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摘 要：特布他林是一种在食品中禁用的伊兴奋剂类药物，为建立针对p兴奋荆的残留快速检测

方法，作者研究了特布他林免疫原的合成和抗体的制备方法。采用1，4一丁二醇缩水甘油醚

(BDE)、对氨基苯甲酸(ABA)将特布他林(TER)分别与cBSA、cOVA偶联，合成了特布他林免疫

原和包被抗原，并对其进行了紫外分析。用特布他林免疫原TER--cBSA免疫新西兰大白兔，获得

了多克隆抗体，采用间接ELISA法检测抗体的性质，所得抗体效价达到51 200，IC50值为9．25

ng／mL，证明了特布他林人工抗原偶联成功，所制备的特布他林抗体具有很高的灵敏度。
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Synthesis of Terbutalin Artificial Antigen and Preparation of

Anti·Terbutalin Antibody
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Abstract：In this study，the immunogen of terbutalin was synthesized using l，4-butanedioI

diglycidyl(BDE)as linking reagents tO connect hapten terbutalin with carrier protein bovine

serum albumin(cBSA)．The coating antigen was synthesized by using 4-aminobenzoic acid

(ABA)as Iinker to connect terbutalin with ovalbumin(c0VA)．The BSA COnjugate was used to

immunize New Zealand rabbits and polyclonal antibodies against terbutalin were obtained．The

titer of antibodies were determined to be 51 200 by indirect E1。ISA and the antibodies show high

sensitivity in the heterologous assay using TER—coVA as a coating antigen．with an IC50 value of

9．25 ng／mL toward terbutalin．The results indicated that the artificially synthesized antigen has

perfect immunogeneity and the antibody obtained has excellent quality．
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特布他林是伊兴奋剂家族的一员，分子结构见

图1，曾被用于治疗支气管哮喘，畜牧养殖业回来提

高肥育猪的生产性能、改善饲料利用效率、提高猪

的瘦肉率口_2]。近年来，使用伊兴奋剂类药物所引

起的安全隐患受到人们的日益重视[3．4]，我国及许

多其他国家纷纷将该类药物列为禁用药物。然而，

在经济利益驱动下，我国的养殖领域仍存在该类药

物的非法使用现象，随着我国对外经贸交流的不断

加深，迫切需要建立科学、规范的药残监控体系。

目前对于伊兴奋剂类药残检测主要依靠气一质联

用(GC-MS)【l’3巧_6]、高效液相色谱(HPLC)

[3,6-73以及液一质联用(LC-MS)[3,s-eJ等仪器法，这

些方法固然能够达到准确测定的目的，但是昂贵的

仪器设备以及对操作者的专业要求限制了仪器法

的推广应用。
HO
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H
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图1特布他林与克伦特罗的分子结构

Fig．1 Molecular structure of terbutalin and clenbuterol

酶联免疫吸附检测法(ELISA)作为一种基于

抗原抗体反应和酶化学反应的快速检测技术，不需

要复杂且昂贵的仪器设备，特异灵敏，样品前处理

简单，不需要专业的操作者，非常适合样品的大批

量检测。目前，关于伊兴奋剂药物的相关研究多集

中在克伦特罗、莱克多巴胺等药物上[10-11]，而关于

特布他林的ELlSA相关研究少有报道。基于此，

作者合成了特布他林的人工抗原并对其进行了鉴

定，并在此基础上，制备了高质量的抗体，建立了检

测特布他林残留的ELISA方法。

1材料与方法

1．1主要试剂

特布他林标准品：购于中国兽药监察所；牛血

清白蛋白BSA、卵清蛋白OVA、水溶性碳二亚胺

(EDC)、1，4一丁二醇缩水甘油醚(BDE)、4一氨基苯

甲(ABA)及福氏佐剂：Sigma公司产品；邻苯二胺

(oPD)：购于北京欣经科生物技术有限公司；羊抗

兔酶标抗体IgG—HRP：由北京军事医学科学院提

供；其他试剂为国产化学纯。

1．2仪器设备

UV-4100紫外可见分光光度计：Hitachi公司

制造；KHB ST-360酶标仪：上海智华医学精密仪器

有限公司制造；PnlC冷冻干燥机：北京博医康实

验仪器有限公司制造；RE一5203A旋转蒸发仪：上海

亚荣生化仪器厂制造；JB-2型恒温磁力搅拌器：上

海雷磁新经仪器有限公司制造。

1．3试验动物

雄性新西兰大白兔，体重1．5～2．0 kg，购于山

东省农业科学院实验动物中心，以常规方法进行饲

养管理。

1．4试验方法

1．4．1 BSA和oVA的活化 将BSA和@舱分

别通过乙二胺活化为cBSA和cOVA，从而使BSA和

OvA上的羧基官能团转变为氨基官能团，以有利于

半抗原与载体的偶联，具体步骤参照文献[12—13]。

1．4．2 特布他林免疫原和包被原的合成采用

BDE为联结物将TER与cBSA偶联得到免疫原

TER—BDE—cBSA，采用ABA为联结物将TER与

cOVA偶联得到包被抗原TER—ABA—cOVA，具体

步骤参照文献[12—133并略作改进，具体化学反

应过程分别见图2～3所示，用紫外扫描法对偶联

物进行鉴定。

1．4．3动物免疫 以新西兰大白兔为免疫动物，

免疫前进行耳缘静脉采血并分离血清，置于一20℃

保存，留作阴性血清。将适量特布他林的cBSA偶

联物溶液与等量福氏佐剂乳化均匀混合(首次免疫

使用完全佐剂，以后免疫使用不完全佐剂)，采用皮

下多点注射，于五免后10 d心脏采血，分离血清，置

于一20℃保存。

1．4．4抗体效价检测 采用间接El，ISA方法测

定抗体的效价，将阳性血清与阴性血清按照同比稀

释后依次加入酶标二抗、底物、终止液、OD。。。。测

定，具体操作步骤参照文献[12—133，以S／N值>2

所对应的抗血清最大稀释倍数定为抗血清的效价，

其中S为阳性抗血清的OD值，N为阴性抗血清的

OD值。

1．4．5抗体特异性检测 采用双向倍比稀释法筛

选包被抗原和抗体的最佳工作浓度，再以包被抗原

的工作浓度重新进行度盘，封闭，采用间接竞争

El。ISA方法加入抗体、竞争药物并依次加入酶标二

抗、底物、显色液，测定0D4。。。，具体操作参照文献

[12—13]。
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图2 TER—BDE-cBSA．特布他林免疫原的合成

Fig．2 Synthetic procedure for immunogen of TER—BDE-cBSA
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图3 TER-ABA-e0VA．特布他林包被抗原的合成

Fig．3 Synthetic procedure for coating antigen of TER-ABA-cOVA

1．4．6数据处理采用Microcal(TM)Origin 6．0

软件对所得试验数据进行分析。

2结果与分析

2．1紫外扫描分析结果

对TER、cBSA和偶联物TER-cBSA进行紫外

扫描，所得结果见图4。由图4可知，TER和cBSA

的特征波长分别在276 nm和277 nm处，但偶联物

TER—cBSA在277处也有一个吸收峰，这表明虽然

BDE作为TER和载体蛋白的连接臂将二者连接成

TER—cOVA偶联物，但是偶联物中并没有增加可在

紫外区产生明显吸收峰的结构。因此从紫外扫描结

果上很难判断偶联是否成功，需要通过抗体的特异

性检测加以证明。

凸
o
j掣
来
督

波长／衄

a．TER，b．cBSA．c．TER—BDE-cBSA

图4 TER-BDE-cBSA紫外扫描光谱圈

Fig．4 UV absorbance of immunogen TER—BDE-cBSA
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对TER、cOVA和偶联物TER—cOVA进行紫

外分析结果见5。由图5可知，TER和cOVA的特

征波长分别在276 nm和279 nm处，偶联物TER—

cOVA在268 nm及434 nm处各有一个吸收峰，这

是由于采用ABA的方法将TER和cOVA偶联后，

由于偶联物中引入了苯环而产生红移，在紫外区高

于300 nm处产生的紫外吸收峰，所以紫外光谱的

结果表明，包被抗原TER—cOVA偶联获得成功。

1．0
口
o
j四
装

螫0．5

O
400 500

波Yr,／nm

a．TER，b．TER—ABA—cOVA，c．cOVA

图5 TER-ABA-cOVA紫外扫描光谱图

啦5[IV absorbanee of coating antigen TER-ABA-cOVA

2．2抗体效价测定结果

对阳性及阴性血清进行OD4。：。检测结果见表

1。可以看出，用合成的免疫原对4只实验兔进行

免疫所得阳性血清与阴性血清，经800X、1 600X、

3 200X⋯⋯102 400X后，阳性血清的OD。。2。随着

稀释倍数的增大而逐渐减小，而阴性血清的OD。。。。。

随着稀释倍数的增大变化幅度不大，S／N>2所对

应的最大稀释倍数为1：51 200，即机体经5次免

疫后抗体效价达到51 200，表明合成的免疫原具有

较好的免疫原性，能够诱导机体的免疫系统产生较

强的免疫应答。

2．3抗体的特异性测定结果

以TER作为竞争药物分子，用TER-ABA—c0一

VA作为包被抗原进行竞争ELISA检测所得抑制

曲线见图6。由图6可知，TER作为竞争者(质量

浓度范围0．001 ng／mL到104 ng／mL)，能够与

TER包被抗原竞争性地结合特布他林抗体，抑制了

TER抗体与TER包被抗原的结合，其抑制率与

TER浓度之间呈明显的线性关系，对TER抗体的

IC。。为9．25 ng／mL。表明抗体具有良好的特异性，

能够与药物产生特异性识别，也证明抗原的合成是

成功的，能够激发动物产生高质量的特异性抗体。

衰l抗体的oD4，：。检测结果

Tab．1 O仇92am result of antibody

3 结 语

兽药、抗生素等物质属于小分子物质，只有抗

原性，不具有免疫原性，必须将其与载体偶联以形

成完全抗原，才能制备抗体。因此，制备高质量的

免疫原是对制备抗体，从而对小分子物质进行免疫

分析的关键。之所以选择牛血清白蛋白(BSA)作为

偶联载体，是因为BSA的理化性质稳定，水溶性及

在混溶剂中的溶解性较好，而且具有众多可修饰的

官能团，其合成的免疫原一般具有较强的免疫原

性，而且，将BSA活化为cBSA，使得BSA上的羧基

官能团转化成氨基官能团，更有利于与半抗原分子
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图6 特布他林对抗特布他林抗体的抑制率曲线

lTER-ABA-OVA为包被抗原)

Fig．6 Representative inhibition curve for anti-terbutal—

in antibody using terbnalin as the competitor

上官能团的化学偶联，而且提高了偶联效率，降低

了载体蛋白质发生自身偶联的可能性[143。将载体

与小分子物质偶联是一个有机合成过程，目前常用

的偶联方法有重氮化法、戊二醛法、碳二亚胺法等

等，具体选择何种方法，取决于对于小分子物质的

结构及官能团分析。

为了得到效价高、特异性强的抗体，最好使重

要的抗原决定簇尽可能地暴露于偶联物的外部，从

而使得抗体对暴露于外部的半抗原部分具有较好

的识别能力Ds-16]。因此，作者利用BDE长链特性，

使其一端与cBSA相联，另一端与半抗原分子相联，

既保持了偶联物的免疫原性，又提高了获得高特异

性抗体的成功率。另外，对偶联复合物进行鉴定是

必要的，可根据实际情况采用紫外吸收法、红外光

谱法、核磁共振法DT]、质谱法[18-”]、同位素示踪

法[z叩等等。在包括有蛋白质大分子的免疫原的鉴

别中，紫外光谱被证明很有效果。但是，由于半抗

原分子与载体蛋白质反应的复杂性，仅仅依靠以上

技术手段评价偶联效果的好坏是有一定局限的。

偶联效果的好坏，最终还要由免疫结果来验证。

制备全抗原的目的是为了得到具有特异性的

优良抗体，因此，对所制备抗体进行特异性检测是

十分必要的，由特布他林分子对特布他林抗体的抑

制曲线可以看出，特布他林与抗体发生了竞争性结

合，抑制了抗体与包被抗原的结合，其抑制程度与

特布他林的质量浓度呈明显的正相关，表明动物机

体对合成的全抗原产生了理想的免疫应答，产生了

针对半抗原特布他林的特异性抗体。本研究所制

备的抗体效价及特异性结果表明，通过BDE方法合

成TER—eBSA是可行的，能够得到理想的抗体，这

些工作为建立TER的药残检测体系奠定了基础。
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