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黄曲霉毒素 B1人工抗原的合成及鉴定 
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摘要：采用衍生化在黄曲霉毒素 B1(aflatoxin B1，AFB1）上引入羧基合成 AFB1 羧甲基活化物，通过 N-羟琥珀酰亚胺酯

(N-hydroxy-succinimide NHS）法将AFB1O 与牛血清白蛋白(BSA)偶联，制备黄曲霉毒素 B1完全抗原AFB1-BSA。ECI-MS 和紫外光

谱法的鉴定结果表明目标半抗原合成成功。结合紫外分光光度法和回归方程，分别测得不同浓度的半抗原和蛋白质线性曲线为：

Y=0.1440X+0.0103，R2=0.9986；Y=0.0059X+0.0808，R2=0.9889。偶联物中半抗原和蛋白质的浓度分别为 186.32 μg/mL、6127.46 μg/mL，

即求得抗原分子结合比为 5.13:1，从而为制备抗 AFB1 抗体奠定基础。 
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Abstract: Carboxyl group was introduced to Aflatoxin B1 (aflatoxin B1, AFB1) by derivatization method to synthesis the hapten (AFB1 

carboxymethyl activator). And the AFB1O was coupled with BSA by using N-hydroxy-succinimide method to prepare the complete antigen of 

AFB1. The results of ECI-MS and ultraviolet spectroscopy showed that the target hapten was successfully synthesized. Through combined with 

ultraviolet spectrophotometry and regression equation, the standard curves of the different concentration hapten and BSA were abtained as 

follow: y=0.1440x+0.0103 (R2 =0.9986) and y=0.0059x+0.0808 (R2 =0.9889) respectively. The concentrations of AFB1O and BSA in adduct 

were 186.32 μg/mlL and 6127.46 μg/mL respectively, and the molar ration was 5.13:1. 

Key word: aflatoxin B1; hapten; complete antigen; N-hydroxy-succinimide method 

 

黄曲霉毒素 B1 是真菌的次级代谢产，主要由黄曲

霉（Aspergillus flavus）、寄生曲霉（A.parasiticus）和

特曲霉（A.nomius）产生[1]。国际癌症研究机构（IARC）
[2]将 AFB1 划分为 Ι类致癌物，将 AFB2、G1、G2作为

II 类可疑致癌物。AFB1 作用的主要靶器官是肝脏，不

仅毒性最大而且占黄曲霉毒素总量的 70%以上[3]。因

此加强对它的检测监控对维护食品安全和人类健康有

着重要意义。 

目前多采用简便、快速和灵敏的免疫学检测方法

对其进行定量分析。黄曲霉毒素 B1 是小分子物质，分

子量为 312.3，只有将其与大分子载体蛋白偶联，才能

作为免疫原或检测抗原。本研究采用NHS 法制备了 
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黄曲霉毒素 B1 人工抗原，通过 UV与 ECI-MS 法对活

化反应进行鉴定，确定了半抗原合成成功，并就黄曲

霉毒素 B1 与牛血清白蛋白在偶联产物中浓度比进行

研究，为黄曲霉毒素 B1 单抗的制备及免疫学快速检测

方法的建立奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  仪器和试剂 

Cary 50 紫外可见分光光度计，美国瓦里安；

QUattro Premier XE MICROMASS，美国 WATERS；

IKA-MS-3-digital：美国 IKA；真空冷冻干燥机：Virtis；

3K-15 高速冷冻离心机，Sigma；DK-8D 电热恒温水

槽；超纯水仪；万分之一电子天平；透析袋

(MWCO:7000)，上海源叶生物科技有限公司；黄曲霉

毒素 B1（AFB1，99%，Fermentek）、牛血清白蛋白

（BSA）、羧甲基羟胺半盐酸盐（CMO）、N-羟基琥珀

亚胺（NHS，98%）均为 Sigma 公司产品；考马斯亮
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蓝 G250 为上海源叶生物科技有限公司；吡啶、N,N-

二环已基碳酰亚胺（DCC）、二甲基甲酰胺、无水四

氢呋喃、甲醇、碳酸氢钠为分析纯试剂。 

1.2  AFB1 的活化与鉴定 

综合文献 [4~6]，并加以改进的方法：称取 5 mg 

AFB1 与 10 mg CMO 溶解于500 µL吡啶中，25 ℃避

光振摇反应 24 h，将反应产物冷冻干燥 24 h得到白色

粉末即为 AFB1 活化物 AFB1O，直接用于 UV 鉴定和

质谱鉴定。反应路线见图 1。 

 

图 1 半抗原合成路线 

Fig.1 The route of the preparation of the hapten 

质谱鉴定条件：EIC：ACQUITY UPLC@ BEH C18

（1.7 μm2.150 mm）柱，柱温 30 ℃，流动相甲醇和

水为 30:70，流速 0.25 mL/min；MS:毛细管电压 3.0 

KV，锥孔电压45 V，出口电压 2 V；EI 离子源温度

为 110 ℃，脱溶剂气温度 350 ℃，脱溶剂气流速 700 

L/h，锥孔气流速 50 L/h，溶剂延迟3 min。 

1.3  AFB1 完全抗原的合成 

采用 DCC 法合成 AFB1-BSA 人工抗原，具体方

法如下[7~8]：称取 50 mg BSA溶于 1 mL 0.13 mol/L的

NaHCO3 溶液制成 5% BSA活化液，测定 pH值为 7.6。

称取 1 mg AFB1O、1.073 mg DCC 和 0.598 mg NHS，

将其溶解于无水四氢呋喃，30 ℃振荡24 h，然后4000 

r/min 离心 15 min，并用无水四氢呋喃洗涤沉淀 2~3

次，然后将上清液合并，待上清液中的四氢呋喃挥发

完全后，将残留物溶于 0.2 mL二甲基甲酰胺。将此溶

液缓慢逐滴滴加到活化的 BSA中，置于振荡器上，避

光室温反应过夜。反应产物在 4 ℃搅拌下用 PBS 透析

3 d，每天换液 3~6 次，透析后得到纯化的 AFB1-BSA

储存于-20 ℃。其合成线路见图 2。 

 

图 2 AFB1-BSA 完全抗原合成路线图 

Fig.2 The route of the preparation of AFB1 complete antigen 

1.4  完全抗原分子结合比测定[9~11]
 

紫外分光光度法：采用分光光度法进行结合比率

的估测。偶联物是由两种分子（蛋白质-半抗原）组成，

两种分子均有各自不同的紫外吸收峰，根据朗伯-比尔

定律，吸光度具有加和性，即混合物的总吸光度等于

混合物中各组分的吸光度之和。所以分别求的偶联物

中半抗原的浓度和蛋白质的浓度，根据下面的公式计

算出偶联物中蛋白质与半抗原的偶联比。 

偶联比=（C 半抗原M 蛋白质）/（C 蛋白质M 半抗原） 

注：C 半抗原，C 蛋白质分别为半抗原和蛋白质的浓度；M 半抗原，

M 蛋白质分别为半抗原和蛋白质的分子量。 

1.4.1  偶联物半抗原的浓度测定 

配制 AFB1O 质量浓度为 1.2、2.4、3.6、4.8、6.0 

μg/mL 等不同浓度梯度的 PBS 溶液，并分别进行

200~400 nm波长范围紫外光谱扫描，从紫外图谱上读

出半抗原特征吸收峰处的吸光度 A，以半抗原浓度对

吸光度 A作标准吸收曲线，并求得回归方程。将透析

后得到的人工抗原稀释成一定浓度，进行紫外光谱扫

描，将偶联物中半抗原的特征吸收峰处的吸光度值代

入上述的回归方程，从而求得偶联物中半抗原的浓度。 

1.4.2  偶联物蛋白质浓度测定 

根据考马斯亮蓝法测定偶联物中蛋白质的浓度。

配制 BSA质量浓度为 0、10、20、40、60、80、100 μg/mL

的磷酸盐缓冲溶液，各取 1.0 mL，加入 5 mL考马斯

染色液，混匀放置2 min，在 595 nm 处测其吸光度值。

以牛血清白蛋白含量（μg）为横坐标，以吸光度为纵

坐标，绘出标准曲线。同法处理偶联物，测得偶联物

在 595 nm 处的吸光度值，对照标准曲线即可得到偶

联物中的蛋白质质量浓度。 

2  结果与分析 

2.1  半抗原的鉴定 

2.1.1  UV鉴定结果 

 
图 3 AFB1和 AFB1O的紫外吸收谱图 

Fig.3 UV absorbance spectrum of AFB1 and AFB1O  

用 pH=7.6 的磷酸盐缓冲液（PBS）为溶剂，分别

配制0.003 mg/mL的 AFB1 和 0.008 mg/mL的 AFB1O，

采用紫外分光光度计进行扫描，得到如下所示谱图 3，

可以看出半抗原的特征吸收峰相对 AFB1 有一定程度

的偏移，接着通过高效液相色谱-质谱联用仪

（EIC/MS）,进一步确定生成 AFB1 羧甲基活化物。 
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2.1.2  EIC/MS 鉴定结果  

 

图 4 AFB1的质谱图 

Fig.4 The ESI Mss spectrum of AFB1 

 

图 5 AFB1-O 的质谱图 

Fig.5 The ESI Mss spectrum of AFB1-O 

图 4、5 显示的是 AFB1 标准品、AFB1 半抗原的

电喷雾质谱图。AFB1 的相对分子质量为 312.3，则图

4 中 m/z 313.214、m/z 335.188分别是 AFB1 的准分子

离子峰[AFB1+H]+和[AFB1+Na]+；与此对应图 5 中 m/z 

408.257[12~13]是 AFB1 羧甲基活化物的准分子离子峰 

[AFB1-O+Na]+，即活化物的相对分子质量为 385.2，

与应得产物 C17H12O6 的相对分子质量基本一致。m/z 

335.133 为 AFB1 羧基活化物分子断裂的碎片峰，

[AFB1+Na]+。综合 UV 和 ECI/MS 分析结果，可初步

断定活化产物是 AFB1 羧基活化物，半抗原合成成功。 

2.2  完全抗原的紫外扫描 

 

图 6 AFB1、BSA 和 AFB1-BSA 的紫外光谱扫描 

Fig.6 UV absorbance spectrum of AFB1、BSA and AFB1-BSA 

AFB1 完全抗原的紫外扫描图见图6。对比 3条曲

线可以看出，人工抗原紫外光谱在λ=279.6 nm，λ=377 

nm 有特征吸收锋，牛血清白蛋白（BSA）在 λ=278.4 

nm 有特征吸收锋，而 AFB1 有四个特征吸收峰分别为

251 nm、257 nm、262 nm、363 nm。三者相比较，特

征吸收峰发生了明显变化，间接说明半抗原已与蛋白

质发生偶联，成为完全抗原。 

2.3  完全抗原偶联比的测定 

 

图 7 不同浓度的半抗原紫外扫描图 

Fig.7 UV absorbance spectrum of the different concentration 

hapten 

注：1：AFBO-6，2：AFBO-4.8，3：AFBO-3.6，4：AFBO-2.4，

5：AFBO-1.2。 

分别对不同浓度半抗原在 200~400 nm 波长范围

进行紫外扫描(见图 7)，随着半抗原浓度的增大，其特

征吸收波长 λ=255 nm 处的吸光度呈现性升高。用不

同半抗原浓度和相对应的吸光度值（Aλ=255 nm)作线性

回归计算，所获得的线性校正标准曲线，回归方程为：

Y=0.1440X+0.0103，R2=0.9986。实验测得的标准曲线

具有很好的相关性，检测的吸光度值与半抗原的浓度

呈极显著线性关系。参照标准曲线的制作步骤，取人

工抗原 0.5 mL，稀释后测其在特征吸收峰处的吸光度

Aλ=255 nm为 0.5469，代入线性方程 Y=0.1440X+0.0103

得 3.7264 ，则 完 全 抗 原中 半 抗 原 的浓 度 为

mLgC OAFB /32.186
1

 。 

表 1 不同浓度蛋白在 λ=595 nm处的吸光度值 

Table 1 Absorbent values of different concentration of BSA 

examined by the UV spectrum 

CBSA/(μg/mL) 10 20 40 60 80 100 

A 0.11 0.21 0.35 0.44 0.54 0.67 

由考马斯亮蓝法测得的不同蛋白浓度在 λ=595 

nm 处所对应的吸光度值见表1，根据表 1 进行线性回

归计算，得到蛋白质的线性标准曲线，其回归方程为

Y=0.0059X+0.0808,R2=0.9889；将合成抗原稀释到同

浓度，测其在 λ=595 nm 处的吸光度值为 1.8884，代
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入回归方程得 306.373，则偶联物中蛋白浓度为

CBSA=6127.46 μg/mL。 

将 CAFB1O 和 CBSA 代和入下面公式，偶联比=（C

半抗原M 蛋白质）/（C 蛋白质M 半抗原），得到偶联比为 5.13:1。 

3  结论 

3.1  AFB1 是一种小分子，本身没有免疫原性，只有

与大分子载体蛋白 BSA、OVA 成功偶联，才能产生

免疫。本实验用 CMO 将 AFB1 活化成含有羧基的

AFB1O，将活化物进行紫外、质谱扫描，m/z 408.257

是 AFB1 羧 甲 基 活 化 物 的 准 分 子 离 子 峰 

[AFB1-O+Na]+，活化物的相对分子质量为 385.2，与

应得产物 C17H12O6的相对分子质量基本一致。证明半

抗原合成成功。 

3.2  通过 NHS 法将其与 BSA偶联，制备出人工全抗

原 AFB1-BSA，不同于黄增德[1]、胡晓飞[3]等人的操作

方法，本文采用一种新的方法计算抗原结合比，结合

紫外分光光度法和回归方程，分别测定不同浓度的蛋

白质和半抗原的特征吸收曲线，由不同浓度的蛋白质、

半抗原及其所对应的吸光度值，获得两个标准曲线方

程，将稀释后的偶联物代入方程，从而分别求出偶联

物中半抗原和蛋白质的浓度，最终得到偶联比为

5.13:1。此法操作简单，损耗少、样品可以重复使用，

两个回归方程使得结果更准确。 

3.3  一般认为，每个 BSA分子上连接5~20个半抗原

为宜。李俊锁等[14]认为以血清蛋白为载体，偶联比一

般应以 10左右为宜，而且低偶联比有助于提高抗体的

选择性和亲和力。所以可以认为获得了具有较好偶联

比的完全抗原，为进一步制备抗 AFB1 抗体提供了较

好的免疫原，为建立 ELISA法快速检测 AFB1 提供了

研究基础。 
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