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Abstract： In order to prepare complete antigen against 3-amino-2-oxazolidinone （AOZ），which is
one of main metabolites of furazolidone in animal，AOZ was synthesized using hydrazine and
dimethyl carbonate. Then，3-（4-carboxy benzyl methylene）-amino-2-oxazolidinone （CPAOZ） was
prepared as hapten based on AOZ. Three different methods including water-soluble carbodiimide
method（EDC），condensation esterification（DCC） and mixed anhydride method（MA） method were
used to prepare complete antigens by coupling CPAOZ to ovalbumin （OVA）. All the products were
characterized with UV spectrum. The coupling ratios of three artificial antigens were respectively 8、
12、17. Under the optimized conditions，the prepared antigens were used to establish inhibition
curves of AOZ and CPAOZ by enzyme -linked immunoassay （ELISA）. Results showed that the
lowest half inhibition concentration （IC50） of AOZ was 1.1 ng/mL sourced from coating antigen
prepared using mixed anhydride method （MA） method.
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摘要： 为了制备 3-氨基-2-恶唑烷酮（AOZ）的完全抗原，作者以乙醇肼和碳酸二甲酯为原料，首
先合成了 3-氨基-2-恶唑烷酮（AOZ），然后通过对醛基苯甲酸对 AOZ 进行衍生制得 3-（4-羧基
苯亚甲基）-氨基-2-恶唑烷酮（CPAOZ），以 CPAOZ 作为半抗原，经水溶性碳化二亚胺法（EDC），
缩合酯化法（DCC）和混合酸酐法（MA）法 3种方法分别与载体蛋白偶联，合成人工抗原。 对于制
备产物通过紫外光谱扫描分析进行了鉴定，3种抗原的偶联比率分别为 8、12、17。 采用 3种抗原
做为包被原，建立了酶联免疫（ELISA）抑制曲线。 结果表明，对 AOZ 的半数抑制率（IC50）分别为
12.9、7.6、1.1 ng/mL。 采用混合酸酐法（MA法）制备的包被抗原与抗体具有较好的匹配性。 3-氨
基-2-恶唑烷酮（AOZ），是硝基呋喃类抗生素呋喃唑酮在动物体内的稳定代谢物，采用本试验制
备的抗原，有望获得特异性更好的抗体。
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硝基呋喃类药物（nitrofurans）主要是指呋喃唑

酮（furazolidone）、呋 喃 它 酮（furmtadone）、呋 喃 西 林

（nitrofurazone）、呋 喃 妥 因 （nitrofurantoin）等 含 有 硝

基的人工合成抗菌药物，硝基呋喃有非常好的抗菌

作用，对大多数格兰阳性菌、格兰阴性菌、某些真菌

和原虫有杀灭作用，且不易产生耐药性、价格低廉，
被广泛用于治疗和预防由埃希菌和沙门菌引起的

哺乳动物消化道疾病，也被做为饲料添加剂来预防

家禽的肠道传染病[1-7]。
然而，近年来越来越多的研究表明，硝基杂环

类化合物具有细胞诱变性、动物致癌毒[8-14]。 科学家

已经证实，硝基呋喃及其代谢物具有诱导基因突变

的慢性毒性，可引起实验动物的发生癌变和基因突

变。 出于安全性考虑，美国、欧盟等国家和地区要求

该类药物不得用于畜牧养殖中 [15-18]。 欧盟对该类药

物不得检出。 我国农业部 2002 文件也要求在动物

源食品中不得检出硝基呋喃类药物。 作者通过考察

硝基呋喃类药物的母核结构，以乙醇肼和碳酸二甲

酯为原料，合成了完全抗原，并采用呋喃唑酮在动

物体内的稳定代谢物 3-氨基-2-恶唑烷酮（AOZ）的

特异性抗体对抗原的性能进行了鉴定。

1.1 材料与试剂

牛血清蛋白（BSA），卵清蛋白（OVA）：上海伯奥

生物科技有限公司产品；N，N-二环己基碳二亚胺

（DCC）和 N－羟基丁二酰亚胺（NHS）：百灵威化学技

术有限公司产品； 乙醇肼和 1-（3-二甲氨基丙基）-
3-乙基碳二亚胺（EDC）：上海晶纯试剂有限公司产

品；碳酸二甲酯，甲醇钠和对醛基苯甲酸：上海达瑞

精细化学品有限公司产品；其他试剂包括磷酸氢二

钠 （AR）， 磷酸二氢钠 （AR），N，N-二甲基甲酰胺

DMF（AR）等：国药集团化学试剂有限公司产品；呋

喃唑酮多克隆抗体：作者所在实验室自制。
1.2 仪器与设备

酸度计：购自梅特勒-托得多（上海）仪器公司

产品；纯水仪：美国 mini-Q 公司产品；UV-2802PC
可见光度计： 尤尼柯 （上海） 仪器有限公司产品；
DHG-9070A 型电热恒温鼓风干燥箱： 上海精宏实

验设备有限公司产品；RE-52AA 旋转蒸发器： 上海

亚荣生化仪器厂产品；90-2 型定时恒温磁力搅拌器

和 WH-2 微型旋涡混合仪：上海沪西分析仪器厂产

品；LCQDECA 型高效液相色谱－质谱联用仪： 美国

非尼根公司（Finnigan company）产品；DF-1 型集热

式磁力搅拌水浴锅： 金坛荣华仪器有限公司产品；
MuLtiskan Mks 酶标仪和可调试移液器： 美国热电

公司 （Thermo Lab systems） 产品；ZD-9556 水平摇

床： 太仓科教器材厂产品；Costar96 孔 8×12 可拆酶

标板：上海吉泰生物科技有限公司产品。
1.3 半抗原合成

1.3.1 3-氨基-2-恶唑烷酮（AOZ）的合成 以碳酸

二甲酯和乙醇肼为原料，合成 AOZ。 在有蒸馏装置

的圆底烧瓶中加入甲醇 3.78 mL，甲醇钠（30%）5.82
mL，乙醇肼 6.00 mL 充分搅拌 20 min，加入碳酸二

甲 酯 1.155 mL。 60 ℃保 温 1 h， 缓 慢 搅 拌 升 温 至

75℃。缓慢蒸出甲醇，当甲醇蒸馏完毕，结束反应，得

到 AOZ 成液。 冷却至室温，加入无水乙醇 41 mL，于

4 ℃冰箱静置，得到白色固体，离心后加无水乙醇重

结晶 3 次得到 AOZ。 反应过程见图 1。

图 1 AOZ 的合成路线

Fig. 1 Synthesis of AOZ

1.3.2 对醛基苯甲酸衍生物（CPAOZ）的合成 取

对醛基苯甲酸 0.65 g， 加入纯水 10 mL， 再加入 3
mL 1 mol/L HCl； 磁力搅拌下， 在体系中缓慢滴加

DMF， 直至对醛基苯甲酸完全溶解， 测定 pH 约为

4.0 左右；磁力搅拌下，加入 1.3 g AOZ，溶解后，60
℃下回流反应过夜，产生白色固体；将产物离心，弃

上清液，将白色固体置于滤纸（放在漏斗中）上，用

纯水洗涤 3 次，氮气吹干，得到半抗原 CPAOZ，合成

路线见图 2。

图 2 CPAOZ 的合成路线

Fig. 2 Synthesis of CPAOZ

1.4 完全抗原制备

按照文献[19-20]方法，分别采用碳二亚胺法

（EDC 活化）、二环己基碳二亚胺（DCC 活化法）以及

混合酸酐法（MA）将 CPAOZ 分别与载体蛋白 BSA，
OVA 偶联，制备完全抗原。 采用紫外扫描仪对完全

材料与方法1
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抗原进行鉴定。 采用 Bradford 法和 Lowry 法对偶联

物进行偶联物蛋白质质量浓度的测定。 用紫外扫描

仪，得到 CPAOZ 的最大吸收波长，在 CPAOZ 的最

大吸收波长下分别测已知质量浓度的偶联物和载

体蛋白质的吸光值，并将 CPAOZ、完全抗原、载体蛋

白的质量浓度根据其相对分子质量转换为摩尔浓

度，根据式（1）计算各自的摩尔消光系数：

摩尔消光系数 ε=Ac
（1）

其中，A 为吸光度，c 为摩尔浓度。
根据摩尔消光系数计算完全抗原中半抗原和

载体蛋白的偶联比，见式 2：
摩尔数 半 抗 原：摩尔数 载 体 蛋 白=（ε 完 全 抗 原-ε 载 体 蛋 白）/

ε 半 抗 原 （2）
1.5 酶联免疫检测（ELISA）方法的建立

将上述 3 种方法制备的完全抗原做为包被抗

原，采用 ELISA 方法进行验证。 通过系列稀释抗原

和抗体，采用方阵法确定最佳稀释比例。 以呋喃唑

酮为抑制物，建立各自的 ELISA 抑制曲线，计算半

数抑制率（IC50），比较各个抗原与抗体的匹配性。

2.1 AOZ 和 CPAOZ 的质谱鉴定

AOZ 的合成是本试验的关键。 将重结晶后的产

物溶解在含有 50％甲醇的水溶液中进行质谱扫描，
结果见图 3（a）。 AOZ 的相对分子质量为 102，在正

离子模式下，可以看到明显的分子离子峰（M+1）m/z
103，证明合成成功。 同样地，衍生后产物 CPAOZ 的

相对分子质量为 208， 在正离子模式下的分子离子

峰（M+1）m/z 209。 从图 3（b）中可以看到明显的 m/
z 209 分子离子峰。 综上， 本方法成功地制备了呋

喃唑酮的稳定代谢物 AOZ 和半抗原 CPAOZ。

图 3 AOZ 和 CPAOZ 的质谱表征

Fig. 3 Characterization using mass spectrum for AOZ
and CPAOZ

2.2 完全抗原的紫外光谱鉴定

以载体蛋白 OVA 的偶联物为例进行分析，图 4
是采用 EDC 法制备的完全抗原鉴定图谱。 其中，
OVA 最大吸收波长为 216 nm， 吸收值 A 为 1.378，
半抗原的最大吸收波长为 210 nm，偶联物 CPAOZ-
OVA 最大吸收波长为 221 nm。 偶联后，紫外吸收峰

发生了明显的红移， 证明了半抗原 CPAOZ 与载体

蛋白 OVA 偶联成功。 考马斯亮蓝染色法计算偶联

物中 OVA 的质量浓度为 5 mg/mL，根据公式（1）和

（2），得到产物的偶联比为 8。 同样地，对 DCC 法制

备的完全抗原进行紫外光谱鉴定，计算得偶联比为

12；混合酸酐法（MA）制备的完全抗原偶联比为 17。

图 4 CPAOZ、OVA 和 CPAOZ-OVA 的紫外扫描图

Fig. 4 UV spectrum of CPAOZ，OVA and CPAOZ-OVA

AOZ 是呋喃唑酮抗菌素的残留标示物，相对分

子质量只有 102，结构简单，不具备免疫原性。 为了

保护其主要抗原决定簇，采用对醛基苯甲酸在其结

构上引入了一个苯环，一方面保护了 AOZ 的抗原决

定簇，另一方面也使得其抗原决定簇在免疫反应中

得到充分暴露，被抗体识别。
2.3 ELISA 测试结果

根据 ELISA 检测的要求， 一般选择吸光值在

结果与分析2
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1.5~1.8 时的抗原抗体稀释质量浓度做为最适工作

浓度。 采用方阵滴定法确定了包被抗原和抗体的最

适工作浓度。对于 EDC 法合成抗原最佳稀释质量浓

度为 0.09 ng/mL，抗体的稀释质量浓度为 0.04 μg/mL。
以 DCC 法制备的抗原为包被原，优化后包被抗原的

最佳稀释质量浓度为 0.56 μg/mL，抗体稀释质量浓

度为 0.63 μg/mL。 采用混合酸酐法（MA 法）制备的

抗原为包被原，则抗原的最佳稀释质量浓度为 0.02
μg/mL，抗体稀释质量浓度为 1.25 μg/mL。

分别在最佳抗原和抗体的稀释浓度下以呋喃

唑酮抗菌素体内代谢物 AOZ 和 CPAOZ 建 立 抑 制

曲线，计算了各个曲线的半数抑制率，结果见表 1。
表 1 基于不同包被抗原的 ELISA 半数抑制率

Table 1 IC50 values for various coating antigens

从表 1 可知，在本试验条件下，采用混合酸酐

（MA）法制备的包被原与抗体配对，对 AOZ 进行测

定获得了最低的半数抑制率 IC50 值， 即 1.1 ng/mL，
而采用 EDC 法和 DCC 法时的结果为 12.9 ng/mL 和

7.6 ng/mL，是 MA 法的 7~10 倍。 然而，对于 CPAOZ
的最低半数抑制率为 1.6 ng/mL， 来自于 DCC 法抗

原做为包被时的结果。 半数抑制率（IC50）值是影响

ELISA 方法的关键参数， 决定了方法的灵敏度和特

异性。 本研究结果表明，即使针对于同一株抗体，不

同的抗原制备方法表现出不同的性能，这和其主要

抗原决定簇的暴露程度有关。

本研究采用了 3 种完全抗原的制备方法（EDC
法，DCC 法和 MA 法）， 制备了呋喃唑酮的代谢物

AOZ 衍生物 CPAOZ 的完全抗原。 紫外光谱鉴定表

明了 3 种方法偶联载体蛋白均获得了成功，偶联比

率分别为 8、12、17。 与 AOZ 抗体的配对试验结果表

明， 采用 MA 法制备的完全抗原做为包被原时，半

数抑制率（IC50）值最低，为 1.1 ng/mL，表明在酶免疫

分析中，此抗原可以较好地将 AOZ 的特征抗原决定

簇暴露给抗体，这为进一步开发 AOZ 的抗体提供了

思路。

结 语3
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