
Fig. 1 Basic structure of Dendrimers
图 1 树状分子基本构成
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摘要 基于抗原 -抗体识别的免疫分析技术在小分子化学性污染物监测领域占有重要地位，已成功应用于农药、兽药、生物
毒素等的快速检测，为保障食品安全发挥了重要作用．但是，如何提高小分子半抗原的免疫原性及抗体的亲和力仍然是制约

该领域发展的关键技术瓶颈．树状分子作为一类新型的高分子化合物，具有分子组成明确、结构规整、高度支化、纳米尺

寸、单分散性以及表面呈现高密度功能团等众多优良的结构特性和良好的组织相容性，在小分子免疫分析领域具有潜在的应

用优势．本文主要综述了树状分子作为载体在抗体制备及免疫分析方面的应用，重点介绍了树状分子作为载体在免疫原及包

被原制备、作为免疫佐剂提高抗原免疫原性以及作为信号放大载体在提高免疫分析灵敏度等方面的研究现状，最后对其在小

分子化学性污染物免疫检测领域的应用前景进行了评述，期望能为本领域研究人员提供借鉴．
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基于抗原 -抗体识别的免疫分析技术在小分子
化学性污染物监测领域占有重要地位，已成功应用

于农药、兽药、生物毒素等的快速检测，为保障食

品安全发挥了重要作用[1-3]．但是，许多化合物由

于分子质量小、结构简单，即使与载体蛋白偶联后

也无法刺激动物免疫应答产生特异性抗体，限制了

免疫分析技术在食品安全检测中的应用．如何提高

小分子半抗原的免疫原性及抗体的亲和力已经成为

该领域急需解决的技术瓶颈．

树状分子(dendrimers)是一类具有树枝状结构
的大分子 [4]，于 1979 年由 Tomalia 首次提出并合
成[5]．树状分子一般由内核、分支单元和表面官能

团三部分组成(图 1)，这三部分可以由同一种化合
物构成，如只由赖氨酸组成的聚赖氨酸树状分子，

也可以根据各个化合物的结构反应特性以及不同的

研究需要选用一种或多种不同的化合物构成树状分

子的内核和分支单元，同时可以选用不同功能基团

的化合物对树状分子做分子表面修饰，使其具有不

同的表面官能团，如—NH2，—COOH，—SH 等，
满足不同研究的需要．树状分子介于其分子的特殊

构造以及特殊的合成方法(发散合成法和收敛合成

法)，具有分子组成明确、结构规整、高度支化、
纳米尺寸、单分散性以及表面呈现高密度官能团的

特性[6]．基于上述多种优良特性，树状分子已经被

成功应用于多个方面，如在生物医学上作为药物和

表面官能团

分支单元

内核
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Fig. 2 Biepitope MAP
图 2 双表位多抗原肽

(a)分表位并联MAP4. (b)双表位串联MAP4.

(a) (b)

基因载体[7-10]、作为核磁共振(MRI)造影剂[11-12]、作

为硼中子俘获治疗试剂治疗癌症[13]、作为生物传感

器芯片材料[14-15]、作为抑菌剂[10, 16-17]等．

近年来研究发现，将多肽片段连接到以赖氨酸

为基础单元的聚赖氨酸树状分子得到的多抗原肽

(MAP)由于具有密集的抗原决定簇，可以增加与免
疫细胞表面受体的结合能力，增强免疫原性、抗体

产生能力以及抗体亲和力，在制备小分子肽抗体方

面有很大的优势[18-21]．因此，本文就树状分子在抗

体制备及免疫分析方面的应用进行综述，重点介绍

了树状分子作为载体在免疫原及包被原制备、作为

免疫佐剂提高抗原免疫原性以及作为信号放大载体

在提高免疫分析灵敏度等方面的研究现状，旨在找

寻提高小分子半抗原免疫原性及抗体亲和力的方

法，扩大免疫分析方法在食品安全监察领域的应用

范围．希望本文能够为对抗体制备有兴趣的研究者

提供一些参考．

1 树状分子作为载体在免疫原上的应用

为了诱导动物免疫反应，一些传统的小分子半

抗原或抗原肽需要与载体蛋白偶联或者形成多聚体

来增强其免疫原性[22-23]．但这类免疫原抗原决定簇

密度低，而且载体蛋白的存在会引起动物产生针对

载体蛋白的免疫应答，使得所制备的抗体产生非特

异性吸附而影响免疫分析．相比之下，树状抗原可

以很好地克服这一缺点[24-26]．树状分子作为载体蛋

白替代物具有如下几方面优势．

1援1 增大半抗原密度，增强抗原的免疫原性

介于特殊的分子结构，树状分子表面通常呈现

出密集的官能团．由分子内核出发，分支单元有序

叠加在分子表面，随着树状分子代数的增长，其表

面官能团数量呈指数增长．研究表明，当树状分子

代数超过 3代时，其表面密集的官能团能够使得分
子内部形成一种空腔[6, 27]．得益于表面的大量官能

团，树状分子可以同时连接多个半抗原分子，增大

了半抗原的密度[24]．研究表明，增大抗原表位的密

度能够显著地提高抗原的免疫原性以及免疫反应

性[6, 28-29]．2007年，Amexis和 Young[30]利用四价聚

赖氨酸(分子分支末端具有 4个活性氨基)，将登革
热 2型病毒(dengue-2 virus，DEN-2)中氨基酸序列
为 352～368的抗原肽连接到聚赖氨酸四个分支上
制成四价多抗原肽，免疫动物．相比以匙孔血蓝蛋

白 (KLH) 为载体蛋白的抗原，该策略成功将抗体
的效价水平提高了一个数量级．当然，并不是树状

分子的代数越高、半抗原密度越大、免疫效果越

好，因为半抗原的密度过高可能会导致免疫耐受，

从而导致了免疫效果的下降[29, 31]．目前应用于多肽

类抗体制备的树状分子多为四分支或八分支的聚赖

氨酸，也有研究者尝试采用一些更高分支的聚赖氨

酸分子或其他一些非氨基酸组分的树状分子如聚酰

胺 -胺(PAMAM)等，但效果并不理想，未能明显
提高抗体的质量，因而目前用于抗体制备的树状分

子多为一些低分支的聚赖氨酸类[6, 20, 29]．这其中可能

存在的原因就是半抗原的密度过高，导致了机体的

免疫耐受．另外有研究者尝试在树状分子结构上同

时连接 B、T两种细胞表位，以期更好地提高其免
疫原性．1989年，Tam和 Lu[32]的研究证实在免疫

原的化学结构中同时存在 B和 T细胞表位，能够
增强机体的免疫反应，获得功能更强的抗体．之

后，他们选取龋齿动物原虫的 CS蛋白中两种分别
是其 B细胞和 T细胞表位的抗原肽，制备了 10种
具有不同表位数目或不同排列方式的 MAP，免疫
动物．结果表明，将两种表位串联排列，有效地增

强了免疫原的免疫原性，提高了抗体的效价(图 2)[33].
此后，Mclean 等 [34]的研究也证实了此观点．

Bainbridge[35]和 Ali等[36]的研究表明，该策略同时还

能够提高抗体的亲和力和加强体液及黏膜的免疫反

应．同时，2012年，Li等[37]的研究报道表明，将

B细胞表位与辅助性 T细胞表位合适地排列与组
合，能够刺激机体产生高水平的中和抗体．

1援2 无免疫原性，可提高抗体的特异性

传统的载体蛋白如 KLH、牛血清白蛋白(BSA)、
卵清蛋白(OVA)等本身有着较强的免疫原性，能够
刺激机体的免疫系统产生较强的免疫应答，且其本

身具有众多的抗原决定簇，因此以这些蛋白质为载

体制备的抗原刺激机体产生抗体大多是针对载体蛋
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Fig. 3 Highly specific antibody preparation in vivo
图 猿 生物体内高特异性抗体制备

白本身，而非针对小分子半抗原的目的抗体．目前

关于树状分子本身固有免疫原性的研究表明，

PAMAM有一定的免疫原性，能够刺激机体产生相
应的抗体，但是其他一些由氨基酸组成的树状多肽

(如聚赖氨酸)则表现出无免疫原性[38-40]．这一特性

也是树状分子能够替代载体蛋白作为半抗原载体的

前提[17]．2010年，Romestand等[41]用三代聚赖氨酸

(G3、115个赖氨酸、123个末端活性氨基)免疫兔
子，无相应抗体产生，表明其无免疫原性．他们又

在 G3 的氨基表面偶联组胺分子(图 3)，对经过
BSA-组胺(BSA为载体蛋白)首次免疫后的兔子进
行再次免疫，结果表明，相比于只用 BSA-组胺免
疫得到的抗体，用经聚赖氨酸抗原免疫得到的抗体

特异性显著提高．2009年，Aguilar 等[42]利用固相

合成技术，将大鼠的 GH-BP的 4个 C端多肽片段
(GH-BP263～279)共价结合到四价聚赖氨酸分子
上，制备了 GH-BP MAP4．通过动物免疫获得兔抗

鼠 GH-BP的多克隆抗体，该抗体能够特异性识别
大鼠和小鼠的 GH-BPs，而不能识别 GH-Rs．该策
略将多肽片段与树状分子连接，成功消除了常用载

体蛋白高免疫原性的弊端，同时增大了半抗原密

度，增强了抗原的免疫原性，提高了抗体的亲和

力．作为传统载体蛋白的替代物，一般要求树状分

子的分子质量越高越好，通常 >10 ku分子质量才
有载体蛋白的作用，目前大部分研究都采用 3代及
以上的树状分子作为载体蛋白替代物，分子质量约

在 40 ku左右[17]．

1援3 连接不同抗原表位，制备双(多)特异性抗体
借助分子表面众多的官能团，树状分子可以同

时偶联多个半抗原或多肽片段，同时如果在偶联过

程中进行有效控制，就能够达到在树状分子末端偶

联两种或者多种不同的抗原表位的目的．通过控制

各个抗原表位之间以及与树状分子之间的比例，偶

联的先后顺序，可以较好地实现各个抗原表位以相

同或不同的偶联比与树状分子偶联，为制备能够识

别两种或多种不同抗原决定簇的双(多)特异性抗体
提供前提．1989年，Tam和 Lu[32]利用八分支的聚

赖氨酸分子合成了具有多抗原决定簇的 MAP，该
MAP分子同时具有代表 HBV病毒中 S和 S(2)蛋白
片段的独立抗原决定簇，结果获得了能够同时识

别 S 和 S (2)的双特异性抗体 (图 4)．2003 年，
Haro等[43]利用聚赖氨酸，将甲肝病毒 HAV的 2个
抗原多肽 VP1和 VP3等比连接到各分支末端，制
成四价并联双表位树状多肽抗原，再以脂质体为载

体，免疫兔子，最终获得了可同时识别 VP1 和
VP3的 IgG抗体．该目标的实现，将有可能制备功
能更强大的抗体分子，这对抗体在各方面的良好应

用提供重要支撑作用．

此外，有研究者尝试将偶联有多肽的 MAP与
其他载体蛋白相连．2001年，Cruz等将 HIV-1的
多抗原肽 JY1 制备成 JY1-MAP4 或其二聚体
JY1-MAP8 结构，并通过琥珀酸酐与载体蛋白
HBsAg (乙型肝炎病毒表面抗原 )偶联，得到
HBsAg-JY1 MAP4 和 HBsAg-JY1 MAP8， 免 疫
Balb/c 小鼠．ELISA 实验数据表明，HBsAg-JY1
MAP8 得到的抗体抗 JY1 效果最好，HBsAg-JY1
MAP4与 JY1-MAP8效果相当[44-45]．这说明载体蛋

白 HBsAg的存在提高了抗体产生的质量．之后，
他们的研究团队优化了 HBsAG-JY1-MAP8 的结
构，在结构内部嵌入 4个破伤风病毒 T细胞表位，
成功地提高了抗体的宽谱性，很好地解决了 HIV
病毒高变异性导致的准确性问题，但免疫原的免疫

原性没有提高．抗体宽谱性提高的原因，可能是由

于载体蛋白的存在激活了 T细胞，使其快速参与

Fig. 4 Bispecific antibody preparation
图 4 双特异性抗体制备

半抗原 1

半抗原 2
双特异性抗原

聚赖氨酸
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到免疫反应中来，也可能是增大了抗原多肽的密度

所导致．相反，2013年 Suarez-Pantaleon等[46]的研

究表明，该策略能够提高抗体的特异性，即能特异

性识别结构相似的多肽片段(图 5)．

树状分子替代载体蛋白作为半抗原载体，能够

显著地改善免疫效果，增强免疫强度，提高抗体特

异性，除了上述因素外，也可能是由于树状分子能

够将半抗原密集地呈现在分子表面，这方便抗原呈

递细胞 APCs将其更好地处理并呈递予免疫细胞，
有助于产生更快、更强的免疫反应[47-49]．同时，有

报道称，树状分子替代载体蛋白偶联半抗原能够延

长免疫反应持续的时间[50]．

2 树状分子在免疫佐剂上的应用

为了取得更好的免疫效果，免疫原往往需要与

免疫佐剂混合．大多数佐剂结构复杂，为一些表面

活性物质、微生物成分、各种聚合物和(或)脂类的
混合物，具有不确定性，不可用于人类使用．有研

究表明，树状分子具有类似免疫佐剂的作用．树状

分子作为一类高分支化的分子，具有结构简单规

范、组成确定和安全无毒副作用的优点．其作为免

疫佐剂主要体现在以下两方面：a．树状分子作为
载体，含有内置佐剂；b．树状分子作为独立的佐
剂分子．

2援1 内置佐剂的树状分子

所谓的内置佐剂，往往是一些脂类物质，起到

免疫辅助作用(图 6)．1996年，Tam[51]首次将一个

三棕榈酰甘油酯结构通过丝氨酸连接臂连接到

MAP分子结构中，形成一个内置佐剂．该MAP为
四分支聚赖氨酸分子，同时连接有 4个 HIV多肽
抗原．在不添加其他外来佐剂的情况下进行动物免

疫，最终获得了针对 HIV的抗体．随后 Toth等[52]

设计了一种 LCP(lipid core peptide)载体，即在聚赖
氨酸分子的羧基端连接一个脂质氨基酸基团．

Olive 等 [53]利用此类 LCP 等比连接链球菌膜蛋白
(GAS)的 2个不同抗原多肽，制成内置佐剂的四价
并联双表位多抗原肽 LCP-GAS，分别在不添加佐
剂和添加弗氏佐剂两种条件下进行动物免疫，均产

生了高强度免疫反应并且抗体效价水平相当．

Fig. 5 Immunogen preparation: MAP coupled
with carrier protein[46]

图 5 MAP载体蛋白偶联制备免疫原[46]

Fig. 6 Examples of published self鄄contained adjuvant MAP structures
图 6 报道的几种内置佐剂MAP结构

具有三棕榈酰甘油酰半胱氨酸结构的 MAP
脂质核心肽

不对称两亲双树突MAP

Cys
LysAla

脂肪酸部分

载体蛋白

M

M

M

M

M M M M

F

F F F F

F

F

FC

K K K K K

K K
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脂质化的树状分子能够起到佐剂的作用，主要

归功于其脂质部分．脂类能够促进抗原分子与抗原

呈递细胞(APCs)膜物质的相互作用，从而将表面抗
原肽暴露于 APCs，使其更容易被 APCs摄取、加
工和呈递，从而更好地刺激 B、T淋巴细胞，产生
免疫反应[22, 51, 54-56]．

2援2 树状分子作独立佐剂

除了结构上连接一些脂类等强化免疫反应的结

构达到佐剂效果外，树状分子本身亦可单独作为佐

剂使用．研究表明树状分子无免疫原性[41, 57]，能够

作为佐剂使用可能是因为其能够激活 T 细胞．
2000年，Olszewska等[58]在 8分支聚赖氨酸分子上
连接 8个来自麻疹病毒融合蛋白MVF的 B细胞表
位M2，制备了免疫原 MAP-M2，通过动物免疫获
得了高效价、高亲和力的抗M2血清．其中淋巴细
胞增殖数据表明，MAP-M2 产生的免疫反应中 T
细胞被激活，而MAP-M2本身不含有 T细胞表位，
这表明聚赖氨酸本身能够激活 T细胞，使其快速
参与免疫反应．也有研究者称MAP分子能够克服
MHC限制[59]．1998年，Wright[60]将聚酰胺 -胺树状
分子(PAMAM)与流感抗原混合进行小鼠免疫，很
好地体现了 PAMAM的佐剂特性．他们分别测定
了 PAMAM G1、G3和 G6的佐剂活性，G1 没有
抗体产生，G3，G6 均在低浓度 (流感抗原与
PAMAM的摩尔比为 1∶100)下呈现出了良好的佐
剂特性，并且活性与其所含有的氨基数目呈正相

关．其中 PAMAM G6作为佐剂，相比 PBS体系而
言，二次免疫后抗体效价水平提高了 100多倍．之
后有研究者尝试将 PAMAM作为佐剂用于 DNA疫
苗中．Audonnet 等 [61]将一种热裂缝性 PAMAM
(heat-fractured PAMAM dendrimer)作为佐剂与 DNA
质粒混合进行动物免疫，但文献中没有给出实验相

关数据．2012 年，Shukla 等[62]采用六价的咪唑喹

啉树状分子作为免疫佐剂，制备了高质量的兔抗牛

乳白蛋白(bovine a-actalbumin)抗体．咪唑喹啉单体
是 toll 样受体(toll-like receptors，TLRs)TLR7 受体
的激活剂，能够联系先天性免疫和获得性免疫，促

使免疫系统产生更快、更强的免疫反应．他们在含

有反应活性基团的树状基质上连接 6个咪唑喹啉制
备六价的咪唑喹啉树状分子作为免疫佐剂，与牛乳

白蛋白一起免疫兔子．相比以咪唑喹啉单体做佐

剂，树状的咪唑喹啉增强了抗体产生能力及抗体亲

和力．

3 树状分子在提高免疫分析灵敏度中的应用

3援1 树状分子作为包被原载体提高免疫分析灵敏度

免疫检验中经常需要将检测的小肽片段有效结

合在固相表面，而其本身结合能力不强，往往导致

检测灵敏度低 [63-65]．有研究者表明，相对线性多

肽，多抗原肽结构能够显著提高多肽检测试验的灵

敏度 [66-69]．2004 年，Ndongmo 等 [65]利用多抗原肽

MAP提高了猿免疫缺陷病毒 SIV检测的灵敏度和
特异性．他们将 SIV多肽片段连接到四分支聚赖
氨酸分子上，制得四价 MAP4 作包被原用于酶免
疫测定(EIA)中．该策略成功克服了用 HIV抗原检
测抗 SIV抗体检测方案导致的灵敏度不足，以及
不能对未知基因序列的 SIVs做出准确判断．同时，
相对于线性多肽，MAPs与固相表面的相互作用力
增强，提高了分析的灵敏度．2010 年，Gomara
等[69]用类似的检测方案提高了血清中抗庚型肝炎病

毒 (GBV-C)抗体的检测灵明度．他们选取该病毒的
结构蛋白 E2和非结构蛋白 NS5a中的多肽片段 E2
(99～118)和 NS5a(112～126)等比并联在四价的聚
赖氨酸分子上制备多抗原肽MAP4，相比线性多肽
单体直接包板，ELISA检测抗体的灵敏度和特异性
得以有效提高．而若小分子化合物作为检测的目标

物分子，传统做法是将其与载体蛋白质或脂类物质

偶联制得包被原[59, 66, 70]，利用蛋白质、脂类与固相

表面的疏水作用，将其包被在固相表面，但这往往

会存在非特异性吸附[71-73]．同时，由于该类偶联反

应不可控制因素很多，再现性差，不利于实验标准

化方法的建立[69, 74]．树状分子无免疫原性，在偶联

反应中能够保持稳定的结构和良好的水溶性，同时

与固相表面的易结合性和易检测性，使其能够有效

替代包被原载体，提高免疫检验的灵敏度 [75-77]．

2013年，Zhou等[70]以聚赖氨酸代替 OVA作为包被
原载体，建立了一种检测双酚 A(BPA)的间接竞争
ELISA 方法．该方案成功提高了检测的灵敏度，
IC50相比降低了近 90%．
3援2 树状分子作为信号放大载体提高免疫分析灵

敏度

电化学免疫传感器将免疫分析和电化学传感器

技术相结合，具有体积小、选择性和灵敏度高、响

应时间短、所需样品少等优点，在医药工业、环境

监测和食品安全检测等诸多领域有着广阔的应用前
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景．而将纳米技术与电化学免疫分析技术相结合，

开发基于纳米材料的新型免疫传感器，对传感器检

测性能和检测灵敏度的提高、检测时间的缩短、高

通量实时分析检测的实现具有重要意义[78-82]．具有

纳米尺寸的树状分子，兼具分子组成明确、结构规

整众多优良特性，同时其表面分布的大量官能团方

便进一步与其他化合物结合，使其成为该种应用的

不二之选 [83-87]．2012 年， Ruiz-Sanchez 等 [88]将

PAMAM作为生物传感器芯片元件的固相表面修饰
材料，建立了一种有效检测青霉素过敏患者血清中

抗青霉素抗体 IgM的放射免疫方法(RIA)(图 7)．他
们对纤维素、沸石表面进行表面修饰，利用

PAMAM表面分布的大量氨基活性基团提高青霉素
半抗原(BPO)的结合数量，提高了检测的特异性与
灵敏度．树状分子的引入克服了沸石表面材料存在

的非特异性吸附以及纤维素表面官能团数量少、实

验重复性差的弊端，同时该策略为其他生物性分子

的定量检测提供了思路．

4 展 望

树状分子除了具有一系列优良的结构特性外，

还具有很多良好的生物学特性，如良好的组织相容

性、无免疫原性、耐生物降解等，这些良好的特性

使得其能够在很多方面得以有效应用．虽然树状分

子在抗体制备方面已有很多有效应用的例子，但大

多集中在 MAP疫苗制备方面的应用，在制备针对
一些小分子化合物抗体方面的应用比较少，而这在

对该类小分子化合物的有效检测具有重大意义．同

时，树状分子能够增强免疫强度、提高抗体质量的

确切机理还不够清楚，现今大量的研究还停留在根

据抗体对抗原的检测效果来进行推测，研究者应该

加强其在抗原抗体识别机制方面的研究，建立构效

关系模型，从动力学和分子水平上真正掌握其作用

机理．树状分子在免疫分析方面的应用，尤其在免

疫传感器上的应用，树状分子能够直接结合到传感

器芯片上，提高了传感器的检测性能，大大促进了

免疫分析的发展．总之，目前将树状分子应用于小

分子化学污染物免疫分析方法研究尚很少，但是鉴

于其在疫苗领域应用取得的成果，未来将树状分子

应用于提高小分子半抗原免疫原性、提高抗体的特

异性和分析方法的灵敏度等方面具有较广阔的前

景，值得进行深入的系统研究．
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Progress on The Application of Dendrimers to Improve
Performance of Immunoassays*

LIU Feng-Yin, SHEN Yu-Dong, SUN Yuan-Ming**, WANG Hong, LEI Hong-Tao, YANG Jin-Yi, XU Zhen-Lin**

(Guangdong Provincial Key Laboratory of Food Safety and Quality, South China Agricultural University, Guangzhou 510642, China)

Abstract Immunoassay based on antigen-antibody interaction plays an important role in the screening of low
molecular mass organic contaminations such as pesticides, veterinary drugs and biological toxins. However, due to
the lack of epitope groups of haptens, the production of antibodies with high affinity is still one of the bottlenecks
of immunoassay for small molecules. Dendrimers, as a new type polymer, exhibit many excellent structural
properties and histocompatibility, such as clear molecular composition, regular, highly branched and
nanometer-sized structure, monodisperse property and presenting dense functional groups on its surface. Previous
studies had revealed that dendrimers are potential in the improving performance of immunoassay, such as to
produce antibodies with higher affinity, produce antibodies with broad-specificity and improve assay sensitivity. In
this work, therefore, the application of dendrimers as carrier to prepare immunogens and coating antigens, as
adjuvant to improve immunogenicity, as carrier to amplify signal were reviewed. The potential of application of
dendrimers on the development of immunoassays for small molecules was also discussed.
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