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　　[摘　要 ]　研究了苦皮藤素Í (CA )分别采用混合酸酐法和碳化二亚胺法合成的苦皮藤素Í 人工抗原 CA 2

BSA 1, CA 2BSA 2的免疫原性。结果表明,两种方法合成的人工抗原都具有一定的免疫原性,可诱导家兔产生抗苦

皮藤素Í的特异性抗体,但产生的抗体浓度较低,用琼脂双扩散法不能检测到产生的抗体,而 EL ISA 法可检测到

苦皮藤素Í的特异性抗体,且检测结果表明,随免疫次数的增加,家兔体内抗苦皮藤素Í特异性抗体浓度也随之增

加,但增加幅度并不为指数增长方式。
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　　低分子质量的半抗原与大分子载体结合成人工

抗原后可具有免疫原性,能诱导机体产生半抗原的

抗体, 从而使建立半抗原的免疫分析技术成为可

能[1 ]。人工抗原的免疫原性与多种因素有关。不同半

抗原制备的人工抗原的免疫原性不同,同一半抗原

与不同载体或同一种载体采用不同方法制备的人工

抗原的免疫原性强弱也有差异,免疫原性较差的人

工抗原不能制备出满意的抗体。本试验研究了以一

种植物源农药活性小分子物质苦皮藤素Í (CA )与

牛血清白蛋白 (BSA ) ,采用两种方法合成的苦皮藤

素Í人工抗原CA 2BSA 1, CA 2BSA 2的免疫原性,并

比较了两种方法合成的同一种人工抗原的免疫原性

强弱,以期为建立苦皮藤素Í 的免疫分析技术提供
依据。

1　材料和方法

1. 1　材　料

　　试验动物　从西北农林科技大学种兔厂购回 8

只雄性家兔,体重 (2. 83±0. 14) kg。用福氏完全佐

剂对试验家兔进行基础免疫,激活家兔的免疫系统

待用[2 ]。

主要试剂　以 CA 2BSA 1 (采用混合酸酐法自

制[3 ] )和CA 2BSA 2 (采用碳化二亚胺法自制[4 ] )作为

免疫抗原; CA 2OVA , 采用混合酸酐法自制作为

EL ISA 包被抗原; BSA、OVA、福氏完全佐剂、福氏

不完全佐剂、H PR 2羊抗兔酶标二抗、TM B 均为 Sig2
m a 公司产品。其他试剂均为分析纯。

1. 2　方　法

1. 2. 1　对家兔的主动免疫　 (1)抗原液的制备。按

常规免疫剂量, 分别称取 CA 2BSA 1 和 CA 2BSA 2,

溶于注射用水后再逐滴滴入等体积福氏完全佐剂的

研钵中,边滴加边研磨直至形成白色油包水型乳浊

液,使抗原质量浓度达到 1 m gömL。加强免疫时,将

抗原溶于注射用水后再逐滴滴入含等体积福氏不完

全佐剂的研钵中,边滴加边研磨直至形成白色油包

水型乳浊液 (抗原质量浓度 1. 5 m gömL )。第二次及

其以后加强免疫时,抗原含量比首次免疫增加 1. 5

倍 (抗原质量浓度 2. 5 m gömL ) , 且可不用佐剂乳

化,直接用注射用水溶解后即可免疫动物[5 ]。

(2)免疫方法。福氏完全佐剂基础免疫 10 d 后,

将家兔随机分为两组,一组 3只,分别为 1～ 3号,用

碳化二亚胺法合成的CA 2BSA 2进行免疫;另一组 5

只,分别为 4～ 8号,用混合酸酐法合成的CA 2BSA 1

进行免疫。首次免疫时,每只家兔四足掌共注射 0. 8

mL (0. 2 mL ö足掌) , 4 条腿的腋部各皮下注射 0. 2

mL ,背部脊椎两侧 4点各皮下注射 0. 1 mL ,免疫总

量为 2 mL ö只 (抗原 2 m gö只)。3周后第 1次加强免

疫,每只兔 4条腿的腋部各皮下注射 0. 2 mL ,背部

脊椎两侧 4点各皮下注射 0. 1 mL ,两侧大腿肌肉各

注射 0. 4 mL , 免疫总量为 2 mL ö只 (抗原 3
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m gö只)。以后每隔 2周加强免疫 1次,免疫途径与

加强免疫相同, 免疫总量为 2 mL ö只 (抗原 5

m gö只)。从第 2次加强免疫开始,每次加强免疫 7 d

后采血检测抗体的产生[6 ]。共免疫 11次。

1. 2. 2　采血及血清的分离　采用心脏采血法[6 ]抽

出血液。将采集的血液先于室温下静置,待血球凝集

后转入 37 ℃孵箱中放置 0. 5～ 1 h,再转入 4 ℃冰箱

内, 24 h 后分离血清并分装,置冰箱保存备用。

1. 2. 3　抗体的检测　分别用琼脂双扩散法[7 ]和

EL ISA 法[8 ]进行抗体检测。

2　结果与分析

采用两种方法合成的人工抗原免疫家兔,均获

得了抗苦皮藤素Í的特异性抗体。在免疫过程中, 3,

5和 8号家兔在第 4次加强免疫前因病死亡。

2. 1　抗体的琼脂双扩散法检测结果

对于 100 ΛgömL 的人工抗原 (CA 2BSA , CA 2
OVA )及其载体 (BSA ,OVA ) ,不同家兔的抗血清对

同一种检测抗原都表现出相同的结果,即从第 2 次

加强免疫开始, 8 只家兔的抗血清都与CA 2BSA 及

BSA 产生沉淀线,与 10 ΛgömL 的CA 2BSA 及BSA

也能产生沉淀线,而与CA 2OVA 及OVA 均不产生

沉淀线。以后各次加强免疫所得血清的抗体用琼脂

双扩散法检测结果与此一致。

由此可以看出,琼脂双扩散法检测中形成的沉

淀线是BSA 与其产生的抗体,而不是苦皮藤素Í与
其特异性抗体的沉淀线。因此,本研究中琼脂双扩散

法的灵敏度不足以检测抗体的产生,也表明本研究

中人工抗原对试用家兔的免疫原性较差,没有产生

抗半抗原的高效价抗体。

2. 2　抗体的 EL ISA 法检测结果

以CA 2OVA 为包被抗原进行 EL ISA 初步检测

结果表明,第 4次加强免疫后家兔体内即产生了抗

苦皮藤素Í 的特异性抗体。分别以 10, 20, 40, 80,

100 ΛgömL CA 2OVA 为包被抗原筛选 CA 2OVA ,

作为包被抗原进行 EL ISA 的工作浓度, 结果以

40 ΛgömL为最佳 (以上述 5 个质量浓度的OVA 溶

液为包被抗原时的 EL ISA 结果均为阴性,而以CA 2
BSA 及BSA 溶液为包被抗原时的 EL ISA 结果均

为阳性,这与琼脂双扩散法得到的结果一致)。经过

筛选本研究中 EL ISA 检测加样量选择 50 ΛL ,酶标

二抗的工作浓度选择 1 000倍稀释液。

以上述选定的 EL ISA 工作条件,对第 4次加强

免疫及其以后加强免疫所得的抗体效价进行测定,

结果见表 1, 2。

表 1　第 8次加强免疫后各动物体内抗血清效价的 EL ISA 结果

T able 1　T he EL ISA resu lt of each rabb it an tisera after 8th boo st imm uning

家兔编号
T est

rabb it N o.

稀释倍数D ilu ting tim es

10 20 40 80 160 320

1# 1. 4ö- 1. 2ö- 1. 2ö- 1. 5ö- 1. 1ö- 0. 7ö-

2# 2. 2ö+ 2. 2 ö+ 2. 2ö+ 1. 7ö- 1. 8ö- 1. 5ö-

4# 2. 0ö- 1. 7ö- 1. 4ö- 1. 5ö- 1. 4ö- 1. 0ö-

6# 2. 6ö+ 2. 4ö+ 2. 5ö+ 2. 2ö+ 2. 2ö+ 2. 1ö-

7# 2. 9ö+ 2. 6ö+ 2. 1ö+ 1. 3ö- 0. 9ö- 0. 6ö-

　　注:表中数据为PöN 值 (P 为免疫血清 492 nm 时吸光值,N 为阴性血清 492 nm 时吸光值) ,当大于 2. 1时表示呈阳性反应,用“+ ”表示;当

小于 2. 1时表示呈阴性反应,用“- ”表示。下表同。

N o te: T he data in tab le are N öP values (P indicates abso rp tion at 492 nm of an tisera, N indicates abso rp tion at 492 nm of negative) , the re2

su lt rep resen ting w ith“+ ”w as po sit ive w hen the value w as > 2. 1 and the resu lt rep resen ting w ith“- ”w as negative w hen the value < 2. 1.

It is the sam e in the fo llow ing tab le.

表 2　免疫不同次数后 6号家兔所得抗血清的 EL ISA 结果

T able 2　T he EL ISA resu lt of an tisera of 6# rabb it after being inocu lated fo r differen t t im es

免疫次数
Inocu lated

tim es

稀释倍数D ilu ting tim es

10 20 40 80 160 320

5 2. 2ö+ 1. 7ö- - - - -

7 2. 3ö+ 2. 2ö+ 2. 0ö- - - -

8 2. 4ö+ 2. 3ö+ 2. 3ö+ 2. 1ö- - -

9 2. 5ö+ 2. 4ö+ 2. 4ö+ 2. 4ö+ 2. 2ö+ -

10 2. 5ö+ 2. 4ö+ 2. 4ö+ 2. 4ö+ 2. 2ö+ -

11 2. 6ö+ 2. 5ö+ 2. 5ö+ 2. 4ö+ 2. 4ö+ 2. 2ö+
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　　表 1,表 2结果表明,当第 8次加强免疫后, 3只

家兔 (2号、6 号、7 号)体内产生了抗半抗原苦皮藤

素Í的抗体,抗体效价差别较大, 6号家兔较高 (160

倍) , 2号、7号家兔较低; 另 2 只家兔 (1 号、4 号)未

能产生抗苦皮藤素Í的抗体。对于产生抗体的同一
家兔,随着免疫次数的增加,家兔体内抗苦皮藤素Í
特异性抗体的浓度也随之增加,但增加幅度并不为

指数增长方式 (表 2)。

3　讨　论

本研究用自制的苦皮藤素Í 2BSA 对家兔进行

了长达 5个月的免疫试验,结果表明,两种方法合成

的人工抗原都可诱导家兔产生抗苦皮藤素Í的特异
性抗体,表明所用的两种人工抗原都具有一定的免

疫原性,但其免疫原性有一定差异,混合酸酐法合成

的人工抗原比碳化二亚胺法合成的人工抗原免疫原

性稍强。由于本研究中家兔个体之间的差异较大,即

使对于同一种方法合成的同一种人工抗原,其免疫

原性也因对不同的家兔而表现出强弱不同,有的个

体抗体效价较高 (6 号家兔) , 有的个体抗体效价较

低 (2号家兔及 7 号家兔) , 有的个体不能产生抗体

(1号家兔及 4号家兔)。由于本研究中样本数量太

小无法进行统计分析,因此无法比较分别由两种方

法合成的同一人工抗原的免疫原性,还需要进一步

研究确证。

在用人工抗原制备的抗体中,可能有半抗原的

抗体,也可能有载体的特异性抗体,而且载体的抗体

更易被诱发产生,因此保证检测到的抗体是针对小

分子半抗原的特异性抗体成为一个重要问题。通常

采用由另外一种载体 (和免疫原中载体的抗体没有

交叉反应)和半抗原合成的人工抗原作为检测抗原,

检测由免疫原制备的抗体,若能产生阳性反应则证

明免疫反应是半抗原与其特异性抗体之间的反

应[9～ 11 ]。王刚垛等[12 ]采用双向琼脂扩散试验,以甲

基对硫磷 (M 1605) 2中国鲎血蓝蛋白 (T TH )为检测

抗原, 检测由M 16052BSA 第 4 次免疫后得到的抗

体,结果 12 h 后观察到沉淀线,表明检测出了半抗

原M 1605的特异性抗体。琼脂双扩散法经济、简便,

经常被用于抗原抗体反应的检测。但琼脂双扩散法

的灵敏度较低,检测值为 1 m gömL ,当抗体质量浓

度较低时检测不到抗体的产生。本研究采用与免疫

人工抗原中载体 (BSA )不同的另一种载体 (OVA ) ,

与半抗原 (CA )合成的人工抗原 (CA 2OVA )作为检

测抗原,检测由人工抗原CA 2BSA 制备的抗体是否

有半抗原CA 的特异性抗体。但用琼脂双向扩散法

未出现沉淀线, 即没有检测到CA 的抗体; 而采用

EL ISA 法检测出了CA 的抗体。表明本研究所制的

抗体中虽然含有抗苦皮藤素Í 的抗体,但其质量浓

度较低,以致琼脂双扩散法的灵敏度不足以检测到

它的存在。针对这一问题,除可对免疫方案做进一步

改进,包括试验动物的选择,免疫途径和免疫剂量的

选择及免疫间隔时间的确定等,还可通过更换载体

制备免疫原性更强的人工抗原。
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A ctivity test on celangu lin fung icide aga in st P seud op eronosp ora cubensis
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Abstract: T he resu lt of the b ioassay again st P seud op eronosp ora cubensis show ed that 4% celangilin

w et tab le pow der and 4% celangilin em u sif iab le concen tra tes w ou ld have strong effect on inh ib it ing the ger2
m inat ion of the spo rangium. A t 40 m göL concen tra t ion, their inh ib it ing ra tes can bo th reach 100%. T he po t

experim en t show ed that w hether in ho stπs co tyledon o r euphylla period, 4% celangilin w et tab le pow der has

good p ro tect ive eff icacy and rem arkab le therapeu t ic eff icacy, and itπs con tro l eff icacies are bet ter than m eta2
laxyl du ring the tw o ho stπs grow ing periods.

Key words: bo tan ica l fungicide; celangilin; P seud op eronosp ora cubensis
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Study on imm unogen icity of Celangu lin Í 2B SA to rabb it

YANG Run -ya1, 2, QI Zh i- jun 1,W U W en - jun1

(1 Institu te of P esticid e,N orthw est A & F U niversity , S haanx i, Y ang ling 712100, Ch ina;

2 Colleg e of L if e S ciences, Y an ta i N orm al U niversity , S hand ong , Y an ta i 264025, Ch ina)

Abstract: T he study on imm unogen icity of tw o art if icia l an t igen of Celangu lin Í , the act ive compound

of one k ind of bo tan ica l in sect icide - CA 2BSA 1 and CA 2BSA 2, p repared by m ixed anhydride m ethod and

carbodiim ide m ethod respect ively,w as carried ou t. T he resu lts show ed that low er concen tra t ion po lyclonal

an t isera cau sed by tw o art if icia l an t igen w ere all em erged in rabb its, the an t isera cou ld no t be tested by a2
gar doub le2diffu sion m ethod, bu t the an t isera cou ld be tested by enzym e2linked imm uno so rben t assay

(EL ISA ) , and the mo re the num ber of boo sted t im es, the h igher the an t isera t iter.

Key words: bo tan ica l in sect icide; Celangu lin Í ; a rt if icia l an t igen; imm unogen icity
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