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聚乙二醇修饰对牛乳β-乳球蛋白
抗原性的影响

蔡小飞，钟俊桢，刘成梅*，刘  伟，徐雨佳，罗舜菁

(南昌大学 食品科学与技术国家重点实验室，江西 南昌      330047)

摘  要：通过不同修饰反应物质的量比、修饰反应时间、pH 值，用单甲氧基聚乙二醇琥珀酰亚胺酯(SC-mPEG)对
牛乳β- 乳球蛋白(β-LG)进行修饰，研究其抗原性的变化。利用间接竞争 ELISA 检测结合产物的抗原性，结果显

示不同条件下 PEG 修饰后的β- 乳球蛋白的抗原性最高降低率，反应 8h 时为 70.2%。三硝基苯磺酸(TNBS)法测定不

同条件反应后样品修饰度，反应 8h 时最高修饰度为 39.1%。结果表明修饰反应时间为 SC-mPEG 修饰β-LG 后其抗

原性降低的主要因素。
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Effect of PEG Modification on Antigenicity of β-Lactoglobulin
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Abstract ：β-Lactoglobulin (β-LG) was modified by suecinimidyl carbonate methoxy polyethlene glycol (SC-mPEG) under
different conditions of molar ratio, reaction time and pH. The change of its antigenicity was also studied. Indirect competitive
ELISA was used to detect the antigenicity of the SC-mPEG-β-LG mixture. The results indicated that the highest reduction rate
of antigenicity for modified products under different conditions was 70.2% at the reaction time of 8 h and at the same time, the
highest modification degree detected by TNBS was 39.1%. Meanwhile, reaction time was the major factor affecting antigenicity
reduction of β-LG modified by SC-mPEG.
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β- 乳球蛋白(β-LG)是乳清蛋白中的主要蛋白质，约

占乳清蛋白总量的 43.6%～50%，分子质量约为 18kD[1]。

β-LG 含有人体多种必需氨基酸，具有结合视黄醇及部分

脂肪酸等功能[ 2 ]，是一种优质蛋白质。然而，它又是牛

乳中最主要的过敏源之一，82% 的牛乳过敏患者对牛乳β-
LG 产生过敏反应[3]。目前用于消除β-LG 抗原性的方法

有热处理[4]、酶水解[5]、高压结合热处理[6]、糖基化[7]等。

近年来采用聚乙二醇(PEG)修饰蛋白质改性已被广泛

使用。胰蛋白酶[8]、脂肪酶[9-10]以及过氧化物酶[11]经 PEG
修饰后热稳定性显著增强；Zhang 等[12]报道胰蛋白酶经

硝基苯甲酸酯活化的聚乙二醇修饰后更加稳定；Kazan
等[13]报道大肠杆菌青霉素酰化酶经 PEG 修饰后其活性增

强 20 倍。Abuchowski 等[14]研究 PEG 修饰牛血清白蛋白

发现，其消除或降低抗原性效果明显。目前已获美国

食品和药物管理局(FDA)批准上市的PEG修饰的多种蛋白

质类药物被用于生物医药领域，用来降低蛋白质类药物

的免疫原性、降低毒副作用、延长血浆半衰期等 [ 1 5 ]。

此外，PEG 本身免疫原性极弱，通常在 PEG 修饰物免

疫的动物血清中检测不到特异性的抗 PEG 抗体[16]，因而

避免引入新的过敏源。

本研究以 PEG 修饰β-LG，应用间接竞争 ELISA 法

测定其抗原性的变化，为开发有效的、切实可行的降

低β-LG 抗原性方法提供依据。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂
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日本大白兔，8 周龄，雄性，体质量约为 3kg，饲

养于江西省实验动物质量检测站。

牛乳β- 乳球蛋白、猪源的明胶、羊抗兔酶标二

抗、三硝基苯磺酸(TNBS)    美国 Sigma 公司；弗氏完

全佐剂、弗氏不完全佐剂    上海生工生物工程技术服务

有限公司；单甲氧基聚乙二醇琥珀酰亚胺酯(SC-mPEG，

纯度 95%，20kD)    北京四环科技开发有限公司；酶标

板    美国 Corning 公司；其余试剂均为分析纯。

1.2 仪器与设备

Mult iskan MK3 酶标仪    美国 Thermo 公司；

AR224CN 电子天平    上海奥豪斯仪器有限公司；DELTA
320 pH 计    瑞士 Mettler 公司；DU640 紫外分光光度计

美国 Beckman 公司。

1.3 方法

1.3.1 多抗的制备与效价检测

1.3.1.1 抗体的制备

选取 2 只日本大白兔，分别编号为 1 和 2，所选白

兔喂养的食物中确保不含牛乳蛋白。喂养一周无异常

后，采血制备阴性血清。然后开始免疫，用牛乳β- 乳
球蛋白纯品免疫。免疫动物所用的佐剂为弗氏完全佐剂

和弗氏不完全佐剂，采用的免疫途径为皮下多点注射方

式，抗原免疫所需剂量为每只兔子 1mg/mL，每两周免

疫一次，共免疫 4 次 [ 1 7 ]。

每隔二周实时检测抗体效价。动脉取血后，将采集

的血清先倾斜置于室温放置 0.5h，让其凝血，然后 4℃
冰箱放置过夜。翌日，4000r /min 离心 3min，分离血

清，分装后，－ 2 0℃冻存备用。

1.3.1.2 间接 ELISA 法测定抗体效价

根据李欣等 [ 1 8 ]的方法，具体操作步骤如下：1 )包
被：采用 96 孔酶标板，每孔加入的 2.5μg/mL 包被抗原

1 0 0μL，4℃过夜。2 )洗涤：恢复至室温，倾去包被

液，每孔加 PBST 300μL 洗涤 3 次，每次 5min，扣干。

3)封阻：每孔加 250μL 1% 的明胶作为封阻液，37℃保

温保湿 1 h，恢复至室温，倾去封阻液，P B S T 满孔洗

涤 3 次，每次 5min，扣干。4)加待测血清：每孔加入

100μL 用 PBS 倍比稀释的抗血清和阴性血清，同时设置

空白对照(加 PBS)，37℃保温保湿 1h 后，用 PBST 洗涤

3 次，扣干。5)加酶标二抗：每孔加入 100μL 1:5000
稀释的辣根过氧化物酶(HRP)标记羊抗兔 IgG 酶标二抗，

37℃保温保湿 1h 后，以 PBST 洗涤 3 次，扣干。6)显
色：每孔加入反应底物 1 0 0μL ，3 7 ℃保温避光反应

15min。7)终止反应：每孔加入 50μL 2mol/L 的 H2SO4

终止反应。8)比色：450nm 波长处测吸光度。以 P/N ＞ 2，
且 P ＞ 0.2 时抗血清的最大稀释倍数为抗血清效价，其

中 P 为阳性血清的 OD 4 5 0nm，N 为阴性血清的 OD 4 5 0nm。

1.3.2 SC-mPEG修饰β-LG[19]

1.3.2.1 反应溶液的 pH 值对修饰产物的影响

4℃于β-LG溶液中按物质的量比1: 4加入SC-mPEG，

反应 pH 值分别为 6.0、7.0、7.5、8.0，反应 12h 后，

8 % 冰醋酸终止反应，分别取样测定抗原性与修饰度。

1.3.2.2 反应时间对修饰产物的影响

pH6.0、4℃于β -LG 溶液中按物质的量比 1:4 加入

S C - m P E G，反应时间分别为 4、8、1 2、1 6、2 4 h，
8 % 冰醋酸终止反应，分别取样测定抗原性与修饰度。

1.3.2.3 物质的量比对修饰产物的影响

β-LG 和 SC-mPEG的物质的量比分别设为 1: 2、1: 3、
1:4、1:5、1:6，反应溶液的 pH6.0，反应温度为 4℃。反

应 12h 后，用 8% 冰醋酸终止反应，分别取样测定抗原

性与修饰度。

1.3.3 间接竞争ELISA测定SC-mPEG修饰β-LG产物的

抗原性

采用 K l e be r 等[2 0 ]的方法，经包被、洗涤、封阻、

加多抗与竞争抗原、加酶标二抗、显色、终止反应、

比色的步骤。其中加多抗与竞争抗原为：竞争抗原(即
检测样：修饰后样品与β-LG)50μL 与 50μL 稀释的抗血

清加入包被有抗原的孔板内反应 1 2 h 后，设置无竞争

对照孔(PBS 代替竞争抗原)。按照公式(1)计算抗原性

降低率 [ 2 1 ]。

                                   A修饰后样品孔－Aβ-LG孔

抗原性降低率 /%=——————————×100     (1)
                                  A无竞争对照孔－Aβ-LG孔

式中：A为被测物用酶标仪在450nm波长处所测吸光度。

1.3.4 TNBS 法测定修饰度

采用三硝基苯磺酸法[22]，取 0.25mL 样品、2mL pH8.0
磷酸缓冲溶液与 2mL 0.1% TNBS 溶液混合，在 50℃暗

室中反应 60min。反应完毕后，用 4mL 0.1mol/L HCl 终
止反应。室温下放置 30min 后，于 340nm 波长处测其吸

光度。按照β-LG 的标准曲线计算未修饰蛋白含量。按

着公式(2)计算修饰度。

                    总蛋白含量－未修饰蛋白含量
修饰度 /%——————————————× 100  (2)
                                   总蛋白含量

2 结果与分析

2.1 免疫反应的效价变化

采用间接 ELISA 法测定免疫动物抗体效价的变化。

由图 1 可知，多克隆抗体的制备方案可以得到高效价特

异性抗体，当免疫到第 7 周时抗体的效价都有明显上

升。由于实验动物自身的免疫能力差异，兔 1 的抗体效

价要高于兔 2 的。兔 1 的效价最高，约达 1:2 × 10 5 以

上，符合实验需要，本实验均采用兔 1 的抗体。
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由图 3 可知，在其他条件相同的情况下，反应 pH
值对修饰产物抗原性有一定的影响，但变化范围不大，

随着反应 pH 值的增加，修饰产物抗原性降低率呈现先

增大后减小的趋势，在pH7.0时抗原性降低率最高为20.6%，

此时的修饰度最大为 11.5%。

2.3.2 反应时间对修饰产物抗原性的影响

由图 4 可知，在其他条件相同的情况下，反应时

间对修饰产物抗原性影响非常明显，随着反应时间的延

长，修饰产物抗原性降低率呈现先增大后减小再增大的

趋势，在 8h 时抗原性降低率(68.3%)为最高，而此时的

修饰度为 38.0%，因而修饰度越高的条件下抗原性降低

率也越高。PEG 修饰过程中可能对赖氨酸等氨基酸的修

饰将部分或全部地掩盖表面抗原决定簇，从而降低免疫

原 性 。

2.3.3 物质的量比对修饰产物抗原性的影响

由图 5 可知，在其他条件相同的情况下，修饰反

应物质的量比对修饰产物的抗原性有一定的影响，随着

反应中 PEG 的增加，修饰产物抗原性降低率呈现先增大

2.2 修饰条件对修饰度的影响

TNBS 法得到β-LG 修饰度的标准曲线，线性回归

方程为 y=0.1151x+0.0127(R2=0.9931)，式中 y 为 340nm 波

长处所测吸光度，x 为β-LG 的浓度。将所测样品的吸

光度代入标准曲线方程进行计算，得到未修饰蛋白含

量，总蛋白含量为 PEG 修饰前β-LG 含量，再按照公式

(2)计算得到修饰度如图 2 所示。

的量比对修饰度的影响不大，β-LG 与 SC-mPEG 物质的

量比 1:3 时，修饰度最大，达到 13.7%。因此，在 PEG
修饰β- L G 中，时间对修饰度的影响效果最为明显。

2.3 反应条件对对修饰产物抗原性的影响

2.3.1 反应 pH 值对修饰产物抗原性的影响

图 1 免疫过程中抗血清效价的变化

Fig.1   Change in antiserum titer during immunization
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图 3 反应 pH 值对修饰产物抗原性的影响

Fig.3   Effect of reaction pH on the antigenicity of PEG-modified
products
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图 4 反应时间对修饰产物抗原性的影响

Fig.4   Effect of reaction time on the antigenicity of PEG-modified
products
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修饰度是 PEG 修饰蛋白质研究中的一项重要指标。

由图 2 可知，在其他条件相同的情况下，pH 值对修饰

度的影响不大，其中 pH7.0 时修饰度为最大 11.5%；时

间对修饰度的影响非常明显，8h 达最大值 38%；物质

图 2 不同反应条件对β-LG 修饰度的影响

Fig.2   Effects of different conditions on the modification degree of β-LG
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后减小的趋势。在β-LG和 SC-mPEG物质的量比为 1:3时
抗原性降低率为最高 24.7%，此时修饰度为最大 13.7%，

说明物质的量比为 1:3 时可能掩盖β-LG 表面抗原决定簇

部分最多而导致抗原性降低率最高。随着 PEG 的增加，

β-LG 抗原性降低率下降，可能是 PEG 增加蛋白的溶解

性[23]，蛋白质发生交联反应，使得隐藏在分子内部的抗

原表位暴露出来，而交联反应的β-LG 阻止了 PEG 与其

进行反应，修饰度也随着降低。

图 5 物质的量比对修饰产物抗原性的影响

Fig.5   Effect of molar ratio on the antigenicity of PEG-modified
products
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综上，可以得出 PEG 修饰β-LG 的最佳反应条件为

pH7.0、反应时间 8h、β-LG 与 SC-mPEG 物质的量比

1:3。通过实验可以得到此时的抗原性降低率为 70.2%，

修饰度为 39.1%。

3 结  论

PEG 修饰β-LG 反应中，体系修饰中物质的量比、

反应时间、p H 值是影响修饰度和抗原性的重要因素，

而时间对抗原性降低率的影响效果最大。最佳反应条件

即 pH7.0、反应时间 8h、β-LG 与 SC-mPEG 物质的量比

1:3 时的抗原性降低率为 70.2%，修饰度为 39.1%。
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