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(57)摘要

本发明提供了一种血型抗原三糖A类似物

BSA衍生物的合成方法，包含以下步骤：(1)Cu催

化血型抗原三糖A类似物与端位连接羧基的叠氮

化物环加成反应生成中间产物1，4‑二取代‑1，

2，‑三唑化合物；(2)步骤(1)中环加成产物与BSA

发生偶联反应合成免疫偶联物；本发明还涉及血

型抗原三糖A类似物BSA衍生物在血液检测、交叉

配血等方面的临床应用。本发明合成血型抗原三

糖A类似物BSA衍生物的反应步骤简单，反应条件

温和，所得产物收率较高；同时，本发明合成的产

品血型抗原三糖A类似物BSA衍生物在血液检测、

交叉配血等方面的具有重要的生物学应用价值。
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1.一种血型抗原三糖A类似物BSA  衍生物的合成方法，其特征在于，所述血型抗原三糖

A类似物BSA 衍生物为蛋白质Ⅰ：

，

其是通过以下步骤合成的：

（1）Cu催化血型抗原三糖A类似物与端位连接羧基的叠氮化物环加成反应生成中间产

物1，4‑二取代‑1，2，‑三唑化合物；

（2）步骤（1）中环加成产物与BSA发生偶联反应合成免疫偶联物。

2.根据权利要求1所述的血型抗原三糖A类似物BSA  衍生物的合成方法，其特征在于，

所述的步骤（1）的环加成反应的催化剂为CuSO4  /Na  ascorbate催化体系。
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3.根据权利要求1所述的血型抗原三糖A类似物BSA  衍生物的合成方法，其特征在于，

所述的步骤（2）的偶联反应的溶剂为pH值为5.0~6.3的PBS缓冲溶液。

4.根据权利要求1所述的血型抗原三糖A类似物BSA  衍生物的合成方法，其特征在于，

所述的步骤（2）的偶联反应中用EDC作为羧基活化剂。

5.权利要求1的血型抗原三糖A类似物BSA 衍生物在制备血液检测试剂中的应用。
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一种血型抗原三糖A类似物BSA衍生物的合成方法及应用

技术领域

[0001] 本发明属于化学合成与医药技术领域，具体涉及一种血型抗原三糖A类似物BSA衍

生物的合成方法及应用。

背景技术

[0002] 人体血液根据红细胞膜表面抗原的不同可分为不同的血型。不同血型的血液中具

有不同的抗原和抗体。A型血的红细胞上带有A抗原，血清中有B抗体；B型血的红细胞上带有

B抗原，血清中有A抗体；AB型血的红细胞上既有A抗原也有B抗原，血清中没有其抗体；O型血

的红细胞上A抗原和B抗原都没有，血清中相应的抗体同时存在。这就使不同血型的血液相

互输血时，因为抗原和抗体的凝聚作用而发生溶血现象，进而可能危及人的生命安全。

[0003] 血型抗原是由糖蛋白和糖脂组成，而血型抗原和抗体的特异性识别主要是通过血

型抗原上的糖链进行识别。血型抗原三糖是血型抗原的特异性所在，血型抗原A的主要特征

是糖链终末端的N‑乙酰半乳糖胺。

[0004] 研究发现，血型抗原A及其类似物有望用于制备抗器官移植排斥、抗输血排斥的免

疫抑制药物和医疗器械以及制备血液疾病相关的检测试剂，同时，血型抗原A及其类似物与

牛血清蛋白交联的免疫偶联物在血液检测、交叉配血等方面也具有潜在的生物学和临床应

用。因此，发展一种通用、合成步骤简单并且收率较高的方法来合成血型抗原A类似物BSA衍

生物在化学合成及生物医药方面具有非常重要的意义。

发明内容

[0005] 本发明的目的是提供一种合成血型抗原三糖A类似物BSA衍生物的新方法和这种

血型抗原三糖A类似物BSA衍生物的应用。

[0006] 本发明的目的是这样实现的：一种血型抗原三糖A类似物BSA  衍生物的合成方法，

产物血型抗原A交联的蛋白质(式Ⅰ)
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[0007]

[0008] 是通过以下步骤合成的：

[0009] (1)Cu催化血型抗原三糖A类似物与端位连接羧基的叠氮化物环加成反应生成中

间产物1，4‑二取代‑1，2，‑三唑化合物，

[0010]

[0011] (2)步骤(1)中环加成产物与BSA发生偶联反应合成免疫偶联物。

[0012]

[0013] 进一步地，所述的步骤(1)的环加成反应的催化剂为CuSO4/Na  ascorbate催化体

系。

[0014] 进一步地，所述的步骤(2)的偶联反应的溶剂为pH值为5.0～6.3 的PBS缓冲溶液。

[0015] 进一步地，所述的步骤(2)的偶联反应中用EDC作为羧基活化剂。

[0016] 本发明的血型抗原三糖A类似物BSA衍生物在血液检测、交叉配血等方面的生物学

和临床应用。
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[0017] 同现有技术相比，本发明从血型抗原三糖A类似物出发，通过和端位连接羧基的叠

氮化物环加成，然后羧基与蛋白质氨基反应合成免疫偶联物，反应步骤简单，反应条件温

和，所得产物收率较高；同时，本发明的血型抗原三糖A类似物BSA衍生物在血液检测、交叉

配血等方面具有非常重要的生物学和临床应用。

附图说明

[0018] 图1为血型抗原三糖A类似物BSA衍生物合成方法路线图。

具体实施方式

[0019] 下面结合实施例和实例中的附图，对本发明的技术方案进行清楚、完整的描述，但

本发明要求的保护范围并不局限于实施例表述的范围。

[0020] 实施例1：血型抗原三糖A类似物BSA衍生物的合成

[0021] 1、血型抗原三糖A类似物与端位连接羧基的叠氮化物的环加成反应

[0022] 将250mg血型抗原三糖A类似物19慢慢滴入2mL水和甲醇的混合溶液中(水和甲醇

的体积比为1:1)，超声脱氧15分钟，注射器加入化合物20，加入sodiumascorbate100mg和

CuSO450mg，50℃超声反应3小时。蒸干溶剂，C18硅胶反相色谱柱分离，得到240mg  化合物

21。

[0023] 1H‑NMR(400MHz,D2O)δ:7.60(s,1H) ,5.09(d ,J＝4.0Hz,1H) ,  4.98(d ,J＝4.0Hz,

1H) ,4.30(d,J＝8.0Hz,1H) ,4.30‑4.20(m,2H) ,  3.98‑3.34(m,19H) ,2.55(t,J＝8.0Hz2H) ,

2.09(t,J＝8.0Hz2H) ,  1.66‑1.62(m,4H) ,1.29(m,2H) ,0.87(m,4H) .

[0024] 2、血型抗原A类似物交联的蛋白质合成

[0025] 15mg的牛血清蛋白溶入PBS缓冲溶液中(pH值为5.0,1mL)，超声脱氧1分钟，加入

5mg步骤(1)所得的化合物三塘21和4mgEDC，  25℃室温下搅拌2小时,水中透析三次，每次12

小时，透析后的液体冷冻干燥得到血型抗原A交联的蛋白质22。

[0026] 实施例2：血型抗原三糖A类似物BSA衍生物的生物学验证

[0027] 1、western‑blot验证血型抗原三糖A类似物BSA衍生物抗原特异性

[0028] (1)制胶

[0029] 配制体积分数为0.08的分离胶、体积分数为0.05的浓缩胶。

[0030] (2)抗原样品处理及上样

[0031] 取一定量的实施例1中制备的血型抗原A类似物的衍生物溶解在样品缓冲液中，分

别制备浓度为20μg/mL、10μg/mL、5μg/mL的抗原样品，100℃水浴3至5min，上样。

[0032] (3)电泳

[0033] 接通电源，初始电压为80V，进入分离胶时调至150V，当样品缓冲液中溴酚蓝指示

液移至离胶部0.5cm处，关闭电源。

[0034] (4)转移

[0035] 在一浅托盘中加入少量转移缓冲液，先垫上一层多孔性垫片，再垫上3张

Whatman3MM滤纸，并将凝胶铺平，盖上NC膜，然后垫上3张Whatman3MM滤纸和一层多孔性垫

片，夹好放入转移槽中，连接电源电转2至3小时，电转完毕，取下NC膜，丽春红染色检测蛋白

质是否转印完全。
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[0036] (5)western‑blot法检测血型抗原三糖A类似物BSA衍生物特异性抗原

[0037] 用蒸馏水冲洗被丽春红染色的NC膜，用体积分数为0.05的小牛血清4℃

[0038] 条件下封闭12h，PBS洗涤，滤纸吸干，切成2mm宽的条带，放入反应槽中。在含有20μ

g/mL、10μg/mL、5μg/μL的抗原样品的条带上均加入PBS稀释的抗‑A单克隆抗体，同时，在另

一含有浓度为20μg/mL的抗原样品的条带上加入PBS稀释的抗‑B单克隆抗体作对照组，37℃

反应1h，洗涤4次，再加入辣根过氧化物酶标记的羊抗人IgG抗体，37℃反应1h，洗涤同上。加

入3，3‑二氨基联苯胺底物溶液作用10min，2mol/LH2SO4溶液终止反应，观察色带情况。

[0039] (6)结论

[0040] western‑blot实验中抗原电泳后转印至NC膜上经免疫酶染色结果显示，浓度分别

为20μg/mL血型抗原、10μg/mL血型抗原、5μg/μL  血型抗原与抗‑A单克隆抗体结合显色，而

浓度为20μg/mL的抗原样品与抗‑B单克隆抗体结合未出现条带。结果证明，血型抗原三糖A 

类似物BSA衍生物具有抗原特异性。

[0041] 2、血型抗原A类似物BSA衍生物定量检测抗‑A抗体

[0042] 酶联免疫吸附试验(ELISA)中，血型抗原A类似物BSA衍生物作为抗原可定量检测

抗‑A抗体。将血型抗原A类似物BSA蛋白稀释至工作浓度，包被ELISA检测板，作为固相抗原

以检测抗‑A抗体，以抗原浓度与抗体浓度数据拟合标准曲线，以此定量检测抗‑A抗体。
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图1
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