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摘要: 【目的】探究石房蛤毒素(ＳＴＸ)完全抗原制备方法和 ＳＴＸ 多克隆抗体免疫方案ꎮ 【方法】通过碳二

亚胺法(ＥＤＣ)和高碘酸盐法(ｐｅｒｉｏｄａｔｅ ｒｅａｃｔｉｏｎ) ２ 种交联方法ꎬ将小分子石房蛤毒素与牛血清白蛋白

(ＢＳＡ)、鸡卵清蛋白(ＯＶＡ)和孔血蓝蛋白(ＫＬＨ)分别进行交联ꎬ制备了 ６ 种形式 ＳＴＸ 完全抗原ꎬ并对交

联物进行琼脂糖凝胶电泳鉴定和紫外吸收峰迁移变化鉴定ꎮ 分别将 ＥＤＣ 法和高碘酸盐法交联的 ＳＴＸ￣
ＢＳＡ、ＳＴＸ￣ＫＬＨ ４ 种完全抗原作为免疫原ꎬ对 Ｂａｌｂ / ｃ 小鼠进行免疫ꎬ获得 ＳＴＸ 多克隆抗体ꎮ 通过间接

ＥＬＩＳＡ 法ꎬ对不同方法制备的多克隆抗体进行分析比较ꎮ 【结果】在石房蛤毒素完全抗原的制备中ꎬ在交

联方法的选择上ꎬＥＤＣ 法较高碘酸盐法更具优势ꎻ而在免疫原的选择上ꎬＳＴＸ￣ＢＳＡ 完全抗原效果最好ꎮ 【结论】本研究探究

了 ２ 种制备 ＳＴＸ 完全抗原的方法ꎬ为今后多克隆抗体生产以及特异性单克隆抗体筛选提供数据支撑ꎮ
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　 　 石房蛤毒素( ｓａｘｉｔｏｘｉｎꎬ ＳＴＸ)是一种毒素极强

的胍胺类神经毒素ꎬ为麻痹性贝类毒素 ( ｐａｒａｔｉｃ
ｓｈｅｌｌｆｉｓｈ ｐｏｓｉｔｉｏｎ)的主要成分之一ꎬ该毒素主要来源

于海水或淡水中的膝沟藻、海洋甲藻、淡水蓝藻等

有害浮游生物ꎬ通过食物链积累于蛤类、贝类以及

蟹类等水产中ꎬ哺乳动物食用了这些被污染后的水
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产后ꎬ会引发呼吸麻痹、死亡等一系列中毒反应(李
淑冰等ꎬ２０００)ꎮ ＳＴＸ 对小鼠的半致死剂量 ＬＤ５０为

１０ μｇ􀅰ｋｇ－１(陈常英等ꎬ１９９４)ꎮ ＳＴＸ 在世界分布广

泛ꎬ在我国的山东、福建、广东等地均发生过人类误

食 ＳＴＸ 污染的水产品后引发的中毒事件(孔凡洲

等ꎬ２００７)ꎮ 因此ꎬ渔业生产中亟需一种简便、快速、
灵敏的 ＳＴＸ 检测方法ꎮ

目前ꎬ国际上用于检测贝类毒素的方法主要为

理化分析法和生物测定法ꎮ 理化分析法包括高效

液相色谱法 ( ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａ￣
ｐｈｙꎬ ＨＰＬＣ)、液相色谱( ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈ￣ｍａｓｓ
ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｅｒꎬ ＬＣ￣ＭＳ)、分光光度法、免疫化学法ꎮ
其中ꎬ较常用的 ＨＰＬＣ 能精确测定毒素的种类和含

量ꎬ但样品前处理较繁琐且需要昂贵的仪器(马燕

玲ꎬ２０１３)ꎮ 生物测定法包括小鼠生物测定法

(ｍｏｕｓｅ ｂｉｏａｓｓａｙꎬ ＭＢＡ)、酶联免疫吸附测定法(ｅｎ￣
ｚｙｍｅ￣ｌｉｎｋｅｄ ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｎｅｎｔ ａｓｓａｙꎬ ＥＬＩＳＡ)、家蝇生

物分析法(ｈｏｕｓｅ￣ｆｌｙ ｂｉａｓｓａｙ)、蝗虫生物分析法( ｌｏ￣
ｃｕｓｔ ｂｉｏａｓｓａｙꎬ ＬＢＡ)、神经细胞生物分析法(ｎｅｕｒｉｏｎ￣
ａｌ ｂｉｏａｓｓａｙ)等ꎮ 其中ꎬＭＢＡ 是国际上较通用的方

法ꎬ该方法方便、快捷且成本低廉ꎬ但测定结果受小

鼠个体的影响较大ꎬ误差大、重现性差ꎬ不能分析样

品中的具体组分ꎻＥＬＩＳＡ 简便、快速、灵敏、成本低ꎬ
同 ＭＢＡ 及 ＨＰＬＣ 相比ꎬ更快速经济ꎬ以满足大批量

样品快速筛查的需要(Ｚｈｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１８)ꎮ 目前ꎬ我
国对 ＳＴＸ 的研究较少ꎮ 本试验通过 ２ 种不同的方

法ꎬ使用微量的 ＳＴＸ 制备了多种 ＳＴＸ 多克隆抗体ꎬ
并采用酶联免疫分析对其效价进行比较ꎬ以期为商

业化生产多克隆抗体提供数据支撑ꎮ

１　 材料与方法
１.１　 材料

１.１.１　 试验动物　 Ｂａｌｂ / ｃ 小鼠(雌性 ６ 周龄)购买

于吴氏实验动物贸易有限公司ꎮ
１.１.２ 　 试剂 　 ＳＴＸ 毒素标准品由台湾 Ａｌｇａｌｃｈｅｍ
公司提取ꎬ鸡卵清白蛋白(ｏｖａｌｂｕｍｉｎꎬ ＯＶＡ)购于源

叶生物公司ꎬ牛血清白蛋白(ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍ ａｌｂｕｍｉｎꎬ
ＢＳＡ)购于翊圣生物公司ꎬ钥孔血蓝蛋白( ｋｅｙｈｏｌｅ
ｌｉｍｐｅｔ ｈｅｍｏｃｙａｎｉｎꎬ ＫＬＨ)、高碘酸钠和硼氢化钠购

于 Ｍａｃｋｌｉｎ 公司ꎮ 弗氏完全佐剂( ｃｏｍｐｌｅｔｅ ｆｒｅｕｎｄｓ
ａｄｊｕｖａｎｔꎬ ＣＦＡ)和弗氏不完全佐剂( ｉｎｃｏｍｐｌｅｔｅ ｆｒｅ￣
ｕｎｄｓ ａｄｊｕｖａｎｔꎬ ＩＦＡ)购于 ＳＩＧＭＡ 公司ꎮ Ｎ￣羟基琥珀

酰亚胺(Ｎ￣ｈｙｄｒｏｘｙｓｕｃｃｉｎｉｍｉｄｅꎬ ＮＨＳ)购于 Ａｌａｄｄｉｎ
公司ꎮ １￣(３￣二甲基氨丙基)￣３￣乙基碳二亚胺盐酸

盐 ( １￣( ３￣Ｄｉｍｅｔｈｙｌａｍｉｎｏｐｒｏｐｙｌ )￣３￣ｅｔｈｙｌｃａｒｂｏｄｉｉｍｉｄｅ
ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅꎬ ＥＤＣ)购于梯希爱(上海)化成工业

发展有限公司ꎬ辣根过氧化物标记的山羊抗鼠 ＩｇＧ
购于 Ｂｉｏｓｓ 公司ꎮ
１.２　 方法

１.２.１　 完全抗原的制备及分析 　 ＥＤＣ 法:将 ０.０９
ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ＮＨＳ 和 ０.０９ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ＥＤＣ 分别加入装

有 ４５０ μＬ 二甲基亚砜(ｄｉｍｅｔｈｙｌ ｓｕｌｆｏｘｉｄｅꎬ ＤＭＳＯ)的
１.５ ｍＬ ＥＰ 管中ꎬ分别制备 ３ 管ꎬ用移液枪吹打溶解ꎬ
并用锡纸包裹管身ꎬ分别加入 ５０ μＬ ＳＴＸ 标准品ꎬ固
定于 ２５ ℃恒温摇床中ꎬ转速 １２０ ｒ􀅰ｍｉｎ－１混合 １２ ｈꎮ
取出置于常温离心机中 １２０００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１离心 １０ ｍｉｎꎬ
取上清备用ꎮ 将 ２０ ｍｇ 的 ＯＶＡ、ＢＳＡ、ＫＬＨ 蛋白分别

溶于 １０ ｍＬ ｄｄＨ２Ｏ 中(ｐＨ６.５)ꎬ并用 ＮａＨＣＯ３ 缓冲液

(０.５ ｍｏｌ􀅰Ｌ－１ꎬｐＨ９.６)将 ｐＨ 调至 ７ꎬ最后每种蛋白取

５ ｍＬ 分装 ３ 个 １０ ｍＬ ＥＰ 管中备用ꎮ 将上清分别缓

慢加入制备好的 ３ 种蛋白溶液中ꎬ固定于 ２５ ℃恒温

摇床中ꎬ转速 １２０ ｒ􀅰ｍｉｎ－１振荡 １２ ｈꎬ取上清ꎬ按顺序

用 ０.０５ ｍｏｌ􀅰Ｌ－１的(ＮＨ４)２ＣＯ３ 透析 ４ ｈꎬ０.０１ ｍｏｌ􀅰
Ｌ－１的(ＮＨ４)２ＣＯ３ 透析过夜ꎬ再换成新的 ０.０１ ｍｏｌ􀅰
Ｌ－１的(ＮＨ４)２ＣＯ３ 透析 ４ ｈꎬ最后 ｄｄＨ２Ｏ 透析 ４ ｈꎬ用
ＰＥＧ２００００ 置于冰上浓缩至 １~２ ｍＬꎬ置于－２０ ℃保存

(Ｍｅｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１９)ꎮ 用琼脂糖凝胶电泳和紫外分光

光度计分析ꎮ
高碘酸盐法:将 ５ ｍｇ 的 ＯＶＡ、ＢＳＡ、ＫＬＨ 蛋白

分别溶于 １ ｍＬ ｄｄＨ２Ｏ 中ꎬ用 ０.１ ｍｏｌ􀅰Ｌ－１的乙酸将

ｐＨ 调至 ４.４ꎮ 将含有 ６.９ ｍｇ 高碘酸钠的 ０.３ ｍＬ
ｄｄＨ２Ｏ 分别逐滴加入到配置好的蛋白溶液中ꎬ避光

条件下反应 １ ｈꎬ接着用乙酸钠缓冲液(０.１ ｍｏｌ􀅰
Ｌ－１ꎬｐＨ４.４)透析ꎬ放置备用ꎮ 将 ２８ μＬ 的 ＳＴＸ 加入

到 ２００ μＬ 乙酸溶液(０.１ ｍｏｌ􀅰Ｌ－１)中ꎬ混匀ꎬ分别

制备 ３ 管ꎬ再分别加入到活化后的蛋白溶液中ꎮ 用

ＮａＨＣＯ３ 缓冲液(０.５ ｍｏｌ􀅰Ｌ－１ꎬｐＨ９.６)将 ｐＨ 调至

７.５ꎮ 并在 ２０ ℃条件下水浴 １ ｈꎬ分别加入 ０.１ ｍＬ
ＮａＢＨ４(４ ｍｇ􀅰ｍＬ－１)ꎮ 最后在 ４ ℃下孵育 ２０ ｍｉｎꎬ
并分别用 ＰＢＳ 透析 ３ 次ꎬ每次 ４ ｈꎬ再用 ｄｄＨ２Ｏ 透

析 ４ ｈꎬ用 ＰＥＧ２００００ 置于冰上浓缩至 １ ~ ２ ｍＬꎬ置
于－２０ ℃保存(Ｃｈｒｉｓｔｉｎｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ１９９５)ꎮ 用琼脂糖凝

胶电泳和紫外分光光度计分析ꎮ
１.２.２　 试验小鼠的免疫　 分别以 ＥＤＣ 法和高碘酸
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盐法制备的 ＳＴＸ￣ＢＳＡ、ＳＴＸ￣ＫＬＨ 为免疫原ꎬ分别免

疫 ６ 周龄健康的 Ｂａｌｂ / ｃ 雌性小鼠ꎬ共免疫 ３ 组ꎮ 首

次免疫ꎬ将 ２００ μｇ 的免疫原用 ＰＢＳ 稀释至 ５００ μＬꎬ
与等体积 ５００ μＬ 的弗式完全佐剂混合ꎬ并用乳化

仪乳化成乳浊液ꎬ在小鼠皮下多点注射(刘帅帅等ꎬ
２０１１)ꎮ 之后每隔 １４ ｄꎬ将 １００ μｇ 免疫原用 ４００ μＬ
的 ＰＢＳ 稀释ꎬ再与等体积 ５００ μＬ 的弗式不完全佐

剂混合ꎬ并用乳化仪乳化成乳浊液ꎬ在小鼠皮下多

点注射ꎮ
１.２.３　 多克隆血清的获取 　 间隔 １ ~ ２ 个免疫周

期ꎬ用扎取小鼠尾部静脉血管的方法ꎬ取小鼠尾部

静脉血进行血清效价测定ꎮ 待小鼠免疫 ７ 次后ꎬ摘
小鼠眼球取血ꎬ取血完毕后脱臼处死(王月英等ꎬ
２００７)ꎮ 取得的血液置于 ３７ ℃ 恒温水浴锅中 ３０
ｍｉｎꎬ再于 ４ ℃冷冻离心机中ꎬ１２０００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１离心

３０ ｍｉｎꎮ 取上层血清ꎬ加入体积甘油混匀ꎬ置于－２０
℃保存ꎮ
１.２.４ 　 ＥＬＩＳＡ 检测多克隆抗体的效价 　 分别将

ＥＤＣ 法和高碘酸盐法制备的 ＳＴＸ￣ＯＶＡ 为检测原ꎬ
用包被缓冲液(ｐＨ９.６)稀释到 １０ ｍｇ􀅰ｍＬ－１ꎬ在高

效价的 ９６ 孔酶标板上每孔加入 １００ μＬꎬ３７ ℃孵育

２ ｈꎮ 取出弃掉残液ꎬ拍干ꎬ每孔加入 ２００ μＬ ＰＢＳＭ
封闭液ꎬ４ ℃ 封闭过夜ꎮ 取出弃掉封闭液ꎬ用 ＰＢＳ
洗涤 ３ 次ꎬ拍干ꎬ再用 ＰＢＳＴ 洗涤 ３ 次ꎬ拍干ꎬ放置于

４ ℃冰箱备用ꎮ 将多抗血清与 ＰＢＳＭ 按照 １ ∶ ５００、
１ ∶ １０００、１ ∶ ２０００、１ ∶ ４０００、１ ∶ ８０００、１ ∶ １６０００、１ ∶
３２０００、１ ∶ ６４０００ 的比例稀释混匀ꎬ每孔 １００ μＬ 按

顺序加入包有相应检测原的酶标孔中ꎬ将 ＰＢＳＭ 加

入 ２ 孔包有检测原的酶标孔中为阴性对照ꎮ ３７ ℃

孵育 １ ｈꎬ取出弃掉残液ꎬ洗板操作同上ꎬ再加入稀

释比为 １ ∶ ８０００ 的 ＨＲＰ 标记的山羊抗鼠 ＩｇＧ 为二

抗ꎬ每孔 １００ μＬꎬ３７ ℃孵育 １ ｈꎬ取出弃掉残液ꎬ洗
板操作同上ꎬ加入 ＴＭＢ 显色液ꎬ３７ ℃ 孵育 １５ ｍｉｎꎬ
加入 ２ ｍｏｌ􀅰Ｌ－１的 Ｈ２ＳＯ４ 终止液ꎬ每孔 ５０ μＬ (Ｃａｉ
ｅｔ ａｌ.ꎬ２０２１)ꎮ 用酶标仪测 Ｄ４５０ ｎｍ的值ꎬ收集数据并

分析ꎮ
１.２.５　 ２ 种抗原制备方法所制备出的抗原的差异

比较　 分别将 ＥＤＣ 法和高碘酸盐法制备的 ＳＴＸ￣
ＯＶＡ 用包被缓冲液(ｐＨ９.６)稀释到 １０ μｇ􀅰ｍＬ－１作

为包被原ꎬ在高效价的 ９６ 孔酶标板上每孔加入 １００
μＬꎬ其后的操作同 １.２.４ꎮ

２　 结果与分析
２.１　 完全抗原的制备及分析

２.１.１　 ＥＤＣ 法制备完全抗原与分析　 利用 ＥＤＣ 法

制备 ＳＴＸ￣ＢＳＡ、ＳＴＸ￣ＯＶＡ 和 ＳＴＸ￣ＫＬＨꎮ 将 ＢＳＡ 与

ＳＴＸ￣ＢＳＡ 完全抗原和 ＯＶＡ 与 ＳＴＸ￣ＯＶＡ 分别进行

０.８％琼脂糖凝胶电泳和紫外光谱扫描分析ꎮ 在琼

脂糖凝胶电泳中ꎬＳＴＸ￣ＢＳＡ 完全抗原与 ＢＳＡ 蛋白

相比ꎬ由于其分子质量更大ꎬ迁移率较低ꎬ说明成功

制备了 ＳＴＸ￣ＢＳＡ 完全抗原ꎮ 通过紫外分光光度计

检测 ＳＴＸ、ＢＳＡ 和 ＳＴＸ￣ＢＳＡ 完全抗原的光谱ꎬＳＴＸ￣
ＢＳＡ 完全抗原的波峰同 ＢＳＡ 和 ＳＴＸ 的波峰相比ꎬ
出现红移ꎬ佐证了 ＳＴＸ￣ＢＳＡ 完全抗原的成功制备

(图 １Ａ、Ｂ)ꎮ 图 １Ｃ、Ｄ 中ꎬＳＴＸ￣ＯＶＡ 完全抗原的迁

移率比 ＯＶＡ 蛋白低ꎬ且 ＳＴＸ￣ＯＶＡ 完全抗原的波峰

同 ＯＶＡ 和 ＳＴＸ 的波峰相比ꎬ出现红移ꎬ说明 ＳＴＸ￣
ＯＶＡ 成功制备ꎮ 用同样的方法也成功制备了 ＳＴＸ￣
ＫＬＨ 的交联物ꎮ

图 １　 ＥＤＣ 法交联 ＳＴＸ 的琼脂糖凝胶电泳和紫外光谱扫描
Ｆｉｇ.１　 Ａｇｒｏｓｅｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ａｎｄ ＵＶ￣ｖｉｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＳＴＸ ｃｏｎｊｕｇａｔｅｓ ｂｙ ＥＤＣ

Ａ:泳道 １ 为 ＢＳＡꎬ泳道 ２ 为 ＳＴＸ￣ＢＳＡ 交联产物ꎻＢ:ＳＴＸ、ＢＳＡ 和 ＳＴＸ￣ＢＳＡ 交联产物紫外光谱扫描图ꎻ
Ｃ:泳道 ３ 为 ＯＶＡꎬ泳道 ４ 为 ＳＴＸ￣ＯＶＡ 交联产物ꎻＤ:ＳＴＸ、ＯＶＡ 和 ＳＴＸ￣ＯＶＡ 交联产物紫外光谱扫描图ꎮ

Ａ: Ｌａｎｅ １ ｉｓ ＢＳＡ ｐｒｏｔｅｉｎꎬ ｌａｎｅ ２ ｉｓ ＳＴＸ￣ＢＳＡ ｃｏｎｊｕｇａｔｅｓꎻ Ｂ: ＵＶ￣ｖｉｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＳＴＸꎬ ＢＳＡ ａｎｄ ＳＴＸ￣ＢＳＡ ｃｏｎｊｕｇａｔｅꎻ
Ｃ: Ｌａｎｅ ３ ｉｓ ＯＶＡ ｐｒｏｔｅｉｎꎬ ｌａｎｅ ４ ｉｓ ＳＴＸ￣ＯＶＡ ｃｏｎｊｕｇａｔｅｓꎻ Ｄ: ＵＶ￣ｖｉｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＳＴＸꎬ ＯＶＡ ａｎｄ ＳＴＸ￣ＯＶＡ ｃｏｎｊｕｇａｔｅ.
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２.１.２　 高碘酸盐法制备完全抗原与分析 　 利用高

碘酸盐法制备 ＳＴＸ￣ＢＳＡ、 ＳＴＸ￣ＯＶＡ 和 ＳＴＸ￣ＫＬＨꎮ
将 ＢＳＡ 与 ＳＴＸ￣ＢＳＡ 完全抗原分别和 ＯＶＡ 与 ＳＴＸ￣
ＯＶＡ 进行 ０.８％琼脂糖凝胶电泳和紫外光谱扫描分

析ꎮ 在琼脂糖凝胶电泳中ꎬＳＴＸ￣ＢＳＡ 完全抗原与

ＢＳＡ 蛋白相比ꎬ迁移率较低ꎬ说明成功制备 ＳＴＸ￣
ＢＳＡ 完全抗原ꎮ 通过紫外光谱扫描检测 ＳＴＸ、ＢＳＡ

和 ＳＴＸ￣ＢＳＡ 完全抗原的光谱ꎬＳＴＸ￣ＢＳＡ 完全抗原

的波峰同 ＢＳＡ 和 ＳＴＸ 的波峰相比ꎬ出现红移ꎬ说明

ＳＴＸ￣ＢＳＡ 完全抗原的成功制备(图 ２Ａ、Ｂ)ꎮ 图 ２Ｃ、
Ｄ 中ꎬＳＴＸ￣ＯＶＡ 完全抗原的迁移率均比相应的蛋白

载体低ꎬ且波峰均出现红移ꎬ说明 ＳＴＸ￣ＯＶＡ 完全抗

原的成功制备ꎮ 用同样方法也成功制备了 ＳＴＸ￣
ＫＬＨ 的交联物ꎮ

图 ２　 高碘酸盐法交联 ＳＴＸ 的琼脂糖凝胶电泳和紫外光谱扫描
Ｆｉｇ.２　 Ａｇｒｏｓｅｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ａｎｄ ＵＶ￣ｖｉｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＳＴＸ ｃｏｎｊｕｇａｔｅｓ ｂｙ ｐｅｒｉｏｄａｔｅ ｒｅａｃｔｉｏｎ

Ａ:泳道 １ 为 ＢＳＡꎬ泳道 ２ 为 ＳＴＸ￣ＢＳＡ 交联产物ꎻＢ:ＳＴＸ、ＢＳＡ 和 ＳＴＸ￣ＢＳＡ 交联产物紫外光谱扫描图ꎻ
Ｃ:泳道 ３ 为 ＯＶＡꎬ泳道 ４ 为 ＳＴＸ￣ＯＶＡ 交联产物ꎻＤ:ＳＴＸ、ＯＶＡ 和 ＳＴＸ￣ＯＶＡ 交联产物紫外光谱扫描图ꎮ

Ａ: Ｌａｎｅ １ ｉｓ ＢＳＡ ｐｒｏｔｅｉｎꎬ ｌａｎｅ ２ ｉｓ ＳＴＸ￣ＢＳＡ ｃｏｎｊｕｇａｔｅｓꎻ Ｂ: ＵＶ￣ｖｉｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＳＴＸꎬ ＢＳＡ ａｎｄ ＳＴＸ￣ＢＳＡ ｃｏｎｊｕｇａｔｅꎻ
Ｃ: Ｌａｎｅ ３ ｉｓ ＯＶＡ ｐｒｏｔｅｉｎ. Ｌａｎｅ ４ ｉｓ ＳＴＸ￣ＯＶＡ ｃｏｎｊｕｇａｔｅｓꎻ Ｄ: ＵＶ￣ｖｉｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＳＴＸꎬ ＯＶＡ ａｎｄ ＳＴＸ￣ＯＶＡ ｃｏｎｊｕｇａｔｅ.

２.２　 多克隆抗体的效价测定

２.２.１ 　 ＥＤＣ 法制备的完全抗原的效价测定 　 以

ＳＴＸ￣ＢＳＡ 和 ＳＴＸ￣ＫＬＨ 为免疫原ꎬ分别皮下免疫 ２
只小鼠ꎬ得到多抗血清ꎬ进行 ＥＬＩＳＡ 试验ꎬ用酶标仪

测效价ꎮ 以 ＳＴＸ￣ＢＳＡ 为免疫原免疫小鼠ꎬ得血清效

价图 ３Ａꎬ１ 号小鼠的效价最为明显ꎬ血清滴度为 １
∶ １０００ 时ꎬＤ４５０ ｎｍ为 ３.３１６ꎻ血清滴度为 １ ∶ ８０００ 时ꎬ
Ｄ４５０ ｎｍ为 ０.０６ꎬ获得较高效价ꎮ 而 ２ 号小鼠在各血

清滴度下ꎬＤ４５０ ｎｍ均为０.０５０左右ꎬ故以 ＥＤＣ 法制备

的 ＳＴＸ￣ＢＳＡ 为免疫原进行皮下免疫的 ２ 只小鼠中ꎬ
仅有 １ 号小鼠能发生特异性免疫应答ꎮ 以 ＳＴＸ￣
ＫＬＨ 为免疫原免疫小鼠得血清效价图 ３Ｂꎬ１ 号小鼠

与 ２ 号小鼠相比ꎬ能显示出效价梯度ꎬ但血清滴度

为 １ ∶ ５００ 时ꎬＤ４５０ ｎｍ仅为 ０.５９６ꎬ说明用 ＥＤＣ 法制备

的 ＳＴＸ￣ＫＬＨ 的完全抗原的效果并不理想ꎮ

图 ３　 ＥＤＣ 法制备的抗原免疫小鼠血清效价测定
Ｆｉｇ.３　 Ｔｈｅ ｔｉｔｅｒ ａｓｓａｙ ｏｆ ａｎｔｉ￣ｓｅｒｕｍ ｗｉｔｈ ＥＤＣ ｍｅｔｈｏｄ
Ａ:以 ＳＴＸ￣ＢＳＡ 为免疫原ꎻＢ:以 ＳＴＸ￣ＫＬＨ 为免疫原ꎮ

Ａ: Ｉｍｍｕｎｏｇｅｎ ｉｓ ＳＴＸ￣ＢＳＡꎻ Ｂ: Ｉｍｍｕｎｏｇｅｎ ｉｓ ＳＴＸ￣ＫＬＨ.
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２.２.２　 高碘酸盐法制备的完全抗原的效价测定 　
分别以 ＳＴＸ￣ＢＳＡ 和 ＳＴＸ￣ＫＬＨ 为免疫原ꎬ皮下免疫

３ 只小鼠ꎬ用 ＳＴＸ￣ＯＶＡ 作为检测原免疫小鼠得到多

抗血清进行 ＥＬＩＳＡ 试验ꎬ用酶标仪测效价ꎮ 以 ＳＴＸ
￣ＢＳＡ 为免疫原免疫小鼠可得得血清效价图 ４Ａꎬ １
号和 ２ 号小鼠均随着血清滴度增加表现出明显的

效价梯度:１ 号小鼠在血清滴度为 １ ∶ ５００ 时ꎬＤ４５０ ｎｍ

为 ０.８８２ꎬ获得 较高效价ꎻ２ 号小鼠在血清滴度为 １
∶ ５００ 时ꎬＤ４５０ ｎｍ为 ０.４５２ꎬ血清滴度为 １ ∶ ８０００ 时ꎬ
Ｄ４５０ ｎｍ为０.２８４ꎬ获得效价ꎮ ３ 号小鼠在各血清滴度

下ꎬＤ４５０ ｎｍ均为 ０.０５０ 左右ꎬ说明 ３ 号小鼠没有发生

特异性免疫反应ꎮ 故以高碘酸盐法交联 ＳＴＸ￣ＢＳＡ

为免疫原进行皮下免疫的 ３ 只小鼠中ꎬ１ 号和 ２ 号

小鼠均能发生特异性免疫应答ꎬ且 １ 号小鼠多抗血

清的效价较高ꎮ 以 ＳＴＸ￣ＫＬＨ 为免疫原免疫小鼠得

得血清效价图 ４Ｂꎬ３ 只小鼠均随着血清滴度增加表

现出明显的效价梯度:１ 号小鼠在血清滴度为 １ ∶
５００ 倍 时ꎬＤ４５０ ｎｍ为 １.８５６ꎬ获得较高效价ꎻ２ 号小鼠

在血清 滴度为 １ ∶ ５００ 时ꎬＤ４５０ ｎｍ为 ０. ９９０ꎬ获得效

价ꎻ３ 号小鼠在血清滴度为 １ ∶ ５００ 时ꎬＤ４５０ ｎｍ 为

０.４８８ꎬ在血清滴度为 １:８０００ 时ꎬＤ４５０ ｎｍ为 ０.０７６ꎬ具
有效价ꎮ 故以高碘酸盐法交联 ＳＴＸ￣ＫＬＨ 为免疫原

进行皮下免疫的 ３ 只小鼠中ꎬ３ 只小鼠都发生特异

性免疫应答ꎬ其中 １ 号小鼠多抗血清的效价较高ꎮ

图 ４　 高碘酸盐法制备的抗原免疫小鼠血清效价测定
Ｆｉｇ.４　 Ｔｈｅ ｔｉｔｅｒ ａｓｓａｙ ｏｆ ａｎｔｉ￣ｓｅｒｕｍ ｗｉｔｈ ｐｅｒｉｏｄａｔｅ ｒｅａｃｔｉｏｎ

Ａ:以 ＳＴＸ￣ＢＳＡ 为免疫原ꎻＢ:以 ＳＴＸ￣ＫＬＨ 为免疫原ꎮ
Ａ: Ｉｍｍｕｎｏｇｅｎ ｉｓ ＳＴＸ￣ＢＳＡꎻ Ｂ: Ｉｍｍｕｎｏｇｅｎ ｉｓ ＳＴＸ￣ＫＬＨ.

２.２.３　 ２ 种制备方法所制备出的免疫原的差异 　
由上述试验结果可知ꎬＥＤＣ 法和高碘酸盐法交联的

ＳＴＸ￣ＢＳＡ 和 ＳＴＸ￣ＫＬＨ 完全抗原均可作为免疫原引

起小鼠的特异性免疫应答ꎮ 比较这 ２ 种方法制备

的完全抗原免疫小鼠后得到的多克隆抗体血清的

效价差异ꎬ结果见表 １ꎮ 表中为免疫不同完全抗原

后的 ４ 组小鼠与不同方法制备出的检测原进行

ＥＬＩＳＡ 试验ꎬ选取效价最高的 １ 只进行分析ꎬ比对

Ｄ４５０ ｎｍ为 １ 时的多克隆抗体血清的稀释度ꎮ 用 ＥＤＣ
法交联的 ＳＴＸ￣ＢＳＡ 免疫小鼠获得多克隆抗体血清ꎬ
与用 ＥＤＣ 法交联的 ＳＴＸ￣ＯＶＡ 为检测原进行间接

ＥＬＩＳＡ 试验ꎬ测得 Ｄ４５０ ｎｍ为 １ 时的抗体稀释度最高ꎬ

为 ４×１０３ꎮ 此外ꎬ多克隆抗体血清对于不同交联方

法制备出的检测原 ＳＴＸ￣ＯＶＡ 对多克隆抗体血清的

检测效果相似ꎬ证明 ＥＤＣ 法和高碘酸盐法制备出

的 ＳＴＸ￣ＯＶＡ 交联产物可作为通用的检测原混用ꎬ
同时证明这 ２ 种方法均能保留 ＳＴＸ 的主要结构ꎮ

表 １　 不同的多克隆抗体对于检测原的效价比较
Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ

ｔｏ ｔｉｔｅｒ ｏｆ ｄｅｔｅｃｔｉｖｅ ａｎｔｉｇｅｎ

免疫原
Ｉｍｍｕｎｏｇｅｎ

交联方法
Ｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎ

ｍｅｔｈｏｄｓ

检测原 ＳＴＸ￣ＯＶＡ
Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ａｎｔｉｇｅｎ ＳＴＸ￣ＯＶＡ

ＥＤＣ 法
ＥＤＣ ｍｅｈｏｄ

高碘酸盐法
Ｐｅｒｉｏｄａｔｅ ｒｅａｃｔｉｏｎ

ＳＴＸ￣ＢＳＡ ＥＤＣ 法 ４×１０３ ４×１０３

ＥＤＣ ｍｅｈｏｄ
高碘酸盐法 ５×１０２ －
Ｐｅｒｉｏｄａｔｅ ｒｅａｃｔｉｏｎ

ＳＴＸ￣ＫＬＨ ＥＤＣ 法 － －
ＥＤＣ ｍｅｈｏｄ
高碘酸盐法 １０３ １０３

Ｐｅｒｉｏｄａｔｅ ｒｅａｃｔｉｏｎ

　 　 －:Ｄ４５０ ｎｍ最高值未到 １.０ꎮ
－: Ｔｈｅ ｍａｘｉｍｕｍ ｖａｌｕｅ ｏｆ Ｄ４５０ ｎｍ ｉｓ ｌｅｓｓ ｔｈａｎ １.０.

３　 讨论
ＳＴＸ 为小分子半抗原ꎬ分子质量为 ２９９ ｋｕꎬ在

免疫反应中没有免疫原性ꎬ需要与分子质量大的载

体蛋白交联制备成完全抗原才能进行免疫ꎮ 常用
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的载体蛋白有 ＯＶＡ、ＢＳＡ 和 ＫＬＨ 等ꎮ 本试验仅用

了少量的 ＳＴＸ 通过 ２ 种交联方法成功制备了 ６ 种

ＳＴＸ 的完全抗原ꎬ并通过免疫小鼠获得抗 ＳＴＸ 的多

克隆抗体ꎬ对其进行了间接 ＥＬＩＳＡ 试验ꎬ比较了不

同免疫原制备的多克隆抗体的差异ꎮ 对比 ２ 种交

联方法ꎬＥＤＣ 法先是通过 ＥＤＣ 活化 ＳＴＸ 上的酰胺

基团ꎬ接着 ＮＨＳ 替换了活化后的酰胺基团ꎬ最让其

与蛋白载体产生缩合反应ꎬ从而交联ꎮ 高碘酸盐法

中高碘酸钠为氧化剂ꎬ先将 ＳＴＸ 上的惰性羟基氧化

为醛基形成中间产物ꎬ再通过硼氢化钠还原剂ꎬ除
去多余高碘酸钠的同时ꎬ让中间产物与蛋白交联ꎮ
２ 种方法的交联产物虽然在结构上略有差别ꎬ但制

备的完全抗原均具有免疫原性ꎬ证明这 ２ 种交联方

法并未影响 ＳＴＸ 的结构ꎮ 通过对比交联出的免疫

原所制备出的多克隆抗血清的效价发现ꎬＥＤＣ 法更

具优势ꎮ
对比不同的蛋白载体ꎬＢＳＡ 来源于牛血清ꎬ为

一种可溶性良好且稳定的一种蛋白载体ꎮ ＫＬＨ 来

源于软体动物ꎬ与哺乳动物的亲缘性较远ꎬ试验发

现ꎬ２ 种交联方法均能让 ＳＴＸ 与 ＢＳＡ 载体蛋白交

联ꎬ从而使免疫小鼠产生免疫应答ꎬ但是从免疫效

果来看ꎬ与 ＢＳＡ 交联的完全抗原能产生更高的效

价ꎬ因此ꎬＢＳＡ 更适合作为 ＳＴＸ 的蛋白载体ꎮ
本试验的结果表明ꎬ在石房蛤毒素完全抗原的

制备中ꎬ在交联方法的选择上ꎬＥＤＣ 法较高碘酸盐

法更具优势ꎻ而在免疫原的选择上ꎬＳＴＸ￣ＢＳＡ 完全

抗原效果最好ꎮ 该结果可为商业化批量生产 ＳＴＸ
多克隆抗体提供一定的数据支撑ꎮ
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