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重金属镉人工抗原的制备与鉴定 

刘  岑, 王金荣*, 段二珍*, 王  瑜 

(河南工业大学生物工程学院, 郑州  450001) 

摘  要: 目的  制备重金属镉人工抗原并对其进行理化性质和免疫原性鉴定。方法  以乙二胺四乙酸二钠

(ethylenediaminetetraacetic acid disodium salt, EDTAꞏ2Na)或二乙基三胺五乙酸(diethylenetriaminepentaacetic 

acid, DTPA)为双功能螯合剂, 将牛血清白蛋白(bovine albumin, BSA)和 Cd2+进行螯合, 制备镉人工抗原, 通过

二喹啉甲酸(bicinchoninic acid, BCA)法、紫外全波长扫描、十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳(sodium 

dodecylsulfate- polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-PAGE)、火焰原子吸收法及动物免疫对人工抗原进行分

析鉴定。结果  紫外全波长扫描和 SDS-PAGE 初步证明人工抗原合成成功; 人工抗原 BSA-EDTA-Cd2+和

BSA-DTPA-Cd2+的蛋白质质量浓度分别为 0.9488、0.5506 mg/mL, Cd2+质量浓度分别为 22.8、20.1 µg/mL, 说

明人工抗原合成成功 , 且 BSA-EDTA-Cd2+ 和 BSA-DTPA-Cd2+ 的偶联比分别为 14.2:1 和 21.6:1; 用

BSA-EDTA-Cd2+和 BSA-DTPA-Cd2+分别免疫小鼠, 四免后血清效价均能达到 1:25600, 且两组血清半数抑制

浓度(median inhibition concentration, IC50)分别达到 208.88 和 83.91 ng, 与 Ba2+、Fe3+、Zn2+、Pb2+几乎没有交

叉反应。结论  人工抗原 BSA-EDTA-Cd2+、BSA-DTPA-Cd2+合成成功, 为制备单克隆抗体和建立重金属镉快

速免疫分析技术提供理论基础。 
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Preparation and identification of artificial antigen for heavy metal cadmium 

LIU Cen, WANG Jin-Rong, DUAN Er-Zhen, WANG Yu 

(College of Biological Engineering, Henan University of Technology, Zhengzhou 450001, China) 

ABSTRACT: Objective  To preparethe artificial antigen of heavy metal cadmium (Cd), and identify its physical 

and chemical properties and immunogenicity. Methods  With ethylenediaminetetraacetic acid disodium salt 

(EDTAꞏ2Na) and diethylenetriaminepentaacetic acid (DTPA) as the bifunctional chelating agents, bovine serum 

albumin (BSA) and Cd2+ were chelated to prepare artificial antigen of cadmium, the artificial antigens were identified 

by bybicinchoninic acid (BCA) method, ultraviolet full-wavelength scanning, sodium dodecylsulfate-polyacrylamide 

gel electrophoresis (SDS-PAGE), flame atomic absorption spectrometry and animal immunity. Results  Ultraviolet 

full-wavelength scanning and SDS-PAGE preliminarily proved that the antigen synthesis was successful; the protein 
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massconcentrations of artificial antigens BSA-EDTA-Cd2+ and BSA-DTPA-Cd2+ were 0.9488 and 0.5506 mg/mL, 

and the Cd2+ mass concentrations were 22.8 and 20.1 µg/mL, respectively; and the coupling ratios of 

BSA-EDTA-Cd2+ and BSA-DTPA-Cd2+were 14.2:1 and 21.6:1. Mice were immunized with BSA-EDTA-Cd2+ and 

BSA-DTPA-Cd2+, respectively. The serum titers of artificial antigen reached 1:25600 after 4 immunizations, and the 

median inhibition concentration (IC50) of serum in the 2 groups reached 208.88 and 83.91 ng, respectively, and there 

was almost no cross reaction with Ba2+, Fe3+, Zn2+ and Pb2+. Conclusion  The artificial antigens BSA-EDTA-Cd2+ 

and BSA-DTPA-Cd2+
 have been successfully synthesized, which provide a theoretical basis for the preparation of 

monoclonal antibodies and the establishment of rapid immunoassay for heavy metal cadmium. 

KEY WORDS: cadmium; artificial antigen; physicochemical properties; immunogenicity 
 
 

0  引  言 

镉(Cd)属于高毒性的重金属污染物[1], 在生物体内积

累会导致各种疾病发生, 如肺气肿、肾和肝功能障碍、骨

质疏松症和心血管疾病等[2‒4]。我国食品安全国家标准 GB 

2762—2017《食品安全国家标准食品中污染物限量》中明

确规定了各类食品中含镉量的限量指标, 监控食品中的镉

含量, 避免镉超标意义重大。常用的镉检测方法有火焰原

子吸收法[5‒6]、石墨炉原子吸收光谱法[7‒8]、电感耦合等离

子体质谱法[9‒10]等理化检测方法, 虽然这些方法精确性高, 

能够实现微量镉的检测, 但样品前处理过程复杂烦琐、仪

器设备昂贵, 检测灵敏度较差, 并且需要专业的技术人员

操作, 很难适应镉的快速检测。相比之下, 免疫学检测法

具有检测快速、灵敏度高、易于执行、成本低等优势。 

免疫学检测法[11‒13]是基于抗原与抗体的特异性结合

反应来检测微量镉的方法, 但是镉的分子量较小且结构简

单, 虽然具有抗原性, 但不具有免疫原性, 不能直接引起

机体产生特异性抗体, 必须与载体蛋白质结合后形成完全

抗原才能刺激机体产生抗体。制备重金属抗原常用的载体

有牛血清白蛋白 (bovine albumin, BSA)、鸡卵清白蛋白

(ovalbumin, OVA) 、 钥 孔 血 蓝 蛋 白 (keyhole limpet 

hemocyanin, KLH)[14‒17]。其中 KLH 分子量较大、结构复杂, 

其本身还具有广谱抗菌、抗病毒功能, 具有较好的免疫效

果, 但其价格较高, 限制了 KLH 的广泛应用[18]; BSA 的应

用技术成熟, 不仅具有稳定的理化性质及形态结构 , 而

且其偶联后的状态较为稳定 , 复合物的溶解性较好 , 且

成本较低; OVA 虽然成本也较低 , 但是偶联后的复合物

不稳定 , 易产生沉淀 , 常被用来制作包被原。Cd2+对蛋

白质有不可逆的毒性 , 不能与蛋白质直接结合 , 需要

通过螯合剂将 Cd2+与蛋白质连接 [19‒20]。目前 , 常应用

于制备镉完全抗原的双功能螯合剂主要是乙二胺四乙

酸 (ethylenediaminetetraacetic acid, EDTA)及其衍生物 , 

柳 心 梅 等 [21] 利 用 异 硫 氰 酸 苄 基 乙 二 胺 四 乙 酸

(isothiocyanobenzyl-EDTA, ITCBE)合成镉离子完全抗原

Cd-ITCBE-BSA, 仅通过紫外扫描对人工抗原进行理化鉴

定, 最后通过 Cd2+抗血清的免疫学特性鉴定表明抗原合成

成功 ; 吴峰等 [22]用 OVA 偶联氨基苄基乙二胺四乙酸

(aminobenzyl-EDTA)螯合的重金属镉离子作为免疫原, 免

疫 Balb/C 小鼠后成功获得了效价高、特异性好的多克隆抗

体, 对人工抗原进行理化鉴定是衡量抗原合成情况的必要

手段, 在人工抗原的鉴定过程中, 通常采用多种检测手段

并用的方法, 并不单纯的依靠紫外全波长扫描、石墨炉原

子吸收光谱法等某一种检测手段, 以免因为环境因素或人

为误差造成实验结果不准确, 上述研究中对人工抗原的理

化分析比较少, 不能够充分证明产物中仍存在镉离子与半

抗原偶联成功。已有研究中镉离子的人工抗原多使用

EDTA 及其衍生物作为双功能螯合剂, 少有以 DTPA 及其

衍生物作为双功能螯合剂制备人工抗原。本研究分别使用

乙二胺四乙酸二钠 (EDTAꞏ2Na) 和二乙基三胺五乙酸

(diethylenetriaminepentaacetic acid, DTPA)螯合 Cd2+和 BSA

制备重金属镉人工抗原, 对人工抗原进行较充分的理化分

析和免疫原性鉴定, 并分析两种人工抗原的异同, 为单克

隆抗体的制备及快速检测技术的研发奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

氯化镉(CdCl2ꞏ2.5H2O, 纯度≥99%, 国药集团化学试

剂有限公司); 氯化钡(BaCl2ꞏ2H2O, 纯度≥99.5%)、六水合

三氯化铁(FeCl3ꞏ6H2O, 纯度≥99%)、硝酸铅[Pb(NO3)2, 纯

度≥99%]、氯化锌(ZnCl2, 纯度≥99.5%)(天津市科密欧化

学 试 剂 有 限 公 司 ); 透 析 袋 MD34( 截 留 分 子 量

8000~14000)、4-羟乙基哌嗪乙磺酸{2-[4-(2-hydroxyethyl) 

piperazin-1-yl] ethanesulfonic acid, HEPES, 纯度≥99.0%}、

5×蛋白质上样缓冲液、考马斯亮蓝 R-250、BSA(纯度 97%)、

三羟甲基氨基甲烷(aminomethane, THAM, 纯度 99%)、甘氨

酸(纯度 99%)、十二烷基硫酸钠(sodium dodecyl sulfate, 

SDS)、3,3’,5,5’-四甲基联苯胺(3,3’,5,5’-tetramethylbenzidine, 

TMB)单组份显色液(索莱宝生物科技有限公司); OVA(纯

度 80%, 上海源叶生物科技有限公司); EDTAꞏ2Na(纯度≥
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99.0%, 美国 Genview 公司); DTPA(纯度≤100%, 同仁化

学研究所); 二甲基亚砜(dimethyl sulfoxide, DMSO)、无水

乙醇、冰乙酸、三乙胺、氢氧化钾(分析纯, 天津市科密欧

化学试剂有限公司); TureColor 三色预染蛋白 Marker(常规

范围)[生工生物工程(上海)股份有限公司]; 二喹啉甲酸

(bicinchoninic acid, BCA)蛋白浓度测定试剂盒、十二烷基

硫酸钠 - 聚丙烯酰胺凝胶电泳 (sodium dodecylsulfate- 

polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-PAGE)凝胶快速配

制试剂盒(碧云天生物技术有限公司); 辣根过氧化物酶标

记的羊抗鼠 IgG(武汉三鹰生物技术有限公司); 弗氏完全

佐剂、弗氏不完全佐剂(美国 Sigma 公司)。 

将 2.383 g HEPES固体溶于约 800 mL去离子水中, 调

pH 至 7.4, 定容至 1 L, 即为 HEPES 缓冲液; 将 1.142 g 

CdCl2ꞏ2.5H2O 固体先溶于约 400 mL 去离子水中, 定容至

500 mL, 10 mmol/L CdCl2 溶液; PBST 洗涤液为含有 0.05% 

(V/V)吐温-20 的磷酸盐缓冲液(phosphate buffer saline, PBS);

封闭液为含有 5% (m/V)山羊血清的 PBST; 111 mL 18 mol/L

浓硫酸与 889 mL去离子水混合即为 2 mol/L H2SO4终止液; 

将 0.5 g 的考马斯亮蓝 R-250 溶于 50 mL 无水乙醇和 50 mL

冰乙酸中, 定容至 500 mL, 即为考马斯亮蓝 R-250 染色液; 

用量筒取 250 mL 无水乙醇和 100 mL 冰乙酸, 混合定容至

1 L, 作为脱色液。 

1.2  仪器与设备 

FA2004 电子分析天平(精度 0.1 mg, 上海舜宇恒平科

学仪器有限公司); IQ7000 超纯水仪(美国 Millipore 公司); 

ZWY-240 恒温培养振荡器(上海智城分析仪器制造有限公

司); SLK-O3000-S 脱色摇床(美国 SCILOGEX 公司); HJ-6 磁

力加热搅拌器(金坛区西城新瑞仪器厂); TDL-50B 低速离心

机(上海安亭科学仪器厂); UV-3100PC 紫外可见分光光度计

(上海美谱达仪器有限公司); Spark10M 多功能酶标仪(瑞士

帝肯公司); A3F-12 火焰原子吸收分光光度计(北京普析通用

仪器有限责任公司); DYY-6C 电泳仪(北京市六一仪器厂); 

UVP Gel Solo 凝胶成像系统(德国耶拿分析仪器股份公司); 

Multiskan FC 型酶标仪[赛默飞世尔(上海)仪器有限公司]。 

1.3  实验动物及饲养 

实验用小鼠及日粮均购自郑州市惠济区华兴实验动

物养殖场。6 周龄无特定病原(specified pathogen free, SPF)

级 KM 雌性小鼠 18 只, 体重 16~20 g[生产许可证号: 

SCXK(豫)2019-0002]。自由采食和饮水, 每天 12 h 光照, 

相对湿度为 40%~60%, 温度 22~26℃。 

1.4  实验方法 

1.4.1  透析袋的处理方法 

将透析袋剪成适当(10~20 cm)的小段, 在 2% (m/V)碳酸

氢钠和 1 mmol/L EDTA (pH 8.0)溶液中将透析袋煮沸 10 min, 

用去离子水彻底清洗透析袋, 然后将透析袋放入 1 mmol/L 

EDTA (pH 8.0)溶液中再煮沸 10 min, 冷却后将透析袋存放

于 4℃, 必须确保透析袋始终浸没在溶液内。 

1.4.2  镉人工抗原合成 

(1)镉半抗原的合成 

称取 12 mg BSA 溶于 4 mL HEPES 缓冲液中, 然后分别

称取4.2 mg EDTAꞏ2Na和DTPA溶于1 mL DMSO中, 分别向

BSA 溶液中缓慢滴加 EDTAꞏ2Na 和 DTPA 溶液, 混匀后用三

乙胺调 pH 至 9.0, 在 25℃恒温摇床中缓慢振荡反应 24 h, 在

去离子水中透析 2 d, 每天早中晚各换一次去离子水, 透析完

成后即制备出半抗原[23]: BSA-EDTA、BSA-DTPA。 

(2)镉人工完全抗原的合成 

向半抗原溶液中缓慢滴加 400 μL 10 mmol/L CdCl2 溶

液, 混匀后用 10 mol/L KOH 溶液调 pH 至 7.0, 之后在 25℃

恒温摇床中缓慢振荡反应6 h, 取出后在去离子水中透析 2 d, 

每天早中晚各换一次去离子水, 透析完成后即获得镉完全

抗原[24]: BSA-EDTA-Cd2+、BSA-DTPA-Cd2+。 

1.4.3  镉人工包被原的合成 

用 1.4.2 的方法制备 Cd2+包被原 OVA-EDTA-Cd2+、

OVA-DTPA-Cd2+。 

1.4.4  镉人工抗原的理化性质鉴定 

(1)镉人工抗原蛋白质浓度测定 

参照 BCA试剂盒的操作说明, 以 BCA作为标准蛋白, 

在 562 nm 处测得的 OD 值为 Y 值, 蛋白质量浓度(mg/mL)

为 X 值, 绘制标准曲线, 由 BSA 标准曲线计算出样品中蛋

白质浓度。 

(2)镉人工抗原紫外全波长扫描 

准确称量 5 mg BSA, 用 pH 7.4 HEPES 缓冲液稀释至

1 mg/mL, 静置备用。再用 pH 7.4 HEPES 缓冲液分别将样

品稀释至约 1 mg/mL, 以 pH 7.4 HEPES 缓冲液为空白对照, 

在 220~400 nm 波长范围内对样品溶液进行紫外扫描, 分

析吸收峰。 

(3)镉人工抗原 SDS-PAGE 电泳鉴定 

使用试剂盒配制 5%浓缩胶和 12%分离胶, 对人工抗

原进行 SDS-PAGE 凝胶电泳鉴定, 将样品溶液稀释至约

0.5 mg/mL, 浓缩胶电压为 90 V, 分离胶电压为 110 V, 上

样量为 10 μL/孔。电泳结束后, 用考马斯亮蓝 R-250 染色

液染色 4~5 h, 脱色液脱色 6~8 h, 每 2 h 更换一次脱色液, 

脱色完成后拍照保存。 

(4)镉人工抗原金属离子浓度测定 

采用火焰原子吸收法对人工抗原中的 Cd2+含量进行

测定[5]。 

1.4.5  镉人工抗原偶联比的计算 

根据人工抗原中的 Cd2+摩尔浓度, BCA法定量检测人

工抗原中的蛋白质摩尔浓度, 两者之比即为人工抗原偶联

比, 按照公式(1)计算:  
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镉人工抗原偶联比=          (1) 

式中 : 2 +Cd
C 指 Cd2+在抗原溶液中的摩尔浓度 (mol/L); 

CBSA 指 BSA 在抗原溶液中的摩尔浓度(mol/L)。 

1.4.6  镉人工抗原的免疫学性质鉴定 

将 18 只雌性 KM 小鼠适应性饲养 7d 后, 随机分为 3

个处理组, 即 BSA-EDTA-Cd2+组、BSA-DTPA-Cd2+组和未

经处理的空白组。每个处理 6 个重复, 每个重复 1 只小鼠。

背部皮下五点注射, 首次免疫 3 周后进行第 2 次免疫, 之

后每隔两周进行一次加强免疫, 并在每次免疫后的第 10 d

对小鼠断尾采血, 四免采血后脱颈处死。 

(1)小鼠抗 Cd2+多抗血清的制备 

分别用 1.5.3 制备的 BSA-EDTA-Cd2+和 BSA-DTPA- 

Cd2+免疫小鼠, 用 pH 7.4 HEPES 缓冲液稀释抗原, 免疫蛋

白量为 150 μg/只/次, 免疫剂量为 400 μL/只。自二免开始, 

在免疫后 10 d 对小鼠进行断尾采血, 4℃下以 3000 r/min 离

心 5 min 分离血清, 分装后保存在‒20℃中待测。 

(2)间接 ELISA 法检测多抗血清效价 

人工包被原 OVA-EDTA-Cd2+和 OVA-DTPA-Cd2+用

pH 9.6 的 PBS 稀释至 1.0 μg/mL, 将其包被于 96 孔酶标板

上, 包被量为 100 μL/孔, 4℃过夜。采用易翠平等[25]的间接

ELISA 法对 1.4.6(1)得到的多抗血清进行效价检测, 并用

酶标仪测定其在 450 nm 处的 OD 值。以待测孔 OD450 值≥

阴性对照 OD450 值的 2.1 倍为有效阳性效价。 

(3)多抗血清灵敏度的检测 

以Cd2+-EDTA或Cd2+-DTPA螯合物作为抑制剂。用PBS

分别配制 2 mg/mL 的 Cd2+、EDTA 和 DTPA 溶液, 将 Cd2+溶

液分别与 EDTA 和 DTPA 溶液等体积混合, 制备成质量浓度

为1 mg/mL的抑制剂, 摇床振荡, 室温反应12 h, 待完全溶解

后, 将抑制剂稀释成以下 9 个梯度: 1000.000、500.000、

250.000、125.000、62.500、31.250、15.625、7.812、3.906 ng/mL, 

另设阳性对照孔(抑制剂质量浓度 0 ng/L)和空白对照孔。抗原

抗体反应中每孔加入用 PBS 稀释的抗血清 50 μL 和不同浓度

的抑制剂 50 μL 混匀, 其他操作步骤同 1.4.6(2)。 

(4)多抗血清特异性的检测 

多抗血清的特异性可以用交叉反应率(cross reactivity, 

CR)来表示, 即小鼠抗血清对 Cd2+-EDTA 或 Cd2+-DTPA 的

灵敏度与其他金属离子的灵敏度的比值, 按照公式(2)计

算。采用间接竞争 ELISA 法测定多抗血清的特异性, 操作

步骤与 1.5.7(2)大致一样, 不同之处在于将抗原抗体竞争

反应中的竞争抗原分别以不同浓度的其他金属离子(Ba2+、

Fe3+、Zn2+、Pb2+)代替。 

CR/%=Cd 离子灵敏度/其他离子灵敏度×100%   (2) 

1.5  数据处理 

实验数据是以平均值±标准差表示, 采用 Microsoft 

Office Excel 2019 软件处理计算; 利用 Origin 2019b 软件绘

制紫外、效价等图谱。 

2  结果与分析 

2.1  镉人工抗原的理化性质 

2.1.1  镉人工抗原蛋白质浓度测定 

根据标准曲线方程 Y=1.0194X+0.0788 (r2=0.9919)计

算得到半抗原 BSA-EDTA、BSA-DTPA 的蛋白质浓度分别

为 (1.2943±0.0263) 、 (1.0127±0.1055) mg/mL; 人工抗原

BSA-EDTA-Cd2+、BSA-DTPA-Cd2+的蛋白质浓度分别为

(0.9488±0.0575)、(0.5506±0.0014) mg/mL, 由半抗原制备人

工抗原过程中, 向半抗原溶液中滴加 Cd2+会使蛋白质变性, 

因此人工抗原中的蛋白质浓度低于半抗原溶液。 

2.1.2  镉人工抗原紫外全波长扫描图谱 

BSA、半抗原及人工抗原在波长 220~400 nm 范围内的

紫外全波长扫描图谱如图 1, BSA 的最大吸收峰在 279 nm, 

BSA-EDTA 和 BSA-DTPA 的吸收曲线相对于 BSA 有所改

变, 且最大吸收峰发生左移, 位于 278 nm 处, 人工抗原

BSA-EDTA-Cd2+的紫外扫描图谱在 240~300 nm 范围内具

有 BSA 和 BSA-EDTA 的特征, 且 BSA-DTPA-Cd2+的紫外

扫描图谱在 240~300 nm 范围内也具有 BSA 和 BSA-DTPA

的特征, 紫外扫描图初步证明人工抗原合成成功。 
 

 
 

注: A 为 BSA、BSA-EDTA 和 BSA-EDTA-Cd2+的紫外扫描光谱图; B 为 BSA、BSA-DTPA 和 BSA-DTPA-Cd2+的紫外扫描光谱图。 

图 1  镉人工抗原的紫外扫描光谱图 

Fig.1  Ultraviolet spectra of artificial antigen of cadmium 
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2.1.3  镉人工抗原 SDS-PAGE 电泳鉴定 

BSA 的 分 子 量 约 为 67 kDa, 重 金 属 螯 合 剂

EDTAꞏ2Na、DTPA 的分子量分别是 0.372、0.393 kDa, 所

以半抗原 BSA-EDTA、BSA-DTPA 的分子量应是大于 BSA

的分子量 , 而分别小于人工抗原 BSA-EDTA-Cd2+ 和

BSA-DTPA-Cd2+的分子量, SDS-PAGE 鉴定结果见图 2。两

种半抗原 BSA-EDTA、BSA-DTPA 的电泳条带略微滞后于

BSA, 迁移速度稍快于两种人工抗原 BSA-EDTA-Cd2+和

BSA-DTPA-Cd2+, 正对应分子量大小, 由此表明人工抗原

合成成功。 

 

 
 

注: A 图中 M. Maker; 1. BSA; 2. BSA-EDTA; 3. BSA-EDTA-Cd2+;  

B 图中 M. Maker; 1. BSA; 2. BSA-DTPA; 3. BSA-DTPA-Cd2+。 

图 2  镉人工抗原的 SDS-PAGE 电泳图 

Fig.2  SDS-PAGE electropherograms of artificial antigens of cadmium 
 

2.1.4  镉人工抗原金属离子浓度测定 

采用火焰原子吸收法测定 Cd2+标准溶液, 得标准曲线

Y=0.5993X‒0.0006 (r2=0.9991); 计算结果发现BSA 和两种半抗

原溶液中 Cd2+ 浓度几乎为零 , 而透析后的人工抗原

BSA-EDTA-Cd2+ 和 BSA-DTPA-Cd2+ 中 Cd2+ 浓 度 分 别 为

(22.8±0.0)和(20.1±0.0) µg/mL, 进一步证明人工抗原合成成功。 

2.1.5  镉人工抗原偶联比的计算 

人工抗原 BSA-EDTA-Cd2+和 BSA-DTPA-Cd2+的偶联

比值分别为 14.2:1 和 21.6:1。偶联比可以作为合成人工抗

原的参考, 当偶联比为 15:1 时, 可以获得较高的抗体效价

和中等的抗体特异性[26], 但是当完全抗原的偶联比开始接

近 20:1 时, 溶液中很容易产生絮状沉淀, 无法直接进行后

期的免疫实验。在本研究条件下 , BSA-EDTA-Cd2+和

BSA-DTPA-Cd2+的偶联比处于适宜偶联比 5:1~25:1之内[27], 

说明螯合剂将 Cd2+与蛋白质连接成功。 

2.2  镉人工抗原的免疫学性质鉴定 

2.2.1  间接 ELISA 法检测多抗血清效价 

由图 3可知, 当使用人工抗原BSA-EDTA-Cd2+免疫小

鼠时, 随着免疫次数的增多, 小鼠血清效价逐渐升高, 经

过 4 次免疫后小鼠血清效价达到 1:25600, 其中以 3 号小鼠

的血清效价最高; 图 4 是使用人工抗原 BSA-DTPA-Cd2+免

疫小鼠, 小鼠的血清效价在三免后上升较快, 四免后效价

略有降低, 但都达到了 1:25600, 其中 1 号小鼠的血清效价

更 好 , 对 比 两 组 血 清 效 价 发 现 , 偶 联 比 较 低 的

BSA-EDTA-Cd2+组整体血清效价稍高于 BSA-DTPA-Cd2+

组, 这可能是因为在弱碱性环境中, EDTA与 Cd2+的结合能

力优于 DTPA[28], 且 BSA-EDTA-Cd2+在结构上暴露了较多

的抗原表位, 使机体免疫系统更易对 Cd2+进行识别并产生

特异性抗体。 

2.2.2  多抗血清灵敏度的检测 

如图 3~4 所示, BSA-EDTA-Cd2+组 3 号小鼠和 BSA- 

DTPA-Cd2+组 1 号小鼠血清效价稍高。因此 , 本研究以

Cd2+-EDTA、Cd2+-DTPA螯合物为抑制剂, 在 0~1000 ng/mL

的范围内分别对 BSA-EDTA-Cd2+组 3 号和 BSA-DTPA- 

Cd2+组 1 号免疫小鼠的多抗血清进行阻断, 绘制抑制曲线

(图 5), 其中 , 3 号线性回归方程为 Y=22.340X‒1.826, 

r2=0.986, 半数抑制浓度 (median inhibition concentration, 

IC50)为 208.88 ng/mL; 1 号线性回归方程为 Y=20.923X+ 

9.749, r2=0.951, 半数抑制浓度 IC50 为 83.91 ng/mL, 由此

说明, 本研究制备的人工抗原能够成功诱导小鼠机体产生

针对镉的特异性抗体。 
 

 
 

注: A 二免血清效价; B 三免血清效价; C 四免血清效价; P/N 值=(OD450 阳性血清-OD450 空白孔)/(OD450 阴性血清-OD450 空白孔), 下同。 

图 3  BSA-EDTA-Cd2+组多抗血清效价曲线 

Fig.3  Titer curves of serum antibody in BSA-EDTA-Cd2+ group 
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图 4  BSA-DTPA-Cd2+组多抗血清效价曲线 

Fig.4  Titer curves of serum antibody in BSA-DTPA-Cd2+ group 
 

 
 

注: Cd2+质量浓度单位为 µg/L。 

图 5  多抗血清抑制曲线 

Fig.5  Inhibition curves of serum antibody 
 

2.2.3  多抗血清特异性的检测 

BSA-EDTA-Cd2+组 3 号和 BSA-DTPA-Cd2+组 1 号小

鼠血清以间接竞争 ELISA 法检测血清与 Ba2+、Fe3+、Zn2+、

Pb2+的交叉反应性, 考察多抗血清的特异性。结果如表 1

所示, BSA-EDTA-Cd2+组 3 号血清对其他金属离子的交叉

反应率都低于 1%; BSA-DTPA-Cd2+组 1 号血清对其他金属

离子的的交叉反应率都低于 0.5%, 说明这两种人工抗原制

备的多抗血清特异性高, 可用于对 Cd2+的检测。 
 

表 1  BSA-EDTA-Cd2+组 3 号和 BSA-DTPA-Cd2+组 1 号 

小鼠抗血清与不同金属离子的交叉反应 
Table 1  Cross-reactivities of the antiserum of mouse 3 in 
BSA-EDTA-Cd2+ group and mouse 1 in BSA-DTPA-Cd2+  

group with different metal ions 

金属离子 

BSA-EDTA-Cd2+组 3 号 BSA-DTPA-Cd2+组 1 号

IC50 

/(ng/mL) 
交叉 

反应率/%
IC50 

/(ng/mL) 
交叉 

反应率/%

Cd2+ 208.88 100 83.91 100 

Ba2+ >30000 <1 >20000 <0.5 

Fe3+ >30000 <1 >20000 <0.5 

Zn2+ >30000 <1 >20000 <0.5 

Pb2+ >30000 <1 >20000 <0.5 

3  讨论与结论 

人工抗原理化性质的鉴定虽然只是分析人工抗原合

成情况的辅助手段, 但是对抗体的质量有关键性的影响。

为了更全面的分析抗原的结构, 避免因为误差影响实验结

果的准确性, 鲁亮[29]采用同步辐射 X 射线吸收结构精细光

谱对镉离子人工抗原进行分析鉴定, 得到了镉离子在人工

抗原中的配位情况, 进一步验证了人工抗原合成成功。庞

铄权[30]用荧光分光光度法分析人工抗原的荧光光谱、荧光

相图和荧光偏振光谱特性, 以此判断人工抗原是否合成成

功。虽然这些方法理论上都能鉴定抗原是否合成成功, 但

评价人工抗原合成情况的决定性因素在于抗体的鉴定[31]。

BSA-EDTA-Cd2+和 BSA-DTPA-Cd2+抗原结构不同, 抗体的

效价和性能也有较大的差异, 因为不同螯合剂与金属离子

结合后呈现不同的特征, EDTA 与一些金属离子可以形成

六价态复合物, 而 DTPA 与金属离子可以形成八价态复合

物[32]。特异性抗体的产生除了与抗原本身有关之外, 还与

免疫方法、剂量和周期有关。 

免疫方法直接影响研究中能否得到特异性抗体, 常

用的小鼠免疫方法有腹腔注射、皮下注射等[33]。皮下注射

持续时间长, 但是对小鼠的伤害小; 腹腔注射对操作的要

求高, 而且对小鼠损伤大, 一般只在冲击免疫中使用腹腔

注射。免疫剂量也是影响免疫效果的关键因素, 本研究中

小鼠的免疫剂量是 150 μg/只/次, 实验中小鼠并未出现不

良反应且均能产生良好的血清效价, 而鲁亮[29]在相同免疫

周期的条件下对 3 组小鼠注射不同剂量(200、100 和 50 µg/

只/次)的镉离子完全抗原, 3 组小鼠都能够产生免疫应答反

应, 血清效价差异不大, 但是注射剂量为 200 µg/只/次组

的小鼠出现慢性镉中毒且死亡现象, 这说明免疫剂量太大

可能导致免疫耐受且会导致实验动物产生不良影响, 免疫

剂量太小又不利于机体的免疫应答反应。此外, 免疫周期

也是影响免疫效果的重要因素, 不同实验动物采用的免疫

周期也有所差别, 实验小鼠对皮下注射的抗原吸收速率较

慢, 因此本实验根据已有研究确定采用的免疫周期是两周, 
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结果显示 BSA-EDTA-Cd2+免疫小鼠时, 在四免之前效价呈

现上升趋势, 但 BSA-DTPA-Cd2+组小鼠在三免之后效价稍

有降低, 于汶等[34]对家兔进行免疫周期为 2、4、6 周的免

疫, 发现 2 周组家兔在第 5 次免疫后抗体不再上升, 4 周组

家兔每次免疫时期均为抗体上升阶段, 6 周组在免疫后 5~6

周时抗体效价不再上升, 加强免疫后抗体水平迅速升高, 

其抗血清具有高特异性及高亲和力, 表明合适的免疫周期

对产生高特异性和高亲和力的抗体具有重要影响。综上, 

免疫方法, 剂量和周期对抗体的产生都有不同程度的影响, 

本研究中选择了较常用的免疫方法、剂量与周期, 为了使

小鼠能够产生更高的免疫反应, 因此下一步可以考虑建立

小鼠免疫模型, 深入探讨不同的免疫方法、剂量和周期对

小鼠产生特异性抗体的影响。 

为了正确严谨的对血清进行分析, 需要对 ELISA 的

各种实验条件进行研究, 如包被原的最佳工作浓度、最佳

包被液、最佳封闭液等[35]。为了避免假阳性结果的出现, 

在 ELISA 实验中应该避免使用与血清发生交叉反应的试

剂 , 减少实验误差 , 进而选出最优的血清效价 , 本研究

初步摸索了 ELISA 检测条件, 为后续 ELISA 检测试剂盒

的开发提供方法参考。总的来说, 本研究成功制备了人

工抗原 BSA-EDTA-Cd2+和 BSA-DTPA-Cd2+, 人工抗原

BSA-EDTA-Cd2+ 刺激小鼠产生的抗体效价高于 BSA- 

DTPA-Cd2+, 两种抗原均适用于免疫及后续的抗体制备 , 

为进一步制备高特异性、高灵敏性抗重金属镉单克隆抗体

和建立重金属镉免疫分析方法奠定了基础。 
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