLC)纯化得到了较高纯度的PAT—HG。

图5展青霉素标准品紫外扫描图

FIg．5 The ultravioler spectrum of PAT

图6 PAT-HG紫外扫描图

Fig．6 The ultravioler spectrum of PAT-HG

图7、8结果表明，PAT—HG已偶联到载体蛋白

BSA上，PAT—HG-BSA的紫外吸收峰为BSA、

PAT—HG二者的叠加紫外吸收峰。除280 nm外，

展青霉素无其他紫外吸收特征，因此，作者通过280

rim的叠加值计算合成的展青霉素人工抗原中展青

霉素与载体蛋白的偶联比。经计算，免疫抗原

PAT—HG—BSA的偶联比为10：1(每个BSA分子

上平均偶联10个展青霉素分子)，展青霉素检测抗

原(PAT—MOVA)的偶联比为7：1。

波长／nm

图7 PAT-HG-BSA紫外扫描图(蛋白质质量浓度0．5

mg／mL)

Fig．7 The ultraviolet spectrum of PAT-HG-BSA(the

protein concentration is 0．5 mg／mL)

图8 BSA紫外扫描图(蛋白质质量浓度0．5 mg／mL)

Fig．8 The ultraviolet spectrum of BSA(the protein

concentration is 0．5 ma／mL)

2．2抗展青霉素多克隆抗体的制备结果

第三次加强免疫后10 d，采血分离血清，以

PAT—MOVA为检测抗原，间接ELISA法测定血清

抗体效价，其中1只小鼠血清抗体效价为1：

1 600，另2只小鼠血清抗体效价为1：200。

2．3小鼠多抗展青霉素克隆抗体特异性

以展青霉素人工抗原(PAT—MOVA)为检测抗

原，竞争间接ELISA法测定抗展青霉素多克隆抗

体的特异性(图9)，显示小鼠血清多克隆抗体与展

青霉素检测抗原的结合能被展青霉素标品阻断，说

明免疫小鼠产生了抗展青霉素特异性抗体。
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图9小鼠抗PAT血清的间接竞争ELISA曲线

Fig．9 The indirect competitive ELISA curve of mouse

anti_。PAT antibody

3讨 论

展青霉素是一种小分子化学物质，无免疫原

性，要制备抗展青霉素抗体，必须将其偶联到相对

分子质量较大的载体上(如BSA、OVA等)。由于

展青霉素结构简单，只有羟基能用于活化与载体蛋

白偶联。McElroy等(1993)报道了展青霉素人工

抗原制备方法，将10 mg展青霉素、2 g戊二酸酐、

0．7 g DMAP(摩尔比为l：2750：883)溶于55 mL

无水四氢呋喃，回流45 min后加10 mL水终止反

应，用硅胶柱纯化展青霉素活化产物(PAT—

HG)[11|。实验显示，随着戊二酸酐和DMAP的量

增加、或反应温度升高，反应的副产物也逐渐增加，

通过优化反应条件，降低了戊二酸酐活化展青霉素

羟基的反应温度、戊二酸酐和DMAP的用量，展青

霉素、戊二酸酐和DMAP的摩尔比为1：20：4，37

℃振荡反应2 h，可充分活化展青霉素(见图4)。

目前展青霉素的检测方法主要包括TLC、HPLC
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和GC，但这3种方法都难以实现对批量样品的快

速检测。虽然免疫学检测方法具有特异性强、灵敏

度高、实验操作较简单等优点，广泛应用于食品中

真菌毒素检测，但目前国内外尚未见展青霉素免疫

学检测方法的报道，其原因可能是由于展青霉素的

不稳定性[1卜16]。

作者在展青霉素人工抗原合成过程中采用了

不同的化学方法、不同的载体蛋白制备免疫抗原和

检测抗原，减少了交叉反应。结果表明，如以PAT—

HGOVA(制备方法与免疫抗原相同)为检测抗原，

间接ELISA方法检测本实验的3只免疫小鼠血清

中的抗体效价均达1：50 000以上。其原因可能是

展青霉素在不同偶联方法制备的人工抗原中的分

解途径不同，以PAT—MOVA为检测抗原可针对性

检测出小鼠血清中抗展青霉素特异性抗体。由于

动物个体差异，用相对分子质量较小、结构简单的

真菌毒素人工抗原免疫一批小鼠，只有少数小鼠能

产生较高水平的特异性抗体，因此本方法可减少今

后制备抗展青霉素单克隆抗体时对免疫小鼠选择

的盲目性。

由于展青霉素的不稳定性，接种到小鼠体内的

展青霉素人工抗原容易分解，致使免疫小鼠难以产

生高水平抗展青霉素的特异性抗体，为筛选到分泌

抗展青霉素单克隆抗体的杂交瘤细胞增加了难度，

实验免疫的3只小鼠中只有1只产生了较低水平的

抗展青霉素抗体，目前课题组正在试图提高小鼠抗

展青霉素多抗的效价。总之，制备抗展青霉素单克

隆抗体，建立展青霉素免疫学检测方法，首先必须

解决展青霉素的稳定性，或在展青霉素降解前使动
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以Be一7号菌株为最优，Be一7号菌株菌丝分枝多且

均匀，生长速度快，菌丝生长茂盛，在28℃，pH 5．4

～5．8下，以马铃薯10 g／dL，蔗糖2 g／dL，豆饼粉
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0．6 g／dL，KH2P04 0．3 g／dL，MgS04·7H20 0．2

g／dL，CaCO。0．2 g／dL发酵培养基上进行液体发

酵，胞外多糖产量比出发菌株高30．40％。
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