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分子模拟技术在小分子免疫检测方法研究中的应用 
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摘要：量子力学法、分子力学法、蒙特卡洛法和分子动力学法是 4 种常用的分子模拟技术。本文重点综述了分子模拟技术在小

分子免疫检测方法研究中的应用，分子模拟技术能够更好地研究抗原抗体反应中的分子间作用力，促进抗原抗体反应识别机制研究的

深入进行，能够解释抗体的交叉反应率，从而能应用于提高抗体宽谱性提高的研究。 
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Abstract: In this article, several molecular modeling methods were systematically reviewed including quantum mechanics method, molecular 

mechanics method, Monte Carlo method and molecular dynamics method. The application of molecular modeling technique in the study of the small 

molecular immunity examination methods was explored. It was found that molecular modeling could enhance the intermolecular action between 

antigen and antibody well, advanced the research of the recognition mechanism of immunoreaction was advanced, and improve broad specificity of 

antibody. 
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免疫分析是利用抗原抗体之间特异性的结合反应

对化合物进行检测的分析技术。由于其无需昂贵的仪

器设备、操作简便快捷，因而在农畜产品农兽药残留

现场筛选和大量样本的快速监测中显示出独特优势。

目前在有关小分子化合物的免疫分析方法的研究中，

对于免疫原的合成多是采用将待测物衍生化的方法或

是在化合物容易进行化学改造的部位引入连接臂从而

形成半抗原，这些设计方法均带有很大的经验性和随

意性，其形成的抗体往往对目标农兽药的亲和力低、

特异性差[1-2]。针对这一问题，近年来研究者不断将一

些新的设计手段引入到半抗原的设计中，同时也对抗

原抗体免疫反应的识别机制做了一些研究，其中以运

用分子模拟技术取得的成果最为突出。 
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分子模拟是一种根据实际体系，在计算机上进行

的实验，通过比较模拟结果与实际体系的实验数据来

检验模型的准确性，并可检验由模型导出的解析理论

所作的简化近似是否成功。用分子模拟不但可以模拟

现实中能进行的实验过程，而且可以用来模拟、研究

如分子在各种表面上的动态行为、玻璃态的分子结构、

分子运动的特征、蛋白质的折叠等现代物理实验方法

难以计量的物理现象与物理过程。分子模拟最先是应

用于生物分子领域[3]，20 世纪 70 年代，由于生物分子

学技术的进步，X 射线、NMR 等技术的使用，使得

研究生物分子的内部结构成为可能。 
分子模拟技术已经成为小分子免疫检测方法研究

的前沿阵地，但目前国内对相关内容介绍尚不完善，

因此，本文综述了分子模拟技术的理论和方法，旨在

为其在小分子免疫检测方法研究中的应用提供理论依

据。 

1  分子模拟的技术 

分子模拟技术是凭借合理的分子结构模型与物理
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原理计算出客观事物变化的过程与结果，即利用分子

力学、分子动力学和量子力学理论等一定的理论机制

直接计算或者借助实验数据确定分子构象或者相关的

分子与分子、分子与体系、分子与原子的相互作用或

动态行为并通过计算机图形可视化技术模型显示这种

空间模型或相互作用。它是不同于试验和理论方法的

第 3 种科学研究的方法。一般说来，分子模拟技术主

要有 4 种：量子力学方法、分子力学方法、分子动力

学和分子蒙特卡洛方法[4,5]。 
1.1  量子力学法 

量子力学方法是基于量子力学的分子模拟，它借

助计算分子结构中各微观参数，如电荷密度、键序、

轨道、能级等与性质的关系，设计出具有特定性能的

新分子，它们的共同点是对电子的相互作用采用量子

化学的知识进行描述，这种方法有很强的理论基础。 
1.2  分子力学法 

分子力学是通过分子力场这个分子模拟的基石来

实现的。分子力学法是在分子水平上解决问题的非量

子力学方法。原理是分子内部应力在一定程度上反映

被计算分子结构的相对位能大小。分子力学法可用来

确定分子结构的相对稳定性，广泛地用于计算各类化

合物的分子构象、热力学参数和谱学参数。  
1.3  分子动力学法 

分子动力学模拟的基本原理是建立一个合适的粒

子系统，利用牛顿运动方程确定系统中粒子的运动，

通过求得粒子动力学方程组的数值解，决定系统中各

个粒子在相空间中的运动规律，然后按照统计物理和

热力学原理得出系统相应的宏观物理特性。 
1.4  蒙特卡洛法 

蒙特卡洛法因利用“随机数”对模型系统进行模拟

以产生数值形式的概率分布而得名，作为一种独立的

方法，20 世纪 40 年代中期才开始发展，与一般计算

方法的主要区别在于它能比较简单地解决多维或因素

复杂的问题，它要利用统计学中的许多方法，因此，

蒙特卡洛法是数理统计与计算机相结合的产物。 
1.5  四种方法的相互关系 

量子力学方法能得到有关立体构型和构象的可靠

信息，可以描述电子结构的变化；分子力学法研究的

是体系的静态性质，描述基态原子结构的变化，得到

比分子动力学更精确的值；分子动力学能研究体系中

与时间和温度有关的性质，是动态性质，它既克服了

蒙特卡洛法仅能够描述不同温度下分子结构的特征，

却不能描述不同温度下体系从一种热力学状态向另一

种热力学状态演变过程的缺点，也克服了量子力学法

中仅能计算绝对温度零度的真空中的孤立分子和分子

力学只能计算绝对温度零度的分子体系等问题，能计

算任何温度下分子体系的结构与性质；蒙特卡洛法的

误差容易确定，计算量没有分子动力学那样大，费时

少，就获取某种状态的统计平均结构这一点而言，蒙

特卡洛方法往往比分子动力学更有效。四种模拟方法

构成了与分子模拟密不可分的组成部分。 

2  分子模拟技术在小分子免疫检测方法研究

中的应用 

2.1  分子模拟技术在半抗原的设计中的应用 
2.1.1  分子模拟在同源分析免疫原设计中的应用 

同源分析是指用同一种半抗原制备的人工抗原

与相应的抗体进行的免疫分析。目前对于同源分析中

免疫原的设计多采用“试错法”，即采用预先设计的几

个半抗原免疫动物，通过获得的抗体来评价半抗原的

优劣。该方法工作量大，需要依靠经验进行设计，偶

然性比较大。针对这种情况，有研究者[6-10]根据抗原-
抗体之间的识别作用是基于由分子的电子特性所决定

的原子空间排列及其相互作用，提出了一个合理假设，

认为若化合物与偶联物抗原决定簇部分的结构相似度

越高，则该化合物与相应抗体之间的亲和力越好。从

而可以通过比较偶联物相应区域与待分析物的空间结

构及电子构型来进行半抗原设计，并通过 PCA（Princi- 
pal component analysis，主成分分析）来确定最佳半抗

原，以获得高特异性的抗体。Delaunay- Bertoncini 等
[6]采用此方法对三嗪类化合物进行了研究，先计算基

于莠灭净（ametryn）设计的免疫原（based on ametryn）
与其他三嗪类农药的电子分布以及分子体积（图 1），
再进行 PCA 分析（图 2）。从 PCA 图可以明显看出与

免疫原相似度高的是扑草净（prometryn）、莠去津

（atrazine），其次是扑灭津（propazine）、特丁净

（terbutryn）、另丁津（sebutylazine）等。Delaunay- 
Bertoncini 等指出农药分子与免疫原距离越近，即分子

间相似度越高，则相应的农药与免疫原产生的抗体之

间亲和力越高，进一步的免疫实验证实了该结论。 
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图1 免疫原和其他三嗪类农药的电荷分布 

Fig.1 Charge distribution of immunogen and triazines 

 
图2 基于莠灭净设计的免疫原（K1F4）和三嗪类农药的主成分

分析（PCA）结果 

Fig.2 PCA analysis of ametryn-based immunogen (K1F4) and 

triazines in plane of the first two principal components 

2.1.2  分子模拟在异源分析的竞争原设计中的应用 
异源分析是指由同一种分析物的不同半抗原所

得的抗体分别与不同半抗原所制备的包被原或标记抗

原进行的免疫分析。如何找到结构适宜的竞争原已成

为发挥异源分析优越性的关键所在，分子模拟技术是

较好解决这一问题的手段之一。 
Galve R 研究小组[11-13]近年来利用分子模拟技术

对氯苯酚类化合物的半抗原设计进行的系列研究最为

有代表性和系统性。他们设计了 3 种半抗原并对 2，4，
6-TCP（2,4,6-三氯苯酚）进行免疫分析（图 3）。通过

Hyperchem 优化分子构型，得到了能量最低的分子构

象后计算了分子总电荷，然后计算出 pKa 值。另外为

了从热力学角度比较半抗原之间的差异，计算了每个

半抗原的两种生成焓：∆Hf（ArOH）、∆Hf（ArO-），
以及去质子化作用的焓变（deprotonation enthalpies，

DPE）。通过这种分子模拟分析，半抗原（Hapten）A
由于各项指标与待分析物相似度最高而被认为是最佳

免疫原，同时通过免疫实验验证了该结论。在选定最

佳免疫半抗原结构的基础上，Galve 又设计了 5 个竞

争原结构（图 4），并将比 Hapten A 的间隔臂少一个

碳原子的半抗原Hapten 5同时作为免疫半抗原用以制

备抗体。通过分子模拟的方法对设计的竞争原与分析

物（2,4,6-TCP）的异质性差异进行了比较，参数采用

几何结构参数和电荷参数，采用分子模拟方法对异质

性的计算结果为：Hapten 2>Hapten 1>Hapten 3>Hapten 
4>Hapten 5。而 ELISA 试验结果表明：免疫原与竞争

原的异质性最高的组合免疫分析方法最佳，即 Hapten 
5（免疫原）/Hapten 2（竞争原）的组合最佳；两者之

间的异质性与灵敏度、特异性有一定的相关性。 

 
图3 2,4,6-TCP及其3种免疫半抗原的结构式 

Fig.3 Chemical structures of 2,4,6-TCP and three haptens 

注：蓝色代表碳原子，绿色氯原子，红色氧原子，白色氢

原子 

Note: Light blue:carbon; green:chlorine; red:oxygen; 



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2010, Vol.26, No.1 

 105

white: hydrogen 

 

图 4 2,4,6-TCP的 5个竞争原结构 

Fig.4 Chemical structures of 2,4,6-TCP and five competitors 

2.2  分子模拟技术在抗原抗体识别机制中的应用 
Newman 和 Price 等[14]对抗原-抗体之间结合的分

子机理、尤其针对小分子进行了较深入的研究。他们

采用分子模拟方法研究了化合物的三维构型、疏水性、

电子特性等能够影响抗原-抗体分子间作用力（主要是

氢键、范德华力、疏水作用、静电势）的因素，以便

能更好地了解抗原-抗体之间的作用机理，同时提出免

疫分析与数学和统计学工具相结合将大大提高半抗原

筛选的工作效率。 
Wedemayer等[15]采用分子模拟技术从结构上分析

了一种抗体结合位点的变化。他的研究得到一个胚系

抗体 Fab 片段的晶体结构和其与半抗原复合物的晶体

结构。这个胚系抗体对应的具有成熟亲和力抗体为

48G7，相比于胚系抗体，它和半抗原的亲和力提高了

30,000 倍，这是由于其中 9 个位点突变（图 5）而造

成的。将 48G7 的晶体结构与胚系抗体晶体结构进行

比较分析，发现在结合半抗原时，胚系抗体结合位点

有明显的构象变化，而 48G7 在结合半抗原时符合“锁
钥”结合机制。这些距离半抗原 15 Å 以内的点突变使

到抗体结合位点的重排不断优化。这些结果表明，胚

系抗体存在很多结合位点构象，通过结合半抗原和基

因突变，胚系抗体的结合半抗原的能力不断提高，其

结合位点最终稳定，并且和半抗原形成最优的构象互

补（图 6）。 
Ranieri 等[16]的研究是通过 WAM 和 SWISS 模型

同源模建方法获取 D 型氨基酸抗体 67.36 的抗原结合

位点的结构。研究发现 WAM 同源模建所得到的抗体

结构模型不能应用于分子对接实验，而 SWISS 方法所

得到的模型成功实现分子对接（图 7）。在考虑了 
 
 
 

SWISS 模型的结合位点侧链残基的柔性的情况

下，可以发现该模型对 D-对映异构体模型存在手性选

择性。模型中可以看出，抗体和配体复合物当中存在

四个氢键和大量的疏水作用，而且结合位点当中的色

氨酸和络氨酸和配体存在堆积作用。荧光光谱分析当

配体结合在抗体上这一过程能引起抗体内色氨酸在

350 nm 的发射光，从而证明了抗体的结合位点确实存

在色氨酸。通过模型可以发现，L 型氨基酸配体由于

空间位阻的原因，不能结合在构建好的抗体模型里。

此外，分子对接实验还发现 D-苯丙氨酸等其它 D-型
氨基酸都是以同样方式实现对接，进一步证明模型的

可靠性。 

 

 
图5 48G7的 9个突变位点 

Fig.5 Nine evolution combining site of 48G7 

 

 
图6 胚系抗体与半抗原结合的构象 

Fig.6 Combining conformations of embryo antibody and hapten 
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图7 WAM模型和SWISS模型模拟的结果 

Fig.7 Simulation model of WAM and SWISS 

注：WAM 模型灰色飘带，SWISS 模型为黑色飘带 

2.3  分子模拟技术在抗体制备中的应用 
表1不同磺胺药物与磺胺单克隆抗体的交叉反应性 

Table 1 cross-reactivity of various sulfonamides with MAb 

Sulfa-1 

Competitor IC50(ng/well) %Reactivity 

SNT 0.141 4801.42 

SPY 2.28 296.93 

SUL(hapten) 6.77 100.00 

STZ 32.2 21.02 

SIM 313.6 2.16 

SMR 374.3 1.81 

SSZ 430.5 1.57 

SCP 436.0 1.55 

SDZ 976.3 0.69 

SAT 1434.9 0.47 

SDM 1572.4 0.43 

N4-ASPY 1596.7 0.42 

N4-ASAM 2000 0.34 

SQX 2500 0.27 

SAM 6000 0.11 

SMX 6000 0.11 

SMZ 7000 0.10 

N4-ASMZ 7000 0.10 

SMT 7000 0.10 

SBM 10000 0.06 

SFX 20000a 0.03 
SAA n.i.b 0.00 

 

 

 
图8 对交叉反应药物分子模拟的结果 

Fig.8 Molecular model of various sulfonamides 

目前，分子模拟的方法已经成为解释抗体交叉反

应率结果的辅助工具，这些交叉反应率常常是试验前

没有预计到的。使用分子模拟的方法对交叉反应试验

结果进行分析，能够帮助改进半抗原设计，从而进一

步提高抗体的亲和力和特异性。在一些研究中，分子

模拟技术帮助研究者提高了抗体的宽谱性，为多残留

免疫检测方法的发展提供了一条新的思路[17-20]，这也

是分子模拟技术在半抗原设计中未来的发展热点。 
Spink 等[21]通过分子模拟研究很好地解释了抗氨

苯磺胺抗体的特异性比其预计高很多的原因，在于设

计的半抗原对目标化合物的决定簇部分模拟程度高。

Muldoon 等[22]也获得了相似的结果，每一种药物都有

不同的交叉反应率（表 1）。通过对交叉物的分子模拟

（图 8），研究得出抗体与交叉物之间的结合主要受分

子立体效应和电性效应的影响。这些研究表明，在同

时进行几种分析物的多残留免疫分析方法中，分子模

拟技术的优势是显而易见的，该方法能够为半抗原设

计、半抗原对载体分子结合位点的识别提供大量的信

息。 

3  展望 

分子模拟和计算机辅助药物设计是当前计算生物

学研究的热点问题，也是计算机生物学与生物医药产

业结合最紧密的方向。目前，高性能计算在分子模拟

和计算机辅助药物设计领域主要有两个方面的应用，

一是通过计算机药物设计和筛选方法进行药物发现，

即首先建立化合物分子的骨架数据库，然后设计化合

物组成数据库或者直接使用商业数据库，通过已经建

立的计算机虚拟药物筛选技术平台，筛选出化合物结

构进行类药性分析和三维定量构效关系分析，获取进
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一步结构优化的信息。二是用分子动力学模拟方法进

行蛋白质动态模拟，计算生物学运用大规模高效的理

论模型和数值计算，直接从蛋白质序列预测蛋白质三

维结构以及动力学特征，通过计算生物学研究蛋白和

蛋白相互间的分子识别，包括药物与多种蛋白结合，

药物调控靶标信号途径的特性，可以获得正确的药物

设计蛋白质构象，了解蛋白结构与功能的关系。 
分子模拟技术正处在这样一个交叉学科的新生长

点上，国际上的动向集中在四个方面：一是用分子模

拟技术来“扫荡”大分子计算中以往尚不能解决的理论

问题与实验问题；二是用分子模拟技术来代替以往的

化学合成、结构分析、物性检测等实验而进行新材料

与分子的设计；三是分子模拟方法本身的不断发展；

四是扩大计算机模拟的应用范围。如何从物理学科、

材料学科和生命科学等交叉领域去发展分子模拟技术

是众尚需进一步探索的问题。 
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次是甘蔗汁发酵液中麦芽汁的浓度。酵母 Y2-7 发酵产

酯优条是甘蔗汁中麦芽汁浓度为 100 g/L、温度 24 ℃、

发酵时间 7 d，发酵蒸馏酒中总酯可高达 2.14 g/L。利

用此发酵优化条件进行菌株 Y2-7 产酯的 10 L 发酵小

试，发酵蒸馏酒中总酯含量达 2.1 g/L。 

3  展望 

生香酵母是白酒、米酒、黄酒等酒发酵产香的主

要菌种，生香酵母不仅广泛应用于发酵酒酯的生香，

而且也逐渐用于食醋、果汁、香料的生产加工中，其

应用前景很大。甘蔗汁作为非常廉价的糖来源，可与

麦芽汁混合发酵，既有利于提高生香酵母发酵后酒中

总酯又降低了生产原料成本。酿酒行业今后的一个重

要研究方向是如何提高发酵酒中总酯含量和各种酯的

组成比例，其核心是选育和改良生香酵母。因此，利

用基因工程技术、原生质体融合技术、传统诱变育种

技术等综合选育出产酯能力高、各种酯组成优化的生

香酵母，这是酿酒行业急需研究和非常有意义的课题。 
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3  结论 

3.1  采用甲醇-磷酸二氢钠溶液作流动相，用ZOBAX- 
NH2 在 260 nm 处可将猪肉中呈味核苷酸很好的分离

出来，且峰型很好无拖尾现象，出峰时间分别为。 
3.2  该方法精密度好，RSD%均小于 3%，在 1.00~100 
μg/mL 的浓度范围内线性关系良好，具有较高的灵敏

度。 
3.3  采用本方法对猪肉样品作了加标回收率测定，回

收率在 85%以上，能满足食品卫生学评价的要求，具

有较强的实用价值。 
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