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　　摘要：通过Ｎ－羟基琥珀酰亚胺（ＮＨＳ）法，将半抗原达氟沙星（ｄａｎｏｆｌｏｘａｃｉｎ，ＤＡＮ）与载体蛋白牛血清白蛋白
（ＢＳＡ）偶联，制备完全抗原ＤＡＮ－ＢＳＡ。对所制备的完全抗原通过ＦＴ－ＩＲ光谱、紫外光谱和ＳＤＳ－ＰＡＧＥ进行分析确
证，并通过测定免疫血清的效价和ＩＣ５０对其免疫原性进行检测。结果表明，ＤＡＮ－ＢＳＡ的ＦＴ－ＩＲ光谱较ＢＳＡ和ＤＡＮ

均有变化；紫外光谱扫描中，ＤＡＮ－ＢＳＡ的最大吸收波长较ＢＳＡ和ＤＡＮ有所偏移；ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳中ＤＡＮ－ＢＳＡ的
条带较 ＢＳＡ条带上移，说明 ＤＡＮ－ＢＳＡ的分子量大于 ＢＳＡ；免疫原性检测中，血清的效价达到 ２５６０００，ＩＣ５０值为

２８．８４μｇ／Ｌ，说明所制备的完全抗原具有免疫原性。综上可知，完全抗原 ＤＡＮ－ＢＳＡ成功合成，可以用来免疫动物制
备抗体，这为后续免疫学检测方法的建立奠定了良好的基础。

　　关键词：达氟沙星；完全抗原；Ｎ－羟基琥珀酰亚胺法；免疫原性
　　中图分类号：Ｑ８１２　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０１６）１０－０３５４－０３

收稿日期：２０１６－０３－０７
基金项目：国家科技支撑计划（编号：２０１５ＢＡＫ４５Ｂ０１）；江苏省镇江市
农业科技支撑计划（编号：ＮＹ２０１４０２４）；江苏省普通高校研究生科
研实践计划（编号：ＳＪＬＸ＿０４８３）。

作者简介：王娅丹（１９９０—），女，河南平顶山人，硕士，主要从事食品
安全研究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｗ＿ｙａｄａｎ＠１６３．ｃｏｍ。

通信作者：王　云，博士，教授，从事食品生物技术研究。Ｅ－ｍａｉｌ：
ｗａｎｇｙ１９７４＠ｕｊｓ．ｅｄｕ．ｃｎ。

　　达氟沙星（ｄａｎｏｆｌｏｘａｃｉｎ，简称ＤＡＮ）是一种氟喹诺酮类抗
菌药物（图１），具有抗菌谱广、杀菌作用强、与其他抗菌药物
无交叉耐药性等优点，因而被广泛用于动物疫病的预防和治

疗［１］；但是，达氟沙星会在动物组织中累积，通过食物链进入

人体，进而威胁人体健康。已有研究表明达氟沙星会损伤人

体器官，使人体免疫力下降，并且具有潜在的致癌性［２］。ＦＡＯ
／ＷＨＯ食品添加剂联合专家委员会（ＪＣＥＦＡ）、欧盟及我国都
制定了达氟沙星在肉制品中严格的残留限量。由于达氟沙星

在畜牧业中的加量使用和滥用现象普遍存在，因而需要建立

一种针对达氟沙星的快速筛查技术。

目前，农兽药残留检测以仪器分析法为主，如高效液相色

谱法、气相色谱 －质谱法、高效液相色谱 －质谱法、毛细管电

泳法、高效薄层色谱法等［３－５］。仪器分析方法检测准确，但是

样品前处理复杂，仪器设备价格昂贵，需要专业的实验室和操

作人员，这些缺点限制了仪器分析法在大规模快速筛查中的

应用。免疫学检测是基于抗原和抗体的特异性结合反应建立

起来的一种快速分析方法，具有快速、简便、特异性高等优点，

适合大量样品的快速筛查和现场检测［６］。免疫学检测方法

主要包括酶联免疫法（ＥＬＩＳＡ）、胶体金试纸条、免疫亲和柱等
方法［７］。

　　免疫学检测的关键是获得对应的抗体。达氟沙星属于小
分子化合物，本身不具有免疫原性，必须先和载体蛋白偶联获

得完全抗原，再进行动物免疫制备抗体。本试验通过ＮＨＳ法
合成了达氟沙星的完全抗原，免疫动物制备获得了相应的多
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抗，为达氟沙星的免疫学快速检测奠定基础。

１　材料与方法

１．１　试剂
达氟沙星，购自上海圣克鲁斯生物技术公司；Ｎ－羟基琥

珀酰亚胺（ＮＨＳ）、１－乙基 －３－（３－二甲基胺丙基）碳化二
亚胺盐酸盐（ＥＤＡＣ）、二甲基甲酰胺（ＤＭＦ）、牛血清白蛋白
（ＢＳＡ）、卵清蛋白（ＯＶＡ）、弗氏佐剂均购自 Ｓｉｇｍａ公司；
ＨＲＰ－山羊抗兔 ＩｇＧ购自上海生工生物工程公司；其他所涉
及的试剂均为国产分析纯，购自上海国药集团化学试剂有限

公司。

１．２　试验动物
新西兰纯系大白兔，雄性，体质量１．５～２ｋｇ，购自江苏大

学动物中心。

１．３　ＤＡＮ完全抗原的制备
采用Ｎ－羟基琥珀酰亚胺法（ＮＨＳ法）制备完全抗原［８］。

称取２０ｍｇＤＡＮ、１２．５ｍｇＥＤＡＣ、１０ｍｇＮＨＳ，充分溶解于
１ｍＬＤＭＦ中，并将其滴加到含有 ２５ｍｇＢＳＡ的 ＰＢＳ
（０．０１ｍｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ值７．４）溶液中，室温搅拌３ｈ；将上述反应
好的溶液装入透析袋中，对ＰＢＳ溶液４℃条件下透析３ｄ后，
４０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，收集上清液，冷冻干燥后，分装保存。
用 ＯＶＡ代替ＢＳＡ，制备包被原（ＤＡＮ－ＯＶＡ）。
１．４　完全抗原ＤＡＮ－ＢＳＡ的ＦＴ－ＩＲ光谱扫描鉴定

取１ｍｇ冻干的完全抗原 ＤＡＮ－ＢＳＡ、ＢＳＡ和 ＤＡＮ分别
与ＫＢｒ研磨压片，进行ＦＴ－ＩＲ扫描分析。
１．５　完全抗原ＤＡＮ－ＢＳＡ的紫外光谱扫描鉴定

在２００～４００ｎｍ波长范围内分别对完全抗原 ＤＡＮ－
ＢＳＡ、载体蛋白 ＢＳＡ和达氟沙星进行紫外扫描分析，以 ＰＢＳ
溶液为空白对照。

１．６　完全抗原ＤＡＮ－ＢＳＡ的ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳鉴定
ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳鉴定参照文献［９］进行，浓缩胶和分离

胶浓度分别为５％和１２％。
１．７　完全抗原ＤＡＮ－ＢＳＡ的免疫原性鉴定
１．７．１　动物免疫　完全抗原用生理盐水配成１ｇ／Ｌ的溶液。
首次免疫０．４ｍｇ／只，用弗氏完全佐剂将完全抗原乳化后，采
用背部皮下多点注射方式；加强免疫使用不完全佐剂进行抗

原乳化。三免后第 ７天，耳缘静脉取血，测定其效价和
ＩＣ５０值。
１．７．２　免疫血清效价的测定　采用间接 ＥＬＩＳＡ法测定血清
的效价，具体步骤如下：用 ＤＡＮ－ＯＶＡ作为包被原，
１００μＬ／孔，４℃包被过夜，ＰＢＳＴ洗板３次；用含有０．２％明胶
的ＰＢＳ溶液作为封闭液，２００μＬ／孔，３７℃封闭２ｈ，ＰＢＳＴ洗
板３次；用含有质量浓度０．１％明胶的ＰＢＳＴ溶液作为抗体稀
释液，将免疫血清在稀释２０００倍的基础上做２倍倍比稀释，
１００μＬ／孔，３７℃温育１ｈ；将ＨＲＰ－山羊抗兔ＩｇＧ稀释３０００
倍作为酶标二抗，１００μＬ／孔，３７℃温育１ｈ；加入 ＴＭＢ显色
液，１００μＬ／孔，３７℃温育１５ｍｉｎ；加入终止液，５０μＬ／孔，终
止反应后，用酶标仪测定４５０ｎｍ下的吸光度（Ｄ４５０ｎｍ）。
１．７．３　免疫血清ＩＣ５０值的测定　采用间接竞争 ＥＬＩＳＡ法测
定免疫血清的ＩＣ５０值。将酶标板包被封闭后，每孔加入５０μＬ
不同浓度的达氟沙星标准品溶液，再加入５０μＬ合适稀释倍

数的免疫血清，其他步骤同效价测定。

２　结果与分析

２．１　完全抗原ＤＡＮ－ＢＳＡ的红外图谱
如图２所示，在１７００～１６００ｃｍ－１处三者的吸收峰强度

有很大不同，这是因为羧基极性强，在１８５０～１６００ｃｍ－１之
间会出现非常强的吸收峰。达氟沙星有羧基，此处的吸收峰

强度最大，完全抗原此处吸收峰强度变弱，说明达氟沙星和载

体蛋白发生酰胺反应。达氟沙星相对分子质量远远小于载体

蛋白ＢＳＡ，其结构信息容易被掩埋在载体蛋白的结构信息
中［１０］，但图谱显示两者的指纹区（１３００～６７０ｃｍ－１）差别很
大，指纹区对分子结构的微小变化表现很敏感，这里通过羧基

吸收峰和指纹区的差别初步判定ＤＡＮ和ＢＳＡ发生反应合成
完全抗原ＤＡＮ－ＢＳＡ。

２．２　完全抗原ＤＡＮ－ＢＳＡ的紫外图谱
图３的紫外扫描图谱表明，载体蛋白 ＢＳＡ在２７７ｎｍ处

有特征吸收峰，ＤＡＮ在２７４ｎｍ和３２６ｎｍ处有２个特征吸收
峰，完全抗原ＤＡＮ－ＢＳＡ在２７６ｎｍ和３２５ｎｍ处有２个特征
吸收峰。紫外吸收具有加合性，完全抗原ＤＡＮ－ＢＳＡ的紫外
图谱保留了ＢＳＡ在２７７ｎｍ处的紫外特征吸收峰，也有 ＤＡＮ
在３２６ｎｍ处的特征吸收峰，但又有所迁移，说明ＢＳＡ和ＤＡＮ
发生反应，另外透析过程中未反应的半抗原 ＤＡＮ已经除去，
完全抗原在３２６ｎｍ处仍有半抗原ＤＡＮ的特征吸收峰并有所
迁移，充分说明完全抗原的成功合成。

２．３　完全抗原ＤＡＮ－ＢＳＡ的ＳＤＳ－ＰＡＧＥ鉴定
凝胶电泳分析中样品的迁移率只与分子质量有关，图４

显示偶联后产物ＤＡＮ－ＢＳＡ的相对分子质量大于ＢＳＡ，并且
条带清晰，纯度比较高，进一步说明完全抗原偶联成功。
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２．４　完全抗原的免疫原性鉴定
２．４．１　免疫血清的效价　免疫血清的效价是指将免疫血清
做倍比稀释后与对应的配体相作用，出现反应的最大稀释倍

数，一般以阳性血清与阴性血清比值大于２．１倍时的稀释倍
数作为血清的效价。由图５可以看出，随着稀释倍数的增加，
阴性血清的Ｄ值无显著变化，阳性血清的Ｄ值随着稀释倍数
的增加而降低，ＥＬＩＳＡ测定的免疫血清的效价达到２５６０００。

２．４．２　免疫血清的 ＩＣ５０值　免疫血清的间接竞争 ＥＬＩＳＡ曲
线如图６所示，根据拟合结果，得出３次免疫后免疫血清的
ＩＣ５０值为２８．８４μｇ／Ｌ，最低检测限ＩＣ１５值为０．１８μｇ／Ｌ。所制
备的完全抗原ＤＡＮ－ＢＳＡ具有免疫原性，可以制备针对ＤＡＮ
的特异性抗体。免疫血清的抑制性可以通过加强免疫和抗体

纯化进一步提高。

３　结论

本试验以 ＢＳＡ、ＯＶＡ作为载体蛋白，采用 ＮＨＳ法，将
ＤＡＮ进行活化，生成中间产物，再与载体蛋白通过酰胺反应
生成完全抗原，这样可以防止载体蛋白对半抗原的包埋，使抗

原决定簇完全外露，增加所产生抗体的特异性。

完全抗原的鉴定中，ＦＴ－ＩＲ图谱、紫外图谱和 ＳＤＳ－
ＰＡＧＥ这３种方法检测表明偶联成功。虽然物理及化学方法
的检验是必要的，但只有特异抗体的出现才是对完全抗原及

其合成步骤的最好检验［１１］，本试验所获免疫血清效价高、具

有抑制性，可以通过加强免疫及纯化进一步提高。

综合完全抗原的鉴定，ＤＡＮ－ＢＳＡ偶联成功并且具有良
好的免疫原性，可以用来免疫动物进行 ＤＡＮ抗体的制备，为
后续ＥＬＩＳＡ检测、免疫亲和柱和胶体金试纸条等免疫学检测
产品的制备奠定良好的基础。
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