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(57)摘要

一种维生素K1人工抗原的制备方法，属于生

物化学技术领域。本发明使用铂催化剂对维生素

K1进行催化氧化，可以选择性的将苯环侧链的脂

肪链末端甲基氧化成醛基，然后醛基再次氧化成

羧基，利用羧基基团与载体蛋白上的氨基进行偶

联，这种维生素K1抗原的制备方法保留了维生素

K1苯环的原始结构，充分暴露了维生素K1的抗原

决定簇。通过紫外吸收光谱和SDS-PAGE证实了维

生素K1与蛋白的成功偶联，并通过制备的维生素

K1的抗体验证了维生素K1人工抗原合成的有效

性。此方法合成步骤简单、有效性强，为维生素K1

人工抗原的制备提供了重要的研究和实用价值。
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1.一种维生素K1人工抗原的制备方法，其特征在于包括如下步骤：

（1）维生素K1的脂肪链甲基氧化成醛基

称取50mg维生素K1加入圆底烧瓶中，加入5mL吡啶进行溶解，再加入20~50mg的PVP-Pt-

AlO催化剂，抽去真空后充入氧气，置于50~80℃的水浴磁力搅拌器上搅拌反应2~4h，反应结

束后，将反应液进行离心分离出液体，将液体加入到10mL  pH2.0的冰水中搅拌反应5min，再

将其用乙酸乙酯进行三次萃取，在40℃的条件下用旋转蒸发仪旋干，得到脂肪链醛基化的

维生素K1；

（2）醛基氧化成羧基

将步骤（1）中旋干后的固体用5mL甲醇溶解，然后加入1mL质量比为50%的KOH溶液，将其

置于60℃的水浴搅拌条件下缓慢滴加体积比为30%的双氧水溶液1~4mL，滴加完后继续搅拌

反应30min，然后用1M盐酸溶液将溶液pH调整到6.5，从而得到羧基修饰的维生素K1；

（3）完全人工抗原的合成

在步骤（2）制备的溶液中加入40mg碳二亚胺和25mg的N-羟基琥珀酰亚胺，室温下搅拌

反应2h，然后在搅拌状态下缓慢滴加到10mL  10mg/mL的BSA溶液中，室温下搅拌反应4~6h

后，将溶液进行在pH7.2的PBS缓冲液中透析3次，从而得到维生素K1的人工抗原；

（4）人工抗原的鉴定

用10%的SDS-PAGE凝胶电泳和紫外吸收光谱鉴定人工抗原的偶联效果。

2.根据权利要求1所述的一种维生素K1人工抗原的制备方法，其特征在于所述的PVP-

Pt-AlO催化剂的制备方法为：将10g  H2PtCl6-6H2O、300mg聚乙烯吡咯烷酮、35g仲丁醇铝、

50mL乙醇加入到150mL锥形瓶中，150℃的条件下搅拌回流3h，然后加入10mL的H2O水解

40min，冷却至室温后，得到灰色固体，将固体先用蒸馏水洗涤再用丙酮洗涤，50℃条件下真

空干燥10h，即得到PVP-Pt-AlO催化剂。

3.根据权利要求1所述的一种维生素K1人工抗原的制备方法，其特征在于所述的PVP-

Pt-AlO催化剂的添加量为30mg。

4.根据权利要求1所述的一种维生素K1人工抗原的制备方法，其特征在于所述的步骤

（1）中催化反应的温度为60℃。

5.根据权利要求1所述的一种维生素K1人工抗原的制备方法，其特征在于所述的步骤

（1）中催化反应的时间为3h。

6.根据权利要求1所述的一种维生素K1人工抗原的制备方法，其特征在于所述的步骤

（2）中30%双氧水的添加量为3mL。

7.根据权利要求1所述的一种维生素K1人工抗原的制备方法，其特征在于所述的步骤

（3）中维生素K1和BSA的反应时间为5h。

8.一种人工抗原制备维生素K1抗体的方法，其特征在于包括如下步骤：

（1）动物免疫

取权利要求1制备的人工抗原与弗氏完全佐剂等量混合，在注射器中充分乳化后皮下

注射3只BALB/C小鼠，每只小鼠的免疫剂量为50μg，间隔三周后对小鼠进行加强免疫，加强

免疫用的是等量抗原与弗氏不完全佐剂的乳化液，每只小鼠的免疫剂量为50μg，四次免疫

后对小鼠进行尾部采血，通过离心分离出血清；

（2）测定抗体效价
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将维生素K1包被原用0.01M  pH9.6的碳酸盐缓冲液进行溶解，配成浓度为2μg/mL、1μg/

mL、0.5μg/mL、0.25μg/mL的包被浓度进行包被，置于37℃烘箱中孵育2h，然后用含0.5%

Tween-20的0.01M  pH7.4的PBS洗液洗涤三次，再用  1% 的明胶作为封闭剂在37℃封闭2h，

取出洗涤三次甩干；将抗血清稀释1000、3000、9000、27000倍，每种稀释倍数的抗体加入到

四种包被浓度的酶标板孔中，每个孔加100μL，37℃孵育30min后洗涤干净，再加入1:3000的

羊抗鼠二抗100μL/孔，37℃孵育30min后洗涤干净，再加入100μL/孔的TMB显色液显色

15min，最后加入50μL/孔的终止液，用酶标仪测定480nm处的吸光值；

（3）间接ELISA的测定

用1μg/mL、0.5μg/mL、0.25μg/mL的维生素K1包被原包被3条酶标板100μL/孔，37℃孵育

2h，再用含0.5%Tween-20的0.01M  pH7.4的PBS洗液洗涤三次，甩干后用  1% 的明胶在37℃

封闭2h后，取出洗涤三次甩干；将维生素K1标准品配成100ng/mL、50ng/mL、20ng/mL、10ng/

mL、5ng/mL的浓度，3条酶标板的第一行加入50μL/孔的PBS缓冲液，从第二行开始每行依次

加入从低浓度到高浓度的维生素K1标准品50μL/孔，同时再加入50μL/孔的1:2000稀释的维

生素K1抗血清，37℃孵育30min后洗涤干净，加入1:3000的羊抗鼠二抗100μL/孔，37℃孵育

30min后洗涤，再用100μL/孔的TMB显色液显色15min，最后加入50μL/孔的终止液，用酶标仪

测定480nm处的吸光值。
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一种维生素K1人工抗原的制备方法

技术领域

[0001] 本发明属于生物化学技术领域，具体涉及一种维生素K1人工抗原的制备方法。

背景技术

[0002] 维生素K又称抗出血维生素，是具有叶绿醌生物活性的α，甲基-1，4-萘醌衍生物的

总称。维生素K1（VK1）属于维生素K的一种，别名植物甲萘醌，是一种植物源性维生素，在自

然界中主要以叶绿琨形式存在，绿色植物中维生素K1含量丰富，是肝脏凝血酶原合成的必

需物质，与肝脏其他凝血因子的合成有关，具有促进凝血的功能，可以用于治疗因各种维生

素K缺乏引起的出血性疾病治疗，也可以促进身体对钙、糖的吸收，成人只要注重日常的饮

食就可以满足正常的维生素K1的含量，而婴幼儿对维生素K1的摄取主要是通过牛奶中维生

素K1的添加来得到实现。此外，维生素K1还参与骨代谢和细胞生长，并具有阵痛和缓解支气

管痉挛的作用。然而较大剂量或超量使用可导致新生儿、早产儿肝损伤、溶血性贫血、高胆

红素血症及黄疸，还有可能出现脸红、发红疹、肠胃不适、皮肤搔养等过敏症状。因此对奶

粉、食品和药品中的维生素K1检测具有重要的作用。

[0003] 目前，维生素K1检测最常用的方法是紫外检测法，还包括液相色谱法、液相色谱-

串联质谱法、液相色谱-电化学检测法等，虽然这些方法可以满足维生素K1的检测需求，然

而昂贵的仪器和专业复杂的样品处理过程使得此类方法只局限于检测实验室使用，并且检

测时间长，不能实现大量样本的快速检测。酶联免疫吸附实验（ELISA）是一种快速、灵敏、高

通量的检测方法，操作简单方便，可以适用于大量样本的现场快速检测。建立高效的免疫学

检测方法， 需要得到高灵敏高特异性的抗体，因此高效抗原的制备是获得高灵敏抗体的前

提。

发明内容

[0004] 要解决的技术问题：现有的基于仪器检测维生素K1的方法需要昂贵的仪器，并且

需要专业的操作人员进行操作，样品前处理复杂，检测周期长，并且不能实现样本的高通量

现场快速检测。

[0005] 技术方案：本发明公开了一种维生素K1人工抗原的制备方法，包括如下步骤：

（1）维生素K1的脂肪链甲基氧化成醛基

称取50mg维生素K1加入圆底烧瓶中，加入5mL吡啶进行溶解，再加入20~50mg的PVP-Pt-

AlO催化剂，抽去真空后充入氧气，置于50~80℃的水浴磁力搅拌器上搅拌反应2~4h，反应结

束后，将反应液进行离心分离出液体，将液体加入到10mL  pH2.0的冰水中搅拌反应5min，再

将其用乙酸乙酯进行三次萃取，在40℃的条件下用旋转蒸发仪旋干，得到脂肪链醛基化的

维生素K1。

[0006] （2）醛基氧化成羧基

将步骤（1）中旋干后的固体用5mL甲醇溶解，然后加入1mL质量比为50%的KOH溶液，将其

置于60℃的水浴搅拌条件下缓慢滴加体积比为30%的双氧水溶液1~4mL，滴加完后继续搅拌
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反应30min，然后用1M盐酸溶液将溶液pH调整到6.5，从而得到羧基修饰的维生素K1。

[0007] （3）完全人工抗原的合成

在步骤（2）制备的溶液中加入40mg碳二亚胺和25mg的N-羟基琥珀酰亚胺，室温下搅拌

反应2h，然后在搅拌状态下缓慢滴加到10mL  10mg/mL的BSA溶液中，室温下搅拌反应4~6h

后，将溶液进行在pH7.2的PBS缓冲液中透析3次，从而得到维生素K1的人工抗原。

[0008] （4）人工抗原的鉴定

用10%的SDS-PAGE凝胶电泳和紫外吸收光谱鉴定人工抗原的偶联效果。

[0009] （5）一种人工抗原制备维生素K1抗体的方法，包括如下步骤：

（a）动物免疫

取步骤（3）制备的人工抗原与弗氏完全佐剂等量混合，在注射器中充分乳化后皮下注

射3只BALB/C小鼠，每只小鼠的免疫剂量为50μg，间隔三周后对小鼠进行加强免疫，加强免

疫用的是等量抗原与弗氏不完全佐剂的乳化液，每只小鼠的免疫剂量为50μg，四次免疫后

对小鼠进行尾部采血，通过离心分离出血清。

[0010] （b）测定抗体效价

将维生素K1包被原用0.01M  pH9.6的碳酸盐缓冲液进行溶解，配成浓度为2μg/mL、1μg/

mL、0.5μg/mL、0.25μg/mL的包被浓度进行包被，置于37℃烘箱中孵育2h，然后用含0.5%

Tween-20的0.01M  pH7.4的PBS洗液洗涤三次，再用  1% 的明胶作为封闭剂在37℃封闭2h，

取出洗涤三次甩干；将抗血清稀释1000、3000、9000、27000倍，每种稀释倍数的抗体加入到

四种包被浓度的酶标板孔中，每个孔加100μL，37℃孵育30min后洗涤干净，再加入1:3000的

羊抗鼠二抗100μL/孔，37℃孵育30min后洗涤干净，再加入100μL/孔的TMB显色液显色

15min，最后加入50μL/孔的终止液，用酶标仪测定480nm处的吸光值。

[0011] （c）间接ELISA的测定

用1μg/mL、0.5μg/mL、0.25μg/mL的维生素K1包被原包被3条酶标板100μL/孔，37℃孵育

2h，再用含0.5%Tween-20的0.01M  pH7.4的PBS洗液洗涤三次，甩干后用  1% 的明胶在37℃

封闭2h后，取出洗涤三次甩干；将维生素K1标准品配成100ng/mL、50ng/mL、20ng/mL、10ng/

mL、5ng/mL的浓度，3条酶标板的第一行加入50μL/孔的PBS缓冲液，从第二行开始每行依次

加入从低浓度到高浓度的维生素K1标准品50μL/孔，同时再加入50μL/孔的1:2000稀释的维

生素K1抗血清，37℃孵育30min后洗涤干净，加入1:3000的羊抗鼠二抗100μL/孔，37℃孵育

30min后洗涤，再用100μL/孔的TMB显色液显色15min，最后加入50μL/孔的终止液，用酶标仪

测定480nm处的吸光值。

[0012] 本发明所述的维生素K1人工抗原的制备方法中PVP-Pt-AlO催化剂的制备方法为：

将10g  H2PtCl6-6H2O、300mg聚乙烯吡咯烷酮、35g仲丁醇铝、50mL乙醇加入到150mL锥形瓶

中，150℃的条件下搅拌回流3h，然后加入10mL的H2O水解40min，冷却至室温后，得到灰色固

体，将固体先用蒸馏水洗涤再用丙酮洗涤，50℃条件下真空干燥10h，即得到PVP-Pt-AlO催

化剂。

[0013] 本发明所述的维生素K1人工抗原的制备方法中PVP-Pt-AlO催化剂的添加量为

30mg。

[0014] 本发明所述的维生素K1人工抗原的制备方法的步骤（1）中催化反应的温度为60

℃。
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[0015] 本发明所述的维生素K1人工抗原的制备方法的步骤（1）中催化反应的时间为3h。

[0016] 本发明所述的维生素K1人工抗原的制备方法的步骤（2）中30%双氧水的添加量为

3mL。

[0017] 本发明所述的维生素K1人工抗原的制备方法的步骤（3）中维生素K1和BSA的反应

时间为5h。

[0018] 有益效果：本发明使用铂催化剂对维生素K1进行催化氧化，可以选择性的将苯环

侧链的脂肪链末端甲基氧化成醛基，然后醛基再次氧化成羧基，利用羧基基团将载体蛋白

进行偶联，这种维生素K1抗原的制备方法保留了维生素K1苯环的原始结构，充分暴露了维

生素K1的抗原决定簇，制备的抗体可以更好的识别维生素K1的标准品。

附图说明

[0019] 图1 维生素K1人工抗原的合成流程图。

[0020] 图2 维生素K1-BSA、BSA的SDS-PAGE图。

具体实施方式

[0021] 实施例1

一种维生素K1人工抗原的制备方法，包括如下步骤：

（1）PVP-Pt-AlO催化剂的制备

将10g  H2PtCl6-6H2O、300mg聚乙烯吡咯烷酮、35g仲丁醇铝、50mL乙醇加入到150mL锥形

瓶中，150℃的条件下搅拌回流3h，然后加入10mL的H2O水解40min，冷却至室温后，得到灰色

固体，将固体先用蒸馏水洗涤再用丙酮洗涤，50℃条件下真空干燥10h，即得到PVP-Pt-AlO

催化剂。

[0022] （2）维生素K1的脂肪链甲基氧化成醛基

称取50mg维生素K1加入圆底烧瓶中，加入5mL吡啶进行溶解，再加入30mg的PVP-Pt-AlO

催化剂，抽去真空后充入氧气，置于60℃的水浴磁力搅拌器上搅拌反应3h，反应结束后，将

反应液进行离心分离出液体，将液体加入到10mL  pH2.0的冰水中搅拌反应5min，再将其用

乙酸乙酯进行三次萃取，在40℃的条件下用旋转蒸发仪旋干，得到脂肪链醛基化的维生素

K1。

[0023] （3）醛基氧化成羧基

将步骤（2）中旋干后的固体用5mL甲醇溶解，然后加入1mL质量比为50%的KOH溶液，将其

置于60℃的水浴搅拌条件下缓慢滴加体积比为30%的双氧水溶液3mL，滴加完后继续搅拌反

应30min，然后用1M盐酸溶液将溶液pH调整到6.5，从而得到羧基修饰的维生素K1。

[0024] （4）完全人工抗原的合成

在步骤（3）制备的溶液中加入40mg碳二亚胺和25mg的N-羟基琥珀酰亚胺，室温下搅拌

反应2h，然后在搅拌状态下缓慢滴加到10mL  10mg/mL的BSA溶液中，室温下搅拌反应5h后，

将溶液进行在pH7.2的PBS缓冲液中透析3次，从而得到维生素K1的人工抗原。

[0025] （5）人工抗原的鉴定

用10%的SDS-PAGE凝胶电泳和紫外吸收光谱鉴定人工抗原的偶联效果。从SDS-PAGE图

得出，维生素K1-BSA偶联物的电泳条件位置滞后于BSA的电泳条带，并且维生素K1-BSA偶联
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物的紫外吸收峰与维生素K1和BSA相比都有所便宜，因此维生素K1已成功与BSA偶联。

[0026] （6）一种人工抗原制备维生素K1抗体的方法，包括如下步骤：

（a）动物免疫

取步骤（3）制备的人工抗原与弗氏完全佐剂等量混合，在注射器中充分乳化后皮下注

射3只BALB/C小鼠，每只小鼠的免疫剂量为50μg，间隔三周后对小鼠进行加强免疫，加强免

疫用的是等量抗原与弗氏不完全佐剂的乳化液，每只小鼠的免疫剂量为50μg，四次免疫后

对小鼠进行尾部采血，通过离心分离出血清。

[0027] （b）测定抗体效价

将维生素K1包被原用0.01M  pH9.6的碳酸盐缓冲液进行溶解，配成浓度为2μg/mL、1μg/

mL、0.5μg/mL、0.25μg/mL的包被浓度进行包被，置于37℃烘箱中孵育2h，然后用含0.5%

Tween-20的0.01M  pH7.4的PBS洗液洗涤三次，再用  1% 的明胶作为封闭剂在37℃封闭2h，

取出洗涤三次甩干；将抗血清稀释1000、3000、9000、27000倍，每种稀释倍数的抗体加入到

四种包被浓度的酶标板孔中，每个孔加100μL，37℃孵育30min后洗涤干净，再加入1:3000的

羊抗鼠二抗100μL/孔，37℃孵育30min后洗涤干净，再加入100μL/孔的TMB显色液显色

15min，最后加入50μL/孔的终止液，用酶标仪测定480nm处的吸光值如下表所示。从下表得

出，随着抗血清的稀释，仍显现出较高的OD值，因此免疫出的抗体效价较高。

[0028] （c）间接ELISA的测定

用1μg/mL、0.5μg/mL、0.25μg/mL的维生素K1包被原包被3条酶标板100μL/孔，37℃孵育

2h，再用含0.5%Tween-20的0.01M  pH7.4的PBS洗液洗涤三次，甩干后用  1% 的明胶在37℃

封闭2h后，取出洗涤三次甩干；将维生素K1标准品配成100ng/mL、50ng/mL、20ng/mL、10ng/

mL、5ng/mL的浓度，3条酶标板的第一行加入50μL/孔的PBS缓冲液，从第二行开始每行依次

加入从低浓度到高浓度的维生素K1标准品50μL/孔，同时再加入50μL/孔的1:2000稀释的维

生素K1抗血清，37℃孵育30min后洗涤干净，加入1:3000的羊抗鼠二抗100μL/孔，37℃孵育

30min后洗涤，再用100μL/孔的TMB显色液显色15min，最后加入50μL/孔的终止液，用酶标仪

测定480nm处的吸光值如下表所示。从表中得出，加入维生素K1标准品后，OD值随之下降，因

此所制备的抗体对维生素K1具有明显的抑制效果。
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[0029] 。
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摘要(译)

一种维生素K1人工抗原的制备方法，属于生物化学技术领域。本发明使
用铂催化剂对维生素K1进行催化氧化，可以选择性的将苯环侧链的脂肪
链末端甲基氧化成醛基，然后醛基再次氧化成羧基，利用羧基基团与载
体蛋白上的氨基进行偶联，这种维生素K1抗原的制备方法保留了维生素
K1苯环的原始结构，充分暴露了维生素K1的抗原决定簇。通过紫外吸收
光谱和SDS?PAGE证实了维生素K1与蛋白的成功偶联，并通过制备的维
生素K1的抗体验证了维生素K1人工抗原合成的有效性。此方法合成步骤
简单、有效性强，为维生素K1人工抗原的制备提供了重要的研究和实用
价值。
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