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摘 要 

餐厨废弃油脂经精炼加工微量掺入正常食用油后难以发现，常规的鉴定手段需要结

合经不同的样品前处理的多个指标作为判断依据。为实现餐厨废弃油脂的快速检测，寻

找新的检测指标和同步检测手段迫在眉睫。已有大量的研究表明辣椒素类物质作为餐厨

废弃油脂掺伪标志物的可行性。此外，生姜广泛用于食品烹饪，其主要成分姜辣素类物

质在餐厨废弃油脂加工过程中存在物质间的相互转化。因此，也可作为重要的餐厨废弃

油脂掺伪标志物。免疫分析中广谱性抗体可以识别一组具有相似化学结构化合物的特性

可以满足我们的需求。针对广谱性抗体筛选效率低、工作量大等问题，本研究提出基于

分子对接辅助设计辣椒素、姜辣素类物质广谱性半抗原的策略，并从理论和实际两个层

面验证了方法的可行性。最终实现了辣椒素、姜辣素类物质广谱性抗体的有效筛选，将其

初步应用。同时，荧光偏振免疫分析（Fluorescence polarization immunoassay，FPIA）检

测方法实现了餐厨废弃油脂掺伪标志物的快速现场检测。本课题的主要研究成果如下： 

为解决餐厨废弃油脂检测指标单一、广谱性抗体制备工作量大、耗时长、难度大等

问题，本研究提出将辣椒素、姜辣素类物质作为掺伪标志物，利用已有辣椒素类物质通

用单克隆抗体 CPC Ab-D8 进行同源建模，与姜辣素类物质进行分子对接，在明确重要

官能团的基础上反向设计半抗原，并利用制备完全抗原免疫小鼠，最终获得产辣椒素、

姜辣素类物质广谱性单克隆抗体细胞株。经分子对接发现姜辣素中苯环，酚羟基，甲氧

基，长链烷基中的羰基等是能与 CPC Ab-D8 形成氢键等关键作用力的主要官能团。基

于此，成功设计合成 2 种辣椒素、姜辣素类物质广谱性半抗原 Hapten 1 和 Hapten 7，并

制备了对应的完全抗原 Hapten 1-BSA/OVA 和 Hapten 7-BSA/OVA。最终获得 3 株对辣

椒素、姜辣素类物质有良好识别的广谱性单克隆抗体，分别为 1-F12、1-G12 和 1-D6，

效价分别为 128000、64000 和 126000。其中，特异性及灵敏度最高的辣椒素、姜辣素广

谱性单克隆抗体 1-F12 对 6 个分析物（辣椒素、二氢辣椒素、合成辣椒素、6-姜酚、6-

姜稀酚、姜酮）的 IC50介于 251.58~974.98 ng/mL。基于分子对接反向设计广谱性半抗原

的策略为广谱抗体制备提供了重要的保障。广谱性单克隆抗体的获得显著提高了检测判

别结果的可靠性，也从实际检测的角度验证了我们基于分子对接设计广谱性半抗原策略

的可行性。 

为解决免疫半抗原分子结构对辣椒素、姜辣素类物质抗原-抗体识别机制尚不明确的

问题，本研究通过半抗原及半抗原-多肽静电势模型的建立及验证，证明了基于分子对接

方向设计半抗原策略的可行性。同时交叉组合实验可以很好的反应不同官能团及连接臂

位置、长度对识别机制的重要作用。通过对已报道辣椒素类物质通用半抗原（Hapten X、

Hapten A、Vanillic acid、N-vanillylnonanamide、Hapten 2、Hapten 3、Hapten 4、Hapten 5、
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Hapten 6）及通用半抗原与赖氨酸三肽偶联物（Hap-X-3T-a、Hap-4-3T、Hap-5-3T）进

行静电势分析，在结合已有研究数据建立静电势模型的同时从理论层面验证了基于分子

对接设计广谱性半抗原策略的可行性及静电势分析在半抗原高效筛选中扮演着重要的

作用；收集了 5 种已报道的抗原及抗体进行交叉组合，最终明确了最佳组合（Hapten 

5-OVA/1-F12）及关键官能团；在最优组合的条件下，对所有分析物的 IC50 介于

88.13~499.16 ng/mL。这些研究为后续广谱性抗原设计提供了理论依据。同时，免疫层

析试纸条的前期试验验证了辣椒素、姜辣素类物质广谱性单克隆抗体在实际监测中应用

的可能。这些研究为食用油中多种小分子外源标志物同步免疫分析提供理论依据和技术

支撑。 

针对餐厨废弃油脂成分的复杂性及现场快速检测的特殊要求，本研究利用已有的辣

椒素类物质单克隆抗体 CPC Ab-D8 进行 FPIA 检测方法的建立。将制备的荧光素硫代氨

基甲酰基乙二胺与辣椒素类物质通用半抗原 Hapten 5 偶联获得示踪剂。经薄层层析法纯

化后的示踪剂与 CPC Ab-D8 表现出良好的结合。通过示踪剂及识别元件的浓度、缓冲

液的种类及酸碱度、孵育时间等实验条件的优化，建立的 FPIA 线性范围（IC20~IC80）

为 0.00397~0.09799 μg/mL，IC50值为 0.01973 μg/mL。玉米胚芽油、大豆油与花生调和

油的加标回收率在 90~135%之间。与其他检测辣椒素的方法相比，FPIA 表现出灵敏度

高、特异性高、操作简单、设备体积小和孵育时间短等全面的优势，实现了餐厨废弃油

脂简单快速的现场甄别。 

关键词：餐厨废弃油脂；虚拟筛选；广谱性单克隆抗体；荧光偏振免疫分析 
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Abstract 

It is difficult to find gutter cooking oil after being micromixed into edible oil through 

refining and processing. Routine identification methods need to combine multiple indicators of 

different sample pretreatment as the basis for judgment. In order to realize the rapid detection of 

gutter cooking oil, it is urgent to find new detection indicators and synchronous detection means. 

A large number of studies have shown the feasibility of capsaicinoids as a marker of gutter 

cooking oil adulteration. In addition, ginger is widely used in food cooking. The main 

components of gingerols have interconversion in the process of gutter cooking oil processing. 

Therefore, it can also be used as an important marker of kitchen waste oil adulteration. 

Broad-spectrum antibodies in immunoassays that identify a set of compounds with similar 

chemical structures can meet our needs. Considering the problems of low efficiency and heavy 

workload of broad-spectrum antibody screening, this study proposed a strategy to design 

broad-spectrum haptens of capsaicinoids and gingerols based on molecular docking, and 

verified the feasibility of the method from both theoretical and practical levels. Finally, 

broad-spectrum antibodies of capsaicinoids and gingerols was realized the effective screening, 

and it was initially applied. At the same time, the Fluorescence Polarization Immunoassay 

(FPIA) detection method realized the rapid field detection of gutter cooking oil adulteration 

markers. The main research results of this topic were as follows: 

In order to solve the problems of single detection index, large workload, long time 

consuming and great difficulty of broad-spectrum antibody preparation, this study proposed to 

use capsaicinoids and gingerols as adulteration markers. The CPC Ab-D8 of capsaicinoids was 

used for homology modeling, and molecular docking was cunducted with gingerols, and the 

hapten was designed in reverse on the basis of identifying important functional groups. The 

mice were immunized with complete antigen and finally obtained the broad-spectrum 

monoclonal antibody cell lines producing antibodies against capsaicinoids and gingerols. 

Through molecular docking, it was found that the benzene ring, phenol hydroxyl group, 

methoxy and the carbonyl in long chain alkyl in gingerols are the main functional groups that 

could form hydrogen bonds with CPC Ab-D8. Based on this, Hapten 1 and Hapten 7 of 

capsaicinoids and gingerols were successfully designed and synthesized, and the corresponding 

complete antigens Hapten 1-BSA / OVA and Hapten 7-BSA / OVA were prepared. Finally, 
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three broad-spectrum monoclonal antibodies with good recognition against capsaicinoids and 

gingerols were obtained, 1-F12, 1-G12 and 1-D6, with titer of 128000, 64000 and 126000, 

respectively. The IC50 of broad-spectrum monoclonal antibody 1-F12 of capsaicinoids and 

gingerols to six analytes (Capsaicin, Dihydrocapsaicin, N-Vanillylnonanamide, 6-Shogaol, 

6-Gingerol and Vanillylacetone) ranged between 251.58 and 974.98 ng/mL.  

The reversed strategy of designing broad-spectrum hapten based on molecular docking 

provides an important guarantee for broad-spectrum prepared. The availability of 

broad-spectrum monoclonal antibodies significantly improves the reliability of the detection 

discrimination results, and also verified the feasibility of designing a broad-spectrum hapten 

strategy based on molecular docking from the perspective of practical detection. To solve the 

problem that the recognition mechanism of antigen-antibody for capsaicinoids and gingerols 

was not clear. This study demonstrated the feasibility of the reversed strategy of designing 

broad-spectrum hapten through the establishment and validation of electrostatic potential 

model of the hapten and hapten-polypeptide. At the same time, the cross-reactivity experiment 

can well reflect the important role of different functional groups, the position and length of the 

connecting arms on the recognition mechanism. Electrostatic potential (ESP) analysis of 

haptens (Hapten X, Hapten A, Vanillic acid, N-vanillylnonanamide, Hapten 2, Hapten 3, 

Hapten 4, Hapten 5, Hapten 6) and universal hapten with lysine tripeptide conjugates 

(Hap-X-3T-A, Hap-4-3T and Hap-5-3T) was conducted. Combined with the existing data, this 

proved the important potential role of ESP in the efficient screening of haptens. Five reported 

antigens and antibodies were collected for cross-combination, and finally the best combination 

(Hapten 5-OVA/1-F12) and key functional groups were identified.  With the optimal 

combination, the IC50 of all analytes was intermediate between 88.13~499.16 ng/mL. These 

studies provided a theoretical basis for the subsequent broad-spectrum antigen design. At the 

same time, the preliminary test of lateral flow immunoassay (LFIA) verified the possibility of 

broad-spectrum monoclonal antibodies of capsaicinoids and gingerols applied in practical 

monitoring. These studies provided theoretical basis and technical support for simultaneous 

immunoanalysis of various small molecule exogenous markers in edible oil. 

In view of the complexity of ingredient of gutter cooking oil and the special requirements 

of rapid field detection, the FPIA detection method was established by using CPC Ab-D8 to 

realize the rapid field detection of gutter cooking oil. The tracer was obtained by coupling the 
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prepared fluoresceinthiocarbamyl ethylenediamine with the universal Hapten 5 to capsaicinoids. 

The tracer purified by TLC showed good binding to CPC Ab-D8. Through the optimization of 

the concentration of tracer and recognition element, the type and pH of buffer and incubation 

time, the linear range (IC20~IC80) of established FPIA was 0.00397~0.09799 μg/mL, and the 

IC50 was 0.01973 μg/mL. The recovery rate of corn germ oil, soybean oil and peanut blend oil 

were between 90 and 135%. Compared with other methods for the detection of capsaicinoids, 

FPIA showed the comprehensive advantages of high sensitivity, high specificity, simple 

operation, small equipment volume and short incubation time, realized the simple and rapid 

on-site detection of gutter cooking oils. 

Keywords: Gutter cooking oil; Virtual screening; Broad-spectrum antibody; Fluorescence 

polarization immunoassay 
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第一章  绪论 

1.1  食用植物油及其安全现状 

食用植物油作为人类有规律代谢的重要营养物质的来源，通常来源于植物的果实、

种子和胚芽等，如花生、大豆、玉米和芝麻等[1,2]。食用植物油中的不饱和脂肪酸可减少

高血压、高血脂等疾病的发生[3,4]，二十二碳六烯酸（Docosahexaenoic acid，DHA）和二

十碳五烯酸（Eicosapentaenoic acid，EPA）[5,6]能够加快血液流通、预防血管堵塞，DHA

还利于儿童智力的发育、可以防止老年痴呆、提升记忆力。近年来，较高的营养价值和

独特的物理性质使食用植物油成为膳食和烹饪中不可或缺的一部分[7,8]。 

我国是世界上最大的食用植物油生产和消费国，与食用油相关的工业在国民经济发

展中具有重要地位。餐厨废弃油脂是一种不同来源的废弃食用油，经精炼加工后的餐厨

废弃油脂微量掺入正常食用油后难以发现[9]。由于国内食用油供给形势严峻，且不同种

类的食用植物油价格差异较大。在利益的驱使下，不法商家将对人类健康有巨大威胁的

餐厨废弃油脂不同程度的掺入正常食用油中进行售卖，以此谋取暴利[10]。由于潜在的市

场和巨大的利益，食用油领域掺假、伪造等食用油安全问题频发[11-13]，废油掺食用油是

发展中国家当前食品质量控制中最令人关注的问题之一[14]。由此也可以看出，食用油安

全问题是现如今威胁人类健康发展、社会和谐稳定的一个难题和挑战[15-17]，鉴定植物油

中餐厨废弃油脂掺假成为急需解决的问题[2]。 

食用油质量安全问题也是发达国家面临的世界级难题。美国科学家建立的食品成分

欺诈和经济利益驱动掺伪数据库对世界范围内食品违禁成分非法添加和利益驱动的掺

伪报道及论文进行了梳理，分析发现食用油违禁成分非法添加和掺伪的报道在所有食品

掺伪造假问题中居首位，占总数的 24%[18]，例如橄榄油、花生油[19]、芝麻油[20]掺伪等。

可见食用油违禁成分非法添加和利益驱动的掺伪问题是广受关注的世界性重大食品安

全问题，也是全球食品质量安全领域的热点和难点问题。 

1.2  餐厨废弃油脂检测指标研究进展 

目前，食用油脂掺伪鉴别研究主要是通过检测内源性指标和外源性指标来实现的。

虽然内源性指标具有稳定性和准确性等优点，但对于成分复杂的餐厨废弃油脂来说难以

统一划定，而潜在致癌物和化学毒素等外源性指标（如黄曲霉毒素、辣椒素类物质、重

金属离子、碳氢化合物、过氧化物等[21,22]）的鉴别有其明确性以及简单的优势，可以更

好的适用于餐厨废弃油脂的鉴别。现有的研究报道中发现，只检测单一外源标志物的含
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量不足以准确判别餐厨废弃油脂，还需要结合其它外源标志物进行同步检测才能使判别

结果更加准确[23]。因国情差异，餐厨废弃油脂检测技术国外研究甚少，缺乏可以直接借

鉴的经验。 

1.2.1  常规检测指标 

根据许多相关文献，常规检测指标作为餐厨废弃油脂检测的内源性标志物，需要结

合多项指标作为判断油样是否为餐厨废弃油脂的判断依据，如过氧化值、胆固醇、电导

率、酸价、碘价等[9,24,25]。这些指标在餐厨废弃油脂出现的初期对食用油的甄别发挥了重

要的作用。如大豆原油酸价不大于 5 mg/g，过氧化值不大于 5 mmol/kg，曹维金[26]和赵

鑫超[27]的研究均对此做出了证明。陈丽花[28]的研究证明了酸价和皂化值检测指标的可行

性。虽然这些指标的检测可以提高识别效率，但不同指标需要进行不同的样品前处理
[24,29,30]。同时，需要精通不同大型设备的技术人员进行大型分析设备操作或复杂的样品

预处理[25,31,32]。因此，为实现餐厨废弃油脂的快速检测，克服耗时长、操作复杂、餐厨

废弃油脂检测的单一性指标等缺陷已经成为了有待斟酌的问题[2]。 

1.2.2  外源标志物 

（1）辣椒素类物质 

辣椒素是辣椒家族成员中发现的一类化合物，是辣椒种子中的一种酰胺化合物[33]。

与天然辣椒素相比，合成辣椒素是测定辣椒素含量的常用分析物[34]。作为一种工业类辣

椒素，它比天然辣椒素价格更便宜，而且味道辛辣。辣椒有强烈的辣味，其含有多种高

营养价值的成分[35]，能够促进代谢[36]，并对健康有多种影响[36-40]，被广泛用作刺激食欲

[37]的调味剂。辛辣食物因其味道辛辣，深受世界各地消费者的喜爱[41]。近年来，人们每

天都在食用辣椒产品，包括辣椒油、辣椒酱、辣的薯片和其他辛辣食物[42,43]。由于其易

溶于油脂，并在高温、精炼等过程难以完全除去，化学性质稳定等而引起研究者注意
[25,43-47]。这使其在高温、真空、水洗等苛刻的条件下都不会发生改变[48-50]。除此之外，

良好的脂溶性使其难以从油脂中分离[51,52]。 

已有大量的研究表明了辣椒素类物质作为餐厨废弃油脂掺伪标志物的可行性

[45,47,53]。国振[54]研究发现，大多数食用油中未能检出辣椒碱，花生油中辣椒碱的本底含

量在 0~1.8 μg/kg。已有研究机构将其作为初步判定餐厨废弃油脂的掺伪标志物，该标准

规定，所测定的样品中辣椒素（合成辣椒素、天然辣椒素、二氢辣椒素）总含量大于或

等于 1.0 μg/kg 时，表明该油脂样品可能有异常，存在使用餐厨废弃油脂的可能[51]。因

此，可以利用辣椒素含量这一指标对正常食用油中餐厨废弃油脂掺假问题进行快速监测
[55]。 
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（2）姜辣素类物质 

姜辣素是以姜酚为主的系列衍生物，适用于需要高温加工的食品，是一种高品质的

调味料和食品配料[56]。大量研究表明，6-姜酚是生姜的主要活性成分[57,58]，且含量最高，

这为餐厨废弃油脂外源性鉴别标志物提供了新的选择。然而，6-姜酚化学性质不稳定，

分子结构中 C4 的活泼氢易与 C5 羟基一起脱水形成姜稀酚；在加热和碱性条件下，C4

和 C5 羟基一起脱水导致姜稀酚间的碳碳键断裂形成姜酮和相应的醛[59]。餐厨废弃油脂

的常规加工过程中，如过滤、脱色、脱水、煮沸、去杂质[60]、脱臭、冷凝[61]，存在 6-

姜酚和 6-姜稀酚、姜酮间的相互转化[59]。由于传统方法的酸价测定存在瓶颈，尤其是脱

水过程和抗氧化剂的加入。因此，6-姜酚、6-姜稀酚和姜酮成为餐厨废弃油脂中姜辣素

类物质存在的代表性成分。 

（3）黄曲霉毒素 

黄曲霉毒素（Aflatoxins，简称 AFT）是由黄曲餐厨废弃油脂霉（Aspergillus flavs）

和寄生曲霉（Aspergillus parasiticus）等真菌产生的此生代谢产物[45]。由于餐厨废弃油脂

的不当处理及环境温湿度的适宜使其受真菌污染并大量繁殖。由于黄曲霉毒素二呋喃环

的存在而表现出巨大的毒性和致癌性，且黄曲霉对光、热，耐高温。有研究发现，餐厨

废弃油脂中黄曲霉毒素 B1 的含量超出国家标准 5%。不仅如此，AFT 也是造成食用植

物油油料污染的重要源头，这也引起人们的广泛关注。 

（4）苯并吡 

苯并吡作为一种含苯环的稠环芳烃，有强致癌性。因其来源于工业生产及食品烧制

过程中蛋白质、碳水化合物、酯类等在高温条件下发生裂解、环化、聚合的产物，所以

被列为环境监测的常规项目。正常植物油中苯并吡的含量低于 10 μg/kg，这一标准与世

界卫生组织、欧盟制定的标准基本一致，而餐厨废弃油脂的微量掺入使其含量大幅增加，

严重危害人民身体健康。 

1.3  餐厨废弃油脂快速检测方法的研究进展 

对于餐厨废弃油脂成分的复杂性及现场快速检测的特殊要求，迫切需要一种简单、

快速的现场检测方法[24,25,29]。近年来，除色谱当大型仪器方法外，一些新的检测方法的

出现让餐厨废弃油脂的监测对精炼后的餐厨废弃油脂掺假评估中表现出显著优势。 

1.3.1  色谱法 

目前，食用油脂掺伪标志物的检测主要依赖各种仪器检测方法，包括经典的液相色

谱-串联质谱（Liquid chromatography-tandem mass spectrometry，LC-MS）[62]、高效液相

色谱（High performance liquid chromatography，HPLC）[63,64]、色谱-质谱联用法[65]等。
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此外，基于黄曲霉毒素、苯并吡[66]、反式脂肪酸[67]、胆固醇、甾醇[68]、不皂化物等[69]

指纹杂质的气质联用技术[70,71]也被开发出来。虽然仪器检测方法具有灵敏度高、稳定性

好等优点，但是其设备昂贵、前处理过程繁琐、需要专业操作人员，并且一次只能检测

一到两种分析物，无法满足快速、现场检测的要求[31,32,72]。实际上，经过餐厨废弃油脂

精制过程后，常规检测指标很难继续用于餐厨废弃油脂甄别。 

1.3.2  新型光谱法 

由于餐厨废弃油脂较正常食用油成分的复杂性，基于一些特殊信号可以建立相应的

光谱信号。近年来已有很多新型光谱法应用于餐厨废弃油脂的检测。例如依据羟基或羰

基等官能团的特征吸收峰的傅里叶变换红外光谱法；基于拉曼光谱[73]、核磁共振光谱[[19, 

72]等所获得特殊指纹图谱；基于显著差异的波普信号太赫兹频谱的近红外线发射光谱；

基于餐厨废弃油脂中低聚物、碘值、维生素 E 等荧光信号的荧光光谱[10]。这些新的监测

方法表现出无需样品前处理、适用于超低浓度的样品检测、快速、高灵敏、非接触式等

显著的优势，但对实验的仪器和实验条件等要求较高，仪器成本高，结果分析耗时，需

要专业培训等缺陷使其在现场监测中不具优势。除此之外，基于金属离子的原子吸收光

谱法更为成熟。王利等[74]发现原子吸收法可以通过一项或多项指标对餐厨废弃油脂进行

甄别。但由于精炼过程可以很大程度的去除溶于水的物质，使得该指标的有效性大大降

低。 

1.3.3  电子鼻法 

电子鼻通过模拟嗅觉器官以在短时间内感知、分析和判断样品中的挥发、特异性成

分等整体信息加以检测，已广泛应用于诸多领域[75]。由于存储、收集、精炼等过程的不

当性，使其发生一系列氧化、酸败等现象，相应也发生化合物的分解，其气味分子也发

生显著变化。基于气敏传感、信号处理和模拟系统，电子鼻法通过采集经加热后样品中

的挥发性成分并分析处理后做出判断。根据是由化学学会标准测定了食用油样品酸度、

氧化值、甲氧基苯胺等，并结合主成分分析、聚类分析、主成分回归分析等对结果进行

分析，发现其准确率在 88%-98%。其高准确性及免样品前处理使其显著的优势。 

1.3.4  电导率 

餐厨废弃油脂因金属离子和醛、酮等一些副产物的产生而表现出电导率的异常。陈

丽花、罗世霞等[28]的研究表明，餐厨废弃油脂的电导率可达 95.45 µS/cm，胡欣宇[76]的

研究发现餐厨废弃油脂萃取水相电导率高于 30 µS/cm，而正常食用油电导率低于 10 

µS/cm。黄韬睿[77]则证明了正常食用油中餐厨废弃油脂的参入比例与电导率呈线性关系。
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电导率法鉴别餐厨废弃油脂对应的仪器和实验条件简单，但其操作要求高，并且只能用

于初步鉴定。 

1.3.5  免疫分析检测技术 

近年来，基于抗原-抗体特异性结合的免疫检测技术因具备应用简单、快速、灵敏、

准确、价廉以及能在现场和实验室内进行大批量样本检测等优点[78,79]而得到迅速发展

[80]，例如纳米抗体及基因工程抗体等新兴抗体研制技术[81]、上转换免疫分析方法[82]、基

于光学或电化学信号的免疫传感器[83]、以及新型免疫快速检测装置等[84]，已广泛应用于

食品、环境、医药等检测领域[85]。 

（1）识别元件 

抗体作为免疫分析方法的重要鉴定组成部分，对免疫分析方法的敏感性和特异性起

着至关重要的作用。现已开发的针对餐厨废弃油脂监测的抗体，主要监测黄曲霉毒素、

辣椒素类物质等单一或单类目标分析物。广谱性抗体可以识别一组具有相似化学结构的

化合物，它提供了一种经济的方式检测多种污染物[86]。这为解决餐厨废弃油脂单一性指

标问题提供了一个有效的思路。因此，为解决餐厨废弃油脂掺伪问题，有必要开发广谱

性单克隆抗体。免疫半抗原的分子结构是影响小分子物质抗体质量的核心因素，是广谱

性抗体产生的前提[87,88]，分析物类别的选择及广谱性半抗原结构的设计是实现多指标检

测的关键，对获得高灵敏的广谱性抗体具有重要意义。在免疫半抗原结构设计方面，许

多学者报道了不同连接臂位点、长度和不同连接臂结构的半抗原对免疫效果、分析方法

具有很大差异。针对单一化合物设计半抗原时，其原则是尽可能保持待测分子原有的结

构特征，但要制备某一类化合物的广谱性特异性抗体时，所设计的半抗原必须最大程度

地保留该类化合物的共同结构特征。即使这样，也会有较多的结构组合，如何实现广谱

性半抗原的有效筛选，提高抗体制备效率需要我们的思考和探索。 

半抗原结构对抗体诱导及识别特性的影响被发现与人工抗原空间构象变化有重要

关系。分析半抗原连接臂长度和连接臂结构对免疫效果及分析方法的影响可能是由于半

抗原与载体蛋白偶联复合物的空间构象发生变化而引起的。Xu 等人[89]利用赖氨酸代替

大分子的载体蛋白，建立“半抗原-赖氨酸偶联物”模型研究了半抗原与载体蛋白偶联后

的空间构象，并且利用所建模型初步解释了半抗原手臂结构对抗体质量的重要影响。根

据这一研究结果可知，在设计合成半抗原时，还应综合分析半抗原与人工抗原空间构象

关系。然而，目前针对半抗原/人工抗原构象关系对抗体识别机制的研究仍然缺乏，无法

形成系统的结论以用于指导其它小分子物质免疫分析方法中。尽管赖氨酸片段无法准确

地代表载体蛋白结构，但完全可以作为参考应用于姜辣素及辣椒素类物质广谱性半抗原

与载体蛋白的互作研究中，对于指导食用油外源标志物广谱性半抗原设计与合成具有重
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要意义。 

（2）免疫分析检测方法 

电化学目前被认为是一种低成本、高效、快速的检测方法[90]。它是一种基于溶液的

电化学性质的化学分析方法，最早由德国化学家 C.温克勒在 19 世纪的提出[46]。电化学

分析因其灵敏度和精度高、设备简单、价格低的优点[91,92]，被广泛应用于环境检验、生

命科学、出入境检验、检疫、食品安全等公共安全领域[93]。赵庆雪等人[46]开发了一种用

于血清中辣椒素定量检测的双信号扩增电化学免疫传感器，在最佳条件下，该免疫传感

器呈 0.01~1000 ng/mL 的线性范围，检测限为 0.01 ng/mL，具有良好的回收率

（85.12~104.25%）和较高的稳定性。此外，为了保护辣椒素抗原和抗体的关键识别位点

不受损伤，孙霞等人[31]利用 Fe3O4NPs@CeO2 良好的电导率和优良的氧化还原特性，构

建了一种竞争性免疫传感器。在最佳条件下，所提出的免疫传感器的检测范围为 10-3~104 

ng/mL，检测限为 0.33 pg/mL，为辣椒素的检测提供一种新的方法。 

酶联免疫吸附测定（Enzyme linked immunosorbent assay，ELISA）是快速检测的代

表性方法[25]。杨顺东等人[94]利用 ELISA 分析了辣椒中辣椒素的含量，检测限为 2.5 

mg/kg，且方法表现出良好的相关性；杨青青等人[45]利用筛选获得的辣椒素类物质单克

隆抗体建立了 ELISA，将其用于餐厨废弃油脂的实际样品检测，在空白标准曲线、稀释

基质标准曲线和浓缩基质标准曲线的 IC50分别为 5.93、6.64、8.36 ng/mL.。然而，ELISA

为非均相检测，反复和较长的检测周期、严谨的操作技术限制了其广泛应用。 

免疫层析试纸条（Lateral flow immunoassay，LFIA）作为定性和半定量的检测方法，

不具有高准确度和灵敏度[30,95]。，但在实际现场检测中有着明显的优势。虽然吴倩等人

[25]利用时间分辨荧光微球开发了一种荧光侧流条（Lateral flow fluorescent-strip，LFS）

方法，其中辣椒素的检测限为 2.3 ng/mL，但该方法对环境有严格的要求，存储环境的

湿度和光强对检测结果有很大的影响。 

FPIA 作为一种均相荧光法，使用荧光素标记的小分子抗原和分析物在均质反应系

统中竞争性地结合有限的特异性大分子抗体。偏振荧光的强度与荧光分子的大小呈正相

关，与激发时的旋转速度呈负相关[30,96-98]，在短时间内确定分析物，达到高灵敏度、准

确、快速现场检测的目的[32]。此外，为了实现对分析物的监测，将测得的配合物与未反

应的标记分子或可能影响分析信号的测试样品成分进行分离是必要的[96]。因此，固相免

疫分析需要使用各种载体和多阶段的操作，如洗涤、离心等[99]。在这方面，FPIA 可以

克服分析工作中费时费力的缺陷，实现快速监测的目的。它已广泛应用于环境监测、食

品安全分析、药物发现、生物代谢物等领域[30,98]。 
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1.4  抗原抗体识别机制研究 

抗原-抗体的识别机制是整个免疫检测技术的基础，了解广谱性抗体的识别机制对于

广谱性半抗原的设计、优质抗体的筛选、抗体的应用性能的提高以及免疫分析方法的建

立有着重要的理论意义和实践价值[31]。计算机建模技术是阐明配体和受体之间相互作用

的有力工具，它具有非试剂耗用、高通量、不那么费力和成本效益等优势[86]。 

（1）静电势（Electrostatic potential，ESP）分析 

ESP 分析对动物的免疫反应和抗体识别具有重要意义[51]。其在化学结构优化、小分

子药物筛选、半抗原结构优化等方面得到了广泛的应用，并在半抗原结构的优化方面取

得了重大进展。Xu 等[89]利用分子模拟技术对半赖氨酸偶联物的三维结构进行了优化，

发现对蛋白-半抗原偶联物的构象变化可以提高有机磷农药酶联免疫吸附试验的广泛特

异性和敏感性。Bai 等[100]利用 ESP 对辣椒素进行了综合分析，最后分别设计了四种烷烃

链和酰胺部分的半抗原。他们发现最大限度地暴露疏水烷烃链可以产生高亲和力和准确

识别辣椒素的抗体。然而，免疫系统是复杂的，影响抗体敏感性的因素有很多，有待进

一步研究。 

（2）同源建模、分子对接技术 

同源建模、分子对接等在探明分子机制方面扮演者重要的角色，广泛应用于药物筛

选[101,102]、免疫分析[86,100]、食品研究[103]等诸多领域。现代分子对接技术完全可以被用来

模拟抗体与目标分子稳定结合时的空间取向，探索免疫半抗原结构对广谱性抗体与目标

分子互作的空间取向规律，从而为广谱性半抗原的设计以及检测抗原的选择提供有力的

科学理论支撑，进而建立餐厨废弃油脂外源标志物辣椒素、姜辣素类物质高灵敏免疫分

析方法。Sotriffer 等人[104]曾成功采用分子对接技术研究了抗体与半抗原的互作，并为抗

体分子在互作中构象的柔性表现提供有力证据，但并没有揭示免疫半抗原结构对抗体与

小分子互作的影响。孙霞等人[31]基于已有辣椒素抗原和抗体进行了相关识别机制的研

究，分析了不同辣椒素化合物的共同关键官能团和抗体的关键氨基酸识别位点，并在此

基础上有效指导了辣椒素电化学免疫分析方法的建立，进一步提高了免疫传感器的灵敏

度、特异性和稳定性。除此之外，为探究计算机辅助与实际的统一性，从实验层面上对

重要官能团等识别机制的研究是有必要的。抗体多特异性识别机制的研究对半抗原设计

及免疫分析方法的建立至关重要，利用已有抗体，加快广谱性半抗原筛选及抗体制备是

有意义的研究。 

（3）定量构效模型 

为了解这种常见的部分和取代基如何影响抗体的识别能力，Wang 等[105]人使用比较

分子场分析（Comparative molecular field analysis，CoMFA）和比较分子相似性指数分析

（Comparative molecular similarity indices analysis，CoMSIA）方法构建了抗体与 33 种类
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化合物之间的三维定量构效关系（Three-dimensional quantitative structure activity 

relationship，3D-QSAR）；陈金秀等人[106]构建了三种定量构效模型（QSAR），分别为

二维定量构效模型（Two-dimensional QSAR，2D-QSAR）、全息定量构效模型(Holographic 

QSAR，HQSAR)和虚拟定量构效模型（Topomer QSAR），分析发现抗体活性和菊酯的

疏水性有很大的相关性，并解释了拟除虫菊酯群选性抗体的交叉反应；Yuan 等[107]利用

结构活性定量关系（QSAR）模型研究苯基脲类除草剂多特异性抗体与苯基脲类除草剂

识别机理，尝试揭示半抗原分子合理设计规律，并取得一定成果。但目前对免疫半抗原

结构特点与广谱性抗体识别特性之间内在联系的认识仍十分缺乏，因此免疫半抗原分子

设计理论仍有待进一步研究。 

1.5  研究目的及意义 

食用植物油质量安全关乎人民生命健康，针对餐厨废弃油脂常规检测需要结合多个

指标且操作复杂、专业性强等问题，本论文将辣椒素、姜辣素作为餐厨废弃油脂鉴别指

标，采用分子对接辅助设计筛选广谱性半抗原的策略，在明确重要官能团的基础上设计

合成了辣椒素、姜辣素类物质广谱性半抗原。静电势分析和辣椒素、姜辣素类物质单克

隆抗体的制备从理论和实际层面验证了我们半抗原设计方案的可行性。此外，不同来源

抗原抗体的交叉组合在为食用油中多种小分子外源标志物同步免疫分析提供理论依据

和技术支撑的同时，最佳抗原抗体组合使餐厨废弃油脂中辣椒素、姜辣素的同时检测成

为可能。以上研究为广谱性半抗原的设计及单克隆抗体的制备提供了一定的参考价值，

LFIA 的初步实验也验证了方法的可行性。最终，均相 FPIA 方法的建立实现了餐厨废弃

油脂中辣椒素类物质的实时快速高灵敏监测。 

1.6  研究内容及技术路线 

本课题的研究内容主要包括以下三个部分： 

（1）基于分子对接辅助设计辣椒素、姜辣素类物质广谱性半抗原 

本研究基于已有的辣椒素抗体与目标分析物的分子对接结果，分析并设计合成了 2

种针对辣椒素、姜辣素类物质的广谱性半抗原。分子结构、半抗原及其与三肽偶联物的

静电势分析为新型半抗原的可行性提供了理论支撑。基于以上研究，在明确关键官能团

的前提下，设计合成辣椒素、姜辣素类物质半抗原，并制备人工完全抗原。 

（2）辣椒素、姜辣素类物质单克隆抗体的制备及识别机制研究 

采用酶联免疫法测定人工完全抗原免疫获得的小鼠血清，以选取对辣椒素（包括辣

椒素、二氢辣椒素、合成辣椒素）、姜辣素类物质（包括 6-姜酚、6-姜稀酚、姜酮）均

有良好识别的小鼠。通过将最优小鼠脾细胞与骨髓瘤细胞融合后筛选得到高质量辣椒
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素、姜辣素类物质单克隆抗体。利用收集的抗原抗体同制备的辣椒素、姜辣素类物质抗

原和单克隆抗体进行交叉组合，在探明抗原抗体识别机制的同时明确抗原抗体最优组

合。 

（3）基于均相 FPIA 实时快速监测餐厨废弃油脂中辣椒素 

利用合成的荧光素硫代氨基甲酰基乙二胺与辣椒素类物质 Hapten 5 的长链烷基部

位偶联，在有效保护半抗原关键官能团的同时，提高了检测方法的灵敏度。通过对示踪

剂浓度和抗体稀释度、缓冲液种类和 pH 等实验条件的优化，构建了基于辣椒素类物质

单克隆抗体的 FPIA 方法。最后利用玉米胚芽油、大豆油与花生调和油进行基质效应实

验，实现餐厨废弃油脂的快速有效现场甄别。 

本课题的技术路线如下所示： 

 

 
图 1.1  研究技术路线 

Fig. 1.1  The technical route of this project 
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第二章  基于分子对接辅助设计广谱性半抗原及完全抗原的合成 

2.1  引言 

近年来，食用油安全问题频发[9-13]，废油掺食用油是发展中国家当前食品质量控制

中最令人关注的问题之一。根据许多相关文献，常规检测需要结合多项指标作为判断油

样是否为废食用油的判断依据，如胆固醇、电导率、酸价、碘价等[9,24]。虽然这些指标

的检测可以提高识别效率，但不同指标需要进行不同的样品前处理，并且需要熟练的技

术人员进行大型分析设备操作或复杂的样品预处理[25,31,32]。为实现餐厨废弃油脂的快速

检测，克服耗时长、操作复杂、餐厨废弃油脂检测的单一性指标等缺陷已经成为有待斟

酌的问题。 

基于以上思考和分析，本研究利用已有辣椒素抗体 CPC Ab-D8 进行同源建模[31]，

并与姜辣素类物质进行分子对接，明确关键官能团，这为广谱性半抗原的设计提供了一

定的理论基础，在大幅减少工作量及实验和物质资源浪费的同时实现半抗原的有效筛

选，提高了广谱性抗体制备效率。为开发辣椒素、姜辣素类物质广谱性抗体，解决餐厨

废弃油脂单一性指标问题，显著提高了餐厨废弃油脂监测判别结果的可靠性。 

2.2  实验材料 

2.2.1  主要试剂与仪器 

（1）主要试剂 

羟基-3-甲氧基苯甲醛、四氢吡咯、醋酸（AcOH）、甲苯、乙酰丙酸、甲醇、二氯

甲烷、10%钯碳（10%Pd/C）、羟基-3-甲氧基苯甲酸甲酯、三氟乙酸（TFA）、乌洛托

品、乙酸乙酯、Na2SO4、L-脯氨酸等试剂购自国药集团。牛血清白蛋白（Bovine Serum 

Albumin，BSA，98%）、卵清蛋白（Ovalbumin，OVA，98%）、N-羟基琥珀酰亚胺（NHS）、

二环己基碳二亚胺（DCC）、N，N-二甲基甲酰胺（DMF）、考马斯亮蓝 G-250 购自美

国 Sigma 公司，所有试剂均为分析纯。 

（2）主要仪器 

本实验所用的主要仪器如表 2.1 所示。 
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表 2.1  本实验的主要仪器 

Tab. 2.1  Main instruments of this experiment 

 

仪器 型号 厂家 

超纯水仪 LS MK2 美国 PALL 公司 

磁力搅拌器 MYP11-2 上海梅颖浦仪器仪表制造 

分析天平 AL 104 德国梅特勒托利多仪器 

pH 计 FE20-K 上海智光仪器仪表 

旋转蒸发仪 RE-2000A 上海亚荣生化仪器厂 

循环水试多用真空泵 SHZ-D（Ⅲ） 河南省予华仪器有限公司 

电子分析天平 AL-104 梅特勒-托利多仪器（上海）有限公司 

核磁共振仪 DRX-400 德国 Bruker 公司 

液相色谱-质谱仪 Orbitrap LTQ XL 美国 Thermo 公司 

 

2.2.2  主要溶液配制 

考马斯亮蓝工作液：称取 50 mg 考马斯亮蓝 G-250 溶于 25 mL 95%的乙醇中，混匀

后加入 50 mL 85%的磷酸，超纯水定容至 500 mL，滤纸过滤后冰箱 4℃保存。 

0.1M 磷酸盐缓冲液（0.1 mol/L，pH 7.4）：称取 24.0 g 氯化钠（NaCl），8.7 g 十二

水合磷酸氢二钠（Na2HPO4·12H2O），0.6 g 氯化钾（KCl），0.6 g 磷酸二氢钾（KH2PO4），

用超纯水溶解后定容至 3 L，pH 调至 7.4。 

2.3  实验方法 

2.3.1  基于辣椒素类物质单克隆抗体同源建模 

本研究利用前人已开发的高灵敏度辣椒素类物质单克隆抗体 CPC Ab-D8 用于构建

抗体结构模型[108]，其相关分子操作环境软件(MOE v2018.01; Chemical Computing Group 

Inc., Montreal, Canada)的设置及建模方法参考已有报道的相关研究[109]。具体的：选择

force filed 模块下的 Amber10:EHT 设置力场条件。从抗体数据库（www.rcsb.org）中导

入合适的模板框架（FR），构建 Fv 区域。其中，FR 区域分配的指定模板为：VL 为 1F8T.L，

VH 为 1L8T.H。CDR 循环分配的模板分别为 L1、L2、L3、H1、H2、H3 分别为：1F8T.L、

1F8T.L、1F8T.L、5E2W.H、5E2W.H1IGT.B。主链模型的最大数量设置为 5 个，每个主

链的侧链模型数量默认为 25 个。为了进一步评分，建立了多达 125 个中间模型。采用

GB/VI溶剂化法对中间模型进行排序。选择GB/VI得分最好的模型进行最终能量最小化。

在 MOE 软件 Protein Geometry 模块通过抗体 Phi-Psi angles (aka. Ramachandran Plot)的计

算对模型质量进行评估。Profiles-3D Verify 模块用来评估抗体构象的合理性。 
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2.3.2  基于分子对接辅助设计筛选辣椒素、姜辣素类物质广谱性半抗原 

6-姜酚、姜酮与 CPC Ab-D8 的分子对接模拟在 MOE v2018.011 中进行，其相关软

件操作参考孙霞等人的报道[35]。具体操作如下：在 MOE 中的分子和蛋白质构建模块构

建了两个小分子的二维结构，并通过能量最小化转化为三维结构。选择同源建模优化后

的 CPC Ab-D8 作为受体，利用 MOE 中的 site Finder 模块对结合位点的周围残基进行鉴

定。在对接前，选择 AMBER10:EHT 的力场和反应场的隐式溶剂化模型(R-field)。对接

工作流程遵循“诱导匹配”方案，即允许受体结合位点的侧链根据配体的构象移动，并

对其位置进行限制。对于配体，首先根据 London dG 评分对其进行排序，对排名前 30

位的配体进行力场优化，然后对 GBVI/WSA dG 进行评分，最终选出最佳排名姿势。小

分子的 2D 结构使用 ChemBiodraw 2014 绘制，3D 构象是通过能量最小化转化。抗体结

构在“结构准备”模块构建。采用韦恩图对辣椒素、姜辣素类物质与 CPC Ab-D8 对接

的氨基酸残基进行分类。 

2.3.3  半抗原及其三肽偶联物静电势能分析 

为了研究半抗原结构对抗体诱导和免疫特性及其变化与人工抗原的空间构象，利用

定量计算软件 Gaussian software（G16 C.01，Gaussian 公司，美国）和 GaussView 6

（GV6.1.1，高斯公司，美国）进行辣椒素、姜辣素类物质通用半抗原的最低能量构象

和静电势分析。在目前的工作中，密度泛函理论（Density functional thoery，DFT）是研

究有机化合物[110]的电子结构和几何结构的一种有效和准确的方法，B3LYP 杂化密度泛

函作为探索所有相关物质的电子结构和相互作用的传统方法。对于基组，选择 6-311G(d，

p)来描述波函数。对于自洽场的迭代，能量阈值设置为 1×E-8A.U。而原子力的阈值设

定为 4.5×E-4Au。利用 Gaussian16 程序对几何优化过程中的所有坐标进行了松弛。为了

绘制静电电位的等高线，它从一个特定值(-0.04 到 0.04 A.U.)中生成。映射到总电子密度

上。红色区域代表负电位区域，而蓝色区域代表正电位区域，过渡颜色区域表示表面的

电中性。从静电相互作用定律来看，一个给定分子的红色区域更倾向于与另一个分子的

蓝色区域相互作用。为了解包被抗原结构与动物免疫反应和抗体识别之间的关系，在半

抗原 ESP 分析的基础上，进一步捕获 BSA 中含赖氨酸片段的三肽（Asp-Lys-His）与半

抗原结合，分析不同半抗原-多肽结构的空间构象对免疫效应的影响，这在一定程度上反

应了半抗原结构与人工抗原空间构象及静电势变化之间的关系。 

2.3.4  辣椒素、姜辣素类物质广谱性半抗原的合成及鉴定 

辣椒素、姜辣素类物质半抗原的合成路线如图 2.1 所示。 
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图 2.1  辣椒素、姜辣素类物质广谱性半抗原合成路线 

Fig. 2.1  Synthesis route of broad-spectrum hapten of capsaicinoids and gingerols 

 

半抗原 Hapten 1 的合成步骤：将化合物 1-1（1.16 g，0.01 mol）、四氢吡咯（0.071 

g，0.001 mol）、AcOH（0.06 g，0.001 mol）溶于 10 mL 的甲苯中，升温至 40℃，再将

溶有化合物 1-2（1.52 g，0.01 mol）的 26 mL 甲苯滴入，滴毕，升温至 100℃搅拌 1 h，

再升温至 140℃， 搅拌 6 h。将反应液浓缩，粗品过柱（TLC: DCM:MeOH=20:1）得到

纯品约 0.5 g。将化合物 1-3（0.3 g）溶于 50 mL 甲醇中，加入 0.2 g 的 10%Pd/C，排空，

通入氢气，搅拌 2 h。抽滤去除 Pd/C，浓缩，加入少量 DCM，加热至 40℃，再补加 DCM

刚好使溶液溶清，恢复室温，有白色固体析出，抽滤，粗品经过柱子纯化

（TLC:DCM:MeOH=20:1）得到纯品约 0.15 g。即辣椒素、姜辣素类物质半抗原 6-(4-羟

基-3-甲氧基苯基)-4-氧己烷酸。 

Hapten 7 合成步骤：将化合物 7-1（2.28 g，0.0125 mol）溶于 20 mL 的 TFA 中，加

入乌洛托品（1.75 g，0.0125 mol），加热至 75℃，搅拌 3 h。浓缩去除部分 TFA，再加

HCl 水溶液与乙酸乙酯萃取（2 次左右），Na2SO4干燥，减压浓缩，粗品经过柱子纯化

（TLC:PE:EA=2:1）得到纯品 7-2 约 0.97 g。氮气保护下，将化合物 7-2（0.97 g，4.6 mmol）

溶于 10 mL 甲醇中，室温下，将 L-脯氨酸（0.66 g，5.75 mmol）与化合物 7-3（0.55 g，

3.85 mmol）加入，搅拌 0.5 h，再将 TEA（1.16 g，11.5 mmol）滴入，滴毕，搅拌过夜。

加入水与乙酸乙酯萃取 2 次，有机层用 Na2SO4 干燥，减压浓缩，过柱子纯化

（TLC:PE:EA=3:1） 得到纯品 7-4 约 0.6 g。将化合物 7-4（0.6 g，1.79 mmol）溶于 10 mL

甲醇中，加入 0.2 g 的 10% Pd/C，排空，通入氢气，搅拌 3 h。抽滤去除 Pd/C，滤液减
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压浓缩，粗品经过柱子纯化（TLC:PE:EA=5:1）得到纯品化合物 7-5 约 0.22 g。将化合物

7-5（0.2 g，0.59 mmol）溶于 6 mL THF 中，加入 6 mL 的 NaOH 溶液（2 mol/L），加

热至 80℃，搅拌 l h。将 HCl 将 pH 调至 3 左右，用乙酸乙酯萃取 3 次，有机层用 Na2SO4

干燥，滤液减压浓缩，粗品经过柱子纯化（TLC:PE:EA=5:1）得到纯品约 100 mg，即辣

椒素、姜辣素类物质半抗原 2-羟基-3-甲氧基-5-(3-氧代环)苯甲酸。 

采用液质联用仪鉴定其纯度，采用核磁共振氢谱（1HNMR，共振频率为 400 MHz）

鉴定半抗原结构。 

2.3.5  辣椒素、姜辣素类物质广谱性人工完全抗原的合成及浓度测定 

分别称取 20.16 mg 6-(4-羟基-3-甲氧基苯基)-4-氧己烷酸，25.76 mg 2-羟基-3-甲氧基

-5-(3-氧代环)苯甲酸（均约 0.08 mmol）于 2 个 4 mL 离心管中，加入体积小于 400 μL DMF

溶解，分别称取 11.6 mg（约 0.1 mmol） NHS 于离心管中，室温搅拌反应 30 min。称

取 20.6 mg（约 0.1 mmol）DCC 溶于 100 μL DMF 中，将 DCC/DMF 溶液用 100 μL 移液

枪分别逐滴滴加到离心管中，室温搅拌 4 h 后，4℃静置过夜。各配制二份 6 mL，7 mg/mL 

BSA 和 OVA 蛋白液，稀释液为 PBS（0.01 moL，pH 7.4），前者用于制备免疫原，后

者用于制备包被原。取过夜后的上述反应液于离心管中 8000 rpm 离心 5 min，取上清活

泼酯液，用 100 μL 移液枪在 30 min 之内分别逐滴滴加到上述蛋白液中，一般每滴加一

滴时间间隔为 1.5~2 min。边滴加边在磁力搅拌机下搅拌，加样结束后，混合液于室温下

搅拌 4 h。搅拌结束后，将反应液置于透析袋内，加入 PBS（0.01 moL，pH 7.4）于 4℃

冰箱内进行透析，每 4 h 更换一次透析液，共透析 60 h。透析结束后，测定蛋白质浓度，

置于-20℃冰箱备用。 

采用考马斯亮蓝法测定完全抗原浓度。具体步骤为：每种包被抗原对应 11 个 1.5 mL

离心管，并编号，1~8 号管中加入标准蛋白溶液，9~11 为样品管。按照表 2.2 进行 0.4 

mg/mL 及待测样品的添加，继续加入超纯水至总体积为 0.1 mL。各管充分混匀后均加入

1 mL 考马斯亮蓝染色剂工作液，立即混匀后反应 2~5 min，按照 3 孔/样，200 μL/孔于

酶标板中在 30 min 内，设置酶标仪 595 nm 处及时测定吸光度。 
 

表 2.2  考马斯亮蓝法绘制标准曲线及待测样品 

Tab. 2.2  The Coomassie blue method draws the standard curve and the samples to be tested 

 

编号 1 2 3 4 5 6 7 8 
样品 

1 2 3 

BSA（μL） 0 1 5 10 15 20 25 30 1 1.5 2 

超纯水（μL） 100 99 95 90 85 80 75 70 99 98.5 98 

考马斯亮蓝溶液（μL） 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
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2.4  结果与讨论 

2.4.1  抗体 Fv 与姜辣素类物质的分子对接 

我们利用已有的 CPC Ab-D8 同源建模结果与姜辣素类物质进行分子对接（图 2.2，

表2.3）。通过对接模拟来预测小分子与CPC Ab-D8的结合模式和结合亲和力，抗体CDRs

包围的口袋被定义为假定的结合位点。结合已有的 CPC Ab-D8 与辣椒素类物质对接的

研究结果[31]发现，5 个分子的结合自由能得分如表 2.2 所示，对接化合物与抗体的结合

亲和力预测顺序为：二氢辣椒素>辣椒素>合成辣椒素>6-姜酚>姜酮。这与实际检测结果

表现出一致性，也验证了我们方法的可行性。 

 
表 2.3  CPC Ab-D8 与辣椒素、姜辣素的对接得分 

Tab. 2.3  The docking score of capsaicinoids and gingerols with CPC Ab-D8 

 

 

如图 2.2，从 6-姜酚、姜酮与 CPC Ab-D8 的结合模式可以看出，6-姜酚、姜酮与 CPC 

Ab-D8 的结合位点形成了合适的空间互补性。另外，6-姜酚、姜酮与 CPC Ab-D8 之间形

成氢键，与周围残基之间形成 VDW 相互作用。配体的苯环与 H-CDR3 中的 Ser96 侧链

形成 OH-Pi 相互作用。这些相互作用主要有助于 6-姜酚、姜酮与 CPC Ab-D8 的结合。

此外，6-姜酚的酚羟基氧原子作为氢键供体，与受体 L-CDR3 的 Thr90 主链中的氧原子

形成氢键。6-姜酚的羟基氧原子作为氢键供体，与受体 H-CDR3 的 Gly94 主链中的氧原

子形成氢键。姜酮的碳烷基氧原子作为氢键受体，与受体 H-CDR1 的 Tyr27 侧链中的氧

原子形成氢键，该配体与 L-CDR3 中 Trp94 的侧链形成 CH-Pi 相互作用。 

为了更直观地显示不同的小分子与抗体对接的作用力，我们使用维恩图表示 5 种分

析物与 CPC Ab-D8 的对接结果。我们发现苯环，酚羟基，甲氧基，长链烷基中的羰基

等基团是与 CPC Ab-D8 形成氢键等关键作用力的主要官能团。这也说明，这些基团对

产生辣椒素、姜辣素类物质广谱性抗体的免疫体系有着举足轻重的作用。因此，我们将

这些基团作为设计辣椒素、姜辣素类物质半抗原的关键因素。从对接模型还可以看出，

长链烷基和羰基在辣椒素和姜辣素的共同识别中作用明显。 
 

配体名称 结合能(kcal/mol) 数据来源 

二氢辣椒素 -6.361 

[31] 辣椒素 -6.221 

合成辣椒素 -6.196 

6-姜酚 -5.82 
This work 

姜酮 -4.83 
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图 2.2  （A、B）/（C、D）：CPC Ab-D8 与小分子 6-姜酚和姜酮对接复合物的 2D/3D 形貌图； 

（E、F）：6-姜酚和姜酮分别与 CPC Ab-D8 结合的表面形态 

Fig. 2.2  (A, B)/(C, D): 2D/3D binding mode depiction of the docked complex of CPC Ab-D8 and the small 

molecule 6-Gingerol and Vanillylacetone, respectively;  

(E, F): surface morphology of 6-Gingerol and Vanillylacetone binding with CPC Ab-D8, respectively 

 

 

图 2.3  辣椒素、姜辣素类物质与 CPC Ab-D8 对接的氨基酸残基分类维恩图 

Fig. 2.3  The Venn diagram of classification of amino residues of CPC Ab-D8 docked to capsaicinoids and 

gingerols 
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表 2.4  CPC Ab-D8 与小分子之间的强分子作用力 

Tab. 2.4  Strong intermolecular contacts between CPC Ab-D8 and small molecules. 

 

2.4.2  计算机静电势能辅助分析 

由电子性质引起的空间位阻和相互作用被认为是影响抗原-抗体识别的关键因素

[88]。为了指导半抗原的设计和合成，筛选出理想的辣椒素类物质抗体，我们利用计算机

软件绘制了分析物几何结构和 ESP。从图 2.4 可以发现，Hapten X、Hapten 4 和 Hapten 5

的 ESP 与辣椒素（Hapten 2）、二氢辣椒素（Hapten 3）和合成辣椒素最为相似，电极

面积集中在-OH 和-C=O 基的中心，而电极的正极面积集中在-NH 基的中心，这表明酰

胺基团在免疫反应中起着重要作用。与 Hapten 4 和 Hapten 5 相比，Hapten X 的几何构象

和 ESP 分布表明（图 2.4-a），侧链增加的长链烷基的电中性表面具有较高的疏水性。

对于 Hapten 4 和 5（图 2.4-f，2.4-g），电磁域集中在 O 原子上，而正电域集中在 H-O

和 H-N 基团的 H 原子上。这表明酚类物质对免疫反应的重要性不能被低估，这与已有

研究的实验结果相一致[111]。辣椒素类物质抗体对 Hapten 4 和 Hapten 5（IC50<1.4µg/mL）

对接分析物 数量 作用力、识别位点及决定簇互补区 

6-姜酚、辣椒素、二氢辣椒素 
合成辣椒素、姜酮 

1 VDW Phe95 H-CDR3 

辣椒素、二氢辣椒素、 
合成辣椒素、姜酮 

1 VDW Phe92 L-CDR3 

6-姜酚、辣椒素、 
7-二氢辣椒素、姜酮 

1 VDW Gly89 L-CDR3 

辣椒素、二氢辣椒素、 
合成辣椒素 

7 

CHPi Tyr27 H-CDR1     VDW His26 H-CDR1 
HB Ser96 H-CDR3      VDW Tyr44 H-CDR2 
HB Tyr30 L-CDR1      VDW Gly94 H-CDR3 

CHPi Tyr24 L-CDR1 

6-姜酚、辣椒素、合成辣椒素 1 VDW Trp94 L-CDR3 

辣椒素、合成辣椒素 1 VDW Gly25 H-CDR1 

合成辣椒素、姜酮 1 VDW Thr90 L-CDR3 

辣椒素、合成辣椒素 2 HP Tyr47 H-CDR2    VDW Lys52 H-CDR2 

6-姜酚、姜酮 1 OHPi Ser96 H-CDR3 

二氢辣椒素 2 CHPi Tyr47 H-CDR2    NHPi Trp94 L-CDR3 

辣椒素 1 VDW Thr92 H-CDR3 

6-姜酚 5 
HB Gly94 H-CDR3    VDW Tyr27 H-CDR1 
HB Thr90 L-CDR3    VDW Tyr24 L-CDR1 

VDW His91 L-CDR3 

姜酮 2 HB Tyr27 H-CDR1    CHPi Trp94 L-CDR3 

注：HB 代表氢键, CHPi 代表 C-H…π 相互作用, NHPi 代表 C-H…π  相互作用, 
VDW 代表范德华力, HP 表示疏水相互作用. 
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具有较高的敏感性，但 Hapten 4 间隔臂的碳碳双键（C=C）不能通过几何结构和 ESP 分

析对免疫分析的影响进行有效预测。对于香草酸和阿魏酸（图 2.4-c，2.4-f），它们的

ESP 分布相似，电极域集中在 O 原子上，而正电域集中在 H-O 基团的 H 原子上。然而，

由于缺乏酰胺基团，其免疫原性较弱。 

在辣椒素半抗原的设计中，-NH 的正电域明显，但免疫效应与偶联蛋白后完全抗原

的分子间力存在一定的关系，因此需要进行深入研究。从总体分布来看，Hapten X、Hapten 

4、Hapten 5 和辣椒素的静电势分布更为相似，但这三种物质的免疫作用有所不同。Hapten 

4 的敏感性高于 Hapten 5，Hapten X 排名第三[111]。据推测，小分子与载体蛋白偶联后，

更多的氨基酸残基会与半抗原发生相互作用，最终导致相关活性位点的暴露或隐藏。我

们采用半抗原与 BSA 的赖氨酸三肽片段（Asp-Lys-His）偶联的方法，通过定量计算完

全抗原以模拟其空间构象。从图 2.4 可以发现，Hapten X 和 Asp-Lys-His 三肽的缩合产

物 Hap-X-3T-a 的结构更弯曲和灵活。然而，甲氧基的存在引起了空间位阻，限制了甲

氧基苄基胺的旋转，阻止了一些活性位点的暴露。Hap-4-3T 和 Hap-5-3T（图 2.4-f，2.4-g）

的 ESP 在结构上趋于线性，这与 Hap-X-3T-a 形成鲜明的对比。其负电区集中在 Asp 周

围，而正电区集中在 His 周围。此外，它们含有更多的含氧官能团，从而形成更多的分

子间氢键，使其可能更亲水[112]，这对分析和检测的效率非常重要。无论使用 Hapten 

A-GA-OVA、Hapten 4-OVA 或 Hapten 5-OVA 作为包衣抗原，抗血清 Pa-B2 对辣椒素、

合成辣椒素和二氢辣椒素的敏感性依次降低[111]。这可能是辣椒素长碳链末端的碳-碳双

键（C=C）降低了长碳链空间结构的灵活性。这也表明使用刚性间隔臂将半抗原连接到

蛋白质上可以降低灵活性，并暴露出更多的活性位点。同时，疏水相互作用和静电相互

作用均得到增强。此外，异丙基（-CH(CH)2）的空间结构可能比无支链的长碳链更稳定，

从而可能有助于提高辣椒素抗体的结合能力，提高检测的灵敏度。 

为了产生对辣椒素、姜辣素类物质具有高亲和力和特异性的单克隆抗体，本研究借

助已有的 CPC Ab-D8 与姜辣素类物质的分子对接，明确了苯环，酚羟基，甲氧基，长

链烷基中的羰基等重要官能团。我们已有研究数据发现静电势分析可以有效的提高半抗

原的筛选效率，从而大大减轻高质量抗体制备过程中的工作量[111]。除此之外，刚性间

隔臂可以提高免疫原性[89,111]。在半抗原设计中，除了关键官能团对免疫原性至关重要以

外，连接臂位点及连接臂长度对于关键官能团的暴露也十分重要[113,114]。基于以上分析，

我们设计合成了 2 种新的半抗原（图 2.1），他们均保留了上文中提到的关键官能团，

不同的是 Hapten 1 将羧基引入长链末端，而 Hapten 7 在苯环上引入羧基基团和葵酮。另

外，分析物辣椒素、二氢辣椒素及阿魏酸也作为半抗原以进行全面的分析研究[53]。除此

之外，选择已有报道的两种辣椒素类物质半抗原也是有必要的[45]。 
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图 2.4  在 B3LYP/6-311g (d，p) 处，预测的优化结构及其对应的静电势能面，将 ESP 设置为

-0.04~0.04a.u，（a-c）辣椒素半抗原；（d）合成辣椒素；（e-g）半抗原和赖氨酸三肽偶联物 

Fig. 2.4  The optimized structure predicted and its corresponding ESP energy surface at 

 B3LYP/6-311g (d, p), the equivalent of ESP is set to –0.04 to 0.04 a.u, (a–c) capsaicinoids haptens;  

(d) N-vanillylnonanamide; (e–g) the hapten and lysine tripeptide conjugates 

 

为了验证半抗原设计的可靠性，我们采用几何构象和静电势分析对设计的半抗原进

行分析。如图 2.5 所示，电极面积集中在酚羟基和长链烷基中的羰基以及酯基的中心。

Hapten 1-5 具有相似的几何构象和静电势表面分布。它们都具有带负电的酚羟基、甲氧

基上带负电的氧原子，带正电的甲基基团、几乎电中性的苯环，侧链中都具有电负性的

羰基和末端羧基（负电性的酯基以及正电性的羧基上的氢原子）。同时，侧链中的氮原

子或氢原子都提供了正电性的表面，这些强正电或负电区域及空间分布，可能容易与具

有高极性的结构相互作用，刺激机体产生高亲和力、高灵敏度的抗体。这与免疫实验结

果相一致。对于 Hapten 7，苯环上引入羧基基团和葵酮，这增加了苯环附近的强正电性

（羧基上的氢原子）和强负电性区域（羧基上的酯基）。同时，侧链增加的长链烷基的

电中性表面具有较高的疏水性。半抗原的静电势分析进一步证明了利用已有抗体与分析

物进行分子对接以明确关键官能团，设计广谱性半抗原策略的可行性。 
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图 2.5  在 B3LYP/6-311g（d，p）处，预测的优化结构及其对应的静电势能面，将 ESP 设置为

-0.04~0.04a.u （a-g）Hapten 1-7；（h-i）半抗原和赖氨酸三肽偶联物 

Fig. 2.5  The optimized structure predicted and its corresponding ESP energy surface at  

B3LYP/6-311g (d, p), the equivalent of ESP is set to -0.04 to 0.04 a.u.  

(a-g) Hapten 1-7; (h-i) the hapten and lysine tripeptide conjugates 

 

免疫效应与蛋白偶联后完全抗原的分子间力存在一定的关系[89]。为探究连接臂位点

对免疫效果的影响，将 Hapten 1 和 Hapten 7 与 BSA 的赖氨酸三肽片段（Asp-Lys-His）

偶联，模拟其空间构象，计算其潜在的表面分布是有必要的。从图 2.5-h，2.5-i 可以发

现，Hap-1-3T 的 ESP 构象在结构上趋于线性，且将蛋白偶联在长链烷基的末端更利于

苯环，酚羟基，甲氧基，长链烷基中的羰基等重要官能团的暴露。相反，Hap-7-3T 则因

蛋白折叠以及空间位阻等因素不利于酚羟基、甲氧基及酮基的暴露。 

2.4.3  辣椒素、姜辣素类物质广谱性半抗原合成与鉴定 

借助于已有的 CPC Ab-D8 与姜辣素类物质分子对接明确了苯环，酚羟基，甲氧基，

长链烷基中的羰基等重要官能团。我们设计合成了两种新的半抗原（图 2.1），他们均

保留了这些关键官能团，不同的是 Hapten 1 将羧基引入长链末端，而 Hapten 7 在苯环上

引入羧基基团和葵酮。 
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图 2.6  Hapten 1 的质谱和 1H 核磁共振图谱 

Fig. 2.6  The mass spectra and 1H NMR spectra of Hapten 1 
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图 2.7  Hapten 7 的质谱和 1H 核磁共振图谱 

Fig. 2.7  The mass spectra and 1H NMR spectra of Hapten 7 

 

Hapten 1 的核磁鉴定图谱及数据为：1H NMR (400 MHz, Chloroform-d) δ 6.82 (d, J = 

7.9 Hz, 1H), 6.72 – 6.62 (m, 2H), 5.48 (brs, 1H), 3.87 (s, 3H), 2.89 – 2.61 (m, 8H). 

Hapten 7 的核磁鉴定图谱及数据为：：1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ 7.11 (s, 1H), 

6.73 (s, 1H), 3.69 (s, 3H), 2.70 – 2.60 (m, 4H), 2.39 (t, J = 7.3 Hz, 2H), 1.41-1.46 (m, 2H), 

1.21-1.30 (m,8H), 0.85 (t, J = 6.6 Hz, 3H). 
Hapten 1 的液相色谱鉴定图见图 2.6，出峰时间为 5.11，其含量为 98.3%；Hapten 7

的液相色谱鉴定图见图 2.7，出峰时间为 7.53，其含量为 99.3%。以上结果说明合成的两

种半抗原化合物具有较高的纯度，具备用于合成人工完全抗原的条件。 
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2.4.4  辣椒素、姜辣素类物质广谱性人工完全抗原的合成及浓度测定 

采用考马斯亮蓝法测定人工完全抗原浓度[108]，以标准蛋白浓度为横坐标，吸光度

为纵坐标绘制标准曲线，如图 2.8 所示，其线性回归方程为 Y=21.35818X+0.33518，

R2=0.991。依据回归方程计算可知，4 种人工完全抗原的浓度分别为：Hapten 1-OVA：

2.79 mg/mL；Hapten 1-BSA：5.11 mg/mL；Hapten 7-OVA：2.00 mg/mL；Hapten 7-BSA：

7.00 mg/mL。 
 

 

图 2.8  BSA 浓度标准曲线（考马斯亮蓝法） 

Fig. 2.8  BSA concentration standard curve (Coomassie blue method) 

 

2.5  本章小结 

本章利用分子对接辅助设计筛选辣椒素、姜辣素类物质广谱性半抗原的策略，在明

确重要官能团的基础上设计合成了两种辣椒素姜辣素类物质广谱性半抗原，分别为

Hapten 1 和 Hapten 7，在大幅减少工作量的同时实现半抗原的有效筛选，同时为解决餐

厨废弃油脂单一性指标问题提供了可能。 

利用高斯软件进一步研究已有辣椒素类物质半抗原/人工抗原的几何结构和 ESP。为

全面研究，我们结合前人实验结果分析发现，ESP 分析能有效地提高半抗原的筛选效率。

然而，我们只分析了三肽和半抗原的偶联物。这与实际的免疫抗原很大不同。因此，半

抗原与偶联蛋白之间的弱相互作用以及免疫抗原对抗体质量的影响有待进一步研究。同

时，半抗原的静电势分析进一步证明了利用已有 CPC Ab-D8 与姜辣素类物质分子对接，

明确关键官能团设计广谱性半抗原的策略的可行性。 

将获得的辣椒素、姜辣素类物质半抗原与 OVA 和 BSA 偶联作为包被抗原和免疫抗

原，并完成了半抗原的合成和纯度鉴定，同时，采用考马斯亮蓝法测定人工完全抗原浓

度。 
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第三章  单克隆抗体制备及抗原-抗体识别机制的研究 

3.1  引言 

免疫分析作为一种广泛使用的检测方法，在现场检测方面具有显著的优势，已广泛

应用于食品、环境、医药等检测领域[85]。抗体作为识别原件，在免疫分析方法中有着举

足轻重的作用。广谱性抗体可以识别一组具有相似化学结构的化合物，它提供了一种经

济的方式检测多种污染物[86,115]。这为解决餐厨废弃油脂单一性指标问题提供了一个有效

的思路。因此，为解决餐厨废弃油脂掺假问题，有必要开发广谱性单克隆抗体。辣椒素、

姜辣素类物质通用抗体的研制成为解决单一性指标问题的有效方法，可以显著提高检测

判别结果的可靠性。除此之外，抗原-抗体的识别机制是整个免疫检测技术的基础。了解

广谱性抗体的识别机制对于广谱性半抗原的设计、优质抗体的筛选、抗体的应用性能的

提高以及免疫分析方法的建立有着重要的理论意义和实践价值。 

基于以上分析和思考，我们利用制备的完全抗原对小鼠进行免疫，将免疫效果好的

小鼠用于细胞融合。通过采用标准品浓度依筛选次数增大而递减的筛选策略，以期获得

对辣椒素、姜辣素类物质都有较好识别的广谱性抗体。同时，本研究利用收集的 5 种完

全抗原及对应抗体与我们的完全抗原及抗体进行交叉组合，进一步明确抗原抗体识别机

制，为食用油中多种小分子外源标志物同步免疫分析提供理论依据和技术支撑，并选取

的最佳组合（Hapten 5-OVA/1-F12）通过 LFIA 进行验证。 

3.2  实验材料 

3.2.1  试剂与仪器 

本章所用到的仪器与表 2.1 中的仪器相同，除此之外，还用到的其他试剂如表 3.1、

3.2 所示。 
 

表 3.1  收集的抗原抗体来源 

Tab. 3.1  Sources of the collected antigens and antibodies 

 

抗原 规格 对应抗体 来源 

Hapten 2-BSA/OVA 2 mg/mL 2-LD2 山东绿都 

Hapten 3-BSA/OVA 2 mg/mL 3-LD3 山东绿都 

Hapten 4-BSA/OVA 7 mg/mL 4-AT4 深圳安提生物 

Hapten 5-BSA/OVA 5 mg 
5-3H1 

5-D8（CPC Ab-D8） 
中国农业科学院 

Hapten 6-BSA/OVA 6 mg/mL 6-AT6 深圳安提生物 
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表 3.2  本实验所用的主要试剂 

Tab. 3.2  Main reagents of this experiment 

 

试剂 化学式 规格 厂家 

HEPES C8H18N2O4S 100 g 美国 Sigma 

L-谷氨酰胺 C5HN2O3 100 g 美国 Sigma 

RPMI-1640 基础培养基 / 500 mL 美国 Cytiva 

双抗（青链霉素）（100×） / 100 mL 美国 Thermofisher 

胎牛血清 / 100 mL 浙江天航 

非必需氨基酸（100×） / 100 mL 美国 Thermofisher 

生长因子 / 100 mL 北京博奥龙 

HAT/HT（50×） / 10 瓶 美国 Sigma 

PEG1450 H(CH2CH2O)nOH 500 g 美国 Sigma 

二甲基亚砜 C2H6OS 50 mL（生物无菌级） 美国 Sigma 

羊抗鼠 IgG-HRP / 2 mg/mL 山东绿都 

脱脂奶粉 / 450 g（18 小袋） 内蒙古伊利 

BSA / 100 g 美国 Sigma 

一水合柠檬酸 C6H8O7·H2O 500 g（分析纯） 上海国药 

3,3’,5,5’-四甲基联苯胺 C16H20N2 5 g 上海阿拉丁 

过氧化氢脲 CH4N2O·H2O2 25 g 上海阿拉丁 

AFB1-BSA / 1 mg 美国 Sigma 

AFB1-BSA / 2.5 mg/mL 中国农业科学院 

96 孔聚苯乙烯酶标板 / 3590 美国 Costar 公司 

阿魏酸 C10H10O4 20 mg 上海阿拉丁 

反式阿魏酸 C10H10O4 5 g 上海阿拉丁 

异阿魏酸 C10H10O4 10 mg 上海阿拉丁 

香草醛 C8H8O3 25 g 上海阿拉丁 

香草酸 C8H8O4 5 g 上海阿拉丁 

2-羟基-3-甲氧基-5-(3-氧代环)苯甲酸 C18H26O5 100 mg 
美国 Jack Moore 
Associates Inc. 

2-Cyano-N-(3-methoxybenzyl) 
acetamide 

C11H12N2O2 50 mg 美国 Sigma 

3-(4-羟基-3-甲氧苯基)丙酸 C10H12O4 1 g 上海阿拉丁 

 

3.2.2  主要试剂配制 

（1）分析物存储液的配置 

所有分析物（辣椒素、二氢辣椒素、合成辣椒素、6-姜酚、6-姜稀酚、姜酮）标准
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存储液：准确称取 5 mg 分析物标准品，溶于 1 mL70%浓度的甲醇水（700 μL 甲醇与 300 

μL 超纯水混合均匀），配置成 5 mg/mL 的母液。 

（2）ELISA 主要试剂 

参考杨青青博士论文进行配置[108]。 

（3）小鼠免疫原乳化（现配现用） 

将 80 μg（以蛋白的量计）免疫抗原（提前于 4℃冰箱溶解），用 0.9%的生理盐水

稀释，并加入等体积的弗氏不完全佐剂（除第一次为弗氏完全佐剂外）于 1.5 mL 离心

管中。将封口膜封好的离心管置于调合银汞机内，设置参数为 440 r/min，震荡 20 s，每

次震荡后于冰渣中冷却 2 min，重复操作 8 次后完成乳化。 

（4）动物细胞实验主要试剂配制 

参考查传云硕士论文进行配置[116]。 

（5）SDS-PAGE（聚丙烯酰胺凝胶电泳）相关溶液配置 

参考张宁硕士论文进行配置[117]，其中 10%分离胶和 5%凝缩胶的配置按照碧云天试

剂使用说明书进行配置。 

3.2.3  实验动物与小鼠骨髓瘤细胞 

（1）4~6 周龄，SPF 级，雌性 Balb/c 小鼠，购自山东省济南市朋悦实验动物繁育有

限公司，许可证号：SCXK（鲁）20190003。 

（2）小鼠骨髓瘤细胞株 SP2/0 来源于山东风华生物技术有限公司（中国，山东省

淄博市）。 

3.3  实验方法 

3.3.1  Balb/c 小鼠免疫及抗血清检测 

使用 1 mL 无菌注射器吸取免疫试剂（期间需要低速离心含有免疫原的离心管），

最后检查注射器中空气是否排尽。将 8只 8周龄雌性Balb/c小鼠分为两组，分别用Hapten 

1-BSA 和 Hapten 7-BSA 免疫。小鼠采用的是常规免疫策略，详细的免疫策略如表 3.3 所

示。从第二次免疫开始，每次免疫后第 8 天采集小鼠抗血清样本，采用间接 ELISA 检测

其亲和力和特异性。检测中分析物浓度为 1 mg/mL，且各分析物等量混合使用，终浓度

均为 1 μg/mL。细胞融合前 3 天对小鼠进行冲击免疫，具体为将 100 μg 免疫原用生理盐

水稀释至 200 μL 后对小鼠进行腹腔注射。 

在小鼠二免至五免七天后，采用断尾取血的方法对小鼠进行血清采集，采集的血清

及时进行离心（7084 × g，5 min，去除血浆等干扰物），等体积混甘油后-20℃保存，利

用间接 ELISA 对抗血清进行亲和力、灵敏度测定。数据经 Origin 9.0 软件处理得到 IC50

值用于评价小鼠血清灵敏度。 
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表 3.3  小鼠的免疫策略 

Tab. 3.3  Immune strategies of mice 

 

免疫次序 间隔（天） 免疫剂量（μg/只） 部位/方法 佐剂类型 

一 0 80 μg 颈背部皮下多点注射 弗氏完全 

二 21 80 μg 同上 弗氏不完全 

三 42 80 μg 同上 弗氏不完全 

四 63 80 μg 同上 弗氏不完全 

五 84 80 μg 同上 弗氏不完全 

冲击免疫 细胞融合前 3 天 100 μg 腹腔注射 无 

 

间接非竞争 ELISA 步骤如下： 

（1）包被：将 2.86 μL，1.75 mg/mL 的 Hapten 1-BSA (2.50 μL，2.00 mg/mL 的 Hapten 

7-BSA)用 10 mL 碳酸盐缓冲液（0.05 mol/L，pH 9.6）稀释混匀，按照 100 μL/孔加入 96

孔酶标板微孔中，4℃反应过夜或 37℃温育 2 h，弃去包被液，用 0.05%PBST 洗涤酶标

板 3 次，扣干； 

（2）后续实验步骤参考查传云硕士论文[116]。 

（3）结果判读：以 OD450值大于或等于 1 时所对应的抗血清最高稀释倍数为 ELISA

效价值（抗血清滴度）。 

间接竞争 ELISA 步骤如下：除第（1）步骤外，其他步骤参考查传云硕士论文[116]。

另外，血清检测时所用分析物为辣椒素、二氢辣椒素、合成辣椒素、6-姜酚的混合标准

品，各标品终浓度均为 1 μg/mL，混合均匀后倍比稀释。 

3.3.2  杂交瘤细胞的制备 

（1）冲击免疫：分析小鼠抗血清 ELISA 检测结果，挑选效价和灵敏度高的两只小

鼠进行细胞融合。在细胞融合前三天对该小鼠进行冲击免疫，具体剂量及操作见表 3.3。 

（2）细胞融合的准备工作及相关实验操作参考杨青青博士论文完成[108]。 

3.3.3  阳性细胞株的筛选及单克隆化 

将融合后的细胞于 2%HAT 重悬混匀后用灭菌玻璃滴管逐滴平铺于酶标板（2 滴/

孔），置于恒温培养箱（5%CO2，37℃）中静止培养。融合七天后在倒置显微镜下观察

细胞团及细胞状态，并于每孔中补加 50 μL 1%HAT 培养液。待 50%有细胞的孔中细胞

生长至 1/6~1/4 孔时进行细胞上清检测。检测时每列细胞板对应酶标板的两列（一列分

别加 50 μL 10%甲醇 PBS 和 50 μL 对应细胞孔中细胞上清液，记为 B0；另一列分别加入

50 μL 10%甲醇 PBS 稀释的混合标准品和 50 μL 对应细胞孔中细胞上清液，标准品浓度
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依筛选次数增大而递减，记为 B）。以检测获得的 B0值及（1-B/B0）值为依据，根据总

体细胞孔样本为参考设置当次的细胞筛选标准，最终挑选出较好的阳性孔，后续继续采

用有限稀释亚克隆法对阳性细胞株进行单克隆化，具体操作为：将阳性孔中杂交瘤细胞

重悬并用显微镜进行计数后，采用梯度稀释法将细胞稀释至 103作为稀释母液，并用母

液将细胞稀释为 30 个/mL 和 5 个/mL，分别铺板至细胞板的前四列和后八列。筛选过程

中细胞培养液逐渐过渡为 RPMI-1640 完全培养基，标准品为辣椒素、二氢辣椒素、合成

辣椒素、6-姜酚的混合标准品。经过多轮筛选，获得单克隆化细胞株。 

3.3.4  阳性杂交瘤细胞的腹水制备与细胞冻存 

（1）腹水制备 

a) 小鼠致敏（腹腔注射）：挑选体重为 20 g 的雄性 Balb/c 小鼠，使用弗氏不完全

佐剂对空白小鼠进行致敏，剂量为 0.5 mL/只。 

b) 细胞复苏与培养：于液氮罐冻存盒中取阳性杂交瘤细胞，快速置于稍高于 37℃

的超纯水进行快速解冻，解冻过程中快速摇晃且防止超纯水没过冻存管盖。溶解后在超

净台中无菌操作，使用 RPMI-1640 基础培养液将复苏细胞重悬，离心（1062 × g，5 min），

弃上清。反复清洗 2 次，以免冻存液对复苏细胞产生伤害。将清洗后细胞用 RPMI-1640

完全培养液重悬，置于恒温培养箱（5%CO2，37℃）中静止培养。 

c) 腹水制备：采用腹腔注射的方法，用 PRMI-1640 基础培养液重悬的阳性细胞株

接种于致敏 5 天后的小鼠细胞密度为，1~10 × 106 个/mL。待一周后，选取腹部膨大，

活动缓慢小鼠进行腹水的收集。 

（2）细胞冻存 

将可传代细胞重悬后离心，使用细胞冻存液稀释至细胞密度为 1~5 × 106 个/mL，按

照 1 mL/管分装于 2 mL 冻存管。采用程序降温（4°C，10 min→ -20°C，30 min→液氮上

方过夜→液氮长期保存）完成细胞冻存。 

3.3.5  腹水纯化与单抗制备 

将收集的腹水离心（4°C，4427.5 × g，10 min），采用辛酸-硫酸铵沉淀法对腹水中

单克隆抗体进行纯化，具体实验操作依据张宁硕士学位论文[117]。 

3.3.6  辣椒素、姜辣素类物质广谱性单克隆抗体鉴定及性能评价 

（1）单克隆抗体纯度鉴定 

采用聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE）对纯化后的单克隆抗体进行鉴定。具体操

作如下： 

a) 组合制胶槽后检测底部是否平齐制胶槽密封的严谨性（注意手不要碰到玻璃板内
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测），组合后检测底部是否平齐，并注入蒸馏水 20 min 左右（检查制胶槽密封严谨），

此时可以顺带量一下分离胶和浓缩胶需要的体积。在确认制胶槽密封严谨的情况下，用

定性滤纸将水吸出。 

b) 配制 10%分离胶 4 mL（pH 8.8，根据实际用量配置，顺序：去离子水、Tris-HCl 

缓冲液、SDS、丙烯酰胺、30% Acr-Bis，这时确定制胶槽没有漏且用滤纸吸干水后的情

况下加入 TEMED（注意味道刺鼻）），完成后搅拌均匀，分离胶的高度为制胶槽横杠

上多一点点。 

c) 加入 10%分离胶（用 1 mL 枪头加，枪头抵在长端加入）后，用 1 mL 移液枪在

顶端均匀的、滑动的加入超纯水进行水封（高度约 1 cm），等待 40 min。分离胶凝缩后

（制胶板出现分层以后），用定性滤纸将超纯水析出。 

d) 配置 5%浓缩胶 3 mL (pH 6.8)（配置顺序：超纯水、Tris-HCl 缓冲液、SDS、丙

烯酰胺、30% Acr-Bis、TEMED（注意味道刺鼻）），并混合均匀后，用 1 mL 移液枪注

入制胶槽（枪头抵在长端加入），加满液，如果此时出现气泡，则用注射器针头清理。 

e) 将梳子插入制胶槽（梳子有字的一面向里，0.1 mm 厚的十孔梳），室温下静置

40 min 后，将制好的凝胶从制胶板上取下，安置进电泳槽（制胶玻璃板的短侧朝向电极

一侧）。 

f) 安置好后，将电泳缓冲液注入电泳槽中，（里面加满，外面的液面高度高于 1/2

电泳槽，使凝胶的上端和下端全部浸泡在电泳液中，保证形成正常电场），双手均匀用

力将梳子垂直拔出。水平观察凝胶板胶孔是否正常，如出现拔梳子时使胶孔拔弯，则用

注射器针头进行调整。 

g) 样品从冰箱取出恢复至室温后，吸取一定量 5X 上样缓冲液（可能较为粘稠，枪

头多吸打两次再加）于 PCR 管中，再加入 40 μg 待测抗体（SDS 与蛋白的结合质量比例

为：1.4 g SDS/g 蛋白质），轻微震荡混匀，100℃煮沸 5 min，离心机 10000 r/min 离心 5 

min，取上清加样（加样前离心防止拖尾）。 

h) 上样：每个跑道的蛋白上样量为 40 μg，与上样缓冲液混合液的总体积小于等于

20 μL，加样枪头多余样品用卫生纸擦除，枪头沿着凝胶板长的一端慢慢下移，找到凝

胶孔后，加入凝胶版中的孔中；吸取 5μL 蛋白 Marker 加入凝胶板的孔中。 

i) 安装电泳仪：按照红正黑负（红对红，黑对黑）进行安装，并将其连接在电泳仪

电源。检查电泳仪通电成功（电泳仪底部冒出很多气泡）。 

j) 凝缩：电压 80 V 的条件下进行电泳，时长根据实际情况进行停止（即样品带跑

到凝缩胶和分离胶界面时，凝缩完毕）。 

k) 分离：电压 120 V 的条件下进行电泳，时长根据实际情况进行停止（即样品带

跑到分离胶底部时，电泳完毕）。 

l) 考马斯亮蓝染色：用梳子将玻璃板撬开后，用注射器针头划胶的两端，使两端松
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动，切胶板切去浓缩胶，倒扣着小心取出凝胶。先于超纯水中并煮沸保持沸腾状态 1 min，

摇床染色 10 min；倒掉液体加入考马斯亮蓝染色液，煮沸，保持沸腾状态 1 min， 摇床

摇 10 min（考马斯染色液中，用考马斯亮蓝染色液于摇床上对凝胶进行染色，30 min）。 

m) 超纯水煮沸 1 min，摇床摇 10 mins，观察条带是否清晰(脱色液脱色，脱色时间

为（15~30 min），带凝胶可以看到蛋白条带时停止脱色。 

n) 成像、拍照：将要拍照的电泳胶放入后，排除气泡，擦干水珠。 

（2）辣椒素、姜辣素类物质广谱性单克隆抗体效价、灵敏度和特异性评价 

参考之前工作中开发的 icELISA[111]，我们在最优条件下对抗体进行了效价、灵敏度

和特异性评价。通过 Origin 9.0 软件计算 IC50值（半抑制浓度，导致半最大抑制的浓度）。

采用半抑制浓度和交叉反应率（CR）分别评价抗体对辣椒素类物质（辣椒素、二氢辣椒

素、合成辣椒素）、姜辣素类物质（6-姜酚、6-姜稀酚、姜酮）以及其他 8 种化合物的

敏感性和特异性。 

CR 计算公式：CR（%）=[IC50 (6-姜酚)/IC50 (结构类似物)]×100%。           （3.1） 

3.3.7  不同来源抗原抗体交叉组合 

为了克服同源包被可能导致的低抑制率的问题，不同来源抗体与不同包被原组合是

有必要的。在我们的研究中，Hapten 1-5 保留了诸如苯环，酚羟基，甲氧基，长链烷基

中的羰基等重要官能团。其中Hapten 2和3直接利用辣椒素类物质作为半抗原，而Hapten 

4 和 5 在其他人的研究中已有报道。这些为异源包被提高广谱性抗体灵敏度和特异性奠

定了基础。除此之外，Hapten 6-7 用于明确羰基以及连接臂长度和位点对辣椒素-姜辣素

类广谱性抗体产生的影响。同时，抗体与分析物（样品中游离半抗原）之间的高亲和力

很容易导致低滴度和高抑制率[118]。通过不同来源抗原抗体交叉组合，明确最佳抗原抗

体组合，在探明抗原抗体识别机制的基础上，提高抗体的灵敏度，为后期快速现场检测

方法的建立奠定了良好的基础。 

3.4  结果与讨论 

3.4.1  小鼠免疫效果检测 

（1）小鼠血清效价 

将制备的人工完全抗原进行小鼠免疫，免疫一周后采用非竞争 ELISA 测定抗血清效

价，这在一定程度上可以反应小鼠体内免疫反应的强弱。如图 3.1 所示，随着免疫次数

的增多，小鼠抗血清效价不断增高。小鼠第五次免疫所得抗血清效价与四次免疫抗血清

效价相当，说明小鼠已经产生免疫耐受。经过五次免疫，Hapten 1-BSA 和 Hapten 7-BSA

免疫的小鼠抗血清效价分别可以达到 128000 和 64000。因此，选择五免后的小鼠进行细
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胞融合。 

 

 
图 3.1  不同免疫次数下小鼠的抗血清效价，a：Hapten 1-BSA； b：Hapten 7-BSA 

Fig. 3.1  Antiserum titers of mice under different immunization times,  

a: Hapten 1-BSA; b: Hapten 7-BSA 

 

（2）小鼠血清灵敏度 

采用间接竞争 ELISA 测定抗血清灵敏度，这在一定程度上可以反应抗血清中抗体对

分析物的识别能力。本研究以辣椒素、姜辣素类物质混合标准品（辣椒素、二氢辣椒素、

合成姜辣素、6-姜酚、6-姜稀酚、姜酮）为横坐标，以吸光度值的比值 B/B0为纵坐标绘

制标准曲线。经 Origin 2018 处理获得 IC50值用于评价小鼠抗血清的灵敏度。 

 

 
图 3.2  Hapten 1-BSA 免疫小鼠抗血清的竞争曲线 

Fig. 3.2  Competition curves of antisera from mice immunized with Hapten 1-BSA 

 

图 3.2 可知，采用 Hapten 1-BSA 对小鼠五次免疫后，鼠 B61 的 IC50值最低且检测
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范围广，B62 次之。由表 3.4 可知，Hapten 7-BSA 免疫小鼠抗血清效价虽能高于 64000，

但其对辣椒素等标准品没有表现出亲和力，不能实现有效的识别。Hapten 7-BSA 未能诱

导显著的免疫反应（Best IC50 of antiserum>1000），这也印证了我们的假设，即偶联蛋

白与半抗原之间存在空间位阻，进而导致关键官能团不能得到有效暴露。也反应出连接

臂位点对免疫反应有着重要的影响。综合小鼠效价和灵敏度，选择 B61、B62 进行细胞

融合。 
 

表 3.4  小鼠血清间接 ELISA 的检测结果 

Tab. 3.4  Results of the indirect ELISA in mouse serum 

 

免疫原 阳性血清比例 滴度值 
最好抗血清的 IC50值 (ng/mL) 

2nd 

immuization 
3rd 

immuization 
4th 

immuization 
5th 

immuization 

Hapten 1-BSA 100% 128000 234.03 247.48 289.89 69.54 

Hapten 7-BSA 25% 64000 >1000 >1000 >1000 >1000 

 

3.4.2  杂交瘤细胞筛选单克隆化鉴定 

本实验对融合后的小鼠细胞采用有限稀释亚克隆法进行筛选，且随着筛选次数的增

加，标准品浓度逐渐降低，以获得高灵敏度单克隆细胞株。如图 3.3 所示，以 OD 值为

横坐标，以抑制率（1-B/B0）为纵坐标绘制细胞筛选过程中的散点图。 

 

 
图 3.3  ELISA 筛选阳性杂交瘤细胞株第三轮散点图，a：B61；b：B62 

Fig. 3.3  Third-round scatter diagram of positive hybridoma cell lines 

screened by ELISA, a: B61; b: B62 
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经过多轮的筛选，最终挑选三株杂交瘤细胞进行扩大培养，分别为 1-F12、1-G12、

1-D6，其中，1-F12、1-G12 来自同一只老鼠。 

3.4.3  腹水抗体的制备与纯化 

采用动物体内诱生法制备富含抗体的腹水，并用辛酸硫酸铵法进行抗体的纯化。通

过 SDS-PAGE 鉴定抗体纯度（图 3.4），纯化后抗体在通道中存在很少的其他蛋白，且

抗体经热处理后分解为两条主要条带，分别为 25 kDa 和 70 kDa 的轻链和重链，说明纯

化效果良好。 
 

 

图 3.4  抗体纯化后的还原结果（SDS-PAGE） 

Fig. 3.4  The reduction reaction results after antibodies purification (SDS-PAGE)  

3.4.4  辣椒素、姜辣素类物质广谱性单克隆抗体鉴定及性能评价  

（1）辣椒素、姜辣素类物质广谱性单克隆抗体效价与灵敏度评价 

为保证纯化后抗体的质量，对纯化后抗体进行亲和力和灵敏度测定是有必要的。本

研究采用间接 ELISA 对制备的单克隆抗体进行亲和力、灵敏度评价。辣椒素、姜辣素类

物质标准品各自从 4 μg/mL 开始进行系列浓度梯度稀释。由表 3.6 可知，1-F12、1-G12、

1-D6 的效价分别为 1:128000、1:64000、1:126000，抗体对所有分析物均表现出较好的识

别。另外，由表 3.6 可知，利用 Hapten 1-BSA 制备的单克隆抗体在多个组合中可以满足

我们的真实需求，即既具有广谱性，又能满足实际检测中灵敏度的要求。 
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图 3.5  辣椒素、姜辣素类物质单抗的竞争曲线 A: 1-F12；B:1-G12；C: 1-D6 

Fig. 3.5  The competition curve of mAbs. A: 1-F12; B: 1-G12; C: 1-D6 
 

（2）辣椒素、姜辣素类物质广谱性单克隆抗体特异性评价 

由于烹饪过程中辣椒素、姜辣素类物质的广泛使用，因此多种辣椒素、姜辣素类物

质可能同时存在于餐厨废弃油脂中。如表 3.5 所示，6-姜酚、6-姜稀酚、姜酮、辣椒素、

二氢辣椒素、合成辣椒素和其他 8 种结构类似物被用于评估 Hapten 1-BSA 制备的三株

单克隆抗体的特异性。三株单克隆抗体均能对辣椒素、姜辣素类素质产生较好的识别，

而抗体对其他类似物的 CR 值均较低。除此之外，1-D6 对姜辣素类物质具有更高的灵敏

度和特异性，但对辣椒素类物质识别相对较差。因此后续以另外两个广谱性抗体进行分

析。 
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表 3.5  辣椒素、姜辣素类物质广谱性单克隆抗体的特异性评价 

Tab. 3.5  Specific evaluation of monoclonal antibodies to capsaicinoids and gingerols 

 

化合物及其结构 
1-F12 1-G12 1-D6 

IC50 (ng/mL) CR (%) IC50 (ng/mL) CR (%) IC50 (ng/mL) CR (%) 

6-姜酚 
 

506.23 100.00 560.59 100.00 59.17 100.00 

6-姜稀酚 
 

974.99 51.92 1847.86 30.31 657.56 9.00 

姜酮  680.32 74.41 1020.39 54.94 165.14 35.83 

辣椒素 
 

584.43 86.62 1229.06 45.61 >4000 <1.48 

二氢辣椒素 
 

557.14 90.86 700.85 79.99 969.82 6.10 

合成辣椒素  251.58 201.22 383.16 146.31 2126.35 2.78 

阿魏酸  >4000 <12.66 >4000 <14.01 1927.36 3.07 

异阿魏酸 
 

>4000 <12.66 >4000 <14.01 2128.07 2.78 

香草醛  >4000 <12.66 >4000 <14.01 1981.61 2.99 

反式阿魏酸 
 

>4000 <12.66 >4000 <14.01 >4000 <1.48 
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续表 

香草酸  >4000 <12.66 >4000 <14.01 1717.20 3.45 

2-羟基-3-甲氧基-5-(3-氧代环)苯甲酸 
 

>4000 <12.66 >4000 <14.01 1952.80 3.03 

2-Cyano-N-(3-methoxybenzyl) acetamide  >4000 <12.66 >4000 <14.01 >4000 <1.48 

3-(4-羟基-3-甲氧苯基)丙酸 
 

>4000 <12.66 >4000 <14.01 2175.33 2.72 
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3.4.5  不同来源抗原抗体的ELISA 交叉组合 

3.4.5.1  辣椒素、姜辣素类物质最佳抗原抗体组合 

通过制备的辣椒素、姜辣素类物质抗原抗体同收集的抗原抗体交叉组合（表 3.6）

发现，Hapten 5-OVA/1-F12 表现出极好的亲和力和灵敏度（图 3.6）。 

 

图 3.6  最优组合条件下的 ELISA 抑制曲线（Hapten 5-OVA/1-F12） 

Fig. 3.6  ELISA inhibition curves under the optimal combination (Hapten 5-OVA/1-F12) 

3.4.5.2  抗原-抗体识别机制研究 

分析表 3.6 发现，利用 Hapten 1-BSA 制备的单克隆抗体在多个组合中均可以有效识

别 6 种分析物。令人惊奇的是，利用 Hapten 2-BSA 和 Hapten 3-BSA 制备的抗体虽然在

同源 ELISA 中对姜酮不能实现有效识别，但对另外五种分析物表现出高灵敏度，检测范

围窄是其存在的缺陷。以广谱性抗体为主要研究对象，分析数据可以发现，Hapten 5-OVA

作为包被原时，广谱性抗体的灵敏度最高，其次是 Hapten 4-OVA（即抗体对 Hapten 

4-OVA 的亲和力更好）。结合这两个人工完全抗原在包被条件下，相同抗体所得滴度的

数据也印证了这一点。这说明双键的存在使得半抗原长链烷基形成刚性间隔臂，这利于

Hapten 4-OVA 中关键活性位点的暴露。实验结果也再次证实了我们之前的研究结论[111]。

当Hapten 6-OVA 作为包被原时，只有Hapten 1-BSA产生的抗体可以对分析物有效识别。

说明连接臂长度、长链烷基和羰基在免疫反应中扮演着重要的角色；而当 Hapten 2，

3-OVA 作为包被原时，Hapten 1-BSA 和 Hapten 6-BSA 产生的抗体对分析物都没有较好

的识别。这说明 Hapten 1-BSA 产生的抗体能够有效识别 Hapten 2，3-OVA，而对 Hapten 

6-OVA 识别能力弱。而分析物中辣椒素、二氢辣椒素分子结构分别与 Hapten 2，3 相同，

这充分说明与 OVA 偶联后，半抗原构象发生变化，且活性位点得到暴露。而 Hapten 2，

3 对应的抗体却对姜酮识别能力差。猜测酰胺基团的存在不利于辣椒素、姜辣素类物质

广谱性抗体的产生，这与我们预测的结果一致。此外，由于分析物的多样性，对长链烷

基适当的修改可以有效提高广谱性抗体对所有分析物的灵敏度。 
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表 3.6  不同来源抗体/包被抗原的交叉组合 

Tab. 3.6  Cross-over combinations of antibodies/coated antigens from different sources 

 

包被原 抗体 滴度值 a 

IC50 (ng/mL) 

辣椒素 

 

二氢辣椒素 

 

合成辣椒素 

 

6-姜酚 6-姜稀酚 

 

姜酮 

 

Hapten 1-OVA 

 

1-F12 1:128000 584.43 557.14 251.58 506.23 974.99 680.32 

1-G12 1:64000 1229.06 700.85 383.16 560.59 1847.86 1020.39 

1-D6 1:126000 >4000 969.82 2126.35 59.17 657.56 165.14 

2-LD2 1:1000 118.75 9.47 6.50 24.79 11.72 >4000 

3-LD3 <1000 -b - - - - - 

4-AT4 1:15000 5.02 5.81 20.14 4.93 25.66 >4000 

5-3H1 1:24000 1159.67 15.98 21.57 38.97 441.24 >4000 

5-D8 1:7000 39.87 5.82 20.61 23.28 223.58 >4000 

6-AT6 1:3000 >4000 >4000 >4000 >4000 >4000 >4000 

Hapten 2-OVA 

 

1-F12 1:64000 >4000 >4000 >4000 >4000 >4000 >4000 

1-G12 1:34000 >4000 >4000 >4000 >4000 >4000 >4000 

1-D6 1:96000 >4000 >4000 1780.11 1147.33 1897.43 2769.82 

2-LD2 1:32000 9.61 4.85 1.70 1436.16 0.57 >4000 

3-LD3 1:30000 10.16 1.24 1.73 1821.65 6.82 >4000 

4-AT4 1:3000 132.83 57.33 135.50 >4000 >4000 >4000 

5-3H1 1:32000 547 102.63 8.30 >4000 >4000 >4000 

5-D8 1:6000 540.41 166.52 59.50 >4000 >4000 >4000 
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续表 

Hapten 2-OVA 6-AT6 1:16000 >4000 >4000 >4000 >4000 >4000 >4000 

Hapten 3-OVA 

1-F12 1:64000 >4000 >4000 >4000 >4000 >4000 >4000 

1-G12 1:34000 >4000 >4000 >4000 >4000 >4000 >4000 

1-D6 1:96000 >4000 >4000 >4000 27.78 1025.79 23.55 

2-LD2 1:40000 17.15 1.54 1.21 1.78 3.26 >4000 

3-LD3 1:32000 30.08 0.62 1.46 2182.32 4.99 >4000 

4-AT4 1:3000 270.36 253.87 41.57 >4000 >4000 >4000 

5-3H1 1:64000 794.17 253.86 242.95 >4000 >4000 >4000 

5-D8 1:8000 564.57 55.75 100.25 >4000 >4000 >4000 

6-AT6 1:16000 >4000 >4000 >4000 >4000 >4000 >4000 

Hapten 4-OVA 

 

1-F12 1:128000 796.54 415.85 202.52 401.26 134.01 380.79 

1-G12 1:64000 835.06 724.69 177.53 410.84 136.05 423.72 

1-D6 1:16000 917.16 701.28 223.85 297.53 133.75 331.25 

2-LD2 1:32000 1.19 0.73 0.03 1.01 2.38 1249.17 

3-LD3 1:16000 3.87 1.84 4.75 271.08 1.37 >4000 

4-AT4 1:8000 6.51 10.68 4.37 >4000 61.38 >4000 

5-3H1 1:64000 25.86 11.35 4.04 1062.82 128.01 >4000 

5-D8 1:8000 28.78 10.90 2.74 1030.07 359.44 >4000 

6-AT6 1:36000 >4000 >4000 >4000 >4000 >4000 >4000 

Hapten 5-OVA 

 

1-F12 1:128000 481.51 143.57553 88.13 122.83 117.6092 283.22 

1-G12 1:64000 339.39 373.58 143.29 195.53 107.14 114.02 

1-D6 1:32000 939.17 588.73 223.33 132.86 71.79 121.68 
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续表 

Hapten 5-OVA 

2-LD2 <1000 - - - - - - 

3-LD3 <1000 - - - - - - 

4-AT4 1:4000 3.79 3.13 2.00 481.65 19.64 >4000 

5-3H1 1:48000 103.27 31.24 5.46 670.41 310.76 >4000 

5-D8 1:12000 45.59 13.19 9.81 1036.51 310.76 >4000 

6-AT6 1:15000 >4000 1460.54 637.10 425.62 2926.40 2191.15 

Hapten 6-OVA 

 

1-F12 1:4000 1354.43 884.10 438.54 631.69 233.65 219.94 

1-G12 1:4000 661.85 351.51 251.65 284.44 86.21 263.37 

1-D6 1:1000 264.34 167.92 152.52 150.56 50.30 199.80 

2-LD2 <1000 - - - - - - 

3-LD3 <1000 - - - - - - 

4-AT4 <1000 - - - - - - 

5-3H1 <1000 - - - - - - 

5-D8 <1000 - - - - - - 

6-AT6 1:32000 >4000 >4000 >4000 >4000 >4000 >4000 

注：a 滴度为当 OD450值为 1.00±0.20 时抗血清稀释比； 
b 由于效价值较低，因此未测量半抑制浓度； 

c半抗原 7-OVA 免疫的小鼠未能诱导显著的免疫反应（抗血清滴度值小于 1000） 
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3.4.5.3  试纸条初步实验 

为探究实用性，我们将制备的抗体在最优组合的条件下进行初步实验，实验效果可

观，横向免疫层析试纸条在加入标准品以后表现出条带抑制。 

 

 

图 3.7  基于横向免疫层析试纸条的单抗 1-F12 选择性评价 

Fig. 3.7  Evaluation of mAb 1-F12 selectivity based on lateral flow immunochromatographic strips 

3.5  本章小结 

利用制备的辣椒素、姜辣素类物质完全抗原 Hapten 1-BSA，Hapten 7-BSA 免疫小鼠，

小鼠血清检测效价随免疫次数增加而增加，且 Hapten 1-BSA 免疫的小鼠表现出较高的

灵敏度，说明小鼠免疫效果良好；但 Hapten 7-BSA 未能诱导显著的免疫反应。 

取免疫效果最好的两只小鼠脾细胞与 SP2/0 骨髓瘤细胞进行细胞融合，经过标准品

浓度逐渐降低的筛选策略对融合细胞进行多轮筛选后，最终筛选获得 3 株对辣椒素、姜

辣素类物质具有良好识别和特异性的单克隆细胞株，分别为 1-F12、1-G12、1-D6。其中，

1-F12 分泌的单克隆抗体对辣椒素、姜辣素类物质均能得到有效识别，1-D6 对姜辣素类

物质表现出高灵敏性。 

通过不同来源抗原抗体 ELISA 交叉组合发现，半抗原刚性间隔臂的形成可能有利于

完全抗原中关键活性位点的暴露；连接臂长度、长链烷基和羰基在免疫反应中扮演着重

要的角色；半抗原与 BSA、OVA 的偶联可能会改变半抗原的构象，从而影响活性位点
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的暴露；酰胺基团的存在不利于辣椒素、姜辣素类物质广谱性抗体的产生，酮基则相反；

由于待测分析物的多样性，对长链烷基适当的修改可以有效提高制备广谱性抗体对所有

分析物的灵敏度。最终明确了检测辣椒素、姜辣素类物质的最佳抗原抗体组合，即 Hapten 

5-OVA/1-F12。这在探明抗原抗体识别机制的基础上，提高了抗体的灵敏度，为后期快

速现场检测方法的建立奠定了良好的基础。 

利用最佳抗原抗体组合进行了 LFIA 的初步实验，试纸条在加入标准品以后表现出

明显的条带变化。 
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第四章  基于 FPIA 方法快速监测餐厨废弃油脂 

4.1  引言 

对于餐厨废弃油脂成分的复杂性及现场快速检测的特殊要求，迫切需要一种简单、

快速的现场检测方法。传统的检测手段需要大型设备以及专业技术人员，无法满足快速、

现场检测的要求。ELISA 和 LFIA 是快速检测的代表性方法。然而，ELISA 为非均相检

测，反复和较长的检测周期、严谨的操作技术限制了其广泛应用。LFIA 作为定性和半

定量的检测方法，不具有高准确度和灵敏度。FPIA 作为一种均相荧光法，通过荧光标

记的抗原衍生物（示踪剂）和特异性抗体的相互作用，在短时间内确定分析物，达到高

灵敏度、准确、快速现场检测的目的[97]。已广泛应用于环境检测、食品安全分析、药物

筛选、生物代谢物等领域。 

为解决受广泛关注的食用油领域掺假、伪造等食品安全问题，本实验以化学性质稳

定的辣椒素为餐厨废弃油脂掺伪标志物，开发了一种基于均相溶液体系中使用单克隆抗

体测定餐厨废弃油脂中辣椒素的荧光偏振免疫测定（FPIA）。将制备的荧光素硫代氨基

甲酰基乙二胺（Fluoresceinthiocarbamyl ethylenediamine, EDF）与辣椒碱半抗原 Hapten 5

偶联，通过薄层层析法（Thin layer chromatography, TLC）纯化合成的示踪剂与CPC Ab-D8

表现出良好的结合。研究了示踪剂及识别元件的浓度、缓冲液的种类及酸碱度、孵育时

间对 FPIA 性能的影响。与其他检测辣椒素的方法相比，FPIA 表现出灵敏度高、特异性

高、操作简单、设备体积小和孵育时间短等全面的优势。实验结果证明，荧光偏振检测

技术能够实现辣椒素的快速检测，具有实现餐厨废弃油脂现场甄别的潜力。 

4.2  实验材料 

4.2.1  试剂与仪器 

本章所用到的所有化合物结构用 Chem draw 19.0，软件绘制，所有数据使用用 Origin 

9.0 软件处理，试剂和耗材如表 4.1 所示，主要仪器如表 4.2 所示。 
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表 4.1  实验所用的试剂和耗材 

Tab. 4.1  Main reagents and material of the experiment 

 

试剂名称 纯度 生产厂家 

硼酸 AR 国药集团化学试剂有限公司 

十水合四硼酸钠 AR 烟台市双双化工有限公司 

氯化钠 AR 国药集团化学试剂有限公司 

十二水合磷酸氢二钠 AR（99%） 上海麦克林生化有限公司 

二水合磷酸二氢钠 AR 国药集团化学试剂有限公司 

三羟甲基氨基甲烷（Tris） BR 国药集团化学试剂有限公司 

甲醇 AR 国药集团化学试剂有限公司 

三氯甲烷 AR 国药集团化学试剂有限公司 

丙三醇（甘油） AR 烟台市双双化工有限公司 

合成辣椒碱 ＞98% 上海阿拉丁生化科技股份有限公司 

Hapten 5-BSA 5 mg/mL 中国农业科学院油料作物研究所 

CPC Ab-D8 6 mol/L 中国农业科学院油料作物研究所 

玉米胚芽油 / 西王食品股份有限公司 

大豆油 / 山东香驰粮油有限公司 

花生调和油 / 中粮黄海粮油工业（山东）有限公司 

 
表 4.2  实验所用的主要仪器 

Tab. 4.2  Main instrument of the experiment 

 

仪器名称 型号 生产厂家 

便捷式荧光偏振检测仪 SENTRY 201 Ellie 国际集团股份有限责任公司 

旋转蒸发仪 RE-2000A 上海亚荣生化仪器厂 

循环水试多用真空泵 SHZ-D（Ⅲ） 河南省予华仪器有限公司 

电子分析天平 AL-104 梅特勒-托利多仪器（上海）有限公司 

超声波清洗仪 SK 3300H 上海科导超声仪器有限公司 

超纯水系统 Cascagda 美国 PALL 公司 

实验室 pH 计 FE20K 上海智光仪器仪表有限公司 

快速混匀器 SZ-1 常州普天仪器制造有限公司 

高速冷冻离心机 ST 16R 赛默飞世尔科技（中国）有限公司 

电热鼓风干燥箱 DHG-9070A 上海飞越实验仪器有限公司 

移液枪 0.5~5000μL 德国艾本德（Eppendorf）股份公司 

通风橱 BM221 淄博豪迈实验室装备有限公司 

三用紫外分析仪 ZF-1 凯林贝尔实验室仪器 
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4.2.2  主要溶液配制 

（1）硼酸缓冲液： 

A 液：1.2368 g 硼酸+0.2928 g NaCl+100 mL 超纯水；B 液：1.9070 g 十水合四硼酸

钠+100 mL 超纯水。通过使用 pH 计和下表 4.3 调配硼酸缓冲溶液的 pH 值，比如当配制

pH 值为 7.8 时，需要 A 液 8 mL，B 液 2 mL，配制 10 mL 的缓冲液。 
 

表 4.3  不同 pH 的硼酸缓冲液配制表 

Tab. 4.3  Preparation table of borate buffer for different pH 

 

pH 值 A 液（mL） B 液（mL） pH 值 A 液（mL） B 液（mL） 

7.4 9.0 1.0 8.2 6.5 3.5 

7.6 8.5 1.5 8.4 5.5 4.5 

7.8 8.0 2.0 8.7 4.0 6.0 

8.0 7.0 3.0 9.0 2.0 8.0 

 

（2）PBS 缓冲液： 

A 液：3.5822 g 十二水合磷酸氢二钠+100 mL 超纯水；B 液：1.5603 g 二水合磷酸二

氢钠+100 mL 超纯水。按照下表 4.4 中的体积比配制，如 A 液取 8.1 mL，B 液取 1.9 mL，

配制成 pH 为 7.4 的硼酸缓冲液，表 4.4 中 pH 值为此次实验所使用的 pH 值。 
 

表 4.4  不同 pH 的 PBS 缓冲溶液配制表 

Tab. 4.4  Preparation table of PBS buffer solutions for different pH 

 

pH 值 A 液（mL） B 液（mL） pH 值 A 液（mL） B 液（mL） 

6.0 1.23 8.77 7.4 8.10 1.90 

6.5 3.15 6.85 7.5 8.40 1.60 

7.0 6.20 3.80 8.0 9.47 0.53 

 

（3）Tris-HCl 缓冲液： 

Tris 碱溶液：12.113 g Tris+100 mL 超纯水；0.1 mol/L HCl 溶液：1.2 mL 6 mol/L 

HCl+998.8 mL 超纯水。配制方法为 50 mL 0.1 mol/L 三羟甲基氨基甲烷（Tris）溶液与 X 

mL 0.1 mol/L 盐酸混合后，加水稀释至 100 mL。X 按表 4.5 中的体积。 
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表 4.5  不同 pH 值时 X 的体积表 

Tab. 4.5  Volume table of X at different pH values 

 

pH 值 X（mL） pH 值 X（mL） 

7.1 45.7 8.1 26.2 

7.4 42.0 8.6 12.4 

7.6 38.5 8.9 7.0 

 

4.3  实验方法 

4.3.1  荧光素硫代氨基甲酰基乙二胺（EDF）示踪剂的制备 

 
图 4.1  示踪剂 EDF 的合成路线及其结构  

Fig. 4.1  Synthetic route for EDF tracers and its structure 

 

本研究参照 Pourfarzaneh 等人[119]的方法，利用 FITC 合成 EDF，如图 4.1 所示。首

先，将 200 mg（1.5 mmol）的盐酸乙二胺溶解在 50 mL 甲醇和 0.5 mL 三乙胺的混合物

中。同时，将 117 mg（0.3 mmol）的 FITC 溶解在 10 mL 甲醇和 100 μL 三乙胺的混合物

中。然后，将 FITC 溶液滴加入乙二胺溶液中搅拌 30 分钟。将反应混合物在室温黑暗中

搅拌 1~2 h，在室温黑暗中保存过夜（不搅拌）。橙色沉淀通过 Watman 滤纸过滤，然

后用 10 mL 甲醇洗涤，在室温黑暗的空气中干燥。最后，得到了 90 mg 的 EDF。 
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4.3.2  示踪剂的合成、分离和纯化 

（1）示踪剂的合成 

考虑到辣椒素类物质的关键基团为甲氧基、酚烃基和酰胺基，间隔臂的存在可以有

效保护关键基团，从而达到抗原抗体特异性识别的目的，提高方法的灵敏度。然而，间

隔臂过短则半抗原与荧光素之间的空间位阻影响活性基团的暴露，间隔臂过长则可能因

氢键、疏水作用或其他作用力使半抗原发生折叠。前期研究表明，Hapten 5 的分子结构

可以最大限度的暴露辣椒素类物质的关键活性基团。通过在辣椒素类物质 Hapten 5 的长

链烷基部位偶联加长间隔臂的氨基化异硫氰酸荧光素（FITC），即将 Hapten 5 与 EDF

偶联制备荧光探针，得到 CPC-EDF 示踪剂。将称取的 NHS（2.30 mg，0.20 mmol）和

DHCC（4.10 mg，0.1 mg，0.20 mmol）分别溶解在 0.25 mL DMF 中，标记为溶液 1、溶

液 2。称取 2.50 mg Hapten 5，分别加入 0.25 mL 的溶液 1、2 中，混匀后避光反应过夜；

取 100 μL Hapten 5 反应液与 1 mg 的 EDF 混合，合成 CPC-2-EDF。如图 4.1 所示。 

（2）示踪剂的分离和纯化 

首先用三氯甲烷-甲醇（4：1，v/v）作为洗脱液[120]，采用 TLC 对已获得的辣椒素

半抗原荧光标记物 CPC-EDF 进行纯化，分离一小部分反应混合物（约 20~50 μL），消

除杂质对实验的影响。层析吹干后，用紫外灯观察，精确黄色条带的位置，分别刮下收

集不同位置的产物，并用 0.5 mL 甲醇洗脱提取，得到过滤纯化后的示踪剂，在黑暗中

保存 4℃至使用。 

采用荧光偏振检测系统消除了杂质的干扰，成功筛选出 CPC-EDF。首先，以硼酸

作为缓冲溶液稀释上述示踪剂，使其荧光强度为硼酸缓冲液（BB）背景值的 10~15 倍[121]。

FP 以 mP 表示，检测并记录 mPmin 的数据。第二，在反应管中加入 2 μL CPC Ab-D8，

读取荧光偏振信号值（FP），偏振信号值记录为 mPmax。通过测量在测试溶液（包含

示踪剂）和测试溶液（包含示踪剂和CPC Ab-D8 浓度）之间观察到的最大极化位移（ΔmP，

ΔmP = mPmax - mPmin）来评估 CPC Ab-D8 与示踪剂的结合。根据 ΔmP 的大小，选择

了最佳的示踪剂。 

4.3.3  荧光偏正免疫分析方法（FPIA）的建立及优化 

荧光偏振检测体系的建立中待检测溶液的配制方法为：取 0.5 mL 示踪剂加入到硅

酸盐试管中，再加入 50 μL 的不同浓度的辣椒碱标准品溶液，混匀，最后加入 0.5 mL 的

CPC Ab-D8 溶液，混匀，等待一段时间，检测该待测溶液的 FP 和 FI，并且检测合成辣

椒碱标准品浓度为 0（此时为空白值）时的荧光偏振信号值（记 mP0值）与荧光强度值

（记为 Int0值），选横坐标为合成辣椒素浓度，抑制率（mP/mP0）为纵坐标，绘制曲线，

选取最佳的曲线作为竞争抑制曲线[122]。 

在使用荧光偏振检测技术时，为了提高检测的灵敏度、准确性，需要对荧光偏振检



山东理工大学硕士学位论文                           第四章  基于荧光偏振免疫分析方法快速监测餐厨废弃油脂 

 48

测体系中各个成分进行优化，包括示踪剂稀释比、抗体工作液浓度、缓冲溶液种类及酸

碱度、孵育时间等。 

4.3.3.1  实验试管处理 

本实验采用小型便捷式荧光偏振检测仪，主要的检测方法为取 1 mL 待检测溶液于

反应的硅酸盐试管中，通过仪器检测该待检测溶液的荧光偏振信号值（FP）及荧光强度

值（FI）。为消除硅酸盐试管对实验结果的影响，此次需要测量空试管的 mP 值及 Int

值，选出数值基本相同的试管。实验方法为：清洗空试管，读取数据，选出 mP 值及 Int

值基本相同的试管，并且在试管上方及仪器上做标记，每次对应标记位置放置试管，消

除不同位置管壁对测试结果的影响；再清洗两次，分别测量两次的 mP 值及 Int 值，选

出数值基本不变的试管用于后续实验。 

4.3.3.2  辣椒素偶联 EDF 的结合实验 

采用所选取的 CPC-EDF 与 CPC Ab-D8 进行结合实验。实验步骤与（EDF 的分离纯

化）基本相同，同时检测不同时间段数值的变化。 

4.3.3.3  FPIA 的建立 

荧光偏振检测系统是基于竞争性免疫分析法开发的。具体实验操作如下：将 0.5 mL

示踪剂和 50 μL 不同浓度的合成辣椒素标准品溶液加入到硅酸盐试管中并混合。最后，

加入 0.5 mL 的 CPC Ab-D8 溶液。等待一段时间后，测定溶液的 FP 和 FI。建立空白组

（合成辣椒素标准品浓度为空白），FP 和 FI 分别标记为 mP0和 Int0。水平坐标为合成

辣椒素标准品浓度，以抑制率（mP/mP0）[122]为纵坐标，绘制竞争性抑制曲线。半抑制

浓度是所开发的检测方法的主要参数。示踪剂-抗体对的半抑制浓度较低，FPIA 的敏感

性越高。LOD 定义为提供 10% mP/mP0（IC10）[34]的分析物的浓度。 

为了提高检测的灵敏度和准确性，需要对荧光偏振检测系统中的各组分进行优化，

包括示踪剂稀释比、CPC Ab-D8 工作液浓度、缓冲液类型及其 pH 值、孵育时间等。 

（1）示踪剂稀释比优化 

荧光示踪剂的荧光强度为缓冲液背景的10~15倍左右时，不仅够保证检测的灵敏度，

还能关系到检测技术的检测限。首先检测 1 mL 硼酸缓冲溶液的荧光强度值，并记录数

据。取 1 μL 示踪剂加入 1 mL 硼酸缓冲溶液中检测荧光强度并记录数值；再依次加入硼

酸缓冲溶液进行稀释，分别检测在 BB 中连续稀释至 1/1、1/10、1/20、1/30、1/40、1/50

和 1/60 的示踪剂的 FP 和 FI，选出最佳示踪剂稀释比。 

（2）抗体浓度 

适宜的抗体浓度不仅可以节约成本，还能提高荧光偏振检测技术的准确性，同时为
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竞争实验做好准备。首先进行粗检测，取 1 mL 稀释到最佳浓度的示踪剂于硅酸盐试管

中，依次加入 1 μL 的抗体，读取荧光偏振信号值，当荧光偏振信号没有继续增大时，

停止加入，测得荧光偏振信号最大值，记录数据。 

检测不同浓度 CPC Ab-D8 的工作液与稀释后的示踪剂的结合程度，选取最佳浓度

的抗体溶液。依照本实验待测液的配制方法（即取 0.5 mL 稀释好的示踪剂工作液，加

入 50 μL 10%甲醇水，混匀，再加入 1 μL 不同浓度的抗体工作液），示踪剂浓度比检测

后 BB 的本底值高 20~30 倍（在检测过程中，示踪剂的浓度会被稀释一半左右）。配制

不同浓度的抗体缓冲液（选取硼酸缓冲液为稀释液），抗体浓度依照表 4.6。根据本实

验中待检测液空白值的配制方法，配制待检测液，测定 FP 和 FI，记录数据，选取最佳

的 CPC Ab-D8 浓度。 

 

表 4.6  CPC Ab-D8 浓度 

Tab. 4.6  The CPC Ab-D8 concentration 

 

抗体浓度 (μg/mL) 
6.4 3.2 1.6 0.8 0.4 0.2 0.1 

5.6 2.8 1.4 0.7 0.35 0.175 0.0875 

 

（3）缓冲液种类 

缓冲溶液的种类也会影响荧光偏振检测技术的灵敏度，适宜的缓冲溶液会提升检测

数值，利于荧光偏振的检测。本实验选取硼酸缓冲溶液（Boronic acid buffer, BB）、PBS

缓冲溶液以及 Tris-HCl 缓冲溶液进行实验，比较 PH 值为 7.4 时，抗原与抗体特异性结

合程度。实验方法同（优化抗体浓度），不同的是使用不同的缓冲液对示踪剂和 CPC 

Ab-D8 进行稀释 

（4）缓冲液 pH 

抗原、抗体的理化性质会受到缓冲溶液酸碱度的影响，选取最佳缓冲溶液后，当 PH

值为 7.4 时，比较抗原与 CPC Ab-D8 的特异性结合程度。实验方法同（优化抗体浓度），

改变缓冲液的 PH 值以测试最佳结合能力，制备待检测的最佳溶液，间隔 10 min 检测

FP。 

（5）孵育时间 

对于检测体系而言，CPC-EDF 及合成辣椒碱标准品与 CPC Ab-D8 特异性结合需要

时间。由于 CPC-EDF 与合成辣椒素同抗体的结合方式相同，两者混匀后，会与抗体竞

争性结合，因此检测 CPC-EDF 与抗体的结合时间，即可代表示踪剂与合成辣椒碱标准

品混合后同抗体的孵育时间。 

确定好抗原与抗体的最佳稀释浓度、最佳缓冲溶液及酸碱度后，配制最佳的待测溶

液，每隔十分钟检测一次荧光偏振值，检测两个小时内的数值变化，记录数据。对时间
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段内数值变化明显的时间进行检测，每隔一分钟检测一次，检测半小时左右，记录数据。 

4.3.3.4  标曲的建立及优化 

将 1 mg/mL 合成辣椒素标准品溶液用 10%甲醇溶液稀释至 0、0.001、0.005、0.01、

0.05、0.1、0.5、1、5、10 μg/mL。最终示踪剂的荧光强度是 BB 本底值的 13 倍，我们

分别选择了 5 种浓度的 CPC Ab-D8，分别为 1.4、0.7、0.35、0.175、0.0875 μg/mL。在

优化条件下，记录 FP 和 FI，并绘制竞争曲线。为了进一步确定最佳的实验条件，我们

对 CPC Ab-D8 和示踪剂浓度进行了交叉实验。因此，可以选择 2 种浓度的 CPC Ab-D8s

和 3 种荧光稀释比进行交叉实验，以获得最佳的竞争抑制曲线。 

4.3.3.5  基质效应实验 

基质干扰是生物系统检测方法测定复杂样品最普遍的挑战之一[34]。不同基质中存在

的大量非靶向化学物质可能影响受体与靶向配体的结合效率，从而降低方法的灵敏度和

可靠性[123]。本研究以玉米胚芽油、大豆油、花生调和油作为基质，进行样品基质消除

实验。由于荧光偏振检测技术是均相反应体系，基质会对反应产生较大的影响，为提高

样品检测的灵敏度，采用如下方法对食用油样品进行前处理。称取 6 g 食用油，加入 240 

mL 无水甲醇冲击搅拌 1 min，在 50℃条件下进行 5 分钟超声处理，取 200 mL 处理后的

甲醇相，用旋转蒸发仪蒸干，再加入 5 mL 10%甲醇-PBS 复溶得到样品提取液。按竞争

实验的方法，用处理好的基质提取液稀释辣椒碱标准品，配制待检测样品液，检测荧光

偏振信号值和荧光强度值，记录数据，绘制曲线。 

4.3.3.6  加标回收实验 

通过回收率试验[56,57,59]，验证了 FPIA 法检测食用植物油中辣椒素的准确性。以玉米

胚芽油、大豆油和花生共混油为基质，进行回收实验，并设置三种不同的标准品浓度。

根据基质效应，采用荧光偏振检测系统对样品进行标记和分析。根据优化后的标准曲线

方程，计算了不同基质作用下的回收率。 

回收率（%）=（检测值/标记值）×100%。                             （4.1） 

4.4  结果与讨论 

4.4.1  FPIA 方法原理 

本研究中辣椒素含量的测定是基于竞争 FPIA。简单地说，将合成的辣椒素半抗原

利用能够产生偏振光的荧光物质进行标记作为示踪剂，它能够与辣椒素标准物竞争性地

结合 CPC Ab-D8。当样品不包含辣椒素标准时，反应系统中的示踪剂 CPC-EDF（Rf=0.8）
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将与 CPC Ab-D8 结合。此时，示踪剂 CPC-EDF（Rf=0.8）和 CPC Ab-D8 结合后体积变

大，分子旋转变慢，导致更高的 FP 值。相反，样品中辣椒素的存在导致其与示踪剂

CPC-EDF（Rf=0.8）在反应体系中竞争性结合 CPC Ab-D8。未结合示踪剂则体积较小，

分子旋转速度较快，FP 值较低。 

4.4.2  示踪剂纯化鉴定 

采用薄层色谱法对合成的示踪剂的纯化结果如图 4.2 所示，在紫外灯照射下，可以

看到 5 条不同的条带，位置分别为 Rf=0.9、Rf=0.85、Rf=0.8、Rf=0.5、Rf=0.3。 
 

 

图 4.2  CPC-EDF 纯化样的结果图 

（a）自然光条件下；（b）紫外灯照射下；（c）刮取以后自然光条件下 

Fig. 4.2  Results plots of the CPC-EDF purification sample  

(a) under natural light conditions; (b) under ultraviolet light;  

(c) After scraping, under the natural light conditions 

 

所制备的示踪剂在薄层色谱法分离纯化后，首先用 CPC Ab-D8 进行 FPIA 表征。如

图 4.3 所示，加入 CPC Ab-D8 后，FP 变化显著的示踪剂为 CPC-EDF（Rf=0.8），ΔmP

差异为 118.45，而其他辣椒素抗原荧光示踪剂的 ΔmP 值均小于 70。综上所述，我们选

择 CPC-EDF（Rf=0.8）作为结合实验的示踪剂。综上可知，选用 CPC-EDF（Rf=0.8）

为示踪物，进行结合实验。 
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图 4.3  CPC-EDF 示踪剂与 CPC Ab-D8 的结合鉴定 

Fig. 4.3  Binding identification of CPC-EDF tracer with CPC Ab-D8 

 

4.4.3  FPIA 检测方法的建立 

（1）试管处理 

从 35 个空试管中选择 11 个空试管，其 mP 值为 490~510，Int 值为 15000~17000。

数值变化均在允许范围内，可用于后续实验，基本可以避免试管环境的影响，取值的变

化如图 4.4 所示。 
 

 

图 4.4  荧光偏振检测空管： (a) FP，(b) FI 

Fig. 4.4  Fluorescence polarization detection empty tube: (a) FP, (b) FI 
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（2）CPC-EDF 的结合实验 

适当的抗体浓度不仅可以节省成本，而且可以提高荧光偏振检测系统的准确性，同

时为竞争实验做准备。从图 4.3 中可以看出，经示踪剂纯化后，2 μL CPC Ab-D8 可以与

示踪剂高度结合。考虑到成本，在进行结合实验时，添加 2 μL 的识别元件。结果如图

4.5 所示，示踪剂 CPC-EDF（Rf=0.8）与 CPC Ab-D8 具有较好的结合力，将其选择为最

佳示踪剂，CPC Ab-D8 为最佳识别元件，建立了一种用于辣椒素检测的荧光偏振检测系

统。 

 

 

图 4.5  荧光示踪剂 CPC-EDF（Rf=0.8）和 CPC Ab-D8 的结合动力学曲线 

Fig. 4.5  The binding kinetic curves of fluorescent tracer CPC-EDF (Rf=0.8) and CPC Ab-D8 

 

（3）实验条件优化 

首先，优化了影响检测性能的影响因素，包括示踪剂稀释比、抗体浓度、缓冲液类

型及 pH 值、孵育时间等。 
 

 

图 4.6  示踪剂稀释曲线 

Fig. 4.6  Tracer dilution curve 
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当荧光示踪剂的荧光强度约为缓冲背景的 10~15 倍时，不仅保证了检测的灵敏度，

而且也影响了检测技术的检测限。示踪剂 CPC-EDF（Rf=0.8）稀释浓度曲线如图 4.6 所

示。随着示踪剂 CPC-EDF（Rf=0.8）稀释比的增加，FI 也不断增加，而 FP 随着比值的

增加而降低。此时，主要根据 FI 选择最佳稀释浓度，BB 的背景值约为 7500~8500，相

应的示踪剂 CPC-EDF（Rf=0.8）的 FI 约为 100000 左右。综上所述，示踪剂 CPC-EDF

（Rf=0.8）与 BB 的稀释比为 1 μL：38~43 mL。 
 

 

图 4.7  CPC Ab-D8 浓度变化曲线 

Fig. 4.7  Change curve of CPC Ab-D8 concentration 

 

适当的抗体浓度不仅可以节省成本，而且可以提高荧光偏振检测系统的准确性，同

时为竞争实验做准备。从图 4.7 可以看出，当抗原浓度固定不变时，随着 CPC Ab-D8 浓

度的增加，荧光偏振值整体趋势为先上升后趋于平缓。当 CPC Ab-D8 浓度高于 0.35 

μg/mL 时，数值快速上升，且有较大的上升空间；当 CPC Ab-D8 浓度大于 1.40 μg/mL

时，荧光偏振值趋于平缓，证明辣椒碱类半抗原物质已经基本与 CPC Ab-D8 完全结合。

因此，选择浓度为 0.35 μg/mL 的 CPC Ab-D8 溶液进行后续优化实验。 

不同缓冲溶液对 CPC-EDF（Rf=0.8）和 CPC Ab-D8 的结合力的影响如图 4.8，当缓

冲溶液的 PH 值都为 7.4 时，在硼酸缓冲溶液中抗原与 CPC Ab-D8 特异性结合后 mP 值

变化最大，在 PBS 缓冲溶液中 mP 值变化最小，三种缓冲溶液对应的 ΔmP 值分别为

100.45、91.30、55.15，故选硼酸缓冲液为最佳缓冲溶液。 
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图 4.8  不同缓冲溶液对 CPC-EDF（Rf=0.8）和 CPC Ab-D8 的结合力的影响 

Fig. 4.8  The effect of different buffer solutions on the binding force of CPC-EDF  

(Rf = 0.8) and CPC Ab-D8 

 

选择合适的缓冲液会增加检测值，而缓冲液的 pH 值会对抗原和抗体的理化性质产

生影响。如图 4.9 所示，当 pH 值为 7.1~7.9 时，结合力最高，其 ΔmP 值在 85~95 范围

内。当 pH 值为 7.6 时，其约束力相对优于其他值。因此，我们选择 pH 值为 7.6 的 BB

进行竞争实验。 
 

 

图 4.9  缓冲液 pH 的影响 

Fig. 4.9  Effect of pH of buffer 

 

对于检测系统，示踪剂 CPC-EDF（Rf=0.8）和辣椒素标准品与 CPC Ab-D8 特异性

结合需要时间。从图 4.10-a 可以看出，随着时间的增长，该值也在不断增加，而 10 分

钟后该值的增长变化不大（图 4.10-b），因此 10 分钟是最佳的孵育时间。 
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图 4.10  示踪剂 CPC-EDF（Rf=0.8）的结合动力学曲线，（a）间隔 1 min；（b）间隔 10 mins 

Fig. 4.10  The binding kinetic of tracer CPC-EDF (Rf=0.8),  

measured at a time interval of: (a) one minute, (b) ten minutes 

4.4.4  荧光偏正免疫分析校准曲线 

抗体作为关键的识别成分，在检测性能中起着重要的作用。半抗原和荧光素之间的

链长可能会影响抗体对示踪剂的亲和力[34]。辣椒素半抗原荧光标记物的形成可能会影响

示踪剂 CPC-EDF（Rf=0.8）与 CPC Ab-D8 之间的相互作用。 
 

 

图 4.11  抗体浓度优化曲线 

Fig. 4.11  Antibody concentration optimization curve 

 

如图 4.5 所示，示踪剂 CPC-EDF（Rf=0.8）和 CPC Ab-D8 结合显著。本文采用半抑

制浓度作为评价免疫分析方法的重要指标，固定示踪剂稀释浓度后，选择 5 种浓度的

CPC Ab-D8 进行竞争实验。以合成辣椒素标准品浓度为横坐标，以 mP/mP0为纵坐标（图

4.11）绘制抑制曲线。当 CPC Ab-D8 的浓度分别为 0.35 和 0.7 μg/mL 时，曲线更接近 S
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型，半抑制浓度值较低，灵敏度较高，检测范围较广。 

基于以上实验结果，CPC Ab-D8 的浓度分别为 0.35 和 0.7 μg/mL。示踪剂的稀释倍

数的荧光强度为背景缓冲溶液背景值的 11、13、15 倍，进行竞争优化实验。图 4.12 分

别为 CPC Ab-D8 浓度为 0.35 μg/mL 和 0.7 μg/mL 时不同示踪剂浓度的标准曲线。可以看

出，当示踪剂的检测值稀释到 BB 背景值的 15 倍时，CPC Ab-D8 浓度为 0.35 μg/mL。

该曲线更倾向于 S 型，最小半抑制浓度值为 19.73 ng/mL，LOD 值为 1.56 ng/mL。检测

范 围 （ IC20~IC80 ） 为 3.97~97.99 ng/mL ， 曲 线 方 程 为

y=(1.00846-0.37212)/(1+(x/0.01973)0.86503)+0.37212. 
 

 
图 4.12  不同浓度示踪剂与抗体交叉组合曲线，抗体浓度：（a） 0.35 μg/mL；（b） 0.7 μg/mL 

Fig. 4.12  Cross-combination curves of different concentrations of tracer with antibody,  

antibody concentration: (a) 0.35 μg/mL; (b) 0.7 μg/mL 

 

为了进一步分析这条曲线，我们选择了中间线性部分的几个点进行线性拟合，如图

4.13 所示，线性曲线方程为 y= -0.29997x+0.18129。 

 

 

图 4.13  FPIA 法测定合成辣椒素的标准曲线。y= -0.29997x+0.18129, R2 = 0.9999, n=3 

Fig. 4.13  Standard curves of N-Vanillylnonanamide by FPIA, y= -0.29997x+0.18129, R2 = 0.9999, n=3 
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4.4.5  检测方法的比较 

为了证明我们开发的 FPIA 在快速现场检测方面的优越性能，我们将 FPIA 获得的检

测合成辣椒素的数据与文献中已经报道的方法进行了比较。对比表 4.7 数据发现，虽然

与现有免疫传感器相比灵敏度不够，但综合现场检测所需的检测范围和检测时间方面具

有显著优势。 
 

表 4.7  FPIA 与其他辣椒素分析方法的测定性能比较 

Tab. 4.7  Comparison of the assay performance of FPIA with other analytical methods for capsaicinoids 

 

分析方法 分析物 线性范围(ng/mL) 检测限(ng/mL) 时间（min） 参考文献 

免疫亲和层析结合 
LC–MS/MS 

辣椒素 - 0.02 
>30 min [59] 

二氢辣椒素 - 0.03 

HPLC 
辣椒素 - 250 

>30 min [124] 
二氢辣椒素 - 340 

电化学免疫传感器 辣椒素类物质 10-3~104 3.3×10-4 >30 min [35] 

ELISA 辣椒素类物质 1.1~27.0 - >30 min [57] 

TR-LFS 辣椒素 - 2.3 ≤10 min [15] 

SERS 辣椒素 0.305~3.05×103 3.05 ≤10 min [125] 

TLC-PAD 辣椒素类物质 5×104-106 5×104 >30 min [126] 

FPIA 合成辣椒素 3.97~97.99 1.56 10 min 本研究 

 

4.4.6  基质效应的实验 

 

图 4.14  合成辣椒素的基质效应曲线 

Fig. 4.14  Matrix effect: the matrix curves for N-Vanillylnonanamide 
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从图 4.14 中可以看出大豆油与玉米胚芽油的曲线优于花生调和油的曲线，花生调和

油曲线的检测范围（IC20~IC80）明显低于其他曲线。因此可知，像大豆油、玉米胚芽油

等非调和油，基质曲线在很大程度上与标准曲线重叠，这表明样品经过前处理后的标准

曲线可以取代基质曲线。 

4.4.7  加标回收实验 

将三种不同浓度的合成辣椒素溶解在不同品种的食用植物油中。由表 4.8 可知，玉

米胚芽油、大豆油和花生混合油的回收率均在 94.7~132.3%范围内。 

 

表 4.8  荧光偏振法测定合成辣椒素在不同食用油中的加标回收率 

Tab. 4.8  The recovery rates of N-Vanillylnonanamide in different edible oils were determined by 

fluorescence polarization 

 

样品 加标量 (μg/g) 检出值 (μg/g) 回收率 (%) 

玉米油 

0.03 0.028 94.7 

0.2 0.247 123.3 

0.3 0.333 111.0 

大豆油 

0.03 0.032 107.6 

0.2 0.265 132.3 

0.3 0.299 99.8 

花生调和油 

0.03 0.036 119.6 

0.2 0.232 116.0 

0.3 0.356 118.8 

4.5  本章小结 

本研究开发了一种以辣椒素为分析物的快速检测餐厨废弃油脂的均相检测方法。由

于辣椒素和二氢辣椒素可通过 CPC Ab-D8 进行特异性识别，因此该方法可用于快速监

测普通食用植物油中餐厨废弃油脂的掺伪问题。基于活性基团保护策略，我们选用可以

最大限度暴露辣椒素类物质关键活性官能团的 Hapten 5，将其长链烷基部位偶联间隔臂

适当加长的氨基化荧光素 FITC，最终合成的 CPC-EDF 荧光探针，并利用 CPC Ab-D8

建立荧光偏正免疫分析方法（FTIA）。在最佳条件下，该方法具有较高的灵敏度，LOD

为 1.56 ng/mL，IC50为 19.73 ng/mL，线性范围（IC20~IC80）为 3.97~97.99 ng/mL。基质

效应实验表明样品前处理后标准曲线可以取代基质曲线。加标回收实验发现玉米胚芽

油、大豆油与花生调和油的加标回收率在 94.7~132.3%之间。这些结果表明，该 FPIA 可

适用于油样中辣椒素的检测，以实现餐厨废弃油脂的快速有效现场甄别。
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第五章  结论与展望 

5.1  结论 

本研究以辣椒素和姜辣素类物质作为餐厨废弃油脂的掺伪标志物，采用分子对接和

抗原空间构像反向设计半抗原的策略及标准品浓度依筛选次数增大而递减的筛选策略，

高效的实现了广谱单克隆抗体的制备，从理论和实际检测的角度验证了广谱性半抗原设

计策略的可行性。在利用收集的辣椒素类物质抗原抗体一同进行了识别机制研究的同时

确定了最优抗原抗体组合，并进行了 LFIA 的初步实验。此外，利用高灵敏 CPC Ab-D8

建立的 FPIA 方法，实现了均相溶液体系中时快速监测餐厨废弃油脂中辣椒素。 

本课题的主要研究成果如下： 

（1）基于分子对接辅助设计辣椒素、姜辣素类物质广谱性半抗原 

本研究将目标分析物与 CPC Ab-D8 进行同源建模、分子对接，明确了目标分析物

中关键官能团——苯环，酚羟基，甲氧基，长链烷基中的羰基等，并设计合成 2 种针对

辣椒素和姜辣素类物质的广谱性半抗原，分别为 Hapten 1、Hapten 7；结合已有研究发

现 ESP 分析能有效地提高半抗原的筛选效率；在以上研究的基础上，利用活泼酯法制备

了人工完全抗原。 

（2）辣椒素、姜辣素类物质单克隆抗体的制备及识别机制研究 

选取 Hapten 1-BSA 免疫效果好的两只小鼠（效价为 128000，IC50为 69.54 和 118.85 

ng/mL）进行细胞融合，采用标准品浓度逐渐降低的筛选策略成功筛选获得 3 株具有良

好识别和特异性的辣椒素、姜辣素类物质广谱单克隆抗体细胞株，分别为 1-F12、1-G12、

1-D6。另外利用收集的 5 种完全抗原及对应抗体共同进行交叉组合发现，半抗原刚性间

隔臂的保留、连接臂的加长、长链烷基的适当修改和羰基的保留均有利于免疫反应产生

辣椒素、姜辣素类物质优质抗体；酰胺基团的存在虽利于高灵敏辣椒素抗体的产生，但

不利于辣椒素、姜辣素类物质广谱抗体的产生。最终利用最佳抗原抗体组合 Hapten 

5-OVA/1-F12（效价为 128000，IC50为 88.13~481.51 ng/mL）进行了 LFIA 的初步实验，

试纸条在加入标准品以后表现出明显的条带变化。 

（3）基于均相 FPIA 法实时快速监测餐厨废弃油脂中辣椒素 

利用异硫氰酸荧光素乙二胺与已有的辣椒素半抗原偶联，在最大限度的暴露辣椒素

类物质的关键活性官能团的同时制备 CPC-EDF 示踪剂。采用 TLC 纯化后的示踪剂与

CPC Ab-D8 表现出良好的结合特性。基于此，建立的 FPIA 检测方法线性范围（IC20~IC80）

为 3.97~97.99 ng/mL，IC50为 19.73 ng/mL，LOD 为 1.56 ng/mL。基质效应实验结果表明，

玉米胚芽油、大豆油和花生混合油的回收率均在 94.7~132.3%范围内。这为实现植物油

中非法掺假餐厨废弃油脂鉴定提供了一种简单、快速、高通量的可行性方案。 



山东理工大学硕士学位论文                                                               第五章 结论与展望 

 61

5.2  展望 

本研究仍存在一些不足之处，希望在后续研究中得以完善： 

（1）ESP 分析能有效地提高半抗原的筛选效率。然而，我们只分析了三肽和半抗

原的偶联物，这与实际的免疫抗原很大不同。因此，半抗原与偶联蛋白之间的弱相互作

用以及免疫抗原对抗体质量的影响有待进一步研究。 

（2）快速实时监测方法近年来需求量显著增加，利用筛选获得的单克隆抗体建立

简单快速的实时监测方法有待进一步开发，其中 LFIA 有着潜在的意义和价值。 
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