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微囊藻毒素 ＬＲ免疫原及包被抗原的合成与鉴定
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　　摘要：微囊藻毒素ＬＲ（ＭＣ－ＬＲ）分子量小于１０００ｕ，为半抗原，需要与载体蛋白偶联后才能刺激免疫应答用于抗
体制备。本研究利用碳二亚胺法将ＭＣ－ＬＲ分别与钥孔血蓝蛋白（ＫＬＨ）和牛血清白蛋白（ＢＳＡ）进行偶联，获得免疫
抗原（ＭＣ－ＫＬＨ）和包被抗原（ＭＣ－ＢＳＡ）。采用紫外扫描光谱、ＳＤＳ聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）、基质辅助激
光解吸电离飞行时间质谱（ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦＭＳ）等３种方法对２种人工抗原进行鉴定，并对小鼠进行免疫。用间接非竞
争酶联免疫吸附测定法（ＥＬＩＳＡ）和竞争ＥＬＩＳＡ测定了抗血清效价和敏感度。结果表明，紫外扫描光谱法可观察到２
种人工抗原的紫外吸收谱与载体蛋白相比发生改变。通过ＳＤＳ－ＰＡＧＥ法可以观察到ＭＣ－ＢＳＡ分子量比ＢＳＡ增大。
另外质谱法测定的ＭＣ－ＢＳＡ的相对分子量为７６５１５．８４，计算得到的ＭＣ－ＬＲ与ＢＳＡ的偶联比为１０∶１。ＭＣ－ＫＬＨ
免疫小鼠后，抗血清效价最高达到１∶３２０００倍，ＭＣ－ＬＲ对鼠多抗血清的抑制中浓度（Ｉ５０）为０．５３μｇ／ｍＬ。成功合成

了ＭＣ－ＬＲ的免疫原和包被原为其单克隆抗体的制备奠定了基础。还比较了３种鉴定方法的适用性和优缺点，为其
他人工抗原的鉴定方法提供了有益的参考。
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　　微囊藻毒素（ｍｉｃｒｏｃｙｓｔｉｎｓ，简称 ＭＣｓ）是一种在蓝藻水华
污染中出现频率最高、产生量最大和造成危害最严重的藻毒

素种类［１］，其主要结构为环 Ｄ－丙氨酸 －Ｒ１－Ｒ２－赤 －β－
甲基－Ｄ－异天冬氨酸 －Ｌ－Ｚ－ａｄｄａ－Ｄ－异谷氨酸 －Ｎ－
甲基脱氢丙氨酸，其中有 ２个可变的 Ｌ－型氨基酸（Ｒ１和

Ｒ２），这２种Ｌ－型氨基酸的不同组合更替及其他氨基酸的去
甲化衍生出众多的毒素类型，至今已发现８０种以上的 ＭＣｓ
异构体［２－４］（图１）。其中微囊藻毒素ＬＲ（ＭＣ－ＬＲ）是已知毒
性最强、急性危害最大的一种淡水蓝藻毒素，具有多器官毒

性、遗传毒性和致癌性［５］。世界卫生组织及许多发达国家制

定的引用水标准和规范中规定，ＭＣ－ＬＲ的含量不得超过
１．０μｇ／Ｌ，我国生活饮用水卫生标准也规定饮用水中的
ＭＣ－ＬＲ不得超过１．０μｇ／Ｌ［６］。
　　目前ＭＣ－ＬＲ的检测方法主要包括液相色谱法、免疫分
析法、磷酸酶抑制法、细胞毒性法和生物分析法等［７－１５］。免

疫分析法因其灵敏度高、检测通量大等优点成为 ＭＣ－ＬＲ最
常用的筛选检测方法，其核心试剂抗体的制备国内外已有一

些文献报道［１６］。然而目前商品化的 ＭＣ－ＬＲ抗体仍然非常
有限，且质量参差不齐。进口的 ＭＣ－ＬＲ单克隆抗体主要为
英国Ａｂｃａｍ公司的产品，售价约达３０００元／ｍｇ。国内仅有中
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国水生生物研究所、江苏省微生物研究所和清华大学等少数

几家单位研制的 ＭＣ－ＬＲ单、多克隆抗体。现有的商品化
ＭＣ－ＬＲ抗体难以完全满足巨大市场检测需求和科研使用。
因此，加快ＭＣ－ＬＲ单克隆抗体的研制和自主知识产权的快
速检测技术产品的研发，为解决我国特别是江苏地区太湖蓝

藻暴发水体污染监测等社会、环境问题意义重大。

由于ＭＣ－ＬＲ分子量为９９５．１７ｕ，属于半抗原，必须要和
载体蛋白偶联才能具有免疫原性，从而获得抗体。因此，合成

性能良好的免疫原及包被原是制备抗体和建立检测方法的关

键。本研究利用碳二亚胺法将 ＭＣ－ＬＲ与载体蛋白钥孔血
蓝蛋白（ＫＬＨ）、牛血清白蛋白（ＢＳＡ）分别进行偶联，作为免
疫原和包被原，并用紫外扫描光谱、十二烷基硫酸钠聚丙烯凝

胶电泳（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）和基质辅助激光解吸电离飞行时间质
谱（ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦＭＳ）等３种方法进行鉴定。

１　材料与方法

１．１　主要材料
微囊藻毒素ＬＲ，购自瑞典Ａ１ｅｘｉｓＢｉｏｃｈｅｍ公司。６～８周

龄雌性Ｂａｌｂ／ｃ小鼠，购自江苏省扬州大学比较医学中心。钥
孔血蓝蛋白、牛血清白蛋白、５０％聚乙二醇（ＰＥＧ）溶液（分子
量为１４５０ｋｕ）、弗氏完全和不完全佐剂，均购自美国 Ｓｉｇｍａ
公司。Ｎ，Ｎ－二甲基甲酰胺（ＤＭＦ），购自无锡中西药品器械
集团有限公司。辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）标记羊抗鼠 ＩｇＧ，购
自南京康维生物科技有限公司。１－乙基 －３（３－二甲氨丙
基）碳二亚胺盐酸盐（ＥＤＣ·ＨＣｌ）、Ｎ－轻基琥珀酰亚胺
（ＮＨＳ）、四甲基联苯胺（ＴＭＢ），均购自上海丽珠东风生物技
术有限公司。透析带（截留分子量为１４０００ｋｕ），购自上海华
美生物工程有限公司。４×蛋白上样缓冲液、脱脂奶粉，均购
自索莱宝生物科技有限公司。１０％预制胶，购自南京金斯瑞
生物科技有限公司。

１．２　主要仪器
酶标仪（美国Ｔｈｅｒｍｏ），洗板机（美国 Ｔｈｅｒｍｏ），台式冷冻

离心机（美国 Ｂｅｃｋｍａｎ），紫外 －可见分光光度计（美国
ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ），微量可调移液器 （芬兰 Ｆｉｎｎｐｉｐｅｔｔｅ），超纯水净
化仪（美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ），分析天平（美国 ＯＨＵＳ），磁力搅拌器
（杭州仪表电机有限公司），９６孔酶标板（美国 ＣＯＲＮＩＮＧ），
垂直板电泳仪（美国Ｂｉｏ－ｒａｄ），ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ／ＴＯＦ５８００质谱
分析仪（美国 ＡＢＳｃｉｅｘ公司），５％ ＣＯ２ 培养箱（美国
Ｔｈｅｒｍｏ）等。
１．３　免疫抗原和包被抗原的合成

免疫抗原（ＭＣ－ＫＬＨ）的制备：ＭＣ－ＬＲ与 ＫＬＨ的偶联，

参考 Ｙｕ等的方法［１７］。具体为取 ０．１ｍｇＭＣ－ＬＲ溶解于
０．１ｍＬＤＭＦ，再与０．３ｍＬ溶解有６ｍｇ１－（３－二甲氨基丙
基）－３－乙基碳二亚胺盐酸酸（ＥＤＣ·ＨＣｌ）和６ｍｇＮＨＳ的
ＤＭＦ溶液混合，轻微振荡并混匀，室温反应３０ｍｉｎ后，４℃反
应过夜，得ＭＣ－ＬＲ活泼酯衍生物（Ⅰ）。称取 ３ｍｇＫＬＨ溶
解于３ｍＬ０．１ｍｏｌ／ＬｐＨ值为９．６的碳酸盐缓冲液（ＣＢＳ）中，
将衍生物（Ⅰ）缓慢滴加入 ＫＬＨ溶液中，轻微振荡并混匀，避
光室温反应２ｈ。将反应物移入透析袋，透析袋放在 ｐＨ值为
７．４的０．０１ｍｏｌ／Ｌ磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）中，４℃下透析２ｄ，每
天更换透析液３次，透析产物分装后于－２０℃保存。

包被抗原（ＭＣ－ＢＳＡ）的制备：将０．１ｍｇＭＣ－ＬＲ溶解
于２５％乙醇溶液中，再加入３３５μｇＢＳＡ，振荡混匀。随后将
溶有１ｍｇＥＤＣ·ＨＣｌ的２００μＬ水溶液逐滴加入ＭＣ－ＬＲ和
ＢＳＡ的混合液中，４℃反应过夜。制备好的包被抗原装入透
析袋，在ＰＢＳ缓冲液中４℃下透析２ｄ，每天更换透析液３次，
分装后于－２０℃保存。
１．４　鉴定方法
１．４．１　紫外扫描光谱法　将免疫抗原、包被抗原溶解于ＰＢＳ
中，使其浓度为 ２００μｇ／ｍＬ，载体蛋白 ＫＬＨ、ＢＳＡ浓度为
１ｍｇ／ｍＬ，半抗原 ＭＣ－ＬＲ浓度为１０μｇ／ｍＬ，用紫外分光光
度计对各物质进行紫外全波长扫描，绘制紫外吸收曲线。

１．４．２　ＳＤＳ－ＰＡＧＥ法　配制 ２００μｇ／ｍＬ的 ＭＣ－ＢＳＡ和
ＢＳＡ，与蛋白上样缓冲液混合后，煮沸３ｍｉｎ。样品上样量为
５μＬ／孔，蛋白ｍａｒｋｅｒ上样量为２μＬ／孔。使用１０％的预制
胶分离，１４０Ｖ恒压下电泳７０ｍｉｎ，通过银染法显色。
１．４．３　基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱法　将 １μＬ
０．５ｍｇ／ｍＬＰＢＳ溶解的ＢＳＡ或ＭＣ－ＢＳＡ偶联物点至样品靶
上，自然干燥后，再取０．６μＬＣＨＣＡ基质溶液点至对应靶位
上并自然干燥，用相同方法在样品靶位相邻位置点标准品。

在正离子模式下选择反射方法对样品测试范围进行校准测

试。反射校准物质范围为３９２１２±１００至６６４３０±１００；在正
离子模式下选择反射方法测试样品分子量。质谱数据及图谱

处理由ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦＭＳ产生，原始数据及图谱由４０００Ｓｅｒｉｅｓ
ＥｘｐｌｏｒｅｒＶ３．５软件导出。按照以下公式计算半抗原与载体
蛋白偶联比：偶联比 ＝（偶联物分子量 －载体蛋白分子量）／
半抗原分子量。

１．５　动物免疫
取适量的ＭＣ－ＫＬＨ与等体积完全弗氏佐剂混合，完全

乳化，免疫３只６～８周龄雌性 Ｂａｌｂ／ｃ小鼠，２５μｇ／只腹腔注
射。３周后，取适量的ＭＣ－ＫＬＨ与等体积不完全弗氏佐剂混
合，乳化后皮腹腔注射，根据此方法每１４ｄ免疫１次，共加强
免疫４次。选取效价最高小鼠，用 ＰＢＳ溶解的 ２５μｇＭＣ－
ＫＬＨ进行腹腔注射，进行冲击免疫，３ｄ后取脾脏融合。
１．６　抗血清效价及灵敏度的测定
１．６．１　间接非竞争酶联免疫吸附测定法（ＥＬＩＳＡ）测定效价
　（１）包被：用２．５μｇ／ｍＬＣＢＳ稀释的 ＭＣ－ＢＳＡ，１００μＬ／孔
加入酶标板，４℃ 包被过夜。（２）封闭：次日用含有０．０５％
Ｔｗｅｅｎ２０的ＰＢＳ溶液（ＰＢＳＴ）洗板３次，每孔加入２００μＬＰＢＳ
配制的体积分数为 ２％的脱脂奶粉，３７℃封闭 １ｈ。（３）加
样：ＰＢＳＴ洗板３次后，每孔加入１００μＬＰＢＳ梯度稀释的鼠阳
性血清，以相应稀释倍数的鼠阴性血清作为阴性对照，３７℃
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温育１ｈ。（４）加酶标二抗：ＰＢＳＴ洗板３次，每孔加入１００μＬ
ＨＲＰ标记的羊抗鼠ＩｇＧ工作液（１∶５０００倍ＰＢＳ稀释），３７℃
温育１ｈ。（５）显色：ＰＢＳ洗板３次后，每孔加入１００μＬ现配
的底物溶液（１００μＬ二甲亚砜溶解的 ＴＭＢ和２５μＬ０．６５％
Ｈ２Ｏ２加入９．８７５ｍＬ０．１ｍｏｌ／ＬｐＨ值为５．５的柠檬酸缓冲
液），３７℃显色１５ｍｉｎ后，每孔加入５０μＬ２ｍｏｌ／ＬＨ２ＳＯ４终
止液终止反应，在酶标仪上读取４５０ｎｍ处的吸光度，以大于
相应的阴性血清吸光度２．１倍的阳性血清最大稀释倍数作为
抗血清效价。用方阵滴定法确定包被抗原及鼠血清的工作

浓度。

１．６．２　间接竞争ＥＬＩＳＡ测定抗血清敏感度　酶标板的包被
及封闭、加酶标二抗和显色步骤同“１．６．１”节。加样步骤操
作如下：用 ＰＢＳ将 ＭＣ－ＬＲ标准品稀释成 １００、１０、１、０．１、
００１、０．００１μｇ／ｍＬ等６个浓度，酶标板每孔加入５０μＬ不同
浓度ＭＣ－ＬＲ标准品和５０μＬ２倍工作浓度的鼠抗血清混合
液，以５０μＬＰＢＳ和５０μＬ２倍工作浓度的鼠抗血清混合液作
为零浓度的ＭＣ－ＬＲ。计算不同浓度ＭＣ－ＬＲ标准品对应吸
光度（Ｂ）与零浓度ＭＣ－ＬＲ对应吸光度（Ｂ０）的比值，绘制ＭＣ
－ＬＲ浓度与Ｂ／Ｂ０的标准抑制曲线，并计算抑制中浓度（Ｉ５０）。

２　结果与分析

２．１　紫外扫描光谱法
紫外扫描光谱法是免疫抗原和包被抗原鉴定的一种常用

方法。它是通过比较载体蛋白、人工抗原、半抗原的紫外吸收

光谱的迁移或叠加情况来分析偶联结果。图２－Ａ显示了免
疫抗原ＭＣ－ＫＬＨ、半抗原 ＭＣ－ＬＲ和载体蛋白 ＫＬＨ的紫外
扫描光谱。在紫外扫描范围内，半抗原ＭＣ－ＬＲ在２３８ｎｍ处
具有特征吸收峰，ＫＬＨ在２８０ｎｍ处具有蛋白质特征吸收峰，
在２５３ｎｍ处出现波谷。偶联物ＭＣ－ＫＬＨ在２３８～２８０ｎｍ范
围内，紫外吸收曲线呈平滑下降趋势，没有ＫＬＨ的２８０ｎｍ处
的特征吸收峰和２５３ｎｍ处的波谷出现，这可能是由于 ＭＣ－
ＬＲ与ＫＬＨ偶联后，２种物质的紫外吸收发生叠加导致，由此
推测ＭＣ－ＬＲ和ＫＬＨ偶联成功。

同样图 ２－Ｂ显示了包被抗原 ＭＣ－ＢＳＡ、ＭＣ－ＬＲ和
ＢＳＡ的紫外扫描光谱。ＢＳＡ在２８０ｎｍ处具有蛋白质特征吸
收峰，在 ２５１ｎｍ处出现波谷。偶联物 ＭＣ－ＢＳＡ在 ２３８～
２８０ｎｍ范围内，紫外吸收曲线呈平滑下降趋势，没有 ＢＳＡ的
２８０ｎｍ处的波峰和 ２５１ｎｍ处的波谷出现，这可能是由于
ＭＣ－ＬＲ与 ＢＳＡ偶联后，两者紫外吸收发生叠加导致，由此
推测ＭＣ－ＬＲ和ＢＳＡ偶联成功。
２．２　ＳＤＳ－ＰＡＧＥ法

ＳＤＳ－ＰＡＧＥ法是鉴定蛋白分子量的经典方法。由于
ＳＤＳ－ＰＡＧＥ法的电泳迁移率主要取决于蛋白分子量的大小，
可以通过比较载体蛋白和偶联物的电泳迁移率来分析是否偶

联成功。如图３所示，ＢＳＡ的条带在７２ｋｕ下方，符合６６ｋｕ
的 ＢＳＡ分子量预期，而 ＭＣ－ＢＳＡ的条带接近于 ７２ｋｕ。
ＭＣ－ＢＳＡ的分子量大于ＢＳＡ，因此可以推测ＭＣ－ＬＲ与ＢＳＡ
偶联成功。

　　由于试验所用的 ＫＬＨ蛋白来源于海洋软体动物钥孔帽
贝（Ｍｅｇａｔｈｕｒａｃｒｅｎｕｌａｔａ），该蛋白由 ＫＬＨ１和 ＫＬＨ２（３５０～
４００ｋｕ）２个亚基聚合而成，分子量范围在４００～８００ｋｕ之间。

并非单一分子量纯品，而且ＫＬＨ分子量过大不能适用于常规
的蛋白ｍａｒｋｅｒ及凝胶，因此未用此种方法对 ＭＣ－ＫＬＨ进行
鉴定。

２．３　基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱法
ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦＭＳ的原理是用一定强度的激光照射样品

与基质形成共结晶薄膜，基质从激光中吸收能量，基质－样品
直接发生电荷转移使得样品分子电离后在电场作用下加速飞

过飞行管道，根据到达检测其的飞行时间不同而被检测。即

依据样品质荷比（ｍ／ｚ）不同进行检测得到样品的相对分子
质量。

试验用ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦＭＳ对 ＢＳＡ和 ＭＣ－ＢＳＡ进行分子
量测定，测定的 ＢＳＡ和 ＭＣ－ＢＳＡ相对分子量值分别是
６６４５５．７０、７６５１５．８４（图４）。ＭＣ－ＢＳＡ分子量比ＢＳＡ大，证
实了ＭＣ－ＬＲ与ＢＳＡ偶联成功，计算得到的ＭＣ－ＬＲ和ＢＳＡ
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的偶联比为１０∶１。
　　由于ＫＬＨ没有精确的分子量，无法用质谱法准确测定
ＭＣ－ＫＬＨ的分子量，因此未采用此方法进行鉴定。
２．４　免疫鼠血清效价以及敏感度鉴定

如图５所示，以大于阴性血清吸光度 ２．１倍计，３只
Ｂａｌｂ／ｃ小鼠的抗血清效价在１∶８０００～１∶３２０００之间。选
择效价最高且抑制效果最好的１号鼠抗血清用方阵滴定法优
化包被原和抗血清工作浓度，优化后的包被抗原工作浓度为

２．５μｇ／ｍＬ，抗体稀释倍数为１∶８０００。在优化条件下用间接
竞争ＥＬＩＳＡ法测定抗血清对微囊藻毒素 ＬＲ的敏感度（图
６），计算得到的 ＭＣ－ＬＲ对鼠抗血清的抑制中浓度（Ｉ５０）为
０．５３μｇ／ｍＬ。结果表明，试验合成的免疫抗原 ＭＣ－ＫＬＨ成
功刺激小鼠产生免疫应答，并产生了能够灵敏识别 ＭＣ－ＬＲ
的抗体，由此确证了免疫抗原合成成功。

３　讨论与结论

３．１　免疫抗原和包被抗原的合成方法
目前常用的包被抗原和免疫抗原的合成方法有很多，含

羧基（—ＣＯＯＨ）的半抗原一般采用碳二亚胺法、混合酸酐法、
Ｎ－羟基丁二酰亚胺活性酯法等合成。含氨基（—ＮＨ２）的半
抗原一般使用戊二醇法、卤代硝基苯法、二异氰酸酯法、重氮

化法等。含羟基（—ＯＨ）的半抗原一般可用琥珀酸酐法、光
气法、卤代羧基法等合成。含有巯基（—ＳＨ）、醛（—ＣＨＯ）、
酮（—ＣＯ—）结构的半抗原亦可利用相应的双功能团试剂与
蛋白偶联合成［１８］。早期，Ｍｅｔｃａｌｆ等将ＭＣ－ＬＲ与２－巯基乙
胺反应形成氨基乙硫醇－ＭＣ－ＬＲ，从而引入１个游离氨基，
再通过戊二醛法将其与载体蛋白ＫＬＨ偶联［１９］。Ｚｅｃｋ等则将
阳离子化卵清蛋白（ｃＯＶＡ）进行巯基化修饰后，与 ＭＣ－ＬＲ
第７位氨基酸（ＭｄｈＡ）进行偶联 ［２０］。盛建武等则在ＭＣ－ＬＲ
第７位氨基酸分子上引入 １个游离氨基，形成中间产物
（Ｈ２Ｎ－ｅｔＭＣ－ＬＲ），再使用戊二醇法将其分别与 ＢＳＡ和
ＯＶＡ偶联［２１］。以上方法虽然获得了灵敏度较高的抗体，但

是须要对 ＭＣ－ＬＲ进行复杂的化学修饰后再与载体蛋白
偶联。

本研究利用ＭＣ－ＬＲ的第３位（Ｄ－β－Ｍｅ－Ａｓｐ）和第６
位（Ｄ－Ｇｌｕ）氨基酸中的２个游离羧基，用ＥＤＣ·ＨＣｌ和ＮＨＳ
将其与载体蛋白进行直接偶联。该方法具有无需半抗原修饰

的优点，大部分试验易于掌握，而且偶联反应条件温和。另

外，本试验采用了ＫＬＨ作为免疫原的载体蛋白，ＫＬＨ分子量
巨大（４００～８００ｋｕ），１个ＫＬＨ分子带有数百个伯氨基基团，
可以用于 ＭＣ－ＬＲ偶联，相比于 ＢＳＡ或 ＯＶＡ可以引发更强
烈的免疫应答。从小鼠免疫的实际效果来看，本试验用

ＭＣ－ＫＬＨ免疫的小鼠最高效价达到１∶３２０００倍，免疫应答
效果良好。

３．２　免疫抗原和包被抗原的鉴定方法
紫外扫描光谱法和ＳＤＳ－ＰＡＧＥ是国内试验室最常用的

２种偶联物鉴定方法，它们具有仪器设备价格低以及操作简
便等优点。但这２种方法也存在了一定的局限性，如紫外扫
描光谱法是通过观察偶联物的紫外吸收谱图与载体蛋白和半

抗原相比有没有偏移或叠加来推测是否成功，是较为粗略的

判断方法。以本研究为例，ＭＣ－ＫＬＨ和 ＭＣ－ＢＳＡ的紫外谱
图虽与载体蛋白存在差异，但偶联物并没有出现明显的
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２３８ｎｍ处的半抗原特征吸收峰，因此难以准确判断是否偶联
成功。另外用紫外扫描光谱法来计算半抗原与载体蛋白偶联

比，是通过计算摩尔吸光系数来换算，结果并不精确。

ＳＤＳ－ＰＡＧＥ法是通过比较载体蛋白和偶联物电泳迁移
率的方法来判断偶联物分子量是否增大。对于本试验可以明

显观察到ＭＣ－ＢＳＡ的电泳迁移率低于 ＢＳＡ，证明偶联物分
子量增大。但是对于许多分子量更小的半抗原以及偶联比极

低情况，由于载体蛋白分子量较大（通常几十到几百 ｋｕ），偶
联了几十到一两百ｕ的半抗原后，用此方法就难以区分。另
外，也要注意一些电荷异常和构象异常及由亚基构成的蛋白

可能不适用于 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ测定分子量，如果采用这些蛋白
作为载体蛋白偶联，鉴定时应考虑其他方法。

近年来兴起的基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱技

术，其准确度远远高于目前常规应用的 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ与高效
凝胶色谱技术，目前可测定生物大分子的分子量高达６００ｋｕ。
它是通过对蛋白质分子离子化后通过质荷比进行分析，更能

够准确地获得蛋白质相对分子质量，从而能精确计算出半抗

原与载体蛋白的偶联比。本试验采用了此种方法精确测定了

ＭＣ－ＢＳＡ和ＢＳＡ的分子量，最终确定了偶联比。
另外，本试验用于制备免疫抗原的ＫＬＨ由于没有准确的

分子量，难以用ＳＤＳ－ＰＡＧＥ和ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦＭＳ对其偶联结
果进行鉴定，但用该免疫原对小鼠免疫后获得了高效价和灵

敏度的抗血清，最终证明了免疫原ＭＣ－ＫＬＨ合成成功。
本研究成功合成了ＭＣ－ＬＲ的免疫抗原和包被抗原，为

其单克隆抗体的制备奠定了基础。试验还系统比较了紫外扫

描光谱、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ、ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦＭＳ等３种鉴定方法的适
用性和优缺点，为其他人工抗原的鉴定方法提供了有益的

参考。
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