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重金属汞螯合物人工抗原的合成与鉴定
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(1.苏州大学分析测试中心，江苏 苏州      215123；2.江南大学食品学院，江苏 无锡      214122)

摘   要：以重金属汞为起始物质，将其离子化为二价汞，与双功能螯合剂谷胱甘肽(GSH)螯合后，获得半抗原，

然后将半抗原与载体蛋白牛血清白蛋白(BSA)、卵清蛋白(OVA)进行偶联，获得完全抗原。实验对各步骤的反应条

件进行优化，采用紫外光谱、凝胶电泳对产物进行表征，成功制备了汞 -GSH-BSA 完全抗原。为计算完全抗原中

重金属和载体蛋白的偶联比，采用石墨炉原子吸收法测定产物中重金属汞的含量，采用二喹啉甲酸(BCA)法测定抗

原中载体蛋白的含量，所制备的免疫原中汞和蛋白的偶联比是 9:1。Hg-GSH-BSA 的成功合成是制备可识别重金属

汞螯合物抗体的基础。
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Abstract ：Mercury was used as the initial material to chelate GSH and obtain a bi-functional hepten of Hg-GSH chalete. The

hapten was then coupled with the carrier protein such as bovine serum albumin (BSA) or ovalbumin (OVA) to obtain a complete

antigen, Hg-GSH-BSA (OVA), whose successful synthesis was confirmed by ultra-violet spectrum and SDS-PAGE. On the basis

of mercury content in synthesized products determined by atomic absorption spectrometry and the amount of carrier protein

determined by bicinchoninic acid (BCA) assay, the coupling ratio between mercury and carrier protein calculated to be 9:1. The

successful synthesis of Hg-GSH-BSA conjugate may lay a basis for preparing recognizing antibodies of mercury chelate.
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重金属污染给生态环境和人类健康带来严重的危

害，特别是汞，因其环境行为的复杂性和毒性，引起

了广泛关注[1-4]。汞及其化合物所造成的生态污染问题日

益严重，汞沿着食物链的累积，可以通过多种途径进

入人体，对人的呼吸系统、皮肤、中枢神经系统、肾

脏和眼睛等造成严重伤害[5-8]。重金属免疫学检测技术具

有检测速度快、费用低廉、灵敏度高和选择性强等优

点，可用于环境样品重金属筛查、农畜产品的抽样检

测及进出口通关的快速检验中。重金属免疫检测技术以

重金属螯合物特异性单克隆抗体为基础，而成功制备重

金属免疫原是制备单克隆抗体的关键[9-14]。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

汞、牛血清蛋白、钥孔戚血蓝素( K L H )、卵清蛋

白(OVA)    美国 Sigma 公司；乙二胺四乙酸(EDTA)    北
京精益化工厂；二乙烯三胺五乙酸(DTPA)    上海同仁化

学研究所；羟乙基哌嗪乙磺酸(HEPES)    华美生物工程

公司；    BCA 蛋白质检测试剂盒    德国 Merck 公司；

Milli-Q 超纯水    美国 Millipore 公司。

1.2 仪器与设备

自动高速冷冻离心机    日立(上海)仪器有限公司；赛

多利斯 arium 611UF 实验室超纯水器    赛多利斯科学仪器

(北京)有限公司；UV2V IS8500型分光光度计    Unico(上海)
仪器有限公司；ENWAY 3520 pH 计    基因有限公司；

Power PAC3000 型电泳仪    美国 Bio-Rad 公司；DYCZ-
24DN(小号) 双垂直电泳槽    东莞市麦亘生物科技有限公

司；IKA磁力搅拌器    广州仪科实验室技术有限公司。

1.3 方法

1.3.1 完全抗原的制备
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取 10mg 金属汞，溶于 5mL 浓硝酸中，待其完全

溶解后补加超纯水至 50mL，调制成 1mmol/L 的 Hg2+ 溶

液待用。

采用水溶性碳化二亚胺( E D C )偶联牛血清白蛋白

(BSA)与谷胱甘肽(GSH)。用去离子水分别配制 5mg/mL的

GSH、0.5%的EDC。BSA 20mg溶于1.4mL pH7.4的HEPES
(10mmol/L)缓冲液中，取 0.6mL 质量浓度为 5mg/mL 的

GSH 逐滴滴加到 1.4mL 的 BSA 中，再加入 2mL 0.5%
EDC，25℃反应 8h，调节 pH 值至 7.4，25℃反应 4h。

反应物纯化后加入 50μL的 lmmol/L的Hg2+溶液，

2 5℃反应 6 h。用磁力搅拌器对反应液进行透析，透

析 3 d ，小分子物质被滤去。即形成完全抗原 B S A -
GSH-Hg 2+。

1.3.2 无金属抗原 BSA-GSH 的制备

用去离子水分别配制5mg/mL的GSH、0.5%的EDC。
BSA 20mg 溶于 1.4mL pH7.4 的 HEPES(10mmol/L)缓冲液

中，再加入 2mL 0.5% EDC，25℃反应 8h，调节 pH 值

至 7 . 4，2 5℃反应 4 h。
反应物纯化后加入 50μL 的超纯水，25℃反应 6h。

用磁力搅拌器对反应液透析，透析 3 d。小分子物质被

滤去。即形成无金属抗原 BSA-GSH。

1.3.3 合成抗原的鉴定

1.3.3.1 蛋白质量浓度测定

将纯化后的抗原按照BCA蛋白检测试剂盒(DiacloneTM)
说明书上的方法测定蛋白质量浓度。抗原的质量浓度测定

以 BSA 作为标准蛋白，用 BCA 法构建质量浓度检测标准

曲线。标准曲线的线性方程为：y=0.0013x － 0.0015，线

性相关系数为 R2=0.9999，式中：y 为样品在波长 562nm
处吸光度；x 为样品蛋白质量浓度。

1.3.3.2 半抗原、抗原与载体蛋白的紫外光谱　

以 0.1mol/L、pH7.4 HEPES 作为空白对照，取

50μL BSA 及其相应的抗原，用 HEPES 稀释至 1mg/mL；
取 20μL 半抗原，用 HEPES 稀释 10 倍，再用去离子水

稀释 5 倍。在波长 200～320nm 范围内进行紫外扫描。

1.3.3.4 抗原中 Hg2+ 含量的测定　

以 0.1mol/L、pH7.4 的 HEPES 作为空白对照， 将离

心纯化后的抗原用 0.1mol/L、pH7.4 HEPES 稀释 100 倍，

参照国标 GB/T 17141 — 1997《土壤质量 铅、镉的测

定 石墨炉原子吸收分光光度法》，用石墨炉原子吸收光

谱法检测抗原中 Hg 2+ 的浓度。

2 结果与分析

2.1 抗原中蛋白质量浓度的检测

利用 BCA 法检测分离纯化后的 Hg2+-GSH-BSA、

GSH-BSA 中蛋白的质量浓度依次为(7.550 ± 0.346)、
(7.219 ± 0.124)mg/mL(表 1)。

产物 Hg2+-GSH-BSA GSH-BSA
蛋白质量浓度 /(mg/mL) 7.550 ± 0.346 7.219 ± 0.124

表 1  BCA 法检测抗原中蛋白质量浓度

Table 1  Carrier protein concentration in antigen determined by BCA
method

1、2.BSA-GSH-Hg2+；3.BSA-GSH；4.BSA；蛋白质量浓度均为 0.1mg/mL。
图 2 抗原 SDS-PAGE 电泳图

Fig.2  SDS-PAGE of antigen
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图 1 紫外扫描载体蛋白和抗原的图谱

Fig.1  UV scanning spectra of carrier protein and antigen
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2.2 紫外扫描定性分析

如图 1 所示，BSA 在波长 227.5nm 处和 278nm 处有

一个吸收峰；半抗原 BSA-GSH 在波长 218～235nm 处有

强吸收峰(吸光度均在 0.5 以上)，属于高吸收值的区域；

半抗原与载体蛋白相比，BSA-GSH 的最大吸收波长发生

了漂移，在波长 2 1 8～2 3 5 n m 之间出现特征吸收峰。

BSA-GSH-Hg2+ 在波长 228.7nm 处出现强吸收峰，在波长

218～240nm 之间出现高吸收值。结合以上信息，抗原

BSA-GSH-Hg2+ 的紫外扫描特征既具有 BSA 的特征，又

具有半抗原 BSA-GSH 的特征，证明抗原合成成功。

2.3 抗原 SDS-PAGE 电泳鉴定

由图 2 可以看出，由于 BSA 上交联有螯合剂 GSH，

与 BSA 相比，分子质量变大，BSA-GSH 电泳条带滞后
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且较模糊。同理 BSA-GSH-Hg2+ 与 BSA-GSH 及 BSA 相

比，分子质量变大，且由于 H g 2+ 带正电，所以电泳条

带滞后且模糊。由此可定性判断抗原合成成功。

2.4 石墨炉原子吸收光谱法检测抗原中 Hg2+ 的含量

通过石墨炉原子吸收光谱法对产物 Hg2+-GSH-BSA、

GSH-BSA、HEPES 中的 Hg2+ 含量进行测定，其结果依

次为：(206 .4 ± 0 .7)、0、0μg/mL。进一步表明半抗

原确实偶联到蛋白质上，证明抗原合成成功。

2.5 计算偶联比

通过计算，Hg 的含量为 1.029 × 10-6mol/mL；BSA
的含量为 0.1127 × 10-6mol/mL。Hg 和 BSA 的偶联比为

1.029:0.1127=9.131:1 ≈ 9:1。

3 结论与讨论

重金属离子免疫检测的关键在于重金属螯合物特异

性单克隆抗体的制备，重金属螯合物特异性单克隆抗体

制备的关键又在于重金属免疫原的制备。由于 Hg2+ 能与

动物体内生物分子发生强烈的不可逆反应，导致动物中

毒，本实验选择了多氨基羧基化合物(谷胱甘肽)作为螯

合剂，制备 Hg 2 + 人工抗原。

首先使谷胱甘肽和大分子蛋白结合形成大分子物

质，再使谷胱甘肽上的二硫键和汞离子结合形成较稳定

的复合体。汞离子此时就像一颗钻石镶嵌在大分子蛋白

上，周围包裹汞离子的基团较少，这样使得汞离子获

得一个空间表象，从而使得 BSA- 谷胱甘肽 - 汞离子的复

合物具有较好的免疫原性和抗原反应性，可以使免疫系

统间接对汞离子产生识别反应。

在免疫动物之前，需要对重金属抗原进行结构表

征。本实验通过对抗原及相应载体蛋白的紫外光谱进行

测定，并结合 SDS-PAGE 电泳结果，定性判定抗原合

成是否成功。经鉴定合成成功的抗原，利用石墨炉原

子吸收光谱法检测抗原中的 Hg2+ 含量，并使用 BCA 试

剂盒获得偶联载体蛋白的量，求得产物的偶联比率是 9:1，
该研究成果为重金属螯合物单克隆抗体的制备提供了
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