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紫铆素人工抗原的合成与鉴定 
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摘  要：目的  人工合成紫铆素（butin）的完全抗原并进行鉴定。方法  采用氯乙酸钠（SMCA）与紫铆素中的羟基反应形

成羧甲基醚衍生物（紫铆素-SMCA），再通过羧基与载体蛋白（BSA、OVA）偶联形成完全抗原，以 TLC 法鉴别是否偶联产

生新的大分子化合物，并以紫外扫描分析完全抗原的偶联比率，将得到的免疫原紫铆素-BSA 按免疫程序免疫 Balb/c 小鼠。

结果  TLC 显示已经形成新的大分子化合物；紫外扫描法测定紫铆素-BSA 的偶联比为 6∶1，紫铆素-OVA 的偶联比为 5∶1。
采用间接酶联免疫测定，产生的抗血清的稀释度可以达到 1∶4 000。结论  经过 TLC 法、紫外扫描法和免疫方法鉴定，成

功合成了紫铆素人工抗原。 
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Abstract: Objective  To synthesize artificially and identify the complete antigen of butin. Methods  Butin was reacted with sodium 
chloroacetate (SMCA) to form butin-SMCA, and then coupled respectively to bovine serum albumin (BSA) and ovalbumin (OVA) to 
form complete antigen. The TLC method was used for the identification of new large molecular compound. The coupling ratio was 
determined by ultraviolet spectrometry and the antigenicity was examined using animal immune method. Results  New 
macromolecular compound was detected by TCL method. The coupling ratio of butin-BSA was 6∶1 and that of butin-OVA was 5∶1. 
The indirect enzyme liked immuno sorbent assay (ELISA) showed that the butin artificial antigen had the production of specific 
antibody with the titer as 1∶4 000. Conclusion  This method could synthesize butin artificial antigen successfully and produce the 
antibody to butin in the serum of immunized mice. 
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驱虫斑鸠菊 Ver-nohia anthelmintica (L.) Willd
系菊科斑鸠菊属植物，其成熟果实具有清除异常黏

液质、驱虫、消肿、散寒、止痛的作用，用于治疗

白癜风、湿寒性胃痛、肝病等[1]，是疗效显著的代

表性维药之一，曾有报道以紫铆素作为驱虫斑鸠菊

质量控制的指标性成分[2]。临床上用驱虫斑鸠菊的

多种制剂治疗白癜风，疗效确切[3-6]，皮肤用药作用

机制研究的关键是解析其在皮肤中的分布，传统的

HPLC 方法难以达到痕量成分的检测，而基于特异

性抗体的免疫分析技术[7]，具有灵敏度高（检测限

可达 1 pg～1 μg）、特异性强、检测样品用量少、前

处理简单等诸多优势，特别适合生物样品的快速灵

敏检测。为制备出紫铆素单克隆抗体以建立其酶联

免疫分析（ELISA）法，首先需要合成紫铆素的人

工抗原和免疫原。 
紫铆素是一种黄酮苷元，水溶性比较差，其人

工抗原的合成非常困难。另外，其结构中没有糖基，

无法用常规的高碘酸钠氧化法和碳二亚胺法进行直

接合成。本研究采用氯乙酸钠（SMCA）法先在其

羟基上连接羧基，然后再用碳二亚胺法进行合成，

得到了紫铆素的人工抗原。 
1  材料 

雄性 Balb/c 小鼠 5 只，体质量 18～20 g，维通

利华实验动物中心提供，动物使用许可证号 SCXK
（京）2012-0001。 

紫铆素（butin，南通飞宇生物科技有限公司）；

牛血清白蛋白（BSA）、鸡卵清白蛋白（OVA）、马

血清、弗氏完全佐剂（F5881）、弗氏不完全佐剂

（F5506），Sigma 公司；氯乙酸钠（SMCA，北京化

学试剂厂）；1-(3-二甲基氨丙基)-3-乙基碳二酰亚胺

盐酸盐（碳二亚胺，Alfa Aesar 公司）；酶标二抗（HRP
标记羊抗鼠 IgG，Gene-Script 公司）；磷酸盐缓冲液

（PBS，pH 7.4，0.05 mol/L）；碳酸盐缓冲液（CBS，
pH 9.4，0.05 mol/L），洗涤缓冲液（PBST，pH 7.4），
稀释液（含 1% BSA），终止液（2 mmol/L H2SO4），

底物缓冲液（pH 5.0 磷酸柠檬酸）。96 孔酶标板

（Corning 公司），CECIL 7200 型紫外-可见分光光度

计（英国 Cecil Instruments 公司），Tecan Safire2 全

波长多功能酶标仪（瑞士 Tecan 公司）。 
2  方法与结果 
2.1  紫铆素完全抗原的合成[8-9] 

取氯乙酸钠和碳酸钠溶于 2 mL 水中，得到 A
液；取紫铆素加 95%乙醇溶解，得到 B 液；将 A

液缓慢滴入 B 液中，室温磁力搅拌 12 h，得 C 液。

分别取 C 液上清 1 mL 2 份，置 80 ℃水浴蒸干，然

后分别用 1 mL 的 CBS 溶液溶解，加适量碳二亚胺

室温搅拌反应 24 h，在冰浴下分别加入 BSA（10 
mg/mL）和 OVA（10 mg/mL）的 CBS 溶液 1 mL，
室温搅拌 12 h，即得分别含有免疫抗原紫铆素- 
BSA 和包被抗原紫铆素-OVA 的溶液。4 ℃冰箱保

存待测。 
2.2  紫铆素完全抗原的鉴定 
2.2.1  TLC 鉴别[10]  取免疫抗原紫铆素-BSA 和包

被抗原紫铆素-OVA 溶液作为供试品溶液。取紫铆

素加甲醇溶解制成 0.1 mg/mL 的溶液，作为对照溶

液；分别取 BSA 和 OVA 干粉加 CBS 溶液制成 1 
mg/mL 的溶液，作为阴性对照溶液。照 TLC 法试

验，吸取上述供试品溶液各 1 μL，分别点于同一硅

胶 G 薄层板上，以甲苯-醋酸乙酯-甲酸（5∶4∶1）
为展开剂，展开，取出，晾干，氨熏至斑点清晰。

在 TLC 中，紫铆素对照溶液显黄色斑点，紫铆素- 
BSA 和紫铆素-OVA 供试品溶液在原点未被展开呈

黄色斑点，而 BSA 和 OVA 的溶液在原点未见明显

斑点，说明紫铆素的完全免疫抗原和包被抗原已合

成成功，结果见图 1。 

 
1-紫铆素  2-紫铆素-BSA  3-紫铆素-OVA  4-BSA  5-OVA 

1-butin  2-butin-BSA  3-butin-OVA  4-BSA  5-OVA 
 

图 1  紫铆素人工抗原 TLC 鉴别 
Fig. 1  TLC results of butin artificial antigens 

 
2.2.2  紫外扫描鉴别  先用 CBS 精确配制适宜浓

度的紫铆素与 BSA 标准溶液，然后将待检样品按

1∶1 000 稀释后，用紫外分光光度计测出紫铆素、

BSA、紫铆素-BSA 的全波长图谱及 大吸收波长处

的吸光度（A）值，计算紫铆素-BSA 的偶联比。同

法计算紫铆素-OVA 的偶联比。 

1 2 3 4 5 
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由紫外扫描结果可以看出，BSA 在 CBS 溶液

中于 278.8 nm 有 大特征吸收，紫铆素在 CBS 溶

液中分别于 253.0、306.7、335.2 nm 处出现 大特

征吸收波长，而紫铆素-BSA 的 大特征吸收波长

出现在 269.2 nm，结合物的紫外光谱明显具有紫铆

素和 BSA 蛋白叠加的特征，并且相同质量浓度的结

合物和标准蛋白的紫外光谱相比较，A 值明显增高。

经计算紫铆素-BSA 的偶合比为 6∶1，符合文献推

荐的理想范围（5∶1～20∶1）[11]。结果见图 2。 

 
 
 
图 2  BSA、紫铆素和紫铆素-BSA 的 UV 全波长扫描图 

Fig. 2  Full wavelength UV scanning of BSA, butin, 
and butin-BSA 

 
加入紫铆素与OVA的CBS紫外扫描结果，OVA

在 CBS 溶液中于 280.9 nm 有 大特征吸收，紫铆

素在 CBS 溶液中分别于 253.0、306.7、335.2 nm 处

出现 大特征吸收波长，而紫铆素-BSA 的 大特

征吸收波长出现在 270.4 nm，偶联物紫铆素-OVA
紫外吸收光谱图，兼具有载体蛋白和半抗原的特征，

表明半抗原与 OVA 已经偶联，形成了复合物紫铆

素-OVA。经计算紫铆素-OVA 的偶合比为 7∶1。结

果见图 3。 
 

 
 
 
图 3  OVA、紫铆素、紫铆素-OVA 的 UV 全波长扫描图 

Fig. 3  Full wavelength UV scanning of OVA, butin, 
and butin-OVA 

2.2.3   ELISA 检测方法 
（1）动物免疫实验：采用本实验室常规免疫方

法[12-14]，用紫铆素-BSA 免疫原经背部 sc 免疫小鼠。

首次免疫采用弗氏完全佐剂与免疫原经乳化后的乳

剂，免疫剂量 100 μL/只。以后每隔 2 周加强免疫 1
次，改用弗氏不完全佐剂乳化抗原，免疫剂量相同。

从第 4 次免疫起，每次免疫后 1 周断尾末端取血，

分离血清。 
（2）抗体效价测定[15]：用紫铆素-OVA 作包被

原，采用间接 ELISA 测定抗血清的效价。包被抗原

以 CBS 包被缓冲液稀释至质量浓度为 1.25 mg/L，
每孔加 100 μL 后 37 ℃包被 2 h。以 PBST 洗板，

每次 3 min，共 3 次，拍干。每孔加马血清 10%封

闭液 250 μL，37 ℃封闭 1 h，洗板 3 次，37 ℃烘

干。每孔分别加样 100 μL，抗血清的初始稀释倍数

为 500 倍，以 2 倍为稀释梯度逐级稀释。以空白对

照组小鼠血清作为阴性对照。37 ℃反应 1 h，洗板

3 次，再于每孔加入 HRP-羊抗鼠二抗（1∶10 000）
100 μL，37 ℃反应 1 h。洗板 3 次，每孔加入 TMB
显色液 100 μL，37 ℃显色 15 min，每孔加 2 mmol/L
硫酸 50 μL 终止反应。测定 A450 值。根据试剂盒操

作常规，抗血清终点稀释度为抗血清 A 值与同一稀

释度阴性血清 A 值之比大于 2 的 大稀释度，作为

抗血清终点稀释度，即抗体效价。 
（3）动物免疫实验结果：间接 ELISA 实验结果

表明，5 只小鼠均有特异性抗体产生，效价均在 1∶
4 000 以上。紫铆素对紫铆素-OVA 与 5 号小鼠抗血

清结合的竞争结果见图 4。间接竞争 ELISA 实验结

果显示抑制率随着紫铆素竞争质量浓度的增加而增

加，说明小鼠的抗血清具有紫铆素特异性，证实抗

血清中含有针对紫铆素的特异性抗体。 
 

 
 
 

图 4  间接竞争 ELISA 检测抗血清的特异性 
Fig. 4  Antiserum specificity detected by indirect 

competitive ELISA 
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3  讨论 
半抗原的分子结构对免疫获得的抗体质量有重

要影响，对半抗原分子结构进行合理设计，是制备

小分子单克隆抗体的关键。紫铆素为黄酮类化合物，

其人工抗原的合成非常困难，无法用常规的高碘酸

钠氧化法和碳二亚胺法进行直接合成，本研究鉴于

其化学结构中的羟基来设计抗原的合成[16-17]，采用

氯乙酸钠法先在其羟基上连接羧基，然后再用碳二

亚胺法进行合成，得到了紫铆素的人工抗原。根据

洪孝庄等[18]和屈会化等[19]的研究可以采用基于羟

基的多元酸酐法或氯乙酸钠法。因为间隔臂的介入

位点，可能会改变半抗原的电子排布，空间结构等，

所以间隔臂的介入点 好远离特征性的基团，这样

可以 大程度的保证半抗原的极性与目标待测物的

一致性。综上本实验室选用基于羟基的氯乙酸钠法

合成人工抗原[20]， 终制备出紫铆素-BSA 人工抗

原和紫铆素-OVA 人工包被抗原。 
将紫铆素-BSA 人工抗原免疫小鼠获得抗紫铆

素抗体，与骨髓杂交瘤细胞进行细胞融合，筛选出

单克隆抗体细胞株，可得到高特异性的抗紫铆素细

胞株。以此为基础，利用免疫亲和色谱技术可获得

特异性敲除紫铆素的驱虫斑鸠菊水提物，通过比较

驱虫斑鸠菊敲除紫铆素前后样品药效学的差异，可

以阐明紫铆素是否是驱虫斑鸠菊的主要药效成分及

其对药效的贡献有多大[21]。另外利用紫铆素单克隆

抗体建立 ELISA 分析方法，也可以解析紫铆素在动

物体内，尤其在皮肤局部的吸收、分布等药代动力

学特征，为其作用机制的研究提供了一种崭新的技

术和方法。 
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