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神经性贝类毒素免疫亲和柱的制备与应用
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摘要!通过纯化
@DIa%7

单克隆抗体"以琼脂糖凝胶
!

1+

A

/'?<1+9T

#为载体制备神经性贝类毒素!

;Z@

#免疫亲
和柱"并建立

;Z@

的免疫亲和柱净化)液相色谱)串联
质谱分析方法%样品以含

X8[

甲醇水溶液提取"

@TZ

缓
冲液稀释"经过

;Z@

免疫亲和柱净化和富集后进行
Y>%

OZ

(

OZ

测试分析%同时对上样液$淋洗液$洗脱液等亲
和柱参数进行优化%结果表明'

;Z@

免疫亲和柱对贝类
样品有很好的净化作用"降低了贝类基质中脂肪$蛋白
质$色素$分泌黏液等杂质干扰"提高了样品回收率%在
98

"

X88

(

F

(

B

F

范围内样品加标平均回收率为
X75":[

"

!!75":[

"相对标准偏差为
!57W[

"

75"9[

%该
;Z@

免
疫亲和柱净化效果强$灵敏度高且受基质干扰小"适用于
贝类中神经性贝类毒素的分析测定%

关键词!免疫亲和柱&液相色谱)串联质谱&短裸甲藻毒
素&神经性贝类毒素
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贝类毒素亦称赤潮生物毒素!是由有害赤潮生物产
生的天然活性物质"赤潮是在特定的环境下!海水中原
生生物)浮游生物或细菌爆发性增殖造成水体变色的生
态现象"在

:888

多种海洋微藻中!可以形成赤潮的微藻
至少有

!X8

种!其中有毒的藻类占据近
!

'

7

!已被证实含
有毒素或者能够分泌毒素的有

J8

"

98

种*

!

+

"因研究人
员最早从贝类体内发现赤潮毒素!故称此类毒素为贝类
毒素"赤潮毒素随着滤食性鱼)虾)贝类的滤食活动被富
集在体内!造成海产品毒化"毒化的海产品通过食物链
的传递最终导致人体中毒"

神经性贝类毒素#

;+3?<4<-(2Z/+))*(1/@<(1<0(0

F

!

;Z@

%是由短裸甲藻)剧毒冈比甲藻等藻类在细胞裂解)

死亡时会释放出一组效力较大的神经毒素"高浓度的神
经毒素很容易造成鱼类的大批量死亡!相反牡蛎)蛤类和
贻贝对该毒素不敏感!外表上完全呈现出健康状态*

7

+

"

神经性贝类毒素是一类脂溶性环状聚醚类毒素!可造成
误食者神经系统和胃肠道不适!引发恶心)呕吐)腹泻)痉
挛)支气管收缩)麻痹)抽搐和昏迷等症状"其中短裸甲
藻毒素#

T?+=+4<-(0

!

TIa

%是主要的一类毒素成分!主要
由裸甲藻)海洋卡盾藻和赤潮异弯藻产生!其基本结构分

$(

KLLMNOG>PH;$QR

第
J#

卷第
7

期总第
778

期
"

7878

年
7

月
"



为
G

型#

TIa%G

!即
@DI-%G

%和
T

型#

TIa%T

!即
@DI-%

T

%!包含数十种衍生物!以
TIa%7

#即
@DIa%7

%最为
常见*

J_9

+

"

目前美国)澳大利亚和新西兰等国家规定小鼠生物
法安全标准为

78Oc1

'

!88

F

!相当于
X88

(

F

@DIa%7

'

B

F

贝肉组织*

:

+

!而中国尚无针对此类毒素的限量标准!一般
针对此类毒素的限量值是参考欧美限量"

国际上普遍采用小鼠生物法)免疫分析法)细胞毒性
检测法及理化分析方法等手段来检测贝类并作出预警预
报*

#_!8

+

"小鼠生物法是检测贝类毒素发展最早)应用最
广泛的分析方法!但存在灵敏度差)步骤繁琐)无法确定
毒素组分)重复性差#不同批次)不同品系小鼠%)易导致
假阳性结果等问题"酶联免疫法虽检测时间短)成本低!

但易受交叉反应的影响而出现假阳性或者假阴性的问
题"液相色谱法需要复杂的前处理!且缺乏准确的定性
能力"液相色谱$质谱联用技术结合了液相色谱优越的
分离能力与质谱高灵敏度的定性定量功能!应用越来越
广泛"但市场上存在的一些固相萃取柱产品!回收率低)

样品基质干扰仍较严重!大大降低了方法的应用
率*

!!_!J

+

"免疫亲和柱#

(&&30<'**(0(4

C

2<)3&0

!

HG>

%是
一种基于抗原抗体反应的新型层析柱!可选择性吸附样
品提取液中的目标化合物!在特异性富集毒素的同时净
化样品基质!净化效果好"作为新型高效的前处理净化
技术!免疫亲和柱净化技术正在不断改进发展!在生物毒
素检测领域应用越来越广泛*

!9_!#

+

"

试验拟以
@DIa%7

为研究对象!研制
;Z@

免疫亲和
柱的装柱!并建立

;Z@

的免疫亲和柱净化$液相色谱$

串联质谱分析方法!以期经免疫亲和柱净化的样品提取
液可直接用于

Y>%OZ

'

OZ

分析!达到快速检测和提高检
测方法灵敏度)准确性的目的"

!

!

材料与方法

!5!

!

材料与试剂
贻贝)蛤蜊)牡蛎)扇贝样品&市售(

@DIa%7

标准品&纯度
""5:[

!美国
Y]I YGTZ

公司(

甲酸)甲酸铵&色谱纯!美国
Z(

F

&'

公司(

甲醇)乙腈&色谱纯!德国
O+?2B

公司(

十二水合磷酸氢二钠)氯化钠)盐酸)碳酸氢钠)二水
合磷酸二氢钠&分析纯!国药集团化学试剂有限公司(

T>G

蛋白质定量检测试剂盒&赛默飞世尔科技#中
国%有限公司(

琼脂糖凝胶&上海通用电器有限公司(

8577

(

&

有机微孔滤膜&上海安普科学仪器有限公司(

试验用水为超纯水"

!57

!

仪器与设备
液相色谱$四极杆'离子阱复合质谱&

GT::88

UI?'

A

型!美国
Z>H$a

公司(

纯水仪&

OHYYH%U

型!美国
O())(

A

<?+

公司(

分析天平&

O$789

型!瑞士梅特勒$托利多公司(

旋窝振荡器&

I')D<

C

1

型!美国
I')D<

C

1

公司(

高速离心机&

P(&'2>Q77bHH

型!日立
P(4'2/(

公司(

气控操作架&

PO8"889%!

型!北京美正生物科技有限
公司"

!5J

!

;Z@

免疫亲和柱的制备
!5J5!

!

@DIa%7

单克隆抗体制备
!

采用动物体内诱生单
克隆抗体法合成

@DIa%7

全抗原对小鼠进行免疫!取小鼠
脾细胞和骨髓瘤细胞

Z

A

7

'

8

进行融合!筛选出特异性强)

灵敏度高)能分泌抗
@DIa%7

的单克隆抗体细胞株!通过
液体石蜡注射到小鼠腹腔内致命!然后将分泌抗

@DIa%7

的细胞接种到小鼠体内!制备抗
@DIa%7

的单克隆抗体腹
水"使用

@?<4+(0b

柱进行抗体纯化*

!W

+

"

!5J57

!

@DIa%7

抗体蛋白浓度测定
!

将
@DIa%7

抗体溶
液用

T>G

蛋白质定量检测试剂盒进行蛋白浓度测定"

测得该
@DIa%7

抗体溶液蛋白浓度为
7&

F

'

&Y

"

!5J5J

!

;Z@

免疫亲和柱的制备
!

将纯化后的
@DIa%7

抗
体加入处理好的

Z+

A

/'?<1+>Y9T

凝胶中*

!X

+

!具体步骤&

#

!

%凝胶制备&将
7

F

溴化氢活化的
Z+

A

/'?<1+>Y9T

干粉加入到
7:&Y!&&<)

'

Y

的
P>)

溶液中溶胀!将胶
转入砂芯漏斗中!然后用

788&Y!&&<)

'

Y

的
P>)

清
洗!再用

788&Y

反应缓冲液#

85!&<)

'

Y

碳酸氢钠%清洗
充分"

#

7

%偶联&清洗完后抽干!将胶加入
!8 &Y

含有
85:&

F

'

&Y@DIa%7

的抗体偶联缓冲液溶液中!室温温和
搅拌

7/

或过夜反应!反应完成后静置!收集上清!

T>G

法测定上清液中未偶联蛋白含量!按式#

!

%计算偶联率!

经测定制备的
;Z@

抗体与凝胶的偶联率为
!88[

"

O

X

8

!

Z

8

7

8

!

Y

!88[

! #

!

%

式中&

O

$$$偶联率!

[

(

8

!

$$$偶联前抗体总量!

&

F

(

8

7

$$$未偶联抗体总量!

&

F

"

#

J

%洗涤&用反应缓冲液洗涤反应后的胶!将胶加入
!:&YI?(1%P>)

#

85!&<)

'

Y

!

A

PX58

%缓冲液中!室温下温
和搅拌

7/

"用
#88&Y85!&<)

'

Y

醋酸缓冲液#

A

P95:

%

和
I?(1%P>)

先后交替进行洗涤
9

"

#

次"

#

9

%装柱&洗涤后的凝胶用
7:8&Y@TZ

充分平衡后
装柱!取

J&Y

空柱管压好底部筛板!然后将胶平均装到
!8

支
J&Y

柱管中!堵好上下堵头!做好标识!储存于
7

"

Xe

"每根柱凝胶体积为
85:&Y

!相当于每根柱含有
85J&

F

;Z@

抗体"

!5J59

!

;Z@

免疫亲和柱的柱容量验证
!

为了评价自制

%(

"

S<)5J#

$

;<57

董
!
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;Z@

免疫亲和柱的效果!通过不同上样量的回收试验!测
试自制柱的柱容量"分别移取

!&Y

浓度为
788

!

988

!

!888

!

!#880

F

'

&Y

的
@DIa%7

标准溶液与
78&Y@TZ

溶液混合均匀!全部添加到制备的免疫亲和柱上!以
!&Y

'

&(0

的流速流出!然后用
#&Y78[

甲醇水溶液淋
洗免疫亲和柱!流速

7

"

J

滴'
1

!流干柱内残留液!并弃去
以上全部流出液"最后用

J&Y

甲醇洗脱!流速
!

滴'
1

!

收集洗脱液!室温中氮吹至小于
!&Y

!用甲醇补至
!&Y

"

混匀后用
8577

(

&

有机微孔滤膜过滤后进行检测"计算
柱容量!具体数据见表

!

"

表
!

!

@DIa%7

上样量与回收率
I'D)+!

!

I/+Z'&

A

)+)<'6(0

F

'06?+2<=+?

C

<*

A

D4-%7

'

,gJ

(

@DIa%7

上样量'
0

F

平均测定值'
0

F

回收率'
[

788 78"5# !895X8

988 J#85# "85!:

!888 "!75! "!57!

!#88 !!#W5W W75"X

由表
!

可知!自制免疫亲和柱的上样量在
!8880

F

以
下回收率均达到

"8[

以上!而上样量在
!8880

F

以上时!

回收率下降"因此自制免疫亲和柱的最大柱容量
为
!8880

F

"

!59

!

;Z@

免疫亲和柱的应用
!595!

!

;Z@

标准溶液的配制
!

称取一定量的
@DIa%7

粉
末!用纯甲醇稀释至

!&

F

'

&Y

!

_!Xe

避光保存!有效期
!

年"根据
@DIa%7

在
Y>%OZ

'

OZ

上响应值和线性相关
性!将母液稀释浓度为

:

!

!8

!

78

!

:8

!

!88

!

788

!

:880

F

'

&Y

的标准工作溶液"

!5957

!

样品前处理
!

准确称取已充分均质样品
7588

F

于
:8&Y

具塞试管中!加入
X&YX8[

甲醇水溶液!涡旋震
荡

7&(0

!超声提取
!8&(0

!

X888?

'

&(0

离心
:&(0

!将上
清液转移至

78&Y

刻度玻璃管中"然后加入
X&YX8[

甲醇水溶液重复提取一次!合并两次提取液!用
X8[

甲醇
水溶液定容至

78&Y

"移取
:&Y

提取液!加入
78&Y

@TZ

溶液稀释#稀释
7

倍%!全部过免疫亲和柱净化"

取出免疫亲和柱去掉上方塞子!安装上转接头!将转
接头另一端与针筒连接固定后使用"将柱子直接与气控
操作架上的针筒连接固定!处理后的溶液上样!上样结束
后用

#&Y78[

甲醇水溶液淋洗免疫亲和柱!流速
7

"

J

滴'
1

!流干柱内残留液!并弃去以上全部流出液"最后
用

J&Y

甲醇洗脱!流速
!

滴'
1

!洗脱液定容至
9&Y

!混
匀后用

8577

(

&

有机微孔滤膜过滤后进行检测"

!595J

!

;Z@

仪器检测条件
#

!

%色谱条件&色谱柱为
](0+4+-

!

aT%>

!X

柱#

!88&&f

75! &&

!

75#

(

&

%(进样体积
:

(

Y

(柱温
98 e

(流速
85J&Y

'

&(0

(流动相
G

为去离子水#含
:8&&<)

'

Y

甲酸
和

7&&<)

'

Y

甲酸铵%(流动相
T

为
":[

乙腈水溶液#含
:8&&<)

'

Y

甲酸和
7&&<)

'

Y

甲酸铵%(洗脱条件
858&(0

#

X8[ G

%

&

:58 &(0

#

!8[ G

%

&

!858 &(0

#

!8[ G

%

&

!85!&(0

#

X8[ G

%

&

!758&(0

#

X8[ G

%"

#

7

%质谱条件&检测类型为电喷雾离子源!正离子扫
描模式#

$)+24?<1

A

?'

C

(<0(.'4(<0

!

$ZH̀

%(检测方式为多反
应监测模式#

O3)4(

A

)+Q+'24(<0O<0(4<?

!

OQO

%(毛细管
电压

::88S

(离子源温度
::8e

(气帘气压力
78#B@'

(

雾化气压力
J9:B@'

(辅助加热气压力
J9:B@'

(碰撞气
>GM

中等流量(定量离子对
X":59

%

XWW59

!碰撞能量
7#+S

(定性离子对
X":59

%

X:"5#

!碰撞能量
J8+S

"

7

!

结果与分析

75!

!

免疫亲和柱的制备
75!5!

!

凝胶溶胀溶液体积的选择
!

将
7

F

溴化氢活化的
Z+

A

/'?<1+>Y 9T

干粉分别加入
!:

!

78

!

7:

!

J8 &Y

!&&<)

'

Y

的
P>)

溶液中溶胀"试验结果显示溶胀液体
积在

7:&Y

以下干粉溶胀不完全!因此选择
7:&Y

溶胀
液对

Z+

A

/'?<1+>Y9T

干粉进行溶胀"

75!57

!

偶联反应方式
!

选用室温温和搅拌
85:

!

!58

!

758

!

J58

!

958/

使其充分偶联!经测定室温搅拌
7

"

9/

的偶联
率均为

!88[

!而搅拌
!/

以下的偶联率低于
X8[

!所以
选择室温偶联时间为

7/

"

757

!

免疫亲和柱的应用优化
7575!

!

稀释缓冲液的确定
!

抗体对有机溶剂的敏感性是
免疫亲和柱净化和富集过程中的一个重要因素!影响免
疫反应的活性"抗体对甲醇溶液有一定程度的耐受能
力!若上样液中甲醇浓度过高会破坏抗原抗体的结合"

因此选择适合的缓冲液稀释是获得高回收率的关键"

@TZ

磷酸盐缓冲溶液具有盐平衡)可调整的适宜
A

P

缓冲
作用!所以选择

@TZ

样品稀释缓冲液"

以添加量为
7880

F

的扇贝样品提取液为基准!用
@TZ

进行不同倍数稀释!通过比较不同稀释倍数下样品
回收率!确定最佳稀释比例"具体数据见图

!

"

图
!

!

@TZ

不同稀释比例对回收率的影响
K(

F

3?+!

!

I/+(0*)3+02+<*6(**+?+046()34(<0?'4(<

<*@T1<0?+2<=+?

C

&(

安全与检测
ZGK$IR NH;Z@$>IHL;

总第
778

期
"

7878

年
7

月
"



由图
!

可得!

;Z@

免疫亲和柱对甲醇的耐受能力在
78[

左右!随着上样液中甲醇浓度的增加!破坏了抗原抗
体的特异性结合!使部分毒素结合不牢固而流失!造成样
品回收率降低"当样品液

$

@TZ

体积比为
!

$

9

时样品
回收率达到

"8[

以上"因此选择稀释比例为
!

$

9

"

75757

!

淋洗液的确定
!

考虑到
@DI-%7

的溶解性!为验证
淋洗过程中淋洗液#

78[

甲醇水溶液%是否会造成损失!

收集全部
#&Y

#

7

倍柱体积%淋洗液进行
Y>%OZ

'

OZ

测
试!结果发现淋洗过程中无损失!当淋洗液中甲醇浓度

#

78[

时!不能使
@DI-%7

溶解!而当淋洗液中甲醇浓度
%

78[

时!破坏了抗原抗体的特异性结合!

@DI-%7

的回收
率明显降低!故最终选择

#&Y78[

甲醇水溶液淋洗免疫
亲和柱"

7575J

!

洗脱液的确定
!

对
@TZ

溶液进行加标#加标量
7880

F

%!不添加样品基质以排除基质干扰!以水)

:8[

甲
醇水溶液)甲醇)

7[

氨水甲醇溶液作为洗脱液!做
J

组平
行试验!同时采用不同洗脱体积进行洗脱收集!以回收率
为指标筛选出最佳洗脱液和洗脱体积!结果见表

7

"

表
7

!

洗脱液对回收率的影响
I'D)+7

!

I/++**+24<*6(**+?+04+)3+041<0?+2<=+?

C

洗脱液 理论值'
0

F

定量结果'
0

F

! 7 J

平均
回收率'

[

水#

J&Y

%

788 !5W" !5X9 759# !587

甲醇#

7&Y

%

788 !:!5!J !9X577 !9#57: W957W

甲醇#

J&Y

%

788 !W:579 !X:5W7 !X859: "8579

甲醇#

9&Y

%

788 !W#57: !X959# !W:5:: X"5JX

:8[

甲醇水溶液#

J&Y

%

788 !785!! !8"5!7 !!J599 :W5!!

7[

氨水甲醇溶液#

J&Y

%

788 75#J 75W" J5J" !59W

!!

由表
7

可知!用水)

:8[

甲醇水溶液)

7[

氨水甲醇溶
液洗脱时!

@DIa%7

的回收率分别为
!587[

!

:W5!![

!

!59W[

!回收率均偏低(分别用
7

!

J

!

9&Y

甲醇洗脱!回收
率分别为

W957W[

!

"8579[

!

X"5JX[

"试验表明&洗脱液
体积

+

J&Y

时!

@DIa%7

能被洗脱出来"洗脱液体积过
多时会造成试剂浪费!故最终选择

J&Y

甲醇作为洗脱
溶剂"

75759

!

样品提取试剂的确定
!

@DI-%7

具热稳定性!易溶
解于甲醇)乙醚等有机试剂!参考

bT:88"5!"X

$

78!#

方
法中对贝类样品的提取试剂!同时考虑到

MZ@

免疫亲和
柱的前处理过程*

!7

+

!试验比较了
78[

甲醇水溶液)

:8[

甲醇水溶液和
X8[

甲醇水溶液的提取效率"提取加标量
为

7880

F

的扇贝作为试验对象!每种提取试剂做
J

次平
行试验!结果见表

J

"由表
J

可知!

X8[

甲醇水溶液提取
效率明显优于

78[

甲醇水溶液和
:8[

甲醇水溶液"因
此!选择

X8[

甲醇水溶液作为提取试剂"

表
J

!

提取试剂对回收率的影响
I'D)+J

!

I/++**+24<*6(**+?+04+-4?'24(<0?+'

F

+041

<0?+2<=+?

C

提取试剂 理论值'
0

F

定量结果'
0

F

! 7 J

平均回
收率'

[

78[

甲醇水溶液
788 !8!5XW !8#5!: "#577 :85W!

:8[

甲醇水溶液
788 !7:5"9 !7J5:8!!J5!X #8599

X8[

甲醇水溶液
788 !"8579 !X:5":!X"58: "957!

7575:

!

方法检出限)回收率及精密度结果
!

@DI-%7

在液
相色谱串联质谱仪上最佳响应浓度范围为

:

!

!8

!

78

!

:8

!

!88

!

788

!

:880

F

'

&Y

!曲线方程
<

g!87J#5J88JW2_

!7W#J!

!相关系数
85""W"7

"在曲线最低点浓度处
#

:0

F

'

&Y

%仪器的信噪比
&

'

$gJ

!根据取样量
7

F

)稀释
倍数为

9

!最终定容体积
9 &Y

!计算得方法检出限为
98

(

F

'

B

F

"图
7

为
780

F

'

&Y

的
@DI-%7

标准溶液在液相
色谱串联质谱仪最佳状态下得到的总离子流图"由图

7

可得!

@DIa%7

的总离子流图峰形与响应良好且噪声干
扰小!能够满足检测所需"

图
7

!

标准溶液的总离子流图
780

F

(

&Y@DIa%7

K(

F

3?+7

!

I/+IH><*4/+14'06'?61<)34(<0

780

F

(

&Y@DIa%7

选择阴性的扇贝和蛤蜊样品为空白基质!分别在
J

个
浓度#检出限)

:

倍检出限)参考限量限%添加!每个浓度做
#

个平行样品!按上述优化方法进行试验!计算得各添加
水平对应的回收率和精密度!结果见表

9

"由表
9

可以看

'(

"

S<)5J#

$

;<57

董
!

昕等!神经性贝类毒素免疫亲和柱的制备与应用



出!

@DI-%7

的平均回收率为
X75":[

"

!!75":[

!相对标
准偏差为

!57W[

"

75"9[

"方法的回收率与精密度可满
足

@TI-%7

的实验室检测要求"

表
9

!

回收率和精密度结果
I'D)+9

!

I/+?+13)41<*4/+?+2<=+?

C

'06

A

?+2(1(<0

#

,g#

%

样品 加标量'
#

(

F

-

B

F

_!

%

平均测定值'
#

(

F

-

B

F

_!

%

平均
回收率'

[

I&Q

'

[

扇贝
98 9X58: !!75": !57W

788 !##5:8 XJ57: 7578

X88 #X85!# X:587 75!#

蛤蜊
98 9#589 !!:58" !59#

788 !W:58# XW5:J 75"9

X88 ##J5#8 X75": 75:X

7575#

!

方法的实际应用
!

应用试验法对各水产品市场采
购蛤蜊)扇贝)贻贝)牡蛎

9

个品种
98

份样品进行检测!

所检测样品中贝类毒素的含量均小于方法检出限"有研
究*

!

+表明!神经性贝类毒素常见发生区域为美国沿岸)墨
西哥湾沿岸和新西兰沿岸"赤潮虽在中国沿海有分布!

但尚未有检测出该毒素样品的报道"

J

!

结论
试验建立了

;Z@

免疫亲和柱的制备和
;Z@

毒素的
液相色谱串联质谱检测法!通过研究

;Z@

检测方法中免
疫亲和柱的制备)样品的提取和净化)色谱质谱条件!达
到了检测方法的检出限低)稳定性好)抗干扰能力强)定
性定量结果准确的效果(弥补了现行国标#

bT:88"5

7#!

$

78!#

%方法的检测周期长)操作过程相对复杂和无
法定量等方面的不足"采用试验方法检测了

9

种中国常
见水产品!与相关文献*

!

+检测结果基本相同"
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