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摘 � 要: 采用改进的碳二亚胺两步法将强力霉素半抗原与载体蛋白 BSA 连接制备强力霉素�牛血
清白蛋白( BSA�DC)人工免疫抗原,并用同样方法将强力霉素与载体蛋白 OVA 连接制备人强力霉

素�卵清白蛋白( OVA�DC)人工包被抗原。经紫外扫描分析和动物免疫试验证实:强力霉素人工抗

原合成成功,强力霉素与 BSA 的结合比为 3� 1, 经动物免疫试验所得抗血清效价为 2. 048 � 106 ,

完全能够满足强力霉素残留的 ELISA 检测要求。
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Abstract: In this study, the improved tw o�step car bodiim ide method w as used to connecte

doxycycline hapten w ith car rier pro tein BSA, and doxycycline w ith the carr ier protein OVA to

prepare the ar tif icial ant igen of doxycycline ( BSA�DC ) and coat ing ant ig en ( OVA�DC ) ,

r espect ively . UV scanning analysis and animal immune tests confirm the success in pr eparat ion of

art if icial ant ig en, and the combinat ion r at io of doxycycline and BSA is 3� 1 by calculat ing . At the

same t ime, the results show ed that high titers of 2� 048 � 106 ant i�DC serum were produced by

BSA�DC immunized r abbit . It provided a necessary condition fo r ELISA detect ing doxycycline

r esidues.
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� � 强力霉素 ( do xycycline, DC)是半合成的四环

素类抗菌药, 为快速抑菌剂,其结构式见图 1。强力

霉素的抑菌机制主要是抑制微生物蛋白质的合成,

它可以特异性地与细菌核糖体的 30 亚基结合, 进

而阻止了携带有氨基酸的 tRNA 与 mRNA�核糖体
化合物的结合,从而阻止肽链延伸和细菌蛋白质合



成
[ 1]
。其次四环素类还可引起细胞膜通透性改变,

使胞内的核苷酸和其他重要成分外漏, 从而抑制

DNA 复制[ 2]。与天然四环素类药物如金霉素( au�
reomycin, AM)、土霉素( ox ytetr acycline, OT )及四

环素( tet racycline, TC)相比, 强力霉素具有抗菌活

性和组织穿透力更强、体内分布广、生物利用度高、

半衰期较长等优点, 现已广泛应用于水产养殖中多

种感染性疾病的预防和治疗或是用作促生长剂
[ 3]
。

其不良反应有: 1)如果长期使用该药物会引起动物

消化机能障碍的发生。长期大量口服或静脉给予

大剂量该药物时会损害肝脏, 引起肝脂量增高及细

小脂肪变性, 因药物沉积于肝细胞线粒体, 干扰脂

蛋白的合成和甘油三酯的输出,引起肝脏的脂肪变

性甚至是脂肪肝 [ 4] ; 2)强力霉素会影响骨骼的生

长,沉积于婴幼儿的牙组织又能透过胎盘。同时与

金属形成的络合物被机体吸收后会导致骨骼障碍,

生长停滞,可引起人牙齿黄染、龋齿等[ 5] ; 3)长期大

量使用强力霉素还可能引起肠内合成维生素 B 族

和维生素 K 的细菌受到抑制, 从而引起维生素 B2

及 K 的缺乏,因而可引起舌炎、口角炎等维生素缺

乏症 [ 6]。同时, 强力霉素残留期长, 可通过食物链

和生物浓缩效应等途径污染肉制品和水产品,这给

食品安全带来了风险。为了控制强力霉素在动物

性食品中的残留, 欧盟、日本和美国等都制定了动

物组织中的最高残留限量为 100 g/ kg (以鲜重计) ,

我国农业部也明确规定四环素类药物在动物组织

中的最高残留限量为 100 g / kg(以鲜重计)。

图 1 � 四环素类药物结构式

Fig. 1 � Structure of tetracyclines

� � 目前对强力霉素的残留分析多采用微生物法、

色谱法及色谱�质谱联用法等[ 7- 9]
。但这些方法耗

时,而且测试费用高,前处理步骤繁杂, 不能满足快

速检测的要求。酶联免疫吸附测定法( ELISA )具

有快速、准确、高通量的特点, 可以极大地提高检测

效率,节约检测成本, 现已被广泛应用于食品安全

快速检测中。

之前有关于四环素类抗生素人工抗原的合成

主要是合成四环素、金霉素、土霉素的全人工抗原,

而没有针对强力霉素的全人工抗原,而强力霉素是

半合成的四环素类抗生素,具有不同于天然四环素

类抗生素的性质。强力霉素是四环素类抗生素中

亲脂性最强的一种抗生素, 且吸收不受食物的影

响,药物大部经胆汁排入肠道又可再吸收, 经肾小

管时也可再吸收,因此其在生物体内的血浆半衰期

也最长,为 16~ 20 h,可维持有效血药浓度 24 h以

上。同时,关于强力霉素的试剂盒德国 bio� pharm

已经开发出来了, 但由于其价格昂贵, 而且没有任

何的文献资料报道该试剂盒的研制方法。为填补

国内外相关研究的空白,作者合成了强力霉素人工

抗原,为强力霉素 ELISA 检测方法的建立奠定了

基础。

1 � 材料与方法

1� 1 � 材料
1� 1� 1 � 试剂及溶液 � 强力霉素标准品 ( DC)、牛血
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清白蛋白( BSA )、卵清蛋白( OVA ) 、弗式不完全佐

剂、弗式完全佐剂( Sigma 进口分装) , 水溶性碳二

亚胺( EDC) 、N�羟基琥珀酰亚胺( NHS) 、N , N�
二甲基甲酰胺( DM F)、显色剂(四甲基联苯胺溶液,

H 2O 2底物溶液)、酶标二抗(羊抗兔 IgG) (华美生物

工程公司) ,终止液( 2 mo l/ L H 2 SO 4 )、磷酸盐缓冲

液( PBS, pH 7� 4)、洗涤液( PBST )、碳酸盐缓冲液

( CB , pH 9� 6, 0� 05 mol/ L ) ,聚苯乙烯酶标板(丹

麦 NUNC公司)。

1� 1� 2 � 仪器 � 漩涡混合仪; 303AS 电热恒温箱:上

海仪器制造厂制造; 电子天平: 感量 0� 000 01 g,

Sartorius公司; Ns�6紫外可见分光光度计; 高速冷

冻离心机: H ITA TCH 公司制造; M K3型酶标仪:

T hermo Labsystem 公司制造。

1� 1� 3 � 动物 � 2� 0 kg 以上的雄性新西兰实验用白

兔,由湖北省实验动物研究中心提供。

1� 2 � 方法
1� 2� 1 � 强力霉素完全抗原的合成 � 强力霉素完全
抗原的合成采用碳二亚胺法并略有改进, 其合成步

骤如下:精确称取 7 mg N�羟基琥珀酰亚胺( NHS)、

12� 3 mg 水溶性碳二亚胺( EDC)、165 mg BSA 共

溶于 5 mL、0� 1 moL/ L PBS( pH 7� 4)溶液中, 4 �

下搅拌反应过夜, 5 000 r/ m in离心 10 min, 上清液

为 A 液。精确称取 10 mg DC 溶于 0� 5 mLN, N�二
甲基甲酰胺( DMF)中,待完全溶解后边搅拌边用移

液器逐滴加入到 A 液中,避光反应 4 h, 5 000 r/ min

离心 10 min, 取上清液, 以 PBS( pH 7� 4)溶液作透
析液于 1 000 mL 烧杯中,置4 � 透析 3 d, 每天更换

3次 PBS, 除去未反应的 DMF、EDC、NHS、DC 小

分子物质。经紫外图谱鉴定并测定蛋白质质量浓

度,将 DC�BSA 抗原分装成 2 mL/份, 于- 20 � 保
存。

1� 2� 2 � 强力霉素完全抗原的鉴定
1) 紫外扫描: 先用 PBS 精确配制适宜浓度的

强力霉素半抗原与蛋白质标准溶液, 然后量取一定

量的 DC�BSA 和 DC�OVA 贮备液, 稀释适宜倍数

后, 用紫外分光光度计测出各物质的最大吸收波

长,然后按照式 ( 1) ~ ( 3) 计算出 DC�BSA 的结合
比。

N =
�偶联物 - �载体蛋白
�半抗原

(1)

式中, �偶联物、�载体蛋白、�半抗原分别为偶联物、载体蛋白、

半抗原在某一波长下的摩尔吸光系数, N 为每摩尔

载体蛋白上所偶联的半抗原的摩尔数。

蛋白质质量浓度( mg/ mL) = 1� 45A 280 - 0� 74A 260

(2)

式中, A 280、A 260 分别为该蛋白质溶液在280、260 nm

下的吸光度值。

A = �克分子消光系数 cl (3)

式中, A 是该物质在最大波长处的吸光度值, c是该物

质的浓度(mol/ L) , l是比色杯的直径(cm) ,�克分子消光系数

是该物质的克分子消光系数[ l/ (mol� cm)]。

2) 动物免疫试验:选择体重 2 kg 左右的雄性

新西兰兔 10只作为免疫动物,随机分为两组, 一个

为实验组,一个为对照组。实验组剂量分别设定为

1、2 mg/ kg ,每个剂量免疫 4只兔子, 剩余 2只兔子

作为对照组处理。将制备的完全抗原用 1 g/ dL 盐

水溶解,与等体积的完全弗氏佐剂充分乳化, 使抗

原终浓度为 2 mg/ mL 和 4 mg/ mL, 于兔子背部皮

下注射,每只 1 mL。2 周后, 用不完全弗氏佐剂乳

化的同浓度完全抗原在足掌皮下注射, 每只注射 1

mL, 以后每 10天加强免疫 1次。从第三次免疫后,

10 d内采血测试效价, 直到抗体效价不再升高,及

时采血。

3) 抗体质量评价: 分离所得血清, 并用 DC�
OVA 做包被原。取上清液作倍比稀释, 用间接

ELISA法测定抗血清的效价,以抗血清的稀释倍数

表示。如果待检血清与已知阴性血清的比值( P/ N )

�2� 1, 而且待检血清的 OD 值�0� 2, 则判定为阳
性,否则判定为阴性。剩余血清分装后冷冻保存备

用。

强力霉素为四环素类抗生素,因此为了评价抗

血清的特异性, 选择四环素类抗生素金霉素、土霉

素、四环素做交叉反应实验, 用间接竞争 ELISA 测

定判断是否有特异性抗体产生。同时, 还选择了氨

基糖苷类的庆大霉素、大环内酯类的螺旋霉素、青

霉素类的青霉素、磺胺类的磺胺二甲嘧啶、喹诺酮

类的环丙沙星和 ��内酰胺类的青霉素进行间接竞
争 ELISA反应, 并用式( 4)式计算交叉反应率。

交叉反应率( %) =
强力霉素 IC50

其他化合物 IC50
� 100% ( 4)

2 � 实验结果

2� 1 � 强力霉素与 BSA 和 OVA 偶联物的紫外光谱

分析

图 2为半抗原、载体蛋白及其偶联物的紫外光

谱图。由图 2可知:在 PBS 中,牛血清蛋白 BSA和

卵清蛋白 OVA 在 278 nm 处呈现最大特征吸收波

长,且它们在 300~ 400 nm 无吸收, DC 在 346� 7
nm 处呈现最大特征吸收波长;较 BSA和 DC 而言,

与偶联物的紫外吸收波形图相比,位置发现了明显
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的改变, DC�BSA偶联物波峰大致在 375 nm 左右,

波宽相对变宽。因此, 综合分析可得出 DC 通过连

接臂与蛋白质偶联成功。通过测定不同波长下的

吸光度值,由特定公式计算出 DC 与蛋白质的偶联

比为 3�1。同理, 通过紫外分光光度计测定, 结果

也证明包被原偶联成功。

实验所得的人工抗原必须进行纯化, 以除去未

反应的半抗原小分子、盐类及其他小分子杂质。人

工抗原的纯化对其自身鉴定及产生高质量的抗体

都具有十分重要的意义。作者采用透析法对合成

的人工抗原进行了纯化,最终的透析液经紫外扫描

判断纯化较为彻底。

图 2 � 半抗原、载体蛋白及其偶联物的紫外光谱图

Fig. 2� UV spectra of hapten, BSA and its conjugates

2� 2 � 动物免疫试验结果及抗体质量评价
DC�BSA 免疫的新西兰实验用白兔,经 3次加

强免疫后, 利用 DC�OVA 做包被原, 采用间接

ELISA检测, 结果表明: 剂量为 2 mg / kg 的实验组

的免疫试验结果较好,且该组的 4只白兔均有特异

性抗体产生; 采用不同质量浓度的强力霉素作竞争

抑制物,间接竞争 EL ISA 试验证实强力霉素可特

异性地阻断上述反应的发生, 证实抗血清中含有针

对强力霉素的特异性抗体。上述结果结合紫外扫

描试验证明强力霉素免疫原的成功合成, 同时也证

明了包被原的顺利合成。

抗血清效价测定结果见图 3。经多次测定, 抗

血清效价为 2� 048 � 106 ,效价较高。

图 3 � DC抗体效价图

Fig. 3 � Antibody ef fectiveness curve of DC

� � 由图 4可知,在 50%抑制时, 可知金霉素、土霉

素、四环素、强力霉素的 IC50分别为 8 000� 13、3
897� 72、2 000� 00、189� 94 �g / L。强力霉素与金霉
素、土霉素、四环素的交叉反应率分别为 2� 37%、
4� 87%、9� 50%。同时结果还表明室温下螺旋霉
素、磺胺二甲嘧啶、环丙沙星、庆大霉素、青霉素质

量浓度达 10 000 �g/ L 时仍无抑制作用, 因此可以

认定上述药品对此抗体不产生交叉反应。

图 4� 4 种药物竞争抑制曲线

Fig. 4� Competitive inhibition curve of four drugs

3 � 结 � 语

强力霉素是一种小分子半抗原, 本身并不具备

免疫原性,必须将其与载体蛋白质相偶联生成人工

抗原才具有免疫原性。而牛血清白蛋白( BSA)因其

具有物理化学性质稳定、自由氨基多, 在不同的 pH

值和离子强度下均有较大的溶解度,在含有有机溶

剂(如 N, N�二甲基甲酰胺)情况下可和半抗原进行

偶联,且在偶联后仍保持可溶状态
[ 10]

, 因而仍然是

目前用得最多的一种载体蛋白质。由于强力霉素

不太稳定,容易差向异构化,所以其羟基、酮基不能
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用来做活性基团与蛋白质偶联
[ 11- 12]

。因此作者针

对强力霉素自身具有的酰胺键采用碳二亚胺法合

成强力霉素人工抗原。纯化后的强力霉素全人工抗

原紫外图谱显示, 其与载体蛋白 BSA 的紫外图谱相

比,形状上发生了明显的改变, 强力霉素偶联物在

375 nm 处有典型吸收, 这与俎晶晶[ 11] 报道的四环

素与BSA合成的四环素全人工抗原的紫外图谱、安

清聪
[ 13]
报道的土霉素与 BSA合成的土霉素全人工

抗原的紫外图谱都不同,而这正好说明了强力霉素

抗体特异性高与全人工抗原的合成关系密切。

对纯化后的人工抗原进行鉴定, 一方面是定性

判断半抗原与载体是否偶联成功,另一方面是定量

测定半抗原与蛋白质的结合比。强力霉素与载体

蛋白 BSA 的偶联比为 3� 1,之前报道的土霉素与

BSA的偶联比为 16� 7� 1,四环素与 BSA 的偶联比

为 4 �1。一般认为,结合比过高或者过低均影响抗

体的生成,而本实验中抗血清效价达到了 2� 048 �
10

6
,如此高的效价和较高的特异性正说明了低结合

比是有助于提高抗体的选择性和亲和力的。

四环素类抗生素人工抗原的合成方法有重氮

化法、碳二亚胺法、戊二醛法等
[ 14]

,而作者所述的这

种改进的碳二亚胺两步法不仅简单、快捷、结合比

低,而且所得抗体效价较高, 特异性也较好。综上

所述,作者研制的这种低结合比全人工抗原及由此

产生的较高特异性、较高效价的抗体为强力霉素残

留 ELISA 检测方法的研究奠定了的基础。
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