
抗体表位分析方法

背景简介

单克隆抗体具有高度均一性及对靶分子的高亲和性、特异性，其与相应抗原的反应性决定于

其所识别的抗原表位，确定相应表位在抗原结构上的位置是单克隆抗体筛选中的关键步骤。

常用的单克隆抗体表位的分析方法，包括 ELISA 法、生物酶解法及化学切割法、噬菌体随

机肽库、X-射线晶体学、丙氨酸扫描、氢氘交换质谱(HDX-MS)、生物信息学表位预测方法。

分析方法

（1）X－射线共晶体学及低温电子显微镜分析: 可直接观察抗原和抗体之间的相互作用，

分辨率图高； 缺点耗时、昂贵，而且不是所有蛋白都易于结晶。

（2）基于阵列的寡肽扫描技术。利用来自目标蛋白重叠和非重叠片段的寡肽序列文库，测

试目标抗体与抗原的结合作用。方法快速、相对便宜。

（3）定点诱变: 在目标蛋白质的序列中引入氨基酸的系统突变；测试抗体与突变蛋白结合

性变化来鉴定构成表位的氨基酸。

（4）氢氘交换(HDX): 提供抗原与抗体相结合的溶剂可及性信息，在结合区域，溶剂可及

性降低。确定抗原-抗体复合体在其天然溶液中的相互作用位点，HDX 表位作图快速、准确。

（5）生物酶解法及化学切割法。首先处理抗原分子以获得长短不同的多肽片段，再利用单

克隆抗体筛选可与其发生阳性反应的片段，分析阳性片段的氨基酸序列后合成该序列，进而

确定起关键作用的单个氨基酸。

（6）基于 ELISA 的分析：相加试验和竞争抑制试验（双抗体竞争）

①ELISA 相加试验



该方法首先将抗原分别与两种单克隆抗体作饱和曲线，确定能使抗原饱和的适宜抗体浓度，

分别将第 1 种、第 2 种饱和浓度及两种饱和浓度的单克隆混合物与该抗原结合，测定相应

A450，分别为 A1、A2 及 A1+2，通过 A 值得到相加指数（AI），公式为 AI（%）

=[2×A1+2/（A1+A2）-1]×100%。如单克隆抗体浓度可将抗原饱和，当两种单抗针对相

同表位时，AI 将趋近于 0，两种抗体的表位不同的，AI 将接近 100%，结果一般以 AI>50%

或 AI<50%进行判定。

②竞争抑制试验

实验时，抗原包板后同时加入未标记的待检单克隆抗体和酶标的对照单克隆抗体，当两种单

克隆抗体的表位特异性相同时，酶标对照单克隆抗体与待检单克隆抗体发生竞争，从而出现

抑制现象。通过检测 A450 计算抑制率，计算方式多样，仅列出 3 种：抑制率（%）=[（A

基点对照-A 抑制）/A 基点对照]×100%、抑制率=1og2（A 抑制/A 基点对照）、抑制率（%）

=[（1-A 抑制）/A 基点对照]×100%，其中 A 基点对照为酶标对照组，不加任何竞争抗体；

A 抑制为两种单抗存在时的测量值。当酶标对照单抗无其他竞争抗体时，A 值为最大，计算

结果越接近 100%，说明两种抗体识别的表位越接近；越接近 0，说明两种抗体识别的表位

相关性越小。
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