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　　摘要：旨在提出１种新的具有高灵敏度、特异性抗黄芪甲苷（ＡＳＴ）单克隆抗体的纯化方法，从而为制备具有类似
活性基团的其他天然化合物的亲和层析树脂方法提供参考。用ＡＳＴ与环氧活化琼脂糖６Ｂ（ＥＡＳ６Ｂ）偶联制备的免疫
亲和柱从小鼠腹水中纯化抗ＡＳＴ的高敏单克隆抗体（ｍＡｂｓ），与用 Ｇ－葡聚糖凝胶从小鼠腹水中纯化的抗 ＡＳＴ单克
隆抗体进行比较，通过间接ＥＬＩＳＡ（酶联免疫吸附测定）和间接竞争ＥＬＩＳＡ比较２种方法纯化的单克隆抗体，评价亲和
培养基的效用。间接ＥＬＩＳＡ结果显示，用ＡＳＴ－ＥＡＳ６Ｂ柱纯化的抗ＡＳＴ单克隆抗体的效价略高于用Ｇ－葡聚糖凝胶
柱纯化的抗体效价；间接竞争ＥＬＩＳＡ结果显示，用 ＡＳＴ－ＥＡＳ６Ｂ柱纯化的抗 ＡＳＴ单克隆抗体的结合抑制５０％浓度
（ＩＣ５０）为 ０．００５μｇ／ｍＬ，用Ｇ－葡聚糖凝胶柱纯化的抗ＡＳＴ单克隆抗体的ＩＣ５０为０．０５μｇ／ｍＬ，用ＡＳＴ－ＥＡＳ６Ｂ柱纯化

的抗ＡＳＴ单克隆抗体比用Ｇ－葡聚糖凝胶柱纯化的抗ＡＳＴ单克隆抗体对ＡＳＴ更具有特异性。
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　　目前纯化抗体的方法主要包括不同组合的 Ｇ
蛋白纯化、离子交换法和排阻色谱技术等［１］。然

而，这些方法有时不能有效分离出某些特异性抗

体［２］。因此，使用这些非特异性纯化方法分离的抗

体还不能完全满足许多研究应用的要求［３］。免疫

亲和色谱（ＩＡＣ）是一种液相色谱，其中固定相由抗
体或抗原试剂组成，该技术代表亲和色谱的一个特

殊亚类，其中的生物相关结合剂用于选择性纯化或

分析目标化合物［４］。由于抗体与它们各自的靶标

能够选择性和特异性结合，这使它们作为亲和色谱

中的固定配体多年来倍受关注。ＩＡＣ使用的主要方
法是利用固定化靶标进行抗体纯化［５］。

黄芪甲苷（ａｓｔｒａｇａｌｏｓｉｄｅⅣ，简称ＡＳＴ）是中药黄
芪药理活性的主要物质之一，为黄芪及其制剂质量

鉴定的指标成分。药理研究结果表明，ＡＳＴ具有调
节机体免疫力、保护组织器官、降低血糖、抗细胞凋

亡和抗炎抗病毒等多方面的作用，具有非常广阔的

发展前景［６］。本研究以黄芪甲苷为配体，采用环氧

活化琼脂糖６Ｂ（ＥＡＳ６Ｂ）亲和色谱法，从小鼠腹水中

纯化抗ＡＳＴ单克隆抗体。用间接酶联免疫吸附测
定（ｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ，简称ＥＬＩＳＡ）
和间接竞争 ＥＬＩＳＡ对用 ＡＳＴ－ＥＡＳ６Ｂ纯化的抗体
与用Ｇ－葡聚糖亲和色谱纯化的抗体的效价和特异
性进行比较。

１　材料与方法

１．１　材料
ＡＳＴ标准品，成都曼特生物技术有限公司（成

都）；３，３′，５，５′－四甲基联苯胺（ＴＭＢ）底物缓冲液，
北京索莱宝科技有限公司（北京）；辣根过氧化物酶

（ＨＲＰ）标记山羊抗小鼠ＩｇＧ＋［免疫球蛋白（ＩｇＧ）二
抗］，武汉博斯特生物科技有限公司（武汉）；环氧活

化琼脂糖 ６Ｂ，购自 Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ（圣路易斯，美
国）；本研究所用其他化学药品均购自中国药品化

学试剂有限公司（北京）。

ＡＳＴ－卵清蛋白（ＡＳＴ－ＯＶＡ）和含有抗 ＡＳＴ单
克隆抗体的小鼠腹水，由笔者所在实验室制备，前

期笔者所在研究团队对黄芪甲苷人工抗原的合成

与评价进行了研究［７］。

１．２　方法
１．２．１　亲和介质的制备（ＡＳＴ－ＥＡＳ６Ｂ）　ＡＳＴ在
固体载体上的共价偶联是根据制造商对环氧活化

的琼脂糖凝胶６Ｂ（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ）和相关文献的说
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明进行的。方法如下：将 ０．２ｇＥＡＳ６Ｂ悬浮在
５０ｍＬ蒸馏水中，在溶胀后（１ｇ冻干粉末约产生
３．５ｍＬ最终体积的介质），用２００ｍＬ蒸馏水洗涤介
质１ｈ；将１０ｍｇＡＳＴ溶于５．１ｍＬ甲醇（体积分数为
８０％，ｐＨ值为１１．０）中，将含有 ＡＳＴ的溶液与介质
在塞式容器中混合，并在 ４０℃下于水浴中振摇
１６ｈ，过量ＡＳＴ用甲醇（体积分数为８０％）洗涤。然
后将培养基转移至１ｍｏｌ／Ｌ乙醇胺（ｐＨ值为８）中，
于５０℃过夜。最后，用 １ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－ＨＣｌ缓冲液
（ｐＨ值为８，含有 ０．５ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ）彻底冲洗产品３
次。空白介质（指未用ＡＳＴ耦合的环氧活化琼脂糖
凝胶 ６Ｂ介质）的具体制备方法如下：将 ０．２ｇ
ＥＡＳ６Ｂ悬浮在５０ｍＬ蒸馏水中，溶胀后（１ｇ冻干粉
末产生约３．５ｍＬ最终体积的介质）用２００ｍＬ蒸馏
水洗涤介质１ｈ；然后将培养基转移至１ｍｏｌ／Ｌ乙醇
胺（ｐＨ值为 ８）中，于 ５０℃过夜；最后用 １ｍｏｌ／Ｌ
Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ缓冲液（ｐＨ值为８，含有０．５ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ）
彻底冲洗产品３次。
１．２．２　抗 ＡＳＴ单克隆抗体的纯化　为了用 ＡＳＴ－
ＥＡＳ６Ｂ纯化抗ＡＳＴ抗体，本试验制备了免疫亲和色
谱柱，从含抗 ＡＳＴ单抗的５ｍＬ小鼠腹水中纯化了
活性抗 ＡＳＴ单抗。将 ＡＳＴ－ＥＡＳ６Ｂ介质装入１个
普通的固相萃取柱中，上部、下部装上筛板。对固

相萃取流出液进行收集，并利用紫外分光光度计

（ＨｕｘｉＨＤ－２１－２）进行分析。用偶联缓冲液洗涤
柱子，直到流出液在 ２８０ｎｍ处的吸光度为 ０。然
后，用１０倍柱体积的纯化水冲洗，并用１０倍柱体积
的０．０１ｍｏｌ／Ｌ磷酸盐缓冲液（ＮａＨ２ＰＯ４／Ｎａ２ＨＰＯ４，
ｐＨ值为７．０）平衡。用２０ｍＬ平衡缓冲液稀释含抗
ＡＳＴ单抗的小鼠腹水（５ｍＬ），以０．３ｍＬ／ｍｉｎ的流
速装入柱中。样品装入后，用１０倍柱体积的平衡缓
冲液冲洗，然后用洗脱缓冲液（０．１ｍｏｌ／Ｌ甘氨酸缓
冲液，ｐＨ值为２．７）洗脱 ｍＡｂ（单克隆抗体，指 ＡＳＴ
单抗），直到流出液在２８０ｎｍ处的吸光度为０，洗脱
的抗体立即用Ｔｒｉｓ碱中和。用Ｇ－葡聚糖凝胶纯化
单克隆抗体时，将 Ｇ－葡聚糖凝胶装入固相萃取柱
中，上部、下部装上筛板，后续方法与上述用 ＡＳＴ－
ＥＡＳ６Ｂ纯化抗ＡＳＴ抗体的方法相同。为了比较，使
用“１．２．１”节的空白介质制备的柱纯化５ｍＬ小鼠
腹水作为对照。纯化后，用十二烷基硫酸钠 －聚丙
烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ，１０％丙烯酰胺）分
离，用考马斯亮蓝（ＣＢＢ）染色，用微量蛋白 ＵＶ定量
仪测定纯化的单克隆抗体浓度［８－９］。

１．２．３　间接 ＥＬＩＳＡ和间接竞争 ＥＬＩＳＡ检测抗 ＡＳＴ
单克隆抗体　用间接 ＥＬＩＳＡ检测时，将 ＡＳＴ－ＯＶＡ
用０．０５ｍｏｌ／Ｌ碳酸盐缓冲液（ｐＨ值为９．６）溶解成
浓度为１．２５μｇ／ｍＬ，包裹在９６孔微量滴定板（美国
康宁公司）上，于４℃孵育过夜；用含０．０５％吐温２０
的磷酸盐吐温缓冲液冲洗３次，再用１％（ｍ／Ｖ）脱
脂奶粉在３７℃磷酸盐缓冲液中封闭１ｈ，封闭非特
异性蛋白结合位点。将纯化的单克隆抗体、阴性对

照组（生理盐水）和空白对照组（用相同方法纯化的

无单克隆抗体的正常小鼠腹水）在磷酸盐缓冲液中

稀释至１∶１０００～１∶５００００，每孔加入 １００μＬ，１
式３份。将微孔滴板在３７℃下孵育６０ｍｉｎ，用磷酸
盐吐温缓冲液洗涤，在每个孔中加入１∶５０００稀释
的辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）标记山羊抗小鼠 ＩｇＧ＋。
将平板在３７℃下孵育１ｈ，洗净，加入 ＴＭＢ基质溶
液（含０．２ｍｇ／ｍＬＴＭＢ，将５０μＬ３０％ Ｈ２Ｏ２溶解在
１０ｍＬ０．１ｍｏｌ／Ｌ柠檬酸盐－０．２ｍｏｌ／Ｌ磷酸盐缓冲
液中，ｐＨ值为 ５．２），将平板在室温下孵育３０ｍｉｎ，
用 ５０μＬ２ｍｏｌ／ＬＨ２ＳＯ４终止反应，使用 ＢｉｏＴｅｋ
ＥＬｘ８００ＥＬＩＳＡ阅读器在 ４５０ｎｍ波长下测量吸光
度［１０］，试验１式３份，以平均值作为最终值。用间
接竞争ＥＬＩＳＡ（ｉｄｃＥＬＩＳＡ）方法检测纯化的抗ＡＳＴ单
克隆抗体的特异性时，以５０μＬ连续稀释的 ＡＳＴ为
竞争物，与５０μＬ最佳稀释的纯化抗 ＡＳＴ单克隆抗
体一同加入微孔中，１式２份。在阳性对照孔中，抗
ＡＳＴ单克隆抗体没有添加任何竞争物 ＡＳＴ，其他步
骤与间接ＥＬＩＳＡ所描述的步骤相同。

２　结果与分析

在抗ＡＳＴ单克隆抗体的纯化步骤中，从加入
５ｍＬ小鼠腹水开始，将纯化的ｍＡｂ冷冻干燥、称质
量。结果表明，用ＡＳＴ－ＥＡＳ６Ｂ柱纯化的抗 ＡＳＴ单
克隆抗体为２．９ｍｇ，用Ｇ－葡聚糖凝胶柱纯化的抗
ＡＳＴ单克隆抗体为３．５ｍｇ。用磷酸缓冲盐溶液将２
种方法纯化的ｍＡｂ稀释到１ｍｇ／ｍＬ的浓度，用间接
ＥＬＩＳＡ法检测抗 ＡＳＴ抗体的效价，用间接竞争
ＥＬＩＳＡ法测定抗 ＡＳＴ抗体的敏感度。如表 １、图 １
所示，用ＡＳＴ－ＥＡＳ６Ｂ柱纯化的抗ＡＳＴ单克隆抗体
的效价大于２５６００，而用 Ｇ－葡聚糖凝胶柱纯化的
抗ＡＳＴ单克隆抗体的效价约为１８０００。由图２可
以看出，用ＡＳＴ－ＥＡＳ６Ｂ柱纯化的抗 ＡＳＴ单克隆抗
体的效价略高于用Ｇ－葡聚糖凝胶柱纯化的抗体效
价。间接竞争 ＥＬＩＳＡ结果（表 ２、图 ２）显示，用
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ＡＳＴ－ＥＡＳ６Ｂ柱纯化的抗 ＡＳＴ单克隆抗体的结合
抑制５０％浓度（ＩＣ５０）为０．００５μｇ／ｍＬ，用 Ｇ－葡聚
糖凝胶柱纯化的抗 ＡＳＴ单克隆抗体的 ＩＣ５０为
０．０５μｇ／ｍＬ。间接ＥＬＩＳＡ、间接竞争 ＥＬＩＳＡ检测结
果表明，阴性对照的 Ｄ４５０ｎｍ显著低于抗 ＡＳＴ单克隆

抗体的Ｄ４５０ｎｍ（Ｐ＜０．０５）。最终值采用３个重复的
平均值 ±标准偏差。以上结果表明，用 ＡＳＴ－
ＥＡＳ６Ｂ纯化的抗 ＡＳＴ单克隆抗体比用 Ｇ－葡聚糖
凝胶柱纯化的抗 ＡＳＴ单克隆抗体对 ＡＳＴ更具有特
异性。

表１　２种方法纯化的单克隆抗体效价

稀释倍数

ＡＳＴ－ＥＡＳ６Ｂ柱纯化的抗
ＡＳＴ单克隆抗体的Ｄ４５０ｎｍ

Ｇ－葡聚糖凝胶柱纯化的抗
ＡＳＴ单克隆抗体的Ｄ４５０ｎｍ

空白对照（ＡＳＴ－ＥＡＳ６Ｂ柱纯化的
正常小鼠腹水）的Ｄ４５０ｎｍ

阴性对照的Ｄ４５０ｎｍ

试样１ 试样２ 试样３ 均值 试样１ 试样２ 试样３ 均值 试样１ 试样２ 试样３ 均值 试样１ 试样２ 试样３ 均值

１０００ ２．９８７ ２．９７９ ２．９９２ ２．９８６ ２．９７６ ２．９９１ ２．９８１ ２．９８３ ０．１２１ ０．１２５ ０．１２７ ０．１２４ ０．１１１ ０．１０８ ０．１１３ ０．１１１
２０００ ２．７８５ ２．８１１ ２．７９１ ２．７９６ ２．５８９ ２．５９７ ２．５９９ ２．５９５ ０．１２０ ０．１２２ ０．１２１ ０．１２１ ０．１１２ ０．１０９ ０．１０２ ０．１０８
４０００ ２．４１１ ２．３８９ ２．３９４ ２．３９８ １．９０２ １．９０４ １．８９２ １．８９９ ０．１１９ ０．１２２ ０．１２７ ０．１２３ ０．１１３ ０．１０８ ０．１０２ ０．１０８
８０００ １．７０３ １．６９７ １．６９８ １．６９９ １．２０５ １．２０３ １．２０１ １．２０３ ０．１２７ ０．１２２ ０．１１９ ０．１２３ ０．１０６ ０．１０８ ０．１１０ ０．１０８
１２０００ １．３０２ １．２９９ １．３０１ １．３０１ ０．６０２ ０．６０４ ０．６０９ ０．６０５ ０．１１８ ０．１２４ ０．１２６ ０．１２３ ０．１１３ ０．１１１ ０．１１３ ０．１１２
１８０００ １．１１１ １．０９９ １．１０３ １．１０４ ０．２１１ ０．２０３ ０．２０５ ０．２０６ ０．１１９ ０．１１８ ０．１１２ ０．１１６ ０．１１２ ０．１１４ ０．１０７ ０．１１１
２４０００ ０．６１１ ０．６０４ ０．６０２ ０．６０６ ０．１８２ ０．１８４ ０．１８７ ０．１８４ ０．１１７ ０．１１９ ０．１１８ ０．１１８ ０．１０６ ０．１０９ ０．１１０ ０．１０８
３００００ ０．２０３ ０．２０４ ０．２０１ ０．２０３ ０．１５９ ０．１６４ ０．１６１ ０．１６１ ０．１１５ ０．１１６ ０．１１９ ０．１１７ ０．１１０ ０．１０７ ０．１０５ ０．１０７
４００００ ０．１８１ ０．１８２ ０．１７８ ０．１８０ ０．１４２ ０．１４５ ０．１３８ ０．１４２ ０．１１７ ０．１１９ ０．１１８ ０．１１８ ０．１０２ ０．１０６ ０．１０８ ０．１０５
５００００ ０．１１２ ０．１０７ ０．１０９ ０．１０９ ０．１０６ ０．１０５ ０．１０４ ０．１０５ ０．１０６ ０．１０８ ０．１０６ ０．１０７ ０．１０５ ０．１０４ ０．１０８ ０．１０６

３　讨论

在笔者之前的研究中，从小鼠腹水中纯化抗

ＡＳＴ单克隆抗体是用一些非特异性的方法，如蛋白
Ｇ的不同组合、离子交换和排阻色谱技术。这些用
非特异性方法纯化的单克隆抗体对于现实的研究
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表２　２种方法纯化的单克隆抗体的特异性

ＡＳＴ竞争物浓度
（ｍｇ／ｍＬ）

ＡＳＴ－ＥＡＳ６Ｂ柱纯化的抗ＡＳＴ
单克隆抗体的特异性（Ｄ４５０ｎｍ）

Ｇ－葡聚糖凝胶柱纯化的抗ＡＳＴ
单克隆抗体的特异性（Ｄ４５０ｎｍ）

试样１ 试样２ 均值 试样１ 试样２ 均值

阳性对照 １．４８２ １．３９９ １．４４１ １．３５３ １．３４８ １．３５１

０．０００００００５ １．２５２ １．２５４ １．２５３ １．１６２ １．１５９ １．１６１

０．００００００５ ０．９５２ ０．９５１ ０．９５２ ０．９４３ ０．９３８ ０．９４１

０．０００００５ ０．８４７ ０．８５２ ０．８５０ ０．８９２ ０．８８６ ０．８８９

０．００００５ ０．８００ ０．８０６ ０．８０３ ０．８２３ ０．８１８ ０．８２１

０．０００５ ０．７４１ ０．７３８ ０．７４０ ０．７５２ ０．７４７ ０．７５０

０．００５ ０．６８１ ０．６７８ ０．６８０ ０．６７２ ０．６６９ ０．６７１

０．０５ ０．４９２ ０．４８９ ０．４９１ ０．４７１ ０．４７３ ０．４７２

０．５ ０．４１２ ０．４１４ ０．４１３ ０．４０８ ０．４０９ ０．４０９

１ ０．３５３ ０．３５１ ０．３５２ ０．３７２ ０．３７４ ０．３７３

５ ０．３２２ ０．３２５ ０．３２４ ０．３６１ ０．３６４ ０．３６３

１０ ０．３２１ ０．３２４ ０．３２３ ０．３６５ ０．３６０ ０．３６３

和应用来说不够灵敏，而且纯化耗时较长。当有足

够量的抗原被固定时，能够提供较强的结合力，基

于固定抗原的亲和层析技术是非常有效的［１１］。在

本研究中，１ｍＬＥＳＡ６Ｂ约耦合１．３５ｍｇＡＳＴ，并且
高的耦合速率确保了 ＡＳＴ－ＥＡＳ６Ｂ柱的强结合能
力。当用ＡＳＴ与环氧活化琼脂糖６Ｂ（ＥＡＳ６Ｂ）偶联
制备的免疫亲和柱制备完成后，用该方法从小鼠腹

水中纯化抗ＡＳＴ单克隆抗体能够获得高效价、高特
异性的抗体。纯化抗ＡＳＴ单克隆抗体的结果表明，
固定化ＡＳＴ亲和色谱可以选择性地捕获与 ＡＳＴ特
异结合的蛋白质，能够有效地完成变性抗体的排除

和活性抗体的特异性捕获。本研究结果为进一步研

究高灵敏度、高效价的抗ＡＳＴ单克隆抗体奠定了基
础，如ＥＬＩＳＡ检测ＡＳＴ的定量检测方法的建立。此
外，基于其选择性捕获与ＡＳＴ结合的蛋白的能力，固
定化ＡＳＴ亲和层析可用于鉴定不同组织中的ＡＳＴ靶
点［１２］。本研究还提供了１种制备具有类似活性基团
的其他天然化合物的亲和层析树脂的方法。
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