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摘要  [ 目的] 合成�乙醇人工抗原。[ 方法] 通过化学合成方法 ,将�乙醇与琥珀酸酐反应 ,合成半抗原�乙醇半琥珀酸酯( OLA- HS) ,
通过活泼酯化法将半抗原与载体蛋白偶联制备�乙醇全抗原。[ 结果] TLC、紫外光谱法的鉴定结果表明 ,目标半抗原合成成功 ;紫外光
谱法鉴定结果表明,全抗原合成成功。[ 结论] 建立了一种�乙醇半抗原及全抗原的合成方法 ,为进一步制备�乙醇抗体奠定基础。
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Preparationand Identification of the Artificial Antigen of Residual Olaquindox in Foods
ZHANG Jing-yan et al  ( College of Veterinary Medicine , Gansu Agricultural University , Lanzhou, Gansu 730070)
Abstract  [ Objective] The research ai med to synthesize the artificial antigen of olaqui ndox . [ Method] Olaquindox reacted with succi nic anhydride by
chemosynthesis method to synthesize the hapten( OLA- HS) . And the hapten was coupled with carrier protein by using active esterification method to pre-
pare the complete antigen of olaquindox . [ Result] The i dentification results by TLC and ultraviolet spectroscopy showed that the hapten was successfully
synthesized . The identification results by ultraviolet spectroscopy showed that the complete antigen was successfully synthesized . [ Conclusion] A synthesis
method of the hapten and complete antigen of olaquindox was established , whichlaid the foundation for further preparation of olaquindox antibody .
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  动物性食品安全与人们身体健康和经济贸易密切相关 ,

药物残留是威胁动物性食品安全的重要因素。�乙醇( o-

laquindox ,OLA) 又称�酰胺醇, 是一个纯化学合成物质, 它的

化学名称叫作2- 羟乙基氨基甲酰-3- 甲基- ��啉-1 ,4- 二氧化

物。残留于动物组织中的�乙醇是一种基因毒剂和生殖腺

诱变剂, 不但能使动物发生中毒或死亡, 且其可能残留在畜

产品中, 对人体也有较大的危害。因此, 中国兽药典规定, �

乙醇禁用于禽、鱼及体重超过35 kg 的猪。近年来,我国动物

源食品中�乙醇残留仍很严重, 为了确保人类安全与健康 ,

开展饲料及饲料添加剂中�乙醇含量检测工作非常重要。

�乙醇残留的检测目前主要依靠薄层色谱法[ 1 - 2] 、高效

液相色谱法[ 3 - 7] 、质谱法[ 8] 、高效液相- 质谱联用法[ 9] 等, 这

些方法往往需要复杂昂贵的的仪器、而且需要经过繁琐的前

处理, 很难达到快速、简便的现场检测要求。免疫检测分析

方法由于具有特异性强、灵敏度高、简便、快速等优点, 在兽

药残留分析领域应用越来越多。因此, 笔者建立了一种鲜见

文献报道的�乙醇半抗原及全抗原合成方法,以期为进一步

制备�乙醇抗体和快速检测免疫试剂盒奠定基础。

1  材料与方法

1 .1 试剂 �乙醇原料药,纯度98 % ,购于山西亚宝兽药有

限公司; �乙醇标准品,纯度99 .6 % , 批号 H071101 ,购于中国

兽药监察所;牛血清白蛋白( BSA) 为生化试剂,N- 羟基琥珀酰

亚胺( NHS) 、二环己基碳二亚胺( DCC) 为分析纯, 均购于Sig-

ma 公司; 其他试剂皆为市售分析纯。

1 .2  仪器  UV- 2501 紫外- 可见分光光度计, 由岛津公司

生产;MS-5704 ,由美国应用生物系统公司生产 ;CCA-111 旋转

蒸发仪 ; LGJ-10 冷冻干燥机 ,透析袋( 最大截留相对分子质量

6 000) ,进口分装。

1 .3 方法

1 .3 .1 半抗原的合成。称取2 .209 0 g �乙醇和0 .916 g 琥

珀酸酐置于圆底烧瓶中, 加入吡�200 ml , 加热回流反应8 h

后,减压蒸除吡�, 加入50 ml 蒸馏水和6 ml 浓盐酸, 放入4

℃冰箱过夜,次日用乙酸乙酯萃取3 次,用2 mol/ L 碳酸氢钠

水溶液提取有机相, 重复3 次, 收集水相, 再用浓盐酸调pH

值约为2 ,析出黄褐色糖浆状物。撇去酸层 ,用蒸馏水洗5 次

后, 经真空干燥得黄褐色固体, 即半抗原�乙醇半琥珀酸酯

( OLA- HS) ,直接用于鉴定或偶联。反应路线见图1。

1 .3 .2 全抗原合成。准确称取30 .4 mg OLA- HS 溶于0 .5 ml

DMF, 加入42 .0 mg DDC,搅拌10 min 后再加入27 .6 mg NHS ,

室温避光搅拌反应24 h , 离心除去沉淀物( N,N′- 二环已基脲) ,

图1 半抗原合成路线

Fig.1 Thesynthetic routeof hapten

上清液为反应A 液。另称取20 mg BSA 溶于8 ml 浓度为0 .1

mol/ L pH 值为7 .4 的磷酸缓冲液中, 此为反应液B。将反应

液A 逐滴加到反应液 B 中,4 ℃搅拌过夜。次日将反应
�
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液置于处理过的透析袋内。用浓度为0 .1 mol/ L pH 值为7 .4

的磷酸缓冲液透析3 d , 每天换液3 次 , 即得�乙醇全抗原

( OLA- BSA) 。冷冻干燥,分装, 保存于- 20 ℃冰箱中备用。

2  结果与分析

2 .1 OLA- HS 的合成与鉴定

2 .1 .1 TLC 监测结果。溶剂选择95 %乙醇溶液, 展开剂为乙

酸乙酯∶丙酮∶乙醇( 5∶4∶1) 。在254 nm紫外灯下观察。结果
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表明,�乙醇标准品的 Rf 值与�乙醇原料药的 Rf 值相同

( Rf = 0 .39) ,产物 OLA- HS 的斑点单一, Rf 值( Rf = 0 .69) 不同

于�乙醇原料药, 因此可以得出在反应后生成了不同于�乙

醇的一种新产物。

2 .1.2 紫外光谱法的鉴定结果。由图2 可知,�乙醇原料药

在373 .0、356 .0、258 .8、239 .4 nm 时有最大吸收, �乙醇半琥

珀酸酯( OLA- HS) 除具有与�乙醇相同的特征吸收峰以外, 在

343 .40、242 .20 nm也有吸收。而经试验证明琥珀酸酐无紫外

吸收, 因此试验表明有新物质生成。

图2 OLA 和OLA- HS 的紫外吸收光谱

Fig .2 The ultraviolet absorptionspectrumof OLA and OLA- HS

2.1 .3  OLA- HS 的质谱鉴定结果。由图3 可知, 对 OLA- HS

进行+ ESI- MS 鉴定时出现 OLA- HS 分子离子峰 m / z = 364

( [ 363 + H] + ) , 与目标产物的理论分子量一致。通过以上鉴

定分析 ,表明半抗原�乙醇半琥珀酸酐合成成功。

图3 OLA- HS 的电喷雾离子化质谱图

Fig .3 The electronsprayionization mass spectrometry of OLA- HS

2 .2 OLA- BSA 全抗原的鉴定 由图4 可知, �乙醇全抗原

的紫外吸收光谱, 与载体蛋白及半抗原的吸收曲线有明显的

图4 OLA-BSA的紫外吸收光谱

Fig .4 The ultraviolet absorptionspectrumof OLA- BSA

变化。280 nm为载体蛋白 BSA 的特征吸收峰 , 而 OLA- BSA

在这一波长处吸收有增加; 在341 .1 nm 处,OLA- BSA 表现出

与OLA 类似的特征吸收峰, 结果表明全抗原合成成功。

3  讨论

( 1) 在药物残留检测领域, 酶联免疫检测方法( ELISA) 具

有灵敏、快速、简便、特异等优点, 适用于现场监控和大量样

本筛选。而大部分药物都属于半抗原 , 不具有免疫原性 , 因

此合成小分子药物的人工抗原并制备出相应的抗体是制备

酶联免疫试剂盒的关键。目前, 国内文献鲜见有关�乙醇酶

联免疫分析方法的报道, 仅 Situ 等报道过使用直接竞争

ELISA 的方法对饲料中�乙醇原型药物的含量进行过检测 ,

使用该方法检测饲料中�乙醇的最低检测限为1 .02 mg/ kg ,

最低定量限为1 .5 mg/ kg ,在4～8 mg/ kg 的添加浓度范围内回

收率在91 % ～102 % , 并且交叉反应率试验表明针对�乙醇

的多克隆抗体对结构类似的同类药物卡巴氧具有15 .2 % 交

叉反应率[ 10] 。仅从检测灵敏度上看 , 该方法不能满足残留

检测的要求。因此, 在�乙醇残留检测方法中 ,进一步开展、

完善免疫分析方法的研究是有必要的。

(2) 由于�乙醇的分子质量只有263 , 不具有免疫原性 ,

必须具有或衍生出能与载体进行交联反应的功能基团( 氨

基、羧基、重氮盐等) , 才能与载体交联。对于含羟基的半抗

原, 需要将其羟基衍生为羧基后才能再与载体交联合成人工

抗原。分子结构中支链末端为羟基, 该试验以琥珀酸酐为衍

生剂,吡�作反应溶剂, 经简单洗涤、脱溶, 即可得到纯度很

高的产物, 产物纯度得到了波谱鉴定确证,该法操作简便, 能

够满足实验室合成少量半抗原的需要。

(3) 对于含羧基的半抗原, 其人工抗原的合成常采用混

合酸酐法、活泼酯化法或碳二亚胺法[ 11] ,其中活泼酯化法是

对碳二亚胺法的改进 ,由于避免了碳二亚胺对蛋白的直接作

用和蛋白分子间的交联,在小分子的酶联免疫分析方法的研

究中应用广泛。该研究采用活泼酯化法成功制备出�乙醇

的全抗原,为进一步制备�乙醇抗体和快速检测免疫试剂盒

奠定坚实的基础。
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