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分子模拟在农药半抗原设计及其免
疫识别机制中的应用
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摘  要:免疫半抗原的分子设计与合成是建立小分子免疫化学分析方法的关键步骤。在介绍农药

半抗原设计一般策略的基础上, 指出分子模拟技术在农药半抗原合理设计中的适用性在于其能通

过对分子结构和动力学行为的模拟, 获得能表示和解释农药分子免疫原性和生物活性的参数。重

点阐述了分子模拟在免疫原和竞争原设计中的应用,揭示了采用分子模拟技术进行半抗原设计的

优势在于其能够克服目前半抗原设计方法的经验性和主观随意性。运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,因此该技术有利于促进抗原抗体反应识别机制研究的深入

进行。分子模拟技术还能够应用于解释抗体的交叉反应率,从而能应用于提高抗体宽谱性研究。
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Abstracts: The hapten design and synthesis are the key steps fo r the deve lopm ent imm uno chem ica l

m ethod o f pesiticide residue1Based on the recen t publica tions, the genera l strategy of hapten design ing

w as summ arized1The app licability o f m o lecular m ode ling in hapten de sign w as po inted out1M o lecular

m ode ling could sim u la te the m o lecular structure and dynam ic behav ior from w hich the imm uno lo g ica l

and bio log ical properties o f pest ic ide co uld po sse ss1The app lication of m o lecular m odeling in

imm unogen and com petito r design w as em phasized1The advan tage o f the applicat ion o f m o lecular

m ode ling w as revea led1 It is concluded that the application o f m o lecular m ode ling in hapten design

cou ld ov ercom e the em p iric ism and subjectiv ity o f the conven tionalm ethod1In add ition, the reco gn it ion

m echan ism o f imm uno react ion w as also d iscussed. The im provem ent of broad sepecif ic ity of antibody

cam e from the applicat ion o f m o lecular m odeling.
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  免疫分析 ( Imm unoa ssay, IA )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, 因而在农产品农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。影响免疫分析质

量的根本因素是抗体的选择性 (或特异性 )与亲和

性, 而这些性质又取决于免疫半抗原分子的结构。

因此,免疫半抗原的分子设计与合成是建立小分

子免疫化学分析方法的关键步骤
[ 1~ 3]
。农药分子

的半抗原设计要求既要保留农药分子的基本结构

特征,又要使其能够很好地与载体蛋白结合, 这往

往需要设计多个目标分子以进行优化选择, 不仅

工作量大、周期长、成本高, 而且许多设计的目标

分子还难以合成。

目前在有关农药和一些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制备; 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
[ 2~ 4 ]
。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药的亲和力较

低, 特异性较差, 而亲和力低、特异性差的抗体在

对实际环境样品进行检测时会因受其他结构类似

物的干扰而无法使用免疫分析方法准确定量。针

对这一问题, 近年来研究者不断将一些新的设计

手段引入到农药半抗原的合理设计中, 同时在对

抗原抗体免疫化学反应的识别机制方面做了一些

工作,其中又以运用分子模拟方法取得的成果最

为突出。

1 半抗原分子设计的一般策略

1. 1 半抗原的内涵

半抗原 ( H ap ten)是指与目标分析物的结构相

同或相似, 并具有反应活性基团的低分子质量的

有机物。在化合物的活性基团上通过一定的化学

方法连接一个具有一定碳链长度的间隔臂, 间隔

臂的另一端具有氨基、羧基、巯基等活性基团, 以

便与载体蛋白质上游离的羧基、氨基以共价键相

偶联,偶联物应突出目标分析物的结构或空间构

型, 即突出抗原决定簇。也有研究者将包含间隔

臂在内的目标化合物 (或其类似物 )称为半抗原。

1. 2 半抗原的分类

从用途上可将半抗原分为免疫半抗原、包被

半抗原和酶标半抗原。免疫半抗原主要是与合适

的蛋白质偶联, 获得人工完全抗原最终制备抗体;

包被半抗原是通过与相应蛋白质偶联后成为免疫

分析中的包被抗原; 酶标半抗原是用于采用包被

抗体方式的免疫分析中, 待测物和酶标半抗原对

包被的抗体进行竞争结合, 常用的标记用酶是

HRP(辣根过氧化物酶 )或 A P(碱性磷酸酶 )。包

被半 抗 原和 酶 标 半 抗原 又 统 称 为 竞 争 原

( C om pe tito r)。

1. 3 半抗原的分子设计原则

对于竞争原的设计, 由于其影响因素比较复

杂,目前还未形成一定的经验规律。而对于免疫

半抗原的认识已经基本形成共识: 理想的半抗原

一方面应具备待测物的特征结构、特别是立体化

学特征; 另一方面半抗原与载体连接后应保证待

测物的特征结构能最大程度的被免疫活性细胞所

识别并结合,从而制备出具有预期选择性的抗体。

许多研究者的研究结果表明
[ 3~ 8 ]

,免疫半抗原的分

子设计应遵循以下几个基本原则:

( 1)应考虑到农药原型和有毒理学意义的代

谢物。在农药开发过程中一般有大量的前体化合

物或类似物被合成, 有些亦可作为潜在的半抗原,

以便进行进一步结构修饰。设计中应突出农药特

定的结构,或一类农药中共有的结构部分, 在半抗

原结构的末端需有可直接与载体蛋白质偶联的活

性基团 ( NH2, COOH, OH, SH等 )。

( 2)在活性基团与载体之间一般需要有间隔

臂,以便使半抗原突出于载体表面而易被机体免

疫系统识别。由于免疫系统对载体远端的结构识

别能力最强, 所以间隔臂应远离待测物的特征结

构部分和官能团, 以便制备高选择性和高亲和性

的抗体。间隔臂的长度一般以含 4 ~ 6个碳原子

为宜, 碳链太短则会因载体的空间位阻过大而影

响免疫系统对半抗原的识别, 过长则可能因氢键

(某些极性间隔臂 )或疏水作用 (非极性间隔臂 )使

半抗原产生 /折叠 0。应尽可能避免间隔臂中含有

较强的决定簇 (如芳环、共轭双键或杂原子等 ) , 通

常以末端含活性基团的烷基链为宜, 以减少所产

生的抗体对间隔臂的过度识别而降低对目标分子

的识别能力。对于结构类似的化合物, 应当选择

在其相同结构 (或类似结构 )的位置上连接间隔

臂,以最大限度地暴露分子的特征部位 (决定簇 )。

( 3)半抗原的结构不仅需要在实验室条件下

具有一定的稳定性, 在动物体内也应有一定的稳

定性, 这样才能有效地刺激动物产生对目标分析
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物具一定特异性和亲和力的抗体。

2 分子模拟技术在半抗原设计中的应用

2. 1 分子模拟在半抗原设计中的适用性

分子模拟 ( M o lecular m ode ling )是以量子化

学、统计力学为理论基础的一门新兴学科, 主要用

于计算分子的性质、模拟分子聚集体的行为, 从而

计算分子系统的宏观性质。即通过对分子的结构

和动力学行为进行模拟, 为阐明分子的结构和生

物功能提供丰富信息
[ 9]
。一般来说, 用实验方法

获取这些信息比较困难, 但通过分子模拟技术能

够获得一些重要参数
[ 9 ~ 11 ]

,如 pH值和溶剂对半抗

原性质的影响等。 Szurdoki等
[ 12]
在对除草定的免

疫分析方法的研究中, 强调了半抗原合理设计的

必要性,同时阐述了半抗原设计的一般性原则和

方法,提出只要该方法能提供目标分析物的物理、

化学性质方面的有用信息, 都能为获得特异性抗

体的半抗原设计提供辅助, 而分子模拟就是这样

一种手段。因为分子是物质的基础结构, 化合物

内部分子结构特征及分子间的组合方式等信息决

定了化合物所表现的性质, 也就是说,化合物的理

化性质、生物活性及免疫原性等都是以分子为主

体来表示和解释的。目前分子模拟技术已成为研

究分子结构和功能的一种重要手段, 将其应用于

半抗原设计的报道也日益增多
[ 7 ~ 12 ]

。

2. 2 分子模拟在同源分析免疫原设计中的应用

同源分析 ( H om o lo gous assay s) , 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,也是在农药免疫分析及其试剂盒开发中

最常用的方法。目前对于同源分析中免疫原的设

计多采用 /试错法 0, 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。针对这一问题, 有研究者
[ 13~ 17]

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 (假说 ), 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 ( Princ ipal

com ponent ana ly sis, 主成分分析 )来确定最佳半抗

原, 以获得高特异性的抗体。N atha lie等
[ 13]
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 ( am etryn)设计的免疫原 ( I. based on am etryn)与其

他三嗪类农药的电子分布以及分子体积 (见图 1), 再

进行 PCA分析 (见图 2 )。图 2中的 K1F4是基于

莠灭净设计的免疫原。从 PCA图可以明显看出与

免疫原相似度高的是扑草净 ( prom e tryn)、莠去津

( atraz ine ) , 其次是扑灭津 ( propazine )、特丁净

( terbutryn )、另丁津 ( sebuty laz ine)等。N atha lie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。

2. 3 分子模拟在异源分析的竞争原设计中的

应用

异源分析 ( H e tero logo us assay )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。

其中采用的与免疫原不同的半抗原即是竞争原,

包括包被半抗原与酶标半抗原。Y oo
[ 18 ]
在对倍硫

磷的 EL ISA ( Enzym e-linked im m uno so rben t assay,

酶联免疫吸附测定 )研究中发现: 为提高 EL ISA方

法的灵敏度, 应优先考虑包被原的结构异源性而

非间隔臂长短, 因为后者对提高灵敏度影响不大。

H amm ock等
[ 19 ]
研究指出在酶标半抗原中仅一个

甲基的差异就能使方法的灵敏度提高 8倍。包被

原采用与免疫原不同的结构, 在于异源半抗原常

常能解决抗体与间隔臂的高亲和性问题, 而这种

高亲和能力的存在常常导致抗体对待检测农药的

不识别或者识别效率差。异源性包被原的使用能

因抗体对异源包被原的弱识别性 (相对抗体对目

标农药的识别而言 )而间接提高抗体对待检测农

药的结合能力。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

术即是较好解决这一问题的手段之一。

Rog er G a lve研究小组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
[ 20~ 22]

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, 结构式见图 3。通过 H yperchem 优化分子

构型, 得到了能量最低的分子构象 ( M NDO +

PM 3)后计算了分子总电荷 ( To tal charg e) ,然后通

过 ACD /pK a 1. 2计算 pK a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: vH f ( A rOH )、v H f ( A rO
-

) , 以
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图 1 免疫原和其他三嗪类农药的电荷分布

F ig. 1 Charge d istribution o f imm uno gen and triaz ines

及去质子化作用的焓变 ( depro tonat ion entha lpies,

D PE )。各项指标的计算结果见表 1。通过这种分

子模拟分析, H apten 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, G alve

又设计了 5个竞争原结构 (见图 4), 并将比 H apten

A的间隔臂少一个碳原子的半抗原 H apten 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-TC P)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,各项参数的计算结果见表 2。采用分子

模拟方法对异质性的计算结果为: H ap ten 2 >

H apten 1 > H apten 3 > H apten 4 > H apten 5。而

EL ISA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 H ap ten 5(免疫

原 ) / H apten 2(竞争原 )的组合最佳; 两者之间的

异质性与分方法的表现 (灵敏度、特异性 )有一定

的相关性。在此基础上, G a lv e等又采用分子模拟

方法对 2, 4, 5-三氯苯酚的 3种半抗原构型 /电子
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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

F ig. 2 D istribution ob tained by PCA o f the am e tryn-based imm uno gen( K 1F4) and triaz ines

in the p lane o f the f irst tw o pr incipa l com ponents

结构 /pK a值进行了分析计算, 更进一步增加了对

竞争抗原的分子建模分析, 从理论角度研究了何

种竞争物有利于免疫分析。结果表明: 竞争物与

待分析 目 标 化 合物 若 有 中等-高的 同 质 性

( H om o log y)则有利于进行免疫分析; 同时也要考

虑其他决定抗体识别竞争原的影响因素, 以及竞

争原结构的亲水性 /憎水性、与竞争半抗原偶联的

蛋白质性质、竞争原的结合比等。对 2, 4, 5-三氯

苯酚的研究再次证明: 若竞争物与蛋白质结合呈

现中等结合比 (半抗原密度 )则有利于免疫分析方

法中最小检出量的提高 (即灵敏度提高 )。

图 3 2, 4, 6-TCP及其 3种免疫半抗原的结构式

F ig. 3 Chem ica l structure o f 2, 4. 6-TC P

and three hap tens

注:图中蓝色原子代表碳原子, 绿色代表氯原子, 红色代表氧

原子 ,白色代表氢原子。

  N o te: T he elem en ts w ere presen ted in th e fo llow ing m anner: ligh t

b lue, carbon; green, ch lorin e; red, oxygen; w h ite, hyd rogen.

3 分子模拟在免疫识别机制中的应用

3. 1 在抗原抗体反应机理研究中的应用
N ewm an和 Price

[ 23]
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为深入的研

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。

H amm ock的研究小组在这方面取得非常突出的成

果
[ 24~ 26]

, 他们研究了包被原和免疫原间隔臂长度

和引入位点的异源性对杀虫剂苯甲酰苯基脲

( benzo y lpheny lurea) EL ISA方法灵敏度和特异性

的影响。结果表明不同结构免疫原和包被原的组

合能够提高检测的灵敏度, 而且间隔臂引入位点

的异源分析要比改变臂长度的异源分析灵敏得

多。进一步研究某种农药在其所属类别其他农药

存在情况下的 EL ISA分析方法, 即拟通过半抗原

的设计来降低交叉反应率。他们以三嗪类农药为

研究对象,通过试验提出了一条半抗原设计规则,

即除与目标分析物共有的结构外, 半抗原中其余

结构均应比目标分析物的相应基团小, 这样产生

的多克隆抗体能够识别并排除比目标分子大的其

他化合物 (同系 )。同时解释了采用异源包被原的
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图 4 2, 4, 6-TCP的 5个竞争原结构

Fig. 4 C hem ica l structure o f 2, 4, 6-TC P and f ive com pet ito rs

表 1 2, 4, 6-TCP及其 3种免疫半抗原的 DPE、pK a和总电子计算结果

Table 1 C alculated D PE and pK a va lues o f 2, 4, 6-TCP and three haptens

化合物

C om pound s
v H f (A rOH ) / ( kJ /m o l) vH f ( A rO - ) / ( kJ /m o l) D PE / ( k J/m o l) pK a

总电荷

T otal ch arge

2, 4, 6-TC P - 5 7 45 - 5 699 1 582 6. 59 - 0. 12

H ap ten A - 11 037 - 11 008 1 565 6. 63 - 0. 13

H ap ten B* / / / / 0. 11

H atpen C - 12 288 - 12 226 1 602 7. 37 - 0. 23

  * Hap ten B由于间隔臂设计在氧原子上,因此不存在质子化和去质子化形式。

  * Th e brid ge of hap ten B w as in troduced th rough the oxygen a tom, th ere w as no p ro tonat ion and dep rotonation.

表 2 2, 4, 6-TCP与竞争原的几何结构参数和电子参数

Table 2 G eom e try and charg e distribut ion param eters o f 2, 4, 6-TCP and com petitors

半抗原

H ap ten s

几何结构参数

G eom etry

电荷分布

Pun ctual charge d istribu tion

pH < pK a pH > pK a pH = 7. 5 pH < pK a pH > pK a pH = 7. 5
pK a

1 0. 415 0. 040 0. 057 0. 121 0. 607 0. 554 /

2 0. 519 0. 331 0. 352 0. 150 0. 606 0. 556 /

3 0. 237 0. 255 0. 255 0. 286 0. 286 0. 468 7. 99

4 0. 258 0. 282 0. 278 0. 285 0. 287 0. 286 6. 64

5 0. 164 0. 170 0. 169 0. 090 0. 029 0. 036 6. 63

TCP / / / / / / 6. 59

EL ISA能产生更低 IC50与 LLQ ( Low e st lev el o f

quantif ication)值的原因在于: 当目标待测农药

( A )与抗体 ( Y )的亲和常数 K A 固定时, 应选择异

源包被原以减少包被原 ( H )与抗体 ( Y )的亲和常

数 K CH, 使 K A >> K CH。

3. 2 分子模拟在改进抗体宽谱性中的应用

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。通过使用分子模拟的方

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
[ 27~ 30 ]

, 这也是分子模拟

技术在半抗原设计中未来的发展热点。

较早将分子模拟技术应用于小分子多残留半

抗原设计中的研究者 Paul
[ 31]
试图采用半抗原设计

方法的数学模型化提高抗体特异性宽度, 尝试将

抗体的产生从 /经验0方法发展成一种更能 /预测 0

的科学, 即向理论指导试验方向发展。先用分子
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模拟的方法考察了半抗原与目标化合物的构型和

电子特性的异同, 预测了产生宽谱特异抗体的半

抗原结构, 即与待分析的化合物有共同结构, 而非

单个化合物的特异结构, 然后通过免疫试验证明

了这个预测; 同时对土壤样品中的三硝基甲苯进

行了测定, 并将结果与色谱测定结果进行了比较,

说明分子模拟技术与免疫方法的结合是测定三硝

基甲苯及其代谢产物快速、有效的方法。 Sp ink s

等
[ 32]
通过分子模拟研究很好地解释了抗氨苯磺胺

( su lphonam ide)的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。M u ldoon等
[ 33]
也获得了相似

的结果, 制备了针对磺胺二甲氧基嘧啶 ( su lfa-

dim ethox ine)的 7种单克隆抗体, 每一种都有不同

的交叉反应率。通过对交叉物的分子模拟, 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。

4 展望

随着免疫分析方法的大规模应用, 尤其是快

速检测手段的使用, 通过半抗原的合理设计来获

得高质量的抗体是分析方法成功的第一步, 也是

关键的一步。而如何快速、准确地设计出所需要

的半抗原就成为至关重要的问题。摆脱传统方法

的盲目性和随意性, 通过分子模拟的手段对半抗

原进行合理设计, 不仅能找到针对目标化合物的

最佳半抗原, 更大的优势在于通过比较半抗原与

目标化合物的电子构型和优势构象之间的相似

度, 能够找到产生高特异性 (单一目标物 )和宽谱

特异性 (多个目标物 )抗体的对应半抗原的结构特

点。从而通过分子模拟的方法能够为半抗原设计

提供大量的信息, 这已经在抗原抗体的识别机制

的研究中获得了证明。进而可以将其他研究手段

与分子模拟方法相结合, 深入研究半抗原分子的

合理设计, 获得分子合理设计的一般路线, 建立农

药半抗原分子设计的基本模型, 然后结合实验研

究, 确立农药半抗原分子设计及其免疫识别机制

的一般规律, 获得具有免疫识别预测能力的 Q SAR

( Quant itat iv e structure-ac tiv ity re lationsh ip )模 型。

这将有助于建立一套较完善的农药残留免疫化学

分析方法的基本理论, 对于进一步开发具有自主

知识产权的农药残留免疫化学分析试剂盒有着重

要的实际意义。
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