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基于光谱法研究异细交链孢菌酮酸半抗原-抗体 

的相互作用 
 

王雅丽，王锋，王弘，杨金易，徐振林，沈玉栋，肖治理，雷红涛，孙远明 

（华南农业大学食品学院，广东省食品质量与安全重点实验室，广东广州 510642） 

摘要：本文采用紫外可见光谱(UV-Vis)、荧光光谱和圆二色谱（CD）技术研究了异细交链孢菌酮酸单克隆抗体(McAb)与其半抗

原(IteAH)之间的相互作用并用 ELISA 方法对荧光结果进行了验证。结果表明，ITeAH 对 McAb 有荧光猝灭作用，淬灭机理主要为静

态猝灭且遵循非辐射能量转移理论。在298、310、318 K 3个温度下，ITeAH与McAb的结合常数分别为1.9×106、1.6×106、1.4×106 L/moL，

结合位点数 n≈1，结合距离 r 为 3.35 nm，经 ELISA 测得的结合常数与荧光分析的结果较一致。由结合作用过程的热力学参数可知，

两者之间以静电引力为主要作用力，不同 pH 下，由 ELISA 结果可推测其影响了 ITeAH 与抗体结合。同步荧光光谱显示 ITeAH 的加

入并未使抗体的酪氨酸和色氨酸残基附近的微环境发生明显改变，两者的结合位点更倾向于酪氨酸残基，圆二色谱分析发现 ITeAH

与 McAb 相互作用后，抗体的二级结构发生明显变化。 
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Spectroscopic Studies of Interaction between Hapten and Monoclonal 

Antibody (McAb) against Iso-tenuazonic Acid 
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Abstract: The interaction between iso-tenuazonic acid (ITeAH) hapten and monoclonal antibody (McAb) against ITeAH was studied by 

ultraviolet-visible (UV-vis) spectroscopy, fluorescence spectroscopy, and circular dichroism (CD). Fluorescence results were verified using 

enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). The results suggested that fluorescence intensity of McAb was quenched by ITeAH, while the 

quenching mechanism was based on static quenching and nonradioactive energy-transfer theory. The binding constants (Ka) at 298, 310, and 

318 K were calculated as 1.9 × 106, 1.6 × 106, and 1.4 × 106 L/moL, respectively, consistent with the values determined by ELISA. The binding 

point (n) number was about 1, while the average binding distance (r) was 3.35 nm. Furthermore, thermodynamic parameters evaluated during 

the binding process showed that the binding force between ITeAH and McAb constituted of mainly electrostatic attraction, which affected the 

extent of binding between ITeAH and McAb, when studied under different pH conditions by using ELISA. The synchronous fluorescence 

spectra indicated that the addition of ITeAH did not change the microenvironment of tyrosine and tryptophan residues in the McAb, and that the 

binding site for ITeAH was more inclined to tyrosine residues. CD analysis showed significant changes in the secondary structure of McAb after 

interaction with ITeAH.  
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异细交链孢菌酮酸（Iso-Tenuazonic Acid，ITeA）

作为链格孢菌分泌的二级代谢产物，是一种较为常见

的真菌毒素，在农作物、蔬菜、水果、婴儿食品中常

被检出，对人类健康及食品安全具有潜在威胁[1~2]，需

要加强对其的检测与监督。 

以抗原抗体相互识别为基础的免疫快速检测方

法是近年来食品安全检测研究领域的热点。有关真菌

毒素如黄曲霉毒素、赭曲霉毒素等的免疫检测研究也

多见报道[3~4]。免疫检测中抗原抗体的结合受到各种因

素的干扰，越来越多的研究表明抗体与抗原间的相互

作用对于免疫分析方法的改进具有重要价值。

Hinterdorfer 等人[5]研究白蛋白抗体与抗原的相互作

用，据此对蛋白质的固定方法进行改进，不仅使抗原

与抗体的空间自由度增大，并且能良好的区分两者特

异性和非特异性作用。雷红涛等人[6]利用荧光光谱法

研究了碱性橙分别与抗体和 BSA 相互作用的差异，从

光谱学角度证明抗体的特异性识别，进而建立了污染

物免疫分析方法[7]。 

我们前期制备出抗异细交链孢菌酮酸衍生物

IteAH（图 1）的单克隆抗体，并建立了基于衍生物检

测 ITeA 的免疫学方法。在本文中，我们以异细交链

孢菌酮酸单克隆抗体为材料，利用紫外可见光谱、荧

光猝灭光谱研究了其与半抗原相互作用的猝灭方式及

其反应的热力学参数，初步分析半抗原物质与抗体作

用力类型，计算半抗原与抗体的结合常数、结合位点

数以及结合距离；借助同步荧光光谱、圆二色谱研究

了抗体与半抗原作用后的二级结构变化，为进一步优

化反应体系，使抗体保持最好的结合能力，建立特异

性、重复性、可靠性都较好 ITeA 免疫分析方法提供

理论基础。 

 

图1 ITeA及其衍生物ITeAH 

Fig.1 Structures of ITeA and its derivative, ITeAH 

1  材料与方法   

1.1  实验材料  

1.1.1  试剂 

异细交链孢菌酮酸半抗原，ITeAH，本实验室合

成；异细交链孢菌酮酸单克隆抗体，本实验室自制；

三羟甲基氨基甲烷，Tris，广州威佳科技有限公司；

HCl，北京飞美斯分析科技有限公司；NaCl，广州精

科化玻仪器公司。 

1.1.2  仪器设备 

U-3010 紫外可见分光光度计，日本 Hiachi 公司；

荧光稳态近红外光谱仪，QM-4CW，美国 FTI 公司；

圆二色谱仪，chriascan，美国 Applied Photophysics Ltd 

1.2  实验方法 

1.2.1 紫外扫描光谱 

用 pH 7.40 Tris-HCl 缓冲液分别配制浓度为

4.20×10
-3

 mol/L 药物浓缩液和 2.25×10
-6

 mol/L 抗体稀

释液，取 1 mL 抗体溶液加入到石英比色皿中，用微

量滴定法每次滴入 1 μL 的药物浓缩液，使体系中的药

物浓度以 4.20×10
-6递增，选择吸光值（Abs）模式，

以 120 nm/min 的速度扫描 200~500 nm 范围内的紫外

吸收图谱，取样间隔 1 nm，狭缝宽度 2 nm，PMT 自

动电压，光程 10 mm。滴加 7 次，将每个浓度的图谱

与 0 药物浓度的图谱作差即可得到相应的紫外差谱。 

1.2.2  荧光猝灭光谱 

用 pH 7.40 Tris-HCl 缓冲液配制浓度为 1.0×10
-7

 

mol/L 的抗体溶液，取 1 mL 抗体溶液加入到石英比色

皿中，每次以微量滴加用 Tris-HCl 缓冲液定容的

1.05×10
-5 

mol/L 的药物浓缩液 1 μL，使比色皿中的药

物浓度以 1.0×10
-8依次递增。选择激发波长 280 nm，

扫描记录 300~500 nm 波长范围内的发射光谱，激发

和发射狭缝均为 5 nm，发射滤光片为 320 nm，扫描

速度为 50 nm/min，在 298、310、318 K 不同温度下

分别微量滴加 9 次进行荧光测定获得相应的荧光猝灭

光谱图。实验过程中用电子循环水浴控制样品温度。 

1.2.3  同步荧光光谱 

用 pH 7.40 Tris-HCl 缓冲液配制浓度为 2.0×10
-6

 

mol/L 的抗体溶液，取 1 mL 抗体溶液加入到石英比色

皿中，每次以微量滴加用 Tris-HCl 缓冲液定容的

1.05×10
-3

 mol/L 的药物浓缩液 1 μL，使比色皿中的药

物浓度以 1.05×10
-6 依次递增。变化波长为 15 nm 和

60 nm，激发和发射狭缝均为 5 nm，在 298 K 的温度

下以50 nm/min的速度扫描260~400 nm的荧光发射光

谱。实验过程中用电子循环水浴控制样品温度，微量

滴加 7 次进行荧光测定。 

1.2.4  圆二色谱 

将抗体用用 pH 7.40 Tris-HCl 缓冲液配制浓度为

1.0×10
-5 

mol/L 的稀释液，抗体和药物以 1:3、1:9、1:18、

1:27 的物质的量之比在室温下（298 K）加入 0.1cm 的

石英比色皿中，用 Chriascan 圆二色谱仪（150 W Xe）

以 1 nm 的步长扫描（0.5 nm 的分辨率），记录 200~250 
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nm 波段范围内抗体加药前后的 CD 谱图。 

2  结果与讨论 

2.1  抗体与半抗原的相互作用的紫外光谱 

紫外光谱法通常用来分析小分子与蛋白质是否发

生相互作用[8]。由图 2 可以看出，加入 ITeAH 药物后，

混合物的吸收峰形相比混合前 ITeAH 和抗体的吸收

峰形，两者的特征峰位均发生变化，随着药物浓度的

增大，抗体与药物结合的比例增大，峰位红移，混合

物吸收峰的强度有规律的增大，表明药物与抗体相互

作用过程中可能形成紧密结合的复合物，使得紫外吸

收强度增强。 

 
图2 不同浓度的ITeAH与抗体结合后的紫外差谱图 

Fig.2 Differential ultraviolet spectra of McAb in the presence of 

different concentrations of ITeAH 

Note: a: absorption spectrum of ITeAH c(ITeAH) = 4.20 × 

10-6 mol/L, 1 to 7: absorption spectrum of McAb-ITeAH mixture, 

c(McAb) = 2.25 × 10-6 mol/L, c(ITeAH) = 0, 4.20, 8.40, 12.60, 

16.80, 21.0, and 25.20 × 10-6 mol/L (Tris-HCl 7.40). 

2.2  抗体与抗原相互作用机理 

分别扫描 298、310、318 K 下 McAb 与 ITeAH 相

互作用的荧光光谱图获得相关的荧光猝灭数据，按照 

Stern-Volmer 方程[9]作 Stern-Volmer 曲线（图 3）求得

Ksv、Kq (表 1)： 

][1][1/F 00 QKQKF qsv               (1) 

注：F0和 F 分别表示生物大分子加入淬灭剂前后的荧光强

度；Ksv是 Stern-Volmer 猝灭常数；[Q]为猝灭剂 ITeAH 的浓度；

Kq为双分子猝灭速率常数，τ0为无猝灭剂时荧光分子的平均寿

命，一般生物大分子的荧光寿命 τ0大约为 10-8 s[10]。 

随着温度的升高，直线的斜率逐渐降低，即猝灭

常数随着温度的升高而减小，且不同温度下的双分子

猝灭速率常数Ｋq，均远大于各类猝灭剂对生物大分子

的最大猝灭常数 2.0×10
10

 L/(mol·s)
[11]（表 1），表明半

抗原 ITeAH 与抗体的相互作用形成了不产生荧光的配

合物，且随着温度的升高，配合物稳定性下降，符合

静态淬灭的特征[12]。 

 
图3 不同温度下的ITeAH-McAb体系的Stern-Volmer曲线 

Fig.3 Stern-Volmer plots of the ITeAH- McAb system at 

different temperatures 

表1 不同温度下ITeAH与McAb相互作用的Stern-Volmer猝灭

常数 

Table 1 Quenching constants and bimolecular quenching constants 

for the interactions between ITeAH and McAb at different 

temperatures 

T/K Ksv/(L/moL) Kq/[L/(moL·S)] R2 RSDb 

298 9792000 9.79×1014 0.97 0.05 

310 7468000 7.47×1014 0.99 0.15 

318 6241000 6.24×1014 0.99 0.17 

2.3  结合常数和结合位点数的确定 

理论上讲抗体与药物的的结合价为 2，但在实际

作用过程中药物与抗体之间因存在空间位阻其实际结

合价会小于理论值。以 lg[(F0-F)/F]对 lg[Q]作图，结合

截距和斜率计算出结合常数(Ka)和结合位点数(n)
[13]。

表 2 中结果显示，不同温度下 ITeAH 与抗体结合位点

数 n≈1，表明两者之间只形成了一个结合位点。同时，

我们也发现升高温度使 ITeAH与McAb的结合常数减

小，其亲和力降低，引起抗原-抗体复合物稳定性的下

降。由此可知，在建立免疫分析方法时，在一定范围

内温度的升高将不利于 ITeAH 与抗体的相互作用。此

外，同时采用 ELISA 方法（图 4）测得的结合常数为

1.2×10
6
 L/moL，这与荧光分析所获得的结果比较一

致。 

表2 不同温度下ITeAH与 McAb相互作用的结合参数 

Table 2 Binding parameters of the interaction between ITeAH and 

McAb at different temperatures 

T/K Ka/(L/moL) n R2 RSDb 

298 1908271 0.89 0.99 0.02 

310 1592135 0.90 0.99 0.01 

318 1403298 0.91 0.99 0.01 
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图4 ELISA法测定抗体的结合常数 

Fig.4 Determination of Ka for ITeAH- McAb by ELISA 

2.4  抗原-抗体结合反应的热力学性质及作用

力 

表3 不同温度下ITeAH与 McAb相互作用的热力学参数 

Table 3 Thermodynamic parameters of the interaction between 

ITeAH and McAb at different temperatures 

T/K 
ΔH 

/(kJ/mol) 

ΔG 

/(kJ/mol) 

ΔS 

/[J/(moL·K)] 
R2 

298 

-12.06 

-35.83 

79.78 0.99 310 -36.79 

318 -37.43 

 
图5 ELISA分析中不同pH对 ITeAH-McAb结合的影响 

Fig.5 Influence of pH on ITeAH-McAb binding by ELISA 

蛋白质与药物小分子相互作用过程中，常常存在

静电引力、氢键、范德华力以及疏水作用力等[14~15]。

利用 Van’t Hoff 方程[16]计算出反应的焓变(ΔH)、熵

变(ΔS)和吉布斯自由能变(ΔG)。由表 3 中数据可知，

ITeAH 与 McAb 相互作用过程中，ΔG<0，说明该抗

原与抗体间的反应能自发进行，且为△H<0 的放热反

应，温度升高则抑制反应正向进行，与亲和力常数随

着温度的升高而降低相一致，因△S>0，根据热力学参

数与作用力类型关系[17]可判定抗原与抗体的结合过

程中主要以静电作用力为主。我们采用 ELISA 方法研

究了不同 pH 对 ITeAH 与抗体结合的影响，IC50越高，

抗原与抗体的结合越弱，如图 5 所示，偏低或偏高的

pH 下，抗原和抗体的特异性结合均受到影响，由此可

推测静电作用在抗原和抗体的结合中起到了一定的作

用。 

2.5  抗原-抗体的作用距离 

同一浓度的 ITeAH 的紫外吸收光谱和对应抗体

的荧光光谱重叠部分如图 6 所示，采用矩形分割法[6]

求出两光谱区域的积分值 J=6.71×10
-14

 cm
3
·L/moL，算

出 R0=3.50 nm，根据实验结果，求得 E=0.48，进而求

出 r=3.55 nm。由结果可以看出，半抗原 ITeAH 与抗

体之间的作用距离 r<7 nm，0.5R0<r<1.5R0因此两者相

互作用遵循 Föster
[18]提出的非辐射能量转移理论。 

 
图6 抗体荧光发射光谱与药物ITeAH紫外吸收光谱的重叠图 

Fig.6 Overlapping plot of the fluorescence emission spectrum of 

McAb 

Note: (a) (λex = 280 nm) and ultraviolet absorption spectrum 

of ITeAH (b), c(McAb) = 1 × 10-7 mol/L, c(ITeAH) = 1 × 10-7 

mol/L, T = 310 K (Tris-HCl 7.40). 

2.6  同步荧光光谱考察抗体构象变化 

基于△λ=15 和 60 nm 的同步荧光光谱如图 7 所

示，随着半抗原 ITeAH 浓度的增大，当△λ=15 nm 时，

处于 318 nm 的酪氨酸的残基的最大发射峰并没有发

生改变；当△λ=60 nm 时，色氨酸残基的最大发射波

长处于 348 nm 处基本未发生变化，这表明两者反应

后，抗体酪氨酸和色氨酸残基附近的微环境未发生明

显改变。但是随着 ITeAH 的浓度增大，酪氨酸和色氨

酸残基的荧光强度均有所减弱，且酪氨酸残基的荧光

猝灭程度比色氨酸残基更显著，说明抗原 ITeAH 与抗

体的相互作用的结合位点更倾向酪氨酸残基。 

2.7  圆二色谱法表征抗体二级结构的变化 

在室温下测定 ITeAH与McAb在不同比例下结合反

应的 CD 谱图（图 8）。研究发现，在 222 和 208 nm

处表现出两个负的 Cotton 效应，同时在 216 nm 处有一
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最大的负吸收谱带，这表明抗体的二级结构中存在 α-

螺旋和 β-折叠特征[19~20]。 

 

 
图7 ITeAH与 McAb相互作用后的同步荧光光谱 

Fig.7 Synchronous fluorescence spectra after the interaction 

between ITeAH and McAb 

Note: (a) at △ λ = 15 nm; (b) at △ λ = 60 nm; c(McAb) = 2 × 

10-6 mol/L, from a to h c(ITeAH) = 0, 1.05, 2.10, 3.15, 4.20, 5.25, 

6.30, 7.35 × 10-6 mol/L (Tris-HCl 7.40). 

 
图8 McAb与 ITeAH作用的圆二色谱图 

Fig.8 CD spectra of the interaction between McAb and ITeAH 

Note: c (McAb) = 1.5 × 10-5 mol/L from a to e [McAb]: 

[ITeAH] = 1:0, 1:3, 1:9, 1:18, 1:27 (T = 298 K, Tris-HCl 7.40). 

ITeAH 与 McAb 作用后，当抗体与抗原的摩尔比

例为 1:27 时，两者的结合达到饱和，各二级结构百分

比不在变化（表 4），这解释了在建立 ELISA 方法中

通常需要优化抗体与抗原稀释倍数以提高方法的灵敏

度。此外，α-螺旋含量由 14.8%降到 13.9%，表明 α-

螺旋结构有所伸展，可以认为是两者的静电作用力使

维系其螺旋结构稳定的氢键取向发生改变，β-折叠含

量由 32.9%升高到 34.4%，β-转角由 21.6%升高到

21.9%，无规则卷曲由 30.7%降到 29.8%，无规则卷曲

结构的含量减小使得抗体蛋白的有序性逐渐增加，这

可能是由于抗原的浓度增加，与抗体蛋白之间的空间

位阻增大，使得抗体的空间构象朝着有序的趋势变化。

蛋白二级结构的改变是造成内源荧光猝灭的直接原

因。也有文献报道圆二色谱对二级结构的预测只反映

了局域序列片段的结构倾向性，所以对于确定蛋白的

二级结构只能起一定的参考作用[21]。 

表4 McAb游离状态及与ITeAH结合状态的二级结构变化 

Table 4 Changes in the secondary structures of free and 

ITeAH-bound McAb 

体系 α-螺旋
/% 

β-折叠/% β-转角 

/% 

无规则

卷曲/% [McAb]:[ITeAH] 反平行 平行 

1:0 14.8 17.0 15.9 21.6 30.7 

1:3 14.4 17.4 16.2 21.7 30.3 

1:9 14.2 17.6 16.4 21.8 30 

1:18 13.9 17.8 16.6 21.9 29.8 

1:27 13.9 17.8 16.6 21.9 29.8 

3  结论 

紫外-可见光谱和荧光光谱均显示 ITeAH 和抗体

发生相互作用，荧光猝灭机制主要是静态猝灭，药物

与抗体的结合位点数 n≈1，结合距离 r 为 3.35 nm，

两者之间的相互作用力主要是静电引力，且药物

ITeAH 能够引起抗体构像趋于有序性。本文中两者相

互作用以静电作用力为主只是一个综合的结果，一些

常见的作用力如氢键、范德华力、疏水作用等也可能

起着作用。这些结论有助于初步了解抗原抗体相互作

用的机制，从而为建立稳定性好，灵敏度高的免疫检

测方法奠定基础。 
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