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　　摘要：以３，７－二氯－８－喹啉羧酸、草酰氯、５－氨基戊酸（Ｑ－５）为原料合成二氯喹啉酸半抗原，再采用碳二亚胺
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核磁共振（１Ｈ－ＮＭＲ）进行结构表征，通过紫外扫描证明二氯喹啉酸人工抗原（Ｑ－５－ＢＳＡ、Ｑ－５－ＯＶＡ）合成成功，
且Ｑ－５－ＢＳＡ、Ｑ－５－ＯＶＡ的结合比分别为２１∶１、１７∶１。人工抗原的合成为研制二氯喹啉酸多克隆抗体及免疫试
剂盒奠定了基础。
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　　二氯喹啉酸（ｑｕｉｎｃｌｏｒａｃ，３，７－二氯 －８－喹啉羧酸，商品
名快杀稗），是８０年代德国巴斯夫公司研发的激素型喹啉酸类
除草剂，主要用于稻田防治单子叶杂草，对稗草防治效果突出。

但二氯喹啉酸是长残效除草剂，在水田中的降解方式主要是光

解，微生物降解作用非常弱，几乎无水解也不挥发，导致它在土

壤中的残留较大，对后茬蔬菜及旱田作物产生药害［１］。

目前，二氯喹啉酸残留检测的常用方法为仪器分析法，包

括气相色谱法（ＧＣ）和高效液相色谱法（ＨＰＬＣ）［２－３］。近年
来，免疫分析法以其特异性强、灵敏度高、准确性好、快速方便

等特点在农药残留检测中得到了快速发展［４］。我们拟通过

二氯喹啉酸与氨基戊酸反应增加４个碳链长度的间隔臂合成
半抗原，与载体蛋白偶联获得人工抗原，为进一步建立二氯喹

啉酸免疫分析提供基础。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　试剂　二氯喹啉酸（Ｑ）原药（９５％，新沂中凯农用化
工有限公司产品）、二氯甲烷、草酰氯、Ｎ，Ｎ－二甲基甲酰胺
（ＤＭＦ）、１，４－二氧六环（Ａ．Ｒ．级，国药集团化学试剂有限公
司产品）、５－氨基戊酸、Ｎ－羟基琥珀酰亚胺（ＮＨＳ，Ｂ．Ｒ．级，
国药集团化学试剂有限公司产品）、二环已基碳二亚胺

（ＤＣＣ，Ｂ．Ｒ．级，国药集团化学试剂有限公司产品）、牛血清蛋
白（ＢＳＡ，ＳＩＧＭＡ公司产品）、鸡卵清蛋白（ＯＶＡ，华美生物工
程公司产品）。

１．１．２　仪器设备　旋转蒸发仪（Ｒ２１０，ＢＵＣＨＩ）、红外光谱分
析仪（Ｓｐｅｃｔｒｕｍ６５，ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ）、高效液相色谱－质谱联用仪
（ＨＰＬＣ１１００／ＭＳＤＴｒａｐＳＬ，布鲁克光谱仪器公司产品）、１Ｈ核
磁共振（ＢｒｕｋｅｒＡＭ５００，安捷伦公司产品）等。
１．２　方法
１．２．１　半抗原的合成　合成路线如图１所示。
　　在１００ｍＬ三颈烧瓶中，加入１２１０ｍｇ二氯喹啉酸，并加
入２５ｍＬ无水二氯甲烷和７ｍＬ草酰氯，在磁力搅拌下缓慢滴
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入３～４滴ＤＭＦ，８５～１００℃回流１．５ｈ。反应后减压蒸馏，得
淡黄色固体３，７－二氯－８－喹啉甲酰氯。

称取５８５ｍｇ５－氨基戊酸于１００ｍＬ三颈烧瓶中，加入
５ｍＬ氢氧化钠（４ｍｏｌ／Ｌ）冰浴搅拌。用２５ｍＬ１，４－二氧六
环溶解３，７－二氯 －８－喹啉甲酰氯，分批次加入５－氨基戊
酸的氢氧化钠溶液中，磁力搅拌下反应１．５ｈ。反应完毕，将
反应液用乙酸乙酯萃取 ３次，收集有机相。用稀盐酸
（０．１ｍｏｌ／Ｌ）洗涤３次，收集乙酸乙酯层。用碳酸氢钠溶液
（１ｍｏｌ／Ｌ）反萃取３次，收集下层溶液。抽滤得白色固体，即
为半抗原Ｑ－５。

采用柱层析纯化，用石油醚拌适量硅胶湿法装柱，洗脱剂

比例为乙酸乙酯 ∶石油醚 ∶甲醇 ＝４∶２∶１，收集所需组分，
减压蒸馏浓缩，得淡黄色粘稠液体，静置过夜，有淡黄色晶体

析出。纯化后的半抗原用傅里叶红外光谱仪（ＩＲ）和１Ｈ核磁
共振（１Ｈ－ＮＭＲ）鉴定。
１．２．２　人工抗原的合成　将半抗原 Ｑ－５与牛血清蛋白
（ＢＳＡ）和卵清蛋白（ＯＶＡ）偶联合成相应的人工抗原 Ｑ－５－
ＢＳＡ、Ｑ－５－ＯＶＡ（碳二亚胺法）［５－６］。

称取Ｑ－５（６９．９５ｍｇ）加入到２５ｍＬ三角瓶中，加入等摩
尔量 ＤＣＣ（５１．５ｍｇ）和 ＮＨＳ（２８．７５ｍｇ），磁力搅拌过夜。
４℃ 下４０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上层清液２０００μＬ，缓慢
加入到２０ｍＬ２０ｍｇ／ｍＬ牛血清蛋白（ＢＳＡ）的碳酸缓冲液
（０．０５ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ值９．６）中，磁力搅拌反应４ｈ。反应完成后
用磷酸缓冲液（０．０１ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ值７．４，ＰＢＳ）透析３ｄ。透析结
束后，冻干成粉，即制得免疫抗原Ｑ－５－ＢＳＡ。采用同样方法
将半抗原Ｑ－５与卵清蛋白偶联制得免疫抗原Ｑ－５－ＯＶＡ。
１．２．３　二氯喹啉酸人工抗原的紫外光谱鉴定　称取１ｍｇ半
抗原Ｑ－５溶于１０ｍＬ甲醇中，配成０．１ｍｇ／ｍＬ溶液。再称
取相应的人工抗原 Ｑ－５－ＢＳＡ／ＯＶＡ和载体蛋白 ＢＳＡ、ＯＶＡ
各１ｍｇ溶于１０ｍＬＰＢＳ缓冲液中，配成０．１ｍｇ／ｍＬ溶液。将
配好的溶液在２００～４００ｎｍ波长下进行紫外扫描，得到相应

的谱图并进行分析。

１．２．４　人工抗原结合比的测定　称取１ｍｇ半抗原 Ｑ－５用
甲醇稀释为５０μｇ／ｍＬ，然后经过倍比稀释得２５．０００、１２．５００、
６．２５０、３．１２５μｇ／ｍＬ系列浓度，分别进行紫外图谱扫描。从紫
外图谱上读出Ｑ－５的λｍａｘ及最大吸收峰处的吸光度值Ｄｍａｘ，
作Ｑ－５浓度与吸光度的标准吸收曲线Ｄｍａｘ－ＣＱ－５。

称取１６０ｍｇＢＳＡ／ＯＶＡ用ＰＢＳ缓冲液稀释成１００ｍＬ，再
倍比稀释得０．８、０．４、０．２、０．１ｍｇ／ｍＬ系列浓度溶液，分别作
ＵＶ谱图。从ＢＳＡ／ＯＶＡ的紫外光谱图上读出最大吸收峰处
的吸光度值 Ｄｍａｘ，作 ＢＳＡ／ＯＶＡ浓度与吸光度的标准吸收曲
线Ｄｍａｘ－ＣＢＳＡ／Ｄｍａｘ－ＣＯＶＡ。

取透析液０．５ｍＬ，用ＰＢＳ缓冲液稀释为１０ｍＬ，测定ＵＶ
谱图，得其最大吸收波长处的吸光度值 Ｄ０（Ｄ０′）。根据体积
比计算出稀释后的透析液中ＢＳＡ／ＯＶＡ的浓度。

按照吸光度值加和性，偶联物中的 Ｑ－５对总吸光度值
Ｄ０的贡献应为偶联物的吸光度值减去ＢＳＡ／ＯＶＡ对Ｄ０（Ｄ０′）
的贡献，即为Ｄ１＝Ｄ０－Ｄ２（Ｄ１′＝Ｄ０′－Ｄ２′），可以通过吸光度
值对应标准曲线Ｄｍａｘ－ＣＱ－５计算出 Ｑ－５在偶联物中的浓度
从而计算出结合比。

２　结果与分析

２．１　半抗原分子的结构鉴定
半抗原 ５－（３，７－二氯 －８－喹啉甲酰基）氨基戊酸

（Ｑ－５）的结构表征：红外谱图见图２，ＩＲ（ＫＢｒ，ｃｍ－１）：３２０１．
７（ＮＨ），１７１３．０（ＣＯＯＨ），１６３６．５（ＣＯＮＨ）。核磁谱图见图
３，１Ｈ－ＮＭＲ，δ（ｐｐｍ）：８．９６（ｄ，１Ｈ，— ＮＨ ，Ｊ＝２．４０Ｈｚ），
８６７（ｄ，１Ｈ，— Ｃ Ｃ—Ｃｌ，Ｊ＝２．４０Ｈｚ），８．５０（ｔ，１Ｈ，
—ＣＯＮＨ），８．０３（ｄ，１Ｈ，ＡｒＨ，Ｊ＝９．００Ｈｚ），７．６５（ｄ，１Ｈ，ＡｒＨ，
Ｊ＝９．００Ｈｚ），３．３１（ｄ，ｄ，２Ｈ，—ＮＣＨ２—，Ｊ＝６．６０，６．００Ｈｚ），
２．２７（ｔ，２Ｈ，—ＣＨ２—ＣＯＯ—），１．６４～１．６６（ｍ，２Ｈ），１．５４～
１５７（ｍ，２Ｈ）。

２．２　人工抗原的鉴定
将半抗原与载体蛋白偶联后，所得产物的紫外吸收光谱

与相应的载体蛋白以及半抗原相比较，吸光度值发生了明显

变化（图４）。由此可判断，半抗原偶联成功。
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２．３　人工抗原结合比
通过紫外扫描可知，Ｑ－５的最大吸收波长为２２７．９ｎｍ，

根据不同浓度下吸光度值绘制标准曲线，得线性方程：

ｙ＝０．１０１０ｘ＋０．１５４７（ｒ２＝０．９９５９） （１）
式中：ｙ为Ｑ－５浓度，ｘ为吸光度。

紫外扫描ＢＳＡ的最大吸收波长为２１５．０ｎｍ，根据相应浓
度下吸光度值绘制标准曲线，可得方程：

ｙ＝０．６１４８ｘ＋０．０２２７（ｒ２＝０．９９９７） （２）
式中：ｙ为ＢＳＡ浓度，ｘ为吸光度。

同理得到ＯＶＡ的线性方程为：
ｙ＝０．７７０３ｘ＋０．０１６６（ｒ２＝０．９９７２） （３）

式中：ｙ为ＯＶＡ浓度，ｘ为吸光度。
结果显示，人工抗原Ｑ－５－ＢＳＡ结合比为２１∶１，人工抗

原Ｑ－５－ＯＶＡ的结合比为１７∶１。

３　讨论

为了使二氯喹啉酸与蛋白质进行偶联，活性基团与载体

之间需要有间隔臂，适当长度的间隔臂可以使半抗原的特征

结构最大限度的被免疫活性细胞识别，刺激机体产生特异性

免疫应答，从而获得高亲和力、高特异性的抗体［７］。Ｖａｌｌｅｊｏ
等［８］研究发现间隔臂长的半抗原可以将农药分子的特征结

构暴露出来，从而增强了抗体的效价和特异性。Ｋａｒｕ等［９］和

Ｓｃｈｎｅｉｄｅｒ等［１０］合成了多种半抗原，通过比较，发现间隔臂长

度为５的半抗原所建立的ＥＬＩＳＡ法比油隔臂长度为３的半抗

原所建立的ＥＬＩＳＡ法要灵敏１００～２０００倍。
试验采用草酰氯与二氯喹啉酸反应用较短的时间和较少

的原料，获得３，７－二氯－８－喹啉甲酰氯中间体，再与５－氨
基戊酸反应，增加４个碳原子长度的间隔臂，获得半抗原，通
过红外光谱、核磁氢谱检测与分析，说明半抗原合成成功。将

半抗原与载体蛋白偶联生成免疫抗原和包被抗原，通过紫外

光谱检测说明偶联成功，测定其结合比也在最适的结合比范

围之内。这为二氯喹啉酸多克隆抗体制备及残留检测试剂盒

研制奠定了基础。
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