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　　摘要：由己烯雌酚（ｄｉｅｔｈｙｌｓｔｉｌｂｅｓｔｒｏｌ，ＤＥＳ）经过一系列化学反应，合成含有１个羟基活性基团的半抗原己烯雌酚－
单羧基丙基醚（ＤＥＳ－ＭＣＰＥ）；应用活泼酯法，使ＤＥＳ－ＭＣＰＥ与牛血清白蛋白（ＢＳＡ）、卵清蛋白（ＯＶＡ）偶联，合成人
工免疫抗原ＤＥＳ－ＢＳＡ和包被抗原ＤＥＳ－ＯＶＡ，采用紫外分光光度法（ＵＶ）和聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）进
行鉴定，初步判定偶联成功。用ＤＥＳ－ＢＳＡ以６０μｇ／只的剂量免疫３只 ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，４次免疫后，采集血清，使用间
接ＥＬＩＳＡ和间接竞争ＥＬＩＳＡ分别测定抗血清的效价与抑制，３只小鼠的效价均可达到１×１０４以上，其中２号小鼠的
半抑制率（ＩＣ５０）为１８．２２１μｇ／Ｌ，表明已获得灵敏、特异、高效价的抗血清。
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　　己烯雌酚（ｄｉｅｔｈｙｌｓｔｉｌｂｅｓｔｒｏｌ，ＤＥＳ）是一种人工合成的非甾
体雌激素，具有促进动物生长、提高瘦肉率的作用，曾经作为

促生长剂在畜禽生产中得到普遍应用。但ＤＥＳ对人类有很强
的致畸、致癌等毒副作用［１－３］，我国及大多数国家均明确规定

禁止在畜牧养殖中使用ＤＥＳ。为降低动物生产成本，不规范使
用己烯雌酚的现象仍然存在。传统的理化检测技术虽然能够

监测动物源性食品中的ＤＥＳ残留，但其存在用时长、费用多、
程序繁琐等缺陷，因此急需发展一种迅速、简便、敏感、精确、价

廉的分析方法［４］。本试验旨在合成 ＤＥＳ人工抗原和制备抗
ＤＥＳ抗血清，为ＤＥＳ残留血清学检测的建立打下基础。

１　材料与方法

１．１　试剂和溶液
ＤＥＳ、４－溴丁酸乙酯，Ｓｉｇｍａ产品；羟琥珀亚酰胺（ＮＨＳ）

和Ｎ，Ｎ－二环己基碳二亚胺（ＤＣＣ），Ｆｌｕｋａ公司；牛血清白蛋
白（ＢＳＡ）、鸡卵清蛋白（ＯＶＡ），弗氏完全佐剂（ＦＣＡ）、弗氏不
完全佐剂（ＦＩＡ），Ｐｉｅｒｃｅ产品；羊抗鼠酶标二抗（ＧａＭＩｇＧ－
ＨＲＰ），华美生物工程有限公司；二甲基亚砜、乙酸乙酯、二甲
基甲酰胺均为ＡＲ级。

ＥＬＩＳＡ相关试剂配制：（１）洗液（ＰＢＳＴ）：含 ０．０５％的
Ｔｗｅｅｎ－２０的磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ，０．０１ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ值为７．４）；
（２）间接ＥＬＩＳＡ和间接竞争 ＥＬＩＳＡ所用的稀释液、封闭液均
为含 ５０ｍＬ／Ｌ猪血清的 ＰＢＳＴ；（３）包被液 （ＣＢＳ）为
０．０５ｍｏｌ／ＬｐＨ值９．６的碳酸盐缓冲液；（４）显色液为四甲基
联苯胺（ＴＭＢ）的醋酸－柠檬酸缓冲液；（５）终止液为２ｍｏｌ／Ｌ

的Ｈ２ＳＯ４溶液。
１．２　主要仪器设备

Ｕ－３０００紫外扫描仪（ＵＶ），日本岛津公司；凝胶成像系
统及分析软件，Ｓｙｎｇｅｎｅ公司；ＪＭ－２５０电泳仪，大连捷迈科贸
有限公司；Ｂｉｏ－Ｒａｄ５５０型酶标仪，美国Ｂｉｏ－Ｒａｄ公司；超净
工作台，美国ＦｏｒｍａＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司；９３－３定时恒温双向磁力
搅拌器，上海亚荣生化仪器厂；３Ｋ－１８高速冷冻离心机，德国
ＳＩＧＭＡ公司；ＨＩ９３２１酸度计，美国 ＨＡＮＮＡ公司；Ｊｏｕａｎ－
ＲＣ１０１０ｚ真空浓缩仪，法国 Ｊｏｕａｎ公司；ＡＥ２６０电子天平，德
国ＭＥＴＴＬＥＲ公司。
１．３　实验动物

ＳＰＦ级６～８周龄的雌性 ＢＡＬＢ／ｃ小白鼠，购自郑州大学
医学院实验动物中心，由河南省农业科学院动物免疫学重点

开放实验室饲养。

１．４　方法
１．４．１　ＤＥＳ人工抗原的合成
１．４．１．１　己烯雌酚－单羧基丙基醚（ＤＥＳ－ＭＣＰＥ）的合成　
（１）精确称量５４ｍｇＤＥＳ溶于 ２ｍＬ无水二甲基亚砜（ＤＭ
ＳＯ），加入２７．５ｍｇ无水 Ｋ２ＣＯ３，在避光条件下，室温搅拌反
应１．５ｈ；（２）加入４－溴丁酸乙酯（Ｃ６Ｈ１１ＢｒＯ２）１７ｍｇ，室温，
避光，搅拌反应８ｈ；（３）反应产物转移到１０ｍＬ预冷 ｐＨ值
２．０的稀盐酸溶液中，加入醋酸乙酯（Ｃ４Ｈ８Ｏ２）进行萃取，双
蒸水冲洗、放入真空浓缩仪中，抽提有机溶剂；（４）抽提后的
产物加入适量的甲醇（ＣＨ３ＯＨ）溶液进行溶解，再加入
２ｍｏｌ／Ｌ氢氧化钠溶液，全部溶解后后，逐滴加入适量的 ＨＣｌ
溶液，使溶液ｐＨ值在２～４之间，重复上述分离步骤，Ｃ４Ｈ８Ｏ２
萃取，双蒸水冲洗、真空干燥，得到目标产物（ＤＥＳ－ＭＣＰＥ）［５］。
１．４．１．２　ＤＥＳ－ＢＳＡ免疫原、ＤＥＳ－ＯＶＡ包被原的制备　
（１）称取ＤＥ－ＭＣＰＥ４２ｍｇ溶于２ｍＬ二甲基亚砜（ＤＭＳＯ），
将２５ｍｇＤＣＣ溶解在０．６ｍＬ无水二甲基甲酰胺，加入１５ｍｇ
ＮＨＳ，暗处、室温下搅拌反应 ４ｈ。（２）２９００ｒ／ｍｉｎ离心
５ｍｉｎ，弃去沉淀，收集上清。（３）精确称量 ＢＳＡ６０ｍｇ溶于
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２ｍＬ的ｐＨ值８．０的ＰＢＳ中，冰浴，逐滴加入１ｍＬ无水二甲
基甲酰胺。（４）将上清液缓慢逐滴滴加到 ＢＳＡ溶液中，４℃
搅拌８ｈ。（５）将反应产物加入透析袋中，透析袋放入盛有
１０００ｍＬＰＢＳ缓冲液的烧杯中，将烧杯转移到４℃冷冻室开
始透析，透析液需每天更换３次，持续透析３ｄ。（６）透析完
成后，透析袋内溶液移入离心管，离心５ｍｉｎ，收集上清液，用
１ｍＬＰＥ管分装，－２０℃存放待用。包被原ＤＥＳ－ＯＶＡ的制
备过程与ＤＥＳ－ＢＳＡ相同，ＯＶＡ的剂量为７０ｍｇ［６］。
１．４．２　ＤＥＳ人工抗原的鉴定
１．４．２．１　ＵＶ鉴定　使用核酸蛋白检测仪ＤＥＳ－ＢＳＡ溶液的
质量浓度，用ＰＢＳ配制ＢＳＡ溶液使其浓度与ＤＥＳ－ＢＳＡ溶液
的浓度相同，用二甲基甲酰胺（ＤＭＦ）与 ＰＢＳ体积比为４∶６
的混液配制ＤＥＳ标准溶液，在波长２２０～３５０ｎｍ之间，用紫
外吸收法分别测定上述溶液的特征峰，通过观察吸收峰的特

征变动，判定偶联成功与否，依据 Ｙａｎｇ等报道的方法［７］，推

算出ＤＥＳ－ＭＣＰＥ分别与ＢＳＡ、ＯＶＡ的分子偶联比率。
１．４．２．２　ＳＤＳ－ＰＡＧＥ凝胶电泳鉴定　电泳溶液的配制依照
Ｇｕｏ等的报道［８］来进行：（１）浓缩胶 ω＝５％；分离胶 ω＝
１２％；浓缩胶电压 ６５Ｖ；分离胶电压 １００Ｖ；（２）加入样品
２０μＬ，其中含免疫原３μｇ；（３）考马斯亮蓝染色７～８ｈ；（４）在
脱色液中脱色６～７ｈ；（５）可以通过测定物的分子质量的大小、
条带位点的变化能够判定结合与否；（６）利用紫外凝胶成像系
统分析软件，推算ＤＥＳ－ＭＣＰＥ与ＢＳＡ的分子偶联比［９］。

１．４．３　ＤＥＳ多抗血清的制备　（１）用人工免疫原ＤＥＳ－ＢＳＡ
以６０μｇ／只的剂量，背部多点皮下注射的免疫方式来免疫３
只实验小鼠；（２）第１次免疫，４５０μＬＦＣＡ和４５０μＬＤＥＳ－
ＢＳＡ的无菌ＰＢＳ溶液进行混合，利用匀浆机乳化５～１０ｍｉｎ；
（３）２８ｄ后加强免疫，用４５０μＬＤＥＳ－ＢＳＡ的无菌 ＰＢＳ溶液
与４５０μＬＦＩＡ混合并乳化，注射剂量与第１次免疫剂量相
同，总共免疫４次，每次间隔时间为２１ｄ；（４）第４免１０ｄ后
剪断免疫小鼠的尾稍，吸取１０μＬ血液放入装有９９０μＬ无菌
ＰＢＳ的１ｍＬＰＥ管中，在振荡器上振荡使之充分混合均匀，离
心５ｍｉｎ，收集上清液，于４℃存放待用。
１．４．４　ＤＥＳ多抗血清的鉴定
１．４．４．１　效价测定　采用间接 ＥＬＩＳＡ测定 ＤＥＳ抗血清效
价［１０］，其步骤如下：第 １步，以 ＤＥＳ－ＯＶＡ为包被抗原
（２μｇ／Ｌ），５０μＬ／孔，进行包板，３７℃温育２ｈ，ＰＢＳＴ洗板４
次（每次间隔 ３ｍｉｎ），下同；第 ２步，３７℃，５％的猪血清以
２２０μＬ／孔 的剂量封闭６０ｍｉｎ，洗板；第３步：稀释１００倍的
ＤＥＳ抗血清以５０μＬ／孔的剂量加入第１孔，然后利用５％的
猪血清进行倍比稀释，同时设阴性对照（ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ，ＮＣ）
和空白对照（ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ，ＢＣ），３７℃温育１５ｍｉｎ，洗板；第４
步：加入ＧａＭＩｇＧ－ＨＲＰ［Ｖ（ＧａＭＩｇＧ－ＨＲＰ）∶Ｖ（封闭液）＝
１∶１０００］，５０μＬ／孔，３７℃温育３０ｍｉｎ，洗板；第５步：各孔加
入 ＴＭＢ（四甲基联苯胺）的 ＣＨ３ＣＯＯＨ－Ｃ６Ｈ８Ｏ７ 缓冲液
５０μＬ，室温条件下静置２～６ｍｉｎ；第６步：各孔加入２ｍｏｌ／Ｌ
硫酸溶液５０μＬ，使反应结束，利用酶标仪进行测定；第７步，
结果判断，以待测孔Ｄ４５０ｎｍ≥ＮＣＤ４５０ｎｍ的２．１倍（Ｐ／Ｎ≥２．１），
判为阳性。

１．４．４．２　敏感性鉴定　间接竞争 ＥＬＩＳＡ（ｃｉ－ＥＬＩＳＡ）方
法［１１］测定抗血清对ＤＥＳ的半数抑制质量浓度（ＩＣ５０），以 ＩＣ５０

判定敏感度，操作步骤与间接ＥＬＩＳＡ类似，区别在于第３步分
别添加Ｄ４５０ｎｍ值为１．０的３只小鼠血清５０μＬ和不同质量浓
度的抑制剂（ＤＥＳ溶液）５０μＬ。
１．４．４．３　特异性测定　交叉反应（ＣＲ）试验鉴定其特异性。
选用己烯雌酚（ＤＥＳ）、己烷雌酚（ＨＥＸ）、双烯雌酚（ＤＩＥＮ）和
雌二醇（Ｅ２）等作为竞争物，用 ｃｉ－ＥＬＩＳＡ测定各竞争物的
ＩＣ５０，交叉反应率（ＣＲ％）是以抗血清对 ＤＥＳ的 ＩＣ５０与各竞争
物的ＩＣ５０之比的百分数。

２　结果与分析

２．１　人工抗原鉴定结果
２．１．１　ＵＶ鉴定结果　ＤＥＳ－ＢＳＡ的吸收峰向右稍有偏移，
ＤＥＳ的吸收峰在 ２４０～２４５ｎｍ处，ＢＳＡ的吸收峰在 ２７８～
２８０ｎｍ处（图 １），证明 ＤＥＳ和 ＢＳＡ已发生偶联。推算出
ＤＥＳ－ＭＣＰＥ与 ＢＳＡ、ＯＶＡ的分子偶联比分别为 １∶１２．８、
１∶１１．５。　

２．１．２　ＳＤＳ－ＰＡＧＥ鉴定结果　人工合成的ＤＥＳ－ＢＳＡ的显
色条带位于偶联物之后，其泳动速度小于ＤＥＳ（图２），ＤＥＳ分
子质量的大小与样品在ＳＤＳ－ＰＡＧＥ中迁移距离成反比，结果
分析表明，ＤＥＳ－ＢＳＡ的分子量比ＢＳＡ的大，证明ＢＳＡ与ＤＥＳ
成功偶联；应用紫外凝胶成像系统分析软件推算出 ＤＥＳ－ＢＳＡ
的分子量为７．０３９×１０４，ＢＳＡ的分子量为６．６２×１０４，ＢＳＡ与
ＤＥＳ的分子结合比约为１∶１２．８，与ＵＶ鉴定结果基本一致。

２．２　ＤＥＳｐＡｂ的鉴定结果
２．２．１　间接 ＥＬＩＳＡ检测结果　表 １显示，免疫的 ３只
ＢＡＬＢ／ｃ小鼠的多抗血清的效价均达到１．０×１０４以上，证明
ＤＥＳ多克隆抗体（ｐＡｂ）滴度高，ＤＥＳ－ＢＳＡ免疫原性良好。
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表１　ＤＥＳ－ＢＳＡ免疫小鼠多抗效价测定

阳性血清

稀释倍数

多抗效价

１号小鼠血清 ２号小鼠血清 ３号小鼠血清
２００ ２．７９６ ３．１３８ １．１２２
４００ ２．５７４ ２．９８３ ０．８１６
８００ １．４２７ ２．４７８ ０．４９４
１６００ ０．８９ １．７７３ ０．３２４
３２００ ０．５２ １．１１５ ０．２１５
６４００ ０．２９７ ０．８６３ ０．１８４
１２８００ ０．１８７ ０．６０３ ０．０９６
阴性 ０．０８６ ０．０８４ ０．０７９
空白 ０．０６３ ０．０５４ ０．０５５

２．２．２　敏感性鉴定结果　３只免疫小鼠的抗血清都有抑制
生成（表２），其中抗血清抑制效果最优的是２号小鼠（图３），
以２号小鼠抗血清的抑制浓度的对数值为横坐标，其对应的
Ｂ／Ｂ０值为纵坐标进行绘图，曲线回归分析显示两者存在良好
的线性关系，其线性回归方程为 ｙ＝－０．３９７５ｘ＋１．００１２，
ｒ２＝０．９７７３。据此回归方程能够计算出对ＤＥＳ抗血清的ＩＣ５０
为１８．２２１μｇ／Ｌ，证明所获得的ＤＥＳ抗血清的敏感性较高。
２．２．３　特异性鉴定结果　ＤＥＳ抗血清与己烷雌酚、双烯雌酚
的交叉反应率分别为８．０９％、３．６３％，与其类似物无交叉反
应（表３）。证明ＤＥＳ多抗血清拥有较好的选择性。

表２　ＤＥＳ多抗血清的抑制效价

免疫小鼠序号
不同ＤＥＳ标准品浓度多抗血清抑制效价

３２０μｇ／Ｌ １６０μｇ／Ｌ ８０μｇ／Ｌ ４０μｇ／Ｌ ２０μｇ／Ｌ １０μｇ／Ｌ ５μｇ／Ｌ ２．５μｇ／Ｌ ０
１ ０．０７３ ０．１３１ ０．２３８ ０．３４２ ０．４９６ ０．６８４ ０．７９９ ０．８９０ １．００９
２ ０．０５４ ０．１２０ ０．２０１ ０．３２９ ０．４７４ ０．６８１ ０．７７９ ０．８２０ １．０１９
３ ０．１４０ ０．１７８ ０．２８１ ０．４０１ ０．５４９ ０．６９８ ０．７８５ ０．８７３ １．００１

表３　ＤＥＳｐＡｂ与ＤＥＳ结构类似物的交叉反应

化合物
半数抑制质量浓度ＩＣ５０

（μｇ／Ｌ）
交叉反应率

（％）
己烯雌酚 １８．２２１　　 １００．００
己烷雌酚 ２２５．２００ ８．０９
双烯雌酚 ５０１．６００ ３．６３
甲孕酮　 ＞２．００×１０４ ＜０．１
雌二醇　 ＞２．００×１０４ ＜０．１
双酚Ａ　 ＞２．００×１０４ ＜０．１
雌三醇　 ＞２．００×１０４ ＜０．１

３　讨论

３．１　ＤＥＳ人工抗原的制备
依据ＤＥＳ免疫学测定技术的报道，归纳活化ＤＥＳ重要的

手段有２种：一种是改造己烯雌酚中的酚羟基产生醚键；另一
种是改造ＤＥＳ中的酚羟基形成酯键，对ＤＥＳ分子含有２个对
称结构的酚羟基进行衍生反应，对其可直接与琥珀酸酐衍生

使之生成具有交联功能基团的化合物，然后再与载体交联。

要对其中一个酚羟基进行化学改造，必须从反应物的量上加

以严格控制，按一定比例反应后，保证生成的产物是 ＤＥＳ－
ＨＳ。我们按照此法对ＤＥＳ进行多次改造，但结果没有新的产
物产生。Ｌｉｕ等报道动物体内酯酶使机体内的酯键处于不稳
定状态，而且免疫原性不理想［１２］。本研究为了避免这一现象

的产生，选取后一种连接方式。

３．２　ＤＥＳ人工抗原的鉴定

核磁共振碳谱、ＩＲ、标记抗原示踪法［１３］、ＵＶ［１４］、聚丙烯酰
胺凝胶电泳等是检测小分子抗原经常使用的方法，前２种方
法能够很好地测出被检物质的化学式，但是操作者需要拥有

辨析图谱的能力和相当程度的实际动手经历，而且检测成本

高昂，第３种方法要求对小分子作标记，还要求检测合成抗原
的放射强弱，操作过程步骤繁琐、所需时间长。使用后２种方
法鉴定本试验合成的抗原，结果显示，ＤＥＳ与 ＢＳＡ已经发生
偶联，断定两者是否发生偶联的关键是合成的 ＤＥＳ－ＢＳＡ抗
原免疫ＢＡＬＢ／ｃ小鼠后，是不是生成了针对 ＤＥＳ的抗体［１５］。

本试验测定的３只 ＢＡＬＢ／ｃ小鼠的多克隆抗体的效价都在
１×１０４以上，都对 ＤＥＳ有抑制，最佳的 ＩＣ５０为 １８．２２１μｇ／Ｌ，
结果表明，本研究合成的抗原可以激发机体产生高亲和力的

特异性抗体，充分证明该合成物是有效的。
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　　摘要：２０１５年６月中旬，山东省莘县、高唐等地多个养殖场３日龄肉杂鸡出现张口、伸颈、呼吸困难等症状，剖检呼
吸道无明显病变，心脏、肝脏周围及皮下有大量淡黄色胶冻样渗出物，肝脏有大量点状坏死，为确定病原，对发病鸡的喉

拭子进行了流感抗原性检测；对病鸡的肺脏进行了病毒分离培养；对其肝脏、心脏进行了细菌的分离培养、生化鉴定及药

敏试验。结果表明，肉杂鸡发病由金黄色葡萄球菌和肺炎克雷伯菌的混合感染所致，针对无禽流感病毒和新城疫病毒的

感染，采取了敏感药物治疗、消毒、加强饲养管理等综合措施，７ｄ后，发病情况逐渐好转，鸡群１５日龄时趋于稳定。
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　　鲁西小型肉杂鸡是用快大型白羽肉鸡的父母代父系公鸡
作父本，褐壳商品蛋鸡作母本杂交而来，具有生长速度快、饲

料报酬高、饲养周期短、料肉比低、肉质嫩、易加工、易成熟等

特点，是制作脱骨扒鸡的最理想原料，在山东聊城各县（区）

均具有较大养殖规模。２０１５年６月中旬，山东省莘县、高唐
等地多个肉杂鸡养殖场相继发生同样疾病，３日龄小肉鸡开
始出现张口、伸颈、呼吸困难，生长发育受阻，剖检呼吸道无明

显病变，心脏、肝脏周围及皮下有大量的淡黄色胶冻样渗出

物，肝脏有大量点状坏死。通过对鸡苗来源与去向等调查排

除了鸡苗质量问题。采取病料进行细菌的分离培养，经鉴定

分离到１株肺炎克雷伯菌（Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）和１株金黄
色葡萄球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ），且肺炎克雷伯菌分离株
对多种药物具有耐药性。

１　材料与方法

１．１　材料与设备
营养琼脂平板、高盐甘露醇琼脂平板、麦康凯琼脂平板由

聊城大学动物预防兽医实验室制备。禽流感病毒（通用）抗

原快速检测卡，购于深圳真瑞生物科技有限公司；ＸＫ型自动
细菌鉴定仪、肠杆菌鉴定试剂盒、葡萄球菌鉴定试剂盒等由山

东鑫科生物科技有限公司提供；各种药敏纸片，购于浙江杭州

天和微生物试剂有限公司。

１．２　病料的采取
进行无菌操作，取发病肉鸡的喉拭子、肺脏、肝脏、心脏。

１．３　禽流感抗原检测
将喉拭子立即用禽流感病毒抗原快速检测卡进行检测，

操作方法按说明书进行。

１．４　病毒的分离培养与鉴定
进行无菌操作，取少量肺脏样品，放入灭菌的研磨器，加

含双抗的ＰＢＳ研磨成１０％～２０％的悬液。４℃ １２０００ｒ／ｍｉｎ
离心１０ｍｉｎ，取上清，接种于４枚１０日龄 ＳＰＦ鸡胚尿囊腔，
０２ｍＬ／胚，每１２ｈ照胚１次，弃去２４ｈ内死亡胚，及时取出
２４～７２ｈ死胚，于４℃冰箱过夜，７２ｈ未死亡的全部取出置于
冰箱内冻死，无菌收取尿囊液。用１％的鸡红细胞测定尿囊
液有无血凝性；若无血凝性，则可排除新城疫病毒、禽流感病

毒的感染；若有，则通过血凝抑制试验进一步进行鉴定。
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