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技术方法

河豚毒素中和性单抗的制备(鉴定及 TTX

检测方法的建立
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!!

#摘要$!目的!研制河豚毒素中和性单抗#建立基于河豚毒素单抗的河豚毒素检测方法) 方法!用 TTX,

eOV免疫 N.0194小鼠#用 TTX,NJP间接 +OIJP筛选#建立杂交瘤细胞系#腹腔接种 N.0194小鼠诱生腹水# UC57F/D

PJF86.C5<FLO*N亲和柱纯化# JRJ,UPd+(间接 +OIJP鉴定$用常规法确定 TTX对昆明小鼠的 OR'&$将单抗和

TTX混合物注入小鼠腹腔#检测单抗对 TTX的中和能力$建立检测 TTX的竞争 +OIJP法) 结果!获得了 % 株 TTX

中和性单抗#腹水用 UC57F/D PJF86.C5<FLO*N纯化后抗体纯度大于 #'k$常规间接 +OIJP检测#显示单抗 '+) 的

结合能力高于 '+*) 单抗对 % OR'& TTX攻击昆明小鼠的保护率为 '&k#建立了基于中和性单抗的 TTX检测方法#

TTX的最小检出浓度为 "3'(

"

;9-O) 结论!获得了 TTX中和性单抗#对致死剂量 TTX攻击昆明小鼠的保护率为

'&k#建立了基于中和性单抗的 TTX检测方法#TTX的最小检出浓度为 "3'(

"

;9-O)

#关键词$!河豚毒素$中和性单抗$检测

#中图分类号$ M$$!!#文献标识码$ P!!#文章编号$"()",)G'(%%&"%&"&,&&'',&*
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!!河豚毒素 % 7F7C5>575E/D# TTX&是一种重要的海

洋生物毒素# 广泛存在于海洋生物和陆栖等众多生

物中# 并可通过食物链富集等途径污染其它水产

品# TTX中毒屡有发生# 死亡率达 *&k以上) 作为

一种潜在的军用毒剂# TTX已被列入国际生物安全

公约清单 -".

) 目前针对 TTX中毒# 国内外还没有

适用于人体的专用特效药 -%#$.

#因此建立和发展具

有自主知识产权的抗体制剂及检测方法具有非常

重要意义)

J3材料和方法

JPJ3材料

河豚毒素%购于河北省水产研究所&$VT(VPT(

U+d"'&& 购自 J/;-.公司$"G ;h%& ;N.0194小鼠

由海军总医院实验动物中心提供$新生小牛血清购

自北京元亨圣马生物技术研究所$VMU%Mg

)

$3"&

及四甲基联苯胺%T[N&为 J/;-.公司产品$VMU标

记的羊抗小鼠抗体%dP[,VMU&由本室制备$UC57F/D

P层析柱购自 ID]/7C5;FD 公司)

JPH3方法

"3%3"!免疫抗原的制备'河豚毒素 %7F7C5>575E/D#

TTX&"'-;溶于 8V'3& 的柠檬酸缓冲液中#缓慢滴

加到 "' -;eOV9&3&" -509OUNJ 溶液中#调 8V至

)3&#冰浴下加入 "k戊二醛 $ -O#室温反应 "3' 6#

用 &3&" -509OUNJ *j透析 *G 6#检测蛋白定量#既

得 TTX,eOV复合物即免疫原#分装后 H%&j保存)

"3%3%!检测用抗原的制备'河豚毒素 "& -;溶于

8V'3& 的柠檬酸缓冲液中#将此溶液缓慢滴加到 "&

-;NJP9&3&" -509OUNJ 溶液中#调 8V至 )3&#冰浴

下加入 "k戊二醛 $ -O#室温反应 "3' 6#用 &3&"

-509OUNJ *j进行透析 *G 6#既得 TTX,NJP复合

物#分装后 H%&j保存)

"3%3$!抗 TTX单克隆抗体杂交瘤细胞株的构建(

筛选和鉴定'选用 * h( 周龄的雌性 N.0194小鼠 (

只#分别用 "%3'

"

;TTX,eOV对小鼠腹股沟皮下多

点注射免疫#每 $ 周免疫 " 次#共免疫 * 次#常规方

法融合) 用 TTX,NJP间接 +OIJP筛选 #阳性细胞

反复亚克隆直到所有杂交瘤细胞培养上清检测为

"&&k阳性) 于 N.0194小鼠腹腔接种杂交瘤细胞诱

生腹 水# 8C57F/D P <F86.C5<FLO*N 亲 和 柱 纯 化#

JRJ,UPd+(间接 +OIJP鉴定)

"3%3*!抗 TTX单抗的中和活性测定'选用 * h( 周

龄的昆明小鼠 "&& 只#雌雄各半#将 TTX用双蒸水

溶解# 原液浓度为 " -;9-O#用常规实验方法检测

TTX的 OR'&) 先将 " -;9-O的单抗 %对照组用蒸

馏水&注入小鼠腹腔#然后注入 "3(%

"

;9-O的 TTX

溶液#)% 6 动态观察并记录小鼠的生存状态)

"3%3'!TTX+OIJP检测方法的建立'以 *&

"
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NJP,TTX包被酶标板#"&k L̂J UNJ 过夜封闭) 将

TTX用 UNJ 倍比稀释后分别加入包被好的酶标板

中#每孔 '&

"

O#再加入 '

"

;9-OTTX,[4P1 每孔 '&

"

O# $)j " 6# 洗板后加入 "'%&&& 抗鼠二抗#$)j

*' -/D 后洗板 T[N显色#酶标仪测 P*'&)

H3结果

HPJ300c单克隆抗体的纯化

用 8C57F/D P<F86.C5<FLO*N亲和柱对所获得

的 % 株单抗腹水进行了纯化#获得了高纯度的 I;d

如图 " 所示)

图 J!TTX单抗的 UC57F/D P<F86.C5<FLO*N纯化结果

"@穿透峰$%@洗脱峰

-=EUJ!UBC/Z/4.7/5D CF<B07<5ZTTX[4P1 ?/76

8C57F/D P<F86.C5<FLO*N

K57F' "@TC.D<-/<</5D 8F.c$ %@+0B7/5D 8F.c

HPH3纯化后 00c单抗的 &2&F/+̀ %鉴定

将 8C57F/D P<F86.C5<FLO*N亲和柱纯化的单

抗体行 JRJ,UPd+电泳#结果显示抗体纯度大于
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#'k%图 %&)

图 H!% 株 TTX单抗纯化后 JRJ,UPd+结果

"@'+*# %3'+)# $@蛋白质 [.CcFC#.'重链#1'轻链

-=EUH!JRJ,UPd+CF<B07<5Z8BC/Z/F> TTX[4P1<

K57F' "3'+*$ %3'+)$ $@UC57F/D -.CcFC$

.' VF.]=46./D$ 1' O/;6746./D

HPQ3纯化后 00c单抗的间接 %,#&+鉴定

用 TTX,NJP以 *&

"

;9-O包被酶标板#常规间

接 +OIJP检测#结果显示#单抗 '+) 的结合能力高

于 '+*%图 $&)

图 Q!% 株 TTX单抗的活性检测

-=EUQ!RF7F47/5D 5Z76F.47/]/7=5Z76F.D7/,TTX[4P1<

HPS300c单抗的中和活性测定

将 %

"

;9-O浓度的 TTX&3' -O分别注入 "&

只昆明小鼠腹腔后#小鼠于 $& -/D 内全部死亡$分

别用 %

"

;9-O("3G

"

;9-O("3(

"

;9-O("3*

"

;9-O(

"3*G

"

;9-O( &

"

;9-O浓 度 的 TTX测 得 TTX的

OR'& 为 "3(%

"

;9-O) 将 " -;9-O的 TTX单抗%对

照组用蒸馏水&&3' -O与 "3(%

"

;9-OTTX&3' -O

混合后注入小鼠腹腔#随时观察实验和对照组 %各

"& 只&小鼠的状况#%* 6 后通过不断追加 %

"

;9-O

TTX#每次 &3% -O9只#每 $& -/D 观察 " 次#直至对

照组小鼠全部死亡#测得当对照组小鼠全部死亡

时#即 % OR'& 时#TTX单抗对实验小鼠的保护率

为 '&k)

HPT300c的 %,#&+检测结果

用中和性单抗与 TTX竞争后加入酶标二抗#通

过 T[N显色间接测定 TTX浓度#从图 * 可以看到#

TTX浓度与显色深浅成反比#竞争 +OIJP测得 TTX

的最小浓度为 "3'(

"

;9-O)

图 S!用竞争 +OIJP检测 TTX

-=EUS!RF7F47/5D 5ZTTX1=45-8F7/7/]F+OIJP

Q3讨论

TTX是高毒的非蛋白神经性海洋生物毒素#人

畜中毒死亡率高#目前尚无特效抗毒药) TTX在军

事上也是潜在的化学战剂和实施恐怖活动的毒剂)

研制 TTX的中和性抗体及检测方法#在平时和战时

都具有重要的理论和现实意义)

TTX为氨基全羟基喹唑啉化合物# 毒性强#分

子量小#分子式为 L"" V")K$ G̀ # 主要通过阻滞钠

离子通道#阻断神经肌肉电信号传导#能够引起肌

肉麻痹和呼吸麻痹#导致人畜死亡 -* H(.

) 作为典型

的小分子半抗原 % [Cl$"#& #TTX本身无免疫原

性) 我们用甲醛将 TTX与大分子的嗜孔血蓝蛋白

偶联成 TTX,eOV#免疫 NPON94小鼠#用 TTX,NJP

作为检测抗原#通过将 TTX与不同蛋白交联#避免

了非特异性免疫蛋白的干扰#取得了较好的免疫应

答及检测结果 -).

)

昆明小鼠同时腹腔注射 OR'& 剂量的 TTX和抗

TTX的单抗后#以 TTX攻击) 结果表明#两株单抗

对染毒动物具有一定的保护效果#对 %OR'& 及致死

剂量 TTX攻击小鼠的保护率为 '&k#显示出良好的

抗毒效果)

用中和性抗体作为拮抗剂应用的一个最大问

题就是#TTX分子量非常小#进入机体后能够迅速

作用于把靶器官#而与之相比#抗体分子量大#穿透

力弱#与毒素的结合需要一个过程#要在短时间内

阻断毒素的作用具有一定难度) 保护实验结果充
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分说明了这一点#这也是今后其它小分子化合物毒

素拮抗剂研究中所面临的问题)

尽管如此#在目前 TTX中毒无任何特效抗毒药

的情况下#我们的实验结果无疑展现了希望) 基于

TTX的中和性抗体#我们建立了检测 TTX的竞争

+OIJP方法#此方法检测 TTX的灵敏度为 "3'(

"

;9

-O#与传统 +OIJP的检测灵敏度相比#仍具一定差

距#需要进一步完善) 鉴于 TTX的小分子特性及与

靶器官的快速结合#阻止其与钠通道靶位结合的能

力主要决定于亲和力及拮抗剂分子量的大小) 下

一步的工作将是继续研制高亲和力的优质 TTX小

分子拮抗剂#以便实现对 TTX中毒的有效保护和急

救治疗$完善基于 TTX中和性抗体的高灵敏度免疫

检测方法#对 TTX的快速侦检具有重要意义)
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