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　　摘要：研究锌离子人工抗原的合成及其多克隆抗体（ｐＡｂ）的制备。用异硫氰酸苄基乙二胺四乙酸（ＩＴＣＢＥ）螯合
Ｚｎ２＋合成Ｚｎ－ＩＴＣＢＥ半抗原、异硫氰酯法制备免疫抗原Ｚｎ－ＩＴＣＢＥ－ＢＳＡ和包被原Ｚｎ－ＩＴＣＢＥ－ＯＶＡ，紫外分光光度
法（ＵＶ）、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ和电感耦合等离子体原子发射光谱法（ＩＣＰ－ＡＥＳ）进行鉴定；用 Ｚｎ－ＩＴＣＢＥ－ＢＳＡ免疫 Ｂａｌｂ／ｃ
小鼠，间接ＥＬＩＳＡ测定ＺｎｐＡｂ效价，阻断ＥＬＩＳＡ鉴定其敏感性，交叉反应试验其特异性。结果表明，Ｚｎ－ＩＴＣＢＥ－ＢＳＡ
偶联成功，Ｚｎ－ＩＴＣＢＥ和ＢＳＡ的分子结合比为２５∶１，ＺｎｐＡｂ效价达到１∶（２．５６×１０４），对Ｚｎ２＋的ＩＣ５０为９．２３，与其

他重金属离子的交叉反应率低，获得高价、敏感、特异的 ＺｎｐＡｂ，为锌离子残留污染的免疫学检测方法的建立奠定
基础。
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　　土壤和农产品中的重金属与人类健康密切相关。重金属
污染主要是指生物毒性显著的汞、铬、镉、铅以及类金属砷，还

包括具有毒性的重金属铜、钴、镍、锡等金属污染物［１］。重金

属污染不同于其他类型污染，具有隐蔽性、长期性和不可逆转

性等特点。随着城市的扩大和大规模工业发展，大量重金属

进入环境后，即使浓度很低也可能造成危害，通过饮用水或者

通过生物富集以及食物链等方式最终威胁到人体健康。

锌参与体内２００多种酶的合成和活化，是机体新陈代谢
的重要物质，是动物生长发育及维持正常生理机能所必须的

微量元素，参与蛋白质的合成，促进细胞分裂、生长和再生；但

环境污染和饲料、药物添加剂的滥用，造成畜禽产品锌的残留

不同程度超标［２］。过量锌是一种作用迅速的中枢神经毒素，

通过对神经细胞的直接损害以及对体内各种物质的拮抗而影

响脑功能，摄入过量会导致机体代谢紊乱［３－４］；过量的锌还可

明显抑制红细胞的免疫功能，造成雏鸡肝、脾的结构和功能受

损［５－７］。许多试验和流行病学调查已证实，如果锌在体内含

量过高，将会抑制吞噬细胞的活性和杀菌力，降低人体免疫功

能，抵抗力减弱，对疾病易感性增加［５－７］。

同时，锌主要来源于采矿、电镀和冶炼行业污染物的排

放，水和土壤中的锌污染已经引起环境科学工作者的广泛关

注。土壤中锌超过２００ｍｇ／ｋｇ时可能对植物生长造成危害，
过量锌可直接导致植物发生锌污染中毒，也可能间接影响植

物对于重要营养元素 Ｆｅ的吸收，进而使植物因缺 Ｆｅ而引起
生长障碍、甚至死亡。在重金属污染的预防和治理中，重金属

污染物的监测和识别至关重要。

因此，衡量重金属的定性定量分析在食品和环境检测等

方面非常重要。传统的重金属离子检测法有无火焰原子吸收

光谱法［８］、电感耦合等离子体质谱法［９］、火焰原子吸收光谱

法［１０－１１］、伏安法和离子色谱法［１２］，以及电热原子化原子吸收

光谱法［１３－１６］等，检测必须在具备大型分析仪器的重点实验室

内进行，无法用于现场检测，且受到费用高、处理量有限和检

测时间长等限制［１７］，不利于在生产中推广应用，难以适应环

境及市场产品的现场抽查及产品进出口快速通关的要求。

因此，建立快速、简便、经济、大批量筛检的锌免疫检测技

术，对于减少环境污染、提高食品质量和保障食品安全具有重

要意义。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　试剂与溶液　ＺｎＳＯ４·７Ｈ２Ｏ，ＡｌｆａＡｅａｓｅｒ产品，质量
分数为９９．９％；异硫氰酸苄基乙二胺四乙酸（ＩＴＣＢＥ），购于
上海同仁化学研究所；４－羟乙基哌嗪乙磺酸，质量分数为
９９．５％，Ｓｉｇｍａ产品；牛血清白蛋白（ＢＳＡ）和鸡卵清蛋白
（ＯＶＡ），Ｓｉｇｍａ产品；弗氏完全佐剂（ｃｏｍｐｌｅｔｅＦｒｅｕｎｄｓａｄｊｕ
ｖａｎｔ，ＣＦＡ）、弗氏不完全佐剂（ｉｎｃｏｍｐｌｅｔｅＦｒｅｕｎｄｓａｄｊｕｖａｎｔ，
ＩＦＡ）、四甲基乙二胺（ＴＥＭＥＤ）、十二烷基硫酸钠（ｓｏｄｉｕｍ
ｄｏｄｅｃｙｌｓｕｌｆａｔｅ，ＳＤＳ）、巯基乙醇（β－ｍｅｒｃａｐｔｏｅｔｈａｎｏｌ，β－
ＭＥ），均为Ｓｉｇｍａ产品；考马斯亮蓝Ｒ－２５０、３０％丙烯酰胺溶
液、三羟甲基氨基甲烷（ＴＲＩＳ）、过硫酸铵（ａｍｍｏｎｉｕｍｐｅｒｓｕｌ
ｆａｔｅ）、甘氨酸（ｇｌｙｃｉｎｅ），均为北京索莱宝科技有限公司；乙酸
汞（ｍｅｒｃｕｒｙａｃｅｔａｔｅ）、钼酸（ｍｏｌｙｂｄｉｃａｃｉｄ）、硫酸钴（ｃｏｂａｌｔ
ｓｕｌｆａｔｅｎｅｐｔａｈｙｄｒａｔｅ）、硝酸锶（ｓｔｒｏｎｔｉｕｍｎｉｔｒａｔｅ）、三氧化二铁
（ｆｅｒｒｉｃｓｅｓｑｕｉｏｘｉｄｅ）、氧化镁 （ｍａｇｎｅｓｉｕｍ ｏｘｉｄｅ）、碳酸钙
（ｃａｌｃｉｕｍｃａｒｂｏｎａｔｅ）、铜粉（ｃｏｐｐｅｒｐｏｗｄｅｒ）、铬粉（ｃｈｒｏｍｉｕｍ
ｐｏｗｄｅｒ）、铅粉（ｌｅａｄｐｏｗｄｅｒ），均为国产分析纯；四甲基联苯胺
（ｔｅｔｒａｍｅｔｈｙｌｂｅｎｚｉｄｉｎｅ，ＴＭＢ），上海五联化工厂；羊抗鼠酶标二
抗（ＧａＭＩｇＧ－ＨＲＰ），上海华美生物工程公司；试验用水为重
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蒸去离子水（ｄｏｕｂｌｅｄｉｓｔｉｌｌｅｄｗａｔｅｒ，ＤＤＷ）。其他试剂市售所
得，均为ＡＲ级。
１．２　溶液
１．２．１　ＳＤＳ－ＰＡＧＥ所需溶液　电泳染色液：将４５ｍＬ甲醇、
４５ｍＬＤＤＷ和１０ｍＬ冰乙酸混匀，然后加入０．２５ｇ考马斯亮
蓝，充分溶解后，滤纸过滤后备用。

电泳脱色液：将４０ｍＬ甲醇、４０ｍＬＤＤＷ和１０ｍＬ冰乙
酸混匀即可。

分离胶缓冲液：称取１８．１７ｇＴｒｉｓ，加入 ＤＤＷ１００ｍＬ，充
分溶解后用盐酸调节ｐＨ值至８．８，４℃冰箱保存。

浓缩胶缓冲液：称取６．０ｇＴｒｉｓ，加入 ＤＤＷ１００ｍＬ，充分
溶解后用盐酸调节ｐＨ值至６．８，４℃冰箱保存。

上样缓冲液：称取ＳＤＳ０．２ｇ、溴酚蓝１０ｍｇ，加入浓缩胶
缓冲液０．５ｍＬ、甘油１ｍＬ、β－ＭＥ０．２５ｍＬ，然后用 ＤＤＷ定
溶至５ｍＬ，４℃冰箱避光保存。
５×电泳缓冲液：称取７．５５ｇＴｒｉｓ、４７ｇ甘氨酸，溶解在

４５０ｍＬＤＤＷ中；再加入１０％ ＳＤＳ，用 ＤＤＷ定容至５００ｍＬ，
室温保存，使用时５倍稀释。
１．２．２　ＥＬＩＳＡ所需缓冲液　０．０１ｍｏｌ／Ｌ磷酸盐缓冲液
（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｅｄｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ）：ＮａＣｌ８．０ｇ，ＫＣｌ０．２ｇ，
Ｎａ２ＨＰＯ４·１２Ｈ２Ｏ３．５６ｇ，ＫＨ２ＰＯ４０．２ｇ，溶于 ＤＤＷ 定容
至１０００ｍＬ。

洗涤缓冲液（ＰＢＳ＋Ｔｗｅｅｎ２０，ＰＢＳＴ）：ＰＢＳ＋０．０５％
Ｔｗｅｅｎ２０。
０．０５ｍｏｌ／ＬＮａＨＣＯ３／Ｎａ２ＣＯ３缓冲液（ｃａｒｂｏｎａｔｅｂｕｆｆｅｒｅｄ

ｓａｌｉｎｅ，ＣＢＳ）：Ｎａ２ＣＯ３１．５９ｇ，ＮａＨＣＯ３２．９３ｇ，加ＤＤＷ定容至
１０００ｍＬ。

封闭液（ＳＰＢＳＴ）：５％猪血清＋ＰＢＳＴ。
ＴＭＤ底物缓冲液：（１）Ａ液。用０．１ｍｏｌ／ＬｐＨ值为５．０

醋酸钠／柠檬酸缓冲液加热溶解０．５ｇ过氧化脲，再与０．０８ｇ
非那西丁（预先加热溶于ＤＤＷ）混合，定容至１０００ｍＬ。（２）

Ｂ液。ＴＭＢ１．２７ｇ溶于５００ｍＬ甲醇，再与５００ｍＬ甘油混合。
２ｍｏｌ／ＬＨ２ＳＯ４终止液：９８％浓硫酸（１８ｍｏｌ／Ｌ）１０ｍＬ稀

释至１８０ｍＬ。
１．３　主要仪器

ＰＨＳ－３Ｃ酸度计，上海雷磁公司；９８－１磁力搅拌器，上
海司乐仪器有限公司；ＪＹ－３０００电泳仪，北京君意东方电泳
设备有限公司；Ｏｐｔｉｍａ２１００ＤＶ型电感耦合等离子体发射光
谱仪（ＩＣＰ），美国 ＰＥ公司；ＷＤ－９４０３Ｄ型紫外仪，北京六一
仪器厂；抗原与佐剂乳化器，本实验室自制；ＭｕｌｔｉｓｋａｎＭＫ３酶
标仪，美国Ｔｈｅｒｍｏ公司；ＳＺ－９３自动双重纯水蒸馏器，上海
雅荣生化仪器设备有限公司；Ｌｅｇｅｎｄｍｉｃｒｏ１７型离心机，美国
Ｔｈｅｒｍｏ公司；３０３Ａ１型电热恒温培养箱，北京中兴伟业仪器
有限公司。

１．４　试验动物
ＳＰＦ级６周龄雌性 Ｂａｌｂ／Ｃ小鼠购自郑州大学医学院实

验动物中心，本实验室饲养。

１．５　金属螯合物人工抗原的合成
１．５．１　Ｚｎ２＋－ＩＴＣＢＥ－ＢＳＡ免疫原的合成　采用异硫氰酯
法［１８］，参考 Ｃｈａｋｒａ等的方法并加以改进合成免疫原 Ｚｎ２＋ －
ＩＴＣＢＥ－ＢＳＡ［１９］。称取１０ｍｇＩＴＣＢＥ溶于１ｍＬ二甲基亚砜
（ＤＭＳＯ）中形成金属螯合剂溶液；称取６．６５ｍｇＺｎＳＯ４溶于
１ｍＬｐＨ值为８．０的ＨＥＰＥＳ缓冲液（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）中形成Ｚｎ２＋

溶液；将金属螯合剂溶液和Ｚｎ２＋溶液混合并用ＮａＯＨ调节ｐＨ
值至７．０，然后在室温条件下放在摇床上反应 １２ｈ，即形成
Ｚｎ２＋－ＩＴＣＢＥ螯合物半抗原。称取２０ｍｇＢＳＡ溶于 １ｍＬｐＨ
值为８．０的ＨＥＰＥＳ缓冲液（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）中形成 ２０ｍｇ／ｍＬ的
载体蛋白溶液；取１ｍＬＺｎ２＋－ＩＴＣＢＥ螯合物半抗原溶液加入
到１ｍＬ载体蛋白溶液中并用 ＮａＯＨ调节 ｐＨ值至９．０，室温
摇床反应２４ｈ，然后移入透析袋中透析５ｄ，即形成 Ｚｎ２＋ －
ＩＴＣＢＥ－ＢＳＡ完全抗原。合成路线见图１。

１．５．２　Ｚｎ２＋ －ＩＴＣＢＥ－ＯＶＡ包被原的合成　合成方法同
“２．１．１”节。
１．６　人工抗原的鉴定
１．６．１　人工抗原浓度测定　以 ＨＥＰＥＳ溶液做为空白对照，
将免疫抗原Ｚｎ２＋－ＩＴＣＢＥ－ＢＳＡ和包被抗原Ｚｎ２＋ －ＩＴＣＢＥ－
ＯＶＡ用 ＨＥＰＥＳ缓冲液稀释 １００倍，用蛋白核酸分析仪在
２８０ｎｍ波长下测定人工抗原中的蛋白浓度。
１．６．２　ＳＤＳ－ＰＡＧＥ鉴定　根据 ＢＳＡ的 Ｍｒ（６．６２×１０４），选
择浓缩胶浓度为 ５％，分离胶浓度为 １２％，浓缩胶电压为
１２０Ｖ，分离胶电压为６０Ｖ，点样量１０μｇ／孔，对ＢＳＡ、Ｚｎ２＋ －
ＩＴＣＢＥ－ＢＳＡ进行垂直 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳，用考马斯亮蓝染
色，紫外仪照相。

１．６．３　ＩＣＰ－ＡＥＳ检测抗原中 Ｚｎ２＋的含量　将１００μｇ／ｍＬ

的Ｚｎ２＋标准储备液用２％的硝酸稀释成０、０．２５、０．５０、１．００、
２．００、４．００μｇ／ｍＬ的浓度梯度，仪器软件自动绘制标准曲线，
并得出线性回归方程；样品溶液５０倍稀释，用２２６ｎｍ波长在
最佳优化试验条件下进行测定，仪器软件自动分析结果。

１．６．４　多抗血清（ｐＡｂ）鉴定
１．６．４．１　Ｚｎ２＋－ＥＤＴＡｐＡｂ的制备　用Ｚｎ２＋ －ＩＴＣＢＥ－ＢＳＡ
免 疫 ６周 龄 雌 性 Ｂａｌｂ／Ｃ 小 鼠 ５只，免 疫 剂 量 为
５０μｇ·０．２ｍＬ／只，背部皮下４点注射。首免，用无菌ＰＢＳ溶
解Ｚｎ２＋－ＩＴＣＢＥ－ＢＳＡ，与等量 ＣＦＡ混合，充分乳化；加强免
疫，用无菌ＰＢＳ溶解 Ｚｎ２＋ －ＩＴＣＢＥ－ＢＳＡ，与等量 ＩＦＡ混合，
充分乳化，首免后３周进行，共免５次，每次间隔２周，最后１
次免疫后１０ｄ断尾采血，５０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，－２０℃保
存备用。
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１．６．４．２　效价测定　采用间接 ＥＬＩＳＡ测定 ｐＡｂ效价，基本
程序参照 Ｔｉｊｓｓｅｎ的方法。第 １步，用经 ｐＨ值为 ９．６
０．０５ｍｏＬ／Ｌ的碳酸盐缓冲液稀释的 Ｚｎ２＋ －ＩＴＣＢＥ－ＯＶＡ包
板，包被浓度２μｇ／ｍＬ，包被量每孔１００μＬ，３７℃温育２ｈ，
ＰＢＳＴ洗板４次，每次间隔３ｍｉｎ；第２步，用５％猪血清封闭，
每孔２００μＬ，３７℃温育１ｈ，ＰＢＳＴ洗板４次，每次间隔３ｍｉｎ；
第３步，加ｐＡｂ，每孔５０μＬ，用封闭液倍比稀释，设阴性对照
（ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ，ＮＣ）和空白对照（ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ，ＢＣ），３７℃温
育１５ｍｉｎ，ＰＢＳＴ洗板 ４次，每次间隔 ３ｍｉｎ；第 ４步，加
ＲａＭＩｇＧ－ＨＲＰ，１∶１０００用封闭液稀释，每孔５０μＬ，３７℃温
育３０ｍｉｎ，ＰＢＳＴ洗板４次，每次间隔３ｍｉｎ；第５步，加酶底物
ＴＭＢ显色，每孔１００μＬ，室温反应１０ｍｉｎ；第６步，终止显色
反应，每孔加入终止液２ｍｏｌ／ＬＨ２ＳＯ４１００μＬ，用酶标仪读
Ｄ４５０ｎｍ值；第７步，结果判断，以待测孔Ｄ４５０ｎｍ≥ＮＣＤ４５０ｎｍ的２．
１倍（Ｐ／Ｎ≥２．１）判为阳性。
１．６．４．３　敏感性鉴定　用 １０ｍｍｏｌ／ＬＨＥＰＥＳ缓冲液配制
ＥＤＴＡ溶液，将 Ｚｎ２＋标准储备液稀释成 ０、３．９０６、７．８１２、
１５６２５、３１．２５０、６２．５００、１２５．０００、２５０．０００、５００．０００、
１０００．０００ｎｇ／ｍＬ的浓度梯度，用ＮａＯＨ调节ｐＨ值为６．０，室
温摇床反应２４ｈ，即形成 Ｚｎ２＋ －ＥＤＴＡ螯合物溶液。以此溶
液为抑制剂，采用阻断 ＥＬＩＳＡ试验鉴定其敏感性，基本程序
参照覃雅丽等的方法，见文献［２０］。第 １步，用 Ｚｎ２＋ －
ＩＴＣＢＥ－ＯＶＡ包板，包被浓度２μｇ／ｍＬ，包被量每孔１００μＬ，
３７℃温育２ｈ，ＰＢＳＴ洗板４次，每次间隔３ｍｉｎ；第２步，用
５％猪血清封闭，每孔２００μＬ，３７℃温育１ｈ，ＰＢＳＴ洗板４次，
每次间隔３ｍｉｎ；第３步，加Ｄ４５０ｎｍ为１．０的小鼠血清５０μＬ和
不同浓度的 Ｚｎ２＋ －ＥＤＴＡ螯合物溶液５０μＬ，设 ＮＣ和 ＢＣ，
３７℃ 温育１５ｍｉｎ，ＰＢＳＴ洗板４次，每次间隔３ｍｉｎ；第４步，
加ＲａＭＩｇＧ－ＨＲＰ，１∶１０００用封闭液稀释，每孔５０μＬ，３７℃
温育３０ｍｉｎ，ＰＢＳＴ洗板４次，每次间隔３ｍｉｎ；第５步，加酶底
物ＴＭＢ显色，每孔１００μＬ，室温反应１０ｍｉｎ；第６步，终止显
色反应，每孔加入终止液２ｍｏｌ／ＬＨ２ＳＯ４１００μＬ，用酶标仪读
Ｄ４５０ｎｍ值；第７步，计算抑制率（Ｂ／Ｂ０，Ｂ０为 Ｚｎ

２＋ －ＥＤＴＡ０浓
度时的吸光度，Ｂ为Ｚｎ２＋－ＥＤＴＡ不同浓度时的吸光度）。以
Ｂ／Ｂ０为纵坐标，以不同浓度抑制剂的对数值为横坐标，在半
对数坐标纸上绘制Ｚｎ２＋－ＥＤＴＡ对Ｚｎ２＋ －ＥＤＴＡｐＡｂ的抑制
曲线，根据曲线趋势推导回归方程，计算ｐＡｂ对Ｚｎ２＋ －ＥＤＴＡ
的５０％抑制浓度（ＩＣ５０），并以ＩＣ５０做为敏感度。
１．６．４．４　特异性鉴定　采用交叉反应试验鉴定其特异性。交
叉反应试验选择汞、铬、铅、锌、铜、铯、钴、钼、铁与ＥＤＴＡ的螯合
物（螯合方法同上）和ＥＤＴＡ溶液做为抑制剂，用阻断ＥＬＩＳＡ测
定各抑制物的ＩＣ５０，以Ｚｎ

２＋－ＥＤＴＡｐＡｂ对Ｚｎ２＋－ＥＤＴＡ的ＩＣ５０

和Ｚｎ２＋－ＥＤＴＡｐＡｂ对各竞争物的ＩＣ５０之比的百分数为其交叉
反应率（ｃｒｏｓｓ－ｒｅａｃｔｉｖｉｔｙ，ＣＲ％）。计算方法如下：
ＣＲ＝Ｚｎ２＋－ＥＤＴＡ的ＩＣ５０／其他抑制物ＩＣ５０×１００％。

２　结果与分析

２．１　紫外分光光度法测定抗原浓度
利用Ｐｈａｒｍａｃｉａ蛋白质核酸分析仪在２８０ｎｍ波长下测定

透析后的 Ｚｎ２＋ －ＩＴＣＢＥ－ＢＳＡ、Ｚｎ２＋ －ＩＴＣＢＥ－ＯＶＡ蛋白的
浓度分别为８．４８、９．２３ｍｇ／ｍＬ。
２．２　ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳鉴定

由图２可知，ＢＳＡ的泳动速度大于 Ｚｎ２＋ －ＩＴＣＢＥ－ＢＳＡ，
说明 Ｚｎ２＋ －ＩＴＣＢＥ－ＢＳＡ的分子量大于 ＢＳＡ，证明 ＢＳＡ与
Ｚｎ２＋－ＩＴＣＢＥ已成功偶联。

２．３　ＩＣＰ－ＡＥＳ测定抗原中Ｚｎ２＋含量
由表１可知稀释５０倍后的样品读数，透析后的 Ｚｎ２＋ －

ＩＴＣＢＥ－ＢＳＡ和Ｚｎ２＋－ＩＴＣＢＥ－ＯＶＡ２种抗原中Ｚｎ２＋的含量
分别为１９７．４５、１３０．８０μｇ／ｍＬ，可以证明金属螯合物人工抗
原合成成功。

表１　ＩＣＰ－ＡＥＳ测定样品中Ｚｎ２＋含量

样品
浓度

（μｇ／ｍＬ）
相对标准偏差

（％） 相关系数

Ｚｎ２＋－ＩＴＣＢＥ－ＢＳＡ ３．９４９ ０．２９７０ ０．９９９９
Ｚｎ２＋－ＩＴＣＢＥ－ＯＶＡ ２．６１６ ０．３１２５ ０．９９９９

２．４　Ｚｎ２＋－ＥＤＴＡｐＡｂ鉴定
２．４．１　间接ＥＬＩＳＡ效价测定　由表２可知，免疫的５只小鼠
血清抗体效价均达到了１０－４，说明获得了较好的免疫效果，
其中４号小鼠效价最高，为０．５９７。
２．４．２　Ｚｎ２＋－ＥＤＴＡｐＡｂ敏感性鉴定　由表３可知，以Ｚｎ２＋

在３．９０６～１０００ｎｇ／ｍＬ与过量ＥＤＴＡ螯合后形成的螯合物为

表２　小鼠抗Ｚｎ２＋－ＩＴＣＢＥ血清效价

序号
不同抗血清稀释倍数效价

１００ ２００ ４００ ８００ １６００ ３２００ ６４００ １２８００ ２５６００ ５１２００
阴性 空白

１ ２．６３４ ２．２４３ １．９８３ １７５９ １５８７ １．３５２ １．２５５ ０．９４９ ０．７５９ ０．１８０ ０．０７０ ０．０６８
２ ２．０６６ １．９５４ １．６０６ １．４００ １．４３８ １．１４１ ０．８０５ ０．６５８ ０．４０７ ０．１９７ ０．０６８ ０．０６２
３ １．９８５ １７７４ １．６３７ １．５７９ １．３２７ １．１１５ ０．９１８ ０．６９３ ０．３５５ ０．１３４ ０．０９５ ０．０７５
４ ３．１２６ ２．８７２ ２．５６３ ２．３８１ １．９９７ １．７５１ １．４５１ １．１４８ ０．９３３ ０．５９７ ０．０８２ ０．０５４
５ ２．２２９ ２．０３０ １．９０７ １．７４１ １．５１２ １．３５８ １．１６１ ０．９５１ ０．６３６ ０．３１０ ０．０７６ ０．０５８
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抑制剂，５只小鼠的抗血清均产生了抑制。其中４号小鼠抑
制效果最好，将其Ｄ４５０ｎｍ值转化为Ｂ／Ｂ０，再对ｌｇ［Ｚｎ

２＋－ＥＤＴＡ／
１００］进行回归分析，４号小鼠的线性回归方程为ｙ＝－０．２９８４ｘ＋
０．９７５２，ｒ２为０．９４３５，ＩＣ５０为３９．２６ｎｇ／ｍＬ（图３）。

表３　小鼠抗血清对Ｚｎ２＋－ＥＤＴＡ的抑制效价

序号

不同Ｚｎ２＋稀释浓度抑制效价
１０００
ｎｇ／ｍＬ

５００
ｎｇ／ｍＬ

２５０
ｎｇ／ｍＬ

１２５
ｎｇ／ｍＬ

６２．５
ｎｇ／ｍＬ

３１．２５
ｎｇ／ｍＬ

１５．６２５
ｎｇ／ｍＬ

７．８１２
ｎｇ／ｍＬ

３．９０６
ｎｇ／ｍＬ ０

阴性 空白

１ ０．１１６ ０．１４９ ０．１８４ ０．２６７ ０．３７８ ０．４９６ ０．６７２ ０．８４３ ０．９９４ １．０１６ ０．０７６ ０．０６７
２ ０．１５４ ０．１８４ ０．２１１ ０．３７６ ０．４９３ ０．５５８ ０．５９７ ０．７９５ １．０１１ １．１９７ ０．０７５ ０．０６７
３ ０．１４１ ０．１６７ ０．１９２ ０．２７９ ０．３１５ ０．４７５ ０．６１４ ０．８６８ ０．９５５ １．０１３ ０．０８８ ０．０６８
４ ０．１７４ ０．１９１ ０．２２６ ０．２５９ ０．３６１ ０．５５２ ０．６０２ ０．７４２ ０．８４７ １．０５８ ０．０７３ ０．０７２
５ ０．１３７ ０．１５８ ０．１９４ ０．２５３ ０．３９８ ０．４４６ ０．６９８ ０．８３９ １．０５１ １．１１２ ０．０８１ ０．０５８

２．４．３　Ｚｎ２＋－ＥＤＴＡｐＡｂ特异性鉴定　由表４可知，Ｚｎ２＋ －
ＥＤＴＡ对其 ｐＡｂ结合反应的特异性很强；除与 Ｈｇ２＋ －ＥＤＴＡ
具有较强的交叉反应外，与 ＥＤＴＡ及其他金属离子螯合物无
交叉反应。

３　讨论

３．１　关于人工抗原的合成
Ｚｎ２＋结构简单，不具有 Ｔ、Ｂ２种细胞表位而无法直接诱

导机体产生特异性抗体，既无免疫原性，也无反应原性，而且

Ｚｎ２＋带有电荷，能与机体内生物分子发生强烈的不可逆的反
应而导致机体中毒。因此，必须将 Ｚｎ２＋通过螯合剂进行螯
合，然后再将其连接到载体蛋白合成人工抗原，通过动物免疫

制备Ｚｎ２＋螯合物的特异性抗体。选择合适的偶联剂是人工

表４　Ｚｎ２＋－ＥＤＴＡｐＡｂ与其他金属螯合物的交叉反应

化合物 ＩＣ５０（ｎｇ／ｍＬ） 交叉反应率（％）
Ｚｎ２＋－ＥＤＴＡ ２６．８５ １００
ＥＤＴＡ ＞６．４×１０３ ＜０．５

Ｈｇ２＋－ＥＤＴＡ ２７．９８ ９５．９６
Ｐｂ２＋－ＥＤＴＡ ＞６．４×１０３ ＜０．５
Ｃｕ２＋－ＥＤＴＡ ＞３．２×１０３ ＜０．９
Ｃｄ２＋－ＥＤＴＡ ＞３．２×１０３ ＜０．９
Ｃｏ２＋－ＥＤＴＡ ＞６．４×１０３ ＜０．５
Ｍｏ２＋－ＥＤＴＡ ＞６．４×１０３ ＜０．５
Ｃａ２＋－ＥＤＴＡ ＞６．４×１０３ ＜０．５

抗原制备的关键。Ｍｅａｒｅｓ等的研究结果表明，作为金属离子
人工抗原的偶联剂必须满足３个条件，一是能够选择性结合
金属离子并减弱金属离子与生物分子之间的反应能力，二是

能够与载体蛋白偶联，三是偶联物能够被免疫系统识别，具有

免疫原性［２１－２３］。通过大量筛选对比试验，大分子双功能螯合

剂是最为理想的偶联剂（图４）。本试验选择异硫氰酸苄基乙
二胺四乙酸（ＩＴＣＢＥ）作为螯合剂，Ｚｎ２＋与ＩＴＣＢＥ螯合后，形成
一个稳定的六齿状的配位化合物，该化合物具有独特的空间

构型和一定的分子量，相当于１个半抗原，然后再用异硫氰酯
法将该螯合物偶联到ＢＳＡ或 ＯＶＡ上制备成人工抗原。笔者
认为，在合适的ｐＨ值范围内 ＩＴＣＢＥ才能够充分的螯合金属
离子，这是使合成的人工抗原具有较好免疫原性的关键。
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３．２　关于载体蛋白的选择
载体蛋白的作用是提供 Ｔ细胞识别表位，小分子半抗原

与载体蛋白结合后，可作为载体蛋白的抗原决定簇，进而诱导

Ｂ细胞激活、分化、增殖，从而产生针对半抗原小分子的特异
性抗体。常用的载体蛋白有牛血清白蛋白（ＢＳＡ）、鸡卵清蛋
白（ＯＶＡ）、钥孔血蓝蛋白（ＫＬＨ）、人血清白蛋白（ＨＡＳ）、兔血
清白蛋白（ＲＳＡ）及人工合成的多聚赖氨酸（ＰＬＬ）等，本研究
选用ＢＳＡ作载体蛋白，原因是ＢＳＡ理化性质稳定，不易变性，
价廉易得，分子内含自由氨基多，在较大ｐＨ范围和不同离子
强度下均能保持较大的溶解度，更有利于偶联反应的进行。

３．３　关于人工抗原的鉴定
本试验对合成的金属螯合物抗原进行了 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电

泳鉴定、ＩＣＰ－ＡＥＳ测定抗原中 Ｚｎ２＋含量和抗血清鉴定。在
人工抗原的合成中偶联到载体蛋白上的有些螯合剂并未螯合

金属离子，即形成ＩＴＣＢＥ－ＢＳＡ无金属人工抗原，这些无金属
抗原与金属螯合物抗原在进行紫外扫描和 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳
鉴定中不容易区别；个别 Ｚｎ２＋可以结合到载体蛋白上，故
ＩＣＰ－ＡＥＳ所测定的抗原中Ｚｎ２＋含量不能准确地代表螯合离
子的量。鉴于以上原因，本试验没有对所合成的人工抗原进

行偶联率的计算。因此，笔者认为，ＩＣＰ－ＡＥＳ测定抗原中
Ｚｎ２＋含量和ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳鉴定只能作为辅助的重金属螯
合物人工抗原的鉴定，抗血清鉴定是重金属螯合物人工抗原

最为准确、可靠的鉴定方法。

４　小结

利用双功能螯合剂异硫氰酸苄基乙二胺四乙酸通过异硫

氰酯法合成了重金属Ｚｎ２＋的免疫抗原和包被抗原，并对所合
成的抗原进行ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳、ＩＣＰ－ＡＥＳ检测其 Ｚｎ２＋含量
和小鼠免疫试验，结果证明所合成的人工抗原具有较好的免

疫原性，为 Ｚｎ２＋螯合物多克隆抗体（ｐＡｂ）和单克隆抗体
（ｍＡｂ）的进一步研制奠定了研究基础和技术储备。
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