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呋喃唑酮代谢物人工抗原的制备与鉴定

吴　萌，吴海涛，圣志存，陈晓兰，苏蒳华，柳青青
（江苏农牧科技职业学院，江苏泰州２２５３００）

　　摘要：制备了呋喃唑酮代谢物３－氨基－２－ 唑烷酮（ＡＯＺ）的人工抗原，再采用重氮法将 ＡＯＺ衍生物２－ＮＰ－
ＡＯＺ与载体蛋白牛血清白蛋白（ＢＳＡ）和卵清蛋白（ＯＶＡ）偶联，制备免疫原２－ＮＰ－ＡＯＺ－ＢＳＡ和包被原２－ＮＰ－
ＡＯＺ－ＯＶＡ，通过ＳＤＳ－ＰＡＧＥ、ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ－ＭＳ分析其偶联效果。以２－ＮＰ－ＡＯＺ－ＢＳＡ皮下注射免疫 ＳＰＦ级
ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，分别于３次免疫和５次免疫后制备血清，以间接 ＥＬＩＳＡ检测血清中２－ＮＰ－ＡＯＺ抗体效价，间接竞争
ＥＬＩＳＡ检测血清敏感性，鉴定其免疫原性。发现２－ＮＰ－ＡＯＺ分别与 ＢＳＡ和 ＯＶＡ偶联成功，获得免疫原２－ＮＰ－
ＡＯＺ－ＢＳＡ和包被原２－ＮＰ－ＡＯＺ－ＯＶＡ；ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ－ＭＳ分析测得偶联率分别为７．１∶１、３．８∶１；ＢＣＡ试剂盒检
测２－ＮＰ－ＡＯＺ－ＢＳＡ、２－ＮＰ－ＡＯＺ－ＯＶＡ的浓度分别为４．９、５．２ｍｇ／ｍＬ。间接ＥＬＩＳＡ检测３次免疫后小鼠血清抗
体效价均达１∶１６０００及以上，５次免疫后血清抗体效价均达１∶３２０００及以上；半数抑制浓度（ＩＣ５０）为３４．４３ｎｇ／ｍＬ，

人工抗原２－ＮＰ－ＡＯＺ－ＢＳＡ免疫原性优良。本研究成功合成了ＡＯＺ完全抗原，为ＡＯＺ单克隆抗体制备及快速检测
方法的建立奠定了基础。
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　　呋喃唑酮（ｆｕｒａｚｏｌｉｄｏｎｅ），学名３－（５－硝基糠
醛缩氨基）－２－唑烷酮，又名痢特灵，属于硝基呋
喃类药物，具有广谱的抗菌作用；现代药理毒理试

验研究表明，呋喃唑酮在机体内代谢周期短、易衰

减，主要代谢物为３－氨基 －２－唑酮（ＡＯＺ）［１－２］，
分子结构式，结果见图１－Ａ，ＡＯＺ可与机体内组织
蛋白紧密结合，从而残留数周，对人体具有潜在的

致癌、致突变作用［３］。因此，我国相关法规明确规

定严禁动物性食品中添加包括呋喃唑酮在内的硝

基呋喃类药物。但在实际生产中，由于呋喃唑酮预

防和治疗细菌性感染效果显著且价格低廉，所以仍

存在非法使用的情况。因此，建立快速、简便的检

测方法自然尤为重要。由于呋喃唑酮衰减原因，研

究者们大多以 ＡＯＺ作为标志物检测呋喃唑酮是否
非法使用［４］。

目前，检测呋喃唑酮代谢物ＡＯＺ残留常用的方
法为液相色谱－串联质谱法（ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ）［５－６］，具
有检测灵敏度高、结果准确性好等优点，但存在前

样处理复杂、检测时间长、成本昂贵等问题［７］，尤其

不适合大批量样品的快速筛查。免疫分析法因灵

敏度高、特异性强、简便、样品高通量及成本低等优

点也成为检测呋喃唑酮代谢物的一种重要手段［８］，

其建立的关键是获得免疫学特性优良的抗体，而抗

体获得的前提条件为制备待测物的免疫原。

ＡＯＺ分子量较小，前期研究显示直接将其偶联
蛋白质获得的人工抗原几乎无免疫原性，不能满足

生产高效价抗体的要求。目前，研究者先将ＡＯＺ衍
生化，研究最多的将 ＡＯＺ与带环的化学物质４－羧
基苯甲醛反应生成衍生物 ３－（４－羧基苯亚甲
基）－氨基－２－ 唑烷酮（ＣＰ－ＡＯＺ）（分子结构式
见图１－Ｂ）［９］，再将衍生物与蛋白质偶联，制备人工
抗原，获得抗体用于免疫检测。本研究选择ＡＯＺ衍
生物２－ＮＰ－ＡＯＺ（分子结构式见图１－Ｃ），将其分
别与ＢＳＡ和ＯＶＡ偶联制备完全抗原，并通过凝胶
电泳、ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ－ＭＳ鉴定其偶联效果，以合成
人工抗原免疫 ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，通过酶联免疫方法测
定小鼠血清抗体效价与敏感性，分析人工抗原的免

疫原性。
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１　材料与方法

１．１　试验动物
试验于２０２０年１２月于江苏农牧科技职业学院

生物制药技术实验室完成。ＳＰＦ级ＢＡＬＢ／ｃ小鼠（６
周龄，雌性），购自扬州大学比较医学中心。

１．２　试剂及仪器设备
２－ＮＰ－ＡＯＺ：纯度≥９９．９％，坛墨质检科技股

份有限公司；弗氏完全佐剂、弗氏不完全佐剂、牛血

清白蛋白（ＢＳＡ）：纯度≥９８％；鸡卵清白蛋白
（ＯＶＡ）：纯度≥９８％，默克集团（Ｍｅｒｃｋ）；ＢＣＡ蛋白
定量试剂盒、明胶封闭缓冲液、ＥＬＩＳＡ显色液与终止
液、ＨＲＰ－羊抗小鼠二抗：生工生物工程（上海）股
份有限公司；１×ＰＢＳ（ｐＨ值７．２～７．４）缓冲液、１×
ＰＢＳＴ缓冲液（ｐＨ值７．２～７．４）：北京索宝来科技有
限公司；乙腈、亚硝酸钠：均为 ＡＲ，阿拉丁试剂（上
海）有限公司。

ＤＫ－Ｓ１１数显水浴锅，上海浦东荣丰科学仪器
有限公司；４８００ＰｌｕｓＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ／ＴＯＦ质谱仪，
ＡＢＳＣＩＥＸ公司；３５００ＢＲ全自动凝胶成像分析系
统，上海天能科技有限公司；ＶＥ１８０垂直电泳仪，上
海天能科技有限公司。

１．３　方法
１．３．１　完全抗原的合成　采用重氮法［１０］合成呋喃

唑酮代谢物ＡＯＺ的完全抗原，包括免疫原２－ＮＰ－
ＡＯＺ－ＢＳＡ和包被原２－ＮＰ－ＡＯＺ－ＯＶＡ。准确称
取ＡＯＺ衍生物（２－ＮＰ－ＡＯＺ）５ｍｇ，溶解于５００μＬ
乙腈中，加入２ｍＬ浓度为１ｍｏｌ／Ｌ的盐酸，搅拌，再
加入２ｍｇ锌粉，振荡混匀；水浴中加热２０ｍｉｎ，取上
清冷却至４℃，获得２－ＮＰ－ＡＯＺ还原液。１ｍｏｌ／Ｌ
盐酸调节还原液 ｐＨ值至１．０～２．０，加入２ｍｏｌ／Ｌ
亚硝酸钠溶液，至淀粉碘化钾试纸检验呈灰蓝色。

将上述混合液逐滴加至１ｍＬ含５０ｍｇ的０．０１ｍｏｌ／Ｌ
ＢＳＡ且ｐＨ值为７．４的 ＰＢＳ溶液中，搅拌，调节 ｐＨ
值至８．５，避光条件下振荡１ｈ，放置在４℃冰箱过
夜。ＰＢＳ透析４ｈ，５０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，收集上

清，即为免疫原２－ＮＰ－ＡＯＺ－ＢＳＡ。包被原２－ＮＰ－
ＡＯＺ－ＯＶＡ的制备方法同上，以ＯＶＡ代替ＢＳＡ。
１．３．２　完全抗原浓度的测定　采用ＢＣＡ试剂盒法
测定人工抗原的浓度。将试剂盒中 ＢＳＡ标准品溶
液（５ｍｇ／ｍＬ）以 ＰＢＳ稀释成０．０００、０．０２５、０．０５０、
０．１００、０．２００、０．３００、０．４００、０．５００ｍｇ／ｍＬ，分别取
稀释好的 ＢＳＡ标准品和待测人工抗原各２０μＬ置
于９６孔板中，加入２００μＬ／孔 ＢＣＡ工作液，混匀；
３７℃ 水浴保温３０ｍｉｎ。冷却至室温后，在酶标仪
中测定各孔的 Ｄ５６２ｎｍ值。以标准组各管 Ｄ５６２ｎｍ平均
值为纵坐标，对应的蛋白质浓度为横坐标，绘制标

准曲线，计算待测人工抗原的浓度。

１．３．３　紫外扫描光谱鉴定合成的完全抗原　将
２－ＮＰ－ＡＯＺ－ＢＳＡ和２－ＮＰ－ＡＯＺ－ＯＶＡ稀释至
０．５ｍｇ／ｍＬ，以ＢＳＡ、ＯＶＡ、２－ＮＰ－ＡＯＺ标准品溶液
作为对照，在２００～４００ｎｍ范围内对上述溶液进行
紫外光谱扫描，记录图谱，根据人工抗原与２－ＮＰ－
ＡＯＺ标准品和载体蛋白 ＢＳＡ（ＯＶＡ）吸收峰的变化
判断偶联效果。

１．３．４　ＳＤＳ－ＰＡＧＥ鉴定合成的完全抗原　将待测
品 ＢＳＡ、ＯＶＡ、２－ＮＰ－ＡＯＺ－ＢＳＡ与 ２－ＮＰ－
ＡＯＺ－ＯＶＡ均配制为０．５ｍｇ／ｍＬ溶液，分别与５×
ＳＤＳＬｏａｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ按照 ５∶１体积比混合，煮沸
１０ｍｉｎ。取煮沸后待测样各２０μＬ加入上样孔，经
１０％分离胶分离；电泳结束后以考马斯亮蓝染色液
染色１ｈ后，脱色，至蛋白条带清晰无杂色。根据条
带位置即蛋白泳动速度判断偶联是否成功。

１．３．５　ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ－ＭＳ鉴定合成的完全抗原　
将２－ＮＰ－ＡＯＺ－ＢＳＡ和２－ＮＰ－ＡＯＺ－ＯＶＡ稀释
至１ｍｇ／ｍＬ，经脱盐处理后分别与基质溶液混合，
ＢＳＡ和ＯＶＡ溶液作为对照。点靶，置于质谱仪内进
行激光扫描，获取离子质谱图，根据样品相对分子

量判断是否偶联成功并计算偶联比。偶联比 ＝
（Ｍ人工抗原 －Ｍ载体蛋白）／Ｍ半抗原，其中：Ｍ表示相对分子
质量。

１．３．６　动物免疫　选 ６只 ６周龄雌性 ＳＰＦ级
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ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，４只以２－ＮＰ－ＡＯＺ－ＢＳＡ为免疫原
免疫；１只为空白对照，以 ＰＢＳ为免疫原免疫；１只
为阴性对照，相同的条件下饲养。首次免疫时加入

等量的弗氏完全佐剂混合，以５０μｇ／只多点皮下注
射。第２、第３、第４次免疫时用等量的弗氏不完全
佐剂代替弗氏完全佐剂与免疫原混匀；第５次免疫
时不添加７ｄ后采血，３７℃放置２ｈ后置于４℃过
夜，３０００ｒ／ｍｉｎ离心 １０ｍｉｎ，收集上清，－２０℃
保存。

１．３．７　免疫血清效价的测定　采用间接 ＥＬＩＳＡ［１１］

测定血清效价。将包被原２－ＮＰ－ＡＯＺ－ＯＶＡ稀释
至２．５μｇ／ｍＬ，以１００μＬ／孔包被于９６孔 ＥＬＩＳＡ板
上，３７℃ 孵 育 ２ｈ；ＰＢＳＴ洗 板，３次 后 加 入
２５０μＬ／孔 １％明胶封闭液，３７℃孵育２ｈ；ＰＢＳＴ洗
板，３次后加入倍比稀释的多抗血清１００μＬ／孔，并
设置阴性、空白对照，３７℃孵育２ｈ；ＰＢＳＴ洗板，３次
后加入稀释好的羊抗鼠酶标二抗１００μＬ／孔，３７℃
孵育１．５ｈ；ＰＢＳＴ洗板后，加入１００μＬ／孔 ＴＭＢ显
色液，避光反应 １０ｍｉｎ后加入终止液，５０μＬ／孔。
酶标仪上选定空白对照后，测定 Ｄ４５０ｎｍ值，待测孔
Ｄ４５０ｎｍ为 Ｐ，阴性对照 Ｄ４５０ｎｍ为 Ｎ，当 Ｐ≥０．２且
Ｐ／Ｎ≥２．１时，判定为阳性。
１．３．８　免疫血清敏感性的测定　采用间接竞争
ＥＬＩＳＡ［１２］测定ＡＯＺ免疫血清的敏感性。将２－ＮＰ－
ＡＯＺ－ＯＶＡ包被至ＥＬＩＳＡ板上，加入５０μＬ／孔不同
质量浓度的 ２－ＮＰ－ＡＯＺ标准品（１０００．０００、
５０００００、２５０．０００、１２５．０００、６２．５００、３１．２５０、
１５６２５、７．８１３、３．９０６、１．９５３、０．０００ｎｇ／ｍＬ）和
５０μＬ／孔 Ｄ４５０ｎｍ为１．０对应稀释倍数的多抗血清；
最后一孔只添加 ５０μＬ的 ＰＢＳ，设置为空白对照。
其他步骤见“１．３．７”节。以 Ｂ／Ｂ０（Ｂ代表不同质量

浓度 ２－ＮＰ－ＡＯＺ标准品孔的 Ｄ４５０ｎｍ，Ｂ０代表２－
ＮＰ－ＡＯＺ标准品质量浓度为０时的 Ｄ４５０ｎｍ）为纵坐
标，以２－ＮＰ－ＡＯＺ标准品质量浓度对数为横坐标
绘制抑制曲线，计算 ＡＯＺ多抗的半数抑制浓度
ＩＣ５０，并通过ＩＣ５０判断抗体的敏感性

［１３］。

２　结果与分析

２．１完全抗原浓度的测定
由图２可知，线性回归方程式为ｙ＝０．９１２４ｘ＋

０．１１０４，ｒ２＝０．９９６１，计算人工抗原２－ＮＰ－ＡＯＺ－
ＢＳＡ浓度为４．９ｍｇ／ｍＬ，２－ＮＰ－ＡＯＺ－ＯＶＡ浓度
为５．２ｍｇ／ｍＬ。

２．２　完全抗原的紫外光谱扫描测定
由图３－Ａ可知，ＢＳＡ在２７９ｎｍ左右有最大吸

收峰，２－ＮＰ－ＡＯＺ－ＢＳＡ的特征性吸收峰相比
ＢＳＡ有一定程度的偏移，且与２－ＮＰ－ＡＯＺ的紫外
光谱图和趋势不同，初步判断２－ＮＰ－ＡＯＺ与 ＢＳＡ
偶联成功。

由图３－Ｂ可知，２－ＮＰ－ＡＯＺ－ＯＶＡ的紫光吸
收曲线较ＯＶＡ与２－ＮＰ－ＡＯＺ均发生明显变化，初
步判断２－ＮＰ－ＡＯＺ与ＯＶＡ偶联成功。

２．３　完全抗原的ＳＤＳ－ＰＡＧＥ鉴定
由图４可知，相同条件下２－ＮＰ－ＡＯＺ－ＢＳＡ

的迁移速率小于 ＢＳＡ，２－ＮＰ－ＡＯＺ－ＯＶＡ的迁移
速率小于ＯＶＡ，均出现了明显的拖尾现象。说明
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２－ＮＰ－ＡＯＺ－ＢＳＡ分子量明显大于 ＢＳＡ，２－ＮＰ－
ＡＯＺ－ＯＶＡ分子量明显大于 ＯＶＡ，推测 ＢＳＡ、ＯＶＡ

均成功偶联了部分２－ＮＰ－ＡＯＺ，可初步判定免疫
原与包被原合成成功。

２．４　完全抗原的ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ－ＭＳ分析
由图５可知，人工抗原２－ＮＰ－ＡＯＺ－ＢＳＡ与

２－ＮＰ－ＡＯＺ－ＯＶＡ相对分子量较载体蛋白相对分
子量明显增大，与 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ显示人工抗原比载
体蛋白泳动速度慢的结果一致，表明偶联成功。由

图５－Ａ可知，２－ＮＰ－ＡＯＺ－ＢＳＡ的相对分子量为
６７８９２．５４，ＢＳＡ的相对分子量为 ６６２２８．９２；由图
５－Ｂ可知，２－ＮＰ－ＡＯＺ－ＯＶＡ的相对分子量为
４５３８３．６９，ＯＶＡ的相对分子量为 ４４４８４．３１，根据
２－ＮＰ－ＡＯＺ相对分子量大小，得出２－ＮＰ－ＡＯＺ
与ＢＳＡ的偶联比为７．１∶１，２－ＮＰ－ＡＯＺ与 ＯＶＡ
的偶联比为３．８∶１。
２．５　免疫血清效价的测定

由表１、表２可知，４只以２－ＮＰ－ＡＯＺ－ＢＳＡ
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为免疫原进行免疫的小鼠经３次免疫后血清效价均
达１∶１６０００及以上；经５次免疫后血清效价均达
１∶３２０００及以上。以２－ＮＰ－ＡＯＺ－ＯＶＡ为包被
原检测小鼠血清，避免了血清中针对载体蛋白的抗

原－抗体特异性反应，表明以合成的免疫原免疫小
鼠后产生了针对２－ＮＰ－ＡＯＺ的抗体，且随着免疫
次数增加，人工抗原免疫效果增强。

表１　３次免疫后小鼠血清效价测定结果

血清稀释

倍数

Ｄ４５０ｎｍ

１号 ２号 ３号 ４号

５００ ２．１３５ ２．１００ １．９９８ ２．０１４

１０００ １．９２０ １．８９８ １．７９２ １．８０８

２０００ １．４９７ １．４５６ １．３４０ １．４０３

４０００ １．１０４ １．０９８ １．０２４ １．０６１

８０００ ０．６６７ ０．６１２ ０．５０８ ０．５３９

１６０００ ０．４１３ ０．３９０ ０．３０１ ０．３３１

３２０００ ０．２２３ ０．２０９ ０．１６８ ０．１７７

阴性 ０．０８２ ０．０７５ ０．０６４ ０．０７２

表２　５次免疫后小鼠血清效价测定结果

血清稀释

倍数

Ｄ４５０ｎｍ

１号 ２号 ３号 ４号

５００ ２．７２５ ２．７０３ ２．５８７ ２．６０１

１０００ ２．４９１ ２．４１０ ２．３１３ ２．３０８

２０００ ２．０９９ １．９８４ １．８９１ １．９２３

４０００ １．５００ １．４２２ １．３０５ １．３８３

８０００ １．０１４ ０．９４８ ０．８２７ ０．８９８

１６０００ ０．７２３ ０．７１０ ０．６６８ ０．６８７

３２０００ ０．４７１ ０．４６５ ０．４０３ ０．４２３

阴性 ０．０７２ ０．０６９ ０．０７０ ０．０６５

２．６　免疫血清敏感性的测定
以１号小鼠免疫血清为例，通过间接竞争

ＥＬＩＳＡ测定免疫血清的敏感性。由图 ６可知，２－
ＮＰ－ＡＯＺ对小鼠免疫血清有抑制作用，其线性回归
方程式为ｙ＝－０．２５４ｘ＋０．８９０３，ｒ２为０．９８６５，ＩＣ５０
为３４．４３ｎｇ／ｍＬ。免疫血清敏感性鉴定结果说明，
２－ＮＰ－ＡＯＺ与载体蛋白成功偶联，合成了免疫原
性良好的人工抗原，该抗原能有效刺激机体产生特

异性免疫应答，可产生敏感性较好的抗 ２－ＮＰ－
ＡＯＺ的血清。

３　讨论

免疫学认为相对分子量小于１０００ｕ的分子仅
具备反应原性，无免疫原性。呋喃唑酮代谢物

（ＡＯＺ）分子量为１０２，为典型小分子物质，因此不能
刺激机体产生免疫应答，必须与大分子物质如蛋白

质载体偶联，形成完全抗原后才具有免疫原性。本

研究前期曾尝试以 ＡＯＺ直接连接载体蛋白 ＢＳＡ来
生产制备抗体，但效果不理想，这与李敏等的结

果［１４－１５］一致；原因可能是ＡＯＺ分子量太小，直接偶
联载体蛋白会被蛋白质分子包裹，不能形成有效的

抗原表位，导致产生的抗体免疫学特性较差［１４－１６］，

通常以ＡＯＺ衍生物（即在ＡＯＺ上连接１个间隔臂）
代替ＡＯＺ合成人工抗原。相关研究表明，免疫效果
与间隔臂有关，间隔臂长度为３～６个碳为宜［１７］；除

此之外，具有苯环的半抗原分子制备抗体的成功率

为３０％，而不含苯环则成功率仅为９％［１８－１９］。温丹

华等选择ＡＯＺ衍生物 ＣＰ－ＡＯＺ合成人工抗原，制
备抗体，建立免疫学检测方法［８，２０］，与前人研究常用

的ＡＯＺ衍生物不同，本研究选择了同样具有苯环的
ＡＯＺ衍生物２－ＮＰ－ＡＯＺ合成人工抗原，原因是后
期建立ＡＯＺ免疫学检测方法时需要将检测样品衍
生化，常得到的衍生化产物为２－ＮＰ－ＡＯＺ，且市面
上有２－ＮＰ－ＡＯＺ的标准品而无 ＣＰ－ＡＯＺ的标
准品。

小分子与蛋白质是否偶联成功可用多种方法

鉴定，如紫外吸收光谱法、红外吸收光谱法、ＳＤＳ－
ＰＡＧＥ、核磁共振氢谱、质谱等。由于２－ＮＰ－ＡＯＺ
中含有可还原硝基，本研究采用重氮法分别与 ＢＳＡ
和ＯＶＡ偶联获得免疫原和反应原；先通过 ＳＤＳ－
ＰＡＧＥ判定偶联效果，结果显示，偶联物的泳动速度
小于载体蛋白的泳动速度，初步证明偶联成功。然

后通过 ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ－ＭＳ分析分子偶联物和载体
蛋白的分子量差别，判断偶联成功。Ｅｒｌａｎｇｅ研究发
现，偶联率３～２５∶１比较合适［２１］；但也有学者认为

半抗原与载体蛋白的偶联比对诱导抗体产生无决
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定性影响。本研究采用 ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ－ＭＳ分析法
根据相对分子量差异计算偶联比，简单快速且结果

准确，得出 ２－ＮＰ－ＡＯＺ与 ＢＳＡ偶联比为 ７．１∶１，
与ＯＶＡ偶联比为３．８∶１，均在适宜范围内。

半抗原与载体蛋白反应合成的人工抗原，虽然

从其分子结果已经证明偶联成功，但合成的免疫抗

原是否具有免疫原性，最终必须通过免疫学试验来

检验［２２］。本研究以２－ＮＰ－ＡＯＺ－ＢＳＡ为免疫原
免疫小鼠，３次免疫后血清效价均达１∶１６０００及以
上，５次免疫后血清效价均达１∶３２０００及以上，说
明人工合成的抗原能有效刺激机体产生免疫反应，

具有良好的免疫原性，且免疫次数增多，免疫效果

增强。

４　结论

本研究以ＡＯＺ的衍生物２－ＮＰ－ＡＯＺ分别偶
联ＢＳＡ和ＯＶＡ，制备免疫原２－ＮＰ－ＡＯＺ－ＢＳＡ和
包被原 ２－ＮＰ－ＡＯＺ－ＯＶＡ，经紫外光谱扫描、
ＳＤＳ－ＰＡＧＥ、ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ－ＭＳ分析初步判断偶联
成功，偶联率分别为７．１∶１和３．８∶１。将免疫原以
５０μｇ／只免疫小鼠，３次和５次免疫后小鼠血清效
价达１∶１６０００及以上和１∶３２０００及以上，合成的
人工抗原具有良好的免疫原性。本研究完成了

ＡＯＺ人工抗原的合成，为ＡＯＺ单克隆抗体的制备和
免疫学检测方法的建立奠定了基础。
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［１８］ＧｏｏｄｒｏｗＭ Ｈ，ＨａｍｍｏｃｋＢＤ．Ｈａｐｔｅｎｄｅｓｉｇｎｆｏｒｃｏｍｐｏｕｎｄ－

ｓｅｌｅｃｔｉｖｅａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：ＥＬＩＳＡＳｆｏｒｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌｌｙｄｅｌｅｔｅｒｉｏｕｓｓｍａｌｌ

ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ［Ｊ］．ＡｎａｌｙｔｉｃａＣｈｉｍｉｃａＡｃｔａ，１９９８，３７６（１）：８３－９１．

［１９］李容庆，权春善，张丽影，等．人工抗原合成研究进展［Ｊ］．中国

生物工程杂志，２０１８，３８（１２）：６５－７５．

［２０］安　静，古丽斯坦，宋　斌，等．呋喃唑酮代谢物直接竞争化学

发光检测方法的建立［Ｊ］．分析仪器，２０１９（５）：６５－７０．

［２１］ＥｒｌａｎｇｅｒＢ Ｆ．Ｔｈｅｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｏｆａｎｔｉｇｅｎｉｃｈａｐｔｅｎ－ｃａｒｒｉｅｒ

ｃｏｎｊｕｇａｔｅｓ：ａｓｕｒｖｅｙ［Ｊ］．ＭｅｔｈｏｄｓｉｎＥｎｚｙｍｏｌｏｇｙ，１９８０，７０：８５－

１０４．　

［２２］栗世婷．磺胺二甲基嘧啶完全抗原的合成和鉴定［Ｊ］．药物生

物技术，２０１７，２４（４）：２９４－２９８．
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