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小分子抗原人工合成进展

王建华　张　冲
（重庆大学生物工程学院　重庆 ４０００４４）

摘　要　小分子免疫分析技术的应用日渐广泛，合成稳定的、具有良好免疫原性的人工抗原是制备单克隆抗
体和建立免疫分析方法的前提和关键。本文对国内外半抗原的设计与合成方法、载体的选择、半抗原与载体

的耦联方法等进行了综述，并对小分子抗原人工合成中相关的问题进行了讨论。
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近年来，食品中农药、兽药的检测方法已成为研究热点，其中，以小分子为待测物的免疫分析技术发

展迅速。免疫分析是以抗原与抗体的特异性结合反应为基础的新型分析技术。相对于传统检测方法，

它具有简便、快速、灵敏度高和成本低廉、便于现场检测和高度特异性等特点。此外，免疫分析技术对药

品鉴定、药物代谢研究、药材中农药和重金属残留的检验、解毒及环境监测等也具有重要意义［１４］。免疫

分析几乎适用于所有生物活性物质的检测，其基本原理是以待测物合成人工抗原，经动物获取相应的单

克隆抗体，然后建立和优化免疫分析程序进行检测。有效的人工抗原的合成是保证免疫分析的前提和

关键，其合成途径可归纳为：先根据待测分子的结构设计合成具有活性基团的半抗原，然后依据免疫学

原理选择适当的载体，最后用适当的方式将半抗原与载体相互耦联，形成载体半抗原结合物，纯化后即
得到人工抗原。近年来，国内外有关人工抗原合成过程中所涉及的半抗原的设计与合成方法、载体的选

择、半抗原与载体的耦联方法等研究有了很大进展，本文对现代免疫分析中小分子人工抗原的合成关键

技术和方法进行了总结和讨论。

１　半抗原的设计与合成

１．１　半抗原的设计
半抗原是指具有反应原性，但不具备免疫原性，能与对应抗体结合出现抗原抗体反应又不能单独

激发人或动物产生抗体。

半抗原的设计与选择取决于待测物的分子结构，如果待测物本身具有—ＣＯＯＨ、—ＮＨ２、—ＯＨ和
—ＳＨ等活性基团，可直接通过交联剂与载体偶联，无需对药物结构进行改变即可以作为半抗原使用。若
待测物本身没有可直接与载体共价连接的活性基团，或者虽然具有活性基团但这些基团对维系待测物

的免疫特性十分重要而不能用作与载体偶联时，则必须根据免疫学理论并结合该待测物的自身结构进

行半抗原的重新设计［５］。应注意的是：首先半抗原的设计中应尽量保留待测物的特征基团，以保证获得

的抗体能够与待测物发生特异性免疫反应，必要的时候还需要对这些基团进行保护；其次半抗原的结构

还应具有一定的复杂性，如含有苯环、杂环和支链等高免疫活性的基团［６］，近年来也有研究显示在待测

物上连接二肽基团可增强半抗原的免疫活性［７］。
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１．１．１　待测物自身的衍生化　如果待测物自身没有可直接与载体共价连接的基团，可首先考虑利用现
有的非特殊构效关系基团，通过水解、氧化、还原和取代等反应产生相应的可连接基团作为半抗原。获

得的可连接基团应力求简单，往往以羧基、氨基为主，便于与载体偶联。含有酯基的的待测物，如肟菌

酯［８］，可在碱性条件下水解得到含有羧基的半抗原；有机磷类农药，如对硫磷、甲基对硫磷、杀螟硫磷以

及拟除虫菊酯等其结构中均有—ＮＯ２，可通过锌、亚铁等还原剂在盐酸作用下还原成—ＮＨ２
［９１１］；３巯基

丙酸可以取代待测物中氯原子而构建含有羧基的半抗原，如硝基亚甲基类内吸杀虫剂吡虫啉

（Ｉｍｉｄａｃｌｏｐｒｉｄ）与巯基丙酸在碱性溶液中缩合生成１（６羧乙基硫基３吡啶基甲基）Ｎ硝基亚咪唑烷２
基胺，以此为半抗原获得了高免疫效价的抗体［１２］，反应式如Ｓｃｈｅｍｅ１所示。

Ｓｃｈｅｍｅ１　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆｔｈｅｈａｐｔｅｎｏｆｉｍｉｄａｃｌｏｐｒｉｄ［１２］

１．１．２　由待测物的中间体合成半抗原　如果待测物本身没有可直接与载体共价连接的基团，且对待测
物分子进行衍生化后会破坏维系待测物的免疫特性和特征结构而不能用作与载体耦联的，则可以考虑

由待测物的中间体或降解、代谢产物来合成半抗原。如６氨基青霉烷酸（６ＡＰＡ）是 β内酰胺类药物的
母核，作为中间体参与β内酰胺类药的合成，其结构中既含有羧基又含有氨基，具有较高的反应活性。
胥传来等［１３］以６ＡＰＡ与Ｎ（ｐ马来酰亚胺基苯甲酰氧基）琥珀酰亚胺（ＭＢＳ）合成了β内酰胺类药物的
通用半抗原，反应式如Ｓｃｈｅｍｅ２所示。

Ｓｃｈｅｍｅ２　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆｔｈｅｈａｐｔｅｎｏｆβｌａｃｔａｍａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ［１３］

１．１．３　由原料重新合成半抗原　为了保证人工抗原的免疫活性，有时需要选择适当的原料重新合成与
待测物结构相似的半抗原。此外，通过替换某种原料往往可以得到多种半抗原，大大丰富了待测物的半

抗原种类。如杀虫剂对硫磷（Ｏ，Ｏ二乙基Ｏ（４硝基苯基）硫代磷酸酯）具有多种结构的半抗原，
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数由不同取代基团的同类原料合成。Ｌｉｕ等［１４］以二氯硫代磷酸乙酯和对硝基苯酚合成半抗原 Ａ；并将
其与Ｈ２Ｎ（ＣＨ２）ｎＣＯＯＨ（ｎ：２～５）在含ＫＯＨ的甲醇溶液中反应获得半抗原 Ｂ１～Ｂ５；与三乙胺在氨水中
作用生成半抗原Ｃ；与４羟基苯甲酸乙酯在含碳酸钾的乙腈中反应，所得产物再在碱性条件下水解得半
抗原Ｄ。
１．２　半抗原合成中特征基团的保护

在半抗原的合成过程中，为了保留待测物特征结构、突出待测物的免疫活性结构的同时在适当位置

引入合适的活性基团，或者待测物自身具有多个相同基团时，需要对不与载体进行耦联的基团进行保

护。如常用叔丁基、苄基和硅烷基等与羟基生成醚或酯来保护羟基。多拉菌素（ＤＯＲ）结构较为复杂，含
有３个羟基：Ｃ４′—ＯＨ、Ｃ５—ＯＨ和Ｃ７—ＯＨ。由于７位Ｃ上羟基具有高位阻效应，难以进行反应，而如果
选择Ｃ５—ＯＨ，突出的是ＤＯＲ的双糖部分，是非免疫活性部位，因此选择Ｃ４″—ＯＨ作为其半抗原合成的
反应基团，同时也就需要对Ｃ５—ＯＨ进行保护。何继红等

［１５］以叔丁基二甲基氯硅烷（ｔＢｕＭｅ２ＳｉＣｌ）与多
拉菌素的Ｃ５—ＯＨ结合形成叔丁二甲硅醚，避免其参与４位 Ｃ上羟基与琥珀酰酐（Ｃ４Ｈ６Ｏ４）的反应，并
以对苯磺甲酸（Ｃ７Ｈ８Ｏ３Ｓ）将保护基脱去，得到半抗原４″Ｏ—单琥珀酰ＤＯＲ。反应式如Ｓｃｈｅｍｅ４所示。

　　　（１）ＤＯＲ＋ｔＢｕＭｅ２Ｓｉ— →Ｃｌ ５ＯｔＢｕＭｅ２Ｓｉ—ＤＯＲ＋ＨＣｌ

　（２）５ＯｔＢｕＭｅ２Ｓｉ—ＤＯＲ＋Ｃ４Ｈ６Ｏ →４ ５ＯｔＢｕＭｅ２Ｓｉ４″Ｏ—ＯＣＣＨ２ＣＨ２ＣＨ２ＣＯ—ＤＯＲ

　（３）５ＯｔＢｕＭｅ２Ｓｉ４″ＯＯＣＣＨ２ＣＨ２ＣＨ２ＣＯ—ＤＯＲ＋Ｃ７Ｈ８Ｏ３ →Ｓ ４″ＯＯＣＣＨ２ＣＨ２ＣＨ２ＣＯ—ＤＯＲ

Ｓｃｈｅｍｅ４　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆｔｈｅｈａｐｔｅｎｏｆｐａｒａｔｈｉｏｎ［１５］

２　载体的选择

半抗原由于自身分子量小，需要与大分子载体结合来获得免疫原性。这就要求载体具有较多能与

半抗原结合的位点，这些位点又以氨基和羧基为主。最常用的为蛋白类载体，包括牛血清蛋白（ＢＳＡ）、
人血清蛋白（ＨＡＳ）、兔血清蛋白（ＲＳＡ）、卵清蛋白（ＯＶＡ）、钥孔血蓝蛋白（ＫＬＨ），以及小鼠血清白蛋白
（ＭＳＡ）、小鼠ＩｇＭ（ＭＩＭ）、小鼠全血清（ＭＷＳ）、破伤风类毒素（ＴＴ）、嗜水气单胞菌（ＡＨＪ）、虾全血蛋白
（ＳＷＳ）等。其它类型的载体还有多肽聚合物，如多聚赖氨酸（ＰＬＬ）；大分子聚合物，包括羧甲基纤维素、
聚乙烯比咯烷酮等。牛血清蛋白质是最常用的蛋白类载体。不仅因其具有物理化学性质稳定、不易变

性、价廉易得等特点，还因其分子中赖氨酸含量较高，分子内自由氨基较多，且在不同 ｐＨ值、离子强度
及有机溶液存在下均能保持较大的溶解度，易与半抗原进行交联。卵清蛋白也具有便宜易得的特点，多

用以制备包被原［１６］。多聚赖氨酸（ＰＬＬ）分子量可达到十万到几十万道尔顿，自身免疫原性低但可以增
加半抗原的免疫性，有利于机体产生特异性更高的抗体，且具有１０倍于ＢＳＡ的自由氨基［１７］，是优良的

载体。能被体内分解的大分子聚合物皆可与半抗原结合，且加入弗氏佐剂可诱导动物产生高效价的抗

体，但国内实际应用较少。

选择载体时需要根据人工抗原的用途来考虑载体对检测系统的影响，即所选载体不应与检测体系

发生交叉反应。例如，以免疫分析法来测定血液样品中待测物的含量时，应尽量避免选用血清类蛋白作
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为载体。不过，近年来抗原提呈细胞的研究提示自身蛋白也能够作为人工抗原的载体［１８］，其原理还未

见明确的阐述，尚需进行具体实验验证。

３　半抗原与载体的耦联

３．１　常见基团的耦联方法
大多数半抗原虽然具有一定的活性基团，但仍不能与载体直接耦联，且部分半抗原直接与大分子载

体连接后半抗原的特征结构易受载体的局部微化学环境或空间位阻的干扰，影响机体免疫系统的识

别［１９］。这就需要使用交联剂对半抗原的基团进行活化，然后再与载体上的羧基、氨基、巯基等基团耦联

形成人工抗原。同时有些引入的交联基团并不脱去，从而将半抗原与载体隔开，成为间隔臂。研究表

明，一定长度的间隔臂的引入可使半抗原突出于载体表面，易为机体免疫系统识别，使产生针对半抗原

的抗体的可能性增加。

根据半抗原基团的不同，耦联方法主要有以下几种。

３．１．１　羧基耦联方法　羧基具有较强的反应活性，含有羧基的半抗原与载体耦联的方法比较多，具体
有Ｎ羟基琥珀酰亚胺（ＮＨＳ）活性酯法、混合酸酐法、碳二亚酰法、烷基氯甲酸法和Ｗｏｏｄｗａｒｄ试剂法等。
其中以Ｎ羟基琥珀酰亚胺与碳二亚酰联用和混合酸酐法最常用。前者是在碳二亚酰类药品（一般使用
１乙基（３二甲基氨基丙基）碳酰二亚胺（ＥＤＣ）或环己基碳酰二亚胺（ＤＣＣ））的脱水作用下，ＮＨＳ的
Ｎ—ＯＨ与半抗原的羧基在避光条件下结合生成活性中间产物，再与载体氨基形成稳定的肽键；后者则
先以氯甲基异丁酯与含有羧基的半抗原反应形成混合酸酐，再与蛋白质载体上的氨基反应形成肽键。

Ｌｅｉ等［２０］以ＮＨＳ与ＤＣＣ联用的方法将三聚氰胺的半抗原与牛血清蛋白（ＢＳＡ）进行偶联得到人工抗原，
杜付彬等［２１］以氯甲基异丁酯法合成了洛美沙星的人工抗原，其制备路线如Ｓｃｈｅｍｅ５所示。

Ｓｃｈｅｍｅ５　ＴｈｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｏｆＮＨＳ，ＤＣＣｏｒＥＤＣａｎｄｍｉｘｅｄａｃｉｄａｎｈｙｄｒｉｄｅｍｅｔｈｏｄｓ［２１］

３．１．２　氨基耦联方法　氨基偶联的方法也比较多，常用的有重氮耦联法、戊二醛交联法、异氰酸酯法、
曼尼希反应法、丙烯酸法等，其中戊二醛交联法与重氮耦联法最常用。重氮耦联要求半抗原含有芳伯氨
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基，首先芳伯氨基在盐酸环境下与亚硝酸钠形成重氮盐，重氮盐不稳定，继而与载体的氨基耦联；重氮盐

也能与载体的酪氨酸残基上的酚羟基、组氨酸残基上的咪唑环或色氨酸残基的吲哚环反应偶联。戊二

醛法对半抗原的氨基没有特殊要求，且反应条件温和，能够在室温下中性水溶液中进行，在使用戊二醛

法这类双功能交联试剂对半抗原和载体进行耦联时必须注意是，为防止半抗原分子间的反应，操作时应

将半抗原溶液缓慢滴加至双功能交联试剂中，保证半抗原完全一对一的与双功能交联试剂耦联。在以

４氨基邻苯二甲酸（２乙基己基）酯作为半抗原，合成邻苯二甲酸（２乙基己基）酯（ＤＥＨＰ）人工抗原的
研究中，Ｗｅｉ等［２２］采用重氮耦联法与戊二醛交联法将苯环４位的氨基分别和卵清蛋白（ＯＶＡ）与牛血清
蛋白（ＢＳＡ）的氨基耦联，得到了２种人工抗原，其制备路线如Ｓｃｈｅｍｅ６所示。

Ｓｃｈｅｍｅ６　Ｔｈｅｄｉａｚｏｔｉｚａｔｉｏｎａｎｄｇｌｕｔａｒａｌｄｅｈｙｄｅｍｅｔｈｏｄｓ［２２］

３．１．３　羟基、酚基耦联法　羟基难以直接与载体耦联，一般先采用琥珀酸酐将其修饰成羧基，再与载体
耦联的方法。琥珀酸酐可与半抗原的羟基反应生成半抗原琥珀酸酯，即在羟基基础上构建具有羧基的
间隔臂。与此类似，酚基可以与氯乙酸反应生成带有羧基的间隔臂。如喹乙醇的支链中含有一个羟基，

其人工抗原的合成中就利用琥珀酸酐与羟基在吡啶溶液中连接［２３］；又如在聚乙二醇（ＰＥＧ）的催化作用
下，五氯酚与氯乙酸在ＮａＯＨ溶液中也可以进行连接［２４］，其反应如Ｓｃｈｅｍｅ７所示。

Ｓｃｈｅｍｅ７　Ｔｈｅｓｕｃｃｉｎｉｃａｎｈｙｄｒｉｄｅａｎｄｃｈｌｏｒｏａｃｅｔｉｃａｃｉｄｍｅｔｈｏｄｓ［２４］

３．１．４　其它基团的耦联方法　含有巯基的半抗原可以利用双功能交联试剂与载体中的巯基耦联，这类
双功能交联试剂主要有 Ｎ，Ｎ′邻苯基双马来酰亚胺，具有反应条件温和、选择性高的特点，但也要注意
防止同类分子的交联。其它双功能交联试剂还有 Ｎ羟基琥珀酰亚胺基３（２吡啶基二硫）丙酸酯
（ＳＰＤＰ）、Ｎ羟基琥珀酰亚胺４（对马来酰亚胺基）苯丁酸酯（ＳＭＰＢ）等。含酮基的半抗原可以采用（Ｏ
羧甲基）羟胺法或利用对肼基苯甲酸法构建含羧基的连接臂，再以羧基耦联方法与载体耦联。糖类或
者糖基化合物分子中邻二醇结构可以通过过碘酸钠氧化为醛基，然后再与载体中氨基形成 Ｓｃｈｉｆｆ碱的
方法实现耦联［２５］。

３．２　载体的活化
为提高耦联的效率，有时需要对载体进行活化处理，以增加载体中适于耦联的基团数量，实际操作

中可以自行对载体进行活化也可以购买活化后的载体。巯基是一类经常参与耦联的基团，但是天然氨
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基酸中只有甲硫氨酸和半胱氨酸含有巯基，限制了载体中巯基的数量。载体巯基化主要是利用２亚氨
基硫烷盐酸盐与载体中的氨基反应得到含巯基的支链结构［２６］，反应式如Ｓｃｈｅｍｅ８所示。

Ｓｃｈｅｍｅ８　Ｍｅｒｃａｐｔｏｇｒｏｕｐｌｉｎｋｅｄｔｏｔｈｅｃａｒｒｉｅｒ［２６］

刘必勇等［２７］以摩尔比５０∶１的２亚氨基硫烷和钥孔血蓝蛋白（ＫＬＨ）在硼酸盐缓冲液中，２２℃下反
应１ｈ，反应后的混合物过截留相对分子质量为３００００的超滤膜后浓缩离心，得到巯基化的匙孔血蓝蛋
白。

３．３　重金属与载体的耦联
重金属显然不具备直接与载体耦联的能力，且重金属离子可使蛋白类载体变性沉淀，因此不能与蛋

白类载体直接接触。现有研究中多以ＥＤＴＡ、异硫氰酸苄基乙二胺四乙酸（ＩＴＣＢＥ）和二乙烯三胺五乙酸
（ＤＴＰＡ）为双功能交联剂，与重金属离子反应得到的重金属螯合物作为半抗原。张云显等［２８］分别以

ＥＤＴＡ和ＤＴＰＡ在硝酸溶液中对镉离子进行螯合，获得了２种半抗原溶液，再分别与卵血清蛋白（ＯＶＡ）
和匙孔血蓝素（ＫＬＨ）耦联，合成２种重金属镉螯合物人工抗原：ＣｄＤＴＰＡＯＶＡ和 ＣｄＥＤＴＡＫＬＨ。除镉
外，锌和汞等重金属的人工抗原也可以用类似方法合成［２９３０］。

３．４　多簇人工抗原的合成
在实际生产中，食品和环境中往往残留多种有害物，单组分检测难以达到快速准确的要求，为此开

发合成多蔟人工抗原成为新的趋势。多蔟人工抗原是由多种半抗原与同一载体进行耦联得到的人工抗

原，其合成步骤需要分步进行，即将半抗原依次连接到载体上，每步的合成方法与前面提到的耦联方法

相似。Ｗａｎｇ等［３１］将甲基对硫磷、毒死蜱、三唑磷和克百威４种农药的半抗原耦联到 ＢＳＡ分子上，得到
带有４种农药分子抗原决定簇的多蔟人工抗原，具有良好的免疫原性。
３．５　聚合物支载偶联试剂的应用

随着绿色化学的兴起，关于聚合物支载试剂（ＰｏｌｙｍｅｒＳｕｐｐｏｒｔｅｄＲｅａｇｅｎｔｓ）的研究［３２］越来越引起人

们的兴趣。许多具有良好性质的聚合物支载试剂被陆续报道，其中不乏可应用于半抗原与载体偶联的

支载试剂。如ＰＳＩＩＤＱ、ＰＳＥＤＣ、ＰＳＤＣＣ、ＰＳＴＢＴＵ和ＰＳＢＯＰ等，此类偶联试剂兼具液相反应的传统优
势和固相反应的易操控性，具有易分离、可回收、可循环利用、产物易纯化和可使用过量试剂等优点。

Ｓａｔｈｅ等［３３］首先将这一技术应用于植烷酸人工抗原的合成中，利用聚苯乙烯支持的１异丁氧羧基２异
丁氧基二氢喹啉（ＰＳＩＩＤＱ）将植烷酸的半抗原与牛血清蛋白耦联得到植烷酸（ｐｈｙｔａｎｉｃａｃｉｄ）的人工抗
原（见Ｓｃｈｅｍｅ９），并通过平行试验比较证明ＰＳＩＩＤＱ的耦联催化能力强于ＰＳＤＣＣ和ＰＳＥＤＣ。该方法
能够大大简化人工抗原的提纯工作，预期在人工抗原合成领域将会得到更多的应用。

Ｓｃｈｅｍｅ９　ＳｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆｔｈｅａｎｔｉｇｅｎｏｆｐｈｙａｎｉｃｚｃｉｄｂｙＰＳＩＩＤＱ［３３］
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４　人工抗原的鉴定方法

为定性判定半抗原与载体是否耦联成功和定量测定二者的结合比，需要对纯化后的人工抗原进行

鉴定。最主要的鉴定方法有紫外扫描法、红外扫描法、ＳＤＳ聚丙烯凝胶电泳和标记抗原示踪法。通过对
比半抗原、载体和人工抗原的紫外扫描图谱和红外图谱，比较特征峰的吸收特征，可以判断和确认半抗

原与载体是否成功耦联；同时利用紫外吸收的加和性原理，根据结合比计算公式：（ε人工抗原 －ε载体）／
ε半抗原，可获得半抗原结合比。ＳＤＳ聚丙烯凝胶电泳可以直观地在凝胶上显示出人工抗原和蛋白类载体
的条带，并通过蛋白质分子相对迁移率计算结合比。标记抗原放射性示踪法则是在制备人工抗原时，将

一定量的标记半抗原与载体结合，反应结束后通过测定纯化前后的放射强度计算结合比。除此之外，还

可以采用元素分析、核磁共振等方法对人工抗原进行鉴定，但相对成本较高，操作较复杂，研究报道也较

少。

５　结论和展望

目前，对于人工抗原的合成国内外已有较多报道，其合成路线也日渐成熟，有不少经验可以总结借

鉴，其合成技术也在不断发展，相信聚合物支载试剂在这一领域具有广泛的应用前景。尽管合成方法有

了很大的发展，但是所得到人工抗原的免疫原性差异较大，部分人工抗原不能完全满足免疫分析的要

求。由于免疫应答具有其复杂性，对于一个具体的待测物，其人工抗原的合成要根据自身结构特征具体

分析与对待，需要设计、组合出多套方案，如从不同位置引入不同性质的基团、不同长度的间隔臂，将半

抗原与多种载体相结合，通过改变投料比例获得不同结合比的人工抗原等等。通过免疫活性测试，优化

筛选制备方案。因此，人工抗原合成研究不单纯是化学合成问题，亦涉及免疫学原理，如何根据免疫学

原理合成具有较高免疫原性的人工抗原是该领域的重要研究方向。
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